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INA ‘utynowg metodg sto-
ang ianiach kryminalistycz-
1 pr stalaniu pokrewienstwa
W i iach ewolucyjnych, an-

ologi on i medycynie klinicz-
. Zné 2 swoje zastosowanie
tain. gdzie standardowe genotypo-

wanie w oparciu o uktady mikrosate-
litarne STR nie jest mozliwe. W kry-
minalistyce takie badania wykonuje
sie¢ w przypadku S$ladow biologicz-
nych o duzym stopniu degradacji
badz Sladéw z natury zawierajgcych
mate iloSci jadrowego DNA, takich
jak kosci, zeby czy trzony witosow.
Ponadto niektére sekwencje mtDNA
pozwalajg na okreslenie przynalez-
nosci gatunkowej Sladéw pochodze-
nia zwierzecego.

Budowa mitochondrialnego DNA

Mitochondrium jest organellg ko-
morkowa odpowiedzialng za dostar-
czanie energii komérce w procesie
fosforylacji oksydacyjnej. Zawiera
ono wiasny materiat genetyczny —
kolista dwuniciowg czgsteczke mito-
chondrialnego DNA o dtugosci ok.
16 569 pz. [9]. Ewentualne réznice
w difugosci wynikaja m.in. z insercji
lub delecji nukleotydéw. Jedna z nici
mtDNA zostata nazwana ciezka H
(od ang. heavy) ze wzgledu na duzg
zawartos¢ zasad purynowych, a dru-
ga lekkg L (od ang. light) z powodu
duzej zawarto$ci zasad pirymidyno-
wych. Mitochondrialne DNA rézni sie
od jgdrowego DNA pod wieloma
wzgledami (tab. 1). Z punktu widze-
nia badan kryminalistycznych gtéw-
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nymi zaletami mtDNA s3a: duza liczba
kopii w komorce i wyzsza odpornos$é
na degradacje w poréwnaniu z jadro-
wym DNA. Uwaza sie, ze druga
z wymienionych cech wynika z koli-
stej struktury mtDNA oraz przyjmo-
wania przez niego konformacji su-
perskreconej [8]. Cechy te pozwalajg
na uzyskanie wynikow nawet z bar-
dzo zniszczonego materiatu, ktérego
analiza z wykorzystaniem uktadow
STR jadrowego DNA jest utrudniona
lub niemozliwa.

W odréznieniu od jgdrowego DNA
(JDNA) mtDNA nie jest zwigzane
z biatkami histonowymi i nie zawiera
intronow. MtDNA koduje 13 polipep-
tydéw z ok. 80 podjednostek biatko-
wych zaangazowanych w fosforyla-
cje oksydacyjng oraz 2 rRNA i 22
tBRNA, co zapewnia mitochondriom

ograniczong autonomie [1]. Gtéwng
roznice stanowi sposéb dziedzicze-
nia: mtDNA dziedziczone jest wytgcz-
nie w linii matczynej.

Wynika to z faktu, ze mitochondria
obecne w plemniku zawierajace ok.
100 kopii mtDNA, po zaptodnieniu
komorki jajowej, w ktorej jest ok.
100 000 czgsteczek mtDNA, degene-
rujg w wyniku niepoznanego dotad
dobrze mechanizmu [5]. Poniewaz
mtDNA nie podlega rekombinacii se-
kwencja wszystkich krewnych w linii
matczynej jest identyczna na prze-
strzeni wielu generacji (wytaczajac
przypadki mutacji, polimorfizméw
i zwigzanej z nimi heteroplazmii —
patrz dalej). Dlatego sekwencja
mtDNA traktowana jest jako pojedyn-
cze locus lub tzw. haplotyp.

Tabela 1

Podsumowanie gtéwnych réznic migdzy mitochondrialnym i jadrowym DNA
The summary of basic differences between mtDNA and nuclear DNA

Cecha mtDNA DNA Jadrowe
Lokalizacja Mitochondria Jadro komérkowe
50-kilku tys. kopli w komdrce:
Liczba kopii 2 do 10 kopli na jedno 2 kopie w komdrce
mitochondrium
Struktura Kolista dwuniciowa czgsteczka | Linlowa dwuniciowa cz3steczka
Dtugosé Ok. 16 569 pz Ok. 3,2 mld pz

Procentowa zawartos¢
regionu kodujacego i

Region niekodujacy — ok. 7%
genomu mitochondrialnego
Region kodujacy — ok. 93%

Region niekodujacy — ok. 7%
genomu jadrowego
Region kodujacy — ok. 3%

Zrédto zmiennoscl

Brak zjawiska rekombinacji

niekodulacego genomu mitochondrialnego genomu !gdrowego
Dzledziczenie W linil matczyne] Od obojga rodzicéw
Mutacje Rekombinacja

Mutacje




Genom mitochondrialny wyrdznia
sie wyzsza czestoscia mutacji niz ge-
nom jadrowy. Przyczyna jest, jak sie
uwaza, wysokie stezenie wolnych
rodnikéw uwalniajacych sie w trakcie
wedrowki elektrondéw przez tancuch
oddechowy. Te bardzo aktywne cza-
steczki uszkadzajg nieostoniete hi-
stonami DNA i prowadzg do zmian
w materiale genetycznym. Powsta-
waniu zmian sprzyja dodatkowo ni-
ska wiernosé polimerazy replikujacej
mtDNA oraz mniej sprawne niz w |a-
drze komoérkowym mechanizmy na-
prawcze w mitochondriach. Stad nie-
ktore regiony mtDNA ewoluujg 5—10
razy szybciej niz geny jadrowego
DNA wystepujace w pojedynczych
kopiach. Najwiekszy stopien polimor-
fizmu obserwowany jest w obrebie
tzw. regionu kontrolnego (petli D,
ang. D-loop) — jest to jedyny fragment
mtDNA pozbawiony genow, ktory jest
miejscem inicjacji transkrypciji [9]. Re-
gion kontrolny ma dtugos¢ ok. 1100
pz, co stanowi mniej niz 7% catego
genomu mitochondrialnego i obejmu-
je 2 regiony hiperzmienne HV1 i HV2
(ryc. 1). Zwykle HV1 obejmuje frag-
ment na odcinku od 16024 do 16365
pz, a HV2 od 73 do 340 pz. Przedsta-
wiciele populacji afroamerykanskiej
roznig sie od siebie srednio w 14 po-
zycjach nukleotydowych, a przedsta-
wiciele rasy kaukaskiej $rednio
w 8 pozycjach nukleotydowych w ob-
szarze HV1/HV2. Czasami wyrdznia
sie takze region HV3, ktéry obejmuje
obszar od 438 do 576 pz. W obrebie
tego regionu, od 515 do 524 pz wy-
stepuje polimorficzne dwunukleoty-
dowe powtorzenie AC, ktére moze
mie¢ od 3 do 7 powtdrzen i mozna je
AA
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Ryc. 1. Sekwencje mitochondrialnego DNA wyko-
rzystywane w badaniach kryminalistycznych. Za-
Znaczono wysoce polimorficzne regiony HV1,
HV2 i HV3 (kolor niebieski) w obszarze niekodu-
jacym, w obrebie HV3 wyrézniono (kolorem ja-
snoniebieskim) dwunukleotydowe powtorzenie
AC(3_7). W regionie kodujgcym (kolor pomaran-
czowy) zoitym kolorem wyrézniono gen kodujacy
cytochrom b. Miejsca SNP wystepuja licznie i sa
rozsiane wzdluz calej czasteczki mtDNA, dlatego
oznaczono jedynie przykladowy zestaw 11 miejsc
SNP (czerwone strzalki) [12], wykorzystywany do
rozrozniania haplotypéw w obrebie subhaplogru-
py H1 (wyjasnienie w tekscie)

Fig. 1. Mitochondrial DNA sequences used in fo-
rensic analysis. Highly polymorphic HV1, HV2
and HV3 regions from D-loop (non-coding region)
are indicated with blue colour. Within HV3 region
dinucleotide repeat of AC(3_7) 1s indicated with

a pale-blue colour. Shown also cytochrome b ge-
ne (yellow) within the coding region (orange).
Since SNP sites are dispersed throughout the
whole mitochondrial genome, only 11 SNP sites
are shown (red arrows), a panel that enables
specifically to distinguish between haplotypes wi-
thin sub-haplogroup H1 [12] (please find explana-
tion in the text below)

uzna¢ za mitochondrialny odpowied-
nik sekwencji STR (ang. short tan-
dem repeat) [12].

Po raz pierwszy caty genom mito-
chondrialny (ni¢ lekka) zostat zse-

kwencjonowany przez Andersona
i wspotpracownikéw w 1981 r. [2]. Se-
kwencja ta nazwana Sekwencja Re-
ferencyjng z Cambridge — CRS (ang.
Cambridge Reference Sequence),
stanowi standard, do ktérego odnosi
sie wszystkie nowo zsekwencjonowa-
ne haplotypy, wymieniajac jedynie po-
zycje nukleotydu/ow, ktorym/i réznig
sie od Sekwencji Referencyjnej,
a takze rodzaj polimorfizmu (insercja,
delecja, substytucia). Pozycja nukle-
otydowa nr 1 (w ‘ancuc u cigzkim)

CRS, od ktorej rc czy!  Sie nume-
rowanie zostate yiet- arbitralnie.
W 1999 r. Andre VS| | wprowa-
dzili poprawki d Sl cnie obo-
wiazuje Popraw Sel.  .ncja Refe-
rencyjna z Carr e (¢ 7. Revised
Cambridge Refe e St uence).

Zjawisko heterc . azmi

Populacja czasieczek miDNA wy-
stepujacych u jednego osobnika zwy-
kle jest jednorodna, tzn. ma taka sa-
mg sekwencje, wystepuje wtedy ho-
moplazmia. Mozna jednak napotkaé
zjawisko heteroplazmii, czyli wyste-
powania czgsteczek mtDNA o réznej
sekwencji w jednym organizmie, wy-
nikajgce z juz wyzej wspomniangj
wyzszej czestosci mutacji i ich kumu-
lowania sie ze wzgledu na niedosko-
nate mechanizmy naprawcze. Hete-
roplazmia moze by¢ dwojakiego ro-
dzaju: moze polegaé¢ na punktowej
substytucji (zamianie jednego nukle-
otydu na inny, np. T na C; ryc. 3).
Moze polega¢ réwniez na zmiennej
dtugosci ciagdéw jednego nukleotydu,
gtéwnie cytozyny (tzw. heteroplazmia
dtugosci) (por. ryc. 2 A, B, C).

C
AsACCCCCccced

TTTGGGGGGGGGG

Yalarlarl:
FEU

AAACCCCCCCCCCC
TTTGGGGGGGGGG

Ryc. 2. A — Heteroplazmia diqgoéci w poj?dynczym W_|°$i9 polegajaca na insercji dodatkowej cytozyny w pozycji 16193.1. W analizowanym wiosie obecne sg
czgsteczki mtDNA o sekwencji identycznej z sekwencja mtDNA w innych tkankach i czgsteczki zawierajgce insercje. B — sekwencja mtDNA z krwi obwodowe.

C - Schemat powstawania mutacji prowadzacych do heteroplazmii diugosci traktéw C (10C versus 11C)

Fig. 2. A- Length heremplasmy. ina 'single hair due to zi'ddi!ional‘cytosine insertion in position 16193.1. In the sample there are both mtDNA sequences with
insertion, as well as sequences identical to those found in other tissues. B — m{DNA Sequence from blood. C — Example of mutation leading to length hetero-

plasmy of C-tracts (10C versus 11C)
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Druga z wymienionych postaci he-
teroplazmii jest czestsza, a za jej przy-

KREW

16093 C>T

V ‘dektoferogramu pokazujacy

he plazm owa w regionie HV1. W ana-
(krew) wspolwystepujg za-
ytozyna w pozycji 16093, jak
i 2czk | w te] samej pozyciji

cing electropherogram sho-
my in HV1 region. In the
ood) there are both mtDNA
sine in position 16093, as

in the same position

czyne uwaza sie zjawisko Slizgania
sie polimerazy replikujgcej mtDNA.
Heteroplazmia dtugosci dotyczy naj-
czesciej obszarow miedzy nukleoty-
dami 16184-16193 w HV1 i 303-310
w HV2. Heteroplazmia moze wystepo-
wac na kilku poziomach [4]:

@ na poziomie organelli (mito-

chondrium),

@ na poziomie komorki,

@ na poziomie tkanki.

Heteroplazmie obserwuje sie naj-
czesciej we wilosach, ze wzgledu na
niewielka liczbe komorek macierzy-
stych, z ktérych powstaje wios, co
warunkuje jego klonalny charakter.
Dlatego miedzy wiosami jednego
cztowieka moga istnie¢ wyrazne r6z-
nice w mtDNA.

Bendall i wsp. [6] opisali zmienne
poziomy heteroplazmii w trzonach roz-
nych wtoséw pochodzacych od tego
samego cztowieka. W organizmie
w jednej tkance moze wystepowac
1 rodzaj miDNA (homoplazmia),
a w innej tkance rézne rodzaje mtDNA,
np. Sullivan [24] stwierdzit punktowa
heteroplazmie u 5 sposréd 12 wioséw
(pochodzacych od tego samego daw-
cy) i homoplazmie we krwi.

W organizmie w jednej tkance mo-
ze wystepowac wiele rodzajow mtDNA
(heteroplazmia), a w innej tkance tak-
ze rozne rodzaje mtDNA, np. Wilson
[28] u jednej z badanych rodzin
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stwierdzit wystepowanie heteropla-
zmatycznej substytucji we krwi, a tak-
ze we wtosach telogenowych. Ostat-
ni z wymienionych rodzajéw hetero-
plazmii spotykany jest najrzadzie;.

Heteroplazmia w obszarze HV1
lub HV2, polegajaca na substytucii
dotyczy zwykle 1 pz, zamiany nukle-
otydow w dwoch lub trzech miejscach
wystepuja ze znacznie mniejszg cze-
stoscig. Moze ona teoretycznie wy-
stgpi¢ w dowolnej pozycji sekwencji,
jednak wyrdznia sie tzw. gorgce miej-
sca, gdzie heteroplazmia pojawia sie
z wieksza czestoscig [9]. Za takie
miejsce uznawana jest m.in. pozycja
16093 w regionie HV1 [20] zaznaczo-
na na ryc. 3. Wg Huhne'a [16] za he-
teroplazmie uznaje sie sytuacje,
w ktérej wysokos¢ drugiego piku (re-
prezentujacego dany nukleotyd na
elektroferogramie) przekracza 40%
(inne zrédta podajg 25%) [20] wyso-
kosci piku gtéwnego, co oznacza, ze
stosunek dwoch sekwencji musi byé
jak 1:2,5 (ewentualnie 1:4). Wystepo-
wanie heteroplazmii komplikuje inter-
pretacje sekwencjonowania obsza-
row HV1 i HV2, jednak nie dyskwali-
fikuje wykorzystania analizy mtDNA
jako dowodu w sadzie. Ponadto zda-
rza sie, ze wystepowanie charaktery-
stycznej heteroplazmii w dwoch ana-
lizowanych i poréwnywanych préb-
kach moze zwiekszy¢ site dowodu
w sadzie.

Metodyka badawcza

Techniki stosowane przy analizie
mtDNA nie odbiegaja znacznie od
technik stosowanych dla innych ukta-
déw polimorficznych. Poniewaz pod-
stawowa metodg analizy mtDNA jest
niezwykle czuta reakcja sekwencjo-
nowania, polegajaca na okreslaniu
kolejnosci zasad w DNA, gtéwnym
zagrozeniem i problemem zwigza-
nym z analiza mtDNA jest mozliwos¢
wystgpienia kontaminacii i jej monito-
rowanie. Aby zapobiec artefaktom
wynikajgcym z zanieczyszczenia ma-
trycy do reakcji sekwencjonowania
stosuje sie szczegdlne srodki ostroz-
nosci, m.in. sekwencjonowaniu pod-
daje sie fragmenty z obu nici mtDNA,
a reakcje, jesli to mozliwe, przepro-

wadza sie dwukrotnie. Konieczne jest
stosowanie kontroli negatywnych
i pozytywnych procesu ekstrakcji
i amplifikacji, ktére pozwalajg na mo-
nitorowanie zanieczyszczen. Mimo to
czasem, podczas analizy mtDNA, ob-
serwuje sie niski poziom zanieczysz-
czenia egzogennym DNA, jednak jest
to dopuszczalne, poniewaz nadal
mozliwe jest uzyskanie prawidiowych
wynikéw [4]. Badania prowadzone
nad mieszaninami wykazaty, ze jesli
domieszka egzogennego DNA stano-
wi mniej niz 10% badanej prébki,
wowczas nie wptynie negatywnie na
interpretacje wyniku [27].

Materiaty, z ktorych najczesciej
izoluje sie mtDNA, to wspomniane
juz wiosy, kosci i zeby. Pozytywne
wyniki badan uzyskuje sie z fragmen-
tu wiosa o dtugosci 1-2 cm, a niekto-
re laboratoria donoszg, ze wystarczy
nawet 3 mm wtosa, jednak zawsze
uzaleznione jest to od jego Srednicy
i stanu [20].

Pierwszym, bardzo waznym eta-
pem badan jest oczyszczanie pro-
bek. Wiosy myje sie w detergen-
cie/etanolu, a nastepnie w wodzie,
a takze stosuje sie wstepny etap tra-
wienia proteinazg w celu usunigcia
zewnetrznych zanieczyszczen.
W przypadku kosci i zebéw dodatko-
wo szlifuje sie ich powierzchnie i pod-
daje promieniowaniu UV, a potem
miazdzy na proszek.

Ekstrakcje DNA catkowitego z ko-
morki przeprowadza sie za pomoca
standardowych procedur, jak metoda
fenolowa czy izolacja przy uzyciu
cheleksu. Nastepnie wykorzystujgc
specyficzne startery zaprojektowane
dla regionéw hiperzmiennych HV1
i HV2 (ewentualnie HV3) przeprowa-
dza sie reakcje amplifikacji. Przy
standardowym podejsciu na kazdy
hiperzmienny region przypada jedna
para starterow (ryc. 4a). Najczestsza
kombinacja starterow to
L15971/L15997 i H16401/H16410
dla HV1 oraz L15/L29 i H 408/H484
dla HV2. Liczba cykli wynosi od 30 do
62. Wiekszos$¢ laboratoriow stosuje
PCR bezposredni, niektore tzw. ne-
sted PCR. Ten ostatni polega na za-
stosowaniu 2 rodzajow starteréw: pa-
ry zewnetrznej i wewnetrznej do po-



wielenia docelowego fragmentu. Do
produktu powielonego za pomoca
pierwszej pary starteréw dodaje sie
kolejng pare starteréw, ktérych miej-
sca wigzania znajdujg sie na kran-
cach sekwencji docelowej powielonej
w pierwszej reakcji — produkt tej dru-
giej reakcji amplifikacji jest krotszy.
Metode te stosuje sig, aby zwiekszyé
specyficznosé reakciji i ilos¢ otrzymy-
wanego produktu.

W przypadku podejrzenia, ze
mtDNA moze by¢ bardzo zdegrado-
wane (fragmenty ok. 150 pz), do am-
plifikacji kazdego z regionéw hiperz-
miennych stosuje sie po 2 lub 4 (lub
wiecej — zaleznie od spodziewanego
stopnia degradacji) krotkie startery,
ktére amplifikuja fragmenty zacho-
dzgce na siebie (ryc. por. 4b i c).
Woéwczas uzyskiwane produkty am-
plifikacji maja odpowiednio po: 250
i 140 pz (lub 80 pz) 14. Podejscie to
stosowane jest do probek kopalnego
DNA.

Jakosé i ilos¢ produktow reakcj
PCR ocenia sie na 1-procentowym

zmodyfikowanej metodzie opracowa-
nej przez Fredericka Sangera w 1977
r. Polimeraza DNA wydtuza komple-
mentarng do matrycy ni¢ DNA o ko-
lejne nukleotydy zaczynajac od kon-
ca 3’ startera. W mieszaninie reakcyj-
nej znajduja sie oprocz ,zwyktych”
deoksynukleotydéw, wyznakowane
fluorescencyjnie didecoksynukleotydy
(kazdy innym barwnikiem), ktére sa
pozbawione grupy 3'OH. Przytgcze-
nie sie dideoksynukleotydu uniemoz-
liwia wytworzenie wigzania fosfodie-
strowego z kolejnym nukleotydem
i tym samym dalsze wydtuzanie.
W trakcie reakcji sekwencjonowania
powstaje populacja fragmentéw
o roznej diugosci (rozniacych sie
o jedng parg zasad) zakonczonych
wyznakowanymi dideoksynukleoty-
dami, odpowiednio A, C, G lub T. Po
oczyszczeniu produktow reakcji se-
kwencjonowania poddaje si¢ je roz-
dziatowi elektroforetycznemu na pty-
towym lub kapilarnym sekwenatorze,
ktory porzadkuje fragmenty pod
wzgledem ich dtugosci. Wzbudzone

Interpretacja wynikow

W przypadku gdy sekwencje
mtDNA ze $ladu biologicznego i ma-
teriatu porownawczego pobranego
od podejrzanego catkowicie pokry-
wajg sie, wowczas interpretujemy to
jako zgodnos¢ lub ze ,nie mozna wy-
kluczyé, iz pochodzg z tego samego
zrodia”. Woéwczas nalezy podag, ile
razy uzyskany haplotyp pojawia sie
w bazie selwencji mtDNA osob nie-
spokrewnic:  =h.

Gdy se »@ncic r6znia sie nie-
znacznie, NC2 nalezy spraw-
dzi¢, czy r¢ e t. .2 wynikajg z he-
teroplazmi tyr  2lu nalezy prze-
prowadzic reg wa analize, jesli
jest to mo: =, w 1 probek porow-
nawczych «rw: abtonka etc. La-
boratoriun: -31 w stanach Zjedno-
czonych ari-iizuje « takich przypad-

kach do 5 dodatkowych prébek po-
rownawczych [10]. Ze wzgledu na
czestg heteroplazmie witosow frag-
menty wiosow tgczy sie, tworzac
1 wspolng probke, z ktorej izoluje sie

2) L HV1:16024-16365 ?

b)

matryca mtDNA

t HV2:73-340 ?

-~

fragmenty
- ~250 pz
/
=

fragmenty
> ~140pz
=

Ryc. 4. Rysunek obrazujacy trzy rozne sposoby zaprojektowania reakci amplifikacji regionéw HV1/HV2 w zaleznos$ci od spodziewanego stopnia degradacji
DNA mitochondrialnego; a) tradycyjna amplifikacja, w kiérej z regionu HV1 i HV2 powstaje po jednym produkcie; b) po uzyciu 2 par starteréw do kazdego z
regionow HV1/HV2, powstajg po dwa produkty; c) po uzyciu 4 par starteréw do kazdego z regionéw HV1/HV2, powstaja po cztery produkty

Fig. 4. Three different strategies of HV1/HV2 regions’ amplification depending on the estimated mtDNA degradation state; a) standard strategy produces one
product from each region; b) application of 2 primer pairs for both HV1 and HV2 results in two products for each one; c) application of 4 primer pairs for both

HV1 and HV2 resulls in four products for each one

zelu agarozowym, a nastepnie pod-
daje sie je oczyszczaniu, aby pozbyé
sie starteréw. Kolejno przeprowadza
sie reakcje sekwencjonowania ampli-
fikowanych regionéw hiperzmien-
nych, z reguly z uzyciem takich sa-
mych starteréw, jak do reakcji PCR.
Sekwencjonowanie opiera si¢ na

Swiattem laserowym fluorescencyjne
barwniki emitujg promieniowanie
0 czterech odmiennych dtugo$ciach
fali, co pozwala odréznié od siebie
odpowiednie nukleotydy: A, C, G i T.
Ostatecznie uzyskujemy sekwencje
analizowanych region6w w postaci
chromatogramu (ryc. 2 A, B; 3).

materiat genetyczny. Jesli poréwny-
wane sekwencje réznig sie cho¢ jed-
nym nukleotydem i nie wynika to
z heteroplazmii, wéwczas wynik jest
nierozstrzygajacy.

W przypadku heteroplazmii dtugo-
$ci homopolimerycznych traktéw nu-
kleotydowych trudne jest jedno-
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znaczne okreslenie liczby nukleoty-
déw w takim ciggu, i dlatego do celéw
interpretacyjnych wczesniej zaktada
sie, ze cigg obejmuje okreslong licz-
be zasad.

Jesli dwie poréwnywane sekwen-
cje mtDNA wykazujg takg sama hete-
roplazmie wowczas interpretujemy
taki przypadek jako zgodnos¢ lub ze
Jnie mozna wykluczyé, iz pochodzg
z tego samego zrodta”. Jesli jedna
z probek jest homoplazmatyczna,

a druga he'~roplazmatyczna, ale jed-

» seky i probki heteroplazma-
tvornej je a sama jak sekwencji
i ople cznej, wowczas bie-
( byt eczenie wykluczenia.
d Obie < wydajg sie homopla-
z VCZI Oznig sie nieznacznie
(1 /e ozycji nukleotydowej),
} {ovdg powtorna analiza [10].
Eozy sekuvioiicji DNA

mitochondcrialnego

Na swiecie istnieje kilka ogolnie
dostepnych baz danych sekwengciji
mtDNA, m.in. populacyjna baza
stworzona przez SWGDAM (Grupa
Robocza ds. Metod Analizy DNA).
Dziata ona w oparciu 0 oprogramo-
wanie MitoSearch, opracowane
przez FBI, pozwalajace na przeszuki-
wanie catego regionu kontrolnego
mtDNA, identyfikacje oraz obliczenie
ile razy konkretna sekwencja pojawia
sie w bazie danych. Od 2001 r. FBI
prowadzi Program Narodowej Bazy
Danych DNA Oso6b Zaginionych (CO-
DISmt). Celem projektu jest groma-
dzenie profili mitochondrialnego DNA
niezidentyfikowanych szczatkow
ludzkich i dowodéw rzeczowych przy-
datnych do ich identyfikacji, jak réw-
niez materiatu referencyjnego od
krewnych (w linii matczynej) oséb za-
ginionych [8]. Inna baza elektronicz-
na mtDNA (Group’s mitochondrial
DNA population database Project —
EMPOP) powstata z inicjatywy ED-
NAP (Europejskiej Grupy Oznacza-
nia Profili DNA). Dane naptywajg z la-
boratoriéw kryminalistycznych z réz-
nych panstw. W 2003 roku przepro-
wadzono ,test analizy DNA mitochon-
drialnego”, w ktérym wzieto udziat 21
laboratoriow europejskich i 2 z konty-
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nentu amerykanskiego. Celem pro-
jektu byto stwierdzenie, czy laborato-
ria stosujgce r6zne metody i strategie
analizy uzyskajg jednolite i zgodne
wyniki, a takze ocena zrédet mozli-
wych btedow. Analiza projektu wyka-
zata duzg zgodnos$¢ co do uzyskiwa-
nych wynikow oraz znikomg liczbe
btedéw i postuzyta do opracowania
wytycznych, w oparciu o ktére kon-
struowana jest baza mtDNA wysokiej
jakosci [2].

Bazy populacyjne umozliwiajg przy-
porzadkowanie haplotypéw do okreslo-
nych haplogrup, czyli zbiorow haploty-
pow charakteryzujacych sig wspolnymi
polimorfizmami w obrebie catego geno-
mu mitochondrialnego. Np. ok. 99%
przebadanych haplotypéw mtDNA dla
rasy kaukaskiej (w Europie i Stanach
Zjednoczonych) mozna zaklasyfikowac
do 10 gtéwnych haplogrup: H, |, J, K,
M, T, U, V, Wi X. Najczestszg haplo-
grupa jest grupa H, ktéra wg danych
SWGDAM wystepuje z czestoscig
45,7%. Kolejne czesto wystepujace ha-
plogrupy to: U (15,6%), T (10,5%), J
(10%), i K (8,9%) [9]. W obrebie haplo-
grup mozna dodatkowo wyroznic sub-
haplogrupy, np. haplogrupe H mozna
podzieli¢ na 7 subhaplogrup: H1-H7.
O przynaleznosci do haplogrupy czy
subhaplogrupy decyduje podobienstwo
sekwencji haplotypow, ktére wskazuje
na ich wspdlne pochodzenie.

Najwiekszym problemem Raz da-
nych mtDNA jest jak na razie niewiel-
ka liczba zgromadzonych haploty-
péw, co moze prowadzi¢ do uzyski-
wania zawyzonych wartosci czesto-
$ci danego haplotypu w populacii.
W miare naptywania nowych haploty-
poéw liczba sekwenciji, ktére pojawiaja
sie w bazie tylko raz bedzie sig
zmniejszaé. Stworzenie bazy obej-
mujgcej reprezentatywng i znaczacq
grupe haplotypow dla danej populacji
jest trudniejsze i wymaga wiekszej
liczby danych niz w przypadku mar-
keréw jadrowych. Struktura populacii
mtDNA jest odmienna od populacii
uktadéw autosomalnych STR — cha-
rakteryzuje sie mniej réwnomiernym
rozkladem, co moze wynika¢ ze
wspomnianego juz dziedziczenia
odmatczynego, braku rekombinacii,
czy tzw. efektu zatozyciela.

Zastosowanie

Analize mtDNA po raz pierwszy
wykorzystano w 1996 r. w postepo-
waniu sgdowym w sprawie Paula
Ware'a oskarzonego o dokonanie
gwattu i morderstwa 4-letniej dziew-
czynki [13]. Paul Ware — mieszkaniec
stanu Tennessee (USA) i opiekun
dziewczynki — zostat znaleziony nie-
trzezwy obok ciata dziewczynki. Je-
dynymi sladami z miejsca zbrodni by-
to kilka wtosoéw znalezionych w t6zku
i jeden ujawniony w krtani dziewczyn-
ki. Analiza poréwnawcza mitochon-
drialnego DNA z wybranych witosow
i materiatu poréwnawczego ($lina po-
dejrzanego) wykazata zgodnos¢ se-
kwencji, natomiast sekwencja mito-
chondrialnego DNA z krwi ofiary byta
odmienna. W bazie danych mtDNA
FBI (obejmujacej wéwczas 742 ha-
plotypy) sekwencja mtDNA od Paula
Ware'a nie wystgpita ani razu. Oskar-
zony zostal uznany za winnego za-
rzucanego mu czynu.

Dziedziczenie odmatczyne i brak
rekombinacji oznaczajace, ze krewni
w linii matczynej majg takg samg se-
kwencje utatwia identyfikacje osob
zaginionych bgdz zwiok lub szczat-
kow N.N., polegajaca na porownaniu
sekwencji mtDNA wyizolowanego ze
Sladéw biologicznych z probkami re-
ferencyjnymi od krewnych w linii mat-
czynej.

Opracowanie metod analizy
mtDNA stwarza szanse na rozwikta-
nie wielu aktualnie prowadzonych
spraw kryminalnych, ale takze tych,
ktére w przesztosci nie doczekaly sig
wyjasnienia. Przykiadem moze by¢
zaginiecie 61-letniego  pacjenta
w 1979 r. w USA, ktory oddalit sig
z o$rodka opieki medycznej dla wete-
ranéw [8]. Mimo intensywnych po-
szukiwan mezczyzny nie udato sie
odnalezé. Ponad 10 lat pézniej w po-
blizu oSrodka pies przypadkowo wy-
kopat czaszke ludzkg i sprawe prze-
kazano do laboratorium FBIl. W 1999
r. analiza mitochondrialnego DNA wy-
kazata zgodnos$¢ profilu uzyskanego
z czaszki z sekwencja pochodzaca
od brata zaginionego mezczyzny.
Sprawe zamknieto, ogtaszajag, iz od-
nalezione szczatki nalezg do zaginio-




nego pacjenta, i przekazano je rodzi-
nie w celu pochéwku.

W innym nierozstrzygnigtym przy-
padku, dotyczacym morderstwa, ba-
danie mtDNA dwéch wilosow, kto-
rych wczesniejsza analiza mikrosko-
powa sugerowata, ze pochodza od
1 osoby, wykazata, ze w rzeczywi-
stosci pochodzg one od 2 réznych
0s0b.

W kolejnej sprawie analiza mtDNA
ze szczatkow ludzkich (po porowna-
niu z profilem domniemanego ro-
dzenstwa) wykluczyta pokrewien-
stwo, a tym samym zaktadang wcze-
Sniej tozsamos¢ tych szczatkow [8].

Technologie sekwencjonowania
mtDNA wykorzystano juz wielokrot-
nie m.in. do identyfikacji szczatkow
ciat ofiar wojny w Wietnamie [15],
a takze ofiar katastrof masowych ta-
kich, jak atak terrorystyczny na World
Trade Center 11 wrzesnia 2001 r. [7].
W tym ostainim przypadku sekwen-
cjonowanie mtDNA przeprowadzita
firma Celera Genomics (znana z prac
nad sekwencjonowaniem ludzkiego
genomu).

Jesli chodzi o rutynowe badania
z wykorzystaniem mtDNA — stano-
wig one czesto ostatnig deske ratun-

Ponadto analiza mtDNA stanowi
cenne zrodio informacji w badaniach
antropologicznych i ewolucyjnych.

Po raz pierwszy kopalne mtDNA
wyizolowano w 1977 r. ze szczatkéw
cziowieka neandertalskiego, odkry-
tych w jaskini Feldhofer w Niemczech
[21]. W kolejnych latach podczas
prac wykopaliskowych w jaskini Me-
zmaiskaya na Kaukazie zostaty od-
kryte szczatki dziecka neandertal-
skiego. Z zebra wyizolowano mtDNA,
a nastepnie zsekwencjonowano re-
gion HV1 przy uzyciu specyficznych
starterow. Poréwnanie uzyskanej se-
kwencji z CRS wykazato 22 substy-
tucje i 1 insercje, podobne wyniki
uzyskano przy poréwnaniu ze wspot-
czesnymi sekwencjami azjatyckimi
i afrykanskimi, co sugerowato, ze po-
chodzgce od neandertalczyka se-
kwencje nie sg ,blisko spokrewnio-
ne” ze wspotczesnym mtDNA ludz-
kim i tworzg odrebna grupe. Z kolei
przy porownaniu mtDNA pobranego
ze szczatkow z Mezmaiskaya i z Fel-
dhofer stwierdzono jedynie 12 rdznic
(substytucji), co sugerowatlo, ze se-
kwencije te sa blizej spokrewnione ze
sobg niz ze wspoétczesnymi sekwen-
cjami mtDNA. Kolejny kopalny mtD-

kiego wynosza Srednio ok. 5 substy-

tuciji.

Analiza mtDNA zostata takze wy-

korzystana do rozwigzania gtosnej
sprawy domniemanych szczatkow
cara Mikotaja Il z dynastii Romano-
wow [17]. Odnalezione fragmenty ko-
Sci liczace ponad 70 lat poréwnano
z materiatem referencyjnym pobra-
nym od zyjacych potomkoéw rodziny
carskiej. Sekwencija uzyskana od Fili-

pa, ksiecia Edy ourgae, byta zgodna
z sekwencjg u: ana - trakcie ana-
lizy domniemai 15zc  tkéw carycy
i je] dzieci. D sekwencje
dwojga z zyjac crev . ych cara Mi-
kotaja wykaz) ¢ inos$é z se-
kwencjg uzys! cie analizy
jego domnie ych  szczatkow,
z wyjgtkiem réz: -y dot czacej jednej
zasady. Byt to pierwszy odnotowany

w medycynie sgdowej =brzypadek he-
teroplazmii, ujawniony podczas anali-
zy prowadzonej

przez Forensic
Science Service w Wielkiej Brytanii

w 1994 r., co przy 6wczesnym nie-

wielkim zakresie wiedzy na temat zja-

wiska heteroplazmii zasiato watpli-
wosci co do wiarygodnosci uzyska-

nych wynikéw. Jednak niezalezna
analiza sekwencji mitochondrialnej

Ryc. 5. Typowe slady biologiczne, z kiérych izoluje sie mIDNA. A. Kosci czaszki ludzkiej wraz z zebami. B. Fragment kosci przedramienia i fragmenty tkanki
chrzestnej, Fot. Andrzej Chmiel, C. Wios telogenowy. Zaznaczono trzon i korzen. Zdjgcie mikroskopowe, powigksz. 20x, Fot. K. Gaweda-Walerych

Fig. 5. Standard materials used in mtDNA analysis. A. Human skull bones with teeth, B. Arm bone fragment with cartilage tissue fragments, Photo: Andrzej
Chmiel, C. Telogen hair: root and hair shaft shown. Microscopic slide, magnification 20x, Photo: K. Gaweda-Walerych

ku podczas analizy Sladéw biolo-
gicznych, w ktérych ze wzgledu na
wysoka degradacje DNA jadrowego
z powodu wieku lub specyficznego
charakteru materiatu, analiza ukta-
déw STR zawodzi. Do materiatow
takich nalezg wlosy (telogenowe lub
same trzony), a takze zeby i kosci

(ryc. 5).

10

NA wyizolowany ze szczatkdw czio-
wieka neandertalskiego w jaskini
Vindija w Chorwaciji réznit sie w 6 po-
zycjach nukleotydowych (substytu-
cje) od sekwencji mtDNA pobranego
ze szczatkéw z Mezmaiskaya i Fel-
dhofer, co wskazywato na jeszcze
blizsze pokrewiefistwo. Trzeba za-
znaczyc, ze réznice miedzy sekwen-
cjami wspoétczesnego mtDNA ludz-

ze ekshumowanych szczgtkéw brata
cara — Georgija Romanowa, przepro-
wadzona w Armed Forces DNA Iden-
tification Laboratory w Stanach, wy-
kazata wystepowanie takiej samej
heteroplazmii, co rozwiato watpliwo-
&ci i potwierdzito hipoteze, ze badane
szczatki nalezg do cara Mikotaja II.
Analiza mtDNA odgrywa réwniez
role w medycynie klinicznej. Wyréz-

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 248/05



niono wiele choréb wywotanych mu-
tacjami mtDNA. Dotykaja one gtow-
nie tkanek nerwowej i miesniowej,
nerek i tkanki wytwarzajacej hormo-
ny, ktérych funkcjonowanie w duzym
stopniu zalezy od prawidiowo dziata-
jacych mitochondriéw. Sg to choroby
dajace bardzo heterogenne objawy,
gtéwnie neuropatologie (gtuchota,
$lepota) i miopatologie (degeneracja
i paraliz miesni, padaczki, ataksje).

Zmiany w mitochondrialnym DNA
maja zwicz2k rowniez z niektorymi
for nami zycy. Nadal toczy sie
d - “kusj 0énie do roli zmian
v DN/ itogenezie choréb neu-

jen nych, takich jak choro-
2 czy Alzheimera.

lyka ‘Owniez, ze wystepo-
! > 0l snych mutacji/polimorfi-
7z ow mo. > byé zwigzane z wigk-
szym bacz mniejszym ryzykiem za-

padniecia na dang chorobg, np. po-
siadanie haplotypu przynalezgcego
do haplogrupy U zwigksza u mez-
czyzn ryzyko zapadnigcia na chorobe
Alzheimera w poréwnaniu z najbar-
dziej popularna haplogrupg H. Tym-
czasem przynaleznos¢ do tej samej
haplogrupy u kobiet zwigzana jest ze
zmniejszeniem ryzyka zachorowania
[26]. Mitochondria wiaza sie rowniez
z procesem starzenia, ktory wg
mitochondrialnej teorii starzenia
wynika z akumulacji uszkodzen
w tych organellach w trakcie zycia
osobniczego prowadzac do ostabie-
nia i upo$ledzenia funkcji organizmu.

Ostatnio zyskuje na znaczeniu
analiza mtDNA ze $ladéw pochodze-
nia zwierzecego (gtdéwnie siersci
zwierzat domowych), gdyz umozliwia
okreslenie ich przynaleznosci gatun-
kowej. Metoda ta jest przydatna
w przypadku: nielegalnego handlu
produktami pochodzacymi od zwie-
rzat zagrozonych wyginigciem, kiu-
sownictwem czy wypadkami drogo-
wymi, w ktérych uczestniczg zwierze-
ta. Do okreslenia przynaleznosci ga-
tunkowej wykorzystywany jest gen
kodujgcy cytochrom b (ryc. 1) [23].
Sekwencja nukleotydowa tego genu
jest specyficzna dla danego gatunku.
Jedna para starterow komplementar-
nych do konserwatywnych regionow
flankujgcych gen cytochromu b po-
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zwala na amplifikowanie tego genu
z materiatu pochodzacego od roz-
nych gatunkow zwierzat. Produkt re-
akcji jest sekwencjonowany, a uzy-
skang sekwencje poréwnuije si¢ z za-
wartoécia bazy nukleotydowej, np.
GenBank [29], ktéra obejmuje znane
sekwencje mtDNA, z wykorzysta-
niem narzedzia internetowego
BLAST [30]. Metoda ta umozliwita
wykazanie, ze np. sprzedawcy pro-
duktéw uzywanych w chinskiej medy-
cynie tradycyjnej czesto oszukujg
i zamiast kosci tygrysa czy rogu no-
sorozca klient nabywa produkt, ktory
w rzeczywistosci pochodzi od krowy
lub $wini [19].

Zwiekszanie sity dyskryminaciji
analizy mitochondrialnego DNA
— poszukiwanie nowych metod
i markerow

Badania populacyjne wykazaty, ze
rozktad czesto$ci haplotypéw mtDNA
jest nierdownomierny: np. ponad 50%
populacji kaukaskiej charakteryzuje
sie unikatowym haplotypem
HV1/HV2 (pojawiajacym si¢ 1 raz
w bazie danych), podczas gdy naj-
czestszy haplotyp HV1/HV2 wyste-
puje u ok. 7% populacji. | wtasnie
u tych 7% najbardziej manifestuje si¢
niska warto$é sity dyskryminaciji [12].
Oznacza to, ze jesli przeprowadzamy
standardowe sekwencjonowanie je-
dynie regionéw HV1/HV2, wowczas
moze sie zdarzyé, ze haplotypy
HV1/HV2 podejrzanego i ofiary sa
identyczne. Budowle i wsp. [11] obli-
czyli, ze prawdopodobienstwo przy-
padkowej zgodnoéci (ang. Random
Match Probability) dla regionéw
HV1/HV2 wynosi ok. 0,005-0,025.
Dlatego ostatnio wiele wysitku po-
dwigca sie na opracowanie metod,
ktére pozwolityby na rozréznianie
os6b majacych taki sam haplotyp
HV1/HV2. Sekwencjonowanie catej
czasteczki mtDNA na pewno rozwia-
zaloby powyzszy problem, gdyz nie-
zmiernie rzadko zdarza sie, zeby
dwie osoby miaty identyczng se-
kwencje mtDNA, jednak jest to bar-
dzo czasochionne i kosztowne. Dal-
sze réznicowanie $ladéw przez anali-
ze regionu HV3 réwniez moze by¢

nierozstrzygajace. Duzg nadzieje po-
kitada sie w analizie dodatkowych
markeréw SNP (ang. single nucleoti-
de polymorphism — polimorfizm poje-
dynczego nukleotydu). Powstawanie
SNP wynika z mutacji punktowych
prowadzacych do zamiany pojedyn-
czych nukleotydow na inne w se-
kwencji DNA. Wyniki sekwencjono-
wania catego genomu mitochondrial-
nego ujawnily wystepowanie wielu
miejsc SNP, ktéore moga pomoc
w sklasyfikowaniu badanych probek
do jednej z haplogrup (okreslone
SNP decydujg o przynaleznosci do
konkretnej haplogrupy, a w rezultacie
do subhaplogrupy).

Coble i wsp. [12] na podstawie
zsekwencjonowania catej czasteczki
mtDNA u 241 os6b wyréznili 209 roz-
nych haplotypow, wéréd nich 18 ha-
plotypéw HV1/HV2. Haplotypy te
wchodza w sktad 5 haplogrup rasy
kaukaskiej: H, J, T, Vi K. Klasyfikacja
ta umozliwita znalezienie takiej kom-
binacji miejsc SNP, ktoéra bytaby
szczegoblnie przydatna w praktyce
kryminalistycznej i postuzytaby do
stworzenia zestawoéw pozwalajgcych
na rozroznienie, w trakcie 1 reakciji
multipleksowej, takich samych haplo-
typéw HV1/HV2 w obrebie konkretnej
haplogrupy lub subhaplogrupy. Kiero-
wano sie nastepujacymi kryteriami:

1. Wybrane miejsca SNP powinny
byé neutralne z punktu widzenia cho-
réb genetycznych (ogdlnie fenotypu);

2. Wybrane miejsca SNP powinny
charakteryzowa¢ sie duzg zmienno-
$cig w populacii;

3. Wybrane miejsca SNP powinny
sie wzajemnie uzupetnia¢ (w kwestii
sity dyskryminaciji), tak, aby jak naj-
mniejsza liczba miejsc SNP dawata
najwyzsze wartosci sity dyskrymina-
cji. Kierujac sie powyzszymi kryteria-
mi badacze wybrali miejsca SNP za-
réwno z regionu kontrolnego (poza
obszarem HV1/HV2), jak i regionu
kodujacego i potaczyli je w grupy po
7—11 miejsc. Na ryc. 1 zaznaczono
jeden z takich zestawow, obejmujacy
11 miejsc SNP do specyficznego
rozrézniania haplotypéw w obrebie
subhaplogrupy H1. Skonstruowane
w powyzszy spos6b zestawy multi-
pleksowe markeréw SNP pozwalajg

1




na szybkie ,przeszukiwanie sekwen-
cji” mtDNA w celu zawezenia kregu
podejrzanych lub liczby sladow wy-
bieranych do dalszej analizy (se-
kwencjonowania), gdy konkretna
sprawa obejmuje duzg liczbe dowo-
dow rzeczowych. W ciggu ostatnich
lat powstaly nowe metody analizy
markeréw SNP: SSCP, mikromacie-
rze DNA, dyskryminacja alleliczna
przy uzyciu reakcji PCR w czasie rze-
czywistym (real time PCR), czy rek-
cja minisekwencjonowania. Ostatnia
z wymienionych metod jest z powo-
dzeniem stosowana i polega na wy-
konaniu multipleksowej reakcji PCR,

i zwierzece, wlosy, kosci, zeby, itp.
Obecnie nastepuje szybki rozwoj
technik, ktore umozliwig analize
mtDNA na szerszg skale. Oproécz
standardowej analizy — sekwencjono-
wania regionow HV1/HV2 i HV3, do-
datkowa analiza wybranych przez
badaczy markeréw SNP obecnych
w catej czgsteczce pozwoli na zwigk-
szenie sity dyskryminacji, a tym sa-
mym wiekszg przydatnosé i znacze-
nie analizy mtDNA w kryminalistyce.
Poszerzanie baz danych mtDNA
o nowe profile pozwoli na precyzyj-
niejsze opracowanie statystyczne
uzyskiwanych wynikow.
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Biologia molel a \ iedycynie,
Elementy gene inic> ., Wydaw-
nictwo Naukov WM Narszawa
2001, s. 149-15
6. Bendall ! Ma< wulay V.A,,

Sykes B.C.: Varizile leve s of a hete-
roplasmic point mutation in individual
hair roots, ,Am. J. Hum. Genet.” 1997,
nr 61, s. 1303-8.

7. Brenner C.H., Weir B.S.: Issues
and strategies in the DNA identification
of World Trade Center victims, , Theor
Popul Biol” 2003, nr 63, s. 173-8.

8. Bridgeford A.N., Wraxall

otydu uniemozliwia
dalsze wydtuzanie
tancucha DNA
przez polimeraze.
Wyznakowane flu-
orescencyjnie produkty amplifikacji
sg nastepnie rozdzielane i wizualizo-
wane na sekwenatorze. Na rynku do-
stepne sg komercyjne zestawy np.
SNaPshot (Applied Biosystems) po-
zwalajgce na jednoczesng analize 10
markeréw SNP lub zestawy multi-
pleksowe opracowane przez labora-
toria kryminalistyczne obejmujgce 17
SNP.

Podsumowanie

Od poczatku lat 90. analiza mito-
chondrialnego DNA stanowi cenne
narzedzie wykorzystywane w bada-
niach kryminalistycznych. Pozwala
ona na uzyskanie wynikéw z materia-
t6w zniszczonych dziataniem czasu,
czynnikéw fizycznych i biologicznych,
prébek bardzo zdegradowanych ta-
kich, jak zweglone szczatki ludzkie
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Ryc. 6. Metoda minisekwencjonowania: detekcja SNP w regionie kodujacym
mtDNA. Stanter SNP jest wydluzany o jedng pare zasad [25]

Fig. 6. Minisequencing method: SNP detection within mtDNA coding region.
Specific SNP primer is elongated with one fluorescently labeled base. [25].

W mitochondrialnym DNA tkwi du-
zy potencjat, a mozliwosci zastoso-
wan obejmujg coraz wiecej dziedzin.
Nalezy jednak réwniez pamietaéd
0 ograniczeniach, jakie narzuca spe-
cyfika analizy mitochondrialnego
DNA, zwigzana ze sposobem dzie-
dziczenia oraz struktura populacji.
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