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Streszczenie

Praca dokumentuje ryzyko wynikajace z analizy DNA materialéw od pacjentéw po alotransplantacji krwiotwor-
czych komérek macierzystych (allo-HSCT) w aspekcie genetyki sagdowej. Badania chimeryzmu DNA u 30 0séb po
allo-HSCT przeprowadzono przy uzyciu technik badawczych stosowanych we wspolczesnej genetyce sadowej, tj. re-
akcji real-time PCR oraz multiplex PCR-STR z wykorzystaniem autosomalnego DNA oraz markeréw Y-DNA. Wyniki
wskazuja na to, ze w wigkszo$ci przypadkéw profil DNA krwi biorcow jest identyczny z profilem dawcy. Dlatego tez
badanie krwi moze prowadzi¢ do blednego wnioskowania w identyfikacji osob, a takze w analizie pokrewienistwa.
Badanie wymazow z jamy ustnej wykazuje mieszanine DNA u wiekszosci biorcéw. Mieszanina taka moze uniemoz-
liwi¢ identyfikacje osoby na podstawie $ladu biologicznego o analogicznym pochodzeniu. Najbezpieczniejszym (ale
nie idealnym) materialem okazal si¢ korzen wlosa. Jego analiza w oparciu o autosomalny DNA wykazata 100% profil
biorcy. Jednak analiza przeprowadzona na podstawie markeréw chromosomu Y u kobiet — biorcéw allo-HSCT od
mezczyzn ujawnita DNA dawcéw w komoérkach wloséw, podobnie jak we krwi oraz wymazach z jamy ustnej. W $wie-
tle mozliwych zagrozen, wynikajacych z profilowania DNA w materiatach biologicznych pochodzacych od oséb po
alotransplantacji w aspekcie sgdowym zaproponowano wdrozenie dziatan, ktére te zagrozenia eliminujg. Podstawowe
z nich to odstapienie od wylacznego pobierania krwi zaréwno do celéw analizy pokrewienstwa, jak i identyfikacji osob,
przeprowadzanie wywiadu w kierunku przebycia allo-HSCT przed pobraniem materiatu i wprowadzeniem profilu do
bazy danych DNA oraz kontrolne profilowanie DNA w watpliwych przypadkach z wykorzystaniem pobranych z ce-
bulkg wlosow.

Stowa kluczowe: allo-HSCT, genetyka sagdowa, chimeryzm dawcy, profilowanie DNA, krew, wymaz nablonka,
wlosy, autosomalne DNA, Y-DNA.
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Abstract

The study documents the risk that comes with DNA analysis of materials derived from patients after allogeneic he-
matopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) in forensic genetics. DNA chimerism was studied in 30 patients
after allo-HSCT, based on techniques applied in contemporary forensic genetics, i.e. real-time PCR and multiplex
PCR-STR with the use of autosomal DNA as well as Y-DNA markers. The results revealed that the DNA profile of
the recipient’s blood was identical with the donor’s in the majority of cases. Therefore, blood analysis can lead to false
conclusions in personal identification as well as kinship analysis. An investigation of buccal swabs revealed a mixture
of DNA in the majority of recipients. Consequently, personal identification on the basis of stain analysis of the same
origin may be impossible. The safest (but not ideal) material turned out to be the hair root. Its analysis based on autoso-
mal DNA revealed 100% of the recipient’s profile. However, an analysis based on Y-chromosome markers performed in
female allo-HSCT recipients with male donors demonstrated the presence of donor DNA in hair cells - similarly to the
blood and buccal swabs. In the light of potential risks arising from DNA profiling of biological materials derived from
persons after allotransplantation in judicial aspects, certain procedures were proposed to eliminate such dangers. The
basic procedures include abandoning the approach based exclusively on blood collection, both for kinship analysis and
personal identification; asking persons who are to be tested about their history of allo-HSCT before sample collection

and profile entry in the DNA database, and verification of DNA profiling based on hair follicles in uncertain cases.

Key words: allo-HSCT, forensic genetics, donor chimerism, DNA profiling, blood, buccal swab, hair, autosomal

DNA, Y-DNA.

Wstep

W zwiazku ze starzeniem sie spoleczenstw i wy-
dluzeniem czasu zycia oraz nadmierng ekspozycja
na dzialanie czynnikéw ryzyka z roku na rok wzra-
sta zachorowalno$¢ na nowotwory, bedace jednymi
z najczestszych choréb cywilizacyjnych XXI wieku.
W Polsce ztosliwe nowotwory sa gléwna przyczyna
zgonow przed 65. rokiem zycia (ok. 25%). Jak wy-
nika z danych Zakladu Epidemiologii i Prewencji
Nowotworéw Centrum Onkologii - Instytutu im.
Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie, zachoro-
walno$¢ na te choroby w Polsce wynosi ok. 140 000
rocznie, umieralno$¢ — ok. 95 000 rocznie, choro-
bowos¢ — ok. 500 000 rocznie. Przewiduje sie, ze
w 2020 r. liczba zachorowan wzrosnie do 160 000
przypadkéw. W obliczu tych schorzen coraz czesciej
stosowang metoda leczenia sg transplantacje krwio-
tworczych komorek macierzystych. Wykonuje sie
je w nowotworach myelo- i limfoproliferacyjnych,
w nienowotworowych schorzeniach hematologicz-
nych, metabolicznych i autoimmunizacyjnych, jak
réwniez w leczeniu guzéw litych, takich jak rak ner-
ki, sutka czy jajnika [1, 2]. Przeszczep alogenicznych
komorek nie tylko zastepuje wadliwie funkcjonuja-
cy szpik biorcy, lecz ma takze dzialanie antynowo-

Introduction

The incidence of cancers, which rank among
some of the most common lifestyle diseases of
the 21* century, is rising steadily year by year. The
trend is attributable to the ageing of societies, in-
crease in life expectancy and excessive exposure
to risk factors. In Poland, malignant tumors are
the main cause of death under 65 years of age (ca.
25%). Based on data collected by the Department
of Epidemiology and Cancer Prevention, Maria
Sklodowska-Curie Institute of Oncology in War-
saw, the annual incidence of the diseases in Poland
is ca. 140 000, annual mortality — ca. 95 000 and
annual prevalence - ca. 500 000. The number of
new cases is expected to rise to 160 000 in 2020. In
view of the current situation, hematopoietic stem
cell transplantations are an increasingly used thera-
peutic option. They are performed in the treatment
of proliferative diseases of the blood and lymphatic
systems, non-cancerous hematologic conditions,
metabolic and autoimmune disorders as well as sol-
id tumors including kidney, breast or ovarian can-
cers [1, 2]. In addition to replacing the recipient’s
malfunctioning bone marrow, allogeneic cell trans-
plantation also exhibits anticancer activity. High
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tworowe. Duze nadzieje wigze si¢ rowniez z jego
oddzialywaniem regeneracyjnym na uszkodzone
tkanki i narzady [3].

W ciagu ostatnich dwoch dekad nastgpit gwal-
towny postep w technikach przeszczepiania komo-
rek macierzystych hematopoezy (HSCT) zaréwno
w Europie, jak i na calym $wiecie. Wprowadzenie
kondycjonowania o zredukowanej intensywno-
$ci otworzylo mozliwosci przeprowadzania HSCT
u pacjentéw w starszym wieku oraz ze schorzenia-
mi towarzyszacymi chorobie nowotworowej [4].
Wzrost liczby dawcow niespokrewnionych, cze-
$ciowe pokonanie bariery HLA i mozliwo$¢ wyko-
rzystania krwiotwodrczych komoérek macierzystych
z bankéw krwi pepowinowej poszerzyl dostep do
HSCT pacjentéw niemajacych zgodnego dawcy ro-
dzinnego [5]. Wedlug danych Europejskiej Grupy
ds. Przeszczepiania Komorek Krwi i Szpiku (EBMT)
w 2013 r. w Europie wykonano 14 950 allo-HSCT,
a w ciagu ostatnich 15 lat nastapil prawie 3-krotny
wzrost ich liczby [6]. Co wazne, istotny wzrost na-
stapit w liczbie przeszczepdéw od dawcdéw w poto-
wie zgodnych z biorcg w zakresie antygenow HLA,
tj. haploidentycznych, a ponad 6-krotny w liczbie
allo-HSCT od dawcéw niespokrewnionych, tj. 8587
w2013 r.wpordéwnaniuz 1417 w1998r.[6]. Naryc. 1.
przedstawiono wskazniki dokumentujace wyzej
opisane tendencje wzrostowe w liczbie allo-HSCT
w Europie.
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hopes are also being placed on the transplantation
as a method of achieving regeneration of damaged
tissues and organs [3].

Over the past two decades, there has been
a rapid progress in hematopoietic stem cell trans-
plantation (HSCT) techniques both in Europe and
worldwide. The introduction of reduced intensity
conditioning has opened up possibilities for per-
forming HSCT in elderly patients and cancer pa-
tients with comorbidities [4]. The increase in the
number of unrelated donors, partial crossing of the
HLA barrier and the possibility of using hemato-
poietic stem cells from umbilical cord blood banks
has increased the availability of HSCT to patients
who do not have a compatible related donor [5].
According to data gathered by the European Group
for Blood and Marrow Transplantation, a total of
14 950 allo-HSCT procedures were carried out in
Europe in 2013, and their number has risen nearly
threefold over the past 15 years [6]. Importantly,
there has been a significant increase in the number
of transplantations from donors half-matched to
the recipients in terms of HLA antigens, i.e. hap-
loidentical, and an over six-fold increase in the
number of allo-HSCT from unrelated donors, i.e.
8,587 in 2013 compared to just 1,417 in 1998 [6].
Figure 1 illustrates the above-mentioned growth
trends in the number of allo-HSCT procedures in
Europe.
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Rycina 1. Wskazniki czestosci wykonywania allo-HSCT w Europie na przestrzeni 15 lat wg Europejskiej Grupy

ds. Przeszczepiania Komérek Krwi i Szpiku (EBMT) [6]

Figure 1. Allo-HSCT rates in Europe showing 15-year trends according to the European Group for Blood and

Marrow Transplantation (EBMT) [6]
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W obliczu rosngcej z roku na rok liczby prze-
szczepow alogenicznych, jak réwniez liczby dawcow
niespokrewnionych, podjeto sie oceny konsekwencji
mogacych wynika¢ z analizy polimorfizmu genetycz-
nego w najczesciej badanych materiatach w praktyce
genetyczno-sadowej, tj. we krwi, komorkach nabton-
ka z jamy ustnej i komorkach korzenia wlosa, pocho-
dzacych od oséb po allo-HSCT. Uzyskane wyniki
mialy da¢ odpowiedz na pytania: czy zatajenie faktu
przebycia alotransplantacji niesie zagrozenie skutku-
jace zafalszowaniem tozsamosci osoby w badaniach
z zakresu identyfikacji czy tez analizy pokrewienstwa
i co si¢ z tym wigze — wydaniem blednej ekspertyzy
genetyczno-sadowej. W przypadku uzyskania pozy-
tywnej odpowiedzi istotne bylo tez ustalenie, jaka
jest skala tego zagrozenia w zaleznosci od rodzaju
badanego materiatu, jak réwniez zaproponowanie
dziatan eliminujgcych to zagrozenie.

Materiat i metody

Material badawczy pobrano od 30 pacjentow
Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwer-
sytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Po-
znaniu po alogenicznym przeszczepieniu komorek
macierzystych hematopoezy (allo-HSCT). Najczest-
szym wskazaniem do transplantacji byla ostra bia-
taczka szpikowa (53,3%), a w nastepnej kolejnosci:
przewlekta biataczka szpikowa (23,3%), ostra bia-
taczka limfoblastyczna (10%), anemia aplastyczna
i chloniak Hodgkina (po 6,7%). Biorcy otrzymali
krwiotworcze komorki macierzyste pobrane z krwi
obwodowej (76,7%), bezposrednio ze szpiku kost-
nego (16,7%) badz z obu tych zrodet (6,7%). Pacjen-
ci przed przeszczepieniem byli poddawani leczeniu
kondycjonujagcemu z przygotowaniem niemielo-
ablacyjnym (53,3%) lub mieloablacyjnym (46,7%).
Wiekszos¢ biorcow (76,7%) otrzymata krwiotwor-
cze komorki macierzyste od dawcéw rodzinnych,
a pozostali (23,3%) od dawcédw niespokrewnio-
nych. W 10 parach dawca i biorca byli tej samej
plci, w tym w 6 przypadkach dawcami byly kobie-
ty. W 20 parach wystepowala réznica plci migdzy
dawcg a biorcg, w tym w 14 przypadkach dawcami
byli mezczyzni. Charakterystyke pacjentéw po allo-
-HSCT zawarto w tabeli L.

Przedmiotem badania byly trzy rézne materialy
pochodzace od kazdego z biorcéw, po upltywie min.
miesiaca i przed uplywem 8 lat po allo-HSCT, tj.:

In view of year-by-year increases in the num-
ber of allogeneic transplantations and unrelated
donors, an attempt was undertaken to assess con-
sequences potentially arising from the analysis of
genetic polymorphism in materials which are most
commonly examined in forensic genetic practice,
i.e. in the blood, epithelial cells from the oral ca-
vity and hair root cells, sampled from post-allo-
HSCT patients. The study was aimed to determine
whether the concealment of the fact of undergoing
allotransplantation carries a risk of falsification of
identity in personal identification or kinship ana-
lysis and, hence result in the issue of erroneous fo-
rensic genetic opinions. If the above risk proved to
be well-founded, further aims of the study were to
assess its scale depending on the type of material
under investigation, and to propose measures to
eliminate the risk.

Material and methods

The study material was harvested from 30 peo-
ple who have undergone allogeneic hematopoiet-
ic stem cell transplantation (allo-HSCT), patients
treated at the Department of Hematology and
Bone Marrow Transplantation, Poznan University
of Medical Sciences. The most common indication
for the transplantation was acute myeloid leuke-
mia (53.3%) followed by chronic myeloid leuke-
mia (23.3%), acute lymphoblastic leukemia (10%),
aplastic anemia and Hodgkins lymphoma (each
6.7%). The recipients received hematopoietic stem
cells harvested from peripheral blood (76.7%), di-
rectly from the bone marrow (16.7%) or from both
sources (6.7%). Prior to the transplantation the
patients underwent non-myeloablative condition-
ing therapy (53.3%) or myeloablative conditioning
therapy (46.7%). The majority of recipients (76.7%)
received hematopoietic stem cells from related do-
nors, and the remaining group (23.3%) from unre-
lated donors. In ten pairs, the donor and recipient
were of the same sex, including six female donors.
In twenty pairs, the donors and recipients were
of different sex, including fourteen male donors.
The characteristics of post-allo-HSCT patients are
shown in Table I.

The study was performed with three different
materials harvested from each of the recipients at
least one month and not later than 8 years after
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Tabela I. Charakterystyka pacjentéw i wynikéw badan chimeryzmu we krwi, wymazach policzkowych i wto-
sach pobranych po allo-HSCT na podstawie uktadu STR autosomalnego (Y-chromosomowego) DNA

Table I. Characteristics of patients and results of chimerism studies in blood, buccal swabs and hair follicles
taken after allo-HSCT based on STR markers of autosomal (Y-chromosomal) DNA

Nr Allo-HSCT % donorowego DNA
No. autosomalny (Y-chromosomowy) DNA
% donor DNA
autosomal (Y-chromosomal) DNA
dawca - biorca dni po leczenie krew wymaz cebulki
donor - recipient zabiegu pretreatment blood policzkowy wloséw
days after buccal swab | hair follicles
1 F-M S 508 MA 100 18 0
2 M-M S 574 NMA 100 57 0
3 M-F S 329 MA 100(+) 22(+) 0(+)
4 F-F S 679 MA 100 24 0
5 F-F S 450 MA 100 38 0
6 F-F S 345 NMA 100 11 0
7 M-M S 104 NMA 100 29 0
8 M-M UR 126 MA 100(+) 0(12) 0(-)
9 F-M UR 209 MA 100 0 0
10 M-F S 516 MA 100(+) 67(+) 0(+)
11 F-M UR 1145 NMA 100 32 0
12 M-F S 103 NMA 100(+) 0(+) 0(+)
13 F-F UR 809 NMA 100 45 0
14 F-F S 816 NMA 75 18 0
15 F-M S 71 MA 100 0 0
16 F-F S 496 NMA 100 52 0
17 F-M UR 82 MA 63 0 0
18 M-F S 603 MA 100(+) 54(+) 0(+)
19 M-M UR 32 MA 100(+) 15(15) 0(-)
20 M-F S 607 NMA 100(+) 53(+) 0(+)
21 M-F S 246 NMA 100(+) 65(+) 0(+)
22 M-F S 781 NMA 100(+) 33(+) 0-)
23 M-F S 2381 NMA 93(+) 0(+) 0(+)
24 M-F S 822 MA 100(+) 58(+) 0(+)
25 M-F S 2009 NMA 78(+) 45(+) 0(+)
26 M-F S 2764 NMA 100(+) 28(+) 0-)
27 M-F S 2233 NMA 100(+) 61(+) 0(+)
28 M-F UR 2421 MA 96(+) 0(+) 0(+)
29 M-F S 2738 MA 100(+) 20(+) 0-)
30 F-M S 2726 NMA 100 0 0

M —mezczyzna; F — kobieta; S — rodzeristwo; UR — niespokrewniony; (+) wykryto; (<) nie wykryto; MA — mieloablacyjne;
NMA — niemieloablacyjne
M —male; F — female; S — sibling; UR — unrelated; (+) detected; (-) undetected; MA — myeloablative; NMA — nonmyeloablative
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krew obwodowa, wymaz komoérek nablonka z jamy
ustnej oraz wlosy z cebulkami. Na pobranie wyzej
wymienionych materialéw i przeprowadzenie opi-
sanych badan uzyskano zgode Komisji Bioetyki przy
Uniwersytecie Medycznym w Lodzi oraz Komisji
Bioetyki przy Uniwersytecie Medycznym w Pozna-
niu. Jako material referencyjny wykorzystano izo-
laty DNA z krwi obwodowej, pobranej od biorcéw
przed przeszczepem oraz od ich dawcéw. Kazdora-
zowo uzyskano o$wiadczenie zawierajace $wiadoma
zgode osoby bioracej udzial w badaniu.

Izolacje genomowego DNA z materialéw pobra-
nych od oséb po aloprzeszczepieniu wykonywano
z zastosowaniem metody kolumienkowej, z wyko-
rzystaniem membran jonowymiennych z zestawu
Sherlock AX (A&A Biotechnology). DNA izolowa-
no kolejno z pobranej na EDTA krwi obwodowej
w iloéci 50 pl, pobranego na jalowa wymazéwke
wymazu z jamy ustnej oraz z 4-12 sztuk ok. jedno-
centymetrowych fragmentéw wloséw zawierajacych
korzen wlosa i czes¢ trzonu wlosa. Wyizolowane
DNA zawieszano nast¢pnie w jatowej wodzie w ob-
jetosci odpowiednio: krew i wymaz - 30 ul, wlosy
-10-20 pl.

Ilosciowa reakcje PCR w czasie rzeczywistym
prowadzono przy uzyciu termocyklera 7500 Real-
Time PCR oraz oprogramowania HID Real-Time
PCR Analysis v.1.1 (Applied Biosystems) z zasto-
sowaniem zestawu PowerQuant System (Prome-
ga) wg zalecen producenta [7]. Reakcje multipleks
PCR w zakresie 15 markeréw autosomalnego DNA
i locus plci (AMG) w materiatach pobranych od
wszystkich biorcow przed i po allo-HSCT przepro-
wadzano z uzyciem zestawu AmpF¢STRTdentifiler
PCR Amplification Kit (Applied Biosystems) wg
zalecen producenta [8]. Nastepnie przeprowadzono
amplifikacje w zakresie 17 markeréw chromosomu
Y, specyficznych dla plci meskiej, z uzyciem systemu
AmpFeSTR Yfiler PCR Amplification Kit (Applied
Biosystems) [8] w materialach referencyjnych oraz
w materialach po przeszczepieniu w sytuacji, kiedy
dawcg byl mezczyzna, a biorcg kobieta lub kiedy
pare dawca-biorca stanowili niespokrewnieni ze
soba mezczyzni. Produkty PCR rozdzielano na au-
tomatycznym sekwenatorze w odniesieniu do stan-
dardu wielkos$ci LIZ 500 (Applied Biosystems).

Do obliczenia procentowego udzialu DNA daw-
cy, tzw. chimeryzmu dawcy, w badanych materiatach
pochodzacych od biorcéw po alogenicznym prze-

allo-HSCT, i.e. peripheral blood, epithelial cells
obtained from buccal swabs and hair with follicles.
The sampling of the materials enumerated above
and the conduct of the studies were approved by
the Bioethics Committee at the Medical University
of L6dz and the Bioethics Committee at the Poznan
University of Medical Sciences. The reference ma-
terial used in the study comprised DNA isolates
from peripheral blood collected from the recipi-
ents before the transplantation and from their do-
nors. Each of the participants of the study provided
a statement containing their informed consent to
participation.

The isolation of genomic DNA from materials
sampled from allotransplantation patients was per-
formed by the column method using ion-exchange
membranes from the Sherlock AX kit (A&A Bio-
technology). DNA was isolated consecutively from
peripheral blood (50 ul) collected on EDTA, oral
cavity samples taken using sterile swabs, and 4-12
hair fragments, one centimeter in length, containing
the hair root and a part of the hair shaft. Isolated
DNA was then suspended in sterile water in the fol-
lowing volumes: blood and oral swabs — 30 pl, hair
~10-20 pl.

The quantitative real-time PCR reaction was
conducted using a 7500 Real-Time PCR thermal
cycler and HID Real-Time PCR Analysis v.1.1 soft-
ware (Applied Biosystems) based on the Power-
Quant System kit (Promega) in accordance with the
manufacturer’s recommendations [7]. The multiplex
PCR reaction for 15 markers of autosomal DNA and
sex locus (AMG) in materials collected from all re-
cipients before and after allo-HSCT was carried out
with AmpF¢STRIdentifiler PCR Amplification Kit
(Applied Biosystems), following the manufacturer’s
recommendations [8]. Next, the amplification was
performed for 17 markers of the male-specific Y
chromosome, using AmpFeSTR Yfiler PCR Amplifi-
cation Kit (Applied Biosystems) [8] in the reference
materials and in post-transplantation material when
the donor was a man and the recipient - a woman,
or when the donor-recipient pair consisted of unre-
lated men. The PCR products were separated in an
automatic sequencer in reference to the 500 LIZ Size
Standard (Applied Biosystems).

The percentage of donor DNA, i.e. the so-called
donor chimerism, in the study materials derived
from recipients after allogeneic hematopoietic stem
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szczepieniu krwiotworczych komorek macierzystych
wykorzystano wzory opracowane przez Nollet i wsp.
[9]. Analiza pola powierzchni pikéw pod allelami,
bedacego wykladnikiem sily sygnatu fluorescencji
i odzwierciedlajacego ilo$¢ produktu PCR, pozwoli-
ta na ustalenie zawartosci DNA oraz ilosci komoérek
dawcy w materiatach biorcy po przeszczepie. Wy-
taczny profil biorcy i wyltaczny profil dawcy w bada-
nym materiale odpowiadal warto$ciom chimeryzmu
wynoszacym odpowiednio 0% i 100%.

Wyniki

Wyniki analizy chimeryzmu donorowego z ob-
liczeniem procentowej zawartos$ci komoérek dawcy
w materialach pochodzacych od biorcy aloprzesz-
czepu, tj. we krwi, wymazie z jamy ustnej i w ko-
morkach wloséw, zestawiono w tabeli I.

W reakgji real-time PCR we krwi potransplanta-
cyjnej pochodzacej od biorcéw mezczyzn, dla kto-
rych dawca byta kobieta, za wyjatkiem pacjenta nr
17, nie ujawniono w ogoéle lub ujawniono sladowa
ilos¢ Y-DNA w przedziale 18-46 pg/ul w tle 2,06—
315,38 ng/pl autosomalnego DNA. Odpowiadato to
zaledwie kilku komoérkom biorcy przypadajacym na
jeden mikrolitr jego krwi, obecnym w tle kilkuset —
kilkudziesieciu tysiecy komorek dawcy i $wiadczyto
o prawie kompletnym zastgpieniu patologicznego
krwiotworzenia pacjenta prawidlowym krwiotwo-
rzeniem zdrowego dawcy. Analiza ilo$ciowa roz-
ktadu cech w zakresie oznaczanych uktadéw STR
autosomalnego DNA potwierdzita wcze$niejsze wy-
niki, wykazujac na 100% chimeryzm dawcy we krwi
obwodowej wiekszosci biorcow, tj. u 25 sposréd 30
(83,3% badanych). Jedynie w przypadku pieciu bior-
cow (16,7%) we krwi ujawniono mieszanine DNA
z przewazajaca zawartoscig frakcji dawcy w prze-
dziale 63-96%. Pelng konwersje profilu DNA krwi
biorcy w profil DNA dawcy we krwi po allo-HSCT
obrazuje rycina 2.

Autosomalny DNA pochodzacy z wymazow
komoérek nablonka z jamy ustnej, pobranych od
pacjentéw po allo-HSCT, w przewazajacej ich licz-
bie dal obraz mieszanego profilu $wiadczacego
o wspolistnieniu dwoch frakeji komoérkowych -
dawcy i biorcy. W wymazach pochodzacych od 22
pacjentéw (73,3% wszystkich badanych) ujawniono
11-67% DNA dawcy. W wymazach 8 pozostatych

Arch Med Sad Kryminol 2015; vol. 65: 225-247

cell transplantation was calculated using formulas
developed by Nollet et al. [9]. An analysis of the
peak area under alleles, which indicates the fluo-
rescence signal strength and reflects the amount of
the PCR product, made it possible to determine the
content of donor DNA and cell count in the recip-
ient’s materials after the transplantation. The exclu-
sive recipient profile and exclusive donor profile in
the study material corresponded to the chimerism
values of 0% and 100%, respectively.

Results

The results of donor chimerism analysis along
with calculations of donor cell percentages in ma-
terials collected from allotransplant recipients, i.e.
in the blood, oral swabs and hair cells, are listed in
Table I.

Based on the real-time PCR reaction, post-trans-
plantation blood sampled from male recipients
whose donors were female (with the exception of
patient no. 17), failed to reveal or only revealed
a trace amount of Y-DNA in the range of 18-46 pg/
ul against 2.06-315.38 ng/pl of autosomal DNA.
This value is equivalent to just a few of the recipient’s
cells being present in one microliter of the recipient’s
blood - in contrast to several hundred up to a few
dozen thousands of the donor’s cells. The ratio thus
shows that the patient’s pathological hematopoiesis
was nearly completely replaced by normal hemato-
poiesis of the healthy donor. A quantitative analysis
of the distribution of traits within the range of as-
sayed STR systems of autosomal DNA corroborated
previous results, revealing complete donor chime-
rism (100%) in the peripheral blood of the majority
of recipients, i.e. in 25 out of 30 (83.3% of the study
subjects). Only in the case of five recipients (16.7%),
blood analysis demonstrated a DNA mixture with
a prevailing content of the donor fraction in the
range of 63-96%. A full conversion of the recipient’s
blood DNA profile into the donor’s blood DNA pro-
file after allo-HSCT is shown in Figure 2.

Autosomal DNA isolated from buccal swab ep-
ithelial cells derived from patients after allo-HSCT
revealed mixed profiles in a predominant number
of cases, which points to the coexistence of two cell
fractions: those of the donor and those of the recip-
ient. Swabs harvested from 22 patients (73.3% of

$SOCIETAS,

ICA M
P
Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

RN

» ESMVDITT

231



Renata Jacewicz, Krzysztof Lewandowski, Joanna Rupa-Matysek, Maciej Jedrzejczyk, Jarostaw Berent
Dangers resulting from DNA profiling of biological materials derived from patients after allogeneic hematopoietic stem cell

transplantation (allo-HSCT) with regard to forensic genetic analysis

==

&

=
E=
B
&
%'

gge

B!
B
B
&

1L 5

Ryc. 2. Wyniki analizy autosomalnego DNA we krwi
jednej z kobiet — biorcy allo-HSCT od mezczyzny —
obrazuja 100-procentowy chimeryzm dawcy

Fig. 2. Results of autosomal DNA analysis in the blood
of one of the female — allo-HSCT recipient from
a male donor — revealing 100% donor chimerism

(26,7%) pacjentéw ujawniono wylacznie ich wlas-
ne, autosomalne DNA bez domieszki DNA dawcy
pomimo tego, ze 5 sposrdd tych pacjentéw bylo
poddanych kondycjonowaniu mieloablacyjnemu
przed przeszczepem. Zebrane w tabeli I wyniki nie
wskazuja na istnienie zaleznosci miedzy obecnoscia
donorowego DNA w materiatach badanych biorcow
a rodzajem zastosowanego przygotowania do prz-
eszczepu czy tez okresem, jaki uplynal od przesz-
czepu. Srednia warto$¢ chimeryzmu dawcy w zakre-
sie autosomalnego DNA w wymazach z jamy ustnej
wyniosla 28,2%, co $wiadczy o tym, ze w wymazach
u wiekszosci biorcow dominowata frakeja ich wtas-
nych komorek. Przykladowy wynik ujawniajacy
mieszaning DNA w zakresie markeréw autosomal-
nego DNA w wymazie z jamy ustnej pobranym po
allo-HSCT przedstawiono na rycinie 3.

Analiza markeréw autosomalnego DNA w ma-
teriale genetycznym wyizolowanym z komorek
wloséw wszystkich badanych biorcéw po allo-
-HSCT nie wykazala w zadnym przypadku frakcji
DNA dawcy. W ich wlosach w zakresie systemu
AmpFeSTR Tdentifiler oznaczono wylacznie autolo-
giczne profile DNA, analogicznie jak w przypadku
analizy przedstawionej na rycinie 4.

Niezaleznie od analizy autosomalnej, w sytuacji
kiedy dawca byl mezczyzna, a biorcg kobieta badz
kiedy pare dawca-biorca stanowili niespokrewnieni
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Ryc. 3. Wyniki analizy autosomalnego DNA w wy-
mazie z jamy ustnej jednej z kobiet — biorcy allo-
-HSCT od mezczyzny - obrazujg 53-procentowy
chimeryzm dawcy

Fig. 3. Results of autosomal DNA analysis in the buc-
cal swab of one female — allo-HSCT recipient from
a male donor — revealing 53% donor chimerism

all study subjects) revealed between 11% and 67%
of donor DNA. Swabs from eight remaining pa-
tients (26.7%) revealed only their own autosomal
DNA, without any donor DNA, even though five
of them had undergone myeloablative condition-
ing therapy before the transplantation. The results
presented in Table 1 fail to display any correlation
between the presence of donor DNA in the material
collected from the studied recipients and the type
of pre-transplantation preparation used or the peri-
od that passed from the transplantation. The mean
percentage of donor chimerism with respect to au-
tosomal DNA present in buccal swabs was 28.2%,
which shows that swabs collected from the majority
of recipients were dominated by their own cell frac-
tions. A sample result revealing a DNA mixture in
autosomal DNA markers for a buccal swab collected
after allo-HSCT is shown in Figure 3.

An analysis of autosomal DNA markers in genet-
ic material isolated from hair cells of all allo-HSCT
recipients included in the study failed to detect do-
nor DNA fractions in any of the cases. Hair tests
conducted in the AmpF¢STR Identifiler range only
yielded autologous DNA profiles, similarly to the
analysis shown in Figure 4.

Independently of autosomal analysis, in cases
with male donors and female recipients or do-
nor-recipient pairs involving two unrelated men,
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Ryc. 4. Wyniki analizy autosomalnego DNA w ko-
morkach wtoséw jednej z kobiet — biorcy allo-HSCT
od mezczyzny — nie ujawnit donorowego DNA

Fig. 4. Results of autosomal DNA analysis in the hair
cells of one female — allo-HSCT recipient from a male
donor — does not reveal donor DNA

ze sobg mezczyzni, DNA pochodzace z materialow
przed- i potransplantacyjnych poddano amplifikacji
z uzyciem systemu AmpF¢STR’ Yfiler. Bardzo inte-
resujacymi materialami z punktu widzenia analizy
polimorfizmu w obrebie markeréw chromosomu Y
byly materialy pobrane od dwu biorcéw mezczyzn,
dla ktérych dawcami byli niespokrewnieni z nimi
mezczyzni. Niespokrewnieni mezczyzni z reguly cha-
rakteryzujg sie¢ zréznicowaniem w obrebie haplotypu
Y, ktory jest charakterystyczny dla okres§lonej meskiej
linii rodowej. Zréznicowanie to obserwowano réw-
niez przy analizie referencyjnych haplotypow Y daw-
cy i biorcy. W materialach pobranych po przeszczepie
wykazano natomiast zréznicowanie Y-DNA w zalez-
nosci od tego, czy analizowano DNA pochodzace
z krwi, wymazu czy tez z wloséw biorcy. We krwi obu
badanych biorcéw ujawniono haplotyp Y ich niespo-
krewnionych dawcéw, a we wlosach wylacznie ich
wlasny haplotyp Y. W wymazach pobranych z jamy
ustnej oznaczono mieszaning meskiego materialu
genetycznego, przy czym w wymazie jednego biorcy
ujawniono 12%, a w wymazie drugiego 15% DNA
dawcy. Wyniki badan uzyskane dla jednego z bada-
nych biorcéw zaprezentowano na rycinach 5-7.
Druga grupa biorcéw z przeciwstawnymi plcio-
wo dawcami to kobiety, ktérym przeszczepiono
krwiotwoércze komorki macierzyste od meskiego
dawcy. We wszystkich potransplantacyjnych pro-
bach krwi, wymazach z jamy ustnej, jak réwniez we
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Ryc. 5. Wyniki analizy Y-DNA we krwi mezczyzny po
allo-HSCT od niespokrewnionego z nim mezczyzny
obrazuja haplotyp Y dawcy

Fig. 5. Results of Y-DNA analysis in the blood of a re-
cipient — male after allo-HSCT from an unrelated
male — revealing donor Y-haplotype

DNA isolated from pre- and post-transplantation
materials was amplified using an AmpF¢STR
Yfiler. From the viewpoint of analyzing polymor-
phism within markers of the Y chromosome, very
interesting findings were obtained in material
collected from two male recipients whose donors
were unrelated men. Unrelated men as a rule dis-
play variation within the Y haplotype which is
characteristic for a specific ancestral male lineage.
The variation was also observed in analyses of ref-
erence Y haplotypes of the donor and recipient.
Materials harvested after the transplantation, in
contrast, demonstrated Y-DNA variation depend-
ing on whether the DNA under analysis was de-
rived from the recipient’s blood, buccal swab or
hair. The blood of both recipients under study re-
vealed the Y haplotype of their unrelated donors,
while their hair only contained their own Y hap-
lotype. Buccal swabs, on the other hand, yielded
a mixture of male genetic material. The swab tak-
en from one recipient revealed 12% and the other
15% of donor DNA. The results obtained for one
of the studied recipients are shown in Figures 5,
6 and 7.

The other group of recipients with donors of
the opposite sex are women who were transplant-
ed hematopoietic stem cells from male donors. All
post-transplantation blood samples and buccal
swabs, as well hair samples collected from 11 out of
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Ryc. 6. Wyniki analizy Y-DNA w wymazie z jamy ust-
nej mezczyzny po allo-HSCT od niespokrewnionego
z nim mezczyzny obrazujg domieszke 15% Y-DNA
dawcy

Fig. 6. Results of Y-DNA analysis in the buccal swab
of recipient — male after allo-HSCT from an unrelated
male — revealing an admixture of 15% Y-donor DNA

wlosach 11 z 14 badanych biorcéw - kobiet (78,6%)
ujawniono haplotyp Y-STR (tab. I).

Haplotyp Y meskiego dawcy oznaczony w ko-
morkach wloséw jednej z kobiet biorcy allo-HSCT,
analogiczny do haplotypu Y oznaczonego wcze$niej
w jej krwi i wymazie po przeszczepie, obrazuje ryci-
na 8. Uzyskane wyniki badan w zakresie markerow
STR-Y mylnie sugeruja, ze nie tylko krew czy wy-
maz, lecz takze wlosy po allo-HSCT pochodza od
mezczyzny, a nie, jak jest w istocie, od kobiety.

Stanowi to potwierdzenie wynikéw analizy me-
toda real-time PCR, ktora tez wykazala obecnos¢
sekwencji chromosomu Y we wszystkich mate-
rialach biorcow - kobiet po allo-HSCT, tj. nie tyl-
ko we krwi i wymazach, lecz takze w ich wlosach.
Co istotne, analiza materialéw referencyjnych nie
ujawnila markeréw chromosomu Y u zadnej z pa-
cjentek przed przeszczepem. Wyniki selektywnej
amplifikacji Y-DNA we krwi, wymazie oraz wtosach
jednej z biorcéw kobiet po allo-HSCT od dawcy
mezczyzny, jak rowniez w materialach biorcy i daw-
cy pobranych przed allo-HSCT obrazuje rycina 9.
Brak produktéw PCR w materialach pobranych
przed przeszczepem $wiadczy o tym, ze ujawnienie
Y-DNA dawcy we krwi, wymazach z jamy ustnej
i wlosach pacjentek bylo wylacznie nastgpstwem
przebytego przez nie przeszczepu komoérek macie-
rzystych hematopoezy.
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Ryc. 7. Wyniki analizy badari Y-DNA w komérkach
witoséw mezczyzny po allo-HSCT od niespokrewnio-
nego z nim mezczyzny obrazujg haplotyp Y biorcy
Fig. 7. Results of Y-DNA analysis in the hair cells of
a recipient — male after allo-HSCT from an unrelated
male — revealing recipient Y-haplotype
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14 studied female recipients (78.6%) demonstrated
the presence of the Y-STR haplotype (Table I).

The Y haplotype of a male donor detected in the
hair cells of one of the female allo-HSCT recipients,
analogous to the Y haplotype previously determined
in the woman’s blood and buccal swab after the trans-
plantation, is presented in Figure 8. The study results
for Y-STR markers suggest erroneously that not only
the blood and the swab but also the hair after allo-
HSCT comes from a man, which is not the case.

The finding thus corroborates the results obtained
by real-time PCR which also demonstrated the pres-
ence of Y chromosome sequences in all materials
derived from female donors after allo-HSCT, i.e. not
only in the blood and buccal swabs but also in their
hair. Importantly, an analysis of reference materials
failed to detect markers of the Y chromosome in any
of the patients before the transplantation. The results
of selective Y-DNA amplification in the blood, buc-
cal swab and hair of one of the female recipients after
allo-HSCT from a male donor and in the material
collected from the recipient and donor prior to al-
lo-HSCT are shown in Figure 9. The absence of PCR
products in materials harvested before the transplan-
tation shows that the detection of donor Y-DNA in
the blood, buccal swabs and hair of female patients
was exclusively a consequence of the fact that they
underwent hematopoietic stem cell transplantations.
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Ryc. 8. Wyniki analizy badarn Y-DNA we wiosach
jednej z kobiet — biorcy allo-HSCT — obrazuja haplo-
typ Y meskiego dawcy, analogiczne do haplotypu Y
dawcy ujawnionego w jej krwi i wymazie z jamy ust-
nej (dane nieprezentowane)

Fig. 8. Results of Y-DNA analysis in the hair of one
female — recipient after allo-HSCT — reveal Y-haplo-
type of male donor, analogous to that revealed in her
blood and buccal swab (data not shown)

Dyskusja

Centralny dogmat genetyki sadowej moéwi, ze
wszystkie komorki wchodzace w sklad jednego or-
ganizmu majg identyczny, unikalny profil DNA,
ktéry nie zmienia si¢ w czasie Zycia osobniczego
[10]. Dlatego tez mozliwe jest poréwnywanie profilu
DNA ujawnionego np. we wlosie zabezpieczonym
na odziezy lub miejscu zdarzenia z profilem DNA
oznaczonym w materiale poréwnawczym (slina lub
krew) [11]. W szczegdlnych przypadkach dogmat
ten moze zosta¢ obalony. Istniejg doniesienia §wiad-
czace o tym, ze poszczegolne tkanki moga si¢ rdz-
ni¢ miedzy soba genetycznie i by¢ Zrédtem dwu lub
wiecej roznych profili DNA lub generowa¢ miesza-
ny profil DNA. Zdarza si¢ tak w wyniku podzialow
zmutowanych komorek dajacych poczatek zrézni-
cowanym genetycznie tkankom [12, 13]. Réwniez
podwdjne zaplodnienie komorki jajowej, transfer
miedzy dwiema zygotami, ich polaczenie badz czeg-
$ciowa wymiana komoérek macierzystych hemato-
poezy w fazie zycia plodowego skutkuja obecno-
$cig réznych linii komoérkowych w obrebie jednego
organizmu [14]. Moze to skutkowaé oznaczeniem
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Ryc. 9. Wykres ujawniajacy selektywna amplifika-
cje Y-DNA we krwi (B), w wymazie z jamy ustnej
(C) oraz we wtosach (H) jednej z kobiet biorcy allo-
-HSCT od dawcy ptci meskiej (D), jak réwniez brak
Y-DNA w materiale pobranym przed przeszczepem
od tej kobiety (R)
Fig. 9. Plot revealing selective Y-DNA amplification
in blood (B), in buccal swab (C) and in the hair (H) of
one female — recipient allo-HSCT from a male donor
(D) as well as the absence of Y-DNA in the pretrans-
plant female-recipient material (R)

Discussion

The central dogma of genetics states that all cells
within a single organism have the same unique DNA
profile which does not change over the individual
organismss lifetime [10]. Consequently, it is possible
to compare the DNA profile identified, for example,
in hair found on the clothing or at the crime scene
with the DNA profile determined in the reference
material (saliva or blood) [11]. In very specific cas-
es, however, the dogma can be abolished. There are
reports suggesting that tissues can differ genetically
from one another and be a source of two or even
more different DNA profiles, or generate a mixed
DNA profile. The phenomenon happens as a result
of divisions of mutated cells giving rise to genetical-
ly diverse tissues [12, 13]. The presence of different
cell lines within one organism can also happen due
to double fertilization of an egg cell, transfer be-
tween two zygotes, their fusion or partial exchange
of hematopoietic stem cells during the fetal phase
[14]. The above can result in the determination of
microchimerism in different tissues of the mother
because of the presence of her child’s cells or free
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mikrochimeryzmu w réznych tkankach matki zwia-
zanego z obecnoscig komdrek dziecka czy tez wol-
nego, pozakomoérkowego DNA plodu, szczegdlnie
gdy jest on plci meskiej [15].

Z chimeryzmem genetycznym mamy réwniez do
czynienia w sytuacji, gdy osoba, od ktérej slad pocho-
dzilub ktérej tkanki badamy, przebyta allo-HSCT [16].
Wozrastajaca z roku na rok liczba alogenicznych prze-
szczepien krwiotwdrczych komorek macierzystych na
$wiecie [17], w Europie [6], w tym réwniez w Polsce
[18], w coraz wigkszym odsetku bazujacych na prze-
szczepach od dawcow niespokrewnionych, wigze sie
z rosngcym ryzykiem przeprowadzenia badan gene-
tyczno-sagdowych z wykorzystaniem materialéw po-
chodzacych od tych oséb. Wobec powyzszego pod-
jeto si¢ przeprowadzenia analizy polimorfizmu DNA
u 0s6b po alotransplantacji krwiotwérczych komorek
macierzystych i oceny zagrozenia, jakie niesie ze soba
taka analiza w badaniach z zakresu genetyki sagdowe;.
Od biorcow, ktorzy przebyli allo-HSCT w nastep-
stwie chorob rozrostowych ukladu krwiotwdrczego
i limfoidalnego, pobrano do analizy krew, wymaz
i wlos, stanowigce trzy najczesciej badane materiaty
w praktyce genetyczno-sadowej [19].

W wyniku przeprowadzonej oceny chimeryzmu
donorowego w zakresie markeréw autosomalnego
DNA we krwi wigkszosci biorcéw ujawniono wy-
facznie profil dawcy. Pozostaje to w zgodzie z bada-
niami innych autoréw. Thiede i wsp. [20] oznaczyli
we krwi badanych pacjentéw, ktérzy przebyli allo-
-HSCT, chimeryzm dawcy w przedziale 96-100%.
Podobnie Dauber i wsp. [21], Rovo i wsp. [22], Hong
i wsp. [23], Zhou i wsp. [24] oraz Berger i wsp. [25]
ujawnili we krwi pacjentéw po alotransplantacji
w wigkszosci przypadkéw zamiang profilu gene-
tycznego biorcy na profil dawcy. W przeprowadzo-
nych przez autoréw badaniach wykrycie sekwencji
chromosomu Y blednie wskazywalo na obecnos¢
meskiego DNA dawcy na podstawie badania krwi
zenskiego biorcy. Nieoznaczenie sekwencji Y-DNA
we krwi mezczyzny biorcy blednie wskazywalo za$
na ple¢ zenska. Co wigcej, uzyskane wyniki wska-
zuja na mozliwoé¢ zafalszowania tozsamosci osoby
oraz wydania blednej ekspertyzy genetyczno-sado-
wej nie tylko w przypadku badania krwi kobiety, dla
ktorej dawca byt mezczyzna, badz krwi mezczyzny,
dla ktérego dawcg byla kobieta, ale tez w przypadku
badania krwi mezczyzny, ktéry uzyskal przeszczep
od innego niespokrewnionego z nim mezczyzny.

extracellular DNA of the fetus, particularly when it
is male [15].

Genetic chimerism also occurs when the per-
son who has left a biological trace or whose tissues
are investigated has a history of allo-HSCT [16].
The number of allogeneic hematopoietic stem cell
transplantations has been rising worldwide [17] and
in Europe [6], Poland included [18], year by year.
This observation, coupled with the fact that the pro-
cedures in a growing proportion of cases involve
unrelated donors, is associated with an increasing
risk of forensic genetic tests being performed with
material derived from such individuals. In view of
the above, an attempt was made to analyze DNA
polymorphism in persons who had undergone an
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation,
and to assess the risk involved in such an analysis
performed for forensic genetic purposes. Blood, oral
swabs and hair samples, i.e. three most commonly
examined materials in forensic genetic practice,
were collected for analysis from recipients who have
has allo-HSCT due to proliferative diseases of the
blood and lymphatic systems [19].

An analysis of donor chimerism focused on
autosomal DNA markers revealed exclusively the
donor’s profile in the blood of the majority of re-
cipients. The findings are consistent with studies
undertaken by other authors. Thiede et al. [20]
found the level of donor chimerism in the blood of
patients post allo-HSCT to be in the range of 96—
100%. Similarly, Dauber et al. [21], Rovo et al. [22],
Hong et al. [23], Zhou et al. [24] and Berger et al.
[25] demonstrated a substitution of the recipient’s
genetic profile with the donor’s profile in the blood
of the majority of patients who had undergone al-
lotransplantation. In our study, the detection of
Y chromosome sequences mistakenly pointed to
the presence of male donor DNA based on the ex-
amination of blood of a female recipient. Also, fail-
ure to detect the Y-DNA sequences in the blood of
the male recipient erroneously pointed to the fe-
male sex. What is more, the results of the study give
rise to the possibility of falsification of a person’s
identity and the issue of erroneous forensic genetic
opinion not only in cases involving the examina-
tion of the blood of female recipients who have had
male donors or vice versa, but also in blood tests
performed for men who have undergone a trans-
plantation from unrelated men.
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Krew nalezy do najczgsciej badanych materia-
téw w analizach kryminalistycznych. Obowiazujace
w Polsce przepisy prawne zawarte w art. 74 § 21i 3,
art. 192a § 1 oraz art. 308 § 1 Kodeksu postepowa-
nia karnego [26], jak rowniez w art. 15 ust. 1 ustawy
o Policji [27] stanowig o tym, Ze organy procesowe
moga zleca¢ pobranie krwi, wloséw, wymazu ze §lu-
z6wki policzkéw lub innych wydzielin organizmu od
oskarzonych oraz podejrzanych niezaleznie od ich
zgody. Uzyskany profil genetyczny zostaje wprowa-
dzony do policyjnej bazy danych DNA i poréwny-
wany ze zgromadzonymi w tej bazie profilami [28].
Zgodnie z art. 21a ust. 1 ustawy o Policji do bazy
danych DNA wprowadzane sg rowniez profile DNA
oznaczone w $ladach biologicznych, w tym $ladach
krwi, zabezpieczanych na miejscach przestepstw,
czy tez profile DNA oznaczane we krwi pobranej
od os6b i zwlok ludzkich o nieustalonej tozsamosci,
o0sob usitujacych ukry¢ swa tozsamosé, oséb stwa-
rzajacych zagrozenie oraz oséb zaginionych [27].

Pomimo zagrozenia wynikajacego ze zmiany
profilu genetycznego biorcy allo-HSCT na pro-
fil dawcy nie uwzglednia si¢ mozliwosci przebycia
tego zabiegu przez osobe oddajacg krew jako ma-
terial do analizy kryminalistycznej. Coraz wyzsza
swiadomos¢ konsekwencji mogacych wynikac z sg-
dowej analizy DNA w materiatach po przeszczepie
nie znalazfa dotad odbicia w uregulowaniach praw-
nych, wytycznych czy chocby zaleceniach dotycza-
cych stosowania okreslonych procedur uwzgled-
niajacych mozliwos¢ allo-HSCT [28, 29]. Policyjne
protokoly pobrania materiatu do celéw identyfika-
cyjno-poréwnawczych nie zawieraja o$wiadczenia
osoby oddajacej material, dotyczacego ewentual-
nosci przebycia przez nig wczesniej alogenicznego
przeszczepienia krwiotworczych komoérek macie-
rzystych. W $wietle uzyskanych wynikéw istotne
jest uzupelnienie wyzej wymienionych protokolow
o takie o$wiadczenie. Ponadto przy rejestrowaniu
proby biologicznej oraz wprowadzaniu profilu DNA
osoby oskarzonej czy podejrzanej do systemu in-
formatycznego policyjnej bazy danych DNA uza-
sadnione jest zastosowanie procedury weryfikujacej
mozliwos¢ przebycia allo-HSCT przez t¢ osobe. Bio-
rac pod uwage wyniki uzyskanych badan i aktual-
nie obowigzujace w Polsce przepisy prawne zawarte
wart. 74 § 4 k.p.k., ktore zalecajg, aby ,,gromadzenie,
utrwalanie i analiza materialu dowodowego byly
dokonywane zgodnie z aktualng wiedzg w zakresie

Arch Med Sad Kryminol 2015; vol. 65: 225-247

Blood is one of the most frequently examined
materials in forensic analyses. Under the current
laws in Poland laid down in Article 74 § 2 and 3,
Article 192a §1 and Article 308 § 1 of the Code of
Criminal Procedure [26], as well as in Article 15 sec-
tion 1 of the Act on the Police [27], judicial bodies
have the power to order the collection of blood, hair,
buccal mucosal swab or other body secretions from
suspects and accused persons regardless of whether
they consent to the procedure or not. Their genetic
profile is entered in the police DNA database and
compared with the DNA profiles stored in the da-
tabase [28]. In accordance with Article 21a section
1 of the Act on the Police, the DNA database is also
used for storing DNA profiles determined in biolog-
ical traces (including blood traces) secured on crime
scenes or DNA profiles identified in blood collected
from persons and dead human bodies of unknown
identity, individuals seeking to conceal their iden-
tity, persons posing a risk and missing people [27].

Despite the risk associated with the fact that the
genetic profile of allo-HSCT recipients changes into
that of their donors, persons providing blood sam-
ples for forensic analysis are not assessed for the
possibility of having undergone the procedure. The
growing awareness of consequences which may po-
tentially arise from the forensic analysis of DNA in
post-transplantation materials has not, as yet, been
reflected in legal regulations, guidelines or even rec-
ommendations suggesting the application of specific
procedures that take into account the possibility of
past allo-HSCT [28, 29]. Police protocols for the col-
lection of material for the purpose of identification/
comparison do not include the statement of the per-
son providing the sample concerning their possible
history of allogeneic hematopoietic stem cell trans-
plantation (allo-HSCT). In the light of the study out-
comes, however, such protocols should be provided
with such a statement. Moreover, when registering
a biological sample and entering the DNA profile
of a suspect or accused person in the IT system
of the police DNA database, it is justified to apply
a procedure verifying the possibility that the person
concerned might have undergone allo-HSCT. Tak-
ing into consideration the study results and current
legal regulations in Poland laid down in Article 74
§ 4 of the Code of Criminal Procedure which pre-
scribe that “the collection, fixation and analysis of
evidence must be performed in accordance with
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Niebezpieczeristwa wynikajace z profilowania DNA materiatéw biologicznych pochodzacych od 0séb po alogenicznym
przeszczepieniu krwiotwérczych komérek macierzystych (allo-HSCT) w odniesieniu do analiz z zakresu genetyki sadowej

kryminalistyki i medycyny sadowej” [26], zasadne
jest rowniez podjecie bardziej radykalnego kroku -
odstgpienie od pobierania krwi jako jedynego ma-
terialu do badan identyfikacyjno-poréwnawczych.

Zwazywszy, ze $lady krwi sg najczesciej zabez-
pieczanym materialem dowodowym w najci¢zszych
przestepstwach przeciwko zyciu i zdrowiu ludzkie-
mu oraz ze z roku na rok ro$nie liczba przeszczepoéw
od dawcéw niespokrewnionych, moze si¢ zdarzy¢,
ze osoba, ktéra dopuscila si¢ przestepstwa i prze-
szta allo-HSCT, pozostanie bezkarna. Wynika¢ to
bedzie z faktu, ze profil DNA ujawniony w plamie
krwi pozostawionej przez te osobe na miejscu zda-
rzenia kryminalnego badz figurujacy w bazie da-
nych bedzie niezgodny z profilem DNA tej osoby
po allo-HSCT. Alogeniczny przeszczep krwiotwdr-
czych komorek macierzystych moze zatem da¢ alibi
przestepcy czy tez obcigzy¢ niewinnego dawce prze-
szczepu, jak to mialo miejsce w 2005 r. w Stanach
Zjednoczonych [30]. Niemniej w praktyce krymina-
listycznej w Polsce odnotowano réwniez przypadek,
kiedy chimeryzm we krwi zabdjcy po allo-HSCT
ulatwit jego identyfikacje [31].

Poza aspektem kryminalistycznym krew jest
ciggle jeszcze w niektorych osrodkach wykorzysty-
wana jako materiat badawczy w genetycznej analizie
pokrewienstwa, ktorej znaczny odsetek stanowi ana-
liza spornego ojcostwa. Na podstawie badania DNA
wydawana jest kazdorazowo opinia w przedmioto-
wej sprawie na zlecenie Sadu, Prokuratury, Policji
czy tez 0sob prywatnych. O ile opinia potwierdzajaca
ojcostwo, z uwagi na ekstremalny stopien polimor-
fizmu badanych markeréw DNA, nie niesie ze sobg
ryzyka pomytki, o tyle opinia wykluczajaca ojcostwo
moze by¢ zakwestionowana w przypadku, gdy zo-
stala sformutowana wytacznie na podstawie analizy
proby krwi pochodzacej od domniemanego ojca.
W protokole pobrania materialu do badan pokre-
wienstwa zaréwno domniemany ojciec, jak i matka
dziecka podpisujg zwykle oswiadczenie stwierdza-
jace, ze nie przebyli w przeszlosci przeszczepu szpi-
ku kostnego. Nie wyklucza to jednak mozliwosci,
ze pozwany o ojcostwo zostal poddany zabiegowi
transplantacji krwiotworczych komorek macierzy-
stych pochodzacych od niespokrewnionego z nim
meskiego dawcy i zatail ten fakt w trakcie oddania
krwi do badania. Taka sytuacja hipotetycznie mo-
glaby sie zdarzy¢ w przypadku dwu analizowanych
mezczyzn biorcow. Profil DNA oznaczony w ich

state-of-the-art knowledge of criminalistics and fo-
rensic medicine” [26], a more radical step also seems
well-founded, namely abandoning the collection of
blood as the only material used for identification/
comparison purposes.

Given that blood traces are the most commonly
secured evidence in the most severe crimes against
human life and health, and that the number of trans-
plantations from unrelated donors increases every
year, it is feasible that a person with a history of al-
lo-HSCT who commits a crime may in effect remain
unpunished. The above scenario is possible due to
the fact that the DNA profile determined in blood
traces left by such a person at the crime scene or
stored in the database is inconsistent with the DNA
profile of the person after allo-HSCT. It follows that
allogeneic hematopoietic stem cell transplantations
may ultimately either give a criminal an alibi or in-
criminate an innocent transplantation donor. A case
of this type occurred in the USA in 2005 [30]. Nev-
ertheless, there is also a known case in Polish fo-
rensic practice in which a murderer’s chimerism in
the blood after allo-HSCT facilitated the criminal’s
identification [31].

Aside from the forensic aspect, some centers
continue to use blood as a test material in genetic
kinship analysis, a considerable proportion of which
is paternity testing. An opinion in any given case
is issued upon the request of the court, prosecutor,
police or private individuals on the basis of DNA
tests. Insofar as opinions confirming paternity do
not carry the risk of error due to an extreme degree
of polymorphism in the DNA markers tested, opin-
ions which rule out paternity can be challenged in
cases when they are prepared exclusively on the
basis of blood samples collected from the alleged
father. In the protocol for the collection of materi-
al for kinship testing both the child’s alleged father
and the mother routinely sign a statement that they
have not undergone bone marrow transplantation.
This, however, does not rule out the possibility that
the man whose paternity is being determined may
- during blood sampling for tests — conceal the fact
of having undergone hematopoietic stem cell trans-
plantation from an unrelated male donor. A situ-
ation like this could hypothetically happen in the
case of two male recipients analyzed in the present
study, as the DNA profile identified in their blood
was consistent with the profile of their unrelated
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krwi odpowiadal bowiem profilowi niespokrewnio-
nych z nimi meskich dawcéw. Falszywe wylaczenie
ojcostwa badanego mezczyzny mogloby nastapi¢
réwniez w sytuacji, gdy we krwi biologicznego ojca
po allo-HSCT zamiast jego profilu zostalby ujawnio-
ny profil spokrewnionego z nim dawcy przeszczepu,
np. jego brata [32]. Niestuszne wykluczenie ojcostwa
spowodowaloby dalsze skutki prawne z wszelkimi
ich konsekwencjami dla dziecka i jego matki. Ist-
nieje oczywiscie mozliwos¢, ze Sad przychylitby sie
do wniosku powoddéw o powtérzenie wynikéw ana-
lizy w innym o$rodku. Zwykle jednak taka decyzja
wigzalaby sie z konieczno$cig pokrycia kosztow eks-
pertyzy przez strone¢ kwestionujaca wynik, co mo-
globy by¢ istotng przeszkoda w kontynuacji badan.
W praktyce opiniodawczej nie odnotowano przy-
padku, w ktérym przed wydaniem ostatecznego wy-
roku Sadu w sprawie podwazajacej wyniki genetycz-
nej analizy ojcostwa czy tez pokrewienstwa istotny
element procesowy stanowilaby dokumentacja, kto-
ra wykluczalaby ewentualno$¢ wezedniejszego prze-
bycia przez pozwanego o ojcostwo allo-HSCT. Od-
notowano natomiast przypadek, kiedy analiza byla
utrudniona z uwagi na niemozliwos$¢ uzyskania au-
tologicznego, niechimerycznego profilu domniema-
nego ojca, ktory przebyl w przeszlosci aloprzeszczep
krwiotworczych komoérek macierzystych [33].

W s$wietle uzyskanych wynikéw nalezy stwier-
dzi¢, ze wykluczenie ojcostwa pociaga za soba bez-
wzgledna konieczno$¢ przeprowadzenia badania
kontrolnego opierajacego si¢ na innym materiale
niz krew. Skala zagrozenia, jaka niesie udokumento-
wana w pracy zmiana profilu genetycznego we krwi
biorcy allo-HSCT na profil dawcy, uprawnia ponad-
to do wnioskowania o odstapienie od pobierania
krwi w analizach pokrewienstwa, w tym w docho-
dzeniu spornego ojcostwa.

Slady biologiczne bogate w komérki nabtonka
blony s$luzowej jamy ustnej, ktorych fizjologiczne
zluszczanie jest wspomagane ciaglym przeptywem
Sliny, stanowig z reguly doskonale zrédlo geno-
mowego DNA, dlatego okreslane s3 mianem ,,nie-
widocznego sprzymierzeica wymiaru sprawiedli-
wosci”. Powstaja w wyniku rozpuszczania si¢ $liny
ludzkiej w ptynach lub jej kontaktu z inng osobg czy
tez przedmiotami, takimi jak okrycie glowy, koperta
w miejscu klejenia, szklanka, ustnik papierosa, i sg
czesto zabezpieczane jako material dowodowy [11,
19, 34]. Ze wzgledu na nieinwazyjna i nieskompli-
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male donors. The paternity of the man under study
could also be mistakenly excluded in situations
when the blood of the biological father who has had
allo-HSCT instead of his profile reveals that of his
related transplantation donor, e.g. his brother [32].
False paternity exclusions would trigger further le-
gal effects along with all the important consequences
both for the child and the mother. There is naturally
a possibility that a court might accept the plaintiff’s
motion to have the analysis repeated at another test
centre. As a rule, however, the decision would entail
the necessity to pay the costs of the expert opinion
by the party challenging the previous result, which
could be a significant obstacle preventing further
tests. The expert opinion practice fails to include
any cases in which prior to delivering the final rul-
ing in proceedings instituted to challenge results of
genetic paternity or kinship analysis an important
element would be documentation excluding the
possibility of prior allo-HSCT in the respondent
whose paternity is being established. Nevertheless,
there is one case in which analysis was difficult due
to problems with obtaining an autologous non-chi-
meric profile of the alleged father who had previ-
ously undergone allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation [33].

In the light of the study results it needs to be
noted that the exclusion of paternity dictates the ab-
solute necessity to perform a control test based on
a material other than blood. Furthermore, the scale
of risk associated with the substitution of the genetic
profile in the blood of allo-HSCT recipients for the
profile of their donors, as documented in the study,
warrants the claim to depart from the practice of
blood collection in kinship analyses - including cas-
es of disputed paternity.

Biological traces rich in oral mucosal epithelial
cells which undergo physiological exfoliation sup-
ported by the constant flow of saliva are, as a rule, an
excellent source of genomic DNA, which has earned
them the status of the “invisible ally of the judicial
system”. They arise in the process of dissolution of
human saliva in fluids or its contact with another
person or object (e.g. headgear, envelope flap, drink-
ing glass, cigarette filter tip, etc.) and are frequently
secured as evidence [11, 19, 34]. Since swabbing is
a non-invasive and uncomplicated procedure, epi-
thelial cells from the oral cavity represent the most
common material secured for forensic DNA pro-

$SOCIETAS,

ICA M
P
Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

RN

» ESMVDITT

239



Renata Jacewicz, Krzysztof Lewandowski, Joanna Rupa-Matysek, Maciej Jedrzejczyk, Jarostaw Berent
Dangers resulting from DNA profiling of biological materials derived from patients after allogeneic hematopoietic stem cell

transplantation (allo-HSCT) with regard to forensic genetic analysis

kowang procedure pobrania wymaz komoérek na-
blonka z jamy ustnej jest obecnie najczesciej zabez-
pieczanym materialem do sadowego profilowania
DNA. Zabezpieczenie tego materiatu, jak wynika
z analizy standardowych protokoléw pobrania,
a nastepnie profilowanie DNA nie jest poprzedzo-
ne wywiadem w kierunku ewentualnego przebycia
allo-HSCT i nie zawiera w tej kwestii oswiadczenia
osoby, od ktdrej pobranie nastepuje.

Obowiazujace w Polsce przepisy daja podsta-
we prawng do pobierania na potrzeby bazy danych
DNA - poza krwig i wydzielinami - réwniez wlo-
sOw oraz wymazow ze $luzéwki policzkdéw zaréwno
od osoby oskarzonej, jak i podejrzanej, nawet mimo
braku jej zgody [26, 27]. W mysl art. 192a § 1 k.p.k.
wymaz ze $luzéwki policzkéw, wlosy i $ling mozna
réwniez pobra¢ od $wiadkéw oraz dowolnej osoby
»w celu ograniczenia kregu 0séb podejrzanych lub
ustalenia wartosci dowodowej ujawnionych la-
dow” [26]. Artykul 21a ust. 1 ustawy o Policji daje
Komendantowi Gtéwnemu Policji szerokie upraw-
nienia w kwestii gromadzenia, sprawdzania i prze-
twarzania ,,zbioru danych DNA” [27]. Na podstawie
stosownych zarzadzen i rozporzadzen wdrozone
zostaly standardowe protokoty pobrania wyma-
zu ze Sluzéwki policzkow oraz karty rejestracyjne
pobieranych préb biologicznych i wprowadzanych
do bazy danych profili DNA [28, 35]. Zaden z tych
dokumentéw nie uwzglednia mozliwosci przebycia
allo-HSCT przez osobe, ktorej material poddawany
jest profilowaniu DNA w aspekcie sgdowym.

Uzyskane wyniki analizy wymazéw pochodza-
cych od badanych biorcéw allo-HSCT, w ktérych
wskaznik chimeryzmu dawcy miescil si¢ w prze-
dziale 0-67%, koreluja z wynikami innych badaczy.
Thiede i wsp. [20] wykazali istnienie chimeryzmu
donorowego w przedziale 5-63% na podstawie ana-
lizy wymazéw pochodzacych od 13 biorcow. Szerszy
zakres chimeryzmu dawcy, tj. 2-90%, w wymazach
z jamy ustnej 7 biorcéw allo-HSCT ujawnili Zhou
iwsp. [24]. W 29-osobowej puli biorcéw Hong i wsp.
[23] ustalili w analogicznych materiatach domiesz-
ke DNA dawcy na poziomie 0-96%, a Berger i wsp.
[25] w analizie 77 biorcéow pelng skale wskaznika
chimeryzmu, tj. 0-100%. Kaur i wsp. [36] analizu-
jac $line 24 biorcow po allo-HSCT, okreslili obec-
no$¢ donorowych komorek na poziomie 7,8-88,7%.
Znaczne réznice ujawniane w skali zawartosci DNA
dawcy moga by¢ zwigzane z réznicami w sposobie

filing. However, as shown by standard collection
protocols the sampling of material and subsequent
DNA profiling are not preceded by an assessment
of the person’s possible history of allo-HSCT. More-
over, protocols fail to include the statement of the
person taking the swab test.

Polish regulations provide a legal basis to collect
— for the purpose of inclusion in the DNA database
- not only blood and bodily secretions but also hair
and buccal mucosal swabs from accused individ-
uals and suspects. The procedure does not require
their consent [26, 27]. In the light of Article 192a §
1 of the Code of Criminal Practice, buccal mucosal
swabs, hair and saliva can also be collected from wit-
nesses and any other individuals “in order to narrow
down the group of suspects or ascertain the value of
disclosed traces as evidence” [26]. The provisions of
Article 21a section 1 of the Act on the Police grant
the Chief Commander of the Police a broad scope
of powers with regard to the collection, verification
and processing of the “DNA database” [27]. Based
on applicable orders and ordinances, standard pro-
tocols for the collection of buccal mucosal swabs
were implemented along with registration sheets
for collected biological samples and DNA profiles
entered in the database [28,35]. None of the docu-
ments, however, takes into account the possibility
that the person whose material is subjected to DNA
profiling for forensic purposes might have had al-
lo-HSCT.

The results of analysis involving swabs collected
from investigated allo-HSCT recipients in which
the donor chimerism indicator was in the range of
0-67% correlate with the findings made by other
researchers. Thiede et al. [20] demonstrated donor
chimerism in the range of 5-63% based on anal-
ysis of swabs harvested from 13 donors. A wider
range of donor chimerism (2-90%) in oral swabs
collected from seven allo-HSCT recipients was de-
termined by Zhou et al. [24]. Based on a recipient
pool of 29 individuals, Hong et al. [23] found the
addition of donor DNA in the same materials to be
in the range of 0-96%, and Berger et al. [25], on
the basis of analysis comprising 77 recipients re-
corded a full scale of chimerism, i.e. 0-100%. Kaur
et al. [36], having investigated saliva collected from
24 allo-HSCT recipients, assessed the presence of
donor cells to be in the range of 7.8-88.7%. Sub-
stantial differences revealed in the content of donor
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pobierania materialu z jamy ustnej, ponadto ma na
nie wplyw kliniczny stan pacjenta po przeszczepie.
Endler i wsp. [37] oraz Thiede i wsp. [20] ujawnili
bowiem, ze DNA wyizolowane z popluczyn z jamy
ustnej w zestawieniu z DNA wyizolowanym z wy-
mazéw policzkowych biorcéow allo-HSCT charak-
teryzuje si¢ znacznie wyzszg zawarto$cig materialu
genetycznego dawcy badz tez wykazuje wylacznie
profil dawcy. Fakt ten jest zwigzany z obecnoscia
granulocytéw i limfocytow dawcy, ktére podob-
nie jak w innych wydzielinach organizmu obecne
sg w $linie ludzkiej, a szczegdlnie duza ich liczba
towarzyszy nasilonej postaci choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GVHD) w obrebie jamy
ustnej [38].

Przedstawione wyniki analizy chimeryzmu w za-
kresie markeréw autosomalnego DNA $wiadcza
o tym, ze komorki nabtonka czy §liny, pochodzace
z jamy ustnej biorcéw allo-HSCT, nie s3 idealnym
materialem referencyjnym w badaniach genetycz-
no-sagdowych. Ma to zwiazek ze stwierdzonym
w tym materiale u wigkszosci badanych biorcéw
mieszanym chimeryzmem genetycznym, charakte-
ryzujacym sie obecnoscig dwdch frakeji genomowe-
go DNA - pochodzacej od biorcy i pochodzacej od
dawcy. W $wietle uzyskanych wynikéw nalezy sie
spodziewac, ze §lad pochodzacy z jamy ustnej, ktory
biorca allo-HSCT pozostawitby na miejscu zdarze-
nia kryminalnego, z duzym prawdopodobienstwem
wykazalby mieszany, trudny do interpretacji profil
genetyczny. Profil ten mogtby uniemozliwi¢ wyod-
rebnienie profilu DNA sprawcy przestgpstwa, a tym
samym jego identyfikacje [39].

Brak mozliwosci identyfikacji osobniczej oraz
falszywe oznaczenie plci wigze si¢ nie tylko z analiza
markeréw autosomalnego DNA, lecz takze analizg
markeréw chromosomu Y. Zastosowany system kil-
kunastu markeréw Y-STR stanowi niezwykle uzy-
teczne narzedzie w badaniach z zakresu genetyki
sagdowej [40]. Pozwala na selektywna amplifikacje
Y-DNA i ustalenie, od kogo pochodzi meska frakcja
wtedy, gdy nie jest to mozliwe z zastosowaniem ana-
lizy markeréw autosomalnych. W toku przeprowa-
dzonych badan w wymazach z jamy ustnej wszyst-
kich kobiet, ktore uzyskaty allo-HSCT od meskich
dawcdéw, réwniez tam, gdzie analiza autosomalne-
go DNA ujawnila wylacznie autologiczny profil,
ujawniono haplotypy Y ich dawcéw. Stad tez moz-
na wnioskowa¢, ze analiza $§ladéw biologicznych

Arch Med Sad Kryminol 2015; vol. 65: 225-247

DNA can be related to differences in the method of
taking samples of material from the oral cavity. In
addition, they are affected by the clinical condition
of the patient after the transplantation. Endler et al.
[37] and Thiede et al. [20] demonstrated that DNA
isolated from oral washings compared with DNA
isolated from buccal swabs in allo-HSCT recipients
is characterized by a considerably higher content of
the donor’s genetic material or exhibits exclusively
the donor’s profile. The fact is associated with the
presence of donor granulocytes and lymphocytes
which, similarly to all other bodily secretions, are
found in human saliva. They are particularly abun-
dant in the oral cavity in cases of severe graft-ver-
sus-host disease (GVHD) [38].

The results of an analysis of chimerism focused
on autosomal DNA markers, which are presented
in this study, show that cells harvested from the
oral epithelium or saliva of allo-HSCT recipients
are not a perfect reference material in forensic ge-
netic analyses. The reason is that in the majority of
recipients under study the material was affected by
mixed genetic chimerism, i.e. the presence of two
genomic DNA fractions: one coming from the re-
cipient and one from the donor. In the light of these
findings, it is to be expected that traces of material
from the oral cavity left by an allo-HSCT recipient
at the crime scene would, with a high degree of
probability, reveal a mixed genetic profile, creating
difficulties with interpretation. The resulting profile
could make it impossible to isolate the DNA profile
of the perpetrator, thus precluding their identifica-
tion [39].

The lack of possibility of personal identification
and false sex determination are problems associ-
ated not only with the analysis of autosomal DNA
markers but also with the study of Y chromosome
markers. The system comprising around a dozen of
Y-STR markers, which was applied in the study, is
an extremely useful tool in forensic genetic analy-
ses [40]. It allows selective Y-DNA amplification
and attribution of the male fraction in situations
when autosomal marker analysis fails. In the course
of the study, oral swabs collected from all female
allo-HSCT recipients from male donors (includ-
ing cases in which autosomal DNA analysis yield-
ed exclusively their autologous profiles) revealed Y
haplotypes of their donors. It can thus be conclud-
ed that an analysis of biological traces of the same
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Niebezpieczeristwa wynikajace z profilowania DNA materiatéw biologicznych pochodzacych od 0séb po alogenicznym
przeszczepieniu krwiotwérczych komérek macierzystych (allo-HSCT) w odniesieniu do analiz z zakresu genetyki sadowej

o analogicznym pochodzeniu bfednie sugerowato-
by, ze pochodza one od mezczyzny, a nie - jak bylo
w istocie — od kobiety. Analiza wymazdéw pobranych
od dwdch mezczyzn biorcéw, ktoérzy uzyskali allo-
-HSCT od niespokrewnionych mezczyzn dawcow,
wykazala u kazdego z nich mieszanine w obrebie
ujawnionego haplotypu Y. Sugerowalo to mylnie,
ze badany material pochodzi od wigcej niz jednego
mezczyzny. Zatem realne jest zagrozenie, ze trudny
w interpretacji profil genetyczny ujawniony w $la-
dzie $liny pochodzacej od biorcy allo-HSCT, ktéry
wszed} w konflikt z prawem, bedzie stanowil swoiste
alibi zapewniajace mu bezkarnos$¢ lub przynajmniej
znacznie obnizy wartos¢ dowodows tego $ladu.

Ostatnim poddawanym analizie DNA mate-
rialem pochodzacym od biorcéw allo-HSCT byty
wlosy. Wlosy sa tkanka stale odnawialng podczas
zycia organizmu. Podlegaja one nieustannej rege-
neracji i wzrostowi. Na glowie mamy ich okoto stu
tysiecy, z czego na dobe tracimy przecigtnie kilka-
set. Z powyzszych przyczyn stanowia one bardzo
istotny rodzaj sladu biologicznego, zabezpieczanego
czesto na miejscu zdarzenia kryminalnego. Wtosy
ujawniane w reku ofiary, na odziezy, na narzedziach
zbrodni czy tez pozostawione przez sprawce na
miejscu przestepstwa sa niejednokrotnie kluczo-
wym materialem dowodowym w procesie karnym.
Stanowig czesto cenne zrédto DNA [41], ktére moze
wskaza¢ winnego lub uwolni¢ od podejrzen osobe
niestusznie oskarzong. Do uzyskania niepowtarzal-
nego w populacji osobniczego profilu genetycznego
wystarcza jedna cebulka, a nawet pojedyncze ko-
morki jadrzaste wlosa [42].

Wlosy pobrane po alogenicznym przeszczepie
komorek macierzystych hematopoezy wykorzysty-
wane s3 w transplantologii jako materiat referencyj-
ny, odpowiadajacy autologicznemu profilowi biorcy,
tj. jego profilowi przed aloprzeszczepem. Uwaza si¢
powszechnie, ze jest to jedyna tkanka biorcéw allo-
-HSCT catkowicie pozbawiona chimeryzmu dawcy.
Dauber i wsp. [14, 21] wykazali, ze wlosy pochodza-
ce zaréwno od chimerycznych blizniat, jak i biorcéw
allo-HSCT jako jedyna sposrod analizowanych tka-
nek zawierajg czysty autologiczny profil DNA. Rovd
i wsp. [22] analizowali chimeryzm we wlosach wyry-
wanych w ilosci 50 sztuk od kazdego z 115 badanych
pacjentdéw po allo-HSCT, nie ujawniajac w zadnym
przypadku domieszki DNA dawcy. Podobnie wyniki
uzyskali Hong i wsp. [23], Zhou i wsp. [24] oraz Kaur

origin would falsely suggest that they are attribut-
able to a man and not, as it was actually the case, to
a woman. An analysis of swabs collected from two
male recipients who had received allo-HSCT from
unrelated male donors showed a mixture within the
identified Y haplotype in each of them. The finding
suggested erroneously that the material under anal-
ysis was derived from more than one man. Conse-
quently, there is a real risk that the genetic profile
identified in a trace of saliva left by an allo-HSCT
recipient who has violated the law, and is difficult to
interpret, could be used as an alibi helping to evade
punishment or at least considerably reduce the value
of the trace as evidence.

The final material collected from allo-HSCT re-
cipients and subjected to DNA analysis was hair.
Hair is a tissue that is constantly renewed during
the organism’s life. Hair undergoes continuous
regeneration and growth. An average person has
around one hundred thousand hair follicles, and
loses on average several hundred hairs a day. As
a result, hair is a very important type of biologi-
cal trace that is often secured as evidence at crime
scenes. Hair revealed in the hands of the victim, on
clothing or crime weapons - or left by the perpe-
trator at the crime scene - frequently constitutes
key evidence in criminal proceedings. Hair is often
a valuable source of DNA [41] which can help to
pinpoint the perpetrator or exonerate a wrongly
accused suspect. A single hair follicle - or even in-
dividual nucleated cells from hair - suffice to gen-
erate a personal genetic profile that is unique in the
population [42].

Hair harvested after allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation are used in transplantology
as a reference material corresponding to the autol-
ogous profile of the recipient, i.e. their profile prior
to allotransplantation. Hair is commonly believed to
be the only tissue in allo-HSCT recipients which is
completely free of donor chimerism. Dauber et al.
[14, 21] showed that hair, both derived from chi-
meric twins and allo-HSCT recipients, was the only
tissue under study containing a pure autologous
DNA profile. Rovo et al. [22] analyzed chimerism in
samples comprising 50 hairs collected from each of
115 studied patients after allo-HSCT, revealing no
presence of donor DNA in any of the cases. Similar
results were reported by Hong et al. [23], Zhou et al.
[24] and Kaur et al. [36]. The assessment of DNA
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i wsp. [36]. Rowniez przeprowadzona przez autoréw
ocena polimorfizmu DNA we wlosach badanych
biorcow pacjentéw w zakresie loci autosomalnego
DNA ujawnila wytacznie ich profil.

Niespodziewane rezultaty przyniosta natomiast
analiza DNA pochodzacego z wloséw kobiet, dla
ktérych dawca byt mezczyzna, kiedy poddano je se-
lektywnej amplifikacji z wykorzystaniem markeréw
chromosomu Y. Amplifikacja ta pozwolila na detek-
cje DNA dawcy we wlosach wiekszosci badanych
pacjentek. Kompletny haplotyp Y uzyskano, po-
czawszy od 100 pg wyjsciowej ilosci DNA do reakcji
multipleks PCR, podobnie jak u Mayntz-Press i Bal-
lantyne [43]. Ilo$¢ ta odpowiadala zaledwie kilku-
nastu komorkom meskiego dawcy przypadajacym
na kilkaset - kilkadziesigt tysigcy zenskich komorek
biorcy. Krenke i wsp. [44] wykazali, ze detekcja me-
skiej komponenty mieszaniny za pomocg selektyw-
nej analizy Y-STR jest mozliwa nawet w obecnosci
10 000-krotnej przewagi zenskiego DNA.

Ujawniona obecno$¢ DNA donorowego w ko-
morkach wloséw biorcow po aloprzeszczepie ko-
morek krwiotworczych $wiadczy o tym, ze nie
tylko krew oraz wymaz komorek nabtonka i sliny,
ale réwniez wlos nie jest, jak dotychczas uwazano,
calkowicie bezpiecznym materiatem dowodowym.
Uzyskane wyniki selektywnej analizy markeréw Y
we wlosach biorcow allo-HSCT podwazaja tezg mo-
wiacg o tym, ze jest to tkanka pozbawiona chimery-
zmu dawcy. Nie stoi to w sprzecznosci z faktem, ze
zaréwno analiza autordw, jak i wysitki kilku zespo-
téw badawczych z calego $wiata na podstawie badan
ogolem kilkuset biorcéw allo-HSCT, nie byty w sta-
nie ujawnic frakcji DNA dawcy we wlosach biorcow
przy zastosowaniu wylacznej amplifikacji w zakresie
markeréw autosomalnego DNA [21-24, 36].

W $wietle doswiadczenia badawczego z zakresu
genetyki sadowej przyczyna tego stanu rzeczy jest
stosunkowo prosta do wyjasnienia. Prawdopodo-
bienstwo ujawnienia profilu osoby, ktérej DNA wy-
stepuje w znikomej domieszce, jest tym mniejsze,
im wyzsza jest ilo$¢ i przewaga komponenty DNA
drugiej osoby w mieszaninie [45]. Podczas analizy
markeréw autosomalnego DNA nastepuje inhibicja
amplifikacji $ladowego skladnika mieszaniny obec-
nego we wlosach biorcow allo-HSCT. Jego detekcja
jest mozliwa tylko w szczegdlnej sytuacji, kiedy to
sladowe DNA wystepujace w tle przewazajacej ilosci
zenskiego DNA pochodzi od mezczyzny. Z podob-

Arch Med Sad Kryminol 2015; vol. 65: 225-247

polymorphism in the hair of studied transplan-
tation recipients with respect to autosomal DNA
loci, which was performed in the present study, also
demonstrated exclusively their own profile.

However, unexpected results were obtained in
the analysis of DNA derived from the hair of wom-
en whose donors were men, when hair was subject-
ed to selective amplification using Y chromosome
markers. The amplification allowed donor DNA de-
tection in the hair of the majority of studied wom-
en. A complete Y haplotype was obtained from 100
pg of starting DNA amount for the multiplex PCR,
similarly to studies conducted by Mayntz-Press and
Ballantyne [43]. The amount was equivalent to bare-
ly a dozen or so male donor cells per several hun-
dred to a few dozen thousands of female recipient
cells. Krenke et al. [44] demonstrated that the detec-
tion of the male component of the mixture by means
of selective Y-STR analysis was possible even in the
presence of a 10,000-fold prevalence of female DNA.

The presence of donor DNA identified in the hair
cells of recipients after allogeneic hematopoietic cell
transplantation provides evidence for the thesis that
hair, contrary to the belief held so far, does not re-
present completely safe evidence, similarly to blo-
od, epithelial cell swab and saliva. Results of selec-
tive analysis of Y markers in the hair of allo-HSCT
recipients undermine the claim that hair is a tissue
free of donor chimerism. The above statement is not
in contradiction with the fact that both the analy-
sis reported above and efforts undertaken by seve-
ral research teams from all over the world based on
investigations involving a total of several hundred
allo-HSCT recipients were not able to identify the
donor’s DNA fraction in the hair of recipients using
exclusively amplification of autosomal DNA mar-
kers [21-24, 36].

In the light of research experience in forensic ge-
netics this situation is relatively simple to explain.
The probability of detecting the profile of a person
whose DNA is present in a very small amount decre-
ases along with an increase in the amount and pre-
valence of the DNA component of the other person
in the mixture [45]. An analysis of autosomal DNA
markers is accompanied by the inhibition of ampli-
fication of the trace component of the mixture pre-
sent in the hair of allo-HSCT recipients. Its detec-
tion is possible only in a particular situation when
DNA present in a trace amount in predominantly
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Dangers resulting from DNA profiling of biological materials derived from patients after allogeneic hematopoietic stem cell

transplantation (allo-HSCT) with regard to forensic genetic analysis

ng sytuacjg mamy do czynienia w przypadku wyma-
z6w z pochwy pobranych jako material dowodowy
w sprawach o gwalt [46, 47].

Metoda detekcji sekwencji chromosomu Y
w analizie chimeryzmu poprzeszczepowego zostala
juz wczesniej zastosowana w sytuacji, gdy istnia-
fa réznica plci pomiedzy dawca a biorca [48, 49].
Zastapila ona wczesniej stosowang mikroskopowa
technike cytogenetyczna — fluorescencyjng hybrydy-
zacje in situ (FISH). Wykorzystanie nowoczesnych
metod analizy DNA znacznie przewyzszajacych
pod wzgledem czulosci technike FISH pozwolito na
wykazanie, ze wlosy pacjentek po allo-HSCT nie sg
pozbawione DNA dawcy, ktorego Zrédlem sg prze-
szczepiane komorki szpiku. Kontrolna analiza DNA
pochodzacego z materialu pobranego przed prze-
szczepem wykluczyta ewentualno$¢, aby zrodlem
meskiej frakeji we wlosach badanych kobiet mogty
by¢ komorki, ktére przedostaly sie do ich krwiobie-
gu i innych tkanek przed alotransplantacja wskutek
wrodzonego chimeryzmu blizniaczego lub plodo-
wo-matczynego [15, 50].

Whioski

W $wietle uzyskanych wynikéw mozna stwier-
dzi¢, ze alogeniczne przeszczepienie krwiotwor-
czych komorek macierzystych niesie ze sobg ryzyko
zafalszowania tozsamosci osoby i wydania blednej
opinii z zakresu badan genetyczno-sadowych.

Z uwagi na zachodzaca w wigkszosci przypad-
kow pelng konwersje profilu genetycznego we krwi
biorcy na profil dawcy, zasadne jest odstapienie od
wylacznego pobierania krwi zaréwno w badaniach
pokrewienstwa, jak i w badaniach identyfikacyjnych.

Obecnos¢ mieszaniny DNA dawcy i biorcy
w wymazach komoérek nabtonka i $liny z jamy ust-
nej biorcow moze w praktyce genetyczno-sadowej
utrudni¢ lub uniemozliwi¢ identyfikacje osobnicza
biorcy allo-HSCT na podstawie analizy $ladu bio-
logicznego o takim pochodzeniu. W aspekcie pro-
filowania autosomalnego DNA u konkretnych oséb
stwierdzenie mieszaniny w wymazie niesie ze soba
bezwzgledng konieczno$¢ powtérnego badania
opartego na innym materiale, w szczegélnosci ce-
bulkach wloséw.

Ujawnienie $ladowej ilosci donorowego DNA we
wlosach biorcodw allo-HSCT nie dyskryminuje wlosa
jako dobrego materiatu referencyjnego. Stanowi on

female DNA comes from a man. A similar situation
happens in the case of vaginal swabs taken as evi-
dence in rape cases [46, 47].

The method of detecting Y chromosome se-
quences in the analysis of post-transplantation chi-
merism had been used formerly in cases where the
donor and recipient were individuals of the opposite
sex [48, 49]. It replaced the previously applied mi-
croscopic cytogenetic technique referred to as flu-
orescence in situ hybridization (FISH). Advanced
methods of DNA analysis, substantially superior to
FISH in terms of sensitivity, have made it possible
to demonstrate that the hair of female patients after
allo-HSCT are not free of donor DNA originating
from the transplanted bone marrow cells. A control
analysis of DNA derived from pre-transplantation
material ruled out the possibility that the source
of the male fraction found in the hair of the wom-
en under study could be cells which entered their
bloodstream and other tissues prior to allotrans-
plantation because of congenital twin or fetomater-
nal chimerism [15, 50].

Conclusions

The study results warrant the conclusion that al-
logeneic hematopoietic stem cell transplantations
carry the risk of false determination of a person’s
identity and preparation of erroneous forensic ge-
netic opinions.

Given that in the majority of cases there is a full
conversion of the genetic profile in the recipient’s
blood for the donor’s profile, it is justified to aban-
don the practice of collecting blood as the sole ma-
terial for kinship and identification tests.

The presence of a mixture of donor and recipient
DNA in swabs of epithelial oral cells and saliva col-
lected from allo-HSCT recipients may in forensic
genetic practice impair or prevent personal identifi-
cation of recipients based on analysis of a biological
trace of that origin. With respect to autosomal DNA
profiling, a DNA mixture identified in the swab test
entails an absolute necessity to repeat the test with
a different material, the preferred one being hair fol-
licles.

Identification of trace amounts of donor DNA in
the hair of allo-HSCT recipients does not disqualify
hair as a good reference material. Hair is a source
of the recipients autologous DNA profile, when it
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zrodto autologicznego profilu DNA biorcy, jesli jest
badany w zakresie markeréw autosomalnego DNA.
Natomiast analiza wlosa biorcy w zakresie marke-
réw chromosomu Y, podobnie jak krwi i wymazu,
moze skutkowac bledng interpretacja plciibtednym
oznaczeniem haplotypu Y dawcy. Dlatego tez slady
biologiczne zabezpieczane z miejsc zdarzen krymi-
nalnych nie powinny by¢ analizowane wylacznie
w oparciu o markery chromosomu Y.

Istotng kwestig jest uzupelnienie protokotéw
pobrania materialu do badan identyfikacyjnych
i poréwnawczych o oswiadczenie osoby, od ktdrej
pobierany jest material, odnoszace si¢ do kwestii
ewentualnego przebycia przez nig allo-HSCT.

Wprowadzenie profilu DNA okreslonej osoby do
policyjnej bazy danych powinno by¢ poprzedzone
wywiadem w kierunku weryfikacji ewentualnosci
przebycia allo-HSCT przez te osobe, a w przypadku
jakichkolwiek watpliwosci konieczne jest kontrolne
oznaczenie profilu DNA tej osoby z wykorzystaniem
pobranych z cebulkami wloséw.

Autorzy deklarujg brak konfliktu intereséw.
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is tested for autosomal DNA markers. On the other
hand, an analysis of the recipient’s hair with a fo-
cus on Y chromosome markers can result in false
sex interpretation and erroneous determination of
the donor’s Y haplotype, as in the case of blood and
buccal swab. Therefore, biological traces secured on
crime scenes should not be examined exclusively on
the basis of Y chromosome markers.

In the context presented above, an important
matter is to provide protocols for the collection of
material for identification/comparison tests with
a statement by the person who is about to supply
such material on whether they have undergone allo-
-HSCT.

Before the DNA profile of a given person is ente-
red in the police database, the person’s history sho-
uld be taken to verify whether they have undergone
allo-HSCT. In the case of any doubt, a control analy-
sis of the person’s DNA profile should be performed
using hair with follicles collected from that person.
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