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Fluorescencyjna hybrydyzacja
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pozyskiwania mikroskrawkow (LCIM)
w genetycznych badaniach kryminalistycznych

Wstep i cel pracy

Gtownym celem kryminalistycznych badan gene-
tycznych jest dostarczenie danych umozliwiajacych
identyfikacje osoby, ktora pozostawita slad biologiczny
na miejscu popetnienia przestepstwa. Ze wzgledu
na to, ze na podstawie wnioskéw z opinii biegtego skta-
dy orzekajace sgdow karnych podejmuja decyzje pro-
cesowe, konieczne jest stosowanie takich metod anali-
tycznych, ktére cechujg sie pewnoscia i powtarzalno-
$cig uzyskanych wynikow oraz spetniaja warunek po-
wszechnej akceptacji Srodowiska naukowego. Natural-
ng droga rozwoju kryminalistycznych badan genetycz-
nych jest dostosowanie do swoich potrzeb technologii
badawczych, ktore wykorzystywane sg podczas innych
badan molekularnych. Drugim czynnikiem, ktory wpty-
wa na koniecznos$¢ stosowania nowoczesnych technik
badawczych, jest zmiana taktyki popeiniania prze-
stepstw. Sprawcy przyktadajg coraz wigksza wage
do zabezpieczenia si¢ przed pozostawieniem $ladéw,
na podstawie ktorych mozna bytoby ich zidentyfiko-
wac. Biorac pod uwage tylko te najwazniejsze czynni-
ki, postep genetycznej metody identyfikacyjnej jest $ci-
Sle skorelowany z rozwojem, jaki dokonuje sie w in-
nych gateziach nauk przyrodniczych. Pozwala to
na analize sladow biologicznych, ktére dotychczas nie
mogty zosta¢ wykorzystane do kryminalistycznej iden-
tyfikacji indywidualne;.

Jeszcze do niedawna eksperci wykonujacy badania
na potrzeby wymiaru sprawiedliwosci nie byli w stanie
uzyskaé wiarygodnych rezultatéw, izolujac DNA z ma-
tej liczby komorek, pomimo istnienia takiej mozliwosci.
Nawet jesli w toku ogledzin miejsca popetnienia prze-
stepstwa zabezpieczono $lad powstaty w wyniku krot-
kotrwatego kontakitu sprawcy z ofiara czy przedmio-
tem, to taki materiat byt czesto bez wartosci dla tocza-
cego sie postepowania. W zwigzku z tym wysitki gene-
tykoéw zmierzajg w strong modyfikacii istniejacych pro-
cedur badawczych albo zastosowania innych technolo-
gii, niz standardowo wykorzystywanych w kryminali-
stycznych badaniach genetycznych.

Z tych wiasnie powodéw, bazujac na doswiadczeniu
i wiedzy cytogenetykow molekularnych i onkologéw,

wprowadzono do praktyki kryminalistycznej] dwie meto-
dy analityczne: fluorescencyjna hybrydyzacje in situ
(FISH) oraz mikrolaserowe pozysk e komorek
(LCM) [9]. Mozliwe stato sie oznacz srofilu DNA
z materialu, ktory do tej pory stwarz: c trudnosci
podczas procesu identyfikacji indywicialnej. Potacze-
nie tych dwoch metod badawczych, od wielu lat wyko-
rzystywanych w cytogenetyce moleku
kologii, jest szczegdlnie uzyteczne podczas wykony-
wania ekspertyz genetycznych, w ktérych istnieje Ko-
niecznos$¢ oznaczenia typow komorek i ich odseparo-
wania od siebie. Najczesciej taka sytuacja powstaje
w toku badania materiatu dowodowego zabezpieczo-
nego po popetnieniu przestepstwa zgwatcenia. Zarow-
no, gdy analizowany jest wymaz z pochwy ofiary, wy-
maz z powierzchni penisa pobrany od podejrzanego,
czy z prezerwatywy zabezpieczonej w toku ogledzin
miejsca zdarzenia, zastosowanie standardowych pro-
cedur postepowania czesto nie przynosi pozytywnych
rezultatow. W takich sytuacjach konieczne staje sig zi-
dentyfikowanie komorek zenskich i odseparowanie ich
od komorek meskich. Zastosowanie obu metod anali-
tycznych umozliwia oddzielenie materiatu genetyczne-
go ofiary przestepstwa oraz sprawcy czynu zabronio-
nego.

Gtéwnym celem tgcznego zastosowania tych tech-
nik badawczych na potrzeby wymiaru sprawiedliwo$ci
jest dowodzenie przestepstw z rozdziatu XXV kodeksu
karnego, jednak spektrum ich wykorzystania jest
znacznie szersze. Potgczone metody FISH i LCM do-
skonale nadajg sie do identyfikacji i oddzielenia diplo-
idalnych komoérek meskich od zenskich w zaschnie-
tych, mieszanych plamach krwi. Dzigki wykorzystaniu
tych technologii badawczych, po nielegalnym zabiegu
aborcji, okre$lono profil DNA biologicznego ojca [2].
Takze w celu oddzielenia komérek réznych gatunkéw
taksonomicznych mozna stosowaé¢ metody poprzedza-
jace badania genetyczne. Ma to znaczenie podczas
dowodzenia przestepstw zwigzanych z nielegalnym
obrotem chronionymi gatunkami roslin i zwierzat oraz
ich przetworzonymi fragmentami.

Stosowanie fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ
oraz mikrolaserowego pozyskiwania komadrek stato sie

larnej oraz w on-
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konieczne takze ze wzgledu na tworzenie i rozwijanie
bazy danych DNA, w ktorych gtowna role odgrywaja
profile osdb oparte na niekodujacych fragmentach
DNA, typu STR, o wysokim polimorfizmie, zlokalizowa-
nych na chromosomach autosomalnych. Mimo iz moz-
liwe jest uzyskanie informaciji (w postaci uktadu alleli)
tylko o mezczyznie (polimorfizm fragmentow ulokowa-
nych na chromosomie Y) czy o kobiecie (polimorfizm
fragmentow znajdujgcych si¢ na chromosomie X), to
jednak moc dyskryminujgca takiego wyniku jest sto-
sunkowo niewielka. Wspolne zastosowanie obu opisy-
wanych metod pozwoli na okreslenie profili autosomal-
nego DNA, ktére mozna bedzie porownac z rekordami
zgromadzonymi w genetycznej bazie danych.

Celem artykutu jest ukazanie zastosowania dwoch
meiod badawczych: fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ oraz laserowego pozyskiwania mikroskrawkow
w noworzesnych badaniach kryminalistycznych.

luoressencyjna hybrydyzacija in situ (FISH)
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Ryc. 1. Schemat metody fluorescencyjnej hybrydyzacii in situ [autorzy za
M. Achrem wg 11]

Fig. 1. Scheme of fluorescence in situ hybridization (FISH) method [by 11]

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych in situ, czyli
w miejscu ich naturalnego wystepowania, polega na ta-
czeniu znakowanego polinukleotydu — sondy moleku-
larnej — z komplementarnymi sekwencjami kwasow nu-
kleinowych w komorce. Poczatkowo znacznikami son-
dy molekularnej byly izotopy, jednak stosunkowo szyb-
ko radioaktywna hybrydyzacja kwaséw nukleinowych
zostata wyparta przez metode immunofluorescencyjna.
Zaleta FISH jest jej wykonywanie bezposrednio
na szkietku mikroskopowym. Metoda umozliwia wykry-
cie poszukiwanej sekwencji DNA lub RNA oraz, co jest
szczegolnie istotne z kryminalistycznego punktu widze-
nia, lokalizuje dana sekwencje w komorkach czy nawet
na chromosomach. Fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ charakteryzuje sie wysokg czutoscia, szybkoscia
uzyskania wynikow oraz mozliwoscig zastosowania,
podczas jednego badania, wielu fluorochroméw o roz-
nym zabarwieniu [1, 10, 11, 12].

Pierwszym etapem jest denaturacja kwasu dezo-
ksyrybonukleinowego chromosomowego oraz DNA
sondy molekularnej na powierzchni podstawowego
szkietka mikroskopowego. Po zapewnieniu odpowied-
nich warunkéw termicznych nastepuje proces tgczenia
sie sondy molekularnej z komplementarna sekwencja
DNA badanych komérek. Nastepnie stabo hybrydyzo-
wane sondy DNA zostajq wyptukane z preparatu. Miej-
sca hybrydyzacji wykrywa sie metodami immunoche-
micznymi lub poprzez bezposrednig obserwacje prepa-
ratu pod mikroskopem wyposazonym w lampe fluore-
scencyjng (ryc. 1) [11].

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ pozwala mie-
dzy innymi na: lokalizacje konkretnych genow lub ich
fragmentéw w obrebie poszczegdlnych chromosomow,
identyfikacje addycji chromosomowych, wykrywanie
obcego materiatu genetycznego w komarkach, identy-
fikacje chromosomoéw markerowych, lokalizacje mikro-
delecji oraz identyfikacje chromosomowych pekniec
i translokacji, identyfikacje chromosomow pici oraz ich
regionéw, oceng ekspresii okreslonych genéw w Ko-
morkach, badania z zakresu ewolucjonizmu porow-
nawczego, analize aberracji chromosomowych w ba-
daniach z zakresu genetyki toksykologicznej [11].

W kryminalistycznych badaniach genetycznych
szczegoOlnie przydatnymi wiasciwosciami tej metody
badawczej sa: identyfikacja sekwenciji markerowych
charakterystycznych dla danego gatunku oraz identyfi-
kacja chromosomow pici. Mozliwos¢é zastosowania
réznobarwnych znacznikow fluorescencyjnych sond
komplementarnych do sekwencii fragmentow DNA zlo-
kalizowanych na chromosomie X i Y pozwala, podczas
analizy mikroskopowej, na rozroznienie komorek zen-
skich od meskich [9].

Metoda moze by¢ z powodzeniem stosowana w ge-
netycznych laboratoriach kryminalistycznych. Nie ma
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koniecznosci tworzenia nowej pracowni, lecz istniejaca
nalezy wyposazy¢ w dodatkowy sprzet. Warunkiem
niezbednym do przeprowadzenia udanej hybrydyzacii
jest zapewnienie optymalnych warunkow termicznych
denaturaciji oraz pozniejszego tgczenia sie sond mole-
kularnych z komplementarnymi sekwencjami DNA.
Mozna to zrealizowaC, wyposazajac termocykler —
standardowo stosowany w badaniach genetycznych —
w przystawke do hybrydyzaciji in situ. Dzigki temu jed-
no urzadzenie bedzie wykorzystywane do tancuchowe;
reakcji polimerazy i do procesu taczenia sie oligonukle-
otydow z komplementarna sekwencja DNA. Termocy-
kler z blokiem umozliwiajgcym wykonanie hybrydyzacji
przedstawia rycina 2.

w badaniach kryminalistycznych. Co wazne, po proce-
sie tgczenia sie sond molekularnych z komplementar-
nymi sekwencjami istnieje mozliwos¢ amplifikacji ozna-
kowanego fragmentu DNA [11].

Metoda ma pewne ograniczenia. Podczas procesu
hybrydyzacji moze doj$¢ do renaturacji helisy DNA, a
powstate hybrydy bardzo czesto sg niestabilne [1, 11].

Laserowe pozyskiwanie
mikroskrawkow (LCIM)

Istotnym problemem w nowoczesnych badaniach
onkologicznych jest heterogeniczna natura struktur
tkankowych. Uniemozliwia to dokcnanie analizy cech

Ryec. 2. Termocykler z przystawkg do hybrydyzaciji in situ
Fig. 2. Thermocycler equipped in with situ hybridization heater
Zrodio (ryc. 2-3): autorzy

Kolejnym elementem wyposazenia laboratorium jest
mikroskop optyczny z lampg fluorescencyjna, sprzezo-
ny z systemem komputerowym za pomocg toru wizyj-
nego. Obrazy mikroskopowe sg zapisywane na nosni-
ku magnetycznym komputera. Stanowisko do analizy
obrazéw mikroskopowych przedstawiono na rycinie 3.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ jest procesem
niewymagajacym duzej liczby specjalistycznych urza-
dzen. Zastosowanie wielu fluorochroméw jednocze-
$nie podnosi jej wartos¢ jako metody do zastosowania

Ryc. 3. Stanowisko do analizy obrazu spod mikroskopu fluorescencyjnego
Fig. 3. Fluorescence microscope equipped with LCD camera

morfologicznych czy fizjologicznych pojedynczych,
zmutowanych komorek. Doswiadczenia kliniczne po-
kazujg, iz rezultaty badan struktur komérkowych nie-
wyselekcjonowanych z tkanki bardzo czesto byty co
najmniej nieprecyzyjne. Stad tez, aby wptyw $rodowi-
ska nie zaburzat toku leczenia, pojawita sie koniecz-
nos¢ selekcjonowania fragmentéw tkanek lub po-
szczegolnych komorek, w celu poddania ich doktadne;j
analizie w warunkach pozaustrojowych. Rozwdj tech-
nik mikroskopowych umozliwia precyzyjna selekcje
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materiatu, w zwiazku z tym zdecydowano si¢ na pota-
czenie ich z fizycznym oddzielaniem komorek od in-
nych struktur za pomoca energii lasera [3, 7k
Metoda laserowego pozyskiwania mikroskrawkow
pozwala na izolacje tych struktur biologicznych bezpo-
$rednio z preparatu mikroskopowego. Aktualnie stoso-
wane sa dwie techniki: z wykorzystaniem lasera pod-
czerwonego oraz lasera ultrafioletowego. Pierwszym
etapem metody jest wizualizacja preparatu pod mikro-
skopem. Nastepnie okreslane sg wspoirzedne potoze-
nia komorek, ktére maja by¢ usunigete ze szkietka mi-
kroskopowego. Po zatwierdzeniu przez operatora
wprowadzonych danych laser rozpoczyna oddzielanie
oznaczonej struktury od $rodowiska i nastgpuje jej
transfer. Metoda charakteryzuje sie bardzo duza precy-
zja. Za pomoca energii lasera mozliwe jest wycinanie
przenoszenie fragmentéw tkankowych oraz pojedyn-
h komorek. Wysoka selektywno$¢ pozwalajaca
‘acje pojedynczych komorek jest cechg szcze-
reclysponujaca metode do badan kryminali-
stycznych [7].

golnie |

Systemy wyposazone w laser podczerwony

Po bezposredniej wizualizacji komorek i oznaczeniu
ich potozenia na szkietku mikroskopowym uruchamia-
ny jest laser pulsujacy, ktérego zadaniem jest zmiana
wiasciwosci fizycznych filmu polimerowego przymoco-
wanego do przezroczystego stolika zamontowane€go
w osi optycznej mikroskopu. Pod wptywem energii bto-
na polimerowa przykleja sie do wybranej komorki. Sity
adhezji sa na tyle duze, ze komorka jest odrywana
od struktury tkankowej. Nastgpnie jest ona przenoszo-
na do probowki i zalewana buforem ekstrakcyjnym.
Umozliwia to oddzielenie filmu polimerowego od wycig-
tych komorek. W wyniku procesu otrzymuje sie jedno-
rodny material biologiczny, ktory jest zakwalifikowany
do dalszych badan genetycznych [7].

Systemy wyposazone w laser UV

Energia promieniowania ultrafioletowego stuzy
do wycinania oznaczonych fragmentow tkanek lub ko-
mérek znajdujgcych sie na szkietkach zaopatrzonych
w membrany polietylenowe (PEN lub PET). Po wycigciu
komérek energia tego samego lasera powoduje, ze s
one katapultowane do probéwki z buforem adhezyjnym.
Zaleta tej techniki jest to, iz podczas wycinania i przeno-
szenia materiatu biologicznego nie dochodzi do kontak-
tu komorek z membrana. Dzieki temu ryzyko kontami-
nacji innym materiatem biologicznym jest znikome. Po-
dobnie jak w poprzedniej metodzie otrzymuje si¢ ko-
morki, ktore mozna poddaé procedurom stosowanym
w genetycznych badaniach kryminalistycznych [6, 7, 9.

Stosowanie metody laserowego pozyskiwania mi-
kroskrawkoéw pozwala na precyzyjng selekcje materia-
fu biologicznego, wczesniej zdiagnozowanego metoda
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ. Oddzielenie
od siebie komarek réznej pici zapobiega wystepowaniu
mieszaniny DNA (o dominujacym komponencie) czy
zjawisku amplifikacji preferencyjnej. Wyposazenie la-
boratorium kryminalistycznego w tego typu urzadzenie
jest jednak kosztowne. Wymaga to bowiem stworzenia
oddzielnej pracowni oraz zatrudnienia osoby, ktora
specjalizowataby sie w obstudze tych urzgdzen.

Wykorzystanie metody fluorescencyjnej
hybrydyzaciji in situ (FISH) i laserowego
pozyskiwania mikroskrawkéw (LCM)

w badaniach kryminalistycznych

Potaczenie zalet obu metod, ktére standardowo s3
wykorzystywane od wielu lat w cytogenetyce moleku-
larnej i onkologii, pozwala na przekroczenie kolejnej
granicy w genetycznych badaniach kryminalistycznych.
Dzieki fluorescencyjnej analizie mikroskopowej oraz
precyzyjnemu pobieraniu komorek z preparatu mikro-
skopowego mozliwe jest uzyskanie profilu DNA,
na podstawie ktorego mozliwa jest identyfikacja krymi-
nalistyczna osoby. Pominigcie tego etapu przed bada-
niami genetycznymi niektérych sladow czy dowodow
rzeczowych skutkuje najczesciej tym, iz biegly we
wnioskach swojej opinii nie moze jednoznacznie sie
wypowiedzie¢ o dawcy DNA na podstawie wynikow
badan z zabezpieczonej probki substancii.

Zastosowanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
oraz metody laserowego pozyskiwania mikroskrawkéw
jest szczegolnie przydatne podczas wykonywania ba-
dan genetycznych zleconych przez organy procesowe
w postepowaniach dotyczacych przestgpstw na tle
seksualnym. Jesli materiatem dowodowym jest wymaz
pobrany od ofiary i gdy po badaniu mikroskopowym
rozmazu na szkietku nie stwierdzono obecnosci plem-
nikéw, to standardowe sposoby postepowania sa bez-
celowe. W takim przypadku zastosowanie procedury li-
zy preferencyjnej nie spowoduje oddzielenia sie frakcji
meskiej od zenskiej, poniewaz w materiale do badan
znajduja sie tylko komérki o podobnym ciezarze. Ana-
liza danych statystycznych pokazuje, iz azoospermia
wystepuje coraz czesciej w populacji. Oznacza to, iz
takze wieksza liczba gwalcicieli cierpi na te dolegli-
wosé. Jednak brak plemnikéw w materiale biologicz-
nym pobranym od kobiety, ofiary gwattu, nie oznacza,
iz nie ma tam materiatu biologicznego pochodzacego
od mezczyzny. Leukocyty sprawcy oraz komorki na-
btonkowe z jego przewodu ejakulacyjnego sg obecne
w wymazie zabezpieczonym do dalszych badan,
pod warunkiem ze sprawca nie uzywat prezerwatywy
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podczas dokonania czynu zabronionego. W takiej sytu-
acji biegly ma do czynienia z mieszaning DNA, w kto-
rej dominowa¢ bedzie komponent pochodzacy od ko-
biety, przy znikomo matej ilosci meskiego kwasu de-
zoksyrybonukleinowego. Przy takiej dysproporcji, cze-
sto siggajgcej stosunku 70:1 i wiecej, szanse na uzy-
skanie wyniku badan genetycznych, ktéry bedzie moz-
na poddac¢ analizie statystycznej, sa mate. Zazwyczaj
uzyskuje sie wyrazny profil kobiety oraz nieliczne alle-
le pochodzace od mezczyzny. Konieczne jest wiec do-
konanie separacji komérek meskich od zenskich jesz-
cze przed badaniami genetycznymi. Na rynku dostep-
ne sa sondy ze znacznikami fluorescencyjnymi kom-
plementarnymi do specyficzne] sekwenciji satelity alfa
centromeru chromosomu X oraz satelity 1l DNA w re-
gionie Yg12 chromosomu Y (na przykiad zestaw
CEP X Spectrum Orange i Y Spectrum Green firmy Ab-
bott Molecular). Komorki zenskie, zawierajace dwa
chromosomy X, bedg oznaczone kolorem pomaran-
czowym, natomiast w przypadku komorek meskich
do chromosomu X przytaczy sig sonda z pomaranczo-
wym znacznikiem, a do chromosomu Y oligonukleotyd
cznaczony kolorem zielonym. Obraz z mikroskopu flu-
orescencyjnego przedstawiono na rycinie 4. Metoda
FISH pozwala zatem na identyfikacje komérek meskich
i zenskich. Po okresleniu wspétrzednych potozenia ko-
morek meskich na szkietku mozliwe staje sie ich pobra-
nie z preparatu za pomocg metody laserowej mikrode-
sekcji. Po ich wyodrebnieniu z mieszaniny wysoce
prawdopodobne jest uzyskanie profilu DNA, na podsta-
wie ktérego mozna dokona¢ identyfikacii kryminali-
stycznej [6, 7, 8].

Podobny schemat postepowania obowigzuje
w przypadku, gdy zabezpieczono wymaz z penisa
osoby podejrzanej o popetnienie przestepstwa zgwat-
cenia. Oprocz pochodzacego od mezczyzny materiatu,
ktorego ilo$¢ jest dominujgca, w pobranym materiale
obecne sg komorki nabtonkowe pochodzace od ofiary
gwattu. W takim przypadku uwaga biegtego jest skon-
centrowana na oznaczeniu komoérek zenskich i me-
skich, a nastgpnie na wyodrebnieniu komponentu me-
skiego z mieszaniny i jego pozniejszej analizie gene-
tycznej [4, 5].

Potgczenie obu opisanych powyzej metod z bada-
niami genetycznymi daje dobre rezultaty, gdy w toku
ogledzin miejsca popetnienia przestepstwa zgwatcenia
ujawniono i zabezpieczono do dalszych badan prezer-
watywe. Pobierajac, w warunkach laboratoryjnych, wy-
mazy substanciji biologicznej naniesionej na obie po-
wierzchnie prezerwatywy, mozna sprawdzi¢, na ktorej
z nich znajdujg sig komorki meskie, a gdzie dominuja
komorki zenskie. Oznaczenie pici metodami cytogene-
tyki molekularnej i wyodrebnienie komérek z preparatu
oraz zastosowanie odpowiednich metod analizy gene-

tycznej pozwolg na powigzanie zabezpieczonego sla-
du z ofiarg przestepstwa oraz ze sprawcag [8].

Nie tylko dowodzenie przestepstw z rozdziatu XXV
kodeksu karnego (przeciwko wolnosci seksualngj
i obyczajnosci) moze byé wspomagane potaczeniem
metod FISH i LCM. Spektrum zastosowania w bada-
niach kryminalistycznych tych technologii jest znacznie
szersze. Wszedzie tam, gdzie istnieje koniecznos¢ od-

Y Chromosome

Ryc. 4. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) interfazowych komo-
rek ludzkich. Zielony sygnal wskazuje sonde specyficzna dla ludzkiego
chromosomu Y (satellite |l DNA), a czerwony to sonda specyficzna dla
ludzkiego chromosomu X (alpha satellite DNA) [13]

Fig. 4. Fluorescence in situ hybridization (FISH) of a interphase human
cells. The green colour indicates a probe specific for human chromosome
Y (satellite Ill DNA) and red is a probe specific for human chromoso-
me X (alpha satellite DNA) [13]

zrodto: P. Wojtkiewicz [13]

dzielenia od siebie materiatu biologicznego w formie
komorek, mozna te procedury analityczne z powodze-
niem wykorzysta¢. W literaturze opisane sg przypadki,
w ktdrych zastosowanie przez biegtych fluorescencyj-
nej hybrydyzaciji in situ i laserowego pozyskiwania mi-
kroskrawkow oraz badan genetycznych pozwolito
na ustalenie biologicznego ojca ptodu po nielegalnie
wykonanej aborcji. Fluorescencyjna hybrydyzacija in si-
tu pozwolita na rozréznienie fragmentéw tkankowych
pochodzgcych od matki i ptodu, a metoda laserowej
mikrodesekciji na precyzyjne wyselekcjonowanie mate-
riatu do badan genetycznych [2, 14].

Zalety zastosowania fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) i laserowego
pozyskiwania mikroskrawkow (LCM)

w badaniach kryminalistycznych

Proces wdrazania do praktyki kryminalistycznej me-
tod badawczych, ktére sg wykorzystywane w innych
dziedzinach nauki, jest czasochtonny i wymaga ponie-
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sienia duzych kosztéw. Jednak ich zastosowanie po-
zwoli na uzyskanie wiarygodnych wynikow, ktorych
do niedawna nie mozna byto interpretowa¢. Dla krymi-
nalistyki wprowadzenie nowej metodyki badawczej to
duza korzy$¢. Poszerza sie spektrum stosowanych
technologii, co ma wplyw na wykrywanie sprawcow
przestepstw. Dzigki nowatorskim rozwigzaniom badaw-
czym rola prewencyjna kryminalistyki stale sig
zwieksza. Rownie waznym aspektem jest wzmacnianie
wérod spoteczenstwa poczucia posiadania przez orga-
ny wymiaru sprawiedliwo$ci narzedzi, ktore spowodujg
nieuchronno$é¢ kary za popetnione przestepstwo. Roz-
woj metod badawczych umozliwia udowodnienie po-
petnienia czynu zabronionego przez oskarzonego, a to
wptywa na rozstrzygniecie procesowe sktadu orzekaja-
cego.

Aktualnie wyniki badan genetycznych sg gromadzo-
ne w formie elektronicznych baz danych. Ich konstrukcja
pozwala miedzy innymi na porownywanie profili DNA
0s6b 7z ukiadami alleli uzyskanymi po badaniu zabezpie-
czonych Sladow kryminalistycznych. Najwigksze zna-
czenie maja bazy danych, w ktérych zgromadzone sg in-
formacje o loci autosomalnych typu STR. Wynika to z ich
duzej wartosci diagnostycznej oraz przydatnosci do ana-
lizy statystycznej. Stad tez istnieje tendencja, aby wpro-
wadza¢ metody badawcze ukierunkowane na analize
tych niekodujacych fragmentow DNA. Polimorfizm chro-
mosomoéw X i Y oraz analiza mitochondrialnego DNA
maja aktualnie znaczenie wspomagajace. Zastosowanie
metod fluorescencyjnej hybrydyzacii in situ oraz lasero-
wego pozyskiwania mikroskawkoéw pozwala na oznako-
wanie i selekcje komorek z opisanego powyzej materia-
tu biologicznego, a poprzez zastosowanie metod analizy
genetycznej mozliwe jest oznaczenie profilu DNA, ktory
mozna bedzie wprowadzi¢ do baz danych i porownac go
Z jej zasobami.

Dzigki wprowadzeniu do praktyki kryminalistycznej
obu tych metod mozliwe stato sig otrzymanie wynikow
badan z materiatu, ktory do tej pory nie mégt by¢ anali-
zowany. W sytuacjach mieszanin DNA, w przypadku
ktérych jeden z komponentow znacznie przewaza
nad drugim, np. stosunek mieszaniny 70:1, brak selek-
cji komérek meskich od zenskich spowodowatby, iz ma-
to realne bytoby oznaczenie petnego profilu komponen-
téw mieszaniny DNA. Oddzielenie komorek meskich
od zenskich ten problem catkowicie eliminuje [3, 9.

Przedstawiony przeglad niektorych korzysci pty-
nacych bezposrednio z tgcznego zastosowania obu
metod pokazuije, iz poniesione koszty zwigzane z wy-
posazeniem i szkoleniem pracownikow sg szybko
kompensowane, w chwili gdy na podstawie badan
sktady orzekajace sadow karnych otrzymajg wiary-
godne narzedzie, ktére umozliwia podjgcie decyzji
procesowej.

Podsumowanie

Cecha charakterystyczng kryminalistycznych badan
genetycznych jest wykorzystywanie technologii badaw-
czych, ktére sg z powodzeniem stosowane w innych
dziedzinach biologii molekularnej. Wprowadzenie
do praktyki kryminalistycznej metody fluorescencyjnej
hybrydyzaciji in situ oraz laserowego pozyskiwania mi-
kroskrawkow, standardowo od wielu lat wykorzystywa-
nych w cytogenetyce molekularnej i w onkologii, po-
zwolito na oznaczenie profili DNA z materiatu biologicz-
nego, ktory do tej pory nie mogt by¢ analizowany. Za-
prezentowany kierunek rozwoju badan kryminalistycz-
nych jest zwigzany z regutami uznania danych metod
badawczych za spetniajgce wymogi przydatnosci pod-
czas dowodzenia popetnienia przestepstw.

Przydatno$¢ opisanych powyzej dwdch metod ana-
litycznych jest szczegodlnie duza do wykrywania spraw-
cow przestepstw przeciwko wolnosci seksualnej i oby-
czajnosci. Dzigki zastosowaniu FISH i LCM uzyskuje
sie materiat biologiczny, ktory daje duze prawdopodo-
bienstwo otrzymania wiarygodnego i potwierdzonego
statystycznie wyniku badan genetycznych.
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Streszczenie

Celem artykutu jest przedstawienie dwéch metod badaw-
czych: fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ oraz laserowego po-
zyskiwania mikroskrawkéw, ktére sq standardotwo wykorzysty-
wane w cyfogenetyce niolekularnej i w onkologii. Ich fgezne za-
stosowanie w genetycznych badaniach kryminalistycznych po-
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zwoli na uzyskanie rezultatéw — profili autosomalnego DNA
w uktadach polimorficznych typu STR. Przedstawiono zasadg
dzialania tych metod, ich zalely oraz wady z punktu widzenia
identyfikacji kryminalistycznej. Przedstawiono takze obszary
dziatan przestepczych, przy dowodzeniu ktérych mozliwe jest
wykorzystanie opisanych technologii.

Stowa kluczowe: kryminalistyczne badania genetyczne,
uklady typu STR, przestepstwa przeciwko wolnosct seksualnej,
mieszaniny DNA, laserowe pozyskiwanie mikroskrawkéw
(LCM), fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH), bazy da-
nych DNA.

Summary

The main aim of this article is to describe two biological
technologies: fluorescence in situ hybridization (FISH) and
laser capture microdissection (LCM). These methods are
used in molecular cytogenetic and oncology. Their
application to forensic science enables idenlification of male
and female cells and isolation of spermatozoa from
microscope slides containing sperms and wvaginal cells.
Fluorescence in situ hybridization (FISH) and laser capture
microdissection (LCM) are both useful tools to prove sexual
assaults. The authors describe forensic usefulness and
emphasise advantages and disadovaitages of these
technologies.

Keywords: forensic science, short tandem repeat (STR)
profiles, sexual assault, DNA mixtures, laser capture micro-
dissection (LCM), fluorescence in situ hybridization (FISH),
DNA database.
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