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Od czasow Karla Landstainera i odkrycia
polimorfizmu ukfadu grupowego krwi ABO, uptyneto ponad
100 lat. W tym czasie postep wiedzy w obszarze biologii
molekularnej przyczynit sie do poszerzenia mozliwosci
genetycznej identyfikacji cztowieka. Obecnie eksperci
pracujacy w Laboratoriach Medycyny Sadowej postuguja sie
na co dzien metodami opartymi o najnowsze technologie,
umozliwiajace skuteczne zamykanie nierozwigzanych dotad
spraw kryminalistycznych z sprzed kilkudziesieciu lat. Nalezy
do nich miedzy innymi analiza mitochondrialnego DNA
(mtDNA), ktéra doskonale uzupetnia klasyczne juz badania
mniej trwatego, genomowego DNA (gDNA). Wiedza na temat
mozliwosci badarn z wykorzystaniem tego DNA ufatwia
podejmowanie  wifasciwych  decyzji  umozliwiajacych
przeprowadzenie skutecznej identyfikacji i skazania
rzeczywistych sprawcéw przestepstw, stad propozycja
niniejszego artykutu.

Czym jest mitochondrialny DNA?

Catos$¢ informacji o ludzkim organizmie kodowana
jest przez dwa rodzaje DNA, a) genomowe (gDNA),
przechowywane w formie chromosoméw w jadrze
komérkowym, dziedziczone w potowie od ojca i matki, jak
rowniez b) mitochondrialne, koliste DNA (mtDNA) o dtugosci
16569 par zasad, przechowywane w licznych mitochondriach
komérki i dziedziczone wytgcznie od matki. Sekwencja
mtDNA zawiera zaréwno informacje o 37 genach jak réwniez
rejony niekodujace, w tym wysoce zmienne sekwencje HVI i
HVII, wykorzystywane w identyfikacji genetycznej dla celéw
sadowych. Duza liczba czgsteczek mtDNA przypadajgcych na
pojedynczg komorke, ktére charakteryzuje znacznie wyzsza
wzgledem gDNA umozliwia przeprowadzenie
analizy poréwnawczej prébek nawet bardzo roztozonych

trwatosé

fragmentdéw zwiok, ustalenie pokrewieristwa w linii matka —
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Dynastia Romanowdw sprawowata wtadze
w carskiej Rosji przez ponad 300 lat. W roku 1917,
w trakcie rewolucji bolszewickiej car Mikofaj zostat
rozstrzelany, podobnie jak cztonkowie jego
najblizszej rodziny, na terenie Syberii. Przez kolejne
lata wtadze komunistyczne Rosji uniemozliwiaty
odnalezienie miejsca pochdwku rodziny carskie;.
Ponadto, utrzymywano, ze ciata wszystkich ofiar
egzekucji zostaty spalone. Uzyskanie nowych

/Ciekawostka: Czy jestes Romanowem?

@formacji stato sie mozliwe dopiero w 1991 roku, /

potomstwo jak réwniez okreslenie pokrewienstwa miedzy
rodzenstwem, dla ktérego ustalenie wspdlnej, niezyjacej
matki moze by¢ ocenione wylacznie metoda analizy
poréwnawczej mtDNA.

Mitochondria, zajmujg przestrzen cytoplazma-
tyczng wewnatrz komérki i petnig funkcje ,pieca”
dostarczajacego komdrce potrzebnej energii w postaci ATP.
W pojedynczej ludzkiej komdrce somatycznej (zawierajgcej
jedynie po dwie kopie chromosomdw, od matki i ojca)
znajduje sie od kilku do kilku tysiecy mitochondriéw (zwykle
ok. 1000), z ktérych kazdy zawiera od 4 do 10 kopii mtDNA,
co obrazuje ilosciowg przewage mitochondrialnego DNA nad
jego genomowym odpowiednikiem. Z technologicznego
punktu widzenia, dla prawidtowej amplifikacji PCR badanego
materiatu, istotna jest trwatos$¢ oraz integralnos¢ DNA. Sama
ilo$¢ wyjsciowych kopii mtDNA ma nie wiekszy wptyw na PCR
niz ilos¢ kopii gDNA w analizie uktadéw STR (reakcje PCR
majg okreslony zakres tolerancji ilosci DNA, niezaleznie od
jego rodzaju). Szansa jednak zachowania nienaruszonej kopii
mtDNA w zdegradowanym materiale jest wielokrotnie
wyzsza, co ttumaczy znaczenie przewagi ilosciowej mtDNA
nad gDNA. Ze wzgledu na powyisze cechy oraz wysoka
trwatos$¢, wynikajaca z zamknietego, kolistego charakteru
czasteczki, mitochondrialny DNA wykorzystywany jest w
identyfikacji genetycznej i analizie poréwnawczej, zwtaszcza
gdy badany materiat biologiczny jest mocno zdegradowany
lub jego ilo$¢ jest Sladowa. Technologie badan mtDNA
stosuje sie w analizie szczatkdw ludzkich (np. kosci),
mikrosladéw w postaci zachowanej odziezy, niedopatkdw
papieroséw i wielu innych $ladéw biologicznych, dla ktérych
przeprowadzenie klasycznej analizy genomowego DNA jest
niemozliwe. W takich przypadkach skutecznos¢ biegtego
medycyny sadowe] zalezy bezposrednio od zdolnosci
laboratorium do zastosowania metod alternatywnych
wzgledem klasycznej analizy STR czesto zdegradowanego
genomowego DNA.
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gdy wszczeto oficjalne dochodzenie. W trakcie sledztwa dokonano ekshumacji domniemanych szczgtkow rodziny\
carskiej. Ze 100 kostnych szczatkow zrekonstruowano dziewiec szkieletow (w tym pie¢ kobiecych i cztery meskie).
W celu ostatecznego rozstrzygniecia, czy odnalezione szczatki nalezg do cztonkdw rodu Romanowodw,
przeprowadzono testy genetyczne polegajgce na poréwnaniu haplotypu mtDNA. Fragmenty kostne domniemanej
carycy Aleksandry oraz nalezgce do jej trzech domniemanych cérek, posiadaty identyczny haplotyp mtDNA w
porownaniu z probka otrzymana od ksiecia Edynburga (Zyjacego wspodtczesnie krewnego w linii matczynej).
Tozsamos$¢ cara Mikotaja udato sie potwierdzi¢ po przeanalizowaniu mtDNA pochodzgcym od Xenii Sfiri oraz
ksieznej Fife (wspdtczesnie zyjgcej dalekie krewne w linii matczynej) oraz po ekshumac;ji i analizie kosci brata cara
Mikotaja, wielkiego ksiecia Georgija. Wyniki badan genetycznych stanowig wiarygodny dowdd nie tylko w
dochodzeniach prowadzonych przez prokuratury, ale réwniez w badaniach antropologicznych.

J

Woglad w przesztosé genetyczng naszych przodkéw.

Nowe metody badan DNA rozwijajacej sie
genealogii genetycznej dajg mozliwos¢ wgladu w przesztosé
genetyczng i ustalenia korzeni genealogicznych. Mozliwosci
jakie dajg wspodiczesne metody biologii molekularnej
umozliwiaja weryfikacje: wiezi rodzinnych, dziedziczonych
nazwisk, okreslenie pochodzenia grup przodkéw, gatezi
rodéw oraz szlakébw migracji na przestrzeni tysiecy lat
wstecz. Informacje te jako ostateczne i rozstrzygajace
doskonale uzupetnig wyniki badan klasycznej genealogii,
skracajg czas poszukiwan i wskazuja na nowe Zrddia
udokumentowanej informacji.

W genetycznych badaniach genealogicznych
wykorzystuje sie dwa typy DNA: genomowe DNA
(sDNA) chromosomu Y, dziedziczonego wytgcznie w linii
meskiej, umozliwiajgcego np. ustalenie korzeni nazwiska.
Wynikiem badania jest PROFIL GENETYCZNY CHROMOSOMU
Y, przedstawiony jakozestaw numerycznie oznaczonych
alleli uktadéw STR chromosomu Y, ktére jako liczbowy
zestaw  danych  wprowadzane s3 nastepnie do
bioinformatycznych baz danych zawierajacych tysigce profili
genetycznych chromosomu Y wczesniej przebadanych oséb.
Analiza ma na celu poréwnanie profilu badanej osoby z
profilami oséb w Polsce i na catym swiecie, a tym samym
okreslenie jej pochodzenia w linii meskie;.

Mitochondrialne DNA (mtDNA), dziedziczone jest

z pokolenia na pokolenie w linii zerskiej (syn dziedziczy
mtDNA matki ale nie przekazuje go dalej swoim potomkom).
Wynikiem badania staje sie PROFIL GENETYCZNY mtDNA,
przedstawiony jako zestaw numerycznie oznaczonych
alleli miejsc SNP mitochondrialnego DNA, ktére jako profil
wprowadzane sg nastepnie do baz zawierajacych profile
wczesniej  przebadanych  oséb.  Analiza ma na
celu poréwnanie profilu badanej osoby z profilami oséb w
Polsce i na catym S$wiecie, a tym samym okreslenie jej
pochodzenia w linii zerskiej.
Zaréwno chromosom Y jak i mtDNA na przestrzeni wiekéw
zmieniaty sie (mutowaly): a) wystarczajgco powoli by
zachowad cechy charakterystyczne dla poszczegdlnych grup
populacji odseparowanych od siebie przestrzennie przez
kontynenty jezyki i zwyczaje, ale jednoczesnie b)
wystarczajgco szybko by mdc ustalic pokrewienstwo
wspotczesne miedzy poszczegdlnymi osobami.

W badaniach wykorzystuje sie zatem sekwencje
konserwatywne ewolucyjnie (niezmienne na przestrzeni
setek pokolen) jak réwniez miejsca DNA, ktére moga ulec
zmianie nawet w ciggu jednego pokolenia, dzieki czemu
mozliwym  jest  stworzenie mapy  genealogicznej
pokrewienstwa zaréwno miedzy badanymi osobami jak
rowniez grupami etnicznymi i catymi populacjami, ustalajac
pochodzenie badanej osoby az od czaséw powstania
cztowieka we Wschodniej Afryce.

Ostateczny wynik badania prezentowany jest graficznie i
obejmuje miedzy innymi schemat - mapke pochodzenia.

mtDNA w badaniach kryminalistycznych.

Na famach czasopisma ,Problemy kryminalistyki”,
Wydawnictwa Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego
KGP w Warszawie przedstawiono ciekawy artykut
przegladowy na temat znaczenia mtDNA w Medycynie
Sadowej. W publikacji pt.: ,Zastosowanie analizy
mitochondrialnego DNA w badaniach kryminalistycznych —
perspektywy”, autorzy wskazuja na ogromny potencjat
mtDNA w  kontekscie przeprowadzanych proceséw
Sledczych. Analiza mitochondrialnego DNA znajduje
zastosowanie, zaréwno we wspdtczesnie ujawnionych
przestepstwach, jak réwniez sprawach z przed wielu lat
dotyczacych miedzy innymi identyfikacji zaginionych oséb. W
cytowanym artykule opisano zasady postepowania z
badanym materiatem, uzyteczne réwniez dla o0séb
zajmujgcych sie bezposrednim zabezpieczaniem $ladéw na
miejscu zdarzenia. Autorzy publikacji podsumowujg
podstawowe zasady pracy laboratoryjnej z materiatem
dowodowym i analizg sekwencyjng, tak by zapobiec
uzyskaniu wynikéw zaréwno fatszywie pozytywnych jak tez
fatszywie negatywnych i uzyska¢ wiarygodne, niepodwazalne
wyniki badan. Wiecej ciekawych
publikacji obejmujacych tematyke
badan mitochondrialnego DNA w
kontekscie badan kryminalistycznych
znajdg Panstwo miedzy innymi w

Forensic Science International
(www.fsijournal.org).
Zapraszamy réwniez do biblioteki

popularno-naukowej:
www.badanieojcostwa.pl/biblioteka.html

Forensic Science International
Supplement Series
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Nowe skuteczniejsze metody badarh mtDNA.

Rutynowa praca z mitochondrialnym DNA oraz wieloletnie
doswiadczenie Zespotu ds. Ekspertyz Kryminalistycznych
Pracownii Badan Ojcostwa, Pokrewienstwa oraz identyfikacji
genetycznej BioTe21, pozwolity na opracowanie nowego
skuteczniejszego testu, ktéry umozliwia niezwykle prostg
technicznie identyfikacje najbardziej rdznicujacych na
mtDNA miejsc SNP (ang.: Single Nucleotide Polymorphism) w
oparciu o znang w wiekszosci laboratoriéw metode rozdziatu
fluorescencyjnych fragmentéw DNA (modut: mtDNAtest-
SNP). Uzycie modutu SNP zestawu mtDNAtest pozwala na
uzyskanie wstepnych i wiarygodnych wynikéw z wielu préb
jednoczesnie. Takie wstepne wytypowanie istotnych z
punktu widzenia dowodowego i procesowego préb
ogranicza ich liczbe umozliwiajgc skupienie sie biegtych
wytacznie na prébach waznych, znacznie skraca czas badan i
obniza koszt bardziej zaawansowanych i wykonywanych w
dalszej kolejnosci analiz sekwencyjnych catego obszaru
wysoce-zmiennych rejonéw HVI i HVIl (modut: mtDNAtest-
SEK). Specjalnie dobrany zestaw analizowanych SNP
umozliwia badanie najbardziej réznicujacych miejsc hiper-
zmiennych sekwencji HVI i HVII, dzieki czemu znajduje
zastosowanie zwiaszcza w identyfikacji genetycznej oraz
poréwnaweczej analizie mtDNA prébek sladéw biologicznych.

| BIO0026345 Probka MEVOLINAS Frobla badans
e e e :1’:1':1”“ pordwnawcra AM fragment kodcl
WDNA [bp] mtDNA® Mitotyp H sazma Mitotyp Heteroplazn
dominujacy dominujacy Lo
...... uno
72 [ T72C
73 A73G AT3 bz
105 G1O5A b
HVII: 1-314 263 AZ6IG A263C
295 C295T L] 1
109.1 109.1C 109,1C 309.4T
ASoBnG ASonc bz
G15928A G15928A G15928BA
1 60659 C16069T b
HVI: 16012-16569 16126 Ti6126C (1]
G16145A G16145A bz
16213 bz G16213A
16298 bz T162980C

Sekwencla referencyina rCRS (revised Cambridge Reference Sequence ac nri J01415.2 NCBD)

ebrak gmian wegledem sekwencll referency|nel

Précz wspomnianego, innowacyjnego na rynku testu analizy
wyselekcjonowanych miejsc typu SNP, dostepny jest réwniez
standardowy zestaw do amplifikacji zmiennych rejondéw
mitochondrialnego DNA (HVI i HVII), sekwencjonowanych
nastepnie za pomoca specjalnie dobranego zestawu
oligonukleotydéw, umozliwiajagcych  otrzymywanie za
kazdym razem dokfadnych wynikéw (modut: mtDNAtest-
SEK).

Wysoka czuto$¢ obydwu przedstawionych modutéw, przy

zastosowaniu szeregu kontroli i systemow
uniemozliwiajacych  powstawanie  wynikéw  fatszywie
negatywnych i fatszywie pozytywnych, zapewniajg

jednoznacznos$é i pewnos¢ prowadzonych badani. Analiza
mtDNA z wykorzystaniem technologii mtDNAtest nie
wymaga zadnych specjalnych przystosowan laboratorium i
moze by¢ prowadzona w kazidej pracowni genetycznej,
rutynowo prowadzacej analizy uktadéw STR (ang.: Short
Tandem Repeats) genomowego DNA (gDNA), z dostepem do
termocyklera i sekwenatora. Przedstawione powyzej moduty
zestawu mtDNAtest pracujag z wykorzystaniem réznych
metod podstawowych (minisekwencjonowania - analizy

fragmentéw
zaleznosci

lub klasycznego sekwencjonowania) i w
od potrzeb biegtego sgdowego moga byc
stosowane niezaleznie lub uzupetniaé sie nawzajem.
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Walidacja: Opracowane technologie potwierdzity swoja
wiarygodnos¢ w wykonanych przez laboratorium BioTe2l
miedzynarodowych  testach  biegtosci w  badaniach
mitochondrialnego DNA — GEDNAP mtDNA (German DNA
Profiling Group), ktére wykonane zostaty bezbtednie.

Laboratorium BioTe21. Potwierdzeniem profesjonalizmu i
jakosci prowadzonych badan sg uzyskane przez laboratorium
miedzynarodowe certyfikaty GEDNAP (German DNA Profiling
Group) w zakresie analizy genetycznej DNA 18-stu
somatycznych uktadéw typu STR + marker pfci (ang.: Short
Tandem Repeats), jak rowniez unikalne certyfikaty analizy
sekwencyjnej mitochondrialnego DNA
w zmiennych rejonach mtDNA-HVI
i mtDNA-HVII.
I

Przykladowe wyniki analizy
z wykorzystaniem zestawu miDNAtest-SNP.
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Kolejnym potwierdzeniem jakosci prowadzonych przez
laboratorium  badan  jest  certyfikat identyfikacji
biochemicznej mikrosladéw biologicznych (Sliny, nasienia,
krwi itp.). Powyzsze certyfikaty gwarantujg najwyzsza jakosé
wykonywanych  badan, wiarygodno$¢ oraz pewnos¢
uzyskiwanych wynikéw. Testy biegtosci w badaniach
genetycznych GEDNAP rekomendowane sg miedzy innymi
przez Europejska Sie¢ Instytutéw Kryminalistycznych (ENFSI).
BioTe21 uzyskato réwniez Wpis do Ewidencji Laboratoridw,
prowadzonej przez Krajowa Rade Diagnostéw
Laboratoryjnych (KIDL) pod nhumerem identyfikacyjnym 2782
jak réwniez rejestracje NZOZ BioTe21, wpisanego do rejestru

(o N
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zaktaddw opieki zdrowotnej pod numerem ksiegi 12-01766.
Nowe technologie opracowywane sg i wykonywane przez
specjalistéw w zakresie biologii molekularnej i Medycyny
sadowej. Laboratorium BioTe21 uzyskato gtéwna nagrode: 1)
"Innowatora Matopolski 2009" 2) ,Lidera Ogdlnopolskiego
Systemu Ochrony Zdrowia” i ,Mikroprzedsiebiorcy Roku
2008” (informacje na stronach internetowych). Ekspertyzy
wydawane s3 przez biegtego sgdowego w zakresie
idenetyfikacji genetycznej i biochemicznej. Wiecej informacji
znalez¢ panstwo mogg na stronach internetowych
www.biote21.com, www.ekspertyzykryminalistyczne.pl

Schemat badan genomowego
‘\\ i mitochondrialnego DNA.
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Przygotowat zespot BioTe21: Adam Master, Kamilla Gizewska, Maria Wesofowska, tukasz Pindel, Agnieszka Gudek, Ewelina Zabicka,

Agnieszka Niemiec i inni.

Krakéw, 01.03.2011
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