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Praca przedstawia wyniki identyfikacyjnych badanh
genetycznych przeprowadzonych na materiale po-
branym podczas ekshumacji domniemanych zwtok
generata Wiadystawa Sikorskiego pochowanego
w sarkofagu w Krypcie $w. Leonarda w Katedrze na
Wawelu. Z zabezpieczonych do badan genetycznych
probek —fragmentu kosci udowej oraz zgba uzyskano
petny komplet wynikdw w zakresie analizy autoso-
malnych markerow typu STR, markerow Y-STR oraz
sekwencji regionéw HVI i HVII mitochondrialnego
DNA. Taki sam profil mtDNA oznaczono rowniez we
wtosach ujawnionych na spodenkach i koszuli zabez-
pieczonych na zwtokach. Profil mitochondrialnego
DNA oznaczony w materiale kostnym oraz we wiosach
okazat sie zgodny z profilem charakterystycznym
dla krewnej w linii matczynej generafa Wtadystawa
Sikorskiego. Uzyskany dowdd przemawia na korzys¢
hipotezy, ze zwtoki bedace przedmiotem badan nalezg
do generata Sikorskiego. Przeprowadzona dodatko-
wo analiza pozycji SNP rs12913832 zlokalizowane;j
w genie HERC2 wykazata obecnos$¢ genotypu C/C, co
sugeruje, ze generaft Wtadystaw Sikorski posiadt jasny
(najprawdopodobniej niebieski) kolor oczu.

The paper presents results of genetic identification
studies carried out in material collected during
exhumation of the putative body of general Wiadystaw
Sikorski, buried in a sarcophagus in Saint Leonard’s
crypt in the Wawel Cathedral. The analysis of
STR-type autosomal markers, Y-STR markers and
sequences of HVI and HVII regions of mitochondrial
DNA carried out in samples collected for genetic
analysis — fragments of the thigh bone and a tooth
— yielded a full set of results. The same mtDNA

profile was also determined in hair revealed on
the underpants and shirt secured from the studied
body. The mitochondrial DNA profile determined in
the bone material and also in the hair matched the
profile characteristic for a female relative through
the maternal line of general Wtadystaw Sikorski. The
obtained evidence supports the hypothesis that the
studied body is that of general Sikorski. An additional
analysis of position SNP rs12913832 located on the
HERC?2 gene revealed the presence of genotype C/C,
which suggests that general Wtadystaw Sikorski had
light (most probably blue) eyes.

Stowa kluczowe: generat Wtadystaw Sikor-
ski, szczgtki ludzkie, identyfikacja genetycz-
na, mtDNA

Key words: general Wtadystaw Sikorski, hu-
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WSTEP

Proces identyfikacji zwtok ofiar katastrof,
zamachoéw terrorystycznych oraz konfliktow
zbrojnych nalezy do najpowazniejszych zadan
wspotczesnych nauk sgdowych. Na skutek na-
turalnego procesu rozktadu ciata oraz wptywu
niekorzystnych czynnikow zewnetrznych, czesto
nie jest mozliwe ustalenie charakterystycznych
cech wygladu osoby bedacej przedmiotem iden-
tyfikacji i zastosowanie najprostszej metody jej
identyfikacji polegajgcej na rozpoznaniu. Brak
dostepu do danych medycznych, a zwtaszcza
kart dentystycznych, jak rowniez danych dakty-
loskopijnych ogranicza mozliwos¢ wykorzysta-
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nia podstawowych metod kryminalistycznych,
a w konsekwencji sprawia, ze jedyng skuteczng
metodg identyfikacji zwtok pozostaje porow-
nawcza analiza DNA. Wysoka skutecznosc¢
technik genetycznych wynika przede wszystkim
z ich wysokiej czutosci, ktéra umozliwia analize
szczatkdw o0 znacznym stopniu rozktadu biolo-
gicznego, atakze tych, ktére podlegaty dziataniu
skrajnie niekorzystnych czynnikow fizycznych
i chemicznych. Co wiecej, wspotczesna genetyka
sgdowa dysponuje réznorodnymi markerami ge-
netycznymi, w tym polimorficznymi sekwencjami
zlokalizowanymi w dziedziczonym w linii matczy-
nej mitochondrialnym DNA oraz w linii ojcowskiej
chromosomie Y. Dzieki ich zastosowaniu, nawet
przy braku najblizszej rodziny mozliwe jest prze-
prowadzenie analizy porownawczej w oparciu
0 materiat pochodzacy od dalekich krewnych,
rowniez tych zyjgcych w znacznym odstepie
czasowym od osoby identyfikowanej.

Stan zachowania domniemanych zwtok
generata Sikorskiego, bedacych przedmiotem
niniejszych badan, uniemozliwit ich identyfikacje
przez rodzing i swiadkow. Brak zachowanych
kart daktyloskopijnych, kart dentystycznych
i innych danych medycznych dotyczgcych
generata Wtadystawa Sikorskiego uniemozli-
wit ich wykorzystanie w procesie identyfikaciji,
ktory w tej sytuacji mogt polegac jedynie na
analizie DNA. W czasie sekcji zwtok do badan
genetycznych zabezpieczono fragmenty tkanek
kostnych, ktore stanowig najlepszy rodzaj ma-
teriatu badawczego. W charakterze materiatu
porownawczego wykorzystano probke DNA po-
chodzacg od wnuczki siostry generata. Podjeto
rowniez probe pozyskania materiatu genetycz-
nego pochodzgcego bezposrednio od genera-
ta. W tym celu zabezpieczono slady materiatu
biologicznego z nalezgcej do niego odziezy
i przedmiotow osobistego uzytku przekazanych
przez najblizszg rodzine oraz udostgpnionych
przez Muzeum Wojska Polskiego w Warszawie.
Zgodnie z przedstawionym przez Instytut Pamie-
ci Narodowej postanowieniem pobrano i pod-
dano analizie genetycznej slady biologiczne
z elementow odziezy znalezionej przy zwtokach
bedgcych przedmiotem ekshumacii.

MATERIALY | METODY

Materiat dowodowy

W czasie sgdowo-lekarskich ogledzin i sekcji
zwtok, do badan identyfikacyjnych pobrano
fragment kosci udowej (K1) oraz zab-kiet (Z1).
Badaniom biologicznym, zgodnie z trescig
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postanowienia, poddano takze zabezpieczone
fragmenty odziezy znalezione na zwtokach
w postaci: chusteczki materiatowej, podkoszul-
ka, ocieplacza na biodra, spodenek, fragmentu
obszycia podkoszulka, koszuli, fragmentu tasm
materiatowych oplatajgcych stopy, kolana
i kciuk, fragmentu dwoch kocy barwy khaki, oraz
poduszki. W trakcie przeprowadzonych ogledzin
ujawniono na koszuli oraz spodenkach obec-
nos¢ wtosow ludzkich, z ktérych pieC pobrano
do badan genetycznych (W1-W5).

Materiat poréwnawczy

Jako materiat porownawczy pobrano wymaz
ze sluzowki jamy ustnej krewnej w linii matczyne;j
generata Wtadystawa Sikorskiego, pani Ewy
Woijtasik (P1). Przedmiotem badan byt rowniez
material biologiczny obecny na przedmiotach
osobistego uzytku generata Wtadystawa Si-
korskiego i zabezpieczony z nich za pomocg
tasm do zbierania mikrosladow oraz jatowych
pateczek wymazowych. Badaniom poddano: 8
Sladow (S1-S8) pobranych z pantofli i szczotki
do munduru przekazanych przez krewng Ge-
nerata, a takze 27 sladow biologicznych (S9-
S35) pobranych z elementéw umundurowania
i przedmiotow udostepnionych przez Muzeum
Wojska Polskiego w Warszawie.

Probki materiatu kostnego (K1, Z1) poddano
procesowi oczyszczania — myto pod biezacag
woda, w 15% podchlorynie sodu, a nastgpnie
w 70% etanolu. Dodatkowo zostaty one poddane
dziataniu promieniowania UV. Tak przygotowany
materiat, po wysuszeniu, poddano kruszeniu
w cieklym azocie z zastosowaniem aparatu
FreezerMill 6750 (Spex CertiPrep, Matuchen,
USA). Okoto 3 g proszku kostnego inkubowano
w temperaturze 56°C przez noc w obecnosci
3 ml buforu lizujgcego (0,5M EDTA, 10% SDS)
z dodatkiem 225 ul proteinazy K (10 mg/ml) oraz
120 ul 1M DTT. Po inkubaciji probki kosci podda-
no dwukrotnej ekstrakcji zbuforowang mieszani-
ng fenolu, chloroformu i alkoholu izoamylowego
(Sigma Chemical, Steinhaim, Niemcy), a nastep-
nie zageszczano na kolumienkach typu Amicon
Ultra — 15 (Millipore, Billerica, USA).

Izolacja materiatu genetycznego z zabezpie-
czonych wtosow (W1-W5) poprzedzona zostata
ich wstepnym trawieniem w buforze lizujgcym
z dodatkiem proteinazy K (10 mg/ml), a nastepnie
ptukaniem sterylng wodg. Zabiegi te prowadzono
w celu pozbycia sie ewentualnych czgsteczek
obcego DNA z powierzchni wiosow.

Slady biologiczne (S1-S35), materiat po-
réownawczy (P1) oraz wtosy (W1-W5) poddano
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izolacji DNA z wykorzystaniem aparatu BioRobot
M48 oraz zestawu MagAttract DNA Mini M48
Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy). Stezenie DNA
okreslono za pomocg zestawu Pico®Green ds.
DNA Quantitation Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA)
z zastosowaniem aparatu Fluoroskan Ascent FL.
DNA wyizolowany z probek materiatu kostnego
(K1, Z1), materiatu porownawczego (P1) oraz
probek S1-S35 poddano analizie autosomal-
nych markeréw typu STR, wchodzacych w sktad
zestawu AmpFISTR® Identifiler® lub/i MiniFiler®
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Probki,
w ktorych stwierdzono obecnos¢ meskiego
komponentu DNA, poddano nastepnie analizie
markerow Y-STR wchodzacych w skfad zestawu
AmpFISTR® Yfiler® (Applied Biosystems, Foster
City, USA). Reakcje amplifikacji prowadzono
z zastosowaniem aparatu GenAmp 9700 ther-
mocycler, a rozdziat produktow PCR z zastoso-
waniem analizatora genetycznego ABI PRISM
3100 Avant (Applied Biosystems, Foster City,
USA). Stosowano przy tym oryginalne protokoty
producenta.

Materiat genetyczny wyizolowany z fragmen-
tow kostnych K1 i Z1, materiatu porownawczego
P1, jak rowniez uzyskany z pobranych w cza-
sie ogledzin odziezy wtoséw W1-W5 zostat
poddany analizie super-zmiennych regionow
mitochondrialnego DNA HVI i HVII. Reakcje
amplifikacji prowadzono w catkowitej objetosci
20 ul. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzit
10 ul Tag PCR Master Mix Kit (Qiagen, Hilden,
Niemcy), 1 ul starteréow PCR [1] oraz 9 ul ma-
trycy DNA. Rezultaty amplifikacji sprawdzano
przy uzyciu elektroforezy kapilarnej na aparacie
Qiaxcel (Qiagen, Hilden, Niemcy). 5 ul pro-
duktu PCR oczyszczano za pomocg zestawu
Exo-SAP IT (Amersham Pharmacia, Freiburg,
Niemcy) i poddawano reakcji sekwencjonowa-
nia. Sekwencjonowanie prowadzono z uzyciem
starterow zastosowanych do amplifikacji i ze-
stawu BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit 1.1 (Applied Biosystems,
Foster City, USA). Produkty sekwencjonowania
oczyszczono przy uzyciu zestawu Centri Sep™
Column (Applied Biosystems, Foster City, USA),
a nastepnie rozdzielano elektroforetycznie z uzy-
ciem analizatora ABI PRISM 3100 (Applied Bio-
systems, Foster City, USA). Otrzymane sekwen-
cje analizowano i porownywano do sekwencji
referencyjnej przy pomocy programu SeqScape
(Applied Biosystems, Foster City, USA).

Prébke kosci Z1 dodatkowo poddano ana-
lizie polimorficznej pozycji SNP rs12913832.
Obecnosc¢ w tej pozycji nukleotydowej allelu C
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prowadzi do zmniejszenia ekspresji genu OCA2
i jest silnie skorelowana z niebieskim kolorem te-
czowki oczu [2, 3]. Analize wykonano z uzyciem
metody wydtuzania startera i zestawu SNaPshot
multiplex kit stosujgc uprzednio zastosowang
procedure [4].

WYNIKI

Uzyskano petne profile DNA w zakresie poli-
morficznych markeréw DNA typu STR zlokalizo-
wanych na chromosomach autosomalnych oraz
na chromosomie Y. Te same profile oznaczono
przy tym w obu analizowanych fragmentach
kostnych (probki Z1 i K1). Badania genetyczne
potwierdzity, ze analizowane probki pochodzg
od mezczyzny. Otrzymane wyniki analizy poli-
morficznych markeréw DNA jagdrowego zamiesz-
czono w tabelach | i ll.

Tab. I. Wyniki badania autosomalnych markerdw typu
STR dla pobranych fragmentéw kostnych.

Tab. I. Analysis results of autosomal STR markers of
secured bone samples.

Qadpotmoricany Iz1 i
D8S1179 11,16 11,16
D21S11 29,30 29,30
D7S820 8,12 8,12
CF1PO 10,12 10,12
D3S1358 15,16 15,16
THO1 6,8 6,8
D13S317 11 11
D16S539 9,11 9,11
D2S1338 18,21 18,21
D19S433 12,16.2 12,16.2
VWA 16,17 16,17
TPOX 8 8
D18S51 17,19 17,19
Amelogenina XY XY
D5S818 11,12 11,12
FGA 23,24 23,24
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Tab. Il. Wyniki badania markerdéw typu Y-STR dla
pobranych fragmentdw kostnych.

Tab. Il. Analysis results of Y-STR markers of secured
bone samples.

spegisn, [ e
DYS456 15 15
DYS389I 13 13
DYS390 24 24
DYS389ll 29 29
DYS458 16 16
DYS19 14 14
DYS385 10,14 10,14
DYS393 12 12
DYS391 11 11
DYS439 13 13
DYS635 23 23
DYS392 13 13
Y GATA H4 13 13
DYS437 15 15
DYS438 12 12
DYS448 19 19

Ze wzgledu na dostepnos¢ materiatu porow-
nawczego pochodzgcego od krewnej generafa
Wtadystawa Sikorskiego w linii matczynej,
w badanym przypadku celowa byta analiza poli-
morficznych sekwenciji regionéw HVI i HVII mito-
chondrialnego DNA. Badania wykazaty obecnosc¢
takiego samego profilu mtDNA w obu badanych
probkach materiatu kostnego oraz w probce ma-
teriatu poréwnawczego pochodzgcej od krewnej
generata. Odnotowane réznice w otrzymanych
sekwencjach DNA wzgledem sekwencji referen-
cyjnej rCRS przedstawiono w tabeli Ill.

Analiza pozycji SNP rs12913832 zlokalizowa-
nej w genie HERC2, przeprowadzona dla jednej
z probek kosci, wykazata obecnos¢ homozygo-
tycznego genotypu C/C, ktéry wystepuje gtow-
nie u oséb o niebieskim kolorze oczu.

Poszukiwania materiatu porbwnawczego po-
chodzacego bezposrednio od generata Wiady-
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stawa Sikorskiego prowadzono analizujgc Slady
biologiczne (S1-S35) pobrane z przekazanych
do badan elementéw odziezy i przedmiotow
osobistego uzytku generata. Do badan wyko-
rzystano markery DNA jgdrowego. Pozytywne
wyniki analizy otrzymano dla 7 zabezpieczo-
nych Sladoéw biologicznych. Uzyskane profile
genetyczne pochodzity w czterech przypadkach
od kobiety, dalsze dwa stanowity mieszanine
materiatu genetycznego pochodzacego, od
co najmniej dwoch osob. W przypadku jednej
probki, ujawniono profil DNA nalezgcy do mez-
czyzny. Wykonana analiza regionow HVI i HVII
mitochondrialnego DNA w tej probce wykazata
jednak, ze uzyskany haplotyp jest rézny od
Ooznaczonego w materiale porownawczym po-
branym od Ewy Wojtasik.

Tab. lll. Wyniki analizy mitochondrialnego DNA.
Tab. lll. Results of mitochondrial DNA analysis.

Probka |Roznice odnotowane Badany

Sample |w regionach HVIi HVII zakres
wzgledem rCRS Analysed
Differences observed in HVI |region

and HVII regions according
to rCRS

P1 16183C, 16189C, 16193.1C,
16311C, 263G, 315.1C

16024-16365
73-340

16024-16365
73-340

Z1, K1 [16183C, 16189C, 16193.1C,

16311C, 263G, 315.1C

Na odziezy zabezpieczonej w czasie sekcji
zwiok pochowanych jako generat Wtadystaw
Sikorski zabezpieczono i poddano analizie
mitochondrialnego DNA pie¢ wtosow ludzkich.
We wszystkich oznaczono taki sam haplotyp
mitochondrialnego DNA zgodny z haplotypem
stwierdzonym w prébkach materiatu kostnego
i charakterystycznym dla krewnej generata (ta-
bela Ill).

WNIOSKI

Jednym z zasadniczych celéw ekshuma-
cji i kompleksowych badan domniemanych
szczatkow generata Wtadystawa Sikorskiego,
zleconych przez Oddziatowg Komisje Scigania
Zbrodni przeciwko Narodowi Polskiemu w Ka-
towicach, byta identyfikacja zwtok. Ze wzgledu
na daleko posuniety rozktad ciata, proces jego
identyfikacji oparto na poréwnawczej analizie
materiatu genetycznego.

Przeprowadzone badania genetyczne pobra-
nych ze zwtok fragmentéw kostnych (Z1, T1),
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pomimo daleko posunigtego rozktadu tkanek
miekkich, umozliwity uzyskanie petnego zestawu
wynikow badanych markeréw autosomalnych
typu STR, markerow typu STR chromosomu Y,
a takze analizowanych fragmentow HVI i HVII
mitochondrialnego DNA.

Poszukiwania materiatu poréwnawczego
pochodzgcego bezposrednio od Wtadystawa
Sikorskiego na przedmiotach i odziezy udostep-
nionych przez krewng generata oraz Muzeum
Wojska Polskiego w Warszawie, nie pozwolity
na odnalezienie probek DNA, ktére mogtyby byc¢
uzyteczne w procesie identyfikacyjnym. Uzyska-
ne z zabezpieczonych $ladow profile genetycz-
ne markerow autosomalnych typu STR pocho-
dzity od kobiet lub stanowity mieszaning DNA,
co wykluczato ich uzytecznos¢ w charakterze
materiatu porownawczego. Wiarygodnos¢ po-
jedynczego sladu biologicznego pochodzgcego
od mezczyzny podwazono po uzyskaniu wyniku
analizy mitochondrialnego DNA. W zwigzku
z tym, ze posiadat on profil mitochondrialnego
DNA rozny od ujawnionego w materiale po-
rownawczym pobranym od krewnej generata,
probka ta nie mogta pochodzi¢ od generata.
Ze wzgledu na brak wiarygodnego materiatu
biologicznego pochodzgcego bezposrednio
od Witadystawa Sikorskiego, badania identyfi-
kacyjne szczatkdw prowadzono wykorzystujgc
wyfgcznie materiat porownawczy pobrany od
biologicznej krewnej generata w linii matczynej.
Uzyskana zgodnos$c¢ profili mtDNA w probkach
materiatu kostnego i wtosoéw pobranych w trak-
cie ekshumacji domniemanych zwtok generata
Sikorskiego z profilem mtDNA Ewy Woijtasik
przekonuje, ze badane szczatki mogg pochodzi¢
od generata Wtadystawa Sikorskiego. W przy-
padku analizy mtDNA przyjetym sposobem
oszacowania wartosci dowodowej stwierdzone;j
zgodnosci profili genetycznych jest analiza cze-
stosci wystepowania haplotypu w bazie danych.
Przeprowadzona analiza kryminalistycznej bazy
EMPOP (www.empop.org) wykazata, ze haplotyp
mtDNA charakterystyczny dla badanych szczat-
kéw oraz krewnej generafa nie pojawit sie wsrod
3831 0sOb zamieszkujgcych obszar euroazjaty-
cki [5]. Na tej podstawie mozna dalej obliczy¢
maksymalng czestosc haplotypu w populacii [6],
ktora w tym przypadku wynosi 0,00077. Oznacza
to, ze oznaczony profil MtDNA moze pojawic sie
u 1 na 1294 niespokrewnionych osob. Obliczone
na podstawie uzyskanych badan genetycznych
prawdopodobienstwo pokrewienstwa pomiedzy
badanymi osobami, przy zatozeniu 50% prawdo-
podobienstwa a priori, jest rowne 99,92% i w tym
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przypadku moze zostac uznane za silny dowod
na to, ze badane szczatki nalezaty do generata
Witadystawa Sikorskiego.

Wykonana dodatkowo analiza polimorfizmu
genu HERC2 odpowiedzialnego za dziedzi-
czenie niebieskiego i brgzowego koloru oczu
pozwolita oznaczy¢ w nim genotyp C/C. Taki
wynik wskazuje, ze mezczyzna, ktérego szczatki
analizowano z 80% prawdopodobienstwem po-
siadat niebieski kolor oczu. Warto wspomniec,
ze uzyskany wynik jest zgodny z relacjami kole-
gow generata z czasow szkolnych. Potwierdzili
oni, ze miat on ,btawatny” kolor oczu dodajac,
ze miatl rowniez jasne wiosy.

Czestym problemem identyfikacyjnych ba-
dan genetycznych szczatkow ludzkich jest brak
optymalnego materiatu porownawczego. W opi-
sanym przypadku, mimo uzyskania kompletu
danych dla wszystkich podstawowych markeréw
stosowanych wspotczesnie do identyfikacji ge-
netycznej cztowieka, uzyteczne okazaty sie wy-
tacznie dane na temat mitochondrialnego DNA.
Ze wzgledu na charakter dziedziczenia analiza
mtDNA posiada ograniczong site r0znicujgca,
co sprawia, ze uzyskana wartos¢ dowodowa
jest nieporéwnywalnie mniejsza niz w przypadku
zastosowania markerow autosomalnych typu
STR. Wydaje sie jednak, ze uzyskany w toku
badan stopien pewnosci i okolicznosci sprawy
nie dajg zadnych podstaw do podwazania twier-
dzenia, ze badane szczatki nalezaty do generata
Witadystawa Sikorskiego.
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