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STRESZCZENIE

Wykrywanie i identyfikacja ludzkich ptynéw biologicznych takich jak np. krew,
nasienie, $lina, wydzielina z drég rodnych, krew miesigczkowa, mocz i pot sg bardzo
waznymi analizami z zakresu biologii sgdowej. W przypadku wielu przestepstw, istotne
jest ustalenie tkankowego zrédta DNA, a nie tylko profilu DNA osoby, od ktdrej
pochodzi $lad biologiczny. Zupetnie inng wartos¢ dowodowg bedzie miat profil DNA
ofiary na odziezy sprawcy, gdy pochodzi on z naskdrka (substancja potowo-
ttuszczowa), a inny, gdy uda sie wykazaé, ze zrédtem DNA jest wydzielina z drég
rodnych ofiary. Obecnos$¢ naskdrka ofiary mozie nie mie¢ zadnego zwigzku z
przestepstwem, a obecnos¢ wydzieliny z dréog rodnych bezwzglednie tak. Podobnie
obecnos¢ krwi obwodowej danej osoby mozie miec¢ zupetnie inne znaczenie niz
obecnos¢ krwi menstruacyjnej, a obecnosé sliny inne niz nasienia. Wtasciwe i pewne
rozpoznanie zrodta badanego DNA w postepowaniu sagdowym jest konieczne, a btad
identyfikacji moze nies¢ za sobg powazne konsekwencje prawne i spoteczne.

Przy uzyciu metod klasycznych, jedynie krew i nasienie mozna identyfikowac
metodami swoistymi (w 100% stwierdzajgcymi obecnos¢ danego ptynu biologicznego
pochodzgcego od cztowieka), dla pozostatych ptynéw biologicznych dysponujemy
jedynie testami wstepnymi, ktdre sg niewystarczajgce, nie tylko ze wzgledu na brak
specyficznosci, ale takze w aspekcie wysokiej czutosci metod powielania DNA. Nie ma,
wsrod metod klasycznych, uniwersalnej metody identyfikacji réznych ptynéw
biologicznych. Problemem jest tez destrukcyjny charakter wielu testéw wstepnych,
szczegOlnie, gdy ilo$¢ materiatu dowodowego jest niewielka.

Badania prowadzone w ciggu ostatnich lat przyniosty znaczny postep w
dziedzinie identyfikacji ptynéw biologicznych. Opracowuje sie m.in. metody oparte o
spektrometrie ramanowskg i markery DNA ptynéw biologicznych. Na szczegdlng uwage
zastuguje technika detekcji oparta na obecnosci specyficznych dla danych tkanek
czgsteczek mRNA w $ladzie biologicznym. Temu zagadnieniu pos$wiecona jest niniejsza
rozprawa doktorska.

Zasadniczym celem niniejszej pracy doktorskiej byto opracowanie nowych
metod identyfikacji ptynéw biologicznych istotnych w kryminalistyce, ze szczegélnym
uwzglednieniem tych, dla ktérych nie ma specyficznych metod detekcji. Opracowane
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metody zostaty ocenione w kontekscie ich przydatnosci w genetyce sadowej do
analizy réznego rodzaju plam dowodowych.

Opracowatam dwa opisane w publikacjach testy: do identyfikacji wydzieliny z
drdg rodnych i krwi miesigczkowej (heksapleks) oraz do rozrdzniania pomiedzy krwig
obwodowg i miesigczkowg (heptapleks). Oparte sg one na detekcji tkankowo-
specyficznych transkryptéw (mRNA) nastepujgcych gendéw: ludzkiej beta-defensyny 1
(HBD1), mucyny 4 (MUC4), podjednostki alfa hemoglobiny (HBA), syntazy kwasu delta-
aminolewulinowego 2 (ALAS2), metaloproteinaz 7 i 11 (MMP7, MMP11),
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PDH) oraz markerdw bakteryjnych:
regiondw ISR (ang. intergenic spacer region) 165-23S rRNA Lactobacillus crispatus
i Lactobacillus gasseri/Lactobacillus johnsonii. Badania przeprowadzitam na prébkach
réznych ptynow biologicznych pobranych od kobiet i mezczyzn, tuz po pobraniu oraz
przechowywanych w rdéznych warunkach i przez rdéiny okres czasu, a takie na
materiale biologicznym stanowigcym zasoby witasne Zaktadu Medycyny Sgdowej
GUMed.

Na niniejsza rozprawe doktorska sktadaja sie trzy publikacje®, stanowiace spdjny
tematycznie zbiér artykutdw opublikowanych w indeksowanych czasopismach
naukowych o miedzynarodowym zasiegu:

1. Jakubowska J.*, Maciejewska A., Pawtowski R., mRNA profiling for biological fluids
identification in forensic genetics, Problems of Forensic Sciences (2011) 87:204-215

2. Jakubowska J., Maciejewska A., Pawtowski R.*, Bielawski KP., mRNA profiling for
vaginal fluid and menstrual blood identification, Forensic Science International:
Genetics (2013) 7:272-278, 1F=3,202

3. Jakubowska J., Maciejewska A., Bielawski KP., Pawtowski R.*, mRNA heptaplex

protocol for distinguishing between menstrual and peripheral blood, Forensic Science

International: Genetics 13 (2014) 53-60, IF=3,202

Publikacja przegladowa pt. ,,mRNA profiling for biological fluids identification

in forensic genetics” stanowi podsumowanie éwczesnej wiedzy (2011r.) na temat

! Wszystkie artykuty, wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej, a takze bedace rezultatem innych
projektéw, doniesienia konferencyjne oraz inne osiggniecia publikowatam lub przedstawiatam pod
panienskim nazwiskiem (Joanna Jakubowska).
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identyfikacji réznych ptyndéw biologicznych poprzez profilowanie mRNA w genetyce
sgdowej. Wykorzystatam wszystkie dostepne wéwczas zrédta i publikacje na ten temat.
Praca zawiera informacje o réznych metodach identyfikacji ptynéw biologicznych,
metodyce, znanych markerach oraz genach metabolizmu podstawowego
wykorzystywanych w profilowaniu mRNA, specyficznosci markerdw i ich stabilnosci w
plamach. Analiza danych literaturowych dowodzi, ze profilowanie mRNA jest
obiecujgcq technikg, ktéra moze znalezé¢ szerokie zastosowanie w praktyce
laboratoriow badajgcych slady biologiczne na potrzeby organéw scigania. Artykut
ukazat sie w polskim czasopiSmie o zasiegu miedzynarodowym w jezykach polskim

i angielskim.

Celem projektu przedstawionego w publikacji: ,mRNA profiling for vaginal
fluid and menstrual blood identification” byto opracowanie metody identyfikacji
wydzieliny z drég rodnych i krwi miesigczkowej opartej na profilowaniu mRNA. Ze
wzgledu na brak specyficznosci poszczegdlnych znanych markerow wydzieliny z drog
rodnych oraz ich niestabilng ekspresje u rdinych kobiet, zaproponowatam test
multipleksowy (heksapleks) wykorzystujgcy markery ludzkie i bakteryjne: HBD1, MUC4,
MMP11, 16S-23S ISR L.crispatus i L.gasseri/l.johnsonii oraz G6PDH, co miato
zmaksymalizowa¢ jego wiarygodnosc.

Autorzy wczesniej opisywanych testow, wykorzystujgcych profilowanie mRNA,
skupiali sie na mozliwosci wigczenia markeréow jak najwiekszej liczby ptyndéw
biologicznych do jednej reakcji, podczas gdy moim zdaniem dla wiarygodnosci metody
bardziej istotna jest analiza jak najwiekszej liczby markeréw danego ptynu
biologicznego, szczegdlnie wtedy, gdy ich ekspresja nie jest stata u réznych oséb lub w
trakcie cyklu miesigczkowego.

W badaniach wykorzystatam 60 wymazéw wydzieliny z drég rodnych i krwi
miesigczkowej pobranych w réznych stadiach cyklu menstruacyjnego od 15 kobiet
w wieku 25-47 lat, prébki nasienia, sliny i potu pobrane od 6 o0sdéb, préobki krwi
obwodowej pobrane od 12 oséb, plamy ptyndéw biologicznych na réznych podtozach,
a takze prébki materiatu biologicznego nalezgce do zasobdow witasnych Zakfadu

Medycyny Sadowej GUMed. Etapy testu to: izolacja RNA z plamy, odwrotna
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transkrypcja, amplifikacja markeréw w reakgc;ji ,,end-point” PCR i detekcja produktow za
pomocy elektroforezy kapilarnej.

Przedstawitam osadzenie testu w konteks$cie dotychczas stosowanych metod,
specyficzno$¢ i czuto$¢ proponowanych markeréw oraz catego testu, zmiany w
wystepowaniu i ekspresji markeréw u réznych kobiet i w czasie cyklu menstruacyjnego,
stabilnos¢ markeréw na podstawie analizy réznych plam biologicznych, zastosowanie
testu w przypadku inhibicji reakcji PCR i analize mozliwosci testu w przypadku
mieszanin wydzieliny z drég rodnych z krwig i nasieniem. Zaproponowatam takze
zasady interpretacji wyniku testu. Dzieki analizie pieciu markeréw, w tym dwédch
bakteryjnych, metoda zapewnia wysokg wiarygodnos¢ identyfikacji. Jej opracowanie
moze znaczgco poprawié jako$é ekspertyz, szczegdlnie ze wzgledu na brak innych,
satysfakcjonujgcych metod identyfikacji wydzieliny z drég rodnych.

Powyiszy test opisatam takze w rozdziale ksigzki: (Jakubowska J.*,
Maciejewska A., Pawtowski R., mRNA profiling for vaginal fluid and menstrual blood
identification. W: Forensic DNA Typing Protocols, Editor: Goodwin W., 2nd Edition,
Springer), ktdra jest obecnie na etapie przygotowania do druku (lub w druku). Rozdziat
ten jest szczegdtowsq instrukcja laboratoryjng wskazujacg, jak krok po kroku zastosowac

opracowany przeze mnie test w praktyce laboratoryjne;j.

Celem badan przedstawionych w publikacji ,mRNA heptaplex protocol for
distinguishing between menstrual and peripheral blood” byto stworzenie testu do
rozrézniania pomiedzy krwig miesigczkowa i obwodowg, opartego na profilowaniu
MRNA. Zaproponowatam test (heptapleks), wykorzystujacy transkrypty nastepujacych
genow: MMP7, MMP11, HBD1, MUC4, HBA, ALAS2 i G6PDH. Projekt ten byt
odpowiedzig na palacy problem w genetyce sgdowej, ktérym byt brak prostej,
wiarygodnej metody, ktéra mogtaby by¢ uzyta w tych przypadkach, gdy pochodzenie
tkankowe $ladu zostato rozpoznane jako krew, lecz nieznane jest zrédto krwawienia
(krew miesigczkowa lub pochodzaca z uszkodzenia ciata).

W badaniach wykorzystatam 28 probek krwi miesigczkowej lub wydzieliny z
drég rodnych pobranych od 12 kobiet, préobki krwi obwodowej pobrane od 12 osdb,

probki nasienia, $liny, potu, pobrane od 6 oséb, a takze 15 plam krwi miesigczkowej i
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12 plam krwi obwodowej z zasobdéw Zaktadu Medycyny Sadowej. Metodyka testu
zaktada podobne etapy jak wyzej wymieniony heksapleks.

Publikacja zawiera szczegétowy opis testu i jego osadzenie w kontekscie
dotychczas stosowanych metod oraz wyniki badania specyficznos$ci markerow
i czutosdci testu, takze w kontekscie mieszanin krwi obwodowej lub miesigczkowej
z nasieniem i krwi obwodowej z miesigczkowg. Stwierdzono réznice w ekspres;ji
markeréw u rdéznych kobiet w czasie cyklu miesigczkowego. Zamiescitam tez
szczegdtowe wytyczne jak interpretowaé wyniki analizy. Opisatam réwniez przyktad
sprawy prowadzonej w Zaktadzie Medycyny Sadowej GUMed, w ktdrej wykorzystatam
test w praktyce do identyfikacji zrédta krwi znajdujgcej sie na bieliznie i spodniach
ofiary napasci seksualnej. Od maja 2013 roku pracuje w Pracowni Biologii i Genetyki
Sagdowe] ZMS GUMed, badajgc Slady biologiczne na dowodach rzeczowych
i przygotowuje ekspertyzy z zakresu genetyki sgdowej, dzieki czemu moge braé czynny
udziat we wdrazaniu metod opracowanych w ramach doktoratu.

Opracowany test jest wiarygodng metodg identyfikacji krwi miesigczkowej oraz
obwodowej, szczegdlnie w kontekscie braku innych swoistych metod identyfikacji krwi
menstruacyjnej. Pozwala bowiem na potwierdzenie obecnosci krwi miesigczkowej,
dzieki jednoczesnej detekcji czterech markeréw waginalnych, w tym dwéch
charakterystycznych dla pierwszego okresu cyklu miesigczkowego, dwdch markerow
krwi oraz mRNA genu metabolizmu podstawowego. Tak kompleksowe podejscie
pozwala na zminimalizowanie prawdopodobienstwa wystgpienia wyniku fatszywie
negatywnego w przypadku braku ekspresji jednego lub dwdch markeréw u danej
osoby. Ponadto wysoka specyficznos¢ markerdw (za wyjatkiem HBD1 i MUCA4) i Sciste
zasady interpretacji wyniku pozwalajg na zminimalizowanie mozliwosci wystgpienia
wyniku fatszywie pozytywnego.

Przedstawione w wyzej wymienionych publikacjach wyniki wskazujg, ze
profilowanie mRNA moze by¢ wiarygodng metodg identyfikacji ptynéw biologicznych,
szczegblnie w przypadku ptynéw biologicznych, dla ktérych nie ma klasycznych
swoistych metod detekcji. Opracowane przeze mnie testy wykrywajg kilka markeréw
charakterystycznych dla jednego/dwdch ptynédw biologicznych w jednej reakcji, dzieki

czemu zwieksza sie specyficznos¢ detekcji, szczegdlnie w przypadkach, gdy
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poszczegbdlne markery osobno nie spetniajg w petni oczekiwan pod wzgledem
specyficznosci lub uniwersalnosci (wystepowania u wszystkich osobnikow).
Opracowanie nowych metod wptywa na jako$é wydawanych ekspertyz oraz
zwieksza mozliwosci badan prowadzonych na zlecenie organdéw $cigania, szczegdlnie
w przypadku przestepstw na tle seksualnym. Opracowane przeze mnie testy zostaty
wdrozone i byly juz wykorzystywane do analizy dowodéw rzeczowych w Pracowni

Biologii i Genetyki Sadowej Zaktadu Medycyny Sagdowej GUMed.



