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1.1. Badania z zakresu genetyki sagdowe]

Wprowadzenie analizy genetycznej to najwiekszy sukces w zakresie
nauk medyczno-sgdowych ubiegtego stulecia. Osiggniecia w dziedzinie
badan DNA, dokonane na przestrzeni ostatnich 20 lat, przyniosty
rewolucyjny postep i doprowadzity do wyodrebnienia sie nowej dziedziny
badawczej — genetyki sadowej [95]. Stanowi ona obecnie jedno
z najskuteczniejszych narzedzi w egzekwowaniu prawa. Wiekszos¢
sprawcow przestepstw, takich jak morderstwa czy gwatty, nie pozostaje
bezkarna dzieki badaniu profii DNA w $ladach biologicznych,
pozostawionych na miejscu zbrodni, do jakich nalezg: wios, plama krwi,
spermy czy $liny [18].

Prawidtowo zabezpieczony materiat dowodowy eliminuje mozliwosc
dokonania zbrodni doskonatej. Sladowa ilo$¢ materiatu pochodzacego od
sprawcy, pozostawiona np. w wyniku dotkniecia przez niego przedmiotu,
jest czesto wystarczajaca do uzyskania niepowtarzalnego w populaciji
wzoru DNA [129]. Wprowadzenie tego wzoru do bazy danych,
zawierajgcych profile przestepcow, prowadzi niczym nitka do kiebka do
ustalenia personaliow osoby, od ktérej zabezpieczony $lad pochodzi
[17,57].

Poza aspektem kryminalistycznym genetyka sadowa obejmuje
réwniez identyfikacje zwiok ludzkich na podstawie analizy ich szczatkéw,
w tym rowniez pochodzacych z katastrof masowych, oraz analizy
pokrewienstwa przeprowadzane celem ustalania personaliow osoby
zaginionej [84,114]. W sprawach imigracyjnych i spadkowych prowadzi do
ustalenia okreslonych relacji rodzinnych Ilub ich wykluczenia [164].
Do najczesciej przeprowadzanych analiz pokrewienstwa nalezy badanie
ojcostwa. Ekspertyza DNA potwierdza badz wyklucza ojcostwo roéwniez
w sytuacjach pozornie trudnych, kiedy domniemany ojciec nie zyje [58].

Olbrzymie mozliwosci, jakimi dysponuje wspoétczesna genetyka
sgdowa, wynikajg z szerokiego zakresu wysoce czutych i efektywnych
metod i narzedzi badawczych. Najwazniejszym z nich jest technika PCR
czyli tancuchowa reakcja polimerazy opracowana przez Kary Mullisa
w roku 1983. Umozliwia ona namnozenie DNA w milionowych ilosciach
kopii z wyjsciowej pojedynczej sekwencji [131]. Technika ta pozwala na
przeprowadzenie identyfikacji osobniczej na podstawie badania zaledwie



kilku, a w szczegodlnych przypadkach nawet jednej komorki organizmu
cztowieka, ktora zawiera 6 pg DNA [21].

Obecnie badania identyfikacyjne przeprowadzane sag gtdwnie
z wykorzystaniem krétkich sekwencji tandemowych powtorzen czyli
sekwencji typu STR. Sekwencje te zwane réwniez mikrosatelitarnymi
zostaly po raz pierwszy opisane w roku 1991 przez Edwardsa i wsp. [41].
Wielko$¢ czasteczki waha sie tu w granicach 100-450 par zasad. Motyw
repetytywny, zawierajgcy od 2 do 6 nukleotydéw, powtarza sie
w okreslonym miejscu genomu — locus od kilku do kilkudziesieciu razy
dajac kilka-kilkadziesigt wariantow — alleli [26].

W walce 2z przestepczoscia wypracowane zostaty jednolite
standardy analizy markeréw STR, jakie obowigzujg na catym swiecie [127].
Umozliwiajg one wymiane informacji miedzy laboratoriami bez wzgledu na
miedzynarodowe granice [140]. Wiekszos¢ wysoko rozwinietych krajow
posiada komputerowe bazy danych, zawierajgce profile oskarzonych
i skazanych [57,81]. Stuzg one wykrywaniu sprawcéw i kojarzeniu
przestepstw, ustalaniu i weryfikacji danych osobowych oraz identyfikacji
zwtok. Rdzeniem tych baz jest siedem loci rekomendowanych przez
Interpol — Miedzynarodowg Organizacje Policji Kryminalnych [48].

Tworzenie narodowych rejestréw profili DNA-STR zainicjowato
Forensic Science Service w roku 1995 w Wielkiej Brytanii. Najwczesniej
wprowadzono w tym kraju zmiany legislacyjne, ktore umozliwity
pozyskiwanie profili DNA poprzez analize wymazéw z jamy ustnej, cebulek
wlosow oraz sladéw biologicznych ujawnianych na miejscu przestepstwa
[46]. Trzy lata pozniej podobna baza danych administrowana przez FBI
powstata w Stanach Zjednoczonych. Decyzjg Rady Unii Europejskiej z roku
1997 panstwa Unii Europejskiej zostaly zaproszone do utworzenia
krajowych baz profii DNA. Bazy takie uruchomiono kolejno
w Holandii, Austrii i w Niemczech. W Polsce funkcjonuje od niedawna
policyjna baza danych ,Genom”, =zawierajgca profile STR-DNA
oskarzonych, profile ze sladéw pozostawionych na miejscach przestepstw
oraz profile oséb i zwtok ludzkich o nieustalonej tozsamosci [92].

Podstawowym narzedziem w badaniach z zakresu genetyki
sadowej jest system fluorescencyjnej detekcji sprzezony z automatycznymi
sekwenatorami [27]. Pozwala on na badanie DNA w oparciu
0 zestawy multipleksowych markeréw, ktorych analiza stanowi wysoce
wydajng procedure pozwalajgcg zredukowa¢ do minimum czas, koszty
oraz ilo§¢ matrycy DNA [60]. W reakcji multipleks PCR powiela sie
rownoczesnie Kilka lub kilkanascie loci genomowego DNA, przy czym jeden
ze starterow dla danego locus jest znakowany fluorescencyijnie.

8



Zastosowanie kilku réznych fluorochromow umozliwia jednoczesng
detekcje wielu loci, co pozwala na uzyskanie wysokiej informatywnosci
i wartosci dowodowej badania [40,158].

Typowym problemem w badaniach genetyczno-sgdowych sladow
biologicznych jest bardzo mata ilos¢ materiatu lub jego degradacja,
skutkujgca niskg iloscig matrycy DNA, tzw. LCN DNA [21]. Badanie
znikomej ilosci materialu genetycznego prowadzi do wystgpienia
niepozadanych zjawisk towarzyszacych reakcji PCR, takich jak wypadanie
(dropout) alleli, detekcja przypadkowych alleli czy tez nieréwnomierna
amplifikacja alleli w obrebie poszczegdlnych loci [132].

Jedng z metod opracowanych do rozwigzywania problemow
zwigzanych z cechami LCN DNA jest wstepna amplifikacja catego genomu
(WGA) w celu namnozenia matrycy DNA przed wiasciwg locus-
specyficzng analizg PCR [12]. Metoda ta nie weszla jednak dotad do
powszechnego zastosowania z uwagi na jej pracochtonnos$¢ i wysokie
koszty, przy jednoczesnym braku powtarzalnosci uzyskiwanych rezultatow
[102,124]. Inng metodg badawcza, pomochg w genetyce sadowej, jest
nowoczesha technika mikroskopowa, tzw. mikrodysekcja laserowa,
pozwalajaca na wyciecie z preparatu pojedynczych komorek przed
wiasciwg analizg DNA [38,100].

Obecnie trwajg intensywne wysitki badawcze, ktérych celem jest
opracowywanie i wdrazanie markerow mato podatnych na degradacje oraz
ekstremalnie czutych systemow detekcji tych markerow. Do badania
Sladéw biologicznych rekomendowane sg markery typu mini-STR, dajace
produkty w postaci krétkich amplikonéw w zakresie 100-200 par zasad
[35,60]. Detekcje polimorfizmu DNA w przypadku jego silnej degradac;i
umozliwiajg markery typu SNP o zmiennosci w obrebie pojedynczych
nukleotydow [22,23].

W sytuacjach, gdy dysponuje sie znikomg iloscig matrycy DNA,
bardzo przydatna w genetyce sadowej jest technika ilosciowej reakcji PCR
w czasie rzeczywistym, tzw. QR-PCR. Metoda ta umozliwia doktadny
pomiar stezenia DNA podlegajacego amplifikacji w prébie przed witasciwg
analizg sekwencji typu STR [49,162].

Jednymi z najczesciej wykorzystywanych w genetyce sagdowej
zestawéw do ilosciowej reakcji PCR sa Quantifiler” Human DNA
Quantification Kit oraz Quantifiler” Y Human Male DNA Quantification Kit
firmy Applied Biosystems [8]. Charakterystyke sekwencji podlegajgcych
amplifikacji z zastosowaniem wymienionych zestawow zawarto w tabeli 1.1.
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Tabela 1.1. Charakterystyka badanych sekwencji z zastosowaniem
zestawow do ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym [8].

Zestaw Sekwencja badana Lokalizacja PIoidaInos:.é
chromosomalna sekwencji

Quantifiler™ Gen odwrotnej Dinloidal
Human DNA transkryptazy ludzkiej 5p15.33 P c;lga na
Quantification Kit telomerazy (hTERT)
Quantifiler™Y Gen determinujacy -
Human Male DNA p}ec szka (SRY) Yp113 Haplildalna
Quantification Kit n

1.2. Polimorfizm w zakresie markeréw autosomalnego DNA

Analiza markeréow typu STR zlokalizowanych na chromosomach
autosomalnych stata sie standardem w badaniach z zakresu genetyki
sadowej zaréwno w identyfikacji osobniczej, jak i w analizach
pokrewienstwa [24]. Mimo udoskonalania i wprowadzania coraz to lepszych
metod detekcji zmiennosci w obrebie uktadéw typu SNP pozycja
markeréw typu STR jest niezagrozona [48]. Wynika to z rozbudowanego
na Swiecie systemu baz danych skonstruowanych w oparciu o te markery,
umozliwiajacego  powigzanie sprawcy ze Sladem  biologicznym
pozostawionym na miejscu przestepstwa [20,23].

Zdarzajg sie niezwykle trudne sprawy z zakresu ustalania ojcostwa,
kiedy nie zyje pozwany jak i jego rodzice, badz gdy istnieje domniemanie,
ze ojcem dziecka jest brat bgdz ojciec pozwanego [15]. Rozstrzyganie tego
typu oraz innych trudnych analiz pokrewienstwa jest motorem napedowym
do poszerzania zakresu badanych markerow i konstruowania jak
najliczniejszych zestawdw tych markeréw, ktére okazaty sie by¢ najbardziej
informatywne [25,29]. Im wieksza jest liczba i wyzsze wskazniki
polimorfizmu badanych markerow, tym wieksza jest szansa na prawidtowg
interpretacje i ocene wartosci dowodowej analizy z zastosowaniem
odpowiednich obliczen biostatycznych [70]. Zakresy i standardy badawcze
formutowane sag przez Miedzynarodowe Instytucje, takie jak DNA
Commission of the International Society for Forensic Genetics [56,93] oraz
Komisje Genetyki Sadowej Polskiego Towarzystwa Medycyny Sadowe;j
i Kryminologii [75].
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Wykorzystanie multipleksowych zestawéw STR znacznie skraca
czas analizy i czyni jg stosunkowo prostg i tanig w wykonaniu. Ponadto
pozwala na ograniczenie do minimum ilosci amplifikowanego DNA
w oparciu o jednoczesne powielenie kilkunastu markeréw z tego samego
matrycowego DNA, wyekstrahowanego z kilkudziesieciu, a niekiedy tylko
Z pojedynczych komoérek [132]. Ma to zasadnicze znaczenie w badaniach
identyfikacyjnych, w ktérych dysponuje sie niejednokrotnie sladowg iloscig
materiatu [12]. Istotny jest réwniez fakt, iz markery typu STR w obrebie
multipleksowych zestawéw skonstruowanych dla potrzeb genetyki sgdowej
sg specyficzne tylko dla cztowieka. Ponadto podlegajg one najprostszemu,
kodominujagcemu modelowi dziedziczenia, a poszczegdlne allele dziedziczg
sie niezaleznie od siebie.

Wiekszos¢ multipleksowych zestawow obejmuje 7 loci STR, tzw.
loci ENFSI: D3S1358, VWA, D8S1179, D21S11, D18S51, THO01, FGA
przyjetych jako podstawe baz danych, tworzonych przez laboratoria
skupione w sieci o tej samej nazwie, ktorej celem jest opracowywanie
standardéw badan genetycznych. Tego typu standardy majg na celu
zapewnienie  kompatybilnosci danych, mozliwosci ich  wymiany
i poréwnywania, przy czym dany zakres badan moze by¢é dowolnie
poszerzany przez poszczegolne laboratoria [48].

Drugq instytucjg — poza ENFSI — wytyczajacg standardy w zakresie
badan DNA, stato sie FBI, ktére wyznaczyto 13 loci systemu CODIS dla
swoich baz danych w Stanach Zjednoczonych. Sg wsrdd nich wszystkie
7 loci ENFSI oraz 6 dodatkowych: CSF1PO, D5S818, D7S820, D13S317,
TPOX, D16S539 i locus amelogeniny [119].

Narodowe bazy danych skonstruowane w oparciu o zakresy ENFSI
lub CODIS ulegajg czesto poszerzeniu o dodatkowe markery. Centralne
Laboratorium  Kryminalistyczne Komendy Gtéwnej Policji wybrato
przyktadowo jako podstawe powstajgcej w naszym kraju bazy danych DNA
zestaw SGM Plus, obejmujacy 7 loci ENFSI oraz dodatkowo 4 inne loci,
w tym locus amelogeniny [92].

W tabeli 1.2 zebrano loci badane przy uzyciu najbardziej
popularnych kompleksowych zestawow, przy czym Kkolorem zielonym
zaznaczono zestaw loci ENFSI, a kolorem niebieskim dodatkowe loci
systemu CODIS. Na rycinie 1.1 zestawiono parametry, ktére decydujg
o stopniu polimorfizmu oraz przydatnosci poszczegdlnych loci do badan,
tj. heterozygotycznos$¢é, wskaznik polimorfizmu, site dyskryminacji i site
wylgczenia.
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Tabela 1.2. Zestawienie autosomalnych loci typu STR przy uzyciu
najczesciej wykorzystywanych multipleksowych zestawow. Zielonym
kolorem zaznaczono zestaw loci ENFSI, niebieskim kolorem dodatkowe
loci systemu CODIS. Innymi kolorami oznaczono pozostate loci
tetranukleotydowe, za wyjatkiem trzech pentanukleotydowych oznaczonych
na czerwono.

Zestaw
multipleks
PCR

Sinofiler
Humantype
Chimera

SGM Plus
SEfiler Plus
Identifiler

Marker DNA

D3S1358
VWA
D8S1179
D21S11
D18S51
THO1
FGA
CSF1PO
D5S818
D7S820
D13S317
TPOX
D16S539 +
D2S1338 +
D19S433 A

SE33
Penta E

Penta D o
D10S2325
D4S2366
D6S474
D8S1132
D12S391 +
D2S1360
D3S1744
D5S2500
D7S1517
D21S2055
D6S1043 +

+ + + + +
+ + + + + + + PowerPlex ES

+ + 4+ + + + +
+ + 4+ + + + +
+ + + + +
+ ++++++ + + + + + + PowerPlex 16

+
+++ 4+ + 4+

+ + + + +
+ +

+

+ 4+ + A+ + A+ ++
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Rycina 1.1. Parametry stopnia polimorfizmu (H,PIC) i przydatno
(PD,PE) markeréw typu STR w obrebie autosomalnego DNA.
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Dwa najliczniejsze  multipleksowe zestawy wykorzystywane
w analizach genetyczno-sgdowych, obejmujagce swym zakresem 15 loci
mikrosatelitarnych autosomalnego DNA oraz marker pfci — amelogenine, to
AmpFISTR® Identifiler” PCR Amplification Kit (Applied Biosystems) oraz
PowerPlex®16 System (Promega). Skupiajg one wszystkie loci systemu
CODIS oraz dwa dodatkowe loci — rézne dla obu zestawow. Najczesciej
stosowanym w praktyce genetyczno-sadowej jest zestaw AmpF{STR®
Identifiler. Analiza z wykorzystaniem tego zestawu odbywa sie w oparciu
o pieciokolorowy system detekgcji i pozwala na uzyskanie wysokiej wartosci
dowodowej badania [71,110,152]. W tabeli 1.3. zestawiono oznaczenia,
lokalizacje chromosomalng oraz charakterystyke motywu repetytywnego
markeréw wchodzacych w sktad tego systemu wedtug Butler'a [27].

Na uwage zastuguje rowniez multipleksowy system Humantype
Chimera® PCR Amplification Kit (Biotype AG), stanowigcy cenne
uzupetnienie zakresu markerow w trudnych analizach pokrewienstwa,
w jakich zakres 15 loci okazuje sie by¢ niedostateczny do sformutowania
jednoznacznej opinii. Jest on zgodny z pozostatymi zestawami tylko
w zakresie uktadu D18S51. Ponadto zawiera najbardziej polimorficzny
uktad SE33, bedacy podstawg baz danych w Niemczech, oraz 11 innych
wysoce polimorficznych ukfadéw STR, jakie nie sg niedostepne w zadnym
innym komercyjnym zestawie [79].

Tabela 1.3. Charakterystyka i ngnaczenia uktadéw wchodzacych w skiad
systemu AmpFESTR® Identifiler” wedtug Butlera [27].

Locus Lokalizacja Motyw powtorzeniowy
D8S1179 8024.13 [TCTA][TCTG]
D21S11 21g21.1 [TCTA][TCTG]
D7S820 7921.11 GATA
CSF1PO 5033.1 TAGA
D3S1358 3p21.31 [TCTG] [TCTA]
THO1 11p15.5 TCAT
D13S317 13g31.1 TATC
D16S539 16qg24.1 GATA
D2S1338 2035 [TGCC] [TTCC]
D19S433 19912 AAGG

VWA 12p13.31 [TCTG] [TCTA]
TPOX 2p25.3 GAAT

D18S51 18921.33 AGAA

D5S818 5023.2 AGAT

FGA 4931.3 CTTT

AMG X:p22.22, Y: pl1.2 -
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1.3. Polimorfizm w zakresie markeréw chromosomu Y

Analiza markerow chromosomu Y zastgpita czasochtonng, trudng
technicznie i prowadzacg zawsze do utraty czesci materiatu metode lizy
preferencyjnej, ktéra oddzielata frakcje plemnikow od frakcji epitelialnej
w dwuetapowej izolacji DNA. Badanie markeréw Y-STR w zestawach
multipleksowych znakowanych fluorescencyjnie i przeznaczonych do
automatycznej detekcji to obecnie jedna z najczulszych procedur
badawczych, ktéra stuzy do wykrywania meskiego DNA [98].

Umozliwia ona specyficzng detekcje meskiego materiatu
genetycznego w mieszaninach, w tym rowniez takich, ktore zawierajg
zaledwie kilka meskich komérek w tle kilkuset czy nawet kilku tysiecy
zenskich. Z mieszaninami takimi spotykamy sie podczas analizy wymazow
z pochwy, zabezpieczonych jako dowdd w sprawie o gwatt [115]. Markery
chromosomu Y sg ponadto przydatne w przypadkach zbiorowych gwattow,
kiedy uzyskuje sie mieszaniny DNA pochodzgcego od kilku mezczyzn.
Analiza meskiego profilu DNA — haplotypu Y umozliwia rowniez
identyfikacje sprawcy gwattu, ktory poddat sie wczesniej wazektomii lub
cierpi na azoospermie, co skutkuje brakiem plemnikow w ejakulacie [133].
Poza zastosowaniem markeréw chromosomu Y w badaniu materiatow
pochodzacych z przestepstw na tle seksualnym, genetyka sgdowa
wykorzystuje je réwniez do identyfikacji meskiego DNA wszedzie tam,
gdzie wystepuje on w mieszaninie z zenskim [28,89].

Markery  chromosomu Y sg markerami  haploidalnymi
zlokalizowanymi na jednym chromosomie, co rozni je od markeréw
diploidalnych autosomalnego DNA. Przekazywane sg w postaci zestawu
cech — haplotypu Y z ojca na syna, co oznacza, ze potomkowie tej samej
meskiej linii rodowej majq identyczny haplotyp Y pojawiajacy sie w danej
populacji z okreSlong czestoscig [34]. W zwigzku z tym badanie tych
markeréw w analizie pokrewienstwa ogranicza sie do meskich potomkdw.
Ma takze nieporéwnywalnie nizszg wartos¢ dowodowg w odniesieniu do
uktadéw autosomalnych. Zdarza sie jednak, ze analiza Y-STR jest
niezastgpiona w rozstrzyganiu skomplikowanych, kilkupokoleniowych
rodzinnych korelacji oraz w badaniach identyfikacyjnych oséb zaginionych,
gdy w gre wchodzi ustalanie pokrewienstwa w linii meskiej [13].

Analiza markerow chromosomu Y jest dobrze wystandaryzowana
w aspekcie jej wykorzystania w analizach genetyczno-sgdowych.
Dostepnych jest wiele komercyjnych zestawow do multipleksowej reakciji
PCR, z ktérych jeden — AmpF{STR®Yfiler” PCR Amplification Kit
umozliwiajacy jednoczesng amplifikacje 17 loci typu Y-STR — obejmuje
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swym zakresem inne aktualnie dostepne zestawy tych markerow, takie jak
Y-Plex"12 czy PowerPlex®Y [50]. W obrebie tego zakresu mieszcza sie
wprowadzone jako pierwsze do analiz uklady tzw. europejskiego
minimalnego haplotypu: DYS19, DYS385a/b, DYS389l/ll, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, uktady rekomendowane przez SWGDAM:
DYS438, DYS439 oraz dodatkowe polimorficzne loci: DYS437, DYS448,
DYS456, DYS458, DYS635, Y GATA H4.1 [26].

W tabeli 1.4. przedstawiono charakterystyke i oznaczenia ukfadow,
wchodzacych w skiad systemu AmpFISTR®Yfiler™ PCR Amplification Kit
(Applied  Biosystems), zgodnie z  wytycznymi  Komisji  DNA
Miedzynarodowego Towarzystwa Genetyki Sgdowej [56,97]. Na rycinie 1.2
przedstawiono wartosci zmiennosci genowej dla poszczegdélnych uktadow
STR chromosomu Y, ktéra jest wykfadnikiem ich przydatnosci do badan
[69].

Tabela 1.4. Charakterystyka i oznaczenia uktadéw wchodzacych w skfad
systemu AmpFISTR® Yfiler" zgodnie z wytycznymi ISFG [56,97].

Locus Y Zakres alleli Motyw powtérzeniowy

DYS456 13-18 (AGAT),

DYS389l 10-15 (TCTG)s(TCTA),

DYS390 18-27 (tcta)o(TCTG)(TCTA)(TCTG)(TCTA) tca(tcta),

DYS389Il 24-34 (TCTG)n(TCTA)N2s (TCTG)3(TCTA),

DYS458 14-20 (GAAA),

DYS19 10-19 (TAGA)stagg(TAGA),

DYS385a/b 7-25 (aagg)s 7(GAAA),

DYS393 8-16 (AGAT),

DYS391 7-13 (tctg)s(TCTA),

DYS439 8-15 (GATA),
TCTA)4TGTA)(TCTA)(TGTA)(TCTA

DYS635 20-26 ETGT Ag‘;g (TCT)A?)(n )al )al )2

DYS392 7-18 (TAT),

GATA H4.1 17-22 (AGAT),CTAT(AGAT),(AGGT)3(AGAT),

DYS437 13-17 (TCTA)W(TCTG),_3(TCTA),

DYS438 8-13 (TTTTC)(TTTTA)o1(TTTTC),

DYS448 17-24 (AGAGAT) N4 (AGAGAT),
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GD - zmienno$¢ genowa
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0,7-H
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DYS385alb

DYS3891I

BEY-STRs

Rycina 1.2. Wartos¢ zmiennosci genowej (GD) dla TMposzczegéInych
uktadéw wchodzacych w sktad systemu AmpFISTR® Yfiler™ [69].

1.4. Zrédta materiatéw w analizach genetyczno-sadowych

W genetyce sgdowej kluczowe znaczenie ma analiza profilu DNA
ujawnionego w S$ladzie biologicznym, a nastepnie jego porownanie
z profilem oznaczonym w materiale referencyjnym w celu wykluczenia badz
potwierdzenia pochodzenia badanego sladu od konkretnej osoby.

Mianem $ladu biologicznego okreslane sg organiczne substancje
znajdowane na przedmiotach lub na ciele ludzkim podczas ogledzin
sadowo-lekarskich lub kryminalistycznych. Sag to plyny ustrojowe,
fragmenty tkanek, wydaliny lub wydzieliny. Kazdy rodzaj materiatu: krew,
kodci, zeby, tkanki miekkie, wytwory naskorka (wiosy, paznokcie),
wiekszo$¢ wydzielin (slina, pot, nasienie, wydzielina z pochwy) czy wydalin
(kat, mocz) moze by¢ wykorzystany jako zrodio profilu genetycznego
osoby, od ktérej pochodzi [92].

Wszystkie komorki wechodzace w sktad jednego organizmu majag
teoretycznie identyczny profil DNA. Dlatego tez mozliwe jest porownywanie
profilu DNA ujawnionego we wiosie lub w plamie spermy, zabezpieczonych
na odziezy badZz na miejscu zdarzenia, z profilem DNA oznaczonym
w materiale porbwnawczym, jakim jest wymaz z jamy ustnej czy krew.
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Istniejg doniesienia sSwiadczace o tym, ze poszczegolne tkanki
mogq rézni¢ sie miedzy sobg genetycznie i nie zawsze majg profil DNA
osoby, od ktoérej pochodza. Dzieje sie tak w wyniku mutacji [112] lub tzw.
chimeryzmu wrodzonego u bliznigt [33,91] wynikajacego z czeSciowej
wymiany komoérek macierzystych hematopoezy w fazie zycia ptodowego.
Jest to réwniez mozliwe wtedy, gdy osoba, od ktérej slad pochodzi lub
ktérej tkanki sg badane, przebyta w przesziosci allotransplantacje [32].

Plamy krwi byty pierwszymi poddawanymi analizie $ladami
biologicznymi w historii badan sagdowych. Sg to najczesciej zabezpieczane
Slady na miejscach zdarzen kryminalnych zwigzanych z najciezszymi
rodzajami przestepstw przeciwko zyciu i zdrowiu ludzi. Identyfikacja plam
krwawych z wykorzystaniem profilowania DNA odgrywa decydujgce
znaczenie w procesie dowodowym [92]. Krew jest tez stosunkowo czesto
pobieranym materiatem porownawczym. W niektorych laboratoriach
genetyki sgdowej kod DNA, ujawniony wytacznie w oparciu o badanie krwi,
stanowi podstawe do wydania opinii w analizie ojcostwa.

Wymaz komérek nabtonka z btony sluzowej jamy ustnej to obecnie
najczesciej zabezpieczany materiat do badah genetyczno-sgdowych.
Wynika to m.in. ze stosunkowo prostej, nieinwazyjnej procedury jego
pobrania z uzyciem jatowych wymazowek, ktérymi kilkakrotnie pociera sie
wewnetrzng strone policzka. Pobrane wymazy poddaje sie wysuszeniu
badz zamrozeniu tak, aby nie podlegaly one w trakcie przechowywania
procesom gnilnym. Do poréwnawczych badan kryminalistycznych
zabezpiecza sie po dwa wymazy od osoby do specjalnie plombowanych
pakietow, po wypetnieniu protokotu pobrania materialu. Podczas
codziennych czynnosci, takich jak: oddychanie, méwienie, picie, jedzenie,
zucie, gryzienie czy palenie, komorki nabtonka z jamy ustnej oraz skfadniki
Sliny przenosza sie na rozne przedmioty i powierzchnie, stanowigc
doskonate zrédto materiatu genetycznego osoby, ktéra je pozostawita.
Dlatego tez $lady te sg czestym materiatem dowodowym zabezpieczonym
m.in. na sztu€cach, ustnikach papierosow, butelek, czesci twarzowej
masek i czapek czy tez miejscach klejenia kopert i znaczkow [21,101].

Szczegdlnie istotng role w genetyce sadowej odgrywajg slady
biologiczne w postaci wloséw i paznokci. Obie te struktury powstajg
z komdrek naskoérka stanowigcego nabtonek wielowarstwowy ptaski i majg
wspoélne ektodermalne pochodzenie. Sg one zbudowane z podobnej
proteinowej substancji — keratyny, z jakiej sktada sie najbardziej
zewnetrzna, rogowa warstwa skory. Charakteryzujg sie intensywnymi
podziatami i wzrostem, a co sie z tym wigze — duzymi mozliwosciami
regeneracyjnymi.
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Wymazy badz wyskrobiny spod paznokci lub ich Scinki stanowig
czesto zabezpieczany materiat dowodowy, przekazywany do ekspertyzy
genetycznej w nadziei na ujawnienie profilu DNA, pochodzacego od
sprawcy lub ofiary. Pobierane sg one rowniez jako materiat do identyfikacji
zwiok w stanie rozktadu [3].

Wiosy nalezg do bardzo istotnych sladéw biologicznych
zabezpieczanych do badah genetyczno-sgdowych. Ma to zwigzek z ich
duzg liczebnoécig, intensywnym wzrostem i nieustanng regeneracja.
Wyrdzniamy wiosy dilugie obecne na gtowie, w okolicach narzadow
ptciowych, krotkie i grube (brwi i rzesy), zarost u mezczyzn oraz meszek
wilosowy pokrywajacy prawie cate ciato. Identyfikacja profilu genetycznego
we wiosach jest szczegodlnie istotna wtedy, gdy ujawniane sg one w rece
ofiary, gdyz mogg by¢é wyrwane przez nig napastnikowi. Ponadto
znalezienie wloséw na ubraniu podejrzanego lub na narzedziach, jakimi sie
postugiwat, czy tez wloséw pochodzacych z miejsca zdarzenia, pozwala na
ustalenie faktycznego ich pochodzenia i wyjasnienia okolicznosci zbrodni.
Wiosy pobiera sie przy uzyciu specjalnej przylepnej folii, a nastepnie
umieszcza pojedynczo w papierowych pakietach za pomocg pincet, ktére
nie miazdza trzonu wiosa. Witos zabezpieczony z grzebienia czy odziezy
osoby zaginionej wykorzystywany jest w procesie identyfikacji ludzkich
szczatkdw. Wiosy pobierane sg rowniez w charakterze materiatu
porownawczego. Zgodnie z przyjetg procedurg wyrywa sie je wraz
Z cebulkami z pieciu okolic glowy i umieszcza w papierowych pakietach.

We wiosie wyrdznia sie korzen oraz todyge (trzon wiosa). Korzen
wlosa miesci sie we wpukleniu naskorka zwanym mieszkiem wtosowym.
Dolna cze$¢ korzenia dochodzi do tkanki podskoérnej i rozszerza sie
kolbkowato tworzac cebulke wtosa. Od strony tkanki podskérnej do cebulki
(opuszki witosa) uwypukla sie bogato unaczyniona i unerwiona tkanka
taczna zwana brodawkg wiosa. W cebulce wiosa znajdujg sie komorki
macierzyste, ktére w okresie wzrostu wtosa (anagenie) intensywnie dzielg
sie i wzrastajg, powodujac wydtuzanie sie wtosa. Oddalajgc sie od cebulki
wilosa komorki te ulegajg keratynizacji i sptaszczeniu, a nastepnie tracg
jadra i w znacznej czesci organelle komérkowe. W wyniku procesu
degradacji komorek wytwarzajgcych wtos w jego czesci wystajacej ponad
powtoki — todydze — wystepujg zrogowaciate komorki pozbawione jadra
i przyjmujgce charakter silnie zespolonych ze sobg ptytek rogowych.
Schemat przedstawiajgcy strukture korzenia wiosa, wedtug Sobotty
i Hammersena [134], zamieszczono na rycinie 1.3.
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Rycina 1.3. Schemat obrazujacy strukture korzenia wiosa wedtug Sobotty
i Hammersena [134].

Istniejg uregulowania prawne dotyczace pobrania materiatu do
badan od oskarzonych, podejrzanych oraz oséb, co do ktérych zachodzi
podejrzenie popetnienia przestepstwa. Zgodnie z art. 74 Kodeksu
postepowania karnego, po nowelizacji z roku 2003r., jak i w mys| art. 15
Ustawy o Policji, po zmianach z roku 2004, dopuszcza sie pobranie krwi,
wilosow, wymazdow ze Sluzéwki policzkéw lub innych wydzielin od kazdego,
bez wzgledu na to, czy wyraza zgode, czy tez nie [154,155,156,157].
W mysl art. 192a Kodeksu postepowania karnego wiosy, $line i wymazy
ze Sluzdéwki policzkbw mozna rowniez pobraé od Swiadkow ,w celu

ograniczenia kregu oséb podejrzanych lub ustalenia wartosci dowodowej
ujawnionych Sladéw” [156].

1.5. Allotransplantacja komoérek macierzystych hematopoezy

W wielu ciezkich schorzeniach, takich jak nowotwory uktadu
krwionosnego i limfatycznego (ostre i przewlekte biataczki, chtoniaki
Ziarnicze i nieziarnicze, zespoty mielodysplastyczne, szpiczak mnogi),
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nienowotworowe choroby hematologiczne (anemie aplastyczne, talasemie,
hemoglobinopatie, powazne defekty immunologiczne), wrodzone zespoty
metaboliczne  (adrenoleukodystrofia,  osteopetroza, gangliozydoza),
choroby o podtozu autoimmunologicznym (neurologiczne, reumatologiczne)
wykonuje sie przeszczep komorek macierzystych hematopoezy. Wyréznia
sie dwa podstawowe typy transplantacji komérek — autotransplantacje
i allotransplantacije.

Autotransplantacja to przeszczep w obrebie tej samej osoby. Polega
on na wykorzystaniu komoérek macierzystych pozyskanych wczesniej od
pacjenta, odpowiednio oczyszczonych i odseparowanych od komodrek
nowotworowych. Chorego poddaje sie silnemu leczeniu kondycjonujacemu,
niszczgcemu resztkowg mase nowotworu, a nastepnie retransplantacii
z wykorzystaniem jego wilasnych komorek, przechowywanych do tego
czasu w odpowiednich warunkach. Zaletg tej metody jest jej szeroka
dostepnos¢, niska czestos¢ powiktan i mozliwo$é zastosowania u ludzi
starszych. Wykorzystanie wtasnych  komoérek macierzystych do
odnowy ukfadu krwiotwérczego i odpornosciowego eliminuje chorobe
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD) [165]. Wadg tej metody jest
brak przeciwnowotworowego dziatania przeszczepionych komérek i co sie
z tym wigze — wystepowanie czestszych nawrotéw niz po allotransplantacji.
Prawdopodobienstwo wznowy w autotransplantacji siega az 50% [44].

Allotransplantacja to przeszczep od innej osoby — dawcy rodzinnego
lub niespokrewnionego. Dawcg rodzinnym jest w wiekszosci przypadkow
brat lub siostra, identyczny w zakresie antygendéw transplantacyjnych.
Jak najwieksza zgodnos¢ w obrebie antygendéw HLA jest wymagana po to,
aby zminimalizowaé¢ ryzyko odrzucenia przeszczepu lub reakcje GVHD.
Optymalnym przypadkiem jest dawca syngeniczny, tj. blizniak jednojajowy,
catkowicie identyczny pod wzgledem genetycznym z biorcg. Alternatywnym
dawcyg jest kazdy inny dawca rodzinny, jak np. dawca haploidentyczny
posiadajagcy potowe zgodnych antygenédw (matka czy ojciec) Ilub
pochodzacy z krajowych badz miedzynarodowych rejestrow dawca
niespokrewniony, zgodny w zakresie antygenéw HLA z biorcg [139].

Doskonalenie metod immunogenetycznego doboru dawcow
i biorcéw w oparciu o postep w zakresie biologii molekularnej zmniejsza
czestos¢ powiktan po transplantatacji i wigze sie z ciggtym rozwojem tej
metody leczenia. Odsetek chorych z ostrg biataczkg szpikowa, u ktérych
wystepuje remisja hematologiczna, wzrost niemal dwukrotnie w okresie
ostatnich 15 lat i wynosi obecnie 78%. W roku 2005 w ramach Europejskiej
Grupy ds. Transplantacji Komoérek Krwi i Szpiku wykonano 24168
transplantacji komoérek macierzystych, w tym 8880 allotransplantaciji,
co daje 20% przyrost w poréownaniu z rokiem poprzedzajgcym.
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5263 allotransplantacji pochodzito od dawcow rodzinnych i 3617 od
dawcow niespokrewnionych, co stanowi odpowiednio o 15 i 27% wiecej niz
w roku poprzednim. Roéwniez w Polsce odnotowano wzrost liczby
allotransplantacji komérek macierzystych — 335 w 2005 roku, w tym 177
przeszczepy rodzinne i 158 przeszczepdw od dawcdw niespokrewnionych,
cho¢ liczba ta jest nadal dwu-, trzykrotnie nizsza w poréwnaniu z liczbg
odnotowang w Czechach i krajach Europy Zachodniej [44,61,167].

Do niedawna za gorng granice wieku biorcy przeszczepu komorek
krwiotwdrczych uznawano 40 rok zycia. Dzieki postepowi w diagnostyce
i leczeniu granica ta aktualnie przesuneta sie. Znaczny wzrost
liczby allotransplantacji i obnizenie granicy wieku biorcow wigze
sie  z udoskonalaniem metod przeszczepiania i wprowadzeniem
niskotoksycznych sposobow przygotowywania do przeszczepu [99].

Dawniej powszechnie  stosowano przed przeszczepem
kondycjonowanie mieloablacyjne (MA), czyli catkowite zniszczenie
hematopoezy biorcy za pomoca chemioterapii i radioterapii. Obecnie ten
typ kondycjonowania wykorzystuje sie przy szczegodlnie agresywnych
rodzajach nowotworéw. W innych przypadkach coraz czesciej stosuje sie
kondycjonowanie niemieloablacyjne  (NMA)  okre$lane = mianem
kondycjonowania o zredukowanej intensywnosci, w ktorym przed
przeszczepieniem przeprowadza sie leczenie mniej niszczace narzady oraz
uktad krwiotwérczy biorcy [37]. Kondycjonowanie NMA wigze sie
ze stosunkowo nowg metodg miniprzeszczepdw czyli leczenia
immunologicznego nowotworow [44,86].

Minitransplantacje wykonywane sa nie tylko w réznych postaciach
nowotworow krwi, ale rowniez w terapii guzéw litych, takich jak
neuroblastoma, rak nerki, piersi, jajnika. Jest to metoda terapeutyczna,
stosowania zamiast agresywnej chemio- i radioterapii, polegajgca na
podawaniu cytotoksycznych limfocytow dawcy (DLI). Wykorzystuje sie tutaj
dziatanie dwustopniowe. Z jednej strony zwieksza sie tolerancje biorcy na
komorki dawcy, minimalizujgc tym samym konflikt miedzy wszczepionymi
komodrkami odpornosciowymi, a systemem immunologicznym biorcy czyli
reakcje GVHD. Z drugiej strony przeszczepiane limfocyty dawcy poddaje
sie zabiegom majacym na celu poprawienie ich efektywnosci w niszczeniu
komoérek nowotworowych w organizmie biorcy, tzw. dziatanie przeszczep
przeciwko nowotworowi (GVT) [86].

Ze wzgledu na zrodto przeszczepianych komorek macierzystych
hematopoezy wyrdznia sie transplantacje szpiku  pobieranego
w warunkach operacyjnych aspiracyjnie (BMT) oraz transplantacje komorek
krwiotwérczych izolowanych z krwi obwodowej (PBSCT) metodg
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leukaferezy, tj. separacji komérek jednojadrowych z krwi obwodowej po
mobilizacji z zastosowaniem czynnika wzrostowego (G-CSF). Ponadto
poza szpikiem i krwig obwodowg jako zrodto przeszczepdw wykorzystuje
sie komorki macierzyste pobrane z krwi pepowinowej (UCBT). Stanowig
one bardzo dobry materiat transplantacyjny, poniewaz posiadajg obnizong
aktywnos¢ immunologiczng. Przy ich zastosowaniu nie jest wymagana
petna zgodnos$¢ w antygenach HLA, a po przeszczepie wystepuje znacznie
nizsze ryzyko powiktan oraz reakcji GVHD [37,47].

1.6. Chimeryzm DNA jako konsekwencja alloprzeszczepu

Oczekiwanym efektem allogenicznego przeszczepu komorek
krwiotwdrczych jest zastgpienie patologicznego krwiotworzenia pacjenta
prawidtowym krwiotworzeniem zdrowego dawcy. Prowadzi to do zmiany
fenotypu krwinek czerwonych biorcy na fenotyp dawcy oraz podobnej
zmiany w obrebie markerow DNA. Wystepowanie w organizmie biorcy
komérek dawcy nosi nazwe chimeryzmu genetycznego [90].

Monitorowanie stanu chimeryzmu DNA i dynamiki jego zmian,
u pacjentdw po allogenicznym przeszczepie pochodzacych ze szpiku
komérek macierzystych hematopoezy (allo-HSCT), jest istotnym
wskaznikiem diagnostycznym i wptywa na rokowanie. W zaleznosci
od stopnia odtworzenia hematopoezy z komérek macierzystych dawcy,
w organizmie biorcy wystepujg rézne postacie chimeryzmu [11]. Mozliwe
zmiany chimeryzmu hematopoetycznego u o0sob po allotransplantacii
przedstawiono w tabeli 1.5.

Termin petny chimeryzm (CC), zwany tez chimeryzmem dawcy
(DC), ma przeciwne znaczenie do pierwotnej definicji stowa ,chimera”.
Petny chimeryzm okresla stan, w ktorym u pacjentow po allo-HSCT
nie mozna wykaza¢ obecnosci wiasnych, autologicznych komorek
hematopoetycznych. Ujawnia sie natomiast u nich wylgcznie profil DNA
dawcy. Kompletne zastgpienie krwiotworzenia biorcy przez komorki dawcy
jest zasadniczym symptomem wskazujacym na przyjecie przeszczepu [54].

Kiedy po alloprzeszczepie komoérek macierzystych szpiku obserwuje
sie zréznicowane genetycznie linie komorkowe — linie pochodzace zaréwno
od dawcy jak i biorcy szpiku, stan taki okreslany jest mianem chimeryzmu
mieszanego (MC) [80]. Termin ten jest odpowiednikiem pierwotnego
pojecia ,chimera”, ktére stanowi okreslenie organizmu zlozonego
z dwoch lub wiecej genetycznie zréznicowanych populaciji komorek.
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W obrebie chimeryzmu mieszanego wyrdézniamy: malejacy
chimeryzm mieszany (DMC) nazwany tez przejSciowym (TMC), stabilny
chimeryzm mieszany (SMC) i postepujacy chimeryzm mieszany (PMC)
nazywany tez rosngcym (IMC) [5,11,120].

Tabela 1.5. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego po allo-HSCT.

Stan po przeszczepie, w ktérym ujawniamy
wytacznie  komorki  dawcy.  Wskaznik

Petny chimeryzm diagnostyczny ~ przyjecia  przeszczepu.

we Szybkie osiagniecie tego stanu zwigzane jest

z wysokim ryzykiem GVHD.
Stan przejsciowy, w ktérym odsetek komorek
Malejacy chimeryzm biorcy  zwykle nie przekracza  5%.
mieszany W wiekszosci przypadkéw w kolejnych
DMC miesigcach dochodzi do konwersji w CC.

Powigzany z niskim ryzykiem GVHD.

Mieszany profii markerébw DNA dawcy

Stabilny chimeryzm i biorcy, w ktérym odsetek komoérek biorcy

mieszany nieprzekraczajacy 20% pozostaje na statym

SMC poziomie. Powigzany z dobrym rokowaniem.

Mieszany profii markerébw DNA dawcy

Postepujacy i biorcy, w ktéorym odsetek komodrek biorcy

chimeryzm mieszany przekraczajacy 5% wzrasta w czasie.

PMC Wskaznik prognostyczny duzego ryzyka
wznowy choroby.

Stan po allo-HSCT, kiedy w krwi/szpiku

Odnowa autologiczna biorcy nie stwierdza sie DNA komorek

AR dawcy. Zwigzany z wznowg choroby

podstawowej

Klasyczne postepowanie mieloablacyjne z zastosowaniem radio-
i chemioterapii, prowadzace do catkowitego zniszczenia krwiotworzenia
pacjenta, powoduje na ogot w krotkim czasie po przeszczepie wystgpienie
stanu petnego chimeryzmu. Wystgpienie wczesnego chimeryzmu dawcy
z jednej strony wigze sie z dobrym rokowaniem i remisja, z drugiej
natomiast strony ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju ciezkiej GVHD [5].

U wiekszosci pacjentéw z przygotowaniem niemieloablacyjnym,
w poczatkowym okresie po przeszczepie, obserwuje sie stan malejgcego
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(przejsciowego) chimeryzmu mieszanego. Eliminacja komorek biorcy
i przejscie w stan chimeryzmu petnego (chimeryzmu dawcy) przebiega
u nich zwykle w pozniejszym okresie ze zmienng osobniczo szybkoscig
[120].

Stan stabilnego chimeryzmu mieszanego moze istnie¢ nawet przez
kilka lat po przeszczepie bez oznak wznowy, co w przypadku choroby
nowotworowej oznacza, ze odradzajgce sie komérki biorcy sg komdrkami
prawidtowymi. Postepujacy chimeryzm mieszany jest natomiast
wskaznikiem duzego ryzyka odrzucenia przeszczepu. Moze prowadzi¢ do
autologicznej odnowy, kiedy w krwioobiegu biorcy po allo-HSCT nie
stwierdza sie komodrek dawcy [11,90].

Gtoéwnym celem oznaczeh chimeryzmu hematopoetycznego jest
udokumentowanie przyjecia przeszczepianych komérek krwiotworczych
w organizmie biorcy. Monitorowanie zmian stanu chimeryzmu w czasie
umozliwia ocene ryzyka odrzucenia przeszczepu oraz $ledzenie choroby
GVHD. Pozwala réwniez na wczesne wykrycie wznowy choroby
podstawowej oraz stuzy ocenie choroby resztkowej (MRD), ktora
charakteryzuje sie obecnoscig populacji komoérek biataczkowych miedzy
populacjg komérek o prawidtowym fenotypie, niewykrywalnych w badaniu
morfologicznym [145].

Detekcja mikrochimeryzmu komérkowego po allo-HSCT wystepuje
wtedy, gdy mniejszy komponent mieszaniny nie przekracza 1%, np. kiedy
nie wiecej niz 1 komoédrka biorcy przypada na 100 komorek dawcy.
Mikrochimeryzm jest wykrywany wytgcznie przy uzyciu wysoce czutych
technik analizy genetycznej, jak np. PCR w czasie rzeczywistym [43,73].

Dla podjecia wiasciwej terapii po przeszczepie istotna jest tez
analiza tzw. chimeryzmu liniowego w obrebie roznych frakcji komérkowych.
Pozwala ona na detekcje rozszczepienia chimeryzmu, kiedy np.
w obrebie limfocytéw T frakcji limfoidalnej wystepuje 100% chimeryzm
donorowy, a w obrebie granulocytow frakcji mieloidalnej 100% chimeryzm
biorcy [5,120].

W zaleznosci od uzyskanego obrazu chimeryzmu i jego zmian
w  okreslonych odstepach czasu mozliwe jest zastosowanie
najskuteczniejszej terapii [117] oraz optymalnego postepowania. Moze by¢
nim podjecie leczenia immunosupresyjnego, ktore prowadzi do uzyskania
stanu tolerancji przeszczepionych komorek krwiotworczych dawcy
w organizmie biorcy [86]. Rowniez doszczepianie komdrek krwiotworczych
dawcy czy tez infuzja limfocytbw dawcy (DLI) moze zapobiec
odrzuceniu  przeszczepu lub  wznowie choroby podstawowe;.
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Zabiegi te pozwalajg na zastgpienie hematopoezy biorcy przez komorki
krwiotwdrcze dawcy przy zachowanym efekcie GVT [37,73,149].

1.7. Metody oznaczania chimeryzmu poprzeszczepowego

Ocena chimeryzmu hematopoetycznego przebiega w oparciu
o réznice pomiedzy dawcg i biorcg w zakresie polimorficznych markeréw
genetycznych lub ich produktéw. Podobnie jak w genetyce sadowej
istotnym aspektem jest optymalizacja i standaryzacja stosowanych metod
i zakresow badawczych. Warunkuje ona poréwnywanie badan miedzy
laboratoriami i wypracowanie jednolitej strategii diagnostycznej [148,161].

Jednym z pierwszych testow stosowanych w ocenie przyjecia
przeszczepu byla analiza antygenéw erytrocytow. Czutos¢ tej metody
oceniana jest na 0,04-3%. Ograniczenia w jej wykorzystaniu wigza sie
z detekcjg tylko jednego typu komorek, a takze mozliwoscig btednej
interpretacji zwigzanej z substytucyjnym leczeniem pacjentéw preparatami
krwi. Przeszczepiane komérki hematopoezy pochodzg najczesciej od
dawcy rodzinnego, identycznego pod wzgledem antygenéw ABO z biorca.
W takich przypadkach informatywno$¢ tej metody jest zerowa [73,120].

Analiza zmiennosci poprzeszczepowe] jest mozliwa takze
z zastosowaniem konwencjonalnej cytogenetyki analizujgcej strukture
chromosomédw metafazowych. Metoda ta moze by¢ stosowana
w sytuacji, gdy pte¢ biorcy jest odmienna od pfci dawcy, za wyjatkiem
wystepowania specyficznych anomalii cytogenetycznych, jakie réznicujg
dawce i biorce niezaleznie od pici. Z uwagi na niskg czutos¢ oceniang
na 5-10% oraz duzg pracochtonnos¢ metoda ta nie nalezy do czesto
wykorzystywanych [120].

W poréwnaniu do klasycznej cytogenetyki znacznie wyzszg
czutoscig charakteryzuje sie analiza kariotypu z zastosowaniem
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Ocena iloSciowa chimeryzmu
dotyczy zaréwno chromosomow metafazowych, jak i interfazowych.
W metodzie tej wykorzystuje sie specyficzne sondy molekularne
hybrydyzujace z sekwencjami centromeréw chromosomow pici — sondy
DXZ1, DXZ3 specyficzne dla chromosomu X oraz sondy DYZ1, DYZ3
specyficznie dla chromosomu Y. Zastosowanie FISH jest mozliwe w okoto
50% przypadkow pacjentow po allo-HSCT, ktérych dawca ma odmienng od
nich pte¢ [73].

Wykrycie w 1985 r. przez A. Jeffreys’a [72] wysoce zmiennych
regiondw minisatelitarnego DNA odegrato istothg role w analizie
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chimeryzmu. Metoda ta opiera sie na ocenie réznic w dtugosci fragmentow
restrykcyjnych rozpoznawanych przez endonukleazy restrykcyjne i dlatego
okreslono jg mianem RFLP. W analizie tej wykorzystuje sie transfer
Southern’a oraz hybrydyzacje z oligonukleotydowymi  sondami
molekularnymi  wyznakowanymi  kolorymetrycznie, izotopowo lub
chemiluminescencyjnie. Metode te charakteryzuje bardzo wysoka
informatywnos$¢, gdyz minisatelitarny DNA obejmuje najbardziej
polimorficzne sekwencje genomu. Do jej wad nalezy niska czutoS¢ oraz
duzy naktad czasu i srodkéw potrzebnych do jej zastosowania.

Opracowanie przez Mullisa i wsp. metody tancuchowej reakcji
polimerazy, ktéra po raz pierwszy zostata opisana w 1985 roku [122],
a nastepnie wykrycie czteronukleotydowych mikrosatelit genomowego DNA
przez Edwardsa i wsp. [41], zapoczatkowato rozwdj nowych, niezwykle
czutych i informatywnych metod oceny chimeryzmu hematopoetycznego.

Wprowadzenie automatycznych analizatorow pozwolito na ocene
chimeryzmu po allo-HSCT w oparciu o detekcje fluorescencyjng na zelu
poliakrylamidowym. Dzieki tej technice mozliwa jest jednoczesna analiza
wielu loci genomowego DNA [83]. Skonstruowane i wystandaryzowane do
celow identyfikacji osobniczej komercyjnie  dostepne  zestawy
multipleksowe, ktére zestawiono w tabeli 1.2, zawierajg markery STR
0 wysokich wskaznikach polimorfizmu (rycina 1.1). Ze wzgledu na prostg
i szybkg procedure badawczg, niezaleznos¢ od réznicy pici dawca-biorca,
matg iloS¢ wymaganego materiatu i wysoka czuto$¢ sg one szeroko
wykorzystywane réwniez w analizie chimeryzmu poprzeszczepowego
[19,136]. Do najbardziej informatywnych, pozwalajgcych na blisko 100%
rozroznienie komorek dawcy i biorcy, nalezg zestawy o najwiekszej liczbie
polimorficznych markeréw, takie jak AmpFESTR® Identifiler”, PowerPlex®16
oraz Humantype Chimera®.

W oparciu o powyzsze zestawy mozna przeprowadzi¢ ocene
ilosciowg chimeryzmu u osob po allotransplantacji [105]. Do oceny tej
wykorzystuje sie odczyt wysokosci badz pola powierzchni sygnatow —
pikéw dla poszczegodlnych alleli dawcy i biorcy. W zaleznosci od
uzyskanych uktadow alleli warunkujacych okreslone genotypy stosuje sie
rézne wzory do obliczeh procentowej zawartosci komérek dawcy i biorcy po
allo-HSCT [126,146].

Analize chimeryzmu u pacjentéw po alloprzeszczepie, ktérych pteé
jest rozna od ptci dawcy, przeprowadza sie roéwniez z wykorzystaniem
markeréw specyficznych dla chromosomoéw ptci, jak np. tych zawartych
w zestawie AmpFISTR®Yfiler™ (tabela 1.4) oraz w oparciu o analize genu
amelogeniny (AMG) kodujgcego biatko szkliwa zebdéw. Sekwencja tego
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genu jest homologiczna dla obu chromosomow w okoto 90%. Roznice
dotyczg delecji 6 nukleotydow w obrebie pierwszego intronu genu AMG
chromosomu X. Na skutek tej delecji amplifikacjia AMG z zastosowaniem
tej samej pary starterow daje fragment o 6 par zasad dtuzszy dla
chromosomu Y niz analogiczny dla chromosomu X [21].

Chimeryzm poprzeszczepowy mozna takze oceni¢ poprzez analize
genu SRY, ktory jest zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu Y.
Produkt transkrypcji tego genu warunkuje proces roznicowania jader.
Analiza obecnosci genu SRY determinujgcego pte¢ meska jest mozliwa
Z zastosowaniem ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (QR-PCR).
Jest to niezwykle szybka i czuta metoda, ktéra umozliwia wykrycie
1 komorki meskiej wsrod 100000 komorek zenskich [116,130]. Technika ta
pozwala na najwczesniejsze wykrycie odrzucenia przeszczepu i wznowy
choroby podstawowej w oparciu o analize zmiennosci pomiedzy dawcg
a biorca w obrebie markeréw typu SNP [2,74].

Monitorowanie chimeryzmu za pomoca ilosciowej reakcji PCR
W czasie rzeczywistym w najczulszym wariancie tej metody przebiega
z wykorzystaniem specyficznych dla amplifikowanego fragmentu DNA sond
TagMan, ktére sg znakowane czasteczkami fluorochroméw. W reakcji tej
jest wykorzystany rezonansowy transfer energii fluorescencji zachodzacy
pomiedzy wyznakowang fluorescencyjnie czastka reporterowg sondy — FR
a nieznakowang czastkg wygaszacza — NFQ. Fluorescencja emitowana
przez reporter w stanie spoczynku jest wychwytywana przez znajdujacy sie
w bliskim potozeniu wygaszacz i zamieniana w energie cieplng. Obecnos¢
badanego genu lub wariantu genowego skutkuje zwigzaniem sondy,
a to z kolei zajsciem replikacji badanego rejonu DNA. W czasie reakcji PCR
polimeraza Taq petnigca jednoczesnie funkcje 5 endonukleazy hydrolizuje
sonde, co powoduje oddalenie reportera od wygaszacza i prowadzi do
swobodnej emisji sygnatu fluorescencyjnego. Wielko$¢ tego sygnatu jest
wprost proporcjonalna do ilosci zhydrolizowanej sondy, a tym samym
powstatego produktu PCR. llos¢ powstatego produktu PCR jest zalezna od
ilosci wyjsciowej matrycy DNA. Monitorowanie ilosci powstajgcego
amplikonu w trakcie trwania reakcji zachodzi w mikroprocesorowo
sterowanym termocyklerze z wbudowanym systemem optycznym, dzieki
ktoremu mozliwy jest pomiar uwolnionej fluorescencji [49]. Poszczegdine
etapy reakcji QR-PCR z zastosowaniem sondy TagMan, wediug [8],
przedstawiono na rycinie 1.4.
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Rycina 1.4. Etapy reakcji QR-PCR z zastosowaniem sondy TagMan [8].

A — Znakowany fluorescencyjnie reporter (FR) oraz nieznakowany wygaszacz (NFQ)
zwigzane odpowiednio z koncem 5' oraz 3' sondy TagMan hybrydyzujgcej do okreslonej
sekwencji,

B — Sonda w stanie nienaruszonym, emisja fluorescencji reportera wychwytywana przez
wygaszacz,

C - Polimeryzacja nici DNA, odciecie czastki reporterowej przez polimeraze DNA (P)
w kazdym kolejnym cyklu reakcji PCR,

D — Kompletna polimeryzacja nici DNA, emisja sygnatu fluorescencji reportera w wyniku
jego oddzielenia od wygaszacza.
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Na rycinie 1.5. przedstawiono typowy wykres reakcji QR-PCR.
Wykres ten obrazuje wzrost sygnatu fluorescencji w kolejnych cyklach
amplifikacji. Powyzej wartosci granicznej — jaka standardowo wynosi 0,2 —
nastepuje detekcja fluorescencji, a tym samym odczyt stezenia DNA.
Nieprzekroczenie wartosci granicznej wskazuje na brak DNA w badanej
prébie.

10
faza plateau

g 1
wartosc graniczna

0.1
0.01 brak DNA

0.001

0.0001
0 10 20 30 40

cykl amplifikacji

Rycina 1.5. Wykres reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
AR, — sygnat fluorescencji w skali logarytmicznej.

Podstawowym zatozeniem metody QR-PCR jest to, iz we
wczesnych etapach reakcji, w fazie geometrycznego wzrostu, amplifikacja
DNA zachodzi z wysokg i statg wydajnosciag siegajacg 100%, tzn. w trakcie
kazdego cyklu nastepuje podwojenie produktu amplifikacji. W fazie tej
wystepuje liniowa zaleznos¢ miedzy stezeniem DNA a wartoscig progowg
C+, jaka okresla, ile cykli musi zajs¢, by intensywnos¢ sygnatu fluorescenciji
R, przekroczyta wartos¢ tta, a wiec byta wykrywalna. Warto$¢ Cr jest
proporcjonalna do ilosci kopii badanej sekwencji obecnej w prébie.
Im wyzsza koncentracja produktéw PCR, a co sie z tym wigze wyjsciowa
ilo§¢ matrycy DNA, tym nizsza wartos¢ Cr, przy ktérym jest wykrywana
fluorescencja. Wysoka wartos¢ C; jest zwigzana z niskg liczbg kopii
matrycy. Ro&znica wartosci Cr o 1 skutkuje dwukrotng réznicg
w poczatkowej ilosci matrycy DNA. Limit detekcji DNA w tej metodzie
wynosi 46 pg, co odpowiada okoto 8 kopiom haploidalnej sekwencji oraz 15
kopiom diploidalnej sekwencji DNA [8].
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1.8. Wtasciwosci komoérek macierzystych

Szpik kostny jest miejscem produkcji komorek macierzystych
hematopoezy (krwiotworzenia), ktére mnozac sie przez cate zycie dajg
poczatek prekursorom komérek krwi i ukltadu odpornosciowego -
mieloidalnym oraz limfoidalnym komdrkom progenitorowym. Roznicujg sie
one we wszystkie upostaciowane elementy krwi obwodowej, tj. krwinki
czerwone — erytrocyty, ptytki krwi — trombocyty oraz krwinki biate —
leukocyty [59].

W obrebie komorek szpiku wyrdznia sie tez komorki niebiorgce
udziatu w hematopoezie, takie jak komoérki tkanki tacznej siateczkowatej
i tluszczowej stanowigce utkanie zrebowe narzadu. Znajdujg sie tam
réowniez komorki nisko zréznicowane, ktére moggq dawacC poczatek
wszystkim tkankom i narzadom [31, 52, 107, 113]. Wiele naukowych
eksperymentow $wiadczy ponadto o tym, Ze w obrebie dojrzatych
hematopoetycznych komorek szpiku istniejg takie, ktére mogg
przeksztatca¢ sie w inne niehematopoetyczne komoérki uktadu nerwowego,
nabtonka, watroby, nerek, ptuc, skéry, przewodu zotgdkowo-jelitowego,
miocytow serca, miesni szkieletowych [1,76,77,151]. Natomiast komorki
macierzyste uktadu nerwowego majg zdolnosc¢ réznicowania sie w komorki
krwi [16].

Zjawisko plastycznosci komérek macierzystych polegajgce na tym,
ze komérka macierzysta jednej tkanki moze roznicowaC @ sie
w dojrzatg komorke innej tkanki, wyjasniajg cztery rozne teorie. Zostaty one
przedstawione w postaci schematu na Rycinie 1.6.

Jedna z tych teorii zaktada istnienie procesu transdyferencjacji.
W wyniku tego procesu ta sama komodrka macierzysta szpiku stanowi
zrodto roznych linii komorkowych. Moze sie ona przeksztatcac nie tylko
w komorki krwi, ale rowniez w komorki innych, niehematopoetycznych
tkanek, takich jak tkanka nerwowa, miesniowa, fgczna, nabtonkowa [59].

Kolejna teoria wigze plastyczno$¢ komorek macierzystych
z ich pluripotencja, w wyniku ktérej ulegajg one przeksztatceniu w rozne
typy tkanek. Przeksztatcenie pluripotentnej komorki szpiku moze
przebiega¢ z etapem posrednim, podczas ktérego najpierw réznicuje sie
ona do komérek progenitorowych dajacych poczatek okreslonej, tkankowo-
specyficznej linii komorkowej [160].
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Inna z teorii zaktada, Zze szpik jest Zrodtem wielu réznych, tkankowo-
specyficznych rodzajow komorek macierzystych i populacji komérek
progenitorowych. Poszczegodlne typy komorek szpiku sg zaprogramowane
w rézny sposob i majg odmienny od siebie potencjat rozwojowy, ktéry
wyznacza, w jaki typ tkanek beda sie one roznicowac [160].

Czwartym rozpatrywanym mechanizmem wyjasniajagcym zjawisko
plastycznosci komoérek macierzystych szpiku jest fuzja tych komorek
z innymi komérkami, w wyniku czego nastepuje zmiana profilu ich ekspresji
genowej i nabywajg one cechy innych tkanek [143].
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Rycina 1.6. Schemat przedstawiajacy hipotezy wyjasniajace zjawisko
plastycznosci dojrzatych komdrek macierzystych szpiku.

1- teoria transdyferencjacji komorki macierzystej szpiku

2- teoria pluripotentnej komaorki macierzystej szpiku

3- teoria tkankowo-specyficznej komorki macierzystej szpiku
4- teoria fuzji komérkowej

Wiasciwosci samoodnawiania i wszechstronnej dyferencjaciji
komorek macierzystych wigzg sie z ich zastosowaniem terapeutycznym
i regeneracyjnym. Stanowig one nadzieje medycyny XXI wieku na uporanie
sie z wieloma nieuleczalnymi chorobami [30,108,113,150,159].
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2. Cel pracy

Istniejg doniesienia mdéwigce o tym, ze komorki macierzyste szpiku
majg zdolnosc¢ transformacji w inne komoérki niz komorki krwiotworcze oraz
zdolnos¢ przemieszczania sie w obrebie réznych tkanek i narzadow.
Efektem tego moze by¢ niejednorodny lub odmienny od biorcy materiat
genetyczny izolowany z réznych tkanek biorcy, jak np. z krwi. Mimo to
niektére laboratoria genetyki sagdowej wykorzystujg krew jako jedyne zrédto
DNA do analiz pokrewienstwa, nie uwzgledniajgc tego typu zagrozenia.
Zdarza sie rowniez, ze krew jest pobierana jako materiat poréwnawczy
w badaniach identyfikacyjnych. Nalezy ona ponadto do najczesciej
zabezpieczanych sladoéw biologicznych z miejsc przestepstw.

Latwo dostepnym materiatem, ktéry nie wymaga przechowywania
w zamrozeniu, jest wymaz komorek nabtonka z jamy ustnej. Podobnie jest
w przypadku innego czesto badanego materialu dowodowego, a czasami
porownawczego — witosa. Przy analizie wymazu i wiosa réwniez nie
uwzglednia sie zagrozenia, jakie niostoby przebycie allogenicznego
przeszczepu komorek macierzystych hematopoezy przez osobe, od ktorej
materiaty te pochodza. Protokoty pobrania materialu poréwnawczego do
badan kryminalistycznych nie zawierajg oswiadczenia dotyczgcego
ewentualnego przebycia alloprzeszczepu przez dawce materiatu. Nie jest
przeprowadzany wywiad medyczny w tej kwestii nawet wtedy, gdy profil
DNA osoby oskarzonej czy podejrzanej wprowadzany jest do krajowej bazy
danych. W kontrolnych badaniach wykonywanych na wniosek matki
dziecka, kwestionujacej wynik wykluczajgcy ojcostwo, nie weryfikuje sie
mozliwosci przebycia allo-HSCT przez pozwanego.

Dlatego celem niniejszej pracy stata sie analiza polimorfizmu
genetycznego we krwi, komorkach korzenia wiosa i komérkach nabtonka
Z jamy ustnej — pochodzacych od osoby po allo-HSCT — i ustalenie
konsekwencji wynikajacych z wykorzystania tych materiatdbw do badan
ojcostwa badz badan identyfikacyjnych. Do realizacji tego celu
wykorzystano metode ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym
i najbardziej przydatne we wspoiczesnej genetyce sadowej systemy
multipleksowe, zaréwno w zakresie markerow autosomalnego DNA,
jak i markeréw chromosomu Y. Uzyskane wyniki majg da¢ odpowiedz na
pytanie: Czy zatajenie faktu przebycia allotransplantacji komorek
krwiotwdrczych przez osobe oddajgca materiat do badan niesie ze sobg
zagrozenie skutkujgce zafatszowaniem tozsamo$ci tej osoby i co sie z tym
wigze wydaniem btednej ekspertyzy genetyczno-sgdowej, a jesli tak, to
jaka jest skala tego zagrozenia w zaleznosci od rodzaju wykorzystywanego
do badan materiatu — krwi, wymazu czy tez wiosa?
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3. Material i metodyka badan

3.1. Materiat

Materiat badawczy zostat pobrany od 21 oséb po allogenicznym
przeszczepie komorek macierzystych hematopoezy, pacjentéw Kiliniki
Hematologii i Choréb Rozrostowych Uktadu Krwiotwérczego Akademii
Medycznej w Poznaniu. Jako materiat referencyjny wykorzystano izolaty
DNA z krwi obwodowej, pobranej od biorcow przed przeszczepem oraz od
ich dawcow.

Przedmiotem badania byty trzy rézne materialy, pochodzace od
kazdego z biorcow po alloprzeszczepie: 2 ml krwi obwodowej, wymaz
komérek nabtonka i sliny z jamy ustnej pobrany kolejno dwoma jatowymi
wymazowkami oraz wyrwane wiosy w ilosci 3-16 sztuk. W tabeli 3.1.
przedstawiono charakterystyke pacjentéw po allo-HSCT, ktérych materiaty
badano, oraz ich dawcow.

Na pobranie wyzej wymienionych materiatdw i przeprowadzenie
opisanych badan uzyskano zgode Komisji Bioetyki przy Uniwersytecie
Medycznym w todzi oraz zgode Komisji Bioetyki przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu.
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Tabela 3.1. Charakterystyka pacjentow po allo-HSCT, ktérych materiaty badano oraz ich dawcow.

Dawca pfeé- Zrédio komérek Typ GVHD Dni po
Pacjent  Wiek Ple¢  pokrewien- Rozpoznanie macierzystych kondycjo- ostral/prze- Wznowa przesz-

stwo nowania wlekta czepie
1 22 M K-S ALL PBSCT MA tak/tak tak 508
2 34 M M-B HD PBSCT NMA nie/nie nie 574
3 25 K M-B ALL/AML BMT MA nie/nie nie 329
4 26 K K-S AML PBSCT MA tak/nie nie 679
5 29 K K-S AML PBSCT/BMT MA nie/tak nie 450
6 30 K M-O AML PBSCT MA/NMA nie/nie tak 218
7 54 K K-S AML PBSCT NMA nie/tak nie 345
8 34 M M-B HD PBSCT NMA nie/nie nie 104
9 37 M M-NS AML PBSCT MA tak/nie nie 126
10 31 M K-NS AML PBSCT MA nie/tak nie 209
11 26 K M-B CML BMT MA nie/tak nie 516
12 47 M K-NS AML PBSCT NMA nie/nie nie 1145
13 53 K M-B AML PBSCT NMA nie/nie nie 103
14 29 K K-NS AA PBSCT NMA nie/nie nie 809
15 24 K K-S AA PBSCT NMA nie/nie nie 816
16 35 M K-S AML PBSCT/BMT MA nie/nie nie 71
17 54 K K-S AML PBSCT NMA nie/tak nie 496
18 31 M K-NS CMML PBSCT MA tak/tak nie 82
19 41 M M-NS AML PBSCT MA tak/tak nie 32
20 50 K M-B AML PBSCT NMA nie/tak nie 607
21 50 K M-B ALL BMT MA tak/tak nie 603
22 49 K M-B CML PBSCT NMA tak/nie nie 246
23 53 K M-B AML PBSCT NMA tak/tak nie 781
24 58 K M-B NHL PBSCT NMA tak/nie nie 2381
25 26 K M-B AML BMT MA tak/tak tak 822
26 59 K M-B CML PBSCT NMA tak/nie tak 2009
27 59 K M-B AML PBSCT NMA tak/tak nie 2764
28 47 K M-B CML PBSCT NMA nie/tak tak 2233
29 28 K M-B Burkitt PBSCT MA nie/nie nie 2291
30 47 K M-NS CML PBSCT MA tak/tak nie 2421
31 35 K M-B CML BMT MA nie/nie nie 2738
32 55 K K-S CLL PBSCT NMA tak/nie nie 2726

M- mezczyzna, K- kobieta, NS- niespokrewniony, B- brat, S- siostra, O- ojciec, GVHD- choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi, PBSCT- przeszczep
komérek macierzystych z krwi obwodowej, BMT- przeszczep szpiku kostnego, MA- przygotowanie mieloablacyjne, NMA- przygotowanie niemieloablacyjne,
AML- ostra biataczka szpikowa, ALL- ostra biataczka limfoblastyczna, ALL/AML- ostra biataczka bifenotypowa, CML- przewlekta biataczka szpikowa,
CMML- przewlekta biataczka mielomonocytowa, HD- choroba Hodgkina, AA- niedokrwisto$é aplastyczna.



3.2. Metodyka badan
3.2.1. Ocena mikroskopowa wtoséw biorcéw allo-HSCT

Przed przystgpieniem do izolacji DNA poddano analizie
mikroskopowej preparaty, ktére wykonano z wtoséw biorcow allo-HSCT.
W tym celu wilosy pochodzace od badanych biorcow optukiwano
w roztworze soli fizjologicznej. Optukane wtosy wyjmowano, a nastepnie po
jednym z wioséw od kazdego z biorcdw umieszczano na szkietku
podstawowym. Pozostale wilosy poddawano izolacji DNA. Plyn
z optukiwania wtosow odwirowywano z predkoscig 6000 obrotow na minute
w przeciggu 5 minut. Po odciggnieciu gornej czesci ptynu z pozostatego
osadu wykonywano rozmaz na szkietku podstawowym. Preparaty
wykonane z pojedynczych wiosow, jak réwniez z rozmazow z osadow
odwirowanych po ptukaniu wloséw utrwalano w 96% etanolu, barwiono
metodg przegladowg hematoksyling i eozyna, a nastepnie zamykano pod
szkietkiem nakrywkowym. Oceniano je w telemikroskopie Jenamed przy
uzyciu oprogramowania do cyfrowej analizy obrazu MultiScan.

3.2.2. Izolacja genomowego DNA

Izolacje genomowego DNA z materiatdbw pobranych od oséb po
alloprzeszczepie wykonywano w oparciu o0 metode kolumienkowa,
z wykorzystaniem membran jonowymiennych z zestawu Sherlock AX
(A&A Biotechnology). W zaleznosci od rodzaju materiatu wykorzystano
w jego izolacji odpowiednio: krew — 50 pl, wymaz — 1 sztuke, wyrwane
wilosy w ilosci 2-15 sztuk. W przypadku wioséw dtugich izolacje DNA
przeprowadzano z okoto 2 cm fragmentu wlosa zawierajgcego korzen
wiosa i cze$¢ todygi. Pozostatg czes¢ todygi wiosa odcinano i usuwano.
Wyizolowany materiat zawieszano nastepnie w jatowej wodzie o objetosci
odpowiednio: krew — 30 pl, wymaz — 30 pl, wiosy — 10-20 ul.

3.2.3. Pomiar stezenia metoda fluorymetrycznag

Stezenie DNA oznaczono z uzyciem fluorymetru Qubit® i zestawu
Quant-iT "dsDNA HS kit (Invitrogen) w oparciu o metode fluorymetryczna.
Do pomiaru wykorzystano po jednym mikrolitrze badanych prob DNA, ktére
mieszano z roztworem buforowym zawierajacym fluoroforowy reagent,
SciSle wedtug instrukcji producenta [68]. Pomiary stezenia DNA
przeprowadzano w temperaturze pokojowej, dwukrotnie dla kazdej proby
w odniesieniu do dwoch wzorcow wchodzgcych w sktad zestawu.
Obliczenia stezenia badanego DNA wykonywano wedtug wzoru:

200 [p1]

Stezenie DNA [ng/pl] = odczyt pomiaru [ng/ul] x
objetos¢ badanej proby [ul]
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3.2.4. llosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym

lloSciowg reakcie PCR w czasie rzeczywistym (QR-PCR)
przeprowadzono przy uzyciu termocyklera 7900HT Real-Time PCR Fast
firmy Applied Biosystems wyposazonego w argonowy laser do wzbudzania
fluorescencji, kamere CCD do rownoczesnej detekcji roznych dlugosci
emitowanych fal w przedziale 500-660 nanometrow oraz oprogramowanie
SDS do analizy uzyskanych wynikow. W reakcji QR-PCR wykorzystano
dwa niezalezne zestawy do amplifikacji firmy Applied Biosystems —
Quantifiler” Human DNA Quantification Kit oraz Quantifiler” Y Human Male
DNA Quantification Kit. Specyfikacje badanych zestawéw zawarto w tabeli
1.1. W skiad wyzej wymienionych zestawow wchodzity po 2 startery
stuzgce do amplifikacji badanych sekwencji DNA — genu odwrotnej
transkryptazy ludzkiej telomerazy (hTERT) oraz genu determinujgcego ptec
meska (SRY) — sprzezone z sondg TagMan znakowang barwnikiem
fluorescencyjnym FAM™,

Ocene calkowitego stezenia DNA w badanych materiatach
pochodzgcych od biorcow po alloprzeszczepie — w probach krwi,
w wymazach komérek nabtonka i $liny z jamy ustnej oraz w komérkach
wilosa przeprowadzono z zastosowaniem zestawu Quantifiler” Human DNA
Quantification Kit zgodnie z zaleceniami producenta [8]. Ocene stezenia
meskiego DNA poprzez ilosciowg analize sekwencji SRY chromosomu Y
w badanych materiatach, pochodzgacych od niezgodnych pod wzgledem
pici z dawcg biorcéw allo-HSCT, przeprowadzono z zastosowaniem
zestawu Quantifiler"Y Human Male DNA Quantification Kit zgodnie
z zaleceniami producenta [8]. Automatyczny odczyt granicznej wartosci
cyklu amplifikacji — Cy, przy ktérym ilos¢ produktu amplifikacji generowata
sygnat fluorescencji przekraczajacy wartos¢ progowq (threshold) -
wynoszgcg 0,2 — stanowit podstawe do obliczenia stezenia badanego DNA.
Uzyskana warto§¢ C; byla odnoszona do krzywej standardowej,
generowanej w oparciu o préby DNA o wzorcowym stezeniu, kolejno: 0,023
ng/ul, 0,068 ng/ul, 0,21 ng/ul, 0,62 ng/ul, 1,85 ng/ul, 5,56 ng/ul, 16,17 ng/pl,
50,0 ng/ul — analogicznie dla obu zestawéw do reakcji QR-PCR.

Eksperymentalne sprawdzenie zakresu czutosci oraz selektywnej
amplifikacji systemu Quantifiler”Y Human Male DNA Quantification Kit
wykonano z wykorzystaniem rozcienczen kontrolego genomowego DNA,
wchodzacego w sktad systemu AmpFISTR® Yfiler” PCR Amplification Kit —
kontroli DNA 007 zawierajacej meskie DNA o stezeniu wyjsciowym
0,10 ng/ul oraz kontroli DNA 9947A zawierajacej zenskie DNA o stezeniu
wyjsciowym 10 ng/pl.
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3.2.5. Analiza multipleks STR-PCR

Amplifikacje DNA przeprowadzano w systemie multipleksowym
z wykorzystaniem starterow specyficznych dla okreslonego locus,
znakowanych jednym z czterech fluorescencyjnych barwnikéw. Niezalezne
amplifikacje wykonano z zastosowaniem dwoéch zestawow multipleksowych
firmy Applied Biosystems — systemu AmpF{STR® Identifiler™ PCR
Amplification Kit, zawierajgcego 15 loci autosomalnego DNA i locus pfci
(amelogening) oraz systemu AmpF{STR® Yfiler” PCR Amplification Kit,
zawierajgcego 17 loci chromosomu Y specyficznych dla ptci meskie,j.
Zakresy alleli i rodzaj znakowania fluorescencyjnego amplifikowanych loci,
wchodzacych w sktad obu zestawdéw, przedstawiono odpowiednio
w tabelach 3.2 i 3.3. Zawarte w nich przedziaty nie odzwierciedlajg petnej
puli populacyjnej alleli, a jedynie zakres alleli w obrebie zastosowanego
wzorca.

Tabela 3.2. Charakterystyka systemu AmpF{STR® Identifiler” PCR Kit.

Locus Zakres alleli Zakres wielkosci Fluorochrom
D8S1179 8-19 123-170 pz 6-FAM
D21S11 24-38 185-239 pz 6-FAM
D7S820 6-15 255-291 pz 6-FAM
CSF1PO 6-15 305-342 pz 6-FAM
D3S1358 12-19 112-140 pz VIC
THO1 4-13.3 163-202 pz VIC
D13S317 8-15 217-245 pz VIC
D16S539 5-15 252-292 pz VIC
D2S1338 15-28 307-359 pz VIC
D19S433 9-17.2 102-135 pz NED
VWA 11-24 155-207 pz NED
TPOX 6-13 222-250 pz NED
D18S51 7-27 262-345 pz NED
D5S818 7-16 134-172 pz PET
FGA 17-51.2 215-355 pz PET
AMG X, Y X =107 pz, Y =113 pz PET
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Tabela 3.3. Charakterystyka systemu AmpF{STR® Yfiler” PCR Kit.

Locus Y Zakres allel Zakres wielkosci  Fluorochrom
DYS456 13-18 104-123 pz 6-FAM
DYS389I 10-15 145-166 pz 6-FAM
DYS390 18-27 193-229 pz 6-FAM
DYS389ll 24-34 254-294 pz 6-FAM
DYS458 14-20 133-158 pz VIC
DYS19 10-19 177-212 pz VIC
DYS385a/b 7-25 244-317 pz VIC
DYS393 8-16 102-134 pz NED
DYS391 7-13 153-177 pz NED
DYS439 8-15 199-227 pz NED
DYS635 20-26 248-272 pz NED
DYS392 7-18 293-326 pz NED
GATA H4* 8-13* 122-143 pz PET
DYS437 13-17 183-199 pz PET
DYS438 8-13 222-248 pz PET
DYS448 17-24 281-323 pz PET

*zakres alleli przedstawiony na wykresach odpowiada nomenklaturze przed aktualizacjg [97].

Po pomiarze ilosciowym badanych préb, dla reakcji STR-PCR
rozcienczano je w jatowej wodzie do stezenia 0,5 ng/ul (system
AmpFESTR® Yviler™) i 1 ng/ul (system AmpF{STR® Identifiler™). Reakcje
PCR przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta [6,7]. Jedyng
modyfikacjg byto proporcjonalne zmniejszenie poszczegdlnych sktadowych
mieszaniny reakcyjnej tak, ze koncowa jej objetosé¢ byta dwukrotnie
mniejsza od podanej w przepisie. Kontrolne DNA 007 dodawano do reakcji
PCR (system AmpF{STR® Yfiler™) w iloéci odpowiednio: 300,100,10, 5 pg.

Produkty PCR poddano rozdziatowi na 5% zelu poliakrylamidowym
w automatycznym sekwenatorze ptytowym ABI PISM 377 w odniesieniu do
standardu  wielkosci LIZ 500, znakowanego pomarahczowym
fluorochromem. Do oceny wielkosci produktow amplifikacji wykorzystano
oprogramowanie komputerowe GeneScan v3.7. llos¢ tandemowych
powtdrzeh w badanych loci oceniano w odniesieniu do wzorca producenta
(Allelic ladder) z zastosowaniem oprogramowania Genotyper v3.7NT
(Applied Biosystems). Dla przejrzystosci obrazu znacznik zotty na
wykresach zostat zastgpiony kolorem czarnym.
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3.2.6. Ocena chimeryzmu donorowego

W badanym materiale pochodzacym z komérek krwi, wymazu
z jamy ustnej i wloséw biorcow po allo-HSCT oceniano stopien
chimeryzmu donorowego, tj. odsetek komorek dawcy. Do tego celu
wykorzystano pole powierzchni zaobserwowanego sygnalu — piku,
uzyskanego dla poszczegolnych alleli, odzwierciedlajgce iloS¢ produktu
PCR. Procentowy udziat DNA dawcy w ujawnionym profilu obliczano
z wykorzystaniem wzoréw opracowanych przez Nollet i wsp. [105]. Wzory
te, odpowiadajgce poszczegdinym ukiladom cech w mieszaninie,
przedstawiono na rycinie 3.1. Do oszacowania stopnia chimeryzmu
donorowego w obrebie catego zestawu multipleksowego wyliczano
mediane wartosci uzyskiwanych w obrebie poszczegdlnych uktadow,
wchodzacych w sktad systemu. Wytaczny profil biorcy i wytaczny profil
dawcy w badanym materiale odpowiadat wartosci chimeryzmu
donorowego, wynoszgcego odpowiednio 0% i 100%.
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Rycina 3.1. Wzory zastosowane do oceny chimeryzmu donorowego [105].
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4. Wyniki

4.1. Ocena mikroskopowa wloséw biorcéw allo-HSCT

Analiza mikroskopowa preparatéw wykonanych z pojedynczych
witosow biorcow allo-HSCT, po barwieniu przegladowym hematoksyling
i eozynag, uwidocznita strukture cebulki wiosa w o$miu wiosach na 21
badanych. We wilosach pozostatych biorcéw nie obserwowano cebulki
wltosa, lecz skupisko nabtonkowych komorek tworzgcych pochewki wiosa.
W Zadnym z badanych preparatow nie uwidoczniono komorek krwi. Na
rycinie 4.1 przedstawiono zdjecie mikroskopowe korzenia wiosa pacjentek
numer 3 i 11 z widoczng nabtonkowg pochewkg zewnetrzng wiosa,
zawierajgcg komorki z zachowanymi jadrami.

Analiza mikroskopowa rozmazow pochodzacych 2z osadéw,
uzyskanych po ptukaniu badanych wioséw w roztworze soli fizjologicznej,
w barwieniu hematoksyling i eozyna, nie ujawnita komorek krwi. Ujawnita
natomiast pojedyncze komorki nabtonkowe witosa z widocznym jadrem
komérkowym oraz skupiska rozfragmentowanych ptytek rogowych
pozbawionych jadra komorkowego, powstatych ze zdegradowanych
komoérek nabtonka pochewek wiosa. Na rycinie 4.2 przedstawiono zdjecie
mikroskopowe rozmazu wykonanego z osadu, ktoéry uzyskano po ptukaniu
wiosa biorcy numer 6 w roztworze soli fizjologiczne;.
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Rycina 4.1. Pojedyncze witosy biorcow allo-HSCT barwione hematoksyling
i eozyng. A. Korzen witosa otoczony pochewkg zewnetrzng, obiektyw 2,5x;
B. Pochewka zewnetrzna wlosa z widocznymi fioletowo wybarwionymi
jadrami komoérek nabtonka, obiektyw 40x. C,D. Roztarty wlos w obrebie

korzenia z odwarstwiong od rdzenia wtosa pochewka zewnetrzna, obiektyw
10x i 20x.
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Rycina 4.2. Rozmaz wykonany z osadu uzyskanego po ptukaniu wiosa
biorcy allo-HSCT w roztworze soli fizjologicznej barwiony hematoksyling
i eozyng. A. Komodrka nabtonkowa pochewki wtosa z widocznym jgdrem
komérkowym, obiektyw 100x, immersja; B. Czesciowo rozfragmentowane
ptytki rogowe pozbawione jadra komérkowego, powstate
ze zdegradowanych komdérek nabtonka pochewek wtosa, obiektyw 40x.
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4.2. Pomiar stezenia DNA metoda fluorymetryczna

W wyniku przeprowadzonych pomiaréw z wykorzystaniem zestawu
Quant-iT"dsDNA HS kit i fluorymetru Qubit® (Invitrogen) oznaczono
nastepujace zakresy wyjsciowego stezenia dwuniciowego DNA:
-potransplantacyjne DNA wyizolowane z 50 ml krwi biorcéw po allo-HSCT:
180 pg/ul - >120 ng/pl,

-potransplantacyjne DNA wyizolowane z wymazow komorek nabtonka
i 8liny, pobranych z jamy ustnej biorcow po allo-HSCT: 8 ng/ul - >120 ng/pl,
-potransplantacyjne DNA biorcoéw po allo-HSCT wyizolowane z fragmentéw
ich wiloséw o dtugosci okoto 2 cm, zawierajacych korzen wiosa i czesé
todygi wtosa: 812 pg/ul - 50 ng/pl,

-pretransplantacyjne, referencyjne DNA wyizolowane z krwi biorcow przed
allo-HSCT: <100 pg/ul - >120 ng/pl,

-pretransplantacyjne, referencyjne DNA wyizolowane z krwi dawcoéw:
500 pg/ul -104 ng/ul.

4.3. llosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Podstawe do obliczenia stezenia DNA w badanych materiatach
pochodzacych od oséb po allo-HSCT: krwi, wymazie z jamy ustnej,
komodrkach wtosow, stanowit odczyt granicznej warto$ci cyklu amplifikacji —
Cr, przy ktérym ilos¢ produktu amplifikacji generowata sygnat fluorescencji
przekraczajgcy wartos¢ progowg (0,2). Uzyskang wartos¢ C+ odnoszono do
krzywej standardowej generowanej w oparciu o usrednione pomiary
8 wzorcowych stezen DNA w przedziale 0,023-50,0 ng/ul, analogicznie dla
obu zastosowanych zestawéw do iloSciowej reakcji PCR w czasie
rzeczywistym. Wykres reakcji QR-PCR oraz krzywg standardowg uzyskane
w oparciu o amplifikacje préb z wzorcowym DNA, przy uzyciu zestawu
Quantifiler™ Human, przedstawiono na rycinie 4.3.

Przed przystgpieniem do analizy wtasciwych prob przeprowadzono
eksperymentalne sprawdzenie zakresu czuto$ci obu systemoéw do
ilosciowej reakcji QR-PCR. Ocenie poddano kontrolne DNA 007,
zawierajgce meskie genomowe DNA o stezeniu wyjsciowym 0,10 ng/pl,
ktore dodawano do reakcji amplifikacji w stezeniu odpowiednio:
100, 50, 10, 5 pg/ul, z zastosowaniem zaréwno zestawu Quantifiler”
Human oraz Quantifiler"Y Human Male DNA Quantification Kit. Odczyt
wartosci Cr wraz z odpowiadajgcymi im warto$ciami stezenia w kontrolnych
prébach przedstawiono w tabeli 4.1.
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W nastepnym etapie badan wykonano eksperymentalne
sprawdzenie selektywnej amplifikacji meskiego DNA w oparciu o zestaw
QuantifilerY Human Male DNA. Do tego celu wykorzystano kontrolne DNA
o stezeniu 10 ng/pl pochodzgce z Zzenskiej linii komorkowej 9947A. Wykres
reakcji QR-PCR przedstawiono na rycinie 4.4.
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Rycina 4.3. Wykres reakcji QR-PCR (A) i krzywa standardowa zalezno$ci
stezenia DNA od wartosci Cr (B), generowane w oparciu o amplifikacje
prob DNA o wzorcowym stezeniu w przedziale 0,023-50,0 ng/ul
(Quantifiler” Human DNA Quantification Kit, 7900HT SDS).
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Tabela 4.1. Wyniki badan meskiego kontrolnego DNA 007 zawierajgce
uzyskane wartosci Ct wraz z odpowiadajacymi im wartosciami stezenia.
Kolorem zottym oznaczono wartosci uzyskane z uzyciem zestawu
Quantifiler™ Human DNA, a kolorem niebieskim warto$ci uzyskane
z uzyciem systemu Quantifiler” Y Human Male DNA.

, stezenie . . s
proby kontrolnego $rednia wartos¢ Ct* sreqma. wartos*c
kontrolne DNA 007 stezenia pg/pl
1 100 pg/ul | 33,12/32,68 (32,90) 89/119 (104)
1 100 pg/pl | 35,50/35,28/34,58 (35,12) | 88/100/151(113)
2 50 pg/ul | 34,41/33,73 (34,07) 37/59 (48)
2 50 pg/ul | 37,97/36,75 (37,36) 22/43 (32)
3 10 pg/ul | 34,34/33,98 (34,16) 39/50 (45)
3 10 pg/ul | 38,42/NW/NW 16/0/0
4 5 pg/yl 34,89/NW 27/0
4 5 pg/yl 37,10/NW/NW 14/0/0

*podano wyniki dwéch badz trzech oznaczen tej samej proby, w nawiasach $rednig warto$¢ pomiaru.
W przypadku znacznych réznic w pomiarach tej samej proby nie usredniano wartosci pomiaru.
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Rycina 4.4. Wykres reakcji QR-PCR zenskiej kontroli DNA 9947A
amplifikowanej z uzyciem zestawu Quantifiler”Y Human Male DNA.
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Z wykorzystaniem zestawu Quantifiler”Y Human Male DNA
przeprowadzono réwniez szereg reakcji amplifikacji w odniesieniu do
referencyjnego DNA pochodzacego zaréwno od dawcéw, jak i od biorcéw
przed przeszczepem. Wykres reakcji QR-PCR dla przyktadowej pary, gdzie
mezczyzna byt dawca, a kobieta biorcg, przedstawiono na Rycinie 4.5.
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Rycina 4.5. Wykres reakcji QR-PCR z wykorzystaniem zenskiego DNA
pochodzacego od biorcy przed przeszczepem (20R) oraz meskiego DNA
pochodzacego od dawcy (20D) — system Quantifiler” Y Human Male DNA.

Na ponizszych rycinach 4.6-4.17 zestawiono wykresy ilosciowej
reakcji PCR z uzyciem zestawu Quantifiler” Human DNA oraz zestawu
Quantifiler™Y Human Male DNA, uzyskane dla wszystkich analizowanych
prob DNA, jak rowniez dla préb DNA z poszczegdlnych materiatow
pochodzgcych od wybranych biorcow allo-HSCT.

W tabeli 4.2. pod wykresami reakcji QR-PCR zestawiono wartosci

Cr wraz z odpowiadajgcymi im wartosciami stezenia, uzyskane dla
poszczegdlnych materiatdéw, pobranych od biorcéw po przebytej allo-HSCT.
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Amplification Plot.
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Rycina 4.6. Wykresy zbiorcze reakcji QR-PCR uzyskane dla wszystkich
analizowanych préb DNA, amplifikowanych z uzyciem zestawu Quantifiler™
Human DNA (A) oraz zestawu Quantifiler™ Y Human Male DNA (B).
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Rycina 4.7. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z krwi pobranej po allo-HSCT od biorcéw oznaczonych nr 1,
10, 16, z uzyciem zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA.
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Rycina 4.8. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z krwi pobranej po allo-HSCT od biorcow oznaczonych
nr 3,6,11,13,20,21, z uzyciem zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA.
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Rycina 4.9. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z wymazu pobranego po allo-HSCT od biorcéw oznaczonych
nr 3,6,11,13,20,21, z uzyciem zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA.
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Rycina 4.10. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z wiosa pobranego po allo-HSCT od biorcéw oznaczonych
nr 3,6,11,13,20,21, z uzyciem zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA.
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Rycina 4.11. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z wymazu, wtosa i krwi, pobranych po allo-HSCT od biorcy
oznaczonego nr 1, z uzyciem zestawu Quantifiler” Human DNA (A) oraz
zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA (B).
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Ampilification Plot
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Rycina 4.12. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z krwi, wymazu i witosa, pobranych po allo-HSCT od biorcy
oznaczonego nr 3, z uzyciem zestawu Quantifiler’ Human DNA (A) oraz
zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA (B).

52



Amplification Plot
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Rycina 4.13. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z krwi, wymazu i witosa, pobranych po allo-HSCT od biorcy
oznaczonego nr 6, z uzyciem zestawu Quantifiler” Human DNA (A) oraz
zestawu Quantifiler™ Y Human Male DNA (B).
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Rycina 4.14. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z krwi, wymazu i wiosa, pobranych po allo-HSCT od biorcy
oznaczonego nr 11, z uzyciem zestawu Quantifiler” Human DNA (A) oraz
zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA (B).
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Rycina 4.15. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z krwi, wymazu i wiosa, pobranych po allo-HSCT od biorcy
oznaczonego nr 13, z uzyciem zestawu Quantifiler - Human DNA (A) oraz

zestawu Quantifiler™ Y Human Male DNA (B).
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Amplification Plot
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Rycina 4.16. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z krwi, wymazu i wiosa, pobranych po allo-HSCT od biorcy
oznaczonego nr 20, z uzyciem zestawu Quantifiler” Human DNA (A) oraz
zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA (B).

56
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Rycina 4.17. Wykres reakcji QR-PCR uzyskany w oparciu o DNA
pochodzacy z krwi, wymazu i wiosa, pobranych po allo-HSCT od biorcy
oznaczonego nr 21, z uzyciem zestawu Quantifiler” Human DNA (A) oraz
zestawu Quantifiler™ Y Human Male DNA (B).
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Tabela. 4.2. Wyniki analizy QR-PCR z uzyciem zestawu Quantifiler"
Human DNA oraz zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA w materiatach
pobranych od biorcéw po allo-HSCT.

Nr pacjenta | Pte¢ Srednia warto$¢ C* | Srednia warto$é
Biorca/Dawca stezenia ng/pl*

1A M/K 24,47 30,44

1AY 38,34/NW 0,017/0

1B 24,54 27,91

1BY 26,12 19,50

1C 29,46 1,04

1CY 30,78 1,35

2A M/M 23,54 66,53

2AY 25,32 33,71

2B 25,30 19,04

2BY 27,26 10,82

2C 25,70 14,32

2CY 27,24 11,00

3A K/M 26,26 8,87

3AY 27,75 7,68

3B 25,90 11,22

3BY 29,12 3,53

3C 25,33 16,66

3CY 34,47 0,17

4A K/K 25,33 18,58

4B 25,08 22,26

4C 27,38 4,33

5A K/IK 24,25 40,11

5B 24,48 34,05

5C 28,75 1,64

6A KIM 24,00 40,58

6AY 25,15 34,04

6B 26,26 8,83

6BY 28,44 5,15

6C 26,01 10,41

6CY 35,95 0,08

7A KIK 22,45 143,88

7B 25,51 16,45

7C 23,82 54,44
A- krew, B- wymaz, C- wios, M- mezczyzna, K- kobieta,
*w przypadku znacznych réznic podano dwa pomiary
Kolorem z6ttym oznaczono pomiary DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler™ Human
Kolorem btekitnym oznaczono pomiary DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler™ Y
NW- nie wykryto DNA

58



Tabela. 4.2. cd. Wyniki analizy QR-PCR z uzyciem zestawu Quantifiler™
Human DNA oraz zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA w materiatach
pobranych od biorcéw po allo-HSCT.

Nr pacjenta | Pleé Srednia warto$é C* | Srednia warto$é
Biorca/Dawca stezenia ng/pl*

8A M/M 23,82 54,62
8AY 25,25 35,06
8B 24,57 32,02
8BY 25,96 23,13
8C 28,68 1,72
8CY 29,51 2,92
9A M/M 24,20 41,68
9AY 25,92 23,77
9B 24,88 25,61
9BY 25,96 23,17
9C 25,95 10,83
9CY 27,22 10,35
10A M/K 31,36 0,26
10AY 37,95 0,03
10B 24,29 39,02
10BY 25,87 24,39
10C 27,02 5,62
10CY 28,37 5,68
11A KIM 28,92 1,48
11AY 29,69 2,57
11B 23,76 46,99
11BY 26,19 19,16
11C 27,35 4,31
11CY 37,89 0,03
12A M/K 24,16 42,92
12AY 37,88 0,03
12B 24,77 27,97
12BY 26,31 18,90
12C 26,12 10,62
12CY 28,01 7,03
13A KIM 23,58 52,95
13AY 24,91 39,24
13B 23,74 47,92
13BY 31,37 0,96
13C 25,16 18,46
13CY 36,06 0,06

A- krew, B- wymaz, C- wios, M- mezczyzna, K- kobieta,

*w przypadku znacznych réznic podano dwa pomiary

Kolorem Z6ttym oznaczono pomiary DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler™ Human

Kolorem btekitnym oznaczono pomiary DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler™ Y

NW- nie wykryto DNA
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Tabela. 4.2. cd. Wyniki analizy QR-PCR z uzyciem zestawu Quantifiler™
Human DNA oraz zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA w materiatach
pobranych od biorcéw po allo-HSCT.

Nr pacjenta | Pte¢ Srednia warto$é C* | Srednia warto$é
Biorca/Dawca stezenia ng/pl*

14A K/IK 25,57 15,70
14B 22,06 190,35
14C 24,31 38,48
15A K/IK 23,45 70,79
15B 25,43 17,37
15C 27,59 3,74
16A M/K 24,66 25,68
16AY 37,19 0,04
16B 23,75 47,40
16BY 25,14 34,12
16C 23,60 52,46
16CY 25,22 33,09
17A K/K 22,86 107,98
17B 26,10 10,76
17C 27,91 2,99
18A M/K 24,07 45,84
18AY 26,84 13,30
18B 24,06 48,13
18BY 25,42 31,93
18C 28,00 2,80
18CY 29,88 2,37
19A M/M 23,74 57,54
19AY 25,15 37,22
19B 22,88 106,45
19BY 23,90 76,95
19C 26,39 8,78
19CY 28,33 5,83
20A KIM 23,86 43,91
20AY 24,97 37,73
20B 24,56 27,60
20BY 26,91 12,91
20C 26,24 9,02
20CY 37,35/NW 0,03/0
21A KIM 23,56 54,31
21AY 24,44 51,18
21B 24,39 30,85
21BY 26,62 14,66
21C 27,12 4,97
21CY NW 0

A- krew, B- wymaz, C- wios, M- mezczyzna, K- kobieta,

*w przypadku znacznych réznic podano dwa pomiary

Kolorem z6ttym oznaczono pomiary DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler™ Human

Kolorem btekitnym oznaczono pomiary DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler™ Y

NW- nie wykryto DNA
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4.4. Analiza polimorfizmu w reakcji multipleks STR-PCR

4.4.1. Analiza markeréw autosomalnego DNA

Na kolejnych rycinach 4.18.1-4.38.2 przedstawiono wyniki analizy
polimorfizmu genetycznego w materiatach biorcéw po allogenicznym
przeszczepie komérek macierzystych hematopoezy, przeprowadzone
w oparciu o amplifikacje markerow autosomalnego DNA. Analizie poddano
DNA wyizolowane z krwi, z wymazu komorek nabtonka i sliny z jamy ustnej
oraz z okoto 2 cm fragmentow wloséw zawierajgcych korzen wiosa i czes¢
todygi. Kontrolne DNA pochodzito z krwi dawcéw i biorcow zabezpieczonej
przed przeszczepem. Ocene stopnia chimeryzmu donorowego w badanych
materiatach pochodzacych od biorcow allo-HSCT zestawiono w tabeli 4.3,
umieszczonej pod rycinami.
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Rycina 4.18.1. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 1, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.18.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 1, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.

62



T T T T T T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

1500

1000

500
1000
500

07_3R.fsa 7 Blue _IR

07_2R.fsa 7 Green 3R

07_3R.fsa 7 vellow _3R

I ,J‘L e
LI

[s]  [ig]

07_2R.fsa 7 Red _IR
{00
(zoo
[1] R
T T T T T T T T T T T T T T
100 1z0 140 160 120 200 220 240 260 280 200 3z0 240 360
05_20.fsa 5 Blue _2D

Fanon
Fzoon
JIL__._}L E 1000

(~zo0o0
(1000

[=F
=
El=—

05_20.1sa 5 Green 20

B
EE
BE=

E}

Bes

[&f=

05_20.153 8 Yellow _20

=000
Fzo00
H n 1 ) E1oon

05_20.fsa 5 Red _2D
Fa0n
G600
200

Rycina 4.19.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 2, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.19.2. Woyniki
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr

2,

badan polimorfizmu w zakresie markeréw

pobranych po

przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.20.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 3, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.20.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 3, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.21.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 4, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.21.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 4, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.22.1. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 5, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.

69



T T T T T T T T
200

oo 140 160 220 240 260 B0 00 FID Fd0
TN e _seD
2000
1000
[i5]
06 _54 |0 fsa & Green _S4 1D
2000
] ﬂ Jl‘ 1000
O [ IL = 0 [l E
06_54 1D.fsa 6 Yellow _54 1D [=]
Z000
Z000
I, Ik N A
G2 Oo K &3] KB 7
IEI
06_5A4_1D f5a & Red _5A_ID
1500
1000
Jl S00
ol
=
T T T T T T T T T T T T T T
1o e 40 0o 150 200 =30 230 20 =80 o =tn 2% o
TR e _sBz
2000
1000
KE] Eol| [Ez= [Gol Gal Gz
[i=] Ex =
[T & Green 8B 3
2000
1000
A LA AL . i
23] ) E] E 01 3] [iz] Ed
[fe] T
[T & vallowm 58
1500
1000
h s00
.
[l El
65 _5R 3 tsa 5 Red 5Bz
1500
1000
oy 500
EE
T T T T T T T T T T T T T T
180 20 140 180 180 20 2in 230 20 240 s B 250 )
205 _ttarmp fom 20 Blue 50 _tame
2000
1500
1000
o0
=] [E] (i) KH
[iz] ED
Z0_SC_llamp.fsa 20 Green  _SC_llamp
1000
L L
i3] Bl [N} [&] =] Gl E]
[ie]
Z0_SC_llamp.fsa 20 Yellow _SC_llamp
1500
1000
500
4 07 7] 6] IL 7]
[i=] =
2050 llamp f2 20 Red 5T _limmp

1000
s00

[E:]

Rycina 4.22.2. Wyniki

S5,

przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.23.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 6, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.23.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 6, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.24.1. Wyniki

"t

przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.24.2. Wyniki

autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.25.1. Woyniki

badan polimorfizmu w zakresie markeréw

autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 8, pobranej przed

przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.25.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 8, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.26.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 9, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.26.2. Wyniki badahn polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 9, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.27.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 10, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.27.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 10, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.28.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 11, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.29.1.

Wyniki

badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 12, pobranej przed

przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.29.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 12, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.30.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 13, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.30.2. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materialach biorcy nr 13, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.31.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 14, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.32.1.

Wyniki

badan polimorfizmu w zakresie markeréw

autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 15, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.32.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 15, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.33.1.

Wyniki

badan polimorfizmu w zakresie markerow

autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 16, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.33.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 16, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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badan polimorfizmu w zakresie markeréw

autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 17, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.34.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 17, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Rycina 4.35.1. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 18, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.

95



T T T T T T
100 120 140 160 1280 200 220 240 260 280 =00 320

s
[ERETEE 5 Be  _taa
1500
1000
S00
Gol Gz| GE [EET S [e] [g]
[i5] [
[i=]
18_18450sa 18 Green 184
2000
n‘ h_ 1000
L I il
Lo ] ]
5] [is]
3]
15 188 ea 15 ellow 124
ﬁlDDD
500
i T
(] [ie2] ] [E K] Gal| Gl
[i=]
[
18_18a tsa 15 Red  _taa
1000
S00
L
[E3) K] EEE] o] [z =]
(=]
T T T T T T T T T T T T T
180 30 140 180 180 ) e 240 240 280 ) ) 240
Z0_18B.fsa Z0 Blue 128
000
000
0o
1000
Lol [z [ =21 i) [ig]
Z0_18B.fsa 20 Green 1B
2000
200
A‘ " 1000
[zl [G] ié ] El b3 [} E|
[ie]
20_158 t5a 20 ellam _158
1500
1000
SO0
[=] (4] ] [ig] IL K] G4 [bsl
2Z0_12B8.fsa 20 Red _12B E’
1000
son
K} [Gal Gz [z0] za]
T T r T T T T T
100 120 140 160 150 Zo0 Zz0 240 260 ZE0 F00 FE0 Fd0
16_12C.fsa 16 Blue 120
000
000
Zonn
I'LJL 1000
[ [z ED Tz [z} [ig]
16_12C.fsa 16 Green 12C
3000
Zonn
e | A 1ooa
&3] 3] i3] E

[z (4 4 L= IL (1]
16_13C fsa 16 Red 15C =]
zo00
1500
E|ooo
500
[EfK] [a] (3] B 2]

Rycina 4.35.2. Woyniki
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.36.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 19, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.36.2. Wyniki badahn polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 19, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.37.1. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 20, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.37.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr 20, pobranych po
przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.38.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
autosomalnego DNA we krwi biorcy i dawcy nr 21, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.38.2. Woyniki
autosomalnego DNA w materiatach biorcy nr

C

badan polimorfizmu w zakresie markeréw
21, pobranych po

przeszczepie. A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-wtos biorcy.
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Tabela 4.3. Wyniki analizy polimorfizmu w zakresie markerow STR autosomalnego DNA wraz
z oceng stopnia chimeryzmu donorowego w materiatach biorcéw po allo-HSCT.

Chimeryzm dawcy Chimeryzm dawcy Chimeryzm dawcy

Pacjent  Pleé Dawca  DniPo _ % % %
przeszczepie (KREW BIORCY) (WYMAZ BIORCY) (WLOS BIORCY)
1 M K 508 100 18 0
2 M M 574 100 57 0
3 K M 329 100 22 0
4 K K 679 100 24 0
5 K K 450 100 38 0
6 K M 218 100 45 0
7 K K 345 100 11 0
8 M M 104 100 29 0
9 M M-NS 126 100 0 0
10 M K-NS 209 100 0 0
11 K M 516 100 67 0
12 M K-NS 1145 100 32 0
13 K M 103 100 0 0
14 K K-NS 809 100 45 0
15 K K 816 75 18 0
16 M K 71 100 0 0
17 K K 496 100 52 0
18 M K-NS 82 63 0 0
19 M M-NS 32 100 15 0
20 K M 607 100 53 0
21 K M 603 100 54 0

M — mezczyzna, K — kobieta, NS — niespokrewniony



4.4.2. Analiza markeréw chromosomu Y

Na rycinach 4.39.1 i 4.39.2 przedstawiono wyniki analizy
kontrolnego DNA, pochodzacego z meskiej linii komorkowej, ktory
amplifikowano z wykorzystaniem systemu AmpFISTR® Yfiler™. Kontrolne
DNA dodawano do reakcji PCR w ilosci kolejno: 300, 100, 10, 5 pg.

Na rycinach 4.40.1-4.52.2 przedstawiono wyniki analizy
polimorfizmu genetycznego w materiatach biorcéw po allogenicznym
przeszczepie komérek macierzystych hematopoezy, przeprowadzone
w oparciu o amplifikacje markeréw chromosomu Y. Badaniem objeto
11 biorcéw, ktorzy otrzymali allo-HSCT od niezgodnych piciowo dawcow,
tj. 6 kobiet, dla ktérych dawcag byt mezczyzna (nr 3, 6, 11, 13, 20 i 21)
oraz 5 mezczyzn, dla ktorych dawca byfa kobieta (nr 1, 10, 12, 16, 18).
Dodatkowo analizie poddano dwoch mezczyzn-biorcow, ktéry otrzymali
przeszczep od innych niespokrewnionych mezczyzn (nr 9 i 19). Badano
DNA wyizolowany z krwi, z wymazu komérek nabtonka i sliny z jamy ustnej
oraz z okoto 2 cm fragmentow wloséw zawierajacych korzen wiosa i czes¢
todygi wiosa. Kontrolne DNA pochodzito z krwi dawcéw i biorcow
zabezpieczonej przed przeszczepem. Wyniki analizy polimorfizmu DNA
w obrebie markeréw Y-STR wraz z oceng stopnia chimeryzmu w badanych
materiatach biorcéw po allo-HSCT zestawiono w tabeli 4.4, umieszczonej
pod rycinami.
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Rycina 4.39.1 Amplifikacja meskiej kontroli DNA 007 z wykorzystaniem

systemu AmpF{STR® Yfiler™. Widoczny profil uzyskany z wsadowe;j iloSci
matrycy DNA — 300 pg (A).
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Rycina 4.39.2 Amplifikacja meskiej kontroli DNA 007 z wykorzystaniem
systemu AmpF{STR®Yfiler™. Poczawszy od géry widoczne profile uzyskane
z wsadowej ilosci matrycy DNA: 100 pg (B), 10 pg (C), 5 pg (D).
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Rycina 4.40.1. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 1, pobranej przed przeszczepem.
R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.40.2. Wyniki badahn polimorfizmu w zakresie markeréw

chromosomu Y w materiatach biorcy nr 1, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.41.1.

Wyniki

badan polimorfizmu w zakresie markeréw

chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 3, pobranej przed przeszczepem.
R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.41.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 3, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.

109



T T T [ T T [ T T [ T T [ T T [ T T T T T T [ T T T [ T T T T T T T
00 120 140 160 180 200 0 240 260 80 300 320

07_6R_Y fza 7hHue _BR_Y
07_fiR_¥.fsa 7 Green _fR_Y
07_GR_¥ fsa 7 Yellow BR_Y
07_6R_¥.fsa TRed BR_Y
I e e N B e e e e e LA R e e e e e e S S —TT—T—T——T— T
100 120 140 160 180 200 230 40 260 280 300 30
07_BOY fsa 7 Blue GOV
a0o0
4000
‘L [an00
A
07_G0Y fza T Green _GOY

07_60Y .fsa 7 Yellow GOV

E——
Ef——
-

07_60Y fsa 7 Red _GDY
1500
1000
+a00
[ D

Rycina 4.42.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 6, pobranej przed przeszczepem.
R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.42.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 6, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.43.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 9, pobranej przed przeszczepem.
R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.43.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 9, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.44.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 10, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.44.2. Wyniki

il

C

badan polimorfizmu w zakresie markeréw

chromosomu Y w materiatach biorcy nr 10, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.

115



T T T T T T T T T T T T
100 120 140 160 130 200 0 240 260 280 300 30

18_11R_¥ .fsa 18 Blue  _11R_Y
12_11R_Y¥.fsa 18 Green _11R_Y
18_11R_¥ .fsa 18 Wellow _11R_Y¥
18_11R_Y¥ fza 18 Red  _11R_Y
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
17_110_Y fza 17 Blue _110_Y
<000
3000
2000
| A
1.
17_110_Y fsa 17 Green _110_Y
2000
’L 1000

17_110_Y f=a 17 Yellow _110_Y

3000
2000
JL fL 1000
.

17_110_Y¥ fza 17 Red  _11D_¥
2000

1500

1000

500
iG]

i

Bras
W)

Rycina 4.45.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 11, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.

116



DE_118Y 5x.f5a 9 Bluz  _118Y 5x
4000
3000
,IL ,’L 2000
. % 1000
E

DO_11.47 &x.fsa O Green _11AY &x

Y

&
=
T
B
ges

09_114% Sw . fsa a Vellow 1147 Sx
Z000
2000
fL JL IIL 1000
09_114Y 5w f=a Q9 Red _11AY Sx
2000
1500
1000
JlL 500
o o] A
100 1z0 140 160 10 z00 2z0 240 260 280 300 az0
15_11B_Y .fsa 15 Blue  _11B_Y
3000
(2000
IL I rL [ 1000
15_11B_Y.f=a 15 Green _11B_Y
|-zooo
(1500
1000
(-s00
H_TI
15_11B_Y.f=a 15 ¥ellow _11B_%
(-zoo0
(1500
{1000
’ (so0
1z
15_11B_Y fsa 15 Red  _11B_Y¥ [i2]
1500
{1000
A |IL (so0
01 B
T T T T T T T T T T T
100 120 140 160 120 00 pracii] 240 260 a0 300 320
14 _11C_II_¥ .f=a 14 Blue  _141C_II_Y
<00
300
200
h 100
14 _11C_II_¥ .f=a 14 Green _A1C_I_Y
200
150
100
JL n (50
Iﬁl
19_11C_II_¥ .fsa 14 vellow _11C_I_Y
Fe00
Fao0
<00
200
A r
12
19_11C_II_¥ .fsa 14 Red  _11C_I_Y (2]
300
200
100
I'L _n n. JL
] C

Rycina 4.45.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 11, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.46.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 12, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.46.2. Woyniki

E——
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A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 12, pobranych po przeszczepie.
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Rycina 4.47.1.
chromosomu Y we Kkrwi

Wyniki

biorcy i dawcy nr

przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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badan polimorfizmu w zakresie markeréw

13, pobranej przed
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Rycina 4.47.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 13, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.48.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 16, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.48.2. Wyniki

badan polimorfizmu w zakresie markeréw

chromosomu Y w materiatach biorcy nr 16, pobranych po przeszczepie.

A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.49.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 18, pobranej przed

przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.49.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 18, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.50.1. Wyniki badan polimorfizmu w zakresie markeréw
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 19, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.50.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 19, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.51.1. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 20, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Rycina 4.51.2. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
chromosomu Y w materiatach biorcy nr 20, pobranych po przeszczepie.
A-krew biorcy, B-wymaz biorcy, C-witos biorcy.
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Rycina 4.52.1. Wyniki badah polimorfizmu w zakresie markerow
chromosomu Y we krwi biorcy i dawcy nr 21, pobranej przed
przeszczepem. R-biorca, D-dawca.
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Tabela 4.4.

Wyniki analizy polimorfizmu DNA w zakresie markeréw STR chromosomu Y wraz

z oceng stopnia chimeryzmu w materiatach biorcéow po allo-HSCT.

. . Dni po Markery Y-STR Markery Y-STR Markery Y-STR
Pacjent Pte¢  Dawca przeszczepie  (KREW BIORCY)  (WYMAZ BIORCY)  (WEOS BIORCY)
1 M K 508 LCN biorca 100% biorca 100% biorca
2 M M 574 nb nb nb
3 K M 329 100% dawca 100% dawca 100% dawca
4 K K 679 nb nb nb
5 K K 450 nb nb nb
6 K M 218 100% dawca 100% dawca 100% dawca
7 K K 345 nb nb nb
8 M M 104 nb nb nb
9 M M-NS 126 100% dawca 12% dawca 100% biorca
10 M K-NS 209 LCN biorca 100% biorca 100% biorca
11 K M 516 100% dawca 100% dawca 100% dawca
12 M K-NS 1145 LCN biorca 100% biorca 100% biorca
13 K M 103 100% dawca 100% dawca 100% dawca
14 K K-NS 809 nb nb nb
15 K K 816 nb nb nb
16 M K 71 LCN biorca 100% biorca 100% biorca
17 K K 496 nb nb nb
18 M K-NS 82 100% biorca  100% biorca 100% biorca
19 M M-NS 32 100% dawca 15% dawca 100% biorca
20 K M 607 100% dawca 100% dawca 100% dawca
21 K M 603 100% dawca 100% dawca 100% dawca

M — mezczyzna, K — kobieta, NS — niespokrewniony, LCN — niska ilo$¢ kopii/matrycy, nb — nie badano



5. Oméwienie wynikow

5.1. Charakterystyka pacjentow

Analizie polimorfizmu DNA poddano 21 pacjentow, ktorzy przebyli
allotrasplantacje komérek macierzystych szpiku. Wskazaniem do allo-
HSCT w badanej grupie byly: ostra biataczka szpikowa, ostra biataczka
limfoblastyczna, przewleklta biataczka szpikowa, ostra Dbiataczka
bifenotypowa, choroba Hodgkina, przewlekta biataczka mielomonocytowa
oraz niedokrwistos¢ aplastyczna. Najczestszym wskazaniem do
transplantacji byta ostra biataczka szpikowa, ktérg zdiagnozowano u 12
sposrod 21 badanych pacjentéw (57,1%). Zrédtem komoérek macierzystych
hematopoezy w wiekszosci przypadkéw byta krew obwodowa
(16 pacjentéw). Trzech pacjentow otrzymato komorki macierzyste
bezposrednio ze szpiku kostnego, a dwdch pozostatych zaréwno ze szpiku,
jak i z krwi obwodowej. Pacjenci przed przeszczepem byli poddawani
leczeniu  kondycjonujgcemu z  przygotowaniem  mieloablacyjnym
(11 pacjentéw), niemieloablacyjnym (9 pacjentéw), a w jednym przypadku
zastosowano oba typy kondycjonowania. Badano pacjentéw w przedziale
wiekowym 22-54 lata, przy czym $redni ich wiek to 34 lata (mediana 36,3
lata). Szesciu z nich otrzymato komodrki macierzyste hematopoezy od
dawcéw niespokrewnionych, pozostatych pietnastu od dawcéw rodzinnych,
w tym czternastu od rodzenstwa, a jeden od rodzica. Dziewieciu sposréd
21 badanych biorcéw stanowili mezczyzni. W jedenastu przypadkach
wystepowata réznica ptci miedzy dawcg a biorcg, przy czym w szesciu
przypadkach dawca byli mezczyzni, a w pozostatych pieciu kobiety.
U dwunastu pacjentéw obserwowano objawy GVHD, przy czym ostra jej
posta¢ wystgpita u dwoch, przewlekta u szesciu, a obie postacie tej
choroby u czterech pacjentéw. Materialy od biorcéw — proby krwi
obwodowej, wymazy komorek nabtonka i sliny z jamy ustnej oraz wiosy
zostaty pobrane srednio 420 dni po przeszczepie (zakres 32-1145 dni,
mediana 450 dni). Szczegdtowg charakterystyke badanych pacjentéw po
allo-HSCT zebrano w tabeli 3.1.

5.2. Ocena mikroskopowa wtoséw biorcéw allo-HSCT

Analiza mikroskopowa witoséw, pochodzacych od biorcéw allo-
HSCT, wykazata obecno$¢ cebulki tylko w o$miu sposréd 21 badanych
wloséw. Swiadczy to o tym, ze w wiekszosci przypadkéw izolowano DNA
z nabtonkowych komérek, wchodzacych w sktad czesci rdzennej i korowej
wlosa oraz z pochewek wtosa, ktére uwidoczniono na rycinie 4.1.
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W preparatach, wykonanych z rozmazéw z osadoéw uzyskanych po
ptukaniu wtosow, ujawniono pojedyncze komorki nabtonkowe z jgdrem oraz
rozfragmentowane ptytki rogowe pozbawione jadra, powstate ze
zdegradowanych komoérek nabtonka pochewek wiosa, ktére uwidoczniono
na rycinie 4.2.

W  zadnym z badanych preparatéw  mikroskopowych,
sporzadzonych zaréwno z rozmazow z osadow, jak i z pojedynczych
wioséw nie ujawniono komorek krwi. Dlatego tez mozna przyja¢, z duzym
prawdopodobienstwem, ze zrédtem donorowego DNA izolowanego
z wtoséw biorcéw allo-HSCT byty komérki nabtonkowe.

5.3. llosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym

llosciowg reakcie PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzano
w urzadzeniu 7900HT Fast Real-Time PCR System, sprzezonym
z oprogramowaniem SDS, z wykorzystaniem zestawu Quantifiler” Human
DNA oraz zestawu Quantifiler” Y Human Male DNA.

Odczyt wartosci bedacej wyznacznikiem zerowej fluorescencji,
w odniesieniu do ktérej oceniany byt poziom fluorescencji w probach
nastepowat miedzy 3-15 cyklem amplifikacji. Za pomocag algorytmu
oprogramowania SDS definiowano cykl amplifikacji — Ct, w ktérym poziom
fluorescencji przekraczat wartos¢ progowg wynoszacg standardowo 0,2,
wyznaczong na wykresach jako czerwona linia. Im wyzsza byta wartos¢ C+
przy okreslonym sygnale fluorescencji, tym mniejsze bylo stezenie
wyjsciowego DNA w probie. Im wiecej kopii wyjsciowej sekwencji DNA byto
w badanej prébie, tym nizsza byta warto$¢ Cy.

Z uwagi na fakt, ze w diploidalnej komoérce cztowieka sg dwie kopie
autosomalnej sekwencji, a u mezczyzny tylko jedna kopia sekwencji
chromosomu Y, wartoéci C; przy zastosowaniu zestawu Quantifiler”
Human DNA byly nizsze niz wartosci C; przy zastosowaniu zestawu
QuantifilerY Human Male DNA. Warto$¢ C; przekraczajaca 37
w systemie Quantifiler” Human oraz warto$¢ C; przekraczajaca 39
w systemie Quantifiler"Y Human Male skutkowata nieprzekroczeniem
wartosci progowej sygnatu fluorescenc;ji (0,2), a tym samym nieprzecigeciem
wykresu amplifikacji z czerwong linig, co sSwiadczyto o braku badanej
sekwencji DNA.

Analiza wszystkich badanych préb z zastosowaniem zestawu
Quantifiler” Human DNA wykazata obecno$¢ sekwencji hTERT,
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a tym samym ujawnita ludzkie genomowe DNA o stezeniu w przedziale
0,26 ng/ul-190,35 ng/ul (tabela 4.2).

Analiza z zastosowaniem zestawu Quantifiler"Y Human Male nie
wykazata obecnosci sekwencji genu SRY we wzorcowym DNA o stezeniu
10 ng/ul, pochodzacym z zenskiej linii komorkowej, co obrazuje rycina 4.4.
Nie ujawniono réwniez produktow amplifikacji genu SRY w materiale
genetycznym, pobranym przed przeszczepem od przyktadowego biorcy-
kobiety oznaczonej jako 20R, przy jednoczesnej amplifikacji DNA dawcy-
mezczyzny oznaczonego jako 20D, dla ktérego odczyt stezenia wynidst
20,69 ng/ul (C+=26,15), co przedstawiono na rycinie 4.5. Brak detekcji
meskiego DNA w materiale referencyjnym, pobranym przed przeszczepem
od pacjentek, dla ktérych dawcg byt mezczyzna, dokumentuje bardzo
istotny fakt. Swiadczy on o tym, ze meskie komérki nie przedostaty sie do
krwioobiegu i nastepnie innych tkanek biorcy-kobiety drogg ptodowa,
a tylko w wyniku przebytego przeszczepu komérek macierzystych
hematopoezy. Brak detekcji produktéw amplifikacji w przypadku DNA
pochodzacego od kobiety potwierdza ponadto prawidiowe dziatanie
systemu Quantifiler"Y Human Male, polegajace na selektywnej amplifikacji
meskiego DNA.

Analiza kontrolnego DNA o znanych stezeniach, odpowiednio:
100 pg/ul, 50 pg/ul, 10 pg/ul oraz 5 pg/ul, ujawnita wtasciwy i przyblizony
w kolejnych oznaczeniach odczyt jedynie dla dwoch wyzszych stezen. Przy
wartosciach stezen 10 pg/ul i 5 pg/ul rozrzut wielkoéci kolejnych oznaczen
tej samej kontroli byt bardzo duzy, wskazania pomiaru $wiadczyly badz
o catkowitym braku badanej sekwencji DNA, badz tez dawaty ponad
pieciokrotne zawyzenie ilosci testowanego DNA (tabela 4.1).

Zbiorcze oraz szczegodtowe wykresy ilosciowej reakcji PCR dla
wybranych materiatdw, pobranych od biorcow po allogenicznym
przeszczepie komorek macierzystych hematopoezy, z uzyciem zaréwno
zestawu Quantifiler” Human DNA oraz zestawu Quantifiler” Y Human Male
DNA, przedstawiono na rycinach 4.6-4.17. W tabeli 4.2. zestawiono
uzyskane wartoéci Cr wraz z odpowiadajgcymi im warto$ciami stezenia dla
badanych potransplantacyjnych materiatow, tj. krwi, wymazu i wilosa,
pochodzacych od wszystkich biorcow, oznaczonych kolejnymi numerami
od 1 do 21. W oparciu o amplifikacje sekwencji hTERT oraz niezaleznie
specyficzng amplifikacje sekwencji SRY ujawniano zaréwno odczyt
stezenia catkowitego DNA, jak i stezenia meskiego DNA w badanych
probach. llosciowy pomiar podatnego na amplifikacie = DNA,
przeprowadzony za pomocg reakcji QR-PCR, pozwolit na wykonanie
optymalnych rozcienczen badanych prob do reakcji multipleksowej
STR-PCR.
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Analiza QR-PCR, przeprowadzona w wariancie selektywnej
amplifikacji meskiego DNA z uzyciem zestawu Quantifiler” Y Human Male
DNA, okazata sie cennym zrodtem informacji przy badaniu materiatow
pochodzacych od  biorcow niezgodnych pod wzgledem plci
z dawcami. We krwi potransplantacyjnej pochodzacej od biorcéw-
mezczyzn, dla ktérych dawca byta kobieta, oznaczonych kolejnymi
numerami 1, 10, 12, 16 i 18, u wszystkich poza biorcg nr 18 reakcja
QR-PCR nie ujawnita w ogole lub ujawnita Sladowe ilosci meskiego DNA
w przedziale 17-40 pg/pl. Odpowiada to zaledwie okoto 3-7 komorkom
przypadajacym na jeden mikrolitr krwi (rycina 4.7, tabela 4.2). Pojedyncze
komorki biorcy, obecne w tle kilkudziesieciu-kilku tysiecy komorek dawcy,
Swiadczg o prawie kompletnym zastgpieniu patologicznego krwiotworzenia
pacjenta prawidtowym krwiotworzeniem zdrowego dawcy. Podobnego
efektu jak dla krwi nie obserwuje sie dla wymazu oraz wiosa, w ktérych
ilos¢ meskiego autologicznego DNA badanych biorcéw jest zblizona do
ilosci catkowitego DNA (rycina 4.11, tabela 4.2).

Druga grupa biorcéw z przeciwstawnymi ptciowo dawcami to
kobiety, oznaczone kolejnymi numerami 3, 6, 11, 13, 20 i 21. We krwi
i w wymazie tych pacjentek ujawniono meskie DNA, na co wskazuje
wykres reakcji QR-PCR na rycinach 4.8 i 4.9. Na podstawie analizy
z wykorzystaniem systemu Quantifiler"Y Human Male DNA wykazano,
ze stezenie donorowego DNA we krwi badanych pacjentek zawiera sie
w przedziale 2,57-51,18 ng/ul, a stezenie donorowego DNA w wymazach
tych samych kobiet zawiera sie w przedziale 0,96-19,16 ng/ul,
co dokumentuije tabela 4.2.

Na szczegdlng uwage zastuguje fakt ujawnienia meskiego DNA
we wilosach pieciu na sze$sé¢ badanych pacjentek, co obrazuje wykres
reakcji QR-PCR na rycinie 4.10. Uzyskane wartosci Ct i odpowiadajace im
stezenia DNA w przedziale 30-170 pg/ul, zawarte w tabeli 4.2, swiadczg
o tym, ze domieszka meskiego DNA we wiosach biorcow-kobiet wynika
z obecnosci 5-28 meskich komoérek, stanowigcych zaledwie od 0,05%
do 1% catego genomowego DNA ujawnionego w probie. Szczegdtowa
analiza QR-PCR dla wszystkich materiatbw pochodzacych od
analizowanych pacjentek, z wykorzystaniem zestawéw Quantifiler” Human
DNA oraz Quantifiler"Y Human Male DNA, zostata zawarta na rycinach
4.12-417. Wyniki przeprowadzonej analizy wskazuja, ze komorki
macierzyste szpiku dawcy sg obecne we wszystkich trzech badanych
materiatach potransplantacyjnych biorcy, nie tylko we krwi i w wymazie,
ale rowniez we wiosie.
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5.4. Analiza markeréw autosomalnego DNA

Analize chimeryzmu donorowego =z obliczeniem procentowej
zawartosci komorek dawcy w materiatach pochodzacych od biorcy
alloprzeszczepu, tj. we krwi, w wymazie z jamy ustnej i w komérkach witosa,
w pierwszym etapie badan przeprowadzono z zastosowaniem markerow
autosomalnego DNA, wchodzacego w sktad systemu AmpF{STR®
Identifiler” PCR Amplification Kit.

Podczas analizy badanych materiatdbw potransplantacyjnych,
pochodzacych od 21 biorcow po allogenicznym przeszczepie komorek
macierzystych hematopoezy oraz materiatéw referencyjnych pobranych od
tych biorcow i ich dawcow przed przeszczepem, ujawniono produkty reakcji
PCR o sygnale fluorescencji przekraczajagcym 200 RFU. Uzyskane profile
DNA dla poszczegolnych materiatéw przedstawiono na rycinach 4.18.1-
4.38.2. Na podstawie analizy pola powierzchni pikow bedacych
wyktadnikiem sity sygnatu fluorescencji, a tym samym ilosci produktu PCR
w prébie obliczano tzw. chimeryzm donorowy czyli odsetek, jaki stanowig
komorki pochodzace od dawcy w materiatlach biorcy po przeszczepie.
Tabela 4.3 stanowi podsumowanie przeprowadzonej oceny polimorfizmu
DNA i stopnia chimeryzmu donorowego we wszystkich badanych
materiatach pochodzacych od biorcow allo-HSCT - krwi, wymazie
i wlosach.

Na podstawie analizy ilosciowej rozktadu poszczegodinych cech
w zakresie autosomalnego DNA u 19 sposréd 21 badanych pacjentéw
(90,5%) wykazano we krwi obwodowej petny chimeryzm dawcy. Stan taki
wskazuje na fakt, ze przeszczepione komérki dawcy zastapity chory szpik
biorcy, przejmujac w petni funkcje krwiotworzenia. Jedynie w przypadku
dwéch pacjentéw (numer 15 i 18) we krwi ujawniono mieszaning DNA
z przewazajacg zawartoscig frakcji donorowej, stanowigcej odpowiednio
75% i 63% (rycina 4.32.2A i rycina 4.35.2A). U pozostatych pacjentow
nastgpita petna konwersja profilu genetycznego krwi biorcy w profil
genetyczny dawcy.

Analiza polimorfizmu w genie amelogeniny, ktéry wchodzi w sktad
systemu AmpFISTR® Identifiler” PCR Amplification Kit, ujawnita we krwi
mezczyzn po przeszczepie oznaczonych numerami 1, 10, 12 i 16 profil
zenski (ryciny: 4.18.2A, 4.27.2A, 4.29.2A, 4.33.2A), a we krwi kobiet po
przeszczepie oznaczonych numerami 3, 6, 11, 13, 20 i 21 profil meski
(ryciny: 4.20.2A, 4.23.2A, 4.28.2A, 4.30.2A, 4.37.2A, 4.38.2A).
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Autosomalne DNA pochodzace z wymazow komodrek nabtonka
i 8liny z jamy ustnej, pobranych od pacjentow po allo-HSCT,
w przewazajgcej ich liczbie, dato obraz mieszanego profilu $wiadczacego
0 wspotistnieniu dwoch frakcji komorkowych — dawcy i biorcy. W wymazach
pochodzacych od 16 pacjentéw (76% wszystkich badanych) ujawniono od
11% do 67% DNA dawcy. W wymazach pieciu spo$réd 21 badanych
pacjentdow oznaczonych numerami 9, 10, 13, 16 i 18 ujawniono wytgcznie
ich wlasne DNA bez domieszki donorowego (ryciny 4.26.2B i 4.27.2B,
4.30.2B, 4.33.2B, 4.35.2B) mimo tego, ze czterej sposrod tych pacjentow
byto poddanych kondycjonowaniu mieloablacyjnemu przed przeszczepem.
Srednia warto$é chimeryzmu donorowego wyniosta 27,6% (mediana 24%),
co Swiadczy o tym, iz w wymazach u wiekszosci biorcow dominowata
frakcja ich wtasnych komoérek. U pieciu pacjentdéw oznaczonych numerami
2, 11, 17, 20 i 21 komorki dawcy stanowity przewazajacy komponent
mieszaniny, przy czym najwiekszy odsetek komorek dawcy stanowigcy
67% odnotowano u pacjenta numer 11 (rycina 4.28.2B).

Analiza markeréw autosomalnego DNA i locus AMG w materiale
genetycznym wyizolowanym z komoérek wtoséw badanych biorcow allo-
HSCT nie wykazata w zadnym przypadku frakcji donorowego DNA.
We wszystkich badanych wlosach w zakresie systemu AmpF{STR®
Identifiler” PCR oznaczono wytacznie autologiczne profile genetyczne
biorcéw, co dokumentuijg ryciny 4.18.2C-4.38.2C oraz tabela 4.3.

5.5. Analiza markerow chromosomu Y

Badaniu specyficznych dla ptci meskiej markerow chromosomu Y
poddano materialy potransplantacyjne, pochodzace od biorcow
przeszczepu oraz materiaty referencyjne, pobrane od biorcéw i ich dawcow
przed przeszczepem. Nie wykonywano powyzszych analiz w przypadku,
kiedy dawcq i biorcg byta kobieta, oraz w przypadku, gdy dawca i biorcg
byli bracia. W sytuacji, gdy mezczyzni wywodza sie z tej samej linii
rodowej, posiadajg oni identyczny zestaw cech chromosomu Y — haplotyp
Y. Nie pozwala to na zréznicowanie dawcy i biorcy w obrebie markeréw
Y-STR, co z kolei skutkuje brakiem mozliwosci oceny chimeryzmu
genetycznego w zakresie markeréw systemu AmpF{STR® Yfiler™ PCR.

Analize badanych préb pochodzacych od biorcéw allo-HSCT
poprzedzita amplifikacja kontrolnego DNA 007 o znanej iloSci wsadowej
matrycy, tj. kolejno: 300 pg,100 pg,10 pg, 5 pg, co obrazuje rycina 4.39.
Jak z niej wynika, petne profile DNA uzyskano poczgwszy od 100 pg
matrycy DNA odpowiadajacej 16-17 komodrkom lub kopiom haploidalnej
sekwencji chromosomu Y. Amplifikacja 10 pg i 5 pg matrycy DNA,
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stanowigcej w przyblizeniu 1-2 komorki, ujawnita typowe cechy LCN-DNA,
tj. wypadanie alleli oraz obecnos¢ niespecyficznych produktéw amplifikaciji.

Na rycinach: 4.40, 4.44, 4,46, 4.48, 4.49 przedstawiono wyniki
analizy markerow chromosomu Y w materiatach pieciu mezczyzn, ktérzy
otrzymali przeszczep komérek macierzystych hematopoezy od kobiet, przy
czym w 2 przypadkach dawcg byta siostra (pacjenci numer 1i 16), w trzech
pozostatych dawca niespokrewniony (pacjenci numer 10, 12, 18). We krwi
wszystkich badanych biorcéw, za wyjgtkiem biorcy nr 18, ujawniono
sladowa ilos¢ DNA dajacg niekompletny haplotyp Y o cechach LCN,
co obrazujg ryciny: 4.40.2A, 4.44.2A, 4.46.2A, 4.48.2A. Stanowi to
potwierdzenie wczesniej uzyskanych wynikdw w zakresie analizy QR-PCR,
ktére wykazaly minimalne wartosci stezenia meskiego DNA we Kkrwi
biorcéw oznaczonych numerami 1, 10, 12 i 16. W odrdznieniu od DNA
pochodzacego z krwi, DNA pochodzgacy z wymazéw i wioséw badanych
pacjentow ujawnit petny haplotyp chromosomu Y bez cech LCN, cechujacy
biorce przeszczepu, co obrazujg ryciny: 4.40.2B,C, 4.44.2B,C, 4.46.2B,C,
4.48.2B,C.

Bardzo interesujgcy materiat z punktu widzenia analizy polimorfizmu
w obrebie markeréw chromosomu Y stanowity: krew, wymazy z jamy ustnej
oraz wiosy, pobrane od pacjentow — mezczyzn oznaczonych numerami
9 i 19, dla ktorych dawcag byt inny niespokrewniony mezczyzna.
Niespokrewnieni mezczyzni z reguty charakteryzujg sie zréznicowaniem
w obrebie zestawu cech chromosomu Y — haplotypu Y, ktory jest
charakterystyczny dla okreslonej meskiej linii rodowej. Zréznicowanie to
obserwowano réwniez w odniesieniu do badanych par dawca-biorca, co
obrazujg ryciny 4.43.1R,D i 4.50.1R,D przedstawiajgce poréwnanie
referencyjnych haplotypdw Y niespokrewnionego ze sobg dawcy i biorcy,
oznaczonych w materialach zabezpieczonych przed przeszczepem.
W materiatach pobranych od biorcow po przeszczepie wykazano
zroznicowanie haplotypowe w zaleznosci od tego, czy analizowano DNA
pochodzace z krwi, wymazu czy tez z wtosa biorcy. W krwi badanych
biorcow oznaczono wylgcznie haplotyp Y dawcy, co obrazujg ryciny
4.43.2A i 4.50.2A. Odwrotnie we witosach badanych pacjentéw ujawniono
wytgcznie ich wtasny haplotyp Y, co jest widoczne na rycinach 4.43.2C
i 4.50.2C. W wymazach z jamy ustnej pacjentéw numer 9 i 19 ujawniono
natomiast mieszanine meskiego materiatu genetycznego z przewagg frakcji
pochodzacej od biorcy, stanowigcej odpowiednio 88% i 85%, ktérej odsetek
obliczono w oparciu o rozktad cech uwidoczniony na rycinach 4.43.2B
i 4.50.2B.
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Zaskakujaca z punktu widzenia analizy polimorfizmu genetycznego
okazata sie analiza materiatdbw pochodzacych od szesciu kobiet,
ktérym przeszczepiono komérki macierzyste hematopoezy meskiego
dawcy. Dawcami byli bracia pacjentek oznaczonych kolejnymi numerami
3, 11, 13, 20 i 21 oraz ojciec pacjentki oznaczonej numerem 6.
We wszystkich materiatach pobranych po przeszczepie od badanych kobiet
ujawniono meski materiat genetyczny o haplotypie Y dawcy. We krwi oraz
w wymazie komorek nabtonka i sliny z jamy ustnej odnotowano wysoki
sygnat w przedziale 1500-6000 RFU, co obrazujg ryciny: 4.41.2AB,
4.42.2A,B, 4.45.2A,B, 4.47.2A,B, 4.51.2A,B, 4.52.2A,B. Uzyskane wyniki
badan w zakresie markeréw chromosomu Y sugerujg mylnie, ze zaréwno
krew jak i wymaz pochodzg nie od kobiety, a od mezczyzny. Stanowi to
potwierdzenie wynikéw analizy metodg QR-PCR z zastosowaniem systemu
QuantifilerY Human Male, ktéra tez wykazata obecno$é meskiego DNA
w materiatach potransplantacyjnych biorcow-kobiet. Podobnie jak we krwi
i w wymazie, meskie DNA pochodzenia donorowego ujawniono rowniez
we wiosach szesciu badanych pacjentek. Petny haplotyp dawcy oznaczono
w komérkach wtoséw pacjentek numer 3, 6, 11 i 13, co obrazujg ryciny:
4.41.2C, 4.42.2C, 4.45.2C, 4.47.2C. We wiosach pozostatych pacjentek,
oznaczonych numerami 20 i 21, ujawniono niepetny haplotyp meskiego
dawcy. Na skutek sladowej ilosci DNA o cechach LCN obserwowano
zjawisko wypadania niektorych alleli oraz przypadkowg amplifikacje innych,
co dokumentujg ryciny 4.51.2C i 4.52.2C.

Istotnym elementem badah byta analiza materiatu referencyjnego,
ktéra nie ujawnita haplotypu Y we krwi pobranej od pacjentek przed
przeszczepem (ryciny: 4.41.1R, 4.42.1R, 4.45.1R, 4.47.1R, 4.51.1R,
4.52.1R). Materiat ten stanowit kontrole ujemng reakcji PCR w przypadku
analizy zenskiego DNA. Brak produktéw amplifikacji w zakresie markerow
Y-STR w materiale pretransplantacyjnym s$wiadczy ponadto o tym,
ze ujawnienie meskiego donorowego DNA we krwi, wymazach z jamy
ustnej i wtosach biorcow-kobiet jest wylgcznie nastepstwem przebytego
przez nie przeszczepu komorek macierzystych hematopoezy.
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6. Dyskusja

W wielu ciezkich schorzeniach, jakimi sga nowotwory uktadu
krwionosnego i limfatycznego, nienowotworowe zaniki szpiku, powazne
defekty immunologiczne czy wrodzone zespoly metaboliczne, jedynym
ratunkiem dla pacjenta jest przeszczep komoérek macierzystych
hematopoezy [62]. Transplantacja produkowanych w szpiku kostnym
komoérek macierzystych krwiotworzenia stata sie uznang metoda leczenia
réwniez wrazliwych na chemio- i radioterapie nowotworéw litych [36].
Z kazdym rokiem wzrasta liczba allotransplantacji, co ma zwigzek
z wprowadzeniem niskotoksycznego przygotowania do przeszczepu oraz
postepem w zakresie przetamywania bariery HLA [99,139]. W efekcie
udanej allotransplantacji szpik dawcy produkuje zdrowe komorki
krwiotworcze w organizmie biorcy, zapewniajgce prawidiowy sktad krwi
obwodowej. Uzupetniajg one funkcje niewydolnego szpiku chorego badz
catkowicie go zastepujag, na skutek czego w krwioobiegu biorcy znajdujg sie
komorki zawierajgce inny materiat genetyczny niz reszta jego organizmu
[90]. Stan ten zwany chimeryzmem genetycznym, jak i metody jego
monitorowania sg przedmiotem wielu opracowan z dziedziny
transplantologii i hematoonkologii. Majg one istotne znaczenie w ocenie
przyjecia lub odrzucenia przeszczepu, umozliwiajg wczesne wykrycie
wznowy choroby podstawowej, monitorowanie choroby resztkowej czy
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi [10,14,53,78,88,96,128,142].

Jak wskazujg powyzsze doniesienia, zjawisko chimeryzmu
genetycznego prowadzi z reguty do konwersji profilu genetycznego krwi
biorcy w profil dawcy, co moze mieé istotne znaczenie w analizach
z zakresu genetyki sagdowej. Na wynik dowodu z badan DNA moze mie¢
rowniez wplyw ujawnienie mieszanego chimeryzmu genetycznego
w roznych materiatach pochodzacych od biorcow allo-HSCT
[42,65,111,153]. Pomimo tego ewentualnos¢ alloprzeszczepu zwykle nie
jest brana pod uwage przy wydawaniu opinii na podstawie analizy DNA
przeprowadzanej na uzytek Sgdu, Prokuratury czy Policji.

Wobec powyzszego podjeto sie przeprowadzenia analizy
polimorfizmu DNA u oséb po allotransplantacji komoérek macierzystych
hematopoezy i oceny zagrozenia, jakie niesie ze sobg taka analiza
w badaniach z zakresu genetyki sgdowej. Materiat badawczy zostat
pobrany od 21 oséb, ktére przebyly allo-HSCT w nastepstwie chordb
rozrostowych uktadu krwiotwdrczego i chtonnego, mielodysplazji szpiku
oraz niedokrwistosci aplastycznej. Pobrane od tych oséb do analizy — krew,
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wymaz i wlos — stanowig trzy najczesciej badane materiaty w praktyce
genetyczno-sgdowej [4,18].

Badania zostaty przeprowadzone w oparciu o metody badawcze,
najbardziej przydatne i aktualnie najczesciej stosowane zaréwno
w identyfikacji osobniczej, jak i w badaniach pokrewienstwa. W pierwszym
etapie wykonano ilosciowg reakcie PCR w czasie rzeczywistym.
W badaniach wykorzystano jedng z mozliwych aplikacji tej analizy, stuzacg
pomiarowi stezenia matrycowego DNA z wykorzystaniem sondy TagMan.
Zastosowana metoda polega na amplifikacji wybranych fragmentow DNA
potaczonej z precyzyjnym pomiarem przyrostu produktu PCR. Wyniki
odnoszone sg do przyrostu produktu PCR w referencyjnych prébach
o znanym stezeniu [64]. Technika QR-PCR umozliwia doktadne
oszacowanie stezenia DNA, ktére podlega amplifikacji. Jest to etap
0 bardzo istotnym znaczeniu dla prawidtowego przebiegu catej analizy.
Ma to zwigzek z waskim zakresem optymalnego stezenia matrycowego
DNA, ktére zapewnia prawidiowy przebieg reakcji PCR typu multipleks.
Zarowno zbyt niskie, jak i zbyt wysokie stezenie matrycowego DNA moze
prowadzi¢ do uzyskania artefaktow, a w nastepstwie tego do btednych
wnioskéw [104,138]. Obok zestawu Quantifiler Human DNA stuzacego do
pomiaru stezenia catkowitego DNA w badaniach zastosowano réwniez
zestaw Quantifiler"Y Human Male DNA, zawierajacy startery umozliwiajace
selektywna amplifikacje sekwencji chromosomu Y oraz pomiar meskiego
DNA [49]. Zestaw ten zostat opracowany z myslg o analizie mieszanin,
w ktorych zenskie DNA istnieje w znacznej przewadze nad meskim, jak to
ma miejsce zazwyczaj w przypadku wymazoéw z pochwy pobranych jako
materiat dowodowy w sprawach o gwatt [51].

Metoda detekcji sekwencji SRY z wykorzystaniem reakcji PCR
w czasie rzeczywistym znalazta rowniez zastosowanie w analizie
chimeryzmu poprzeszczepowego w sytuaciji, gdy istnieje réznica pici
pomiedzy dawcg a biorcg [85,116,130]. Zastgpita ona wczesniej stosowang
fluorescencyjng hybrydyzacje in situ [74]. W oparciu o metode FISH
Korbling i wsp. [77] wykazali, ze przeszczepione komorki macierzyste
hematopoezy mogg réznicowaé sie w hepatocyty, komérki nabtonkowe
skory i przewodu zotagdkowo-jelitowego. Stosujac te metode Suratt wsp.
[137] udokumentowali wystepowanie, pochodzacych od dawcy, komorek
z chromosomem Y w ptucach kobiet, ktére przebyty allo-HSCT. Tran i wsp.
[151] jako pierwsi wykazali natomiast — rowniez w oparciu o metode
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ — obecnos¢ donorowego DNA
w wymazach nabtonka pobranych z wewnetrznej strony policzkéw kobiet,
ktére otrzymaty alloprzeszczep komérek macierzystych hematopoezy od
niezgodnego w zakresie ptci dawcy.
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Stosujgc ilosciowg reakcje PCR w czasie rzeczywistym ujawniono
sekwencje genu SRY zarowno we krwi, jak i w wymazach z jamy ustnej
pobranych od szesciu badanych kobiet, ktére uzyskaty allo-HSCT od
meskiego dawcy, oznaczonych kolejnymi numerami 3, 6, 11, 13, 20, 21.
llos¢ meskiego DNA we krwi badanych kobiet byta zblizona do ilosci
catkowitego DNA, co wskazuje na zastgpienie krwiotworzenia pacjentek
krwiotworzeniem meskiego dawcy. Jest to dobrze znany w transplantologii
fakt bedacy konsekwencjg allogenicznego przeszczepu komorek
macierzystych hematopoezy [73,90]. W wymazach komorek nabtonka
i sliny pochodzacych od badanych kobiet ujawniono meskie DNA
w znacznie mniejszej ilosci w porownaniu do catkowitego DNA, niz to miato
miejsce we krwi. Jak sie okazato w trakcie dalszych badan,
byto to wynikiem wystepowania mieszanego chimeryzmu genetycznego
w badanym materiale. Stan mieszanego chimeryzmu jest dobrze
udokumentowanym zjawiskiem nastepujacym po allo-HSCT [9,80]. Ocena
jego zmian w czasie pozwala na podjecie odpowiedniej terapii [54,83].
W aspekcie genetyki sadowej detekcja meskiego DNA w reakcji QR-PCR
we krwi i wymazach pobranych od kobiet, ktore uzyskaty przeszczep od
niezgodnego piciowo dawcy, moze btednie wskazywaé na pochodzenie
analizowanego materiatu od mezczyzny.

W oparciu o ilosciowg reakcije PCR w czasie rzeczywistym
sekwencje SRY ujawniono rowniez we wilosach pieciu sposrdéd szesciu
badanych pacjentek, ktére uzyskaty przeszczep od meskiego dawcy, tj.
u pacjentek oznaczonych numerami 3, 6, 11, 13, 20. Oznaczone wartoSci
stezenia $wiadczg o obecnosci 5-28 komérek meskich w tle kilkuset-kilku
tysiecy komoérek biorcy. Bardzo wysokg czuto$¢ techniki QR-PCR
w detekcji genu SRY wykazali wczesniej inni autorzy. Badania
przeprowadzone przez Sieverkropp i wsp. [130] ujawnity istnienie mniej niz
czterech sekwencji SRY w obecnosci 100000 komodrek zenskich. Pujal
i Gallardo [116] wykazali, ze w oparciu o badanie genu SRY mozliwe jest
wykrycie meskiego DNA w mieszanie z zenskim DNA nawet wtedy, gdy
stanowi ono zaledwie 1/1000000 czes$¢ tej mieszaniny. Ekstremalnie
wysoka czuto$¢ analizy w reakcji QR-PCR z zastosowaniem sond TagMan,
specyficznych dla sekwencji genu SRY rzedu 0,001-0,0001%, pozwala na
detekcje nanochimeryzmu u 0séb po allo-HSCT.

Paradoksalnie, wysoka czuto$¢ techniki QR-PCR stanowi jej
ograniczenie. Mankamentem tej metody jest to, ze w przypadku sladowe;j
ilosci meskiego donorowego DNA obecnego we wiosach pacjentek
uzyskuje sie duze réznice w kolejnych pomiarach tych samych préb.
Efektem tego stanu rzeczy byto niewykrycie obecnosci kilku komorek
zawierajgcych okreslone sekwencje w badanym materiale, ktorego analiza
z zastosowaniem metody STR-PCR ujawnita niepowtarzalny profil lub
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haplotyp Y w populacji. Brak prawidlowego szacowania stezen
z wykorzystaniem zestawu Quantifiler” dokumentowali wcze$niej Nielsen
i wsp. [104]. Walidacja tego systemu, przeprowadzona przez Green i wsp.
[49] wykazata, ze dolna granica detekcji ludzkiego DNA wynosi 32 pg/ul
DNA. Potwierdzita to wykonana na wstepie badan analiza QR-PCR
z wykorzystaniem znanych stezeh kontrolnego DNA. Przy kolejnych
pomiarach tych samych préb, w ktérych ilos¢ DNA w przeliczeniu na jeden
mikrolitr odpowiadata obecnosci pojedynczych diploidalnych komorek,
t. 5 i 10 pg, nie ujawniono w ogdéle DNA badz uzyskano wskazania
kilkakrotnie przekraczajace te wartosci, co przedstawiono w tabeli 4.1.

W analizie krwi pochodzacej od biorcow-mezczyzn, dla ktérych
dawcyg byta kobieta, oznaczonych numerami 1, 10, 12, 16, nie wykazano
w ogoéle lub wykazano obecnosc¢ zaledwie 3-7 meskich komérek biorcy
w jednym mikrolitrze badanej krwi. Spowodowane to byto nastepujaca
zwykle po allo-HSCT konwersjg profilu biorcy w profil dawcy. Konwersja ta
zostata potwierdzona w nastepnym etapie badan, w oparciu o analize
markeréw mikrosatelitarnego DNA.

Technika  multipleks PCR z  wykorzystaniem  systemu
fluorescencyjnej detekcji i automatycznego sekwenatora stanowi obecnhie
podstawowg metode badawczg, stosowang w analizach genetyczno-
sgdowych [27,35,158]. Jest ona réwniez wykorzystywana w detekcji
chimeryzmu potransplantacyjnego [19,83,136]. Do oceny ewentualnych
konsekwencji  przebytego  przeszczepu komoérek  macierzystych
hematopoezy dla analiz z zakresu genetyki sadowej wytypowano dwa
zestawy markerow STR, stosowanych obecnie najczesciej w tej dziedzinie
[110]. Pierwszym z nich byt system AmpF{STR® Identifiler”, umozliwiajacy
uzyskanie wysokich wartosci sity dyskryminacji w oparciu o jednoczesng
amplifikacje pietnastu markeréw autosomalnego DNA i locus ptci — AMG
[71]. Drugim zastosowanym systemem byt AmpF{STR®Yfiler™, obejmujacy
swym zakresem 17 markeréw chromosomu Y [69]. System ten umozliwia
selektywng amplifikacje meskiego DNA i ujawnienie specyficznego dla
okreslonej meskiej linii rodowej haplotypu Y, nawet przy znacznej
przewadze zenskiego komponentu mieszaniny [39,87,98].

Elektroforetyczny  rozdziat wyznakowanych  fluorescencyjnie
fragmentow DNA pozwala na ustalenie ilosciowej proporcji sygnatow
w obrebie poszczegdlnych alleli w oznaczonym profilu DNA [78]. Analizie
podlegajg markery informatywne, co w ujeciu z zakresu analizy
chimeryzmu poprzeszczepowego oznacza takie, ktore zawierajg allele
réznicujgce dawce od biorcy [144]. Uwaza sie, ze lepszym wskaznikiem
ilosciowego udziatu jednego rodzaju materiatu wzgledem pozostatych jest
pole powierzchni piku niz jego wysokos¢ [126]. Udokumentowano,
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ze istnieje liniowa zaleznos¢ miedzy polem powierzchni piku a iloscig
produktu PCR, korelujacego z okreslong liczbg komoérek [123]. Zaleznosé
te opisali stosownymi wzorami zaréwno Nollet i wsp. [105], Thiede i wsp.
[146], jak tez Shneider i wsp. [126]. Obliczanie procentowego udziatu DNA
dawcy w badanych materiatach pochodzacych od biorcy allo-HSCT, na
podstawie wartosci pola powierzchni zaobserwowanego sygnatu — piku pod
okreslonym allelem, byto istotnym elementem analizy.

W wyniku przeprowadzonej oceny chimeryzmu donorowego
w zakresie markerow autosomalnego DNA we krwi wiekszosci pacjentow
(90.5%) ujawniono wylacznie profil dawcy. Pozostaje to w zgodzie
z badaniami innych autoréw. Thiede i wsp. [147] oznaczyli we krwi 13
badanych pacjentéw, ktérzy przebyli allogeniczny przeszczep komorek
macierzystych hematopoezy, chimeryzm donorowy w przedziale 99-100%.
Podobnie Dauber i wsp. [32] ujawnili we krwi pacjentow po
allotransplantacji zamiane profilu genetycznego biorcy na profil dawcy.

Mieszany profil genetyczny z przewaga frakcji donorowej,
stanowigcej odpowiednio 63% oraz 75%, wykazano we krwi tylko dwdch
biorcow allo-HSCT, z ktorych jeden byt poddany niemielo-, a drugi
mieloablacyjnemu kondycjonowaniu. W literaturze stan taki jest opisywany
czesdciej po zastosowaniu kondycjonowania niemieloablacyjnego zwanego
kondycjonowaniem o zredukowanej intensywnosci, ktére nie niszczy
komoérek szpiku biorcy, jest natomiast silnie immunosupresyjne i powoduje
stopniowg eliminacje komodrek biorcy i zastepowanie ich komadrkami
hematopoezy dawcy [36,120,166].

W przypadku niezgodnych w zakresie pfci par dawca-biorca,
wykrycie w locus amelogeniny sekwencji chromosomu Y btednie
wskazywato na obecnos¢ meskiego DNA na podstawie badania krwi
zenskiego biorcy. Natomiast nieoznaczenie sekwencji genu AMG-Y we krwi
mezczyzny-biorcy btednie wskazywato na pte¢ zenskg. Co wiecej,
mozliwos¢ zafatszowania tozsamosci osoby oraz wydania btednej
ekspertyzy genetyczno-sgdowej wchodzi w gre nie tylko w przypadku
badania krwi kobiety, dla ktoérej dawcg byt mezczyzna badz krwi
mezczyzny, dla ktérego dawcg byta kobieta, ale réwniez w przypadku
badania krwi mezczyzny, ktéry uzyskat przeszczep od innego
niespokrewnionego z nim mezczyzny.

Krew nalezy do najczesciej badanych materiatbw w analizach
kryminalistycznych. W Kodeksie postepowania karnego w art. 74 § 2-3,
jak réwniez w art. 308 § 1 jest mowa o tym, ze organy procesowe mogg
zleca¢ pobranie krwi i wydzielin od kazdego, niezaleznie od jego zgody
[156]. W mysl obecnie obowigzujacych przepisow prawnych dopuszcza sie
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pobranie krwi lub innych wydzielin organizmu nie tylko od oskarzonych, ale
réwniez od podejrzanych [156]. Uzyskany profil genetyczny zostaje
wprowadzony do policyjnej bazy danych i poréwnywany ze zgromadzonymi
w tej bazie profilami. Do bazy wprowadzane sg rowniez profile DNA
oznaczone w $ladach biologicznych, zabezpieczanych na miejscach
przestepstw, czy tez profile DNA pochodzace od oso6b i zwitok ludzkich
0 nieustalonej tozsamosci [156,157].

Pomimo zagrozenia wynikajacego ze zmiany profilu genetycznego
biorcy alloprzeszczepu na profil dawcy nie uwzglednia sie mozliwosci
przebycia tego zabiegu przez osobe oddajacg krew jako materiat do analizy
kryminalistycznej. Zaden =z dostepnych autorce pracy protokotow
pobrania materiatu do celow identyfikacyjno-porobwnawczych nie zawierat
oswiadczenia osoby oddajacej materiat, w ktérym stwierdzataby ona, ze nie
przebyta allotransplantacji komoérek macierzystych szpiku. W Swietle
uzyskanych wynikéw istotne jest uzupetnienie wyzej wymienionych
protokotéw o takie oswiadczenie. Ponadto przy wprowadzaniu ujawnionego
w oparciu o badanie krwi profilu DNA osoby oskarzonej czy podejrzanej do
systemu informatycznego policyjnej bazy danych, uzasadnione jest
zastosowanie procedury weryfikujacej mozliwos¢ przebycia zabiegu
allotransplantacji komoérek macierzystych przez te osobe.

Biorac pod uwage wyniki uzyskanych badan i aktualnie
obowigzujace przepisy prawne, ktére zalecajg, aby ,gromadzenie,
utrwalanie i analiza materiatu dowodowego byly dokonywane zgodnie
z aktualng wiedza w zakresie kryminalistyki i medycyny sadowej” [157],
zasadnym jest rowniez podjecie bardziej radykalnego kroku — odstgpienie
od pobierania krwi jako wylacznego materiatlu do badan identyfikacyjno-
porownawczych.

Zwazywszy, ze Slady krwi sa najczesciej zabezpieczanym
materialem dowodowym w najciezszych przestepstwach przeciwko zyciu
i zdrowiu ludzkiemu oraz ze genetyka sadowa pozwala obecnie na badanie
Sladéw biologicznych, jakie zabezpieczono kilkanascie lat temu, kiedy nie
nadawaty sie one do badan owczesnymi metodami serologii klasycznej,
moze sie zdarzy¢, ze osoba po udanym przeszczepie komorek
macierzystych hematopoezy pozostanie bezkarna. Wynika¢ to bedzie
z faktu, iz profii DNA w plamie krwi pozostawionej przez te osobe na
miejscu zdarzenia kryminalnego przed allotransplantacjg nie bedzie zgodny
z jej profilem, oznaczonym po przebyciu allo-HSCT i figurujgcym w bazie
danych. Moze zaistnie¢ réwniez sytuacja, w ktorej profii DNA osoby,
oznaczony przed allotransplantacja, bedzie niezgodny =z profilem
ujawnionym w swiezym sladzie krwi pozostawionym przez te osobe po
przebyciu allo-HSCT.
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Poza aspektem kryminalistycznym krew jest ciagle jeszcze
stosunkowo czesto pobieranym materiatem w analizie pokrewienstwa,
ktérej znaczny odsetek stanowi dochodzenie spornego ojcostwa. W kilku
osrodkach badan z zakresu genetyki sgdowej, posiadajgcych stosowne
uprawnienia i certyfikaty do opiniowania na uzytek Sadow i Prokuratur,
jedynym materiatem pobieranym w analizach ojcostwa jest krew. O ile
opinia potwierdzajgca ojcostwo, z uwagi na ekstremalny polimorfizm
badanych markerow DNA, nie niesie ze sobg ryzyka pomyiki,
o tyle opinia wykluczajgca ojcostwo moze byC¢ zakwestionowana
w przypadku, gdy zostata sformutowana wytgcznie na podstawie analizy
préby krwi pochodzacej od domniemanego ojca. W protokole pobrania
materialu do badan pokrewienstwa zaréwno domniemany ojciec, jak
i matka dziecka podpisujg zwykle oswiadczenie stwierdzajace, ze nie
przebyli w przesztosci przeszczepu szpiku kostnego. Nie wyklucza to
jednak mozliwosci, ze pozwany o ojcostwo zostat poddany wcze$niej
zabiegowi transplantacji komérek  macierzystych  hematopoezy,
pochodzacych od niespokrewnionego z nim meskiego dawcy, i zatait ten
fakt w trakcie oddania krwi do badania. Wsrdd 21 analizowanych pacjentéw
w dwéch przypadkach taka sytuacja hipotetycznie mogtaby sie zdarzy¢.
Pacjenci-mezczyzni, oznaczeni numerami 9 i 19, otrzymali allo-HSCT od
niespokrewnionych z nimi mezczyzn i w wyniku tego profil DNA oznaczony
w ich krwi odpowiadat profilowi dawcy, co przedstawiajg ryciny 4.26.2A
i 4.36.2A. Falszywe wylgczenie ojcostwa jest mozliwe réwniez wtedy, gdy
we krwi biologicznego ojca po allo-HSCT zamiast jego profilu zostanie
ujawniony profil spokrewnionego z nim dawcy, ktérym jest np. jego brat
[15]. Hipotetycznie mogtoby to mie¢ miejsce w odniesieniu do pacjentéw
nr2i8 (rycina 4.19.2A, 4.25.2A).

Gdyby taka sytuacja zaistniata, to ekspertyza genetyczno-sgdowa
mogtaby niestusznie wylaczy¢é ojcostwo badanego mezczyzny na
podstawie badania profilu nie tego mezczyzny, a na podstawie badania
profilu DNA dawcy przeszczepu. Wykluczenie to spowodowatoby dalsze
skutki prawne ze wszelkimi ich konsekwencjami dla dziecka i jego matki.
Istnieje oczywiscie mozliwosé, ze Sad przychylitby sie do wniosku
powoddw o powtdrzenie wynikow analizy w innym osrodku, cho¢ zwykle
taka decyzja wigzataby sie z koniecznoscig pokrycia kosztéw ekspertyzy
przez strone kwestionujgcg wynik, co mogtoby okazaé sie przeszkodag
w kontynuacji badan. W praktyce opiniodawczej autorki pracy nie
odnotowano przypadku, w ktéorym przed wydaniem ostatecznego
wyroku Sgdu w tego typu sprawie istotny element procesowy
stanowitaby dokumentacja medyczna, ktora wykluczataby ewentualnos¢
wczesniejszego przebycia przez pozwanego o ojcostwo alloprzeszczepu
komorek macierzystych hematopoezy.
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W Swietle uzyskanych wynikow nalezy stwierdzi¢, ze wykluczenie
ojcostwa niesie ze sobg bezwzgledng konieczno$¢ przeprowadzenia
powtdérnego badania kontrolnego w oparciu o inny materiat niz krew.

Skala zagrozenia, jakg niesie udokumentowana w pracy zmiana
profilu genetycznego we krwi biorcy alloprzeszczepu komorek
macierzystych hematopoezy na profil dawcy, uprawnia ponadto do
wnioskowania o odstgpienie od pobierania krwi w analizach
pokrewienstwa, w tym w dochodzeniu spornego ojcostwa.

Obowigzujace przepisy prawne zawarte w art. 74 § 2-3 Kodeksu
postepowania karnego [156], po nowelizacji z roku 2003 [154], jak i w art.
15 Ustawy o Policji [157], po nowelizacji z roku 2004 [155], dajg podstawe
prawng do pobierania na potrzeby bazy danych DNA — poza krwig
I wydzielinami — rowniez wtoséw oraz wymazow ze Sluzowki policzkow
zarowno od osoby oskarzonej jak i podejrzanej, nawet mimo braku jej
zgody. W mysl art. 192a Kodeksu postepowania karnego witosy, sline
i wymazy ze Sluzdwki policzkbw mozna réwniez pobra¢ od Swiadkow
W celu ograniczenia kregu oséb podejrzanych lub ustalenia wartosci
dowodowej ujawnionych sladéw” [154,155,156,157].

Z uwagi na wynikajaca z przytoczonych przepiséw prawnych istotng
dowodowa warto$¢, przedmiotem badah poza krwig staty sie wymazy
komérek nabtonka ze sluzoéwki policzkow oraz wiosy, pochodzgce od oséb,
ktére przebyly zabieg allogenicznej transplantacji komdrek macierzystych
hematopoezy. Oba te rodzaje s$ladow biologicznych sa bardzo czesto
zabezpieczanymi materiatami w analizach genetyczno-sadowych [4,18,38].

Komérki nabtonka btony sluzowej jamy ustnej, ktérych fizjologiczne
zluszczanie jest wspomagane ciggtym przeptywem Sliny, stanowig
istotny materiat dowodowy w analizach identyfikacyjno-poréwnawczych.
Zabezpieczany jest on w wyniku rozpuszczenia sie $liny ludzkiej w ptynach
lub jej kontaktu z przedmiotem, takim jak np. szklanka, ustnik papierosa,
maska, koperta w miejscu klejenia, badz w wyniku kontaktu z inng osoba,
jak np. w $ladach bedacych wynikiem pogryzienia [17,21,103,109]. Materiat
ten jest z reguly doskonatym Zrédtem genomowego DNA, dlatego
okreslany jest mianem ,niewidocznego sprzymierzenca wymiaru
sprawiedliwosci”.

Wymaz komorek nabtonka z jamy ustnej jest rowniez aktualnie
najczesciej zabezpieczanym materiatem do badan porownawczych oraz do
analiz pokrewienstwa ze wzgledu na nieinwazyjng i nieskomplikowang
procedure pobrania.
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Podczas badania przeprowadzonego w zakresie markeréw
autosomalnego DNA ujawniono w wymazach z jamy ustnej 16 sposréd 21
badanych pacjentow mieszanine DNA, ktéra odpowiada w terminologii
hematologicznej chimeryzmowi mieszanemu. Ocena stopnia chimeryzmu
mieszanego i jego zmian w czasie pozwala na przewidzenie niekorzystnych
nastepstw zwigzanych z allotransplantacja, tj. zblizajacego sie odrzucenia
przeszczepu, reakcji GVHD czy wznowy choroby podstawowej. Umozliwia
wczesne podjecie odpowiednich strategii terapeutycznych, takich jak
infuzja limfocytow dawcy czy modyfikacja leczenia immunosupresyjnego,
ktére moga zapobiec niekorzystnym nastepstwom przeszczepu [73,74].
Stwierdzone wyniki analizy wymazoéw pochodzacych od badanych biorcéw
allo-HSCT, w ktorych oznaczono wytgcznie wtasny DNA (5 pacjentéw)
badz chimeryzm donorowy mieszczacy sie w przedziale 11-67% (mediana
24%), sg zblizone do wynikow badan Thiede i wsp. [147]. Wykazali oni
istnienie chimeryzmu donorowego w przedziale 5-63% (mediana 21%) na
podstawie analizy wymazéw pochodzacych od trzynastu biorcéw
alloprzeszczepu.

Co interesujace, Endler i wsp. [42] ujawnili, ze DNA wyizolowane
z poptuczyn jamy ustnej biorcéw allo-HSCT bardzo czesto wykazuje
wytgcznie donorowy profil. Fakt ten jest zwigzany z obecnoscig
granulocytow i limfocytow dawcy, ktére podobnie jak w innych wydzielinach
organizmu obecne sg w Slinie ludzkiej, a szczegdlnie duza ich liczba
towarzyszy nasilonej postaci GVHD w obrebie jamy ustnej [66].

Uzyskane wyniki pozostajg w sprzecznosci z powszechnie
obowigzujacym dogmatem, na ktérym opiera sie analiza z zakresu genetyki
sadowej. Dogmat ten mowi, ze w kazdej tkance ludzkiej obecny jest
identyczny DNA, ktéry nie zmienia sie¢ w czasie zycia osobniczego.
Z wyjatkiem blizniat jednojajowych wszyscy ludzie posiadajg unikalny profil
DNA [72]. Kazdy rodzaj sladu biologicznego — krew, nasienie, slina, wtos
czy tez slad kontaktowy, pozostawiony na miejscu przestepstwa przez
okreslong osobe, stanowi zrédto profilu DNA tej osoby [4,18,129]. Dzieki
temu profil DNA, zidentyfikowany np. w dowodowej plamie krwi, moze by¢
porownywany z profilem oznaczonym w wymazie komérek nabtonka i $liny,
pochodzacym od sprawcy przestepstwa. W szczegdolnych przypadkach
dogmat ten moze zosta¢ obalony. Pierwszy z nich dotyczy chimerycznych
bliznigt, u ktérych obserwuje sie odmienne profile genetyczne na skutek
czesciowej wymiany komoérek w czasie zycia ptodowego [33,91]. Drugi
przypadek dotyczy podejmowanego w pracy zagadnienia, jakim jest
zroznicowanie genetyczne w obrebie réznych tkanek pochodzacych od
os6b po allogenicznym  przeszczepie  komérek  macierzystych
hematopoezy.
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Zréznicowanie to wigze sie $ciSle ze zjawiskiem plastycznosci
przeszczepianych komorek macierzystych szpiku. Zjawisko plastycznosci
oznacza, ze komoérka macierzysta jednej tkanki moze réznicowac sie
w komorke innej tkanki. Wykazano, ze podobnie jak komorki macierzyste
pochodzgce z wczesnego stadium zarodka, dojrzate komorki macierzyste
szpiku — poza wilasciwosciami unipotencjalnymi — moga mie¢ rowniez
wiasciwosci plurioptencjalne, tj. mogg dawaé poczatek kazdemu typowi
tkanek o pochodzeniu nie tylko mezodermalnym, ale réwniez ekto-
i endodermalnym [52,108]. Przeszczepiane komorki macierzyste
hematopoezy réznicujg sie w wyspecjalizowane typy tkanek i narzadow
dorostego organizmu, tworzacych poza komdrkami krwi i ukfadu
odpornosciowego rowniez m.in. komorki tkanki nerwowej, migsnia
sercowego, kosci, chrzastki, watroby, trzustki, ptuc, zastawek serca
[45,52,59,163]. Komorki macierzyste hematopoezy moga zasiedlaé rowniez
naskérek i wytwarza¢ biatka charakterystyczne dla keranocytéw oraz
przeksztatcac sie w komaorki nabtonka [1,77].

Jednym z dowodow sSwiadczacych o plastycznosci somatycznych
komoérek  macierzystych jest zjawisko mieszanego chimeryzmu
genetycznego, wystepujacego w obrebie réznych tkanek osoby, ktéra
przebyta allogeniczny przeszczep komorek macierzystych szpiku. Korbling
i wsp. [77] badajac sze$¢ kobiet, ktére uzyskaty allo-HSCT od niezgodnego
w zakresie pici dawcy, ujawnili obecnos¢ chromosomu Y w dojrzatych
hepatocytach oraz komoérkach nabtonka skéry i przewodu zotgdkowo-
jelitowego. Surrat i wsp. [137] ujawnili meskie komérki donorowe w obrebie
komérek nabtonka i s$rodbtonka ptuc czterech kobiet po allo-HSCT
w oparciu o metode fluorescencyjnej hybrydyzacji in  situ.
Te samg metode i strategie badawcza polegajgcg na analizie materiatéw
pochodzacych od kobiet, ktére uzyskaly komorki macierzyste szpiku
w wyniku ich transplantacji od mezczyzn, zastosowali rowniez Tran i wsp.
[151]. Przeprowadzili oni analize chimeryzmu donorowego w komorkach
nabtonka, pochodzacych z zeskrobin policzkowych pieciu pacjentek, po
okoto 4-5 latach od allogenicznego przeszczepu komoérek macierzystych
hematopoezy. Domieszka meskiej frakcji donorowej w badanym materiale
wynosita 1,4-11%.

Przedstawione w pracy wyniki w zakresie markeréw autosomalnego
DNA swiadczg o tym, ze wymaz komérek nabtonka i sliny, pobrany z jamy
ustnej biorcow allo-HSCT, nie jest idealnym materiatem referencyjnym
w badaniach genetyczno-sgdowych. Ma to zwigzek ze stwierdzonym w tym
materiale, u wigkszosci badanych, mieszanym chimeryzmem genetycznym,
charakteryzujacym sie obecnoscig dwdch frakcji genomowego DNA- frakcji
pochodzacej od biorcy, jak i frakcji pochodzacej od dawcy alloprzeszczepu.
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Analiza mieszanego materiatu genetycznego to czesta praktyka
w badaniach z zakresu genetyki sadowej [94]. Ujawniany jest on w wyniku
zmieszania wydzielin i ptyndw ustrojowych réznych osob. Mieszanine DNA
moze stanowi¢ wymaz z pochwy zgwatconej kobiety, niedopatek papierosa
palonego przez kilka oséb czy tez fragmenty tkanek pozostatych po
zabiegu aborcji. Jesli slad biologiczny zawiera komorki pochodzace od
wiecej niz jednej osoby, to wyodrebnienie profilu DNA kazdej z nich moze
sprawiac istotny problem [125].

W sSwietle uzyskanych wynikéw nalezy spodziewaé sie, ze $lad
sliny, ktéry biorca alloprzeszczepu pozostawitby na miejscu zdarzenia
kryminalnego, z duzym prawdopodobienstwem wykazatby mieszany,
trudny do interpretacji profil genetyczny. Profil ten mogiby uniemozliwic¢
identyfikacje osobnicza.

Brak mozliwosci identyfikacji osobniczej oraz fatszywe oznaczenie
pici niesie ze sobg réwniez analiza markerow chromosomu Y w wymazach
kobiet, ktére uzyskaty allo-HSCT od meskich dawcéw. Zastosowany
w analizie markeréw chromosomu Y system AmpFISTR® Yfiler™ skupiajacy
najszerszg ich palete, jest niezwykle uzyteczny w badaniach z zakresu
genetyki sadowej [98]. Pozwala na ustalenie, od kogo pochodzi meska
frakcja DNA wtedy, gdy analiza markeréw autosomalnych nie jest w stanie
tego uczyni¢. Z taka sytuacjg spotykamy sie badajac mieszaniny
genetyczne, w ktérych zenskie DNA wystepuje w bardzo wysokiej
przewadze nad meskim [87,89].

Peiny siedemnastolocusowy haplotyp Y ujawniono w wymazach
z jamy ustnej wszystkich szesciu pacjentek, niezgodnych w zakresie ptci
z biorcg, dzieki selektywnej amplifikacji meskiego DNA o stezeniu
0,96-19,16 ng/ul. Badanie $ladéw $liny o analogicznym pochodzeniu
btednie sugerowatoby, ze pochodzg one od mezczyzny, a nie — jak byto
w istocie — od kobiety.

Analiza wymazéw komérek nabtonka i sliny, pobranych od dwdch
mezczyzn-biorcow, ktérzy uzyskali alloprzeszczep od niespokrewnionych
mezczyzn-dawcow, wykazata u kazdego z nich mieszaning w obrebie
ujawnionego haplotypu Y. Sugerowato to mylnie, ze badany materiat
pochodzi od wiecej niz od jednego mezczyzny.

Zatem realne jest zagrozenie, ze profil genetyczny ujawniony
w plamie $liny pochodzacej od biorcy alloprzeszczepu, ktory wszedt
w konflikt z prawem, bedzie stanowit swoiste alibi zapewniajagce mu
bezkarnosc.
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O ile badanie plamy Sliny jako materiatu dowodowego w zakresie
markeréw autosomalnego DNA niesie ze sobg mozliwosé biednej
identyfikacji osoby, o tyle analogiczne badanie komoérek nabtonka
pobranych w charakterze materialu referencyjnego jest obarczone
mniejszym ryzykiem. W wymazach pochodzacych od pieciu sposrod 21
badanych pacjentéw (23,8%) ujawniono wytacznie ich wiasny, autologiczny
DNA w oparciu 0 system AmpFISTR® Identifiler”. Reszta pacjentow
wykazywata w wymazach domieszke donorowego DNA o Sredniej
zawartosci 36,2% (mediana 35%). Zatem w trakcie przeprowadzonej
zaréwno do celow identyfikacyjno-poréwnawczych, jak i do celéw ustalania
ojcostwa analizy wymazu pochodzacego od biorcy alloprzeszczepu,
z duzym prawdopodobienstwem oznaczymy mieszany profil DNA. Przy
odrzuceniu mozliwosci kontaminacji materialu sytuacja taka stanowitaby
informacje dla biegtego o zaistnialym fakcie chimeryzmu genetycznego
u badanej osoby i skutkowataby koniecznoscig powtdrzenia analizy
w oparciu o inny materiat, pobrany od tej samej osoby. Nie stwarzataby
natomiast ryzyka popetnienia pomyiki, jakg niesie badanie krwi biorcy
allogenicznego przeszczepu komorek macierzystych hematopoezy.

W swietle uzyskanych wynikéw wymaz z jamy ustnej jest lepszym
zrédtem materiatu referencyjnego do celéw analizy genetyczno-sadowej
niz krew, ale nie idealnym.

Ostatnim poddawanym analizie DNA materiatem, pochodzacym od
biorcow allo-HSCT, byly wiosy, ktére zostaty pobrane przez wyrwanie.
Tylko w kilku korzeniach badanych wloséw stwierdzono cebulke.
Wiekszos¢ wiosdéw poza czescig korowg i rdzenng miata zachowane
pochewki wiosa — wewnetrzng i zewnetrzng. W obrazach mikroskopowych
stwierdzono komorki  nabtonkowe zawierajace jadra komorkowe.
W ocenianych preparatach nie ujawniono elementéw morfotycznych krwi.

Wiosy sg tkankg stale odnawialng podczas zycia organizmu.
Podlegajg one nieustannej regeneracji i wzrostowi. Na gtowie mamy ich
okoto stu tysiecy, z czego na dobe tracimy przecietnie Kkilkaset.
Z powyzszych przyczyn stanowig one bardzo istotny rodzaj $ladu
biologicznego, zabezpieczanego czesto na miejscu  zdarzenia
kryminalnego. Wtosy ujawniane w reku ofiary, na odziezy, na narzedziach
zbrodni czy tez pozostawione przez sprawce na miejscu przestepstwa sg
niejednokrotnie kluczowym materiatem dowodowym w procesie karnym.
Stanowig cenne Zrédio wiedzy, ktore dzieki zastosowaniu wysoce czutych
technik genetycznych moze wskaza¢ winnego lub uwolni¢ od podejrzen
osobe niestusznie oskarzong. Wiosy posiadajgce korzeh mozna poddac
analizie z wykorzystaniem markerow genomowego DNA, identycznych
z tymi, jakich uzywa sie podczas analizy krwi czy $liny. Do uzyskania
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niepowtarzalnego w populacji osobniczego profilu genetycznego wystarcza
jedna cebulka, a nawet pojedyncze komorki jgdrzaste wiosa [38,106].

Wiosy pobrane po allogenicznym przeszczepie komorek
macierzystych hematopoezy wykorzystywane sg w transplantologii jako
materiat referencyjny, odpowiadajacy autologicznemu profilowi biorcy, czyli
jego profilowi przed alloprzeszczepem [121]. Uwaza sie powszechnie,
ze jest to jedyna tkanka biorcéw allo-HSCT catkowicie pozbawiona
chimeryzmu donorowego, a tym samym nie podlegajaca zjawisku
plastycznosci przeszczepianych komorek szpiku. Rovd i wsp. [118]
przeprowadzili analize chimeryzmu we wosach 115 pacjentéw po
allogenicznym przeszczepie komoérek macierzystych hematopoezy.
Wszyscy badani pacjenci posiadali we krwi petny profil dawcy. Analiza
genomowego DNA, wyekstrahowanego z 50 wtoséw wraz z cebulkami
wyrywanych kolejno z gtowy kazdego ze 115 badanych biorcow, nie
wykazata w zadnym przypadku domieszki donorowego DNA. We wiosach
wszystkich pacjentow ujawniono wytacznie profil biorcy, ktéry w terminologii
hematologicznej okresla sie mianem 100% chimeryzmu biorcy. Wytaczny
chimeryzm biorcy we witosach pacjentow ujawnili tez Hong i wsp. [63].
Réwniez Dauber i wsp. [32,33] wykazali, ze wiosy pochodzace zaréwno od
chimerycznych bliznigt, jak i biorcéw allo-HSCT, jako jedyna sposréd
analizowanych tkanek, zawierajg czysty profil DNA biorcy.

Wyniki powyzszych badan sg zaskakujgce, zwlaszcza jesli wezmie
sie pod uwage, ze wlosy sg najszybciej wzrastajgcg tkanka, podlegajaca
procesowi ciggtej regeneracji. Proces ten zachodzi w warstwie podstawnej
naskorka w  wyniku intensywnych przemian metabolicznych
i podziatdbw komdrkowych. W wyniku tych dynamicznych proceséw stare
wlosy zostajg wypchniete ku gorze i obumieraja, a ich miejsce zastepujg
nowe. Mieloablacyjne, wysokotoksyczne przygotowanie do przeszczepu,
zwigzane z chemioterapig oraz napromienieniem ciata pacjenta, poza
innymi  niepozadanymi objawami [55] powoduje czesto przejsciowe
opdéznienie lub zahamowanie wzrostu paznokci czy wiloséw.
W wyniku przyjecia przeszczepu i trwatej remisji choroby nastepuje
odnowienie prawidtowej funkcji komorek macierzystych szpiku, a tym
samym wzmozony proces odnowy uszkodzonych tkanek [67]. Badania
fragmentdw paznokci pochodzacych od oséb po allogenicznym
przeszczepie wykazujg znaczny odsetek chimeryzmu donorowego
[32,111]. Poniewaz jest to tkanka o wspdlnym ektodermalnym pochodzeniu
z wlosem oraz podobnych biologicznych cechach, zwigzanych z ciggtym
wzrostem i odnowa, nieujawnienie jak dotgd chimeryzmu donorowego
we wtosach biorcow byto trudne do wyjasnienia.

153


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rov%C3%B3%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Analiza polimorfizmu DNA we wlosach badanych pacjentow,
wykonana w zakresie pietnastu loci genomowego DNA i locus AMG
wchodzacych w skiad systemu AmpFESTR® Identifiler™, ujawnita wytacznie
profil genetyczny biorcy, bez domieszki donorowego DNA. Uzyskane wyniki
potwierdzajg, ze wilos moze by¢ traktowany jako dobry materiat
referencyjny, a tym samym moze by¢ wykorzystany w analizie genetyczno-
sadowej jako zrodto wlasnego autosomalnego profilu DNA pacjenta po
allogenicznym przeszczepie komorek macierzystych szpiku.

W swietle powyzszych badan wprowadzenie profilu autosomalnego
DNA do policyjnej bazy danych powinno by¢ poprzedzone analizg
genetyczng przeprowadzong w oparciu o dwa niezalezne materiaty,
z ktérych jednym bytby wyrwany z korzeniem wios.

Niespodziewane rezultaty badan uzyskano w drugim ich etapie,
kiedy DNA pochodzace z wiosdw kobiet, dla ktorych dawcg byt mezczyzna,
poddano amplifikacji z wykorzystaniem markeréw chromosomu Y
wchodzacych w skiad systemu AmpFISTR® Yfiler". W praktyce badawczej
z zakresu genetyki sgdowej zestaw ten okazat sie by¢ niezwykle czutym,
pozwalajacym na detekcje petnego siedemnastolocusowego haplotypu Y,
poczawszy juz od 100 pg meskiego DNA oraz czesciowego haplotypu Y
przy mniejszej ilosci matrycowego DNA dodawanego do reakcji PCR.
Swiadczy o tym amplifikacja kontrolnego DNA pochodzacego z meskiej linii
komérkowej, przedstawiona na rycinie 4.39. Bardzo zblizone rezultaty do
zaprezentowanych w pracy uzyskat wczesniej Gross i wsp. [51], ktérzy
petny haplotyp Y w zakresie systemu AmpF{STR® Yfiler™ ujawnili w oparciu
o amplifikacje 125 pg matrycy, a dziewieciolocusowy haplotyp Y poczawszy
od ilosci 60 pg meskiego DNA.

Szczegolnie istotna jest wysoka specyficznos¢ systemu
AmpFISTR® Yfiler™, umozliwiajaca detekcje $ladowej ilo$ci meskiego DNA
w sytuacji bardzo wysokiej przewagi zenskiego materiatu genetycznego.
Analiza mieszanin przeprowadzona przez Mayntz-Press i Ballantyne [89]
wykazata, ze detekcja meskiego komponentu mieszaniny jest mozliwa
nawet wtedy, gdy wystepuje on w proporcji do zehskiego jak 1 : 4000,
a wedtug Mulero i wsp. [98] nawet jak 1 : 8000.

Podobny poziom czutosci i specyficznosci systemu AmpF{STR®
Yfiler" ujawnita analiza DNA we wiosach szeéciu badanych kobiet, ktére
przeszty allotransplantacje komorek macierzystych szpiku pochodzacych
od meskiego dawcy. Skutkowata ona oznaczeniem haplotypu Y-STR
w komodrkach wiosa wszystkich szesciu badanych kobiet, przy czym petny
siedemnastolocusowy haplotyp Y ujawniono we witosach czterech z nich,
co dokumentujg ryciny: 4.41.2C, 4.42.2C, 4.45.2C, 4.47.2C. Jak wynika
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z wczesniej przeprowadzonej analizy sekwencji SRY z uzyciem reakdji
PCR czasie rzeczywistym, oznaczenie kompletnego haplotypu Y meskiego
dawcy we wilosach pacjentek nastgpito w wyniku amplifikacji zaledwie
30-170 pg meskiego DNA w obecnosci 4,31-18,46 ng catkowitego DNA,
co dokumentuje tabela 4.2. Oznaczona ilos¢ DNA przektada sie na
obecnosc¢ zaledwie 5-28 kopii sekwencji chromosomu Y zawartych w takiej
samej liczbie meskich komorek, przypadajacych na kilkaset-kilka tysiecy
zenskich komorek biorcy.

Udokumentowany w toku przeprowadzonych badan fakt ujawnienia
obecnosci donorowego DNA we witosach pacjentek po allogenicznym
przeszczepie komorek macierzystych szpiku jest pierwszym do tej pory
opublikowanym. Mimo wysitkébw kilku zespotdow badawczych z catego
Swiata, w oparciu o badania ogdétem 149 pacjentow po allo-HSCT,
jak dotad nikomu wczesniej nie udato sie wykazac frakcji donorowego DNA
we wlosach biorcow. [32,63,118]. Dlatego sadzono, ze przeszczepiane
komérki macierzyste hematopoezy nie sg w stanie roznicowaé sie
w komorki zdolne do odnowy i regeneracji uszkodzonych wiosow.

W Swietle wiedzy z zakresu genetyki sgdowej przyczyna tego stanu
rzeczy jest stosunkowo prosta do wyjasnienia. Zastosowanie metody
badawczej, opartej na analizie autosomalnego DNA w potgczeniu
ze sladowg iloscig donorowego DNA, wystepujacego w proporcji do DNA
biorcy jak jeden do kilkuset czy jak jeden do kilku tysiecy, skutkowato
nieoznaczeniem tego pierwszego we wiosach biorcow. Jak wynika
z praktyki badawczej autorki pracy, a takze z opracowan podejmujgcych to
zagadnienie, prawdopodobienstwo ujawnienia profilu dwéch o0so6b
w mieszaninie, gdzie DNA jednej z nich wystepuje w znacznej przewadze
nad DNA drugiej, jest znikome podczas analizy markerow autosomalnego
DNA [51,87]. Przy duzej ilosci materiatu jednej z oséb nastepuje inhibicja
amplifikacji sladowego sktadnika mieszaniny. Jego detekcja jest mozliwa
tylko w szczegdlnej sytuacji. Sladowe DNA wystepujgce w tle
przewazajgcej ilosci zenskiego DNA musi pochodzi¢ od mezczyzny.
Z sytuacjag takg mamy zwykle do czynienia w przypadku wymazu z pochwy
kobiety, ktéry jest materialtem dowodowym w sprawie o gwatt [89,115].

Istniejg dwa rodzaje analizy genetycznej, ktore umozliwiajg wysoce
czulg i specyficzng detekcje meskiego DNA w oparciu o znakowanie
fluorescencyjne. Jedna z nich to metoda QR-PCR z wykorzystaniem
nowoczesnej technologii TagMan do iloSciowego oznaczenia sekwenciji
genu SRY, determinujgcego pte¢ meskg [49]. Druga to metoda
STR-PCR typu multipleks w wariancie specyficznej amplifikacji sekwencji
chromosomu Y. Obie wymienione metody zostaly zastosowane
w badaniach. Pozwolito to na wykazanie po raz pierwszy, ze wiosy
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pacjentek po allo-HSCT nie sg pozbawione donorowego DNA, ktérego
zrodtem sg przeszczepiane komérki szpiku dawcy.

Kontrolna analiza DNA pochodzgcego z materiatu pobranego przed
przeszczepem wykluczyta ewentualnosé, ze zrédtem meskiej frakcji we
wilosach badanych kobiet byly komorki, ktére przedostaty sie do ich
krwioobiegu i innych tkanek przed allotransplantacjg wskutek wrodzonego
chimeryzmu blizniaczego lub ptodowo-matczynego [82,135,141].

Nie stwierdzono tez zaleznosci miedzy rodzajem zastosowanego
kondycjonowania oraz miedzy zrédtem przeszczepianych komorek
macierzystych hematopoezy a obecnoscig donorowego DNA we wiosach
badanych pacjentek. U trzech z nich zastosowano bowiem przygotowanie
mieloablacyjne, u dwéch niemieloablacyjne, a u jednej zaréwno mielo-, jak
i niemieloablacyjne. Zrédtem komérek macierzystych u potowy z nich byt
szpik kostny, a u drugiej potowy krew obwodowa, co dokumentuje tabela
3.1

Ujawniona obecnos¢ DNA donorowego w komorkach witosow
biorcow po alloprzeszczepie komorek krwiotworczych swiadczy o tym,
ze nie tylko krew oraz wymaz komoérek nabtonka i sliny, ale rowniez wios
nie jest, jak dotychczas uwazano, catkowicie bezpiecznym materiatem
dowodowym. W szczegdlnej sytuacji badanie wtosa, podobnie jak badanie
krwi i wymazu, niesie ze sobg ryzyko btednej interpretacji pitci oraz
zafatszowania wynikéw analizy genetycznej przeprowadzanej dla celow
sgdowych. Wysoka czuto$¢ i specyficznos¢ stosowanych w tej analizie
zestawow do amplifikacji markerow chromosomu Y umozliwia detekcje
sekwencji SRY oraz haplotypu Y-STR w komorkach witosa kobiet, ktore
uzyskaty przeszczep komorek macierzystych hematopoezy od mezczyzn,
podobnie jak w komaorkach ich krwi czy tez nabtonka z jamy ustne;.

W Swietle uzyskanych wynikow Slady biologiczne, zabezpieczane
z miejsc kryminalnych zdarzen, nie powinny by¢ poddawane wytacznej
analizie z wykorzystaniem specyficznych sekwencji chromosomu Y,
z odstgpieniem od analizy autosomalnego DNA.

Brak komorek krwi w preparatach mikroskopowych badanych
wlosow moze $Swiadczyé o plastycznosci przeszczepianych komorek
macierzystych dawcy, ktére ulegly przeksztatceniu w komoérki nabtonkowe
wloséw  biorcéw allo-HSCT powodujac regeneracje ich struktury,
uszkodzonej w wyniku zabiegow przygotowywujgcych do przeszczepu.
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7. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan, ktérych celem byto

udokumentowanie skali zagrozenia, jakie w zakresie genetyki sgdowej
niesie ze sobg badanie krwi, wymazu z jamy ustnej i wtosa, pochodzacych
od osoby po allogenicznym przeszczepie komorek macierzystych
hematopoezy oraz przeprowadzonej na podstawie tych badan oceny
uzyskanych wynikéw, mozna wyciggna¢ nastepujace wnioski:

1.

Allogeniczny przeszczep komérek macierzystych hematopoezy niesie
ze sobg ryzyko zafalszowana tozsamosci osoby i wydania btednej
ekspertyzy genetyczno-sadowe;j.

Z uwagi na zachodzgacag w wiekszosci przypadkéw petng konwersje
profilu genetycznego we krwi biorcy na profil dawcy, zasadnym jest
odstgpienie od wylacznego pobierania krwi zarébwno w badaniach
pokrewienstwa, jak i w badaniach identyfikacyjnych.

Obecnos$¢ mieszaniny DNA dawcy i biorcy w wymazach komorek
nabtonka z jamy ustnej biorcéw moze w praktyce genetyczno-sgdowej
utrudni¢ identyfikacje osobniczg biorcy alloprzeszczepu na podstawie
analizy sladu biologicznego o podobnym pochodzeniu.

W aspekcie badan porownawczych i analiz pokrewiehstwa
stwierdzenie mieszaniny DNA w wymazie nie wigze sie
z niebezpieczenstwem pomytki, niesie natomiast ze sobg koniecznosc¢
powtdrzenia analizy w oparciu o inny materiat, jak np. wtos.

Ujawnienie $ladowej ilosci donorowego DNA we wiosach biorcow
allo-HSCT nie dyskryminuje witosa jako dobrego materiatu
referencyjnego. Stanowi on zrédto wtasnego profilu DNA biorcy, jesli
jest badany w zakresie markeréw autosomalnego DNA.

Analiza wtosa biorcy w zakresie markeréw chromosomu Y, podobnie
jak krwi i wymazu, moze skutkowac btedng interpretacjq ptci i blednym
oznaczeniem haplotypu Y dawcy. Dlatego tez Slady biologiczne —
zabezpieczane z miejsc zdarzen kryminalnych — nie powinny byc¢
analizowane wytgcznie w oparciu o markery chromosomu Y.

Istotng kwestig jest uzupetnienie protokotow pobrania materiatu do
celéw identyfikacyjno-porbwnawczych o oswiadczenie osoby
oddajgcej materiat do badan, dotyczace kwestii ewentualnego
przebycia przez nig allo-HSCT.

Wprowadzenie profilu DNA do policyjnej bazy danych powinno by¢
poprzedzone analizg genetyczna, przeprowadzong w oparciu o dwa
niezalezne materiaty: pierwszy — wymaz z jamy ustnej lub krew oraz
drugi — wilos.
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8. Streszczenie

W chwili obecnej komérki macierzyste wykorzystywane sg do
autologicznych i allogenicznych przeszczepéw w leczeniu ponad 70
schorzen. Transplantacje przeprowadza sie przede wszystkim w chorobach
rozrostowych uktadu krwiotworczego, w tym ostrych i przewlektych
biataczkach szpikowych, w chorobach rozrostowych uktadu chtonnego —
chtoniaku, ziarnicy zto$liwej, w szpiczaku plazmocytowym oraz w ciezkich
postaciach anemii aplastycznej [62]. Kolejng grupg wskazan do
przeszczepow sg tez inne choroby komérki macierzystej — genetycznie
uwarunkowane defekty prowadzace do ciezkich niedoboréw odpornosci.
Transplantacja komérek macierzystych hematopoezy jest réwniez coraz
czesciej stosowana do leczenia nowotwordw litych, takich jak rak nerki,
sutka czy jajnika, z wykorzystaniem reakcji przeszczep przeciwko guzowi
[36].

Pacjenci po przeszczepieniu allogenicznych komoérek
macierzystych, zwlaszcza ci poddani coraz czesciej stosowanej obecnie,
mniej toksycznej metodzie niemieloablacyjnego przygotowania do
przeszczepu, w poczatkowym okresie po allo-HSCT wykazujg zazwyczaj
mieszany chimeryzm. W pdzniejszym okresie, kiedy krwiotworzenie biorcy
zostaje catkowicie zastgpione przez krwiotworzenie dawcy, wystepuje
u nich petny chimeryzm [166].

Powyzszy fakt istnieje w sprzecznosci z powszechnie uznawanym
dogmatem, ktéry méwi, iz wszystkie tkanki pochodzace od tej samej osoby
zawierajg identyczny wzor DNA, i ze wzdr ten nie zmienia sie w ciggu zycia
osobniczego. Dogmat ten lezy u podstaw analizy z zakresu genetyki
sadowej. Warunkuje on poréwnywanie profilu DNA, ujawnionego np.
w plamie krwi zabezpieczonej na miejscu zdarzenia kryminalnego,
z profilem podejrzanego oznaczonym w wymazie komaorek nabtonka z jamy
ustnej.

Kwestia wystepowania chimeryzmu poprzeszczepowego
w materiatach pochodzgcych od biorcow allo-HSCT, skutkujgcego
ujawnieniem profilu DNA dawcy we krwi biorcy czy tez ujawnieniem
roznych frakcji DNA w obrebie réznych tkanek biorcy, byta juz
sygnalizowana w pismiennictwie, gtobwnie z dziedziny transplantologii
i hematoonkologii [32,67,77,137,151]. Jak dotad nie zostata ona jednak
doceniona i w duzej mierze nie jest brana pod uwage w aspekcie
konsekwencji, jakie moze niesC ze sobg w analizach z zakresu genetyki
sgdowe;j.
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Cho¢ fatszywe wykluczenie ojcostwa na podstawie analizy
krwi  pobranej od biologicznego ojca dziecka, ktory przeszedt
w przesziosci zabieg allotransplantacji i zatait ten fakt, stanowi realne
zagrozenie, to w niektérych osrodkach wykonujacych ekspertyzy
genetyczno-sadowe krew jest ciggle jedynym materiatem badawczym.
Podczas pobrania materiatlu poréwnawczego do badan identyfikacyjnych
nie jest prowadzony jakikolwiek wywiad w kierunku ewentualnego
przebycia allo-HSCT przez osobe podawang badaniu. Wprowadzenie
profilu osoby podejrzanej lub oskarzonej do policyjnej bazy danych réwniez
nie wigze sie z wymogiem wykluczenia ewentualnosci przebycia przez te
osobe allotransplantaciji.

W zwigzku z powyzszym podjeto sie przeprowadzenia
kompleksowych badan dokumentujgcych ryzyko, jakie niesie ze sobg
genetyczno-sadowa analiza materiatbw pochodzacych od oséb, ktore
przeszty allotransplantacie komorek macierzystych  hematopoezy.
Do badan zostata wykorzystana metoda ilosciowej reakcji PCR
W czasie rzeczywistym oraz systemy multipleksowe najbardziej przydatne
w genetycznej indywidualizacji oséb i $ladéw biologicznych.

Uzyskane wyniki badan $wiadczg o tym, Zze krew u wigkszosci
biorcbw po udanym przeszczepie komorek macierzystych hematopoezy
jest genotypowo identyczna z dawca przeszczepu. Dlatego jej
wykorzystanie do badan obarczone jest najwiekszym ryzykiem wydania
btednej opinii tak z zakresu identyfikacji osobniczej, jak i badan
pokrewienstwa. W wymazie komérek nabtonka i Sliny z jamy ustnej
u wiekszosci biorcow allo-HSCT wystepuje mieszanina DNA, co moze
uniemozliwi¢ identyfikacje osobniczg na podstawie analizy analogicznego
materialu pochodzgcego np. z miejsca zdarzenia kryminalnego.
Najbezpieczniejszym w toku przeprowadzonych badan, aczkolwiek nie
idealnym materiatem do genetycznych badan sgdowych okazaly sie
komorki wtosa. Poddane analizie w oparciu o markery autosomalnego DNA
ujawnity w 100% profil biorcy. Natomiast specyficzna analiza markeréw
chromosomu Y przeprowadzona we witosach, podobnie jak w wymazach
i we krwi kobiet, dla ktérych dawca byt mezczyzna, skutkowata
oznaczeniem haplotypu Y dawcy. W sSwietle uzyskanych wynikbw mozna
wyciggna¢ nastepujace wnioski:

Allogeniczny przeszczep komérek macierzystych hematopoezy
niesie za sobg ryzyko wydania fatszywej opinii z zakresu badan
genetyczno-sgdowych. Z uwagi na zachodzacg w wigekszosci przypadkéw
petng konwersje profilu genetycznego we krwi biorcy na profil dawcy,
zasadnym jest odstgpienie od wylgcznego pobierania krwi zarowno
w badaniach pokrewienstwa, jak i w badaniach identyfikacyjnych.
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Obecnos¢ mieszaniny DNA dawcy i biorcy w wymazach komorek
nabtonka i $liny z jamy ustnej biorcow moze w praktyce genetyczno-
sadowej uniemozliwi¢ identyfikacje osobniczg biorcy alloprzeszczepu na
podstawie analizy $ladu biologicznego o podobnym pochodzeniu.
W aspekcie badan poréwnawczych i analiz pokrewienstwa stwierdzenie
mieszaniny DNA w wymazie nie stwarza ryzyka pomytki, niesie natomiast
ze sobg koniecznos¢ powtdrzenia analizy w oparciu o inny materiat, jak np.
wios.

Ujawnienie sladowej ilosci donorowego DNA we witosach biorcéw
allo-HSCT nie dyskryminuje wiosa jako dobrego materiatu referencyjnego.
Stanowi on zrodio wtasnego profilu DNA biorcy, jesli jest badany w zakresie
markerow autosomalnego DNA. Natomiast analiza wtosa biorcy w zakresie
markerow chromosomu Y, podobnie jak krwi i wymazu, moze skutkowaé
btedng interpretacjg pici i btednym oznaczeniem haplotypu Y dawcy.
Dlatego tez $lady biologiczne zabezpieczane z miejsc zdarzen
kryminalnych nie powinny by¢ analizowane wytacznie w oparciu o markery
chromosomu Y.

W Swietle uzyskanych wynikéw istotng kwestig jest uzupetnienie
protokotéw pobrania materiatu do celéow identyfikacyjno-poréwnawczych
o o$wiadczenie osoby oddajgcej materiat, dotyczace kwestii ewentualnego
przebycia przez nig allo-HSCT. Ponadto wprowadzenie profilu DNA do
policyjnej bazy danych powinno by¢ poprzedzone analiza genetyczna,
przeprowadzong w oparciu o dwa niezalezne materialy: pierwszy — wymaz
Z jamy ustnej lub krew oraz drugi — wios.
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10. Wykaz skrétéw wykorzystanych w pracy

W ponizszej tabeli zestawiono skroty wykorzystane w pracy
z podaniem pierwowzoru petnej nazwy:

AA aplastic anemia

ALL acute lymphoblastic leukemia

allo-HSCT allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
AMG amelogenin

AML acute myeloid leukemia

AR autologous recovery

BMT bone marrow tansplantation

CC(DC) complete chimerism (donor chimerism)
CML chronic myeloid leukemia

CMML chronic myelomonocytic leukemia

CODIS Combined DNA Index System

Cr threshold cycle

D donor

DLI donor lymphocyte infusion

DMC(TMC) decreasing mixed chimerism (transient mixed chimerism)
DNA deoxyribonucleic acid

ENFSI European Network of Forensic Science Institutes
FBI Federal Bureau of Investigation

FISH fluorescent in situ hybridization

FR fluorescent reporter

G-CSF granulocyte colony stimulating factor

GD gene diversity

GVHD graft versus host disease

GVT graft versus tumor

H heterozygosity

HD Hodgkin’s disease

HLA human leukocyte antigen

hTERT human telomerase reverse transcriptase
ISFG International Society for Forensic Genetics
LCN low-copy numer

MA myeloablative conditioning

MC mixed chimerism

MRD minimal residual disease

NFQ nonfluorescent quencher

NMA non-myeloablative conditioning
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NTC — no template control

P — polymerase

PBSCT — peripheral blood stem cell transplantation

PCR — polymerase chain reaction

PD — power of discrimination

PE — power of exclusion

PIC — polymorphism information content

PMC (IMC) — progressive mixed chimerism (increasing mixed chimerism)
QR-PCR — quantitative real-time PCR

R — recipient

RFLP — restricton fragment length polymorphism

RFU — relative fluorescence unit

Ry — normalized reporter signal

SMC — stable mixed chimerism

SNP — single nucleotide polymorphism

SRY — sex-determining region Y

STR — short tandem repeat

SWGDAM - Scientific Working Group on DNA Analysis Methods
UCBT — umbilical cord blood transplantation

WGA — whole genome amplification
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