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Standardowa analiza mtDNA w badaniach gene-
tyczno-sgdowych ogranicza sie zazwyczaj do dwdch
niewielkich fragmentéw hiperzmiennych, HVS | oraz
HVS Il. Jednakze w przypadkach, gdy profil mtDNA
$ladu biologicznego oraz materiatu poréwnawczego
jest zgodny i wystepuje z wysokg czestoscig w popu-
lacji, istnieje koniecznos$¢ podjecia dalszych badan
mogacych zweryfikowaé czy pochodzg one z tej sa-
mej linii zenskiej. Na podstawie dwdch przypadkéw
zbadanych przez Zakfad Genetyki Molekularnej i Sa-
dowej Katedry Medycyny Sgdowej CM UMK w Byd-
goszczy wykazano uzyteczno$¢ analizy pozycji poli-
morficznych zlokalizowanych poza standardowo bada-
nymi regionami hiperzmiennymi mtDNA w rozstrzy-
ganiu spraw genetyczno-sgdowych.

In this study we present two forensic cases where
mitochondrial DNA HVS | and HVS Il haplotypes
of evidentiary hairs match reference samples. Based
on the information retrieved from mtDNA coding
region of reference material, we selected single
nucleotide polymorphisms (SNPs) located outside
the HVS | and HVS Il regions that could increase
the informativeness of mtDNA analysis. The SNPs
were typed via SNaPshot or dideoxy sequencing
technology. In both cases the SNP results allowed
for unambiguous exlusion of the evidence and for
determining that reference samples originated from
the same person.

Stowa kluczowe:
mitochondrialny DNA, haplogrupa,
haplotyp, mtSNP, genetyka sgdowa

Key words:
mitochondrial DNA, haplogroup, haplotype,
mtSNP, forensic genetics

WSTEP

Identyfikacja osoby, od ktérej pochodza $lady bio-
logiczne ujawnione na miejscu przestepstwa w zna-
komitej wiekszosci przypadkéw dokonywana jest
na podstawie analizy mikrosatelitow DNA jadro-
wego. Zdarza sie jednak, ze taka analiza nie moze
zostaé przeprowadzona, poniewaz w zabezpieczo-
nym materiale biologicznym DNA jadra komdrko-
wego jest silnie zdegradowany i wystepuje w $la-
dowych ilosciach (np. witosy, zeby lub kosci, ktdre
byty poddane wieloletniej ekspozycji na nieko-
rzystne czynniki Srodowiskowe) lub w ogdle nie jest
obecny (np. wtosy pozbawione cebulek, ktére za-
wierajg wytgcznie materiat genetyczny mitochon-
driow). W takich przypadkach jedynym rozwigza-
niem jest podjecie badan mitochondrialnego DNA
(mtDNA), ktory jest bardziej odporny na degra-
dacje, a liczba jego kopii w komodrkach ludzkich jest
ok. 1000 razy wyzsza niz DNA jadrowego. Tym
samym podjecie badan mtDNA zwieksza prawdo-
podobienstwo uzyskania profilu genetycznego i roz-
strzygniecia przypadkow, w ktérych analiza mikro-
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satelitow jadrowych jest niemozliwa do przeprowa-
dzenia.

Mimo, ze mtDNA sktada sie z ok. 16569 nukle-
otydéw [11], to dla potrzeb identyfikacyjnych wiek-
sz0$¢ laboratoriéw genetyczno-sgdowych poddaje
analizie jedynie dwa jego niewielkie fragmenty, HVS
| (ang. Hypervariable Segment I) oraz HVS Il (ang.
Hypervariable Segment Il), ktdre pofozone sg w obre-
bie regionu kontrolnego, a ich wielko$¢ wynosi
tacznie ok 600 p.z. Charakteryzujg sie one szcze-
goblnie wysokg zmiennoscig miedzyosobnicza. Nale-
zy jednak zauwazy¢, ze ze wzgledu na sposéb
dziedziczenia w linii zenskiej bez rekombinacji,
uzyskany w toku badan profil mtDNA nie pozwala
jednoznacznie wskazaé osoby, od ktérej pochodzi
badany materiat, cho¢ umozliwia wykluczenie jej
z kregu 0s6b wytypowanych ze 100% pewnoscia.
W przypadkach, gdy profil regionéw HVS | oraz HVS
[l $ladu biologicznego oraz materiatu poréwnawcze-
go jest zgodny, mozna wskazac¢ grupe 0séb o iden-
tycznej sekwencji, ktéra ze wzgledu na czestosé
wystepowania w ogolnej populacji moze by¢ mnigj
lub bardziej liczna. Istotnos¢ takiego dowodu gene-
tycznego jest jednak niewielka, gdy ustalony haplo-
typ wystepuje z bardzo wysokg czestoscig w anali-
zowanej populacji. W odniesieniu do populacji eu-
ropejskich, problem ten dotyczy szczegdlnie haplo-
typow nalezacych do najczesciej wystepujacych
kladéw, zwtaszcza dla haplogrupy H stanowigce;j
do 45% puli mtDNA populacji Europy [2]. Cho¢
zréznicowanie w obrebie haplogrupy H jest ogrom-
ne [3], to jednak w wiekszosci przypadkéw mutacje
definiujgce okreslone podhaplogrupy zlokalizowane
sg W regionie kodujgcym, co z oczywistych wzgle-
dow wyklucza mozliwos¢ ich wyrdznienia na pod-
stawie standardowo badanych regionéw HVS | oraz
HVS Il. Jedynym rozwigzaniem pozostaje wiec roz-
szerzenie analizy sekwencji mtDNA poprzez zbada-
nie zestawu dodatkowych miejsc znajdujacych sie
poza wspomnianymi regionami hiperzmiennymi.

Postep w dziedzinie genomiki mitochondrialnej
jaki dokonat sie w ostatniej dekadzie, zaowocowat
znaczacym przyrostem danych o zréznicowaniu
sekwencji petnych genomdéw mitochondrialnych
[3]. To z kolei przyczynito sie do zidentyfikowania
nowych markeréw SNP (ang. Single Nucleotide
Polymorphism) wystepujgcych w obrebie regionu
kodujacego, ktére znalazty zastosowanie w bada-
niach genetyczno-sgdowych [4, 5]. W niniejszej

pracy omowione zostaty dwa przypadki spraw sa-
dowych, do rozstrzygniecia ktdrych koniecznym byto
przeprowadzenie analizy pozycji polimorficznych
zlokalizowanych poza regionami HVS | oraz HVS Il.
Analizowane pozycje polimorficzne zostaty staran-
nie wytypowane na podstawie analizy zréznicowa-
nia sekwencji petnych genomoéw mitochondrial-
nych.

MATERIAL | METODY

Badany materiat biologiczny pochodzit z dwéch
spraw karnych, w ramach ktérych Zaktad Genetyki
Molekularnej i Sgdowe]j Katedry Medycyny Sado-
wej CM UMK wydat ekspertyzy oparte na analizie
sekwencji mtDNA.

Przypadek 1

W ramach sprawy o zabdjstwo mezczyzny do-
konane na terenie wojewddztwa kujawsko-po-
morskiego badaniem genetycznym objeto 3 wtosy
ludzkie (nienalezace do ofiary) zabezpieczone
w samochodzie, w ktérym ujawniono zwtoki. Jako
materiat poréwnawczy wykorzystano wymaz ze $lu-
zOwkKi policzkdw mezczyzny podejrzanego o popet-
nienie tego przestepstwa.

Przypadek 2

W ramach sprawy o zabdjstwo kobiety, ktorej
zwtoki ujawniono na terenie wojewddztwa wielko-
polskiego, badaniom poddano dwa wtosy ludzkie
(nienalezace do ofiary) znalezione na ubraniu ofia-
ry. Materiat poréwnawczy stanowit wymaz ze $lu-
zOwki policzkdw mezczyzny podejrzanego o popet-
nienie tego przestepstwa.

Analiza sekwencji mtDNA

DNA izolowano metodg organiczng lub z wyko-
rzystaniem zestawu GeneMATRIX Bio-Trace DNA
Purification Kit (EURXx). Sekwencje regionéw HVS
| oraz HVS Il wszystkich probek, w zakresie odpo-
wiednio 15999-16400 oraz 30-407 p.z. ustalono
zgodnie z procedurg opisang przez Sullivana i wsp.
[6]. Sekwencje petnego genomu mitochondrialnego
oraz wybranych fragmentdéw regionu kodujgcego
i kontrolnego wyselekcjonowanych prébek (pozycje
477, 960.1C oraz polimorfizmy dtugosci w po-
zycjach 523-524) okreslono zgodnie z metodolo-
gig przedstawiong przez Torroni’ego i wsp. [7]. Po-
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nadto analize dodatkowych pozycji nukleotydowych
regionu kodujacego (3010 oraz 13759) wybranych
probek przeprowadzono zgodnie z procedurg mini-
sekwencjonowania opisang przez Brandstatter i wsp.
[8]. Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono
Z wykorzystaniem zestawu BigDye Terminator v3. 1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), a mi-
nisekwencjonowania z wykorzystaniem zestawu
SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems). Pro-
dukty sekwencjonowania rozdzielano na automa-
tycznym sekwenatorze DNA model ABI PRISM 377
(Applied Biosystems) lub analizatorze 3130x/ (Ap-
plied Biosystems) i analizowano odpowiednio przy
uzyciu programéw Sequence Navigator v. 1.0.1.
(Applied Biosystems) lub SeqScape v. 2.5 (Applied
Biosystems). Otrzymane sekwencje poréwnano
z sekwencjg referencyjng rCRS [9]. Klasyfikacji
haplogrupowej dokonano na podstawie opracowa-
nia van Ovena i Kaysera z aktualizacjg z dn. 30.09.
2012 [3]. Do obliczenia czestosci wystepowania
haplotypdw w populacji europejskiej wykorzystano
648 sekwencji regionu kontrolnego z populacji
polskiej, ukrainskiej i czeskiej [10] oraz 8240
haplotypéw z populacji europejskich zdeponowa-
nych w bazie danych EMPOP [11] (tgcznie 8888
haplotypow).

WYNIKI | DYSKUSJA

Dane przedstawione w tabeli | wskazujg na
catkowitg zgodnosé haplotypow HVS | oraz HVS Il
materiatu poréwnawczego (1-MP) i wtosa dowo-
dowego oznaczonego identyfikatorem 1-1 w przy-
padku nr 1. Haplotyp ten, zaklasyfikowany do
haplogrupy H, w populacji europejskiej wystepu-
je z czestoscig 0,038, czyli raz na ok. 26 o0séb. Po-
zostate dwa wtosy dowodowe oznaczone identy-
fikatorami 1-2 oraz 1-3 réznig sie obecnoscig do-
datkowej mutacji w postaci tranzycji w pozycjach
odpowiednio 150 oraz 152 (tabela I). Zgodnie
z wytycznymi Miedzynarodowego Towarzystwa
Genetyki Sadowej [12] uzyskane dla segmentéw
HVS | oraz HVS Il haplotypy mtDNA nie pozwalajg
wykluczyé, iz badane wtosy dowodowe pochodzg
od mezczyzny podejrzanego o popetnienie zabdjstwa
w tej sprawie (prébka poréwnawcza 1-MP), a wy-
soka czestos¢ z jakg obserwowany jest ten haplo-
typ w populacji europejskiej Swiadczy o niewielkigj
sile dowodowej uzyskanych wynikéw.

Haplogrupa H, do ktérej nalezg probki z przy-
padku 1. jest jedng z najczesciej wystepujacych
w populacji europejskiej, a zréznicowanie w jej obre-
bie jest ogromne, co unaocznia fakt, iz do tej pory
wyrézniono ponad 90 jej podkladéw [3]. W znako-
mitej wiekszosci podhaplogrupy te charakteryzuja
sie obecnoscig identycznego profilu regionu kontrol-
nego, ale mozna je od siebie odrdzni¢ na podstawie
dodatkowych mutacji zlokalizowanych w regionie
kodujacym. Zwiekszenie rozdzielczosci badan ma-
teriatu poréwnawczego (oznaczonego 1-MP) do po-
ziomu catej czasteczki mitochondrialnego DNA wy-
kazato obecnos$¢ dziewieciu dodatkowych zmian
w stosunku do sekwencji rCRS (tabela II). Na pod-
stawie panelu mutacji 750G - 1438G - 4769G -
8860G - 15326G potwierdzono przynaleznosé
probki do haplogrupy H, a obecnos$¢ dodatkowych
zmian w pozycjach: 3010, 477 oraz 13759 wska-
zata na przynaleznos$é tego haplotypu do podkladu
H1lc4. Peryferyjng mutacjg pozostawata jedynie
tranzycja w pozycji 16519. Pozycja ta nalezy do tzw.
»goracych miejsc mutacji“ w mtDNA [12], a przez
to, ze jest wysoce niestabilna w sekwencji mitochon-
drialnego DNA, zmian w jej obrebie nie uwzglednia
sie podczas rekonstrukcji filogenetycznej. Pozosta-
wato wiec sprawdzié¢ przynaleznos$¢ haplogrupowa
probek dowodowych opierajac sie na danych uzys-
kanych dla haplotypu materiatu poréwnawczego.

W tym celu dla wtoséw dowodowych przepro-
wadzono diagnostyke mutacji w pozycjach 3010,
477, oraz 13759. Reakcja ta, ukierunkowana na
diagnostyke mutacji w pozycji 3010 pozwolita wy-
kaza¢, iz wtos dowodowy oznaczony identyfika-
torem 1-2 nie nalezy do haplogrupy H1 (zawiera
guanine w pozycji 3010), co tacznie z obecnoscig
mutacji w pozycji 152 pozwolito wykluczy¢, iz po-
chodzi on od mezczyzny podejrzanego w sprawie.
Pozostate prébki dowodowe oznaczone identyfika-
torami 1-1 oraz 1-3 posiadaty tranzycie w pozycji
3010, podobnie jak haplotyp materiatu poréwnaw-
czego, co klasyfikowato je w obrebie haplogrupy
H1. Dalsze analizy zmiennosci w obrebie haplo-
grupy H1, tj. pozycji 477 (definiujgca podhaplogru-
pe Hlc) oraz 13759 (definiujgca podhaplogrupe
H1c4) wykazaty r6znice w obydwu tych pozycjach
w haplotypie prébki oznaczonej 1-1, wykluczajac, iz
moze ona pochodzi¢ od mezczyzny podejrzanego
w sprawie. Z kolei, mtDNA wifosa oznaczonego iden-
tyfikatorem 1-3 charakteryzowata tranzycja z ty-
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Tabela I. Haplotypy regionu kontrolnego mtDNA (HVS | oraz HVS 1) materiatu porownawczego (MP)
i dowodowego wraz z ich klasyfikacjg haplogrupowa. Mutacje okreslano wzgledem sekwencji
rCRS, wskazujgc zmieniong zasade za wskazang pozycja nukleotydowa, w ktdrej wystapita
mutacja. Insercje reszt cytozyny oznaczono przyrostkami ,,.1C*,

Table I.  mtDNA control region haplotypes (HVS | and HVS Il) of evidence and reference samples
(MP) and their haplogroup assignment. Mutations were scored according to rCRS sequence.
Mutations are shown by indicating changed nucleotide following the nucleotide position.
Cytosine insertions were marked by “. 1C* following the nucleotide position.

Przypadek Nazwa probki Haplogrupa Haplotyp mtDNA

Case Sample type Haplogroup mtDNA haplotype

nrl 1-1 H rCRS 263G 315.1C

No. 1

° 12 H (CRS 1507 | 2636 | 315.1C

1-3 H rCRS 152C 263G 315.1C
1-MP H rCRS 263G 315.1C

nr2 2-1 UdSa 161927 | 16256T | 16270T 73G 263G 315.1C

No-2 2-2 UbSa 161927 | 16256T | 16270T 73G 263G 315.1C
2-MP UbSa 16136C | 16192T | 16256T | 16270T | 73G 263G 315.1C

Tabela Il. Dodatkowe, polimorficzne pozycje sekwencji mtDNA materiatu poréwnawczego (MP)

i dowodowego. Mutacje okreslano wzgledem sekwencji rCRS, wskazujac oznaczong zasade
Za wskazang pozycjg nukleotydowa. Insercje reszt cytozyny oznaczono przyrostkami ,.1C*
Delecje adeniny i cytozyny oznaczono “delAC*.

Table Il. Additional mtDNA polymorphic positions of evidentiary and reference samples (MP).
Mutations were scored according to rCRS sequence. Mutations are shown by indicating typed
nucleotide following the nucleotide position. Cytosine insertions were marked by “.1C*
following the nucleotide position. Adenine and cytosine deletions were marked by “delAC”.

Przypadek Nazwa probki Dodatkowo oznaczone, polimorficzne pozycje w mtDNA
Case Sample type Additional mtDNA polymorphic positions
nrl 1-1 A777 3010A 13759G
No.1 12 30106
1-3 471C 523-524delAC 3010A 13759G
1-MP 471C 750G 1438G 3010A 4769G
8860G 13759A 15326G 16519C
nr2 2-1 rCRS
No.2 2.2 (CRS
2-MP 960.1C
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miny do cytozyny w pozycji 477, co klasyfikowato
go w obrebie podhaplogrupy H1c. Jednakze haplo-
typ ten nie zawierat adeniny w pozycji 13759, co
wykluczato jego przynaleznos$é¢ do podhaplogrupy
H1lc4. Biorgc pod uwage fakt, iz w haplotypie wto-
sa 1-3 wystepowaty réwniez delecje adeniny i cy-
tozyny w pozycjach odpowiednio 523 i 524 (ktére
nie pojawiaty sie w mtDNA materiatu poréwnawcze-
go), ostatecznie wykluczono, iz wtos ten pochodzi
od mezczyzny podejrzanego w sprawie o zabdjstwo.
Tym samym analiza zmienno$ci w obrebie petnego
genomu mitochondrialnego pozwolita ostatecznie
wykazagé, iz zaden z wtoséw dowodowych nie pocho-
dzit od podejrzanego.

Z danych przedstawionych w tabeli | wynika, iz
w przypadku nr 2 haplotypy wtoséw dowodowych
(oznaczonych jako 2-1 oraz 2-2) sg takie same.
Identyczny dla obydwu wtoséw haplotyp mtDNA
w populacji europejskiej obserwowany jest z czes-
toscig 0,0034, co oznacza, iz wystepuje raz na
294 osoby. Profile mtDNA prébek dowodowych
réznig sie zaledwie jedng pozycjg nukleotydowg
w stosunku do haplotypu uzyskanego dla materia-
tu poréwnawczego (oznaczonego 2-MP). Réznica
ta zlokalizowana jest w pozycji 16136 i dotyczy za-
miany tyminy na cytozyne. Analizy petnogenomo-
we przeprowadzone przez Soaresa i wsp. [13] wy-
kazaty, iz pozycja ta nalezy do jednej z bardziej
zmiennych w mtDNA. Jej obecnosé w globalnym
drzewie sekwencji petnych genomoéw mitochon-
drialnych zaznacza sie w siedmiu réznych liniach
mitochondrialnego DNA [3]. Warto rowniez zauwa-
zy¢, ze w populacji $wiatowej tymina w pozycji
16136 wystepuje w 150 haplotypach [111], nato-
miast w populacji europejskiej zanotowano jg u 12
osob [11]. Tym samym na podstawie wytgcznie
réznicy w pozycji 16136 pomiedzy haplotypami
probek dowodowych i materiatu poréwnawczego,
nie mozna ostatecznie wykazag, iz probki te nie po-
chodzg z tej samej linii zehskiej. Aby rozstrzygnad
tg kwestie nalezato zatem wskazaé ewentualne
dodatkowe réznice w haplotypach badanych pré-
bek. Zaréwno haplotyp materiatu poréwnawczego,
jak i prébek dowodowych mozna zaklasyfikowacd
do haplogrupy Uba (tabela I). W populacji Europy
Srodkowo-wschodniej sekwencje petnych genomow

mitochondrialnych nalezacych do haplogrupy Uba
ustalone zostaty dla 79 Stowian [14]. Przeszukanie
zbioru tych haplotypéw pod wzgledem obecnosci
mutacji w pozycji 16136 umozliwito odszukanie
prébki z populacji rosyjskiej, ktéra nalezata do
podhaplogrupy Uba2bl. Podhaplogrupa Ub5a2bl
definiowana jest insercjg cytozyny za pozycjg 960
[14]. Ukierunkowane na diagnostyke tej mutacji
sekwencjonowanie fragmentu regionu kodujgcego
obejmujacego pozycje od 910 do 1010 wykazato,
iz haplotyp materiatu poréwnawczego, tak samo jak
prébka z populacji rosyjskiej (z peryferyjng mutacjg
w pozycji 16136) nalezy do podhaplogrupy U5a2b1l
(tabela I1). Jednoczesnie haplotypy obydwu wtoséw
dowodowych, pozbawione byty dodatkowej cyto-
zyny za pozycjg 960 (tabela Il), co ostatecznie
pozwolito dowies¢, ze wtosy znalezione na ubraniu
ofiary nie pochodzity od podejrzanego.

PODSUMOWANIE

Omoéwione przypadki ilustrujg uzytecznos$é ana-
liz dodatkowych pozycji polimorficznych, zlokali-
zowanych poza standardowo badanymi regionami
hiperzmiennymi mtDNA w badaniach genetyczno-
-sgdowych. Przyjecie odpowiedniej strategii badaw-
czej miato w opisanych sprawach bardzo duze
znaczenie, ze wzgledu na ryzyko utraty materiatu
genetycznego z wioséw dowodowych w przypadku
podjecia niewfasciwych decyzji co do zakresu badan.
Z tego powodu powstrzymano sie od rozszerzania
badan sekwencji regionu kontrolnego (np. o region
HVS Ill, pozycje 438-576) bez zadnych wstepnych
zatozen co do spodziewanych pozycji polimorficz-
nych, a zamiast tego wytypowano konkretne pozycje
regionu kontrolnego (477) oraz kodujacego (960.1C,
3010, 13759) na podstawie analizy przynaleznosci
(pod)haplogrupowej badanych prébek. Dzieki temu
wykazano, iz niestandardowe podejscie do badan
mitochondrialnego DNA, wsparte znajomoscig fi-
logenezy tego markera skutecznie zwieksza jego
informatywno$¢ w badaniach sladéw biologicznych.
W efekcie, w obu analizowanych przypadkach mozli-
we byto ostateczne wykluczenie pochodzenia za-
bezpieczonych wtoséw dowodowych od gtéwnych
podejrzanych.
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