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wanieĺnateriałów jednorazowego użytku oraz ľękawi-
czek' o znacza, się równ i eż profĺe g"Á"ry rrno,i r.y 

"r-ľlch pracowników.

_ c"l.ľ każdej izolacji DNA jest uzyskanie prePara-
tu o'niskim stopniu đegrađacji. Niesiety, kwäs deok-
syľybonuklei nowy ze wĄędu na swoj e áuże rozmiary
latwo ulega fragmentacji, nawet pod wpływem inten-
sywnego pipetowania. Dlatego w praktyce najczęściej
otrzymuje się_fragmenty długości ókoło'Lĺlłu'"t iysĺę-
cy par zasad. 

Jo 
jednak nie stanowi przeszkody, bo bä-

da się tylko określone regiony genornu.

Coś z niczego
Absolutny zwľot w kryminalistyce dokonał sie wraz
z opracowaniem metody PCR (ang. polymerase ciaín re-
ąct-ion - reakcja łańcuchowa poľňeraźy) w 1988 roku.
!9l_ega ona na tym, że inteľesującybad'ar.vfragment
DNA zostaje wielokrotnie powĺálony, 
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AŻDy cZŁowIEK w każdej chwili i w każdym miei-
s.cu zostawia dziesiątki mikrośladów, w tym DNÁ.
W biologii kryminalisýcznej mówią one rłiecei niż
dowód osobisty i metryka urodzenia. ľa aäaátet
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czasami są trudne do usunięcia. Na pľzykład, gdy krew zo-

:::ii: ?TŁ" "imna 
w9{1, nadal mózna wykľýe hemoglo-

::1Í'" |ľ1{c9rącą - dojdzie do utrwalenia występująJych
we krwi białek. I co ciekawe, nie wszyscy lub"ĺä"gůbĺą''
swój material genetyczny w ĺđentyczńyń stopniu.

'.. 
J.d.'y*_" Pionierów biologiĺ kr'ymińahs apLi"ibyt An-

glik, prof. Alec Jeffreys z Unĺřlersýtetu w táicesier. oblĹ
czyt on, że pľawđopodobieństwo wystąpienia u dwóch osób
tego samego układu DNA wynosi okóło t:so mld, a tych
samych linii papilaľnych L:64 mld. Przy 6,8mld,liazĺzy1ą-
cych'obecnie na świecie jest to zatempizypadek niemal nie-
mozllry' 'lb wlaśnie ptzez a1alogię do wykazujących spe-

|\!:"":::indywidualną odciskJ'w palcoí .lefŕrłs stwo-
rzytw 1984 roku termin DNÁ fingełprinting,tłumaczony
jako_,,odcisk DNA' albo,genetycžny odcĺ.ŕpJc"".

Po raz pierwszy włącźono oNÁ do badan krvmĺnali
1tu;znvch 

w Anglii w L986 ľoku, kiedy na podstJwie pró-

!1| 1"'1ľ "ĺdentyfikowan 
o zabójcęáwocĹ dzĺewczynek.

5ąd uznal wyniki laboratory1ne za dowód w procesie i tak
się zaczęło. obecnie badaniJ oparte na DNAĘkonu;e się
rutynowo w ponad 40 krajach.

Próbka u kosmetyczki
Po znalezieniu śladu najpierw określa się jego rođzaj i spo-
só} đalszego postępowania, aby nie žniluiryepróbki.
Ustala się pochođzenie gatunkowe śladu - babacze mu-
szą mieć pewność, że nal_eży on do człowieka. Dopiero

ľ_!!1l,""..r.ępuje 
izolacja DŃA oraz sprawdzenie czysto-

sct t;akości otrzymanego materiału. Jest to najbaáziej
istotny etap w całej prođeđur ze - od' niego zależý popťaw-
ność wyników.

- Izo|acja DNA składa się złilku etapów. Pierwszy z nich
- homogenizacja - ma na celu rozbicie Lo*J'uł. Cała ich
zawartość, w tym DNA, ,,wypływa,,do roztworu. Doda-
wane do niego detergenty nie tlko niszcząbłoiykomóľ-

1lľi: "l" ĺ chronią nieosłonięty kwas nuklein owy przed'
o.z1alanl-:m enzymôw nukleolitycznych, które zataz po-

i::.ł^'^b: 9]ľgl" 
łańcuchy na kro ts ;e ĺ'ág-u nty. Ú*om ĺony

:ľ'"',":Ľ.'1owy ĺależy wyodrębnić z mieszaniny różnycĹ
skÍadników komórkowych, m.in. białek i lipidów' Na sa-
mym końcu próbka jest oczyszczana z prepáratów zasto-
1ow1nych do usunięcia wymienionyc\ł wyiejskładników.
Ponieważ może-być zanieczyszczonaol.y.ĺ L'"r"rnĺ .r,r-
Kelnowymr, należącyrni np. do laboranta, zaleca się stoso_
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służąpóźniej do opracowania tzw. pľofilu genetyczne-
go. Na dodatek amplifikacja (zwiększenie ilości) DNA
metodą PCR trwa zaledwie pőł godzíny| Reakcja ta ba-
zuje na naturalnym procesie replikacji DNA i umożliwia
w warunkach laboľatorýnych szybkie powielanie wybra-
nych odcinków kwasu nukleinowego. Do mieszaniny re-
akcyjnej dodaje się dwuniciową cząsteczkę DNA,zktórej
po denaturacji powstają dwie nici matrycowe (na ich
podstawie powstaną nowe kopie DNA), đeoksyrybo-
nukleotydy dołączane kolejno pt zez p o|ímerazę DNA
do nowo syntetyzov/anego łańcucha oraz staťtery two-
rzące,,miejsca staľtu'' polimerazy.

Dzięki PCR daje się okreśIić profil genetyczny đa-
nej osoby nawet wtedy, gdy ilości mateľiału są ślado-
we albo kiedy próbka pochodzi ze szczątków (materiał
genety czty zacząl się r ozp adać).

Ciekawy jest sposób otrzymania polimeraz. otóż
najczęściej stosuje się polimerazę Taq, która została wy-

'.:ł-ĺłł.
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izo|owanaz bakterii Thermus aquaticus żýącej $' tem-
peraturze 50-80"C (po raz pierwszy odkryta w gorą-
cych źróđlach Yellowstone) . Z tego powođu enzym
đoskonale sprawđza się w wysokich temperaturach.
Ponieważ ',popełnia'' on błęđy, czasamí zostają użyte
inne polimerazy wiernie kopiujące matrycę: Pfu (z Py'
rococcus furiosĺs) lub Pwo (z Pyrococcus woesei) ' Ptzeđ-
rostek pyro- (łac. ogień) wskazuje, że i te mikroorga-
nizmy,,lubią'' wyższe temperatury. Polimerazy muszą
być termostabilne, bo mieszaninę ľeakcyjną podgľze-
wa się đo 90"c. W tei temperaturze nowe nici ođdzie-
lają się od matrycowego DNA.

Liczba cykli pr zeprow ađzanej ľeakcji P CR zależy
głównie od ilości matrycov/ego DNA (zazwyczaj jest ich 

'
25-30). Łatwo policzyć, i|e otrzyma się nowych kopii -
kwasu deoksyľybonukleinowego - mianowicíe 2^ , gdzie - | Ö
n stanowi liczbę przeprowađzonych cykli. l

Cenne powtórzenia
i:lľ':ľ"'Ľ::1'ľ:o" DNA znajdują się odcinki, ..T.o
którego niczego nie kodują. Bardzo często składająsię
one z wielokrotnych powtóľzeńidentycznych lub po-
dobnych kopii określonej sekwencji. Jeśli sekwencje te
Ieżąbezpo*ednio jedna za drugą, określa się je mianemj
pow tôtzeń tandemowvch. Takie powtórzenia wystŕl
LęLą vęLyv>Lęwlllv ręurrd ód ur qě'ę' vĄrcorą orÝ rg rtlrarltllrl '
powt&zeńtandemowych. Takie powtórzenia wystfl
puią w tzw. DNA satelitarnym, które jest zbudofuane
::ÍätlT í:];Jŕää'jálj''j:? ;:::ä5xiJ'äiiii' ; r
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' po ki]ka tysięcy razy.W zale.żnościod długości powta-rzającej się sekwencii wyróżnia.ię *ik;;;;đý i mi-nisatelity. Mĺkrosatelĺtý (sTR - ;;.;;š,iržłor^ rr-p e ats ;'krótkie powtóľzenĺa tandeĹowái ä'i..ot."" .
powtórzenia sekwencii 2-6 nukleot|áo'i"p. cłec,TGA lub CA). Zazwvc,
t";];;;iąáileł""ľoo'aů?'''.,.1ľ3;?:ľ""#Ł1T:
rozproszon-e w genomie. Z Ŕolei-ĺnl."i.iitv'řvNľn _ang. variable number of tande^ ,rprrir, )Áiurnl"'li..u"tandemowych powtór|z,
b]tżl'k;;;á;'ä;;;:í:ľ.T,;:ľ.i,:ľ;,:ilii?"ä j!-
sięciu nukleo tydów (1 0- 1 0o p". 
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Kryminalistyka wvk.,r"'"'i''';-:'-í:.-- ^,

* t a ĺ tá. *, ł;i. ilłí:[?;::äff ä ľ':1.ff 
'ilľ] 

;d-anego, osobnika, albJ p"l*'ĺ.ĺ.'rT"ä;ä;ä 
o"szczególnymi osobami. Á ," a"ięLi,.ńr\ ĺ. i"a'"'Í 
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š- Á ulru -niakiem raczej nikt nie będzĺe n,l;l ŕ;il;;,;..íäi"g"

ści jednostek. A krewni -ył*i p.''.';;ää;ä;,."",
bo powtarzające sie sekwencje są a"ĺ.ä"ĺ.""".. šłąatakie' ľóżnice? otóż podczas ..pliĹ".;ĺ_ňŃí;;l';.."
?!',::Lrre^ 

się'', dodajic lub opuszczajá..";'.".*ö 
o")edyncze powtórzenia.

\6

,.. . 
W:":.ry. genomie wykrytoponad L0. mikrosate_litów. Jeś]i ana]izui e'ĺ" áo.í"t.ä^i"i"ä''.L i'".'u',uzyskuje się unikaiowJ ol".'u ä*.i'.'''-;;;u".Ma on postać szeregu piąr*or,ponieważ fragmenty

kwasów nukleinowych, powielone metodą PCR, roz-

#:3ľ; : :: . 
1,1^ý 9:!1, vi;;'ä-'il, ; ĺ,iľ L,u,,przepływaprąd.Króiszef ,^;^;"w,;::;*;;;Ę:;ň|

ciej, a nałożony materiailŁ;;' i:;iť"ff 
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r ow torzenia minisatelitarne.bada się r ładziej niżmikrosatelita tne _ zarów.no. podczas u.i"lää .;.o-
il1:' ľ\ : indywidualizac;ĺ sláa,ĺwliáňs;;yä' Iu'.oosc, ze są mniej dogodnie rozmieszczon"e * o,onn
,,?^ j::,*"oľ1"-u juš1e"uyił'gĺ;"ä"l"'jii?ii.
Lapomocą PCR szvbciei i dokłňniej 

";;;;"'.ię '"kwencje krótsze 
"ĺzsoopar zasad, a większość alleliminisatelitarnych jest d\uższa.

Ratunek w mitochondriach

S1l ?*o jądrowego jest nadal zbyt małoalbo kiedyulegnie on zbyt dużei degrada.ji, bí.;"; 
';;;Jň'"gękwasynukleino*.'.ĺto'.honłi12u','ĺ"rir'Zľ*lr,'or-

d,ących centrami energetycznymi komórek. D]NA mito_ch.ondrialne (mtDNAiwy5tępuje 
w większej liczbie ko-pii niż jądrowe. Dla orzńłaä", ;.a.' ,iłä'i oiŹt.."ę

L::1::'",?*i:,.1z iył. u.opii'ij!i9;ö;",ä'ł 
^z 

ty -slącYazy więcej (7 mln) kopii mioľe. čzasam i)'proa-ki-można,uzyskać ýIko .nioľÁ. ľl'Ĺl*i' r'i*.oł"trzonu'W}.5ą. 1:. daje 600 ,v'. rrä"1żž"ši.r,
ľraKcJę mitochondrialną oddzielä się od jądrowejprzez wirowanie preparatu.w g..aĺun.ĺ" ."lňää;'"Preparat nakładä siä nn ' .

1,iT;;"'o"äň: j.']:.'""łlxi.ľ,ľůľ;ľ;ľŁ-,':
się w kierunku dna probówŕ' wyí"Jy.i.n J'',"*;fakt, że każda frakcjä ma lnną gęstość. Cięższeopada-
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ją ĺiżej ĺiż lżejsze. Każda zatr zy muj e się na poziomie,
gdzíe roztwór ma identyczną gęstość pławną.

Analiza mtDNA okazuje się przyđatna w badaniu
materiałów z ekshumacji lub katastrof. Jeśli chodzi
o sprawcę zbrodni, to za jej pomocą udaje się ýko wy-
l<luczyĆ czýś udział. Niestety, nie można go potwierdzić.
Ponieważ mtDNA przekazywane jest wyłącznie w linii
żeńskiej, nie nadaje się do ustalania ojcostwa'

Mitochondrialny kwas đeoksyrybonukleinowy jest

przyd'atny do badań, gdyżsąw nim akumulowane licz-
ne mutacje. Pojawiają się one częścíej niż w DNA ją-

drowym zewzględu na ograniczone systemy naprawy.
Co ciekawe, mitochondria z tej samej komórki (a na-
wet cząsteczki mtDNA zawaĺte w pojedynczym orga-
nellum) mo gą zawiera Ć r óżną inf ormacj ę genety czną
(zjawisko to nazwano heteroplazmią)' Biologia krymi-
nalistyczna wykorzystuje tzw. regíony hiperzmienne
HVR1 i HVR2. Są to niekođujące fragmenty genomu
mitochondrialnego o wysokim stopniu zróżnícowa'
niu u poszczególnych luđzi. Więcej na temat zastoso-
wań analizy mitochondrialnego DNA czytelnik znaj-
đziew ,ýĺIiŻ" 3/201'0'

Dziedzina z przyszłością
Mimo że genetyka molekulaľna nadal jest uważa-
na za młodą đzieđzínę, nie można przejść obojętnie
obokjej dokonań. Długoletnie badania nad strukturą
kwasu deoksyrybonukleinowego doprowadziły do po-

wstania wielu precyzýnych metod, umożliwiając tym
samym,,karierę'' tej mikroskopi)nej cząsteczki w kry-
minalistyce.

Dziś biologia kryminalistyczna i genetyka mole-
kular n a działaj ą nier ozłącznie. a m eto da genety cznej
identyfikacji człowieka stała się największym osiągnię-
ciem nauk kryminalistycznych od momentu, gdy pod
koniec XIX wieku opracowano podstawy identyfikacji
daktyloskopowej.

Przestępstwo idealne nie istnieje. Ludzie w każ-
dym miejscu zostawiają dziesiątki mikrośladów. Dzięki
technikom PCR (wciąż udoskonalanym) możliwe jest

ustalenie sprawcy zbrodni, wskazanie dokładnie jed-

nego człowieka. Zkolei dzięki znajomości profilu ge-

netycznego osobnika śledztwo bazujące na eliminacji
osób nieobecnych na miejscu popełnienia przestęp-
stwa zostało zastąpione śledztwem potwierdzającym
czýś udzíał. Co więcej, nawet jeśli materiał pobrany
z miejsca zbrodni wydaje się całkowicie zniszczony,
i tak w większości przypadków można dziś określić
profil genetyc zny,badając m.in. mitochondrialny DNA
lub powtórzone sekwencje niekodujące.

Techniki bađania DNA są obecnie darzone naj-
większym zaufaniem w badaniach kryminalno-sądo-
wych i stosowane pomimo wysokich kosztów. Bo ko-
du DNA sfałszować nie sposób.

ž JOANNA STOJAK, studentka biotechnologii UAM tv Poznaniu'
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