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Badania jadrowego DNA w materiale kostnym
— opis wybranych przypadkow
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Wstep

Koniecznost identyfikacii N.N. zwilok dyktowana jest
przez wzgledy prawne, spoteczne | kulturowe, Ma ona
rowniez duze znaczenie dla prowadzonych postapowarn.

Od 2007 r. do 15.01.2013 r. do Bazy Danych DMA
wprowadzonych zostalo 420 profili M.MN. zwick [1]. Zgodnia
# danymi statystycznyml Whydziatu Poszukiwan | ldentyfi-
kacji Oséb Biura Kryminalnego Komendy Glownej Policii
w roku 2011 na terenie kraju ujgwniono facznie 691 zwtok
o nieustaloneg] tozsamosci, 7 czego 217 zidentyfikowano
w ciagu 14 dni od ich znalezienia. W 2012 roku liczba zna-
lezionych MM, zwiok wynosita 750, a w 193 przypadkach
nastapila identyfikacja w ciagu 14 dni od ich znalezienia
[2]. Ma przestrzeni ostatnich lat ujawnianie M.N. zwick na

terenie kraju utrzymuje sie na podobrym poziomie. Zasto-
sowanie zaawansowanych | precy2yinych meatod identyfi-
kacyjnych opierajgcych sig np. na badaniach DMA z ma-
teriaty kostnego zwicksza szanse na rozwigzanie dotgd
nigwyjasnionych spraw.

W zaleZnosci od stanu, w jakim sg zwloki, i okolicznosci
ich znalezienia, stosowane sa nastepujace sposoby iden-
tyfikacii:

* rozpoznanie przez krawnych,

+ analiza cech szczegdinych (blizny, tatuaie itp.),

« jdentyfikacja po ubraniach | r#eczach osobistych (bizu-
teria, dokumeanty itp.),

+  autopsja (przebyte zabiegi lecznicze i chirurgiczne),
antropologia kryminalistyczna (np. przebyte zlamania),

« rekonstrukcja twarzy na podstawie czaszki.
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Wymienione metody mozna okreshé jako posrednie,
natomiast sposoby bezposrednie to;
*  badanie odciskdw paledw,

* analiza danych dentystycznych,
= badania DNA.

W przypadku zwiok w znacznym stanie rozkiadu, gdy
niemozliwe jest przeprowadzenie identyfikacjl daktylosko-
pijnej lub nie dysponuje sie dokumentacjg stomatologicz-
na, pozostaje jedynie identyfikacja bazujgca na badaniach
genetycznych,

Przez diugi czas jedynym wykorzystywanym w prey-
padku zeszkieletowanych szczatkow |ludzkich rédiem ma-
teriatu genetycznego pozwalajgcym na identyfikacje bylo
mitochondrialng DNA (miDMA). Wynika to z jego wias-
ciwosci, takich jak liczba kopii w koméree czy struktura
przestrzenna, pozwalajgcych na zachowanie wystarcza-
|acej ilosci i jakosci DNA, nawet po bardzo diugim cza-
sie. Na przestrzeni lat rozwéj metod biclogii molekulamaej
urmnozliwit wykorzystanie rowniez jgdrowego DNA (nDNA)
w postaci sekwencji STR (short tandem repeat — krotkia
powtarzalng sekwencje tandermowe), kidre charakteryzu-
|a sie znacznie wigksza silg dyskryminacji w pordwnaniu
z badaniami mtDNA, Najbardzie] dodwiadczong instytucja
na polu wykorzystania materiatu kostnego w badaniach
identyfikacyjnych DNA jest Migdzynarodowa Komisja do
Spraw Osob Zaginionych (The Intemational Commission
on Missing Persons — [CMP). Zostata ona utworzona
w 1996 roku na Szczycie G-7 w Lyonie, Jej kluczowa rola
jast lokalizowanie i identyfikacja osob, kidre zaginety pod-
czas konfliktéw zbrojnych, migdzy innymi na terenie bytej
Jugostawii w latach 1982-1909. Szacuje =ig, ze zaginelo
wiedy naweat 40 000 osdb. Od roku 2001 do chwili obecnej
zostalo przebadanych ponad 29 108 probek nalezacych
do 15 000 rdznych osob. Material pordwnawczy stanowilo
89 086 probek krwi pochodzacych od rodzin zaginionych.
Raporty dopasowania na poziomie prawdopodoblefistwa
wyZszym niz 99,95% otrzymano w wypadku 16 289 zag:-
nianych osob. ICMP bada dziennie 105 probek kodel zmo-
dyfikowang metoda absorpcji-elucii przy wykorzystaniu
kolumn krzemicnkowyeh | zastosowaniu komercyjnego
zestawu QlAamp DNA Blood Maxi Kit [3],

Metodyka wykorzystywana w Centralnym Laborato-
rium Kryminalistycznym Policli oparta jest na doswiadcze-
niu ICMP. W ninigjszym artykule przedstawiono przeglad
najclekawszych przypadkéw, w ktérych jake materal
badawczy wykorzystano material kostny. Przy doborze
spraw autorzy kisrowali sie réznorodnoscia badanego ma-
teriatu kostnego oraz rodzajem czynnikdw egzogennych,
jakim byt on poddany.

MoZliwost typowania STR z kosci wystawionych na
dziatanie czasu i roZnych czynnikow Srodowiskowych
staje sig cennym narzedziem w ldentyfikaci osob zaginio-
nych oraz MM, szczatkdw. Trzeba jednak zaznaczye, ze
pozyskiwanie DMNA z tego typu materialu wcigz stanowi
duze wyzwanie, co wynika ze stosunkowo niewielkiaj ilossi

endogennego DNA, negatywnego oddziatywania czynni-
kaw Srodowiskowych, uszkodzen DMNA powstajacych post
maortem, Jak réwnigz koekstrahowanych podezas izolacii
inhibitordw reakefl PCR,

Materiat | metody

Materiat badawczy stanowilo 14 fragmentdw kostnych
réznego pochodzenia o ZrézZnicowanym stopniu rozkiadu;
- trzy fragmenty kosci potyliczne],

— trzy fragmenty kosci udowe], 1 nasada nlisza kosci
udowej,

= dwa fragmenty mostka,

- dwa fragmenty zeber,

— fragment talerza biodrowego,

— fragment zuchwy,

- fragment trzonu koscl diugisj,

W analizowanych sprawach na material kostny wphy-
waty rozne czynniki Srodowiskowe, w zaleznosci od migj-
sca zalegania zwiok. W przedstawionych przypadkach
rozna tez byta korelacja pomiedzy momentem ujawnienia
zwiok a czasem przeprowadzenia badan.

Fragmenty kostne poddano procesowi oczyszczania
metoda mechaniczng | chemiczna, a nastepnie sproszko-
wano je przy uZyciu miynka kriogenicznago.

OMA izolowano metods absorpeji-elucji przy uzyeiu
zestawu QlAamp DNA Blood Maxi Kit firmy QIAGEN. llo-
sciowe oznaczenie DNA przeprowadzono metods Real
Time PCR za pomocg aparatu ABl PRISM® 7500 Sequen-
ee Detaction System i zestawu odezynnikdw Quantifiler™
Human DMNA Quantification Kit firmy Applied Biosystems.
Otrzymane ekstrakty amplifikowano z wykorzystaniem
multipleksowe| reakeli PCR przy uzyciu nastepujacych ze-
stawow odezynnikdw: AmpFISTR® SGM Plus, AmpFISTR®
IdentiFilar, AmpFISTR® ldentiFiler Plus, AmpFISTR*Mini-
Filer firmy Applied Biosystems | aparatu GeneAmp PCR
Systern 8700 firmy Applied Biosystems. Produkty reakcii
PCR poddano elekiroforezie prey uzyciu sekwenatora ABI
PRISM®™ 3130x. Analize otrzymanych wynikdw przepro-
wadzono, uzywajac programu GeneMapper ID 3.2.1.

Opisy przypadkow

Przypadek 1. Zwioki znalezione w kompleksie

lesnym, zakopane w ziemi

Zwloki byly zeszkieletowane, a kosci poprzerastane
drobnymi  korzeniami. Szacowany czas pozostawania
zwhok w ziemi wynosit 24 miesigce, natomiast badania
wykonano 3 lata od przypuszezalnege czasu zgonu. Ma-
teriat badawczy stanowila czaszka ludzka, z ktorej pobra-
no fragment kogci potyliczne],

Sprawa ta byla interesujaca ze wzgledu na diugotrwale
dziatanie na zwioki niekorzystnych warunkow srodowisko-
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wych, takich jak pH, wilgotnosé i temperatura gleby oraz
oddziatywanie mikroorganizmow. Wszystkie te czynniki
maga powodowad fragmentacje (degradacjg) nici DMNA.
Stosujac opisang w ninigjszym artykule metodyke badan,
udato sig oznaczyt petny profil DNA w systemie MiniFiler
w wypadku prabki pobrane] z kodcl potylicznej, kidry byl
zgodny z profilem DMA oznaczonym w innym laborato-
rium. Badania pozwolity stwierdzic, ze materiat kostny za-
bezpieczony do dwich spraw pochodzil od jednej osoby.

Ma podstawie uzyskanych pozytywnych wynikow
badarf w opisanym przypadku mozna potwierdzic dane
literaturowe, 2e kosc potylicena, Jedna z koscl ptaskich,
jest dobrym materialem do badan genetycznych | moze
zawierat odpowiednig llosc DMNA nadajacego sie do pro-
filowania, pomime dlugo dzialajacych czynnikdw degra-
dujgcych [4].

Przypadek 2. Zwioki znalezione w okresie letnim

w kompleksie lesnym, lezace na ziemi

Zwioki byly czesciowo zeszkieletowane | rozoczion-
kowane., Szacowany czas zgonu to trzy miesigce przed
ujawnieniem zwlok. Badania wykonano po roku od przy-
puszczainego czasu zgonu. Materiat badawczy stanowil
mostek. Dotychezasowe badania wskazujg, 2e koscli ma-
jace duzg gestosc sg§ lepszym Zrddiem DNA ze wzgle-
du na wieksza odpornosé na czynniki degradujace [4].
W omawianym przypadku material badawczy — mostek
nalezacy do kogci gabczasiych — byl bardzie] podatny
na niszczgce czynniki srodowiskowe [5]. Mimo to w ba-
daniach wykonanych w systemie SGM Plus uzyskano
z niego pelny profil DMNA, ktory byl zgodny z profilem
oZnaczonym z maszynki do golenia, uzyskanym w opi-
nii sporzagdzenej w innym laberatorium. Prawidtowe za-
bezpieczenie koscl mostka oraz przechowywanie je] do
momentu wykonania badan w zamrozeniu byly najpraw-
dopodobnie] dodatkowymi korzystnymi czynnikami, kidre
umozliwily uzyskanie z tego rodzaju materialu badawcze-
go peinego profilu DNA,

Przypadek 3. Ekshumowane zwlcki pochowane

w 1920 roku na cmentarzu migjskim

Za materiat badawczy do tej sprawy postuzyia crasz-
ka wypraparowana w 1990 roku w Zakiadzie Medycyny
Sgdowe|. Badania wykonano 20 lat od przypuszczainego
czasu zgonu. Z czaszki pobrano fragment kosci potylicz-
nej. W wyniku przeprowadzonych badan genetycznych,
przy zastosowaniu systemu SGM Plus, uzyskano cze-
sciowy profil DNA (7 loci + AMG), natorniast w wyniku
badan przeprowadzonych w systemie MiniFiler uzyskano
pelny profil DMNA. Ten przypadek dowodzi, 2e stosowana
metodyka jest skuteczna nawel w przypadku bardzo sta-
rego, archiwalnego materialu biclogicznego, dodatkowo
poddanemu obrdbce termiczna] | chemiczne] w czasie
praparaciji.

Przypadek 4. Zwicki znalezione na terenie sadu

Zwloki znalezione na terenie sadu byly przerosnie-
te frawa, mchem | grzybnig. Uwazia sie, Ze grzyby nie
25 w stanie rozkiadac kolagenu stanowigcego element
budulcowy kosel | rozkiadajg resziki strawione przez bak-
terie. Grzyby moga delikatnie penetrowac kosci, tak jak
kutikule roglin, w miejscach gdzie zostaty one lokalnie
zdemineralizowane przez dzialanie bakterii [6].

W analizowans| sprawie szacowanego czasu zgonu
nie usialono, jednakie ze wrzgladu na stan kosci, ktare
poprzerastane byly grzybnig | elementami roslinnymi
moEna przypuszczac, ze zwloki byly w zaawansowanym
stopniu rozktadu. Materiatem badawczym byl trzon ko-
gci udowej (ryc. 1) i fragment lewego talerza biodrowe-

0o (2 widocznymi poczatkami rozkiadu koscl — procesem

gnilnym, z larwami owaddw na powierzchni | wewnatrz)
(rvc. 2). £ obu typow kosci uzyskano peiny profil DNA
pochodzenia meskiego przy zastosowaniu systemu |den-
tiFiler. W wyniku analizy statystycznej potwierdzono po-
krawienstwo niezidentyfikowanego meZczyzny 2 jego
Zyjacym synem.

Rye. 1. Fragmenty trzonu kool udowe] zabezpisczong podczas sekcil 2wlok NN, mezczyany po wilepnym aczysaczeniu do badan
Fla. 1. Fragmenis of femur secured duding the sutopsy of unknown make body after pre-cleaning

Zrodb (rye. 1-10) autorzy
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Rye. 2. Frapment trzonu 1alarza biodrowego Zabespleczorn podczas sekoj 2wlok NN, metczyzny po wetepnym oczyszozentu do badan
Fig. 2. Fragment of pelic disc secured duning fhe autopsy of urknown maie body alter pre-cleaning

Przypadek 5. Zwloki znalezione w okolicy jeziora

Sekcjg zwlok N.NM. meiczyzny pregprowadzono dwa
lata od szacowanego czasu zgonu. Zabezpieczono
nasade nizszg prawe| koscl udows| (rye. 3) | przestano do
badar genetycznych. Cala kose pokryta byla plednia | nie-
wielka ilofcia tkanki miekkie). Srodowisko podmokle, w ja-
kim cdnaleziono zwloki, wplywa bardzo niekorzystnie na
materiat kostny, przyezyniajac sie do degradacji DNA, Ba-

i
W R ST o ¢

e e e e

Ryea. 3 Fragroent trzonu kosci udowej wraz z nasadg zabezpieczony pod-
czas sekefl zwlok
Fig. 3. Fragmant of fermur with spiphysis secuned during the autopsy

Rye. 4. Dwa fregmenty zeber pobrane podczas sekojl rwiok
Fig. 4. Two fragments of nbs collscted duning the awlopsy

dania przeprowadzone okoto 3.5 roku od momentu zgenu
iuzyskano z tej kosci petny profil DNA przy zastosowaniu
systemu ldentiFiler,

Przypadek 6. Zwioki znalezione w cieku wodnym

W sprawie dotyczace] zwiok znalezionych w cieku
wodnym w okresie jesiennym material badawczy stano-
wily koscl, ktore narazone bylty na niekorzysine oddzia-
hywanie srodowiska wodnego. Podczas sekci zwlok za-
bezpieczono dwa fragmenty Zeber (rye. 4). Koscl pokryte
byly tkankg migsniowa w stanie rozkladu z widocznymi
larwami owaddow. Badania genetyczne przeprowadzono
w systemie — IdentiFilar ctrzymujac peiny profil DNA.,

Przypadek 7. 2wioki znalezione na terenie
podmokiym, przy brzegu rzeki
W te| sprawie rowniez zwioki poddane byly degraduja-
cym czynnikom zewnetrzrnym ze strony Srodowiska wod-
nego. Material do badan stanowity:
- fragment trzonu mostka w rozktadzie, bez tkanek
migkkich (ryc. 5},
— fragment trzonu lewe| kosci udowej bez tkanek miek-
kich, z larwami owaddw na powierzchni i w czescl szpi-
kowe| (ryc. B),
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— czaszka dobrze zachowana, z fragmentami skory | za-

brudzeniami pochodzgeymi od gleby | trawy (ryc. 71,
— 2uchwa dobrze zachowana, bez tkanek migkkieh {rve. B).

Badania genetyczng wykonano po okofo roku od sza-
cowanego czasu zgonu. £ trzonu mostka, kosel udowe
oraz Zuchwy uzyskano petny profil OMA przy zastosowa-
niu systamu ldentiFiler Plus. Z czaszki pobrano do badan
fragment potylicy, uzyskujac niepeiny profil DNA w tym
SAMYm systemia.

Przypadek 8 Zmumifikowany fragment trzonu

koscl diugiej

Materiat do badan stanowit catkowicie zmumifikowany
fragment trzonu kosci diugie] (ryc. 9). Szacowany czas zgo-

Rye. 5. Fragment trzonu mostsa
Fig. 5. Fragment of stamum daphiysis

Rye. T Czaszka, r kiorej pobrano do badan fragment potylicy
Flg. 7. Scull fromr wivch fragmenf of oooipu was collectad for examination

nu N.M. osoby byt nieznany. W wyniku przeprowadzonych
badan genetycznych w systemie ldentiFiler otrzymano
z badanej kosci peten profil DNA pochodzenia meskiego,
odpowiadajgcy w zakresie oznaczonych ukfadow profilowi
DMA oznaczonemu z matarialu pordwnawezego w postac
wiosa pobranego z pedzla do golenia nalezacego do oso-
by zaginiona.

Przypadek 8. Szczatki N.M. osoby ujawnione na palu
Z uwagi na stan szczatkdw ujawnionych na polu w okre-
sia latnim, niemozliwe byto ustalenie tozsamosci M.MN. oso-
by. Podezas sekeji zwhok, ktdra odbyla sie dwa miesiace od
momentu ujawnienia zwiok, pobranc matenal genetyczny
w postadi fragmenty kosci diugiej (udowe]) (Fot, 10), Kosé

RAye. B, Fragmant trzonu lews] kodel udowej
Flg. 6. Fragraent of lefl farmur

Ryc. 8. Zuchwa, kbdre] fragment pobrano do badadh
Fig. 8. Mandibie from which fragment was collected for examinatian
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pokryta byla niewielkimi fragmentami tkanki oraz plesnia.
W jamie szpikowe] kosci znajdowaly sie larwy owaddw.
Badania identyfikacyjne rozpoczeto okolo 5 miesiecy od
momentu ujawnienia zwtok. W ich wyniku uzyskano pelny
profil DNA przy zastosowaniu systemu IdentiFiler, Zwioki
zidentyfikowane zostaly przez pordwnanie oznaczonego
profilu DNA 2 kesel z profilem oznaczonym z uprawdopo-
dobrionego materialu pordwnawczego w postaci wymazu
pobranego 2 grzebienia nalezacego do denata,

Ryc. 9. Fragment trzonu kedel dlugie] pobrany w trakeie sekoji zwiok
Fig. 9. Fragmants of ong bome diaphysts collacted during e autorsy

Rye. 10. Fragment trzonu kodo dhugie) (udowe)
Fig. 10. Fragment of fong bave (famur) diaphyais

Podsumowanie

We wszystkich opisanych przypadkach, w ktdrych ma-
teriat stanowito 13 rdinego pochodzenia fragmentéw kost-
nych, uzyskano peine profile DNA. Jedynie w przypadiu
kosci potylicznej pochodzace| z czaszki znalezione] na
terenie podmokiym uzyskano w badaniach niepeiny profil
DNA, W analizowanych przypadkach nie zanotowano Wy~
stapienia kontaminacji. Pozwala to na stwierdzenie, e sto-
sowana w CLKP metodyka jest efektywna | umozliwia uzy-
skanie pozytywnych wynikéw badar materialu kostnego.

Profile oznaczone z kosci w niewyjasnionych sprawach
54 rejestrowane w Bazie Danych DMA. Liczba profili ozna-
czonych z matenalu pochodzacego z N.N. zwlok jest znacz-
nie mnigjsza w poréwnaniu z policyjnymi statystykami. Po-
witrma analiza materiatdw archiwalnych | typowanie spraw,
w ktdrych jedynym dostepnym materialem do badar bio-
logicznych Jest matedat kostny, wydaje sie wiec zasadne,
Rozwd] nowoczesnych metod, jekimi dysponuje obecnie
genetyka sgdowa, umozliwia przeprowadzenie analizy ta-
kiego whasnie materialu, co w konsekwencil moze doprowa-
dzi¢ do rozwigzania niewyjasnionych dotychezas spraw.
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Streszozenie

Eadei nigjednokrotiie stanoeig fedyne rddle muteriale biologicone-
go pozwelajgeege na bypotnee DNA wprzypadku sprace archimalmygc,
identyfikncyi znginiomyeh osib czy fez tdemiyfikacii ofier katastrof, Wimi-
k-t = unikalicl eoch bdoury kodef, stenawigeych sworsty barierg fi-
zyezng § cherriczig dia ezspenstodne powodigopch degradacie. Wartykule
preedstowiona kitke praypadice, w koryeh jedypm dostepmym mate-
riafem badaevezior dngl material kostwy, Defeki zastossoanive metodyki
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badark kodc, stesoiaeef o Centralnym Loboratorium Eryeminalistycz-
nym Policyi, nwzlive byle nzyskanie pozyfymmnycl wynikdw badi,
Spoérdd 13 badenycle prdbek, din rdZnege rodzagie keder, we wszystkich
proypadach wzyskano pelre profile DNA. Jedynie w proypadiu badiar
kodci pobylicene] olrzymang nigpelny profil DNA. Badwne Roded ridnily
s Do o zalednosel od fego, ki shmoipily clement szhiclefu, Wpre-
sty spraeach rédmy byl bakcke myphe czynmikie sewngtrene
eyl Zneczenie w praypadin degradecii DNA,

Stowa klnezowe: identyfikeciy szezqtiad udzhich, badarie DNA
muterinhs kestrege.

Suntnary
It happens queite often thal bases constitute the only source of bio-
logical material allowing for DNA profiling fn old coses, identifivation

of miiastng individuals or wnknown remeing. This is dug to a bone skruc-
tire providing weigue physical and chemicel barvier for degrading fac-
tars. Theaim of this article wes ke deseribe crses where the only bisdogi-
cal materil for examingtion iivolved bone sanptes. Metfuds routinely
used for bone ond teeth examimation by experts from e Central Faren-
sic Laboratery of the Pelice allowed for obtaiming positioe resultz, Oul
of 13 examination sowrples (bomes), i all cases fiull DNA profiles were
abtained. The exception 1 B exiamination of occipital bone wiich re-
sulted in partial profile. Exeorined bomes differed tn terms of sleucture
depending. on which part of skeleton ey origingted from. In the dis-
cuszed cases, the impact of exbermal factors contribuling fo degradation
of ONA alse varied.

Keyrvords: identification of loman remnins, DNA fyping, boate
sampiles
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