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Od czasow Karla Landstainera i odkrycia polimorfi-
zmu uktadu grupowego krwi ABO, uptyneto ponad 100 lat.
W tym czasie postep wiedzy w obszarze biologii molekular-
nej przyczynit sie do poszerzenia mozliwosci genetycznej
identyfikacji cztowieka. Obecnie eksperci pracujacy w Labo-
ratoriach Medycyny Sgdowej postugujg sie na co dzien me-
todami opartymi o najnowsze technologie, umozliwiajgce
skuteczne zamykanie nierozwigzanych dotgd spraw krymina-
listycznych z sprzed kilkudziesieciu lat. Nalezy do nich miedzy
innymi analiza mitochondrialnego DNA (mtDNA), ktéra do-
skonale uzupetnia klasyczne juz badania mniej trwatego,
jadrowego DNA (nDNA), na podstawie ktérego oznacza sie
wysoko-rozdzielcze profile w uktadach STR (ang. Short Tan-
dem Repeats). Z wielu zniszczonych mikros$ladéw biologicz-
nych, ktdrych badanie z wykorzystaniem klasycznych metod
analizy uktaddéw STR jest juz niemozliwe, udaje sie wyizolo-
wac i oznaczy¢ profil mtDNA, co umozliwia przeprowadzenie
skutecznej identyfikacji genetycznej i wskazanie rzeczywi-
stych sprawcéw przestepstw.

Czym jest mitochondrialny DNA

Catos¢ informacji o ludzkim organizmie kodowana
jest przez dwa rodzaje DNA: a) jadrowe, przechowywane w
formie chromosomoéw w jadrze komdrkowym, dziedziczone
w potowie od ojca i w potowie od matki, oraz b) mitochon-
drialne, koliste DNA o dtugosci ok. 16569 par zasad, prze-
chowywane w licznych mitochondriach komoérki i przekazy-
wane dziecku wyfgcznie przez matke?. Sekwencja mtDNA
zawiera informacje o 37 genach jak réwniez rejony niekodu-
jace, w tym wysoce zmienne sekwencje HVI, HVII i HVIII,
wykorzystywane w identyfikacji genetycznej dla celéw sa-
dowych. W przeciwienstwie do jgdrowego DNA, obejmuja-
cego dwie kopie nDNA, mtDNA w pojedynczej komadrce wy-
stepuje w znacznej ilosci (do 10000 kopii)**. Ze wzgledu na
kolisty charakter czasteczki mtDNA cechuje takze znacznie
wyzsza trwatos¢, co umozliwia poréwnanie profili prébek o
niskiej jakosci np. pobranych ze zwtok.

/Ciekawostka: Jak zidentyfikowano Romanowéw? \

Dynastia Romanowdw sprawowata wtadze w carskiej
Rosji przez ponad 300 lat. W roku 1917, w trakcie rewo-
lucji bolszewickiej car Mikotaj zostat rozstrzelany, podob-
nie jak cztonkowie jego najblizszej rodziny, na terenie
Syberii. Przez kolejne lata wtadze komunistyczne Rosji
uniemozliwiaty odnalezienie miejsca pochéwku rodziny
carskiej. Ponadto, utrzymywano, ze ciata wszystkich ofiar
egzekucji zostaty spalone. Uzyskanie nowych informacji
stato sie mozliwe dopiero w latach 90-tych XX wieku,
\m.in. dzieki analizie mitochondrialnego DNA’. /
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Czasteczki te wykorzystywane sg do ustalania pokrewien-
stwa w linii matka — potomstwo jak réwniez okreslania po-
krewiedstwa miedzy rodzenstwem, dla ktérego ustalenie
wspdlnej, niezyjacej matki moze by¢ przeprowadzone wy-
tacznie metoda analizy mtDNA3>.

W badaniach wykorzystuje sie zaréwno sekwencje
konserwatywne ewolucyjnie (niezmienne na przestrzeni
setek pokolen) jak réwniez miejsca DNA, ktore moga ulec
zmianie nawet w ciggu jednego pokolenia, dzieki czemu
mozliwym jest stworzenie mapy genealogicznej pokrewien-
stwa zarédwno miedzy badanymi osobami jak réwniez gru-
pami etnicznymi i catymi populacjami, ustalajac pochodzenie
badanej osoby az od czaséw powstania cztowieka, najpraw-
dopodobniej we Wschodniej Afryce®!?, gdzie 100 - 200 tys.
lat temu zyta pierwsza kobieta, umownie nazwana mito-
chondrialng Ewgq.

Kim byli nasi przodkowie

Jak wykazaty najnowsze badania, wspdtczesni
Europejczycy wywodzg sie zaledwie od siedmiu kobiet —
»~corek Ewy”, zyjgcych ok. 55 - 10 tysiecy lat temu i oznaczo-
nych w j. ang. imionami: Ursula (55 tys.), Jasmine (45 tys.),
Xenia (30 tys.), Helena (30 tys.), Katrine (12 tys.), Velda (12
tys.) oraz Tara (10 tys.)''. Pierwsze litery tych imion wyzna-
czajg nazwy 7 gtéwnych haplogrup mtDNA (np. Kl1a). Naj-
starsza z haplogrup — U5 wyksztatcita sie na dtugo przed
rozwinieciem rolnictwa (10 tys. lat p.n.e.), ktére uznaje sie za
jeden z najwiekszych skokow cywilizacyjnych ludzkosci.
Wiekszo$¢ wspodtczesnych Polakéw to potomkowie tylko
jednej z wymienionych kobiet — Katrine, ktérzy stanowig 10%
zyjacych dzis europejczykdéw. Dla haplogrupy K charaktery-
styczne sa zmiany w mtDNA (SNP) oznaczone jako T16224C
oraz T16311C. W éredniowieczu, na terenie Polski pojawity
sie zmiany SNP, ktdre najbardziej przypominajg te obserwo-
wane dzi§ u Norwegdéw (16%), Litwindw (53%) i Rosjan
(13%). W kolejnych wiekach pojawiaty sie zmiany pochodza-
ce z réznych grup etnicznych naptywajgcych do Polski naro-
déw. Jeste$Smy zatem potomkami wielu narodéw, ktére zyty
na ziemiach polskich w catej naszej historii.
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W trakcie Sledztwa, gdy wszczeto oficjalne dochodzenie w 1991 w sprawie dynastii Romanowéw, dokonano ekshumacji
domniemanych szczatkdw rodziny carskiej. Ze 100 kostnych szczagtkéw zrekonstruowano dziewiec szkieletéw, w tym piec
kobiecych i cztery meskie. W celu ostatecznego rozstrzygniecia, czy odnalezione szczatki nalezg do cztonkéw rodu Romano-
wow, przeprowadzono testy genetyczne polegajace na poréwnaniu haplotypu mtDNA. Fragmenty kostne domniemanej
carycy Aleksandry oraz nalezace do jej trzech domniemanych cérek, posiadaty identyczny haplotyp mtDNA, ktory nastepnie
poréwnano z probkg otrzymang od ksiecia Edynburga (zyjgcego wspotczesnie krewnego w linii matki). Tozsamos¢ cara Miko-
taja udato sie potwierdzi¢ po przeanalizowaniu mtDNA jego wspétczesnie zyjacych dalekich krewnych - Xenii Sfiri oraz ksiez-
nej Fife, jak rowniez na podstawie ekshumacji i analizy kosci brata cara Mikotaja, wielkiego ksiecia Georgija. Badania te wska-
zuja, ze wyniki sekwencjonowania mtDNA stanowig wiarygodny dowdd nie tylko w kryminalistyce, ale takze w badaniach
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Wglad w przeszto$¢ genetyczng naszych przodkéw

Nowe metody badan DNA rozwijajacej sie genea-
logii genetycznej dajg mozliwos¢ wgladu w przesztosc gene-
tyczng i ustalenia korzeni genealogicznych. Wspoétczesne
metody biologii molekularnej istotnie utatwiajg weryfikacje
wiezi rodzinnych, dziedziczonych nazwisk, okreslanie pocho-
dzenia grup przodkdw, gatezi rodéw oraz szlakéw migracji na
przestrzeni tysiecy lat wstecz. Informacje te jako ostatecznei
rozstrzygajace doskonale uzupetnig wyniki badan klasycznej
genealogii, skracajg czas poszukiwan i wskazujg na nowe
zrédfa udokumentowanej informacji’:*°.

W genetycznych badaniach genealogicznych, obok
analizy mtDNA (w linii matki), wykorzystuje sie takze jadro-
we DNA chromosomu Y, dziedziczonego wytacznie w linii
meskiej i umozliwiajgcego np. ustalenie korzeni nazwiska®.
Szacuje sie, ze pierwszy cztowiek umownie nazywany Ada-
mem, ktory dat poczatek meskiej linii chromosomu Y zyt ok.
200 — 300 tys. lat p.n.e.

Wynikiem badania chromosomu Y jest
profil genetyczny, przedstawiony jako zestaw numerycznie
oznaczonych alleli uktadéw STR chromosomu pfci meskiej.
Profil ten, jako liczbowy zestaw danych (alleli) wprowadzany
jest nastepnie do bioinformatycznych baz, ktére zawieraja
tysigce profili oséb wczesniej przebadanych. Analiza polega
na poréwnaniu profilu badanej osoby z profilami oséb w
Polsce i na Swiecie, a tym samym okreslenie jej pochodzenia
w linii meskiej®'2. Wiekszo$¢ wspétczesnych meiczyzn - Sto-
wian charakteryzuje haplogrupa Rlal, ktéra znalez¢ mozna u
63% Serbotuzyczan, 55% Polakéw, 50% Biatorusinéw, 46% Ro-
sjan 45% Litwinéw, 43% Ukraificéw, 40% totyszy, jak réwniez u
naroddéw ugrofinskich - 33% Estonczykdw i 25% Wegréow?®.

Zarowno chromosom Y jak i mtDNA na przestrzeni
wiekdw zmieniaty sie (mutowaty): a) wystarczajgco powoli
by zachowac cechy charakterystyczne dla poszczegdlnych
grup populacji odseparowanych od siebie przestrzennie
przez kontynenty jezyki i zwyczaje, ale jednoczesnie, b) wy-
starczajgco szybko by méc ustali¢ pokrewierstwo wspodtcze-
sne miedzy poszczegdlnymi osobami.

W przeciwienstwie do chromosomu Y, mitochon-
drialne DNA dziedziczone jest z pokolenia na pokolenie w
linii zenskiej (syn dziedziczy mtDNA matki ale nie przekazuje
go dalej swoim potomkom)%12, Analiza polega na ustaleniu
réznic miedzy sekwencjg mtDNA badanej osoby a sekwencjg
referencyjng rCRS (revised Cambridge Reference Sequence,
NCBI Ac. No.: J01415.2), co umozliwia ustalenie profilu
mtDNA, sktadajgcego sie z alleli typu SNP (ang. Single Nuc-
leotide Polymorphism).

Pewne zmiany w sekwencji mtDNA mogg zwigksza¢ predys-
pozycje do choréb genetycznie uwarunkowanych®3,

W genealogii, profil mtDNA wprowadzany jest do baz zawie-
rajgcych dane wczesniej przebadanych osdb, a nastepnie
okreslany jest stan pochodzenia badanej osoby w linii zen-
skiej. Ostateczny wynik badania prezentowany jest graficznie
i moze obejmowac miedzy innymi schemat - mapke pocho-
dzenial®®3,

mtDNA w badaniach kryminalistycznych

Na tamach czasopisma Problemy Kryminalistyki,
przedstawiono artykut pod tytutem Zastosowanie analizy
mitochondrialnego DNA w badaniach kryminalistycznych —
perspektywy, gdzie autorzy wskazuja na znaczny potencjat
mitochondrialnego DNA w kontekscie przeprowadzanych
proceséw $ledczych®. W badaniach tych, analiza mtDNA
znajduje zastosowanie, zarGwno W ujawnianiu sprawcow
przestepstw wspodtczesnych, jak i w sprawach z przed wielu
lat, dotyczacych m.in. identyfikacji oséb zaginionych. W
przytoczonym artykule opisano zasady postepowania z ba-
danym materiatem, uzyteczne rowniez dla oséb zajmujacych
sie bezposrednim zabezpieczaniem biologicznych na miejscu
zdarzenia. Publikacja podsumowuje takze podstawowe wy-
tyczne pracy laboratoryjnej z materiatem dowodowym i
analiza sekwencyjna, tak by doprowadzi¢ do wiarygodnych,
niepodwazalnych wnioskéw z badan®2.

Nowe zastosowania analizy mtDNA w badaniach
kryminalistycznych opisywane sg szeroko na tamach czasopi-
sma Forensic Science International. Elektroniczna baza in-
formacji technologicznej dotyczacej badarht mtDNA dostepne
sg takze pod adresem: badanieojcostwa.pl/biblioteka.html

Nowe skuteczniejsze metody badarn mtDNA

Wiekszos¢ laboratoriow,
w badaniach mtDNA wykorzystuje
znang od lat, cho¢ czasochtonng i
kosztowng metode - sekwencjono-
wania Sangera. Rutynowa praca z
mtDNA oraz wieloletnie doswiad-
czenie zespotu DNAi, umozliwity
jednak implementacje innowacyjne-
go testu, ktéry ma na celu niezwykle
prostg technicznie identyfikacje
wytgcznie rdznicujgcych miejsc SNP
mtDNA (mtDNAtest-SNP). Test ten
zostat oparty o znang w wiekszosci
laboratoriéw  technike rozdziatu
fluorescencyjnych fragmentodw DNA,
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ktorych analiza nie rézni sie istotnie od metod badan ukta-
dow STR. Uzycie modutu SNP zestawu mtDNAtest pozwala
na uzyskanie wstepnych i wiarygodnych wynikéw z wielu
miejsc SNP jednoczesnie. Specjalnie dobrany zestaw identy-
fikuje jedng z czterech zasad DNA (A, G, T lub C) w kazdym z
miejsc SNP wysoce-zmiennych regiondw mtDNA, znajdujac
zastosowanie w identyfikacji genetycznej oraz w poréwnaw-
czej analizie mtDNA prébek sladéw biologicznych. Takie
wstepne typowanie istotnych z punktu widzenia dowodowe-
go i procesowego préb ogranicza ich liczbe umozliwiajgc
skupienie sie biegtych wytacznie na prébach waznych, co
znacznie skraca czas badan i obniza koszt bardziej wymaga-
jacych analiz sekwencyjnych (modut: mtDNAtest-SEK).
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Précz wymienionego powyzej testu mtDNAtest-SNP, dostep-
ne sg rowniez standardowe zestawy do amplifikacji zmien-
nych rejondw mitochondrialnego DNA (HVI, HVII, VHII),
sekwencjonowanych nastepnie za pomocg specjalnie dobra-
nego zestawu oligonukleotyddéw, umozliwiajgcych otrzymy-
wanie sekwencji nukleotydéw badanego fragmentu mtDNA
(np. mtdnatest.com). Uzyskang sekwencje mozna nastepnie
przeanalizowa¢ w prostym, dedykowanym programie, ktéry
wyrzuca gotowaq tabele alleli mtDNA. Wysoka czutosé oby-
dwu przedstawionych modutdéw, przy zastosowaniu szeregu
kontroli i systemdéw uniemozliwiajgcych powstawanie wyni-
kow fatszywie negatywnych i fatszywie pozytywnych, za-
pewniaja jednoznacznosé i pewno$é prowadzonych badan®®.
Analiza mtDNA z wykorzystaniem technologii mtDNAtest nie
wymaga zadnych specjalnych przystosowan laboratorium i
moze by¢ prowadzona w kazdej pracowni genetycznej, ruty-
nowo prowadzacej analizy uktadéw STR jagdrowego DNA, z
dostepem do termocyklera i sekwenatora. Moduty mtDNA-
test-SNP i mtDNAtest-seq zestawu mtDNAtest pracujg z
wykorzystaniem rézinych metod podstawowych tj. minise-
kwencjonowania (podobnego do analizy fragmentéw) lub
klasycznego sekwencjonowania i w zaleznosci od potrzeb
biegtego sgdowego moga by¢ stosowane niezaleznie lub
uzupetnia¢ sie nawzajem. Opracowane technologie potwier-
dzity swojg wiarygodnos¢ w wykonanych miedzynarodo-
wych testach biegtosci w badaniach mitochondrialnego DNA
— GEDNAP mtDNA (ang. German
DNA Profiling Group). Instytucja
i przeprowadzajgca testy GEDNAP
uwazana jest za Swiatowe cen-
trum naukowo-badawcze, ktére
S “wyznacza normy jakosci i stan-
dardy badan genetycznych w
medycynie sgdowej i kryminali-
styce.

e Badania genetyczne e mitochondrialne DNA (mtDNA)
e jadrowe DNA (testy STR) e daktyloskopia ® Testy narkotykowe

e Genealogia ¢ mtDNA zwierzat e Identyfikacja genetyczna roslin
e Kompleksowe ekspertyzy kryminalistyczne e Certyfikaty GEDNAP

Potwierdzeniem profesjonalizmu i jakosci prowadzonych
badann sg uzyskane przez laboratorium DNAi miedzynarodowe
certyfikaty GEDNAP. Specjalisci zespotu wraz z biegtym sadowym
przy Sadzie Okregowym w Krakowie, Warszawie i Katowicach,
wykazali sie bezbtednym wykonaniem najnowszych testéw GED-
NAP, ktére obejmowaty m.in. ustalanie profili jgdrowego DNA na
podstawie autosomalnych uktadéw STR, rekomendowanych przez
Europejska Sie¢ Instytutéw Kryminalistycznych ENFSI, EDNAP, NIST,
jak réwniez program CODIS, ktéry wspiera FBI. Laboratorium DNAi
uzyskato takze certyfikat GEDNAP w zakresie identyfikacji bioche-
micznej krwi, nasienia i Sliny. Powyzisze certyfikaty gwarantujg
najwyisza jakos¢ wykonywanych badan, wiarygodnos¢ oraz pew-
nos¢ uzyskiwanych wynikéw. Wiecej informacji na stronach inter-
netowych www.dnai.pl, www.ekspertyzykryminalistyczne.com.pl

Mitochondria, zajmujg przestrzed cytoplazma-
tyczng wewnatrz komorki i petnig funkcje ,pieca” dostarcza-
jacego komadrce potrzebnej energii w postaci ATP. W poje-
dynczej ludzkiej komdrce somatycznej 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*®. Szansa zachowania nienaruszonej kopii
mitochondrialnego DNA w zdegradowanym materiale jest
wielokrotnie wyzsza, co ttumaczy znaczenie przewagi mtDNA
nad nDNA. Z technologicznego punktu widzenia, dla sku-
tecznej analizy pordwnawczej badanego materiatu, istotna
jest réwniez integralnos¢ wyjsciowego DNA. Niezabezpie-
czone, wolne korice nDNA zwiekszajg prawdopodobienstwo
jego enzymatycznej degradacji (np. w wyniku aktywnosci
egzonukleaz mikroorganizméw), podczas gdy koliste, za-
mkniete czgsteczki mtDNA nie dysponujg wolnymi koricami,
co determinuje ich zwiekszong trwatos¢ w niesprzyjajgcych
warunkach srodowiskowych. Powyzsze cechy sprawiajg, ze
pomimo mniejszej zmiennosci populacyjnej i zdolnosci rézni-
cujgcej, mtDNA wykorzystywany jest do identyfikacji gene-
tycznej materiatdw, zawierajgcych Sladowe ilosci DNA. Tech-
nologie badan mtDNA stosuje sie w analizie szczgtkdw ludz-
kich (np. kosci), mikrosladéw w postaci zachowanej odziezy,
niedopatkéw papieroséw i wielu innych s$ladéw biologicz-
nych, dla ktérych przeprowadzenie klasycznej analizy jadro
no$¢ biegtego medycyny sadowej zalezy bezposrednio od
zdolnosci laboratorium do zastosowania metod alternatyw-
nych wzgledem klasycznej analizy STR nDNA, w tym sekwen-
cjonowanie mtDNA3®,
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