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Streszczenie

W artykule przedstawiono najważniejsze elementy ekspertyzy DNA, które determinują możliwości uzyskania profilu DNA. Zwrócono też uwagę na trudności i czynniki mające wpływ na rezultat i jakość badań zabezpieczonego materiału biologicznego, w tym również archiwalnego. Metodyka badań DNA została scharakteryzowana w kontekście wymogów systemu zarządzania opisanego w normie PN EN ISO.IEC 17025. 

Wstęp

Aktualny poziom rozwoju technologii badawczych umożliwia wyizolowanie DNA ze śladów biologicznych, które jeszcze do niedawna, ze względu na wielkość, rodzaj materiału lub działanie czynników degradujących (zarówno fizycznych jak i chemicznych) nie były efektywnie wykorzystywane w ekspertyzach sądowych
. W związku z powyższym przed biegłym stoi zadanie takiego dobrania metod badawczych, które pozwolą na wykorzystanie materiału dowodowego, aby finalnie uzyskać optymalny wynik analizy DNA. Przyjęty sposób postępowania może dotyczyć zarówno oględzin rzeczoznawczych, procedur laboratoryjnych, analizy wyników oraz końcowych wniosków. Należy również podkreślić, że sposób postępowania powinien być oparty nie tylko o procedury badawcze, ale również na wiedzy i doświadczeniu zespołu badawczego oraz na bogatej literaturze przedmiotu, której studiowanie i twórcze wykorzystywanie powinno być obligatoryjnym obowiązkiem biegłych. Warto też podkreślić, że kreatywność biegłych jest szczególnie przydatna w sprawach realizowanych przez zespoły Archiwum X. W wielu postępowaniach karnych, tuż przed przedawnieniem okresu ścigania, materiał biologiczny był zabezpieczony wiele lat temu, badany ówcześnie stosowanymi metodami serologicznymi i przechowywany w warunkach, które często powodowały przyspieszenie procesu degradacji. Powyższe czynniki powodują, że analizy genetyczne wymagają wykorzystania bardzo czułych metod, przy zachowaniu restrykcyjnych procedur antykontaminacyjnych. Należy też podkreślić, że realizowane czynności powinny być zgodne z wymaganiami systemu zarządzania laboratorium
. Jest to o tyle istotne, że wymogi formalne związane z wymogami systemu zarządzania mają istotny wpływ na wiarygodność uzyskiwanych wyników badań. Celem artykułu jest zwrócenie uwagi na te elementy postępowania biegłych, które mają wpływ na uzyskanie satysfakcjonującego wyniku badań genetycznych, również w odniesieniu do materiału archiwalnego. Szczególną uwagę zwrócono na metody badań, które możliwe są do wykorzystania w szczególnie trudnych i nietypowych ekspertyzach, w których zabezpieczono różnorodny materiał biologiczny. 

Wymagania formalne systemu zarządzania związane z metodyką badań

Analizując poszczególne wymagania normy PN EN ISO/IEC 17025 wydaje się celowe zwrócenie uwagi na kilka krytycznych punktów tego dokumentu. Laboratorium powinno działać w sposób zapewniający zaufanie, autorytet, rzetelność i odpowiedzialność za wynik badań poprzez np.: angażowanie personelu o właściwych kwalifikacjach, stosowanie adekwatnych do materiału biologicznego procedur badawczych i nadzorowanego wyposażenia pomiarowego, eliminację wpływów finansowych i komercyjnych na wyniki badań. Ponadto laboratorium zapewnia zachowanie poufności i ochrony praw własności zleceniodawcy badań.

Norma wymaga, aby personel posiadał wykształcenie kierunkowe, doświadczenie i przygotowanie merytoryczne, odpowiednie do rodzaju, zakresu i przeznaczenia wykonywanych badań oraz działań związanych z badaniami. W systemie zarządzania powinny zostać określone zakresy odpowiedzialności, uprawnień i obowiązków personelu. Ważne jest, aby osoby wykonujące badania zostały upoważnione do ich wykonywania i działania w związku z nimi. Do przykładowych obowiązków biegłego należy: ocena materiału przekazanego do badań, organizowanie i planowanie analiz, wybór metod badawczych, prowadzenie czynności analitycznych, sporządzanie zapisów z badań, analiza i weryfikacja ich ostatecznych wyników oraz sporządzenie opinii, a także autoryzacja sprawozdań z wykonanych czynności. Norma wymaga, aby personel laboratorium miał wdrożony program w zakresie usług szkoleniowych (uwzględniający aktualne kompetencje personelu, w tym jego przeszkolenie) oraz plany rozwojowe w zakresie wdrażania nowych technik wykonywanych badań, wykorzystania nowych urządzeń pomiarowych, doskonalenia umiejętności w obszarze szacowania niepewności pomiarów i walidacji metod badawczych. Programy szkoleń powinny obejmować zarówno szkolenia wewnętrzne jak i zewnętrzne. 

Wyposażenie (urządzenia badawcze, materiały odniesienia, materiały pomocnicze)

Zgodnie z wymaganiami normy PN EN ISO/IEC 17025 laboratorium kryminalistyczne powinno posiadać wyposażenie niezbędne do wykonania deklarowanych badań. Co ważne, sprzęt badawczy musi być własnością laboratorium. Aparatura analityczna obligatoryjnie powinna być objęta nadzorem. Wymaga się również, aby wyposażenie było zabezpieczone przed możliwością dokonywania adjustacji, które mogłyby zmienić wyniki badań. Dostęp do urządzeń powinien posiadać jedynie upoważniony personel laboratorium. 

Dostarczone do laboratorium odczynniki chemiczne odnoszące się do kluczowych (niepowtarzalnych) etapów analizy genetycznej, które mają wpływ na jakość badań i uzyskane rezultaty, należy poddawać procesowi weryfikacji przed ich pierwszym użyciem na zgodność z wymaganiami określonymi w metodach badawczych. 

Laboratorium powinno zapewnić odpowiednie warunki lokalowe i środowiskowe. Z uwagi na specyfikę badań genetycznych laboratorium powinno posiadać szereg pomieszczeń (odizolowanych od siebie obszarów roboczych) przeznaczonych do: wstępnej oceny nadesłanego materiału, oględzin rzeczoznawczych, sterylizacji i przygotowywania odczynników chemicznych oraz do przeprowadzania badań genetycznych. Te ostatnie powinny być z kolei podzielone na dwa obszary „przed PCR” i „po PCR”. Ważne jest stosowanie zasady, że w pracowniach prawo samodzielnego przebywania posiada wyłącznie zatrudniony personel laboratorium. Pomieszczenia powinny być wyposażone w wentylację mechaniczną oraz systemy klimatyzacyjne, w których jest zapewniona temperatura pokojowa. Norma wymaga, aby dokonywać systematycznych pomiarów warunków środowiskowych w poszczególnych przestrzeniach, w których wykonywane są analizy genetyczne. Pomiarowi podlegają wartości temperatur oraz wilgotność względna. Z pomiarów dokonywane są zapisy, z których odczytać można odpowiednie wartości liczbowe, datę pomiaru oraz nazwisko osoby dokonującej pomiar. W przypadku stwierdzenia, iż warunki środowiskowe są nieodpowiednie (np. wyczuwalny znaczny wzrost temperatury lub znaczne jej obniżenie) osoba, która stwierdziła ten fakt jest zobowiązana do powiadomienia kierownika laboratorium oraz osób planujących wykonanie badań. Następnie dokonywana jest kontrola wartości ostatniego pomiaru, ustalenie przyczyny nagłej zmiany warunków środowiskowych, a po jej zdefiniowaniu i likwidacji wdrażane są czynności zmierzające do przywrócenia warunków optymalnych. Wznowienie badań następuje po stwierdzeniu, iż warunki środowiskowe nie odbiegają od poziomu normalnego. W przypadku gdy do istotnej zmiany warunków środowiska doszło w trakcie wykonywania badań, biegły szacuje poziom prawdopodobieństwa wpływu tej zmiany na wyniki badań. Po stwierdzeniu istnienia interferencji parametrów środowiska na rezultaty badań zostają one wstrzymane, a po usunięciu przyczyn fluktuacji i stwierdzeniu, iż warunki środowiska są odpowiednie, analizy zostają powtórzone. 

Ważną kwestią jest zapewnienie, aby laboratorium określiło szczegółowe zasady dotyczące nadzoru nad zapisami, które są materialnym potwierdzeniem wykonania wszystkich elementów zlecenia. Biegły wykonujący badanie ma obowiązek dokumentować jego wyniki we właściwych protokołach w taki sposób, aby pozwalały one na odtworzenie całego procesu badawczego. Zapisy powinny umożliwić, między innymi: identyfikację warunków prowadzenia badań, zdefiniowanie czynników wpływających na niepewność rezultatów oraz identyfikację personelu odpowiedzialnego za wszystkie elementy procesu od przyjęcia materiału do badań, aż do sprawdzania wyników i autoryzację sprawozdań z badań. Zapisy powinny również umożliwić otworzenie warunków, w których pierwotnie wykonywano badania, co umożliwi ich powtórzenie. W przypadku stwierdzenia jakichkolwiek nieprawidłowości podczas badań biegły dokonuje analizy ich potencjalnego wpływu na uzyskany rezultat. Jeśli zostanie stwierdzone, iż przekroczenie założonych kryteriów mogło doprowadzić do uzyskania nieprawidłowego wyniku, badania należy powtórzyć od etapu, w którym stwierdzono pojawienie się błędu.

W treści sprawozdania z badań (opinii, ekspertyzie) powinny być zawarte szczegółowe informacje o zastosowanych testach do identyfikacji śladów biologicznych oraz metodach badań genetycznych (izolacja, pomiar ilości DNA, amplifikacja i elektroforeza). Pozwoli to, w przypadku potrzeby powtórzenia ekspertyzy przez inne laboratorium, na odtworzenie przebiegu całego procesu badawczego i ocenę poprawności zastosowanego sposobu postępowania w laboratorium.

Faza analizy akt postępowania karnego
Pierwszym etapem racjonalnego planowania badań genetycznych jest zapoznanie się z aktami sprawy, co powinno pozwolić na oszacowanie, czy umiejętności biegłego, posiadane wyposażenie badawcze oraz stosowane procedury laboratoryjne, jak również sposób wnioskowania uprawdopodabniają uzyskanie wyników będących podstawą do dokonania identyfikacji kryminalistycznej. Informacje zawarte w aktach postępowania karnego pozwolą na zorientowanie się w przypuszczalnym modus operandi sprawcy, rodzaju podłoża, na którym naniesione były substancje biologiczne, o sposobie zabezpieczenia materiału dowodowego. Istotne znaczenie ma również analiza opinii biegłych z innych dziedzin badań kryminalistycznych. Uzyskane informacje stanowią podstawę do wnioskowania o płci sprawcy czy liczbie osób, które brały udział w zdarzeniu kryminalnym. Ważne informacje z punktu widzenia planowania badań genetycznych zawiera również opinia sądowo-lekarska z sekcji zwłok. Na podstawie dokumentacji fotograficznej z miejsca popełnienia przestępstwa biegły uzyskuje szczegółową wiedzę o umiejscowieniu śladów biologicznych na miejscu zdarzenia i ich wzajemnych korelacjach przestrzennych. Ponadto analiza danych o warunkach środowiskowych zamieszczonych w części wstępnej protokołu oględzin (takich jak: temperatura, pora roku, pora doby, nasłonecznienie itp.), w których przeprowadzono czynność procesową będzie wskazówką dotyczącą tempa degradacji materiału biologicznego. Kompilacja informacji zawartych w aktach sprawy pozwoli na podjęcie racjonalnej decyzji o możliwości wykonania badań w laboratorium, bądź o odstąpieniu od nich, gdy oszacowane ryzyko bezpowrotnej utraty pozostałego materiału dowodowego znacząco przewyższa szansę na identyfikację genetyczną. 
Faza planowania badań genetycznych

Po podjęciu decyzji o możliwości wykonania badań genetycznych w laboratorium niezbędne jest opracowaniu planu postępowania z materiałem dowodowym. Algorytm ten powinien zostać stworzony zarówno w oparciu o wiedzę i doświadczenie biegłego, jak również o dane literaturowe, szczególnie takie, które dotyczą badań materiału archiwalnego
. Należy zaznaczyć, że laboratorium powinno stosować tylko udokumentowane metody badawcze, oparte na zasadach opisanych w literaturze fachowej. Metodologia powinna wynikać z najnowszych zdobyczy wiedzy, opisanych w opracowaniach metodycznych renomowanych organizacji technicznych lub instytucji krajowych albo międzynarodowych prowadzących działalność w obszarach właściwych dla badań. Własne metody badawcze laboratorium powinny być walidowane do zamierzonego zastosowania. Walidacja metod genetycznych powinna obejmować parametry specyficzne dla tego typu badań, a proces walidacji powinien zostać przeprowadzony przez wykwalifikowany personel, z użyciem wyposażenia sprawnego technicznie, wzorcowanego i odpowiedniej jakości odczynników
.

Kolejną częścią procesu planowania jest ustalenie spektrum badawczego. Biegły powinien rozważyć, czy istnieje konieczność wykonania badań identyfikujących rodzaj substancji oraz określających jej przynależność gatunkową. Następnym krokiem jest ustalenie, czy oznaczanie polimorfizmu markerów zlokalizowanych na chromosomach autosomalnych będzie wystarczające, czy też konieczne będzie wykonanie dodatkowych analiz markerów zlokalizowanych na chromosomach płci X i Y. Należy mieć na uwadze fakt, że wartość ekspertyzy DNA zależy od liczby oznaczonych locii oraz stopnia polimorfizmu poszczególnych markerów użytych do badań genetycznych. 

Proces ustalenia kierunków badań, podczas którego zdefiniowane zostaną czynniki wpływające pozytywnie i negatywnie na poszczególne etapy badań laboratoryjnych zwiększy szansę na uzyskanie wyników, które będą podstawą identyfikacji kryminalistycznej. Ważne jest aby proces planowania kończył się przydzieleniem zadań dla poszczególnych członków zespołu badawczego. Na tym etapie należy określić potrzeby laboratorium dotyczące materiałów jednorazowych, sprzętu analitycznego (innego od standardowo użytkowanego). Bardzo ważnym elementem jest przygotowanie pomieszczeń laboratoryjnych (ich oczyszczenie i dekontaminacja), przyrządów i instrumentów analitycznych
.

Faza badań laboratoryjnych

1. Oględziny rzeczoznawcze i identyfikacja rodzaju substancji biologicznych
Ta część ekspertyzy umożliwia zapoznanie się zespołowi badawczemu z rzeczywistymi właściwościami fizycznymi zabezpieczonej substancji biologicznej, w tym ilości materiału biologicznego oraz rodzaju podłoża, na które substancja jest naniesiona. Materiał przekazany do badań zostanie poddany wstępnej ocenie kwalifikacyjnej, która obejmuje: 

· formalne sprawdzenie materiału, polegające na weryfikacji danych identyfikujących zabezpieczone przedmioty, występujących na opakowaniu i w dokumentach zlecających badania (postanowieniu o dopuszczeniu dowodu z opinii biegłego),
· sprawdzenie nienaruszalności opakowań. 
Ocena merytoryczna dostarczonego materiału kwestionowano i porównawczego polega na sprawdzeniu prawidłowości jego pobrania oraz sposobów procesowego i technicznego zabezpieczenia. 

Na podstawie cech morfologicznych nadesłanego materiału dowodowego możliwe jest oznaczenie stopnia degradacji fizycznej i chemicznej substancji biologicznej. Na przykład: barwa powierzchni śladu krwi daje informacje o przebiegających reakcjach oksydo-redukcyjnych, występowanie strzępek grzybni wskazuje o zawansowaniu procesu destrukcji kwasów nukleinowych. Zastosowanie technik mikroskopowych podczas oględzin rzeczoznawczych istotnie wspomaga właściwą klasyfikację próbek do dalszych badań oraz ich pobranie
. Możliwość udokumentowania obrazu substancji biologicznej jest cennym uzupełnieniem opinii biegłego. Po zapoznaniu się z cechami materiału dowodowego rozważyć należy konieczność wykonania badań identyfikujących rodzaj substancji. Stosowane powszechnie metody immunochromatograficzne, opierające się na barwnej reakcji antyglobulin z przeciwciałami, w przypadku materiału biologicznego przechowywanego przez długi okres czasu, nie dają miarodajnych wyników. Ze względu na czynniki degradujące białka i systemy enzymatyczne często uzyskiwane są wyniki fałszywie negatywne
. Wydaje się więc, iż badania oparte na tworzeniu kompleksu białko–przeciwciało raczej nie powinny być stosowane ze względu na utratę materiału biologicznego oraz na znaczące prawdopodobieństwo błędów. W opinii autorów wystarczające zatem będzie zastosowanie jedynie niespecyficznych testów wskaźnikowych, opierających się na reakcjach barwnych, które określają rodzaj substancji biologicznej. W sytuacji gdy konieczne jest ujawnienie śladów krwawych, które były poddawane próbie usunięcia można zastosować np. roztwór luminolu
. Należy pamiętać, że pomimo bardzo dużej zdolności wykrywającej składniki płynnej tkanki, rozpylenie aerozolu roztworu na powierzchnię podłoża spowoduje utratę jądrzastych komórek poprzez proces ich zmycia z podłoża. Ponadto zjawisko chemiluminescencji jest stosunkowo krótkie, a to powoduje istotne komplikacje podczas procesu oznaczenia topograficznego ułożenia śladu i jego dokumentacji fotograficznej. Wydaje się więc, iż te metody powinny być stosowane w ostateczności, kiedy z innych dostępnych informacji nie jest możliwe przewidywanie miejsca naniesienia śladów krwi. Przydatnym do bezinwazyjnego ujawniania substancji biologicznych jest użycie alternatywnych źródeł światła wykorzystujących zjawisko fluorescencji substancji biologicznych (krew, pot, ślina i nasienie)
,
,
. Użycie alternatywnych źródeł światła umożliwia wykonanie dobrej jakości dokumentacji fotograficznej, jak również pozwala na precyzyjne oznaczenie kształtu i ułożenia zabrudzenia substancją biologiczną. 

Materiał porównawczy przekazywany do badań jest również poddawany wstępnej ocenie kwalifikacyjnej, która obejmuje formalne sprawdzeniu danych identyfikujących materiał tj. oznakowań występujących na opakowaniu (kody paskowo-cyfrowe) oraz sprawdzeniu nienaruszalności opakowań (ampułek, pakietów itp.). Ocena merytoryczna materiału polega na kontroli prawidłowości jego pobrania, procesowego i technicznego zabezpieczenia. Analiza uzyskanych informacji pozwoli na racjonalny wybór metod badawczych w zależności od rodzaju, jakości i stanu zachowania materiału. Materiał porównawczy może być pobrany w postaci wymazu ze śluzówki jamy ustnej, próbki krwi oraz próbki włosów. Wstępna obróbka materiału i czynności pobierania i przygotowania próbki do badań DNA powinny być wykonane zgodnie z procedurami obowiązującymi w laboratorium. 

W celu uniknięcia kontaminacji pobieranie próbek z materiału dowodowego i materiału porównawczego przeprowadzane jest w odstępie czasowym i przestrzennym.

2. Izolacja DNA

Izolacja DNA jest pierwszym i podstawowym etapem badań genetycznych, a zastosowanie odpowiedniej procedury ma decydujące znaczenie dla powodzenia całego procesu identyfikacji kryminalistycznej. Jej głównym celem jest uzyskanie jak największej ilości niezdegradowanego, wysokocząsteczkowego DNA, pozbawionego inhibitorów, możliwego do wykorzystania w reakcji amplifikacji. Konieczne jest zatem wybranie takiej procedury, która spełnia te dwa postulaty. Poważnym problemem jest odpowiednie oczyszczenie próbek z różnego rodzaju inhibitorów reakcji PCR, takich jak barwniki organiczne, jony metali, itp., ponieważ, w skrajnych przypadkach uniemożliwiające dalszą analizę
. Dokonując wyboru metody izolacji należy rozważyć, jaka procedura będzie najbardziej przydatna do konkretnego rodzaju materiału biologicznego. Stosowane powszechnie jeszcze do niedawna metody izolacji DNA opierały się na przygotowywanych w laboratorium odczynnikach. Stosowanie takich metodyk powoduje istotny wzrost szansy kontaminacji. W przypadku wykonywania izolacji DNA w ekspertyzach z archiwalnym materiałem biologicznym postulowane jest stosowanie zestawów komercyjnych z fabrycznie konfekcjonowanymi odczynnikami, ponieważ ryzyko kontaminacji jest znacząco ograniczone. 
Należy zauważyć, że izolacja DNA jest procesem często niepowtarzalnym ze względu na masę dostępnej substancji biologicznej. Oznacza to, że jeśli zastosowana zostanie metoda niewłaściwa (np. charakteryzująca się niską efektywnością, czy też małą zdolnością do usuwania inhibitorów reakcji PCR), to wtedy konieczny będzie powrót do etapu oględzin rzeczoznawczych i pobranie nowej próbki do badań, a to nie zawsze jest możliwe. Warto też zwrócić uwagę, że w przypadku materiału kostnego powszechnie stosowana jest izolacja DNA metodą niszczącą. Polega ona na sproszkowaniu materiału, co prowadzi do całkowitego zniszczenia mniejszych kości lub nieodwracalnego uszkodzenia większych próbek poprzez wycięcie z nich dużych fragmentów. Ten sposób postępowania jest całkowicie nieakceptowalny w przypadku kości o dużej wartości antropologicznej, religijnej, muzealnej lub emocjonalnej. Pojawiło się pierwsze doniesienie o opracowaniu polskiej niedestrukcyjnej techniki izolacji DNA z kości ludzkich
.

Z doświadczenia autorów popartego analizą literatury wynika, iż najlepszą metodą izolacji DNA w sprawach z Archiwum X jest zastosowanie automatycznej metody magnetycznej. Nietrwałe wiązanie DNA do kulek magnetycznych nie tylko poprawia jakość izolatów, ale również skutecznie eliminuje inhibitory reakcji PCR
. Kolejną zaletą tej metody jest automatyzacja procesu izolacji, co zwiększa liczbę izolowanych próbek w jednostce czasu, ogranicza do minimum ryzyko kontaminacji i minimalizuje ryzyko popełnienia błędu w trakcie manipulacji przy próbkach
. Dane literaturowe oraz raport walidacji wewnętrznej laboratorium wskazują, iż metodyka ta charakteryzuje się znaczną czułością, nie mniejszą niż inne procedury izolacji DNA z próbek kryminalistycznych, oraz wysoką efektywnością oczyszczania ekstraktu
. Ponadto zaletą metody jest stosowanie odczynników przygotowanych przez producenta, o udokumentowanej klasie czystości oraz zmniejszenie liczby czynności manualnych tzn. transferów odczynników z probówek do probówek przez laboranta. 

3. Ocena stężenia DNA
Do ilościowego oznaczenia DNA w jednostce objętości najczęściej wykorzystywana jest reakcja łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (Real Time – PCR). Jest to metoda, która monitoruje zmiany stężenia produktu PCR poprzez pomiar wartości fluorescencji proporcjonalnej do wzrostu masy produktu w czasie trwania reakcji. Ponadto nowoczesne zestawy odczynników dedykowane do wykorzystania w badaniach kryminalistycznych dostarczają informacji o płci, stopniu zdegradowania materiału biologicznego, stężeniu inhibitorów. Wyniki pomiaru stężenia DNA są podstawą do zaprojektowania przebiegu reakcji namnożenia DNA (PCR). Proces przygotowania reakcji PCR opiera się na następującym zestawie danych:

· informacje o stężeniu DNA w jednostce objętości, 

· informacje o występowaniu mieszanin DNA w próbce, 
· informacje o stopniu degradacji DNA,

· informacje o stopniu inhibicji reakcji PCR.

Na podstawie danych o stężeniu DNA w próbce biegły ustala, czy konieczne jest jej rozcieńczenie, poddanie procesowi mikrokoncentracji albo czy można wykorzystać izolat bez ingerencji. W przypadku zdiagnozowania obecności DNA, lecz o stężeniu znacznie poniżej poziomu, który pozwala na uzyskanie profili DNA, konieczne jest oszacowanie szansy na uzyskanie rezultatu pozwalającego na identyfikację kryminalistyczną. Biegły rozważa celowość modyfikacji dalszych etapów badawczych (np. dodanie dodatkowego cyklu do reakcji PCR i zmiany parametrów elektroforezy). Jeśli prawdopodobieństwo na uzyskanie wyniku jest znikome, to ekspert rozważyć powinien decyzję o odstąpieniu od badań genetycznych i zabezpieczeniu ekstraktu do analiz innymi metodami analitycznymi, które charakteryzują się większą czułością lecz będącymi jeszcze w sferze eksperymentalnej. 

Na podstawie informacji uzyskanych po wykonaniu reakcji RT–PCR biegły diagnozuje obecność mieszaniny DNA w próbce pochodzącej od kobiety oraz mężczyzny. Metoda jest na tyle czuła i precyzyjna, iż pozwala na przeprowadzenie analizy jakościowej i ilościowej genomowego DNA pochodzącego od człowieka oraz ujawnienie i określenie stężenia męskiego DNA i wykrycie pojedynczych męskich komórek występujących nawet wśród 1 000 000 żeńskich
.

Gdy w badanej próbce ujawniono wysoki poziom degradacji materiału biologicznego (występowanie w próbce znacząco większej masy niskocząsteczkowego DNA w stosunku do formy wysokocząsteczkowej) to do reakcji PCR należy dodać większą masę DNA, aby w jednostce objętości znalazło się optymalnie dużo cząstek niezdegradowanych; możliwe jest także obniżenie objętości mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR
. 

Gdy wyniki pomiaru wskazują, iż w próbce znajdują się inhibitory reakcji PCR, rozważyć należy jej rozcieńczenie. Takie postępowanie spowoduje wzrost efektywności amplifikacji DNA, ponieważ związki chemiczne ją ograniczające zostaną rozcieńczone do poziomu niewpływającego na reakcję chemiczną. Konieczne jest jednak skorelowanie objętości cieczy rozcieńczającej ze stężeniem DNA, aby nie doprowadzić do nadmiernego obniżenia stężenia DNA w próbce, co w konsekwencji uniemożliwi prawidłowy przebieg reakcji amplifikacji
. 

Ciekawym zagadnieniem jest problem interpretacji negatywnego wyniku badania RT–PCR (w próbce nie stwierdzono obecności DNA pochodzącego od człowieka). W tego typu sytuacjach można rozważać dwie drogi postępowania: 

· uzyskany wynik jest empiryczną podstawą do zakończenia badań,

· uzyskany wynik nie upoważnia do zakończenia analizy na tym etapie
. 

Wydaje się, iż w przypadku ekspertyz dotyczących archiwalnego materiału badawczego realizacja kolejnych etapów badawczych jest zasadna. Reakcja amplifikacji RT–PCR bazuje na namnożeniu genów, a nie polimorficznych układów powtarzalnych typu STR. Istniejące ponadto różnice w objętościach mieszaniny reakcyjnej. Pomimo nie wykrycia obecności DNA ludzkiego w próbce istnieje szansa uzyskania wyniku, który może być podstawą do identyfikacji kryminalistycznej. 
4. Amplifikacja DNA (PCR)
Współczesna genetyka sądowa bazuje na łańcuchowej reakcji polimerazy, tzw. PCR (ang. polymerase chain reaction), dzięki której możliwe jest namnożenie wybranego fragmentu DNA. Reakcja PCR to wielokrotnie powtarzalny cykl trzech etapów zachodzących w różnych temperaturach, a przyrost produktów amplifikacji następuje w postępie geometrycznym
. Dzięki temu nawet z niewielkich ilości materiału biologicznego można uzyskać profil DNA, na podstawie którego możliwe będzie dokonanie identyfikacji kryminalistycznej. Pomimo bardzo dużej czułości metody nieprawidłowe warunki zabezpieczania i przechowywania materiału biologicznego, a ponadto nieprzestrzeganie procedur antykontaminacyjnych w trakcie procesu badawczego negatywnie wpływają na końcowy produkt amplifikacji. W związku z powyższym powszechny jest pogląd, że reakcja amplifikacji jest niezwykle ważnym etapem procesu badawczego. Reakcja PCR nie jest zaliczona jako etap krytyczny badań kryminalistycznych, ponieważ w rutynowych analizach genetycznych objętość izolatu DNA jest na tyle duża, iż możliwe jest powtórzenie tego procesu. W przypadku ekspertyz, gdzie biegły dysponuje niewielką ilością zdegradowanego materiału biologicznego, konieczne jest takie zaplanowanie procesu, aby akceptowalny wynik mógł być uzyskany w trakcie jednego badania. Należy pamiętać, że niskie stężenie DNA oraz wysoki poziom degradacji substancji biologicznych skutkuje występowaniem szeregu negatywnych zjawisk takich jak: wypadanie alleli w danym locus, wypadanie całego locus, brak balansu pomiędzy pikami alleli w heterozygotach oraz preferencyjna amplifikacja
. Takie wyniki nastręczają wiele problemów interpretacyjnych i mogą być przyczyną błędnych wniosków. W związku z powyższym przed wykonaniem reakcji PCR należy, opierając się na informacjach z poprzednich etapów badawczych, precyzyjnie zaplanować czynności. Po pierwsze ekspert powinien oszacować, jaką objętością ekstraktu dysponuje, po drugie biegły powinien rozważyć, czy dokonać koncentracji izolatu DNA w celu ograniczenia możliwość wystąpienia efektu stochastycznego. Możliwa jest także inna droga – wykorzystanie całej objętości izolatu do wykonania kilku powtórzonych badań genetycznych oraz dwutorowej interpretacji wyników
. Wydaje się, że najbardziej efektywnym sposobem działania jest mikrokoncentracja uzyskanego ekstraktu do objętości pozwalającej na wykonaniu dwóch reakcji PCR. Przy niskich stężeniach DNA warunkiem krytycznym do prawidłowego zadziałania odczynników są pierwsze cykle reakcji amplifikacji. Jeśli prawidłowo zostaną podłączone startery do matrycy DNA, to wtedy powielanie będzie zachodziło w sposób prawidłowy. W przypadku archiwalnego materiału biologicznego ten warunek konieczny nie zawsze jest spełniony. Proces podciśnieniowej mikrokoncentracji spowoduje, iż faza ciekła ekstraktu zostanie odparowana, natomiast masa DNA pozostanie bez zmian. Oznacza to, iż stężenie materiału genetycznego w próbce biologicznej będzie większe, a to zmniejszy ryzyko efektu stochastycznego. Wybór odczynników do reakcji PCR charakteryzujących się wysoką czułością pozwoli na uzyskanie profili DNA. Opisany w literaturze sposób postępowania podczas reakcji PCR, polegający na wykonaniu dwóch reakcji tymi samymi odczynnikami (bez zmian parametrów procesu), a następnie analiza wyników polegająca na tym, iż biegły uznaje obecność markerów genetycznych, które powtórzyły się w obu reakcjach, albo bierze pod uwagę wszystkie allele, które się pojawiły podczas obu reakcji, nie jest optymalny ze względu na trudności w oszacowaniu stopnia niepewności wyniku. Bardziej efektywną drogą jest wykonanie dwóch reakcji PCR, lecz różnymi zestawami odczynników, które różnią się długością polimorficznych układów genetycznych. Dzięki temu, gdy dojdzie do amplifikacji jedynie krótszych fragmentów typu miniSTR, to w wyniku zastosowania niejednolitych zestawów odczynników namnożą się inne loci polimorficzne. Złożenie rezultatów dwóch procesów pozwoli na uzyskanie rezultatów i w konsekwencji na dokonanie identyfikacji kryminalistycznej. Producenci nowoczesnych odczynników do amplifikacji DNA wskazują, iż zalecane jest podniesienie liczby cykli procesu PCR o jeden czy dwa, w zależności od stężenia DNA. W instrukcjach odczynników podane zostały przedziały stężeń, w których taka modyfikacja jest dopuszczalna i zwiększa szansę na uzyskanie wiarygodnego wyniku badań
.

5. Elektroforeza
Ostatnim etapem laboratoryjnego procesu badawczego jest elektroforeza zamplifikowanych fragmentów DNA i ich numerycznego oznaczenia w oparciu o wyznaczoną wielkość (w pz.) i porównanie ich z wielkością produktów w drabinie alleli. Proces elektroforezy jest zautomatyzowany, a wartości fizyczne elektroiniekcji czy elektroforetycznej migracji DNA są ustawione fabrycznie i skorelowane z optymalnym stężeniem oraz jakością DNA. Niestety ( jak wspomniano powyżej ( próbki biologiczne pobrane ze śladów zabezpieczonych przed wieloma laty nie charakteryzują się właściwymi parametrami fizycznymi. Stąd też istnieje konieczność zmiany niektórych z właściwości procesu elektroforezy. Według autorów istotne znaczenie ma pierwszy z etapów procesu: elektroiniekcja. Zjawisko to polega na tym, iż cząstki amplifikowanego DNA znajdujące się środowisku ciekłym muszą zostać przyciągnięte do kapilary, a następnie wessane do jej wnętrza
. Wytworzenie pola magnetycznego o odpowiednich parametrach działającego przez zdefiniowany czas prowadzi do tego, iż naładowane cząstki kwasów nukleinowych migrują w stronę źródła pola magnetycznego czyli do kapilary. Standardowe parametry mocy pola magnetycznego, okazują się być niewystarczające w przypadku DNA wyizolowanego ze śladów archiwalnych (ze względu na jakość i liczbę cząstek) co powoduje, iż proces elektroiniekcji zachodzi w sposób mało efektywny. Konieczna jest zatem zmiana przyłożonego napięcia oraz czasu iniekcji. Badania przeprowadzone w laboratorium pokazały, iż podwyższenie tych wartości ze standardowych (1,5 kV przez 15 sek) do 2,5 kV i 25 sek. spowoduje, iż większa masa zamplifikowanych cząstek DNA znajdzie się wewnątrz kapilary
. W takiej sytuacji poziom fluorescencji pików DNA będzie wyższy i przekroczy próg oznaczalności. Uzyskany wynik (w postaci elektroforegramów) będzie dobrą podstawą do identyfikacji kryminalistycznej. Wydaje się, że zmiana parametrów migracji DNA w kapilarze nie spowoduje istotnej poprawy jakości wyników badań, postulowane jest więc obecnie pozostawienie ich na poziomie optymalnym, ustalonym dla zastosowanego zestawu odczynników. Zaletą zautomatyzowanego procesu elektroforezy kapilarnej jest to, że wymaga niewielkiej objętości ekstraktu DNA (ok. 1ul). Oznacza to, iż możliwe staje się powtórzenie etapu badawczego wykorzystując produkty reakcji PCR. Biegły po analizie wyników pierwszej elektroforezy dokonuje korekty parametrów i proces jest możliwy do powtórzenia. 

6. Analiza wyników
Analiza wyników badań genetycznych jest oparta o ustalone algorytmy, których bazą są dane uzyskane z walidacji rozwojowej producenta i wewnętrznej laboratorium. Podczas projektowania doświadczenia walidacyjnego konieczne jest uwzględnienie co najmniej kilku parametrów: limitu oznaczalności, limitu detekcji, czułości odczynników, zdolności do analizy mieszanin, liniowości, efektu stochastycznego. Jednak doświadczenie walidacyjne projektowane jest zazwyczaj dla DNA o dobrej jakości. W praktyce laboratoryjnej najczęściej badaniu jest poddawany materiał biologiczny o dobrej i średniej jakości. Oznacza to, iż w przypadku badań archiwalnego materiału biologicznego ustalone dla pracowni parametry walidacyjne mogą okazać się niewłaściwe. Jeśli biegły nie obniży parametru limitu analizy, to wtedy niektóre z pików nie będą uwidocznione. Może to doprowadzić do podjęcia błędnej decyzji o braku możliwości identyfikacji kryminalistycznej dawców materiału biologicznego. Z drugiej jednak strony rezultaty badań walidacyjnych zapobiegają arbitralnemu, subiektywnemu przyjmowaniu wyników, których jakość jest niewystarczająca, a poziom wiarygodności jest niski. Optymalnym rozwiązaniem tego problemu byłoby wykonanie wewnętrznych badań sprawdzających dla próbek DNA o określonym poziomie degradacji i inhibicji. Zastosowanie podczas eksperymentu najczęściej spotykanych inhibitorów np. hematyny, kwasu humusowego oraz laboratoryjnie zdegradowanego DNA (pocięcie cząsteczek enzymami restrykcyjnymi) doprowadzi do określenia parametrów granicznych, powyżej których wynik można uznać za wiarygodny. Będzie to jedynie model, który pozwoli na oszacowanie parametrów, ponieważ podczas procesu walidacji nie jest możliwe wykorzystanie DNA ze sprawy archiwalnej. Ponadto liczba czynników wpływających na wynik nie jest możliwa do precyzyjnego oznaczenia.

Podczas analizy rezultatów badań konieczne jest stworzenie projektu analizy, w którym parametry progu odcięcia analitycznego powinny być obniżone, podobnie jak wartości zbalansowania heterozygot. Dzięki temu podczas analizy na elektroforegramie widoczne będą wszystkie piki, które pojawiły się podczas procesu elektroforezy. Biegły analizując taki wynik dokona sprawdzenia morfologii pików, występowania stutterów, przeanalizuje powody dla których allele nie są zbalansowane oraz oznaczy poziom wypadania alleli w locus oraz całych loci. Taki sposób analizy charakteryzuje się wyższym poziomem subiektywizmu, jednak może doprowadzić do uznania wyniku, pod warunkiem oznaczenia przyczyn efektów stochastycznych. Aby ograniczyć sugestie i wynikające z nich przyjmowanie artefaktów jako rzeczywistych pików DNA, konieczne jest niepoddawanie na tym etapie badań analizy rezultatów badań materiału referencyjnego. Dopiero po krytycznej ocenie elektroforegramów materiału dowodowego wyniki można porównać z profilami DNA, materiału porównawczego. Ze względu na wyższy poziom subiektywizmu podczas podejmowania decyzji dotyczącej identyfikacji kryminalistycznej, biegły powinien zdefiniować przyczyny możliwych błędów i je wyeliminować. Jeśli tego nie uczyni jego analiza nie spełnia warunku wiarygodności. 
7. Analiza statystyczna
Proces kryminalistycznej identyfikacji genetycznej jest oparty na rachunku prawdopodobieństwa. Nawet jeśli wszystkie parametry DNA oraz reakcji chemicznych są na optymalnym poziomie, to nie jest możliwe wnioskowanie kategoryczne w przypadku zgodności profili DNA pomiędzy materiałem dowodowym i porównawczym. Szczególnie istotna jest analiza statystyczna, jeżeli dotyczy badań materiału biologicznego zabezpieczonego przed wielu laty. W takich przypadkach w zastosowanych modelach matematycznych należy uwzględnić naturalne procesy biologiczne, chemiczne i fizyczne, które przyczyniają się do destrukcji struktury kwasów nukleinowych, a tym samym wpływają na jakość uzyskanych rezultatów. Efekty stochastyczne w postaci niezbalansowanych heterozygot, zjawisko wypadania markerów genetycznych w locus, czy nieujawniania się całych loci, fenomen inkorporacji dodatkowych pików oraz niewłaściwa morfologia pików DNA to artefakty, które biegły obserwuje na elektroforegramach podczas analizy wyników
. Ponadto parametr regresji linowej dostarcza danych o stopniu degradacji materiału biologicznego. Wymienione powyżej niekorzystne zjawiska mogą zostać opisane w sposób matematyczny, a to oznacza, iż przed dokonaniem analizy nie mogą być podstawą do odrzucenia rezultatu jako nienadającego się do identyfikacji. Obowiązkiem biegłego jest zastosowanie takich modeli, które są w maksymalnym stopniu zbliżone do rzeczywistości, w których uwzględniono występowanie zjawisk stochastycznych. Stosowany model binarnej analizy matematycznej nie uwzględnia opisanych niekorzystnych zjawisk wynikających ze złej jakości materiału genetycznego, co powoduje, iż jest on nieprzydatny do identyfikacji kryminalistycznej z takich próbek DNA. W układzie zero-jedynkowym, aby możliwe było postawienie hipotezy o obecności materiału biologicznego pochodzącego od dawcy materiału referencyjnego, konieczne jest zdiagnozowanie (podczas analizy jakościowej wyników) występowania profilu DNA zgodnego z układem cech polimorficznych materiału referencyjnego. Brak zbalansowania heterozygot czy zjawisko wypadania alleli, powoduje, iż warunek konieczny (a więc profil DNA) do postawienia stosownej hipotezy jest niespełniony. Nie jest więc możliwe dokonanie dyskusji matematycznej. Konsekwencją takiego podejścia jest wysoki poziom ogólności konkluzji opinii (np. iż biegły nie może wykluczyć obecności materiału biologicznego pochodzącego od osoby, od której pobrano materiał porównawczy w próbce). Aby uniknąć wnioskowania o niskiej wartości dowodowej, a więc mało przydatnej dla organu procesowego do podjęcia decyzji procesowej, biegły powinien zastosować model probabilistyczny, który zakłada szacowanie zjawiska wypadania markerów genetycznych. Jeśli na elektroforegramie widoczne są tylko niektóre allele polimorficzne, wykazujące zgodność z cechami materiału porównawczego (np. 20 z 39), to stosując podejście probabilistyczne możliwe staje się określenie wartości prawdopodobieństwa, z jakim brak markera wynika ze zjawiska wypadania alleli
. Opiniujący uzyskuje informacje o tym, co jest bardziej prawdopodbne: czy doszło do niezamplifikowania markerów genetycznych ze względu na niskie stężenie DNA czy jego złą jakość, czy też badana cząstka DNA rzeczywiście nie zawierała tych markerów. Zastosowanie adekwatnego do jakości wyniku badania modelu matematycznego pozwoli na zbudowanie wniosku identyfikacyjnego, w którym oszacowany jest poziom niepewności uwzględniony w wartości dowodowej konkluzji. Dzięki podejściu probabilistycznemu biegły w sposób obiektywny, bo oparty na testowaniu hipotez alternatywnych, może dokonać wiarygodnej identyfikacji kryminalistycznej. 

Zastosowanie nowoczesnych odczynników i metod badawczych pozwala na to, aby z częściowych profili DNA uzyskiwać wartości powtórzenia się niepełnego układu cech polimorficznych w populacji na poziomie 1 do kilkudziesięciu miliardów. Jest to więc wynik pozwalający na dokonanie daleko idącej indywidualizacji materiału biologicznego.

Podsumowanie
Aktualnie stosowane metody badań genetycznych zapewniają wysoką czułość analizy, eliminują niekorzystny wpływ inhibicji i degradacji śladów biologicznych, a także umożliwiają uzyskanie maksymalnej ilości informacji przydatnych do sporządzenia opinii przez biegłych. W związku z powyższym kluczową kwestią jest zaplanowanie wszystkich elementów procesu badawczego w taki sposób, aby zostały dobrane takie metody badań, które pozwolą na uzyskanie optymalnych wyników analizy DNA. 

Należy podkreślić, że kluczowym elementem determinującym efektywność przeprowadzanych analiz jest etap pozyskiwania (izolacji) materiału genetycznego. Wyraźnie dostrzega się tendencje rozwoju technologii w kierunku zwiększenia przepustowości oraz dokładności izolacji DNA. Aktualnie możliwe jest pokonanie ograniczeń związanych z metodami manualnymi ekstrakcji kwasów nukleinowych poprzez zastosowanie gotowych zestawów oraz biorobotów umożliwiających pracę z wielką liczbą prób jednocześnie. Zmiany technologiczne dotyczą również techniki sekwencjonowania. Dziś coraz większego znaczenia w badaniach kryminalistycznych nabiera tzw. sekwencjonowanie nowej generacji (NGS). Głównymi zaletami NGS w porównaniu z metodą konwencjonalną jest jednoczesne wykorzystywanie dużej liczby markerów genetycznych o wysokiej rozdzielczości danych genetycznych. Przyczyni się to niewątpliwie do rozwiązania kilku istotnych problemów, takich jak analiza mieszanin i badanie znikomych ilości materiału dla zdegradowanych próbek.

Należy również podkreślić, że tylko laboratorium posiadające odpowiednio przeszkolony personel, dysponujący pełnym zestawem aparatury badawczej i odpowiednimi odczynnikami, ma możliwość wykonania badań genetycznych w zakresie oczekiwanym przez organ procesowy. Wykonanie badań do ekspertyz niestandardowych zakończy się sukcesem o ile zespoły biegłych laboratorium będą ze sobą współpracowały, a w razie potrzeby również inne jednostki badawcze zostaną zaproszone do realizacji badań i ustalania ostatecznego kształtu opinii.

Selected aspects of the DNA analysis
techniques

Abstract
This paper presents the key elements of the DNA analysis, which determine the possibility of obtaining a DNA profile. Attention is also drawn to difficulties and factors affecting the result and quality of testing of any secured biological material, including archived biological material. The DNA analysis techniques are described in the context of the requirements for the management system specified in PN EN ISO.IEC 17025.
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