
1. In tro duc tion

Fo ren sic bi o log i cal traces col lected at crime scenes 
are nor mally sub jected to hu man iden ti fi ca tion which
is based on anal y sis of highly vari able STR sys tems.
Ob tained crime scene DNA pro files are com pared
with ref er ence pro files and an iden ti fied match is un -
der stood as strong ev i dence sup port ing the hy poth e sis
of com mon or i gin of the ana lysed sam ples. If no sus -
pect is in volved in a case and thus no ref er ence ma te -
rial is avail able, ob tained crime scene pro files are
usu ally loaded into a na tional DNA da ta base and if
matched with a ref er ence pro file pres ent in the da ta -
base the ev i den tial value is also con sid ered sig nif i cant. 
How ever, if no match is found, the in ves ti ga tion may
sig nif i cantly slow down as other hy poth e ses con cern -

ing the per pe tra tor must be ver i fied. In some more se ri -
ous cases, a DNA screen may be ap plied in or der to
elim i nate in di vid u als from the in quiry. This may in -
volve anal y sis of hun dreds or even thou sands of sam -
ples and in worst-case sce nar ios take many years [2].
The crime scene sam ples may, how ever, also be used
for in tel li gence pur poses and in this way may re duce
the num ber of sam ples to be screened. Cur rently avail -
able iden ti fi ca tion tests al low gen der de ter mi na tion
and thus make it pos si ble for an in ves ti ga tion to fo cus
on male or fe male sus pects. Ge netic pre dic tion of
phys i cal traits is another emerging area for forensic
science, and doubtlessly this may become very useful
at the investigation stage [5, 16, 24]. 

In gen eral, phys i cal traits should be con sid ered as
quan ti ta tive traits and thus dif fi cult to ana lyse. For ex -
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am ple, it is as sumed that pig men ta tion, one of the most 
dis tin guish ing traits in hu mans, is con trolled by more
than 100 genes [18]. Some of them have al ready been
iden ti fied and their as so ci a tion with dif fer ent pig ment
traits has been shown [17, 21]. In ter est ingly, in her i -
tance of red hair col our in hu mans is strongly re lated
with the only gene which en codes the melanocortin
1 re cep tor (MC1R) (16q24.3, MIM 155555). Nu mer -
ous stud ies car ried out on vari a tion within the MC1R
have shown that polymorphisms of the MC1R gene
play a cru cial role in de ter mi na tion of the red hair col -
our (RHC) phe no type in man [e.g. 7, 9, 12]. Our pre vi -
ous study showed that in the Pol ish pop u la tion ap -
prox i mately 97.5 % in di vid u als with ge no types 151/151, 
160/160, 151/160 had red hair col our [6]. These two
and a few other poly mor phic sites have high pre dic tive 
value and thus their anal y sis may be of great im por -
tance for fo ren sic phe no type pre dic tion. Our pre vi ously
de vel oped minisequencing as say al lows rapid anal y sis 
of five cru cial MC1R SNPs in a sin gle re ac tion [6]. 

This pa per pres ents an en hanced as say for anal y sis
of eleven SNPs within the MC1R gene. The test also
en ables geno typ ing of one SNP lo cated in the first
intron of the amelogenin gene se quence, which is in -
for ma tive for sex de ter mi na tion. The per formed val i -
da tion of the as say as sumed its ap pli ca tion to fo ren sic
ex am i na tions of bi o log i cal traces. We also ad dress the
is sue of eval u a tion of the im pact that ob tained MC1R
re sults should have on expressivity of the RHC phe no -
type. To graph i cally rep re sent the re la tion ships be -
tween the ob served data we de vel oped a sim ple causal
net work en abling in fer ring as to the prob a bil ity of in -
di vid ual hair col our on the ba sis of a known MC1R ge -
no type. A Bayesian net work (di rected acy clic graph)
con sists of the fol low ing: a set of vari ables (rep re -
sented by nodes) and a set of di rected edges be tween
vari ables, each vari able has a fi nite set of mu tu ally ex -
clu sive states. To each vari able A with par ents B1, ...,
Bn, there is at tached the con di tional prob a bil ity ta ble
Pr(A|B1, ..., Bn) [10]. The ver ti cal line means con di -
tioned on or given [14]. Such a causal net work can be
used to fol low how a change in the level of cer tainty in
one vari able (e.g. the kind of MC1R ge no type) may
change the level of cer tainty for other vari ables (e.g.
prob a bil ity of a given hair col our of an un known do nor 
of a crime sam ple) [23]. A Bayesian net works op er ates 
on con di tional prob a bil ity. There fore, if the oc cur -
rence of ev i dence E de pends on hy poth e sis H, the
prob a bil ity for both E and H can be ex pressed us ing
Bayesian net work ex pres sion by the scheme: 

Us ing the proba bil is tic ex pres sion the above out -
line can be ex pressed by the for mula:

( ) ( ) ( )Pr Pr PrH E H E H, = ×  . {1}

2. Meth ods

2.1. Sam ples

390 sam ples of buccal swabs were taken from un re -
lated south ern Pol ish Cau ca sians.

The val i da tion study in cluded dif fer ent types of bi -
o log i cal ma te rial ana lysed in fo ren sic sci ence: de tails
are given in fur ther sec tions. DNA was ex tracted ei ther 
us ing the sil ica based ex trac tion pro to col (A & A Bio -
tech nol ogy, Gdansk) or with Biorobot M48 (Qiagen,
Hilden, Ger many). DNA con cen tra tion was mea sured
with Quant-IT PicoGreen dsDNA Quantitation Kit
(Invitrogen, Karlsruhe, Ger many).

2.2. As say de sign

Eleven vari able DNA sites within the MC1R exon –
missense, non sense or frameshift mu ta tions – were se -
lected on the ba sis of our own re search and lit er a ture
data [7, 4, 3, 6]. Seven of them are found to strongly
pre dis pose to the red hair col our phe no type. These are
all polymorphisms stud ied with mul ti plex 1 (86.1A,
C252A, G425A, C451T, C478T, G880C) and one
poly mor phism (C456A) in cluded in mul ti plex 2. These
polymorphisms are de fined in lit er a ture as high-pen -
etrance MC1R al leles “R” (sig nif i cantly as so ci ated
with red hair col our and fair skin) [13]. An ad di tional
four poly mor phic sites in cluded in mul ti plex 2 (G178T,
G274A, T464C, G488A) are con sid ered to be low-
penetrance MC1R al leles “r” (weakly as so ci ated with
the RHC phe no type). The mul ti plex 2 also in cludes
a sin gle nu cle o tide poly mor phism lo cated in the intron 1
of the amelogenin which is used for sex de ter mi na tion
(Fig ure 1).

2.2.1. Mul ti plex PCR

PCR prim ers were de signed to en able si mul ta neous 
am pli fi ca tion of three frag ments of the MC1R gene en -
com pass ing all eleven SNPs (Ta ble I) [6]. The mul ti -
plex PCR re ac tion was op ti mised for three MC1R
frag ments and the intron 1 amelogenin frag ment
(prim ers de scribed by Sullivan and co-work ers) [22].
The PCR re ac tion mix ture con sisted of 5 ml of Mul ti -
plex PCR Mas ter Mix, 1 ml Q so lu tion and 1 ml of
primer mix (Ta ble I). The tem per a ture pro file was as
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fol lows: {94oC/15 min, (94oC/0.30 min, 63oC/1.30 min,
72oC/1.30 min) ´ 30 or 34, 72oC/10 min} 4oC/¥. PCR
prod ucts were sep a rated with agarose gel and pu ri fied
us ing the ExoSap IT kit (Amersham Pharmacia, Frei -
burg, Ger many).

2.2.2. Minisequencing re ac tions

Two mul ti plex primer ex ten sion re ac tions were de -
signed for geno typ ing of the ana lysed SNP po si tions.
De tails of ex ten sion prim ers are given in Ta ble II. The
pu ri fied PCR prod ucts were sub jected to mini se quenc -
ing re ac tions us ing the SNaP shot mul ti plex PCR kit,
fol low ing in struc tions given by the man u fac turer.
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TA BLE I. DETAILS OF PCR PRIMERS USED FOR AMPLIFICATION OF THE MC1R AND AMELOGENIN SNP POSITIONS

DNA
frag ment

Primer se quence (5’–3’) En com passed
SNPs

Amplicon
length

Con cen tra tion 
[mM]

1* MIF: TGGGCTCCCTCAACTCCACCC
MIR: AGCAGGAGGATGACGGCCGTCT

86insA (C-A);
G178T; C252A;
G274A

268 bp 0.125

2* MIIF: AGCTCCATGCTGTCCAGCCT
MIIR: AGCAGGACGGCCACGTGGT

G425A; C451T;
C456A; T464C;
C478T; G488A

193 bp 0.125

3* MIIIF: CTCACACTCATCGTCCTCTG
MIIIR: TGCCCAGCACACTTAAAGC

G880C 206 bp 0.125

4** SXY1: CCCTGGGCTCTGTAAAGAAT
SXY2: ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG

C/T 106/112 bp 0.25

* – ac cord ing to [6], ** – ac cord ing to [22].

Fig. 1. GenBank se quences for the amelogenin intron 1 frag ments char ac ter is tic for the X (Sbjct) and Y (Query) chro mo some.
The ana lysed SNP po si tion is marked with an ar row.
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2.3. Val i da tion stu dy

2.3.1. Re li abil ity

Twenty sam ples of known MC1R ge no types,
which were pre vi ously de ter mined by cy cle se quenc -
ing re ac tions with the method de scribed by Kanetsky
and co-work ers [12] were sub jected to anal y sis us ing
the op ti mised SNaP shot as says. The ana lysed sam ples
were cho sen de lib er ately in or der to rep re sent males
and fe males and all pos si ble MC1R vari ants.

2.3.2. Sen si tiv ity

The tested DNA con cen tra tions were as fol lows: 0.5,
0.25, 0.125, 0.06, 0.03 and 0.015 ng. DNA stan dard 007
(Applera) was used in sen si tiv ity test ing. Sam ples were
am pli fied us ing a to tal num ber of 30 and 34 cy cles. Re -
sults were eval u ated with agarose gels and mar ginal
points were sub jected to minisequencing re ac tions. 

2.3.3. Reproducibility

Thirty dif fer ent sam ples col lected from the same
in di vid ual were ana lysed. The de ter mined ge no type
was con firmed by the cy cle se quenc ing method. 

2.3.4. Bi o log i cal tra ces

Liq uid blood was de pos ited on cot ton (re peated
three times) and kept in 1) room con di tions (24 hours,
7 days, 1 and 3 months; 2) in creased hu mid ity and tem -
per a ture – wa ter bath set at 37oC (24 h, 48 h, 72 h,
7 days). Bi o log i cal ma te rial from used per sonal items
and other spec i mens fre quently ex am ined in fo ren sic
lab o ra to ries (ra zor, tooth brush, spoons, bot tles, cups,
lip sticks, mag netic keys, credit cards, cig a rette stubs
and se men stains) were col lected. All sam ples were
sub jected to DNA ex trac tion us ing Biorobot M48 and
ana lysed us ing the op ti mised as says. One bone sam ple
was sub jected to DNA ex trac tion us ing the or ganic
method and Centricon 100 pu ri fi ca tion.

2.4. Sta tis ti cal eva lua tion of the in flue nce of the
MC1R ge not ype on phe not ypic features

A causal Bayesian net work was pre pared us ing
Hugin soft ware ver, 6.8. The net work con sisted of four 
nodes: “MC1R”, “in di vid ual hair col our”, “pop u la tion 
strat i fi ca tion” and “other rea son” (Fig ure 2). It was as -
sumed for the sake of sim plic ity that hair col our is de -
ter mined by two fac tors: 1) the MC1R ge no type and
2) the ac tion of other fac tors, which are in turn in flu -
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TA BLE II. DETAILS OF EXTENSION PRIMERS USED FOR GENOTYPING OF THE MC1R AND AMELOGENIN

POLYMORPHISMS. NEUTRAL SEQUENCE ACCORDING TO [19]

Mul ti plex 1

Poly mor phism Neu tral 5’® 3’ Tar get 5’® 3’ bp Con cen tra tion 
[mM]

86insA (C-A) – TGGGGCTGGCTGCCAA 16/16 0.8

C252A – CTGCCTGGCCTTGTCGGA 18/18 0.1

C451T TCTGACAA TCTCCATCTTCTACGCACTG 20/28 0.1

G425A AAAGTCTGACAA GCCATCGCCGTGGACC 16/28 0.025

C478T AAAGTCTGACAA ACAGCATCGTGACCCTGCCG 20/32 0.1

G880C ACGTCGTGAAAGTCTG ACAA CTGCAATGCCATCATC 16/36 0.05

Mul ti plex 2

Poly mor phism Neu tral 5’ ® 3’ Tar get 5’ ® 3’ bp Con cen tra tion 
[mM]

C456A – TTCTACGCACTGCGCTA 17/17 0.1

G178T – TGGTGGAGAACGCGCTGGTG 20/20 0.05

G488A – AGATGGCCGCAACGGCT 17/17 0.8

G274A AAGTCTGACAA TGGTGAGCGGGAGCAAC 17/28 0.2

T464C CGTGAAAGTCTGACAA CCGCGGCAGGGTCACG 16/32 0.05

AMEL.C/T AAAGTCTGACAA GTTTCTCAAGTGGTCC 16/28 0.1



enced by the kind of in di vid ual MC1R SNP panel and
pop u la tion strat i fi ca tion (pro por tions of dark red, red,
dark-blond and black haired in di vid u als in the ana -
lysed sam ple of 390 in di vid u als). The au thors are
aware that the ana lysed sam ple is not rep re sen ta tive of
the gen eral pop u la tion of South Po land be cause of
overrepresentation by red-haired in di vid u als. A prob a -
bil ity ta ble for the MC1R node con tains a pri ori in for -
ma tion on pop u la tion dis tri bu tion of the SNP vari ants.
Hence this prob a bil ity ta ble has 7 mu tu ally ex clu sive
cho sen states: 151/151, 151/160, 160/160, 142/142,
151/other and 160/other. The con di tional prob a bil ity
ta ble for the node “in di vid ual hair col our” rep re sents
all prob a bil i ties for Pr(in di vid ual hair col our | MC1R,
other rea son), pre sented in Ta ble III. Af ter set ting
hard ev i dence on any of the nodes states, e.g. the crime 
sam ple has MC1R ge no type – 160/160 and prop a gat -
ing it through the net work one can as cer tain the prob a -
bil i ties of par tic u lar hair colours of the sam ple do nor. 

3. Re sults and dis cus sion

3.1. Val i da tion stu dy

Our pre vi ous study, per formed on 80 red haired in -
di vid u als and more than 200 con trols of both sexes
con firmed that in most cases red hair col our can be ex -
plained by polymorphisms within the cod ing seg ment
of the MC1R gene [6]. Par tic u lar ge no types are
strongly as so ci ated with the red hair phe no type. Our
re sults and lit er a ture data in di cate that the pre dic tive
value is es pe cially high in case of high-penetrance –
“R” vari ants – 86.1insA, C252A, G425A, C451T,
C456A, C478T, and G880C ap pear ing in the ho mo zy -
gous state or in het ero zy gous com bi na tions. In this pa -
per we pres ent a SnaP shot test op ti mised for se lec tive
anal y sis of eleven SNPs in volved in red hair col our de -
ter mi na tion and anal y sis of sin gle tran si tion within the
amelogenin gene, which al lows gen der de ter mi na tion.
Ex am ples of electropherograms (GenScan) for de signed
minisequencing as says 1 and 2 are pre sented in Fig ure 3. 

SNaP shot re sults ob tained for 20 sam ples of dif fer -
ent MC1R ge no types were con cor dant with cy cle se -
quenc ing re ac tions in 19 cases. In one case of dis -
cordance, the cy cle se quenc ing re ac tion showed the
pres ence of homozygote 880C ge no type, whereas the
minisequencing re ac tion in di cated the pres ence of
com pound heterozygote 451C/T and 880G/C. Re peat -
ed anal y sis re vealed that the cy cle se quenc ing re sult
was in cor rect the first time, and the most prob a ble rea -
son for this was allelic drop out (missed al lele 451T,
880G). The pre pared test al lows gen der de ter mi na tion. 
Sin gle T is char ac ter is tic for fe male sam ples (dou -
ble X) and het ero zy gous C/T is char ac ter is tic for males 
(Fig ure 4). Sex de ter mi na tion us ing the op ti mised meth -
od was found to be cor rect for all ana lysed sam ples
(the to tal num ber ex ceeded 100 sam ples). Also, in the
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TA BLE III. TABLE OF CONDITIONAL PROBABILITIES: Pr(in di vid ual hair col our | MC1R ge no type) AS A RESULT OF

PERFORMED POPULATION STUDY

Hair col our MC1R ge no type

151/151 151/160 160/160 142/142 160/other 151/other Other/other

Dark red 0.57 0.46 0.44 0.5 0.1 0.15 0.02

Red 0.43 0.5 0.25 0.5 0.08 0.17 0.03

Au burn 0 0 0.19 0 0.02 0 0.04

Dark-blond 0 0.04 0 0 0.44 0.28 0.46

Blond 0 0 0.06 0 0.18 0.26 0.17

Black 0 0 0 0 0.11 0.06 0.16

Brown 0 0 0.06 0 0.08 0.08 0.12

Fig. 2. Causal Bayesian net work – rep re sen ta tion of the de -
pend en cies be tween par tic u lar nodes. In di vid ual hair col our
is in flu enced by the MC1R ge no type and other fac tors,
which are in turn de pend ent on pop u la tion strat i fi ca tion (the
pro por tion of in di vid u als with dif fer ent kinds of hair col our
in our pop u la tion).



case of all 33 dif fer ent sam ples col lected from one in -
di vid ual, the same cor rect geno typ ing re sults were ob -
tained. These re sults con firmed the high re li abil ity and 
reproducibility of the val i dated minisequencing as says.

Usu ally, in the case of STR mul ti plex kits, the
 recommended DNA tem plate con cen tra tion is at least
0.5 ng [1]. Per formed ex per i ments con firmed that this
con cen tra tion is suf fi cient to ob tain cor rect re sults us -
ing the op ti mised as says when 30 cy cles of PCR am -
pli fi ca tion were ap plied. In creased PCR cy cles
num ber op tion (34 cy cles) is used by the fo ren sic com -
mu nity when sam ples con tain ing tiny amounts of
DNA, usu ally clas si fied as LCN – low copy num ber,
(< 100 pg) are to be ana lysed [8]. As ex pected, PCR
sen si tiv ity of the val i dated as say was much higher
when 34 PCR cy cles were ap plied in stead of the reg u -
lar op tion of 30 cy cles. With this mod i fi ca tion, cor rect
geno typ ing re sults were ob tained with as lit tle as 15 pg 
of tem plate DNA. The per formed ex per i ments

showed, there fore, that the sen si tiv ity of the as say is at
the level char ac ter is tic for com mer cial kits used in fo -
ren sic ge net ics.

Fo ren sic lab o ra to ries fre quently ex am ine bi o log i -
cal traces which have been ex posed to heavy deg ra da -
tion pro cesses. It has been ob served that such
prob lem atic or low qual ity spec i mens sub jected to
PCR am pli fi ca tion of ten fail to give pos i tive re sults
when long amplicons are to be gen er ated. Thus am pli -
fi ca tion of the com plete MC1R exon should not be
con sid ered as a suc cess ful method in fo ren sic ex am i -
na tions of bi o log i cal traces. The op ti mised method in -
volves am pli fi ca tion of three frag ments of the MC1R
gene en com pass ing all the stud ied SNPs. Amplicon
sizes do not ex ceed 270 bp. The as says were sub jected
to test ing us ing typ i cal fo ren sic spec i mens (Ta ble IV).

TA BLE IV. RESULTS OF EXPERIMENTS PERFORMED

ON PROBLEMATIC SAMPLES

Spec i men Cor rect minisequencing
re sults

Room temp. 24 h 3/3

Room temp. 7 days 3/3

Room temp. 1 month 3/3

Room temp. 3 months 3/3

Wa ter bath 24 h 3/3

Wa ter bath 48 h 3/3

Wa ter bath 72 h 3/3

Wa ter bath 7 days 3/3

Se men stains 3/3

Cig a rette stubs 4/4

Chew ing gum 4/4

Cups, bot tles 6/8

Spoons 3/3

Lip stick 3/3

Tooth brush 1/1

Ra zor 1/1

Jewel lery 2/6

Plas tic cards 1/4

The ex per i ments showed that the as says worked
cor rectly in the case of 52 out of 61 sam ples. In six
cases, PCR am pli fi ca tion failed, mostly for the most
dif fi cult LCN sam ples (3 rings, 1 ear ring, 1 plas tic
card and 1 cup). In three sam ples, the MC1R ge no type
was found to be in con sis tent with the real do nor ge no -
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Fig. 4. Sex test ing us ing the amelogenin intron 1 SNP po si -
tion. Panel A – fe male DNA. Panel B – male DNA.

A B

Fig. 3. GeneScan re sults for minisequencing as say 1 (panel
A) and as say 2 (Panel B).

A

B



type. Such a re sult was ob tained in the case of a swab
taken from a cup, and two credit cards. Fur ther in ves ti -
ga tion of these sam ples with the SGM Plus kit re -
vealed that in cor rect MC1R re sults must have been
caused by mixed DNA. The credit cards could, of
course – be sides be ing touched by the cardholders –
have been touched by shop keep ers. More sur pris ing
was the DNA mix ture found on the ana lysed cup,
which, ac cord ing to the in for ma tion, should have been
used by a sin gle per son be fore swab bing. 

The test thus proved to be a very sen si tive and ef fi -
cient tool for anal y sis of de graded fo ren sic spec i mens.
How ever, per formed ex per i ments also showed that
mis lead ing re sults may be ob tained when a DNA mix -
ture is ana lysed. In some cases, the high im bal ance be -
tween C/T peaks which re fer to amelogenin poly -
morphism may in di cate a male/fe male mix ture (data
not pres ent). In most cases, the test re sults fail to in di -
cate the pres ence of a mixed ge no type and there fore,
a sam ple which is des ig nated for MC1R geno typ ing
should be pre vi ously ana lysed for the pos si ble pres -
ence of a DNA mix ture and such sam ples should be ex -
cluded from MC1R anal y sis. 

One fam ily study was also per formed in a miss ing
per son iden ti fi ca tion case. Stan dard anal y sis of STR
mark ers us ing an Identifiler kit re vealed a par ents-
child re la tion ship be tween the ana lysed hu man re -
mains (fe mur) and al leged par ents. Per formed ex am i -
na tion us ing the MC1R/amelogenin as says cor rectly
con firmed the male gen der of the ana lysed hu man re -
mains and also showed the pres ence of the MC1R ge -
no type (451C/T), which was pos si ble as sum ing pa -
ren tal MC1R ge no types.

3.2. Bayesian ne twork as a tool for eva lua tion
of the re sults of MC1R ge not ypi ng

Cor rect eval u a tion of geno typ ing re sults is a fun da -
men tal is sue in fo ren sic ex am i na tions. Ho mo zy gous
ge no types for so-called R polymorphisms (86.1insA,
C252A, G425A, C451T, C456A, C478T, G880C) as
well as their het ero zy gous com bi na tions sig nif i cantly
sup port the hy poth e sis that the sam ple do nor has red
hair col our and fair skin (RHC phe no type). Even in the 
case of R/R ge no types, the prob a bil ity of RHC is not
100% and in or der not to mis lead the in quiry the re sult
must be prop erly eval u ated. Thus, one of the im por tant 
aims of this study was to pro pose an in fer ring model
based on the per formed ge netic anal y sis re sults in the
Bayesian net work. The pro posed model can pro vide
sci en tific jus ti fi ca tion for the re sults or con clu sions of
MC1R ge no types ex am i na tions. In ad di tion, this
model can also be used by other fo ren sic prac ti tio ners,

who can add in for ma tion on the in flu ence of other
genes on the hair col our phe no type.

Bayesian net works are very flex i ble in terms of in -
cor po rat ing new vari ables in or der to track and as sess
ad di tional knowl edge so that the rea son ing for the con -
clu sions can be eval u ated. On the ba sis of 1) pen -
etrance of R vari ants into the red hair phe no type,
2) fre quency of dif fer ent kinds of in di vid ual hair col -
our and 3) known pop u la tion dis tri bu tion of MC1R ge -
no types, we in ferred about the pos si bil i ties of the hair
col our of the do nor of an un known crime sam ple. Fig -
ure 5 pres ents prior in for ma tion con nected with “par -
ent” nodes and re sult ing con di tional prob a bil ity ta bles
be fore en ter ing (fix ing) the so called “hard” ev i dence. 

Ev i dence in the case of a vari able is a state ment of
the cer tain ties of its states. If the vari able is
instantiated, it is called “hard” ev i dence; oth er wise it
is called “soft” ev i dence [10]. When, for ex am ple, we
ob tain a sam ple with MC1R ge no type 151/151, then
the first es ti ma tion of the prob a bil ity that the do nor has 
dark red hair col our is about 57%, whereas that he has
red hair equals 43%. This is a re sult of our find ing that
in the ana lysed sam ple there were no in di vid u als other
than red or dark red haired, with the 151/151 ge no type. 
But there were other red haired in di vid u als that had no
151/151 MC1R ge no types. One should dif fer en ti ate
be tween the two con di tional prob a bil i ties: Pr(red hair |
151/151 MC1R ge no type) and Pr(151/151 MC1R ge -
no type | red hair). The first prob a bil ity equals about
43%, but the sec ond 7%. How ever, the val ues ob -
tained in our model, af ter in cor po rat ing the hard ev i -
dence that the sam ple e.g. has the 151/151 MC1R
ge no type, amount to 55.5% prob a bil ity for hav ing red
hair and 44.5% prob a bil ity for hav ing dark red hair.
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Fig. 5. Rep re sen ta tion of prob a bil ity ta bles con nected with
par tic u lar nodes be fore en ter ing the “hard” ev i dence.
MC1R, pop u la tion_strat i fi ca tion – pa ren tal nodes.



This is be cause they are up dated (cor rected) by knowl -
edge of the pop u la tion dis tri bu tion of the MC1R ge no -
type in our pop u la tion and the ac tion of other fac tors
(Fig ure 6). Hence the op er a tional ad vice to po lice is
fairly cer tain: “the per pe tra tor should have dark red or
red hair col our”. 

Other in for ma tion that can be re trieved from the
net work, re sults from the so called di ag nos tic di rec -
tion. If one in tro duces into the net work the known in -
for ma tion that one per son is phenotypically dark red
haired, then the prob a bil ity that he/she has the 151/151 
MC1R ge no type equals about 1%; that he/she is
151/160 amounts to about 34%; 160/160 – 17% and so
on (Fig ure 7). This di rec tion of rea son ing is of course
not use ful for case work.

The de vel oped net work may be eas ily ex tended
when new in for ma tion is avail able. If we have ad di -
tional knowl edge about other genes in flu enc ing hair
col our it will be uti lised for fur ther up dat ing our pres -
ent knowl edge on rel e vant fac tors. The es tab lished
model clearly pres ents the proba bil is tic val ues and the
causal re la tion ship be tween hy poth e ses and ev i dence.
Through eval u a tion of known (“hard”) ev i dence and
proba bil is tic anal y sis of pos te rior as sess ments, the
Bayesian net work model is able to help the fo ren sic
an a lyst to as sess pos si ble states of each piece of ev i -
dence. In ad di tion, thanks to the Bayesian net work, the 
ev i dence that will have the most ef fect on fi nal find -
ings can be de ter mined. 

How ever, there are some lim i ta tions to ap ply ing
the Bayesian net work model de spite its ad van tages.
Such a model in volves an in di vid ual’s sub jec tive

judge ment in de ter min ing the causal re la tion ships and
pre lim i nary as sump tions. So dif fer ent ex perts, even
hav ing at their dis posal the same set of ev i dence, may
find dif fer ent out comes, be cause of a dif fer ent rep re -
sen ta tion of the same prob lem. For ex am ple, the prior
dis tri bu tion of the MC1R ge no type and dif fer ent hair
col our were as sessed on the ba sis of ex am in ing 390 in -
di vid u als; on the other hand, we are aware that this
sam ple may not be rep re sen ta tive of the whole pop u la -
tion. Hence, fur ther re search and anal y ses are needed
to en hance the in fer ence ca pa bil ity and ac cu racy of the 
Bayesian net work model be fore it can be ap plied in
rou tine fo ren sic case work. 

The pre sented Bayesian net work cal cu la tions were
car ried out on the ba sis of re sults ob tained for a pop u -
la tion sam ple from South Po land. Re cent MC1R data
for a pop u la tion from Liguria (It aly) re vealed 13 com -
pound het ero zy gotes R/R and sur pris ingly only 2 of
them re sulted in red hair col our of the do nor. This was
ex plained by the au thors by the ac tion of other genes,
which may mask the ac tion of R type MC1R al leles
and lead to low fre quency of the RHC phe no type [15].
This find ing has im por tant im pli ca tions for fo ren sic
sci ence, as it proves that RHC pre dic tion is very de -
pend ent on the pop u la tion sam ple. The pro ce dure
should there fore start with def i ni tion of the pop u la tion
or i gin of the do nor and then RHC pre dic tion could be
ac com plished with ap pro pri ate cer tainty. An in ves ti -
ga tion al ways has to take into ac count the fact that the
per pe tra tor may also be de lib er ately try ing to mis lead
the in ves ti ga tion by dy ing hair. 
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Fig. 7. Rep re sen ta tion of prob a bil ity ta bles con nected with
par tic u lar nodes af ter en ter ing the “hard” ev i dence, that the
in di vid ual has dark red hair col our. The prob a bil ity that
his/her MC1R ge no type is e.g. 151/160 amounts to about
34% and that other fac tors in flu ence his/her hair col our is as -
sessed at 14.45%. 

Fig. 6. Rep re sen ta tion of prob a bil ity ta bles con nected with
par tic u lar nodes af ter en ter ing the “hard” ev i dence, that is,
e.g. the crime sam ple has MC1R ge no type 151/151. The
prob a bil ity that the do nor of the sam ple has dark red hair is
44.49%, that the hair is red in gen eral is 55.51%. 



4. Con clud ing re marks 

The per formed ex per i ments showed that the de -
signed test al lows rapid and rel e vant red hair col our
pre dic tion based on anal y sis of bi o log i cal traces. At
the same time, the test en ables sex de ter mi na tion. The
op ti mised test may also find ap pli ca tion in stud ies per -
formed in other fields like der ma tol ogy. The de vel -
oped Bayesian net work rep re sents in a graph i cal way
the re la tion ships among the set of ob tained re sults and
al lows us to in fer about hair col our of the do nor of
a crime sam ple. The cre ated net work re mains open for
pre dic tion of suc ces sive traits by ge netic ex am i na tion. 
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1. Wst êp

Œlady bio log iczne za bezp iecz ane na miej scach zda -
rzen ia kry min alne go s¹ za zwyc zaj pod daw ane ba dan iom
ident yfi kac yjn ym po leg aj¹cym na anal izie wy soce po -
lim orfi cznych uk³adów typu STR. Oznac zone pro file
DNA zi dent yfi kow ane na miej scu prze stêpstwa s¹ po -
rów ny wane z pro fil ami re fer ency jnymi, a stwier dzona
zgodno œæ jest ro zum iana jako sil ny dow ód  przema wia -
j¹cy na korz yœæ hi pot ezy o ws pól nym po chod zeniu anal i -
zo wan ych prób ek. Jeœli w spra wie nie wy typ owa no ¿ad -
nych po dejr zany ch i brak jest ma ter ia³u po rów nawczego,
oznac zone pro file DNA z miej sca prze stêpstwa s¹ za -
zwyc zaj umieszc zane w na rod owej ba zie da nych DNA.
Je œli prze szuk anie bazy pro fili por ówn awczych  dopro -
wadzi do od nal ezi enia pro filu zgod nego z pro fil em DNA
z miej sca prze stêpstwa, do wod owa wa rto œæ stwier dzon ej
zgodno œci jest równie¿ ocen iana jako wy soka. W przy -
padku bra ku wy kaz ania zg odn oœci do chod zenie mo¿e
ulec znacz nemu spo woln ieniu w zwi¹zku z ko niec zno œ -
ci¹ zwe ryf iko wan ia al tern aty wnych hi pot ez do tycz¹cych
osoby od pow iedz ialnej za pope³nie nie prz estêpstwa.
W ni ektó rych pow a¿niejszych spra wach sto sow ane s¹
prze siew owe ba dan ia DNA, kt óre po zwal aj¹ na wy elim i -
no wan ie ko lejn ych osób z kr êgu po dejr zany ch. Ta kie
roz wi¹za nie mo¿e pr owadziæ do ko niecznoœci anal izy se -
tek lub na wet ty siêcy pr óbek i w skraj nych przy padk ach
trwaæ wie le lat [2]. Pró bki ujawn ione na miej scu  zdarze -
nia kry min alne go mog¹ byæ jed nak rów nie¿ wy kor zyst a -
ne do ce lów wy wiad owcz ych, co mo¿e pr zycz yniæ siê do
ogran icz enia licz by prób ek pod leg aj¹cych ba dan iom
prze sie wow ym. Wspó³cze sne te sty ident yfi kac yjne po -
zwal aj¹ na oznac zenie p³ci, co umo¿l iwia or gan om œle d -
cz ym wy sun¹æ hi potezê na te mat p³ci osoby po dejr zanej.
W ge net yce s¹do wej po jaw iaj¹ siê jed nak nowe mo¿ -
liwoœci – ge net yczne prze wid ywa nie cech fi zyczn ych.
Bez w¹tpie nia mog¹ one staæ siê bar dzo u¿y teczne na
etap ie pro wad zone go do chod zenia [5, 16, 24]. 

Ce chy fi zyczne po winny byæ trak tow ane jako ce chy
il oœciowe, a wiêc trud ne do anal izy. Przyj muje siê na
przyk³ad, ¿e pig ment acja, jed na z naj bard ziej ró¿ ni c u -
j¹cych cech ludz kich, znaj duje siê pod kon trol¹ po nad
100 ge nów [18]. Ni ektóre z nich zo sta³y ju¿ zi dent yfi ko -
w ane. Wy kaz ano ró wni e¿ ich zwi¹zki z  dziedzicze niem
ró¿n ych cech pig ment acy jnych [17, 21]. Co cie kawe,
dzie dzic zenie ru dego ko loru w³osów u cz³owieka jest sil -
nie zwi¹zane z jed nym ge nem, kt óry ko duje re cept or me -
lan oko rtyny 1 (MC1R) (16q24.3, MIM 155555). Licz ne

ba dan ia prze prow adz one nad zmie nnoœ ci¹ genu MC1R
wy kaza³y, ¿e po lim orfi zm ten od grywa de cyd uj¹c¹ rolê
w de term ina cji fe not ypu prze jaw iaj¹cego siê ru dym ko -
lor em w³osów (RHC) u lu dzi [np. 7, 9, 12]. Wc zeœniejsze
ba dan ia au tor ów tego ar tyku³u wy kaza³y, ¿e w po pul acji
pol skiej oko³o 97,5% oso bników cha rakt ery zuj¹cych siê
ge not ypa mi 151/151, 160/160, 151/160 po siada³o rudy
ko lor w³osów [6].Te dwa miej sca po lim orfi czne oraz kil -
ka in nych po zyc ji nu kleo tydo wych w ge nie MC1R maj¹
du¿e zna czen ie pre dykt ywne, a w zwi¹zku z tym mog¹
mieæ istotne zna czen ie dla prze wid ywa nia fe not ypu
w ba dan iach s¹do wych. Za prop ono wany wc zeœn iej przez 
autorów tego ar tyku³u test po zwala na szybk¹ analizê
piêciu po zyc ji typu SNP w ge nie MC1R o klu czow ym
zna czen iu w po jed yncz ej re akc ji typu mul tip leks [6].

Ni niejs za pra ca przed staw ia roz szer zony test  umo¿ -
liwiaj¹cy ana lizê je den astu po zyc ji typu SNP w ge nie
MC1R. Test po zwala ró wnie¿ na an alizê jed nej po zyc ji
typu SNP zlo kal izo wan ej w pierw szym in tron ie genu
amel oge niny, któr ego ba dan ie po zwala na oznac zenie
p³ci. Prze prow adz one doœw iadc zen ia wa lid acy jne mia³y
na celu um o¿l iwi enie za stos owa nia te stu w s¹do wych ba -
dan iach œl adów bio log iczny ch. W pra cy rów nie¿ roz -
wa¿any jest pro blem oceny wp³ywu, jaki maj¹ uzys kane
wy niki anal izy genu MC1R na wyst êpo wanie fe not ypu
RHC. W celu gra ficzn ego przed staw ienia zwi¹zków po -
miê dzy ob serw owa nymi da nymi stwo rzono prost¹ sieæ
przy czyn ow¹ po zwal aj¹c¹ na wnio skow anie na te mat
 praw dopodobieñstwa wyst¹pie nia da nego ko loru w³o -
sów na pod staw ie zna nego ge not ypu MC1R. Sieæ bay e -
sows ka (ukier unko wany wy kres acyk liczny) sk³ada siê
z nas têpuj¹cych elem entów: ze stawu zmien nych przed -
sta wion ych w for mie wêz³ów oraz ze stawu strza³ek ³¹ -
cz¹cych wêz³y, a ukaz uj¹cych zale ¿noœci miêd zy zmien -
nymi; ka¿da zmien na po siada sk oñcz ony ze staw wza jem -
n ie wy kluc zaj¹cych siê st anów, do ka ¿dej zmien nej A za -
le¿ nej od zmien nych B1, ...,Bn, do³¹czo na jest ta bela z pra -
wdopo dobieñstwami wa runk owy mi Pr(A|B1, ..., Bn) [10].
Tak skon struo wana sieæ przy czyn owa mo¿e byæ  stoso -
wa na w celu oceny, jak zmia na po ziomu pe wnoœ ci w ob -
szar ze jed nej zmien nej (np. ro dzaju ge not ypu MC1R)
mo¿e zm ien iaæ po ziom pe wnoœci w ob szar ze po zos ta³ych 
zmien nych (np. prawd opodobieñstwo po siad a nia  okreœ -
lo nego ko loru w³osów przez nie znan ego daw cê pró bki)
[23]. Sie ci Bay esows kie dzia³aj¹ na za sad zie  praw dopo -
dobieñstw wa runk owy ch. Dla tego wiêc, jeœ li wys têp o -
wa nie do wodu E za le¿y od hi pot ezy H, to za le¿ noœ ci
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mi êdzy nimi mog¹ zo staæ przed staw ione po przez sieæ
bay esowsk¹ jak na pon i¿szym sche mac ie:

Powy ¿szy sche mat mo¿e zost aæ przed staw iony po -
przez wzór: 

( ) ( ) ( )Pr Pr PrH E H E H, = ×  . {1}

2. Me tody

2.1. Pró bki

Od 390 nie spok rewni onych osób rasy kau kas kiej za -
mieszk uj¹cych Po lskê po³udniow¹ po brano pr óbki w for -
mie wym azów z jamy ust nej. Ba dan ia wa lid acy jne objê³y 
ró ¿ne ro dzaje ma ter ia³u bio log iczne go anal izo wan ego
w ba dan iach s¹do wych; sz czegó³owe dane na ten te mat
poda no poni ¿ej. Ekst rakcjê DNA pro wad zono albo z za -
stos owa niem ma nua lnej me tody krze mionk owej (A & A
Bi techn olo gy, Gd añsk), albo z za stos owa niem apar atu
Bio rob ot M48 (Qia gen, Hil den, Niemcy). Stê ¿en ie DNA
mie rzono przy za stos owa niu ze stawu Qu ant-IT  Pico -
Green dsD NA Qu ant ita tion Kit (Invit rogen, Karl sruhe,
Niem cy).

2.2. Kon strukc ja te stu

Na pod staw ie wyn ików w³asnych badañ oraz da nych
z li ter atu ry wy brano je dena œcie zmien nych po zyc ji DNA
(mu tac ji typu mis sense, non sense oraz mu tac ji zmia ny
ram ki od czytu) zlo kal izo wan ych w eks on ie genu MC1R
[7, 4, 3, 6]. Jak wy kaz ano, sie dem z tych mu tac ji sil nie
pre dysp onu je do po siad ania fe not ypu RHC. Sz eœæ z nich
to miej sca po lim orfi czne wchodz¹ce w sk³ad re akc ji mul -
tip leks 1 (86.1A, C252A, G425A, C451T, C478T, G880C),
na tom iast je den za warty jest w re akc ji mul tip leks 2
(C456A). Te miej sca po lim orfi czne s¹ ok reœ lane w li ter a -
tu rze jako al lele genu MC1R o wy sok iej pe net racji – „R”
(s¹ sil nie sko rel owa ne z ru dym ko lor em w³osów i jasn¹
kar nacj¹) [13]. Do datk owe czte ry po zyc je po lim orfi czne
za warte w re akc ji mul tip leks 2 (G178T, G274A, T464C,
G488A) s¹ trak tow ane jako al lele o ni skiej pe net racji –
„r” (s¹ s³abiej sko rel owa ne z fe not ypem typu RHC). Re -
akc ja mul tip leks 2 umo ¿li wia rów nie¿ ana lizê  po lim or fi z -
mu po jed ynczego nu kleo tydu zlo kal izo wan ego w pierw -
szym in tron ie genu amel oge niny, która po zwala na ozna -
c zenie p³ci (ry cina 1). 

2.2.1. Re akc ja PCR typu mul tip leks

Star tery re akc ji PCR za proj ekto wano tak, aby  umo¿ -
liwiæ jed noc zesn¹ amp lif ikac jê trzech fragmentów genu
MC1R za wier aj¹cych kom plet je den astu po zyc ji typu
SNP (ta bela I) [6]. Re akc jê PCR zop tym ali zow ano dla
trzech fragmentów genu MC1R oraz pierw szego in tronu
amel oge niny (star tery opis ane przez Sul livan i wspó³pra -
cowników) [22]. Mie szan ina re akc yjna PCR sk³ada³a siê
z 5 µl mie szan iny Mul tip lex PCR Ma ster Mix, 1 µl roz -
tworu Q oraz 1 µl mie szan iny sta rter ów (ta bela I).  Reak -
cjê PCR pro wad zono, sto suj¹c nas têpuj¹cy pro fil  tem pe-
 ra turowy: {94oC/15 min, (94oC/0,30 min, 63oC/1,30 min, 
72oC/1,30 min) ´ 30 lub 34, 72oC/10 min} 4oC/¥.
5 ml pro duktu PCR roz dziel ano na ¿elu agar ozo wym,
a  pozo sta³¹ objê toœæ oczyszc zano z za stos owa niem ze -
stawu Exo Sap IT kit (Amersh am Phar mac ia, Fre iburg,
Niemcy).

2.2.2. Re akc je mi nis ekw encjo nowa nia

Ge not ypo wan ie ba dan ych po zyc ji typu SNP  prowa -
dzono z za stos owa niem dw óch re akc ji typu mul tip leks
po leg aj¹cych na wy kor zyst aniu me tody wyd³u¿ ania star -
tera (ang. pri mer exten sion). Szcze gó³y do tycz¹ce  star -
terów wyd³u¿aj¹cych przed staw ia ta bela II. Oczyszc zone 
pro dukty PCR pod daw ano re akc jom mi nis ekw encjo no -
wa nia z za stos owa niem ze stawu SNaP sh ot mul tip lex
PCR kit, sto suj¹c siê do zal eceñ pro duc enta. 

2.3. Ba dan ia wa lid acy jne

2.3.1. Ni eza wod noœæ

Dw adz ieœ cia pr óbek o zna nych ge not ypa ch MC1R,
kt óre zo sta³y uprzedn io oznac zone z za stos owa niem re -
akc ji cy kliczn ego se kwenc jono wan ia zgod nie z pro ced u -
r¹ opis an¹ przez Ka nats ky i wspó³pr acow ników [12],
pod dano anal izie z wy kor zyst aniem zop tym ali zow any ch
tes tów. Ba dane pr óbki wy brano ce lowo tak, aby  repre -
zen towani byli mê ¿czy Ÿni, ko biety i wszyst kie mo¿liwe
wa rianty MC1R.

2.3.2. Czu³oœæ

Te stom pod dano nas têp uj¹ce stê ¿en ia DNA: 0,5, 0,25,
0,125, 0,06, 0,03, oraz 0,015 ng. W ba dan iach nad czu -
³oœci¹ te stu wy kor zyst ano stan dard 007 (Ap plera). Pr óbki 
am plif iko wano, sto suj¹c dwie opcje: 30 oraz 34 cy kli re -
akc ji PCR. Wy daj noœæ re akc ji PCR ocen iano z za stos o -
wa niem ¿eli agar ozo wych, a nast êpn ie skraj ne punk ty
pod daw ano re akc jom mi nis ekw encjo nowa nia. 
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2.3.3. Po wta rza lnoœæ

Anal izie pod dano trz ydz ieœci ró¿ nych pró bek  pobra -
nych od tego sa mego osobn ika. Oznac zony ge not yp
MC1R po twierd zono za po moc¹ re akc ji cy kliczn ego se -
kwenc jono wan ia.

2.3.4. Œlady bio log iczne

P³ynn¹ krew na nies iono na bawe³nê w trzech  pow -
tórzeniach i prze chow ywa no w wa runk ach po koj owy ch
(24 go dziny, 7 dni, 1 i 3 mie si¹ce) oraz w wa runk ach po d -
wy¿ szonej wi lgot noœci i tem per atu ry – ³aŸni wod nej z za -
dan¹ tem per atur¹ 37oC (24 go dziny, 48 go dzin, 72 go -
dzi ny, 7 dni). Ze brano ró wnie¿ ma ter ia³ bio log iczny
z  u¿ywanych rze czy osob ist ych oraz inne prób ki re gul ar -
nie ba dane w la bor ato ria ch s¹do wych (ma szynka do go -
len ia, szczo teczka do zêbów, ³y¿ki, bu telki, kub ki, szmin - 
ki, klu cze ma gnet yczne, kar ty kre dyt owe, nie dopa³ki pa -
pierosów, pla my na sien ia). Wszyst kie próbki pod dano
eks trakc ji DNA z za stos owa niem apar atu Bio rob ot M48
i prze anal izo wano, wy kor zyst uj¹c zop tym ali zow ane te -
sty. Ba dan iu pod dano rów nie¿ po jed yncz¹ pr óbkê –
w tym przy padku ekst rakc jê DNA pro wad zono z  zasto -
so waniem me tody or gan icznej i z oczyszc zani em próbek
na ko lumn ach Cen tric on 100. 

2.4. Sta tys tyczna ocena wp³ywu ge not ypu MC1R 
na ce chy fe not ypo we

Przy czyn owa sieæ bay esows ka zo sta³a przy got owa na
za po moc¹ pro gramu Hu gin, wer sja 6.8. Sieæ z³o¿o na jest
z czte rech wêz³ów: „MC1R”, „ko lor w³osów osobn ika”,
„stra tyf ika cja po pul acji” i „inna przy czyna” (ry cina 2).
Dla uproszc zenia za³o¿ono, ¿e ko lor w³osów jest  deter mi -
nowany przez dwa czyn niki: 1) ge not yp MC1R i 2) dzia -
³anie in nych cz ynników, kt óre z ko lei po zos taj¹ pod
wp³ywem po szc zególnych wa ria ntów genu MC1R oraz
zr ó¿n icowania po pul acji (od set ek os obn ików o ko lor ze
w³osów ciem no-ru dym, ru dym, sza tyn, blond, czar nym
w ba dan ej po pul acji 390 osób). Au tor zy zdaj¹ so bie sp ra -
wê, ¿e anal izo wana próba po pul acy jna nie jest  repre -
zentatywna dla po pul acji ge ner alnej Pol ski po³udniow ej
w zwi¹zku z ten dencj¹ wy nik aj¹c¹ z nadre prez enta cji
osób o ru dym ko lor ze w³osów. Ta bela  prawdopo do bieñ -
stwa dla wêz³a MC1R za wiera pr awdo podobieñstwa
a prio ri na te mat rozk³adu wa riantów SNP w po pul acji.
St¹d ta bela pr awd opodobieñstw za wiera 7 wza jemn ie
wy kluc zaj¹cych siê st anów: 151/151, 151/160, 160/160,
142/142, 151/inny i 160/inny. Ta bela wa runk owy ch
 praw dopodobieñstw dla wêz³a „ko lor w³osów osobn ika”
za wiera wszyst kie prawdo podobieñstwa wa runk owe dla
Pr(ko lor w³osów osobn ika | MC1R, inna przy czyna), co
przed staw ia ta bela III. Po ustal eniu moc nego do wodu
w kt óry mkolwiek z wêz³ów (np. w pr óbce z miej sca zda -

rzen ia kry min alne go stwier dzono obecno œæ ge not ypu
160/160) i roz przes trzeni eniu siê jego wp³ywu na ca³¹
sieæ, mo¿ na stw ierdz iæ pra wdopo dobieñ stwa wyst¹pie nia 
pos zczególnych kol orów w³osów u osoby bêd¹cej
Ÿród³em prób ki.

3. Wy niki i dys kus ja

3.1. Ba dan ia wa lid acy jne

Po przedn ie ba dan ia prze prow adz one przez autorów
tej pra cy na gru pie 80 osób o ru dym ko lor ze w³osów i po -
pul acji kon trol nej po nad 200 osób obu p³ci po twierd zi³y,
¿e w wi êkszoœ ci pr zypadk ów przy czyna wyst êpow ania
ru dego ko loru w³osów mo¿e byæ wy jaœ niona po przez wa -
rianty re gionu ko duj¹cego genu MC1R [6]. Ni ektóre ge -
not ypy s¹ sil nie sko rel owa ne z ru dym ko lor em w³osów.
Ba dan ia au tor ów oraz dane z li ter atu ry wska zuj¹, ¿e
wart oœæ pre dykt ywna jest szc zegó lnie sil na w przy padku
wari antów kla syf iko wan ych jako „R” (o wy sok iej pe net -
racji) wy stê puj¹cych jako ho moz ygo ty lub kom bin acje
he ter ozy got ycz ne, do kt óry ch na le¿¹ 86.1i nsA, C252A,
G425A, C451T, C456A, C478T i G880C. Ni niejs za pra -
ca przed staw ia test wy kor zyst uj¹cy ze staw SNaP sh ot,
który zop tym ali zow ano w celu wyb iór czej anal izy  jede -
nastu po zyc ji typu SNP zwi¹za nych z dzie dzic zeni em ru -
dego ko loru w³osów oraz po jed yncz ej tran zyc ji w ge nie
amel oge niny, co po zwala na oznac zanie p³ci. Przyk³ady
elektroferogramów przed staw iaj¹cych wy niki anal iz
prze pro wad zony ch z za stos owa niem te stu mi nis ekw en -
cyj nego 1 i 2 (Ge neScan) przed staw ia rycina 3. 

Wy niki re akc ji SNaP sh ot uzys kane dla 20 prób ek re -
prez entuj¹cych ró ¿ne ge not ypy MC1R by³y zgod ne z wy -
nik ami cy kliczn ego se kwenc jono wan ia w 19 przy pad -
kach. W jed nym przy padku od not owa no brak zg odn oœ -
ci – cy kliczne se kwenc jono wan ie wy kaza³o ob ecn oœæ ho -
moz ygo ty 880C, pod czas gdy mi nis ekw encjo nowa nie wy-
 kaza³o ob ecn oœæ z³o¿ onej he ter ozy goty 451C/T i 880G/C.
Po wtó rna anal iza wy kaza³a, ¿e uzys kany za pierw szym
ra zem wy nik cy kliczn ego se kwenc jono wan ia by³ nie -
praw id³owy. Naj bard ziej praw dop odo bn¹ przy czyn¹ za -
istn ienia pro blemu by³o wyp adni êcie jed nego z al leli
(al lel ic dro pout; bra kuj¹cy al lel 451T, 880G). 

Przy got owa ny test po zwala na oznac zenie p³ci. Ho -
moz ygo ta T cha rakt ery sty czna jest dla pró bek po cho -
dz¹cych od ko biet (po dwójny X), pod czas gdy he tero -
zy gota C/T jest cha rakt ery sty czna dla pró bek po cho dz¹ -
cych od mê ¿czyzn (ry cina 4). Ba dan ia wy kaza³y pra -
wid³owe oznac zenie p³ci z za stos owa niem zop ty m ali -
zow anej me tody we wszyst kich anal izo wan ych prób-
 kach, któr ych ca³ko wita licz ba prze kroc zy³a 100. 

Równ ie¿ w przy padku wszyst kich 33 próbek  pobra -
nych od jed nego osobn ika uzys kano ten sam pra wid³owy
wy nik ge not ypo wan ia. Uzys kane wy niki po twierd zi³y
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wy sok¹ ni ezawodnoœæ i po wtarzalnoœæ wa lid owa nej me -
tody mi nis ekw encjo nowa nia. 

Stan dard owo re kom endo wane st ê¿e nie ma tryc owe go 
DNA w przy padku zest awów do mul tip lekso wej anal izy
uk³adów typu STR wy nosi co naj mniej 0,5 ng [1].
 Przeprowadzone eks per yme nty po twierd zi³y, ¿e ta kie
 stê¿e nie jest wy starc zaj¹ce do uzys kania pra wid³owych
wyni ków dzia³ania zop tym ali zow any ch tes tów przy
30 cy klach re akc ji PCR. Mo dyf ika cja po leg aj¹ca na
 podnie sieniu licz by cy kli re akc ji PCR (34 cy kle) jest sto -
sow ana w ge net yce s¹do wej w celu anal izy prób ek za -
wier aj¹cych mi nim aln¹ il oœæ DNA kla syf iko wan ych
zgod nie z przy jê tymi za sad ami jako LCN – (ni ska licz ba
ko pii; < 100 pg) [8]. Zgod nie z oczek iwa nia mi, czu³oœæ
wa lid owa nego te stu by³a znacz nie wy¿sza, gdy za miast
30 cy kli za stos owa no 34 cy kle re akc ji PCR. Po  zasto -
sowaniu tej mo dyf ika cji pra wid³owe wy niki ba dañ uzys -
kiwa no z za led wie 15 pg ma tryc owe go DNA. Prze pro -
wa dzone doœw iadc zen ia wy kaza³y, ¿e czu³oœæ te stu jest
na po ziom ie cha rakt ery sty cznym dla zes tawów do stêp -
nych w han dlu i sto sow any ch w ge net yce s¹do wej.

W la bor ato ria ch s¹do wych cz êsto anal izo wane s¹ œl a -
dy bio log iczne, któ re s¹ nar a¿o ne na dzia³anie sil nych
pro cesów gnil nych. Wie lok rotnie ob serw owa no, ¿e am -
plif ika cja tego typu pr óbek o ni skiej ja koœci daje  nega -
tywne wy niki, gdy ce lem jest na mno¿enie d³ugich frag-
 mentów DNA. W zwi¹zku z tym am plif ika cja ca³ego
 ekso nu MC1R nie po winna byæ bra na pod uwa gê jako
sku teczna me toda anal izy w przy padku s¹do wej anal izy
œlad ów bio log iczny ch. Zop tym ali zow ana przez autorów
ni niejs zej pra cy me toda po lega na am plif ika cji trzech
fragmentów genu MC1R za wier aj¹cych wszyst kie ba -
dane po zyc je typu SNP. D³ug oœci am pli konów nie prze -
krac zaj¹ 270 pz. Me toda zo sta³a pod dana te stom przy
za stos owa niu ty pow ych pr óbek o cha rakt erze s¹do wym
(ta bela IV). Eks per yme nty wy kaza³y pra wid³owe dzia -
³anie me tody w przy padku 52 z ca³ko wit ej licz by 61 pr ó -
bek. W szeœ ciu przy padk ach am plif ika cja da³a wy nik
ne gat ywny. Do tyc zy³o to g³ów nie naj bard ziej pro blem a -
ty cznych pró bek typu LCN (3 wym azów z pie rœci onk ów,
1 wy mazu z ko lcz yków, 1 wy mazu z kar ty kre dyt owej
i 1 wy mazu z kub ka). W trzech przy padk ach oznac zony
ge not yp MC1R by³ nie zgodny z rze czyw ist ym ge not y -
pem daw cy. Taki wy nik uzys kano w przy padku wy mazu
po bran ego z kub ka oraz wym azów z kart kre dyt owy ch.
Szc zegó³owa anal iza tych prób ek z za stos owa niem ze -
stawu SGM Plus wy kaza³a, ¿e nie praw id³owe wy niki
anal izy MC1R mu sia³y wy nikaæ z ob ecnoœci mie szan in
DNA. Kar ty kre dyt owe ocz ywi œcie mog³y byæ do tyk ane,
poza ich w³aœ cic iel ami, przez sprzedawców w skle pach.
Bar dziej za skak uj¹ce by³o uzys kanie mie szan iny DNA
na anal izo wan ym kub ku, któ ry zgod nie z in form acj ami,
po win ien byæ u¿ ywa ny przez jedn¹ osobê przed  pobra -
niem wymazu. 

Prze prow adz one doœw iadc zen ia wy kaza³y, ¿e me toda 
jest wy starc zaj¹co czu³ym i wy dajn ym na rzêd ziem do
anal izy zde grad owa nych pró bek s¹do wych. Po kaza³y
jed nak rów nie¿, ¿e anal iza mie szan in DNA mo¿e pro -
wadz iæ do uzys kania nie praw id³owych wyników anal izy. 
W niek tór ych przy padk ach na mies zani nê DNA po cho -
dz¹cego od mê ¿czyzny i ko biety mo¿e ws kazy waæ sil na
dys prop orcja w sile sy gna³u po miêdzy pi kami dla nu kle -
otydów C i T, kt óre od nosz¹ siê do anal izo wan ej po zyc ji
SNP w ge nie amel oge niny (dane nie prez ento wane).
W wi êkszoœci prz ypad ków wy niki te stu nie s¹ w sta nie
uja wniæ obe cnoœci ewent ual nej mie szan iny DNA.
W zwi¹z ku z tym pró bka, któ ra prze znac zona jest do
anal izy ge not ypu MC1R, po winna zo staæ uprzedn io zba -
dana na obe cno œæ mie szan iny DNA, a pró bki, któ re za -
wier aj¹ tak¹ mi esza ninê,  po winny zo staæ wy kluc zone
z anal izy MC1R. Ba dan iom pod dano rów nie¿ jedn¹ sp ra -
wê do tycz¹c¹ ident yfi kac ji osoby za gin ionej.  Standar do -
wa anal iza mark erów typu STR wchodz¹cych w sk³ad
ze stawu Ident ifi ler wy kaza³a po kre wieñstwo typu ro dzi -
ce-dziec ko pomiê dzy anal izo wan ymi szcz¹tka mi ludz -
kimi (koœæ udowa) a do mniem any mi ro dzic ami. Prze -
pro wad zone ba dan ia z za stos owa niem zop tym ali zow a -
ny ch tes tów umo ¿li wiaj¹cych ana lizê MC1R oraz amel o -
ge niny pra wid³owo oznac zy³y, ¿e ba dane szcz¹tki po -
chodz¹ od mê ¿czyzny oraz wy kaza³y ob ecn oœæ ge not ypu
451C/T genu MC1R, kt óry by³ pra wid³owy w œwi etle
gen otypów MC1R cha rakt ery sty cznych dla do mniem a -
ny ch ro dziców zaginionego.

3.2. Sieæ bay esows ka jako nar zêdzie do oceny
 wyników ge not ypo wan ia genu MC1R

Pra wid³owa ocena wyni ków ge not ypo wan ia jest pod -
staw owym za gadn ieni em z punk tu wi dzen ia ba dañ s¹do -
wych. Ho moz ygo tyc zne ge not ypy dla po lim orfi cznych
po zyc ji skla syf iko wan ych jako R (86.1i nsA, C252A,
G425A, C451T, C456A, C478T, G880C), jak ró wnie¿
he ter ozy got ycz ne kom bin acje tych war ian tów, sil nie
prze ma wiaj¹ na korz yœæ hi pot ezy, ¿e daw ca pró bki ma
rudy ko lor w³osów i jasn¹ sk órê (fe not yp RHC). Na wet
jed nak w przy padku geno typów R/R prawdopodo bieñ -
stwo wyst¹pie nia fe not ypu RHC nie jest ró wne 100%,
w zwi¹zku z czym wy nik musi byæ pod dany rze teln ej
ocen ie tak, aby nie wpro wadziæ w b³¹d or ganu do chod ze -
ni owego. Jed nym z istotn ych celów ni niejs zej pra cy by³o
przed staw ienie mo delu wnio skow ania po leg aj¹cego na
uw zgl êdnieniu wy nik ów anal izy ge net ycznej przez za -
stos owa nie sie ci bay esows kiej. Za prop ono wany mo del
mo¿e do starczyæ na ukow ego uzas adni enia dla wyni ków
lub wnio sków anal izy ge not ypu genu MC1R. Co wi êcej,
stwo rzony mo del mo¿e zo staæ wy kor zyst any przez in -
nych ge netyków s¹do wych, kt órzy maj¹ mo ¿liwoœæ roz -
bud owa nia go o in form acje na te mat wp³ywu in nych
ge nów na ce chê fe not ypow¹, jak¹ jest ko lor w³osów. 
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Sie ci bay esows kie s¹ bar dzo pla styczne pod  wzglê -
dem wpro wad zania do datk owy ch zmien nych s³u¿¹cych
do oceny i wy kor zyst ania do datk owej wie dzy dla po trzeb 
oceny wnio sków. Na pod staw ie: 1) pe net racji wa ria ntów
R wœ ród os obn ików o ru dym ko lor ze w³osów, 2) cz êst oœ -
ci po pul acy jnych dla po szc zeg ólny ch ko lor ów w³osów
oraz 3) zna nego rozk³adu czê sto œci gen oty pów MC1R
w po pul acji, prze prow adz ono wnio skow anie na te mat
mo ¿liwoœci wyst¹pie nia da nego ko loru w³osów u osoby
sta nowi¹cej Ÿród³o nie znan ej pró bki za bezp iecz onej na
miej scu zda rzen ia kry min alne go. Ry cina 5 przed staw ia
infor macjê a prio ri zwi¹zan¹ z wêz³ami „ro dzic ami”
i wy nik aj¹ce z ich za stos owa nia pr awdo pod obi eñstwa
wa runk owe w po zos ta³ych wêz³ach przed  wprowadze -
niem tzw. „pew nego” do wodu. 

Do wód w przy padku zmien nej jest okreœ leniem po -
ziomu wi aryg odnoœci dla po szcz ególnych st anów. Je œli
zmien na jest skon kret yzo wana (stan zmien nej jest sta -
nem pew nym, tj. jego pra wdopodobieñstwo jest rów ne
100%), wów czas uzys kuje mia no „pew nego” do wodu;
w prze ciwn ym ra zie nosi mia no do wodu „mi êkk ie -
go” [10]. Na przyk³ad, kie dy roz pat ruje my pró bkê o ge -
not y pie MC1R 151/151, wó wcz as pierw sze przyb li¿enie
 praw dopodobieñstwa, ¿e jej daw ca ma ciem nor udy ko lor
w³osów, bêdz ie ró wne 57%, na tom iast, ¿e ma rudy ko lor
w³osów, wy nies ie 43%. Wy nika to z uzys kany ch przez
autorów ni niejs zej pra cy da nych, kt óre wska zuj¹, ¿e
w ba dan ej pr óbie po pul acy jnej nie wyst¹pi³y osoby, które 
po siada³yby ge not yp MC1R 151/151 i ko lor w³osów in ny 
ni¿ rudy lub ciem nor udy. W po pul acji wy stê powa³y jed -
nak osoby rude, które nie po siada³y ge not ypu MC1R
151/151. Na le¿y ro zró ¿niæ bo wiem dwa pr awdo po do -
bieñstwa wa runk owe: Pr(rude w³osy | ge not yp MC1R
151/151) i Pr(ge not yp MC1R 151/151 | rude w³osy). Pio -
nowa li nia oznac za „pod wa runk iem, ¿e” [14]. Wy nik iem 
pierw szego prawd opod obieñstwa jest warto œæ 43%, na -
tom iast dru giego 7%. Jed nak war toœci pra wdopo do -
bieñstw uzys kane w roz pat rywa nym mo delu po wpro -
wa dzen iu „pew nego” do wodu 151/151 na te mat ge not y -
pu MC1R s¹ ró wne 55,5%, gdy osoba po siada rudy ko lor
w³osów i 44,5%, gdy osoba po siada ciem nor udy ko lor
w³osów. Wy nika to z fak tu, ¿e pra wdopodobieñstwa te s¹ 
sko ryg owa ne po przez wi edzê na te mat rozk³adu  czês -
toœci ge notypów w ba dan ej po pul acji oraz po przez dzia -
³anie in nych przy czyn (ry cina 6). Wo bec po wy¿szego
wi adomoœæ dla po lic ji o cha rakt erze oper acy jnym jest
w przy padku ge not ypu 151/151 ra czej sta nowc za: „na -
pastn ik po win ien mieæ ciem nor udy lub rudy ko lor w³o -
sów”. 

Inne in form acje, kt óre mo ¿na uz yskaæ dz iêki anal izie
sie ci bay esows kiej, wy nik aj¹ z tak zwa nego kie runku
dia gnos tyczne go. Je¿ eli do sie ci wpro wad zimy info rma -
cjê, ¿e dana osoba ma ciem nor udy ko lor w³osów,  wów -
czas pr awdopodobieñstwo, ¿e po siada ona ge not yp
MC1R 151/151 jest ró wne 1%; ¿e po siada ona ge not yp

151/160 jest ró wne oko³o 34%; 160/160 – 17% itd.
(ry cina 7). Oc zyw iœcie ten kie run ek wnio skow ania jest
nieu ¿yte czny w prak tyce s¹do wej. 

Skon struo wana sieæ mo¿e zost aæ bez tru du roz bud o -
wa na, jeœ li dos têp ne bêd¹ do datk owe in form acje. Na
przyk³ad, gdy uzys kamy wied zê na te mat wp³ywu in nych
ge nów na ko lor w³osów, zo stan ie to wy kor zyst ane do
roz szer zenia do tychc zaso wej wie dzy na te mat czyn ni -
ków istotn ych w tej kwe stii. Utwor zony mo del ja sno
przed staw ia pro bab ili sty czne war toœ ci oraz przy czyn owe 
zale ¿noœ ci pomi êdzy hi pot eza mi a ma ter ia³em do wod o -
wym. Mo del sie ci bay esows kich jest w sta nie pom óc
bieg³emu w ocen ie naj bard ziej praw dop odo bnych st a -
nów ka¿d ego z dowo dów po uwzg lêd nie niu zna nego
(„pew nego”) do wodu i po zwala na prze prow adz enie pro -
bab ili sty cznej anal izy nast êpuj¹cych po tem os zacowañ.
Co wi êcej, dz iêki sie ci bay esows kiej mo¿ na okr eœliæ ten
dow ód, któ ry bêd zie mia³ naj wiêks zy wp³yw na ostat ecz -
ne ustal enia. 

Na tur alnie, mimo istotn ych za let, ist niej¹ rów nie¿
pew ne ogran icz enia w sto sow aniu mo delu sie ci bay e -
sows kich. Taki mo del wy maga su biekt ywnej oceny przy
wy znac zaniu zwi¹zków przy czyn owy ch oraz przy for -
mu³owan iu wstê pnych za³o¿eñ. Za tem dwaj eks perci
dys pon uj¹cy tym sa mym ma ter ia³em do wod owym mog¹
zn ale Ÿæ ró ¿ne roz wi¹za nia, co spo wod owa ne bêd zie ich
ró¿ nym su biekt ywnym po dejœc iem do tego sa mego pro -
blemu. Na przyk³ad ocena czês toœci geno typów oraz ró¿ -
nych kolo rów w³osów zo sta³a prze prow adz ona na
pod staw ie anal izy ma ter ia³u po bran ego od 390 osób, ale
na le¿y pa miêt aæ, ¿e pr óba ta mo¿e nie byæ re prez enta tyw -
na dla ca³ej po pul acji. Dla tego wiêc, za nim stwo rzony
mo del sie ci bay esows kiej zo stan ie za stos owa ny do  ruty -
no wych ba dañ s¹do wych, na le¿y po przez dal sze ba dan ia
po dni eœæ si³ê wnio skow ania oraz dok³adno œæ stwo rzon e -
go mo delu sieci. 

Przed staw ione ob lic zenia pro wad zone w ra mach
stwo rzo nej sie ci bay esows kiej pro wad zono w oparc iu
o wy niki uzys kane dla próby po pul acy jnej z re gionu Pol -
ski po³udniow ej. Uzys kane nie dawno dane na te mat
 zmiennoœci genu MC1R w po pul acji z te renu Li gur ii
(W³ochy) wy kaza³y ob ecn oœæ 13 he ter ozy got z³o¿ ony ch
R/R i nie oczek iwa nie za led wie w dw óch przy padk ach
taki ge not yp zwi¹zany by³ z ru dym ko lor em w³osów. Au -
tor zy t³umacz¹ to zja wis ko dzia³aniem in nych ge nów,
 któ re mog¹ ma skowaæ wp³yw al leli R genu MC1R i w ten 
sp osób pr owa dziæ do ni skiej cz êstoœci fe not ypu RHC
w tej po pul acji [15]. Opub liko wane dane maj¹ jed nak
istotne zna czen ie dla ge net yki s¹do wej, gdy¿ wy kaz uj¹,
¿e st opi eñ pe wno œci prze wid ywa nia fe not ypu RHC jest
bar dzo zal e¿ny od pró by po pul acy jnej. Ca³a pro ced ura
anal izy nie znan ej pró bki po winna za tem za czynaæ siê od
zde fin iowa nia jej po pul acji Ÿród³owej. Po ta kich ustal e -
ni ach prze wid ywa nie fe not ypu RHC mog³oby zo staæ
prze prow adz one z uzys kani em od pow iedni ej pe wno œci.
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Na le¿y wresz cie braæ pod uwagê fakt, ¿e na pastn ik mo¿e
ch cieæ um yœlnie wp rowad ziæ w b³¹d or gany pro wadz¹ce
do chod zenie i za farb owaæ w³osy.

4. Uwagi koñc owe

Prze prow adz one doœw iadc zen ia wy kaza³y, ¿e  zapro -
jektowana me toda po zwala na szyb kie i sku teczne prze -
wid ywa nie wyst êpo wan ia ru dego ko loru w³osów na
pod staw ie anal izy œlad ów bio log iczny ch. Jed noc zeœnie
test ten po zwala na oznac zanie p³ci. Zop tym ali zow ana
me toda mo¿e poza ge net yk¹ s¹dow¹ zn ale Ÿæ ró wni e¿ za -
stos owa nie w in nych dzie dzin ach wie dzy, na przyk³ad
w der mat olo gii. Oprac owa na sieæ bay esows ka przed sta -
w ia w for mie gra ficzn ej zwi¹zki pom iêdzy uzys kany mi
wy nik ami i po zwala na wnio skow anie co do ko loru w³o -
sów osoby sta nowi¹cej Ÿród³o pró bki po bran ej z miej sca
prze stêpstwa. Stwo rzona sieæ po zos taje otwarta na prze -
wid ywa nie ko lejn ych cech po przez ba dan ia ge net yczne.

Podziêkowanie
Pro jekt by³ fi nans owa ny ze œr odków przy znan ych przez Mi -
nis terst wo Eduk acji i Na uki w Pol sce, gran ty o nu mer ach
0 T00C 018 29 i 0 T00C 028 29.     
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