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Wstep

Techniki genetycznej identyfikacji cztowieka stosowane przez
organy $cigania oraz wymiar sprawiedliwosci to jedno z najwigkszych
osiggni¢¢ nauk sgdowych XIX w. Po raz pierwszy zastosowano je w Anglii
w 1985r. w postepowaniu imigracyjnym, a rok pozniej wykorzystano
w sprawie karnej. W 1992r. badania DNA zostaly uznane przez Komitet
Badan Naukowych USA za niezwykle cenne narzedzie w identyfikacji
osob (np. identyfikacji zaginionych dzieci czy dochodzeniu rodzicielstwa
lub pokrewienstwa), zwlok oraz ludzkich szczatkéw. W 2002r. Sad
Najwyzszy Rzeczypospolitej Polskiej uznal wysoka warto§¢ poznawcza

oraz dowodowg dowodu z badan genetycznych [2,19].

Testy DNA opierajace si¢ na analizie markerow znajdujacych sie¢
w roznych miejscach genomu charakteryzuje bardzo wysoka roznorodnos¢
— polimorfizm. Uzyskany profil DNA ztozony z kilkunastu wyznaczonych
markeréw jest niepowtarzalnym zapisem kazdej osoby za wyjatkiem

bliznigt jednojajowych.

Analiza polimorfizmu DNA stanowi aktualnie najdoskonalsza
I najbardziej obiektywna metode zdobywania materiatow dowodowych, co
zostalo docenione przez Uni¢ Europejska. W Rekomendacji Rady Europy
(R1/92) zawarto dyrektywe, by ,badania DNA wykonywane byly
w kazdym mozliwym przypadku, bez wzgledu na wage popetnionego
czynu”. Zgodnie z tg Rekomendacjg, analiza DNA ,,jest skomplikowanym
procesem naukowym, ktéry moze by¢ prowadzony jedynie w laboratoriach
majacych odpowiednie wyposazenie 1 doswiadczenie, a wykonujacy je
eksperci powinni posiada¢ wysoki stopien wiedzy zawodowe;j

1 praktycznej”.

Zapewnienie najwyzszego poziomu badan stanowi najistotniejsza
kwesti¢ w analizach genetyczno-sadowych. Atestacja laboratoriow pozwala
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na podjecie wspolnej strategii, standaryzacje metod, nazewnictwa, a takze

ustalenie norm oraz prawidlowos$ci genotypowania 1 wnioskowania.

Szybki rozwdj badan DNA zwigzany jest gtownie z zastosowaniem
coraz to wigkszej liczby markeréw przy rownoczesnym zautomatyzowaniu
procesu analizy. Skrocenie czasu wykonania, obnizenie kosztéw oraz
wykorzystanie baz danych i nowoczesnych oprogramowan statystycznych
spowodowato, iz staly si¢ one jednym z najskuteczniejszych narzegdzi

w identyfikacji osobniczej.



Rozdzial 1

Dowod w badaniach identyfikacyjnych przed erg badan DNA.
1.1 Badania polimorfizmu antygenoéw erytrocytow.

Rok 1901 stanowit przetom w medycynie, kiedy to Karl Landstainer
odkryl dwa podstawowe antygeny grupowe krwi A 1 B. Dato to poczatek
szybkiemu rozwojowi krwiodawstwa i transfuzjologii. Dalsze badania
przyniosty nowe odkrycia 1 tak, aktualnie mozna wyr6zni€ szes¢ grup krwi:
A, A, B, AB, A;B 1 0. Klasyfikacja ta zostata oparta na obecnosci
okreslonych substancji grupowych na powierzchni erytrocytow.

Kazda z czerwonych krwinek posiada substancje grupowa H
o réznym nasileniu. W najwiekszym stezeniu wyst¢puje ona u o0séb
z grupa 0 [16]. Osoby z grupa A posiadaja na powierzchni erytrocytow
antygen grupowy A, a w surowicy przeciwciata, tzw. izoaglutyniny anty-
B, natomiast osoby z grupg B — antygen grupowy B i izoaglutyniny anty-A.
Charakterystyke obecnosci poszczegdlnych antygendw oraz izoaglutynin

w zalezno$ci od grupy krwi przedstawia rycina 1.



Grupa krwi  Antygen na eryrtocytach I1zoaglutyniny Czestosé
w surowicy krwi w populacji
polskiej (%0)
Ay A (H) anty-B 33,83
A, AH anty-B 6,39
B B (H) anty-A 19,08
A:B AiB (H) brak 6,79
A,B ABiH brak 1,58
0 H anty-Ai anty-B 32,33

Ryc. 1. Charakterystyka podstawowych grup krwi uktadu ABO [16].

Przynalezno$¢ grupowa w uktadzie ABO w $wiezej krwi okreslano
metoda bezposredniag. Wykorzystujac zjawisko aglutynacji ujawniano
obecnos¢ okreslonego antygenu na powierzchni erytrocytow oraz
okreslonego przeciwciata w surowicy. W tym celu wyodrebnione krwinki
osoby badanej mieszano =z izoaglutyning anty-A oraz niezaleznie
z izoaglutyning anty-B. Wystgpienie aglutynacji krwinek z surowica
o wlasciwoéciach anty-A lub anty-B  wykazywalo na obecnos¢
odpowiednio antygenu grupowego A lub B.

Rozroznienie podgrup A; i A, bylo mozliwe za pomocg lektyn,
bialek o charakterze glikoprotein, posiadajacych zdolnos¢ aglutynowania
krwinek okreslonej podgrupy.

Oznaczenie erytrocytow w plamach krwi ograniczato si¢ natomiast
do badan metodami posrednimi. Stosowano gtownie metod¢ zahamowania
aglutynacji oraz metode absorpcji - elucji. Pierwsza z nich zwana metoda
Holzera polegala na traktowaniu fragmentu zaplamienia przeciwcialami
anty-A 1 anty-B o znanym stezeniu. Oszacowanie obnizenia miana
okreslonych przeciwciat po okresie inkubacji $§wiadczylo o obecnosci
odpowiedniego antygenu. Czulsza od tej metody byla technika absorpcji -
elucji opierajaca si¢ na fakcie, iz antygeny obecne w plamach krwi wigza
si¢ z odpowiednimi przeciwcialami. Nastepnie powstaly kompleks ulega
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rozbiciu w podwyzszonej temperaturze i daje w efekcie koncowym
aglutynacj¢ wzorcowych krwinek.

Do wykrywania izoaglutynin obecnych w plamach krwi stosowano
tzw. metode Lattesa z zastosowaniem krwinek wzorcowych. | tak, gdy
aglutynacji ulegaly krwinki wzorcowe grupy A — to badany materiat
zawieral przeciwciata anty-A, a jesli krwinki wzorcowe grupy B - to
badany materiat zawieral przeciwciala anty-B. Jako kontrolg stosowano
krwinki grupy AB, gdyz nie zawieraja one antygendw grupowych A i B.
Wadg tej metody byta konieczno$¢ uzycia duzej ilo$ci materiatu [16].

Antygeny grupowe ABO, podobnie jak inne systemy grupowe, takie
jak MN, Rh, Kell, Duffy, Kidd, byly bardzo rzadko stosowane
w badaniach identyfikacyjnych, gdyz posiadajg krotka trwatos¢. Ich
oznaczanie mozliwe jest tylko w dobrze zachowanych $ladach, ktore nie
podlegaty wpltywowi niszczacych warunkéw srodowiska.

Po raz pierwszy badania antygenow grupowych uktadu ABO zostatly
wykorzystane w zakresie badan identyfikacyjnych w 1924r., natomiast

w Polsce pierwszg analize przeprowadzit Jan Olbrycht w 1926r.

1.2 Badania polimorfizmu biatek surowicy krwi.

W zakresie badan identyfikacyjnych zaczeto wprowadza¢ kolejno
polimorficzne uklady grupowych biatek surowicy, do ktérych zaliczamy
m. in.:

— uktad grupowy GM,

— uktad grupowy haptoglobin (HP),

— uktad grupowy plazminogenu (PLG),

— ukfad grupowy transferyn,

— czynnik XIIIB.

Uktad grupowy GM okresla polimorfizm w obrebie immunoglobulin
klasy 1gG. Cecha GM zaliczana jest najbardziej stabilnych biatek obecnych
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w suchych plamach krwi [4]. Mozna wyr6ézni¢ okoto 20 antygenow
w zakresie ukladu G1M numerowanych kolejno liczbami arabskimi. Wsrod
nich do najczesSciej oznaczanych nalezaly: GIM1, GIM2 1 GIM3.
Obecno$¢ najczgsciej badanej cechy G1M1 zapisywano zwyczajowo
G1M(+1), a jej brak G1M(-1). Oznaczenie przeprowadzano metoda
zahamowania aglutynacji. Aby unikna¢ bledéw w oznaczeniu konieczne
byto kazdorazowe wykonanie kontroli pozytywnej 1 negatywnej oraz
kontroli w postaci niezaplamionego podtoza [20].

Wykrycie antygenu w obrebie uktadu GM mozliwe byto po dwoch,
a czasem nawet po 10-15 latach od powstania plam. Ze wzgledu na
znacznie mniejsze zawarto$ci IgG w nasieniu, w wymazach z drog rodnych
1 w slinie, czas po uptywie ktorego 0znaczano w tych materiatach
przynaleznos¢ w uktadzie GM byt krotszy niz w przypadku plam krwi.
Zawilgocenie plamy miato niszczacy wptyw na ceche GIMI. Przyktadowo
plamy posiadajace te cechg, przechowywane w wilgoci, juz po
5 tygodniach dawaly wynik falszywie negatywny [4].

Haptoglobiny s3 biatkiem, ktorego biologiczna rola polega na
eliminacji z osocza wolnej hemoglobiny. Wyr6znia si¢ dwa allele 1 1 2
dajace trzy fenotypy: HP 1-1, 2-1, 2-2 oraz szereg wariantdéw, z ktorych
najczescie] wystepujacym w populacji jest HP 2-1M. Ze wzgledu na
trudno$ci zwigzane z maskowaniem HP przez znaczne ilosci wolnej
hemoglobiny oraz problemy interpretacyjne w dlugo przechowywanych
plamach bardzo rzadko byly one przedmiotem analizy w badaniach
z zakresu identyfikacji osobniczej [16].

Polimorfizm plazminogenu charakteryzowaty dwa podstawowe
allele: PLG*A i1 PLG*B ujawniane w plamach krwi metodg IEF
maksymalnie do 5 miesigcy od ich naniesienia [16].

Polimorfizm transferyn, czyli biatka tworzacego kompleks z jonami
zelaza obecnymi w osoczu oznaczano w plamach krwi nie starszych niz 12

miesiecy. Do jego wykrycia stosowato si¢ metode immunoelektroforezy

8



(IEF), ktora pozwalata na ujawnienie trzech alleli: TF*C, TF*D, TF*B oraz
trzech podtypow allela TF*C: TF*C1, C2 i C3 [4].

Polimorfizm czynnika XIIIB analizowano metodg
immunoelektroforezy w oparciu 0 ujawnianie trzech mozliwych wariantow
allelicznych: XIIIB*1, XIIIB*2 oraz XIIIB*3. Z uwagi na niskg trwatos$¢
mozna bylo go wykry¢ w okresie zaledwie pottora miesigca od momentu

naniesienia na podtoze [16].

1.3 Badania polimorfizmu enzymow krwi.

Enzymy s3a najmniej trwalymi sktadnikami krwi w pordéwnaniu
z antygenami erytrocytow 1 bialek surowicy, tym niemniej przed erg badan
DNA w analizach identyfikacyjnych  wykonywano oznaczenia
m. in. polimorfizmu nastg¢pujacych uktadéw enzymatycznych:

— uktadu grupowego fosfoglukomutazy (PGM),

— uktadu grupowego kwasnej fosfatazy krwinkowej (ACP),
— uktadu grupowego esterazy D (ESD),

— uktadu grupowego glioksalazy I (GLO 1),

— ukfadu grupowego kinazy adenylanowej (AK).

Polimorfizm fosfoglukomutazy, jako najstabilniejszego uktadu
enzymatycznego krwi mozna oznaczy¢ w plamach krwi przechowywanych
w standardowych warunkach przez okoto 6 miesigcy. Niesprzyjajace
warunki $rodowiska, tj. wysoka wilgotno$¢ lub temperatura znaczaco
skracaty jego wykrywalnos$¢. W przypadku starych, zdegradowanych plam
czesto powstawaty dodatkowe niespecyficzne frakcje, co mogto prowadzic¢
do blednej interpretacji fenotypu [16]. W rozdziale za pomocag
elektroforezy konwencjonalnej ujawniano trzy fenotypy: homozygotyczny
PGM 1-1 badz PGM 2-2, czy tez heterozygotyczny PGM 2-1. Rozdziat
z zastosowaniem izoelektroogniskowania (IEF) rozszerzal mozliwo$¢

oznaczenia polimorfizmu PGM do dziesigciu fenotypoéw: 1A1A, 1A1B,
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1B1B, 2A2A, 2A1A, 2A1B, 2A2B, 2B2B, 2B1A, 2B1B [16].

W ukiladzie grupowym ACP fenotypy dziedziczyly si¢ wedtug
modelu kodominujgcego warunkujacego wystgpienie jednego z szesciu
fenotypow: AA, BB, CC, BA, CA, CB. Oznaczenie polimorfizmu kwasnej
fosfatazy krwinkowej byto utrudnione podczas badania starych materiatow.
Rozroznienie fenotypow AA, CA 1 BA sprawiatlo trudnosci juz po
okresie 8 tygodni, natomiast pozostate typowano w maksymalnie
dwunastotygodniowych plamach [8].

W poréwnaniu do poprzednich uktadow, uktad grupowy esterazy D
charakteryzowal si¢ niewielkg przydatnoscia do badan ze wzgledu na
niestabilnos$¢ i niski stopien polimorfizmu. Trwalos¢ tego enzymu wahata
si¢ od 4 do 8 tygodni. W przypadku starych plam dochodzito do pojawiania
si¢ dodatkowych frakcji oraz zmian w ich wzajemnej intensywnos$ci, co
mogto utrudniaé interpretacje fenotypu [4].

Polimorfizm glioksalazy 1 byl trudny do oznaczania nie tylko
w plamach krwi, ale réwniez w nasieniu ze wzgledu na niskg aktywnos¢
enzymu. W uktadzie tym oznaczano dwa allele: GLO 1*1 oraz GLO 1*2
dajace trzy fenotypy: 1-1, 2-1, 2-2 [9].

Polimorfizm kinazy adenylanowej mozna byto oznacza¢ przez okoto
rok w plamach krwi przechowywanych w temperaturze pokojowej. Ze
wzgledu na niski wspdtczynnik dyskryminacji oraz wystepujacy w prawie
92% populacji fenotyp 1-1, uktad ten byt rzadko stosowany do
indywidualizacji plam krwi [16].

Polimorfizm innych ukladéw enzymatycznych poza opisanymi
powyzej oznaczano sporadycznie w badaniach identyfikacyjnych
ze wzgledu na trudnosci techniczne przy fenotypowaniu, konieczno$¢
uzycia duzej iloSci materialu badawczego oraz znaczny naklad pracy

i kosztow analizy.
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Mimo stalego poszerzania zakresu analiz, uklady antygenow
erytrocytow, bialek surowicy i enzymoéw krwi byly niewystarczajagce do
rozstrzygnigcia pochodzenia §ladéw biologicznych takich jak: plamy krwi,
sliny, nasienia, wlosy, fragmenty tkanek migkkich i1 kosci. Stosunkowo
krotka trwato$¢ opisanych ukladow grupowych oraz niski stopien ich
polimorfizmu nie pozwalaly na rozwiklanie wielu spraw z zakresu
identyfikacji osobniczej. Dlatego tez wraz z rozwojem badan genetycznych

stopniowo odstepowano od tego typu analiz.
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Rozdzial 2

Genetyczny dowod w badaniach identyfikacyjnych.

2.1 Zrddla materialéow w analizie DNA.

Miano $ladu biologicznego przypisuje si¢ substancjom organicznym,
ktore mozna znalez¢ na przedmiotach lub na ludzkim ciele podczas
ogledzin  kryminalistycznych lub sadowo-lekarskich. Do sladow
biologicznych zaliczane sg ptyny ustrojowe, wydaliny, wydzieliny, a takze
fragmenty tkanek. Materialem, ktéry mozna wykorzysta¢ jako zrodlo
profilu genetycznego osoby moze by¢ krew, slina, sperma, wlosy, zeby,
kosci, tkanki migkkie oraz wszystkie inne wydzieliny, wydaliny ludzkie
1 materiaty [12].

Istnieja prawne uregulowania dotyczace pobierania materialu do
badan od podejrzanych, oskarzonych oraz oséb, co do ktérych zachodzi
podejrzenie popetnienia przestgpstwa. Zgodnie z art. 74 Kodeksu
Postepowania Karnego, po nowelizacji z 2003r. oraz art. 15 Ustawy
0 Policji, po zmianach z 2004r. dopuszczone jest pobranie wlosow, krwi,
wymazow ze $luzowki policzkéw lub innych wydzielin od kazdego, bez
wzgledu na wyrazenie zgody ,w celu ograniczenia kregu o0sob
podejrzanych lub ustalenia warto$ci dowodowej ujawnionych sladow™ [21,
22,23, 24].

Teoretycznie wszystkie komorki tworzace jeden organizm, powstate
w wyniku podziatow jednej zygoty, posiadaja identyczny profil DNA.
Dlatego tez mozna porownywacé profil ujawniony w plamie krwi czy
wlosie, zabezpieczonych na miejscu przestepstwa z profilem oznaczonym

w materiale poroOwnawczym stanowigcym np. wymaz Z jamy ustnej.
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Tym niemniej, w wyjatkowych sytuacjach, gdy badana osoba poddana
zostata przeszczepowi szpiku, profil DNA oznaczony w krwi bedzie roznit
si¢ od profilu oznaczonego w innych tkankach tej osoby [7, 10]. Biorac
powyzsze pod uwage wymaz komoérek nablonka z jamy ustnej wydaje si¢
najbardziej bezpiecznym zroédtem DNA. Ponadto stanowi on
w chwili obecnej najszybsza 1 najmniej inwazyjng procedur¢ pobrania
materiatu do badan genetycznych.

Prawidlowe zabezpieczenie $ladow biologicznych na miejscu
przestepstwa eliminuje mozliwos¢ popelnienia zbrodni doskonatej. Nawet
material pozostawiony w S$ladowej ilosci przez sprawce, jak np. Slad
kontaktowy zawierajacy kilka komorek, czgsto wystarcza do okreslenia
osobniczo niepowtarzalnego profilu DNA. Wprowadzony do policyjnej
bazy danych jest nast¢pnie poréwnany z istniejagcymi w niej profilami.

Podczas podstawowych czynnosci takich jak: oddychanie, méwienie,
jedzenie, picie, skladniki $liny przenosza si¢ na powierzchni¢ réznych
przedmiotéw stanowigc idealne zrddto profilu genetycznego osoby, ktora je
pozostawita. Zaliczamy do nich np. $lad sliny na szklance, butelce, ustniku
papierosa czy tez w miejscu zaklejenia koperty.

Wilosy oraz paznokcie sg wytworami naskdrka i cechujg si¢ wysoka
zdolnoscig regeneracyjng. To wazne zrodlo DNA w genetyce sadowe;.
Podobnie jak wymaz badz wyskrobina spod paznokci, wlosy
sg czesto wykorzystywane w celach identyfikacji osobniczej, gdyz moga
by¢ pomocne w ustaleniu profilu DNA przestepcy lub ofiary.

Slady pochodzace z miejsca, gdzie popetiono przestepstwo na tle
seksualnym, stanowig odrgbng grupe zabezpieczanego materiatu. Pomocne
jest tu uzycie lamp UV oraz systemu ALS Bluemaxx, gdzie wykorzystuje
si¢ wzbudzenie §wiecenia biatek wchodzacych w sktad nasienia.

W kazdym przypadku podstawa analizy zabezpieczonego materiatu

jest wykorzystanie metody opartej na analizie DNA.
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2.2 Metody analizy DNA.

Wprowadzenie do badan sagdowych metod analizy genetycznej
nastgpito dzieki odkryciu w 1985r. prof. A.J. Jeffreys’a, ktory wykazat, iz
mozliwe jest wykonanie identyfikacji osobniczej poprzez analize¢ wysoce
zmiennych regionéw minisatelitarnego DNA [18]. Opracowana przez niego
metoda analizy genetycznego odcisku palca, tzw. ,,DNA fingerprint”,
zostala niemal natychmiast wykorzystana w laboratoriach sadowych na
catym Swiecie.

Oznaczenie profilu DNA w aspekcie sgdowym po raz pierwszy
nastgpito w 1986r. przez policje brytyjska w sprawie o gwatt i zabojstwo
dwodch czternastoletnich dziewczynek. Zastosowanie nowej techniki
pozwolilo na identyfikacje sprawcy - Colina Pitchforka, ktory przeszedt do
historii kryminalistyki jako pierwszy przestepca skazany na podstawie
analizy DNA [3].

W 1989r. badanie genetyczne  doprowadzito do pierwszego
uniewinnienia. Skazany na podstawie relacji $wiadkow za gwalt
I porwanie Amerykanin Gary Dotson zostal oczyszczony z zarzutow. Stato
si¢ to mozliwe po przeprowadzeniu dowodu z badan DNA w kilka lat po
rozpoczeciu odbywania przez niego wyroku.

Wspodlczesna identyfikacja osobnicza nie konczy sie jedynie na
rozpoznaniu ofiar przestepstw kryminalnych. Jest rowniez wykorzystywana
do 1identyfikacji szczatkdw z anonimowych grobow, ofiar zamachow czy

tez wszelkiego rodzaju katastrof.

2.2.1 Metoda RFLP.

Pierwsza technikg analizy DNA stosowang w identyfikacji
osobniczej byta metoda RFLP (ang. restriction fragment length

polymorphism)  oznaczajagca  polimorfizm  dlugosci  fragmentow
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restrykcyjnych. Przeprowadzenie badan technika RFLP wigzalo sig
z potrzebg analizy znacznych ilo$ci niezdegradowanego DNA, co bylo
trudnym do spelnienia warunkiem jezeli chodzi o analize S$ladow
biologicznych zabezpieczonych z miejsca przestepstwa. Pojawiaty si¢
roOwniez problemy z detekcja niespecyficznych fragmentdw restrykcyjnych.
Wykorzystanie analizy RFLP ograniczalo tez zastosowanie analizy
statystycznej w ocenie wartosci dowodowej ekspertyzy. Nie pozwolito na
standaryzacje¢ badan, ktora umozliwiataby porownywanie wynikow migdzy
r6znymi laboratoriami [3,18].

Wraz z rozwojem nauki rewolucyjnemu postgpowi ulegly techniki
analizy DNA. Skrocit si¢ czas oczekiwania na wynik analizy
z kilku tygodni do paru godzin, gdyz jest ona obecnie wykonywana przez
wysoko wyspecjalizowang aparatur¢. Nowoczesne metody staty si¢ nie
tylko mniej pracochionne, ale réwniez znacznie bardziej precyzyjne

I informatywne.

2.2.2 Metoda PCR.

Wspotczesna genetyka sadowa bazuje na reakcji tancuchowe;j
polimerazy, tzw. PCR (ang. polymerase chain reaction). Umozliwia ona
amplifikacje, czyli namnozenie wybranego fragmentu DNA. Zostala
opracowana w 1987r. przez amerykanskiego biochemika K. B. Mullisa,
ktory w 1993r. za to odkrycie zostat uhonorowany Nagroda Nobla. Reakcje
PCR tworzy wielokrotnie powtarzalny cykl trzech etapéw zachodzacych
w roznych temperaturach. Pierwszy etap, czyli denaturacja polega na
zerwaniu wigzan wodorowych i rozdzieleniu na dwie pojedyncze nici DNA
i zachodzi pod wptywem temperatury bliskiej 100°C. Drugi etap to, tzw.
annealing, czyli przylaczanie do nici DNA  syntetycznych
oligonukleotydow, tzw. starterow, ktore sg komplementarne do poczatku

1 konca amplifikowanej sekwencji DNA. Faza ta zachodzi w najnizszej
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temperaturze. Wydtuzanie, czyli wlasciwa synteza DNA to ostatni etap
reakcji PCR. Podwyzszenie temperatury do 72° stwarza optymalne warunki
do przylaczenia si¢ termostabilnego enzymu, polimerazy katalizujacej
synteze¢ nici komplementarnej do matrycowej. Trzy etapy reakcji PCR
powtarzajg si¢ cyklicznie, a jako matryca s3 wykorzystywane wszystkie
zsyntetyzowane dotychczas czasteczki [17]. Schemat reakcji PCR
przedstawiono na rycinie 2.

Przyrost  produktow  amplifikacji  nastepuje w  postepie
geometrycznym, tzn.: 1 > 2 > 4 - 8 =2 16 - 256, itd. Dlatego tez po 32
cyklach reakcji PCR zachodzacej ze 100% wydajnoscig uzyskujemy 1,07

miliarda kopii badanego regionu DNA.

matryca ONA g g
ol o +530
stantery o
/\ / poimermDNA.
Y
denaturacia S ~ -
94°C " s
\*'@
5 pA 3
26-45x| annealng ¢ s "=..=5'
45-65°C 3‘—..-’ 5
St 3
wydiuzanie ‘—J.. 3 5
e § :.._;z_s,

Ryc. 2. Schemat reakcji PCR (ang. polymerase chain reaction).
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Nawet §ladowe ilosci materiatu poddane namnozeniu mogg by¢
zroédlem niepowtarzalnego osobniczo profilu DNA. Ma to szczeg6lne
znaczenie w badaniach identyfikacyjnych, podczas ktérych dysponujemy
minimalng iloS§cia DNA. Niesterylne warunki zabezpieczania i badania
materialu moga spowodowaé kontaminacje obcym DNA, a w efekcie
koncowym btedy w opiniowaniu. Tym niemniej zachowanie standardow
badawczych 1 jalowych  warunkéw  analizy  przeprowadzanej
w atestowanym laboratorium przez wykwalifikowang kadre badawcza
pozwala na unikni¢cie tego typu niebezpieczenstw i czyni metode PCR

niezastgpiong w aspekcie analiz genetyczno — sagdowych.

2.2.3 PCR typu multipleks, czyli PCR kompleksowa.

PCR typu multipleks to odmiana reakcji PCR, w ktorej mozliwe jest
zamplifikowanie kilkunastu polimorficznych markerow w  jednej
mieszaninie reakcyjnej. Obniza to do minimum ilo§¢ matrycy potrzebnej
do badan oraz skraca czas analizy do kilku godzin. Znaczace obnizenie
kosztow przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej wartosci dowodowe]
ekspertyzy to wazne czynniki przemawiajace za stosowaniem tego typu
reakcji. W pojedynczej reakcji multipleks PCR powicla si¢ nawet
kilkanascie loci mikrosatelitarnego DNA, tzw. STR, czyli regionow
krotkich tandemowych powtorzen (ang. short tandem repeat).
W przypadku silnej degradacji proby namnaza si¢ regiony miniSTR
o skroconych sekwencjach starterow. Metoda multipleks PCR bada si¢
markery polozone zaré6wno na chromosomach autosomalnych jak i1 na
chromosomach pici X 1 Y. Przyktadowy wynik badania loci autosomalnych
STR oraz locus amelogeniny znakowanych zielonym barwnikiem
fluorescencyjnym przedstawiono na rycinie 3.

W sytuacji kiedy $lad jest mieszaning materiatu pochodzacego od

kobiety 1 mezczyzny wykorzystuje si¢ specyficzng amplifikacje markerow
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umiejscowionych na chromosomie Y. Markery te przekazywane sg

w formie pojedynczego zestawu cech — haplotypu Y, dlatego tez daja

identyczny profil u me¢zczyzn wywodzacych si¢ z tej samej linii, np. u ojca

i syna czy tez u braci. Specyficzna amplifikacja tych markeréw zachodzaca

wytacznie w obecnosci meskiego DNA czyni je niezwykle waznym

w analizie materiatbw pochodzacych z przestepstw na tle seksualnym.

Przyktadowy wynik analizy w oparciu o markery Y-STR przedstawiono na

rycinie 4.
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Ryc. 4. Przyktadowy wynik badania loci Y-STR z wykorzystaniem
znakowania czterema barwnikami fluorescencyjnymi.

2.2.4 Real —time PCR.

Real-time PCR, czyli reakcja tancuchowa polimerazy w czasie
rzeczywistym, pozwala na monitorowanie przyrostu liczby kopii
analizowanej sekwencji w trakcie trwania reakcji. Wykorzystuje si¢ tutaj
znakowanie starteréw, a w efekcie koncowym produktéw PCR barwnikami
fluorescencyjnymi, tzw. fluorochromami. Fluorochromy sa wzbudzane
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swiatlem o okreslonej dlugos$ci fali, a wyemitowana przez nie energia jest
wykrywana 1 mierzona w amplifikatorze wyposazonym w system
optycznej detekcji. Do aktywowania fluorochromow uzywa si¢ diody
elektroluminescencyjnej, lasera lub lampy. Detektory posiadajg filtry,
w obrebie ktorych nast¢gpuje rozdzielenie rdéznych dhugosci fali
poszczegolnych barwnikéw. Produkty reakcji real — time PCR wykazuja
rézny poziom fluorescencji w zaleznosci od stezenia wyjSciowego DNA.
Im wyzsze jest stezenie 1 im wigce] powstaje okreslonej sekwencji DNA,
tym silniejsza jest fluorescencja [3].

W reakcji real-time PCR mozna stosowac¢ barwniki inkorporujace
niespecyficznie podwojng ni¢  DNA, jak np. Sybir green.
Obecnie w najczulszym wariancie tej reakcji wykorzystuje si¢ detekcje
sonda TagMan specyficzng dla okreslonej sekwencji. Jest tu wykorzystany
rezonansowy transfer energii fluorescencji przebiegajacy pomigdzy
fluorescencyjnie  wyznakowang czastkg reporterowa sondy oraz
nieznakowang czastka wygaszacza. Emitowana przez reporter w stanie
spoczynku fluorescencja jest wychwytywana przez wygaszasz, ktory
znajduje si¢ w jej bliskim potozeniu i zamieniana w energi¢ cieplna.
Obecno$¢ badanej sekwencji DNA skutkuje przylaczeniem sondy,
co z kolei prowadzi do zajscia replikacji badanej sekwencji DNA.
Polimeraza w czasie reakcji PCR pelni jednoczes$nie funkcje
5’endonukleazy. Powoduje ona hydrolize sondy, co skutkuje oddaleniem
reportera od wygaszacza i w efekcie koncowym swobodng emisja sygnatu
fluorescencyjnego. Wielkos$¢ sygnatu jest wprost proporcjonalna do ilosci
zhydrolizowanej sondy, a tym samym do ilosci powstatego produktu PCR.
W fazie logarytmicznego wzrostu amplifikacja DNA zachodzi z wysoka
i stalg wydajnos$cig siegajaca 100%, co oznacza, ze przy kazdym kolejnym
cyklu nastepuje podwojenie produktu amplifikacji [18].

Sondy TagMan sg wykorzystywane do detekcji polimorfizmu

w obrebie markerow SNP (ang. single nucleotide polimorphism), tzw.
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polimorfizméw pojedynczych nukleotydow, ktére stanowia mutacje
punktowe wystepujace w populacji z cze¢stoscig minimum 1%. Przy uzyciu
znakowanych r6znymi barwnikami sond TagMan w jednej reakcji PCR
wykrywa si¢ sekwencje¢ SRY (ang. sex determining region Y), ktéra
determinuje pte¢ meska, sekwencje w obrebie autosomalnego DNA oraz
inhibitory reakcji PCR. Pozwala to na przeprowadzenie analizy
jakosciowej 1 ilosciowej genomowego DNA pochodzacego od cztowieka
oraz ujawnienie i okreslenie stezenia meskiego DNA. Reakcja real-time
PCR jest na tyle czula 1 precyzyjna, iz pozwala na wykrycie pojedynczych
meskich komoérek wystepujacych nawet wsrod 1 000 000 zenskich [17].
Ryciny 5, 6, 7, 8 1 9 przedstawiaja przyktadowe wykresy reakcji real-time
PCR przeprowadzonej w oparciu o System 7500 i oprogramowanie SDS
HID v. 1.1. dedykowane do analizy DNA w aspekcie identyfikacji
osobniczej, znajdujace si¢ w Pracowni Genetyki Sadowej w Zaktadzie

Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (rycina 10).
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Ryc. 5. Wykres reakcji real — time PCR dla kontroli ujemnej, w ktorej nie
ujawniono DNA. Kolor fioletowy — kontrola reakcji PCR, kolor niebieski —
meski materiat  genetyczny, kolor czerwony — material genetyczny
pochodzacy od cztowieka. (7500 Real - Time PCR System,
oprogramowanie SDS HID v 1.1).
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Ryc. 6. Wykres reakcji real — time PCR uzyskany w oparciu o analize
proby zawierajacej meski materiat genetyczny. Kolor fioletowy — kontrola
reakcji PCR, kolor niebieski — meski materiat genetyczny, kolor czerwony
— material genetyczny pochodzacy od cztowieka (7500 Real — Time PCR
System, oprogramowanie SDS HID v 1.1).
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Ryc. 7. Wykres reakcji real — time PCR uzyskany w oparciu o analize¢
proby zawierajacej wytacznie zenski materiat genetyczny. Kolor fioletowy
— kontrola reakcji PCR, kolor niebieski — meski materiat genetyczny, kolor
czerwony — materiat genetyczny pochodzacy od cztowieka. (7500 Real —
Time PCR System, oprogramowanie SDS HID v 1.1).
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pochodzace z badanych materiatow.
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Ryc. 10. 7500 Real — Time PCR System, dedykowany do analizy DNA
w aspekcie identyfikacji osobniczej, znajdujacy si¢ w Pracowni Genetyki
Sadowej w Zaktadzie Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi.

2.2.5 Sekwencjonowanie DNA.

W przypadku braku mozliwo$ci wyizolowania genomowego DNA
stosuje si¢ analiz¢ mitochondrialnego DNA (mtDNA) z wykorzystaniem
reakcji sekwencjonowania, czyli okreslania kolejnosci ulozenia zasad
w nici DNA. Wyizolowany mtDNA amplifikuje si¢ z uzyciem starterow
specyficznych dla regionow HV1, HV2, rzadko HV3, rozmieszczonych
wewnatrz petli D, tzw. regionu kontrolnego. Produkty amplifikacji poddaje
si¢ sekwencjonowaniu, a nastepnie rozdziatlowi -elektroforetycznemu,
w wyniku czego otrzymujemy elektroforegram, na bazie ktérego program
komputerowy oznacza ulozenie kolejnych nukleotydow w badanym
fragmencie  nici  DNA,  znakowanych  réznymi  barwnikami

fluorescencyjnymi. Z punktu widzenia badan identyfikacyjnych zalety
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analizy mtDNA zwiazane S3 z duza liczba kopii w komorce, wyzsza
odpornoscia na degradacje w poréownaniu z jadrowym DNA oraz
obecnos$cig w trzonie wtosa, gdzie nie wystepuje jadrowe DNA.

Dziedziczenie w obrgbie mitochondrialnego DNA r6zni si¢ od
dziedziczenia w obrgbie genomowego DNA, w ktorym poza markerami
chromosomu Y 1 X u plci meskiej ujawniamy genotypy zlozone
z dwoch cech — jednej pochodzacej od ojca 1 drugiej pochodzacej od matki.
W mitochondrialnym DNA ujawniamy haplotypy w obrebie badanej
sekwencji mtDNA pochodzace wylacznie od matki. Analiza mtDNA dla
potrzeb sagdowych opiera si¢ na porownaniu uzyskanego haplotypu $§ladu
z haplotypem okreslonej osoby i ustaleniu, czy osoba ta moze by¢ zrodiem
badanego $ladu, czy tez nalezy wykluczy¢ taka hipotezg. Kluczowym
etapem analizy jest odniesienie uzyskanej sekwencji do Sekwencji
Referencyjnej z Cambridge tzw. CRS (ang. Cambridge Reference
Sequence). Stanowi ona standard, z ktorym zestawiane sg wszystkie nowo
zsekwencjonowane haplotypy [6].

Technika analizy mtDNA okazata si¢ przydatna przy identyfikacji
materiatow pochodzacych ze starych szczatkéw czy odtamkéw kosci.
Pozwolita m. in. na stwierdzenie autentycznosci szczatkow Cara Mikotaja
Il ekshumowanych w 1998r. W oparciu o analize mtDNA przeprowadzono
rowniez identyfikacje szczatkéw gen. Wiadystawa Sikorskiego, ktory
zgingt w 1943r. w katastrofie lotniczej nad Gibraltarem. Z ekshumowanych
w 2008r. materiatow, tj. fragmentu kosci udowej oraz zeba
przeprowadzono analiz¢ sekwencji regiondow HV1 1 HV2 mtDNA, ktore
porownano 2z analogicznymi sekwencjami mtDNA Ewy Wojtasik,
biologicznej krewnej generata w linii matczynej [11].

Okreslenie przynalezno$ci gatunkowej jest mozliwe dzigki
konserwatywnej sekwencji nukleotydow genu kodujacego cytochrom B
w obrebie mtDNA. Para specyficznych gatunkowo starterow

komplementarnych do regionéw otaczajacych te sekwencje pozwala na
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przeprowadzenie specyficznej amplifikacji mtDNA w obrgbie réznych
gatunkow zwierzat. Metoda ta pozwala na wykazanie, czy np. uzywane
w chinskiej medycynie rogi nosorozca czy kosci tygrysa sg autentyczne.
W zakresie genetyki sagdowej pozwala przyktadowo na rozroznienie, czy
slad zabezpieczony na miejscu zdarzenia pochodzi od cztowieka czy tez od

zwierzecia.
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Rozdzial 3

Warto$¢ dowodowa analizy DNA w badaniach identyfikacyjnych.

3.1 Parametry przydatnos$ci do badan identyfikacyjnych.

Uzycie odpowiednio dobranego zestawu markerow daje mozliwos¢

rozroznienia Sladow biologicznych pochodzacych od rdéznych osob.

Przydatno$¢ markera badz ekspertyzy do analizy okresla sita dyskryminacji
— PD (ang. power of discrimination), inaczej zwana szansg zroznicowania
oséb. Jest to prawdopodobienstwo, iz dwie losowo wybrane osoby
Z populacji bedg posiadaty odmienny zestaw cech. Sita dyskryminacji jest
tym wyzsza, im bardziej polimorficzne s3 uklady. Na rycinie 11

przedstawiono sit¢ dyskryminacji dla poszczegdlnych markerow DNA typu
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3.2 Zasada opiniowania badan z zakresu identyfikacji

osobnicze;j.

Aby ustali¢ czy przykladowo plama krwi ujawniona na miejscu
przestepstwa pochodzi od konkretnego podejrzanego, nalezy poréwnac
jego profil z profilem DNA tej plamy. Jezeli profile s3 odmienne w tresci
opinii podajemy, iz nalezy wykluczy¢ pochodzenie badanego $ladu od tego
podejrzanego. Jezeli profile sg jednakowe, tzn. posiadajg identyczne allele
we wszystkich badanych loci, wowczas mozna przypuszczac, ze pochodza
one od jednej, konkretnej osoby. Mozliwe jest jednak, iz dwie lub wigcej
niespokrewnionych ze sobg oséb w populacji posiada identyczny profil
genetyczny zupetnie przypadkowo. Prawdopodobienstwo takiego zdarzenia
okreslane jest jako prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci
(ang. random match probability). Jest ono szacowane kazdorazowo dla
danego profilu genetycznego na podstawie czestosci populacyjnych alleli
w konkretnym regionie. Przyktadowo dla multipleksu ztozonego z 15 loci
prawdopodobienstwo przypadkowego wystgpienia jednakowego profilu
u dwoch niespokrewnionych 0séb w populacji ma warto$é rzedu 1 x 107,
Oznacza to, iz konkretny profil genetyczny pojawi si¢ Srednio raz na
1 000 000 000 000 000 000 000 o0so6b, czyli przekroczy to kilkanascie razy
rzad wielko$ci charakteryzujacy liczbe ludzi zyjacych na Ziemi. Dlatego
tez zgodnos¢ profili w odpowiednio szerokim zakresie markerow DNA
w praktyce oznacza, ze pochodza one od jednej konkretnej osoby, pod
warunkiem, ze nie ma ona rodzenstwa monozygotycznego. Schemat

opiniowania w badaniach identyfikacyjnych przedstawiono na rycinie 12.
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Ryc. 12. Schemat opiniowania w badaniach identyfikacyjnych.

Do oceny czgstosci wystgpowania genotypow 1 profili DNA
w populacji wykorzystuje si¢ prawo rownowagi Hardy’ego 1 Weinberga -
HWE (ang. Hardy-Weinberg Equilibrium). Prawo to opisuje stan
dynamicznej rownowagi. MOwi ono, ze czestos¢ wystepowania alleli
w populacji jest stala i nie zmienia si¢ z pokolenia na pokolenie. Taka
sytuacja ma miejsce wtedy, kiedy nie wystepuja mutacje, nie dziata dobor
naturalny ani dryf genetyczny, nie zachodzi migracja, a populacja jest
dostatecznie duza [5].

Ryciny 13, 14 i 15 przedstawiajg sposob przeprowadzenia oceny
warto$ci dowodowej badania identyfikacyjnego. Na rycinie 13 zestawiono
wzory na obliczenie czgstosci wystegpowania okreslonego genotypu
w populacji, co ma miejsce w pierwszym etapie analizy statystycznej.
W nastepnym etapie mnozymy przez siebie czgstosci genotypowe uzyskane
dla poszczegélnych niesprzezonych ze sobg markeréow, co w efekcie

32



koncowym daje czesto§¢ populacyjng profilu  DNA (rycina 14).
Ostatnim etapem analizy statystycznej jest obliczenie prawdopodobienstwa
przypadkowej zgodnosci profili DNA z wykorzystaniem wzoru na

odwrotnos$¢ czestosci, ktory przedstawia rycina 15.

AA = f (a)°
Populacja > HWE = BB =f (b)*
AB =2 f(a) x f (b)

Ryc. 13.  Wzory na obliczenie czgstosci genotypowej homozygot (AA,
BB) oraz heterozygoty (AB) na podstawie czestoSci wystepowania
poszczegolnych alleli w populacji, gdzie f (a) — czegstos¢ wystepowania
allela A, f(b) — czgstos¢ wystepowania allela B.

f(profilu)= f(marker,) x f(marker,) x f(marker;) x f(marker,)

Ryc. 14. Wzér na obliczenie czestosci (f) profilu wielolokusowego
bedacego iloczynem czestosci genotypowej poszczegolnych markerow
DNA, gdzie n oznacza kolejny marker.

1/f(profilu) = prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci

Ryc. 15. Wzér na obliczenie prawdopodobienstwa przypadkowej
zgodnosci bedacy odwrotno$cig czestosci populacyjnej profilu (f).

W ten oto sposdb wnioskujemy, ze analizowany genotyp pojawi si¢
statystycznie Srednio raz na okreslong liczbe oséb (N) co oznacza, iZ mozna
oczekiwaé, ze powtdrzy si¢ on w grupie stanowigcej dwukrotnos¢ tej liczby

oséb (2n) w populaciji.
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Rozdzial 4

Bazy danych DNA oraz nowoczesne programy do ich obstugi.

4.1 Bazy danych oraz ich standaryzacja.

Obecne badania identyfikacyjne przeprowadzane s3a glownie
z wykorzystaniem markerow typu STR, czyli krotkich sekwencji
tandemowych powtorzen. Wielkos¢ czasteczki oscyluje tu w przedziale 100
do 450 par zasad, natomiast motyw repetytywny, posiadajacy od 2 do 6
nukleotydow, powtarza si¢ w wyznaczonym miejscu genomu, tzw. locus
zmienng ilo$¢ razy dajac od kilku do kilkudziesieciu wariantow — alleli [3].
Na potrzeby organow $cigania i wymiaru sprawiedliwo$ci na catym
Swiecie stworzone zostaly jednolite standardy analizy markerow STR oraz
komputerowe bazy danych. Bazy profili DNA w znacznym stopniu
utatwiajg identyfikacje przestepcow oraz nieznanych zwtok ludzkich.
Bardzo istotng kwestig jest unifikacja standardéw badawczych tak,
aby mozliwa byla wymiana informacji miedzy roznymi o$rodkami
badawczymi. Po raz pierwszy registrature profili DNA o zasiegu
ogblnokrajowym stworzono w 1995 r. w Wielkiej Brytanii. Jest to tzw.
baza NDNAD (ang. The UK National Criminal Intelligence DNA
Database). W Stanach Zjednoczonych narodowy rejestr powstat trzy lata
p6zniej. Natomiast w 1997 r. Rada Unii Europejskiej zaprosita panstwa
cztonkowskie do utworzenia krajowych baz profili genetycznych.
Podstawg baz danych jest 7 loci STR, tzw. loci ENFSI: D3S1358,
VWA, D8S1179, D21S11, D18S51, THO1, FGA. ENFSI (ang. European
Network of Forensic Science Institutes) oznacza Europejska Siec¢
Laboratoriow Nauk Sadowych, ktorej celem jest opracowywanie

standardéw badan genetycznych oraz zapewnienie optymalnych warunkow
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ich rozwoju, jak rowniez efektywne popularyzowanie nauk sadowych
w catej Europie [13].

Na terenie Stanow Zjednoczonych bazy danych DNA funkcjonujg
w oparciu 0 utworzony w 1993 r. system CODIS (Combined DNA Index
System), czyli 7 loci STR z zakresu ENFSI, 6 loci dodatkowych oraz locus
genu amelogeniny pozwalajacy na okreslenie pici. CODIS jest standardem
opracowanym przez FBI, stuzacym przede wszystkim do gromadzenia
I komputerowego porownywania profili DNA. Jest strukturg elastyczna,
umozliwiajgca tworzenie Sieci internacjonalnej, a tym samym spehniajaca
wymagania wymiany danych DNA w ramach  wspotpracy
mi¢dzynarodowej. Narodowe bazy danych skonstruowane w oparciu
o zakresy ENFSI lub CODIS ulegaja czgsto poszerzeniu
0 dodatkowe markery. Centralne Laboratorium Kryminalistyczne Komendy
Gtownej Policji wybrato przyktadowo jako podstawe powstajacej
w naszym kraju bazy danych DNA zestaw SGM Plus obejmujacy 7 loci
ENFSI oraz dodatkowo 4 inne loci, w tym locus amelogeniny [12].
W polskiej bazie danych DNA gromadzi si¢ 1 przetwarza profile:

e 0s0b wymienionych w art. 74 1 192a Kodeksie postepowania
karnego, tj. oskarzonych, podejrzanych, osoéb podejrzanych oraz
innych osob, co do ktorych brak bylo przestanek do usuniecia z akt
sprawy 1 zniszczenia pobranego od nich lub utrwalonego materiatu
dowodowego,

e 0s0b o nieustalonej tozsamos$ci oraz 0osob usitujacych ukry¢ swoja
tozsamos¢,

o zwlok ludzkich o nieustalonej tozsamosci,

e §ladow nieznanych sprawcow przestgpstw, na przyklad $Sladow
znalezionych na miejscu przestepstwa, gdy ich pochodzenia nie
mozna przypisa¢ do konkretnej osoby [22].

Wraz z wprowadzeniem nowych multipleksowych zestawow

w zakresie markerow STR ulegaja poszerzeniu zakresy oznaczen
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wprowadzanych do baz danych, co skutkuje zwigkszeniem sity dowodowe;j
analizy z zakresu identyfikacji osobniczej.
Rycina 16 przedstawia =zestawy multipleksowych markerow

aktualnie badanych w analizach z zakresu genetyki sagdowe;.

Zestaw
multipleks
PCR
Identifiler
Humantype
Chimera

Sinofiler
NGM SElect

SGM Plus
SEfiler Plus

Marker DNA

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

SE33
Penta E
Penta D +
D10S2325 +
D2251045
D2S441
D1S1656
D12S391
D10S1248
D4S2366
D6S474
D8S1132
D12S391 +
D2S1360
D3S1744
D5S2500
D7S1517
D21S2055
D6S1043 +

+ o+ 4+ + 4+
+ + + + + + + PowerPlex ES

+ + + + + + +
+ + + 4+ + + +

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

+
+ + + + ++ A+ ++

+ + + + +
+ +

+ + + +

+

+ + + + +

+ + + + + + + + + +

Rye. 16, 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 i jednego trojnukleotydowego D22S1045 [7].
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Oprécz  unifikacji  zakresow  badawczych  istotng  kwestig
jest prawidlowo$¢ oznaczen, ktora jest weryfikowana w ramach
programéw atestacyjnych. W Polsce standardy badan w zakresie genetyki
sadowej definiuje Komisja Genetyki Sadowej Polskiego Towarzystwa
Medycyny Sadowej 1 Kryminologii, ktéra przeprowadza atestacje co 2 lata.
Aktualna lista placowek, ktore speilniajg wymagane standardy widnieje na
oficjalnej  stronie internetowej Komisji  [15]. Miedzynarodowa
standaryzacje¢ jakosci badan zapewnia m. in. atest GEDNAP (ang. German
DNA Profiling Group), tj. atest w zakresie $ladow Dbiologicznych
Niemieckiej Grupy do Spraw Profilowania [14].

4.2 Nowoczesne  oprogramowania jako  narze¢dzie

w analizach identyfikacyjnych.

Postep w zakresie badan DNA przyczynit si¢ do stworzenia
programOw komputerowych, ktore znacznie utatwily prace biegltego
genetyka. Obecnie najczegsciej wykorzystywanym w zakresie genetyki
sagdowej W Polsce jest program DNAStat, ktorego pierwsza wersja powstata
w 2005r. Jest on niemal corocznie unowoczesniany, a ostatnia jego wersja
z 2010r. zawiera szerokie spektrum narz¢dzi obliczeniowych [1].
Oprogramowanie DNAStat ma zastosowanie do szerko pojetej obstugi
bazy danych i ich archiwizacji oraz w obliczeniach biostatystycznych.
Wszystkie sktadowe bazy moga by¢ dowolnie modyfikowane lub usuwane.
Cala bazg mozna przeszukiwaé wedtug oznaczonych p6l zawierajacych np.
imi¢, nazwisko, numer sprawy, itp.

Po wprowadzeniu profilu DNA oznaczonego u konkretnej osoby lub
w badanym §ladzie biologicznym, w oparciu o oprogramowanie DNAStat
obliczamy jego czgsto$¢ populacyjng, a nastepnie prawdopodobienstwo
przypadkowej zgodnosci. Otrzymany wynik zobrazowany na rycinie 17
$wiadczy, iz dany profil pojawi sie w populacji z czestoscia 4,56 x 10°%°.
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Prawdopodobienstwo jego przypadkowej zgodnosci wynosi 1 na 2,19x10"
0s0b, tzn., ze powtorzy sie w populacji ok. 4,38 x 10™ o0sob. Wartos¢ ta
przekracza liczbe ludzi zyjacych na Ziemi (6,8 x 10°) ok. 10 000 000 000
razy. Oprogramowanie DNAStat jest rowniez pomocne w identyfikacji
ofiar katastrof masowych czy zamachow terrorystycznych. Umozliwia

przeszukiwanie baz danych profii DNA os6b pod katem ich

pokrewienstwa, CO obrazuje rycina 18.

‘Wbierz probke Fsr oooood, CP 0,00000
Mumer: 1 Mazwizko: PODEJRZANY Imig:; Sygnatura;
Uktad Allel 1 plallel 1] Allel 2 plallel 2] f PRI
0851179 13 0304 15 0,103 0052524 0062624
D2151 28 018328 0,183 0033489 0033489
075820 10 0273 m 0,205 011725 0111728
C5FIPD 10 029112 0,313 0182479 0,182479
[351358 15 02318 0182 0071835 0.071396
THO a8 0104193 0,305 (.063440 0.063440
0135317 11 0378013 0,090 0067410 0087410
D165539 10 0048 12 0,332 0030830 0,030330
D251338 23 0104 24 0114 0023825 0023326
D195433 13 021615 0,197 0,085085 0,085085
Wi 18 01e1 20 0,015 0.005430 0,005430
TROX g 0569 10 0,057 0.064809 0,064809
D855 17 014417 0,144 0.020880 0,020880
DRSE13 11 032812 0,354 0235473 0.235473
FlGs 23 012124 0132 0.032076 0.032078
froral < 0.000000000000000001 = 1/ 2193018 = 456E-020
p()(p() ToTaL < 0.000000000000000001 = 1/ 2193E019 = 4.58E-020
Oblicz || Zapiszco LS | Duksi || zamki |

Ryc. 17. Przyktad obliczen wykonanych w programie DNA Stat v. 2.1
z wykorzystaniem  funkcji  obliczen  czestosci  profilu  DNA
i prawdopodobienstwa jego przypadkowej zgodnosci w populacji.
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- DNAStat 2.1

- Dane populacyine Baza genotypdw  Cbliczenia  Obliczenia grupowe  Zleceniodawcy  Ustawienia Info  Zakorcz

 Rodzic - dziecko

‘wybierz rodzica/dziecko Papriori 050000 null | 0.00000]
Rodzic Mumer: 11 Mazwisko: DZIECKD | Imig: Sygnatura:

Murner Mazwisko Irnig: Sygnatura Pl W s

p12 M EZCTVIRA | 92 324,126406133247700000 0,993989168712365428 ;

155 0,00004517 3405695657 0,000045171365151253
193 0,00000602951 0227570 0,00000602947387 2796
90 0,000005006368609163 0,00000500634.3545562
102 0,000000562560890893 0,00000056 2560574419
92 0,000000113234548301 0,0000007198345344268
55 0,000000063123128120 0,0000000631 23124135
165 0,000000021021345769 0,000000027021343327
71 0,000000004538781502 0,000000004535781481
E7 0,000000001 2867 34508 0,000000001 2867 34507
48 0,000000000875288391 0,000000000875288330
24 0,000000000305233796 0,000000000305233796
79 0,000000000261 784877 0,000000000261 784877
18 0,0000000001 85347497 0,0000000001 85347497
136 0,000000000057 300705 0,000000000057 300705
184 0,000000000037953711 0,000000000037953711

53 0,000000000020334358 0,000000000020394388 | v
| Obice || ZapiszdoiLS || Zamkni

Ryc. 18. Przyktad obliczen wykonanych w programie DNA Stat v. 2.1
z wykorzystaniem funkcji przeszukiwania bazy danych profili DNA.
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Podsumowanie

Przed erg nadan DNA identyfikacj¢ osobnicza przeprowadzano
z zastosowaniem analizy w obrebie uktadow grupowych erytrocytow,
enzymoéw krwi oraz biatek surowicy. Wyniki tych badan nie pozwalaty na
jednoznaczng identyfikacj¢ osoby, gdyz opieraty si¢ na detekcji fenotypu
1 posiadaty niskg sit¢ dyskryminacji. O ich niskiej przydatnosci decydowata
rowniez szybka degradacja pod wplywem niekorzystnych warunkow
srodowiska.

Woprowadzenie analizy DNA do nauk medyczno — sadowych
w polowie lat osiemdziesigtych zadecydowalo o jako$ciowym przetomie.
Odtad nastgpil szybki postep w zakresie technik 1 metod badawczych.
Aktualna analiza z zakresu genetyki sadowej stanowi jedno
z podstawowych narzedzi w egzekwowaniu prawa. Ekstremalnie wysoki
polimorfizm pozwala na jednoznaczng identyfikacje osoby na podstawie
pozostawionego przez nig sladu biologicznego.

Bardzo waznym aspektem badan DNA jest ich standaryzacja,
wykorzystanie nowoczesnych  narzgdzi obliczeniowych  oraz
przeprowadzanie ich w atestowanych laboratoriach przez wykwalifikowana

kadre specjalistow z zakresu genetyki sagdowe;.
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