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Wstepne badania w kierunku potwierdzenia
obecnosci krwi ludzkiej w sladach biologicznych

na podstawie analizy mRNA

Streszczenie

Celem projektu byto stworzenie specyficznej i zarazem taniej metody stuzgcej do wykrywania ludzkiej krwi
w $ladach biologicznych opartej na analizie mRNA hemoglobiny z wykorzystaniem reakcji PCR w czasie
rzeczywistym, z zastosowaniem niespecyficznego detektora typu SYBR Green. Ostatecznie opracowany test
umozliwia jednoczesng analize krzywych topnienia trzech fragmentéw o réznej dtugosci — HBB61, HBA197
i HBB503, oraz dodatkowo genu referencyjnego — mRNA B-aktyny. Jednoznaczna identyfikacja mozliwa byta
juz dla 0,1 ul krwi. Metoda jest specyficzna tkankowo i gatunkowo. Analizowane markery mRNA cechujg
sie wiekszg stabilno$cig w poréwnaniu do biatka hemoglobiny wykrywanego standardowymi metodami.
Wynik profilowania mRNA wykazuje warto$¢ predykcyjng odnosnie jako$ci materiatu genetycznego
i obecnosci mieszaniny ptynéw. Wyniki badan wykonanych w ramach projektu wskazujg na potencjalna
przydatno$¢ markeréw HBB i HBA1 w rutynowych badaniach genetyczno-sgdowych. Jednak niezbedne
jest przeprowadzenie szerszego spektrum eksperymentéw walidacyjnych, a szczegélnie przeanalizowanie
wiekszej liczby rzeczywistych $ladéw biologicznych, doktadne okreslenie optymalnej ilosci uzytego RNA

oraz sprawdzenie réznic osobniczych w poziomach ekspresiji.

Stowa kluczowe: identyfikacja ludzkiej krwi, profilowanie mRNA, hemoglobina

Wstep

W laboratoriach genetyczno-sadowych rutynowo
identyfikowane jest pochodzenie osobnicze réznych
$ladéw biologicznych zabezpieczanych w sprawach
kryminalnych na podstawie profilu genetycznego DNA.
Jednak w wiekszos$ci przypadkédw réwnie istotne jest
okreslenie zrédta pochodzenia plam biologicznych,
a wiec rodzaj tkanki czy rodzaj ptynu biologicznego.
Do najczestszych $ladow biologicznych zabezpie-
czanych na miejscu przestepstwa nalezg plamy krwi.
Ich badanie dostarcza $ledczym niezwykle cennych
informacji, np. analiza wzoru zaplamien moze poméc
w rekonstrukcji zdarzenia, na podstawie analizy DNA
wyizolowanego z jadrzastych komorek krwi mozliwa
jest jednoznaczna indywidualizacja pochodzenia $ladu.

Przewaznie $lady krwi, zwtaszcza $wieze, mozna tatwo
rozpoznac. Jednak na réznych podtozach i z uptywem
czasu zaschnigte plamy krwi moga blakna¢ Ilub
znaczaco zmienia¢ swoj kolor, wykruszaé sie, przez co
podczas ogledzin mozna je wzia¢ za inng substancje
lub zwyczajnie przeoczy¢. Ponadto nie zawsze
zabezpieczone $lady okazuja sie krwig ludzka. Nalezy
réwniez podkresli¢, ze subiektywna ocena oparta
jedynie na obserwaciji nie stanowi rzetelnego dowodu.
Dlatego potrzebne sg dodatkowe testy, by w sposob
obiektywny i wiarygodny potwierdzi¢ wystepowanie
krwi. Wykrywanie i/lub potwierdzenie obecnosci krwi
nastepuje z uzyciem metod opartych na reakcji redox,
enzymatycznych, immunologicznych i molekularnych
lub z wykorzystaniem tzw. alternatywnego zrédta $wiatta.
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Przegladu zawierajgcego szczegdtowg charakterystyke
tych metod dokonali Virkler i Lednev (2009).

Generalnie testy do wykrywania réznego rodzaju
plam biologicznych, wtymkrwi, dzieli sie na przesiewowe
i potwierdzajace, w zalezno$ci od ich specyficznosci.
Testy przesiewowe, ktérych dziatanie jest oparte na
zdolnosci czagsteczek hemu do utleniania, z reguty nie
sg inwazyjne, a do tego sg wygodne w uzyciu i bardzo
czute, pozwalajg wykry¢ zarédwno krew ludzka, jak
i zwierzeca. Niestety czesto dajg one wynik fatszywie
pozytywny z réznymi substancjami wykazujgcymi
wiasciwosci utleniajagce, np. sokami z owocdw,
detergentami, herbatg. Z kolei testy specyficzne dla
ludzkiej krwi sg oparte naimmunologicznym wykrywaniu
obecnosci biatka hemoglobiny. Metody te sg czute,
jednak wymagaja stosunkowo duzej ilosci materiatu
do badan, w zwigzku z czym nie zawsze mozna je
przeprowadzi¢. Ponadto sg nieprzydatne w przypadku
zdegradowanych $ladow.

W ostatnich latach wraz z rozwojem nowych
technologii coraz szersze zastosowanie w identyfikaciji
rodzaju tkanki czy ptynu biologicznego znajduja
metody molekularne.  Przyczyng wzrostu ich
popularnosci sg gtéwnie coraz nizsze koszty analiz.
Dotychczas opracowano m.in. metody oparte na
analizie specyficznych dla danego ptynu wzoréw
metylacji, oznaczaniu poziomu ekspresji markerow
mRNAimiRNA, atakze na charakterystyce mikrobiomu.
Wiecej informacji na temat wad i zalet poszczegdlnych
metod mozna znalez¢ w pracy przegladowej Sijen
(2015). Przyktadowo, gdy laboratorium dysponuje
tylko ekstraktem DNA, Zzrédto pochodzenia $ladu
mozna ustali¢ jedynie badajac markery metylacji
DNA. Trudnosci w interpretacji wynikéw tej metody
moga sie pojawi¢ w przypadku $ladéw stanowigcych
mieszanine komdrek charakteryzujacych sie réznym
wzorem metylacji. Z kolei na podstawie mikrobiomu
mozna okre$la¢ pochodzenie $ladu nie z konkretnej
tkanki czy ptynu, ale z obszaru ciata, np. z jamy ustnej
czy z pochwy. Watpliwo$ci zwigzane z zastosowaniem
tych metod budzi fakt, ze zaréwno na poziom metylaciji,
jak i na sktad mikrobiomu znaczaco wptywaja: dieta,
stan fizjologiczny, klimat, pochodzenie etniczne czy
pte¢ (Sijen, 2015). Najwiecej opracowan na temat
ustalania rodzaju ptynéw ustrojowych dotyczy analiz
mRNA i miRNA, ktére wykazuja specyficzny wzor
ekspresji w zaleznosci od pochodzenia tkankowego.
Podobnie jak w przypadku DNA mozna analizowa¢
iloci RNA rzedu nanogramow, a nawet pikogramow.
Dzieki mozliwosci jednoczesnej ekstrakcji ze sladu
tak DNA, jak i RNA nawet z matego $ladu mozna
uzyskac¢ wszystkie potrzebne informacje, czyli unikalny
profil genetyczny i pochodzenie tkankowe (Park,
Park, Lee, 2013; Lindenbergh, de Pagter, Ramdayal,
Visser, Zubakov, Kayser, Sijen, 2012; Wang, Zhang,
Luo, Ye, Yan, Hou, 2013). Do tej pory uwazano, ze
niska w poréwnaniu do DNA stabilno$¢ czasteczek
RNA uniemozliwia wykorzystanie ich do badania

zdegradowanych $ladéw  biologicznych.  Okres
poéttrwania kwasoéw nukleinowych jest ograniczony
przez rézne czynniki endogenne, np. strukture
czasteczki, i czynniki egzogenne, takie jak obecnos¢:
enzymow, $wiatta, wody, pH. W zwigzku z tym ustalit
sie poglad, ze dwuniciowa czasteczka DNA, zwigzana
dodatkowo z biatkami, jest znacznie bardziej stabilna
niz jednoniciowy RNA. Jednak bardziej szczegétowe
badania nad RNA pokazaly, ze czasteczki te rowniez
tworzg réznego rodzaju dwuniciowe struktury i moga
by¢ potaczone z biatkami. Mniejsza stabilnos¢ RNA
wynika przede wszystkim z faktu, ze jego degradacja
postepuje gtdbwnie przez dziatanie rybonukleaz, ktére
bardzo licznie wystepujg w komérkach organizmow
wyzszych, w bakteriach i w $srodowisku zewnetrznym.
Dowodzg tego badania nad degradacjg RNA post
mortem, ktérych wyniki pokazuja, ze w tkankach
zawierajgcych roézny poziom rybonukleaz rozktad
RNA zachodzi w zrdéznicowanym okresie: od kilku
minut do kilku tygodni (Fordyce, Kampmann, van
Doorn, Gilbert, 2013). Slady biologiczne najczesciej
wystepujg w postaci suchych plam, gdzie aktywnos¢
enzymow drastycznie spada. Degradacja nastepuje
gtébwnie przez dziatanie czynnikébw fizycznych
i chemicznych, jak w przypadku DNA. Szczegétowy
opis mechanizméw degradacji RNA przedstawiono
w publikacji Fordyce i in. (2013).

Dostepnych jest wiele opracowan naukowych na
temat identyfikacji rodzajow ptynéw biologicznych
i tkanek na podstawie markeréw mRNA i miRNA,
ktére wykrywano w materiale biologicznym przecho-
wywanym przez dtuzszy okres (Setzer, Juusola,
Ballantyne, 2008; Hanson, Lubenow, Ballantyne, 2009;
Hanson, Haas, Jucker, Ballantyne, 2012; Sakurada,
Ikegaya, Fukushima, Akutsu, Watanabe, Yoshino,
2009; Zubakov, Kokshoorn, Kloosterman, Kayser,
2009; Zubakov, Boersma, Choi, van Kuijk, Wiemer,
Kayser, 2010; Courts, Madea, 2011; Haas, Hanson,
Bar, Johansen, Lindenbergh, 2011a; Kohlmeier,
Schneider, 2012; Patnaik, Mallick, Yendamuri, 2010;
Visser, Zubakov, Ballantyne, Kayser, 2011; Wang, Luo,
Pan, Liao, Hou, 2012; Wang i in., 2013; Lindenbergh
iin., 2012; Richard, Harper, Craig, Onorato, Robertson,
Donfack, 2012; Jakubowska, Maciejewska, Bielawski,
Pawtowski, 2014). Lindenbergh i in. (2012) oznaczyli
markery mRBNA w plamach krwi liczacych nawet
28 lat. W opracowanych metodach analizy RNA
wykorzystywane sa techniki CE i/lub RT-QPCR.
W przypadku markerow miRNA poréwnuije sie poziomy
ekspresji pomiedzy tkankami, natomiast markerow
mRNA - obecnos$¢ lub brak produktu ekspresji. Na
podstawie przegladu powyzszej literatury mozna
stwierdzi¢, ze najczulszym i najczesciej uzywanym
markerem krwi jest mRNA hemoglobiny. Ponadto
wsérod innych markerédw mRNA specyficznych dla
krwi nalezy wymieni¢: GlycoA, PBGD, CD93, AMICAT1,
PPBP, NKG7, CCL5, NRGN, GZMH, PRF1. Jakubowska
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i in. (2014) wykazali z kolei, ze ekspresja mRNA MMP7
i MMP11 jest specyficzna dla krwi miesigczkowe;j.

Celem projektu byto opracowanie specyficznej
i jednoczesnie taniej metody stuzacej do wykrywania
ludzkiej krwi w $ladach biologicznych opartej na
analizie mRNA hemoglobiny z wykorzystaniem reakciji
PCR w czasie rzeczywistym.

Materiat

Do badan optymalizacyjnych i walidacyjnych uzyto
krwi ludzkiej zabezpieczonej w trakcie sekcji zwiok
przeprowadzanych w Zakfadzie Medycyny Sadowej
Collegium Medicum w Bydgoszczy. Do laboratoryjnej
oceny specyficznosci tkankowej wykorzystano cDNA
pochodzacy z 10 ul krwi, z 10 pl nasienia i 10 pl $liny,
zabezpieczonych na tkaninie bawetnianej, oraz RNA
otrzymany z mieszaniny tkanek niezawierajacej krwi
(Control RNA Human, o stezeniu 50 ng/uL [Applied
Biosystems]). Oceny czuto$ci reakcji dokonano,
analizujgc jednodniowe suche plamy wykonane
z10 pl, 5 pl, 1 pl, 0,1 pl oraz 0,01 pl krwi naniesionej na
tkanine bawetniang. Oceny specyficznosci gatunkowej
wybranych markeréw dokonano, analizujgc krew
pochodzaca od czterech gatunkéw zwierzat: bydta
domowego (Bos taurus), $wini domowej (Sus scrofa
f. domestica), psa (Canis lupus familiaris) i kury domowej
(Gallus gallus domesticus). Plamy wykonano, wylewajac
po 10 ul kazdej pobranej proby krwi na bawetniang
tkanine, ktére nastepnie wysuszono i przechowywano
w ciemnosci. Wptyw czasu na stabilno$¢ RNA oceniano,
analizujgc materiat przechowywany w okresie od 0 do 28
dni w temperaturze pokojowej, eksponowany na swiatto
stoneczne w cyklu dobowym, z ktérego izolowano RNA
catkowity w tygodniowych odstepach. Oceny wptywu
réznego rodzaju podtoza, na ktérym znajduje sie ptyn
biologiczny, dokonano, badajgc cDNA otrzymany
z catkowitego RNA wyizolowanego z jednodniowych
plam krwi naniesionych na materiat dzinsowy oraz
bibute Whatman, przechowywanych w laboratorium
w temperaturze pokojowej, w ciemnosci.

Przebadano réwniez rzeczywiste $lady biologiczne
w postaci wycinkédw z odziezy oraz fragmentéw

wymazow z plamami substancii, co do ktérych istniato
podejrzenie, ze moga zawiera¢ krew, oraz z plamami
substancji, w ktérych potwierdzono obecno$¢
ludzkiej krwi za pomocg specyficznego testu
immunochromatograficznego HemCheck (Hydrex).

Jako kontrole stosowano roztwér Control RNA
Human, o stezeniu 50 ng/uL (Applied Biosystems)
oraz RNA wyizolowany ze $wiezej krwi ludzkiej.

Metody

Na podstawie dostepnej literatury oraz baz danych
wybrano do identyfikacji krwi ludzkiej mMRNA
hemoglobiny beta (nr ref. GenBank: NM_000518.4 ) —
markery HBB61 i HBB503, oraz mRNA hemoglobiny alfa
(nrref. GenBank: NM_000558.3) —marker HBA197. Jako
gen referencyjny wykorzystano mRNA 8 — aktyny. Dane
na temat sekwenciji starteréw, ich dtugosci, temperatury
topnienia (Tm), zawarto$ci procentowej par GC oraz
informacje na temat diugosci powstatych w reakcji
z tymi starterami produktéw amplifikacji wszystkich
markeréw przedstawiono w tabeli nr 1. Sekwencje
starterow dla fragmentu HBB61 zaczerpnieto z literatury
(Lindenghberg i in., 2012). Pozostate zaprojektowano
przy uzyciu programu Primer3, dostepnego online.

Catkowity RNA izolowano z suchych plam krwi
z wykorzystaniem TRI Reagent Solution (Ambion),
zgodnie z instrukcjg producenta.

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) oraz
losowych heksamerdow, w koncowej objetosci 10 pl,
podajac do reakcji 0,5 ug RNA.

Oznaczanie  markerbw mRNA  prowadzono
z wykorzystaniem reakcji real time PCR z zastoso-
waniem niespecyficznego detektora typu SYBR
Green. Mieszanina reakcyjna o objetosci 12,5 ul
zawierata ostatecznie: 0,5 pl matrycy cDNA, startery
o stezeniach odpowiednio: HBB503 — 30 pM; HBB61
— 30 pM; HBA197 — 10 pM; B-aktyna — 15 pM, 300 nM
roztwor ROX (EURX), 0,25 U roztworu UNG (glikozylazy
N-uracylu) (EURx), 1x stezony SG qPCR Master
Mix (EURXx). Profil temperaturowy reakcji: wstepna

Tabela 1. Charakterystyka starteréw wykorzystywanych do profilowania mRNA.
Marker Diugos¢ | Diugosé
. Tm GC =
(nazwa Sekwencja startera startera | produktu o Zrédto
[°Cl [%]
genu) (p2) (p2)
F: 5°GCACGTGGATCCTGAGAAC 19 53,2 57,9
HBB - 61 [39]
R: 5° ATGGGCCAGCACACAGAC 18 52,6 61,1
F: 5°CATGGTGCATCTGACTCCTG 20 53,8 55,0
HBB - 503 opracowanie wtasne
R:5°AGTTGGACTTAGGGAACAAAGG 22 53,0 45,5
F: 5° TTCCCCACCACCAAGACCTA 20 53,8 55,0 )
HBA - 197 opracowanie wtasne
R: 5" AGGAGCTTGAAGTTGACCGG 20 53,8 55,0
F: 5° CTTCAACACCCCAGCCATGT 20 53,8 55,0 )
B-aktyna - 301 opracowanie wtasne
R: 5° CTCTTGCTCGAAGTCCAGGG 20 55,9 60,0
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denaturacja w 94°C przez 5 minut, 32 cykle: denaturacja
w 94°C przez 30 sekund, przytaczanie starteréw w 67°C
przez 30 sekund, wydtuzanie nici w 72°C przez 1 minute
oraz koncowe wydtuzanie w 72°C przez 10 minut.
Wszystkie reakcje amplifikacji prowadzono w co
najmniej dwoch powtdrzeniach. Do analizy krzywych
topnienia zastosowano nastepujace warunki reakcji:
95°C przez 15 sekund, 60°C przez jedng minute i 95°C
przez 15 sekund. Reakcje prowadzono w aparacie
ViiA 7 Real-Time PCR System. Analize wynikéw
prowadzono z wykorzystaniem oprogramowania ViiA
7 Ruo Software, dotaczonego do urzadzenia.

Wyniki

Opracowany test do identyfikacji ludzkiej krwi
umozliwia jednoczesng analize krzywych topnienia
trzech markeréw: HBB61, HBA197 i HBB503, oraz
dodatkowo genu referencyjnego — mRNA B-aktyny.
W tak zaprojektowanej reakcji, w przypadku ludzkiej
krwi, zamiast spodziewanych czterech, otrzymywano
trzy produkty o warto$ci Tm odpowiednio ok. 80,5°C,
85,3°C i 89°C, natomiast w przypadku ludzkiego
materiatu  biologicznego  niezawierajacego  krwi
otrzymywano tylko jeden produkt o warto$ci Tm ok.
86,8°C. Wynika to ze zbyt matej réznicy pomiedzy
wartosciami Tm dla HBB503 i dla genu referencyjnego,
przez co w reakcji multipleksowej krzywe topnienia
obu markeréw sie naktadaja. Przyktadowy wykres
krzywych topnienia produktéw reakcji multipleksowej
dla prébki krwi przedstawia rycina numer 1.

Na podstawie analizy sekwencji homologicznych
genu hemoglobiny przy uzyciu narzedzia BLAST
stwierdzono, ze startery dla HBB61, HBB503, HBA197
sa specyficzne dla gatunkéw naczelnych. Stosunkowo
niski procent homologii dla innych ssakow (ok. 83%)

wskazuje, ze wyselekcjonowane markery nie powinny
w ogdle ulega¢ amplifikacji lub ewentualnie moga sie
tworzy¢ produkty niespecyficzne. Eksperymentalnie
sprawdzono specyficzno$¢ starteréw wzgledem krwi
pochodzacej od czterech gatunkéw zwierzat: bydta
domowego (Bos taurus), $wini domowej (Sus scrofa
f. domestica), psa (Canis lupus familiaris) i kury domowej
(Gallus gallus domesticus). Spos$réd wybranych do
reakcji multipleksowej czterech markeréw - HBB61,
HBA197, HBB503, oraz B-aktyny, tylko produkt HBB197
powstawat w probkach krwi badanych zwierzat.
Amplikon ten miat taka samg dlugos¢ jak w przypadku
krwi ludzkiej i podobng wartos¢ Tm. W przypadku
krwi psiej i Swinskiej réznica temperatur topnienia
wynosita ok. 1°C, natomiast — biorgc pod uwage
warto$¢ odchylenia standardowego — praktycznie nie
ma réznicy pomiedzy krwig ludzka a kurzg i bydleca.
Dla krwi ludzkiej uzytej jako kontrola pozytywna wykryto
wszystkie fragmenty mRNA (tabela nr 2).

W celu okre$lenia czuto$ci metody przebadano
szereg plam wykonanych z 10 pl, 5 pl, 1 pl, 0,1 pl oraz
0,01 pl krwi. Przyjeto, ze wynik reakcji jest dodatni, gdy
otrzymano wszystkie produkty reakcji multipleksowe;j
przynajmniej w dwdch powtdrzeniach. Przy takim
kryterium granice czutosci metody stanowito 0,1 ul krwi.

Do oceny stabilno$ci badanych markeréw mRNA
w czasie wykorzystano plamy krwi, z ktérych RNA
catkowity izolowano w dniu otrzymania materiatu
(punkt0) oraz po 7, 14, 21 i 28 dniach przechowywania.
Analizy dokonano na prébkach pochodzacych od
8 0s06b. Identyfikacja krwi mozliwa byta z kazdej prébki,
bez wzgledu na wiek badanej plamy. Analiza $rednich
wartoéci Ct dla prébek izolowanych w kolejnych
tygodniach wykazata niewielki spadek ilo$ci produktu
amplifikacji w stosunku do prébki izolowanej w czasie

HBA197
89,001°C

HBBS03
85.298°C

HBB61

80,5212°C f-aktyna |

@ 86,857°C

. . - . o
Tm

Ryc. 1. Wykres krzywych topnienia dla produktow reakcji multipleksowej.
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Tabela 2. Srednie temperatury topnienia dla probek krwi zwierzecej oraz kontroli zawierajacej materiat ludzki.

Srednia Tm [°C]
Gatunek HBB197 HBA503 HBB61 B-aktyna
Bos taurus 88,778 - - -
Sus scrofa f. domestica 87,995 - - -
Canis lupus familiaris 87,995 = = =
Gallus gallus domesticus 88,338 - = =
Kontrola — krew ludzka 88,898 85,195 80,615 86,857
Kontrola - inne tkanki* - - - 86,857

* Zastosowano RNA pochodzacy z mieszaniny tkanek statych, nie zawiera krwi — Control RNA Human, o stezeniu 50 ng/uL

(Applied Biosystems).

zerowym. Srednio wartoé¢ Ct otrzymana po amplifi-
kacji RNA wyizolowanego z krwi przechowywanej
28 dni bytfa nizsza o ok. 2 cykle (tabela nr 3).

Aby oceni¢ wptyw réznego rodzaju podfoza, na
ktorym znajduje sie ptyn biologiczny, na skuteczno$c
stosowanej metody do identyfikacji krwi ludzkiej, uzyto
cDNA pochodzacy z catkowitego RNA izolowanego
z plam naniesionych na materiat dzinsowy oraz bibute
Whatman. Analizowano materiat pochodzacy od
dwédch oséb. W przypadku obydwu podtozy powstaty
wszystkie  specyficzne  produkty, umozliwiajac
jednoznaczng identyfikacje krwi.

Test oparty na analizie obecnosci markeréw mRNA
hemoglobiny wykorzystano do identyfikacji ludzkiej
krwi w 22 rzeczywistych $ladach biologicznych, co do
ktérych istniato podejrzenie, ze moga zawiera¢ krew.
Wyselekcjonowane slady byty wczesniej poddane
badaniom wstepnym w kierunku ustalenia obecnosci
krwi  z  wykorzystaniem niespecyficznego testu
HemoPhan (Pliva-Lachema) oraz testu specyficznego
dla ludzkiej hemoglobiny HemCheck (Hydrex). Dla
wszystkich tych $ladoéw przeprowadzono reakcje
genotypowania z wykorzystaniem komercyjnych
zestawdw HID: NGMSelect (Applied Biosystems) i/lub
PowerPlex ESI 17 (Promega). W zaleznosci od wynikow

poszczegoélnych badan prébki podzielono na siedem
grup (tabela nr 4). Do grupy 1 zaliczono 13 prébek, dla
ktérych test HemoPhan dat wynik dodatni i dla ktérych
otrzymano petny profii RNA i DNA, natomiast test
HemCheck dat wynik ujemny. W ramach tej kategorii trzy
$lady wykazywaty cechy degradacji na poziomie kwaséw
nukleinowych. Objawiato sie¢ to charakterystycznym
obnizeniem wysoko$ci pikow najdtuzszych uktadéw
STR (profil DNA) oraz znacznie wyzszym przyrostem
najkrétszego produktu amplifikacji HBB61 (profil
RNA). Natomiast jedna z prébek charakteryzowata
sie znacznie wyzszym przyrostem fragmentu HBB503
w stosunku do pozostatych markeréw mRNA, a profil
DNA wskazywat na obecno$¢ mieszaniny materiatu
genetycznego. Grupe 2 reprezentowaty prébki, dla
ktérych obydwa konwencjonalne testy na obecno$c
krwi daty wynik dodatni oraz ustalono profile DNA
i RNA w petnym zakresie. Trzecig kategorie stanowita
jedna prébka, ktérg w stosunku do grupy 2 wyrézniat
niejednoznaczny wynik testu HemCheck. Kolejne
dwa $lady zaliczono do grupy 4, charakteryzujacej
sie dodatnim wynikiem testu HemoPhan, ujemnym
wynikiem testu na obecno$¢ ludzkiej hemoglobiny,
ujemnym wynikiem genotypowania w zakresie uktadow
DNA-STR oraz niepetnym profilem RNA (oznaczono

Tabela 3. Analiza wptywu czasu na stabilno$¢ RNA. Ct — $rednie wartosci Ct uzyskane w multipleksowej reakc;ji
profilowania mRNA dla poszczegélnych prébek pochodzacych od 8 oséb, SD — odchylenie standardowe.

Dzien izolacji
0 7 14 21 28
Lp. Ct SD Ct SD Ct SD Ct SD Ct SD
1 21,792 0,821 23,421 0,745 24,393 0,618 22,064 0,821 23,611 0,760
2 21,324 0,655 22,643 0,227 21,466 0,476 23,786 0,402 23,808 0,431
3 22,734 0,098 22,457 0,879 23,568 0,581 23,419 0,981 23,776 0,881
4 20,345 0,124 21,615 0,145 23,590 0,090 23,987 0,034 24,987 0,095
5 22,000 0,568 21,484 0,098 24,003 0,478 22,998 0,412 24,158 0514
6 21,768 0,987 21,324 0,675 23,948 0,589 22,531 0,634 23,911 0,617
7 21,989 0,099 23,142 0,763 23,098 0,613 24,561 0,752 24,122 0,732
8 20,732 0,878 22,444 0,221 24,108 0,717 24,178 0,248 22,785 0,342
Srednia | 21,586 0,529 22,316 0,469 23,522 0,520 23,440 0,535 23,895 0,547
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Tabela 4. Zestawienie wynikow testdw na obecno$¢ krwi i ludzkiego DNA przeprowadzonych na rzeczywistych

$ladach biologicznych.

Lp. | 203 | e oPhan | HemCheck | Profil RNA | Profil DNA Uwagi
probek
W przypadku 3 probek zaobserwowano
i znacznie wiekszy przyrost produktu HBB 61
1 13 * +© * w stosunku do pozostatych markeréw. Dla tych
probek profil DNA wykazywat cechy degradacii.
3 I I + (3) I Brak
1 + +/- + (3) + Brak
Oprocz whasciwych produktéw powstaty réwniez
4 1 + - + (2) - ) )
produkty niespecyficzne.
5 1 ar - + (1) - Uzyskano tylko produkt HBB 61.
Uzyskano tylko produkt HBB 61. Profil DNA —
6 2 + - + (1) + mieszanina od 3 oséb, mieszanina od 2 oséb
o charakterze szczatkowym.
7 1 " N.B.* i Przyczyng moze by¢ zbyt mata ilos¢ krwi lub
brak krwi.
Legenda: , +"— wynik dodatni testu; ,-” — wynik ujemny testu; ,N.B.*” — nie badano ze wzgledu na zbyt matg ilo$¢ materiatu.

W kolumnie ,RNA’ w nawiasie podano liczbe oznaczonych markeréw w reakcji multipleksowej.

dwa z trzech markeréw mRNA). Dodatkowo w reakc;ji
profilowania mRNA uzyskano niespecyficzne produkty
amplifikacji. Do grupy 5 zaliczono jedng probke, dla
ktorej niespecyficzny test HemoPhan dat wynik dodatni,
test HemCheck i genotypowanie DNA daty wynik
ujemny, natomiast analiza mRNA wykazata obecnosc
tylko najkrétszego fragmentu HBB61. Dwie kolejne
probki zakwalifikowano do grupy 6, w ktérej kryteria
stanowity: dodatni wynik testu HemoPhan, ujemny
wynik testu HemCheck oraz zdegradowany profil DNA
imRNA. Grupe 7 tworzy $lad, dla ktérego test HemoPhan
dat wynik dodatni, testu HemCheck nie prowadzono ze
wzgledu na niewystarczajaca ilos¢ materiatu do badan,
a profilowanie w zakresie DNA i RNA dato wynik ujemny.

Dyskusja

Krew jest jednym z najczesciej badanych $ladéw bio-
logicznych zabezpieczanych na miejscu przestepstwa.
Nierzadko zdarza sie, ze slady sa niewielkie i trzeba
wybraé, czy przeprowadza¢ wstepne testy identyfiku-
jace zrodto $ladu, ryzykujac zbyt duze straty materia-
tu, czy tylko ustali¢ profil DNA. Opracowanie metody,
ktéra umozliwitaby szybkie okreslenie rodzaju ptynu
biologicznego, przy jednoczesnym minimalnym zuzy-
ciu materiatu, jest niezwykle wazne we wspotczesnej
kryminalistyce. Wiekszo$¢ najnowszych, zapropono-
wanych w tym celu technik obejmuje analizy RNA,
w szczegolnosci analizy wzoréw ekspresji mRNA, kto-
re wykazuijg specyficznos¢ tkankowa.

Gtéwnym celem badan byto opracowanie spe-
cyficznej i jednoczesnie taniej metody do wykrywania
ludzkiej krwi w $ladach biologicznych opartej na
analizie mRNA hemoglobiny z wykorzystaniem reakcji
PCR w czasie rzeczywistym.

Na podstawie literatury wybrano dwie czasteczki
mRNA: HBB - hemoglobine beta, oraz HBA1 -
hemoglobine alfa 1 (Haas i in., 2011a; Haas, Hanson,
Kratzer, Bar, Ballantyne, 2011b; Kohlmeier, Schneider,
2012; Nussbaumer, Gharehbaghi-Scnell, Korschineck,
2006; Park i in., 2013), ktoére charakteryzujg sie
wysokim poziomem ekspresji we krwi. Otrzymane
wyniki potwierdzaja przydatnos¢ markerow HBB
i HBA1 do okreslania obecnosci ludzkiej krwi. Nalezy
jednak jeszcze oceni¢ wystepowanie potencjalnych
réznic osobniczych poziomu ekspresji transkryptow
HBB i HBA1, ktére moga wptywaé¢ na wyniki
testow opartych na profilowaniu mRNA. Zgodnie
z zatozeniami analiza krzywych topnienia produktéw
amplifikacji wyselekcjonowanych fragmentéw mRNA
hemoglobiny umozliwita jednoznaczne potwierdzenie
obecnosci krwi w badanym $ladzie. Zaréwno dla
hemoglobiny beta, jak i hemoglobiny alfa startery
zaprojektowano tak, aby namnazane fragmenty
znajdowaty sie w miejscach faczenia eksonéw. Miato
to na celu wykluczenie ryzyka amplifikacji DNA, co
mogtoby skutkowa¢ otrzymaniem fatszywie dodatnich
wynikéw. Przy projektowaniu starterow wzieto takze
pod uwage wystepujace w obszarze ich przytaczania
sie do odpowiedniego miejsca matrycy polimorfizmy
SNP. Ostatecznie opracowany test do identyfikaciji
ludzkiej krwi umozliwia jednoczesng analize krzywych
topnienia trzech fragmentéw o réznej diugosci —
HBB61, HBA197 i HBB503, oraz dodatkowo genu
referencyjnego — mRNA B-aktyny. Ze wzgledu na fakt,
iz HBB61 byt najkrétszym z uzyskiwanych amplikonow,
oczekiwano, ze bedzie namnazany z najwigksza
wydajnoécia, a okazato sie, ze byt najstabiej
powielanym fragmentem w reakcji multipleksowe;j.
Prawdopodobng przyczyng stabszej amplifikacji
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tego fragmentu jest sama sekwencja startera. Jego
oba konce sg czesciowo komplementarne, przez co
wykazujg tendencje do tworzenia struktury spinki.
Ttumaczy to koniecznos$¢ stosowania wyzszych stezen
tych starteréw w reakcji multipleksowej.

Odpowiednie  dobranie  warunkéw podczas
przeprowadzania reakcji miato kluczowe znaczenie dla
catego badania. Uzyta w nim metoda detekcji sygnatu
fluorescencji z zastosowaniem niespecyficznego
barwnika co prawda nie wymaga zaprojektowania
skomplikowanej sondy, co z kolei wptywa na
obnizenie kosztow analizy, wymusza jednak potrzebe
dokfadnej optymalizacji metody. SYBR Green, jako
detektor niespecyficzny, moze taczy¢ sie nie tylko
z oczekiwanym produktem, ale takze z dimerami
starterbw badz innymi, niespecyficznymi produktami
reakcji, co utrudnia interpretacje wynikow i wptywa na
ich zafatszowanie. Dlatego przeprowadzono analize
krzywych topnienia, ktéra umozliwia potwierdzenie
obecnosci  specyficznego amplikonu. Projektujac
reakcje multipleksowa, wybrano trzy fragmenty
mRNA réznigce sie dtugoscia oraz warto$cig Tm o co
najmniej 4°C (odpowiednio dwa fragmenty dla markera
HBB o dtugosciach 61 pz i 503 pz o Tm réwnych
ok. 80,5°C i 85,3°C oraz jeden fragment dla markera
HBA1 o dtugosci 197 pz o Tm réwnej ok. 89°C) oraz
dodatkowo produkt amplifikacji genu referencyjnego
B-aktyny o dtugosci 301 pz i o wartosci Tm ok.
86,8°C. Temperatury topnienia trzech pierwszych
amplikonow réznity sie na tyle, by mozliwa byta ich
identyfikacja na podstawie otrzymanych z reakcji
multipleks krzywych topnienia. Charakterystyczna
warto$¢ Tm dla genu referencyjnego réznita sie od
wartoséci charakterystycznej dla produktu o dtugosci
503 pz o ok. 1,5°C. Rdznica ta okazata sie zbyt mata,
by w sposéb jednoznaczny potwierdzi¢ obecnosé
produktu B-aktyny w multipleksie w przypadku,
gdy materialtem badanym byfa krew. Jednocze$nie
nalezy zauwazyé, ze powstaje on w monopleksowe;j
reakcji, w ktérej matryca pochodzi z krwi ludzkiej,
oraz w multipleksowej reakcji w przypadku analizy
RNA niepochodzgacego z krwi. Dlatego przyjeto, ze
niemozno$¢ uwidocznienia markera B-aktyny nie jest
wazna, gdy w teScie multipleksowym zostang wykryte
wszystkie markery hemoglobiny, natomiast stanowi on
swego rodzaju kontrole dodatnia reakcji. Obecnos¢
wytgcznie tego amplikonu $wiadczy o tym, ze badany
Slad jest pochodzenia ludzkiego, natomiast brak
jakiegokolwiek produktu wskazywa¢ moze na duzy
stopien degradacji matrycy, obecno$¢ inhibitoréw
blokujgcych reakcje lub inne niz ludzkie pochodzenie
badanego materiatu. W celu potwierdzenia
przydatnosci stosowania markeréw HBB61, HBA197
i HBB503 do identyfikacji ludzkiej krwi w badaniach
genetyczno-sadowych nalezy przeprowadzi¢ szereg
eksperymentdéw walidacyjnych na réznym materiale

Sposrod czterech zaproponowanych do reakcji mul-
tipleks markeréw HBA197 ulegat amplifikacji nie tylko
w przypadku krwi ludzkiej, ale takze krwi zwierzat wy-
branych do analizy: Bos taurus, Sus scrofa f. domestica,
Canis lupus familiaris i Gallus gallus domesticus. Wynika
to z wysokiego poziomu homologii pomiedzy genem
ludzkim hemoglobiny alfa a genami zwierzecymi. Ze
wzgledu na takg sama diugos$¢ w pz oraz zbyt mate rdzni-
ce w warto$ci Tm produktow uzyskanych dla krwi pocho-
dzacej od czlowieka i badanych w tym doswiadczeniu
zwierzat, fragmentu HBA197 nie mozna uznaé za mar-
ker specyficzny wzgledem krwi ludzkiej. Pozostate trzy
markery (HBB61, HBB503 i B-aktyna) byty namnazane
jedynie z ludzkiego materiatu biologicznego. Otrzymane
wyniki wskazujg na mozliwos¢ zastosowania stworzonej
reakcji multipleks nie tylko do potwierdzenia obecnosci
ludzkiej krwi, ale rowniez do réznicowania krwi ludzkiej
od zwierzecej. Powstanie wytacznie jednego produktu,
HBA197, wskazuje na obecnos¢ w danym materiale krwi
zwierzecej. Natomiast wykrycie obecno$ci wszystkich
trzech markeréw hemoglobiny daje pewnos$¢, ze bada-
ny materiat zawiera krew ludzkg. W celu dokfadniejszej
oceny specyficznosci gatunkowej konieczne jest prze-
prowadzenie analiz laboratoryjnych krwi pochodzacej od
innych gatunkow zwierzat.

W  niniejszej pracy do ustalenia czutosci
metody wykorzystano rézne ilosci krwi nanoszone
bezposrednio na bawetniang tkanine (odpowiednio
10 pl, 5 pl, 1 ul, 0,1 wl oraz 0,01 ul). Widoczne sg réznice
w wartos$ciach Ct pomiedzy prébkami pochodzacymi
od réznych osoéb, ktére mogg byé konsekwencjg
wptywu m.in. czynnikbw bedacych przyczyng $mierci
badz degradacji RNA, ktéra nastapita od czasu zgonu
do czasu pobrania materiatu, a nawet wynikac¢ z réznicy
wydajnosci izolacji RNA dla poszczegdinych prébek.
Ewentualnie moga one wynika¢ z réznych pozioméw
mRNA hemoglobiny we krwi. W celu okreslenia granicy
czutosci przyjeto, ze wynik testu jest dodatni, gdy
w badanej prébce zostang wykryte wszystkie markery
krwi w przynajmniej dwéch powtdrzeniach. Przy takim
zatozeniu identyfikacja byta mozliwa juz dla 0,1 pl krwi.
Zbyt duza ilo$¢ uzytego materiatu rowniez negatywnie
wptywa na otrzymywane wyniki. Moze by¢ to skutkiem
hamowania reakcji amplifikacji z powodu zbyt duzego
stezenia matrycy lub obecnosci hemu, ktory nie
zostat wyeliminowany podczas izolacji RNA. Zakres
czutosci reakcji profilowania mRNA z wykorzystaniem
markera HBB podawany w literaturze plasuje sie
pomiedzy 0,1-0,001 pl krwi (Haas i in., 2011a, 2011b;
Kohlmeier, Schneider, 2012; Lindenbergh i in., 2012).
Roznice w czutosci wynika¢c moga przede wszystkim
z odmiennych wydajnosci stosowanych metod izolacji
i amplifikacji. Nie bez znaczenia moze by¢ fakt, ze
inni badacze uzyli do badania $wiezej krwi pobranej
od zdrowych ochotnikéw (Haas i in., 2011b). Ponadto
przyjete przez nich kryterium do ustalenia granicy

biologicznym pochodzenia ludzkiego, w tym dla czutosci reakcji to mozliwos¢ detekcji produktu
naskérka, wydalin i wydzielin. przynajmniej w jednym powtdrzeniu, natomiast
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W niniejszej pracy — co najmniej w dwdch powtdrzeniach.
Wysoka czuto$¢ profilowania mRNA w potgczeniu
z mozliwoscig jednoczesnej ekstrakcji RNA/DNA
stwarza ogromne mozliwosci zastosowania tej metody
w rutynowej pracy laboratoriéw genetyczno-sgdowych.
W celu sprawdzenia mozliwosci zastosowania
opracowanego testu do badan nie tylko $wiezych plam
krwi analizowano wyniki otrzymane przy zastosowaniu
materiatu przechowywanego przez 0, 7, 14, 21 oraz
28 dni. Dla kazdego z badanych punktéw czasowych
udato sie zamplifikowaé wszystkie markery, co
wskazuje na wzgledng stabilno$¢ RNA, przynajmniegj
w okresie miesigca. Istniejg opracowania, w ktdrych
naukowcy donosza, ze RNA jest stabilny w plamach
krwi przechowywanych przez okres 16, 23, a nawet 28
lat (Zubakov i in., 2009; Kohlmeier, Schneider, 2012;
Lindenbergh i in., 2012). Do oceny stabilnosci RNA
konieczne sa takze dodatkowe badania, gdyz wptyw na
nig, a co z tym zwigzane — na mozliwos¢ otrzymywania
powtarzalnych wynikéw, ma nie tylko czas, ale takze
inne czynniki zewnetrzne, m.in. wilgo¢, promienie
UV czy zmienna temperatura. Badane w niniejszym
projekcie plamy przechowywane byly w miejscu
suchym, bez narazenia na promienie stoneczne, dzieki
czemu nie doszto do znaczacej degradacji materiatu
genetycznego. Haas i in. (2011a) analizowali prébki
krwi, ktére poddane zostalty wptywowi czynnikow
Srodowiskowych, takich jak deszcz, wysoka temperatura
czy promienie stoneczne, z jednoczesng oceng
zaleznosci otrzymywanych wynikow od pici dawcy.
Najbardziej destruktywny wptyw na RNA wykazywaty
deszcz i wysoka temperatura, z tym ze mozliwo$¢
identyfikacji krwi zalezata od rodzaju wykorzystanych
markerow mRNA. Podobnie jak w przypadku badania
wptywu czasu najbardziej stabilnymi markerami krwi
okazaty sie HBB oraz HBA1, ktore zostaly wykryte
w kazdej badanej prébce (Haas i in., 2011a).
Zabezpieczane w miejscu przestepstwa $lady
biologiczne moga znajdowa¢ sie na réznych
powierzchniach, takich jak drewno, papier, obuwie
czy odziez. Ze wzgledu na rézng chtonno$¢ podtoza
oraz mozliwe wystepowanie inhibitoréw, ktére moga
sie przedosta¢ do ekstraktu podczas izolacji RNA,
nalezy podejrzewaé, ze jego rodzaj moze mie¢ wptyw
na wyniki testu identyfikacyjnego. W ramach niniejszej
pracy, w celu sprawdzenia wptywu rodzaju podioza
na prowadzong analize, wykorzystano matryce
RNA pochodzaca z plam naniesionych na materiat
dzinsowy oraz bibute Whatman. W obu przypadkach
we wszystkich prébkach z powodzeniem potwierdzono
obecno$¢ badanych markerow hemoglobiny, co
wskazuje, ze akurat te badane podtoza nie wptywajg na
przebieg reakcji profilowania mRNA opracowanej w tym
projekcie. Dla dokonania petnej oceny przydatnosci
stworzonego testu do identyfikacji krwi na dowodach
rzeczowych istnieje jednak konieczno$¢ przebadania
wiekszej liczby ré6znorodnych powierzchni. Wazna jest
tez ocena, czy rodzaj podfoza moze wptywac nie tylko na

przebieg samej reakcji, ale rowniez na tempo degradacji
znajdujgcego sie na nim materiatu biologicznego.
Przydatno$¢ opracowanego testu do profilowania
mRNA sprawdzono na rzeczywistych $ladach
biologicznych. Do analizy  wyselekcjonowano
22 probki, dla ktérych niespecyficzny test przesiewowy
wykrywajacy wiasciwosci utleniajgce hemu dat wynik
dodatni, jednak tylko w 3 potwierdzono obecno$¢
ludzkiej krwi testem specyficznym (grupa 2 w tabeli
nr 4). Dla 21 analizowanych $ladéw uzyskano profil
DNA, w kilku przypadkach o ztej jakosci. W 17 probkach
wykryto wszystkie markery mRNA specyficzne dla krwi,
a w 4 prébkach otrzymano czesciowy profil mRNA,
tym samym jednoznacznie potwierdzajac obecnos¢
ludzkiej krwi w badanych $ladach. Na podstawie
eksperymentéw walidacyjnych ustalono, ze granice
czutosci testu HemCheck stanowi 10000-krotne
rozcienczenie krwi, co odpowiada ok. 0,01 pl krwi.
Powyzsze wyniki sugerujg zatem, ze w badanych
w ramach niniejszego projektu rzeczywistych
$ladach biologicznych markery mRNA byly bardziej
stabilne od biatka hemoglobiny wykrywanego
testem ptytkowym. Chociaz bioragc pod uwage
nieprzewidywalny charakter rzeczywistych $ladow
w poréwnaniu do sztucznie przygotowanych probek
uzytych do walidaciji, catkowicie nie mozna wykluczy¢,
ze przyczyna ujemnego wyniku testu ptytkowego
przy jednoczesnym dodatnim wyniku profilowania
mRNA sag réznice w czutosci lub odpornosci obu
metod. Analiza wykresow krzywych topnienia reakcji
multipleksowej, odzwierciedlajacych obecnosé
poszczegdlnych specyficznych markerow mRNA
i ich wzajemny stosunek iloSciowy oraz obecnos$¢
potencjalnych niespecyficznych produktéw PCR,
w potaczeniu z wynikami innych testow wykrywajacych
krew i wynikami profilowania DNA umozliwia bardziej
szczegdtowe wnioskowanie na temat pochodzenia
i stanu zachowania badanej prébki. Przyktadowo,
analiza jednego ze $ladoéw (grupa 4 w tabeli nr 4)
wykazata obecno$¢ dwéch specyficznych produktéw
mRNA oraz dodatkowych niespecyficznych
fragmentéw, co moze wskazywac na znaczny stopien
degradacji $ladu, ewentualnie obecno$¢ RNA innych
organizmdw, np. bakterii. Podobnie o degradacji
materiatu biologicznego w $ladach moze $wiadczy¢
amplifikacja tylko najkrétszego fragmentu HBB61 lub
jego wiekszy przyrost w stosunku do pozostatych
dtuzszych fragmentéw, jak np. w trzech prébkach
z kategorii 1 oraz w probkach z kategorii 5 i 6, tym
bardziej, ze w przypadku tych sladéw zaobserwowano
rowniez szczatkowy profil DNA lub jego brak. Ponadto,
analizujagc wykres krzywych topnienia dla jednej
z prébek zakwalifikowanej do grupy 1, zaobserwowano
znacznie wyzszy przyrost produktu o dtugosci 503 pz
w stosunku do pozostatych krotszych fragmentéw.
Pik obrazujacy marker HBB503 byt rowniez szerszy
od pozostatych. Prawdopodobnym wyjasnieniem
opisanego powyzej wykresu krzywych topnienia
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multipleksu jest znacznie wydajniejsza amplifikacja
markera B-aktyny w stosunku do markeréw krwi
i natozenie sie krzywych topnienia produktu genu
referencyjnego oraz HBB503, co moze swiadczy¢
o obecnosci w badanym S$ladzie mieszaniny
krwi z ludzkim materiatem biologicznym o innym
pochodzeniu. Hipoteze te wzmacnia fakt uzyskania dla
tego $ladu mieszanego profilu DNA.

Whioski

Identyfikacja krwi ludzkiej na podstawie analizy pozio-
mu ekspresji genéw hemoglobiny jest bez watpienia
obiecujgca metoda, ktéra juz znajduje zastosowanie
w praktyce kryminalistycznej. Wéréd zalet tej metody
nalezy podkresli¢ przede wszystkim wysokg czuto$é,
specyficzno$¢ oraz mozliwo$¢ jednoczesnej ekstrakciji
RNA/DNA, co jest szczegodlnie istotne, kiedy analiza
DNA jest priorytetem, a ilo§¢ materiatu ograniczona.
Przeprowadzone badania wtasne i dane z literatury
cytowanej w niniejszej pracy udowodnity, ze zaréwno
transkrypty hemoglobiny alfa, jak i hemoglobiny beta
sg niekwestionowanymi markerami krwi. Test oparty
na profilowaniu markeréw HBB61, HBB503 i HBA197
wymaga jeszcze wielu badan. Po przeprowadzeniu
szerszego spektrum eksperymentdéw walidacyjnych,
a szczegolnie okresleniu specyficznosci markeréw
dla réznych ptynéw ustrojowych, przeanalizowaniu
wiekszej liczby rzeczywistych $ladéw biologicznych
i doktadnym wskazaniu optymalnej ilosci uzytego RNA
oraz po zbadaniu réznic osobniczych w poziomach
ekspresji gendéw mozliwe bedzie jego rutynowe
wykorzystanie do badania wiekszosci plam, co do
ktorych istnieje podejrzenie, ze moga zawiera¢ krew.
Ponadto wynik testu moze mie¢ warto$¢ predykcyjng
odnos$nie jakos$ci materiatu genetycznego, a takze
obecnosci mieszaniny ptynéw. Na obecng chwile
test oparty na analizie wybranych markerow mRNA
moze stanowi¢ metode uzupetniajgcg do komercyjnie
dostepnych specyficznych testéw immunologicznych
i immunochromatograficznych.

Zrédta rycin i tabel: autor
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