>>kwasy nukleinowe

AZDY CZEOWIEK w kazdej chwili i w kazdym miej-
scu zostawia dziesigtki mikrosladéw, w tym DNA.
W biologii kryminalistycznej mowig one wiecej niz
dowéd osobisty i metryka urodzenia. Na dodatek
czasami s3 trudne do usuniecia. Na przykiad, gdy krew zo-
stanie zmyta zimng woda, nadal mozna wykry¢ hemoglo-
bing, a kiedy goraca - dojdzie do utrwalenia wystepujacych
we krwi biatek. I co ciekawe, nie wszyscy ludzie , gubiag”
swoj materiat genetyczny w identycznym stopniu.

Jednym z pionieréw biologii kryminalistycznej byt An-
glik, prof. Alec Jeffreys z Uniwersytetu w Leicester. Obli-
czyt on, ze prawdopodobienstwo wystapienia u dwéch oséb
tego samego ukfadu DNA wynosi okoto 1:30 mld, a tych
samych linii papilarnych 1:64 mld. Przy 6,8 mld ludzi zyja-
cych obecnie na $wiecie jest to zatem przypadek niemal nie-
mozliwy. To wlagnie przez analogie do wykazujacych spe-
cyficznosé indywidualng odciskéw palcéw Jeffreys stwo-
rzyt w 1984 roku termin DNA fingerprinting, ttumaczony
jako ,odcisk DNA” albo ,, genetyczny odcisk palca”.

Po raz pierwszy wlaczono DNA do badan kryminali-
stycznych w Anglii w 1986 roku, kiedy na podstawie pré-
bek spermy zidentyfikowano zabdjce dwéch dziewczynek.
Sad uznat wyniki laboratoryjne za dowsd w procesie i tak
sie zaczeto. Obecnie badania oparte na DNA wykonuje sie
rutynowo w ponad 40 krajach.

Prébka u kosmetyczki
Po znalezieniu $ladu najpierw okresla si¢ jego rodzaj i spo-
s6b dalszego postepowania, aby nie zniszczy¢ prébki.
Ustala si¢ pochodzenie gatunkowe $ladu - badacze mu-
sz3 mie¢ pewnoé¢, ze nalezy on do czlowieka, Dopiero
wtedy nastepuje izolacja DNA oraz sprawdzenie czysto-
scii jakodci otrzymanego materiatu. Jest to najbardziej
istotny etap w catej procedurze - od niego zalezy popraw-
nosc wynikéw.

Izolacja DNA sklada sie z kilku etapow. Pierwszy z nich
- homogenizacja — ma na celu rozbicie komérek. Cata ich
zawartoé¢, w tym DNA, ~Wyplywa” do roztworu. Doda-
wane do niego detergenty nie tylko niszczg btony komér-
kowe, ale i chronig nieostonigty kwas nukleinowy przed
dzialaniem enzymow nukleolitycznych, ktére zaraz po-
cietyby dlugie faricuchy na krétsze fragmenty. Uwolniony
kwas nukleinowy nalezy wyodrebnic z mieszaniny réznych
skladnikéw komérkowych, m.in. biatek i lipidéw. Na sa-
mym koricu prébka jest oczyszczana z preparatéw zasto-
sowanych do usunigcia wymienionych wyzej sktadnikéw.
Poniewaz moze by¢ zanieczyszczona obcymi kwasami nu-
kleinowymi, nalezacymi np. do laboranta, zaleca sie stoso-
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wanie materialéw jednorazowego uzytku oraz rekawi-
czek. Oznacza sie réwniez profile genetyczne wszyst-
kich pracownikéw.

Celem kazdej izolacji DNA jest uzyskanie prepara-
tu o niskim stopniu degradacji. Niestety, kwas deok-
syrybonukleinowy ze wzgledu na swoje duze rozmiary
tatwo ulega fragmentacji, nawet pod wplywem inten-
sywnego pipetowania. Dlatego w praktyce najczesciej
otrzymuje si¢ fragmenty dtugosci okolo kilkuset tysie-
¢y par zasad. To jednak nie stanowi przeszkody, bo ba-
da sie tylko okreslone regiony genomu.,

Cos z niczego

Absolutny zwrot w kryminalistyce dokonat sie wraz
z opracowaniem metody PCR (ang. polymerase chain re-
action - reakcja taricuchowa polimerazy) w 1988 roku.
Polega ona na tym, ze interesujacy badaczy fragment
DNA zostaje wielokrotnie powielony, a uzyskane ilosci
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stuza pézniej do opracowania tzw. profilu genetyczne-
go. Na dodatek amplifikacja (zwigkszenie ilosci) DNA
metoda PCR trwa zaledwie pét godziny! Reakcja ta ba-
zuje na naturalnym procesie replikacji DNA i umozliwia
w warunkach laboratoryjnych szybkie powielanie wybra-
nych odcinkéw kwasu nukleinowego. Do mieszaniny re-
akcyjnej dodaje sie dwuniciowa czasteczke DNA, z ktérej
po denaturacji powstaja dwie nici matrycowe (na ich
podstawie powstana nowe kopie DNA), deoksyrybo-
nukleotydy dolaczane kolejno przez polimeraze DNA
do nowo syntetyzowanego lanicucha oraz startery two-
rzace ,miejsca startu” polimerazy.

Dzieki PCR daje sie okregli¢ profil genetyczny da-
nej osoby nawet wtedy, gdy iloéci materiatu sa slado-
we albo kiedy prébka pochodzi ze szczatkéw (materiat
genetyczny zaczat sie rozpadad).

Ciekawy jest sposéb otrzymania polimeraz. Otéz
najczesciej stosuje sie polimerazg Taq, ktéra zostata wy-

izolowana z bakterii Thermus aquaticus zyjacej w tem-
peraturze 50-80°C (po raz pierwszy odkryta w gora-
cych zrédtach Yellowstone). Z tego powodu enzym
doskonale sprawdza si¢ w wysokich temperaturach.
Poniewaz ,popelnia” on bledy, czasami zostaja uzyte
inne polimerazy wiernie kopiujace matryce: Pfu (z Py-
rococcus furiosis) lub Pwo (z Pyrococcus woeset). Przed-
rostek pyro- (Yac. ogien) wskazuje, ze i te mikroorga-
nizmy ,lubig” wyzsze temperatury. Polimerazy musza
by¢ termostabilne, bo mieszanine reakcyjna podgrze-
wa sie do 90°C. W tej temperaturze nowe nici oddzie-
laja sie od matrycowego DNA.

Liczba cykli przeprowadzanej reakcji PCR zalezy
gléwnie od ilogci matrycowego DNA (zazwyczaj jest ich
25-30). Latwo policzyé, ile otrzyma sie nowych kopii

v

kwasu deoksyrybonukleinowego - mianowicie 2°, gdzie " ‘

n stanowi liczbe przeprowadzonych cykli.

Cenne powtorzenia

Pomiedzy genami naszego DNA znajduja sie odcmkl, e
ktérego niczego nie koduja. Bardzo czgsto skladaja sig
one z wielokrotnych powtdrzer identycznych lub po-
dobnych kopii okreslonej sekwencji. Jeli sekwencje te

lezg bezposrednio jedna za drugg, okresla si¢ je mianem .

powtérzen tandemowych. Takie powtérzenia wyst
puja w tzw. DNA satelitarnym, ktére jest zbudowane

z odcinkéw majacych 2-30 par zasad, powtorzonych 3
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2 pokilka tysiecy razy. W zaleznoéci od dhugosci powta-
rzajacej sie sekwencji wyréznia sie mikrosatelity imi-
nisatelity. Mikrosatelity (STR - ang. short tandem re- .
peats; krétkie pPowtdrzenia tandemowe) to krétsze
Powtdrzenia sekwencji 2-6 nukleotydéw (np. CAAG,

Alub CA). Zazwyczaj maja one 10-30 powtdrzen

i osiagaja diugos¢ 100-400 par zasad. S réwnomiernie
rozproszone w genomie. Z kolei minisatelity (VNTR -
ang. variable number of tandem repeats; zmienna liczba
tandemowych Powtérzen) najczesciej wystepuja w po-
blizu koncéw chromosoméw i ztozone 53 z kilkudzie-
sigciu nukleotydéw (10-100 par zasad).

Kryminalistyka wykorzystuje powtérzenia mini-
satelitarne, ktére staly sie podstawa do identyfikacji
danego osobnika, albo pokrewieristwa pomiedzy po-
szczegblnymi osobami. A to dzigki temu, ze Judzie majg
r6zna dtugosé (na skutek roznej liczby powtdrzen da-
nej sekwencji) mikrosatelitéw. Poza jednojajowym bliz-
niakiem raczej nikt nie bedzie miat takiej samej dtugo-
Sci jednostek. A krewni wykazg pewne podobienstwa,
bo powtarzajace si¢ sekwencje s3 dziedziczone, Skad
takie réznice? Otéz podczas replikacji DNA polimera-
za , 8lizga sie”, dodajac lub opuszczajac najczesciej po-

jedyncze powtérzenia.

W naszym genomie wykryto ponad 10° mikrosate-

litow. Jegli analizuje sie dostatecznie duza ich liczbe,

uzyskuje sie unikatowy profil genetyczny czlowieka.

Ma on posta¢ szeregu prazkéw, poniewaz fragmenty
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kwaséw nukIeinowych, powielone metoda PCR, roz-
dzielane sg na zely poliakryloamidowym, przez ktéry
przeptywa prad. Krétsze fragmenty Przesuwaja sie szyb-
ciej, a natozony materiat rozsuwa si¢ niczym szczeble
drabiny, Rezultat Przypomina kod kreskowy.
Powtérzenia minisatelitarne bada sie rzadziej niz
mikrosatelitarne - zaréwno podczas ustalania ojco-
stwa, jak i indywidualizacji sladéw biologicznych. Nie
dos¢, ze s mniej dogodnie rozmieszczone W genomie,
to jeszcze okazuja sie zbyt dlugie dla metody PCR.

Za pomoca PCR szybciej i dokladnie;

] 0znacza sie se-
kwencje krétsze niz 300 par zasad, a wiekszos¢ alleli

minisatelitarnych jest diuzsza,

Ratunek w mitochondriach

Gdy DNA jadrowego jest nadal zbyt mato albo kiedy
ulegnie on zbyt duzej degradac

ji, bierze sie pod uwage
kwasy nukleinowe z mitochondriéw, czyli organelli be-

dacych centrami energetycznymi komérek. DNA mito-
chondrialne (mtDNA) wystepuje w wiekszej liczbie ko-
pii niz jadrowe. Dla przykiadu, jeden wios 2 pochewkq
korzenia zawiera 7 tys. kopii jadrowego DNA i az ty-
siac razy wiecej (7 mln) kopii mtDNA. Czasami z préb-
ki mozna uzyska¢ tylko mtDNA. Tak jest w przypadku
trzonu wlosa - 1 ¢m daje 600 tys. czasteczek.

Frakcje mitochondrialng oddziela si¢ od jadrowej
Przez wirowanie preparatu w gradiencie_sacharozowym.
Preparat naktada sig na gére roztworu preparujacego,
w tym przypadku sacharozy, ktorej stezenie zwieksza
sie w kierunku dna prébéwki. Wykorzystuje sie tutaj
fakt, ze kazda frakcja ma inng gestos¢. Cigzsze opada-

Fot. Istockphoto.com; Domcdia.lslotkphmmcm (3x)

44-;;'-{1 23z




ja nizej niz 1zejsze. Kazda zatrzymuje sig na poziomie,
gdzie roztwér ma identyczng gestosc plawna.

Analiza mtDNA okazuje sie przydatna w badaniu
materialéw z ekshumacji lub katastrof. Jesli chodzi
o sprawce zbrodni, to za jej pomoca udaje sie tylko wy-
kluczy¢ czyjs udzial. Niestety, nie mozna go potwierdzic.
Poniewaz mtDNA przekazywane jest wylacznie w linii
zenskiej, nie nadaje sie do ustalania ojcostwa.

Mitochondrialny kwas deoksyrybonukleinowy jest
przydatny do badari, gdyz s3 w nim akumulowane licz-
ne mutacje. Pojawiaja sie one czesciej niz w DNA ja-
drowym ze wzgledu na ograniczone systemy naprawy.
Co ciekawe, mitochondria z tej samej komérki (a na-
wet czasteczki mtDNA zawarte w pojedynczym orga-
nellum) moga zawiera¢ rézng informacjg genetyczna
(zjawisko to nazwano heteroplazmia). Biologia krymi-
nalistyczna wykorzystuje tzw. regiony hiperzmienne
HVR1 i HVR2. S3 to niekodujace fragmenty genomu
mitochondrialnego o wysokim stopniu zréznicowa-
niu u poszczegélnych ludzi. Wiecej na temat zastoso-
wan analizy mitochondrialnego DNA czytelnik znaj-
dzie w ,Wiz" 3/2010.

Dziedzina z przysztoscia

Mimo ze genetyka molekularna nadal jest uwaza-
na za mioda dziedzing, nie mozna przej$¢ obojetnie
obok jej dokonan. Diugoletnie badania nad struktura
kwasu deoksyrybonukleinowego doprowadzity do po-

wstania wielu precyzyjnych metod, umozliwiajac tym
samym ,kariere” tej mikroskopijnej czasteczki w kry-
minalistyce.

Dzié biologia kryminalistyczna i genetyka mole-
kularna dziataja nierozlacznie, a metoda genetycznej
identyfikacji czlowieka stala sie najwigkszym osiggnig-
ciem nauk kryminalistycznych od momentu, gdy pod
koniec XIX wieku opracowano podstawy identyfikacji
daktyloskopowej.

Przestepstwo idealne nie istnieje. Ludzie w kaz-
dym miejscu zostawiaja dziesiatki mikrosladéw. Dzigki
technikom PCR (wciaz udoskonalanym) mozliwe jest
ustalenie sprawcy zbrodni, wskazanie doktadnie jed-
nego czlowieka. Z kolei dzigki znajomosci profilu ge-
netycznego osobnika §ledztwo bazujace na eliminacji
0s6b nieobecnych na miejscu popelnienia przestep-
stwa zostalo zastapione $ledztwem potwierdzajacym
czyjé udzial. Co wiecej, nawet jesli materiat pobrany
z miejsca zbrodni wydaje sie catkowicie zniszczony,
i tak w wiekszoéci przypadkéw mozna dzi§ okreslic
profil genetyczny, badajac m.in. mitochondrialny DNA
lub powtérzone sekwencje niekodujace.

Techniki badania DNA sa obecnie darzone naj-
wiekszym zaufaniem w badaniach kryminalno-sado-
wych i stosowane pomimo wysokich kosztéw. Bo ko-
du DNA sfatszowac nie sposéb. [

=3 JOANNA STOJAK, studentka biotechnologii UAM w Poznaniu.
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