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Abstract

The paradigm accepted in the process of identification (both positive and negative) in forensic genetic research is the stability of
the system of genetic polymorphism regardless of the type of biological substance collected. However, forensic expert practice
indicates that there are situations in which donors of such material have modified DNA profiles (due to various factors). Accord-
ingly, a comparison of the DNA profiles of evidence and reference material can lead to significant interpretative problems, and
in extreme cases this may lead to an erroneous outcome of the identification process. The purpose of this article is to summarize

current knowledge about possible DNA modifications that are important for the identification process.
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1. Introduction

Polymorphic micro-satellite (short tandem repeat
— STR) sequence analyses using the PCR technique
may allow us to conclude that there are no differenc-
es between systems of polymorphic features of given
evidence and reference material, which is interpreted
as strong evidence in support of a hypothesis of the
common origin of the analysed samples. This analyt-
ical technique is used to establish that individuals are
related (e.g. to prove paternity), to identify corpses or
human remains (Roewer, 2013), and to identify indi-
viduals. Analysis of STR-type systems is a method
that is well-known (both on the theoretical and practi-
cal level) and fast, and (only) requires standard equip-
ment in the genetic laboratory. The use of this analyt-
ical technology allows you to obtain a test result from

a small amount of degraded biological material that
has been secured during a visual inspection of a crime
scene. Taking into account the strengths and precisely
defined weaknesses of this method, the obtained re-
sults of determinations of STR-type systems are reli-
able and of key significance for law enforcement and
the judiciary.

Forensic genetics is based on the assumption that
donors of biological material are people in whom the
DNA profile is unchangeable and identical regardless
of the type of biological substance donated (Jeffreys,
Wilson, Thein, 1985). However, scientific research
and laboratory practice have shown that there are
a number of internal (individual) and external (envi-
ronmental) factors which, by acting on the DNA se-
quence, may significantly influence the interpretation
of obtained results. In such situations, a comparison
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of the features of the evidence and reference materi-
al may lead to wrong conclusions, which in extreme
cases result in an incorrect result of the identification
process (Pelotti et al., 2007).

This paper presents selected biological factors that
modify the DNA profile in polymorphic genetic sys-
tems of the STR type. Their selection was based on
the analysis of published reports in the field of forensic
practice. Although the presented disturbances are rare,
they are a potential cause of errors in the interpretation
of test results and forensic identification.

2. Variability — of microsatellite sequences —
modifying DNA profiles

2.1. Molecular causes of variability

2.1.1. Mutations

Mutations are changes in the deoxyribonucle-
ic acid sequence of organisms, which are caused by
natural errors during its replication process, as well as
by the action of physical and chemical factors. Struc-
tural changes in DNA caused by replication errors or
induced by external factors are frequent and consti-
tute pre-mutational changes. If they are not removed
during the repair process, they may lead to mutational
changes after the next replication cycles. Thanks to the
existence of a multi-level repair system, mutational
phenomena for STR systems occur in vivo at a rate of
3 x 103 (Kayser, de Knijff, 2011).

Mutational variability, which directly modifies
DNA profiles, is important for forensic genetic analy-
ses of STR systems. Changes in the body’s systems of
polymorphic features are caused by:

Point mutations, which concern a change in an
individual base

Among point mutations, the most important are:
transitions (consisting in incorporating by polymer-
ase of a non-complementary purine base into a purine
occurring in the matrix chain); transversions (consist-
ing in incorporating a non-complementary pyrimidine
base into a purine occurring in the matrix chain — or
a purine into a pyrimidine); deletions (consisting in
losing a single base), insertions (consisting in incor-
porating an additional base). In the process of individ-
ual identification, point mutations are important when
they concern PCR primer binding regions (Leibelt et
al., 2003).

Larger mutations relating to longer DNA
sequences

From a practical point of view, the most important
are: deletions (consisting in the loss of a larger frag-
ment of the DNA sequence), insertions (consisting in
the incorporation of additional bases originating from
another part of chromosomes), rearrangements (con-
sisting in a change in the position of DNA segments
within introns and exons; Brown, 2018).

Mutations of the CNV type (copy number variation/
variants)

Copy number variation consists in an increase or
decrease in the number of copies in DNA segments
in compared genomes. CNVs can occur in the form
of both deletions and insertions. Most of the varia-
tion of this type is complex rearrangements resulting
from multiple insertions, deletions or inversions of
gene fragments (Marcinkowska-Swojak, Koztowski,
2011). CNV contributes to the occurrence of triallelic
patterns, or silent alleles (Balding, Steele, 2015).

Dynamic mutations

These consist in multiplying the number of repeats
of a motif composed of two, three, four and — much
less frequently — five nucleotides in a DNA sequence.
The most probable cause of occurrence of this type of
mutation is the phenomenon of polymerase slippage
during DNA replication. Incorrect functioning of the
enzyme leads to lengthening or shortening of the repet-
itive motif — the enzyme omits or incorporates a single
segment depending on whether the slippage occurred
on the template strand or on the daughter strand. Anal-
ysis of dinucleotide STR sequences has shown that
polymerase regularly moves away from the duplicated
strand during amplification. Trinucleotide repeats are
less prone to enzyme “slippage” (Kashi, King, 2006),
and tetra and penta units show resistance to such rep-
lication errors. Dynamic mutations concern both re-
gions in genes and non-coding sequences which are
characterized by polymorphism in terms of the num-
ber of repeats of a given motif.

Large genomic arrangements of the disomy type

A factor responsible for changes in the length of
STR sequences may be the process of DNA recom-
bination occurring during meiosis (crossing-over). In
the case of repetitive areas, homologous sequences are
inaccurately paired and DNA fragments of unequal
length are exchanged, causing one of the alleles to
lengthen (Amos, Sawcer, Feakes, Rubinstein, 1996).
As a consequence, some of the alleles present in the
mother and father will not appear in the DNA profile
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of the offspring, which does not necessarily indicate
the absence of kinship (Butler, 2006).

2.1.2. Mutagens

Mutagenesis is a natural phenomenon and contrib-
utes to the existence of variability in populations. This
is a rare phenomenon that occurs once in about 107
incorporated bases. The frequency of spontaneous mu-
tation increases when cells are exposed to the action of
physical or chemical factors.

Physical mutagens

High energy ionising radiation (X-rays, y-rays)
contributes to DNA particle damage, which consists
of breaking off of a single or double helix strand, mod-
ification of nitrogenous bases (purine or pyrimidine)
attached to deoxyribose, and the formation of cross-
links within one or two DNA strands and within nucle-
ar proteins and DNA (Hasegawa, Yoshioka, Yoshioka,
1997). Nucleic acids are characterized by significant
resistance to the action of this physical factor (Niem-
cunowicz-Janica et al., 2007).

Chemical mutagens

Mutations are induced especially by compounds
that are structurally similar to the bases found in DNA.
As a result of imprecise polymerase action and due
to chemical similarities between bases and their ana-
logues, the latter can be built into the DNA sequence
during the replication process. The resulting mutations
are the result of altered pairing of bases.

Another example of chemical mutagens is inter-
calating compounds, which interfere with the process
of DNA replication by penetrating between adjacent
base pairs in the double stranded helix. Intercalation
of such a chemical compound into the double helix
causes adjacent base pairs to move slightly away from
each other, which results in a disorder of replication
consisting in incorporating an additional single nucle-
otide at the intercalation site.

2.1.3. Microsatellite instability of cancer cells

One of the features of cancer cells is their genet-
ic instability, which manifests itself in the following
changes:

— cytogenetic: in the form of an increased number of
breakages and numerical and structural aberrations
of chromosomes (chromosomal instability CIN),

— molecular: microsatellite instability (MSI) is
a change in allele length caused by an increase or
decrease in the number of nucleotide repeats, al-
lelic instability — loss of heterozygosity (LOH) is
a deletion of one out of two studied alleles,

— epigenetic — instability resulting from incorrect
methylation of DNA, rearrangement of chromatin
structure and changes in histone protein structure.

Interpretation problems in identification tests most
often result from loss of heterozygosity. This is an al-
lelic instability, which manifests itself in a partial loss
(at least 20%) of one of the alleles of DNA of cancer
tissue, compared to a reference profile of the same per-
son. The aberration occurs during replication or in the
course of errors during post-replication DNA repair
(Strand, Prolla, Liskay, Petes, 1993). Damage to the
DNA repair system results in the inability to remove
point mutations arising during preparations for cell di-
vision during interphase. As a result, the number of
mutations increases by 100-700 times as compared to
cells with an efficient DNA repair system (Wierzbicki
et al., 2010).

Instability is determined by analyzing microsatel-
lite sequences in relation to markers which are charac-
terized by heterozygosity, i.e. they differ in the length
of the repeated sequence of the maternal and paternal
allele (Tomlinson, Lambros, Roylance, 2002).

When interpreting the results of genetic tests, spe-
cial care should be taken in cases where only histo-
pathological preparations are available for testing. The
impossibility of verifying the determined profile by
comparing the results with the system of polymorphic
features obtained from another type of tissue may lead
to the formulation of erroneous conclusions. If loss of
heterozygosity or instability of the microsatellite se-
quence has occurred during the cancer transformation
process, it is possible that different forms of the do-
nor’s genetic profile may occur, ranging from a system
of features corresponding to the mixture (Li, Xie, Wu,
2014) to a different genotype (in the case of MSI) or
total disappearance of one of the alleles (in the case of
LOH, Butler, 2006). Experimental studies show that
the frequency of LOH and MSI phenomena in a single
locus is sufficiently high for these phenomena to be
observed in expert opining practice, but such changes
in many STR loci are very rare and the probability of
the occurrence of a completely different genetic pro-
file is negligible (Pepinski et al., 2009).

2.1.4. Errors during cell division

Disturbances in the process of meiotic and mitot-
ic divisions significantly affect forensic identification.
One example of disturbances in chromosome segre-
gation during cell division processes is uniparental
disomy. As a result of an error during the division pro-
cess in diploid cells of the body, homologous chromo-
some pairs are present, which originate from only one
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instead of both parents (Engel, 1980). The literature

describes four molecular mechanisms that cause this

effect (Kotzot, Utermann, 2005).

— The first relates to irregularities at early stages of
the first meiotic division. Nondisjunction (failure of
chromosomes to separate properly during meiosis)
results in the formation of gametes possessing an
additional chromosome or gametes with a missing
chromosome. When, during fertilisation, such an
abnormal gamete unites with a normal reproductive
cell originating from the other parent, a zygote with
a trisomy of chromosomes is formed. The defence
mechanism of the resulting organism is the random
loss of one of the chromosomes of the zygote in
order to preserve the body’s diploid state (trisomy
rescue). Inaccuracy of the repair process may lead
to the elimination of the chromosome originating
from the parent whose gamete was normal, and to
the leaving of two copies of genetic material from
the other parent (unreduced gamete). As a conse-
quence, the descendant will inherit biological mate-
rial from only one parent.

— The second mechanism concerns an error in the
gametogenesis process: during meiotic division
and segregation of genetic material in a reproduc-
tive cell originating from one of the parents, there
will be no copy of a specific chromosome. During
the fertilisation process, this abnormal gamete will
unite with a normal reproductive cell originating
from the other parent. As a result of fertilization,
a monosomic zygote will be created. A repair mech-
anism will be triggered, this time involving duplica-
tion of the entire chromosome (monosomic rescue).
As a result of the repair, a diploid organism will be
created, which has two chromosomes originating
from only one of the parents.

— The third cause of uniparental disomy is the pro-
cess of fertilization by two abnormal gametes re-
sulting from nondisjunction. One has two copies of
the same chromosome; the other has no copy of the
chromosome. As a result of the fertilisation process,
a zygote with two homologous chromosomes will
be formed, but the chromosomes will only come
from one of the parents. This cause of uniparental
disomy is very rare, because a necessary condition
is for two abnormal gametes to unite in the fertiliza-
tion process (gamete complementation).

— The last in the catalogue of errors that lead to unipa-
rental disomy is an anomaly in the mitotic division
of a zygote (directly after the fertilization process,
post-fertilization error), consisting in the abnormal
separation of sister chromatids in the anaphase of
the mitosis process. The nondisjunction of sister

chromatids may result from too early shrinkage of

the contractile ring composed of microfilaments.

Furthermore, a similar effect may be engendered by

a disturbance in the process of joining of the mitotic

spindle to the kinetochores of the chromosome. For

example, cells with monosomy in a pair of homol-
ogous chromosomes will exist in the body, which
will undergo endoduplication in the repair system.

As a result of the repair process, the cells will have

the correct number of chromosomes, but one of the

pairs will contain genetic material from only one of
the parents.

Variation in non-coding regions, which due to poly-
morphism are the basis for individual identification,
usually does not have an effect on changes in proteins
and thus on the functioning of the body. It also does
not manifest in visible phenotypic changes. An expert
in the field of genetic tests must therefore, right from
the beginning of analysis of test results, assume that
such a process could have taken place. In the case of
attempting to establish kinship, failure to take into
account the above described aberrations can lead to
a false conclusion.

3. Interpretation of results and drawing
conclusions

A characteristic feature of microsatellite sequences
is their susceptibility to mutations. This means that it
is necessary to take into account random changes dur-
ing the process of forensic identification. Mutational
variation in STR sequences consists in changes in the
number of repeats of a repetitive unit, both by increas-
ing and decreasing the size of alleles by one or many
repetitions (Sun et al., 2012). It is also possible to have
incomplete repetitions or point mutations (Ederveen,
Lai, van Dreil, Gerats, Peters, 2015).

3.1. Mutations of longer DNA sequences

3.1.1. Y allele loss in amelogenin locus (deletion)

As aresult of mutagenesis, deletion of a fragment of
the Y chromosome in males may occur within the gene
that codes proteins forming dental enamel (Sulivan,
Mannucci, Kimpton, Gill, 1993). According to liter-
ature data, the frequency of this deletion is not high,
amounting to about 6 out of 30,000 studied men in the
Austrian population (Steinlechner, Berger, Niederatat-
ter, Parson, 2002). In forensic genetic tests, this DNA
sequence is used to establish the gender of a donor of
biological material. In the case of deletion of a frag-
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ment of DNA, to which PCR primers attach, no peak
corresponding to the Y chromosome will appear on an
electrophoretic image. In such a situation, the expert
may incorrectly determine the gender of the individ-
ual. This is especially dangerous when the procedural
authority commissioning the genetic tests has not pro-
vided comparative material. An erroneous conclusion
in an expert opinion in which it is stated that female
DNA has been isolated from a sample of evidence
material and a profile has been defined may guide
law enforcement agencies towards seeking a woman
as the real perpetrator of the given crime. Analysis of
an electropherogram may not provide a basis for as-
certaining a mutation of this type. The morphology of
electrophoretic peaks and their height do not indicate
the influence of stochastic effects. In this situation,
a detailed analysis of the results of RT-PCR is neces-
sary. The use of reagents detecting genes located on
the X and Y chromosome provides information on the
gender of the donor of the biological material — such
information should be compared with the DNA pro-
file. If in the course of RT-PCR, the presence of a gene
located on the Y chromosome is detected, but on the
DNA profile printout there is no peak showing the Y
chromosome in the amelogenin locus, this means that
the donor of the biological material was a man. The
second way to avoid erroneous determination of gen-
der is to use PCR kits which contain, in addition to the
amelogenin marker, at least one system located on the
Y chromosome. Thanks to this, an expert, analysing
a genetic profile in which s/he has not ascertained the
presence of a signal from the Y chromosome and at the
same time has obtained a PCR product in a polymor-
phic system located on the Y chromosome, can be sure
that the biological material originates from a man, and
that the lack of a signal in the Y position is caused by
a mutation.

3.2. Mutations at the PCR primer binding site

3.2.1. Loss of the X allele at the amelogenin locus
(transition)

If this phenomenon concerns biological material
originating from a man, then only a Y allele is visible
at the amelogenin locus on an electropherogram. If the
biological material originates from a woman, then no
PCR product signal will be visible at this locus. The
irregular system of polymorphic features is the result
of mutation consisting in the exchange of nucleotide
C for T in the nucleotide sequence of binding of one
of the PCR primers (Shewale, Richey, Sinha, 2000).
Lack of complementarity causes PCR primers not to

bind, which will interfere with the correct course of
the DNA amplification reaction. The frequency of
such mutation events for the Polish population has
been defined at the level of 1 in 5534 men (Maciejew-
ska, Pawtowski, 2009).

Another reason for a lack of signal for the X allele
at the amelogenin locus is the rare but natural popu-
lation polymorphism also within the primer binding
sequence during the PCR reaction. Complete elimina-
tion of this phenomenon is not possible in spite of the
fact that PCR reagent kits contain additional reaction
primers with a modified sequence. From the point of
view of the expert these types of anomalies are easy to
discern. Marker X occurs in both women and men, and
thus its absence will not cause incorrect gender iden-
tification. After detection of such an artefact, it would
be beneficial to test the sample using a set of reagents
dedicated to determination of X chromosome poly-
morphism.

3.2.2. The phenomenon of DNA allele loss (drop-
out) in heterozygous systems (deletion)

Loss of alleles is often observed in forensic genet-
ic analyses. There are two types of this phenomenon.
The first is loss of one of the alleles in a heterozygous
system (allelic drop-out), whilst the second is loss of
all alleles in a defined locus (locus drop-out; Butler,
2014). The main causes of occurrence of these phe-
nomena are an insufficient amount or inappropriate
quality of genetic material. DNA degradation (consist-
ing in the cutting of nucleic acid fragments into short-
er segments) results in longer sequences not being
amplified. Insufficient concentration of DNA or con-
tamination with PCR inhibitors also contribute to the
occurrence of stochastic effects. The lack of a signal
originating from alleles in a locus may indicate lack
of genetic variation within conservative sequences, to
which primers in the PCR bind. Nucleotide substitu-
tion will prevent PCR primers from binding (Butler,
2011). An experienced expert is able to define the
causes of allele loss on the basis of an electrophero-
gram. If the cause is the presence of a mutation, then
there is no positive correlation between the length of
the studied fragment and the probability of marker
drop-out. Furthermore, the morphology of electropho-
retic peaks is correct, their heights achieve the right
values, and the heights of the signals of short and long
fragments of DNA are similar to each other. The in-
ter- and intra-locus balancing parameters are also at
an acceptable level. Determination of the cause of the
phenomenon of allele loss is significant from the point
of view of statistical assessment of the obtained result.

Problems of Forensic Sciences 2018, vol. 113, 5-25
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If it is caused by mutational variation, and not by DNA
quality, application of standard programmes for sta-
tistical analysis is not advisable. The algorithm used
for statistical calculations implemented in these pro-
grammes assumes that the phenomenon of allele loss
is caused by stochastic (random) effects, and not by
mutational factors, whose probability of occurrence is
estimated by other methods (Haned, 2011). In order to
calculate the probability of alternative hypotheses in
the case of allele loss caused by mutation, the expert
should ascribe a neutral value (1) to this system, which
means that the alternative hypotheses are equally likely.

3.3. Variation of the CNV type
Triallelic pattern in DNA profiles originating
from one person (duplication)

In forensic practice, experts may encounter DNA
profiles in which they observe the occurrence of three
alleles at one or several loci, if the analysed genetic
markers are situated on the same chromosome (Free-
man et al. 2006). Replication of DNA sequences is
caused by duplications of a fragment or of the whole
chromosome, deletions, somatic mutations or mo-
saicism (Crouse, Rogers, Amiott, Gibson, Masibay,
1999). The occurrence of the triallelic pattern in fo-
rensic investigations is underestimated in the opinion
of the authors. In the case of the analysis of a single
locus, this phenomenon occurs extremely rarely, but
when a set of reagents containing 15 polymorphic
genetic systems is used for DNA profile determina-
tion, the trilallelic pattern appears in approximately
1 in 1000 tested samples (Butler, 2014). An analysis
of 5964 DNA profiles in Belgium revealed the pres-
ence of one trilallelic pattern at locus D8S1179 and
two at locus D18S51 (Mertens et al., 2009). The ten-
dency in forensic examinations to use sets of reagents
containing an increasing number of polymorphic STR
systems (even as many as 20) causes this phenomenon
to be observed more and more often. Duplication of
chromosomes or parts of chromosomes also applies to
sex chromosomes.

A triallelic pattern in a sample taken from evidence
material may significantly influence the inference pro-
cess. The sample may be misclassified as a mixture of
DNA (especially if an additional third allele appears
in several genetic systems). Two types of triallelic
patterns have been distinguished. In the first one, the
sum of the heights of the two smaller electrophoret-
ic peaks of DNA is approximately equal to the val-
ue of the third one. In the second type, all three al-
leles are characterised by a similar height (Clayton,
Guest, Urguhart, Gill, 2004). Studies indicate that the

first type of triallelic pattern is much more frequent.
The triallelic pattern is the result of the inheritance of
two chromosomes or a fragment of a second chromo-
some from one of the parents (Rolf, Wiegand, Brink-
mann, 2002). During a paternity test in a child in the
D3S1358 system, the triallelic pattern 17/18/19 was
obtained. A sample of biological material from the
mother (at the same locus her genotype is 15/17) and
from the child’s grandfather (from the alleged father’s
side) were provided for comparison. At this locus, the
grandfather also had a triallelic pattern of 15/18/19.
The father of the child inherited a diploid system from
his father, which he passed on to his child. Addition-
ally, tests were carried out on other polymorphic sys-
tems located on the third chromosome and none of
them revealed a triallelic pattern. This suggests that
the CNV phenomenon was caused by replication of
a small fragment of the third chromosome (Vidal, Cas-
sar, 2008). The phenomenon of the occurrence of an
additional allele is overlooked in laboratory practice.
When it is located in the stutter position, despite ex-
ceeding the signal height limit value for this type of
artifact (e.g. 10% of the height of the correct peak), it
is often ignored. Experts also recognize the third allele
as a minority component of the DNA mixture, which
has revealed itself in only one locus.

Although the biological mechanism underlying
the existence of the triallelic pattern is well known,
the method of interpretation of the results of analysis
is still controversial. Population data are the basis for
drawing conclusions; however, the results of studies
on the prevalence of this phenomenon in populations
differ significantly from each other. An example of this
is the triallelic pattern 10,12,13 of marker CSFI1PO,
which was reported with a frequency of 1 in 11,000
samples (International Commission on Missing Per-
sons Database) and 1 in 31,330 (genetic laboratory
database in South Korea; Butler, 2014). Generally, na-
tional genetic databases do not include DNA profiles
with triallelic patterns. It is mainly for this reason that
a statistical calculation model (meeting the condition
of general acceptance by the scientific community) for
estimating the frequency of DNA profiles containing
triallelic patterns has not been created so far. In the
opinion of the authors and on the basis of data found
in the literature on the subject, it seems advisable to
include the frequency of triallelic patterns in statis-
tical calculations (Lukka et al., 2006). The literature
presents types of triallelic patterns and describes an
algorithm for recognizing them. Also, the procedures
for the analysis of mixtures make it possible to distin-
guish whether a tested sample of biological material
is in fact a mixture or whether there is no convincing

Problems of Forensic Sciences 2018, vol. 113, 5-25
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evidence for the presence of biological material from

an additional donor in the sample (Gill et al., 2006).

Therefore, it is proposed to carry out an analysis of the

obtained result — in which a triallelic pattern has been

found — according to the following scheme:

— Checking the test procedure by analysis of positive
and negative control samples that have been includ-
ed in the test cycle.

— Checking the concentration of DNA obtained after
the isolation process, the level of inhibition, and
the level of DNA degradation. These data are ob-
tained by the expert after performing tests by the
RT-PCR method using sets of reagents selectively
determining male and female gender and determin-
ing the ratio of high molecular weight DNA to low
molecular weight DNA. The obtained information
provides a basis for estimating the possibility of the
occurrence of stochastic phenomena.

— Analysis of the quality of the obtained DNA profile
(peak height in RFU, morphology of electropho-
retic peaks, presence of stutters and their height in
RFU units).

— Analysis of the number of alleles at individual loci.
If additional electrophoretic peaks appear, it is nec-
essary to check whether the triallelic pattern in the
profile occurs only at one locus, or at several loci
situated on the same chromosome. Obtaining this
information will make it possible to define wheth-
er the DNA profile originates from one person, or
whether it is an image of a mixture of deoxyribonu-
cleic acid.

— Estimating the probability of the drop-in phenom-
enon, i.e. the occurrence of an additional signal in
the DNA profile — this involves verifying the test
results for control samples (both positive and neg-
ative control for processes of DNA isolation and
amplification) and calculating the probability of the
appearance of an additional allele in relation to the
test cycle. Usually this value is small and does not
exceed 0.05.

After checking the above described indicators, the
expert obtains information on the basis of which s/he
is able to state that the observed genotype originates
from one person, and that the additional allele is not
an artefact. Control of the obtained result of analysis
of the evidence material and the comparative materi-
al is the last element of verification of the hypothesis
assuming that a triallelic pattern was determined in
the sample. If it is possible, the analysis of samples in
which a triallelic pattern has been determined should
be repeated using a different set of PCR reagents.

It should be emphasized that (mathematical) for-
mulae have not been developed for calculating the

frequency of occurrence of such a system of features
in the population. It is therefore necessary to verify
whether the DNA profile contains the equivalents of
alleles that occur in the comparative material. In the
case of achieving a match (especially in a triallelic
system), this system should be given a value of 717
(neutral value, does not support any of the alternative
hypotheses).

3.4. Uniparental disomy (UPD)

Irrespective of the molecular mechanism which
is the cause of this phenomenon, the electrophoretic
image of the DNA profile does not change. During
qualitative analysis of an electropherogram, the expert
observes electrophoretic peaks of correct morpholo-
gy. There are no symptoms indicating the presence of
mixtures of DNA. DNA profile parameters, such as
allele height balance in heterozygous systems within
individual loci and between polymorphic systems, are
correct. A problem faced by the expert is inheritance
of polymorphic genetic features that is not consist-
ent with the Mendelian model (Kotzot, 2001). The
offspring possesses a system of polymorphic features
that is exactly the same as one of the parents. Usu-
ally, segregation of features that is incompatible with
the laws of Mendel concerns only those systems that
are located on one of the chromosomes, which may
lead to the erroneous exclusion of kinship. The first
stage in the process of analysis of the result of genetic
testing should thus be checking whether the identified
person has features that s/he has inherited from both
parents. If the answer to this question is negative, it is
necessary to establish the reason for the differences.
In the case of identification of a man, verification of
the existence of kinship is accomplished by analys-
ing STR polymorphic genetic systems located on the
Y chromosome. Due to the rapid pace of mutation of
some polymorphic systems, differences may arise be-
tween DNA haplotypes of the father and son (Kayser
et al., 2000). In the situation described above, the ex-
pert has to deal not only with non-fulfilment of the
assumptions of the Mendelian inheritance model, but
also with a difference in haplotypes. The ascertained
differences are still not sufficient grounds for exclud-
ing a person. Analysis of polymorphism of genetic
systems located on the X sex chromosome may be
helpful for establishing kinship. In the case of a male
offspring, he inherits chromosome X markers from his
mother. A daughter inherits these markers from her
father and mother. In the literature, a case has been
described of correct forensic identification in a disput-
ed paternity case in which the phenomenon of UPD

Problems of Forensic Sciences 2018, vol. 113, 5-25



12

1. Soltyszewski, W. Achrem

located on chromosome 21 was diagnosed. As a result

of tests on polymorphic genetic systems located on

autosomal chromosomes, it turned out that in Penta D

and D21S11 systems, the genotype of the son was con-

sistent with the mother’s DNA profile. The offspring

did not possess alleles inherited from his father. In the

remaining studied polymorphic genetic systems, seg-

regation of features proceeded in accordance with the
laws of Mendel. Therefore a doubt arose, which was
attempted to be solved by means of analysis of the

Y chromosome haplotype. Analysis showed a single

difference in alleles in the DY S389II system between

the alleged father and son (it was one repetitive unit).

Further tests on the offspring using markers located on

chromosome 21 showed that the genetic material was

inherited only from the mother. This led to the suppo-

sition of the existence of the phenomenon of UPD 21.

The inconsistency of results of tests on the DY S38911

system was explained by mutation. Thanks to an in-

depth analysis, the man was not ruled out as the bio-

logical father (Mansuet-Lupo et al., 2009).

In order to avoid erroneous conclusions, during de-
termination of kinship, the expert should:

— Check whether the condition of correct segregation
of polymorphic features from the parental genera-
tion to the offspring generation is fulfilled.

— If genetic differences are found between the child
and parents, it is essential to check whether these
differences concern features located on one or on
different chromosomes.

— Ifthe differentiation only concerns systems of poly-
morphic features located on one chromosome, then
the expert should check whether the inheritance dis-
order consists in transferring alleles from only one
of the parents.

— Genetic testing in polymorphic genetic systems
should be repeated using a set of reagents which
contains other genetic systems located on the chro-
mosome, in relation to which there is a suspicion of
an incorrect method of inheritance.

— In the case of identification of a man, it would be
advisable to perform tests on polymorphic genetic
systems located on sex chromosomes Y and X, and
in the case of identification of a woman — tests on
polymorphic systems located on X chromosomes.

— During statistical analysis of results of genetic test-
ing in situations where there is a disturbance of the
inheritance model, mathematical algorithms used to
estimate the probability of kinship will erroneously
indicate absence of kinship. There are no popula-
tion data that describe this phenomenon compre-
hensively. Only the frequencies of UPD in relation
to Prader-Willi Syndrome (in 25-30% of patients

with this illness, the cause was maternal UPD 15)
and Angelman syndrome (in 2—3% of patients, the
cause of the disease was paternal UPD 15) have
been estimated (Kotzot, Utermann, 2005). The
scale of the phenomenon in the case of this type
of aberration on other chromosomes, which do not
cause phenotypic effects, is as yet unknown. Cases
of uniparental disomy concern maternal cells three
times more frequently than paternal cells (Bocian,

2000).

According to the authors, when an expert shows
that the cause of disturbance of the Mendelian in-
heritance model is uniparental disomy, s/he should
definitely consider the hypothesis of the existence
of kinship. A prerequisite for forensic identification
based on genetic testing is a statistical discussion of
the obtained results. The problem which the expert
must solve is to ascribe a numerical value to partial
hypotheses relating to genetic systems in which the
UPD phenomenon has been diagnosed. In the opinion
of the authors, the expert should accept the numerical
value “1” for these polymorphic systems in statistical
calculations. In the testing of alternative hypotheses,
this is a neutral value, which does not favour any of
the assumptions. As a result, none of the hypotheses is
excluded from further analyses.

The phenomenon of uniparental disomy influenc-
es the process of kinship determination (Bein, Drill-
er, Schurmann, Schneider, Kirchner, 1998; Wegener,
Weirich, Dauber, Mayr, 2006); however, it is not rele-
vant during comparison of DNA profiles of evidence
material with reference material.

3.5. Cellular chimerism

3.5.1. Molecular causes of variation

Allogeneic bone marrow transplantation (from an
unrelated donor) is a procedure in which haematopoi-
etic cells of the recipient are replaced by cells of the
donor (Jotkowska, Witt, 2004). Bone marrow trans-
plantation leads to the occurrence in the body of the
donor of a phenomenon known as haematopoietic chi-
merism. In the case of allogeneic transplant, so-called
complete chimerism usually occurs, when only donor
cells are found in liquid tissue. In some cases, mixed
chimerism is observed, where both the recipient’s own
cells and donor cells are present in the bone marrow
and peripheral blood of the recipient. Mixed chimer-
ism may be transitory: some time after transplantation
— after (initial) domination by donor cells — the recip-
ient’s own cells begin to dominate again; chimerism
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may be permanent in a situation where cells of the do-
nor dominate (Shamshad, Ahmed, Bhatti, Ali, 2012 ).

In these types of situations, a method that allows
detection and study of the phenomenon of chimerism
is analysis of STR microsatellite markers and minisat-
ellite markers (Lin et al., 2013). It is important to select
the STR panel in such a way that will allow differentia-
tion of the donor genotype from the recipient genotype
(Odriozola, Riancho, Colorado, Zarrabeitia, 2013). It
should be emphasized that examination of blood and
swabs taken from epithelial cells from the oral muco-
sa may not be sufficient to establish the correct pro-
file of the examined person (Jacewicz, Lewandowski,
Rupa-Matysek, Jedrzejczyk, Berent, 2015). For it has
been found that only hair follicle cells are a material
that is devoid of donor chimerism and may therefore
constitute reference material for the needs of forensic
medical tests (Dauber et al., 2004). When an expert,
analysing a DNA profile, suspects that a person has
undergone bone marrow transplantation, s/he should
pay attention to the type of comparative material
collected. If possible, both blood and a buccal swab
should be collected (Berger et al., 2013).

3.5.2. Interpretation of test results and drawing
conclusions

From the point of view of the expert in the field
of genetic testing, bone marrow transplants from an-
other person — both related and unrelated — are of the
greatest significance (due to results of genetic analy-
ses of polymorphism). In 2011, 377 allogeneic trans-
plants of haematopoietic cells were carried out in Po-
land (Rejestr przeszczepow komorek krwiotworczych
szpiku i krwi obwodowej [Register of transplants
of bone marrow hematopoietic cells and peripher-
al blood], 2012). This number does not seem to be
high, and the probability of encountering this problem
during forensic genetic testing is low. However, two
such cases have been described in the Polish litera-
ture (Benedycka, Trynda, Wysocka, 2015; Migskie-
wicz, Skonieczny, 2007); so there is a real problem
concerning the way of interpreting the obtained re-
sult of a genetic test and the possibility of performing
a forensic identification on its basis. Genetically, the
recipient’s organism is a chimera, which means that
there are two cell lines: the recipient’s own and that
of the donor. The chimerism is visible on an electro-
pherogram as the appearance of two cell lines in the
genetic systems; more than two alleles may be present
in the loci. Genetically, therefore, it is a mixture of
DNA originating from 2 persons. In cases described
by Jacewicz et al. (2015) results of analyses showed

that after allogeneic transplant of hematopoietic cells,
only a DNA profile originating from another person —
the donor — was found in blood samples collected from
the recipient. No additional alleles were ascertained
on the electropherograms. In buccal swabs, however,
the presence of DNA mixtures was found — cell lines
of the recipient and donor were visible. DNA profiles
determined from hair taken from the recipient were
consistent with the recipient’s system of polymorphic
features). Such a situation may be permanent. Up till
now in comparative material collection protocols there
has been no box (field) for entering transplant data.
Legal regulations actually prohibit disclosure of data
covered by medical confidentiality without a relevant
court decision. If comparative material in the form of
blood collected from a person suspected of commit-
ting a crime (who has had an allogeneic transplant)
is provided for genetic testing, then the expert, when
determining the DNA profile, does not know that s/he
has determined a DNA profile of a person other than
the one from whom blood has been collected. This
raises a number of doubts:

— A comparative analysis of the genetic profile deter-
mined from the evidence material (blood) secured
at the site of commission of the crime with the same
biological material taken from the suspect after an
allogeneic transplant will lead to its exclusion. The
risk of misidentification is high in the case of anal-
yses of unsolved crimes that took place a dozen or
so or several dozen years ago (in the case where the
transplant took place between commission of the
crime and collection of reference material).

— A match between genetic profiles determined in
blood (secured as evidence material) and human
liquid tissue (reference material) will lead to identi-
fication of the donor of the cells for transplantation,
and not to the person who left the biological foren-
sic trace (transplantation before the crime).

— Inadvertently introducing the genetic profile of
a donor of cells for transplantation (in the case of
testing biological material collected from a person
post-transplant) into a database of genetic informa-
tion may lead to incorrectly linking the recipient
with other, identical genetic profiles, entered into
the database as NN traces, and left at the scene of
the crime by the donor of cells for transplantation.
As laboratory practice has shown, in the last dec-

ade, the standard reference material collected for ge-

netic testing has been a buccal swab. This results not
only from legal regulations (Order of the Minister of

Justice, 2005), but also from practice. Kits for collect-

ing biological material for genetic testing are available

on the market, and the procedure for collecting such
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areference sample is maximally simplified. If a person
from whom biological material is collected in the form
of a buccal swab has undergone an allogeneic trans-
plant, then there is a high probability that the expert
will obtain a DNA mixture from the collected compar-
ative material. Cell lines of the recipient and the donor
will be visible in the profile. A DNA mixture can also
be obtained when contamination of reference material
has occurred (pre-laboratory error, error in the labo-
ratory; Pajgk, Wierzchostawski, 2013). The expert is
therefore obliged to control the quality of the testing
process in the laboratory (exclusion of laboratory con-
tamination) and to repeat the testing, using a second
swab from the kit, in order to confirm the correctness
of the process of biological sample collection. When
errors have been ruled out at every stage of the test-
ing, the expert giving the opinion informs the judicial
body about the need to collect comparative material
in the form of blood and hair. After obtaining the re-
quested samples, control genetic tests are carried out.
As a result, the DNA profile from the blood sample
corresponds to the profile of the haematopoietic cell
donor, whilst the system of polymorphic features ob-
tained from the hair is consistent with the DNA profile
of the recipient of these cells. It is possible to carry out
a mathematical separation of genotypes on the basis
of'a DNA mixture obtained from a buccal swab (Clay-
ton, Whitaker, Sparkes, Gill, 1998). Individual DNA
profiles of the recipient and donor of the transplanted
cells are determined, taking into account all possible
combinations of alleles. Comparison of the results ob-
tained for samples with results for comparative mate-
rial of tests on comparative material will allow a fur-
ther process of identification.

Individual identification on the basis of secured
blood traces left at the scene of a crime by a perpetra-
tor who has had a transplant constitutes a controversial
issue. From the forensic point of view, a match be-
tween DNA profiles of evidence material and compar-
ative material is meaningless. For the DNA profile of
the donor of haematopoietic cells for transplantation
has been determined by the test, i.e. a person other
than the real perpetrator.

4. Conclusions

In the procedure leading up to issuing of the ex-
pert opinion, attention should be paid to factors that
occur rarely, but may have key significance for cor-
rect interpretation of test results. In each of the situ-
ations described above, the occurrence of erroneous
interpretation of test results is possible, due to changes

in genetic material of donors of biological material. It
is difficult to estimate the scale of the described phe-
nomena and it not even possible to roughly calculate
the probability of occurrence of such cases. This does
not change the fact that knowledge about the causes of
occurrence of natural disorders and methods of their
detection, as well as the ability to interpret statistically
in non-standard situations, are essential in the work
of the expert. Therefore the authors postulate that the
training process implemented within the management
system should also take into account the above men-
tioned issues. The legislator in the Code of Criminal
Procedure allows for the possibility of obtaining addi-
tional information which is necessary for preparing an
expert opinion. Data on a transplantation performed,
or information on the health status of persons from
whom reference material for identification has been
collected, would be useful for drawing up an expert
opinion. It is therefore necessary to reiterate the de
lege ferenda demand for a change in the legal frame-
work, which would allow the expert to have access (in
justified cases, of course) to certain medical informa-
tion in order to use it to formulate conclusions about
the evidence.
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WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW BIOLOGICZNYCH NA
INTERPRETACJE PROFILI DNA (W POLIMORFICZNYCH
UKLADACH TYPU STR) W PROCESIE IDENTYFIKACJI

KRYMINALISTYCZNEJ

1. Wprowadzenie

Badania polimorficznych sekwencji mikrosatelitar-
nych (short tandem repeat — STR) przy uzyciu techniki
PCR pozwalaja na stwierdzenie, iz pomi¢dzy uktadami
cech polimorficznych materialu dowodowego a referen-
cyjnego nie wystepuja roznice, co jest interpretowane
jako silny dowdd za przyjeciem hipotezy o wspolnym
pochodzeniu analizowanych probek. Technika badawcza
stosowana jest w celu ustalenia pokrewienstwa pomig-
dzy osobami (np. udowodnienia ojcostwa), identyfikacji
zwtlok lub szczatkéw ludzkich (Roewer, 2013) oraz aby
dokona¢ identyfikacji osobniczej. Analiza uktadoéw typu
STR jest metodg dobrze poznang (zardéwno w warstwie
teoretycznej, jak i praktycznej), szybka oraz wymagajaca
standardowego wyposazenia laboratorium genetyczne-
go. Zastosowanie tej technologii badawczej umozliwia
uzyskanie wyniku badania z niewielkiej ilosci zdegra-
dowanego materiatu biologicznego zabezpieczonego
w trakcie ogledzin miejsca zdarzenia kryminalnego.
Biorac pod uwage zalety oraz precyzyjnie zdefiniowane
wady tej metody, uzyskane wyniki oznaczen uktadow
typu STR sa wiarygodne i maja dla organow Scigania
i wymiaru sprawiedliwosci kluczowe znaczenie.

Podstawa genetyki sadowej jest zatozenie, ze daw-
cami materialu biologicznego sa osoby, u ktérych profil
DNA jest niezmienny oraz identyczny bez wzgledu na
rodzaj substancji biologicznej (Jeffreys, Wilson, Thein,
1985). Z badan naukowych, jak i z praktyki laborato-
ryjnej wynika, ze istnieje jednak szereg czynnikow we-
wnetrznych (osobniczych) i zewnetrznych (Srodowisko-
wych), ktére oddziatywujac na sekwencje DNA, moga
w istotny sposob wplyna¢ na interpretacje uzyskanych
wynikow. W takich sytuacjach poréwnanie cech mate-
riatu dowodowego i referencyjnego moze doprowadzic¢
do sformutowania niewlasciwych wnioskow, co w skraj-
nych przypadkach skutkuje btgdnym wynikiem procesu
identyfikacji (Pelotti i in., 2007).

W artykule przedstawiono wybrane czynniki biolo-
giczne, ktére modyfikuja profil DNA w polimorficznych
uktadach genetycznych typu STR. Ich wybor opierat si¢
na analizie doniesien zawartych w publikacjach z zakre-
su praktyki kryminalistycznej. Mimo ze przedstawione
zaburzenia wystepuja rzadko, to jednak sa potencjalng
przyczyna bledéw w obszarze interpretacji wynikow ba-
dan i identyfikacji kryminalistyczne;j.

2. Zmienno$¢ sekwencji mikrosatelitarnych
modyfikujaca profile DNA

2.1. Molekularne przyczyny zmiennos$ci

2.1.1. Mutacje

Mutacje sa to zmiany sekwencji kwasu deoksyry-
bonukleinowego organizmow, ktore sa wywolane natu-
ralnymi btedami podczas procesu jego replikacji, a takze
dziataniem czynnikow fizycznych i chemicznych. Zmia-
ny strukturalne w DNA powstate w wyniku btedow re-
plikacyjnych czy indukowane pod wptywem czynnikéw
zewngtrznych sg czeste i stanowig zmiany premutacyj-
ne. Jesli nie zostana one usunigte podczas procesu na-
prawczego, moga doprowadzi¢ do zmian mutacyjnych
po nastepnych cyklach replikacyjnych. Dzigki istnieniu
wielopoziomowego systemu naprawczego zjawiska mu-
tacyjne dla uktadow STR wystepuja in vivo z czgstoscia
3 x 103 (Kayser, de Knijff, 2011).

Istotna dla genetycznych badan kryminalistycznych
w uktadach typu STR jest zmienno$é mutacyjna, ktora
w sposob bezposredni modyfikuje profile DNA. Zmiany
w uktadach cech polimorficznych organizmu wywotuja:

Mutacje punktowe, ktore dotyczq zmiany pojedynczej
zasady

Posrod mutacji punktowych najwigksze znaczenie
maja: tranzycje (polegajace na wiaczeniu przez polime-
raz¢ niekomplementarnej zasady purynowej do puryny
wystepujacej w tancuchu matrycowym), transwersje
(polegajace na wilaczeniu niekomplementarnej zasady
pirymidynowej do puryny wystepujacej na tfancuchu ma-
trycowym — badz puryny do pirymidyny), delecje (po-
legajace na utracie pojedynczej zasady), insercje (pole-
gajace na wbudowaniu dodatkowej zasady). W procesie
identyfikacji osobniczej mutacje punktowe maja istotne
znaczenie wtedy, gdy dotycza regiondw wigzania starte-
réw reakcji PCR. (Leibelt i in., 2003).

Wieksze mutacje odnoszqce sie do diuzszych
sekwencji DNA

Z praktycznego punktu widzenia najwigksze znacze-
nie maja: delecje (polegajace na utracie wickszego frag-
mentu sekwencji DNA), insercje (polegajace na wbudo-
waniu dodatkowych zasad pochodzacych z innej czgsci
chromosomow), rearanzacje (polegajace na zmianie po-
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zycji segmentdéw DNA w obrebie introndw i eksonow;
Brown, 2018).

Mutacje typu CNV (copy number variation/variants,
zmiennosc¢/warianty liczby kopii)

Zmiennos$¢ polega na zwigkszeniu lub zmniejszeniu
liczby kopii w segmentach DNA w poréwnywanych ge-
nomach. CNV moga wystepowac zarowno w formie de-
lecji, jak i insercji. Wigkszo$¢ zmiennosci tego rodzaju
ma charakter ztozonych rearanzacji bedacych skutkiem
wielokrotnych insercji, delecji czy inwersji fragmentow
genowych (Marcinkowska-Swojak, Koztowski, 2011).
Zmienno$¢ CNV przyczynia si¢ do wystgpienia wzo-
roéw trojallelicznych lub niemych alleli (Balding, Steele,
2015).

Mutacje dynamiczne

Polegaja one na zwielokrotnieniu liczby powtorzen
motywu ztozonego z dwoch, trzech, czterech i —zdecydo-
wanie rzadziej — pigciu nukleotydow w sekwencji DNA.
Najbardziej prawdopodobng przyczyng powstania tego
typu mutacji jest zjawisko poslizgu polimerazy podczas
replikacji DNA (polymerase slippage). Nieprawidlowe
dziatanie enzymu prowadzi do wydtuzenia badz skroce-
nia motywu repetytywnego — enzym opuszcza badz wbu-
dowuje pojedynczy segment w zalezno$ci od tego, czy
poslizg nastapit na nici matrycowej czy potomnej. Anali-
za sekwencji STR dwunukleotydowych pokazata, iz po-
limeraza regularnie odsuwa si¢ podczas amplifikacji od
powielanej nici. Powtdrzenia trojnukleotydowe sa mniej
sktonne do ,,poslizgu” enzymu (Kashi, King, 2006),
a jednostki typu tetra i penta wykazuja opornos¢ na tego
typu bledy replikacyjne. Mutacje dynamiczne dotycza
zardwno regionow w genach, jak i w sekwencjach nie-
kodujacych, ktore charakteryzuja si¢ polimorfizmem pod
wzgledem liczby powtdrzen danego motywu.

Duze aranzacje genomowe typu disomie

Czynnikiem odpowiedzialnym za zmiany dtugosci
sekwencji STR moze by¢ zachodzacy podczas mejozy
proces rekombinacji DNA (crossing-over). W przypad-
ku obszaréw powtarzalnych dochodzi do niedoktadnego
sparowania homologicznych sekwencji 1 wymiany od-
cinkéw DNA o nieréwnej dlugosci, co spowoduje wy-
dtuzenie jednego z alleli (Amos, Sawcer, Feakes, Rubin-
stein, 1996). W konsekwencji w profilu DNA potomka
nie wystapig niektore z alleli obecne u matki i ojca, co nie
musi $wiadczy¢ o braku pokrewienstwa (Butler, 2006).

2.1.2. Mutageny

Proces mutagenezy jest zjawiskiem naturalnym
i przyczynia si¢ do istnienia zmienno$ci w populacjach.
Jest to rzadkie zjawisko, ktore zachodzi jeden raz na oko-
to 107 wbudowywanych zasad. Czesto$¢ mutacji sponta-

nicznej wzrasta, gdy komorki s wystawione na dziatanie
czynnikow fizycznych lub chemicznych.

Mutageny fizyczne

Promieniowanie jonizujace o duzej energii (promie-
niowanie X, y) przyczynia si¢ do uszkodzenia czastek
DNA, ktore polega na zerwaniu pojedynczej lub podwoj-
nej nici helisy, modyfikacji zasad azotowych (purynowe;j
lub pirymidynowej) zwigzanych z deoksyryboza oraz
na powstaniu krzyzowych potaczen w obrebie jednej lub
dwoch nici DNA oraz biatek jadrowych i DNA (Hase-
gawa, Yoshioka, Yoshioka, 1997). Kwasy nukleinowe
charakteryzuja si¢ istotng opornosciag na dziatanie tego
czynnika fizycznego (Niemcunowicz-Janica i in., 2007).

Mutageny chemiczne

Mutacje sa indukowane szczegdlnie przez zwiazki,
ktore strukturalnie sg zblizone do zasad znajdujacych si¢
w DNA. W wyniku nieprecyzyjnego dziatania polime-
razy oraz ze wzgledu na podobienstwa chemiczne zasad
i ich analogdéw te ostatnic moga zostaé wbudowywane
w sekwencj¢ DNA podczas procesu replikacji. Powstaja-
ce mutacje sg rezultatem zmienionego parowania zasad.

Innym przyktadem mutagenéw chemicznych sa
zwiazki interkalujace, ktore zaburzaja proces replikacji
DNA poprzez wnikanie pomi¢dzy sasiednie pary zasad
w dwuniciowej helisie. Interkalacja takiego zwiazku che-
micznego do podwojnej helisy sprawia, ze sgsiednie pary
zasad nieznacznie oddalajg si¢ od siebie, co powoduje
zaburzenie replikacji polegajace na wbudowaniu dodat-
kowego, pojedynczego nukleotydu w miejscu interkala-
cji.

2.1.3. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna komorek
nowotworowych

Jedna z cech komdrek nowotworowych jest ich nie-
stabilno$¢ genetyczna, ktora ujawnia si¢ jako zmiany:

— cytogenetyczne: w postaci zwigkszonej liczby ztaman
oraz aberracji liczbowych i strukturalnych chromo-
soméw (niestabilno$¢ chromosomowa, chromosomal
instability — CIN),

— molekularne: niestabilno$¢ mikrosatelitarna (microsa-
tellite instability — MSI) to zmiana dlugosci alleli po-
wstata w wyniku zwigkszenia lub zmniejszenia liczby
powtorzen nukleotydowych, niestabilno$¢ alleliczna
— utrata heterozygotycznosci (loss of heterozygosity —
LOH) to delecja jednego z dwdch badanych alleli,

— epigenetyczne — niestabilnos¢ wynikajaca z nieprawi-
dlowej metylacji DNA, rearanzacji struktury chroma-
tyny oraz zmian w budowie biatek histonowych.

Problemy interpretacyjne w badaniach identyfikacyj-
nych najczesciej wynikaja z wystegpowania zjawiska utra-
ty heterozygotycznosci. Jest to niestabilno$¢ alleliczna,

ktora przejawia si¢ cze$ciowa utratg (przynajmniej 20%)

jednego z alleli DNA tkanki nowotworowej, w poroéwna-
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niu z profilem referencyjnym tej samej osoby. Aberracja
powstaje w czasie replikacji lub w trakcie btedéw pod-
czas poreplikacyjnej naprawy DNA (Strand, Prolla, Li-
skay, Petes, 1993). Uszkodzenie systemu naprawy DNA
skutkuje brakiem mozliwosci usuwania mutacji punk-
towych powstatych podczas przygotowan do podziatu
komorki podczas interfazy. W efekcie dochodzi do wzro-
stu liczby mutacji od 100 do 700 razy w poréwnaniu do
komoérek posiadajacych sprawny system reperacji DNA
(Wierzbicki i in., 2010).

Niestabilno$¢ oznaczona zostaje poprzez analize se-
kwencji mikrosatelitarnych w odniesieniu do markerow,
ktore charakteryzuja si¢ heterozygotycznoscia, czyli
roznig si¢ dtugoscia sekwencji powtorzonej allelu mat-
czynego i ojcowskiego (Tomlinson, Lambros, Roylance,
2002).

Podczas interpretacji wynikow badan genetycznych
nalezy wykaza¢ szczegodlng ostrozno$é w przypadku,
gdy dostgpnym do badan materiatem sg tylko prepara-
ty histopatologiczne. Brak mozliwosci zweryfikowa-
nia oznaczonego profilu poprzez poréwnanie wynikow
z uktadem cech polimorficznych uzyskanych z innego
rodzaju tkanek moze doprowadzi¢ do sformulowania
btednych wnioskdw. Jesli podczas procesu transformacji
nowotworowej doszto do utraty heterozygotycznosci czy
niestabilnosci sekwencji mikrosatelitarnej, mozliwe jest
wystepowanie roznych form profilu genetycznego daw-
cy, poczawszy od uktadu cech odpowiadajacego mie-
szaninie (Li, Xie, Wu, 2014) az po odmienny genotyp
(w przypadku MSI) lub catkowity zanik jednego z alleli
(w przypadku LOH; Butler, 2006). Badania ekspery-
mentalne pokazuja, ze czgstos¢ zjawisk typu LOH i MSI
w pojedynczym locus jest na tyle wysoka, iz zjawisko
to mozna zaobserwowac¢ w praktyce opiniowania, jednak
takie zmiany w wielu loci STR sg bardzo rzadkie i praw-
dopodobienstwo pojawienia si¢ catkowicie odmiennego
profilu genetycznego jest znikomo mate (Pepinski 1 in.,
2009).

2.1.4. Btedy podczas podziatow komorkowych

Zaburzenia w procesie podzialow mejotycznego i mi-
totycznego w znaczacy sposob wplywaja na identyfika-
cje kryminalistyczng. Jednym z przyktadow zaburzen
w segregacji chromosomoéw podczas proceséw podziatu
komorek jest disomia uniparentalna. W wyniku bledu
podczas procesu podziatu w diploidalnych komérkach
organizmu obecne s3 pary chromosomow homologicz-
nych, ktore pochodza tylko od jednego zamiast od oboj-
ga rodzicow (Engel, 1980). W literaturze opisano czte-
ry mechanizmy molekularne, ktére wywoluja ten efekt
(Kotzot, Utermann, 2005).

— Pierwszy z nich dotyczy nieprawidtowos$ci na wcze-
snych etapach I podzialu mejotycznego. Nondysjunk-
cja (nierozchodzenie si¢ chromosoméw w czasie
mejozy) skutkuje powstaniem gamet posiadajacych

dodatkowy chromosom lub gamet z brakujacym
chromosomem. Gdy podczas zaptodnienia taka nie-
prawidtowa gameta taczy si¢ z prawidlowa komorka
rozrodcza pochodzacg od drugiego z rodzicow, to po-
wstanie zygota z trisomig jednej pary chromosomow.
Mechanizmem obronnym powstalego organizmu jest
losowa utrata jednego z chromosomow zygoty w celu
zachowania stanu diploidalnego organizmu (trisomy
rescue). Niedoktadnos$¢ procesu naprawczego moze
prowadzi¢ do eliminacji chromosomu pochodzacego
od rodzica, ktorego gameta byla prawidlowa, i po-
zostawienia dwoch kopii materialu genetycznego
od drugiego z rodzicéw (gameta niezredukowana).
W konsekwencji potomek odziedziczy materiat biolo-
giczny pochodzacy tylko od jednego z rodzicow.
Drugi mechanizm dotyczy btedu w procesiec game-
togenezy, podczas podzialu mejotycznego i segre-
gacji materiatu genetycznego w komorce rozrodczej
pochodzacej od jednego z rodzicéw nie bedzie kopii
okreslonego chromosomu. W procesie zaptodnienia
taka nieprawidlowa gameta potaczy si¢ z prawidto-
wa komorka rozrodeza pochodzaca od drugiego z ro-
dzicow. W wyniku zaptodnienia powstanie zygota
monosomiczna. Zostanie uruchomiony mechanizm
naprawczy, tym razem polegajacy na duplikacji cate-
go chromosomu (monosomic rescue). W wyniku na-
prawy powstanie organizm diploidalny, ktory posiada
dwa chromosomy pochodzace tylko od jednego z ro-
dzicow.

Trzecia przyczyna istnienia disomii uniparentalnej
jest proces zaptodnienia dwiema nieprawidlowymi
gametami powstatymi w wyniku nondysjunkcji. Jedna
posiada dwie kopie tego samego chromosomu, druga
nie posiada zadnej kopii chromosomu. W wyniku pro-
cesu zaptodnienia powstanie zygota, ktora bedzie po-
siadala dwa chromosomy homologiczne, ale bgda one
pochodzity tylko od jednego z rodzicow. Ta przyczyna
disomii uniparentalnej jest bardzo rzadka, poniewaz
warunkiem koniecznym jest polaczenie si¢ w procesie
zaplodnienia dwoch nieprawidlowych gamet (gamete
complemenation).

Ostatnim z katalogu btedow, ktdre prowadza do diso-
mii jednorodzicielskiej jest anomalia w podziale mi-
totycznym zygoty (bezposrednio po procesie zaptod-
nienia, postfertillization error) polegajaca na niepra-
widlowym rozdzieleniu si¢ chromatyd siostrzanych
w anafazie procesu mitozy. Nondysjunkcja chromatyd
siostrzanych wynika¢ moze ze zbyt wczesnego kur-
czenia si¢ pierscienia zbudowanego z mikrofilamen-
tow. Ponadto podobny efekt moze wywota¢ zaburze-
nie procesu polaczenia si¢ wrzeciona kariokinetycz-
nego do kinetochoréw chromosomu. W organizmie
beda egzystowaly komorki na przyktad z monosomia
w parze chromosomoéow homologicznych, ktore w sys-
temie naprawczym poddane zostang endoduplikacji.
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W wyniku procesu naprawczego komorki bedg miaty
prawidtowa liczbe chromosomow, ale jedna z par za-
wiera¢ bedzie material genetyczny tylko od jednego
z rodzicow.

Zmienno$¢ w regionach nieckodujacych, ktore ze
wzgledu na polimorfizm sa podstawa identyfikacji osob-
niczej, zazwyczaj nie ma wpltywu na zmiany w biatkach
i tym samym na funkcjonowanie organizmu. Nie objawia
si¢ takze widocznymi zmianami fenotypowymi. Biegly
z zakresu badan genetycznych musi wigc juz na wstepie
analizy wynikdéw badan zatozy¢, iz do takiego procesu
mogto dojs¢. W przypadku ustalania pokrewienstwa nie-
uwzglednienie opisanych powyzej aberracji doprowa-
dzi¢ moze do falszywego wniosku.

3. Interpretacja wynikow i wnioskowanie

Charakterystyczna cecha sekwencji mikrosatelitar-
nych jest ich podatno$¢ na mutacje. Oznacza to koniecz-
nos¢ uwzglednienia losowych zmian podczas procesu
identyfikacji kryminalistycznej. Zmienno$¢ mutacyjna
w sekwencjach STR polega na zmianach w liczbie po-
wtorzen jednostki repetytywnej poprzez zwigkszenie lub
zmniejszenie wielkosci alleli o jedno lub wiele powto-
rzen (Sun i in., 2012). Mozliwe jest takze pojawienie si¢
niepeitnych repetycji czy mutacji punktowych (Ederveen,
Lai, van Dreil, Gerats, Peters, 2015).

3.1. Mutacje dluzszych sekwencji DNA

3.1.1. Wypadanie allela Y w locus amelogeniny
(delecja)

W wyniku procesu mutagenezy moze wystapi¢ de-
lecja fragmentu chromosomu Y me¢zczyzny w obrebie
genu kodujacego biatka tworzace szkliwo zgbow (Suli-
van, Mannucci, Kimpton, Gill, 1993). Jak wynika z da-
nych literaturowych, czgsto$¢ tej delecji nie jest duza
i wynosi w populacji austriackiej okoto 6 na 30 000
zbadanych me¢zczyzn (Steinlechner, Berger, Niederatat-
ter, Parson, 2002). W genetycznych badaniach krymina-
listycznych ta sekwencja DNA jest wykorzystywana do
ustalenia plci dawcy materiatu biologicznego. W przy-
padku delecji fragmentu DNA, do ktérego przyltaczaja
si¢ primery reakcji PCR, na obrazie elektroforetycz-
nym nie ujawni si¢ pik odpowiadajacy chromosomowi
Y. W takiej sytuacji biegly moze niewlasciwie oznaczy¢
pte¢ osobnika. Jest to szczegolnie niebezpieczne wtedy,
gdy organ procesowy zlecajacy badania genetyczne nie
dostarczyl materialu poréwnawczego. Btedna konkluzja
w opinii, w ktorej stwierdzono, iz z probki materiatu do-
wodowego wyizolowano zenski DNA i okres§lono jego
profil, moze doprowadzi¢ do ukierunkowania dziatal-
nosci organdéw S$cigania na poszukiwanie kobiety jako

rzeczywistej sprawczyni czynu zabronionego. Analiza
elektroforegramu moze nie da¢ podstaw do stwierdzenia
mutacji tego rodzaju. Morfologia szczytow elektrofo-
retycznych oraz ich wysokos¢ nie wskazuja na wplyw
efektow stochastycznych. W tej sytuacji niezbgdna jest
szczegotowa analiza wynikow badania RT-PCR. Stoso-
wanie odczynnikéw wykrywajacych geny zlokalizowane
na chromosomie X oraz Y pozwoli na uzyskanie infor-
macji o ptci dawcy materialu biologicznego, ktore po-
winny byc¢ skorelowane z profilem DNA. Jesli podczas
badania metoda RT-PCR wykryta zostala obecnos$¢ genu
zlokalizowanego na chromosomie Y, a na wydruku profi-
lu DNA nie ma piku obrazujacego chromosom Y w locus
amelogeniny, oznacza to, ze dawca materiatu biologicz-
nego byl mezczyzna. Drugim sposobem na uniknigcie
btednego oznaczenia plci jest stosowanie zestawow do
reakcji PCR, w ktérych znajduje si¢, oprocz markera
amelogeniny, co najmniej jeden uktad zlokalizowany
na chromosomie Y. Dzigki temu biegty, analizujac profil
genetyczny, w ktorym nie stwierdzit obecnos$ci sygnalu
od chromosomu Y i jednoczes$nie otrzymat produkt PCR
w uktadzie polimorficznym zlokalizowanym na chro-
mosomie Y, uzyskuje pewno$¢, iz material biologiczny
pochodzi od m¢zczyzny, a brak sygnatu w pozycji Y jest
wywotlany mutacja.

3.2. Mutacje w miejscu wigzania starteréw reakcji
PCR

3.2.1. Wypadanie allela X w locus amelogeniny
(tranzycja)

Jesli zjawisko to dotyczy materialu biologicznego po-
chodzacego od mezczyzny, wtedy na elektroforegramie
w locus amelogeniny widoczny jest jedynie allel Y. Jesli
materiat biologiczny pochodzi od kobiety, to w tym locus
nie bedzie widoczny sygnal produktow PCR. Nieprawi-
dlowy uktad cech polimorficznych jest skutkiem mutacji
polegajacej na zamianie nukleotydu C na T w sekwencji
nukleotydowej przylaczania si¢ jednego ze starterow re-
akcji PCR (Shewale, Richey, Sinha, 2000). Brak kom-
plementarnosci powoduje, iz startery PCR nie zostang
przylaczone, co zakloci prawidlowy przebieg reakcji
amplifikacji DNA. Czgstos¢ takich zdarzen mutacyjnych
dla populacji Polski zostata okreslona na poziomie 1 na
5534 mgzezyzn (Maciejewska, Pawlowski, 2009).

Kolejng przyczyna braku sygnatu — allela X w locus
amelogeniny — jest rzadki, ale naturalny polimorfizm
populacyjny takze w obrebie sekwencji przylaczania
si¢ starterow podczas reakcji PCR. Catkowite wyelimi-
nowanie tego zjawiska nie jest mozliwe pomimo tego,
ze zestawy odczynnikéw do PCR zawieraja dodatkowe
startery reakcji o zmodyfikowanej sekwencji. Z punk-
tu widzenia bieglego tego typu anomalie s3 latwe do
uchwycenia. Marker X wystepuje zarowno u kobiet, jak
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i u mgzezyzn, a wiec jego brak nie spowoduje blednej
kwalifikacji ptci. Po wykryciu takiego artefaktu korzyst-
ne bytoby wykonanie badania probki z wykorzystaniem
zestawu odczynnikdw przeznaczonego do oznaczenia
polimorfizmu chromosomu X.

3.2.2. Zjawisko wypadania alleli DNA w ukfadach
heterozygotycznych (delecja)

W kryminalistycznych badaniach genetycznych czg-
sto obserwuje si¢ wypadanie alleli. Wyroznia si¢ dwa
typy tego zjawiska. Pierwszy dotyczy wypadniecia jed-
nego z alleli w uktadzie heterozygotycznym (alleliczny
drop-out), natomiast drugi to wypadanie wszystkich al-
leli w okreslonym locus (locus drop-out; Butler, 2014).
Glownymi przyczynami wystgpowania tych zjawisk jest
niewystarczajaca ilo$¢ lub nieodpowiednia jako$¢ ma-
teriatu genetycznego. Degradacja DNA (polegajaca na
pocieciu fragmentow kwasow nukleinowych na krétsze
odcinki) powoduje, iz dluzsze sekwencje nie sa amplifi-
kowane. Takze niedostateczne stezenie DNA badz zanie-
czyszczenie inhibitorami reakcji PCR przyczynia si¢ do
wystepowania efektow stochastycznych. Brak sygnatu
pochodzacego od alleli w locus moze $wiadczy¢ o bra-
ku zmiennos$ci genetycznej w obrebie konserwatywnych
sekwencji, do ktorych przylaczaja si¢ startery w reakcji
PCR. Substytucja nukleotydow uniemozliwi przylacze-
nie si¢ starteréw reakcji PCR (Butler, 2011). Doswiad-
czony biegly na podstawie elektroforegramu jest w stanie
zdefiniowac przyczyny zjawiska wypadania alleli. Jesli
przyczyna jest obecno$¢ mutacji, to wtedy nie istnie-
je pozytywna korelacja pomigdzy diugoscia badanego
fragmentu a prawdopodobienstwem wypadania marke-
réw. Ponadto morfologia szczytow elektroforetycznych
jest prawidlowa, ich wysokosci osiagaja wlasciwe war-
tosci, a wysokosci sygnatu kroétkich i diugich fragmen-
tow DNA sa do siebie zblizone. Takze parametry zba-
lansowania inter- i intralocusowe sa na dopuszczalnym
poziomie. Okreslenie przyczyny zjawiska wypadania
alleli jest istotne z punktu widzenia oszacowania staty-
stycznego otrzymanego wyniku. Jesli jest ono wywotane
zmiennos$cig mutacyjng, a nie jakoscig DNA, stosowanie
standardowych programoéw do analizy statystycznej jest
niewskazane. Algorytm shizacy do obliczen statystycz-
nych zaimplementowany w tych programach zaktada, ze
zjawisko wypadania alleli jest wywotane efektami sto-
chastycznymi (przypadkowymi), a nie czynnikami mu-
tacyjnymi, ktorych prawdopodobienstwo pojawienia si¢
jest szacowane innymi metodami (Haned, 2011). W celu
obliczenia prawdopodobienstwa hipotez alternatywnych
w przypadku wypadania alleli wywolanego mutacja bie-
gty powinien nada¢ temu uktadowi warto§¢ neutralng
(1), co oznacza, ze hipotezy alternatywne sg tak samo
prawdopodobne.

3.3. Zmienno$¢ typu CNV
Wzér trojalleliczny w profilach DNA
pochodzacych od jednej osoby (duplikacja)

W praktyce kryminalistycznej pojawiaja si¢ profile
DNA, w ktorych biegli obserwuja wystgpowanie trzech
alleli w jednym lub w kilku loci, jesli analizowane mar-
kery genetyczne s3 utozone na tym samym chromoso-
mie (Freeman i in., 2006). Powielenie sekwencji DNA
jest spowodowane duplikacjami fragmentu badz cate-
go chromosomu, delecjami, mutacjami somatycznymi
czy mozaikowato$cig (Crouse, Rogers, Amiott, Gibson,
Masibay, 1999). Wystepowanie wzoru tréjallelicznego
w badaniach kryminalistycznych w opinii autorow jest
niedoszacowane. W przypadku analizy jednego locus
zjawisko to wystepuje niezwykle rzadko, lecz gdy do
oznaczenia profilu DNA zostanie wykorzystany zestaw
odczynnikow zawierajacych 15 polimorficznych ukta-
dow genetycznych, to wzor trojalleliczny pojawia si¢
w przyblizeniu w 1 na 1000 zbadanych prébek (Butler,
2014). Podczas analizy 5964 profili DNA w Belgii
stwierdzono obecno$¢ jednego uktadu trdjallelicznego
w locus D8S1179 i dwoch w locus D18S51 (Mertens
i in., 2009). Tendencja do stosowania w badaniach kry-
minalistycznych zestawow odczynnikow zawierajacych
coraz wigkszg liczbe polimorficznych uktadow STR (na-
wet 20) powoduje, iz zjawisko to jest obserwowane coraz
czesciej. Duplikacja chromosomdw badz ich czesci doty-
czy takze chromosoméw plci.

Wzor trojalleliczny w probce pobranej z materiatu
dowodowego istotnie moze wpltywac na proces wnio-
skowania. Probka moze zosta¢ btednie zakwalifikowana
jako mieszanina DNA (szczego6lnie jesli dodatkowy, trze-
ci allel pojawi si¢ w kilku uktadach genetycznych). Wy-
roézniono dwa rodzaje wzoru trdjallelicznego. W pierw-
szym z nich suma wysoko$ci dwoch mniejszych szczy-
tow elektroforetycznych DNA jest w przyblizeniu rowna
wartosci trzeciego. W drugim typie wszystkie trzy allele
charakteryzuja si¢ podobng wysokoscig (Clayton, Guest,
Urguhart, Gill, 2004). Badania wskazuja, ze pierwszy ro-
dzaj wzoru trojallelicznego jest zdecydowanie czgstszy.
Wzor tréjalleliczny jest wynikiem dziedziczenia dwoch
chromosomoéow badz fragmentu drugiego chromosomu
od jednego z rodzicow (Rolf, Wiegand, Brinkmann,
2002). Podczas badania ojcostwa u dziecka w uktadzie
D3S1358 uzyskano wzor trojalleliczny 17/18/19. Do po-
réwnania dostarczono probke materialu biologicznego
pochodzacego od matki (w tym samym locus jej genotyp
to 15/17) i od dziadka dziecka (od strony domniemanego
ojca). W tym locus dziadek miat takze wzor trojallelicz-
ny 15/18/19. Ojciec dziecka odziedziczyt po swoim ojcu
uktad diploidalny, ktéry przekazat swojemu dziecku.
Dodatkowo wykonano badania w innych uktadach po-
limorficznych zlokalizowanych na chromosomie trzecim
i w zadnym z nich nie uzyskano wzoru tréjallelicznego.
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Sugeruje to, iz zjawisko CNV byto spowodowane powie-
leniem niewielkiego fragmentu trzeciego chromosomu
(Vidal, Cassar, 2008). Zjawisko wystepowania dodatko-
wego allela w praktyce laboratoryjnej jest pomijane. Gdy
jest on usytuowany w pozycji stuttera, to mimo przekro-
czenia wartosci granicznej wysokosci sygnatu dla tego
typu artefaktu (np. 10% wysokosci piku wlasciwego) jest
czesto ignorowany. Biegli uznaja takze trzeci allel jako
mniejszosciowy komponent mieszaniny DNA, ktory
ujawnit si¢ tylko w jednym locus.

Pomimo iz biologiczny mechanizm istnienia wzo-
ru trojallelicznego jest dobrze poznany, to jednak duze
kontrowersje wzbudza metoda interpretacji rezultatu
badania. Podstawa wnioskowania sa dane populacyj-
ne, jednak wyniki badan czgsto$ci wystepowania tego
zjawiska w populacjach znaczaco si¢ od siebie rdznig.
Przyktadem moze by¢ tutaj trdjalleliczny uktad 10,12,13
markera CSF1PO, ktory byt raportowany z czestoscia 1
na 11 000 probek (baza danych International Comission
on Missing Persons) i 1 na 31 330 (baza danych laborato-
rium genetycznego w Korei Potudniowej; Butler, 2014).
Zasadniczo zasoby ogdlnokrajowych genetycznych baz
danych nie obejmuja profili DNA z uktadami tréjallelicz-
nymi. Gléwnie z tego powodu nie zostat stworzony, jak
do tej pory, model obliczen statystycznych (spetniajacy
warunek powszechnej akceptacji $rodowiska nauko-
wego) stuzacy do oszacowania czestosci profili DNA
zawierajacych uktady trdjalleliczne. W opinii autorow
oraz na podstawie danych zawartych w literaturze przed-
miotu celowe wydaje si¢ uwzglednianie w obliczeniach
statystycznych czgstosci wzordw trojallelicznych (Lukka
i in, 20006). W literaturze przedstawiono rodzaje wzoru
trojallelicznego oraz opisano algorytm jego rozpozna-
wania. Rowniez procedury dotyczace analizy mieszanin
pozwalaja na rozrdéznienie, czy zbadana probka materia-
hu biologicznego jest w istocie mieszaning czy tez nie
ma przekonywajacych dowoddéw na obecno$¢ materiatu
biologicznego pochodzacego od dodatkowego dawcy
w préobee (Gill 1 in., 2006). Dlatego postulowane jest wy-
konanie analizy uzyskanego wyniku, w ktorym stwier-
dzono wzor trojalleliczny wedtug schematu:

— sprawdzenie poprawnosci przebiegu procesu badaw-
czego poprzez analiz¢ probek kontroli pozytywnej
i negatywnej dotaczonych do cyklu badawczego,

— sprawdzenie stezenia DNA uzyskanego po procesie
izolacji, poziomu inhibicji, poziomu degradacji DNA.
Dane te biegly uzyskuje po wykonaniu badania me-
toda RT-PCR z wykorzystaniem zestawow odczynni-
koéw selektywnie oznaczajacych pte¢ meska i zenska
oraz okreslajacych proporcje DNA wysokoczgstecz-
kowego do niskoczasteczkowego. Pozyskane infor-
macje daja podstawe do oszacowania mozliwosci wy-
stapienia zjawisk stochastycznych,

— analiza jakosci uzyskanego profilu DNA (wysokos¢
pikow w RFU, morfologia szczytow elektroforetycz-

nych, obecnos$¢ stutterow oraz ich wysokos$¢ w jed-

nostkach RFU),

— analiza liczby alleli w poszczeg6lnych loci. Jesli po-
jawig si¢ dodatkowe szczyty elektroforetyczne, to
konieczne jest sprawdzenie, czy wzor trojallelliczny
w profilu wystepuje tylko w jednym locus czy tez
w kilku loci utozonych na tym samym chromosomie.
Uzyskanie tych informacji pozwoli na zdefiniowanie,
czy profil DNA pochodzi od jednej osoby czy tez jest
obrazem mieszaniny kwasu deoksyrybonukleinowe-
£o,

— oszacowanie prawdopodobienstwa zjawiska drop-in,
czyli pojawienia si¢ dodatkowego sygnatu w profilu
DNA, co polega na weryfikacji wynikow badan pro-
bek kontrolnych (zaréwno kontrola pozytywna, jak
i negatywna procesow izolacji i amplifikacji DNA)
i wyliczeniu prawdopodobienstwa pojawienia si¢ do-
datkowego allela w odniesieniu do cyklu badawczego.
Zazwyczaj warto$¢ ta jest niewielka i nie przekracza
0,05.

Po sprawdzeniu opisanych powyzej wskaznikow
biegly otrzymuje informacje, na podstawie ktorych jest
w stanie stwierdzi¢, iz obserwowany genotyp pochodzi
od jednej osoby, a dodatkowy allel nie jest artefaktem.
Kontrola uzyskanego rezultatu badania materialu dowo-
dowego z poréwnawczym jest ostatnim elementem we-
ryfikacji hipotezy zaktadajacej, ze w probce oznaczono
wzor trojalleliczny. O ile jest taka mozliwos$¢, badania
probek, w ktorych stwierdzono wzor trojalleliczny, nale-
zy powtorzy¢, wykorzystujac inny zestaw odczynnikow
do reakcji PCR.

Nalezy podkresli¢, ze nie zostaly opracowane wzo-
ry stuzace do obliczen czgstosci wystgpowania takiego
uktadu cech w populacji. W zwigzku z powyzszym nale-
zy zweryfikowaé, czy w profilu DNA znajduja si¢ odpo-
wiedniki alleli, jakie wystepuja w materiale poréwnaw-
czym. W przypadku uzyskania zgodnosci (szczegdlnie
w uktadzie trojallelicznym) nalezy temu uktadowi nadac
warto$¢ ,,1” (warto$¢ neutralna, nie wspiera zadnej z hi-
potez alternatywnych).

3.4. Disomia uniparentalna (UPD)

Niezaleznie od mechanizmu molekularnego, ktory
jest przyczyng tego zjawiska, obraz elektroforetyczny
profilu DNA nie zmienia si¢. Biegly podczas analizy ja-
kosciowej elektroforegramu obserwuje szczyty elektro-
foretyczne o prawidtowej morfologii. Nie pojawiajg si¢
symptomy $wiadczace o obecnosci mieszanin DNA. Pa-
rametry profilu DNA, takie jak balans w wysoko$ci alleli
w uktadach heterozygotycznych w obrebie pojedynczych
loci i pomigdzy uktadami polimorficznymi, sg poprawne.
Problemem, z ktérym styka si¢ biegly jest dziedziczenie
polimorficznych cech genetycznych niezgodnie z mode-
lem Mendla (Kotzot, 2001). Potomek posiada uktad cech
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polimorficznych doktadnie taki, jak jedno z rodzicow.

Najczesciej segregacja cech niezgodna z prawami Men-

dla dotyczy tylko tych uktadow, ktore zlokalizowane sa

na jednym z chromosoméw, co moze prowadzi¢ do bted-
nego wykluczenia pokrewienstwa. Pierwszym etapem
procesu analizy wyniku badan genetycznych powinno
by¢ zatem sprawdzenie, czy osoba identyfikowana po-
siada cechy, ktére odziedziczyla po obojgu rodzicach.
Jesli odpowiedz na to pytanie jest negatywna, konieczne
jest ustalenie przyczyny wystgpowania roznic. W przy-
padku identyfikacji me¢zczyzny sprawdzeniem istnienia
pokrewienstwa jest wykonanie badan polimorficznych
uktadow genetycznych STR zlokalizowanych na chro-
mosomie Y. Ze wzgledu na szybkie tempo mutacji nie-
ktérych uktadéw polimorficznych moga pojawic sig
réznice pomigdzy haplotypami DNA ojca i syna (Kayser

i in., 2000). W opisywanej sytuacji biegly ma do czy-

nienia nie tylko z niespetnieniem zatozen modelu dzie-

dziczenia mendlowskiego, ale i réznica w haplotypach.

Stwierdzone réznice nadal nie sg wystarczajacymi prze-

stankami do wykluczenia osoby. Pomocna do ustalenia

pokrewienstwa moze by¢ analiza polimorfizmu uktadéw

genetycznych zlokalizowanych na chromosomie ptci X.

W przypadku potomka meskiego dziedziczy on markery

chromosomu X po matce. Cérka dziedziczy te markery

po ojcu i matce. W literaturze zostal opisany przypadek
prawidtowej identyfikacji kryminalistycznej w sprawie
spornego ojcostwa, w ktorej zdiagnozowano zjawisko

UPD zlokalizowane na chromosomie 21. W wyniku ba-

dan w polimorficznych uktadach genetycznych zloka-

lizowanych na chromosomach autosomalnych okazato
si¢, ze w uktadach Penta D oraz D21S11 genotyp syna
byt zgodny z profilem DNA matki. Potomek nie posiadat
alleli dziedziczonych po ojcu. W pozostatych zbadanych
polimorficznych uktadach genetycznych segregacja cech
przebiegta zgodnie z prawami Mendla. Pojawita si¢ za-
tem watpliwos¢, ktorg starano si¢ rozwigzac¢ za pomoca
badan haplotypu chromosomu Y. Analiza wykazata po-
jedyncza roznice alleli w uktadzie DY S3891I pomigdzy
domniemanym ojcem a synem (wynosita ona jedng jed-
nostke powtarzalng). Dalsze badania potomka z wyko-
rzystaniem markeréw zlokalizowanych na chromosomie

21 wykazaly, iz material genetyczny byt dziedziczony

jedynie od matki. Nasungto to przypuszczenie istnienia

zjawiska UPD 21. Niezgodno$¢ rezultatow badan uktadu

DYS38911 wyjasniono mutacja. Dzigki doglebnej anali-

zie me¢zczyzna nie zostat wykluczony jako biologiczny

ojciec (Mansuet-Lupo i in., 2009).

Aby unikna¢ btednego wnioskowania, biegly pod-
czas ustalania pokrewienstwa powinien:

— sprawdzi¢, czy spelniony jest warunek prawidlowe;j
segregacji cech polimorficznych z pokolenia rodzi-
cielskiego na pokolenie potomne,

— jesli zostang stwierdzone genetyczne roznice pomig-
dzy dzieckiem i rodzicami, konieczne jest sprawdze-

nie, czy réznice te dotycza cech zlokalizowanych na

jednym czy na réoznych chromosomach,

— jesli zroznicowanie dotyczy jedynie uktadow cech
polimorficznych zlokalizowanych na jednym chromo-
somie, to biegly powinien sprawdzié, czy zaburzenie
dziedziczenia cech polega na przekazaniu alleli tylko
od jednego z rodzicow,

— badania genetyczne w polimorficznych uktadach ge-
netycznych powinny zosta¢ powtdrzone z wykorzy-
staniem zestawu odczynnikow, ktory zawiera inne
uktady genetyczne zlokalizowane na chromosomie,
w stosunku do ktorego istnieje podejrzenie o niewta-
sciwym sposobie dziedziczenia,

— w przypadku identyfikacji m¢zczyzny wskazane byto-
by wykonanie badan w polimorficznych uktadach ge-
netycznych zlokalizowanych na chromosomach ptci Y
oraz X, w przypadku identyfikacji kobiety — badanie
polimorficznych uktadéw genetycznych zlokalizowa-
nych na chromosomach X,

— podczas analizy statystycznej wyniku badania gene-
tycznego z zaburzeniem modelu dziedziczenia algo-
rytmy matematyczne stuzace do szacowania praw-
dopodobiefistwa pokrewienstwa wskaza blednie na
jego brak. Nie istnieja dane populacyjne, ktore opisuja
cato$ciowo to zjawisko. Oszacowano jedynie czg-
stos¢ UPD w odniesieniu do zespotu Pradera-Willie-
go (u 25-30% pacjentéw z ta choroba przyczyng byta
matczyna UPD 15) oraz zespolu Angelmana (u 2-3%
pacjentéw przyczyng choroby byta ojcowska UPD 15;
Kotzot, Utermann, 2005). Skala zjawiska w przypadku
tego typu aberracji na innych chromososmach, ktore
nie wywoluja efektow fenotypowych, jak do tej pory
nie jest znana. Przypadki disomii jednorodzicielskiej
trzykrotnie czg¢sciej dotycza komoérek matczynych niz
ojcowskich (Bocian, 2000).

Wedhig autorow gdy biegly wykaze, iz przyczyna
zaburzenia modelu dziedziczenia mendlowskiego jest
disomia jednorodzicielska, powinien on zdecydowanie
rozwazy¢ hipotezg¢ o istnieniu pokrewienstwa. Warun-
kiem koniecznym do dokonania identyfikacji krymina-
listycznej w oparciu o badania genetyczne jest dyskusja
statystyczna uzyskanych rezultatow. Problemem, ktory
musi rozwigzac¢ biegly, jest nadanie wartosci liczbowe;j
dla hipotez czastkowych odnoszacych si¢ do uktadow
genetycznych, w ktorych zdiagnozowano zjawisko UPD.
Wedlug autoré6w w obliczeniach statystycznych dla tych
uktadow polimorficznych biegly powinien przyja¢ licz-
bowg wartos¢ ,,1”. W testowaniu hipotez alternatywnych
jest to warto$¢ neutralna, ktora nie preferuje zadnego
z zalozen. Dzigki temu Zadna z hipotez nie zostaje wy-
kluczona z dalszej czg¢$ci analiz.

Zjawisko disomii uniparenatlnej wplywa na proces
ustalania pokrewienstwa (Bein, Driller, Schurmann, Sch-
neider, Kirchner, 1998; Wegener, Weirich, Dauber, Mayr,
2006), nie ma natomiast znaczenia podczas porownywa-
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nia profili DNA materialu dowodowego z materialem
referencyjnym.

3.5. Chimeryzm komoérkowy

3.5.1. Molekularne przyczyny zmiennosci

Allogeniczny przeszczep szpiku kostnego (od daw-
cy niespokrewnionego) jest procedura, w ktorej komorki
hematopoetyczne biorcy zostajg zastapione komorkami
dawcy (Jotkowska, Witt, 2004). Transplantacja szpiku
prowadzi do powstania w organizmie biorcy zjawiska
nazwanego chimeryzmem hematopoetycznym. W przy-
padku przeszczepu allogenicznego dochodzi zwykle do
tzw. chimeryzmu petlnego (complete chimerism), kiedy
w plynnej tkance stwierdza si¢ jedynie obecnos$¢ komo-
rek dawcy. W niektorych przypadkach obserwuje si¢ zja-
wisko chimeryzmu mieszanego (mixed chimerism), kie-
dy w szpiku kostnym i krwi obwodowej biorcy obecne sg
zardwno jego wiasne komorki, jak 1 komorki pochodzace
od dawcy. Chimeryzm mieszany moze mie¢ charakter
przejsciowy, kiedy po pewnym czasie po transplantacji
u biorcy po dominacji komorek dawcy zaczynaja domi-
nowac de novo jego wlasne komorki, chimeryzm moze
mie¢ charakter staly w sytuacji, gdy dominuja komorki
dawcy (Shamshad, Ahmed, Bhatti, Ali, 2012).

W tego typu sytuacjach metoda pozwalajacg na
wykrycie 1 zbadanie zjawiska chimeryzmu jest analiza
markerow mikrosatelitarnych STR i minisatelitarnych
(Lin i in., 2013). Istotne jest takie dobranie panelu STR,
ktéry pozwoli na odrdznienie genotypu dawcy od geno-
typu biorcy (Odriozola, Riancho, Colorado, Zarrabeitia,
2013). Podkreslenia wymaga fakt, ze badanie krwi i wy-
mazow pobranych z komoérek nabtonka §luzowki z jamy
ustnej moze nie by¢ wystarczajace do ustalenia prawi-
dtowego profilu badanej osoby (Jacewicz, Lewandowski,
Rupa-Matysek, Jedrzejczyk, Berent, 2015). Stwierdzono
bowiem, ze jedynie komodrki otoczki cebulki wlosa sa
materiatem pozbawionym chimeryzmu dawcy i moga
stanowi¢ material referencyjny na potrzeby badan me-
dyczno-sadowych (Dauber 1 in., 2004). Gdy biegly, ana-
lizujac profil DNA, podejrzewa, iz osoba byta poddana
transplantacji szpiku, powinien zwréci¢ uwage na rodzaj
pobieranego materiatu poréwnawczego. W miar¢ mozli-
wosci powinna zosta¢ pobierana zarowno krew, jak 1 wy-
maz z jamy ustnej (Berger i in., 2013).

3.5.2. Interpretacja wynikow badan i wnioskowanie

Z punktu widzenia bieglego z zakresu badan gene-
tycznych najwigksze znaczenie (ze wzgledu na wyniki
analiz genetycznych polimorfizmu) maja przeszczepy
szpiku od innej osoby, zaréwno spokrewnionej, jak i nie-
spokrewnionej. W 2011 roku w Polsce dokonano 377
allogenicznych transplantacji komorek krwiotworczych
(Rejestr przeszczepow komorek krwiotworczych szpiku

i krwi obwodowej, 2012). Wydaje sig, iz liczba ta nie jest

duza, a prawdopodobienstwo zetknigcia si¢ z tym pro-

blemem podczas kryminalistycznych badan genetycz-
nych jest niewielkie. Jednak w polskiej literaturze opisa-
no dwa takie przypadki (Benedycka, Trynda, Wysocka,

2015; Miaskiewicz, Skonieczny, 2007), istnieje wigc

realny problem dotyczacy sposobu interpretowania uzy-

skanego wyniku badania genetycznego i mozliwosci do-
konania na jego podstawie identyfikacji kryminalistycz-
nej. Pod wzgledem genetycznym organizm biorcy jest
chimera, co oznacza wystepowanie dwoch linii komor-
kowych: wilasnych oraz dawcy. Wizualizacja chimery-
zmu na elektroforegramie jest pojawienie si¢ w uktadach
genetycznych dwoch linii komérkowych, w loci moga
znajdowac si¢ wiecej niz dwa allele. Pod wzgledem ge-
netycznym jest to wigc mieszanina DNA pochodzaca od
dwoch oséb. Wyniki analiz dowodza, iz po allogenicz-
nym przeszczepie komorek krwiotworczych z probek
krwi pobranych od biorcy ustalono jedynie profil DNA
pochodzacy od innej osoby — dawcy. Na elektroforegra-
mach nie stwierdzono dodatkowych alleli. W wymazach
pobranych ze $§luzowki policzkoéw stwierdzono natomiast
wystgpowanie mieszanin DNA — uwidocznione zostaly
linie komorkowe biorcy oraz dawcy. Profile DNA ozna-
czone z wlos6w pobranych od biorcy byty zgodne z jego

uktadem cech polimorficznych (Jacewicz i in., 2015).

Taka sytuacja moze mie¢ charakter trwaly. Jak do tej

pory w protokotach pobrania materiatu poréwnawczego

nie widnieje rubryka, w ktorej dane o przeszczepie mo-
glyby zosta¢ wpisane. Unormowania prawne wrecz za-
braniajg podawania danych objetych tajemnica lekarska
bez stosownego postanowienia sadu. Jesli do badan ge-
netycznych zostanie dostarczony materiat porownawczy

w postaci krwi pobranej od podejrzanego o dokonanie

przestepstwa (po przeszczepie allogenicznym), to biegly,

oznaczajac profil DNA, nie wie, ze oznaczyl profil DNA
innej osoby niz ta, od ktorej krew zostata pobrana. Niesie
to za sobg szereg watpliwosci:

— Analiza porownawcza profilu genetycznego ustalone-
go z materialu dowodowego (w postaci krwi) zabez-
pieczonego na miejscu popetnienia przestepstwa z ta-
kim samym materiatem biologicznym pobranym od
podejrzanego po przeszczepie allogenicznym dopro-
wadzi do jego wykluczenia. Ryzyko btednej identy-
fikacji jest duze w przypadku analiz niewyjasnionych
przestepstw sprzed kilkunastu czy kilkudziesigciu lat
(do przeszczepu doszlo pomigdzy dokonaniem prze-
stepstwa a pobraniem materialu referencyjnego).

— Zgodnos¢ profili genetycznych oznaczonych z krwi
(zabezpieczonej jako material dowodowy) i ptynnej
tkanki cztowieka (materiat referencyjny) doprowadzi
do identyfikacji dawcy komorek do przeszczepu, a nie
cztowieka, ktory pozostawit biologiczny slad krymi-
nalistyczny (przeszczep przed dokonaniem przestep-
stwa).
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— Wprowadzenie profilu genetycznego dawcy komorek
do przeszczepu (w przypadku badania materiatu bio-
logicznego pobranego od osoby po przeszczepie) do
zbioru informacji genetycznych moze doprowadzi¢ do
nieprawidtowego powigzania osoby biorcy z innymi,
tozsamymi profilami genetycznymi, wprowadzonymi
do bazy jako NN $lady, a pozostawionymi na miejscu
przestepstwa przez dawce komorek do przeszezepu.

Jak wskazuje praktyka laboratoryjna, w ostatnim
dziesigcioleciu standardowo pobieranym materiatem
referencyjnym do badan genetycznych jest wymaz ze

Sluzowki policzkéw. Wynika to nie tylko z uregulowan

prawnych (Rozporzadzenie Ministra Sprawiedliwosci,

2005), ale i z praktyki. Na rynku dost¢pne sa pakiety do

pobierania materiatu biologicznego do badan genetycz-

nych, a procedura pobrania takiej probki referencyjnej
jest maksymalnie uproszczona. Jesli osoba, od ktorej po-
brany zostat materiat biologiczny w postaci wymazu ze
sluzowki policzkow, byta leczona za pomoca przeszcze-
pu allogenicznego, to z duzym prawdopodobienstwem
z pobranego materialu porownawczego biegly uzyska
mieszaning DNA. W profilu widoczne beda linie ko-
moérkowe biorcy oraz dawcy. Mieszaning DNA mozna
uzyska¢ takze wtedy, gdy doszto do kontaminacji mate-
riatu referencyjnego (btad przedlaboratoryjny, btad w la-
boratorium; Pajgk, Wierzchostawski, 2013). Biegly jest
wigc zobowiazany do kontroli jakosci przebiegu procesu
badawczego w laboratorium (wykluczenie kontaminacji
laboratoryjnej) oraz do powtorzenia badania, w ktorym
powinien wykorzysta¢ druga wymazowke z zestawu,
aby potwierdzi¢ prawidlowo$¢ procesu pobrania probki
biologicznej. Gdy zostang wykluczone btgdy na kazdym
etapie badawczym, opiniujacy informuje organ proceso-
wy o koniecznos$ci pobrania materiatu poréwnawczego

w postaci krwi 1 wltosow. Po uzyskaniu wnioskowanych

probek wykonywane sg kontrolne badania genetyczne.

W ich wyniku profil DNA z prébki pobranej z krwi od-

powiada profilowi dawcy komorek krwiotworczych, na-

tomiast uktad cech polimorficznych uzyskanych z wto-
sow jest zgodny z profilem DNA biorcy tych komorek.

Z mieszaniny DNA uzyskanej z wymazu z nabtonka

sluzowki policzkéw mozliwe jest dokonanie matema-

tycznej separacji genotypow (Clayton, Whitaker, Spar-
kes, Gill, 1998). Oznaczone zostaja indywidualne pro-
file DNA biorcy oraz dawcy przeszczepionych komorek

z uwzglednieniem wszystkich mozliwych kombinacji

alleli. Korelacja uzyskanych wynikéw badan materiatu

poréwnawczego pozwoli na dalszy proces identyfikacji.
Kontrowersyjng sytuacja jest identyfikacja osobni-
cza na podstawie zabezpieczonych $ladow krwawych
pozostawionych na miejscu przestgpstwa przez sprawce
po przeszczepie. Z kryminalistycznego punktu widzenia
zgodnos¢ profili DNA materialu dowodowego i porow-
nawczego jest bez znaczenia. W wyniku badan oznaczo-
no bowiem profil DNA dawcy komoérek krwiotworczych

do przeszczepu, a wigc innego czlowieka niz rzeczywisty
sprawca.

4. Whnioski

W procesie prowadzacym do wydania opinii przez
bieglego nalezy zwraca¢ uwagg na czynniki, ktore wy-
stepuja rzadko, ale moga mie¢ kluczowe znaczenie dla
prawidtowej interpretacji wynikow badan. W kazdej
z opisanych powyzej sytuacji mozliwe jest wystapienie
btednej interpretacji wynikow badan, u podloza ktorej
leza zmiany w materiale genetycznym dawcow mate-
riatu biologicznego. Trudno jest oszacowaé skalg opisa-
nych zjawisk i nie jest mozliwe nawet zgrubne obliczenie
prawdopodobienstwa wystapienia takich przypadkow.
Nie zmienia to faktu, ze wiedza dotyczaca przyczyn wy-
stepowania naturalnych zaburzen, sposobow ich wykry-
wania oraz umiejetno$¢ interpretacji statystycznej w sy-
tuacjach niestandardowych jest niezb¢dna w pracy bie-
glego. W zwigzku z powyzszym autorzy postuluja, aby
proces szkolen realizowany w ramach systemu zarzadza-
nia uwzgledniat rowniez wyzej wymieniong problematy-
ke. Ustawodawca w Kodeksie postgpowania karnego do-
puszcza mozliwo$¢ uzyskania dodatkowych informacji,
ktore sa niezbedne do sporzadzenia opinii. Dane o prze-
bytym przeszczepie czy tez informacje o stanie zdrowia
0s0b, od ktorych pobrano materiat referencyjny do iden-
tyfikacji, bytyby przydatne do sporzadzenia opinii. Ko-
nieczne jest zatem powtdrzenie postulatu de lege ferenda
dotyczacego takiej zmiany uregulowan prawnych, ktore
pozwalatyby bieglemu na uzyskanie dostepu (oczywiscie
w uzasadnionych przypadkach) do niektorych informacji
medycznych w celu ich wykorzystania do sformutowa-
nia wnioskéw $rodka dowodowego.
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