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Ocena przydatnosci folii adhezyjnych do zabezpiecza-
nia Sladow biologicznych oraz izolacji komérek ludzkich
metodg mikrodysekcji laserowej

Streszczenie

Folie adhezyjne sg z powodzeniem wykorzystywane w kryminalistyce do zabezpieczania Sladow biologicz-
nych, ktére po przeniesieniu na powierzchnie folii mogg by¢ poddawane obrazowaniu mikroskopowemu w celu
identyfikacji komérek ludzkich. Do niedawna brak mozliwosci fizycznej separacji struktur komorkowych unie-
mozliwiat ich selektywne genotypowanie pomimo dostatecznej wizualizacji. Wdrozenie do kryminalistyki techno-
logii mikrodysekcji laserowej stworzyto niespotykane dotagd mozliwosci manipulacji na poziomie komérkowym,
w szczegolnosci w zakresie pozyskiwania pojedynczych komorek ludzkich. Wykazano, iz folie z zabezpieczonymi
Sladami mogg z powodzeniem zosta¢ wykorzystane bezposrednio w charakterze preparatdéw mikroskopowych,
kompatybilnych z systemem mikrodysekciji laserowej. Ponadto, z wyseparowanych w wyniku mikrodysekciji frag-
mentow folii z materialem biologicznym mozna z zastosowaniem standardowych metod analitycznych uzyska¢
wysokiej jakosci profile DNA, co czyni technologig tatwg do zastosowania w rutynowej dziatalno$ci laboratorium
kryminalistycznego.

Niniejsza praca stanowi studium oceny parametréw kilkunastu typow folii pod kgtem kompatybilnosci z tech-
nologig mikrodysekcji laserowej. W wyniku przeprowadzonych badan wytypowano folie mogace by¢ z powo-
dzeniem stosowane do zabezpieczania $ladow biologicznych na miejscu zdarzenia, stanowigc jednoczesnie
podfoze odpowiednie dla laserowego pozyskiwania oraz genotypowania wytypowanych fragmentow $ladu.

Stowa kluczowe $lady biologiczne, folie kryminalistyczne, folie adhezyjne, mikrodysekcja laserowa, polimor-

fizm STR

Wstep i cel pracy

Wtasciwosci adhezyjne folii kryminalistycznych
sg z powodzeniem wykorzystywane do pobierania
i zabezpieczania sladéw znajdujgcych sie na mate-
riale dowodowym, m.in. widkien, wiosow, odciskow
palcow [1, 2, 3].

W zakresie kryminalistycznych badan biologicz-
nych udokumentowano zastosowanie folii adhe-
zyjnych jako skutecznej i wydajnej metody probko-
wania materiatu biologicznego zdeponowanego na
powierzchniach ptaskich, m.in. fragmentow tkanki,
pojedynczych komorek czy plam zaschnietych pty-

noéw ustrojowych [4, 5]. Zakres uzycia folii adhezyj-
nych nie ogranicza si¢ jedynie do materiatu dowodo-
wego [6, 7]. Sugerowano m.in. wykorzystanie tego
typu materiatow jako metody alternatywnej wzgledem
innych, bardziej inwazyjnych metod pobierania bio-
logicznych probek poréwnawczych [8]. Przyktadem
folii adhezyjnych wykorzystywanych standardowo
w kryminalistycznych laboratoriach biologicznych
sg tasmy adhezyjne typu HAT (hydrophilic adhesive
tape). Materiat, z ktérego wykonywane sg tasmy HAT,
rozpuszcza sie pod wptywem wody, co wykorzystano
w procesie izolacji DNA z materiatu biologicznego [8].
Komorki ludzkie zabezpieczone na powierzchnitasmy

18

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 283(1) 2014



Z PRAKTYKI

sg uwalniane po jej rozpuszczeniu bezposrednio do
roztworu lizujgcego, co pozwala na ominiecie etapu
mechanicznej separacji komorek i przyczynia sie do
minimalizacji strat jadrowego DNA podczas izolacji.
Materiat genetyczny pozyskany w wyniku ekstrakcji
tasm typu HAT cechuje sie dobrg jakoscig pozwala-
jaca na przeprowadzenie profilowania genetycznego
metodg analizy polimorfizmu loci mikrosatelitarnych
(Short Tandem Repeats — STR), standardowo wyko-
rzystywang przez laboratoria genetyczne [8, 9, 10,
11]. Powyzsze wtasciwosci tasm HAT przyczynity sie
do ich rozpowszechnienia jako wygodnego uzupet-
nienia tradycyjnych metod zabezpieczania oraz profi-
lowania sladow biologicznych.

Jednak zastosowanie tasm HAT, w szczegolnosci
na duzych powierzchniach materialu dowodowego,
nie jest pozbawione niedogodnosci. Z badan prze-
prowadzonych w Pracowni Badan Biologicznych
Biura Badan Kryminalistycznych ABW (wyniki niepu-
blikowane) wynika, iz nie w kazdym przypadku udaje
sie doprowadzi¢ do catkowitego rozpuszczenia tasmy
hydrofilowej, a jej pozostatosci mogg znacznie utrud-
ni¢ proces izolacji DNA. Ponadto, wraz ze wzrostem
rozmiaru powierzchni badanej, wzrasta rowniez praw-
dopodobienstwo zdeponowania na tasmie wiekszej
ilosci inhibitorow amplifikacji DNA (np. barwniki, kwas
humusowy), lub/i mieszanin komoérek pochodzgcych
od roznych osob, a w konsekwencji trudnosci z uzy-
skaniem lub/i interpretacjg profili DNA. Wreszcie,
wigksze gabarytowo fragmenty tasmy przysparzajg
probleméw zaréwno natury technicznej (zbyt mata
pojemnosc¢ standardowo uzywanych probowek), jak
i ekonomicznej (duze zuzycie odczynnikow), w kon-
tekscie izolacji kwaséw nukleinowych.

Mikrodysekcja laserowa

W ostatnich latach wprowadzono do kryminalistyki
technologie mikrodysekcji laserowej umozliwiajgca
precyzyjne pozyskanie materiatu w postaci pojedyn-
czych komorek do badann molekularnych przed wta-
Sciwg analizg DNA [12, 13, 14]. Historycznie rozwdj
mikrodysekcji laserowej byt odpowiedzig na zapo-
trzebowanie na precyzyjne, szybkie i zapobiegajgce
kontaminacji metody izolacji komérek lub fragmen-
tow tkanek z preparatow. Doprowadzito to do poja-
wienia sie zautomatyzowanych mikromanipulatoréw,
a nastepnie opisanego w 1996 r. przez Emmert-Buck
i in. [15] systemu LCM (Laser Capture Microdissec-
tion), dziatajagcego na podstawie laserowej metody
wycinania z wykorzystaniem wigzki laserowej promie-
niowania podczerwonego.

Obecnie zaawansowane systemy mikrodysek-
cji laserowej wyposazone sg w moduty laserowe

emitujgce promieniowanie UV lub IR, zintegrowane
z wysokiej klasy mikroskopem oraz zmotoryzowa-
nym stolikiem [16]. Cato$¢ uzupeiniona jest syste-
mem komputerowym pozwalajgcym sterowac proce-
sem wycinania za pomocg oprogramowania, kamery
i monitora komputera [17].

Opracowane pierwotnie z myslg o wykorzysta-
niu w dziedzinie onkologii systemy mikrodysekcji
szybko znalazty zastosowanie takze w innych, réz-
norodnych dziedzinach nauk biologicznych, w tym
w kryminalistyce [12, 13, 16, 18]. W Polsce pierwsze
wdrozenie systemu mikrodysekcji laserowej w labo-
ratorium kryminalistycznym miato miejsce w Biurze
Badan Kryminalistycznych Agencji Bezpieczenstwa
Wewnetrznego w roku 2011, natomiast pierwszg opi-
nig kryminalistyczng opartg na metodzie LCM wydano
w tymze laboratorium 22 listopada 2013 roku.

Zastosowanie mikrodysekcji laserowej w krymina-
listyce otwiera wiele nowych mozliwosci, takich jak
kontrolowana izolacja okreslonych fragmentow mate-
riatu biologicznego, izolacja pojedynczych komorek
ludzkich, eliminacja z prébki potencjalnych inhibito-
row amplifikacji PCR, mozliwos$¢ rozdziatu mieszanin
komoérkowych pochodzgcych od réznych oséb lub
z réznych tkanek, znaczacy wzrost czuto$ci analiz itd.
Ich szczegbtowy opis wykracza poza zakres niniej-
szej publikaciji.

W odniesieniu do zabezpieczanych sladéw krymi-
nalistycznych mikrodysekcja laserowa oferuje inte-
resujgcg alternatywe dla cato$ciowej izolacji DNA ze
Sladu pobranego na pateczke wymazowg (czesto
z fragmentami podtoza). Po wykonaniu preparatu
mikroskopowego ten sam s$lad moze by¢ poddany
selektywnej izolacji pozgdanego materiatu biologicz-
nego dzieki zastosowaniu systemu mikrodysekcji
laserowej. W oryginalnym zastosowaniu rekomendo-
wanym przez producentow systemow mikrodysekciji
laserowej preparaty komorkowe przygotowywane sg
na specjalnych polimerowych podtozach polecanych
przez producenta (ryc. 1a). Pojedyncze komorki lub
fragmenty tkanek sg nastepnie odseparowywane od
reszty preparatu wraz z fragmentem membrany za
pomocg wigzki promieniowania laserowego. Zaletg
takiego rozwigzania jest standaryzacja podtoza
preparatu oraz mozliwos¢ doboru materiatow poli-
merowych kompatybilnych z uzywanym systemem
mikrodysekcji. W przypadku sladow kryminalistycz-
nych, zabezpieczanych standardowo na pateczkach
wymazowych lub na foliach kryminalistycznych, nie-
dogodnos¢ powyzszego rozwigzania zwigzana jest
z koniecznoscig kazdorazowego przeniesienia mate-
riatu na powierzchnie membrany polimerowej, co
szczegolnie w przypadku tasm nastrecza problemow
natury technicznej i prowadzi¢ moze do strat mate-
riatu.
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W Biurze Badanh Kryminalistycznych ABW podjeto
pilotazowe badania majace na celu ocene przydat-
nosci systemu mikrodysekcji laserowej wyposazo-
nego w prototypowy laser o zwigkszonej mocy (zob.
Metoda badawcza) do izolacji komorek ludzkich
bezposrednio z folii adhezyjnych uzytych do zabez-
pieczenia sladow biologicznych. Niniejsza publika-
cja stanowi podsumowanie prac badawczych majg-
cych na celu ocene standardowo stosowanych tasm
kryminalistycznych pod katem wydajnosci trans-
feru sladow biologicznych z powierzchni materiatu
dowodowego oraz kompatybilnosci z systemem
mikrodysekcji laserowej, w szczegolnosci w zakre-
sie przygotowania preparatow mikroskopowych oraz
podatnosci na ciecie wigzkg promieniowania lasero-
wego. W trakcie badan przetestowano szereg para-
metrow determinujgcych przydatnosc¢ folii, takich jak
lepko$¢ powierzchni, selektywna adhezyjnos¢, przej-
rzystos¢, grubosc, gietkos¢, podatnos¢ na ciecie
oraz na separacje wycietych fragmentow. Nastepnie
wyseparowane fragmenty folii z komorkami ludzkimi
wykorzystano w charakterze materiatu wejsciowego
w standardowej procedurze profilowania genetycz-
nego stosowanej przez laboratoria kryminalistyczne,
tzw. analizie polimorfizmu STR.

W wyniku przeprowadzonych badan wyselekcjo-
nowano folie¢ adhezyjng o optymalnych parametrach,
tj. wysokiej i selektywnej adhezyjnosci oraz kompa-
tybilnosci z technologia mikrodysekcji laserowe;.

Wykazano réwniez, ze w testowanym zakresie wyse-
parowane za pomocg mikrodysekcji fragmenty tasmy
z komorkami ludzkimi zawieraty materiat genetyczny
spetniajgcy iloSciowe oraz jako$ciowe wymogi stan-
dardowych metod analizy kryminalistycznej, ktére
w rezultacie umozliwity uzyskanie wysokiej jako$ci
profili DNA.

Materiaty i metody

Materiat badawczy

Badaniom poddano 12 pozytywowych oraz nega-
tywowych transparentnych folii daktyloskopijnych
wykorzystywanych standardowo do zabezpieczania
odbitek linii papilarnych, 4 minifolie adhezyjne prze-
znaczone do uszczelniania 96-dotkowych ptytek
reakcyjnych (stosowanych m.in. w termocyklerze
GeneAmp 9700) oraz dodatkowo folig antyrefleksyjng
stosowang do zabezpieczania ekranéw tabletow.
Szczegotowy wykaz testowanych folii i tasm przed-
stawiono w tabeli 1.

Zabezpieczanie sladdw biologicznych
i przygotowanie preparatow

Poddanym badaniom opisanym w niniejszej
publikacji materiatem dowodowym byta szklanka
z widocznymi $ladami uzytkowania w postaci odbi-

Tabela 1

Testowane folie i tasmy adhezyjne

Lp. Typ tasmy/folii Rodzaj tasmy/folii Producent/nazwa wtasna
1 |folia daktyloskopijna | zelowa negatywowa transparentna | FOTON
2 |folia daktyloskopijna | zelowa negatywowa transparentna | BVDA/Keep Cool
3 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna BVDA
4 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna STANIMEX
5 folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna STANIMEX
(do mikrosladow)
6 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna FILMOLUX
7 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna TESA/Film Special
8 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna Neschen
9 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna Neschen/FILMOLUX 609
10 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna Neschen/ S50
11 | folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna Neschen/FILMOLUX Soft
12 | folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna Sirchie
13 |folia adhezyjna transparentna Eppendorf / PCR Film adhesive
14 |folia adhezyjna transparentna Eppendorf/ Storage Film adhesive
15 |folia adhezyjna transparentna Life Technologies / MicroAmp Optical Adhesive Film
16 |folia adhezyjna transparentna PlateMax / Genuine Axygen Quality
17 | folia antyrefleksyjna transparentna elektrostatyczna 3M / Natural View Fingerprint Fading Screen Protector

20

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 283(1) 2014



Z PRAKTYKI

tek czerwieni wargowej i linii papilarnych, a wiec
domyslnie zawierajgca zdeponowane przez uzyt-
kownika $lady biologiczne w postaci komorek ludz-
kich pochodzacych z nabtonka (naskérka) warg, jak
réwniez wewnatrz- i zewnatrzkomorkowego materiatu
genetycznego towarzyszgcego substancji potowo-
-ttuszczowej tworzgcej linie papilarne [19]. W celu
przeniesienia $ladu biologicznego na powierzch-
nie adhezyjng kazdg z testowanych folii przycinano
do rozmiaru 3 X 1 cm, przyklejano do powierzchni
szklanki w widocznym miejscu uzytkowania na ok. 10
sekund, a nastepnie zrywano energicznym ruchem.
Nastgpnie fragment folii z przeniesionym sladem
biologicznym mocowano przez przyklejenie adhezyj-
nej strony tasmy do krawedzi metalowej ramki MMI
(Molecular Machines & Industries) o wymiarach kra-
wedzi 7 x 2,5 cm oraz wymiarach otworu roboczego
45 x 16 mm (ryc. 1b).

Ryc. 1. Ramki preparatow do mikrodysekcji laserowej z ory-
ginalng membrang MMI (a) oraz z naklejong folig adhezyjnag

(b).

Obrazowanie mikroskopowe i mikrodysekcja
laserowa

Obrazowanie preparatow prowadzono z wykorzy-
staniem mikroskopu optycznego z wyposazeniem
konfokalnym Nikon A1-R oraz oprogramowaniem
NIS-Elements (NIKON). Preparaty poddawano obser-
wacji w Swietle przechodzgcym, z zastosowaniem
czarno-biatej kamery cyfrowej CCD Nikon QI-1 z chfo-
dzeniem o rozdzielczosci 1280 x 960, obiektywu
10x Plan Fluor N.A.0,30, w.d. 16 mm oraz 20x Plan
Fluor N.A.0,45, w.d. 1,0 mm. Obrazy mikroskopowe
poszczegolnych folii (z wyjgtkiem folii nr 4 — zob.
Wyniki i dyskusja) przedstawiono na rycinie 2.

Wycinanie fragmentéw folii adhezyjnych prowa-
dzono z wykorzystaniem modutu mikrodysekcji lase-
rowej firmy Molecular Machines & Industries (MMI)

zintegrowanego z mikroskopem Nikon A1-R. Modut
wyposazony jest w pulsacyjny, pikosekundowy laser
na ciele stalym o mocy 4 mW, emitujgcy promienio-
wanie w zakresie widma UV (o dtugosci fali 355 nm).
Ramki z fragmentami folii mocowano do zmotory-
zowanego stolika mikroskopu pracujgcego w trybie
sterowania wewnetrznym oprogramowaniem modutu
mikrodysekcji CellCut zintegrowanym z platformg
MMI CellTools.

Mikrodysekcje laserowg preparatdéw prowadzono
w Swietle przechodzgcym z wykorzystaniem wysoko-
czutej wewnetrznej cyfrowej kamery CCD MMI FI1C
0 rozdzielczo$ci 1032 x 776, w ktdrg wyposazony jest
modut MMI CellCut oraz obiektywu 10x Plan Fluor
N.A.0,30,w.d. 16 mmoraz20x Plan FluorN.A.0,45, w.d.
1,0 mm, przy zastosowaniu zmiennych parametréw
mocy lasera oraz ogniskowej wigzki promieniowania
laserowego. Separacja fragmentéw nastepowata pod
wpltywem wigzki promieniowania laserowego na sku-
tek zjawiska zimnej ablacji. Wyseparowane fragmenty
w bezdotykowy sposob umieszczano w probdwkach
0,2 ml, z wykorzystaniem autorskiej technologii auto-
matycznego podajnika opracowanej przez firme MMI
dla linii modutow mikrodysekcji typu CellCut (www.
molecular-machines.com).

Kryteria oceny folii kryminalistycznych

Ocena folii obejmowata nastepujgce kryteria: przej-
rzystos¢/widocznos¢ komorek, selektywna adhezja
(wydajnosc¢ folii pod katem przylegania komoérek
ludzkich), lepkos¢, elastycznosc¢, podatnosé na ciecie
oraz grubosc¢. Pierwsze dwa parametry oceniano na
podstawie obserwacji mikroskopowej. Lepko$¢ oraz
elastycznos¢ szacowano w sposob organoleptyczny.
Podatnos¢ na ciecie wynikata ze sposobu reago-
wania powierzchni folii na wigzke promieniowania
laserowego. Pomiaru grubosci poszczegoélnych folii
(wyrazonego w mm) dokonano za pomocg grubo-
$ciomierza elektronicznego LITEMATIC VL-50 firmy
Mitutoyo o rozdzielczosci 0,01 um, wyposazonego
w system pomiarowy minimalizujgcy btad ,Abbego”
oraz mechanizm redukujgcy nacisk pomiarowy.
W zwigzku z subiektywnym charakterem wigkszo$ci
zastosowanych kryteriow przyjeto punktowg skale
oceny w zakresie 0-5 pkt., gdzie ,,0” wyrazato warto$¢
najgorszg, np. brak podatnosci folii na ciecie, nato-
miast ,5” wartos¢ najlepsza, np. bardzo duzg podat-
nos¢ (ryc. 3). Po zsumowaniu punktéw za poszcze-
goélne parametry za nieprzydatne uznano folie, ktére
dla przynajmniej jednego z kryteridw uzyskaty ponizej
3 punktéw, natomiast pozostate uszeregowano pod
wzgledem przydatnosci wedtug uzyskanej punktacji
koncowej. Nie przyznawano punktéw za grubo$c,
ktéra wyrazana byfa wartoscig metryczna.
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Ryc. 2. Obrazy mikroskopowe testowanych folii. Numery odpowiadajg numeraciji z tabeli 1.
a — obrazy preparatéw przed wycieciem, b — obrazy preparatéw po cieciu laserem.
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Ryc. 3. Algorytm oceny zastosowany do oceny przydatnosci folii.

Analiza polimorfizmu STR

W celu oznaczenia polimorfizmu STR z materiatu
biologicznego (wymaz z jamy ustnej) zdeponowa-
nego na trzech wyselekcjonowanych foliach: 3M/
Natural View Fingerprint Fading Screen Protector,
PlateMax/Genuine Axygen Quality, pozytywowa
transparentna/Neschen, ktére uzyskaly najwyzszag
ocene punktowg (tab. 3), wyseparowano przy uzyciu
mikrodysekcji laserowej fragmenty zawierajgce okofo
20 komorek. Po przeprowadzeniu ogledzin mikrosko-
powych wieczka adhezyjnego oraz weryfikacji liczby
komoérek w wycietym fragmencie materiat byt pod-
dawany procesowi izolacji DNA z wykorzystaniem
metody fenolowej. Wyizolowane DNA zawieszano
w catkowitej objgtosci 5 ul H,0, po czym cato$¢ wyko-
rzystywano w charakterze matrycy w reakcji amplifi-
kacji DNA. Amplifikacje DNA prowadzono przy uzyciu
zestawu AmpFISTR® NGM SElect™ PCR Amplifica-
tion Kit (Applied Biosystems) z zastosowaniem 31
cykli powielania, tj. ilosci podwyzszonej dla prébek
z niskg zawartoscig DNA (Low Copy Number — LCN).
Catkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita
12,5 ul. Rozdziat amplikonéw metoda elektroforezy
kapilarnej prowadzono na sekwenatorze ABI 3130.
Analize polimorfizmu STR wykonano za pomocg
oprogramowania GeneMapper ID-X. Uzyskane pro-
file DNA porownywano z profilami referencyjnymi
(DNA ) stanowigcymi znane, uprzednio oznaczone
z wykorzystaniem standardowych metod (izolacja
kolumienkowa DNA z wymazu z jamy ustnej pobra-
nego na pateczke wymazowa), profile trzech osoéb
bedacych dawcami $ladéw biologicznych wykorzy-
stanych w eksperymentach.

Oznaczenie ilosci DNA

W celu oceny zawartosci DNA w izolatach pozy-
skiwanych z komorek ludzkich po mikrodysekcji
laserowej catos$¢ izolatu pozyskanego z 20 wyizolo-
wanych komorek (w objetosci 2 ul) poddano ocenie
ilosci DNA z wykorzystaniem systemu Quantifiler Duo
DNA Quantification Kit firmy Applied Biosystems przy
uzyciu urzagdzenia 7500 Real Time PCR System firmy
Applied Biosystems oraz przy zastosowaniu opro-
gramowania SDS Software v1.2.3. firmy Applied Bio-
systems zgodnie z zaleceniami producenta. Badanie
przeprowadzono w trzech powtorzeniach, w obec-
nosci kontroli pozytywnej w postaci DNA o znanym

stezeniu (AmpFISTR® Control DNA 007), rozciehczo-
nego do stezenia roboczego 100pg/ul.

Wyniki i dyskusja

Wyniki oceny poszczegdlnych parametréw wraz
ze szczegotowg punktacjg przedstawiono w tabeli 2.
Obrazy mikroskopowe powierzchni folii uzytych do
zabezpieczenia $ladéw biologicznych przedsta-
wiono na rycinie 2. Wyjatek stanowi folia nr 4 (folia
daktyloskopijna pozytywowa — STANIMEX), dla ktorej
z powodu minimalnej przejrzystosci nie udato sie uzy-
skac¢ obrazéw mikroskopowych.

Odpowiednia przejrzystosci folii i dobra widocz-
nos¢ komoérek sg jednym z kluczowych kryteriow
warunkujgcych przydatnos$¢ folii kryminalistycznej
do bezposredniego wykorzystania w charakterze
preparatu mikroskopowego poddawanego obrazo-
waniu oraz mikrodysekcji laserowej. Preparaty obra-
zowane sg w Swietle widzialnym przechodzgcym, co
warunkuje wymog przenikalnosci powierzchni folii dla
wigzki Swietlnej. W celu zapewnienia dobrej przeni-
kalnosci, do badahn wybrano folie transparentne, co
w wiekszosci przypadkoéw przetozyto sie na zadowa-
lajaca przejrzystos¢ preparatéw oraz dobrg widzial-
nos¢ zabezpieczonych komorek. Wyjatek stanowity
folie nr 4 i 11, ktére otrzymaly ponizej 3 punktéw
dla obu ocenianych kryteridw, a wiec ponizej progu
akceptowalnosci. Szczegolnie korzystng strukturg
powierzchni, dobrg przejrzystoscig oraz widzialno-
Scig komorek charakteryzowaty sie wszystkie folie
negatywowe, folie pozytywowe nr 3, 5, 8 i 10, minifolia
nr 16 oraz folia antyrefleksyjna nr 17.

Kolejnym z kluczowych parametréw warunku-
jacych przydatnos¢ folii w technologii mikrody-
sekcji laserowe] jest podatnos¢ na ciecie wigzka
promieniowania laserowego (kolumna: Podatnosc¢
na ciecie — tabela 2). Stwierdzono brak zauwazal-
nych zaleznosci pomiedzy podatnoscig na ciecie
a pozostatymi ocenianymi parametrami. Pozwolito
to na sformutowanie wniosku, iz kluczowy dla tego
parametru jest sktad surowcowy materiatu, z kto-
rego wykonano folie. W zwigzku z faktem, iz szcze-
gotowe listy sktadnikow poszczegolnych folii objete
sg zazwyczaj tajemnicg firmowa, nie byto mozliwe
okreslenie materiatu optymalnego dla mikrodysekcji
laserowej. W badaniach skupiono sie zatem na oce-
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Tabela 2
Wyniki oceny punktowej parametrow folii adhezyjnych
- Przejrzy-| \\40¢%" . | Grubos¢ | Elastycz.| Selektywna | Podat- | o
Lp. Rodzaj folii v nosé Lepkosé . adhezyj- | nos$é na
stosé X [mm] nosé y: L pkt
komérek nos¢ ciecie
FOTON
1 | Zzelowa negatywowa 4 B 0,56 2 5 0 20
transparentna
BVDA, Keep Cool
2 |zelowa negatywowa B 5 0,59 2 5 3 24
transparentna
3 BVDA 5 5 0,12 1 2 1 16
pozytywowa transparentna
4 SAANLUA 0 0 0,15 3 0 0 7
pozytywowa transparentna
STANIMEX
5 | pozytywowa transparentna 4 5 0,14 1 4 4 23
do mikrosladéw
6 Ale 3 3 0,11 5 3 1 20
pozytywowa transparentna
7 TESA Film Special 3 3 0,07 4 3 3 21
pozytywowa transparentna
g | NNeschen 4 5 0,09 4 4 4 25
pozytywowa transparentna
9 Neschen FILMOLUX 609 4 3 013 4 4 4 23
pozytywowa transparentna
10 | Neschen S50 5 4 0,05 5 3 3 23
pozytywowa transparentna
11 Neschen FILMOLUX soft 5 5 0.11 5 5 4 18
pozytywowa transparentna
12 | Sirchie 4 4 0,15 2 4 3 21
pozytywowa transparentna
13 | PCR Film adhesive Minifolia 3 3 0,11 5 2 4 19
Bl Siorage Film adhesive 3 4 0,21 4 4 1 20
Minifolia
15 MlcroAmp thlcal Adhesive 3 3 0.11 4 3 4 20
Film Minifolia
Genuine Axygen Quality
16 | (PlateMax) 5 4 0,09 4 5 4 25
Minifolia
17 3M/Natura| View Fingerprint 5 5 017 3 4 4 o5
Fading Screen Protector

nie reakcji powierzchni folii na promieniowanie lase-
rowe. Najwyzszg punktacje przyznawano w przy-
padku separacji fragmentu folii minimalng liczbg
powtorzeh prowadzonej wigzki laserowej, przy mini-
malnej mocy lasera, waskich krawedziach ciecia
oraz przy jednoczesnym braku niepozadanych efek-
tow ,bagblowania” rozpuszczonego kleju, przypala-
nia krawedzi cigcia i topienia powierzchni folii przez
wigzke lasera. Takg separacje udato sie uzyskac dla

foliinr5, 8,9, 11, 13, 15, 16 oraz 17. Brak najwyzszej
oceny (5) wynikat z faktu, iz w zadnej z testowanych
folii nie udato si¢ kompletnie odseparowac wycina-
nego obszaru jednokrotnym prowadzeniem wigzki
laserowe;j.

Kryterium lepkosci dotyczy ogoélnych wiasciwo-
sci adhezyjnych folii, tj. trwato$ci jej przylegania do
réznych typow powierzchni. W niniejszej pracy oce-
niano powierzchnie szklang oraz dodatkowo papie-
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rowg (bez naniesionych sladéw biologicznych), przy
czym podana punktacja jest wartoscig usredniong dla
obu typow powierzchni. W przypadku papieru, najwy-
zej punktowano folie, ktére w sposoéb trwaly (ij. bez
odpadania) przylegaty do ocenianych powierzchni,
a jednoczesnie mozliwe byto ich stosunkowo tatwe
odklejenie, tj. bez zrywania wtokien ligninowych
papieru. Najwyzsze oceny w tej kategorii uzyskaty
folie pozytywowe nr 5, 6, przy czym nie byta to cecha
charakterystyczna dla catej kategorii. Punktacje poni-
zej progu akceptowalnosci uzyskaty folie nr 3 oraz 13.

Elastycznos¢ folii nie determinuje bezposrednio
ich przydatnosci dla mikrodysekcji laserowej. Para-
metr ten wigczono jednak do ogodlnej punktacji ze
wzgledu na spotykang w praktyce roznorodnosé
ksztaftow oraz cech fizycznych materiatu dowodo-
wego, ktora powoduje, iz manipulacje folig mato ela-
styczng moga by¢ utrudnione. Parametr ten bezpo-
Srednio przekfada sie rowniez na tatwo$¢ wykonania
preparatu mikroskopowego. Najgorsze wartosci uzy-
skaty pozytywowe folie zelowe (nr 1 i 2), co niewatpli-
wie zwigzane jest z duzg gruboscig tych folii oraz folie
pozytywowe nr 3, 5i 12.

Selektywna adhezyjnos¢ folii kryminalistycznych,
tj. zdolnos¢ do wigzania komorek ludzkich, okresla
zasadnosc¢ ich wykorzystania w charakterze metody
zabezpieczania $ladow biologicznych. Parametr ten
nie jest bezposrednio uwarunkowany ogélng lepko-
Scig folii, lecz wynika raczej z powinowactwa zasto-
sowanej substancji klejowej do materii organicznej,
w tym do komorek ludzkich. Najbardziej wydajne
pod katem transferu materiatu biologicznego byty
zelowe folie negatywowe (1 i 2) oraz minifolia nr 16.
Nalezy zaznaczy¢, ze w prowadzonych badaniach,
selektywna adhezyjno$¢ miata charakter parametru
wzglednego, tzn. uzyskiwana ocena uzalezniona byfa
od punktacji w kategoriach Przejrzystosc¢ i Widocz-
nos¢ komdrek. Widoczne jest to zwtaszcza na przy-
ktadzie folii nr 4, w ktorej z powodu matej przejrzy-

stosci (0 pkt.) oraz widocznosci komorek (0 pkt.) nie
byto mozliwe dokonanie oceny selektywnej adhezyj-
nosci (0 pkt.). Na potrzeby niniejszych badan, ktérych
celem byta ocena asortymentu folii pod katem ich
praktycznego wykorzystania w technologii mikrody-
sekcji laserowej, brak mozliwosci oceny parametru
(np. Selektywna adhezyjnosc — folia nr 4), przekiadat
sie na przyznanie najnizszej punktacji, co oznaczato
niekompatybilnos¢ danej folii z technologia.

Oproécz punktowanych parametréw okreslano réw-
niez dwa dodatkowe kryteria, tj. grubosc¢ folii oraz
strukture powierzchni. W przypadku grubosci, jej war-
tos¢ nie miata bezposredniego przetozenia na przy-
datnos¢ folii, pozostawata jednocze$nie w posrednim
zwigzku z innymi parametrami, tj. elastycznoscia,
przejrzystoscig oraz podatnos$cia na ciecie. W zwigzku
z powyzszym parametr ten, wyrazany w skali metrycz-
nej, wtaczono do testow jedynie w charakterze infor-
macyjnym. Strukture powierzchni testowanych folii
oceniano na podstawie obrazéw mikroskopowych
zestawionych na rycinie 2. Ze wzgledu na duza r6z-
norodnos¢, parametr ten okazat sie bardzo trudny do
odwzorowania w skali punktowej. Ponadto uznano, iz
przydatnos¢ folii jest znacznie doktadniej wyrazana
przez punktowane parametry przejrzystosci i widocz-
nosci komorek.

W tabeli 3 zestawiono folie, ktore uzyskaty ocene
powyzej progu akceptowalnosci, tj. 3 lub wiecej punk-
téw dla wszystkich testowanych kryteriow. Wyniki
przeprowadzonych testow pozwolity na warunkowe
zakwalifikowanie siedmiu sposrod testowanych folii
jako przydatnych do zabezpieczania $ladéw bio-
logicznych oraz kompatybilnych z mikrodysekcijg
laserowg. W grupie tej znajdujg sie folie pozytywowe
(7-10), minifolie adhezyjne (15, 16) oraz folia antyre-
fleksyjna (17). Zarowno typ, jak i rodzaj folii, nie deter-
minujg zatem jej przydatnosci do mikrodysekcji. Na
uwage zastugujg produkty firmy Neschen, ktére w az
trzech sposrdd czterech przypadkéw zostaty uznane

Tabela 3
Zestawienie folii, ktére uzyskaty ocene powyzej progu akceptowalnosci dla kazdego z testowanych parametrow
fglrii Typ folii Rodzaj folii Producent/model S:::a
17 folia antyrefleksyjna |transparentna elektrostatyczna |3M/Natural View Fingerprint Fading Screen 25
Protector

16 |folia adhezyjna transparentna PlateMax/Genuine Axygen Quality 25
8 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna Neschen 25
9 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna Neschen/FILMOLUX 609 23
10 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna Neschen/S50 23
7 |folia daktyloskopijna | pozytywowa transparentna TESA/Film Special 21
15 folia adhezyjna transparentna /|-:\i'|)r?1”ed Biosystems/MicroAmp Optical Adhesive 20
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za kompatybilne. Jednak przy wyborze do dalszych
badan kierowano sie wytgcznie szczegofowg oceng
wszystkich testowanych parametrow wyrazong przez
sume punktdw uzyskanych przez poszczegoélne
modele folii.

Do badan polegajgcych na genotypowaniu mate-
riatu biologicznego zabezpieczonego na powierzchni
folii i wyseparowanego za pomocg mikrodysekciji
laserowej zakwalifikowano trzy modele folii, ktore
uzyskaty najwyzszg liczbe punktow w tescie przydat-
nosci, tj. folie nr 17, 16 oraz 8 (zaznaczone szarym
odcieniem w tabeli 3). Nastepnie z kazdej z zakwa-
lifikowanych folii wyseparowano fragmenty zawiera-
jace tacznie ok. 20 komorek ludzkich (ryc. 4), w trzech
powtdrzeniach reprezentujgcych materiat biologiczny
trzech réznych dawcow. Pozyskane fragmenty
zostaly uzyte jako materiat wejsciowy w standardowej
procedurze izolacji DNA, amplifikacji PCR oraz elek-
troforezy kapilarnej stosowanej przez laboratoria kry-
minalistyczne (procedura opisana w dziale Materiaty
i metody).

W wyniku pomiaru ilosci DNA w trzech niezalez-
nych probkach od réznych dawcoéw zawierajgcych
po ok. 20 komorek uzyskano wartosci odpowiednio,
40 pg, 66 pg, 30 pg DNA. Wartoéci te byty o okoto
potowe nizsze od wartosci oczekiwanych, wynikaja-
cych z danych literaturowych odnosnie do zawarto-
sci DNA w jadrze komorkowym. Zgodnie z dostepna
wiedzg 20 diploidalnych jgder komorkowych zawiera
DNA w ilosci 132 pg. Zatem, uwzgledniajgc ok. 30%
strate materiatu genetycznego podczas izolacji feno-
lowej, izolaty powinny zawiera¢ ok. 90 pg DNA. Zani-
zony pomiar uzyskano rowniez dla prébki kontrolnej
(wartos$¢ oczekiwana wynikajgca z zastosowanego
rozciehczenia — 100 pg; wartos¢ zmierzona — 50 pg).

Ryc. 4. Obraz mikroskopowy wycigtego fragmentu tasmy

3M wraz z komérkami nabtonka jamy ustnej. Cyframi ozna-

czono poszczegolne komorki, ktérych caty obwod znalazt
sie w polu widzenia.

Zaobserwowane rozbieznosci mogg wynikac z faktu,
iz analizowane stezenia DNA oscylujg w granicach
najnizszego punktu pomiarowego krzywej standar-
dowej zestawu Quantifiler Duo DNA Quantification
Kit, co oznacza, iz czuto$¢ zastosowanej metody
moze by¢ niewystarczajgca dla uzyskania wiarygod-
nego pomiaru. Ponadto, wedfug wiedzy autorow, nie
istniejg obecnie metody pomiarowe pozwalajgce na
precyzyjne oszacowanie ilosci DNA rzedu kilku, kil-
kunastu pikogramow. W konsekwencji powyzszych
wynikow badan w eksperymentach profilowania
pojedynczych komoérek ludzkich wyseparowanych
przy uzyciu mikrodysekcji laserowej zrezygnowano
z oznaczen ilosciowych metodg Real Time PCR. Na
potrzeby oszacowania ilosci DNA w izolatach z 20
komorek przyjeto, iz zawieraty one pomiedzy 90 pg
(6,6 pg x 20 komorek — 30% strat podczas izolaciji)
a 45 pg DNA (srednia wartos¢ wynikajgca ze wskazan
metody Real Time PCR).

W analizowanym zakresie ilosciowym, potgczenie
techniki mikrodysekcji laserowej z zastosowaniem
wyselekcjonowanych folii nr 17, 16 oraz 8 umozliwito
uzyskanie peinych profili STR, spetniajgcych wymogi
analityczne wynikajgce z walidacji wewnatrzlabora-
toryjnej Biura Badan Kryminalistycznych ABW oraz
z rekomendacji Miedzynarodowego Towarzystwa
Genetyki Sgdowej — IFSG (Przyktadowe profile dla
folii 3M zostaty zamieszone na ryc. 5). Ponadto, dla
wszystkich analizowanych folii oraz powtérzen stwier-
dzono zgodnos¢ oznaczonych profili z profilami refe-
rencyjnymi dawcow DNA _, w pefnym zakresie ana-
lizowanych loci STR wchodzgcych w skiad zestawu
NGMSElect™. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze folie
wykorzystywane do zabezpieczania sladéw biolo-
gicznych moga z powodzeniem zosta¢ wykorzystane
bezposrednio w charakterze preparatow mikrosko-
powych, kompatybilnych z systemem mikrodysekcji
laserowej oraz ze standardowymi metodami profilo-
wania genetycznego.

Podsumowanie

Wdrozenie mikrodysekcji laserowej do kryminali-
styki stworzyto nowe mozliwosci profilowania gene-
tycznego sladow biologicznych tradycyjnie zabezpie-
czanych na pateczkach wymazowych oraz na foliach
kryminalistycznych. Dodatkowo, oprécz dotychczas
stosowanej catosciowej izolacji DNA z zabezpieczo-
nego materiatu, eksperci zyskali mozliwos¢ typowa-
nia oraz selektywnego pozyskiwania okreslonych
komponentow $ladu, gtéwnie komérek ludzkich,
w sposob zautomatyzowany i wolny od zanieczysz-
czeh. W celu dalszego uproszczenia procesu geno-
typowania Sladéw biologicznych, przeprowadzono
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Ryc. 5. Profile genetyczne uzyskane ze sladow biologicznych w postaci 20 komoérek nabtonka jamy ustnej zabezpieczonych

na foli 3M (Natural View Fingerprint Fading Screen Protector) z wykorzystaniem mikrodysekcji laserowej, fenolowej metody

izolacji DNA oraz zestawu NGMSElect™. Os Y elektroforegramoéw wyskalowano w jednostkach rfu. Panele A i B przedstawiajg
przyktadowe profile uzyskane dla dwéch réznych dawcow.

testy szeregu folii adhezyjnych pod katem ich przydat-
nosci do zabezpieczania Sladow oraz kompatybilno-
Sci z technologig mikrodysekcji laserowej. W wyniku
przeprowadzonych testow wyselekcjonowano folie
o optymalnych parametrach, gwarantujgcych efek-
tywny transfer materii organicznej, w szczegoInosci
komorek ludzkich, z powierzchni materialu dowo-
dowego, mozliwos¢ bezposredniego obrazowania

mikroskopowego komorek oraz podatnosc na sepa-
racje fragmentow preparatu wigzkg promieniowania
laserowego. Wobec wzrastajgcego zainteresowania
technologig mikrodysekcji laserowej przedstawione
wyniki badan moga w sposob istotny przyczynic sie
do spopularyzowania wykorzystania folii krymina-
listycznych z zabezpieczonym materiatem bezpo-
Srednio w charakterze preparatow mikroskopowych
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przystosowanych do mikrodysekcji. Proponowany
sposéb wykorzystania folii kryminalistycznych umoz-
liwi typowanie i pozyskiwanie dowolnych obszarow
oraz komponentéw preparatu, a w konsekwencji
bardziej swiadome, kontrolowane i selektywne geno-
typowanie materiatu biologicznego pozyskanego
z zabezpieczanych $ladéw.

Zakupy aparatury analitycznej i odczynnikow
wykorzystanych w badaniach oraz czgs¢ prac
badawczych zrealizowano w ramach projektu
badawczo-rozwojowego AriaDNA 2010, nr 0 R 00
002712, finansowanego ze srodkéw Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju.

Zrédta rycin i tabel

Ryciny 1-5: autorzy
Tabele 1-3: opracowanie wtasne
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