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ZNACZENIE KRWI W ASPEKCIE BADAN SADOWYCH

THE SIGNIFICANCE OF BLOOD IN THE ASPECT
OF FORENSIC SCIENCES

The blood is a biological trace, preserved at the crime scenes involving both humans
and animals. The modern interdisciplinary approach of forensics, based on the achieve-
ments in the field of medicine, biology, chemistry or physics, makes blood an extremely
informative material that allows not only to identify the donor of the material, but also, in
many cases, to reconstruct the course of the events.

The whole process of securing and analyzing the blood traces is complex and multi-
stage. Management includes activities such as revealing potential bloodstains both by vis-
ual inspection and by nonspecific preliminary tests, e.g. using luminol or the Kastle-Mayer
test. The samples selected for further analysis are subjected to the specific confirmatory
tests, which allow for the group identification of the trace donor. The last stage is the indi-
vidual identification based on the polymorphic microsatellite sequences and comparison of
profiles from samples secured at the scene with the reference material. Blood can also be
used as evidence in crimes involving animals, such as poaching, and crime against legally
protected species. In solving such cases, molecular methods are also used, consisting in se-
quencing of species-specific fragments of mitochondrial DNA, followed by bioinformatics
analysis, allowing the assignment of the tested material to a specific species.

There is no doubt that blood is an extremely important biological material, secured at the
sites of the most serious crimes against health and life. Recent decades have significantly
expanded the possibility of analyzing blood spots, not only improving the sensitivity of
material detection, but also significantly increasing the specificity and the informativeness
of analyses, which now allow for reliable individual and species identification of the trace
donors.

ABSTRACT

KEy worbps: blood, forensic biology, polymorphism, individual identification.

Krew jest materiatem biologicznym zabezpieczanym na miejscach przestepstw do-
tyczacych zarowno ludzi, jak i1 zwierzat. Wspodlczesne interdyscyplinarne podejscie nauk
sadowych, bazujacych na osiggnigciach z zakresu medycyny, biologii, chemii, czy fizy-
ki sprawia, ze krew jest wysoce informatywnym materialem, ktory pozwala nie tylko na
identyfikacje donora materiatu, ale takze w wielu przypadkach na odtworzenie przebiegu
zdarzenia.

Sam proces zabezpieczania i analizy Sladow krwawych jest ztozony i wieloetapowy.
Postepowanie obejmuje takie dziatania jak ujawnianie potencjalnych plam krwawych za-
réwno w trakcie oceny wizualnej, jak 1 przy pomocy wstepnych testow niespecyficznych
np. przy wykorzystaniu luminolu lub testu Kastle-Mayera. Proby wytypowane do dalszych
analiz poddawane sa specyficznym testom potwierdzajacym, ktore pozwalaja na identyfi-
kacje grupowa donora sladu. Ostatnim etapem jest identyfikacja osobnicza prowadzona w

STRESZCZENIE

NR 1/33/2022 8 NaUKI PRZYRODNICZE T MEDYCZNE


https://orcid.org/0000-0003-1476-619X
https://orcid.org/0000-0003-3327-561X
https://orcid.org/0000-0002-8311-7348
https://orcid.org/0000-0001-5630-8192
https://orcid.org/0000-0001-8320-8349
https://orcid.org/0000-0003-0631-4468

STRESZCZENIE

www.naukowcy.org.pl

oparciu o polimorficzne sekwencje mikrosatelitarne 1 porownanie profiléw z prob zabez-
pieczonych na miejscu zdarzenia z materialem poréwnawczym. Krew moze by¢ tez wyko-
rzystywana jako materiat dowodowy w przestgpstwach dotyczacych zwierzat, takich jak
ktusownictwo, czy przestepczos$¢ przeciw gatunkom prawnie chronionym. W rozwiazy-
waniu takich spraw, zastosowanie znajduja roéwniez metody molekularne, polegajace na
sekwencjonowaniu specyficznych gatunkowo fragmentéw mitochondrialnego DNA, a
nastgpnie analizie bioinformatycznej, pozwalajacej na przypisanie badanego materiatu do
konkretnego gatunku.

Nie ulega watpliwosci, ze krew jest niezwykle istotnym materiatem biologicznym, za-
bezpieczanym na miejscach najpowazniejszych przestgpstw przeciwko zdrowiu i Zyciu.
Ostatnie dekady znacznie poszerzyly mozliwos$¢ analiz plam krwawych, nie tylko popra-
wiajac czuto$¢ wykrywania materiatu, ale takze znacznie zwigkszajac specyficznos¢ oraz
informatywnos$¢ analiz, ktdre obecnie pozwalaja na wiarygodna identyfikacje osobnicza

1 gatunkowa donoréw sladow.

SLowA KLUCZOWE: krew, biologia sgdowa, polimorfizm, identyfikacja osobnicza.

WSTEP

Slady biologiczne sg od wiekow wyko-
rzystywane do rozwigzywania spraw kryminal-
nych i wskazywania os6b winnych popetienia
przestepstw. Mimo Ze na przestrzeni lat zmienia-
ty sie dostepne metody, to kazda z nich intuicyj-
nie opierala si¢ na jednej z podstawowych zasad
nauk sagdowych, a mianowicie na zasadzie wy-
miany Locarda. Zgodnie z nig, kazdy kontakt po-
zostawia $lad. Przestepca zostawia $lad na miej-
scu zdarzenia, jak tez moze zabra¢ §lad z tego
miejsca (Mistek et al., 2018). Z czasem w §ladach
zaczgto doszukiwaé si¢ obecno$ci tak zwanych
,markeréw”, czyli takiej wtasciwosci osobnika,
ktoéra wyrdznia go z populacji. Dla celow iden-
tyfikacyjnych marker powinien by¢ tatwy i tani
W oznaczeniu, nie ulega¢ wptywom $rodowiska,
by¢ niezmienny przez caly okres zycia, ale prze-
de wszystkim cechowa¢ si¢ wysokim polimorfi-
zmem (Kowalczyk et al., 2018). Jednym z najbar-
dziej informatywnych materiatéw, znajdowanych
na miejscu przestepstw jest krew. Slady krwawe
pozwalaja nie tylko podja¢ probe identyfikacji
grupowej 1 osobniczej sprawcy, ale tez utatwiaja
przeprowadzenie rekonstrukcji zdarzenia (Singh
et al., 2021).

Krew jest materialem biologicznym, kto-
ry jest czesto zabezpieczany w przypadku spraw
dotyczacych ciezkich przestgpstw, w tym rozbo-
jow czy morderstw. Badania krwi, majace na celu
wskazanie donora materiat, jak i rekonstrukcje
przebiegu zdarzenia, wykorzystuja interdyscypli-
narne podejscie, angazujac specjalistow z zakre-

su nauk sagdowych, biologicznych, chemicznych
czy tez medycznych (Aalders and Wilk, 2019).
Analiza plam krwawych obejmuje szereg etapow,
z ktorych pierwszym jest ujawnienie oraz doku-
mentacja $ladu, nastepnie material jest wstepnie
badany przy pomocy metod niespecyficznych
(np. przy wykorzystaniu luminolu czy testu z te-
trametylobenzydyna) oraz specyficznych (préba
mikrosteroskopowa, testy immunochromatogra-
ficzne) (Brenzini and Pathak, 2018). Po proceso-
wym zabezpieczeniu $ladu oraz badaniach wstep-
nych, materiat trafia do laboratorium, w ktorym
prowadzone sg dalsze czynno$ci majace na celu
identyfikacje grupowa oraz osobniczg donora $la-
du.

Pierwsze wykorzystanie plam krwawych
w celach $ledczych, miato miejsce w XIX wieku
1 dotyczylo morderstwa czterech wtoskich mu-
zykow w Denver. Podejrzani, po analizie porow-
nawczej plam z miejsca zdarzenia z plamami na
odziezy, przyznali si¢ do popelnienia zarzucane-
go czynu. Réwniez w tym okresie, mialo miejsce
powstanie pracy naukowej Edwarda Piotrowskie-
go dotyczacej analizy sladow krwawych 1 bedacej
jednoczes$nie pierwszym tego typu opracowaniem
(Dabrowska et al., 2013; Bevel, 2006). Dalszy
postep zarowno w biochemii, jak i p6zniej w bio-
logii molekularnej, znacznie zwigkszyt zar6wno
informatywno$¢, jak i wiarygodno$¢ badan $la-
dow krwawych. Celem pracy jest przedstawienie
znaczenia plam krwawych dla wspdtczesnych
nauk sadowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
badan majacych na celu identyfikacje donora $la-
du.
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WSTEPNE METODY UJAWNIANIA
SLADOW KRWAWYCH

Wste;pna analiza §ladéw krwawych po-
winna obejmowac¢ metody niedestrukcyjne, ktére
ingeruja w $lad w jak najmniejszym stopniu, dla-
tego tez poczatkowe czynno$ci na miejscu zdarze-
nia, powinny obejmowac¢ wizualng ocen¢ sladow
przy zastosowaniu ewentualnych alternatywnych
zrodel Swiatta (np. $wiatto UV, lub podczerwien).
Przyktadem tak zwanego forensic light source
jest np. Polilight, ktéry generuje zardwno §wiatto
podczerwone, jak 1 UV. Vandenberg i Oorschot
(2006), a nastepnie Barrera et al. (2018) wykaza-
11, ze aparat pozwala w pewnym stopniu (w zalez-
nosci od liczby warstw) wykrywac¢ §lady krwawe
na $cianach, ktore pokryto farba.

W czesci przypadkow materiat biologicz-
ny wystepuje w formie rozcienczonej na skutek
prob zacierania sladow (np. zmywanie plam krwa-
wych). Dlatego tez konieczne jest stosowanie do-
datkowych metod, ktore pozwalajg na detekcje
komponentéw krwi w materiale rozcienczonym
lub takim, ktéry byt poddany dziataniu srodkow
chemicznych (Streeting et al., 2022). Jedng z
metod ujawniania §ladéw krwawych niewidocz-
nych, przy standardowych zrodtach oswietlenia
jest zastosowanie testow chemicznych, ktore w
wyniku reakcji z komponentami krwi daja reak-
cje barwna, lub wykazuja chemiluminescencje.

Przyktadem testu, ktorego zmodyfikowa-
na metodyka zostata wykorzystana miedzy inny-
mi w testach Hemastix czy Chemstrip, opartego
o katalityczne wlasciwosci pierscienia hemowe-
go, jest reakcja z 3,3', 5,5'-tetrametylobenzydyna
(TMB) (Matheson et al., 2022). W celu ujawnie-
nia sktadnika krwi jakim jest hemoglobina, na-
lezy pobra¢ wymazdéwka drobng ilos¢ badanego
materiatu 1 przytozy¢ do reagentu. Substancja ak-
tywna pod wplywem katalizujacych wlasciwosci
hemu reaguje z peroksydaza, co zmienia pH, po-
wodujac zmiang barwy. Jesli nastapi natychmia-
stowa zmiana barwy z pomaranczowej na zielo-
ng, (Tobe et al., 2007) lub granatowg (po pewnym
czasie zielona barwa przechodzi w granatowg)
(Webb et al., 2006) wynik jest uznawany za po-
zytywny. Jasniejsza barwa wskazuje na niska za-
warto$¢ hemoglobiny w badanym materiale. He-
mastix wykazywat odpowiednig czutos¢ dla prob
rozcienczonych w stosunku 1:10 000 (pozytywny
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wynik pojawia si¢ w czasie od 30 do 60 sekund)
oraz w stosunku 1: 100 000, gdzie pozytywny
wynik pojawia si¢ w czasie od 45 sekund do 2
minut (Tobe et al., 2007).

Testem barwnym, stluzacym do wstgpnej
weryfikacji sladow krwawych, jest test Kastle-
Mayera (KM). To wieloetapowy test na ujawnia-
nie zar6wno $wiezej, jak 1 nawet kilkudziesiecio-
letniej krwi (Castro and Coyle, 2013; Splading
et al., 2002). Podobnie jak wiele innych metod,
wykorzystuje kataliczne zdolnosci pierScie-
nia hemowego w reakcji utleniania inicjowanej
przez nadtlenek wodoru. Reakcja ta powoduje
wyczerpywanie si¢ elektronéw w centrum hemu
hemoglobiny. Po dodaniu kropli fenoloftaliny do
wspomnianej wczesniej probki, oddaje ona elek-
trony hemoglobinie, redukujac si¢ do fenolofta-
leiny powodujac zmiang zabarwienia na inten-
sywnie rozowy kolor (Casali et al., 2020; Higaki
and Philp, 1976). Wynik pozytywny nastepuje
po uptywie 30 sekund (Casali et al., 2020). Ne-
gatywna prdba nie reaguje po dodaniu nadtlen-
ku wodoru (Tobe et al. 2007). Test Kastle-Mayer
wykazuje wigkszg czutos¢ przy stosowaniu bez-
posrednim, na $lad biologiczny w przeciwien-
stwie do Hemastix’u, ktory moze wykry¢ mniej-
sze ilosci oraz warto$ci st¢zenia krwi przy tescie
posrednim poprzez pobranie probki wymazowka.
Czulo$¢ obu testow zaczyna spadac przy rozcien-
czeniu krwi od 1:10 000 do 1:100 000 (Webb et
al., 2006). Oprocz stopnia rozcienczenia proby,
niekorzystny wplyw na przebieg ujawniania $la-
du ma tez dziatanie czynnikéw atmosferycznych.
Badania Casali et al. (2020) potwierdzity, ze test
KM wykrywa zaschnietg krew rybia w 40% przy-
padkéw z prob poddanych dziataniu $wiatta sto-
necznego, a w 26,7% w probach poddanych dzia-
faniu pozostatych czynnikow atmosferycznych,
takich jak wilgotno$¢, temperatura powietrza czy
wiatr. Ponadto ograniczeniem obydwu przedsta-
wionych metod jest ich niespecyficzny charakter.
Zarowno Hemastix, jak 1 test KM sg podatne na
wyniki fatszywie dodatnie, ktére moga powsta-
waé np. w przypadku sladow wykrywanych na
przedmiotach z zelaza lub jego stopdéw, na skutek
obecnosci rdzy czy zanieczyszczenia powierzchni
materialem roslinnym, zawierajagcym peroksyda-
zy. Wynik fatszywie dodatni zostat potwierdzony
np. w przypadku reakcji z cebulg, czy ziemniaka-



mi (Tobe et al., 2007), ponadto dodatek antyoksy-
dantéw, takich jak np. kwas askorbinowy, moze
prowadzi¢ do wynikow falszywie negatywnych
(Casali et al., 2020).

Ograniczeniami testow KM 1 Hemastix
jest takze relatywnie mata powierzchnia, ktora
moze by¢ poddawana badaniu oraz niewystar-
czajaca czutos¢ detekcji (Matheson et al., 2022).
Jednoczesne badanie wigkszych obszaréw z
wiekszg czuto$cig jest mozliwe, dzigki zastoso-
waniu testow opartych na chemiluminescencji.
Jednym z najbardziej znanych przyktadow wy-
korzystania tego zjawiska w praktyce krymina-
listycznej jest zastosowanie luminolu, ktéry po
raz pierwszy zostal uzyty pod koniec lat 30. 1 do
chwili obecnej jest cennym narz¢dziem w rekach
organdéw $cigania (Streeting et al. 2022; Luczak
et al. 2006). Test chemiczny z luminolem jest
relatywnie tanim, czulym 1 prostym systemem
wykrywania zaréwno krwi $wiezej, jak 1 plam
krwawych zdeponowanych na dtugo przed wy-
stagpieniem wynaczynienia. Metoda ta jest wy-
korzystywana zwlaszcza w przypadku trudnych
do wykrycia okiem nieuzbrojonym $ladéw oraz
plam, w przypadku ktorych sprawca podjat probe
ich usunigcia, przy zastosowaniu metod mecha-
nicznych badz chemicznych (Barni et al., 2007;
Dilbeck, 2006). Luminol stosowany jest w posta-
ci aerozolu lub sprayu, dzieki czemu moze tatwo
1 nieinwazyjnie dla $ladu biologicznego pokry¢
wiekszg powierzchni¢ (Barni et al., 2007; Webb
et al., 2006).

W $rodowisku zasadowym rozcienczony
w wodzie jatowej luminol, w obecnosci katali-
zatora, ktérym jest miedzy innymi grupa hemo-
wa hemoglobiny, jest utleniany przez nadtlenek
wodoru, czemu towarzyszy emisja chemilumine-
scencji (Hayashi et al., 2019). Pozytywna préba
luminolu reaguje natychmiast z substratem, dajac
ciemno-niebieska, biatoniebieskg lub zétto-zie-
long (Brenzini et al., 2018) luminescencj¢ poja-
wiajgcg si¢ w miejscu osadzania przez ponad 1
minut¢. Proba negatywna nie reaguje na dodanie
odczynnika. Luminol nie ma negatywnego wpty-
wu na wstepne badania laboratoryjne krwi, takie
jak testy precypitacyjne, czy badania grupowe
krwi, ponadto wigkszos¢ badaczy jest zgodnych,
ze zastosowanie luminolu nie wptywa takze ne-
gatywnie na wyniki analiz molekularnych (Hay-
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ashi et al., 2019; Garofano et al., 2006; Gross et
al., 1999). Pierwotnie, wérod wad luminolu, wy-
mieniana byta relatywnie niska trwato$¢ roztwo-
ru roboczego, ktoéry musiat by¢ przygotowywany
bezposrednio przed ogledzinami (Luczak et al.,
2006). Istniejg alternatywne Srodki pozwalajace
na detekcje plam krwawych, niewidocznych pod-
czas zwyktych ogledzin. Alternatywa dla lumi-
nolu jest Bluestar forensic, ktory dziata na iden-
tycznej zasadzie jak luminol, jest jednak mniej
destrukcyjny dla probek i1 podczas ujawniania
mniej je degraduje (Dilbeck et al., 2006), ponadto
wykazuje wigksza trwato$¢ 1 moze by¢ wykorzy-
stany do kilku dni po przygotowaniu (Luczak et
al., 2000).

Badania co do czulo$ci Bluestar, jak 1 lu-
minolu, dajg niejednoznaczne wyniki. Luczak et
al. (2006), porownujac obydwie substancje, wy-
kazali, ze w przypadku podtozy absorbujacych,
granicznym rozcienczeniem byto 1:10000, dla
podloza nieabsorbujacego, detekcje krwi po-
twierdzono przy rozcienczeniu 1:50000. Z kolei
Tobe et al. (2006), wykazali, ze zarowno luminol,
jak 1 Bluestar wykrywaty krew rozcienczong 100
000 razy, przy czym chemiluminescencja uzyski-
wana dla luminalu byta trwalsza 1 wyrazniejsza.
Podobnie wyzsza czutos¢ luminolu potwierdzajg
wyniki Webba et al. 2006, ktérzy uzyskali wynik
pozytywny dla krwi rozcienczanej 1:5000000. Z
kolei Howard et al. (2019), zauwazyli skutecz-
niejsze dziatanie luminolu, niz Bluestar, w przy-
padku plam krwawych, ktore byty zmywane przy
uzyciu detergentdow na bazie nadwegglanu sodu.
Wigkszos¢ opracowan jest zgodna, ze zrdznico-
wane wyniki czuto$ci mogg wynika¢ zaro6wno
z warunkéw badania, jak 1 rodzaju podtoza, na
ktorym badana jest krew (Seashols et al., 2013).
Niemniej w celu poprawy zarowno czutosci, jak
1 specyficznos$ci reakcji, prowadzone s3 ciagte
modyfikacje sktadu preparatow, w efekcie czego
powstajag nowe rozwigzania, takie jak Bluestar
Magnum, wykazujacy trzykrotnie wyzszg czu-
to$¢ niz podstawowa wersja Bluestar Forensic
(Howard et al., 2019). Chemiluminescencja moze
by¢ wykorzystywana takze do ujawniania $ladow
krwawych, ktore byly poddane prébom zatarcia,
np. poprzez zastosowanie srodkow chemicznych
(Seashols et al., 2013), zamalowanie (Brenzini
and Pathak, 2018), czy tez zastosowanie wyso-
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kich temperatur (Vineyard et al., 2019).

Problemem przy detekcji plam krwawych,
niezaleznie od zastosowanego systemu sg reakcje
niespecyficzne, ktore wynikajg z faktu, ze emisja
chemiluminescencji wystepuje nie tylko na sku-
tek reakcji z hemem. Emisja chemiluminescen-
cji moze by¢ katalizowana takze migdzy innymi
przez takie zwiazki jak peroksydaza chrzanowa
czy tez zawarty w wybielaczach podchloryn sodu,
miedZ metaliczna, oraz substancje znajdujace si¢
w sktadzie niektérych srodkéw do polerowania
mebli oraz farb emaliowych (Indalecio-Céspe-
des et al., 2021; Barni et al., 2007). Dlatego tez,
zarowno reakcja z TMB, proba KM, czy meto-
dy oparte na chemiluminescencji majg charakter
testow wstepnych, majacych za zadanie wytypo-
wanie $ladow, ktére bedg poddawane kolejnym,
bardziej specyficznym analizom.

TESTY POTWIERDZAJACE

J edng z grup testow potwierdzajacych
wykorzystywanych w badaniu krwi sg testy im-
munochromatograficzne, takie jak ABAcard, He-
maTrace czy Rapid Stain Identification (RSID)
(Howard et al., 2019). Przed ich wprowadzeniem
stosowano testy specyficzne, wsrod ktorych naj-
popularniejsze sg test Takayamy oraz Teichman-
na. Test Takayamy polega na powstawaniu hemo-
chromogenu, podczas ogrzewania badanej proby
z pirydyna 1 glukozg w §rodowisku zasadowym.
W trakcie reakcji, w przypadku prob pozytyw-
nych, powstaja charakterystyczne, obserwowane
mikroskopowo bragzowo-czerwone krysztatki pi-
rydyny ferroprotoporfiryny (Stewart et al., 2018;
Virkler and Lednev, 2009). Podobny przebieg
ma wykonanie testu Teichmanna, polegajacego
na ogrzewaniu podsuszonej probki z lodowatym
kwasem octowym 1 pierwiastkami zaliczanymi
do grupy halogenkéw, co prowadzi do powstawa-
nia romboidalnych krysztatlow hematyny (Virkler
and Lednev, 2009).

Pomimo specyficznosci w stosunku do
hemu, obydwa testy wykazuja relatywnie niska
czutos¢, co prowadzi do potencjalnych wynikow
fatszywie ujemnych. Wykrywaja krew w rozcien-
czeniach do 1:10 (Stewart et al., 2018; Johnston
et al., 2008; James et al., 2005).

Znacznie wyzsza czulo$cig charakteryzuja
si¢ testy przeptywu bocznego, oparte na immuno-
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chromatografii, takie jak ABAcard, HemaTrace 1
Hexagon OBTI. Testy immunochromatograficz-
ne moga wykorzystywacé reakcje miedzy prze-
ciwciatami specyficznymi 1 antygenem, ktorym
moze by¢ np. hemoglobina wyzszych naczelnych
(Johnston et al., 2008). Wynik dodatni jest obser-
wowany w postaci barwnego paska w okienku
testowym, warunkiem uznania wyniku za wiary-
godny jest uzyskanie reakcji barwnej w okienku
kontrolnym, co potwierdza prawidtowe przepro-
wadzenie oznaczenia.

W zaleznosci od producenta zestawu, wy-
korzystane moga by¢ rézne przeciwciata, testy
ABAcard® HemaTrace® oraz HemDirect He-
moglobin opieraja si¢ na przeciwcialach prze-
ciwko hemoglobinie, a test RSID™-Blood na
detekcji glikoforyny. Horjan et al. (2016), po-
rownujac czulo$¢ trzech komercyjnych zesta-
wow, uzyskali najlepszy wynik dla ABAcard®
HemaTrace®, ktory dawat wynik pozytywny w
przypadku krwi rozcienczanej 1:10000000 razy,
dajac jednoczesnie fatszywie ujemny rezultat dla
prob rozcienczanych dziesi¢ciokrotnie, z kolei
test RSID™-Blood, byt odporny na hook effect,
przy rozcienczeniu 1:10, ale wykazywat czuto$¢
dla prob rozcienczanych zaledwie 1:1000.

Gdy badania wstgpne oraz test specyficz-
ne potwierdza, ze zabezpieczony $lad to krew
ludzka (lub zwierzgca w przypadku przestepstw z
udziatem zwierzat takich jak np. klusownictwo),
konieczne jest zawezenie potencjalnej grupy do-
norow $ladu, a nastepnie jego indywidualizacja,
to znaczy przypisanie §ladu zabezpieczonego na
miejscu przestepstwa do konkretnego osobnika.
W tym celu prowadzone sg badania molekularne,
oparte na markerach bialkowych (np. antygeny
grupowe krwi) oraz na polimorfizmach w sek-
wencji DNA.

MARKERY BIALKOWE,
A MARKERY DNA

Ujawnianie sladow krwawych moze sta-
nowi¢ jednoczes$nie pierwszy etap identyfikacji
donora materialu biologicznego. Wstepna iden-
tyfikacja grupowa moze by¢ oparta o markery
biatkowe. Historycznie pierwszymi makromole-
kutami, ktore wykorzystywano do analiz identy-
fikacyjnych, byty biatka grupowe krwi. Pierwsze
antygeny grupowe krwi zostaty odkryte przez



Landstainera w roku 1903 i byly to antygeny
oznaczone jako A 1 B (Sensabaugh, 1981). Wy-
korzystanie zjawiska aglutynacji, zachodzacej na
skutek reakcji miedzy antygenami znajdujgcymi
si¢ na erytrocytach a przeciwciatami w surowicy,
byto pierwszym testem identyfikacji grupowej,
prowadzonej w oparciu o polimorfizm biatek
krwi (Enawgaw et al., 2022).

Po raz pierwszy antygeny AB zostaty wy-
korzystane do celéw identyfikacyjnych w latach
20. XX wieku, jednak ze wzgledu na ich relatyw-
nie niski polimorfizm oraz ograniczong stabil-
nos¢, pojawita si¢ konieczno$¢ poszerzania analiz
o kolejne markery biatkowe. Byly to miedzy in-
nymi biatka uktadu grupowego GM, plazminoge-
nu, czy haptoglobin (Bae and Choe, 1970). Do lat
70., elektroforeza biatek byta jedng z wiodacych
technik identyfikacyjnych, a do celéw sagdowych
wykorzystywano miedzy innymi analize takich
biatek jak plazminogen, czy enzymy erytro- 1 leu-
kocytarne takie jak fosfoglukomutaza I, czy este-
raza D (Parker et al., 2021; Virkler and Lednev,
2009). Obecnie, znaczenie bialek w identyfikacji
osobniczej jest ograniczone, wynika to miedzy
innymi z ich matej stabilnos$ci, szybkiego tempa
degradacji, a zwlaszcza ze zbyt niskiego stopnia
polimorfizmu (Butler, 2011). Niemniej, rozwdj
metod proetomicznych takich jak MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization
— Time of Flight), czy wysokosprawnych technik
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chromatograficznych HPLC sprawia, ze podej-
mowane sg proby wykorzystania analiz proeto-
micznych do ustalania czasu zgonu (Mizukami
et al., 2020), badan toksykologicznych (Duriez
et al., 2016), czy préb identyfikacji gatunkowe;j
(Welker, 2018).

W konteks$cie badan majacych na celuiden-
tyfikacje osobnicza, dominujacym podej$ciem sa
analizy z zakresu genetyki sagdowej, uwzglednia-
jace polimorfizm w sekwencji DNA. Prawdziwy
przetom nie tylko dla genetyki sadowej, ale dla
catej biologii molekularnej, przyniosty lata 80.
wieku XX. W tym okresie opracowano techni-
ke tancuchowej reakcji polimerazy — PCR (Po-
lymerase Chain Reaction) (Mullis, 1990), ktéra
rowniez dzisiaj stanowi podstawe w wielu dzie-
dzinach, takich jak: diagnostyka molekularna,
ekologia, taksonomia, czy medycyna spersonali-
zowana (Al-Alietal., 2022; Wu et al., 2022; Shen
etal., 2021).

Metoda polega na specyficznym zwigza-
niu starteréw do matrycy, ktéora w obecnosci wol-
nych deoksynukleotydow, jonéw magnezu, jest
powielana (amplifikowana) w kolejnych cyklach
o okreslonym profilu termicznym, dzigki aktyw-
nosci polimerazy, nast¢pnie produkty reakcji sg
rozdzielane elektroforetycznie w zelach agaro-
zowych lub poliakrylamidowych (Rys. 1). PCR
pozwala na amplifikacje kwasow nukleinowych
(zaré6wno DNA, jak 1 RNA po uprzedniej odwrot-

Rys. 1 Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR, wskazujacy na polimorfizm dtugos$ci ana-

lizowanych fragmentdéw (materialy wiasne).
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nej transkrypcji), w efekcie czego ze §ladowych
ilosci materiatu genetycznego, mozliwe jest uzy-
skanie wielu kopii materiatu wyjsciowego w re-
latywnie krotkim czasie (Zhu et al., 2020), co jest
szczegoOlnie istotne w przypadku prob kontakto-
wych, spotykanych w praktyce kryminalistycznej
(np. wymazy z klamek czy telefonow, gdzie izo-
lacja prowadzona jest z niewielkiej liczby komo-
rek nabtonkowych).

Drugim, istotnym z perspektywy genetyki
sadowej odkryciem, bylo opracowanie tak zwa-
nej metody analizy ,,genetycznego odcisku palca”
(DNA fingerprint). Technika zostata opracowana
przez Alexa Jeffreysa w roku 1984, ktéry badat
przy uzyciu techniki RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) polimorficzne sekwencje
w intronach mioglobiny (Jeffreys et al., 1985),
w efekcie czego zespdl wykazal obecno$¢ tak
zwanych fragmentow minisatelitarnych VNTR
(Variable Number Tandem Repeats), tworzonych
przez motyw 10-100 nukleotydow, powtorzony
wielokrotnie (Bara et al., 2018). Metoda zostata
szybko zaadaptowana do celéw sagdowych 1 jesz-
cze w drugiej potowie lat 80. wykorzystywana do
ustalania profili genetycznych z prébek zaschnie-
tej krwi czy nasienia (Imam et al., 2018; Gill et al.,
1985). Jeffreys byl pionierem w dziedzinie gene-
tyki sagdowej, ktory po raz pierwszy wykorzystat
identyfikacje molekularng do celéw sadowych, w
sprawie Pitchforka, ktéry byl pierwszym skaza-
nym na podstawie wynikow z badan DNA (Aron-
son, 2005). Mimo ze technika byta przelomowa,
jak na 6wczesne warunki (cechowata si¢ wysoka
sifa dyskryminacji 1 czuto$cig), to w dalszej per-
spektywie zauwazalne byly jej niedoskonatosci.
Jedna z nich byta analiza relatywnie dtugich sek-
wencji, co znacznie utrudniato analize materialu
zdegradowanego 1 pofragmentowanego. Dlatego
tez metody obecnie wykorzystywane do opraco-
wania profili genetycznych, opieraja si¢ na frag-
mentach mikrosatelitarnych STR (Short Tandem
Repeats), lub mini-STR, ktére ze wzgledu na
mniejszg dlugos¢ sekwencji moga by¢ amplifi-
kowane z bardziej zdegradowanego materiatu, a
ponadto wykazuja znacznie wyzszy polimorfizm
(Emery et al., 2020; Thakar et al., 2020).

Niemniej, wspotczesna identyfikacja
osobnicza czerpie zar6wno z pomystu Jeffreysa,
jak 1 odkrycia Mullisa, ktore stanowig podstawe
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dla obecnie wykorzystywanych metod. Ma to od-
zwierciedlenie w metodzie mulitplex PCR, ktoéra
stanowi zloty standard we wspotczesnej identy-
fikacji osobniczej. Technika pozwala na jedno-
czesng amplifikacje wielu matryc zawierajacych
sekwencje mikrosatelitarne, nastgpnie produkty
reakcji sg rozdzielane przy zastosowaniu elek-
troforezy kapilarnej, ze wzgledu na dtugos¢ frag-
mentow.

KREW W GENETYCE SADOWEJ

V4 perspektywy analiz molekularnych,
krew stanowi bardzo dobry material biologiczny,
z ktorego relatywnie tatwo uzyska¢ duzg ilos¢
DNA dobrej jakosci. Pelne profile genetyczne
udaje si¢ uzyska¢ nie tylko ze Swiezych plam
krwawych, ale takze ze starszych, zaschnietych
sladow krwawych, o ile proby byly przechowy-
wane w odpowiednich warunkach, bez ekspozy-
c¢ji na czynniki degradujace (Panda et al., 2019).
Niemniej, wspotczesne protokoty izolacji pozwa-
laja na uzyskiwanie materialu genetycznego np.
z prob poddawanych dziataniu wysokiej tempe-
ratury. Hady et al. (2021), potwierdzili, ze pla-
my krwi poddane dziataniu temperatury 100°C,
dawaty pozytywny wynik zarowno w tescie
wstepnym Kastle-Mayera, jak tez pozwalaly na
wyizolowanie DNA o stezeniu przekraczajagcym
50 ng/ul 1 uzyskanie produktéw po amplifikacji
metodg PCR.

Po procesowym zabezpieczeniu sladu, po-
braniu materiatu i testach wstgpnych, probka trafia
do laboratorium, gdzie pierwszym etapem badan
molekularnych jest izolacja materiatu genetycz-
nego. W przypadku genetyki sagdowej, istnieja
rozne protokoty izolacji, wérod ktérych najwigk-
sze znaczenie maja metoda organiczna, oparta na
ztozach krzemionkowych metoda absorpcji-elu-
cji oraz metoda wykorzystujgca kulki magnetycz-
ne (magnetic beads), na ktorych optaszczane jest
DNA (Chong et al., 2021). Izolacja sktada si¢ z
kilku etapow, pierwszym z nich jest liza komorki,
osiggana za pomocg Srodkow o charakterze deter-
gentow (np. SDS) 1 soli chaotropowych w pota-
czeniu z proteinazg, ktora ma za zadanie trawienie
biatek, zwtaszcza biatek histonowych oraz nukle-
az. W przypadku metod wykorzystujacych ztoza
krzemionkowe, lizat jest nanoszony na kolumien-
ke, do ktorej wigze si¢ DNA. Nastgpnie kolumna



poddawana jest serii ptukan, ktorych zadaniem
jest oczyszczenie probki zarbwno z pozostatych
elementow komoérkowych, barwnikéw (np. he-
moglobiny), czy tez pozostalo$ci odczynnikow,
ktore moglyby by¢ inhibitorem przebiegu am-
plifikacji. Ostatnim etapem jest elucja, podczas
ktorej materiat DNA jest wymywany ze ztoza i
zawieszany w buforze o odpowiedniej sile jono-
wej 1 pH (np. bufor TRIS). W praktyce sadowe;j
wykorzystywana jest takze metoda direct PCR,
ktora integruje proces izolacji 1 amplifikacji. Do
zalet techniki niewatpliwie nalezy znaczne przy-
spieszenie analizy, jednak zbyt wysokie st¢zenie
inhibitorow moze utrudnia¢ uzyskanie optymal-
nej wydajnosci amplifikacji (Ambers et al., 2018;
Cavanaugh et al., 2018).

W przypadku standardowych protokotow
przeprowadza si¢ oceng jakosci 1 iloSci wyizolo-
wanego materiatu, przy pomocy metod spektro-,
lub fluorymetrycznych oraz metody Real-Time
PCR (Simoes et al., 2020). Nastepnie wyizolowa-
ne DNA wykorzystywane jest dla celéw identyfi-
kacji osobniczej, lub grupowe;.

Identyfikacja osobnicza

Polimorfizm w sekwencji nukleotydowe;j
moze dotyczy¢ zaréwno dtugosci fragmentu, jak
1 sktadu nukleotydowego sekwencji, dlatego tez
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genetyka sgdowa wykorzystuje dwa rodzaje poli-
morfizmu STR (Short Tandem Repeats), oparte;j
na dlugosci fragmentdéw powtorzonych tandemo-
wo, oraz SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
opartym na roéznicy w pojedynczych nukleoty-
dach (Butler, 2011). W przypadku identyfikacji
osobniczej, zdecydowanie najczesciej stosowang
metodg jest analiza polimorfizmu STR (Chakra-
varty and Pandya, 2022). Krétkie powtorzenia
tandemowe, nazywane tez mikrosatelitami, s3
rozmieszczone gtownie w regionach niekodu-
jacych. Sekwencje mikrosatelitarne sktadajg sie
z motywow tworzonych przez krotki fragment
rdzeniowy (od 2 do 6 nukleotydéw — Rys. 2) po-
wtorzony wielokrotnie 1 w ten sposob tworzacy
r6zng liczbe alleli w populacji.

W oparciu o polimorfizm STR badany w
wielu loci, tworzony jest unikalny profil gene-
tyczny. W ten sposob porownanie profilu uzyska-
nego z materialu dowodowego z materialem refe-
rencyjnym, umozliwia podjecie proby wskazania
donora §ladu. Metoda pozwalajaca na analize po-
limorfizmu STR stata si¢ modyfikacja klasyczne-
go PCR — multiplex PCR. Technika pozwala na
jednoczesng amplifikacje wielu loci, co znacznie
przyspiesza analize oraz zwicksza site dyskrymi-
nacji metody. Technika multiplex wykorzystuje

Motyw rdzeniowy powtdrzenia czworkowego AGGA

AlGIG|A Allel 1

Allel ztozony z dwoch powtdrzen motywu rdzeniowego

Al G|G

A|A| G‘ G AI Allel 2

Allel ztozony z trzech powtérzen motywu rdzeniowego

Alcg|lc|alal|c|a

AlA|G|G|A| Alel3

Rys.2 Przyktad polimorfizmu STR na przyktadzie motywu AGGA (materiaty wiasne).
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Rys. 3. Wynik rozdziatu elektroforetycznego sekwencji mikrosatelitarnych w uktadzie 6-FAM, z za-
znaczeniem polimorficznych loci (materiaty wlasne).

w jednej reakcji wiele par wyznakowanych fluo-
rescencyjnie starterOw (obecnie zwykle ponad 20
w przypadku identyfikacji ludzi), ktore hybrydy-
zuja do specyficznych regiondéw w DNA, i ini-
cjuja amplifikacje. Nastepnie produkty reakcji sg
rozdzielone podczas elektroforezy kapilarnej, ze
wzgledu na dhugos¢ sekwencji. System detekcji
w polaczeniu z laserem rozpoznaje kolor fluoro-
chromu, wyswietlajac wyniki w poszczeg6lnych
kanatach detekcji ( Rys. 3).

Po raz pierwszy analiz¢ STR wprowadzo-
no do praktyki w 1992, pierwszy zestaw ztozony
byt z dwoch polimorficznych ukladéw, jednak
w roku 1998 multiplex zawieral juz cztery, a rok
pozniej — siedem loci (Edwards et al., 1991). Ana-
liza STR zostata takze zaadoptowana do badan
préb o wyzszym stopniu degradacji. Modyfikacja
metody — miniSTR — polega na takim zaprojekto-
waniu starterow, aby wigzaty si¢ blizej sekwencji
mikrosatelitarnej, w rezultacie otrzymywane sg
krotsze amplikony (kosztem dlugo$ci obszarow
flakujacych), co zwieksza szans¢ na uzyskanie
profili z prob z wyzszym stopniem degradacji
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materiatu (Thakar et al., 2020).

Badne loci r6znig si¢ liczbg alleli, a tym
samym sita dowodowa, czyli formulowanych na
ich bazie opinii. Do najbardziej polimorficznych
loci sekwencji u cztowieka naleza SE33, w przy-
padku ktorego wykryto ponad 100 réznych alleli,
D21S11 z liczbg alleli wynoszaca 89, czy FGA o
80 réznych allelach (Butler and Gill, 2012; Butler,
2006). Komercyjnie dostepne zestawy do iden-
tyfikacji osobniczej pozwalaja na jednoczesna
amplifikacj¢ ponad 20 markerow autosomalnych
oraz loci znajdujacych si¢ na chromosomach pici,
takich jak gen amelogeniny. W praktyce, przy tej
liczbie odpowiednio dobranych i walidowanych
loci, nie jest mozliwe uzyskanie dwoch iden-
tycznych profili genetycznych. Dla przyktadu,
zestaw GlobalFiler STR loci, amplifikujacy 21
autosomalnych STR, w analizie przeprowadzone;j
na grupie 159 osob (Al-Eitan et al., 2019), po-
zwolil na wskazanie facznie 203 roznych alleli,
co przektadato si¢ na istnienie 3.037x10°** moz-
liwych genotypéw. Uzyskany wynik wskazywal,
Ze szansa na wystgpienie tego samego genotypu u



dwoch losowo badanych oséb z populacji wyno-
si 1,06x102*. Niemniej, opinic z badania STR,
nawet mimo tak znaczacego polimorfizmu, nie
moga prowadzi¢ do kategorycznych wnioskow.
O ile mozliwe jest jednoznaczne wykluczenie
podobienstwa migdzy dwoma profilami, to w
przypadku identycznych profili migdzy materia-
tem dowodowym i referencyjnym, formutowana
jest opinia, ze dana osoba jest donorem préobki z
prawdopodobienstwem graniczacym z pewnos-
cig. Wspotczesna genetyka sagdowa, cechuje si¢
rozbudowg zestawdéw multiplex 1 wigczaniem
do nich kolejnych polimorficznych loci, efek-
tem czego s3 zestawy pozwalajace na jednoczes-
ng amplifikacje ponad 30 STR (Fan et al., 2021)
przy zastosowaniu standardowej metodyki, to
znaczy reakcji PCR 1 poOzniejszego rozdzialu
podczas elektroforezy kapilarnej. W przypadku
zastosowania technik sekwencjonowania nowej
generacji (zwlaszcza Massive parallel sequencing
— MPS), mozliwa jest analiza ponad 100 marke-
row STR w jednej reakcji (Fan et al., 2022).

IDENTYFIKACJA GATUNKOWA

Krew moze stanowi¢ materiat w przy-
padku przestepstw z udzialem zwierzat, takich
jak np. klusownictwo, przemoc w stosunku do
zwierzat, wypadki komunikacyjne, czy przemyt
(Listos et al., 2015). Przestepczos¢ przeciwko ga-
tunkom chronionym generuje nielegalny miedzy-
narodowy obrot surowcow zwierzecych, ktorego
warto$¢ jest szacowana na ponad 30 miliardow
USD rocznie (Daeid, 2021). W przypadku takich
przestepstw szczegoOlne znaczenie ma identyfi-
kacja gatunkowa, ktéra prowadzona jest w duzej
mierze w oparciu o mitochondrialne DNA (mtD-
NA), ktore zawiera sekwencje konserwatywne 1
specyficzne dla poszczegdlnych gatunkéw. Re-
gionami mtDNA, najcz¢$ciej wykorzystywanymi
do identyfikacji préb o nieznanym pochodzeniu
gatunkowym, sg oksydaza cytochromu I (COI)
oraz cytochrom b, ktore sg wykorzystywane tak-
ze w ekologii molekularnej do celow barcodingu
(Burnham-Curtis et al., 2021).

W przeciwienstwie do identyfikacji osob-
niczej, badania polimorfizmu w mtDNA opiera
si¢ na analizie SNP. Sama metodologia przygoto-
wania prob i etapow wstepnych jest podobna do
tej stosowanych w analizie sekwencji mikrosate-
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litarnych. Z materiatu biologicznego prowadzona
jest izolacja DNA, nastepnie oceniana jest jego
jakos¢ 1 ilos¢. Kolejnym etapem jest amplifika-
cja wybranych fragmentdéw, w przeciwienstwie
do identyfikacji osobniczej, w tym wypadku
prowadzi si¢ klasyczng reakcje PCR, z wykorzy-
staniem pojedynczej pary starteréw. Do celow
identyfikacji gatunkowej najczgsciej wykorzy-
stuje si¢ uniwersalne startery, ktore hybrydyzu-
ja do sekwencji konserwatywnych, jednocze$nie
flankujgc obszar zawierajacy polimorficzne dla
poszczegolnych gatunkow nukleotydy. Produkty
PCR s3 poddawane sekwencjonowaniu metoda
Sangera, lub stuza do przygotowania bibliotek do
sekwencjonowania NGS (Linacre, 2021). Bio-
rac pod uwage, ze do identyfikacji gatunkowe;j
wymagane s3 relatywnie krotkie fragmenty, sek-
wencjonowanie metoda Sangera sprawdza si¢ w
tym wypadku dosy¢ dobrze. Ostatni etap badania
obejmuje analiz¢ bioinformatyczng, pozwalajaca
poréwnac uzyskane sekwencje miedzy soba, lub
z zasobami baz danych (takich jak GenBank, czy
Ensembl), wskazanie lokalizacji polimorficznych
nukleotydéw, oraz zbadanie relacji filogenetycz-
nych migdzy probkami a sekwencjami pochodza-
cymi z baz danych (Rys. 4).

Szereg badan potwierdza skutecznosé
identyfikacji gatunkowej prowadzonej ze S$la-
doéw krwawych, takze tych zdegradowanych.
Uniwersalne startery dla genu COI zostaly wy-
korzystane przez Daltona and Kotze (2011) do
weryfikacji pochodzenia gatunkowego migsa, za-
bezpieczonego w sprawie o klusownictwo. Wy-
niki sekwencjonowania potwierdzity, ze badane
proby nalezaty do podlegajacego ochronie gatun-
ku antylopy. Amplifikacja fragmentu sekwencji
cytochromu b pozwolita takze na rozwigzanie
ciekawe] sprawy dotyczacej spalonych szczatek
zwierzecych (Sharma and Gupta, 2018). Ma-
terial do badan stanowity znalezione wsrdd po-
piotu nadpalony skrzep krwi, kamien oraz ciern
ze $Sladami zaschnietej krwi. Zespot potwierdzit,
ze krew nalezata do leoparda (Panthera pardus),
zabitego przez mieszkancéw okolicznej wioski.
Uzyskiwanie wynikéw ze zdegradowanej proby,
wynika ze specyfiki mtDNA, ktory wystepuje w
komodrkach w duzej liczbie kopii, jest otoczony
podwdjng blong, przez co wykazuje znacznie
wickszg trwato$¢ na dziatanie niekorzystnych
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MW698639.2 Homo sapiens isolate 46

MW698620.2 Homo sapiensisolate 63

MW698664.2 Homo sapiensisolate 25

MZ901672.1 Bostaurusisolate DGB

MZ901671.1 Bos taurusisolate DGB 6

MZ901670.1 Bos taurus1solate DGB 13

MK344653.1 Sus scrofaisolate Europe haplotype 4
MG725632.1 Sus scrofaisolate ABT/SWFH/3
MG725631.1 Sus scrofaisolate ABT/SWFH/2
KU290709.1 Canis lupus familiaris 1solate 469H

KU290758.1 Canis lupus famihianis isolate 514H

KU290836.1 Canis lupus familians 608H

100
36
100
92
36
100
100
20
100
100
100
100
94
100

MZ042361.1 Canis lupusisolate W0O81111WIP1
MZ042363.1 Canis lupusisolate Wolf WL W051810DS1
MZ042364.1 Canis lupusisolate WL W081311JDN1
KM657023.1 Vulpes vulpesisolate UCD-DK1-4
KM657025 Vulpesvulpesisolate UCD-s10-359-4

NC001700.1 Felis catus

Rys. 4. Drzewo filogenetyczne, opracowane na podstawie zestawienia sekwencji oksydazy cytochro-
mowej [. Drzewo obrazuje relacje filogenetyczne, migdzy wybranymi gatunkami zwierzat. Analize
wykonano metodg NJ, w programie Mega X, przy wartosci bootstrap 1000 (materiaty wtasne).

czynnikow, takich jak temperatura, czy warunki
srodowiskowe (Kowalczyk et al., 2021; Grela et
al., 2021; Dudas et al., 2019).

PODSUMOWANIE

Krew stanowi niezwykle cenny 1 infor-
matywny material, zabezpieczany na miejscu
przestepstw. Szeroki wachlarz narzedzi 1 technik
pozwala na ujawnianie $ladow krwawych, na-
wet tych zdeponowanych wiele lat przed prze-
prowadzeniem badania lub takich, w przypadku
ktorych podjete zostaly proby zacierania sladow.
Ciagly rozw6j w zakresie nauk sagdowych prowa-
dzi zarbwno do poprawy parametrow analitycz-
nych metod (takich jak czuto$¢ i specyficznosc).
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Zauwazalne jest zwlaszcza coraz bardziej inten-
sywne wiaczanie nowych osiggnie¢ zakresu bio-
logii molekularnej, do praktyki sadowe;.

Interdyscyplinarne podejscie do badania
plam krwawych, integrujagce osiagni¢cia z za-
kresu chemii, biologii, fizyki, czy medycyny, w
polaczeniu z dynamicznie rozwijajacym si¢ war-
sztatem badawczym, znacznie zwigksza warto$¢
dowodowg oraz wiarygodno$¢ formutowanych
opinii, ktore niejednokrotnie decyduja o winie
lub niewinnosci.
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