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WYKAZ SKRÓTÓW 

 

32P → Radioaktywny izotop fosforu 

ALS → Alternatywne źródło swiatła (ang. Alternative Light Source) 

ASO → Hybrydyzacja z sondami allelospecyficznymi 

CCD → Matryca CCD (ang. Charge Coupled Deviece) 

cDNA → komplementarny DNA 

Ct, Cp → Cykl progowy – poziom tła 

DC → Wskaźnik dyskryminacji (ang. Discrimination capacity) 

dNTP → Deoksynukleotydy  

FRET → Proces transferu energii 

Ft → Maksymalna fluorescencja emitowana 

G + C → Związek guanina – cytozyna  

GD → Zróżnicowanie w obrębie układów (ang. Gene Diversity) 

GDB → Human Genome Database 

HapMap Project → Haplotypowa Mapa Ludzkiego genomu  

HD → Zróżnicowanie w obrębie haplotypów (ang. Haplotype Diversity) 

HLA-DQα → antygen zgodności tkankowej 

ID → Numer referencyjny SNPs (np. rs17222279) 

LD → Nierównowaga sprzężeń (ang. Linkage Disequilibrium) 

MALDI-TOF MS → Spektrofotometria masowa metodą jonizacji laserowej 

MGB → Minor Groove Binder 

mRNA → Matrycowy RNA (ang. Messenger RNA) 



NCBI → National Center for Biotechnology Information  

NRY → Non-recombining Region of the Y chromosome 

OLA → Technika ligacji nukleotydów (ang. Oligonucleotide Ligation Assay) 

PAR1       Pseudoatosomalny region na chromosomie Y lub X 
PAR2        

PCOs → Cykliczne oligonukleotydy 

PCR → Reakcja Łańcuchowa Polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction) 

PSA → Antygen prostaty 

Real-time PCR → Reakcja Łańcuchowa Polimerazy w czasie rzeczywistym 

RSID™-semen → Rapid Stain Identification of Human Semen  

RT-PCR → Odwrotna transkrypcja PCR (ang. Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction) 

SNP → Polimorfizm pojedynczego locus 

SRY → Sex- determining Region Y 

ssDNA → Forma jednoniciowa DNA (ang. single stranded DNA) 

STR → Krótkie tandemowe powtórzenia (ang. Short Tandem Repeats)  

STR-PCR → Analiza krótkich tandemowych powtórzeń metodą PCR 

SYBR Green I → organiczny związek chemiczny (C32H37N4S
+) 

Tm → Temperatura topnienia (ang. Melting Temperature) 

YCC → The Y Chromosome Consortium 

Y-SNP → Polimorfizm pojedynczego locus na chromosomie Y 

Y-STR → Krótkie tandemowe powtórzenia na chromosomie Y 
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WSTĘP 

 

W ostatniej dekadzie rozwój technik molekularnych wskazuje na rewolucyjną 

transformację w diagnostyce medycznej oraz w medycynie sądowej [189].  

Naukowcy zajmujący się inżynierią genetyczną przez wiele lat pracowali nad 

uzyskaniem odpowiedniej ilości DNA do celów analitycznych. Inspiracją była metoda 

naśladowania procesu replikacji zachodzącego w komórce w warunkach in vitro. Dzięki 

temu powstała metoda powielania, czyli amplifikacji DNA metodami laboratoryjnymi 

[111, 138]. 

Kary Mullis z pomocą swoich współpracowników wyizolował z bakterii 

Thermus aquaticus, żyjącej na co dzień w gorących źródłach, odporną na wysokie 

temperatury polimerazę DNA, enzym służący do syntezy, a czasem naprawy DNA  

w komórce [138]. Badania zostały przeprowadzone na genie kodującym β-globinę  

w diagnostyce anemii sierpowatej [111, 137, 138]. W 1985r. wykorzystał tę cechę do 

zaprojektowania procesu, który w efekcie pozwolił na amplifikację krótkich 

fragmentów DNA. Metoda ta nazywa się PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) – 

reakcja łańcuchowa polimerazy. Należy wspomnieć, że Kary Mullis przywrócił do 

życia metodę już wcześniej znaną. Podstawowe zasady reakcji PCR zostały bowiem 

opisane przez Kleppego i Khoranę w 1971r [106].  Z kolei Artur Kornberg w 1955 roku 

odkrył enzym, polimerazę DNA. Był to pierwszy krok do poznania molekularnych 

mechanizmów replikacji. Reakcja replikacji katalizowana przez biokatalizator, jakim 

jest polimeraza, polega na przyłączaniu wolnych nukleotydów do jednoniciowej 

struktury łańcucha DNA. Od określonego końca 3' w kierunku końca 5' do istniejącej 

nici będącej matrycową dołączane są na zasadzie komplementarności trifosforany 

nukleotydów. Po połączeniu z matrycą tworzy się typowa struktura dwuniciowego 

DNA [111, 156] 

Reakcja łańcuchowa polimerazy ma na celu bezpośrednio amplifikować gen lub 

fragment DNA znajdujący się w próbie po wcześniejszej ekstrakcji oraz izolacji DNA 

[189, 208]. Etapy PCR to:  denaturacja podwójnej nici DNA, hybrydyzacja starterów  

(przyłączenie primerów - annealing), amplifikacja DNA (elongacja) oraz chłodzenie. 

Cykl powtarza się od 20 do 50 razy w zależności od ilości materiału, który chce się 

uzyskać.  
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Ryc. nr 1.1. Etapy reakcji PCR [245]. 

 

Cechy reakcji PCR, takie jak specyficzność oraz czułość, pozwoliły na 

uzyskanie wielu kopii matrycowego DNA, nawet w stanie degradacji, co skłoniło 

naukowców do zastosowania tej reakcji w medycynie sądowej do badań śladów 

biologicznych [137, 138]. W 1988r. po raz pierwszy w medycynie sądowej 

przeprowadzono reakcję PCR, badając polimorfizm loci HLA-DQα na szczątkach  

3 letniej dziewczynki [15, 66, 184, 185]. 

Początkowo reakcję PCR przeprowadzono przez ręczne dodawanie polimerazy 

do każdego cyklu oraz zmiany temperatur w łaźniach wodnych. W latach 80- tych 
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pokazały się pierwsze komercyjne termocyklery, gdzie umieszczano małe plastikowe 

probówki w metalowych blokach [137, 138]. Na podstawie reakcji PCR powstała 

metoda PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR), która różni się od 

klasycznego PCR tym, że posiada system monitorujący, który pozwala śledzić reakcję 

PCR przy pomocy techniki fluorescencyjnej [137].  

Na początku lat 90-tych Higuchi i współpracownicy stworzyli system do 

detekcji produktów PCR podczas ich gromadzenia się. Metoda ta zawierała  

w mieszaninie reakcyjnej interkalującą cząsteczkę bromku etydyny [51]. W reakcji 

użyto zmodyfikowanego termocyklera z możliwością napromieniowania próby 

światłem UV, następnie detekcja sygnału fluorescencyjnego odbyła się za pomocą 

kamery CCD. Minusem tej metody, oprócz rakotwórczego działania odczynników, była 

detekcja fluorescencji generowanej przez niespecyficzne produkty, która sumowała się 

z fluorescencją badanej próby [51, 189, 208]. Interkalacja jest zjawiskiem stworzenia 

stabilnych wiązań pomiędzy DNA a różnymi ligandami. Na przykład, etydyna  

interkaluje między sąsiadującymi nukleotydami wzdłuż DNA, powodując lokalne 

rozkręcenie o 26˚[245]. 

W kolejnych pracach barwnik bromek etydyny zastąpiono mniej toksycznym 

związkiem i bardziej specyficznym barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green I [73].  

W późniejszym etapie dzięki specyficznym sondom molekularnym udoskonalono 

metodę real-time PCR, zwiększając dokładność oraz czułość reakcji PCR [73]. 

1.1.  Real-time-PCR 

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym charakteryzuje się tym, że amplifikacja 

oraz detekcja amplifikowanego produktu przeprowadzane są równocześnie w tej samej 

probówce, co ogranicza ryzyko zanieczyszczenia oraz skraca czas reakcji. Inną ważną 

zaletą tej metody jest możliwość ilościowej analizy produktów amplifikacji uzyskanych 

w każdym cyklu reakcji łańcuchowej polimerazy poprzez detekcję fluorescencji. Emisja 

fluorescencji uzyskana w reakcji jest proporcjonalna do ilości amplifikowanego DNA  

[62, 126, 228]. 

Technika real-time PCR w genetyce sądowej pozwala na pomiar ilości DNA, 

sekwencji DNA na chromosomach X i Y oraz mitochondrialnego DNA [174]. Metoda 

ta pozwala również na szybką identyfikację innych gatunków, mikroorganizmów oraz 

patogenów, co ma istotne znaczenie w genetyce sądowej w badaniu materiału 

znalezionego po długim upływie czasu [22]. 
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W początkowych cyklach reakcji amplifikacji powolne powielanie produktu jest 

równoznaczne z niskim poziomem emisji fluorescencji, która przedstawiona jest jako 

tło (ang. Bacground) [19, 23, 54, 133, 228]. W następnych etapach zwiększająca się 

ilość produktów PCR jest proporcjonalna do emitowanej fluorescencji. Cykl, w którym 

fluorescencja przekracza poziom tła, nazywany jest cyklem progowym Ct lub Cp  

(ang. Threshold cycle lub Crossing point). W tym cyklu badana matryca zostaje 

amplifikowana a emitowana fluorescencja osiąga maksymalną wartość Ft  

(ang. Fluorescence treshold) [16, 19, 54, 93, 126, 132, 133, 228, 229].  

Od cyklu progowego zaczyna się wczesna faza logarytmiczna PCR. Im wyższe 

stężenie matrycy na początku reakcji PCR, tym mniej cykli potrzeba, aby moc 

emitowanej fluorescencji przekroczyła poziom tła [208]. Porównywanie Ct próby 

badanej z krzywą wzorcową pozwala na uzyskanie informacji o liczbie kopii sekwencji 

analizowanej. Krzywa wzorcowa powstaje na podstawie porównywania wartości Ct 

uzyskanych dla szeregów prób zawierających różne ilości badanej matrycy [19, 125, 

132, 133, 228]. 

Metoda real-time PCR ma liczne zastosowanie między innymi w badaniach nad 

ekspresją mRNA, przy obliczaniu ilości kopii DNA, ilości kopii transgenicznych,  

w badaniach dyskryminacji allelicznej oraz w potwierdzeniu danych uzyskanych na 

mikromacierzach [247]. Metodę tę stosuje się również z dużym powodzeniem  

w diagnostyce molekularnej, w mikrobiologii klinicznej i żywnościowej, w onkologii 

klinicznej, w terapii genowej oraz medycynie sądowej [62, 125, 228]. 

PCR w czasie rzeczywistym posiada ograniczenia, między innymi trudność 

zaprojektowania eksperymentu, standaryzacji protokołów metody, wyboru 

odczynników, przygotowania matrycy oraz analizy danych. Jeżeli którykolwiek z tych 

czynników zostanie nieprawidłowo dobrany, otrzymane wyniki mogą doprowadzić do 

błędnych wniosków [51, 153, 173].   

Ważny jest sposób zabezpieczenia materiału, transport i przechowywanie. Na 

jakość matrycy, która zostanie poddana badaniu, ma również wpływ zastosowana 

metoda izolacji; powinna być ona wolna od inhibitorów odwrotnej transkrypcji oraz od 

nukleaz (ważne przy długim przechowywaniu) [16, 24].  
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1.1.1. Etapy reakcji real-time  

Parametry amplifikacji są zależne od matrycy, primerów oraz zastosowanego 

termocyklera. Reakcja PCR zawiera następujące etapy:  

� denaturację podwójnej nici DNA, 

� hybrydyzację starterów oraz amplifikację DNA, 

� topnienie, 

� chłodzenie. 

1.1.1.1. Denaturacja podwójnej nici DNA 

Denaturacja DNA polega na rozdzieleniu podwójnej nici DNA na dwie 

pojedyncze nici poprzez zerwanie wiązan wodorowych pomiędzy nićmi. Denaturację 

przeprowadza się w temperaturze 94°C - 95°C przez 0,5 - 2 min. W sytuacji, kiedy 

matrycowy DNA jest bogaty w GC, ten etap można przedłużyć od 3 do 4 min. W ten 

sposób rozdzielone nici DNA są gotowe do następnego etapu - przyłączenia starterów 

[151, 220]. 

      1.1.1.2. Hybrydyzacja starterów oraz amplifikacja DNA 

Temperatura annealingu powinna być o 5°C niższa od temperatury topnienia 

primerów. Przyłączenie starterów przeprowadza się przez 0,5 – 2 min. Przeważnie 

temperatura łączenia starterów oscyluje między 50°C a 60°C. Primery łączą się 

komplementarnie do pojedynczej nici DNA od końca 5' [151, 220]. Po annealingu 

temperatura rośnie do 72°C, pozwalając na optymalną pracę polimerazy DNA. Czas 

polimeryzacji, zwany też elongacją, zależy od wielkości amplifikowanego fragmentu. 

Przyjmuje się, że na odcinek 1000 nukleotydów polimeraza Taq potrzebuje 1 minuty 

[151, 220]. Na tym etapie kończy się pierwszy cykl. Aby namnożyć badany fragment 

DNA do dalszych badań, powtarza się ten cykl około 25 do 50 razy w zależności od 

użytej matrycy [220]. 

 

1.1.1.3.  Temperatura topnienia - Tm  

Wzrost temperatury w PCR powoduje destabilizację podwójnej struktury DNA 

wywołując rozdzielenie nici. Temperaturę, w której 50% DNA ulega denaturacji, nazywa 

się temperaturą topnienia DNA – Tm. Temperatura topnienia zależy od długości badanej 

cząsteczki DNA oraz sekwencji nukleotydowej. W dobrze dobranych warunkach reakcji 

PCR, oligonukleotyd tworzy komplementarną strukturę z docelowym DNA. Pojedyncze 
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miejsce, w którym zasady nie tworzą pary, uniemożliwia tworzenie hybrydy. Aby 

osiągnąć taki poziom precyzji warunków, temperatura inkubacji musi być tuż poniżej 

temperatury topnienia oligonukleotydu.  

       1.1.1.4.  Chłodzenie 

Po etapie amplifikacji – działania polimerazy Taq w temperaturze 72°C, 

temperatura zostaje obniżona (do około 4°C) i w ten sposób przerywa się pracę 

polimerazy oraz zachowuje w odpowiednich warunkach produkt PCR do dalszych 

badań [151, 220]. 

           1.1.2. Detekcja fluorescencji – produktów PCR metodą real-time 

Systemy detekcji sygnału fluoroscencyjnego mogą być różne. Początkowo 

zastosowano niespecyficzną metodę detekcji fluorescencji z użyciem bromku etydyny. 

Później wprowadzono bardziej specyficzną metodę detekcji emisji fluorescencji  

z wykorzystaniem sond oligonukleotydowych oznakowanych na końcu  

5' ³²P, natomiast pomiar produktów związanych z tym radioizotopem okazał się 

trudnym etapem, wymagającym rozdziału chromatograficznego [23]. Wprowadzenie 

sond fluorogenowych połączyło dwie metody w badaniach z polimerazą: pierwszą 

opartą na ilościowym pomiarze fluorescencji w czasie rzeczywistym a drugą  

z możliwością identyfikacji docelowego DNA poprzez analizę emisji fluorescencji po 

reakcji PCR [23]. 

 

                  1.1.2.1.Detekcja fluorescencji z użyciem SYBR™ Green I 

Pierwsza reakcja real-time PCR przeprowadzona została w 1997r. przez Ririe K 

M i Wittwera C [49, 249]. Fluorochrom SYBR Green I jest barwnikiem, który 

interkaluje w najmniejszym rowku cząsteczki DNA i emituje fluorescencje tylko w 

momencie związania się z podwójnym łańcuchem DNA.  

Metoda jest bardzo ekonomiczna, natomiast tak jak w przypadku bromku etydyny, 

barwnik ten interkaluje do każdej dwuniciowej cząsteczki DNA, w tym również do 

niespecyficznych produktów PCR. W takiej sytuacji po zakończeniu procesu 

amplifikacji przeprowadza się analizę krzywej topnienia produktów w mieszaninie 

reakcyjnej [228]. Krzywa topnienia powstaje w wyniku podnoszenia temperatury do 

95°C z równoczesnym wykresem fluorescencji. Wraz ze wzrostem temperatury poziom 
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fluorescencji etapowo zmniejsza się. Efekt ten spowodowany jest wzrostem ruchu 

cząsteczek związanego barwnika [22, 24, 228].  

W momencie, kiedy temperatura mieszaniny reakcyjnej osiągnie wartość, przy 

której nici DNA rozdzielają się, czyli temperaturę topnienia produktu (ang. melting 

temperature, Tm), cząsteczki fluorochromu uwalniają się a fluorescencja gwałtownie 

spada [62, 125, 228]. Temperatury topnienia poszczególnych produktów są cennym 

źródłem informacji o specyficzności reakcji. Amplikon, który nas interesuje, ma zwykle 

wyższą temperaturę topnienia niż dimery starterów. Nie jest ona jednak wyższa niż 

80°C [24, 54, 125, 173, 228]. 

 

Ryc. nr 1.2. Zasady reakcji PCR systemem fluorescencyjnym SYBR™ Green I. 

Inne fluorochromy o działaniu podobnym do SYBR™ Green I to: 

SYBR™Gold, YoYo™-1, Yo-Pro™-1, Amplifluor™ oraz LUX™ primers [23]. 

 

                  1.1.2.2. Sondy molekularne 

Inną formą detekcji fluorescencji metodą real-time PCR są sondy hybrydyzujące 

takie, jak: TaqMan, Beacons, Scorpions, SimpleProbe®, Eclipse™, Cyclicons™  

i inne. Ich działanie opiera się na reakcji FRET (ang. Fluorescent Resonant Energy 

Transfer) - procesie transferu energii fluorescencji z jednego fluorochromu do drugiego 

[35, 152, 189, 193, 228]. 
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Teoria FRET została opracowywana przez Theodora Förstera w latach 40-tych. 

Pierwsze badania biologiczne, w których wykorzystano FRET przeprowadzono  

w 1970r. w analizie białek. W połowie lat 80-tych i początku 90-tych powstały pierwsze 

publikacje z wykorzystaniem FRET do badań genetycznych DNA [41, 55, 63]. Proces 

FRET powstaje wtedy, kiedy sonda z większą energią, nazywaną dawcą „Reporter”, 

przekazuje fluorochrom do znajdującej się blisko sondy z niską energią, nazywaną 

biorcą – wygaszacz „Quencher”. W ten sposób energia zostaje przekazana  

z jednego barwnika do drugiego a dodatkowo w trakcie fazy elongacji polimeraza 

degraduje sondę dzięki swojej aktywność 5'→ 3' egzonukleazy [41, 94], uwalniając 

„Reportera”- dawcę, który w momencie oddzielania się od „Quenchera” - wygaszacza 

emituje fluorescencję. Sygnał fluorescencji powstaje tylko wtedy, kiedy sonda 

hybrydyzuje komplementarnie do sekwencji matrycowego DNA, w tym przypadku jest 

to sonda „Reporter". Fluorescencja generowana w każdym cyklu reakcji jest 

proporcjonalna do ilości produktu amplifikowanego (ryc. nr 1.3) [23]. 

   

  Ryc. nr 1.3. Zjawisko FRET. 

Sondy molekularne są to oligonukleotydy oznakowane jednym fluorochromem 

dawcą na końcu 5', który przekazuje fluorescencję oraz jednym fluorochromem biorcą 

na końcu 3', który absorbuje fluorescencję uwolnioną przez fluorochrom dawcę. 

Powszechnie stosowane barwniki na końcu 5'-„reporterowe” to: FAM  

(6-karboksylofluoresceina), TET (tetrachloro-6-karboksylo-fluoresceina) oraz VIC 

(nazwa zastrzeżona przez ABI, USA) [189, 228]. 
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Do barwników wykorzystanych na końcu 3' – „wygaszacze” należą: TAMRA  

(6-karboksylotetrametylorodamina) oraz DABCYL [kwas 4-(4'-dimetylo-

aminofenyloazo) benzoesowy] [152, 228]. W ostatnich latach pojawiły się na rynku 

inne barwniki wygaszacze, takie jak BHQ™-1 i BHQ™-2 z firmy Biosearch 

Technology's oraz Epoch's Eclipse Dark. Wygaszacze te charakteryzują się tym, że 

posiadają niskie tło fluorescencyjne, co w efekcie pozwala na uzyskanie większej 

specyficzności oraz szerokiego zakresu absorbancji, umożliwiającego analizę 

multipleksową [23]. 

Najczęściej stosowanym wygaszaczem jest DABCYL, ponieważ może on 

znajdować się bardzo blisko sekwencji „ Reporter”, co pozwala na sprawne przekazanie 

energii. Używany jest on również do syntezy oligonukleotydów „Reporter”  

i „ Quencher” typu Beacons [23]. 

Ważnym czynnikiem w reakcji PCR z sondami molekularnymi jest wybór 

optymalnego stężenia primerów oraz sond, które pozwolą na śledzenie poziomu 

fluorescencji [126, 152, 153]. Ponieważ ilościowy pomiar kopii DNA równa się do 

poziomu fluorescencji w każdym cyklu, dlatego temperatura topnienia sond powinna 

być wyższa od temperatury topnienia oczekiwanej w badanych próbach [243]. 

Zaleca się, aby temperatura topnienia sond była o 5°C - 10°C wyższa od 

temperatury topnienia primerów w tej samej nici DNA. Sekwencja docelowa może się 

znajdować w dowolnym miejscu amplifikowanej sekwencji DNA, natomiast sondy 

powinny być zlokalizowane daleko od primerów, aby zmniejszyć rywalizację sonda – 

primer [243]. 

    1.1.2.2.1. Sondy TaqMan 

Sondy te są oligonukleotydami o długości ok. 20 – 30 pz. Można je nazwać 

„sondami hydrolizującymi”, które przez aktywność egzonukleazową powodują emisję 

fluorescencji oraz rozdzielają sondę „ Reporter” i sondę, „ Quencher”. Podczas każdego 

cyklu PCR sonda rozpoznaje komplementarny fragment DNA i wiąże się z nim 

pomiędzy miejscami przyłączania starterów. Podczas fazy logarytmicznej PCR  

w każdym cyklu wraz ze wzrostem stężenia produktu hybrydyzuje z nim więcej sondy. 

W trakcie degradacji uwalnia się fluorochrom a efektem tego w każdym kolejnym cyklu 

jest zwiększenie się poziomu fluorescencji (ryc. nr 1.4) [8, 54, 125, 126, 153, 228, 229]. 
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Ryc. nr 1.4. Proces działania Sondy Hybrydyzującej typu TaqMan. 

Inne „sondy hydrolizujące” to sondy na bazie lantanowców. Technologia opiera 

się na czasowym multipleksowym działaniu związków lantanowców techniką real – 

time PCR, wykorzystując proces transferu energii z jednego fluorochromu do drugiego 

(FRET), natomiast cząsteczki lantanowców utrzymują bardzo długo aktywność 

fluorescencyjną, co pozwoliło na wykorzystanie związków tych metali jako dawców 

energii.[23]. 

 

    1.1.2.2.2. Sondy Beacons 

Sondy te są oligonukleotydami z jedną cząsteczką z fluorochromem i drugą  

z wygaszaczem na każdym końcu. Różnią się od sond TaqMan tym, że do wzbudzenia 

fluorescencji nie potrzebują aktywności egzonukleazy [8, 54, 125, 153, 189, 228]. 

Kiedy są wolne w mieszaninie reakcyjnej, to przyjmują formę „szpilki do włosów” 

(posiadają dwa ramiona z komplementarnymi sekwencjami) [191], co umożliwia 

zbliżenie fluorochromów, pozwalające na wygaszenie przez dawcę fluorescencji biorcy. 

W obecności komplementarnej sekwencji matrycy sonda rozwija się  

i hybrydyzuje do niej. Barwnik oddala się od wygaszacza, co umożliwia emisję 

fluorescencji (ryc. nr 1.5) [8, 54, 125, 126, 153, 228, 229]. 
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Ryc. nr 1.5. Działanie sondy hybrydyzującej typu Beacons. 

 

Sondy typu Beacons stosuje się w badaniach interakcji białko - DNA, w detekcji 

enzymatycznego podziału ssDNA, w śledzeniu techniką real-time PCR 

wewnątrztkankowej hybrydyzacji mRNA oraz w analizie mutacji poprzez badania 

polimorfizmu pojedynczego locus [23]. 

Specyficzność sond molekularnych typu Beacons pozwala na dokładne 

wykrywanie chromosomu Y w blastomerach oraz w mRNA w pojedynczych 

komórkach [23]. 

 

    1.1.2.2.3. Sondy Scorpions 

Detekcję specyficznej sekwencji primera oraz produktu PCR osiąga się poprzez 

jeden nukleotyd. Sonda, w momencie kiedy nie hybrydyzuje, przyjmuje formę „szpilki 

do włosów”. Fluorochrom łączy się do 5' końca, który znajduje się naprzeciwko 

quenchera związanego do końca 3' [189]. Sekwencja pętli jest komplementarna do 

produktu elongacji primera, do którego sonda jest przyłączona. Pomiędzy końcem  

5' a 3' znajduje się specyficzny starter, który nie amplifikuje się oraz blokuje polimerazę 

DNA i wygaszacz fluorescencji [8, 54, 126, 228, 229]. 

Hybrydyzacja sondy z komplementarnym fragmentem DNA powoduje otwarcie 

struktury w formie szpilki, a tym samym oddalenie fluorochromu od wygaszacza, 

wzbudzenie oraz rejestrację fluorescencji. Fragment blokujący pracę polimerazy 

zapobiega wydłużaniu końca 3' produktu PCR (ryc. nr 1.6) [126, 228]. 
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Ryc. nr 1.6. Schemat przedstawiający działanie sond typu Scorpions. 

 

Sondy Scorpions wykorzystane są do detekcji mutacji poprzez badania SNP, do 

analizy ludzkich papillomawirusów oraz do różnicowania patogennych grzybów 

żyjących w roślinach [23].  

 

    1.1.2.2.4. Sondy SimpleProbe® 

Sonda SimpleProbe® to pojedynczy oligonukleotyd związany z zielonym 

barwnikiem na końcu 5' lub 3'. Cząsteczka zawierającą fluorochrom emituje 

fluorescencję w chwili hybrydyzacji z docelową sekwencją DNA. Należy wziąć pod 

uwagę koniec sekwencji wokół złączonej sondy SimpleProbe®. Guanozyny znajdujące 

się w komplementarnej sekwencji mogą potencjalnie redukować sygnał fluorescencyjny 

sondy SimpleProbe®. Innym ważnym czynnikiem jest długość amplikonu. Do reakcji  

z sondą SimpleProbe® zaleca się amplikon o długości od 100 do 200 pz [123]. 

Zastosowanie sond SimpleProbe® jest różne, między innymi w badaniach SNPs. 

Ostatnie postępy w metodzie real-time PCR opierają się na systemach pozwalających 

uzyskać rezultaty bezpośrednio z mieszaniny reakcyjnej, zmieniając metodę real-time 

PCR na mniej czasochłonną oraz mniej pracochłonną. Przy pomocy powyższych sond 

stworzono test LightSNiP, który opiera się na Polimorfizmie Pojedynczego Nukleotydu 

(SNP) znajdującego się w GenBanku ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [243].  

W skład testu LightSNiP wchodzi SimpleProbe® zawierający sondy 

fluorescencyjne oraz primery. Sondy hybrydyzują przy pomocy procesu FRET (ryc. nr 

1.7). 
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Ryc. nr 1.7. Działanie oraz efekt zestawu LightSNiP z sondą SimpleProbe® [243]. 

 

1.1.2.2.5. Sondy Eclipse™ 

Sondy te mają liniową formę. Wygaszacz fluorescencji (quencher) zawiera małą 

sekwencję zmodyfikowanych nukleotydów, nazywaną minor groove binder – MGB  

i przyłączoną na końcu 5' wygaszacza. Na końcu 3' znajduje się fluorochrom. Sondy te 

można porównać do sond hydrolizujących. Obecność MGB na końcu 5' i działanie 

polimerazy Taq powoduje powstanie formy Eclipse [23]. 

Technologia MGB ma ogromne zastosowanie w real-time PCR, ponieważ  

z łatwością można zaprojektować zestaw primerów potrzebnych do analizy trudnych 

regionów ludzkiego genomu; partycypacja w reakcji zmodyfikowanych nukleotydów 

może zlikwidować przeszkody, które mogą powstać w wyniku obecności sekwencji 

sond bogatych w A, T lub G [23]. 

Wygaszacz z MGB w większym stopniu redukuje tło w porównaniu  

z powszechnie zastosowanymi wygaszaczami, takimi jak TAMRA™ lub DABCYL 

(ryc. nr 1.8) [23, 175]. 
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Ryc. nr 1.8. Schemat przedstawiający działanie sond typu Eclipse™. 

 

1.1.2.2.6. Sondy Cyclicons™. 

Sondy te znane również jako - cykliczne oligonukleotydy (PCOs). Opierają się 

na działaniu dwóch fragmentów sond zawierających dwa końce 3' i dwa  

końce 5'.  Jeden z segmentów PCO jest komplementarny do fragmentu matrycy DNA, 

drugi segment nazywany zabezpieczającym jest krótszy, posiada od 5 do  

8 nukleotydów oraz jest pseudo komplementarny do końca 3' i końca 5' sondy 

niekomplementarnej do matrycy DNA, nazywanej primer-sonda (ang. antisense). Przed 

hybrydyzacją PCOs formują wewnątrzmolekularne struktury pseudo – cykliczne,  

w rezultacie powstaje komplementarność między sondą zabezpieczającą i sondą 

antisense (ryc. nr 1.9) [23].  

 

Ryc. nr 1.9. Schemat przedstawiający działanie sond typu Cyclicons™. 

Łączenie końców 3' - 3' między PCOs zwiększa stabilność nukleazy na końcu  

3', podczas gdy pseudo - cykliczne struktury na końcu 5' dostarczają dodatkowej 

stabilności nukleazy na końcu 3', blokując nukleazy na końcu 5' [23]. 

Jeżeli sonda zabezpieczająca jest komplementarna do końca 5' sondy  

„antisense” lub sondy-primer, oba oligonukleotydy zostaną całkowicie związane 

PCOs

matryca 
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poprzez łączenie 3' - 3'. Jeżeli sonda zabezpieczająca jest komplementarna do końca  

3' sondy –primer, oba oligonukleotydy zostaną całkowicie związane poprzez łączenie  

5' - 5' [23]. 

Dawca energii przyłącza się do wolnego końca sondy zabezpieczającej - 3' lub  

5' oraz biorca energii zwiąże się do zasady wewnątrz sondy - primer. Obecność 

komplementarnej sekwencji matrycowego DNA w reakcji powoduje, że struktura 

cykliczna sformowana przez oligonukleotydy otwiera się, rozdzielając fluorochrom od 

„quencher” i tym samym emitując fluorescencję [23, 95]. 

           1.1.3. Optymalizacja reakcji PCR 

  Optymalna reakcja amplifikacji zależy od różnych czynników takich jak: wybór 

primerów, temperatury oraz stężenia odczynników w buforze. Najprostszą drogą do 

optymalizacji reakcji PCR, mając odpowiednią parę primerów, jest zmiana stężenia 

MgCl₂ lub temperatury annealingu. Program reakcji PCR stanowi bardzo ważny 

czynnik do optymalizacji. Częściej wprowadzone są zmiany w temperaturze 

annealingu, natomiast rzadziej zmieniana jest ilość cykli, czas każdego z nich oraz 

temperatura [27, 65, 192, 205, 231]. 

 

                  1.1.3.1.  Stężenie jonów Mg²⁺ 

  Stężenie jonów Mg²⁺ może mieć wpływ na przyłączenie primerów, temperaturę 

oddzielenia nici od matrycy oraz od produktu PCR, specyficzność produktu, powstanie 

artefaktu primer-dimer oraz aktywność i specyficzność enzymu.  Polimerazy wymagają 

wolnych jonów magnezu do dokładnego związania matrycowego DNA, primerów oraz 

nukleotydów. Reakcja PCR może zawierać od 0,5 do 2,5 mM magnezu ponad ogólne 

stężenie dNTP. Obecność EDTA oraz innych inhibitorów reakcji w roztworze primerów 

lub matrycowego DNA może zakłócić optymalną aktywność jonów magnezu [27, 65, 

192, 231]. 

 

  1.1.3.2. Przyłączenie primerów (ang. annealing) 

Temperatura i długość czasu przyłączenia primerów zależy od zawartości 

zasadowej, długości oraz stężenia primerów. Temperaturę topnienia starterów oblicza 

się według wzoru: [2n (A + T) + 4n₂ (G + C)] - 5 [184], gdzie n oznacza liczbę 

określonych nukleotydów. Primery powinny zawierać od 18 do 30 zasad, zawartość 



 

16 

 

 

nukleotydów G - C powinna stanowić od 20% do 60% w sekwencji primerów oraz 

temperatura topnienia powinna być podobna. Obowiązująca temperatura annealingu jest 

o 5˚C niższa od prawdziwej Tm primerów. Ponieważ polimeraza jest aktywna  

w szerokim zakresie temperatur, elongacja primerów będzie możliwa przy niskich 

temperaturach, wliczając w to etap annealingu [37]. Ogólnie, temperatura annealingu  

w zakresie od 55˚C do 72˚C daje najlepsze rezultaty. Zalecane stężenie primerów  

(0,2 µM) do annealingu pozwala w krótkim czasie uzyskać oczekiwany rezultat [27, 65, 

231]. 

Ze zwiększeniem temperatury annealingu wzrasta możliwość prawidłowego 

przyłączenia primerów oraz redukcja nieprawidłowej elongacji nukleotydów przy 

końcu 3'. Dlatego rygorystyczne przestrzeganie temperatury annealingu, przede 

wszystkim w trakcie pierwszych kilku cykli, może pomóc we wzroście dokładności 

metody [231].  

 

  1.1.3.3. Czas elongacji primerów 

Czas elongacji zależy od długości i stężenia sekwencji docelowej oraz 

temperatury. Elongacja primerów jest dokonywana przy temperaturze 72˚C, ponieważ 

jest bliska optymalnej temperatury aktywności polimerazy. Szacuje się, że przy 

temperaturze 72˚C przyłączają się od 35 do 100 nukleotydów w zależności od buforu, 

pH, stężenia soli oraz rodzaju matrycowego DNA [37, 84]. Zwiększenie czasu elongacji 

o jedną minutę przy 72˚C jest wystarczające, żeby uzyskać produkt o długości 2 kb  

i może być przydatne we wcześniejszych cyklach, jeżeli ilość substratu jest bardzo 

niska oraz w ostatnich cyklach wtedy, kiedy stężenie produktu przekracza stężenie 

enzymu (1 nM) [27, 65, 192, 231]. 

 

         1.1.3.4. Czas i temperatura denaturacji  

Najczęstszą przyczyną nieudanej reakcji PCR jest niekompletna denaturacja 

matrycy lub produktu PCR. Denaturacji w typowych warunkach dokonuje się  

w temperaturze 95˚C przez 30 sekund lub 97˚C przez 17 sekund, natomiast wyższa 

temperatura oraz dłuższy czas mogą być odpowiednie dla sekwencji bogatych w pary  

G + C. Planując parametry etapu denaturacji należy wziąć pod uwagę czas i temperaturę 

aktywności polimerazy. Istnieje możliwość częściowej utraty aktywności 
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enzymatycznej, z tego powodu Taq Polimeraza czasem dodawana jest na końcu, jako 

ostatni składnik mieszaniny reakcyjnej do PCR [27, 65, 192, 231]. 

 

  1.1.3.5. Ilość cykli 

Optymalna ilość cykli zalecana do reakcji zależy od stężenia matrycowego DNA 

wtedy, kiedy inne parametry reakcji zostały zoptymalizowane. Najczęściej popełniany 

błąd polega na zaprogramowaniu za dużej liczby cykli. Taka sytuacja może 

doprowadzić do uzyskania niespecyficznych produktów, a z kolei mała ilość cykli  

w programie utrudnia uzyskanie oczekiwanego stężenia produktu PCR [65, 231]. 

Tabela nr 1.1. Ilość cząsteczek DNA do uzyskania oraz zalecana liczba cykli. 
Docelowa ilość 

cząsteczek 
Zalecana 

liczba cykli 

3x10⁵ 25 - 30 
1, 5x10⁴ 30 - 35 
1x10³ 35 - 40 

50 40 - 45 
 

  1.1.3.6. Primery 

Optymalne stężenie primerów szacuje się między 0,1 a 0,5 µM. Stężenie 

primerów większe, niż zalecane, może spowodować kumulację niespecyficznych 

produktów oraz może zwiększyć prawdopodobieństwo powstania artefaktów 

określonych jako primer – dimer. Aby uzyskać jak największą specyficzność reakcji 

PCR primery powinny zawierać od 15 do 25 nukleotydów oraz posiadać od 40 do 60 % 

zawartości par G/C [132]. Temperatura topnienia primerów powinna znajdować się 

między 55˚C a 60˚C [65, 128, 192, 205, 231]. 

 

  1.1.3.7. Enzym polimeraza Taq 

Enzym polimeraza Taq toleruje wysokie temperatury. Optymalnej aktywności 

tego enzymu oczekiwać można w temperaturze między 72˚C - 80˚C [185, 231]. 

Polimeraza Taq jest aktywna również w temperaturze pokojowej, co może prowadzić 

do powstania niespecyficznych produktów reakcji PCR. W takiej sytuacji zaleca się 

przed rozpoczęciem reakcji PCR poddać enzym polimerazę wysokiej temperaturze 

(ang. hot start) celem zwiększenia specyficzności reakcji [37, 66].  

Rozwój biotechnologii pozwolił na różne modyfikacje tego enzymu. Firma 

Applied Biosystems wprowadziła na rynek enzym AmpliTaqGold®, który jest 
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nieaktywny w temperaturze pokojowej, a rozpoczyna swoje działanie po wstępnej 

inkubacji w 95˚C przez 10 minut [13, 66]. Taki „hot start” zmniejsza możliwość 

powstania niespecyficznych związków, które mogą powstać przy niskich temperaturach 

[66, 135].  

Zalecane stężenie Taq DNA polimerazy znajduje się między 1 a 2,5 jednostek 

(U) na 100 µl reakcji. Kiedy optymalizujemy PCR, można testować stężenie enzymu  

w zakresie od 0,5 do 5 U/100 µl. Jeżeli stężenie enzymu jest za wysokie, mogą się 

pojawić niespecyficzne produkty w tle, a jeżeli stężenie enzymu jest za niskie, można 

nie uzyskać oczekiwanej ilości produktu PCR [65, 128, 205, 231]. 

 

1.1.3.7.1. FastStart DNA Master HybProbe  

FastStart DNA Master HyProbe przeznaczony jest do pracy na LightCycler® 2.0 

System. Z odpowiednimi primerami oraz sondami zestaw ten pozwala na specyficzną  

i czułą detekcję produktów PCR oraz na ilościowy pomiar określonej sekwencji DNA. 

Dodatkowo można określić genotyp w analizie Polimorfizmu Pojedynczego Locus 

(SNPs) oraz w badaniach nad mutacjami [243]. Zestaw przydatny jest również do 

dwuetapowego RT-PCR. Razem z LightCycler® Uracil-DNA Glycosylazę zapobiega 

powstaniu kontaminacji podczas reakcji PCR. Zasady działania zestawu LightCycler® 

FastStart DNA Master HybProbe umożliwiają jego zastosowanie w amplifikacji oraz 

detekcji każdej sekwencji DNA i cDNA (komplementarny DNA). Do powyższego 

zestawu ważne jest dopasowanie warunków reakcji PCR, zaprojektowanie 

prawidłowych starterów oraz parę sond do każdej sekwencji. Wielkość amplikonu, 

który chcemy analizować, nie powinien przekraczać 1 kb. Optymalne wyniki uzyskuje 

się przy długości produktu maksymalnie do 700 pz [243]. 

 

       1.1.3.8. Matrycowy DNA 

Ilość DNA wymagana do reakcji PCR jest zależna od czułości zastosowanej 

metody. W genetyce sądowej ilość DNA uzyskana ze śladów biologicznych jest 

stosunkowo mała. Dostępne komercyjne zestawy wymagają do badań DNA o stężeniu 

między 0,5 ng a 2,5 ng DNA celem uzyskania optymalnych wyników. Taka ilość jest 

równoznaczna 166 – 833 kopiom haploidalnego genomu ludzkiego (jedna kopia 

genomu ludzkiego posiada około 3 pg DNA) [64]. Większość analiz genetyczno-

sądowych można przeprowadzić badając mniej niż 100 pg DNA lub 33 kopii genomu 
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ludzkiego [59, 61, 66], natomiast interpretacja wyników może zostać ograniczona, 

kiedy badamy mniejszą ilość DNA.  

 

        1.1.3.9. Inhibitory reakcji PCR  

Jednym z najczęstszych problemów spotykanych w analizie genetyczno - 

sądowej to obecność inhibitorów reakcji PCR [189, 226]. Metody izolacji DNA nie 

zawsze pozwalają na uzyskanie czystego DNA, pozostawiając nieczystości, które mogą 

ograniczyć działanie polimerazy Taq [12, 189].  

W grupie potencjalnych inhibitorów znajdują się: hemoglobina krwi [2, 3, 34, 

48, 108, 171, 189]; sole żółciowe i polisacharydy znajdujące się w kale oraz  

w roślinach [66, 114, 134, 171, 183]; próchnica z gleby (może być inhibitorem reakcji 

PCR w analizie materiału kostnego) [66, 102, 215, 221]; mocznik [1, 66, 103, 113, 

171]; melanina z włosów i skóry [47]; wysokie stężenie jonów wapnia i magnezu [1]; 

wysokie stężenie EDTA dodanego do izolacji DNA z kości [108]. 

1.2.  Badania na chromosomie Y w medycynie sądowej 

Chromosom Y składa się z około 60 milionów par zasad. Jest jednym 

z najmniejszych chromosomów ludzkiego genomu (tylko chromosomy 21 i 22 są 

mniejsze). Około 2,5 Mpz na końcach chromosomu Y ulega rekombinacji  

z chromosomem X. 35 do 36 Mpz stanowi euchromatyny oraz 27% chromosomu  

Y (9,5 Mpz) zostało sekwencjonowane [26]. Większa część chromosomu Y – 95% nie 

ulega rekombinacji. Region ten nazywa się NRY (ang. Non – recombining Y), zawiera 

haploidalny DNA, który dziedziczy się w linii męskiej. Na chromosomie Y znajdują się 

dwa pseudo - autosomalne regiony (PAR), w których zachodzi rekombinacja  

z homologicznym regionem chromosomu X. Jeden z regionów nazywany PAR1 

znajduje się na krótkim ramieniu (Yp) chromosomu Y i jego długość szacuje się na 

około 2,5 Mb. Drugi region pseudoautosomalny PAR2 znajduje się na długim ramieniu 

(Yq) chromosomu Y i jest mniejszy o jeden Mb w porównaniu z regionem PAR1 [80, 

149]. Region decydujący o płci SRY zaczyna się w pozycji około 2,56 Mb w genie 

amelogeniny AMEL Y aż do 6,70 Mb na chromosomie Y [26]. Na początku lat 90-tych 

został opisany region decydujący o płci, nazywany również genem SRY [201].  

Badania genetyczne na chromosomie Y w medycynie sądowej zostały pierwszy 

raz przeprowadzone w latach 70-tych metodą luminescencji mikroskopowej, dzięki 

której  naukowcy zidentyfikowali chromosom Y w materiale dowodowym [149, 170, 
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174]. W późniejszym okresie rozwój genetyki molekularnej pozwolił na zastosowanie 

lepszych metod wykrycia chromosomu Y, badając satelitarny DNA [206]. Reakcja PCR 

okazała się przełomem w genetyce sądowej, rozszerzając zakres badań na chromosomie 

Y, w rezultacie czego wykryto inne regiony tego chromosomu [227] jak na przykład 

gen amelogeniny [4]. 

Badania na chromosomie Y mają duże zastosowanie w medycynie sądowej [71], 

m.in. w analizach: 

� dotyczących przemocy seksualnej,  

� pokoleniowych oraz ewolucyjnych, 

� identyfikacyjnych, 

� w ustalaniu ojcostwa, 

� populacyjnych. 

W sprawach o ustalenie ojcostwa, w sytuacji, kiedy prawdopodobieństwo 

ojcostwa (PI) uzyskane w analizie z markerami autosomalnymi jest niskie (poniżej 

miliona), można rozszerzyć je poprzez zastosowanie markerów STR znajdujących się 

na chromosomie Y, przy badaniu domniemanego ojca i dziecka płci męskiej.  

W przypadku, kiedy domniemany ojciec jest nieosiągalny, wówczas analiza  

Y-STR krewnych domniemanego ojca w linii męskiej pozwala uzyskać profil 

genetyczny tego mężczyzny w zakresie chromosomu Y oraz porównać uzyskane cechy 

z domniemanym synem [26]. 

Badania STR na chromosomie Y mają istotne znaczenie w analizach śladów 

biologicznych w sprawach dotyczących przemocy seksualnej. Zwłaszcza w sytuacjach, 

gdzie w analizie autosomalnych loci uzyskano mieszaniny DNA kobiety i mężczyzny 

trudne do identyfikacji. 

              1.2.1. Markery chromosomu Y oraz ich lokalizacja chromosomalna 

Na początku lat 90-tych Lutz Roewer z zespołem kolegów opisał pierwszy 

polimorficzny marker na chromosomie Y i nazwał go Y-27H39. Obecnie znany jest 

jako marker STR DYS19 [28, 178]. W kolejnych latach rozwój metod oraz technologii 

genetycznej pozwolił na wykrycie krótkich powtarzających się fragmentów DNA na 

chromosomie Y [28]. W 2002 roku badania potwierdziły dostępność blisko  

30 markerów STR. Na początku 2003 roku uzyskano informację o istnieniu ponad  

200 markerów, dostępnych w Genomowej Bazie Danych (ang. GDB; www.gdb.org).  
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W ten sposób uzyskujemy informację o sekwencji tych markerów oraz otrzymujemy 

ważne narzędzie do badań bazy danych sekwencji DNA [28]. 

Rozwój genetyki molekularnej w ostatnich 20 latach pozwolił na rozszerzenie 

zakresu badań genetycznych z użyciem markerów na chromosomie Y w medycynie 

sądowej [30]. 

Tabela nr 1.2. Rozwój Y markerów w ostatnich latach [28]. 
Rok Markery Ref. 

1992 DSY19 [178] 

1994 YCAI a/b, YCAII a/b, YCAIII a/b (DYS413), 

DXYS156 

[130] 

1996 DYS389I/II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 

DYF371, DYS425, DYS426 

[179] 

[88] 

1997 DYS288, DYS388 [99] 

1998 DYS385 a/b [196] 

1999 A7.1 (DYS460), A7.2 (DYS461), A10, C4, H4 [225] 

2000 DYS434, DYS435, DYS436, DYS437, DYS438, 

DYS439 

[11] 

2001 DYS441, DYS442 [80] 

2002 DYS443, DYS444, DYS445, DYS462, DYS446, 
DYS447, DYS448, DYS449, DYS450, DYS452, 
DYS453, DYS454, DYS455, DYS456, DYS458, 
DYS459 a/b, DYS463, DYS464 a/b/c/d, DYS468-
DYS596 (+129) 

[81] 

[17] 

[176] 

GBD 

2003 DYS597-DYS645 (+50) GBD 

 
Markery na chromosomie Y o charakterystyce haplotypów (grupa pojedynczych 

alleli umieszczonych w różnych miejscach chromosomu, które są wspólnie 

przekazywane z jednego pokolenia do drugiego, np. jak SNPs), mają istotne znaczenie 

w badaniach populacyjnych [130]. Podstawową grupę markerów niezbędnych do badań 

populacyjnych zlokalizować można wzdłuż całego chromosomu Y. Markery z cechą 

haplotypów takie jak DYS393 i DYS19 znajdują się w krótkim ramieniu (p), na długim 

ramieniu chromosomu Y (q) sytuuje się: DYS391, DYS389 I/II, DYS390, DYS385 a/b 

oraz DYS392 [28]. Markery znajdujące się na końcach krótkiego ramienia blisko 

pseudoatosomalnego regionu chromosomu Y wskazują na wysoką skłonność do 

rekombinacji z chromosomem X [37, 68, 149]. Na przykład, marker DYS393 ma swój 

odpowiednik na chromosomie X: oznaczony jako marker DXYS267 [28, 45]. 
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Na chromosomie Y znajdują się palindromiczne regiony, które ulegają 

duplikacji. W takim loci po amplifikacji uzyskujemy dwa allele. Na przykład marker 

DYS385 znajduje się na dwóch miejscach długiego ramienia chromosomu Y. Regiony 

te rozdzielone są o 40 000 pz, co w efekcie po amplifikacji daje dwa różne allele [28].  

 

1.2.1.1. Badania przy użyciu markerów Y-STR  

Badania na chromosomie Y przy pomocy markerów STR przeprowadza się 

różnymi metodami, w zależności od możliwości laboratoryjnych, celu badań oraz 

badanego materiału. Powszechnie stosowana metoda w medycynie sądowej polega na 

rozdziale fragmentów amplifikowanego DNA w polu elektroforetycznym [28]. Do 

każdej próby dodany jest standard wielkości w zależności od oczekiwanego produktu 

oraz do każdej elektroforezy drabinka alleliczna, która pozwala na porównywanie 

wielkości fragmentu DNA badanego z wielkością alleli w drabince [28, 57]. 

Na rynku są dostępne różne zestawy komercyjne pozwalające na analizę 

markerów na chromosomie Y. Rozwój oraz wzrost ilości markerów Y-STR w ostatniej 

dekadzie pozwoliły na dokładniejszą analizę genetyczno - sądową. Zakres wielkości 

markerów STR na chromosomie Y znajduje się między 100 pz a 500 pz. 

Tabela nr 1.3. Zestawy komercyjne do analizy markerów Y-STR [28]. 
Źródło Zestaw Rok Markery STR 

Y-Plex™6 2001 DYS393, DYS19, DYS389II, DYS390, 
DYS391 i DYS385 a/b 

Y-Plex™5 2002 
 

DYS389I, DYS389II, DYS439, DYS438 i 
DYS392 

ReliaGene 
Technologies, 

USA 

Y-Plex™12 2003 DYS392, DYS390, DYS385a/b, DYS393, 
DYS389I, DYS391, DYS389II, 

Amelogenina, DYS19, DYS439 i DYS438 

genRes®DYSplex-1 2002 DYS390, DYS39I, DYS385a/b, 
Amelogenina i DYS5389I/II 

Serac, 
Niemcy 

genRes®DYSplex-2 2002 DYS392, DYS3993, DYS19 i DYS389I/II 

Promega 
Corporation 

PowerPlex®Y 2003 DYS391, DYS389I, DYS439, DYS389II, 
DYS438, DYS437, DYS19, DYS392, 

DYS393, DYS390 i DYS385a/b 
Biotype, 
Niemcy 

MenPlex® Argus Y-
MH 

2004 DYS393, DYS390, DYS385a/b, DYS391, 
DYS19, DYS389I, DYS392 i DYS389II 

Applied 
Biosysrems 

Y-filer™ 2004 DYS456, DYS389I, DYS390, DYS389II, 
DYS458, DYS19, DYS385a/b, DYS393, 

DYS391, DYS439, C4, DYS392H4, 
DYS437, DYS438 i DYS448. 
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Pierwszy dostępny multiplex do badań metodą STR-PCR na chromosomie  

Y, Y-Plex™6, zawierał 6 markerów i został opracowywany przez ReliaGene 

Technology USA w styczniu 2001r. W lipcu 2002r. ta sama firma wyprodukowała kit  

Y-Plex™5 zawierający 5 markerów a już we wrześniu 2002r. opracowała zestaw  

Y-Plex™12 z 12 markerami. Również w 2002r. niemiecka firma Serac opracowywała  

2 zestawy markerów Y-STR zawierające 4 i 5 markerów (Tab. nr 1.3) [28, 202]. 

W 2003r. firma Promega® wprowadziła na rynek kit markerów Y-STR 

zawierający 12 loci, w którym po raz pierwszy znajdował się nowy marker, tj. DYS437. 

(Tab. nr 1.3) [28]. 

W 2004r. firma Biotype z Niemiec opracowała zestaw zawierający 9 markerów  

Y-STR. W tym samym roku Applied Biosystems wprowadził zestaw 16 markerów  

Y-STR, w którym po raz pierwszy pojawiły się markery DYS456, DYS458, C4, 

DYS392, H4, DYS437 i DYS448 (Tab. nr 1.3) [28]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ryc. nr 1.11. Drabinka alleli do zestawu Y-filer firmy Applied Biosystems. Kolor niebieski – 
barwnik 6-FAM zawierający układy DYS456, DYS389I, DYS390 oraz DYS389II. 
 

 

Ryc. nr 1.12. Drabinka alleli do zestawu Y-filer firmy Applied Biosystems. Kolor zielony – 
barwnik VIC zawierający układy DYS458, DYS19 oraz DYS385. 
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Ryc. nr 1.13. Drabinka alleli do zestawu Y-filer firmy Applied Biosystems. Kolor czarny – 
barwnik NED (żółty) zawierający układy DYS393, DYS391, DYS439, DYS635 oraz DYS392. 
 

 

Ryc. nr 1.14. Drabinka alleli do zestawu Y-filer firmy Applied Biosystems. Kolor czerwony – 
barwnik PET zawierający układy YGATAH4, DYS437, DYS438 oraz DYS448. 

              1.2.3. Badania populacyjne polimorfizmu markerów Y-STR 

Profile genetyczne uzyskane w różnych regionach na świecie stosując  

9 markerów Y – STR z cechą haplotypów pozwoliły na stworzenie bazy danych - http: 

// www.ystr.org. Powyższy zestaw zawiera następujące markery: DYS19, DYS385, 

DYS390, DYS390, DYS391, DYS392 i DYS393. Stanowiły one w medycynie sądowej 

haplotyp minimalny. W późniejszym okresie został poszerzony o dwa loci Y- STR 

[196]. 

Dostępne bazy danych znajdują się na stronach internetowych [28]: 

www.yhrd.org, gdzie opisano badania wykonane na 224 populacjach na świecie, 

natomiast strona www.ystr.org zawiera dane o badaniach na 94 populacjach 

europejskich [180]; na 30 regionalnych populacjach Stanów Zjednoczonych - mając na 

uwadze różnorodność tej ostatniej [96, 98] oraz na 22 populacjach azjatyckich [118]. 

Wyniki badań na populacji Stanów Zjednoczonych umieszczono również na stronach 

internetowych:  www.reliagene.com [202] i www.promega.com. 
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Na stronach internetowych www.ybase.org, www.ysearch.org i www.smgf.org 

znajdują się dane z badań genealogicznych dokonanych na całym świecie. 

         1.3. Polimorfizm Pojedynczego Nukleotydu (SNP) 

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu to utrwalone punktowe zmiany  

w sekwencji DNA, powstające w wyniku tranzycji lub transwersji [8].  

W genomie człowieka liczba SNPs jest ogromna. Wykazana wstępna liczba to ponad  

2 miliony [66, 119, 218], mające istotne znaczenie w badaniach populacyjnych oraz  

w diagnostyce medycznej w kierunku badań nad chorobami genetycznymi [26]. 

Przyszłość badań genetycznych w medycynie sądowej jest ściśle związana  

z polimorfizmem pojedynczego nukleotydu. Uzyskane wyniki nie wskazują na 

obecność artefaktów (stutters), co ma potencjalne znaczenie w analizie mieszanin DNA. 

Badania przeprowadzone są w pełni zautomatyzowaną metodą, co skraca czas badania 

oraz pracy laboratoryjnej. Najważniejszą zaś zaletą SNPs jest możliwość uzyskania 

produktu PCR mniejszego niż 100 pz, co ma ogromne znaczenie przy analizie 

zdegradowanego DNA. 

Badając jeden SNP, uzyskujemy maksymalnie dwa allele, co powoduje, że siła 

dyskryminacji jest w stosunku do badań systemem STR niska. Do porównywalnej 

analizy 13 loci STR jest potrzebna analiza, 25 do 45 loci SNP [30]. Inne badania 

wskazują, że wyniki uzyskane przy badaniu 50 SNPs stanowią od 20% do 50% 

informacji genetycznej uzyskanej w porównaniu do analizy 12 loci STR [60]. Ilość 

SNPs potrzebnych do analizy może być różna; zależna od stopnia polimorfizmu 

badanych SNPs. Badając od 50 do 100 SNPs można oczekiwać, że uzyskana siła 

dyskryminacji będzie zbliżona do siły dyskryminacji analizy od 10 do 16 loci STR  

[28, 58]. 

Loci SNPs mogą się znajdować w regionie kodującym i niekodującym białko  

w ludzkim genomie. Usytuowane w regionie kodującym pozwalają na badania 

diagnostyczne chorób genetycznych oraz farmakogenetycznych [204]. Natomiast, 

większość SNPs znajduje się w regionie niekodującym w ludzkim genomie i odgrywa 

ważną rolę w badaniach genetyczno - populacyjnych oraz w genetyce sądowej. 

Przeważająca ilość SNPs znajduje się w bazie danych w Centrum Narodowym 

Informacji Biotechnologicznej (National Center for Biotechnology Information, NCBI 

dbSNP) [53, 66, 129, 219].  
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1.3.1.  Rola markerów Y-SNPs w genetyce sądowej 

Analiza markerów SNPs na chromosomie Y dostarcza ważnej informacji 

genetyczno-sądowej w sytuacjach, kiedy badamy DNA w stanie degradacji lub kiedy 

analizujemy mieszaninę DNA kobiety i mężczyzny, gdzie ilość DNA kobiety jest dużo 

większa od ilości DNA mężczyzny [115].  

Interpretacja wyników uzyskanych przy badaniu SNPs na chromosomie Y jest 

bardzo łatwa, ponieważ uzyskujemy tylko jeden allel.  

Międzynarodowa grupa naukowców: Michael Hammer z Uniwersytetu  

w Arizonie, Peter Underhill z Uniwersytetu w Stanfordzie, Mark Jobling  

z Uniwersytetu w Leicester oraz Chris Tyler Smith z Uniwersytetu w Oxfordzie na 

czele uporządkowała listę haplogrup chromosomu Y w Konsorcium Chromosomu  

Y (ang. Y Chromosome Consortium, YCC) oraz opublikowała ją w lutym 2002r  

w czasopiśmie Genome Research [28]. Haplogrupa to grupa osobników o podobnych 

genach. Różnice genetyczne mogą powstać w wyniku mutacji genetycznych 

zachodzących co kilkaset lat w markerach SNPs [89, 211]. 

Uporządkowane haplogrupy pozwoliły na stworzenie drzewa genealogicznego 

chromosomu Y, w którym zostało opisanych ponad 250 biallelicznych markerów oraz 

153 różnych haplogrup. Zostało ono zaktualizowane w sierpniu 2003r. przez Marka 

Joblinga i Chrisa Tylera Smitha oraz w 2008r. przez naukowców z Uniwersytetów  

w Arizonie i Stanfordzie [246].  

 

Ryc. nr 1.15. Nomenklatura haplogrup opracowanych przez YCC. Każdy marker posiada swoje 
haplogrupy (A-T). Haplogrupa R, a dokładniej R1b/R1b3, cechuje populację Kaukaską, z której 
pochodzi populacja Europejska [28]. 
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Informacje na temat każdej haplogrupy można uzyskać między innymi na 

stronach internetowych: www.ycc.biosci.arizona.edu, www.decodeme.com  

i www.isogg.org. 

W pracy Juana J. Sancheza i inni [188, 189] zostało zanalizowanych  

35 SNPs na chromosomie Y, gdzie z 29 SNPs przedstawiono haplogrupy  

w populacji europejskiej. Badaniom poddano także 61 Y-SNPs populacji Stanów 

Zjednoczonych (badania przeprowadzone przez Michaela F. Hammera  

i współpracowników). W efekcie powstała baza danych tej populacji [72]. Vallone oraz 

Butler zbadali 50 Y-SNPs przy zastosowaniu 8 multipexów [216]. 

Badania SNPs przeprowadzone na chromosomie Y i na mitochondrialnym DNA 

(mtDNA) pomogły naukowcom śledzić migrację populacji [91, 143] oraz na  

stworzeniu nowy rodowód obecnych mutacji oraz innych możliwych do powstania  

w przyszłości [90, 174]. 

1.3.1.1. Wybór SNPs na chromosomie Y 

Wybór SNPs do badań genetyczno-sądowych jest trudnym zadaniem.  Human 

Genome Projekt w 2002r. stworzył najważniejszą grupę SNPs lub ID opartych na 

statusie walidacji, polimorfizmie, jakości sekwencji, technologii stosowanej oraz 

sprzężenia [154].  

Istnieje wiele czynników, które należy wziąć pod uwagę przy wyborze SNPs  

w zależności od projektu badań. Korzystając ze strony internetowej, na której znajduje 

się baza SNPs, należy zwrócić uwagę na występujące allele (zmiana nukleotydowa), 

region w chromosomie, gdzie występuje, pozycję ze zmianą nukleotydową oraz poziom 

heterozygotności naszego SNPs [115, 154]. 

Sprzężenie jest jednym z najważniejszych czynników w wyborze SNPs do 

analizy. Aktualne badania wykazują, że kiedy dochodzi do nierównowagi sprzężeń  

(ang. Linkage Disequilibrium: LD), pojawiają się wyraźne bloki w ludzkim genomie. 

Ta zmienność, zakres oraz dystrybucja LD w różnych populacjach nie jest do końca 

zbadana [154]. 

Obecnie można znaleźć dużą ilość Y-SNPs w publikacjach sądowo-

medycznych, które dostarczają informacji na temat badanych SNPs, natomiast strony 

internetowe są źródłem wiedzy o SNPs wcześniej niebadanych [154]. 

Dodatkowo przy wyborze SNP należy wziąć pod uwagę: 

� organizm, na którym planujemy przeprowadzić badania, 
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� ilość powtórzeń występowania wybranego SNP w genomie,  

� walidację SNPs. 

Ta ostatnia cecha gra ważną rolę w badaniach genetyczno-sądowych. Wybrane 

markery SNPs w tej dziedzinie powinny posiadać dużą siłę dyskryminacji do analiz 

mieszanin DNA oraz badań populacyjnych [115, 154]. 

Obecnie wyboru SNPs na chromosomie Y można dokonać, korzystając z baz 

danych, które zawierają szeroką oraz dokładną informację o Y-SNPs w zależności od 

zastosowanej metody laboratoryjnej: www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/, www.snp.cshl.org/, 

www.ensembl.org/, itp. [154, 199].  

    1.3.2. Metody analiz markerów SNPs 

Pod koniec lat 90-tych, w wyniku długiej pracy naukowców z DOE  

(Departament of Energy Office) oraz NIH (National Institutes of Healht) Human 

Genome, powstała mapa SNPs zawierająca ponad 100 000 markerów. Przedstawione 

zostały również metody identyfikacji SNPs oraz najbardziej typowe kodujące regiony  

w większości zidentyfikowanych genach [56, 233]. 

W 1999r. Konsorcja Farmaceutyczne z Arthurem L. Holdenem na czele wykryły 

300 000 SNPs, w późniejszym okresie przedstawiono ponad milion [56, 233]. 

Ilość SNPs w ludzkim genomie, ich łatwość i raczej ograniczony polimorfizm 

zainteresowały naukowców pod kątem rozwoju diagnostyki medycznej [204].  

Markery SNPs, stosowane w celu identyfikacji genów zaangażowanych w choroby 

genetyczne, posiadają potencjalne znaczenie w analizie farmakogenetycznej [204]. 

W genetyce sądowej analiza komercyjnie dostępnych markerów STR dotyczy 

zakresu między 100 a 600 pz. Wyboru SNPs należy dokonać w niższym zakresie – 

poniżej 100 pz (wielkość amplikonu) tak, aby analiza trudnego materiału 

(zdegradowany DNA) była możliwa.  

Metody analizy SNPs charakteryzują się wysokim poziomem automatyzacji, co 

pozwala na szybką i dokładną analizę. Natomiast odczynniki potrzebne do analiz SNPs 

nadal są bardzo kosztowne. 

Do badań identyfikacyjnych, w ustalaniu ojcostwa oraz porównawczych 

dowodów rzeczowych, istotna jest analiza kilku SNPs. Im więcej ich zastosujemy, tym 

większe będzie prawdopodobieństwo uzyskania wysokiego polimorfizmu zbliżonego do 

rezultatu uzyskanego metodą STR. Wiąże się to jednak z trudnością przy wyborze 

optymalnych warunków reakcji [8]. 
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Nie ma idealnej metody genotypowania SNPs. Wybór odpowiedniej metody do 

badań zależy od posiadanego sprzętu. Do analiz w genetyce sądowej wymagany jest 

odpowiednio dobrany multiplex oraz wysoka dokładność w interpretacji wyników 

[204]. 

Zastosowane metody wykrywania SNPs dzielą się na cztery grupy: 

� hybrydyzacja (ASO), 

� elongacja (wydłużanie starterów), 

� metoda oparta na działaniu ligazy – OLA (ang. Oligonucleotide Ligation Assay), 

� inwazyjny podział. 

                   1.3.2.1. Hybrydyzacja – ASO  

Metoda hybrydyzacji, zwana też ASO (ang. Allele Specific Oligonucleotide 

Hybridization), według Rabioneta i Estivilla (1999) opiera się na łączeniu 

komplementarnych, znakowanych specyficznych sond do matrycy DNA zawierającej 

polimorficzne miejsce. Sondy przekazują energię poprzez proces FRET [204]. 

Wcześniej metodę tę używano do analizy Southern blot lub Dot blot. 

Oligonukleotydy zawierają od 15 do 21 par zasad. Oparta na nich metoda pozwala na 

wykrywaniu miejsca ze zmianą nukleotydową. Metoda ASO ma podstawowe znaczenie 

w badaniach przy zastosowaniu SNPs, w genotypowaniu oraz w Projekcie Ludzkiego 

Genomu (Human Genome Projekt) [204]. 

Sondy Oligonukleotydowe mogą być znakowane radioaktywnie, enzymatycznie 

oraz fluorescencyjnie [204].  

      1.3.2.1.1. Proces FRET 

Proces transferu energii z jednego fluorochromu do drugiego (Fluorescence 

resonance energy transfer – FRET) omówiony został w punkcie – 1.1.2.2.. 

Badanie Polimorfizmu Pojedynczego Nukleotydu (SNP) przy zastosowaniu tego 

procesu można przeprowadzić w LightCycler firmy Roche®. Dwie specyficzne 

sekwencje oligonukleotydów są wyznakowane fluorescencyjnie [8, 204]. 

W oparciu o zjawisko FRET lub metodę ASO działają również sondy omawiane  

w punkcie - 1.1.2.2.. 

Jedną z zalet metody hybrydyzacji jest brak pracy laboratoryjnej po reakcji PCR, 

ponieważ detekcja oraz PCR są przeprowadzone równocześnie, co znacznie skraca czas 

pracy [204]. 
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                            1.3.2.1.2. Detekcja fluorescencyjna i mikromacierze DNA 

Metoda polega na hybrydyzacji krótkich oligonukleotydów związanych  

z podłożem stałym zwanym mikromacierzą z produktem PCR oznakowanym 

fluorescencyjnie oraz zawierającym sekwencję ze zmianą nukleotydową. Technika ta 

pozwala na równoczesną analizę kilku SNPs [20, 204]. Natomiast wydajność 

hybrydyzacji oraz stabilność powstających produktów zależy nie tylko od stopnia 

polimorfizmu, lecz także od sekwencji otaczającej SNPs [35, 204]. W związku z tym 

mogą się pojawić trudności z wybraniem optymalnych warunków reakcji do 

równoczesnej analizy kilku SNPs. Ten problem został rozwiązany poprzez system 

GeneChip, firmy Affymetryx, poprzez stosowanie sondy ASO do każdego SNP [204].   

Technikę tę stosuje się do genotypowania dużej ilości SNPs, co przekracza 

obecne możliwości genetyki sądowej.  

                  1.3.2.2. Elongacja (wydłużanie starterów) 

Metoda wydłużania starterów (ang. Primer Extension) pozwala na multiplexową 

analizę SNPs.  Oparta jest na umiejętności enzymu polimerazy do włączenia 

specyficznych deoksyrybonukleotydów do komplementarnej sekwencji matrycowego 

DNA [112, 181, 182, 204, 216]. 

Istnieją różne warianty reakcji opartej na zasadzie wydłużania starterów: 

� minisekwencjonowanie, 

� allelospecyficzne wydłużenie, 

� pirosekwencjonowanie. 

1.3.2.2.1. Minisekwencjonowanie 

W procesie minisekwencjonowania allele primer rozpoczynający reakcję  

w sekwencji matrycowego DNA natychmiast łączy się i jest wydłużany poprzez  

polimerazę DNA, która zawiera nukleotyd komplementarny do polimorficznego 

miejsca [103, 201, 206]. 

Większość metod do analizy SNPs wymaga przeprowadzenia wcześniejszej reakcji 

PCR. Przed metodą minisekwencjonowania, aby zredukować nadmiar odczynników 

reakcji PCR i uzyskać specyficzny produkt, zaleca się również przeprowadzenie tej 

reakcji [201]. 
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            1.3.2.2.1.1. Metoda SNaPshot 

Obecnie na rynku istnieją różne technologie oparte na bazie metody 

minisekwencjonowania.  Firma Applied Biosystems oferuje zestaw SNaPshot w postaci 

multiplexu. Dzięki niemu rozdział produktów PCR przeprowadza się poprzez 

elektroforezę kapilarną na analizatorach genetycznych (również tej firmy). Można 

zaprojektować nawet 10 multiplexów, co pozwala na uzyskanie wyniku 10 SNPs 

równocześnie [182, 185, 186, 201]. 

 

            1.3.2.2.1.2. Metoda MALDI-TOF MS 

MALDI-TOF MS (ang. Matrix-assisted laser desorption-ionization time-of-

flight mass spectrometry), zwana też spektrofotometrią masową, jest konfiguracją 

spektrofotometrów mas źródła jonów MALDI oraz analizatora TOF [201, 212]. 

MALDI (ang. Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation – MALDI) jest 

łagodną metodą jonizacji laserowej, która z dobraną energią nie doprowadza do 

fragmentacji cząsteczek, lecz tylko do ich oddzielania ze specjalnej przygotowanej 

matrycy. Matryca absorbuje energię lasera i przekazuje ją do analizowanych cząsteczek 

[201, 212]. 

TOF (ang. Time Of Flight – TOF), analizator jonów, który przy pomocy impulsu 

elektrycznego wprowadza jony do komory analizatora, gdzie zaczyna się pomiar m/z 

(masa w stosunku do ładunku) oparty na zasadzie, że ze wzrostem masy cząsteczkowej  

jonów wydłuża się ich czas przelotu [201]. 

Spektrofotometr MALDI – TOF pozwala na bezpośrednią detekcję składu 

populacji cząsteczek o dużych masach. Jego zastosowanie w badaniach genetycznych 

przy użyciu markerów SNPs polega na związaniu sond z dNTPs przez reakcję 

wydłużenia, powodując zwiększenie różnic masowych między allelami SNPs [18, 50, 

204, 217].  

 

           1.3.2.2.1.3. Mikromacierze 

System ten opiera się też na reakcji wydłużania starterów [147, 200, 204]. 

Metoda polega na naniesieniu matrycowego DNA na płytkę zawierającą specyficzne 

sondy molekularne. Detekcja następuje przez pomiar emisji fluorescencji [8, 28, 147]. 

Istnieją dwa rodzaje mikromacierzy: cDNA oraz oligonukleotydowe [92]. Na 

mikromacierzach cDNA zablokowane są długie fragmenty DNA. Proces ten ma miejsce 
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na powierzchni membran, szkła lub silikonu [92]. Mikromacierze oligonukleotydowe są 

wytwarzane w procesie syntezy na stałej powierzchni. Oligonukleotydy są krótkie  

(10 - 80 pz), co pozwala na określenie zmian na poziomie ekspresji genów, analizę 

SNPs, wykrywanie nowych transkryptów, badanie procesów metylacji oraz innych 

zmian epigenomicznych [92, 147, 204]. 

Mikromacierze do badań SNPs w jednym eksperymencie umożliwiają analizę 

kilkuset mutacji i polimorfizmów, jak też poznanie mechanizmów rozwoju chorób 

genetycznych [92]. 

 

           1.3.2.2.2. Allelospecyficzne wydłużenie  

Proces ten polega na różnicach efektywności wydłużania polimerazy DNA 

między starterami ze zmianą lub bez zmiany na końcu  3'. Polimeraza DNA wydłuży 

tylko starter z końcem 3', który będzie komplementarny do matrycowego DNA. Do 

każdego zanalizowanego SNP jest potrzebna para starterów. Detekcja produktu 

reakcyjnego może zostać dokonana poprzez mikromacierze z nukleotydami 

oznakowanymi fluorescencyjnie [148, 204]. 

 

   1.3.2.2.3. Pirosekwencjonowanie  

W 1996 roku w Royal Institute of Technology w Sztokholmie profesor Pal 

Nyren, wraz ze swoim uczniem Mostafa Ronaghi, opracował nowatorską technikę 

sekwencjonowania DNA – pirosekwencjonowanie [66]. 

Polega ona na sekwencjonowaniu DNA w czasie rzeczywistym. Do reakcji 

wykorzystane są cztery enzymy – polimeraza DNA, sulfurylaza, lucyferaza oraz 

apiraza. Podczas syntezy DNA uwalnia się pirofosforan (PPi). W wyniku kaskady 

reakcji enzymatycznej dochodzi do emisji światła a jego intensywność zależy od ilości 

wydalonego pirofosforanu a równocześnie od ilości stworzonych sekwencji 

nukleotydów [203].   

Pirosekwencjonowanie znalazło zastosowanie w takich analizach jak: badanie 

sekwencji odcinków DNA, wykrywanie mutacji i polimorfizmów pojedynczych 

nukleotydów, genotypowanie wirusów i bakterii czy badanie mitochondrialnego DNA 

[203]. 
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                   1.3.2.3. Metoda OLA (ang. Oligonucleotide Ligation Assay) 

W tej metodzie dwa oligonukleotydy lub sondy o długości nie większej niż  

20 nukleotydów hybrydyzują z docelową sekwencją DNA [208].  

Technika OLA opiera się na właściwościach ligazy DNA, która włącza się do 

nukleotydów stwarzając wiązanie kowalencyjne między dwoma oligonukleotydami [8]. 

Komponentami tej reakcji są: trzy sondy oligonukleotydowe i dwie sondy 

allelospecyficzne. Jedna sonda oligonukleotydowa jest komplementarna do sekwencji  

z miejscem polimorficznym i również jedna ze sond posiada na końcu  

3' nukleotyd komplementarny do miejsca ze zmianą nukleotydową. Do przyłączenia 

substratów z produktem dochodzi tylko wtedy, kiedy sekwencje są komplementarne 

między sobą [48]. 

Do badań, w których można zastosować metodę OLA należą: analiza chorób 

genetycznych o znanych mutacjach oraz analiza patogenów wirusowych  

i bakteryjnych [48]. 

        1.3.2.4. Inwazyjny podział 

Do tej reakcji wymagana jest para oligonukleotydów. Jeden określony jest jako 

oligonukleotyd „atakujący” (ang. Invader oligonucleotide) oraz drugi, który przyłącza 

się do matrycowego DNA zawierającego nukleotyd częściowo komplementarny. 

Oligonukleotyd „atakujący” jest komplementarny do sekwencji SNP z końcem  

3'. Sonda posiada dwa regiony, jeden komplementarny do SNP na końcu 5' oraz drugi 

niekomplementarny do regionu 5' SNP. Kiedy zasada alleliczna łączy się 

komplementarnie do zasady sondy, oligonukleotyd „ atakujący” w regionie 3' stwarza 

strukturę, którą wykrywa endonukleaza, zwalniając sondę na końcu 5'. Jeżeli 

endonukleaza nie wykryje struktury matrycy, to nie dojdzie do detekcji pojedynczego 

miejsca mutacyjnego [94, 124, 131, 204].  

1.4. Wstępne badania śladów biologicznych 

Każda komórka zawierająca jądro posiada dwie kopie ludzkiego genomu  

i teoretycznie można uzyskać pełny profil genetyczny osobnika przy zastosowaniu 

optymalnych metod laboratoryjnych [107, 120, 121]. 

Ślady biologiczne przekazane przez Organa Ścigania i Władze Wymiaru 

Sprawiedliwości do pracowni hemogenetycznej Zakładu Medycyny Sądowej wymagają 

wstępnych oględzin, które mają istotne znaczenie w późniejszej interpretacji wyników.  
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Na przykład w sprawach o zabójstwo ważne jest, by ustalić, czy w materiałach 

zabezpieczonych do badań znajdują się ślady krwi.  

W sprawach dotyczących przemocy seksualnej istotne jest, aby potwierdzić, czy  

w materiałach przekazanych do badań znajdują się ślady nasienia. 

Dostępne obecnie metody pozwalają również potwierdzić obecność krwi w kale, 

obecność śliny i krwi oraz nasienia na różnych podłożach.    

 

1.4.1. Metody wykrywania śladów krwi 

Do wykrywania śladów, które mogą zawierać krew, stosowane są różne metody: 

� niespecyficzne,  

� specyficzne.  

Do niespecyficznych metod należą techniki z zastosowaniem Luminolu, 

Benzydyny oraz testu Kastela-Mayera [169, 230], w których wynik pozytywny może 

okazać się fałszywie pozytywny, natomiast wynik negatywny jednoznacznie może 

wskazać na brak krwi w badanym śladzie. 

Wśród powyższych metod najbardziej czuła jest metoda z zastosowaniem 

Luminolu (3-amino-phthalhydrazide). Dzięki niej można uzyskać wynik pozytywny na 

obecność krwi nawet przy rozcieńczeniu 1:1000 000 [230]. Natomiast wadą jest to, że 

można uzyskać wyniki fałszywie pozytywne w badaniu materiału zawierającego ślady 

miedzi, jej stopów oraz żelaza i kobaltu. 

Metodę wykorzystującą aktywności peroksydazy, również można zastosować do 

wykrywania śladów krwi [66]. Cząsteczki hemoglobiny katalizują hydrolizę nadtlenku 

wodoru, co w efekcie prowadzi do oksydacji składnika chemicznego reakcji, zmieniając 

barwę [66, 70]. Przykłady składników, które ulegają oksydacji to: leukomalachit 

zielony (skrót: LMG), fenoloftaleina (test Kastela i Mayera), która zabarwia się na 

różowo oraz tetrametylbenzidyna (skrót: TMB), zabarwiająca się na zielono [67, 80, 

157]. Metoda ta należy również do niespecyficznych, ponieważ każdy materiał 

zawierający aktywność peroksydazy może dać fałszywie pozytywny wynik. Do takich 

materiałów należy zaliczyć skórę i rośliny [66, 169, 214]. 

Obecnie na rynku dostępne są testy bardziej specyficzne. Ich swoistość oraz 

łatwość zastosowania pozwala na szybkie oraz wygodne wykrycie hemoglobiny krwi  

w laboratorium lub w miejscu zdarzenia.  
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W 1853r. Teichman i w 1912r. Takayama opracowali metodę opartą na 

powstaniu kryształków pochodzących od hemoglobiny krwi. Czerwony barwnik – 

hemoglobina pod wpływem kwasu octowego i soli kuchennej zamienia się w kryształki 

chloroheminy. Uwidocznienie tych kryształków dokonano metodą mikroskopową oraz 

spektroskopową. Kryształki heminy barwią się na kolory jasnobrunatny, 

czerwonobrunatny lub prawie czarny [66, 219, 235]. W metodach specyficznych 

wykorzystuje się technikę spektrofotometryczną lub testy immunochromatograficzne 

[76, 232].  Do powyższych testów należy test Hemcheck, Hem Select, Hexagon OBTI 

test Hemophan, Hemastix® oraz RSID™blood [82, 157, 230]. Niestety, jeżeli ilość 

ekstraktu (antygenu) jest zbyt duża, można uzyskać fałszywie negatywne wyniki przy 

zastosowaniu powyższych testów immunochromatograficznych [230]. 

Testy inmunochromatyczne opierają się na migracji przeciwciała przez 

membranę zawierającą specyficzne miejsce, gdzie zachodzi reakcja immunologiczna. 

Innymi słowy, ślad, na którym podejrzewamy obecność krwi, powinien zawierać 

przeciwciało glikoforynę A – znajdujące się na ściankach czerwonych komórek krwi. 

Dodana próba do okienka testowego migruje przez membranę. Jeżeli znajduje się krew  

w śladzie, zostaje zatrzymane przeciwciało. Jako wynik pozytywny otrzymuje się dwie 

kreski, jedną negatywną lub kontrolną, drugą pozytywną wskazującą na obecność krwi 

w materiale biologicznym [66, 82]. 

 

1.4.2. Metody wykrywania śladów nasienia 

Ślady nasienia również można wykryć przy zastosowaniu technik 

laboratoryjnych.  Początkowo w medycynie sądowej stosowano metodę mikroskopową 

do wykrywania plemników przygotowanych w preparatach oraz zabezpieczonych na 

wymazówkach. Nieobecność plemników nie wskazuje jednak na brak nasienia. 

Mężczyźni z azoospermią lub z oligospermią mają małą lub zerową ilość plemników, 

co można potwierdzić przez badanie mikroskopowe. W praktyce taki obraz doprowadza 

do błędnych wniosków w analizie genetyczno-sądowej [67, 207]. Również forma 

dostarczania śladów biologicznych do badań genetycznych np. wymazy, utrudnia 

przeprowadzenie wstępnych testów określających rodzaj zabezpieczonego materiału. 

Istnieją różne metody wykrycia obecności markerów białkowych w płynie 

nasiennym. Wśród tych markerów znajduje się gamma - glutamylotranspeptydaza 

(GGT),dehydrogenaza mleczanowa (LDH), cholina oraz spermina. Powyższe metody 
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zostały wycofane w medycynie sądowej ze względu na wysokie stężenie tych markerów 

w innych narządach ciała ludzkiego [67]. 

Do testów wykrywania obecności nasienia można zaliczyć też technikę pomiaru 

aktywności kwaśnej fosfatazy (AP) oraz test PSA (antygen specyficzny prostaty).  

Metoda aktywności AP może wykazywać fałszywie pozytywne wyniki ze 

względu na to, że kwaśna fosfataza znajduje się również w innych wydzielinach 

organizmu np. pochwowej [67, 167].  

 

1.4.2.1.  Test PSA 

Test PSA opiera się na reakcji immunologicznej w celu wykrycia antygenu 

specyficznego dla prostaty. Sensabaugh w 1978 roku stwierdził, że PSA jest białkiem 

specyficznym, które posiadają mężczyźni, co skłoniło specjalistów kryminalistyki do 

wykorzystania tego białka do badań wykrywania nasienia w śladach biologicznych 

pozostawionych na miejscu przestępstwa [67, 197, 213]. Zaletą tej techniki jest to, że 

wykrycie antygenu PSA nie ma nic wspólnego z ilością plemników  

w pozostawionym śladzie. Hochmeister i współpracownicy udowodnili, że komercyjne 

testy używane w praktyce klinicznej nadają się do identyfikacji nasienia w praktyce 

sądowej [67, 75]. 

Niestety, obecnie przeprowadzone badania w tym kierunku wskazują na 

niespecyficzność tego testu, albowiem również u kobiet w wydzielinie z piersi wykryto 

obecność antygenu PSA [14, 67, 191]. Wynik pozytywny w kierunku obecności 

antygenu PSA można także zaobserwować u pacjentów chorych na nowotwór płuc, 

macicy i piersi [52, 67], podczas badania łożyska [67, 127] oraz moczu 

[67, 127, 190]. Ilość PSA zmienia się też w zależności od wieku mężczyzny oraz od 

jego stanu zdrowia. W przeroście prostaty stwierdza się znacznie zawyżony poziom 

PSA [67, 244].  

 

1.4.2.2. Test RSID™ - Semen 

Do innych metod immunochromatograficznych należy test RSID™ - Semen 

(ang. Rapid Stain Identification of Human Semen). Test RSID wykrywa białko 

semenogelinę, która znajduje się w pęcherzykach nasiennych odpowiedzialnych za 

ejakulację. Test RSID™ - Semen opiera się na działaniu dwóch ludzkich przeciwciał 
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monoklonalnych semenogeliny. Test zalicza się do testów immunochromatycznych, 

które opierają się na reakcji immunologicznej opisanej wyżej w punkcie 1.4.1.   

Test ten ma najlepsze zastosowanie w wykrywaniu ludzkiego nasienia, 

ponieważ ujawnia tylko obecność białka semenogeliny znajdującego się w płynie 

nasiennym człowieka, a nie w innych płynach ustrojowych oraz w nasieniu innych 

zwierząt. Zaleca się użycie do testu maksymalnie 20 ul nasienia lub wymazówki  

z zabezpieczonym materiałem do badań [83, 141].  

 

         1.4.2.3. Technika ALS (ang. Alternative Light Source) 

Metoda oparta na alternatywnym źródle światła pozwala na uwidocznienie 

plamy, co do której jest podejrzenie, że może to być plama powstała z nasienia, krwi 

lub z innych płynów biologicznych np. z wydzieliny z pochwy, potu, śliny. Urządzenie 

to, pracując w oparciu o światło o określonej długości emisji fluorescencyjnej oraz 

specjalne filtry, pozwala na określenie rodzaju zaplamień. Fluorescencja przybiera 

różne odcienie bieli a zaplamienia wykazują nierównomierny rozkład emisji [67]. 

Metoda ta pozwala na szybką detekcję śladów, natomiast ostatecznej identyfikacji śladu 

można dokonać tylko metodami biochemicznymi. 

Technika ta wykorzystuje zasadę wykrywania obecności enzymu kwaśnej 

fosfatazy w śladach zawierających nasienie. Identyfikacja śladu jest możliwa wtedy, 

kiedy stężenie tego enzymu jest wysokie w badanej plamie [66, 67]. Jednak pomimo 

niskiego stężenia enzymu w takich wydzielinach jak ślina i wydzielina z pochwy można 

go wykryć techniką ALS [66, 178]. 
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2. CEL PRACY 

I. Porównanie metody z zastosowaniem barwnika fluorescencyjnego SYBR 

Green I z metodą z użyciem sond molekularnych przy pomocy 

 LightCycler ® 2.0; 

II. Opracowanie optymalnych warunków do przeprowadzenia reakcji PCR 

metodą z zastosowaniem SYBR™ Green I oraz LightSNiP, celem uzyskania 

produktu amplifikacji na trudnym do opracowywania materiale 

biologicznym w genetyce-sądowej oraz dobór optymalnego stężenia DNA 

potrzebnego do przeprowadzenia analiz powyższymi metodami; 

III. Analizowanie przydatności metody LightSNiP z wybranymi Y-SNPs: 

rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs17315821 oraz 

rs17306671 w analizie śladów biologicznych w porównaniu z wynikami 

analiz uzyskanych metodą STR-PCR; 

IV. Porównanie wyników uzyskanych metodą LightSNiP siedmiu 

zastosowanych Y-SNP; 

V. Opracowywanie bazy częstości występowania zastosowanych markerów  

Y-SNPs w województwie wielkopolskim. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

39 

 

 

3. MATERIAŁ I METODY 

     3.1.  Materiał 

Wykorzystano do badań: 

a) Plamy będące mieszaniną krwi mężczyzny i kobiety, w proporcjach 1:5, 1:10,  

1:20, 1:30, 1:50, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:15000 oraz 1:20000. Próby te zostały 

przygotowane w celu przeprowadzenia wstępnych badań metodą LightSNiP  

z wybranymi Y- SNPs. Te same próby zostały poddane również reakcji STR-

PCR; 

b) Plamy krwi i nasienia będące mieszaniną kobiety i mężczyzny. Powyższe 

mieszaniny rozlano na różnym podłożu: na bibułach Whatmann® 3 mm i 2 mm 

oraz na kompresie z gazy. Mieszaniny przygotowano w proporcjach 1:30, 1:50 

oraz 1:100 (♂ : ♀), w celu wstępnego sprawdzenia efektywności metody 

LightSNiP oraz zastosowanych Y-SNPs; 

c) Przygotowano różne mieszaniny DNA w postaci wyizolowanego DNA 

mężczyzny o stężeniu 5,6 ng/µl i DNA kobiety o stężeniu 5,3 ng/µl  

w proporcjach: 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:15000 oraz 1:20000, w celu 

sprawdzenia granicy czułości metody real-time PCR z testem LightSNiP;  

d) Wymazy z jamy ustnej oraz krew od 108 niespokrewnionych mężczyzn 

biorących udział w sprawach o ustalenie ojcostwa oraz próby stanowiące ślady 

biologiczne opracowane w Katedrze i Zakładzie Medycyny Sądowej UM  

w Poznaniu; 

e) Ślady biologiczne w postaci wymazów oraz krwi pobranej od 

niespokrewnionych osób w sprawach dotyczących przemocy seksualnej, które 

zostały opracowane w Katedrze i Zakładzie Medycyny Sądowej w latach 2008-

2011 metodą STR-PCR. 

Wybrano 25 spraw, gdzie badano 36 śladów w postaci wymazów z pochwy,  

2 ślady w postaci wymazów z odbytu, 2 ślady pozostawione na fragmentach 

staników, 2 ślady obecne na fragmentach spodni, 11 śladów na majtkach,  

2 ślady w postaci końcówek paznokci oraz materiał porównawczy pochodzący 

od 6 mężczyzn.  

W wymienionych poniżej sprawach uzyskano trudną do interpretacji mieszaninę 

DNA kobiety i mężczyzny lub tylko profil kobiety: 
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Sprawa nr 1: Zbadano 3 materiały dowodowe w postaci fragmentów majtek (A, B i C), 

gdzie wcześniej w badaniach STR-PCR z markerami znajdującymi się w regionie 

autosomalnym uzyskano trudną do identyfikacji mieszaninę DNA. Powyższe próby 

poddano badaniu z zastosowaniem testu Hemophan na obecność hemoglobiny  

i w każdej z nich uzyskano wynik pozytywny, natomiast badając te same próby za 

pomocą testu PSA na wykrywanie obecności enzymu prostaty otrzymano wyniki 

negatywne. 

Sprawa nr 2: Zbadano 2 materiały dowodowe (A i B) w postaci wymazów z pochwy 

oraz materiał porównawczy w postaci wymazów z jamy ustnej podejrzanego w sprawie 

(C). Po wstępnych oględzinach materiału dowodowego uzyskano w próbach A i B 

pozytywny wynik podczas badania testem Hemophan na obecność hemoglobiny, 

natomiast te same próby poddane badaniu testem PSA na wykrywanie enzymu prostaty 

dały wynik negatywny. Podczas badania materiałów dowodowych metodą STR-PCR  

z markerami znajdującymi się w regionie autosomalnym uzyskano trudną do 

interpretacji mieszaninę DNA. 

Sprawa nr 3: Wykorzystano do badań jako materiał dowodowy wymaz z pochwy (A)  

i wymaz z odbytu (B) oraz materiał porównawczy w postaci wymazów z jamy ustnej 

podejrzanego (C). We wcześniejszych badaniach przeprowadzonych metodą STR-PCR 

z markerami znajdującymi się w regionie autosomalnym w materiałach w postaci 

wymazów z pochwy i odbytu uzyskano trudną do analizy mieszaninę DNA. Nie 

wykonano w tej sprawie wstępnych badań testem Hemophan, RSiD lub PSA ze 

względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 4: Zbadano 3 materiały dowodowe (A, B i C) w postaci wymazów  

z przedsionka pochwy-A, ze środka pochwy- B oraz ze sklepienia pochwy- C. Jako 

materiał porównawczy zbadano wymazy z jamy ustnej podejrzanego w sprawie (D).  

W badaniach metodą STR-PCR z markerami znajdującymi się w regionie 

autosomalnym uzyskano trudną do identyfikacji mieszaninę DNA podczas badania 

materiału dowodowego. Nie wykonano w tej sprawie wstępnych badań testem 

Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 5: W tej sprawie poddano badaniom dwa materiały dowodowe w postaci 

fragmentów majtek (A i B) oraz materiał porównawczy w postaci wymazów z jamy 

ustnej (C). Podczas badania materiału dowodowego metodą STR-PCR z markerami 

znajdującymi się w regionie autosomalnym uzyskano profile genetyczne trudne do 
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analizy. W wyniku przeprowadzonych wstępnych oględzin materiału dowodowego  

A i B testem Hemophan na obecność hemoglobiny oraz testem PSA na obecność 

enzymu prostaty uzyskano wyniki negatywne.  

Sprawa nr 6: Zbadano materiał dowodowy w postaci 3 wymazów z pochwy (A, B i C). 

Uzyskane wyniki metodą STR-PCR z markerami znajdującymi się w regionie 

autosomalnym wskazały w powyższych próbach profile genetyczne trudne do 

interpretacji. Nie wykonano w tej sprawie wstępnych badań testem Hemophan, RSiD 

lub PSA ze względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 7: Zanalizowano wymaz z pochwy, w którym wcześniej uzyskano profil 

genetyczny trudny do interpretacji metodą STR-PCR z markerami znajdującymi się  

w regionie autosomalnym. Nie wykonano w tej sprawie wstępnego badania testem 

Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 8: Do badań wykorzystano dwa wymazy z pochwy (A i B), w których 

uzyskano trudną do identyfikacji mieszaninę DNA metodą STR-PCR z markerami 

znajdującymi się w regionie autosomalnym. Nie wykonano w tej sprawie wstępnych 

badań testem Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość dostarczonego 

materiału do badań.  

Sprawa nr 9: Przeprowadzono analizę dwóch wymazów z pochwy: A- wymaz  

z przedsionka pochwy i B- wymaz z pochwy. Dodatkowo zbadano 3 próby w postaci 

fragmentów majtek (C, D i E). W badaniach metodą STR-PCR z markerami 

znajdującymi się w regionie autosomalnym uzyskano we wszystkich próbach trudne do 

interpretacji profile genetyczne. Nie wykonano w tej sprawie wstępnych badań testem 

Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 10: Poddano badaniom 4 wymazy z pochwy (A, B, C i D), z których  

w wyniku przeprowadzonych badań metodą STR-PCR zestawem Y-filer (markery na 

chromosomie Y) firmy Applied Biosystems nie uzyskano produktu amplifikacji. Nie 

wykonano w tej sprawie wstępnych badań testem Hemophan, RSiD lub PSA ze 

względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 11: Zbadano 2 wymazy z pochwy (A i B). W badaniach metodą STR-PCR  

z markerami znajdującymi się w regionie autosomalnym uzyskano w obu próbach 

profile genetyczne trudne do interpretacji. Nie wykonano w tej sprawie wstępnego 

badania testem Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość dostarczonego 

materiału do badań.  
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Sprawa nr 12: Przeprowadzono analizę na materiale dowodowym w postaci dwóch 

fragmentów stanika (A i B), gdzie w wyniku badań wykonanych metodą STR-PCR  

z markerami znajdującymi się w regionie autosomalnym uzyskano mieszaninę DNA 

kobiety i mężczyzny trudną do identyfikacji. Wynik markera amelogeniny wskazywał 

na allele X,X (kobieta). Powyższe próby poddano badaniu testem Hemophan na 

obecność hemoglobiny i uzyskano wynik pozytywny, natomiast otrzymano wynik 

negatywny podczas analizy prób A i B testem RSiD do wykrywania białka 

semenogeliny w ludzkim nasieniu.  

Sprawa nr 13: Zbadano materiał dowodowy w postaci wymazu z pochwy. W badaniach 

metodą STR-PCR z markerami znajdującymi się w regionie autosomalnym uzyskano 

trudny do analizy profil genetyczny. Wymaz poddano badaniu testem RSiD do 

wykrywania białka semenogeliny w ludzkim nasieniu, uzyskując wynik negatywny. 

Sprawa nr 14: Dotyczy badania trzech materiałów dowodowych w postaci fragmentów 

majtek (A i B) oraz fragmentu spodni (C). Badania metodą STR-PCR z markerami 

znajdującymi się w regionie autosomalnym wykazały w próbie A profil genetyczny 

kobiety, w próbie B mieszaninę DNA kobiety i mężczyzny oraz w próbie C profil 

genetyczny kobiety. Powyższe próby poddano analizie testem Hemophan i uzyskano 

wynik pozytywny. Nie przeprowadzono badania testem RSiD lub PSA. 

Sprawa nr 15: Poddano badaniu trzy materiały dowodowe w postaci fragmentów majtek 

(A i B) oraz fragmentu spodni (C). Badania metodą STR-PCR z markerami 

znajdującymi się w regionie autosomalnym przy badaniu prób A, B i C wykazały trudną 

do analizy mieszaninę DNA. Przeprowadzono analizę testem RSiD na obecność białka 

semenogeliny w ludzkim nasieniu we wszystkich próbach i uzyskano wynik negatywny, 

natomiast podczas badania próby C testem Hemophan na obecność hemoglobiny 

otrzymano wynik pozytywny. 

Sprawa nr 16: Wykorzystano do badań wymaz z pochwy. Wyniki uzyskane metodą 

STR-PCR wykazały niekompletną mieszaninę DNA. Nie wykonano w tej sprawie 

wstępnych badań testem Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość 

dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 17: Zbadano trzy wymazy z pochwy (A i B) oraz materiał porównawczy  

w postaci wymazów z jamy ustnej mężczyzny podejrzanego w sprawie. Metodą STR-

PCR uzyskano w próbie A profil kobiety, a w próbie B mieszaninę DNA kobiety  

i mężczyzny, gdzie w markerze amelogeniny nie uzyskano allelu Y. Nie wykonano  
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w tej sprawie wstępnych badań testem Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą 

ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 18: Badaniom poddano cztery materiały dowodowe w postaci wymazów  

z pochwy (A, B, C i D), 2 materiały dowodowe w postaci końcówek paznokci (E i F) 

oraz materiał porównawczy w postaci wymazów z jamy ustnej pobranych od 

mężczyzny podejrzanego w sprawie (G). Metodą STR-PCR w badanym materiale 

dowodowym uzyskano trudną do interpretacji mieszaninę DNA. Nie wykonano w tej 

sprawie wstępnych badań testem Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość 

dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 19: Przeprowadzono badanie na próbach w postaci wymazów z pochwy  

(A, B i C). Metodą STR-PCR uzyskano w tych próbach niekompletną mieszaninę DNA 

trudną do identyfikacji. Nie wykonano w tej sprawie wstępnych badań testem 

Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 20: Zbadano materiał dowodowy w postaci wymazu z pochwy, gdzie  

w badaniu metodą STR-PCR uzyskano trudną do analizy mieszaninę DNA. Nie 

wykonano w tej sprawie wstępnych badań testem Hemophan, RSiD lub PSA ze 

względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 21: Zbadano materiał dowodowy w postaci fragmentów majtek (A i B). 

Metodą STR-PCR uzyskano niekompletną mieszaninę DNA. Powyższe próby poddano 

badaniu testem RSiD na obecność białka semenogeliny w ludzkim nasieniu i uzyskano 

wynik pozytywny. 

Sprawa nr 22 : Zbadano dwa wymazy z pochwy (A i B). Wyniki uzyskane metodą 

STR-PCR wskazywały na niekompletną mieszaninę DNA. Nie wykonano w tej sprawie 

wstępnych badań testem Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość 

dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa nr 23: Poddano analizie wymaz z odbytu (A) oraz wymaz z pochwy (B). 

W powyższej sprawie metodą STR-PCR uzyskano trudną do interpretacji mieszaninę 

DNA kobiety i mężczyzny, ze względu na przeważająca ilość materiału genetycznego 

pochodzenia żeńskiego. Nie wykonano w tej sprawie wstępnych badań testem 

Hemophan, RSiD lub PSA ze względu na małą ilość dostarczonego materiału do badań.  

Sprawa 24: Dotyczy badania 3 materiałów dowodowych w postaci wymazów  

z pochwy (A, B i C), materiału dowodowego w postaci wymazu spod paznokci (D) oraz 

materiału porównawczego w postaci wymazów z jamy ustnej podejrzanego w sprawie 
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(E). W wyniku przeprowadzonych badań metodą STR-PCR uzyskano trudną do analizy 

mieszaninę DNA podczas badania prób A, B, C i D. Wykonano test RSiD na obecność 

białka semelogeniny w ludzkim nasieniu na próbach A, B i C i uzyskano wyniki 

negatywne. Materiału dowodowego D nie poddano badaniom testem RSiD. 

Sprawa nr 25: Zbadano dwa wymazy z pochwy (A i B). Wyniki uzyskane metodą STR-

PCR w regionie autosomalnym wskazywały tylko na profil genetyczny kobiety. Nie 

uzyskano produktu amplifikacji z zastosowaniem zestawu Y-filer. Powyższe wymazy 

poddano badaniom testem PSA i otrzymano wynik pozytywny.  

  

f) 52 próby w postaci krwi, fragmentów mięśnia, skóry z włosami, kości oraz 

włosów pochodzących od nieznanych osób, dostarczonych do naszego Zakładu 

Medycyny Sądowej w Poznaniu do badań identyfikacyjnych. W powyższych 

próbach ze względu na wysoki stopień degradacji DNA nie uzyskano profilu 

genetycznego NN osób przy zastosowaniu markerów autosomalnych, co 

uniemożliwiło ich identyfikację. 

          3.2. Metody 

 

              3.2.1. Wstępne badania śladów biologicznych 

Ślady biologiczne dotyczące spraw o przemocy seksualnej poddano wstępnej 

analizie na obecność hemoglobiny oraz nasienia przy pomocy testów Hemophan, PSA 

oraz RSiD, omówionych w rozdziale 1.4.  

 

  3.2.2. Izolacja DNA 

Izolację DNA z wymazów z jamy ustnej, z plam krwi naniesionych na bibule 

Whatmann® 3mm oraz z plam krew-nasienie przeprowadzono metodą kolumienkową 

zestawem Sherlock AX firmy A&A Biotechnology według protokołu postępowania:     

1) Wymazy poddano trawieniu przez 2 godz. z wodą jałową, buforem 

lizującym L 1.4 oraz roztworem Proteinazy K; 

2) Po inkubacji próbę naniesiono na kolumnę z żółtym filtrem, a następnie 

wirowano 2 min. przy 10 000 obr/min. Ten etap służy do usuwania 

większych zanieczyszczeń pochodzących z podłoża oraz resztek 

fragmentów tkanek; 
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3) Kolumnę usunięto a przesącz, gdzie znajduje się DNA, przeniesiono do 

niebieskiej kolumny celem oczyszczenia DNA. Następnie wirowano  

2 min. przy 10 000 obr/min. w temperaturze 7˚C; 

4) Przesącz wylano i dodano buforu płuczącego K2. Wirowano 2 min. przy 

10 000 obr/min. w temperaturze 7˚C, czynność powtórzono; 

5) Przeniesiono kolumnę do nowej probówki i dodano buforu elucyjnego 

K3, wirowano 2 min. przy 10 000 obr/min. w temperaturze 7˚C, 

czynność powtórzono; 

6) Eluat zawierający DNA przeniesiono do probówki eppendorf  

o pojemności 1,5 ml zawierającej izopropanol oraz wzmacniacz 

precypitacji, następnie wirowano 20 min. przy 14 000 obr/min.  

w temperaturze 7˚C; 

7) Po ostatnim wirowaniu supernatant oddzielono a osad suszono  

w temperaturze pokojowej przez odwrócenie probówki do następnego 

dnia (na dnie probówki powinien się pojawić niebieski osad, który 

pozwoli śledzić proces rozpuszczania DNA); 

8) Osad rozpuszczono w 100 µl jałowej wody. 

Wszystkich wirowań dokonano przy pomocy wirówki MPW-65R firmy MPW 

med. Instruments. Bufory, Proteinaza K i kolumny filtracyjne dostarczono wraz  

z zestawem Sherlock AX, Firmy A&A Biotechnology. Izolację DNA z pełnej krwi 

dokonano metodą organiczną: chloroformowo – fenolową po uprzednim oczyszczeniu 

fenolu mercaptoetanolem (firmy Sigma), 1M tris-HCl pH8, 0,5M EDTA pH 8 oraz 

mieszaniną chloroform: alkohol izoamylowy w stosunku 24:1. 

W pierwszym dniu: 

1) Do 5 ml krwi (w falkonach o pojemności 50 ml, firmy Sarstedt) dodano 

25 ml roztworu Tritonu (firmy Sigma) i wody dejonizowanej w stosunku 

1:100; 

2) Próby wirowano 20 min. przy 3000 rpm w temperaturze 4˚C; 

3) Supernatant wylano; 

4) Do uzyskanego osadu dodano 35 ml buforu do lysis (Sacharoza, Tris 

oraz MgCl₂), mocno wstrząśnięto; 

5) Próby wirowano 20 min. przy 3000 rpm w temperaturze 4˚C; 



 

46 

 

 

6) Powtórzono punkt nr 4 i 5 aż do uzyskania białego osadu wolnego od 

hemoglobiny (hemoglobina jest inhibitorem reakcji PCR); 

7) Wylano supernatant i dodano 3 ml zamrożonego buforu TEN (1 M Tris-

HCl, 5 M NaCl, 0,5 M EDTA pH 8); 

8) Wstrząśnięto aż do rozpuszczenia bryłki zamrożonego buforu TEN,  

a następnie dodano wodę dejonizowaną do ³/4  pojemności falkonu; 

9) Ponownie wirowano 20 min. przy 3000 rpm w temperaturze 4˚C; 

10)  Znów dodano 3 ml zamrożonego buforu TEN, osad roztrzepano bryłką. 

Po wytrząśnięciu zostawiono aż do osiągnięcia temperatury pokojowej; 

11)  Do każdej próby dodano 150 µl SDS (20%, Firmy Sigma) oraz 150 µl 

Proteinazy K o stężeniu 10 mg/ml (Firmy Promega®) 

12)  Inkubowano w temperaturze 37˚C przez noc. 

Następnego dnia:  

13)  Próby wyjęto z cieplarki i pozostawiono do osiągnięcia temperatury 

pokojowej; 

14)  Dodano 1,5 ml nasyconego NaCl i 3 ml roztworu chloroformu: alkoholu 

izoamylowego w stosunku 24:1; mocno mieszano; 

15)  Wirowano 15 min. przy 3000 rpm w temperaturze pokojowej; 

16)  Górną warstwę ściągano przy pomocy pipety pasterowskiej  

i przenoszono do probówki typu falkon o pojemności 15 ml (firmy 

Sarstedt); 

17)  Dodano 3 ml fenolu, mocno mieszano, wirowano 3 min przy 1000 rpm 

w temperaturze pokojowej; 

18)  Etap 17 powtórzono 3-krotnie; 

19)  Ponownie ściągano górną fazę i supernatant przenoszono do czystej 

probówki typu falkon o pojemności 15 ml (firmy Sarstedt); 

20)  Dodano 3 ml mieszaniny chloroformu: alkohol izoamylowym  

w stosunku 24:1, mocno mieszano, wirowano 3 min. przy 1000 rpm  

w temperaturze pokojowej; 

21)  Etap 20 powtórzono 2-krotnie; 

22)  Ściągano pipetą pasterowską górną warstwę i przeniesiono do falkonu – 

50 ml (Sarstedt); 

23)  Dodano do ¾ objętości probówki zimny alkohol absolutny; 
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24)  Wytrącone DNA zebrano za pomocą pipety automatycznej  

z odpowiednią końcówką i przeniesiono do sterylnej probówki typu 

eppendorf o pojemności 1,5 ml; 

25)  DNA suszono przez 2 godz. w temperaturze pokojowej; 

26)  Dodano 300 µl jałowej wody do każdej probówki zawierającej DNA. 

Wirowania dokonano przy pomocy wirówki MPW-350R, Firmy MPW Med. 

Instruments. Odczynniki do przyrządzania buforu do lysis, buforu TEN oraz do procesu 

oczyszczania fenolu zakupiono w firmie Polskie Odczynniki Chemiczne (POCH S.A.). 

Izolacji DNA z materiału w postaci fragmentów kostnych dokonano przy użyciu 

powyżej omówionej izolacji fenolowej, po uprzednim skruszeniu materiału kostnego  

w ciekłym azocie za pomocą młynka FreezerMill 6750 (Spex CertiPrep, Matuchen, 

USA). 

Zastosowano również izolację kolumienkową za pomocą zestawu GeneMatrix 

Bone Purification Kit, Firmy EURx Ltd. Etapy tej izolacji były następujące: 

1) Umieszczono 0,4 g rozdrobnionej kości w probówce 2 ml dostarczonej 

wraz z zestawem; 

2) Dodano 800 ml buforu Lyse BN, worteksowano; 

3) Dodano 40 µl Proteinazy K (w zestawie), worteksowano; 

4) Inkubowano w temperaturze 56˚C, przez noc; 

Następnego dnia: 

5) Dodano 40 µl buforu aktywacyjnego BN do minikolumny, pozostawiono 

w temperaturze pokojowej dla zapewnienia kompletnego nasączenia 

buforem aktywacyjnym membrany minikolumny, a tym samym 

uzyskania maksymalnej wydajności wiązania DNA; 

6) Dodano 800 µl buforu Sol BN, worteksowano; 

7) Inkubowano w temperaturze 56˚C, przez 10 min.; 

8) Wirowano 5 min. przy 14 000 rpm; 

9) Przeniesiono 1,2 ml supernatantu do nowej probówki typu Eppendorf  

o pojemności 2 ml; 

10)  Dodano 600 µl 96% alkoholu, worteksowano; 

11)  Wirowano przez 2 min. przy 12.000 rpm; 

12)  Przeniesiono 600 ml supernatantu do minikolumny wiążącej DNA; 

13)  Wirowano przez 2 min. przy 12 000 rpm; 
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14)  Wyjęto minikolumnę, wylano przesącz i umieszczono minikolumnę   

z powrotem w probówce odbierającej; 

15)  Powtórzono kroki 12-14; 

16)  Przeniesiono pozostałość supernatantu do minikolumny, znajdującej się 

w probówce odbierającej; 

17)  Wirowano przez 2 min. przy 12 000 rpm; 

18)  Powtórzono krok nr 14; 

19)  Dodano 500 µl buforu płuczącego Wash BNX1 do minikolumny  

i wirowano przez 2 min. przy 12 000 rpm; 

20)  Powtórzono krok 18; 

21)  Dodano 500 µl buforu płuczącego Wash BNX2 do minikolumny  

i wirowano 3 min. przy 12 000 rpm; 

22)  Minikolumnę umieszczono w nowej sterylnej probówce typu Eppendorf 

o pojemności 2 ml; 

23)  Dodano 30-100 µl buforu do elucji (10mM Tris-HCl, pH8, 5) ogrzanego 

do temperatury 70˚C; 

24)  Minikolumnę pozostawiono 5 min. w temperaturze pokojowej, 

25)  Wirowano minikolumnę przez 2 min. przy 12 000 rpm; 

26)  Usunięto minikolumnę, zamknięto probówkę; 

DNA jest gotowe do dalszych analiz. 

Wszystkich wirowań dokonano wirówką MPW-65R Firmy MPW Med. 

Instruments. Bufory oraz odczynniki zostały dostarczone razem z kitem firmy EURx. 

 

  3.2.3. Oczyszczanie DNA 

Oczyszczania DNA dokonano zestawem do zagęszczania i oczyszczania DNA 

przed i po reakcji PCR.  

Do naszych badań zaleca się wykonanie tej czynności również przed reakcją 

PCR ze względu na duże prawdopodobieństwo obecności zanieczyszczeń, które mogą 

się znajdować w próbach dostarczonych do badań i potencjalnie mogą działać, jako 

inhibitory reakcji PCR. 

Do tego procesu zastosowano kolumny filtracyjne Amicon Ultra 30k Montage® 

PCR Centrifugal Filter Devices, firmy Millipore. 

- Pojemnik z filtrem umieszczono w probówce dostarczonej wraz z zestawem; 
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- Dodano 300 µl wody jałowej oraz 100 µl roztworu zawierającego DNA; 

- Wirowano 15 min. przy 6000 rpm; 

- Wyjęto pojemnik z filtrem (gdzie znajduje się DNA) z probówki, odwrócono  

i włożono do nowej probówki (w zestawie); 

- Dodano do odwróconego filtra 20 µl wody jałowej; 

- Wirowano 2 min. przy 6000 rpm. 

Uzyskany eluat jest gotowy do dalszych badań. 

Wirowano przy wirówką firmy Sigma 1-13. 

 

             3.2.4. Pomiar stężenia DNA 

Pomiaru stężenia DNA dokonano za pomocą Spektofotometru NanoDrop, 

wersja ND-1000 V3.1.0, Firmy NanoDrop Technologies, Inc, USA. 

Wyniki uzyskano w formie wykresu, gdzie porównuje się otrzymaną 

absorbancję z długością fali zastosowanej do zmierzenia kwasów nukleinowych. 

Wyniki stężenia podane są w jednostce ng/µl. Uzyskany współczynnik absorbancji 

próbki przy 260 i 280 nm pozwala na ocenę czystości DNA (260 nm : 280 nm). 

Spektrofotometr ten nie pozwala na pomiar stężenia DNA poniżej 0,1 ng/µl  

w związku z tym rozcieńczono 10 prób 100 razy.  

 

             3.2.5. Real-time PCR z barwnikiem SYBR Green I - sY81 

Do reakcji zastosowano YSNP – sY81 (Seielstad et al.1994) (GBD nºS76940), 

amplikon o długości 209 pz, należący do haplogrupy E3a oraz markera M2  

i znajdujący się w pozycji q11.222 na chromosomie Y. Sekwencje primerów odszukano 

na stronie internetowej www.yhrd.org. Zostały one zsyntetyzowane przez firmę TIB®- 

MOLBIOL, Niemcy:  

Forward 5' aggcactggtcagaatgaag 3' 

Reverse 5' aatggaaaatacagctcccc 3' 

Primer Forward o stężeniu 129,6 µM: 

- Odwirowano i dodano 1296 µl specjalnej wody do reakcji PCR, otrzymując 

stężenie 100 pmol/µl, zworteksowano i zwirowano; 

- Z przygotowanego roztworu, aby uzyskać stężenie 25 pmol/µl, potrzebne do 

reakcji PCR, pobrano 100 µl i rozpuszczono w 300 µl wody do PCR  

w oddzielnej probówce typu Eppendorf (firmy Sarstedt). 
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Primer Reverse o stężeniu 130,1 µM: 

- Odwirowano i dodano 1301 µl wody do PCR, otrzymując stężenie 100 pmol/µl, 

zworteksowano i zwirowano; 

- Z przygotowanego roztworu, aby uzyskać stężenie 25 pmol/µl, potrzebne do 

reakcji PCR, pobrano 100 µl i rozpuszczono w 300 µl wody do PCR  

w oddzielnej probówce typu Eppendorf (firmy Sarstedt). 

Do uzyskania optymalnych parametrów reakcji PCR, jak temperatura 

przyłączenia starterów, dokonano amplifikacji za pomocą MasterCycler Gradient, firmy 

Eppendorf.  

Do tego etapu przygotowano 8 prób w 12 dołkach płytki, co równa się 96 

próbom. Przygotowano mieszaninę reakcyjną zawierającą: 

- 6,25 µl Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas Life 

Sciences) 

- 0,5 µl Forward Primer (TIB®Molbiol) 

- 0,5 µl Reverse Primer (TIB®Molbiol) 

- 4,25 µl H₂O do PCR (Fermentas Life Sciences) 

Do każdego dołka dodano 11,5 µl mieszaniny reakcyjnej oraz 1 µl matrycy DNA. 

Wybrano następujące etapy PCR:  

1. Temp.= 94°C przez 7 min.; 

2. Temp.= 95°C przez 10 sek.; 

3. Temp.= 60°C przez 20 sek. (przyłączenie primerów) 

Gradient = 7°C ± (do 67°C); 

4.  Temp. = 72°C przez 30 sek. (aktywność polimerazy); 

5.  Replikacja 37 cykli; 

6. Temp. = 72°C przez 2 min.; 

7. Temp. = 94°C przez 1 min.; 

8. Temp. = 40°C. 

 Analizę przeprowadzono na LightTyper® firmy Roche® Diagnostics. 

108 prób izolowanego DNA metodą organiczną – fenolową, metodą 

kolumienkową zestawem Sherlock AX oraz metodą kolumienkową zestawem EURx do 

kości poddano reakcji amplifikacji z Y-SNP- sY81 i z barwnikiem fluorescencyjnym 

SYBR Green I. 
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Przygotowano mieszaninę reakcyjną do PCR w ilościach [159]: 

- 6,25 µl Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas Life 

Sciences); 

- 0,5 µl Forward Primer (TIB®Molbiol); 

- 0,5 µl Reverse Primer (TIB®Molbiol); 

- 4,25 µl H₂O do PCR (Fermentas Life Sciences). 

Do każdej kapilary o pojemności 20 µl (Roche® Diagnostics) dodano  

11,5 µl mieszaniny reakcyjnej oraz 1 µl matrycy DNA. 

Kapilary umieszczono w statywie firmy Roche® Diagnostics, zapewniającym 

odpowiednią niską temperaturę reakcji. Kapilary włożono do odpowiednich otworów na 

karuzeli firmy Roche® Diagnostics – 20 µl LightCycler® Sample Carousel 2.0 oraz 

zwirowano w wirówce LCC Carousel Centrifuge 2.0, firmy Roche® Diagnostics. 

Reakcję amplifikacji przeprowadzono przy użyciu LightCycler® 2.0, firmy 

Roche® Diagnostics na ścieżce fluorescencyjnej 530 w następujących warunkach: 

- denaturacja wstępna: 95°C przez 7 min.- 1cykl; 

- amplifikacja: 95°C przez 0 sek., 64°C przez 15 sek., 72°C przez 30 sek. –  

40 cykli; 

- topnienie: 95°C przez 0 sek., 50°C przez 0 sek., 95°C przez 0 sek.; 

- chłodzenie: 40°C przez 0 sek.. 

Analizę temperatur topnienia przeprowadzono za pomocą wersji programu 4.05, 

firmy Roche® Diagnostics. 

 

  3.2.6. Metoda LightSNiP 

Metoda ta pozwala na analizę SNPs przy użyciu sond molekularnych typu FRET 

(punkt 1.1.2.2.) oraz na uzyskanie genotypu badanego SNP opierając się na działaniu 

sondy SimpleProbe®. 

W niniejszej pracy wykorzystano 7 SNPs znajdujących się na chromosomie Y, 

testy LightSNiP zawierające Y-SNPs oraz sondy firmy TIB®Molbiol, Niemcy. 
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Tabela. nr 3.1. Charakterystyka opracowanych Y SNPs.  
Loci SNP Gen Lokalizacja 

chromosomalna 
Zmiana  

nukleotydowa 
Długość 
produktu 

PCR 

Referencje 

rs3900 CYorf15A Yq11.222 C/G 91 pz Underhill et al. 1997 

rs34442126 USP9Y Yq11.21 C/T 112 pz Zerjal et al. 1997 

rs17222279 NLGN4Y Yq11.221 A/G 77 pz Underhill et. al. 1997 

rs2032604 USP9Y Yq11.21 G/T 61 pz Underhill et. al. 1997 

rs11553055 ASMTL Yp11.32 G/A 101 pz GenBank BM052639.1 

rs17315821 intergenic Yq11.221 C/T 60 pz Karafet et al. 2008 

rs17306671 intergenic Yq11.21 T/A 52 pz Karafet et al. 2008 
 

 

Rs3900 znajduje się na chromosomie Y, w miejscu niekodującym białko. Znany 

jest również jako marker M9, należący do haplogrupy K. Zlokalizować go można  

w genie CYorf15A, który należy do rodziny taxilini. Prawdopodobnie związany jest 

z regulacją transkrypcji osteoblastów [248], natomiast ogólne funkcje genu CYorf15A 

pozostają do końca nieznane. Pomimo to przypuszcza się, że geny CYorf15A oraz 

CYorf15B kodują homologiczne białka na końcach amino-węglowych, odpowiednich 

do genu CYorf15. Dowodem na to jest ograniczenie w identyfikacji transkryptów  

w różnych miejscach [248].  

Rs34442126 znajduje się w chromosomie Y, w miejscu niekodującym białko. 

Znany też, jako marker M46, należący do haplogrupy N1C oraz N3, znajdujący się  

w genie USP9Y. Gen ten, jest odpowiedzialny za proces tworzenia ponad 60 białek 

związanych z ubikwityną - proteazą specyficzną, która należy do grupy peptydaz- 

cysteinowych C19 [117, 139]. Enzym ten katalizuje wewnątrztkankowy podział 

molekuły ubikwityni [7, 139]. Gen zlokalizowany jest w regionie AZF, nazywanym 

czynnikiem azoospermii; uważa się, że bierze udział w rozwoju plemników. Mężczyźni, 

którzy mają zaburzenia lub brak produkcji plemników, często mają delecję w regionie 

AZF, zwłaszcza w genie USP9Y [139, 210]. 

Rs17222279 znajduje się na chromosomie Y, w miejscu niekodującym białko.  

Znany jest też jako marker M467, należy do haplogrupy R1. Zlokalizować go można  

w genie NLGN4Y należącym do grupy genów NLGN, które nazywają się 

neuroliginami i odgrywają ważną rolę w rozwoju różnego rodzaju synaps oraz są 

mediatorami w specyficzności synoptycznej [38]. Działanie genów NLGN potwierdza 

się w rozwoju systemu nerwowego. Mutacje w genach NLGN3 i NLGN4 wykryto  

u pacjentów z rodzinnym autyzmem, w syndromie Aspergera oraz w ociężałości 

umysłowej związanej z chromosomem X [92, 121]. 
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Rs2032604 na choromosomie Y również znajduje się w regionie niekodującym 

białko. Można go nazwać też M172, należy do haplogrupy J2. Tak jak SNP rs34442126 

znajduje się w genie USP9Y [139]. 

Rs11553055 może się znajdować na chromosomie Y i na chromosomie  

X ponieważ usytuowany jest w regionie pseudoautosomalnym (PAR 1 i PAR 2), gdzie 

może dojść do rekombinacji. Region ten powstaje podczas mejozy, gdzie dochodzi do 

parowania rekombinacji z chromosomem X. W konsekwencji geny zlokalizowane  

w rejonach PAR są dziedziczone w ten sam sposób jak geny autosomalne. PAR1 jest 

zlokalizowany na końcowym fragmencie krótkiego ramienia chromosomu (Yp),  

a PAR2 na końcu długiego ramienia (Yq). PAR1 i PAR2 zajmują odpowiednio 2600  

i 320 kpz. SNP ten występuje w kodującym regionie chromosomu Y w genie ASMTL, 

który katalizuje reakcję biosyntezy melatoniny, hormonu obniżającego temperaturę 

ciała oraz ułatwiającego zasypianie [122, 177]. 

Rs17315821 i rs17306671 znajdują się w regionie intergenowym (ang. 

intergenic region- IGR), odcinek sekwencji DNA znajdująca się między grupami 

genów. Region ten może spełnić funkcje kontroli pobliskich genów, natomiast rola 

większość tych regionów pozostaje nieznana. Powyższe Y-SNPs umieszczone są  

w regionie niekodującym białko, poza grupami genów. Zazwyczaj takie sekwencje 

znajdują się nad regionem kodującym białko po stronie 5' i jak wcześniej omówiono 

biorą udział w ekspresji genów na poziomie transkrypcji [6, 31]. Rs17315821 znany jest 

też jako marker P123 a rs17306671 jako marker P125. Oba SNPs należą do haplogrupy 

IJ [239, 240].  

Wszystkie testy LightSNiP przygotowano dla 96 reakcji: 

- probówkę odwirowano (na dnie pojawił się żółty osad); 

- dodano 100 µl H₂O do PCR do probówki, zworteksowano i zwirowano; 

- rozpipetowano po 25 µl do 4 probówek; 

- przechowywano gotowe Y-SNPs do analizy w temperaturze - 20°C. 

Bardzo ważnym komponentem reakcji real-time PCR jest polimeraza. Do 

analizy użyto zestawu LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe, firmy Roche® 

Diagnostics. Zestaw ten zawiera probówkę z enzymem (LightCycler®Fast-Start 

Enzyme 1a), probówkę z mieszaniną reakcyjną – primerami oraz sondami  

(LightCycler®Fast –Start Enzyme 1b), probówkę z MgCl₂ - 25 mM oraz H₂O PCR-

Grade. Cały kit przechowywano w temperaturze -20˚C. 
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Przed reakcją PCR przygotowano odpowiedni Master Mix według protokołu 

postępowania firmy Roche® Diagnostics. 

                   3.2.6.1. Real-time PCR testem LightSNiP oraz Y-SNPs: rs34442126, 

rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs17315821  

i rs17306671. 

Według protokołu postępowania dołączonego do testów LightSNiP – rs3900, 

LightSNiP-rs34442126, LightSNiP-rs17222279, LightSNiP-rs2032604, LightSNiP-

rs11553055, LightSNiP-rs17315821 i LightSNiP-rs17306671 firmy TIB®Molbiol, 

mieszanina reakcyjna powinna być przygotowana w następujący sposób [160-167]: 

- 14,4 µl – 10,4 µl H₂O do PCR; 

- 1 µl Reagent Mix (LightSNiP rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279,  

rs2032604, rs17315821 I i rs17306671); 

- 2 µl FastStart DNA Master; 

- 1,6 µl MgCl₂ (25mM); 

- 1 µl-5 µl DNA (o stężeniu około 50 ng). 

Zalecana końcowa objętość mieszaniny reakcyjnej – 20 µl. 

Końcowe stężenie MgCl₂ w mieszaninie reakcyjnej – 3 mM. 

Kapilary z mieszaniną reakcyjną oraz DNA włożono do odpowiednich otworów  

w karuzeli firmy Roche® Diagnostics – 20 µl LightCycler Sample Carousel 2.0 oraz 

zwirowano w wirówce LCC Carousel Centrifuge 2.0, Firmy Roche® Diagnostics. 

Reakcję amplifikacji przeprowadzono przy użyciu LightCycler® 2.0 firmy 

Roche® Diagnostics na ścieżce fluorescencyjnej 530. 

Parametry według protokołu postępowania firmy TIB® Molbiol: 

      -     denaturacja  -  95°C przez 10 min.- 1cykl; 

- amplifikacja - 95°C przez 10 sek., 60°C przez 10 sek. (Single), 72°C przez  

15 sek.- 45 cykli; 

- topnienie - 95°C przez 20 sek., 40°C przez 20°C, 85°C przez 0 sek. (0,2°C/s-

continuos) - 1 cykl; 

- chłodzenie- 40°C przez 30 sek. 

Analizę temperatur topnienia przeprowadzono za pomocą wersji programu 

wersji  4.05 Firmy Roche® Diagnostics. Przygotowano mieszaninę reakcyjną w niskiej 
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temperaturze za pomocą specjalnego statywu. Wirowano za pomocą wirówki minispin, 

firmy Eppendorf. 

Jako kontrolę negatywną użyto H2O do PCR oraz DNA z pochodzenia 

żeńskiego. 

      3.2.6.1.1. Optymalizacja warunków reakcji PCR  

Celem otrzymania jak najlepszych rezultatów podczas analizy materiału  

w postaci śladów biologicznych optymalizację przeprowadzono w zakresie ilości 

matrycy DNA, ilości jednostek polimerazy Taq, stężenia MgCl2 oraz liczby cykli 

termicznych. Po zmianie każdego parametru analizowano wydajność procesu 

amplifikacji. Do przeprowadzenia powyższych zmian skłoniła nas możliwość 

przystosowania tej metody do analiz genetyczno – sądowych. Analizę przeprowadzono 

z zastosowaniem Y-SNPs: rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, 

rs17315821 i rs17306671. 

 - testowano następujące ilości matrycy: 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,25, 0,5, 1,0  

i 1,5 ng. Resztę składników w mieszaninie reakcyjnej oraz parametry reakcji 

amplifikacji pozostawiono bez zmian (według protokołu postępowania opisanego  

w rozdziale 3.2.6.1.)  

 - testowano następujące ilości MgCl2: 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5  

i 5,0 mM. Resztę składników w mieszaninie reakcyjnej oraz parametry reakcji 

amplifikacji pozostawiono bez zmian (według protokołu postępowania opisanego  

w rozdziale 3.2.6.1.)  

 - zalecana ilość cykli według protokołu postępowania to 45 cykli. 

Przeprowadzono reakcję amplifikacji w 40, 45, 50 i 55 cyklach. 

 3.2.7. Badania metodą STR-PCR 

Wszystkie próby poddane badaniom metodą LightSNiP wcześniej zanalizowano 

metodą STR-PCR. W ten sposób można było sprawdzić przydatność wybranych SNPs 

za pomocą LightCycler ®, firmy Roche® w badaniach genetyczno - sądowych. 

Próby po izolacji chloroformem-fenolem oraz metodą kolumienkową poddano 

amplifikacji przy zastosowaniu zestawów PowerPlex®16 i PowerPlex ®ESX17, firmy 

Promega oraz zestawu AmpFlSTR®Yfiler, firmy Applied Biosystems. 

Warunki reakcji amplifikacji dla zestawu PowerPlex®16: 

Stężenie DNA zalecane do pracy z tym zestawem oscyluje między 0,5 ng a 1 ng. 
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Tabela nr 3.2. Etapy oraz parametry reakcji amplifikacji zestawem PowerPlex®16. 

 
10 cykli 

 

 
Wstępna 
inkubacja 

(denaturacja) 
 
 

Denaturacja Przyłączenie 
primerów 

Elongacja 

 
Ostatnia 
elongacja 

 
 

 
Chłodzenie 

 
 

95°C 

11 min. 

94°C 

30 sek. 

60°C 

30 sek. 

70°C 

45 sek. 

60°C 

30 min. 

4°C 

∞∞∞∞ 

22 cykli 

90°C 

30 sek. 

60°C 

30 sek. 

70°C 

45 sek. 

 

Amplifikację przeprowadzono w termocyklerze Gene Amp® PCR System 9700 

wersja 3.09, firmy Applied Biosystems. 

Próby po amplifikacji zestawem PowerPlex® 16, przygotowano do elektroforezy  

w następujący sposób: 

-  mix reakcyjny zawierający 24,5 µl Hi-Di™ formamide (firmy Applied 

Biosystems) i 0,5 µl standardu wielkości ILS Internal Lane Standard 600 (firmy 

Promega); 

- dodano do probówki o pojemności 0,5 µl : 25 µl powyższego mixu reakcyjnego 

oraz 1 µl amplifikowanego DNA; 

- przygotowano w ten sam sposób, co próby, drabinkę alleliczną, dostarczoną do 

każdego zestawu, w tym przypadku do PowerPlex®16 (firmy Promega).  

Fragmenty DNA uzyskane po amplifikacji rozdzielono przez elektroforezę 

kapilarną w analizatorze genetycznym ABI PRISM 310, firmy Applied Biosystems. 

Zastosowano 4-kolorową matrycę do zestawu PowerPlex®16: barwnik 

Fluorescency matrix (niebieski kolor), barwnik JOE matrix (zielony kolor), barwnik 

TMR matrix (żółty kolor) oraz barwnik CXR matrix (czerwony kolor). 

Zastosowano moduł GS STR POP4 (1 ml) A i wyniki zanalizowano za pomocą 

programu GeneMapper® ID wersja 3.2. Firmy Applied Biosystems. 

Warunki reakcji amplifikacji dla zestawu PowerPlex®ESX17: 

Zalecane stężenie DNA do pracy zestawem ESX17 znajduje się w zakresie około  

0,5 ng. 
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Tabela nr 3.3. Etapy oraz parametry reakcji amplifikacji przy zastosowaniu zestawu 
PowerPlex®ESX17. 

 
30 cykli 
 

 
Wstępna 
inkubacja 
(denaturacja) 
 
 

Denaturacja Przyłączenie 
primerów 

Elongacja 

 
Ostatnia 
elongacja 
 
 

 
Chłodzenie 
 
 

96°C 

2 min. 

94°C 

30 sek. 

59°C 

2 min. 

72°C 

90 sek. 

60°C 

45 min. 

4°C 

∞∞∞∞ 

 

Amplifikację przeprowadzono w termocyklerze Gene Amp® PCR System 9700 

wersja 3.09, firmy Applied Biosystems. 

Próby po amplifikacji zestawem PowerPlex®ESX17, przygotowano do 

elektroforezy kapilarnej w następujący sposób: 

- mix reakcyjny zawierający 24,5 µl Hi-Di™ formamide (firmy Applied 

Biosystems) i 0,5 µl standardu wielkości CC5 Internal Lane Standard 500 (firmy 

Promega); 

- dodano do probówki o pojemności 0,5 µl : 25 µl powyższego mixu reakcyjnego 

oraz 1 µl amplifikowanego DNA; 

- przygotowano w ten sam sposób, co próby, drabinkę alleliczną, dostarczoną do 

każdego zestawu, w tym przypadku do PowerPlex®ESX17 i ESI17 (firmy 

Promega).  

Fragmenty DNA uzyskane po amplifikacji rozdzielono przez elektroforezę 

kapilarną w analizatorze genetycznym ABI PRISM 310, firmy Applied Biosystems. 

Zastosowano 5- kolorową matrycę do zestawu PowerPlex® ESX17: barwnik 

Fluorescency  matrix (niebieski kolor), barwnik JOE matrix (zielony kolor), barwnik 

TMR-ET matrix (żółty kolor), barwnik CXR-ET matrix (czerwony kolor) oraz barwnik  

CC5 matrix (pomarańczowy kolor). 

Zastosowano moduł GS STR POP4 (1ml) G5v2 i wyniki zanalizowano za 

pomocą programu GeneMapper® ID wersja 3.2., firmy Applied Biosystems. 

Warunki reakcji amplifikacji dla zestawu AmpFlSTR®Yfiler: 

Do amplifikacji powyższymi zestawami potrzebne jest około 0,1 ng wyizolowanego 

DNA. 
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Tabela nr 3.4. Etapy oraz parametry reakcji PCR zastosowane do zestawu AmpFlSTR®Yfiler. 
 

30 cykli 
 

 
Wstępna 
inkubacja 

(denaturacja) 
 
 

Denaturacja Przyłączenie 
primerów 

Elongacja 

 
Ostatnia 
elongacja 

 
 

 
Chłodzenie 

 
 

95°C 

11 min. 

94°C 

1 min. 

61°C 

1 min. 

72°C 

1 min. 

60°C 

80 min. 

4°C 

∞∞∞∞ 

  
Amplifikację przeprowadzono w termocyklerze Gene Amp® PCR System 9700 

wersja 3.09, firmy Applied Biosystems. 

Po amplifikacji próby przygotowano do elektroforezy w poniższy sposób: 

- mix reakcyjny zawierający 24,5 µl Hi-Di ™ formamide (firmy Applied 

Biosystems) i 0,5 µl standardu wielkości Gene Scan™ - 500 LIZ® Size Standard 

(firmy Applied Biosystems), worteksowano i wirowano; 

- dodano do probówki o pojemności 0,5 µl : 25 µl powyższego mixu reakcyjnego 

oraz 1,5 µl amplifikowanego DNA; 

- przygotowano w ten sam sposób drabinkę alleliczną, dostarczoną do każdego 

zestawu, w tym przypadku do AmpFlSTR®Yfiler (firmy Applied Biosystems).  

Fragmenty DNA uzyskane po amplifikacji rozdzielono przez elektroforezę 

kapilarną w analizatorze genetycznym ABI PRISM 310, firmy Applied Biosystems. 

Do elektroforezy kapilarnej wybrano odpowiednią matrycę, 5-kolorową do 

zestawu AmpFlSTR®Yfiler: barwnik 6 - FAM (niebieski kolor), VIC (zielony kolor), 

NED (żółty kolor), PET (czerwony kolor) oraz LIZ (pomarańczowy kolor). 

Zastosowano moduł GS STR POP4 (1ml) G5v2 i wyniki zanalizowano za 

pomocą programu GeneMapper® ID wersja 3.2., firmy Applied Biosystems. 

Do wszystkich elektroforez zastosowano polimer 4 (POP4™), kapilary  

o długości 47 cm i grubości 50 µm oraz bufor do analizatora genetycznego 10 stężony  

z EDTA firmy Applied Biosystems. 

Do przygotowania prób po amplifikacji do elektroforezy użyto probówki  

o pojemności 0,5 ml oraz gumowe korki firmy Polgen. 

Wirowania dokonano wirówką minispin, firmy Eppendorf. 
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   3.2.8. Analiza biostatystyczna 

 Częstości allelicznej każdego loci Y-SNPs obliczono prostą metodą liczenia 

wariantów genowych. Wskaźnik różnicowania haplotypowego GD skalkulowano na 

podstawie formuły: GD = 1-∑ pi
2, gdzie pi stanowi częstości haplotypu lub allelu [140, 

150]. Wskaźnik dyskryminacji DC obliczono przy pomocy wzoru: DC = H/N, gdzie  

H jest ogólną ilością badanych haplotypów oraz N ilością badanych mężczyzn [99] oraz 

wskaźnik polimorfizmu genomowego lub haplotypowego HD obliczono na podstawie 

wzoru: HD = N (1- ∑ fi
2) / N – 1 [99, 140]. Celem analizy statystycznej jest 

sprawdzenie przydatności wybranych Y-SNPs jako zestaw do badań populacyjnych 

oraz do analizy porównawczej śladów biologicznych. 
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4. WYNIKI 

Techniką PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) można uzyskać 

wyniki w krótkim czasie. Metoda LightSNiP pozwala na badania Polimorfizmu 

Pojedynczego Locus (SNP), co skłoniło nas do testowania tej metody oraz do 

sprawdzenia jej przydatności w badaniach genetyczno-sądowych. 

Poddano optymalizacji niektóre składniki mieszaniny reakcyjnej oraz parametry 

reakcji PCR. W pierwszej kolejności przeprowadzono analizę z zastosowaniem różnych 

stężeń matrycy DNA – 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,25, 0,5, 1,0 i 1,5 ng. Przy stężeniu 

matrycy wynoszącym 0,5, 1,0 i 1,5 ng z zastosowaniem rs34442126 i rs11553055 

uzyskano produkt amplifikacji. Z zastosowaniem rs3900, rs17222279, rs2032604, 

rs17315821 i rs17306671 uzyskano produkt amplifikacji już przy stężeniu DNA  

0,075 ng. Optymalne stężenie MgCl2 uzyskano w zakresie między 1,5 a 3,5 mM,. 

Zwiększenie ilości cykli do 50 skutkowało produktami amplifikacji w próbach z niskim 

stężeniem DNA.  

Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji wprowadzono drobne zmiany  

w mieszaninie reakcyjnej oraz dodano 5 cykli do etapu amplifikacji. Końcową objętość 

mieszaniny reakcyjnej zmniejszono do 10 µl. Badania przeprowadzono w następujący 

sposób: 

� Mieszanina reakcyjna 

- 5,2 µl H2O do PCR; 

- 0,5 µl Reagent Mix (LightSNiP rs34442126, rs11553055, rs3900, 

rs17222279,  rs2032604, rs17315821 i rs17306671); 

- 1 µl FastStart DNA Master Hyprobe; 

- 0,8 µl MgCl₂ (25mM); 

            -    2,5 µl DNA. 

� Parametry reakcji amplifikacji 

- denaturacja – 95˚C przez 10 min.- 1cykl; 

- amplifikacja – 95˚C przez 10 sek., 60˚C przez 10 sek. (single), 

72˚C przez 15 sek. - 50 cykli; 

- topnienie – 95˚C przez 20 sek., 40˚C przez 20 sek., 85˚C przez 0 

sek. (0,2˚C/s-continuos) - 1 cykl; 

- chłodzenie- 40˚C przez 30 sek. 
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W celu sprawdzenia czułości metody LightSNiP przygotowano kilka mieszanin 

(w mikrolitrach) zawierających materiał pochodzący od mężczyzny i kobiety (krew)  

w proporcjach: 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:15000 oraz 

1:20000 (♂ : ♀). Przeprowadzono badania z zastosowaniem testu LightSNiP  

i Y-SNPs: rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs17315821  

i rs17306671. 

 

Ryc. nr 4.1. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny  
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 oraz 1:50 przy zastosowaniu LighSNiP – rs34442126. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety  w proporcjach 1:100, 1:000, 1:10000, 1:15000 oraz 1:20000 testem 

LightSNiP - rs34442126. 

 

 

Ryc. nr 4.2. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny  
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 oraz 1:50 przy zastosowaniu LighSNiP – rs11553055. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:100, 1:000, 1:10000, 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP 

– rs11553055. 
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Ryc. nr 4.3. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny  
i kobiety  w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 oraz 1:50 przy zastosowaniu LighSNiP – rs3900. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:100, 1:000, 1:10000, 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP 

– rs3900. 

 

 

Ryc. nr 4.4. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny  
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50, 1:100, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu 
LighSNiP – rs17222279. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP - rs17222279. 

 

 
Ryc. nr 4.5. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny  
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50, 1:100, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu 
LighSNiP – rs2032604. 
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Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP - rs2032604. 

 

 
Ryc. nr 4.6. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny  
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50, 1:100, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu 
LighSNiP – rs17315821. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP - rs17315821. 

 

 
Ryc. nr 4.7. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny  
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50, 1:100, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu 
LighSNiP – rs17306671. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP - rs17306671. 

 



 

64 

 

 

 
Ryc. nr 4.8. Elektroforegram uzyskany podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny – kobiety 
w stosunku 1:30 zestawem STR-PCR PowerPlex® ESX17. Przygotowana mieszanina materiału 
genetycznego w postaci krwi. Można zaobserwować w markerze amelogeniny brak allelu Y. 
 

 
Ryc. nr 4.9. Elektroforegram uzyskany podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny  
i kobiety w stosunku 1:50 przy zastosowaniu zestawu STR-PCR PowerPlex®ESX17. 
Przygotowana mieszanina materiału genetycznego w postaci krwi. 
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Przeprowadzono badania testem LightSNiP na przygotowanych mieszaninach 

materiału biologicznego pochodzenia ludzkiego w postaci nasienia oraz krwi. 

Mieszaniny mężczyzny (nasienie) i kobiety (krew) rozlano na różnym podłożu.  

W stosunku 1:30 rozlano na bibule Whatmann® 3 mm, w stosunku 1:50 na bibule 

Whatmann® 2 mm, a w stosunku 1:100 na kompresie z gazy. Do analizy zastosowano 

Y-SNPs: rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs17315821  

i rs17306671. 

 
Ryc. nr 4.10. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania przygotowanej mieszaniny 
DNA mężczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:30, 1:50 oraz 1:100, rozlanych 
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Whatmann® 2mm oraz na kompresie  
z gazy. Zastosowano LighSNiP – rs34442126. 
 

 
Ryc. nr 4.11. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania przygotowanej mieszaniny 
DNA mężczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:30, 1:50 oraz 1:100, rozlanych 
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Whatmann® 2mm oraz na kompresie  
z gazy. Zastosowano LighSNiP  – rs11553055. 
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Ryc. nr 4.12. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania przygotowanej mieszaniny 
DNA mężczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:30, 1:50 oraz 1:100, rozlanych 
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Whatmann® 2mm oraz na kompresie  
z gazy. Zastosowano LighSNiP – rs3900. 
 

 
Ryc. nr 4.13. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania przygotowanej mieszaniny 
DNA mężczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:30, 1:50 oraz 1:100, rozlanych 
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Whatmann® 2mm oraz na kompresie  
z gazy. Zastosowano LighSNiP – rs17222279. 
 

 
Ryc. nr 4.14. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania przygotowanej mieszaniny 
DNA mężczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:30, 1:50 oraz 1:100, rozlanych 
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Whatmann® 2mm oraz na kompresie  
z gazy. Zastosowano LighSNiP – rs2032604. 
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Ryc. nr 4.15. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania przygotowanej mieszaniny 
DNA mężczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:30, 1:50 oraz 1:100, rozlanych 
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Whatmann® 2mm oraz na kompresie  
z gazy. Zastosowano LighSNiP – rs17315821. 
 

 
Ryc. nr 4.16. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania przygotowanej mieszaniny 
DNA mężczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:30, 1:50 oraz 1:100, rozlanych 
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Whatmann® 2mm oraz na kompresie  
z gazy. Zastosowano LighSNiP – rs17306671. 
 

 
Ryc. nr 4.17. Elektroforegram uzyskany podczas badania mieszaniny DNA z nasienia 
mężczyzny i krew kobiety w stosunku 1:30. Przygotowana mieszanina rozlano na bibule 
Whatmann® 3 mm. Zastosowano zestaw STR-PCR PowerPlex®ESX17.  
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Ryc. nr 4.18. Elektroforegram uzyskany podczas badania mieszaniny DNA z nasienia 
mężczyzny i krew kobiety w stosunku 1:50. Przygotowana mieszanina rozlano na bibule 
Whatmann® 2 mm. Zastosowano zestaw STR-PCR PowerPlex®ESX17.  
 

 
Ryc. nr 4.19. Elektroforegram uzyskany podczas badania mieszaniny DNA mężczyzny 
(nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:100. Przygotowana mieszanina rozlano na kompresie  
z gazy. Zastosowano zestaw STR-PCR PowerPlex®ESX17.  
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Zbadano testem LightSNiP oraz Y-SNPs: rs2032604, rs17315821 i rs17306671 

różne mieszaniny DNA w postaci wyizolowanego DNA mężczyzny  

 o stężeniu 5,6 ng/µl i DNA kobiety o stężeniu 5,3 ng/µl w proporcjach: 1:100, 1:1000, 

1:10000, 1:15000 oraz 1:20000, celem sprawdzenia granicy czułości metody real-time 

PCR z testem LightSNiP. 

  
Ryc. nr 4.20. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny wyizolowanego od 
mężczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:100, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu 
LighSNiP – rs2032604. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP – rs2032604. 

 

 
Ryc. nr 4.21. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny wyizolowanego od 
mężczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:100, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu 
LighSNiP – rs17315821. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP – rs17315821. 
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Ryc. nr 4.22. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania mieszaniny wyizolowanego od 
mężczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:100, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu 
LighSNiP – rs17306671. 
 
Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny  

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 testem LightSNiP – rs17306671. 

 

 
Ryc. nr 4.23. Elektroforegram uzyskany podczas badania mieszaniny wyizolowanego od 
mężczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:30 z zastosowaniem zestawu AmpFℓSTR®Yfiler. 
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Ryc. nr 4.24. Elektroforegram uzyskany podczas badania mieszaniny wyizolowanego od  
mężczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:50 z zastosowaniem zestawu AmpFℓSTR®Yfiler. 
 

 
Ryc. nr 4.25. Elektroforegram uzyskany podczas badania mieszaniny wyizolowanego od  
mężczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:10000 z zastosowaniem zestawu AmpFℓSTR®Yfiler 
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      4.1. Wyniki uzyskane z barwnikiem SYBR-Green I - sY81 oraz testem 

LightSNiP - rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, 

rs17315821 i rs17306671. 

Jednym z celów mojej pracy było porównanie czułości oraz specyficzności 

dwóch metod. W pierwszych z nich zastosowano barwnik SYBR Green I, w drugiej 

sondy molekularne.  

Celem dobrania optymalnych warunków reakcji PCR do sY81 dokonano 

amplifikacji przy pomocy MasterCycler Gradient. Interpretację wyników 

przeprowadzono w LightTyper®, gdzie uzyskano optymalną temperaturę przyłączenia 

primerów wynoszącą 64°C.  

 
Ryc nr 4.26. Raport wyników uzyskanych po amplifikacji z zastosowaniem LightTyper®, 
firmy Roche Diagnostics. 
  

 Badaniu poddano 108 prób z zastosowaniem barwnika fluorescencyjnego 

SYBR Green I. Testem LightSNiP oraz wybranymi Y-SNPs zanalizowano przede 

wszystkim te próby, w których nie uzyskano produktu amplifikacji barwnikiem SYBR 

Green I. Wykresy zostały umieszczone w rozdziale nr 9. Spis wykresów. str.: 110-126. 
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Tabela nr 4.1. Temperatury topnienia uzyskane podczas badania 108 prób metodą SYBR 
Green I - sY81 oraz uzyskane stężenia DNA wszystkich prób. Temperatury topnienia uzyskane 
z zastosowaniem testu LightSNiP oraz wybranymi Y-SNPs. W próbach, gdzie umieszczono 
znak (-), nie uzyskano wyniku amplifikacji. Skrót nb. wskazuje na próby, których nie poddano 
badaniom. 
Lp. 

S
tę
że

n
ie

 D
N

A
 

n
g

/µ
l 

T
m

(˚
C

) 
sY

8
1

 
2

0
9

p
z 

S
Y

B
R

 G
re

en
 I

 

T
m

(˚
C

) 
rs

3
4

4
4

2
1

2
6

 
1

1
2

 p
z 

T
m

(˚
C

) 
rs

1
1

5
5

3
0

5
5

 
1

0
1

 p
z 

T
m

(˚
C

) 
rs

3
9

0
0

 
9

1
 p

z 

T
m

(˚
C

) 
rs

1
7

2
2

2
2

7
9

 
7

7
 p

z 

T
m

(˚
C

) 
rs

2
0

3
2

6
0

4
 

6
1

 p
z 

T
m

(˚
C

) 
rs

1
7

3
1

5
8

2
1

 
6

0
 p

z 

T
m

(˚
C

) 
rs

1
7

3
0

6
6

7
1

 
5

2
 p

z 

1 0,6 - 55,85 59,36 58,66 60,47 57,73 60,98 54,32 
2 112 80,34 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
3 141,7 80,32 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
4 1,26 - 55,49 60,03 49,69 57,94 56,87 60,96 54,37 
5 0,34 - 55,92 60,44 57,31 56,66 57,77 60,82 54,04 
6 228,2 80,90 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
7 0,27 - 55,66 60,36 57,95 59,39 57,00 56,07 58,80 
8 0,35 - 55,42 60,03 nb. nb. nb. nb. nb. 
9 0,21 - 55,34 60,75 58,70 59,69 57,10 60,92 53,91 
10 307,7 80,13 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
11 0,14 - 55,65 59,66 47,92 60,98 57,81 60,86 53,96 
12 0,19 - 55,34 60,28 48,69 59,44 56,67 60,97 54,26 
13 509 80,06 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
14 0,28 - 55,65 60,38 58,95 59,65 57,10 60,61 54,02 
15 0,09* - 55,48 60,49 48,97 60,33 56,70 60,58 53,98 
16 1511 79,31  nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
17 351 80,92 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
18 0,11 - 55,08 60,67 58,60 59,82 57,90 60,79 54,03 
19 140 81,73 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
20 0,17 - 55,40 60,07 48,57 60,47 56,47 60,82 53,94 
21 2025 80,12 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
22 123,4 79,96 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
23 0,09* - 55,34 60,75 57,96 59,13 57,66 60,70 54,13 
24 91,5 79,31 nb.  nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
25 112,5 80,16 nb. nb nb. nb. nb. nb. nb. 
26 0,16 - 55,63 60,19 48,49 59,73 57,88 60,78 54,32 
27 0,1 - 55,87 59,32 60,56 56,49 56,98 60,50 53,72 
28 77,8 80,64 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
29 231,8 80,16 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
30 3180,5 79,21 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
31 1834,5 79,78 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
32 1559,9 78,88 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
33 0,3 - 55,34 59,66 58,72 59,97 57,82 55,86 54,26 
34 110,7 80,75 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
35 0,4 - - 59,54 58,63 59,08 56,49 60,09 53,88 
36 1,8 - 55,24 60,55 58,68 59,89 57,30 54,81 57,91 
37 0,8 - 55,67 60,74 58,82 59,74 57,61 59,92 53,80 
38 1,0 - 55,27 59,72 59,49 60,45 56,89 59,47 54,21 
39 0,06* - - - 58,53 59,23 57,88 60,09 53,00 
40 0,16 - 55,55 60,41 49,17 57,65 57,45 55,11 54,03 
41 192,2 80,16 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
42 701,6 80,26 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
43 146,9 78,79 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
44 484,5 79,98 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
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45 113,6 80,49 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
46 0,14 - 55,04 59,98 57,82 59,02 56,32 55,20 58,45 
47 0,11 - 55,31 - 58,24 59,69 56,24 54,87 57,53 
48 131,2 80,16 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
49 123,4 79,96 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
50 125,1 80,14 nb nb. nb. nb nb. nb. nb. 
51 1,7 - 55,35 - 59,19 59,45 57,61 54,72 57,56 
52    0,04* - - - - 59,12 57,06 54,74 57,86 
53 83,7 80,57 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
54 140 79,85 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
55 125,6 79,87 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
56 97,6 80,06 nb. nb. 59,30 nb. nb. nb. nb. 
57 81,7 80,34 - - 58,24 - - 59,03 57,79 
58 496,7 77,64 - - 57,79 - - 59,44 56,95 
59 608,4 78,46 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
60 150 79,72 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
61 211,5 80,51 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
62 0,7 - 55,93 60,86 58,01 60,02 57,83 59,42 56,87 
63 0,1 - - 59,18 49,22 59,40 57,78 59,77 56,96 
64 323,7 80,82 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
65 986,7 79,39 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
66 0,3 - - - - 60,17 56,67 59,79 53,96 
67 99,5 79,43 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
68 0,1 - - 60,56 58,39 59,68 57,19 54,89 57,31 
69 222,1 81,18 - - 58,06 nb. nb. nb. nb. 
70 97,1 80,07 nb. nb. 58,80 nb. nb. nb. nb. 
71 0,5 - - 59,68 58,41 59,96 56,76 59,55 55,09 
72 234,1 79,05 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
73 1,2 - 55,78 60,59 58,68 59,68 56,52 60,43 54,25 
74 0,05* - - - - 59,05 57,69 62,32 54,56 
75 1548,1 80,74 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
76 90,6 80,97 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
77 1364,8 79,41 nb. nb. 49,72 nb. nb. nb. nb. 
78 156,7 79,72 nb. nb. 59,28 nb. nb. nb. nb. 
79 232,1 80,32 nb. nb. 58,39 nb. nb. nb. nb. 
80 721,6 80,74 nb. nb. 59,38 nb. nb. nb. nb. 
81 0,08* - - 60,15 58,38 59,72 56,70 62,19 57,64 
82 0,02* - - - 58,96 59,04 56,80 62,20 61,32 
83 0,05* - - - 59,39 - 57,17 61,84 61,57 
84 129 81,52 nb. nb. 58,16 nb. nb. nb. nb. 
85 0,6 - - - - 59,72 57,07 60,84 57,69 
86 0,3 - 55,12 60,34 58,23 59,76 57,05 60,87 57,29 
87 218,9 81,39 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
88 84,4 81,29 nb. nb. 58,15 nb. nb. nb. nb. 
89 0,6 - - - 58,01 - - 62,70 57,13 
90 819,7 78,23 - - 47,42 - - 62,78 57,50 
91 106,7 79,41 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
92 5,3 - - - 59,63 - 56,72 57,79 57,20 
93 0,9 - 55,65 - 58,85 - 57,34 57,92 57,80 
94 0,3 - - - 58,24 - 57,97 57,80 57,99 
95 809,4 79,43 - - 58,62 - - 61,55 55,75 
96 0,6 - - - 57,88 - 56,26 56,47 59,40 
97 157,7 81,57 nb. nb. 59,70 nb. nb. nb. nb. 
98 85,3 81,79 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
99 124,4 81,53 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
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100 563,5 80,11 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
101 766,1 79,95 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
102 0,4 - - - 58,84 - - 61,57 55,36 
103 0,2 - 55,15 - 58,53 - - 61,67 55,53 
104 122,7 79,88 nb. - 59,70 - - 61,54 55,88 
105 0,8 - - - 58,86 60,38 55,90 61,58 55,36 
106 309 77,89 nb. nb. nb. nb. nb. nb. nb. 
107 0,07* - - - 47,78 60,45 56,76 56,53 55,55 
108 0,04* - - - 58,68 59,65 56,24 61,81 59,44 
*Próby rozcieńczone 100 razy celem uzyskania stężenie DNA poniżej 0,1 ng/µl. 
 
Tab. nr 4.2. Przedstawia uzyskane temperatury topnienia podczas analizy zastosowanych  
Y-SNPs oraz odpowiednia do niej zmianę nukleotydową - genotyp. 

Y-SNPs Temperatury 
topnienia  

˚C 

Uzyskany 
genotyp 

 
rs34442126 ~55,48 T/T 
rs11553055 ~60,16 G/G 

~48,69 C/C rs3900 
~58,67 G/G  
~57,18 A/A  rs17222279 
~59,75 G/G 

rs2032604 ~57,10 T/T 
~55,40 C/C  rs17315821 
~60,64 T/T 
~54,40 T/T rs17306671 
~58,08 A/A 

 

4.2. Analiza śladów biologicznych metodą LightSNiP. 

Do badań testem LightSNiP oraz Y-SNPs rs34442126, rs11553055, rs3900, 

rs17222279, rs2032604, rs17315821 i rs17306671 wykorzystano próby ze spraw 

dotyczących przemocy seksualnej opracowanych w ZMS w Poznaniu, w których 

uzyskano trudną do interpretacji mieszaninę DNA mężczyzny i kobiety. Sprawy zostały 

opisane w rozdziale 3.1 - Materiał. 

Każdą sprawę przedstawiono w oddzielnej tabeli, a poszczególne wykresy 

zamieszczono w rozdziale nr  9. Spis wykresów – str.: 126-146. Skróty umieszczone  

w tabelach oznaczają: B.A- brak amplifikacji, N.B- nie badano i W.M.- wyczerpanie 

materiału. 
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z pochwy) 

N.B. B.A. B.A. N.B. N.B. genotyp 
C/C 

genotyp 
A/A 

C (fragment 
majtek) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
C/C 

 

N.B. N.B. genotyp 
C/C 

genotyp 
A/A 

D (fragment 
majtek) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotypy 
C/C 
G/G 

N.B. N.B. genotyp
y 

C/C 
T/T  

genotyp 
A/A 

E (fragment 
majtek) 

N.B. genotyp 
G/G 

Genotyp 
C/C 

N.B. N.B. genotyp 
C/C 

genotyp 
A/A 

   

SPRAWA 
Nr 10 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (wymaz 
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. N.B. W.M. W.M. 

B (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. N.B. N.B. W.M. W.M. 
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C (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. N.B. W.M. W.M. 

D (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. N.B. W.M. W.M. 

  

SPRAWA 
Nr 11 

 
rs

34
44

21
26

 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

51
 

rs
17

30
66

71
 

A (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
C/C 

genotyp 
A/A  

B (wymaz  
z pochwy) 

N.B. B.A. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
C/C 

genotyp 
A/A  

        
  

SPRAWA 
Nr 12 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (fragment 
stanika) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp 
T/T  

B (fragment 
stanika) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp 
T/T  

Test Hemophan – wynik pozytywny (w próbach A i B) 
Test RSiD-Semen – wynik negatywny (w próbach A i B) 

  

SPRAWA 
Nr 13 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

Wymaz  
z pochwy 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. genotyp 
T/T 

genotyp 
T/T  

genotyp 
T/T 

Test RSiD-Semen – wynik negatywny 

   

SPRAWA 
Nr 14 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (fragment 
majtek) 

N.B. B.A. genotyp 
G/G 

N.B. B.A. genotyp  
T/T  

genotyp  
A/A  

B (fragment 
majtek) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. N.B. genotyp 
T/T 

genotyp  
T/T  

genotyp  
A/A  
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C (fragment 
spodni) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. genotyp 
T/T 

genotyp  
T/T  

genotyp  
A/A  

Test Hemophan – wynik pozytywny (w próbach A, B i C) 
   

SPRAWA 
Nr 15 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (fragment 
majtek) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

B (fragment 
majtek) 

N.B. B.A. B.A. N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

C (fragment 
spodni) 

N.B. B.A. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

Test Hemophan – wynik pozytywny ( w próbie C), negatywny (w próbach A i B) 
Test RSiD-Semen – wynik negatywny (w próbach A, B i C) 

  
SPRAWA 

Nr 16 
 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

Wymaz  
z pochwy 

N.B. N.B. B.A. N.B. N.B. B.A. genotyp 
T/T 

 
 

  

SPRAWA 
Nr 17 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. W.M. W.M. W.M. W.M W.M 

B (wymaz  
z pochwy) 

 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
C/C 

genotyp  
A/A  

C (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
C/C 

genotyp  
A/A  

   

SPRAWA 
Nr 18 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. B.A. N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  
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B (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

C (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

D (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

E (końcówki 
paznokci) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

F (końcówki 
paznokci) 

N.B. N.B. B.A. N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

G (materiał 
porównawczy) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

  
   

SPRAWA 
Nr 19 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

B (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

C (wymaz  
z pochwy) 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

 
 

 

SPRAWA 
Nr 20 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

Wymaz  
z pochwy 

N.B. N.B. genotyp 
G/G 

N.B. N.B. 
 

genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

   
   

SPRAWA 
Nr 21 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (fragment 
majtek) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. 
 

genotyp 
G/G 

W.M. 
 

W.M. 
 

W.M. 
 

B (fragment 
majtek) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. genotyp 
G/G 

W.M. 
 

W.M. 
 

W.M. 
 

Test PSA- wynik pozytywny ( w próbach A i B) 
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SPRAWA 
Nr 22 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. 
 

N.B. genotyp 
T/T 

genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

B (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. 
 

N.B. genotyp 
T/T 

genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

   

SPRAWA 
Nr 23 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (wymaz  
z odbytu) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. 
 

N.B. N.B. genotyp  
C/C 

genotyp  
A/A  

B (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. 
 

N.B. N.B. genotyp  
C/C 

genotyp  
A/A  

  

SPRAWA 
Nr 24 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

A (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

B.A. 
 

N.B. B.A. 
 

genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

B (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. genotyp 
T/T 

genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

C (wymaz  
z pochwy) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. B.A. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

D (wyskrobiny 
spod paznokci) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. B.A. genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

E (materiał 
porównawczy) 

N.B. genotyp 
G/G 

genotyp 
G/G 

N.B. genotyp 
T/T 

genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

Test RSiD – semen- wynik negatywny (w próbach A, B i C)   
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SPRAWA 
Nr 25 

 

rs
34

44
21

26
 

rs
11

55
30

55
 

rs
39

00
 

rs
17

22
22

79
 

rs
20

32
60

4 

rs
17

31
58

21
 

rs
17

30
66

71
 

Wymaz  
z pochwy 

N.B. N.B. N.B. N.B. N.B. 
 

genotyp  
T/T  

genotyp  
T/T  

 

  

4.3. Analiza zdegradowanego DNA metodą LightSNiP. 

Badaniom poddano 52 próby pochodzące od NN mężczyzn. Materiał genetyczny 

wyizolowano z fragmentów kostnych, skóry z włosami, krwi w zaawansowanym 

stopniu hemolizy oraz fragmentów tkanki mięśniowej. Pobrano również do badań 

rzepkę kolanową oraz skórę z włosami mumii znajdującej się od 1930r. w muzeum 

Katedry i Zakładu Medycyny Sądowej w Poznaniu.  

W badanych próbach nie uzyskano produktu amplifikacji i tym samym profilu 

genetycznego metodą STR- PCR prawdopodobnie ze względu na wysoki poziom 

degradacji materiału pobranego ze zwłok (daleko posunięte procesy gnilne) w trakcie 

sekcji zwłok w ZMS w Poznaniu.   

Do analizy zastosowano Y-SNPs: rs3900, rs11553055, rs17222279, rs2032604, 

rs17315821 i rs17306671. Wykresy powyższych badań przedstawiono w rozdziale  

nr 9. Spis wykresów. Str.: 146-150.  

Tabela nr 4.3. Temperatury topnienia oraz stężenia DNA uzyskane podczas analizy 6 prób 
pochodzących od NN mężczyzn testem LightSNiP – rs11553055. 

Próby – materiał 
do badań 

 

Tm uzyskana podczas badania metodą 
LightSNiP – rs11553055 

˚C 

Stężenie  
DNA 
ng/µl 

1 (fragment kości 
ramiennej) 

60,00 4,6 

2 (fragment kości 
udowej) 

60,01 11,7 

3 (fragment kości 
ramiennej) 

59,82 3,2 

4 (4 zęby) 59,96 7,9 
5 (krew) 59,85 31,7 

6 (fragment skóry  
z włosami) 

Brak produktu amplifikacji 1,6 
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Tabela nr 4.4. Temperatury topnienia oraz stężenia DNA uzyskane podczas analizy 6 prób 
pochodzących od NN mężczyzn testem LightSNiP-rs2032604. 

Próby – materiał 
do badań 

 

Tm uzyskana podczas badania 
metodą LightSNiP – rs2032604 

˚C 

Stężenie 
DNA 
ng/µl 

6 (fragment skóry  
z włosami) 

Brak produktu amplifikacji 1,6 

7(fragment mięśnia) 58,35 5,9 
8 (fragment kości 

ramiennej) 
58,25 4,4 

9 (krew) 59,07 9,2 
10 (włosy) 58,45 5,4 

11 (fragment kości 
udowej) 

58,76 24,9 

 
Tabela nr 4.5. Temperatury topnienia oraz stężenia DNA uzyskane podczas analizy 
zmumifikowanych zwłok znajdujących się w Katedrze i Zakładzie Medycyny Sądowej UM  
w Poznaniu. Reakcję PCR przeprowadzono przy użyciu testu LightSNiP oraz rs17222279  
i rs2032604. 

Zmumifikowane  
zwłoki 

Tm uzyskana podczas 
badania metodą 

LightSNiP – 
rs17222279 

˚C 

Tm uzyskana podczas 
badania metodą 

LightSNiP – 
rs2032604 

˚C 

Stężenie  
DNA 
ng/µl 

12 (fragment 
rzepki 

kolanowej) 

59, 17 58, 34 5,9 

13 (fragment 
skóry  

z włosami) 

Brak produktu 
amplifikacji 

Brak produktu 
amplifikacji 

0,7 

 
Tabela nr 4.6. Temperatury topnienia oraz stężenia DNA uzyskane podczas analizy 39 prób 
pochodzących od NN mężczyzn testem LightSNiP – rs17315821 oraz rs17306671. 

Próby – materiał 
do badań 

 

Tm uzyskana 
podczas badania 

metodą LightSNiP – 
rs17315821 

˚C 

Tm uzyskana 
podczas badania 

metodą LightSNiP – 
rs17306671 

˚C 

Stężenie 
DNA 
ng/µl 

14 (krew) 62,67 61,30 0,9 
15 (fragment kości 

ramiennej) 
62,75 61,52 3,2 

16 (fragment kości 
śródstopia)  

57,81 56,73 0,6 

17 (krew) 57,90 55,76 23,8 
18 (krew) 57,78 55,42 12,5 

19 (fragment skóry  
z włosami) 

Brak amplifikacji Brak amplifikacji 0,4 

20 (fragment 
mięśnia) 

61,52 55,61 6,8 

21 (fragment 
mięśnia) 

61,58 55,55 9,7 

22 (fragment rzepki 
kolanowej) 

61,63 55,82 0,6 
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23 (włosy) 61,51 55,46 8,7 
24 (krew) 61,49 55,57 2,4 
25 (ząb) 61,76 55,75 0,4 

26 (fragment skóry  
z włosami) 

Brak amplifikacji Brak amplifikacji 0,1 

27 (włosy) 61,53 55,72 4,6 
28 (fragment kości 
śródstopia) 

56,45 55,62 0,9 

29 (fragment mięśnia 
ze spalonych zwłok) 

61,54 55,79 0,3 

30 (krew) Brak amplifikacji Brak amplifikacji 0,8 
31 (krew) 61,57 55,75 76,4 

32 (fragment 
wyrostka sutkowa- 
tego potylicznego) 

56,50 55,36 0,5 

33 (krew) 61,62 55,60 45,3 
34 (krew) 56,60 53,98 12,2 

35 (fragment 
mięśnia) 

60,76 53,94 10,5 

36 (fragment kości 
udowej) 

60,61 53,97 0,3 

37 (fragment 
mięśnia) 

60,72 54,00 2,6 

38 (krew) 60,65 53,91 5,9 
39 (2 zęby) 60,70 54,22 1,1 

40 (fragment 
wyrostka sutkowa- 
tego potylicznego) 

60,82 54,05 0,8 

41 (fragment kości 
udowej) 

60,97 54,35 4,2 

42 (krew) 60,96 54,36 32,4 
43 (3 zęby) 60,79 54,07 0,7 

44 (fragment skóry  
z włosami) 

Brak amplifikacji Brak amplifikacji 1,2 

45 (włosy) 60,78 53,82 6,3 
46 (krew) 60,50 53,75 18,6 

47 (fragment rzepki 
kolanowej) 

60,54 53,80 0,7 

48 (krew) 60,76 54,02 19,7 
49 (krew) 60,77 53,92 12,5 
50 (włosy) 60,72 58,45 34,0 

51 (fragment mięśnia 
ze spalonych zwłok) 

Brak amplifikacji Brak amplifikacji 3,5 

52 (2 zęby) 61,50 58,42 0,5 
 
 

4.4. Genotypy uzyskane oraz obliczenia statystyczne. 

Jednym z celów prezentowanej pracy było utworzenie bazy populacyjnej  

w zakresie 6 badanych loci Y-SNPs w województwie wielkopolskim. W tym celu 

zgenotypowano 108 mężczyzn. Analizie poddano genotypy uzyskane podczas badania 
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prób przedstawionych w tabeli 4.1, to jest 23 kompletne profile – w 6 badanych loci 

SNPs (rozdział 4.1) oraz dodatkowo poddano reakcji amplifikacji testem LightSNiP  

i wybranymi Y-SNPs 85 prób. Przeprowadzono analizę biostatystyczną wszystkich  

6 opracowywanych Y-SNPs, usytuowanych w regionie niekodującym białko, traktując 

je jako zestaw.  

Tabela nr 4.8. Haplotypy uzyskane podczas badaniu zastosowanych Y-SNPs w populacji 
wielkopolskiej. Ht – ilośc uzyskanych haplotypów, n – ilość badanych mężczyzn. 

 
Ht 

 
n 

 
częstość 

 
rs

34
44

21
26

 
  

rs
39

00
 

 
rs

17
22

22
79

 

 
rs

20
32

60
4 

 
rs

17
31

58
21

 

 
rs

17
30

66
71

 

1 41 0,379 T G G T T T 

2 4 0,037 T C G T C A 

3 12 0,111 T G G T C A 

4 1 0,009 T C A T T T 

5 1 0,009 T G A T T T 

6 9 0,083 T G G T T A 

7 2 0,018 T C G T T A 

8 8 0,074 T C G T T T 

9 12 0,111 T G G T C T 

10 10 0,092 T G A T T A 

11 1 0,009 T C A T C T 

12 3 0,027 T C G T C T 

13 1 0,009 T C G T C A 

14 1 0,009 T G A T C A 

15 1 0,009 T C A T C A 

16 1 0,009 T C A T C T 

DC=0,1500 
HD=0,8200 

 
Tabela nr 4.9. Polimorfizm, częstość występowania danego allelu w poszczególnych Y-SNPs 
oraz  GD (wskaźnik różnicowania haplotypowego lub allelicznego). Średnia wartość GD 
obliczona została bez GD rs34442126 i rs2032604. 

 
Y-SNPs 

 
polimorfizm 

 
Częstość 

 

 
GD = 1-∑ pi

2 
Średnia wartość 

GD 
 

rs34442126 C T 0,000 1,000 0,0000 
rs3900 C G 0,204 0,796 0,3248 

rs17222279 A G 0,150 0,850 0,2550 
rs2032604 G T 0,000 1,000 0,0000 
rs17315821 C T 0,450 0,550 0,4950 
rs17306671 A T 0,370 0,630 0,4662 

 
 

 38,5% 
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5. OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA  

Obecnie w genetyce sądowej badania śladów biologicznych są przeprowadzane 

przy pomocy markerów STR poprzez elektroforezę kapilarną w analizatorach 

genetycznych. Markery te pozwalają na analizę fragmentów DNA w zakresie od  

100 pz do 500 pz, co może ograniczyć interpretację wyników lub uzyskanie profilu 

genetycznego badanych śladów. Spotykamy się z taką sytuacją wtedy, kiedy do 

opracowywania mamy materiał o wysokim stopniu degradacji oraz trudne do analizy 

mieszaniny DNA.  

W sprawach dotyczących przemocy seksualnej, w większości przypadków, ilość 

DNA kobiety jest dużo większa od ilości DNA podejrzanego w sprawie mężczyzny. 

Analiza śladów do sprawy o gwałt z zastosowaniem markerów STR w regionie 

autosomalnym wskazuje na niekompletną, trudną do interpretacji mieszaninę DNA 

dwóch osób, w której nawet marker amelogeniny prezentuje profil kobiety - X,X  

(ryc. nr 4.8.). Mając do analizy materiał porównawczy sprawcy lub sprawców, istnieje 

duże prawdopodobieństwo dokonania kompletnej interpretacji uzyskanych mieszanin 

DNA kobiety i mężczyzny, natomiast w sytuacji braku powyższych materiałów 

porównawczych napotykamy na trudności w analizie wyników [115].  

Badania SNPs w zakresie poniżej 150 pz umożliwiają uzyskanie profilu 

genetycznego ze zdegradowanego materiału genetycznego [43] oraz w analizie 

mieszanin DNA mężczyzny i kobiety. Wybór SNPs, w tym przypadku na chromosomie 

Y, może dostarczyć brakujących informacji genetycznych niezbędnych do analizy 

takich mieszanin DNA. Ilość zastosowanych markerów SNPs o wysokim polimorfizmie 

pozwoli na rozwiązanie problemu identyfikacyjnego [30, 179]. Długość amplikonu 

markerów SNPs ma istotne znaczenie w przypadku analizy zdegradowanego DNA. 

Przyjmuje się, że odcinek DNA, owinięty wokół nukleosomu o długości mniejszej niż 

150 pz, jest mniej podatny na degradację w wyniku tworzenia wiązań kowalencyjnych  

z histonami (w ten sposób stworzy się ochrona przed działaniem nukleaz) [8, 43].  

Analiza SNPs znalazła ogromne zastosowanie w diagnostyce medycznej  chorób 

genetycznych [60]. Przyszłość w genetyce sądowej ściśle związana jest z analizą SNPs 

ze względu na możliwość badania krótkich fragmentów DNA. Podczas badań należy 

wziąć jednak pod uwagę charakterystyczny dla markerów SNPs niski polimorfizm. Aby 

uzyskać siłę dyskryminacji na poziomie 12 loci STR z bazy CODIS, należy do badań 
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użyć co najmniej 40 markerów SNPs [30], co wiąże się z trudnościami projektowania 

eksperymentu oraz wysokimi kosztami analizy. 

Istnieją różne metody analizy SNPs, w zależności od projektu badań oraz 

poziomu automatyzacji laboratorium. W tej pracy wykorzystano technikę real-time 

PCR z zastosowaniem barwnika SYBR Green I - sY81 oraz testu LightSNiP 

zawierającego sondy molekularne działające na bazie procesu FRET [23, 41].   

Wielkość fragmentów Y-SNPs zastosowanych w tej pracy znajduje się między 112 pz  

a 52 pz, co umożliwiło uzyskanie produktów amplifikacji ze zdegradowanego materiału 

oraz w dużym stopniu rozwiązało problem interpretacji mieszanin DNA, w których 

dominuje materiał genetyczny kobiety w stosunku do materiału genetycznego 

mężczyzny.  

Przydatność testu LightSNiP nie została wcześniej sprawdzona  

pod kątem badań śladów biologicznych w genetyce sądowej i to skłoniło nas do 

podjęcia działań w tym kierunku.  

 Ważnym aspektem w genetyce sądowej, jest stężenie DNA dodanego do reakcji 

PCR. Wiadomo, że ilość otrzymanego materiału genetycznego po izolacji DNA ze 

śladów biologicznych przekazanych do badań jest bardzo mała, a dodatkowo należy 

wziąć pod uwagę ewentualne działanie inhibitorów reakcji PCR [66, 228]. Te wszystkie 

czynniki skłaniają nas do udoskonalania oraz wprowadzania coraz czulszych oraz 

bardziej specyficznych metod, biorąc pod uwagę reguły walidacji metod w genetyce 

sądowej opracowywane przez SWGDAM - Naukową Grupę Roboczą do Metod 

Analizy DNA (ang. Scientific Working Group on DNA Analysis Methods)  

[26, 28, 44, 233].   

Innym napotykanym problemem przy opracowywaniu śladów biologicznych  

w sprawach o przemocy seksualnej jest etap wstępnych badań identyfikacyjnych  

obecności nasienia. Metody zastosowane w tym celu nie zawsze dają jednoznaczny 

wynik, a mała ilość materiału biologicznego do badań nakazuje ominięcie tego etapu 

badań aby pozyskać jak największej ilości materiału do analizy. 

W dostarczonym przez firmę TIB® Molbiol protokole badań [160-166], 

wprowadzono drobne zmiany w teście LightSNiP celem otrzymania jak największej 

ilości produktów amplifikacji z materiału genetycznego opracowywanego w naszym 

laboratorium.  
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Stężenia polimerazy i MgCl2 pozostawiono bez zmian. Zredukowano o połowę 

objętość mieszaniny reakcyjnej dodając do każdej reakcji 7,5 µl oraz 2,5 µl DNA oraz 

w etapie amplifikacji zwiększono ilość cykli do 50. 

 Przygotowano różne rozcieńczenia zawierające materiał genetyczny mężczyzny 

i kobiety w postaci krwi w celu sprawdzenia testu LightSNiP z wybranymi Y-SNPs: 

rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs17315821 i rs17306671. 

Uzyskano produkt amplifikacji w przygotowanych mieszaninach DNA  

w postaci krwi mężczyzny i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50, 1:100, 

1:1000 i 1:10000 z zastosowaniem najmniejszych co do wielkości Y-SNPs - 

rs17222279 (77 pz), rs2032604 (61 pz), rs17315821 (60 pz) i rs17306671 (52 pz)  

(ryc. nr 4.4. – 4.7.), natomiast przy użyciu Y-SNPs: rs34442126, rs3900 oraz 

rs11553055 uzyskano produkt amplifikacji w powyższych mieszaninach DNA 

mężczyzny i kobiety tylko w proporcjach 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 oraz 1:50 (ryc. nr 4.1. – 

4.3.). Wybór Y-SNPs o wielkości poniżej 80 par zasad umożliwia przy zastosowaniu 

metody real-time PCR detekcję DNA pochodzenia męskiego w mieszaninie, gdzie ilość 

DNA kobiety jest o 10000 razy większa od ilości DNA mężczyzny.  

Dodatkowo poddano badaniom techniką STR-PCR oraz zestawem 

PowerPlex®ESX17 powyższe próby o rozcieńczeniu 1:30 i 1:50 (ryc. nr 4.8 – 4.9.),  

w których uzyskano mieszaninę DNA mężczyzny i kobiety. Takie elektroforegramy są 

trudnym zadaniem do analizy w sprawach dotyczących przemocy seksualnej, w których 

można zaobserwować brak allelu Y w markerze amelogeniny oraz dodatkowe allele  

w pojedynczych markerach. Analiza markerów STR na chromosomie Y w powyższym 

przypadku daje wynik negatywny, ponieważ w próbie stężenie męskiego DNA jest 

niskie. 

 W tym samym celu przygotowano mieszaniny DNA w postaci nasienia 

męskiego i krwi kobiety w trzech rozcieńczeniach: 1:30, 1:50 i 1:100, rozlanych na 

różnym podłożu. Przeprowadzono analizę testem LightSNiP oraz Y-SNPs: rs34442126, 

rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs17315821 i rs17306671. Uzyskano 

produkt amplifikacji we wszystkich badanych próbach (ryc. nr 4.10. – 4.16.). Analiza 

uzyskanych elektroforegramów podczas badania powyższych mieszanin metodą STR-

PCR wskazuje na mieszaninę DNA dwóch osób (ryc. nr 4.17. – 4.18). W markerze 

amelogeniny można zaobserwować obecność allelu Y we wszystkich badanych 
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mieszaninach. Podłoże, na którym zostały rozlane przygotowane mieszaniny, nie 

utrudniło etapu oceny wyników.  

Otrzymano wynik amplifikacji w przygotowanych mieszaninach mężczyzny  

i kobiety w postaci wyizolowanego DNA w proporcjach 1:100, 1:1000 i 1:10000 testem 

LightSNiP oraz rs2032604, rs17315821 i rs17306671 (ryc. nr 4.19. – 4.21.), natomiast 

nie uzyskano produktu amplifikacji podczas analizy powyżej przygotowanych 

mieszanin w proporcjach 1:5000 i 1:20000, co potwierdza wcześniej badaną granicę 

czułości tej metody –  mieszanina DNA ♂1:10000♀.  

Obecnie na rynku istnieją różne metody, które można zastosować do wykrycia 

obecności męskiego DNA w badanej próbce. Zestaw QuantifilerTM Y Human Male 

DNA firmy Applied Biosystems do ilościowego oznaczania DNA pochodzenia 

męskiego jest jedną z nich. Technologia ta pozwala na wykrycie stężenie DNA  

w zakresie między 0,023 ng/µl a > 50 ng/µl z zastosowaniem real-time PCR i opiera się 

na działaniu sond TaqMan® [168]. Przed wyborem powyższej metody zaleca się 

przeprowadzenie dyferencjalnej ekstrakcji DNA (ang. differential lysis), która  

w sprawach o przemocy seksualnej pozwoli na selektywną izolację męskiego  

i żeńskiego DNA w badanej próbie. Jednakże nie zawsze rezultaty tej izolacji są 

specyficzne, w związku z tym pozostaje problem interpretacji mieszaniny DNA 

mężczyzny i kobiety. Ekstrakcja ta jest również czasochłonna oraz pracochłonna [85]. 

Dodatkowo należy wziąć pod uwagę fakt, że nasienie poddane badaniom może 

pochodzić od mężczyzny cierpiącego na azoospermię lub będącego po zabiegu 

wazektomii. W takiej sytuacji zastosowanie izolacji dyferencyjnej jest zbędne, 

natomiast użycie zestawu QuantifilerTM Y Human Male DNA może dostarczyć 

informacji o ilości męskiego DNA w mieszaninie, w której stężenie DNA pochodzenia 

żeńskiego jest dużo większe tak, aby w następnym etapie – amplifikacji zestawem 

markerów znajdujących się na chromosomie Y, uzyskać pełen profil mężczyzny [170].  

Badania przeprowadzone w tym kierunku wykazują, że analiza zestawem 

AmpFℓSTR® Yfiler™ firmy Applied Biosystems pozwala na uzyskanie pełnego 

profilu mężczyzny podczas analizy mieszaniny DNA mężczyzny i kobiety w proporcji 

nawet powyżej 1:1000 oraz również wtedy, kiedy stężenie DNA męskiego wynosi tylko 

62,5 pg [85, 136]. Inne badania wskazują na możliwość pełnej detekcji profilu 

genetycznego mężczyzny w mieszaninie, w której dominuje materiał genetyczny 

kobiety w proporcji do 1:1200 zestawem PowerPlex®Y System firmy Promega® 
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Corporation [110]. Podobne badania techniką real-time PCR systemem PowerPlex® 

HY firmy Promega® pozwoliły na wykrycie DNA pochodzenia męskiego.  

Analizowano mieszaniny w postaci wyizolowanego DNA mężczyzny i kobiety  

w różnych proporcjach. Metodą tą uzyskano produkt amplifikacji również  

w maksymalnej badanej proporcji ♂1:10000♀ [109].  

W badaniach, gdzie uzyskujemy trudną do interpretacji mieszaninę DNA 

mężczyzny i kobiety zastosowanie Y-SNPs może mieć potencjalne znaczenie  

w kierunku rozwiązania problemu obecności allelu Y w markerze amelogeniny. 

          Wybrane w tym celu SNPs na chromosomie Y mogą charakteryzować się niskim 

polimorfizmem, ponieważ mają służyć tylko wykryciu obecności DNA męskiego  

w badanym śladzie. Należy natomiast wziąć pod uwagę ilość zastosowanych Y-SNPs, 

aby siła dyskryminacji równała się sile dyskryminacji jednego markera STR,  

w tym przypadku amelogeniny. 

Pierwszym etapem badania techniką real-time z zastosowaniem barwnika SYBR 

Green I oraz sY81 było sprawdzenie optymalnej temperatury annealingu – przyłączenia 

starterów. W tym celu korzystano z technologii gradientu termicznego przy pomocy 

MasterCycler® gradient. Przewiduje się, że optymalna temperatura przyłączenia 

primerów oscyluje między 55˚C a 72˚C [27, 65, 78]. Gradient temperatur określony  

w naszym eksperymencie wyniósł od 60˚C do 67˚C. Uzyskano optymalną temperaturę 

annealingu wynoszącą 64˚C. Teoretycznie temperatura annealingu primerów powinna 

być o 5˚C niższa od ich temperatury topnienia [27, 65, 78].  

W praktyce, aby uzyskać specyficzny produkt, temperaturę annealingu dobiera się 

indywidualnie [234]. Zbyt niska temperatura annealingu powoduje powstanie 

niespecyficznych produktów, a z kolei zastosowanie wysokiej temperatury powoduje 

brak produktu amplifikacji [234]. Najlepiej w takiej sytuacji przeprowadzić 

amplifikację przy zastosowaniu termocyklera gradientowego, aby jednoznacznie ustalić 

temperaturę annealingu, oszczędzając koszty i czas analizy. 

 Optymalną temperaturę annealingu do badań z sY81- 64˚C, sprawdzono za 

pomocą, LightTyper®, firmy Roche Diagnostics.  Technika ta jest bardzo podobna do 

real-time PCR. W LightTyper® można przeprowadzić analizę SNPs oraz 

zoptymalizować warunki reakcji PCR poprzez kalkulację stężenia primerów, jonów 

Mg2+ oraz innych składników mieszaniny reakcyjnej PCR. Dodatkowo LightTyper® 
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zawiera specjalny program umożliwiający projektowanie primerów oraz sond 

molekularnych do danego fragmentu DNA, który planujemy amplifikować.   

  Po amplifikacji gradientowej ta sama płytka została poddana analizie topnienia  

w LightTyper®. Temperaturę, w której uzyskano najwięcej specyficznych produktów, 

należy zinterpretować jako optymalną temperaturę annealingu starterów. 

  Uzyskane wyniki przy badaniu 108 prób (mężczyźni) barwnikiem SYBR® Green 

I oraz sY81 wskazują na jedną temperaturę topnienia wynoszącą ~80˚C. Uzyskana 

temperatura topnienia również została potwierdzona analizą przeprowadzoną  

w LightTyper®.  

 Technika real-time PCR z zastosowaniem barwnika SYBR® Green I - sY81 

pozwoliła na uzyskanie produktu amplifikacji w 60 próbach, co stanowi 55,5% 

badanych prób. W 44 próbach uzyskano wynik amplifikacji o stężeniu DNA do  

500 ng/µl, natomiast w 16 próbach o stężeniu powyżej 500 ng/µl,  

(tab. nr 4.1.), (ryc. nr 5.1.). 
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Ryc. nr 5.1. Zakres stężenia DNA oraz próby, w których uzyskano produkt amplifikacji 
barwnikiem SYBR Green I oraz sY81.  
 

Technika z barwnikiem interkalującym pozwala na szybką interpretację wyników, 

a dodatkowo nie wiąże się z dużymi kosztami analizy. Na podstawie otrzymanych 

wyników można stwierdzić, że zakres, w którym uzyskano najwięcej produktów 

amplifikacji (w 44 próbach), nie odpowiada naszym oczekiwaniom – od  

78 ng/µl do 500 ng/µl, ponieważ wiadomo, że stężenie DNA izolowanego ze śladów 

biologicznych jest niskie. Zastosowanie tej metody może okazać się mało pomocne  

w rozwiązywaniu problemu wykrycia obecności DNA mężczyzny w badanym śladzie. 

W próbach, w których wykazano stężenie DNA między 0,02 – 2 ng/µl, nie 

uzyskano produktu amplifikacji z zastosowaniem barwnika SYBR Green I oraz sY81. 
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W 16 próbach uzyskano stężenie DNA powyżej 500 ng/µl. Aby uzyskać 

wymagane do reakcji real-time PCR barwnikiem SYBR® Green I firmy Fermentas 

stężenie DNA (do 500 ng), wszystkie próby zostały rozcieńczone tak, aby móc poddać 

je reakcji PCR z powyższym barwnikiem.  

Należy przyjąć, że badano również tą metodą DNA pochodzący ze śladów 

biologicznych (prawdopodobna degradacja opracowywanego DNA) oraz, że wybrany 

Y-SNP zawiera 209 pz, co dodatkowo wpływa na brak amplifikacji badanego materiału.  

Do najczęściej stosowanych barwników w technice real-time PCR należy SYBR® 

Green I. Jednym z powodów jego popularności jest to, że spektrum emitowanej 

fluorescencji jest równoznaczny ze związaniem z podwójną nicią DNA [23]. Natomiast 

SYBR® Green I charakteryzuje się tym, że wiąże się z każdą podwójną cząsteczką 

DNA, co w efekcie może dawać niespecyficzne produkty reakcji PCR [23].  

Reakcja z użyciem barwnika SYBR® Green I wymaga optymalizacji. Należy 

zwracać uwagę na różne czynniki, które potencjalne mogą decydować o dokładności 

oraz specyficzności reakcji PCR. Cząsteczki DNA dodane do mieszaniny reakcyjnej 

posiadają różne temperatury topnienia w zależności od zawartości nukleotydów G - C,  

długości amplikonu, struktury DNA (dwurzędowej lub trzeciorzędowej) oraz  

zaplanowanych składników do mieszaniny reakcyjnej [23]. Analizując krzywe 

topnienia uzyskane w naszej pracy w wyniku zastosowania SYBR® Green I, można 

zaobserwować różne poziomy fluorescencji, co wskazuje na dodatkową amplifikację 

niespecyficznych produktów PCR. Ponieważ oczekiwana temperatura topnienia 

badanego fragmentu DNA wynosi ~80˚C, można było wyselekcjonować nasze 

oczekiwane wyniki – specyficzne produkty PCR (ryc. nr 5.2), które zostały dodatkowo 

sprawdzone przy pomocy LightTyper®.    

          

Ryc. nr 5.2. Uzyskano specyficzne produkty amplifikacji tylko w 2 próbach (wykresy koloru 
zielonego i czerwonego). Reszta to niespecyficzne produkty reakcji PCR. 

NIESPECYFICZNE 
PRODUKTY PCR 

SPECYFICZNE 
PRODUKTY 

PCR 

SPECYFICZNE 
PRODUKTY 

PCR 

NIESPECYFICZNE 
PRODUKTY PCR 
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Wynik amplifikacji zależy również od ilości DNA dodanego do reakcji PCR. Na 

przykład sekwencja o wielkości 200 pz w ludzkim genomie (3.3 x 109 pz) stanowi około 

0.000006% całego DNA [23]. To znaczy, że około milion razy więcej DNA jest 

potrzebne, aby utrzymać równą ilość kopii w reakcji (1 µg ludzkiego genomowego 

DNA = 3.04 x 105 cząsteczek) [23]. Najczęściej popełnianym błędem jest dodanie zbyt 

dużo plazmidowego DNA lub za mało genomowego DNA do analizy PCR [23]. Jeżeli 

numer cząsteczek docelowej sekwencji jest znany, wtedy analiza Real-time PCR jest 

niepotrzebna [23]. Niemniej jednak optymalna ilość wyjściowego DNA powinna 

wynosić więcej niż 104 kopii, generując Ct po 25-30 cyklach z końcowym stężeniem 

DNA nie więcej niż 10 ng/µl [23]. 

Innym wewnętrznym czynnikiem reakcji PCR, który należy wziąć pod uwagę, 

jest inhibicja. Izolowany DNA do badań genetyczno-sądowych pochodzi z różnych 

źródeł, w związku z tym może zawierać różnego rodzaju inhibitory reakcji PCR [1-3, 

34, 40, 47, 102, 103, 108, 113, 114, 134, 171, 183]. Istnieją metody, które pozwalają 

zmniejszyć działanie tychże inhibitorów. Jedną z nich jest „FOLT” PCR (formamide 

low temperature), gdzie amplifikacji dokonuje się bezpośrednio z pełnej krwi bez 

wstępnych etapów takich jak izolacja DNA [23, 145].  Metoda ta działa na zasadzie 

zmniejszenia ilości białka koagulacji, pozwalając, aby jak najwięcej DNA zostało 

amplifikowane [23]. Inhibitory takie jak fragmentacja DNA – apoptoza (programowana 

śmierć komórkowa) [64, 155, 203], pozostałości antykoagulanta heparyny [12], 

składniki hemoglobiny lub mioglobiny strawione przez enzym proteinaza K [9] mogą 

negatywnie wpłynąć na wydajność reakcji PCR [9]. 

Istnieją inhibitory działające bezpośrednio na etap denaturacji, na funkcję 

primerów (annealingu) oraz enzym polimerazy [28]. Zbyt duża ilość DNA dodana do 

reakcji PCR dodatkowo może działać jako inhibitor reakcji PCR [28]. Ilość DNA do 

analizy jest zmienna i prawdopodobnie część jej wiąże się z czynnikami hamującymi 

reakcję w trakcie procesu oczyszczania DNA [28]. Każda polimeraza może inaczej 

reagować na różne inhibitory, dlatego też warto sprawdzać każdy etap analizy DNA, 

testując kilka enzymów polimerazy, aby zastosować najbardziej wydajny [28]. 

Dodatkowo faza „plateau” reakcji PCR jest efektem amplifikacji produktów DNA, 

które hamują enzym polimerazę [28, 36, 102]. Efekt ten może zostać wykorzystany do 

zwiększenia specyficzności polimerazy poprzez dodawanie oligonukleotydów, które 

działają podobnie jak enzym [28, 43]. Oligonukleotydy, jako bezpośrednie inhibitory 
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polimerazy ze stałą dysocjacją oraz z niskim zakresem pikomolowym, efektywnie 

blokują aktywność polimerazy do 25˚C, natomiast przestają działać jako inhibitory  

w temperaturze powyżej 40˚C [28]. 

Celem pozyskania lepszych wyników techniką real-time PCR można sięgnąć po 

nowe bardziej specyficzne znaczniki interkalujące. W ostatnich latach pojawiły się na 

rynku inne barwniki takie jak LCGreen® Plus, EvaGreen®  

i Cromofy™ m.in.. Technika Real-time z zastosowaniem LCGreen® Plus polega na 

działaniu oligonukleotydów nieoznakowanych fluorescencyjnie w obecności 

nasyconego DNA (saturating) z barwnikiem, w tym przypadku LCGreen® Plus. Po 

amplifikacji uzyskujemy dwie mniejsze temperatury topnienia należące do sond oraz 

większą temperaturę wskazującą topnienie badanego amplikonu. Metoda nie jest 

kosztowna, za to jest specyficzna i przy posiadaniu odpowiedniej aparatury można  

w jednym eksperymencie uzyskać genotyp kilu loci SNPs [49, 249]. 

 EvaGreen® jest barwnikiem o wysokiej stabilności opracowanym do analizy 

DNA metodą real-time PCR w systemie HRM (ang. High-resolution DNA melting 

curve analysis). Znacznik ten wiąże się z cząsteczką DNA przez mechanizm „ release -

on - demand” (zwolnienie na żądanie), składa się z dwóch barwników 

monomerycznych, które aktywują się w momencie związania się z podwójną nicią 

DNA. Jest bardziej specyficzny niż SYBR® Green i można go zastosować w większym 

stężeniu, uzyskując lepszy sygnał [104]. 

Analizie poddano real-time PCR testem LightSNiP zawierającym specyficzne 

sondy molekularne, primery oraz wybrane Y-SNPs, przede wszystkim te próby,  

w których nie uzyskano produktu amplifikacji barwnikiem SYBR® Green I, w celu 

sprawdzenia przydatności tej metody w kierunku badania śladów biologicznych. 

W 47 próbach otrzymano produkt amplifikacji w zakresie stężenia DNA między 

0,02 a 2 ng/µl, co może mieć istotne znaczenie w analizie śladów biologicznych  

w genetyce sądowej. Dodatkowo należy wziąć pod uwagę, że przeprowadzenie real-

time PCR śladu biologicznego z zastosowaniem Y-SNPs dokonuje się po izolacji DNA, 

w związku z tym nie tracimy materiału do dalszych badań i na tym etapie można już 

wykryć obecności materiału genetycznego pochodzenia męskiego. 
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Ryc. nr 5.3. Przedstawia poszczególne wyniki uzyskane z zastosowaniem wybranych  
Y-SNPs podczas analizy próby o stężeniu DNA w zakresie między 0,02 a 2 ng/µl. 
 

Analizując powyższą rycinę można zaobserwować, że najmniej produktów 

amplifikacji w zakresie stężenia DNA między 0,02 ng/µl a 2 ng/µl uzyskano przy 

użyciu Y-SNPs: rs34442126 (112 pz) oraz rs11553055 (101 pz). Zastosowanie 

mniejszych o pary zasad Y-SNPs: rs3900 (97 pz), rs17222279 (77 pz), rs2032604  

(61 pz), rs17315821 (60 pz) oraz rs17306671 (52 pz) pozwoliło na uzyskanie większej 

ilości produktów amplifikacji w próbach o niskim stężeniu DNA, co ma istotne 

znaczenie w analizie śladów biologicznych. Badania nad czułością techniki real-time 

PCR z zastosowaniem SNPs wskazują na możliwość otrzymania pełnego profilu przy 

stężeniu matrycy DNA poniżej 250 pg (0,25ng) [78]. W innych eksperymentach  

z kolei otrzymano pełen profil z użyciem SNPs metodą pirosekwencjonowania oraz 

SNaPshot podczas analizy matrycowego DNA o stężeniu 500 pg [222].  

Zastosowanie również techniki real-time PCR systemem Plexor® HY  firmy Promega® 

pozwoliło na wykrycie DNA pochodzenia męskiego o stężeniu mniejszym od 3,8 pg, 

natomiast metodą STR-PCR z użyciem systemu PowerPlex®16 uzyskano pełen profil 

genetyczny mężczyzny przy stężeniu DNA wynoszącym 500 pg oraz systemem 

PowerPlex® Y o stężeniu DNA na poziomie 170 pg. Na podstawie uzyskanych 

wyników w powyższej pracy wnioskowano, że w mieszaninie DNA,  

w której poziom materiału genetycznego pochodzenia żeńskiego wynosi 95%, analiza 

STR-PCR nie dostarczy informacji o materiale genetycznym pochodzenia męskiego 

[110]. Ciekawą jest praca, w której przeprowadzono analizę PCR w niskich 

objętościach mieszaniny reakcyjnej na poziomie od 800 pg do 3 pg. Wykryto pełen 
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profil genetyczny mężczyzny metodą SNaPshot (Applied Biosystems) przy stężeniu 

DNA 50 pg [74].   
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Ryc. nr 5.4. Wydajność metody real-time PCR z zastosowanym barwnikiem – SYBR® Green I 
oraz sond molekularnych – test LightSNiP.  
 

Obserwując rycinę nr 5.4. można zauważyć, że wydajność techniki real-time  

z barwnikiem SYBR® Green I jest procentowo zbliżona do uzyskanych wyników 

metodą z zastosowaniem sond molekularnych oraz Y-SNPs o długości około 100 pz. 

Interesujące są prace, gdzie porównywano dwie metody: jedną z zastosowaniem tego 

barwnika i drugą z użyciem sond molekularnych. Wnioskowano, że metoda z użyciem 

SYBR® Green I jest bardziej dokładna, ponieważ uzyskane wykresy wykazały większy 

spad liniowy, co wiąże się z większą specyficznością tej metody [23, 51, 194]. Jednakże 

metoda z zastosowaniem sond hybrydyzujących w naszej pracy okazała się bardziej 

specyficzna od metody z użyciem barwnika SYBR® Green I oraz pozwoliła na 

uzyskanie produktu amplifikacji podczas badania próby o niskim stężeniu DNA. Jeżeli 

warunki reakcji PCR zostały dobrane prawidłowo działanie sond oligonukleotydowych 

odbywa się w formie specyficznej do badanej sekwencji DNA, innymi słowy, będą 

hybrydyzować do komplementarnej nici DNA [113].   

Brak amplifikacji z zastosowaniem Y-SNPs: rs34442126 oraz rs11553055 mogła 

być spowodowana długością badanych amplikonów (pz) oraz ewentualnymi 

inhibitorami reakcji PCR. Wielkość uzyskanego allelu Y w markerze amelogeniny 

metodą STR-PCR wynosi około 100 pz, tzn. mniej niż powyższe Y-SNPs, co może 

tłumaczyć brak amplifikacji przede wszystkim w badanym materiale dowodowym. 

Analiza temperatur topnienia (Tm) uzyskanych z reakcji real-time PCR loci  

Y-SNPs rs34442126, rs11553055 i rs2032604 wskazuje na jeden genotyp, natomiast 

uzyskano dwie Tm podczas badania rs17222279, rs3900, rs17315821 oraz rs17306671, 

co należy interpretować jako dwa genotypy. 
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W rozdziale 4.7 zostały podsumowane w formie tabeli wyniki uzyskane  

z użyciem testu LightSNiP oraz wybranymi Y-SNPs podczas analizy 25 spraw 

dotyczących przemocy seksualnej opracowywanych w Katedrze i Zakładzie Medycyny 

Sądowej UM w Poznaniu, w latach 2008 - 2011. Celem było wykrycie obecności 

materiału genetycznego mężczyzny w trudnych do analizy mieszaninach DNA 

uzyskanych metodą STR-PCR. Do realizacji tego zadania wykorzystano technikę real-

time PCR. 

Każdy opracowany test LightSNiP w tej pracy został zaprojektowany na  

96 reakcji (TIB® Molbiol). Aby zbadać jak najwięcej prób składniki mieszaniny 

reakcyjnej zostały zredukowane o połowę, co pozwoliło na opracowanie jak 

największej ilości prób. Ponieważ metoda LightSNiP nie została wcześniej sprawdzona  

w analizie śladów biologicznych, należało ustalić optymalne warunki oraz ilości 

składników potrzebnych do reakcji PCR, przez co utracono część odczynników na 

początku tego eksperymentu. W związku z tą sytuacją niektóre sprawy nie zostały 

zanalizowane metodą LightSNiP. Wyjściowa ilość DNA, jaką uzyskano do badań ze 

śladów biologicznych, jest stosunkowo mała, co również ograniczyło analizę 

wszystkich prób.   

 

Ryc. nr 5.5. Czerwona linia przedstawia ogólną ilość badanych śladów biologicznych  
w poszczególnych zastosowanych Y-SNPs, natomiast zielona linia ilość śladów biologicznych, 
w których uzyskano produkt amplifikacji techniką real – time PCR. 
 

Najlepsze rezultaty podczas analizy śladów biologicznych testem LightSNiP oraz 

wybranymi Y-SNPs otrzymano z zastosowaniem rs17315821 (60 pz) i rs17306671  

(52 pz). Analizę z rs17222279 przeprowadzono tylko w jednej sprawie dotyczącej 
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przemocy seksualnej. Pomimo to można zauważyć, że wybór markerów SNPs  

o wielkości poniżej 100 pz (ryc. nr 5.5.) pozwoliło na uzyskanie produktu amplifikacji 

ze śladów biologicznych i tym samym stwierdzenie obecności materiału genetycznego 

pochodzenia męskiego w badanym śladzie. Na tym etapie należałoby wziąć pod uwagę 

możliwość zastosowania tej metody wraz z odpowiednimi SNPs na chromosomie  

Y, jako pomocne narzędzie w analizie mieszanin DNA kobiety i mężczyzny otrzymane 

podczas analizy markerów STR – PCR.  

Najciekawsze wyniki otrzymano podczas analizy spraw nr 3, 4 i 9. Wyniki 

uzyskane podczas analiz sprawy nr 3 w śladzie A – wymazy z pochwy, wskazują na 

dwa genotypy – C/C i G/G (dwie temperatury topnienia), co można interpretować jako 

mieszaninę DNA dwóch mężczyzn oraz genotyp uzyskany podczas badania materiału 

porównawczego - C to C/C. Analizując wyniki otrzymane z zastosowaniem LightSNiP 

– rs17306671 podczas badania śladów biologicznych (A, B i C) w postaci wymazów  

z pochwy oraz materiału porównawczego (D) stanowiących sprawę nr 4 można 

zauważyć, że genotyp uzyskany podczas analizy próby D jest inny od genotypu 

uzyskanego podczas badania prób A, B i C. W sprawie nr 9 w śladzie D w postaci 

fragmentu majtek uzyskano również dwa genotypy – dwie temperatury topnienia  

używając rs3900 oraz rs17315821. W sprawie nr 24 także zauważono interesujące 

wyniki. Podczas analizy śladu B - wymazu z pochwy - otrzymano genotyp C/C,  

a w śladzie C – wymaz z pochwy oraz w śladzie D - wyskrobiny spod paznokci (tej 

samej kobiety, co ślad B) uzyskano genotyp G/G. Tm uzyskana podczas badania 

materiału porównawczego w postaci wymazów z jamy ustnej podejrzanego w sprawie 

mężczyzny wskazuje na genotyp G/G. Jednak, aby potwierdzić otrzymane wyniki 

(sprawy nr 3, 4, 9 i 24) należy przeprowadzić badania z użyciem dodatkowych, bardziej 

polimorficznych, Y-SNPs (co najmniej 50) [30, 204]. 

Analizując sprawy, w których wykonano wstępne badania stwierdzenia obecności 

nasienia lub hemoglobiny w śladzie biologicznym, można zauważyć, że wynik 

negatywny tychże testów nie wyklucza obecności materiału genetycznego pochodzenia 

męskiego. W sprawach nr 1, 12 i 15 uzyskano pozytywny wynik badania testem 

Hemophan na obecność hemoglobiny, natomiast podczas analizy śladów dotyczących 

powyższych spraw otrzymano wynik negatywny w testach na obecność nasienia (PSA  

i RSiD - Semen). Testem LightSNiP uzyskano produkt amplifikacji z zastosowaniem 

Y-SNPs rs11553055 (101 pz), rs3900 (97 pz), rs2032604 (61 pz), rs17315821 (60 pz)  
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i rs17306671 (52 pz). Test PSA jest testem niespecyficznym. Wynik dodatni obecności 

antygenu prostaty można uzyskać nie tylko u mężczyzn [14, 67, 191]. Wynik 

negatywny tego testu może być konsekwencją niskiego stężenia antygenu PSA  

w badanym śladzie [75]. W sprawie nr 12 otrzymano wynik negatywny testem RSiD-

Semen. Test ten jest bardzo specyficzny w kierunku wykrywania białka semelogeniny 

w nasieniu ludzkim. Negatywny rezultat badanych śladów może powstać w wyniku 

zbyt małej lub zbyt dużej ilości tego białka w próbie - efekt „Hook”. Sytuacja ta może 

dać fałszywie negatywne wyniki spowodowane nadmierną ilością antygenu dodanego 

do reakcji [141]. Prace naukowe prowadzone w tym kierunku wskazują, że analizując 

więcej niż 3 µl płynu nasiennego, możemy uzyskać fałszywie negatywny wynik testu 

RSiD-Semen. Aby rozwiązać ten problem zaleca się rozcieńczyć badaną próbę 20 razy  

i powtórzyć test [141]. Inne ciekawe eksperymenty wskazują na negatywny wynik testu 

RSiD-Semen podczas analizy wymazów z pochwy pobranych od 3 do 9 dnia po 

stosunku seksualnym bez stosowania prezerwatywy, gdzie również nie uzyskano profilu 

genetycznego mężczyzny podczas analizy metodą Y-STR [141].  

Okazuje się, że można otrzymać wynik pozytywny testów PSA i RSiD i nie 

uzyskać pełnego profilu genetycznego mężczyzny metodą STR-PCR z użyciem 

markerów w regionie autosomalnym oraz na chromosomie Y. Dokonane badania 

wskazują, że pozytywne wyniki tychże testów można otrzymać w ciągu 4 dni po 

stosunku seksualnym (dot. analiza wymazów z pochwy) [46]. Rezultat ten związany jest 

z dłuższą żywotnością plemników w porównaniu z innymi składnikami płynu 

nasiennego [10, 77]. Inne badania przeprowadzone na wymazach z pochwy pobranych 

w różnych dniach od momentu stosunku seksualnego wskazują, że kompletny profil 

genetyczny mężczyzny można uzyskać w ciągu 24 godzin po stosunku seksualnym. 

Jeżeli próba została zabezpieczona po 48 godzinach od stosunku seksualnego, 

otrzymanie kompletnego profilu genetycznego mężczyzny metodą STR-PCR jest trudne 

do osiągnięcia [10].  

W analizowanych sprawach nr 1, 12 i 14 uzyskano wynik pozytywny badania 

testem Hemophan. Można domniemywać, że badane ślady mogły stanowić mieszaniny 

DNA w postaci krwi kobiety i mężczyzny lub krew jednej osoby i inny materiał 

biologiczny należący do drugiej osoby. W sprawach nr 2, 21 i 25 otrzymano wynik 

pozytywny testem PSA, co potwierdzono podczas badania tych spraw testem LightSNiP 

oraz rs11553055, rs2032604, rs17222279, rs17315821 i rs17306671. 
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W sprawach nr 5, 13 i 24 uzyskano wynik negatywny testu Hemophan (sprawa nr 5) 

oraz wynik negatywny testu PSA i RSiD-Semen na obecność nasienia a mimo to 

otrzymano produkt amplifikacji metodą, LightSNiP oraz rs11553055, rs3900  

rs2032604, rs17315821 i rs17306671.  

Wyniki uzyskane podczas analizy materiału (rozdział 4.4.) w postaci różnych 

fragmentów kostnych, mięśnia, skóry z włosami oraz włosów i krwi techniką real-time 

PCR z zastosowaniem wybranych Y-SNPs pozwoliły na ustalenie płci nieznanych osób.  

W powyższych próbach, ze względu na wysoki stopień degradacji badanego materiału, 

otrzymanie profilu genetycznego metodą STR-PCR było niemożliwe. Zaobserwowano 

brak produktu amplifikacji podczas analizy materiałów dowodowych w postaci 

fragmentów skór z włosami. Rezultat ten może być związany z obecnością inhibitorów 

reakcji PCR, w tym przypadku melaniny. Jej wysoki poziom w skórze oraz we włosach 

może hamować reakcję PCR [47]. W naszej pracy uzyskano wynik amplifikacji DNA 

testem LightSNiP oraz zastosowanymi Y-SNPs podczas badania materiału 

genetycznego NN mężczyzn w zakresie stężenia DNA między 0,1 ng/µl  

a 76 ng/µl, w tym od 0,1 do 0,9 ng/µl stanowiło stężenie DNA opracowywanych 

materiałów kostnych. Podobne prace naukowe wskazują na możliwość uzyskania 

pełnego profilu DNA podczas analizy materiału wysoce zdegradowanego o stężeniu  

≤ 200 pg z zastosowaniem markerów SNPs oraz miniSTRs metodą spektrofotometrii  

gazowej - MALDI-TOF MS [42, 50, 109]. Inne prace z kolei przedstawiają pełen profil 

genetyczny z zastosowaniem metody SNaPshot oraz pirosekwencjonowania podczas 

badania prób o stężeniu DNA 500 pg [224]. Zastosowanie metody pozwalającej badać 

polimorfizm pojedynczego locus w materiale wysoce zdegradowanym może dostarczyć 

brakującej informacji genetycznej [189, 195]. Możliwość analizy krótkich amplikonów 

PCR oraz zastosowanie ponad tysiące markerów SNPs może mieć potencjalne 

znaczenie w analizie identyfikacyjnej [21, 57, 158, 203, 223]. Rekomendacja nr  

8 przygotowana przez Międzynarodową Komisję Sądowo - Genetyczną (ISFG – DNA 

Commission of the International Society for Forensics Genetics) zaleca zastosowanie 

innych badań takich jak mtDNA, Y-STR oraz SNPs w sytuacji, kiedy uzyskanie profilu 

genetycznego metodą STR-PCR jest niemożliwe [158]. 

Badania populacyjne przeprowadzono na 108 próbach DNA, pochodzących od 

niespokrewnionych mężczyzn z województwa wielkopolskiego. Analiza real-time PCR 



 

102 

 

 

testem LightSNiP wykazała obecność alleli T, G/C, A/G, T, C/T i A/T odpowiednio dla 

rs34442126, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs17315821 i rs17306671. 

Zaobserwowano 16 haplotypów, w tym 7 pojedynczych (Ht4, Ht5, Ht11, Ht13, 

Ht14, Ht15 i Ht16). Najczęstszy haplotyp (Ht1) uzyskany w 41 próbach występuje  

z częstością wynoszącą 0,379. U 7 badanych mężczyzn otrzymano różne haplotypy  

z częstością występowania - 0,009 (tab. nr 4.8.) (ryc. nr 5.6.). 
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Ryc. nr 5.6. Rozkład częstości haplotypów w zakresie 6 Y-SNPs w populacji mężczyzn regionu 
wielkopolskiego. 

 
Siła dyskryminacji badanego zestawu wyniosła DC = 0,1500, średnia wartość GD 

(wskaźnik różnicowania haplotypowego) wyniosła 38,5% oraz wskaźnik polimorfizmu 

genomowego (HD) wyniósł 82,0%. 

Najmniejszymi polimorficznymi Y-SNPs w populacji wielkopolskiej okazały się 

rs34442126 i rs2032604, w których uzyskano jeden genotyp we wszystkich badanych 

próbach, co w efekcie obniżyło wartości wszystkich badanych wskaźników (GD, DC  

i HD). Najbardziej polimorficznym Y-SNPs okazał się rs17315821 (GD = 0,4950), 

następnie rs17306671 (GD = 0,4662), rs3900 (GD = 0,3248) oraz rs17222279 (GD = 

0,2550).    
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Ryc. nr 5.7. Porównanie rozkładów częstości alleli badanych 6 Y-SNPs w populacji Polski 
Zachodniej (1) z populacją Europejską (2), Chińską (3), Japońską (4), Afro – Amerykańską (5), 
Kaukaską (6) oraz Turecką (7). 
 
         Badane Y-SNPs różnią się pod względem częstości alleli występujących  

w populacji Polski Zachodniej w porównaniu z innymi populacjami, np. badanymi  

w ramach projektu HapMap tj.: 60 niespokrewnionych europejczyków (HapMap-CEU) 

[233], 46 niespokrewnionych Chińczyków z Pekinu (HapMap-HCB) [233],  

46 niespokrewnionych Japończyków z Tokyo (HapMap-JPT) [233] dla rs17315821  

i rs17306671 [239, 240]. Resztę badanych SNPs (rs3900, rs17222279, rs34442126, 

rs2032604) [236, 237, 238, 241, 242] porównano z 75 niespokrewnionych mężczyzn 

populacji Tureckiej [198] ze 115 niespokrewnionymi mężczyznami populacji Afro-

Amerykańskiej i 114 niespokrewnionymi mężczyznami populacji Kaukaskiej [216] 

(ryc. nr 5.7). 

Metoda real-time PCR w dużym stopniu okazała się przydatna w analizie śladów 

biologicznych z zastosowaniem Y-SNPs, pozwalając na uzyskanie wyniku w próbach  

z niskim stężeniem DNA (0,02 - 2 ng/µl). Należy również wrócić uwagę na wyniki 

analizy biostatystycznej 6 badanych Y-SNPs, gdzie uzyskana wartość GD (0,3850) 

mieści się w zakresie 0,3536 do 0,8296, odpowiednio dla markerów Y-STR: DYS393  

i DYS385 a/b [86]. Rezultaty te, wskazują, że uzyskana siła dyskryminacji badanego 

zestawu odpowiada sile dyskryminacji 1 markera Y-STR (DYS393). Ujawniona 
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zmienność w obrębie haplotypów, wynoszącą 0,8200, świadczy o tym, że 

prawdopodobieństwo iż 2 niespokrewnionych mężczyzn będzie miało ten sam profil 

genetyczny w zakresie 6 badanych Y-SNPs wynosi 0,1800, tzn., że na 10 badanych 

mężczyzn 2 mogą mieć ten sam profil genetyczny. 

W związku z tym należałoby wziąć pod uwagę możliwość zastosowania badanego 

zestawu 6 Y-SNPs tylko w badaniach przesiewowych w genetyce sądowej. Jednakże 

uzyskana wartość HD wskazuje na możliwość wykluczenia 82% badanych mężczyzn  

z użyciem powyższego zestawu tzn., że na 100 badanych mężczyzn około 80 z nich 

może mieć różny haplotyp i tym samym może on służyć do wstępnej oceny 

identyfikacji osobniczej, natomiast na podstawie uzyskanej siły dyskryminacji 

(porównywalna do 1 markera Y-STR) należy jednak zwiększyć tą wartość poprzez 

dodawania do analizy innych polimorficznych markerów Y-SNPs. Zastosowanie 

krótkich loci Y-SNPs metodą real-time PCR w analizie śladów biologicznych 

dotyczących spraw o przemocy seksualnej dostarczyło nam jednoznacznej informacji na 

temat obecności materiału genetycznego pochodzenia męskiego w badanym śladzie. 

Dodatkowo należy pamiętać, że dokonane badania tychże śladów metodą STR-PCR 

dały negatywny wynik; jednakże aby przeprowadzić pełną analizę porównawczą 

musimy badać co najmniej 50 Y-SNPs.  

Prace badawcze w tym kierunku wskazują, że siła dyskryminacji 50 markerów SNPs 

równa się sile dyskryminacji 12 loci STR [30]. Do przeprowadzenia badań  

w ustalaniu ojcostwa siła dyskryminacji jednego markera STR równa się sile 

dyskryminacji 5 SNPs, zaś do analizy śladów biologicznych siła dyskryminacji jednego 

markera STR równa się sile dyskryminacji 2,6 SNPs [30]. Inne badania populacyjne 

przeprowadzone we Włoszech porównano siłę dyskryminacji uzyskanej podczas 

analizy zestawu 8 markerów Y-STR z siłą dyskryminacji 37 Y-SNPs. Pierwszym 

zestawem otrzymano siłę dyskryminacji wynoszącą 99,94%, natomiast zestawem Y-

SNPs wynoszącą 82,24%. Wnioskowano, że uzyskana siła dyskryminacji drugiego 

zestawu nie zwiększyła siły dyskryminacji pierwszego, w związku z tym główna 

przydatność markerów Y-SNPs w praktyce genetyczno-sądowej polega na możliwość 

wykorzystania uzyskanych danych w analizie pochodzenia geograficznego badanych 

mężczyzn [71, 142].   

Markery SNPs charakteryzują się niskim polimorfizmem w porównaniu  

z markerami STR, natomiast niektóre z nich wykazują mniejszy współczynnik 
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mutacyjny w stosunku do markerów STR: ≈10-8 YSNPs, ≈10-3 Y-STR [28, 39, 97, 101, 

172]. Ta ostatnia cecha SNPs - znajdujących się w regionie niekodującym, teoretycznie 

pozwala na uzyskanie wyników bardziej pewnych pod kątem dziedziczenia mianowicie, 

może pomóc w analizie pokrewieństwa takie jak identyfikacji ofiar katastrofy masowej 

[5, 25, 105]. Na podstawie innych badań zauważono pewne nieoczekiwane minusy 

korzystania z loci SNPs w genetyce-sądowej tj. uzyskano niski poziom 

informatyczności badanych SNPs (około 50) w porównaniu z 16 loci STRs [5, 25]. 

W przyszłości analiza SNPs może odgrywać istotną rolę w badaniach, takich jak 

mtDNA, Y-SNPs, informatycznych markerów charakteryzujących naszych przodków 

oraz w analizie cech fenotypowych. Badania w regionie kodującym może pomóc  

w oddzieleniu wspólnego miejsca HV1/HV2 mitochondrialnego DNA [25, 32, 33], 

natomiast Y-SNPs  charakteryzują się niskim polimorfizmem – w zależności od badanej 

populacji, co ogranicza analizę identyfikacyjnej. Ich zastosowanie znalazło miejsce  

w badaniach nad pochodzeniem etnicznym [25, 216]. Możliwość przewidywania cech 

przodków oraz charakterystyki fenotypowe, takich jak kolor włosów [69] lub kolor 

oczu [209] stanowi kolejne zastosowanie SNPs, co w przyszłości może dostarczyć 

dodatkowej informacji w sprawach genetyczno-sądowych.  

Obecnie analizy SNPs nie dokonuje się rutynowo w laboratoriach sądowych 

 i w najbliższej przyszłości autosomalne markery STRs  najprawdopodobniej nie 

zostaną zastąpione autosomalnymi markerami SNPs [25]. W związku z powyższym 

użyteczność markerów SNPs powinna być stale badana dla zrozumienia ich cech oraz 

przydatności i tym samym umożliwienia stworzenia wspólnej platformy 

technologicznej łatwo dostępnej w genetyce-sądowej [25].  

Metoda real-time PCR jest jedną z metod pozwalających na badanie polimorfizmu 

pojedynczego locus. Wyniki uzyskane w tej pracy potwierdzają jej przydatność  

w analizie genetyczno-sądowej, co może być istotne w kierunku stworzenia procedur 

postępowania w badaniach nad SNPs. 
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6. WNIOSKI 

 

I. Metoda real-time PCR z barwnikiem SYBR® Green – sY81 okazała się mniej 

specyficzna w porównaniu z metodą z zastosowaniem specyficznych sond 

oligonukleotydowych – LightSNiP:  

� Zakres stężenia DNA, w którym uzyskano produkty amplifikacji metodą 

SYBR® Green I oraz sY81, znajduje się między 78 ng/µl a 3200 ng/µl, 

� Zakres stężenia DNA, w którym uzyskano produkty amplifikacji testem 

LightSNiP oraz zastosowanymi Y-SNPs znajduje się między 0,02 ng/µl  

a 5 ng/µl, 

� Metoda real-time z zastosowaniem SYBR Green I nie pozwala na 

genotypowanie; 

II. Warunki reakcji PCR takie jak temperatura annealingu dla SYBR Green I – 

sY81 ustalono na 64˚C, natomiast jedyną zmianą wprowadzoną dla testu 

LightSNiP oraz zastosowanych Y-SNPs było zwiększenie ilości cykli 

amplifikacji do 50; 

III. Uzyskano produkt amplifikacji z użyciem testu LightSNiP oraz zastosowanych 

7 Y-SNPs podczas analizy zdegradowanego materiału genetycznego nieznanych 

osób. Otrzymane wyniki pozwoliły ustalić tylko płeć jako męską. Powyższa 

metoda okazała się pomocna w wykryciu obecności materiału genetycznego 

pochodzenia męskiego oraz w interpretacji mieszanin DNA kobiety  

i mężczyzny uzyskanych metodą STR-PCR; 

IV. Wielkość produktu PCR uzyskanego z zastosowaniem Y-SNPs ma istotne 

znaczenie w analizie śladów biologicznych w genetyce sądowej. Im mniejszy 

badany fragment Y-SNPs, tym lepsze rezultaty można uzyskać podczas analizy 

metodą real-time PCR testem LightSNiP; 

V. Stopień polimorfizmu analizowanych markerów Y-SNPs pozwala na ich 

wykorzystanie w badaniach przesiewowych śladów biologicznych. Wskaźnik 

polimorfizmu genomowego (HD) wyniósł 82%. 
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7. STRESZCZENIE 

 

W praktyce badań genetyczno-sądowych interpretacja wyników otrzymanych 

metodą STR-PCR, gdzie uzyskano mieszaninę DNA kobiety i mężczyzny nie należy do 

łatwych etapów w naszej pracy. W sprawach dotyczących przemocy seksualnej,  

w większość przypadków ilość DNA pochodzenia żeńskiego w porównaniu z męskim 

jest dużo większa. W związku z tym analiza może zostać nieprawidłowo 

przeprowadzona.  

Wstępne badania identyfikacyjne śladów biologicznych w kierunku obecności 

nasienia nie zawsze wskazują na jednoznaczny wynik. Ilość materiału do badań jest tak 

mała, że wskazane jest ominięcie wstępnego etapu badań celem pozyskania jak 

największej ilości materiału do analizy. Ponadto wielkość markerów STR-PCR 

dostępnych na rynku znajduje się między 100 a 500 pz, co może ograniczyć analizę 

mieszanin DNA oraz materiału wysoce zdegradowanego (np. kości). Dobór 

odpowiednich SNPs, w tym przypadku na chromosomie Y, może ułatwić analizę 

rezultatów otrzymanych w sprawach dotyczących przemocy seksualnej. 

Obecnie metody wykorzystywane do analizy SNPs są różne. W tej pracy 

wykorzystano technikę real-time PCR, która pozwala na szybką interpretację wyników.  

Zastosowano dwa systemy fluorescencyjne: SYBR Green I oraz test LightSNiP. Ten 

ostatni zawiera sondy typu Simple®Probe, primery oraz markery Y-SNPs o długości 

amplikonu od 52 pz do 112 pz. Przeprowadzono analizę celem ustalenia optymalnych 

warunków reakcji PCR obu systemów. Badano 108 prób z zastosowaniem tychże 

metod. Porównywano zastosowane metody pod względem czułości i wydajności.  

Poddano analizie również testem LightSNiP oraz wybranymi Y-SNPs ślady 

biologiczne należących do spraw, dotyczących przemocy seksualnej oraz  poddano 

analizie materiał genetyczny pochodzący od nieznanych mężczyzn opracowanych  

w Katedrze i Zakładzie Medycyny Sądowej w okresie od 2008r. do 2011r.  

Wyniki uzyskane z zastosowaniem powyższego testu świadczą o jego 

przydatności do badań identyfikacyjno-porównawczych. Markery Y-SNPs pozwoliły na 

wykrycie materiału genetycznego pochodzenia męskiego w mieszaninach DNA oraz na 

uzyskanie produktu amplifikacji podczas analizy silnie zdegradowanego materiału 

genetycznego.   

Utworzono bazę populacyjną regionu wielkopolskiego w zakresie 6 badanych loci 

Y-SNPs. Siła dyskryminacji badanego zestawu wyniosła DC = 0,1500, średnia wartość 
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GD (wskaźnik różnicowania haplotypowego) wyniosła 38,5% oraz wskaźnik 

polimorfizmu genomowego (HD) wyniósł 82%. Chociaż siła dyskryminacji zestawu nie 

daje wystarczającej wartości dowodowej, metoda ta może być jednak dobrym 

narzędziem, służącym do badań przesiewowych zdegradowanego materiału 

dowodowego. 
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8. SUMMARY 

 
 In practice forensic testing, interpretation of the results obtained by STR-PCR 

method, where a mixture of male and female DNA is not appeared an easy stage in our 

work. In most cases involving sexual violence, the amount of female DNA compared to 

male DNA is much larger; therefore the analysis can't be properly carried out. 

Preliminary studies’ identifying biological traces - semen doesn’t always show a clear 

result. The amount of test material is so small that it is desirable to bypass the initial 

identification test to obtain the largest possible amount of material for analysis. In 

addition, the size of the STR-PCR markers between 100 pb and 500 pb or highly 

degraded material (e.g. bone) can further limit the analysis of DNA mixture. Selection 

of suitable SNPs, in this case on the Y chromosome, may facilitate the analysis of 

results obtained in cases of sexual violence. 

Currently, the methods used to analyze the polymorphism at a single locus are 

different. In this work the technique of real-time PCR allows for rapid interpretation of 

results. 

Two fluorescent systems: SYBR® Green I and a test LightSNiP containing probes 

Simple®Probe, primers and Y-SNPs selected for amplicon length: 52 bp – 112 pb were 

used. Analysis was performed to determine the optimal conditions for both PCR 

systems. 108 samples were tested using these methods. Methods were compared in 

terms of sensitivity and efficiency. Also analyzed with LightSNiP test and Y-SNPs 

selected biological traces belonging to the cases of sexual violence and the genetic 

material from unfamiliar males developed in the Department of Forensic Medicine in 

the period since 2008 to 2011. Results obtained using this test prove there suitability in 

identification and comparative studies. Y-SNPs markers allowed the detection of 

product of amplification highly degraded genetic material. 

The database of Wielkopolska region was created testing six tested Y-SNPs loci. 

Discrimination power of the test set was DC = 0,1500, average GD (Gene diversity) 

was 38,5% and the rate of genomic polymorphism (HD) was 82%. Although the 

discrimination power of the set doesn't provide sufficient probative value, this method 

can be a good tool, used for the screening of degraded material. 
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9. SPIS WYKRESÓW 

 

Ryc. nr 9.1. Temperatury oraz krzywy topnienia uzyskane przy badaniu prób 2 i 3  
z barwnikiem SYBR GreenI oraz sY81. Na wykresie można zaobserwować niespecyficzne 
produkty PCR – dodatkowe piki. 
 

 

Ryc. nr 9.2. Temperatury oraz krzywy topnienia uzyskane przy badaniu prób 6, 10, 13, 16, 17  
i 19 z barwnikiem SYBR GreenI oraz sY81. 
 

 
Ryc. nr 9.3. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy badaniu prób 21, 22, 24, 25, 28, 
29, 30, 31, i 32 z barwnikiem SYBR GreenI oraz sY81. 
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Ryc. nr 9.4. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy badaniu prób 34, 41, 42, 43, 44, 
45, 48, 49, 50 i 53 z barwnikiem SYBR GreenI oraz sY81. 
 

 
Ryc. nr 9.5. Temperatury oraz krzywe topnienia topnienia uzyskane przy badaniu prób 54 i 55 
zestawem z barwnikiem SYBR GreenI oraz sY81. 
 

 
Ryc. nr 9.6. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy badaniu prób 56, 57, 58, 59, 60 
i 61 z barwnikiem SYBR GreenI oraz sY81. 
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Ryc. nr 9.7. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy badaniu prób 64, 65, 67, 69, 70, 
72, 75, 76, 77, 78 i 79 z barwnikiem SYBR GreenI oraz  sY81. 
 

 
Ryc. nr 9.8. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy badaniu prób 80, 84, 87, 88  
i 90 z barwnikiem SYBR GreenI oraz sY81. 
 

 
Ryc. nr 9.9. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy badaniu prób 91, 95, 97, 98, 99, 
100, 101, 104 i 106 z barwnikiem SYBR GreenI oraz sY81. 
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Ryc. nr 9.10. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania prób 1, 4, 5, 7, 8, 
9, 11, 12, 14 i 15 przy zastosowaniu LightSNiP – rs34442126. 
 

 
Ryc. nr 9.11. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania prób 18, 20, 23, 
26, 27 i 33 przy zastosowaniu LightSNiP- rs34442126. 
 

 
Ryc. nr 9.12. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania prób 36, 37, 38, 40 
i 46 przy zastosowaniu przy zastosowaniu LightSNiP – rs34442126. 
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Ryc. nr 9.13. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania prób 47, 51, 62, 73 
i 86 przy zastosowaniu LightSNiP – rs34442126. 
 

 
Ryc. nr 9.14. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania prób 93 i 103 przy 
zastosowaniu LightSNiP – rs34442126. 

 

 

Ryc. nr 9.15. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania prób 1, 4, 5, 7, 8, 
9, 11, 12, 14, 15, 18, 20, 23, 26, 27, 33, 35, 36 i 37 przy zastosowaniu LightSNiP -rs11553055. 
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Ryc. nr 9.16. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania prób nr 38, 40, 46, 
62, 63, 68, 71, 73, 81 i 86 przy zastosowaniu LightSNiP - rs11553055. 
 

 

Ryc. nr 9.17. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby 1, 4 i 5. Na wykresie można zaobserwować dwie temperatury 
topnienia, co wskazuje na dwa genotypy. 
 

 

Ryc. nr 9.18. Temperatury oraz krzywe topnienia topnienia uzyskane podczas badania przy 
zastosowaniu LightSNiP - rs3900: próby 7, 9, 11, 12, 14, 15 i 18. Na tej rycynie można 
zaobserwować dwa genotypy. 
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Ryc. nr 9.19. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby 23, 27, 33, 35, 36, 37, 38, 39 i 46. 
 

 
Ryc. nr 9.20. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby 47, 51 i 56. 
 

 
Ryc. nr 9.21. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby nr 57 i 58. 
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Ryc. nr 9.22. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskanych podczas badania przy 
zastosowaniu LightSNiP - rs3900: próba nr 20. 
 

 
Ryc. nr 9.23. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby 26, 40, 62, 63, 68,  69, 70 i 77. Na wykresie można zaobserwować 
dwie temperatury topnienia, co wskazuje na dwa genotypy. 
 

 
Ryc. nr 9.24. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby 71, 73, 78, 79, 80, 81, 82, 83 i 84. 
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Ryc. nr 9.25. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby nr 86, 88 i 90. Na wykresie można zaobserwować dwie temperatury 
topnienia, co wskazuje na dwa genotypy. 
 

 
Ryc. nr 9.26. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby nr 92, 93, 97, 102 i 103. 
 

 
Ryc. nr 9.27. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs3900: próby nr: 104, 105, 107 i 108. Na wykresie można zaobserwować dwie 
temperatury topnienia, co wskazuje na dwa genotypy. 
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Ryc. nr 9.28. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs17222279: próby nr 1, 4, 7, 9, 11 i 12. 
 

 
Ryc. nr 9.29. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs17222279: próby nr 14, 15, 18 i 20. 
 

 
Ryc. nr 9.30. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP -rs17222279: próby nr 5, 23 i 27. Na wykresie można zauważyć dwie temperatury 
topnienia, co wskazuje na dwa genotypy.  
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Ryc. nr 9.31. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs17222279: próby nr 26, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 46, 47, 51, 52, 62, 63, 66, 68 i 71.  
 

 
Ryc. nr 9.32. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs17222279: próby nr 40, 73, 74 i 81. 
 

 
Ryc. nr 9.33. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs17222279: próby nr 82, 85, 86, 105, 107 i 108.  
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Ryc. nr 9.34. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs2032604: próby nr 1, 4, 5, 7 i 9. 
 

 
Ryc. nr 9.35. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs2032604: próby nr 11, 12, 14, 15, 18, 20 i 23. 
 

 
Ryc. nr 9.36. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs2032604: próby nr 26, 27, 33, 35, 36, 37 i 38. 
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Ryc. nr 9.37. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podczas badania przy zastosowaniu 
LightSNiP - rs2032604: próby nr 39, 40, 46, 47, 51, 52, 62, 63, 66, 68, 71, 73 i 74. 
 

 
Ryc. nr 9.38. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP -
rs2032604 podczas badania próby nr 81, 82, 83, 85, 86, 92, 93, 94, 96, 105 i 107. 
 

Melting Peaks

Temperature (°C)
84828078767472706866646260585654525048464442

-
(
d

/d
T

)
 F

lu
o

r
e
s
c
e
n

c
e
 (

5
3
0
)

0.179

0.169

0.159
0.149

0.139

0.129

0.119
0.109

0.099

0.089

0.079

0.069
0.059

0.049

0.039

0.029

 
Ryc. nr 9.39. Temperatura topnienia uzyskana przy zastosowaniu LightSNiP - rs2032604 
podczas badania próby nr: 108. 
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Ryc. nr 9.40. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP –
rs17315821 podczas badania próby nr 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12, 14, 15, 18, 20, 23, 26, 27 i 33. 
 

 
Ryc. nr 9.41. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP –
rs17315821 podczas badania próby nr 35, 36, 37, 38, 39, 40, 46, 47, 51, 52, 57, 58, 62, 63, 66  
i 68. 
 

 
Ryc. nr 9.42. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP –
rs17315821 podczas badania próby nr 71, 73, 74, 81, 92 i 93. 
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Ryc. nr 9.43. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP –
rs17315821 podczas badania próby nr 82, 83, 85, 86, 89 i 90. 
 

 
Ryc. nr 9.44. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP –
rs17315821 podczas badania próby nr 94, 95, 96, 102, 103, 104, 105, 107 i 108. 
 

 
Ryc. nr 9.45. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania próby nr 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12, 14, 15, 18, 20, 23, 26, 27 i 33. 
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Ryc. nr 9.46. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania próby nr 35, 36, 37, 38, 39, 40, 46, 47, 51, 52, 62, 63, 66 i 68. 
 

 
Ryc. nr 9.47. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania próby nr 71, 73, 74 i 81. 
 

 
Ryc. nr 9.48. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania próby nr 82, 83 i 85. 
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Ryc. nr 9.49. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania próby nr 86, 89 i 90. 
 

 
Ryc. nr 9.50. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane przy zastosowaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania próby nr 92, 93, 94, 95, 102, 103, 104, 105, 107 i 108. 
 
 
SPRAWA nr 1 

                     

 

 
 
 

Ryc. nr 9.51. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i C
z rs11553055.  

Ryc. nr 9.52. Tm uzyskana podczas 
badania próby A z rs3900.  



 

127 

 

 

                 
 
  
 
 

                                                                                          

                

 

 

SPRAWA nr 2 

                 

 

            
 

 

Ryc. nr 9.53. Tm uzyskana podczas 
badania próby B z rs3900.  

Ryc. nr 9.54. Tm uzyskana podczas 
badania próby B z rs2032604.  

Ryc. nr 9.57. Tm uzyskana podczas 
badania materiału porównawczego –
C z rs344442126. 

Ryc. nr 9.58. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i C z rs11553055. 

Ryc. nr 9.55. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i C
z rs17315821.  

Ryc. nr 9.56. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i C
z rs17306671.  
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SPRAWA nr 3 

                 

 
 
 

 

Ryc. nr 9.59. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs3900. 

Ryc. nr 9.60. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i C z rs2032604. 

Ryc. nr 9.63. Tm uzyskana podczas 
badania próby A z rs34442126. 

Ryc. nr 9.64. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i C z rs11553055. 

Ryc. nr 9.62. Tm uzyskane podczas 
badania próby A, B i C z rs17306671. 

Ryc. nr 9.61. Tm uzyskane podczas 
badania próby A, B i C z rs17315821. 
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Ryc. nr 9.65. Tm uzyskane podczas 
badania próby A z rs3900. Dwie 
temperatury topnienia. 

Ryc. nr 9.66. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs3900. 

Ryc. nr 9.67. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs2032604. 

Ryc. nr 9.69. Tm uzyskane podczas 
badania próby A, B i C z rs17306671. 

Ryc. nr 9.68. Tm uzyskane podczas 
badania próby A, B i C z rs17315821. 
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SPRAWA nr 4 

                 

 
 
 
 
 

                  

 
 
 
 

                
 
 
 
 
       

Ryc. nr 9.70. Tm uzyskana podczas 
badania próby D z rs34442126. 

Ryc. nr 9.71. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i D z rs11553055. 

Ryc. nr 9.72. Tm uzyskana podczas 
badania próby A z rs3900. 

Ryc. nr 9.73. Tm uzyskana 
podczas badania próby C z rs3900. 

Ryc. nr 9.74. Tm uzyskana podczas 
badania próby D z rs3900. 

Ryc. nr 9.75. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B, C i D z rs2032604 
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SPRAWA nr 5 

                
 
 
 
 
 

               
 
   
 

 

Ryc. nr 9.78. Tm uzyskana podczas 
badania próby A z rs11553055.       

Ryc. nr 9.79. Tm uzyskana podczas 
badania próby B z rs3900.  
 

Ryc. nr 9.80. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs3900. 

Ryc. nr 9.81. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i C 
z rs2032604. 
 

Ryc. nr 9.77. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B, C i D 
z rs17306671. 

Ryc. nr 9.76. Tm uzyskane podczas 
badania prób B i D 
z rs17315821. 
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SPRAWA nr 6 

                

 
 

 
 
 
SPRAWA nr 7 

                            
  
 
 
 

 
Ryc.. nr 9.84. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B i C 
z rs11553055 

Ryc. nr 9.85. Tm uzyskana podczas 
badania próby B z rs3900. 

Ryc. nr 9.86. Tm uzyskana podczas 
badania wymazów z pochwy 
z rs11553055. 

Ryc. nr 9.82. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i C z rs17315821. 

Ryc. nr 9.83. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs17306671. 

Ryc. nr 9.87. Tm uzyskana podczas 
badania wymazów z pochwy 
z rs17315821. 
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SPRAWA nr 8 

                
 
 
 
 
SPRAWA nr 9 

                

 

 

 

 

 

Ryc. nr 9.89. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs11553055. 
 

Ryc. nr 9.91. Tm uzyskane podczas 
badania prób C, D i E z rs11553055. 

Ryc. nr 9.92. Tm uzyskane podczas 
badania prób C i D z rs3900.
W próbie D wykazano dwie 
temperatury topnienia 
 

Ryc. nr 9.90. Tm uzyskane podczas 
badania wymazu z pochwy A i B 
z rs17306671. 

Ryc. nr 9.88. Tm uzyskana podczas 
badania wymazów z pochwy 
z rs17306671. 
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SPRAWA nr 10 

                 

 
 

 
 
 
 
 

Ryc. nr 9.93. Tm uzyskana podczas 
badania próby E z rs3900. 
 

Ryc. nr 9.96. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B, C i D z 
rs11553055. 

Ryc. nr 9.97. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, C i D z rs3900. 
 

Ryc. nr 9.95. Tm uzyskane podczas 
badania próby A, B, C, D i E 
z rs17306671. 

Ryc. nr 9.94. Tm uzyskane podczas 
badania próby A, B, C, D i E 
z rs17315821. W próbie D wykazano 
dwie temperatury topnienia 
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SPRAWA nr 11 

                                 

         

SPRAWA nr 12 

 

                                                                         
 
 
 
 
 
SPRAWA nr 12 

                          
 
 
 

Ryc. nr 9.98. Tm uzyskana podczas 
badania próby A z rs11553055. 
 

Ryc. nr 9.99. Tm uzyskane podczas 
badania próby A i B z  rs3900. 
 

Ryc. nr 9.102. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs11553055. 
 

Ryc. nr 9.103. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs3900. 
 

Ryc. nr 9.101. Tm uzyskane podczas 
badania próby A i B z rs17306671. 
 

Ryc. nr 9.100. Tm uzyskane 
podczas badania próby A i B z 
rs17315821. 
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SPRAWA nr 13 

                          

 

  

 

                   

 

 

 

Ryc. nr 9.106. Tm uzyskana podczas 
badania próby ze sprawy 13 
z rs11553055. 

Ryc. nr 9.107. Tm uzyskana 
podczas badania próby ze sprawy 13 
z rs3900. 

Ryc. nr 9.108. Tm uzyskana podczas 
badania próby ze sprawy 13 
z rs2032604. 

Ryc. nr 9.105. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z 17306671. 
 

Ryc. nr 9.104. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z 17315821. 
 

Ryc. nr 9.109. Tm uzyskana podczas 
badania próby ze sprawy 13 
z rs17315821. 
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SPRAWA nr 14 

                

 

 

 

                    

 

 

 

Ryc. nr 9.111. Tm uzyskane podczas 
badania prób B i C z rs11553055. 

Ryc. nr 9.112. Tm uzyskana podczas 
badania próby A z rs3900. 

Ryc. nr 9.113. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs3900. 

Ryc. nr 9.114. Tm uzyskana podczas 
badania próby B z rs2032604. 

Ryc. nr 9.110. Tm uzyskana podczas 
badania próby ze sprawy 13 
z rs17306671. 
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SPRAWA nr 15 

                     

 

 

 

Ryc. nr 9.115. Tm uzyskana podczas 
badania próby C 
z rs2032604. 

Ryc. nr 9.118. Tm uzyskana podczas
badania próby A z rs11553055. 

Ryc. nr 9.119. Tm uzyskana 
podczas badania próby A z rs3900. 

Ryc. nr 9.117. Tm uzyskane 
podczas badania próby A, B i C 
z rs17306671. 

Ryc. nr 9.116. Tm uzyskana podczas 
badania próby A, B i C 
z rs17315821. 
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SPRAWA nr 16 

 

 
 
 
 
 
 
 

Ryc. nr 9.120. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs3900. 

Ryc. nr 9.123. Tm uzyskana 
podczas badania wymazu z pochwy 
z rs17306671. 

Ryc. nr 9.122. Tm uzyskane podczas 
badania próby A, B i C 
z rs17306671. 

Ryc. nr 9.121. Tm uzyskane podczas 
badania próby A, B i C 
z rs17315821. 
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SPRAWA nr 17 

                  

 

 

 

                  

 
 
 
SPRAWA nr 18 

                  

 
 
 

Ryc. nr 9.124. Tm uzyskana podczas 
badania próby B z rs3900. 

Ryc. nr 9.125. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs3900. 

Ryc. nr 9.128. Tm uzyskane podczas 
analizy prób B, E i G z rs3900. 

Ryc. nr 9.129. Tm uzyskana podczas 
analizy próby C z rs3900. 

Ryc. nr 9.127. Tm uzyskane podczas 
badania próby B i C z rs17306671. 

Ryc. nr 9.126. Tm uzyskane podczas 
badania próby B i C z rs17315821. 



 

141 

 

 

 

                        
 

 
 

 
 
SPRAWA nr 19 

                  

 
 
 
 

Ryc. nr 9.130. Tm uzyskana podczas 
analizy próby D z rs3900. 
 

Ryc. nr 9.133. Tm uzyskana podczas 
badania próby B z rs3900. 
 

Ryc. nr 9.134. Tm uzyskana podczas 
badania próby C z rs3900. 
 

Ryc. nr 9.132. Tm uzyskane podczas 
analizy próby A, B, C, D, E, F i G 
z rs17306671. 

Ryc. nr 9.131. Tm uzyskane podczas 
analizy próby A, B, C, D, E, F i G 
z rs17315821. 
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SPRAWA nr 20 

                  

 
 

 

 
 
 

Ryc. nr 9.135. Tm uzyskana podczas 
badania próby A z rs3900. 

Ryc. nr 9.138. Tm uzyskana podczas 
badania wymazu z pochwy z rs3900. 
 

Ryc. nr 9.137. Tm uzyskane podczas 
badania próby A B i C z rs17306671. 

Ryc. nr 9.136. Tm uzyskane podczas 
badania próby A B i C z rs17315821. 

Ryc. nr 9.139. Tm uzyskana podczas 
badania wymazu z pochwy 
z rs17315821. 
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SPRAWA nr 21 

                

 

 

 

SPRAWA nr 22 

                 

          

 

 

 

Ryc. nr 9.141. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs11553055. 
 

Ryc. nr 9.142. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs17222279. 

Ryc. nr 9.143. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs11553055. 
 

Ryc. nr 9.144. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs2032604. 
 

Ryc. nr 9.140. Tm uzyskana podczas 
badania wymazu z pochwy 
z rs17306671. 
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SPRAWA nr 23 

                     

 
 
 

 
 
 
 
 

Ryc. nr 9.147. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs11553055. 

Ryc. nr 9.146. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs17306671. 

Ryc. nr 9.149. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs17306671. 

Ryc. nr 9.145. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs17315821. 

Ryc. nr 9.148. Tm uzyskane podczas 
badania prób A i B z rs17315821. 
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SPRAWA nr 24 

                 
                                                     

 
 
                                           

                

                                        
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Ryc. nr 9.151. Tm uzyskane podczas 
badania prób B, C, D i E z rs3900. 
 

Ryc. nr 9.150. Tm uzyskane 
podczas badania prób A, B, C, D i E 
z rs11553055. 

Ryc. nr 9.152. Tm uzyskane 
podczas badania prób B i E z 
rs2032604. 

Ryc. nr 9.154. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B, C, D i E 
z rs17306671. 

Ryc. nr 9.153. Tm uzyskane podczas 
badania prób A, B, C, D i E 
z rs17315821. 
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SPRAWA nr 25 

                                                                                           
 
 
 
 
    
 

 

Ryc. nr 9.157. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 6 prób pochodzących od NN 
mężczyzn w postaci: 1- kość ramienna, 2- kość udowa, 3- kość ramienna, 4 (4 zęby), 5 (krew) 
oraz 5 (skóra z włosami) z zastosowaniem testu LightSNiP – rs11553055. Tabela nr 4.17. 
 

 
Ryc. nr 9.158. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 6 prób pochodzących od NN 
mężczyzn w postaci: 6- skóra z włosami, 7- fragment mięśnia, 8- kość ramienna, 9- krew,  
10- włosy oraz 11- kość udowa z zastosowaniem testu LightSNiP – rs2032604. Tabela nr 4.18. 

Ryc. nr 9.156. Tm uzyskana podczas 
badania wymazu z pochwy 
z rs17306671. 
 

Ryc. nr 9.155. Tm uzyskana podczas 
badania wymazu z pochwy 
z rs17315821. 
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Ryc. nr 9.159. Temperatura topnienia uzyskana podczas analizy zmumifikowanych zwłok – 
rzepki kolanowej testem LightSNiP oraz rs17222279. Tabela nr 4.19. 
 
 

 
Ryc. nr 9.160. Temperatura topnienia uzyskana podczas analizy zmumifikowanych zwłok – 
rzepki kolanowej testem LightSNiP oraz rs2032604. Tabela nr 4.19. 
 

Ryc. nr 9.161. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 5 prób pochodzących od NN 
mężczyzn – próby nr 14, 15, 16, 17 i 18 testem LightSNiP – rs17315821. Tabela nr 4.20. 
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Ryc. nr 9.162. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 7 prób pochodzących od NN 
mężczyzn – próby nr 20, 21, 22, 23, 24, 25 i 52 testem LightSNiP – rs17315821. Tabela nr 4.20. 
 

Ryc. nr 9.163. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 7 prób pochodzących od NN 
mężczyzn – próby nr 27, 28, 29, 31, 32, 33 i 34 testem LightSNiP – rs17315821. Tabela nr 4.20. 
 

 
Ryc. nr 9.164. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 15 prób pochodzących od NN 
mężczyzn – próby nr 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 48, 49 i 50 testem LightSNiP 
– rs17315821. Tabela nr 4.20. 
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Ryc. nr 9.165. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 3 prób pochodzących od NN 
mężczyzn – próby nr 14, 15 i 16 testem LightSNiP – rs17306671. Tabela nr 4.20. 
 

 
Ryc. nr 9.166. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 14 prób pochodzących od NN 
mężczyzn – próby nr 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29, 31, 32 i 33 testem LightSNiP – 
rs17306671. Tabela nr 4.20. 
 

 
Ryc. nr 9.167. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 10 prób pochodzących od NN 
mężczyzn – próby nr 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 i 43 testem LightSNiP – rs17306671. 
Tabela nr 4.20. 
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Ryc. nr 9.168. Temperatury topnienia uzyskane podczas analizy 3 prób pochodzących od NN 
mężczyzn – próby nr 45, 46, 47, 48, 49, 50 i 52 testem LightSNiP – rs17306671. Tabela nr 4.20. 
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