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WDROZENIE INNOWACYJNYCH TECHNOLOGII
DO POLSKIEJ PRAKTYKI BADAN DNA

Implementation of innovative technology into Polish practice of DNA testing

Profil dziatalnosci Biura Badan Kryminalistycznych ABW oraz konkretne
zapotrzebowania z zakresu badan DNA formulowane przez zleceniodawcow
ustug kryminalistycznych wymusity kierunek rozwoju naukowego w dziedzinie
biologii kryminalistycznej, umozliwiajacy identyfikacje¢ §ladow biologicznych,
pozostawionych przez kilku sprawcow w aspekcie ukierunkowania na ich cechy
osobnicze. Chociaz powszechnie uznaje si¢, ze badania DNA sg dzisiaj wiodaca
dziedzing kryminalistyki, jednak dotychczas znane techniki badawcze w biologii
kryminalistycznej nie pozwalaty zidentyfikowa¢ cztowieka na podstawie poje-
dynczych komorek ludzkich obecnych w $ladzie kryminalistycznym.

Kryminalistyka nie znata rowniez metod rozdzialu mieszaniny materiatu bio-
logicznego, stanowigcego §lad dowodowy, np. w postaci zaschnigtych plam mie-
szanej krwi ofiary przestgpstwa oraz sprawcy. Rozdziatl mieszanin pochodzacych
od wigcej niz dwoch osob nie byt mozliwy nawet w przypadku znacznej ilosci
zabezpieczonego materiatu biologicznego.

Innym powaznym problemem, ktéry mial takze wymiar dowodowy, byta
trudno$¢ uzyskania profili DNA ze $ladow kontaktowych (np. komdrki naskorka,
obecne w substancji potowo-ttuszczowej) pozostawionych na podtozach: papie-
rowych, szklanych, metalowych, dotykowych urzadzen elektronicznych.

Od wielu lat wysitki naukowcow skierowane byly na poszukiwanie syste-
moéw pozwalajacych wyizolowaé z preparatu lub ze $ladow biologicznych poje-
dyncze komorki badz ich grupy do dalszych analiz w wielu dziedzinach, a w
szczegoInosci w badaniach wykorzystujacych techniki biologii molekularnej, do
ktorych bez watpienia zalicza si¢ kryminalistyka.

Ostatnie lata w biologii kryminalistycznej zaowocowaly wdrozeniem nowo-
czesnej techniki mikroskopowej, tzw. mikrodysekcji laserowej, umozliwiajacej
precyzyjne cigcie — pozyskanie materialu w postaci pojedynczych komorek do
badan molekularnych przed wtasciwg analiza DNA®.

! D. Di Martino, G. Giuffré, N. Staiti, A. Simone, P. Todaro, L. Saravo, Laser microdis-
section and DNA typing of cells from single hair follicles. ,,Forensic Science Internation-
al” 2004, nr 146, Suppl., s. 155; C. Murray, C. McAlister, K. Elliott, Identification and
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Obecnie najbardziej zaawansowane systemy mikrodysekcji laserowej — LM,
LMD, LAM (laser microdissection, laser assisted microdissection) — opieraja sie
na wycinaniu pojedynczych komoérek z materialu biologicznego: Iudzkiego, ro-
$linnego lub zwierzgcego (np.: preparaty cytologiczne, histologiczne, hodowli
komérkowych), przy uzyciu wigzki laserowej promieniowania UV lub IR, zinte-
growanego z zaawansowanym mikroskopem badawczym i zmotoryzowanym
stolikiem?®. Cato$¢ uzupetniona jest systemem komputerowym pozwalajacym
sterowa¢ procesem wycinania poprzez oprogramowanie, kamer¢ i monitor kom-
puterowy.

Pobieranie materiatu biologicznego do mikrodysekcji laserowej nie r6zni si¢
w istotny sposob od standardéw pozyskiwania prébek do analiz molekularnych.
W celu efektywnego pozyskania materiatu biologicznego ze $ladow kryminali-
stycznych zaleca si¢ jednak stosowanie taSm adhezyjnych umozliwiajacych izola-
cj¢ komorek bezposrednio ze $ladéw kryminalistycznych zdeponowanych na ich
powierzchni. Zabezpieczone w ten sposdb komorki obserwuje si¢ za pomoca
odwroconego mikroskopu konfokalnego oraz sprzgzonej z komputerem kamery,
co umozliwia stale monitorowanie preparatu na ekranie i precyzyjng identyfikacje
wiasciwej komorki lub struktury, ktorg nalezy zaznaczy¢. Dla przyktadu warto
nadmieni¢, ze obrazowanie mikroskopowe tasmy adhezyjnej z zabezpieczonymi
Sladami fragmentéw kciuka dtoni umozliwia obserwacje charakterystycznych
uktadow grup komoérkowych, a takze widoczno$¢ komorek jadrzastych (np. ko-
morki rozmieszczone wzdtuz $ladéw linii papilarnych). Energia wigzki odpo-
wiedniego lasera pozwala na wyselekcjonowanie pozadanych fragmentéw z ta-
$my adhezyjnej. Nastepnie tak pozyskana probka umieszczana jest na specjalnym
wieczku probowki Eppendorfa. Zebrany w ten sposob material poddawany jest
dalszym procesom analitycznym, zmierzajacym do otrzymania pelnego profilu
DNA.

Historycznie rozwoj mikrodysekcji byt $ci§le zwigzany z pojawieniem si¢
zautomatyzowanych mikromanipulatoréw (ruchome ramig¢ zakonczone mikropi-
peta), stanowigcych alternatywe dla metody manualnej, polegajacej na zeskroby-
waniu ostrym narzedziem preparatu umieszczonego na szkietku mikroskopo-
wym?. Nieustanne poszukiwania precyzyjnych, szybkich i zapobiegajacym zjawi-
skom kontaminacji metod oraz postep technologii w zakresie inzynierii laseréw

isolation of male cells using fluorescence in situ hybridisation and laser microdissection,
for use in the investigation of sexual assault, ,,Forensic Science International. Genetics”
2007, nr 1, s. 247.

2 M. Vandewoestyne, D. Deforce, Laser capture microdissection in forensic research:
a review, ,International Journal of Legal Medicine” 2010, nr 124, s. 513.

® G. Murray, An overview of laser microdissection technologies, ,,Acta Histochemica”
2007, nr 109, s. 171.
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i elektronice zaowocowaly opisaniem w 1996 r. przez Emmert-Buck i wsp.* moz-
liwosci systemu LCM (laser capture microdissection) — mikrodysekcji laserowej
metodg wychwytywania z wykorzystaniem wigzki laserowej promieniowania
podczerwonego.

Mikroskopia konfokalna jest jednym z dzialow mikroskopii, w ktorej sktad
wchodzg zaawansowane urzadzenia optyczne stuzace do obserwacji bardzo cien-
kich warstw materiatléw (o grubosci nawet 1 um) w niezwykle wysokiej rozdziel-
czosci 1 kontrascie. Jest to mozliwe dzigki zastosowaniu lasera jako zrodta §wia-
tla. Urzadzenia te analizujg $wiatlo pochodzace tylko z jednej okre$lonej plasz-
czyzny (warstwy), eliminujac $wiatlo dochodzace z pozostatych. Specjalny sys-
tem przyston umozliwia badanie obrazoéw nie tylko z powierzchni materiatu, ale
takze z glebi preparatu. Najwicksza zaletg mikroskopow konfokalnych jest moz-
liwos$¢ tworzenia trojwymiarowych obrazow poprzez skladanie serii plaszczyzn
z roznych glebokosci w catose.

W 2011 r., bazujagc na wiedzy i doswiadczeniu biologéw molekularnych
i onkologéw, Biuro Badan Kryminalistycznych ABW zaadaptowato na potrzeby
kryminalistyki system mikrodysekcji laserowej. Technika — pierwotnie zaprojek-
towana dla zastosowan medycznych, zwlaszcza w onkologii eksperymentalnej,
umozliwiajaca selektywne i bezdotykowe wycinanie pojedynczych komorek
Z preparatow cytogenetycznych za pomocg wigzki promieniowania laserowego —
trafita do kryminalistyki polskiej dzigki wspotpracy naukowcow z wielu renomo-
wanych osrodkow z ekspertami BBK ABW w ramach realizacji projektu rozwo-
jowego na rzecz obronnosci i bezpieczenstwa panstwa nr 0027/R/TO0/2010/12
finansowanego w latach 2010-2013 przez MNiSW/NCBIiR: ,,Badania zmienno$ci
genetycznej na poziomie komérkowym — nowe mozliwo$ci identyfikacji krymi-
nalistycznej AriaDNA 2010”.

Ryc. 1. Pracownia mikrodysek-
cji laserowej BBK ABW

* M.R. Emmert-Buck, R.F. Bonner, P.D. Smith, R.F. Chuaquir, Z. Zhuang, S.R. Gold-
stein, R.A. Weiss, L.A. Liotta, Laser capture microdissection, ,,Science” 1996, nr 274,
s. 998.
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Celem niniejszego projektu bylo opracowanie nowoczesnego systemu iden-
tyfikacji osobniczej na poziomie pojedynczych komérek ludzkich na potrzeby
Kryminalistyki. Gtownym zalozeniem badan kryminalistycznych jest identyfika-
cja osoby, ktora pozostawita $lad biologiczny na miejscu popetnienia przestep-
stwa. W przypadku materiatu biologicznego w postaci komorek ludzkich identy-
fikacji osobniczej dokonuje si¢ na podstawie niepowtarzalnego profilu DNA ko-
morkowego. Wérod wyzwan stawianych przez wspofczesng kryminalistyke na
szczegllng uwage zastuguje analiza §ladowych ilo$ci materialu biologicznego
w postaci mieszanin komérkowych pochodzacych od réznych oséb, zabezpieczo-
nych na miejscu popelnienia przestepstwa. Niewielka uzyteczno$¢ tego typu $ladu
biologicznego w postgpowaniu dowodowym wynikata migdzy innymi z braku
mozliwosci typowania przynaleznosci osobniczej komorek oraz fizycznego roz-
dziatu mieszanin, a co za tym idzie, oznaczenia indywidualnych profili DNA.
Ograniczenia te moga sta¢ si¢ szczeg6lnie dotkliwe wobec narastajacej fali ata-
kéw terrorystycznych dokonywanych przez doskonale wyszkolone organizacje
ekstremistyczne. Charakter tych incydentéw wiaze si¢ z konieczno$cia zabezpie-
czania na miejscu zdarzenia mieszanin $ladow biologicznych, ztozonych z mate-
rialu genetycznego sprawcow (czesto w minimalnych ilo§ciach) oraz ofiar ataku
terroryzmu.

Zespot ekspertow z Pracowni Badan Biologicznych BBK ABW, wychodzac
naprzeciw zapotrzebowaniu organdéw $cigania i organéw wymiaru sprawiedliwo-
$ci, wdrozyt do praktyki kryminalistycznej zaawansowany uktad modutowy zto-
zony z odwroconego laserowego mikroskopu konfokalnego, mikrodysektora lase-
rowego 1 mikroselektora, umozliwiajacy rozréznienie widm fluorescencyjnych
oraz pozyskiwanie i fizyczny rozdziat pojedynczych komorek ludzkich wraz
z metodami analitycznymi pozwalajacymi na otrzymanie profili DNA ze $lado-
wych ilosci materiatu biologicznego.

Warto podkresli¢, ze wdrozona w BBK ABW technika mikrodysekcji lase-
rowej jest pierwszg w Polsce zwalidowang i akredytowana na zgodnos$¢ z norma
europejska PE-EN ISO/IEC 17025:2005 metoda izolacji materiatu biologicznego
ze $ladéw kryminalistycznych, zastosowana w polskiej praktyce kryminalistycz-
nej w listopadzie 2013 r.

Wdrozenie zaawansowanego systemu mikrodysekcji laserowej umozliwito
Znaczace podniesienie czutosci dotychczas stosowanych metod pozwalajacych na
uzyskanie pelego profilu DNA z poziomu 2 ng (300 komoérek) do poziomu
6,6 pg — pojedynczej komorki ludzkiej oraz identyfikacje typu tkanki ludzkiej
w oparciu o poziom ekspresji markerowych mRNA, metoda RealTime PCR
(technika przeznaczona m.in. do identyfikacji ofiar katastrof), a takze rozdziat
mieszanin ztozonych z morfologicznie odmiennych tkanek (np. rozdziat komoérek
meskich od komoérek nabtonka pochwy, a nastepnie wyodrebnienie komponentu
meskiego w przypadku dowodzenia przestepstw z rozdziatu XXV kodeksu karne-
go przeciwko wolnosci seksualnej i obyczajowosci).
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OGRANICZENIA BIOLOGII
KRYMINALISTYCZNEJ

EFEKTY WDROZENIA TECHNIKI
MIKRODY SEKCJI LASEROWEJ

Zabezpieczanie materiatu biologicznego

Slady biologiczne standardowo pobierano
z powierzchni za pomocg pateczek wyma-
zowych. Typowanie miejsca pobrania
wymazu cze¢sto odbywalo si¢ intuicyjnie.

Wdrozono tasmy adhezyjne o wlasciwo-
$ciach optymalnych dla pobierania materiatu
biologicznego ze §ladow kryminalistycznych
oraz izolacji DNA. Obrazowanie mikrosko-
powe tasmy wraz z zabezpieczonym mate-
rialem umozliwia wizualizacje komorek
jadrzastych jeszcze przed rozpoczgciem
badan. Zastosowanie fluorescencyjnych
barwnikdw struktur komérkowych pozwala
na identyfikacje nawet pojedynczych komo-
rek w zanieczyszczonych preparatach.

Nie istniata mozliwos¢ wyselekcjonowa-
nia ludzkich komorek jadrzastych oraz
odseparowania ich od niepozadanych
sktadnikéw zabezpieczonego $ladu (np.
zanieczyszczen oraz inhibitorow zawar-
tych w podtozu) przed rozpoczgciem pro-
cesu izolacji DNA.

Wdrozono technologiec mikrodysekcji lase-
rowej pozwalajaca na odseparowanie poje-
dynczych komorek jadrzastych od reszty
preparatu, co znacznie poprawia czysto$¢
materialu poddawanego izolacji DNA oraz
umozliwia eliminacj¢ inhibitoréw utrudnia-
jacych dalsze etapy analiz DNA.

Czuto$¢ metod analitycznych

Tradycyjne sposoby zabezpieczania §la-
dow oraz izolacji DNA wymagaly obec-
nosci ok. 300 komorek ludzkich (2 ng)
w celu otrzymania pelnego profilu gene-
tycznego.

Mozliwo$¢ uzyskania profilu genetycznego
z pojedynczej komorki (6,6 pg): pojedyncze,
wolne od zanieczyszczen komorki pozyski-
wane s3 z powierzchni tasmy adhezyjnej
technika mikrodysekcji, tj. wycinania za
pomocg wigzki promieniowania laserowego,

Rozdzial mieszanin materiatu biologicznego

Tradycyjny sposob pobierania $ladow
biologicznych poprzez wymaz uniemoz-
liwial rozdzial mieszanin materialu po-
chodzacego od kilku dawcoéw na poszcze-
g6lne komponenty

Zastosowano fluorescencyjne znakowanie
i detekcj¢ sekwencji markerowych (hybry-
dyzacja FISH) umozliwiajace rozrdznienie
typow tkanek w mieszaninie, a nastepnie ich
fizyczny rozdziat z wykorzystaniem mikro-
dysekcji laserowe;j.

Identyfikacja materialu biologicznego

Identyfikacja podstawowych typéw tka-
nek odbywata si¢ w oparciu o wyniki
wstepnych testow immunochromatogra-
ficznych o ograniczonej specyficznosci
i czutodci. Fragment materiatu na ktdrym
wykonano test nie nadawat sie do dalszej
analizy. Brak testow na obecno$¢ §liny
oraz naskarka.

Wdrozono multipleksowg metode identyfi-
kacji tkanek ludzkich typowo wystepujacych
w $ladach kryminalistycznych (krew, nasie-
nie, $lina, naskorek) w oparciu o sekwencje
markerowych mRNA, charakterystycznych
dla kazdej z tkanek. Metoda jest czula, spe-
cyficzna 1 pozwala na zachowanie catosci
DNA ze $ladu do dalszych badan.
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Tab. I . Ograniczenia biologii kryminalistycznej w $wietle wdrozen techniki mi-
krodysekcji laserowej

Dzigki wdrozeniu zaawansowanej technologicznie metody mikrodysekcji lase-
rowej obecnie polscy eksperci z zakresu badan DNA dysponujg narzedziem
umozliwiajagcym fizyczne pozyskanie pojedynczych komodrek ludzkich i oddzie-
lenie ich od zabrudzen zanieczyszczonego $ladu. Wdrozenie nowej techniki przy-
nioslo wymierne korzysci. W wigkszoséci laboratoriow kryminalistycznych do
uzyskania pelnego profilu genetycznego potrzebna jest duza ilo§¢ materiatu bio-
logicznego, w BBK ABW za$ identyfikacja sprawcy jest mozliwa na podstawie
pojedynczej komorki ludzkiej. Te innowacyjne narz¢dzia sa nie do przecenienia
w sprawach dotyczacych ustalenia profilu DNA: wytworcoOw anonimu, sprawcoOw
przestepstw na tle seksualnym, zamachowcow czy terrorystow, co obecnie moze
stanowi¢ w Polsce absolutny przetom w opiniowaniu ekspertyz biologicznych na
rzecz organdw procesowych.

Streszczenie

Niniejszy artykut ma na celu zapoznanie czytelnikow z nowatorska technika mikrodysek-
cji laserowej, stosowanej do fizycznego pozyskiwania materiatu biologicznego do badan
na poziomie molekularnym. Mikrodysekcja laserowa zostata pierwotnie opracowana na
potrzeby onkologii, jednak stopniowo staje si¢ technika niezwykle uzyteczng dla rézno-
rodnych dyscyplin naukowych. Niniejsze opracowanie jest streszczeniem wiedzy o ogél-
nej zasadzie dziatania mikrodysekcji laserowej oraz przykladach jej zastosowania w
kryminalistycznych badaniach genetycznych.

Slowa kluczowe: mikrodysekcja laserowa, kryminalistyczne badania genetyczne, mie-
szaniny DNA

Summary

This article aims at familiarizing the readers with a novel technique of laser microdissec-
tion, applied for physical acquisition of biological material for molecular levels of anal-
yses. The laser microdissection derives its origin from oncology but has been becoming of
substantial importance to other scientific disciplines. This publication is a summary of
knowledge about the general principles of laser microdissection and its exemplary appli-
cations in forensic sciences.

Keywords: laser microdissection, forensic genetic profiling, DNA mixtures



