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Obserwacje nad mozliwoscia identyfikacji polimorfizmu DNA
w plamach biologicznych mieszanych

Research on DNA polymorphism in mixed biological traces
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W pracy przedstawiono wyniki badan polimorfizmu DNA
typu VNTR-PCR w zakresie trzech loci systeméw STR.
Oznaczano profile genetyczne w plamach do$wiadczal-
nych sporzadzonych z krwi pochodzacej od dwéch lub
trzech osdéb, wymieszanych w proporcjach od 1:1 do
1:100. Obecnos¢ poszczegdinych genotypdw w plamach
mieszanych wykazano w rozcienczeniach od 1:1 do 1:60.
Mniejsza domieszka DNA w plamie mieszanej manifestuje
sie stabszym wybarwieniem na elektroforegramie. W przy-
padku rozcienczenia — 1:70 prawidtowe genotypowanie
plam mieszanych byto niemozliwe z uwagi na zanikanie
prazkéw. W pracy przedstawiono takze wyniki uzyskane
z identyfikacji $ladéw pochodzacych z przestepstw na
tle seksualnym, w ktérych DNA byto wymieszane.

The authors present the results of VNTR-PCR DNA
polymorphism of three STR loci. Gene profiles were
determined in experimental spots of blood from 2 or 3
unrelated individuals mixed in the ratios 1:1-1:100.
Genotypes were successfully determined in mixed blood
spot samples of ratios 1:1-1:60. A small amount of DNA
in all those samples manifested a light electrophoretic
staining. The electrophoretic band disappearance in the
mixed blood spot samples of high dilution (<1:70) did
not allow for determination of their genotypes. In the paper
the results obtained while identifying biological traces from
sexual offences in which mixed DNA occurred have been
also presented.

Stowa kluczowe: probki biologiczne, krwawe plamy
mieszane, uktady STR-owe, Silver STR Multiplex
Key words: biological samples, the mixture of blo-
odstains, STR systems, Silver STR Multiplex

WSTEP

W Katedrze Medycyny Sadowej SAM rocznie
wykonywanych jest okoto 1500 badan sladéw bio-
logicznych. Uzyskiwane w czesci ekspertyz wyniki
wskazuja, ze w badanej prébce znajduje sie DNA
pochodzgce od wiecej niz jednej osoby. Dotyczy to
zwlaszcza przestepstw na tle seksualnym, budza-
cych wiele watpliwosci w opiniowaniu i orzekaniu.
Watpliwosci te wynikajg z pojawiania sie wiecej niz
dwdéch prazkow o roznej intensywnosci. W prakty-
ce przedmiotem naszych badan sag $lady powstate
po wymieszaniu materiatu biologicznego od roz-
nych oséb. W literaturze Swiatowej tylko nieliczne
prace informuja o mozliwosciach wykrywania
w zabezpieczonych plamach genotypdéw od wiecej
niz jednego osobnika pomimo wystepowania dys-
proporcji ilosciowych w obrebie poszczegdlnych
materiatoéw [3, 5]. Trudnosci interpretacyjne na ja-
kie napotykamy w takich przypadkach sktonity nas
do przeprowadzenia badan doswiadczalnych.

MATERIAL | METODYKA

Materiat do badan doswiadczalnych stanowity
plamy sporzadzone z mieszaniny krwi pobranej od
dwdéch lub trzech oséb. Krew byta mieszana w roz-
nych proporcjach.

Z suchych plam izolowano DNA zestawem do
izolacji DNA — Blood DNA Prep Plus firmy A&A Bio-
technology. Amplifikacje wykonywano metoda PCR
[1, 2] zgodnie z rekomendacjg firmy Promega Cor-
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poration, Madison, WI, USA odpowiednio dla r6z-
nych systemoéw STR [3]. Produkty amplifikacji PCR
rozdzielano technika elektroforezy wertykalnej
w systemie buforowym, na zelu poliakrylamidowym
GDG firmy Perkin Elmer. Barwienie elektroforegra-
mow wykonywano metodg srebrowg [2]. Allele okre-
$lano poréwnujac z ,drabinami alleli” firmy Perkin
Elmer [3].

Tabela I. Ekspertyza 1 — przestepstwo na tle seksualnym.

Table I. Investigation 1 — sexual offence.
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WYNIKI BADAN
W tabelach I-lll przedstawiono wyniki badan

w trzech ekspertyzach sprawiajgcych trudnosci
orzecznicze w zwigzku z pojawieniem sie dodatko-
wych alleli lub zdecydowanie nieréwnomiernego ich
wybarwienia, pomimo wykonanej lizy preferencyjnej.

Uktad Podejrzany R. W. | Pokrzywdzona M. W. | Pokrzywdzona A. D. Wymaz M. W. Wymaz A. D.
System Suspect Victim Victim Swab Swab
PLEC/SEX | XY XX XX XX Xy

CSF1PO 11-12 9-11 10-13 9-11 10-13 11-12
TPOX 8-8 8-10 8-8 8-10 8-8

THO1 7-9 6-9 7-8 6-9 7-8 9
D16S539 9-9 9-14 9-13 9-14 913
D7S820 10-11 10-10 10-10 10-10 10 11
D13S317 9-11 9-12 8-12 9-12 8-12 9-11
F13B 8-12 8-10 6-9 8-10 6-9 8-12
VWA 15-16 17-17 15-18 17-17 15-18 16

Sita wybarwienia alleli:

Power of allele staining:

standardowo standard
stabiej weak
bardzo stabo very weak

W tabeli | pokazano wyniki badan polimorfizmu
DNA wymazéw z drég rodnych od pokrzywdzonych
M. W. i A. D. oraz materiatu poréwnawczego pobra-
nego od pokrzywdzonych i podejrzanego R. W.
Wyniki badan wykazaty w wymazie od pokrzywdzo-
nej A. D. obecnos¢ fragmentu genu amelogeniny
charakterystycznego dla ptci meskiej. Stwierdzenie
w obrebie pieciu loci STR obecnosci trzech lub czte-
rech alleli pozwolito na wysuniecie wniosku, ze
materiat pochodzi od co najmniej dwdch oséb
i w tym przypadku mogt pochodzi¢ od pokrzywdzo-
nej A. D. i podejrzanego R. W. W wymazie od po-
krzywdzonej M. W. stwierdzono tylko jej genotyp
i fragment amelogeniny charakterystyczny dla ptci
zenskiej.

W tabeli Il przedstawiono wyniki badan polimor-
fizmu DNA z dowodu rzeczowego zabezpieczone-
go od pokrzywdzonej A. O. oraz materiatu porow-

nawczego pobranego od pokrzywdzonej i dwéch
podejrzanych L. P. i B. K. o dokonanie gwattu zbio-
rowego. Badania dowodu rzeczowego od A. O. wy-
kazaty obecnos¢ fragmentu genu amelogeniny cha-
rakterystycznego dla ptci meskiej. Stwierdzenie
w obrebie pieciu loci STR obecnosci trzech lub czte-
rech alleli pozwolito na wysuniecie wniosku, ze
materiat pochodzi od co najmniej dwéch oséb
i w tym przypadku mogt pochodzi¢ od pokrzywdzo-
nej A. O. i podejrzanego B. K. W materiale biolo-
gicznym nie stwierdzono obecnosci alleli od podej-
rzanego L. P

W tabeli Il zaprezentowano wyniki badan poli-
morfizmu DNA wymazu z drog rodnych od pokrzyw-
dzonej M. K. i brudu zza paznokci od podejrzane-
go H. G. oraz materiatu poréwnawczego pobrane-
go od pokrzywdzonej i podejrzanego. W wymazie
od pokrzywdzonej M. K. i w materiale pobranym
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Tabela Il. Ekspertyza 2 — przestepstwo na tle seksualnym — gwatt zbiorowy.

Table Il. Investigation 2 — sexual offence — group rape.

Nr 2

Uktad Podejrzany L. P, Podejrzany B. K. Pokrzywdzona A. O. Dowaod rzeczowy od A. O.
System Suspect Suspect Victim Evidence from
PLEC XY XY XX XY
CSF1PO 12-12 11-12 11-12 11-12
TPOX 8-11 8-9 8-8 89
THO1 6-9 9-9.3 6-8 6-8 9-9.3
D16S539 10-14 12-13 11-13 13 11 12
D7S820 10-10 10-11 8-14 8-14 10-11
D13S317 9-11 9-14 8-12 8-12 9-14
F13A01 3.2-7 4-5 4-5 4-5
VWA 15-16 17-20 15-17 15-17 20

Sita wybarwienia alleli: Power of allele staining:

standardowo standard

stabiej weak

bardzo stabo very weak

Tabela Ill. Ekspertyza 3 — przestepstwo na tle seksualnym.
Table Ill. Investigation 3 — sexual offence.

Uktad Podejrzany H. G. Pokrzywdzona M. K. Wymaz M. K. Brud zza paznokci H. G.
System Suspect Victim Swab Nail mud
PLEC SEX XY XX XY XY
CSF1PO 10-13 10-14 10 13 14 10 13 14
TPOX 9-11 8-9 9-11 8 9-11 8
THO1 7-9 6-9 97 6 97 6
D16S539 9-14 8-12 9-14 8-12 9-14 8-12
D7S820 10-12 10-10 10 12 10 12
D13S317 12-12 11-12 12 11 12 11
F13A01 3.2-5 5-7 3.2-5 7 3.2-5 7
FESFPS 10-11 11-12 11170 12 11 70 12
VWA 15-16 14-18 15-16 14-18 15-16 14-18
F13B 8-10 6-9 8-10 6-9 8-10 6-9

Sita wybarwienia alleli:
standardowo

stabiej

bardzo stabo

Power of allele staining:
standard

weak

very weak
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zza paznokci od H. G. stwierdzono obecnos$c¢ frag-  kie wyniki badan pozwolity na wysuniecie wnioskow,
mentu genu amelogeniny charakterystycznego dla  ze materiat pochodzi od co najmniej dwéch oséb
ptci meskiej. W obu materiatach biologicznych wy- i wtym przypadku mogt pochodzi¢ od pokrzywdzo-
kazano taki sam genotyp, w obrebie odmiuloci STR  nej M. K. i podejrzanego H. G.

— ujawniono obecnos$¢ trzech lub czterech alleli. Ta-

Tabela IV. Wyniki genotypowania mieszanin dwdch lub trzech krwi w 16 rozcienczeniach w uktadzie Silver STR Multiplex.
Table IV. Gene typing results of 2 or 3 blood samples mixed in 16 different dilutions in the Silver STR Multiplex System.

Rozcienczenie/ Uktad

Dilution/System D16S539 D7S820 D13S317
Krew A Blood A 9-13 10-11 9-14

Krew B Blood B 9-9 10-10 9-11

Krew C Blood C 1112 10-10 8-12

Mix A/B 1:1 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/C 1:1 9-11-12 10-11 8-9-12-14
Mix B/C 1:1 9-11-12-13 10-10 8-9-11-12
Mix A/B 1:2 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:3 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:4 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:5 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:10 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:15 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:20 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:25 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:30 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:40 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:50 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:60 9-13 10-11 9-11-14

Mix A/B 1:70 9-9 10-10 9-11

Mix A/B 1:80 9-9 10-10 9-11

Mix A/B 1:90 9-9 10-10 9-11

Mix A/B 1:100 9-9 10-10 9-11

Mix A/B/C 1:1:1 9-11-12-13 10-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:2:1 9-11-12-13 10-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:10:1 9-11-12-13 10-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:50:1 9-11-12-13 10-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:60:1 9-11-12-13 10-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:70:1 9-9 10-10 9-11

Mix A/B/C 1:1:2 9-11-12-13 10-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:1:10 9-11-12-13 11-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:1:50 9-11-12-13 11-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:1:60 9-11-12-13 11-11 8-9-11-12-14
Mix A/B/C 1:1:70 11-12 10-10 8-12

Sita wybarwienia alleli:

Power of allele staining:

standardowo standard
stabiej weak

bardzo stabo

very weak
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W tabeli IV zebrane zostaty wyniki genotypowa-
nia mieszanin dwoch krwi w 17 rozcienczeniach oraz
przyktadowe wyniki dla sporzadzonych mieszanin
trzech réznych krwi w pieciu wybranych rozcien-
czeniach. W badaniach polimorfizmu DNA ujawnia-
no genotypy od dwéch i trzech oséb, a zwieksza-
nie domieszki jednej z krwi spowodowato ujawnia-
nie sie zdecydowanie mocniej tegoz genotypu na
niekorzy$¢ genotypu krwi dodanej w znacznie
mniejszej ilosci. W rozcienczeniu 1:70 nie ujawnia-
no juz obecnoséci genotypu krwi, ktérej w mieszani-
nie byto mnie;j.

WNIOSKI

1. Przeprowadzone badania polimorfizmu DNA
w plamach mieszanych sporzadzonych celowo
w stosunkach od 1:1 do 1:60 pozwolity na ujawnie-
nie wszystkich spodziewanych alleli.

2. Zmieszanie krwi w rozcienczeniu 1:70 unie-
mozliwito prawidtowe genotypowanie.

3. Trudnosci interpretacyjne wystepuja w przy-
padkach gdy osobnicy posiadajg przynajmniej je-
den allel identyczny lub jedna z oséb jest homozy-
gota.

4. Sekwencje mikrosatelitarne sa przydatne widen-
tyfikacji materiatu wymieszanego.

Kornelia Drozdziok, Jadwiga Kabiesz
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