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Ustalenie tozsamosci nieznanej osoby w oparciu o okreslenie profilu

DNA z ekshumowanych szczagtkéw ludzkich

Personal identification of an unknown individual based on determination of his

DNA profile from exhumed remains
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Kierownik Katedry dr hab. med. Zbigniew Jankowski

Celem pracy byto ustalenie tozsamos$ci nieznanego
mezczyzny, ktdrego szczatki ekshumowano po 4 latach
od pochéwku. Do badan genetycznych zabezpieczono
kos¢ udowg denata a materiat poréwnawczy stanowity
wymazy z jamy ustnej pobrane od jego domniemanych
krewnych — zony, syna i brata. DNA z kosci wyizolowano
dwiema metodami: metoda fenolowo-chloroformowg oraz
alternatywnie, zmodyfikowang technikg opisang przez
T. Kalmara i wsp. Porownano uzyskane wyniki. Materiat
genetyczny amplifikowano przy uzyciu komercyjnego zesta-
wu AmpF/ISTR®SEfiler™ . Petny profil genetyczny zmartego
mezczyzny uzyskano przy wykorzystaniu DNA izolowanego
obu technikami, jednak metoda zaproponowana przez
Kalmara w poréwnaniu do metody fenolowo-chloroformo-
wej umozliwita szybsze i prostsze pozyskanie materiatu
genetycznego. Zastosowana analiza statystyczna potwier-
dzita ojcostwo denata w stosunku do badanego dziecka
(P=99,999999%) a takze pokrewienstwo z domniemanym
bratem (P=99,9999%).

The aim of the present investigation was personal
identification of an unknown man whose remains were
exhumed four years after burial. The femur of the deceased
was secured for the genetic analysis. The comparative
material included buccal swabs collected from the putative
relatives of the deceased, i.e. the wife, son and brother.
Genomic DNA was extracted from the bone using two
methods: traditional isolation with phenol/chloroform and
as a alternative technique, a simple and rapid method
described by T. Kalmar et al. The results were then
compared. The specimens underwent DNA amplification
using the AmpFISTR®SEfiler™ PCR Ampilification Kit. The
authors obtained a full STR profile of the unknown man from

each isolate, yet the DNA extraction method proposed by
T. Kalmér et al. allowed for simpler and faster isolation of
genetic material. The statistical analysis of the obtained
results confirmed the paternity of the deceased and
established his son as his rightful child (P=99.999999%),
also confirming the consanguinity between the investigated
individual and his putative brother ( P=99.9999%).

Stowa kluczowe: kos¢ udowa, ekshumacija, izola-
cja DNA, ustalenie tozsamosci

Key words: femur, exhumation, DNA extraction,
personal identification

WSTEP

Identyfikacja genetyczna osdb o nieznanej toz-
samosci to jedno z podstawowych badan wykony-
wanych w laboratoriach genetycznych Zaktadow
Medycyny Sgdowej. Czesto, ujawnione w réznych
okolicznosciach i miejscach zwtoki ludzkie, podlegajg
tak gtebokim zmianom (rozktadowi, rozfragmento-
waniu, zwegleniu lub zeszkieletowieniu), ze wizualna
identyfikacja ciata przez najblizszg rodzine zmartego
nie jest mozliwa. W tej sytuacji, jedynym sposobem
na ustalenie danych osobowych denata staje sie
analiza genetyczna obejmujgca okreslenie profilu
DNA nieznanej osoby i poréwnanie go z profilami
genetycznymi jego domniemanych krewnych.

W przedstawiane| przez nas sprawie zwtoki NN
mezczyzny ujawnione zostaty w czerwcu 2001 roku.
Znajdowaly sie one w stanie zaawansowanego rozkfa-
du, z czesciowo zweglonymi powtokami ciata wskutek
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dziatania ognia. Po przeprowadzeniu sekcji zwtok
i wobec braku jakichkolwiek danych, co do tozsa-
mosci denata, ciato zmartego pochowano na cmen-
tarzu komunalnym. Po kilku latach, do Prokuratury
zgtosity sie osoby twierdzgce, ze NN mezczyzna
moze byc¢ ich krewnym. W celu potwierdzenia toz-
samosci zmartego, po 4 latach od ujawnienia zwtok,
przeprowadzono ekshumacje jego szczatkow. Do
badan zabezpieczono kos¢ udowg denata a mate-
riat porownawczy stanowity wymazy z jamy ustnej
pobrane od jego domniemanych krewnych — brata,
zony i syna.

MATERIAL | METODY

Fragment kosci udowe| denata doktadnie
oczyszczono i zmielono. Czes$¢ uzyskanego
proszku kostnego poddano na wstepie procesowi
odwapniania (0,5M EDTA) [1] a drugag, rownowaz-
ng ilos¢, trawiono bezposrednio. DNA z kosci NN
mezczyzny izolowano dwiema metodami: metodg
klasycznag fenolowo-chloroformowag [2] oraz prostg
metodg ekstrakcji opisang przez T. Kalmara i wsp.
[3], wprowadzajgc do niej drobne modyfikacje.
W metodzie tej, 1,2-1,5 g sproszkowanej kosci
umieszczono w 2 ml buforu lizujgcego (0,1 M EDTA,
0,5% N-laurysarcosina-Na) zawierajacego 4 mg
Proteinazy K i 3 dni trawiono w temp. 52°C. Kazdego
dnia inkubacji bufor lizujgcy uzupetniano kolejng
porcjg Proteinazy K. Po trawieniu, probe odwirowa-
no w temp. pokojowej przy 12 tys. obr./min. przez 10
min. i zebrano supernatant. Dodano do niego 1ug/ul
Dextranu Blue (stez. konc. 4ug/ul), rownowazng
supernatantowi obj. 4 M octanu amonowego oraz
2-krotnie wiekszg objetos¢ 96% etanolu. Catos¢
doktadnie zworteksowano i umieszczono w temp.
-75°C na 7-10 min. Po precypitacji DNA odwirowano
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przy 14 tys. obr./min. przez 15 min. w 4°C, osad
zawieszono w 50 ul buforu TE pH 8 i inkubowano
w temperaturze 65°C przez noc.

Stezenie DNA uzyskanego z kosci okreslono
fluorometrycznie z wykorzystaniem zestawu Pico
Green®ds DNA Quantitation Kit [4].

DNA z materiatu poréwnawczego wyizolowano
przy uzyciu zestawu do izolacji DNA ze sladéw biolo-
gicznych Sherlock AX firmy A&A Biotechnology, a jego
stezenie okreslono metodg spektrofotometryczna.

Uzyskany materiat genetyczny poddano komplek-
sowej amplifikacji z zastosowaniem komercyjnego
zestawu AmpF/STR®SEfiler™ (Applied Biosystems)
[5]. Do reakcji PCR uzyto 1-5 ug DNA wyizolowanego
z kosci, ktéry amplifikowano w objetosci 10 ul miesza-
niny reakcyjnej, przy 32 cyklach. Warunki temperatury
ww. reakcji byty zgodne z zaleceniami producenta.
Reakcje amplifikacji przeprowadzono w termocy-
klerze Mastercycler-Gradient (Eppendorf). Produkty
PCR rozdzielono metodg elektroforezy kapilarnej na
sekwenatorze 3130 firmy Applied Biosystems. Uzy-
skane wyniki poddano analizie przy uzyciu programu
GeneMapper® ID Software [5].

WYNIKI

Z DNA wyizolowanego z ekshumowanych szczat-
kow kostnych okreslono petny profil genetyczny
zmartego mezczyzny.

W przypadku stosowania ekstrakcji fenolowo-
chloroformowej petny profil DNA (12 markeréw STR)
okreslono z kosci nie poddanej przed trawieniem
procesowi odwapniania, ryc.1A. W wyniku amplifikacji
DNA z kosci odwapnianej, nie uzyskano pozytywnego
sygnatu PCR dla fragmentéw powyzej 250 pz. i nie
okreslono genotypéw 3 STR loci: D251338, SE33
i D18S51 —ryc.1B.

Ryc. 1A. Profil DNA izolowanego metodg fenol-chloroform z kosci nieodwapniane;j.
Fig. 1A. Profile of DNA extracted from a non-decalcified bone using the phenol-chloroform method.
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Ryc. 1B. Profil DNA izolowanego metodg fenol-chloroform z kosci odwapniane;.
Fig. 1B. Profile of DNA extracted from a decalcified bone using the phenol-chloroform method.
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W przypadku zastosowania do badania metody izolacji DNA opisanej przez T. Kalmara, petng analize
wszystkich loci wystepujgcych w zestawie AmpF/ISTR®SEfiler ™ uzyskano po amplifikacji DNA ekstrahowanego
zarowno z kosci odwapnianej jak i nieodwapnianej, ryc.2 Ai B.

Ryc. 2A. Profil DNA izolowanego metodg T. Kalmara z kosci nieodwapniane;.
Fig. 2A. Profile of DNA extracted from a non-decalcified bone using the T. Kalmar's method.
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Ryc. 2B. Profil DNA izolowanego metodg T. Kalmara z ko$ci odwapniane;.
Fig. 2B. Profile of DNA extracted from a decalcified bone using the T. Kalmar's method.
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Genotypy wszystkich oséb badanych w sprawie
przedstawiono w tabeli I.

Tabela I. Profile genetyczne badanych osaéb.
Table I. Genetic profiles of the examined individuals.

D3S1358 | 14/17 15/17 15/16 14/17
VWA 16/17 16/17 16/17 16/17
D16S539 [11/12 11/12 11/11 11/12
D251338 | 18/22 13/18 13/23 18/22
AMGXY | XY XY XX XY
D8S1179 |8/14 8/13 13/14 8/14
SE33 19/24,2 24,2/28,2 |24,2/28,2 |19/28,2
D19S433 |12/16,2 15,2/16,2 |15/15,2 12/16,2
THO1 6/9,3 6/8 8/9 9,3/9,3
FGA 21/21 21/22 22/23 25/25
D21S11 | 31/31 28/31 28/29 29/33,2
D18S51 | 15/16 16/18 16/18 14/16

Wydajnos¢ zastosowanych metod byta rozna.
W przypadku kosci nieodwapnianych wiecej DNA
uzyskano przy zastosowaniu metody klasycznej.
Roznic takich nie zaobserwowano w ilosci DNA
izolowanego z kosci poddanych procesowi odwap-
niania. Wydajnosc¢ izolacji w obu metodach byta
porownywalna.

Analiza polimorfizmu DNA badanych osob
pozwolita na ustalenie tozsamosci zmartego
mezczyzny. Badania statystyczne (DNA VIEW
27,17) potwierdzity, ze denat jest ojcem badanego
dziecka (P=99,999999%) i wykazaty rowniez jego
wysokie pokrewienstwo z domniemanym bratem
(P=99,9999%).

DYSKUSJA

Wybdr odpowiedniej metody izolacji jgdrowego
DNA jest bardzo waznym elementem kazdej analizy
genetycznej, warunkujgcym powodzenie w dalszym
etapie badan. Mato szczegolne znaczenie w przypad-
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kach koniecznosci okreslenia profili DNA w oparciu
0 materiat biologiczny pobrany z ekshumowanych
zwiok. W tych sprawach kosci sg czesto jedynym
dostepnym do badan nosnikiem informacji gene-
tycznej [6].

Kosci, to szczegolny rodzaj materiatu biologicz-
nego. Struktura tej tkanki twardej chroni materiat
genetyczny przed dziataniem czynnikow zewnetrz-
nych i proces jego degradaciji przebiega wolniej [7].
Zmniejszajgca sie w tym materiale biologicznym
liczba kopii wysokoczgsteczkowego DNA, wptywa na
ilos¢ i jakosc¢ izolowanego materiatu genetycznego.
Wstepna obrdbka kosci, odwapnianie i proces izola-
cji, obejmujgca wiele posrednich etapéw powodujg
dodatkowe rozrywanie fancucha DNA i utrate jego
fragmentow [8]. Zmiany te, jak i obecnos¢ w eks-
trakcie zanieczyszczen organicznych majg wptyw na
przebieg reakcji fancuchowej polimerazy. W wyniku
amplifikacji otrzymujemy tylko czesciowy profil bada-
nego DNA lub obserwujemy catkowity brak sygnatu
reakcji PCR — wynik negatywny [9, 10].

W pracy do ustalenia tozsamosci mezczyzny,
ktorego szczatki ekshumowano po czterech latach
od pochowku, wykorzystano kos¢ udowg zmartego,
z ktorej DNA izolowano dwiema metodami: klasyczng
fenolowo-chloroformowg i zmodyfikowang technikg
opisang przez T.Kalmara i wsp.

Ekstrakcja metodg klasyczng obejmuje wiele
dynamicznych i restrykcyjnych etapow, ktére mogg
mie¢ wpltyw na jakos¢ wyizolowanego DNA a pozniej
proces jego amplifikacji.

W drugiej z metod wykorzystanej w niniejszej
pracy a przedstawionej przez T. Kalmara wystepuje
niewiele faz oczyszczania kwasow nukleinowych.
Wprowadzone przez nas modyfikacje dotyczgce
gtéwnie etapu trawienia kosci (zwiekszenie ilosci
inkubowanego proszku kostnego i proteinazy
K, podwyzszenie temperatury oraz wydtuzenie czasu
trawienia proby) przyczynity sie do uzyskania pozy-
tywnych rezultatow. Stosowany w tej technice Dextran
Blue utatwia precypitacje nawet niewielkiej ilosci DNA
i ogranicza ilos¢ inhibitoréw reakcji PCR obecnych
w ekstrakcie.

W biezgcej praktyce laboratoryjnej, w badaniach
dotyczgcych analizy genetycznej szczatkdw kostnych,
rutynowo stosowane sg dwie rézne, niezalezne izo-
lacje DNA. Uzyskanie powtarzalnych i identycznych
wynikow amplifikacji DNA z obu metod, pozwala na
prawidtowe okreslenie profili genetycznych niezna-
nych oséb [10]. Naszym zdaniem, zaproponowana
przez T. Kalmara i wsp. prosta i szybka metoda izolacji
DNA, eliminujgca rowniez stosowanie toksycznych
odczynnikdw organicznych, moze by¢ wykorzystywa-
na jako alternatywna/dodatkowa |lub kontrolna metoda
ekstrakcji DNA z kosci.
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