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Abstract

Detection and identification of human body fluids represent very important aspects of forensic biology, since in the case of
numerous offences, a firm determination of the DNA source (e.g. semen, saliva, epithelium) rather than establishing the DNA
profile alone is of great significance. The presently employed routine methods are insufficient: there are no specific tests con-
firming the presence of saliva, vaginal secretions, menstrual blood or azoospermic semen. mRNA profiling, or identification
and detection of body fluids based on the presence of tissue-specific transcripts is a new, promising technique of biological fluid
identification. The method is universal, may be specific, and detection of several biological fluids can be simultaneous thanks
to the use of multiplex PCR. To date, several dozen mRNA markers characteristic for numerous body fluids have been identi-
fied. The present review paper provides a summary of current knowledge on mRNA profiling for the purpose of biological fluid

identification.
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1. Introduction

Detection and identification of human biological
fluids, such as blood, semen, saliva, vaginal secretions,
menstrual blood, urine and sweat, represent highly
important forensic biology analyses. In numerous of-
fences, determination of a DNA source rather than es-
tablishing a DNA profile alone is of great significance.
The profile of a victim’s DNA from the clothing of
a perpetrator has an entirely different probative value
when DNA originates from the epithelium (sudoral and
fatty substance) as compared to the situation where it
is possible to demonstrate that the source of DNA is
vaginal secretions of the victim. The presence of the
victim’s epithelium may bear no relation whatsoever
to the crime, while the presence of vaginal secretions

definitely does. Similarly, the presence of peripheral
blood may have a completely different significance as
compared to the presence of menstrual blood, in the
same way as the presence of saliva versus the presence
of semen. In such situations, it becomes necessary to
find a sound and unambiguous solution to such a prob-
lem through identification of the type of biological
substance and by the same token determination of the
more probable version of events. In legal proceedings,
a proper and reliable determination of the source of
isolated DNA is essential and an error in identification
may result in grave legal consequences.
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2. Methods of biological fluid identification

Numerous tests, both preliminary and specific,
are employed in identification of particular biologi-
cal fluids. Unfortunately, specific detection is possible
solely for blood and semen. Identification of blood is
based on immunochromatographic assays with anti-
hemoglobin A or anti-glycophorin A monoclonal an-
tibodies (e.g. HemCheck, Hexagon Obti Test, RSID-
Blood), microscopy, spectrometric tests, and previ-
ously microcrystalline tests. The most reliable method
of semen identification is sperm cell visualization;
immunochromatic tests detecting the presence of se-
menogelin (RSID-Semen) and prostate-specific antigen
(PSA) (e.g. Hexagon PSA, OneStep ABAcard) are
also popular. PSA tests, however, are not fully specific
in view of the presence of small amounts of the protein
in biological fluids other than semen [26, 30]. On the
other hand, we lack specific tests confirming the pres-
ence of saliva, vaginal secretions, menstrual blood and
azoospermic semen, the latter being increasingly com-
mon in males. Only preliminary (non-specific) tests
are employed, such as tests detecting salivary amylase
activity or presence (e.g. Phadebas, RSID-Saliva) and
periodic acid Schiff (PAS) staining for detection of
vaginal secretion and the presence of glycogen-rich
cells [26, 30].

The presently employed methods of identification
of human biological fluids are insufficient not only in
view of their frequent lack of specificity, but also in
the aspect of the high sensitivity of methods of DNA
amplification. No universal method is available that
would identify various biological fluids. Another prob-
lem is the destructive character of numerous prelimi-
nary tests, especially when the amount of evidentiary
material is scant [9, 10].

Investigations carried out over the past few years
have resulted in considerable progress in identification
of biological fluids. Of particular interest is a detection
technique based on the presence in biological evidence
of mMRNA molecules specific for given tissues. The pa-
per is focused on this issue, aiming at systematizing
and summing up the present body of knowledge.

3. Messenger RNA and procedures employed
in MRNA analysis

mRNA (messenger ribonucleic acid) is a single
strand nucleic acid involved in transcription and trans-
lation processes. It provides a matrix for protein syn-
thesis. A typical mammalian cell contains 10-30 pg of
total RNA, of which only 1-5% is mRNA. Asingle cell

contains approximately 360,000 mRNA molecules,
which constitute 12,000 different transcripts that dif-
fer in their percentage representation in the general
mRNA pool. While DNA is identical in each cell of an
organism, the mRNA profile demonstrates what genes
are expressed and what proteins are synthesized [1].

The method of biological fluid identification
through mRNA profiling takes advantage of the fact
that cells present in various biological fluids show spe-
cific patterns of gene expression and they synthesize
proteins in characteristic amounts. The method is very
sensitive owing to the use of amplification (PCR) and
is also specific thanks to the unique pattern of gene
expression for cells and organs with various functions
[22, 24]. RNA analysis has the following steps: RNA
isolation, reversed transcription, quantification, repli-
cation of particular transcripts and detection of ampli-
cons.

Numerous methods of RNA isolation, as well as
simultaneous RNA and DNA isolation have been de-
scribed. Thanks to such coisolation, loss of material
may be avoided, which is of importance in the case of
small traces, where DNA profiling is a priority. These
include organic methods [2, 3], commercially avail-
able kits (e.g. AllPrep DNA/RNA Kit, Qiagen), as well
as modifications of commercial kits [8]. Obviously,
isolation of RNA alone is much simpler. Publications
from the field of forensic genetics most commonly re-
fer to RNeasy-type kits (Qiagen) [17, 18, 19, 32] or
organic methods [22, 29] based on the Chomczynski
protocol [11]. Commercial Kits based on RNA affinity
to silica (Qiagen) or coated magnetic beads (Ambion)
are a faster, more sensitive and safer alternative to or-
ganic methods, yet — contrary to the latter — they do
not allow for unlimited RNA recovery.

The average yield of total RNA from blood and sa-
liva stains with a volume of 50 pl is several hundred
nanograms, whereas 1 pg RNA is obtained from a se-
men stain with a volume of 50 pl and almost 70 pg
RNA from a vaginal smear [29].

A significant problem in the course of RNA isola-
tion is its low stability resulting from the presence of
ribonucleases (RNases) that are difficult to inactivate.
For this reason all buffers and vessels that come into
contact with isolation are subjected to diethylpyrocar-
bonate (DEPC) activity, which inactivates the enzymes.
Commercially available Kits include RNase-free buff-
ers and probes, which greatly facilitates work.

Following isolation, RNA is subjected to reversed
transcription and the thus produced cDNA is ampli-
fied in the presence of primers specific for selected
genetic markers. For this purpose, both end-point PCR
[13, 18, 22, 29], and real-time PCR [5, 18, 23, 24, 27]
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TABLEI. mRNA MARKERSEMPLOYED IN IDENTIFICATION OF BIOLOGICAL FLUIDSIN FORENSIC GENETICS
Blood Menstrual Blood origi- Saliva
blood nating from
pregnant
woman
SPTB ALOX5AP C5R1 (C5a MMP11 hPL STATH (Stath- SPRR1A
(B-spectrin) (Arachidonate  receptor) [33]  (Matrix metal-  (Placental lac-  erin) [6] (Small proline-
[22] 5-lipoxygen- loproteinasell) togen) [15] rich protein A)
ase-activating ~ CASP1 (Cas- [4, 29] HTN3 [33]
PBGD (Por- protein) [33] pase 1) [33] BhCG (Cho- (Histatin 3)
phobilinogen MMP7 (Matrix rionic gonado-  [21] SPRR3
deaminase) AMICA1 MNDA metalloprotein-  trophin) [15] (Small proline-
[22] (Adhesion mol-  (Myeloid cell ase 7) [4, 5, 23] HTN1 rich protein 3)
ecule, interacts  nuclear dif- (Histatin 1) [33]
HBA (Hemo-  with CXADR  ferentiation MMP10 (Ma- [19]
globin alpha antigen 1) [33] antigen) [33] trix metallopro- KRT4
locus 1) [24] teinase 10) [5, PRB1-3 (Keratin 4) [33]
AQP9 (Ag- NCF2 (Neu- 23] (Basic salivary
HBB (Hemo- uaporin 9) [33]  trophil cytosol proline-rich KRT6A (Kera-
globin beta) factor 2) [33] proteins 1-3) tin 6A) [33]
[18] ARHGAP26 [21]
(GRAF) [33] CD3G KRT13 (Kera-
ALAS?2 (Eryth- (Gam- PRB4 tin 13) [33]
roid 3-ami- C1QR1 (Ciq mapolypeptide) (Basic salivary
nolevulinate receptor 1) [33] [17] proline-rich
synthase) [23] protein 4)
GlycoA [12]
(Glycophorin
A) [13]
Semen Seminal fluid  Vaginal secre- Sweat Skin Reference genes
tions
PSA (KLK) TGM4 (Trans- HBD1 (Human DCD CDSN Ribosomal pro- TEF (Tran-
(Prostate spe-  glutaminase4)  beta-defensin (Dermicidin) (Cor- tein S15 [22] scription elon-
cific antigen) [13] 1) [28] neodesmosin) gation factor
[12, 24] [22] [31] ACTB (B-actin) 1a) [13]
[21]
PRM1 MUC4 (Mucin LOR UCE
(Protamine 1) 4) (Loricrin) GAPDH (glyc-  (Ubiquitin
[6] [22] [31] eraldehyde- conjugating
3-phosphate enzyme) [13]
PRM?2 ESR1 (Estro- KRT9 dehydrogenase)
(Protamine 2) gen receptor 1) (Keratin 9) [18, 22] G6PDH (glu-
[6] [12] [31] cose 6-phos-
18SrRNA[18, phate dehydro-
SEMG1 and Lactobacillus 24] genase) [13]
SEM2 (Seme- crispatus
nogelin 1 and [14]
2) [12, 27]
Lactobacillus
gasseri
[14]

reactions have been postulated. Real-time PCR allows
for more quantitative determination of the transcript,
which may be of significance when certain markers
appear in fluids other than theoretically specific for
a given marker due to contaminations, e.g. haemo-
globin A (HBA) in saliva in bleeding gums or mucin 4
(MUCA4) in sperm if the donor has recently had sexual
intercourse [24]. Moreover, some investigators believe

real-time PCR to be a method that is 40 times more
sensitive as compared to end-point PCR [24], while
others claim that the sensitivity of both techniques is
comparable [17]. For detection of amplification prod-
ucts of end-point PCR, both gel electrophoresis [21,
29] and capillary electrophoresis [13, 18, 22, 25] have
been advocated; at present, the latter is increasingly
common, especially in view of its advantages, such as
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ease of performing the analysis and interpreting the
results, automation and no requirement of using dan-
gerous reagents.

4. Currently employed and proposed mRNA
markers and methods of their detection

To date, several dozen mRNA markers character-
istic for particular biological fluids and for skin have
been identified. Table I lists MRNA markers proposed
to be employed in identification of given biological
fluids. Nevertheless, not all the listed markers are fully
specific. Their routine employment in medico-legal
practice still requires detailed investigations with em-
phasis put on specificity and sensitivity of detection.

One of the earliest papers presenting opportunities
afforded by mRNA profiling in forensic genetics was
published by Bauer and Patzelt. The authors described
mRNA markers characteristic of menstrual blood: met-
alloproteinases (MMP) [4], and of semen: protamines
(PRM1 and PRM2) [6]. In turn, Juusola and Ballan-
tyne confirmed that biological stains contain mMRNA in
a sufficient amount and of sufficient quality to allow
for amplification and analysis on agarose gels, and de-
scribed markers that might be used in identification of
saliva: statherin (STATH), histatin 3 (HTN3), as well
as proline-rich proteins (PRB1, PRB2, PRB3). The
authors also demonstrated that the house-keeping-
type gene transcripts: ribosomal protein S15, GAPDH
and B-actin are present in saliva, semen and in blood,
and thus may serve as reference genes [21]. Soon af-
terwards the same group of investigators developed
an octaplex end-point PCR reaction for detection of
blood, saliva, semen and vaginal secretion. In order
to minimize the risk of false results, two genes with
independently regulated expression were replicated
for each biological fluid: SPTB and PBGD for blood,
HTN3 and STATH for saliva, PRM1 and PRM2 for
semen and HBD1 and MUC4 for vaginal secretions.
The sensitivity of the method ranged from <200 pg
RNA for semen to 12 ng for vaginal secretions. When
MMP7-specific primers were included in the octa-
plex, a nanoplex was developed to identify five bio-
logical fluids, with expression of MMP-7, MUC-4 and
HBD-1 observed in menstrual blood, while SPTB and
PBGD in menstrual blood were detected solely by the
gene monoplexes [22].

Another method of transcript amplification is real-
time PCR, proposed by such researchers as Nuss-
baumer et al. [24]. The presence or absence of a mark-
er in the investigated sample is determined based on
the value of dCt, which is the difference between the

threshold cycles of the investigated gene and refer-
ence gene. The threshold cycle (Ct) of each gene is the
number of the cycle in which the fluorescence signal
generated through amplification of the gene exceeds
the determined threshold value. Reactions were devel-
oped for detection of HBA (blood), PSA (semen) and
MUC4 (vaginal secretions), and the reference gene for
these reactions was 18S rRNA. Inasmuch as HBA and
PSA were specifically detected both in fresh and in 10-
day old stains, MUC4 was characterized by higher sta-
bility and was also seen in fresh saliva samples [24].

In 2007, Juusola and Ballantyne also described
real-time PCR reactions employed respectively in
detection of blood (ALAS2, SPTB, GAPDH), saliva
(HTN3, STATH, GAPDH), semen (PRM1, PRM2,
GAPDH) and menstrual blood (MMP7, MMP10,
GAPDH). Following normalization of reactions for
house-keeping genes and markers, the authors made
an assumption that dCt > 0 denoted positivity, while
dCt < 0 — negativity. The value of dCt was achieved
by subtracting the mean value of Ct for the biological
fluid gene from the mean value of Ct of the reference
gene. Thanks to incorporation of two genes character-
istic for given biological fluids to each triplex, the spe-
cificity of real-time PCR was increased. The authors
also noted the importance of controlling the amount of
isolate subjected to reversed transcription, since false
positive results might be generated [23].

Other markers were proposed by Fang et al. The
authors selected 110 potential tissue-specific markers,
including SEMG1/2 (semenogelin), TGM4 (trans-
glutaminase 4) and PSA for semen, ESR1 (estrogen
receptor 1) for vaginal secretions and PRB4 for saliva
[12]. One of these markers was employed by Sakurada
et al., who used real-time PCR to replicate STATH,
HTNS3 for saliva and PRM2, SEMG1 for semen, dem-
onstrating the above markers to be highly specific
[27].

Screening studies of human nuclear genome car-
ried out by Zubakov et al., employing micromatrices
and aimed at selection of the most specific and stable
transcripts allowed for identification of further new
markers characteristic for saliva (SPRR1A, SPRR2A,
KRT4, KRT6A, KRT13) and blood (ALOX5AP, AM-
ICAL, AQP9, ARHGAP26, C1QR1, C5R1, CASP1,
MNDA, NCF2) [32]. As the authors report, the mark-
ers may be successfully determined in stains as old as
16 years (blood) and 6 years (saliva) [33]. An mRNA
marker characteristic for sweat — dermicidin (DCD) -
was also identified; it is characterized by high specifi-
city and is stable in stains that are 7 days old at the min-
imum [28]. In turn, markers identified for skin include
corneodesmosin (CDSN), loricrin (LOR) and keratin
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9 (KRT9), which are stable in 6-month old fingerprints
[31]. As markers of blood originating from pregnant
women, one may use human placental lactogen (hPL)
and human chorionic gonadotropin (BhCG), although
the latter is detected only by the mid-third trimester of
pregnancy. It is possible that a simultaneous analysis
of both these fragments may in future be helpful in as-
sessing the advancement of pregnancy [15].

A particularly significant problem is posed by
identification of vaginal secretions (including men-
strual blood) and azoospermic semen, since there are
no specific, classic methods of identification for these
biological fluids. The end-point PCR multiplex devel-
oped by Juusola and Ballantyne extended to include
the marker of menstrual blood [22] and replicating
HTN3, STATH (saliva), PBGD, SPTB (blood), PRM1,
PRM2 (semen), HBD1, MUC4 (vaginal secretion) and
MMP7 (menstrual blood) was described by Patel and
Peel in 2008, who confirmed the high specificity of the
markers. To a large extent, the authors concentrated on
possibilities afforded by the method in identification of
vaginal secretions and menstrual blood, observing sig-
nificant inter-sample differences in the level of marker
expression and lack of correlation between marker ex-
pression and menstrual cycle. While MUC4 is a good
marker in detection of vaginal secretions, HBD1 may
produce false negative results and MMP7 may escape
detection in females on hormonal contraceptives [25].
Haas et al. also focused on this problem; the inves-
tigators extended the above multiplex to include the
menstrual blood marker MMP11 and described anoth-
er reaction employed in detection of blood, menstrual
blood and vaginal secretions, amplifying the follow-
ing markers: SPTB, PBGD, MMP7, MMP11, HBD1
and MUCA4. In menstrual blood, the presence of mark-
ers characteristic for all the three biological fluids may
be expected, while metalloproteinases 7 and 11 may
be present in vaginal secretions throughout the entire
cycle, but its highest concentration is noted between
day 1 and day 4 [18].

Another PCR end-point multiplex described by
Fleming et al. is a reaction that detects GlycoA (blood),
MMP11 (menstrual blood), HTN3 (saliva), STATH
(saliva), PRM2 (spermatozoa), TGM4 (seminal fluid)
and TEF, G6PDH, UCE (house-keeping genes). Owing
to employment of a prostate-specific marker, which is
present in seminal fluid and absent in spermatozoa, the
authors were able to identify seminal fluid in stains
with a volume as small as 1 pl [13]. In detection of
vaginal secretions, the same authors employed profil-
ing of RNA originating from bacteria colonizing the
female genital tract [14], rejecting HBD1 and MUC4
in view of their possible presence in saliva [24, 27].

Intergenic spacer regions 16S-23S rRNA of Lactoba-
cillus crispatus and Lactobacillus gasseri were found
to be present in vaginal secretions of adolescent girls,
women at child-bearing and menopausal age, as well
as in post-hysterectomy women and female tobacco
smokers. The authors suggested that antibiotic therapy
should not affect test results either, but this thesis re-
quires further studies. Bacterial primers were success-
fully incorporated into the previously described multi-
plex, thus creating an undecimplex [14].

5. Types of employed reference genes

Apart from analysis of markers themselves, reac-
tion normalization and control is of significance; this
objective is achieved by genes that are always ex-
pressed in all tissues (house-keeping genes). To this
end, when studying mRNA of particular proteins, the
following transcripts are employed: ribosomal protein
S15, B-actiny, GAPDH, TEF, UCE and 18SrRNA [6,
13, 21, 24]; however, they differ with respect to spe-
cificity and variability of expression level in various
biological fluids. Thus, when comparing expression of
B-actin, GAPDH and S15 in various biological fluids,
it appears that GAPDH amplification is characterized
by the highest variability and the lowest sensitivity
[29]. GAPDH may also escape detection in saliva,
unlike 18S rRNA [18]. B-actin is indicated by Visser
et al. [31] as the best reference gene among several
genes that are commonly employed (B-actin, GAPDH,
B2M, PPIB, UBC). Summing up information on vari-
ous MRNAs of reference genes described to date in
the above-mentioned publications, it seems that S15
and B-actin are the most promising, and in order to
increase the reliability of results, two or even three dif-
ferent control genes should be amplified [29, 31].

6. Stability and sensitivity of known markers

Despite the commonly believed theory about the
low stability of mMRNA, mRNA markers have been de-
tected in biological stains as old as 15 or 16 years [7,
33], but most likely such situations are exceptional.
Depending on the MRNA sequence, stability may dif-
fer and it is unclear why certain mMRNAs are degraded
at a slower rate, while degradation of others is much
faster. To give an example, in 6-year-old saliva and
semen stains stored in a dry and dark place, STATH,
PRM2, and SEMG1 were detectable, while HTN3 was
not [27]. Other authors reported that stains stored in
a dry, dark place for several years did not show any
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decrease in transcript level [18, 27]. In turn, exposure
of samples to various environmental conditions (rain,
humidity, light, ultraviolet rays) results in a prompt
degradation of RNA [27, 29]. Samples exposed to
environmental effects but protected from rain yielded
a sufficient amount of RNA for analysis after maxi-
mally 7 days for saliva and semen, 30 days for blood,
and 180 days for vaginal secretions. Exposure to rain
resulted in shortening the time to 1 day for saliva,
7 days for semen, 3 days for blood and vaginal secre-
tions. PRM 2 was not detected as early as after 1 day
[29].

The sensitivity of mRNA profiling by end-point
PCR and real-time PCR is comparable to the sensitivi-
ty of classic methods [18, 19]. Transcripts for STATH,
HTN3, PRM2 and SEMG1 were detected even in
0.1 pl of saliva and semen, which is comparable to the
sensitivity of such tests as RSID SALIVA and SER-
ATEC PSA; however, RSID SALIVA is less sensitive
in the case of older stains (6 years) as compared to
MRNA profiling [27]. Multiplex sensitivity (minimal
amount of total RNA added to reversed transcription
reaction) is similar to the sensitivity of monoplexes for
given genes and may range from 160 pg to 12 ng, de-
pending on the marker [21, 22].

7. Specificity of known markers

Despite promising preliminary results for marker
specificity, the issue requires in-depth analysis. After
further analyses, some markers described as specific
proved to produce false positive results. However, one
should not confuse lack of specificity with contamina-
tions, e.g. urine contaminated with semen or saliva and
vaginal secretions contaminated with blood, which ob-
viously may occur [17, 18]. For a test to be regarded as
fully specific, it must produce a positive result solely
in the presence of a human biological fluid. Investiga-
tions of human specificity of markers present in the
multiplex described by Fleming et al. demonstrated
that all the markers were specific, excluding histatin
and statherin, which were also found in orangutan
saliva [13]. Another important issue is the specificity
of a marker among human biological fluids. The de-
scribed markers as a rule fulfil the requirement, yet
the issue should undoubtedly be treated with caution,
since for example MUC4 and HBD1 (vaginal secre-
tion markers) may also be present in saliva [24, 27].

8. Summary and future prospects

MRNA profiling is a promising, modern technique
of human biological fluid identification. Apart from
specificity and sensitivity, another advantage of the
method is ease of analysis. The latter is supported by
the fact that 15 out of 16 laboratories participating in
the EDNAP (European DNA Profiling Group) organ-
ized project were capable of isolating RNA from dry
blood stains in spite of the fact that the majority of labs
lacked experience in RNA analysis [16].

In the nearest future, RNA profiling may become
a popular method employed in identification of bio-
logical fluids, especially in the case of mixtures and
fluids that to date lack effective identification meth-
ods. New markers are constantly being described,
thanks to which this branch of knowledge continues
to develop. An interesting alternative to mRNA is the
use of microRNA (miRNA) markers in identification
of biological fluids. miRNA, whose function in the
cell is controlling gene expression, may — similarly
to MRNA — be tissue-specific and their length within
the range of 20-30 nucleotides makes them function
better when analyzing degraded material [20, 34]. Al-
though at present mRNA profiling is the focus of inter-
est of forensic geneticists who are searching for new
methods of biological fluid identification, the future of
this specialty may belong to miRNA.
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PROFILOWANIE mRNA DO IDENTYFIKACJI PLYNOW
BIOLOGICZNYCH W GENETYCE SADOWEJ

1. Wprowadzenie

Wykrywanie i identyfikacja ludzkich ptynéw biolo-
gicznych takich jak np. krew, nasienie, $lina, wydzieli-
na z drég rodnych, krew miesigczkowa, mocz i pot sa
bardzo waznymi analizami z zakresu biologii sagdowe;j.
W przypadku wielu przestepstw bardzo istotne jest usta-
lenie zrédta DNA, a nie tylko sam jego profil. Zupetnie
inng warto$¢ dowodowa bedzie mial profil DNA ofiary
na odziezy sprawcy, gdy pochodzi on z naskorka (sub-
stancja potowo-tluszczowa), a inny, gdy uda si¢ wyka-
za¢, ze zrodtem DNA jest wydzielina z drog rodnych
ofiary. Obecnos¢ naskorka ofiary moze nie mie¢ zadnego
zwigzku z przestepstwem, a obecnos¢ wydzieliny z drog
rodnych bezwzglednie tak. Podobnie obecnos¢ krwi ob-
wodowej moze mie¢ zupelie inne znaczenie niz krwi
menstruacyjnej, a obecnos$¢ §liny inne niz nasienia. W ta-
kich sytuacjach konieczne staje si¢ pewne i jednoznaczne
rozstrzygnigcie tego problemu poprzez zidentyfikowanie
rodzaju substancji biologicznej i tym samym ustalenie,
ktora wersja jest bardziej prawdopodobna. Wiasciwe
i pewne rozpoznanie zrodta izolowanego DNA w poste-
powaniu sagdowym jest konieczne, a blad identyfikacji
moze nie$¢ za sobg powazne konsekwencje prawne.

2. Metody identyfikacji ptynéw biologicznych

Istnieje wiele testow, zarowno wstepnych jak i swoi-
stych, ktore wykorzystywane sa do identyfikacji poszcze-
golnych ptynéw biologicznych. Niestety, specyficznie
mozna wykrywac jedynie krew oraz nasienie. Do iden-
tyfikacji krwi stosuje si¢ testy immunochromatograficz-
ne z monoklonalnymi przeciwciatami przeciwko hemo-
globinie A lub glikoforynie A (np. HemCheck, Hexagon
Obti Test, RSID-Blood), mikroskopig, testy spektrome-
tryczne, a niegdy$ mikrokrystaliczne. Najpewniejsza
metoda identyfikacji nasienia jest wizualizacja plemni-
kéw, popularne sa takze testy immunochromatograficz-
ne na obecnos$¢ semenogeliny (RSID-Semen) i antygenu
specyficznego dla prostaty (PSA) (np. Hexagon PSA,
OneStep ABAcard). Testy na obecno$¢ PSA nie sg jednak
w pelni specyficzne ze wzglgdu na obecno$¢ niewielkich
ilosci tego biatka w innych niz nasienie ptynach ustrojo-
wych [26, 30]. Brak jest natomiast specyficznych testow
potwierdzajacych obecnosé §liny, wydzieliny z drég rod-
nych, krwi menstruacyjnej i nasienia azoospermicznego,
coraz czgdciej wystgpujacego u mezezyzn. Stosuje si¢
jedynie testy wstepne (nieswoiste), takie jak testy do wy-
krywania $liny na aktywnos$¢ lub obecno$¢ amylazy (np.

Phadebas, RSID-Saliva) i test do wykrywania wydzieliny
z drog rodnych kobiety z PAS (ang. periodic acid Schiff
reagent) na obecno$¢ komoérek bogatych w glikogen [26,
30].

Obecnie stosowane metody identyfikacji ludzkich
ptynéw biologicznych sa niewystarczajace, nie tyl-
ko ze wzgledu na czesty brak specyficznosci, ale takze
w aspekcie wysokiej czutosci metod powielania DNA.
Nie ma uniwersalnej metody identyfikacji réznych pty-
now biologicznych. Problemem jest tez destrukcyjny
charakter wielu testow wstepnych, szczegodlnie, gdy ilo§¢
materiatu dowodowego jest niewielka [9, 10].

Badania prowadzone w ciagu ostatnich lat przyniosty
znaczny postep dziedzinie identyfikacji ptynéw biolo-
gicznych. Na szczegdlng uwage zastuguje technika de-
tekcji w oparciu o obecnos¢ w sladzie biologicznym spe-
cyficznych dla danych tkanek czasteczek mRNA. Temu
zagadnieniu poswigcona jest niniejsza praca majaca na
celu usystematyzowanie i podsumowanie dotychczaso-
wej wiedzy, a takze przyblizenie polskiemu czytelnikowi
powyzszej tematyki.

3. Matrycowy RNA i procedury jego analizy

MRNA (matrycowy kwas rybonukleinowy) to jed-
noniciowy kwas nukleinowy zaangazowany w procesy
transkrypcji i translacji. Jest matrycg dla syntezy biatek.
Typowa komorka ssaka zawiera 10-30 pg catkowitego
RNA, z czego zaledwie 1-5% to mRNA. W pojedynczej
komoérce znajduje si¢ okoto 360 000 czasteczek mRNA
stanowigcych 12 000 réznych transkryptow rdznia-
cych si¢ udziatem procentowym w ogolnej puli mRNA.
Podczas gdy DNA w kazdej komoérce organizmu jest
takie samo, profil mRNA pokazuje, jakie geny ulegaja
ekspres;ji i jakie biatka sg syntezowane [1].

Metoda identyfikacji ptynéw biologicznych poprzez
profilowanie mRNA wykorzystuje fakt, ze komorki
obecne w r6znych ptynach biologicznych wykazuja spe-
cyficzny wzor ekspresji genow i syntezuja biatka w cha-
rakterystycznych dla nich ilo$ciach. Metoda ta jest bar-
dzo czuta dzigki zastosowaniu amplifikacji (PCR) i spe-
cyficzna dzigki unikalnemu wzorowi ekspresji genow
dla komorek i organéw o réznych funkcjach [22, 24].
Na analize¢ RNA sktadaja si¢ nastgpujace etapy: izolacja
RNA, odwrotna transkrypcja, pomiar ilosci, powielanie
okreslonych transkryptoéw i detekcja amplikonow.

Istnieje wiele opisanych metod izolacji RNA, a takze
jednoczesnej izolacji RNA i DNA. Dzig¢ki takiej koizola-
cji mozna unikna¢ strat materiatu, co jest istotne w przy-
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padku niewielkich sladow, kiedy profilowanie DNA jest
priorytetem. Sg to metody organiczne [2, 3], zestawy ko-
mercyjnie (np. AllPrep DNA/RNA kit, Qiagen), a takze
modyfikacje komercyjnych zestawoéw [8]. Oczywiscie
latwiejsza jest izolacja samego RNA. W publikacjach
z dziedziny genetyki sadowej najczgs$ciej wymienia-
ne sg zestawy typu Rneasy (Qiagen) [17, 18, 19, 32]
lub metody organiczne [22, 29] oparte na protokole
Chomczynskiego [11]. Komercyjne zestawy oparte na
powinowactwie RNA do zt6z krzemionkowych (Qiagen)
lub optaszczonych kuleczek magnetycznych (Ambion)
sa szybsza, czulsza i bardziej bezpieczng alternatywa dla
metod organicznych, jednak w przeciwienstwie do nich
nie pozwalaja na nieograniczony odzysk RNA.

Srednio uzyskuje si¢ kilkaset nanograméw catkowi-
tego RNA z plam krwi i §liny o objgtosci 50 pl, 1 pg RNA
z plamy nasienia o obj¢tosci 50 pl i niemal 70 ng RNA
z wymazu z drég rodnych [29].

Istotnym problemem podczas izolacji RNA jest jego
niska stabilno$¢ wynikajaca z obecno$ci trudnych do
inaktywowania RNaz (rybonukleaz). Z tego wzgledu
wszystkie bufory i naczynia majace stycznos¢ z izolacja
sa poddawane dziataniu DEPC (ang. diethylpyrocarbo-
nate, eter dietylowy kwasu piroweglowego), ktory inak-
tywuje te enzymy. Komercyjne zestawy zawieraja bufory
i probéwki wolne od RNaz, co znacznie ulatwia prace.

Poizolacji RNA jest poddawany odwrotnej transkryp-
cji, a powstate w ten sposdb cDNA podlega amplifikacji
w obecnoéci starterow specyficznych dla wybranych
markerow genetycznych. W tym celu proponowano za-
rowno reakcj¢ end-point PCR [13, 18, 22, 29], jak i PCR
w czasie rzeczywistym [5, 18, 23, 24, 27]. PCR w cza-
sie rzeczywistym daje mozliwo$¢ bardziej ilo§ciowego
oznaczania transkryptu, co moze by¢ istotne, gdy niekto-
re markery pojawiaja si¢ w innych niz teoretycznie spe-
cyficzne dla nich plyny ze wzgledu na zanieczyszczenie,
np. hemoglobina A (HBA) w $linie w przypadku krwa-
wienia dziaset lub mucyna 4 (MUC4) w nasieniu, jesli
dawca niedawno odbyl stosunek seksualny [24]. Ponadto
niektorzy badacze uwazaja PCR w czasie rzeczywistym
za nawet czterdziesci razy czulszg metod¢ niz end-point
PCR [24], a inni dowodzg, ze czuto$¢ obu technik jest po-
rownywalna [17]. Do wykrywania produktéw amplifika-
cji end-point PCR proponowano zaréwno elektroforeze
zelowa [21, 29], jak i kapilarng [13, 18, 22, 25]; obecnie
ta druga metoda jest coraz bardziej rozpowszechniona
szczegolnie ze wzgledu na jej zalety, takie jak tatwos¢
przeprowadzenia i interpretacji wynikow, automatyza-
cja, a takze brak koniecznosci uzycia niebezpiecznych
odczynnikow.

4. Uzywane i proponowane markery mRNA oraz
metody ich wykrywania

Jak dotad zidentyfikowano kilkadziesigt markerow
mRNA charakterystycznych dla poszczegdlnych ptynow
biologicznych, a takze dla skory. Tabela I przedstawia
zestawienie markeréw mRNA proponowanych do iden-
tyfikacji okreslonych ptynow biologicznych. Nie wszyst-
kie jednak wymienione markery sa w pelni specyficzne.
Rutynowe stosowanie ich w praktyce medyczno-sadowe;j
wymaga jeszcze szczegdlowych badan z wyraznym naci-
skiem potozonym na specyficzno$¢ i czuto$¢ detekeji.

Jedna z najwczesniejszych prac o mozliwosciach,
jakie niesie profilowanie mRNA w genetyce sadowej,
opublikowali Bauer i Patzelt. Opisali oni markery mRNA
charakterystyczne dla krwi menstruacyjnej: metalopro-
teinazy (MMP) [4] i dla nasienia: protaminy (PRM1
i PRM2) [6]. Z kolei Juusola i Ballantyne potwierdzili,
ze w plamach biologicznych znajduje sic mRNA w wy-
starczajacej jakosci i ilosci do amplifikacji i analizy na
zelach agarozowych oraz opisali markery mogace stuzy¢
do identyfikacji $liny: stateryn¢ (STATH), histatyne 3
(HTN3), a takze biatka bogate w proliny (PRB1, PRB2,
PRB3). Wykazali rowniez, ze transkrypty gendow typu
house-keeping: biatka rybosomalnego S15, GAPDH
i B-aktyny sa obecne zarowno w $linie, nasieniu jak
i krwi, a wigc moga stuzy¢ za geny referencyjne [21].
Wkrétce ta sama grupa naukowcow stworzyta oktaplek-
sowg reakcje end-point PCR do wykrywania obecnosci
krwi, $liny, nasienia i wydzieliny z drog rodnych. W celu
zminimalizowania ryzyka powstania wynikow falszy-
wych powielano po dwa geny o niezaleznie regulowa-
nej ekspresji dla kazdego plynu biologicznego: dla krwi
SPTB i PBGD, dla $liny HTN3 i STATH, dla nasienia
PRM1iPRM2 oraz dla wydzieliny z drog rodnych HBD1
i MUCA4. Czulo$¢ metody wahala si¢ od <200 pg RNA
dla nasienia do 12 ng dla wydzieliny z drég rodnych. Po
dotaczeniu do oktapleksu primeréw specyficznych dla
MMP7 stworzono nanopleks do identyfikacji pieciu pty-
now biologicznych, przy czym we krwi menstruacyjnej
obserwowano ekspresjc MMP7, MUC4 i HBDI1, nato-
miast SPTB i PBGD w krwi menstruacyjnej wykrywano
tylko za pomoca monopleksoéw dla tych genow [22].

Drugim sposobem amplifikacji transkryptu jest
PCR w czasie rzeczywistym, proponowany m.in. przez
Nussbaumer i in. [24]. Obecno$¢ lub brak markera w ba-
danej probie stwierdza si¢ na podstawie wartosci dCt,
ktora jest roznicg wartosci cyklu progowego dla badanego
genu i genu referencyjnego. Cykl progowy (Ct) dla kaz-
dego genu to numer cyklu, w ktérym sygnat fluorescencji
wygenerowany poprzez amplifikacje tego genu przekra-
cza ustalong warto$¢ progowa. Opracowano reakcje do
wykrywania HBA (krew), PSA (nasienie) i MUC4 (wy-
dzielina z drég rodnych kobiety), a genem referencyjnym
dla tych reakcji byt 18S rRNA. Podczas gdy HBA i PSA
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byly specyficznie wykrywane zaréwno w §wiezych, jak
i 10-dniowych plamach, MUC4 miat mniejszg stabilnos¢
i pojawial si¢ takze w $wiezych probkach §liny [24].

Juusola i Ballantyne w 2007 r réwniez opisali reak-
cje PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania odpo-
wiednio: krwi (ALAS2, SPTB, GAPDH), §liny (HTN3,
STATH, GAPDH), nasienia (PRM1, PRM2, GAPDH)
i krwi menstruacyjnej (MMP7, MMP10, GAPDH). Po
normalizacji reakcji dla gendw house-keeping i marke-
row autorzy zatozyli, ze dCt > 0 oznacza wynik pozy-
tywny, a dCt < 0 wynik negatywny. Wartos¢ dCt otrzy-
mywano, odejmujac $rednig wartos¢ Ct dla genu plynu
biologicznego od $redniej wartoéci Ct genu referencyj-
nego. Dzigki wlaczeniu dwoch gendow charakterystycz-
nych dla danych ptynéw biologicznych do kazdego tri-
pleksu, zwigkszono specyficzno$¢ metody PCR w czasie
rzeczywistym. Stwierdzono takze, ze bardzo wazne jest
kontrolowanie ilosci izolatu poddawanego odwrotne;j
transkrypcji, gdyz moze to prowadzi¢ do powstawania
wynikow falszywie pozytywnych [23].

Inne markery zostaly zaproponowane przez Fang
i in. Wyselekcjonowali oni 110 potencjalnych markeréw
tkankowo-specyficznych, wérod nich SEMG1/2 (seme-
nogelina), TGM4 (transglutaminaza 4) i PSA dla nasie-
nia, ESR1 (receptor estrogenu 1) dla wydzieliny z drég
rodnych i PRB4 dla §liny [12]. Jeden z nich zostat wy-
korzystany przez Sakurada i in., ktérzy za pomoca PCR
w czasie rzeczywistym powielali STATH, HTN3 dla
sliny i PRM2, SEMGT1 dla nasienia, wykazujac wysoka
specyficznos¢ wymienionych markerow [27].

Badania screeningowe ludzkiego genomu jadrowe-
go, przeprowadzone z uzyciem mikromacierzy przez
Zubakov 1 in., a majace na celu wyodrebnienie najbar-
dziej specyficznych i stabilnych transkryptow, pozwolity
wyloni¢ kolejne nowe markery charakterystyczne dla $li-
ny (SPRR1A, SPRR2A, KRT4, KRT6A, KRT13) i krwi
(ALOX5AP, AMICA1, AQP9, ARHGAP26, C1QR1,
C5R1, CASP1, MNDA, NCF2) [32]. Markery te, jak
podaja autorzy, moga by¢ z powodzeniem oznaczane
nawet w 16-letnich (krew) i 6-letnich plamach ($lina)
[33]. Wytypowany zostat takze marker mRNA charak-
terystyczny dla potu — dermicydyna (DCD), ktéry wy-
kazuje wysoka specyficzno$¢ i jest stabilny w minimum
7-dniowych plamach [28]. Z kolei dla skory wytypowano
korneodesmozyng (CDSN), lorykryng (LOR), keratyne 9
(KRT9), ktore sa stabilne w 6-miesigcznych odciskach
palcéw [31]. Jako markery krwi kobiety cigzarnej moze
stuzy¢ laktogen tozyskowy (hPL) i gonadotropina kos-
méwkowa (BhCG), chociaz BhCG jest wykrywana tylko
do potowy trzeciego trymestru cigzy. Istnieje mozliwos¢,
ze analiza obu tych fragmentéw jednoczesnie moze
w przysztosci by¢ przydatna do oceny stopnia zaawan-
sowania cigzy [15].

SzczegOlnie istotnym problemem jest identyfikacja
wydzielin z drog rodnych kobiety (w tym krwi miesigcz-

kowej) oraz nasienia pozbawionego plemnikéw, gdyz dla
tych ptynéw w ogodle nie ma swoistych, klasycznych me-
tod identyfikacji. Rozbudowany o marker krwi menstru-
acyjnej multipleks end-point PCR Juusola i Ballantyne’a
[22] powielajacy: HTN3, STATH (slina), PBGD, SPTB
(krew), PRM1, PRM2 (nasienie), HBD1, MUC4 (wy-
dzielina drég rodnych), MMP7 (krew miesigczkowa),
zostat opisany przez Patel i Peel w 2008 r., ktore po-
twierdzity wysoka specyficznos¢ tych markeréw. W du-
zej mierze skupity si¢ one na mozliwosciach metody do
identyfikacji wydzieliny z drog rodnych kobiety i krwi
menstruacyjnej, stwierdzajac duze roéznice w poziomie
ekspresji markerow dla tych ptynéw pomigdzy probkami
oraz brak korelacji pomigdzy ekspresja markerow a cy-
klem menstruacyjnym. Podczas gdy MUC4 jest dobrym
markerem do detekcji wydzieliny z drég rodnych, HBD1
moze dawa¢ wyniki falszywie negatywne, a MMP7
moze nie by¢ wykrywany u oséb stosujgcych antykon-
cepcje hormonalng [25]. Na tym problemie skupili si¢
takze Haas i in., ktorzy rozszerzyli powyzszy multipleks
o marker krwi miesigczkowej MMP11 oraz opisali druga
reakcj¢ do wykrywania krwi, krwi miesigczkowej i wy-
dzieliny z drég rodnych, amplifikujagc markery: SPTB,
PBGD, MMP7, MMP11, HBD1 i MUC4. W krwi mie-
sigczkowej nalezy si¢ spodziewaé obecnos$ci markerow
charakterystycznych dla wszystkich tych trzech ptynow
biologicznych, a metaloproteinazy 7 i 11 moga by¢ obec-
ne w wydzielinie z drog rodnych przez caty okres cyklu,
lecz w najwigkszym st¢zeniu w dniach od 1 do 4 cyklu
[18].

Kolejny opisany przez Fleming i in. multipleks end-
point PCR to reakcja wykrywajaca GlycoA (krew),
MMPI11 (krew miesigczkowa), HTN3 (slina), STATH
($lina), PRM2 (plemniki), TGM4 (ptyn nasienny) oraz
TEF, G6PDH, UCE (geny house-keeping). Dzigki za-
stosowaniu markera specyficznego dla prostaty, a wigc
obecnego w ptynie nasiennym, a nie w plemnikach, au-
torzy mogli identyfikowac ptyn nasienny juz w $ladach
o objetosci 1 pl [13]. Ci sami autorzy do wykrywania
wydzieliny z drég rodnych zastosowali profilowanie
RNA bakterii bytujacych w drogach rodnych kobiet [14],
odrzucajagc HBD1 i MUC4 ze wzgledu na ich mozliwe
wystepowanie w $linie [24, 27]. Stwierdzono, Ze regio-
ny ISR (ang. intergenic spacer region) 16S-23S rRNA
laseczek Lactobacillus crispatus i Lactobacillus gasseri
sa obecne w wydzielinie z drog rodnych dziewczat, ko-
biet w wieku rozrodczym i postmenopausalnym, a takze
kobiet po histerektomii i palaczek. Autorzy sugeruja, ze
przyjmowanie antybiotykow takze nie powinno wply-
wac na wynik testu, lecz ta teza wymaga dalszych badan.
Primery bakteryjne zostaty z powodzeniem wlaczone do
wczesniej opisanego multipleksu, co stworzyto jedena-
stopleks [14].
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5. Rodzaje uzywanych genéw referencyjnych

Oprécz analizy samych markeréw istotna jest norma-
lizacja 1 kontrola reakcji, do czego stuza geny ulegajace
ekspresji we wszystkich tkankach (ang. house-keeping
genes). W tym celu przy badaniu mRNA poszczeg6lnych
biatek wykorzystywane sa transkrypty: biatka ryboso-
malnego S15, B-aktyny, GAPDH, TEF, UCE i 18SrRNA
[6, 13, 21, 24], roznig si¢ jednak one specyficzno$cia
oraz zmienno$cig poziomu ekspresji pomiedzy réznymi
ptynami biologicznymi. I tak, przy poréwnaniu ekspresji
B-aktyny, GAPDH i S15 w r6znych ptynach biologicz-
nych, okazuje si¢, ze amplifikacja GAPDH wykazuje naj-
wigkszg zmiennos$¢ i najmniejsza czutosé [29]. GAPDH
moze takze nie by¢ wykrywana w $linie, w przeciwien-
stwie do 18S rRNA [18]. B-aktyna jest wskazywana jako
najlepszy gen referencyjny sposréd kilku czgsto stoso-
wanych (B-aktyna, GAPDH, B2M, PPIB, UBC) przez
Visser iin. [31]. Podsumowujac informacje o réznych
MRNA genéw referencyjnych dotychczas opisywanych
w powyzszych publikacjach, wydaje si¢, ze S15 1 B-ak-
tyna sg najbardziej obiecujace, a dla zwickszenia wia-
rygodnosci wynikow powinno si¢ amplifikowaé dwa,
a nawet trzy rozne geny kontrolne [29, 31].

6. Stabilnos$¢ i czulo$¢ znanych markerow

Pomimo obiegowej teorii mowigcej o matej stabil-
no$ci mRNA, markery mRNA wykrywano nawet w 15-
i 16-letnich plamach biologicznych [7, 33], ale praw-
dopodobnie sa to wyjatkowe sytuacje. W zaleznosci od
sekwencji mRNA, stabilno$¢ moze réznié si¢ i nie jest
zupehie jasne, czemu niektore mRNA degraduja si¢ wol-
niej, a inne szybciej. Np. w 6-letnich plamach $liny i na-
sienia przechowywanych w suchym i ciemnym miejscu,
STATH, PRM2, SEMG1 byly wykrywane, ale HTN3 juz
nie [27]. Inni autorzy donosza, ze plamy przechowywane
przez kilka lat w suchym, ciemnym miejscu nie wyka-
zuja spadku poziomu transkryptu [18, 27]. Z kolei eks-
pozycja probek na rozne warunki $rodowiska (deszcz,
wilgotno$¢, swiatto, promienie UV) powoduje szybka
degradacje RNA [27, 29]. Probki narazone na wpltyw
srodowiska, ale chronione przed deszczem, daly wystar-
czajacg ilos¢ RNA do analizy maksymalnie po 7 dniach
dla $liny i nasienia, 30 dniach dla krwi i 180 dniach dla
wydzieliny z drég rodnych. Ekspozycja na deszcz skro-
cita ten czas do 1 dnia dla $liny, 7 dni dla nasienia, 3 dni
dla krwi i wydzieliny z drég rodnych. PRM 2 nie byla
wykrywana juz po 1 dniu [29].

Czuto$¢ profilowania mRNA za pomocg end-point
PCR i PCR w czasie rzeczywistym jest porownywalna
do czulosci metod klasycznych [18, 19]. Transkrypty
STATH, HTN3, PRM2 i SEMG1 wykrywano nawet
w 0,1 pl $liny i nasienia, co jest porbwnywalne z czutos-

cig takich testow, jak RSID SALIVA i SERATEC PSA,
jednak RSID SALIVA jest mniej czuty w przypadku star-
szych plam (6 lat) niz profilowanie mRNA [27]. Czulos¢
multipleksow (minimalna ilo$¢ catkowitego RNA doda-
wana do reakcji odwrotnej transkrypcji) jest podobna do
czutosci monopleksow dla danych genéw i moze wahac
si¢ od 160 pg do 12 ng w zalezno$ci od markera [21,
22].

7. Specyficzno$¢ znanych markeréw

Pomimo obiecujacych wstgpnych wynikow doty-
czacych specyficznosci markerow wymaga ona jeszcze
poglebionej analizy. Niektore z markeréw opisywanych
jako specyficzne, po dalszej analizie okazaly si¢ dawac
wyniki falszywie pozytywne. Nie nalezy jednak myli¢
braku specyficznosci z zanieczyszczeniem np. moczu
nasieniem albo $liny i wydzieliny z drég rodnych krwia,
ktére moze oczywiscie wystapic [17, 18]. Aby test mogt
by¢ uznany za w pelni specyficzny, musi dawa¢ wynik
pozytywny tylko w obecnosci ludzkiego ptynu biologicz-
nego. Badania specyficznosci dla czlowieka markerow
obecnych w multipleksie opisywanym przez Fleming
iin. wykazaly, ze wszystkie markery sg specyficzne za
wyjatkiem histatyny i stateryny, ktore byty obecne row-
niez w $linie orangutana [13]. Druga zasadniczg kwestia
jest specyficznos¢ markera wsrod ludzkich ptyndéw bio-
logicznych. Opisywane markery z reguly spetniaja ten
warunek, jednak z pewnos$cia kwesti¢ t¢ nalezy trakto-
wac ostroznie, gdyz np. MUC4 i HBD1 (markery wy-
dzieliny z drég rodnych kobiety) moga wystepowac row-
niez w §linie [24, 27].

8. Podsumowanie i perspektywy na przysztos¢

Profilowaniec mRNA jest obiecujgca, nowoczesng
technika identyfikacji ludzkich ptynéw biologicznych.
Wisrdd zalet tej metody, obok specyficznos$cei i czulosci,
nalezy wymieni¢ rowniez latwo$é analizy. Swiadczy
oniej fakt, ze 15 z 16 laboratoriow bioracych udziat
w projekcie organizowanym przez EDNAP (European
DNA Profiling Group) byto w stanie wyizolowac 1 wy-
kry¢ RNA z suchych plam krwi, pomimo ze wigkszos¢
laboratoriow nie miata do$wiadczenia w analizie RNA
[16].

W niedalekiej przysztosci profilowanie RNA moze
sta¢ si¢ popularng metoda stosowang do identyfikacji
ptynow biologicznych, szczegdlnie w przypadkach mie-
szanin oraz ptynéw, dla ktérych obecnie nie ma sku-
tecznych metod identyfikacji. Wcigz opisuje si¢ nowe
markery, dzieki czemu ta dziedzina wiedzy nieustannie
si¢ rozwija. Ciekawg alternatywa dla mRNA jest zasto-
sowanie markeréw mikroRNA (miRNA) do identyfika-
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cji plynow biologicznych. miRNA, stuzace w komorce
do kontroli ekspresji genow, podobnie jak mRNA, moga
by¢ tkankowo specyficzne, a ich dlugos¢ rzedu 20-30
nukleotydéw sprawia, ze lepiej sprawdza si¢ przy ana-
lizie zdegradowanego materiatu [20, 34]. Cho¢ obecnie
profilowanie mRNA znajduje si¢ w centrum zaintereso-
wania genetykow sagdowych, szukajacych nowych metod
identyfikacji plynéw biologicznych, przysztosé tej dzie-
dziny moze naleze¢ wtasnie do miRNA.
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