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ВСТУП
Актуальність теми. Одним із важливих завдань судово-медичної експертизи є ідентифікація особи невпізнаних, гнильно змінених, скелетованих, розчленованих трупів, а також кісткових залишків окремих частин тіла [35; 148].
У судово-імунологічній ідентифікаційній експертизі застосовуються традиційні методи, засновані на дослідженні біохімічних маркерів, які виступають у ролі індивідуальних ознак людини. До таких методів належить визначення антигенних характеристик крові та тканин організму, а також ізоформ деяких ферментів. Індивідуалізуючи можливості маркерних систем залежать від їхньої поліморфності, тобто ступеня варіабельності та кількості варіантів у популяції. Наприклад, деякі біологічні характеристики, що виявляються серологічними маркерами —еритроцитарними антигенами системи АВ0, трапляються у кожного третього або четвертого індивідуума, тобто вірогідність випадкового збігу ознак у різних людей велика, і така система характеризується низьким індивідуалізуючим потенціалом [49]. Існуючі методики біохімічного і серологічного аналізу здатні виключити належність досліджуваного об’єкта конкретній особі, тимчасом як для успішної позитивної ідентифікації необхідним стає використання різних ізольованих систем. Однак це не завжди можливо,  оскільки ефективність даних досліджень пов’язана зі збереженням маркерних, в основному, білкових сполук у досліджуваному об’єкті [74] .
Ефективність розв’язання судово-медичних експертних завдань з ідентифікації особи може бути підвищена при використанні нових технологій, пов’язаних із вивченням молекулярно-генетичного поліморфізму. Молекулярно-генетичний ідентифікаційний аналіз дозволяє дослідити особливі ділянки ДНК і одержати практично унікальний генетичний «паспорт» для кожного індивідуума. Індивідуалізуючі ознаки, що визначаються на рівні ДНК, характеризуються стійкістю, зберігаються незміненими та тотожними в усіх клітинах і тканинах організму, а головне — у біологічних слідах. Внаслідок цього ідентифікаційна значущість генетичних ознак достатньо висока. Типування ДНК є одним із найбільш доказових методів аналізу біологічного матеріалу при виконанні судово-медичної ідентифікаційної експертизи [17; 24; 48; 96; 229;].
Визначальним моментом при проведенні молекулярно-генетичних досліджень  з  ідентифікації особи є характеристика початкового (постмортального) біологічного матеріалу. Як правило, більша частина об’єктів дослідження має виражені деструктивні зміни внаслідок впливу бактеріальної мікрофлори, а також різних фізичних (висока температура, УФ-опромінення), хімічних (кислоти, луги) факторів, несприятливих умов зовнішнього середовища (вологість, температура, зміна значень рН), через що не може бути використана при дослідженні. За цих умов оптимальним і часто єдино можливим є дослідження таких біологічних об’єктів, як кістки скелета людини [76; 158]. Кісткова тканина відносно стійка у зовнішньому середовищі, що визначається будовою кісткової тканини, деполімеризація ДНК в остеоцитах відбувається пізніше, ніж у м’яких тканинах і рідинах тіла людини. Кісткова тканина містить достатню кількість ДНК для молекулярно-генетичної ідентифікації. Важливе значення має можливість піддавати кістку як об’єкт дослідження «жорсткій обробці» з метою знизити вірогідність контамінації чужою ДНК [124].
Сьогодні при проведенні судово-медичної молекулярно-генетичної ідентифікації застосовується чутливий і специфічний метод аналізу варіабельності ДНК, заснований на використанні полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) [245; 253]. При використанні метода ферментативної ампліфікації ДНК, достатня кількість клітин для успішної ідентифікації особи по слідах міститься у міліграмі плями крови, декількох десятках сперматозоїдів та у кореневій частині поодинокого волосся.      
Дослідження складається з таких етапів: виділення геномної ДНК із біологічного об’єкта, ампліфікація і подальший аналіз гіперваріабельних ділянок ДНК, які суто специфічні для кожного індивідуума і можуть служити ознаками, що індивідуалізують особу  [275; 169; 50; 32; 55]. 
Висока чутливість ПЛР-аналізу висуває жорсткі вимоги до правил вилучення і зберігання біологічного матеріалу. Особливу увагу слід приділяти методам екстракції і очищення ДНК. Методи виділення геномної ДНК із кісткової тканини описані у деяких вітчизняних і зарубіжних публікаціях, проте у практичному використанні дані методи малоефективні, не дозволяють виділити ДНК для якісного проведення судово-медичного ідентифікаційного дослідження методом ПЛР. На практиці виникає необхідність індивідуально обирати методику залежно від виду об’єкта (губчасті або трубчасті кістки) і його стану [77]. Існуючі методи виділення ДНК із кісткової тканини є стандартними і не розраховані на змінені «проблемні» об’єкти дослідження, тому застосування одних і тих самих методів екстракції ДНК без урахування специфіки біологічного матеріалу не дозволяє одержати препарати, що відповідають усім умовам якісної експертизи. Це обумовлює необхідність вдосконалення базових методів виділення геномної ДНК із кісткової тканини, зокрема, для дослідження об’єктів, що піддалися дії агресивних факторів зовнішнього середовища (часових, фізичних). Необхідною є оптимізація ключових моментів проведення ПЛР, матрицею в якій є ДНК, часто виділена з «проблемних» кісткових об’єктів, отже, у деградованому стані й у незначній кількості [225; 163]. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Проведені дослідження є частиною науково-дослідної роботи кафедри судової медицини і медичного законодавства Одеського державного медичного університету за темою «Розробка методик виділення ДНК із кісткової тканини різного стану і давності з метою ідентифікації особи шляхом типування методом ПЛР» (№ держреєстрації 0105U008873). Дисертант є одним із виконавців основних розділів даної науково-дослідної роботи.
Метою дисертаційної роботи є розробка основних методологічних аспектів судово-медичної молекулярно-генетичної ідентифікації особи за допомогою ПЛР-типування геномної ДНК кісткової тканини.
Об’єкт дослідження — молекулярно-генетична ідентифікація особи у судовій медицині.
Предмет дослідження — виділення і ПЛР-типування геномної ДНК кісткової тканини.
Для досягнення поставленої мети необхідно розв’язати такі завдання:
1. Провести порівняльний аналіз ефективності основних широко використовуваних методів виділення геномної ДНК із кісткової тканини.
2. Розробити модифікації основних етапів виділення геномної ДНК із кісткової тканини та її ПЛР-типування.
3. Оцінити ефективність запропонованих модифікованих методик для молекулярно-генетичного ідентифікаційного дослідження кісткових об’єктів, узятих від гнильно змінених, ексгумованих, скелетованих, підданих дії високих температур  трупів. 
4. Розробити методичні рекомендації з відбору та зберігання кісткових об’єктів.
5. Скласти алгоритм проведення судово-медичного молекулярно-генетичного дослідження з метою ідентифікації особи за кістковими останками.
Методи дослідження — молекулярно-генетичні: методики виділення геномної ДНК із кісткової тканини, застосовувані у прикладних судово-медичних дослід-
женнях; метод ампліфікації геномної ДНК із застосуванням ПЛР; електрофоретичні методи; методи статистичної обробки і комп’ютерного аналізу.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше розроблені методологічні аспекти судово-медичного молекулярно-генетичного ідентифікаційного дослід-ження, об’єктом якого є кісткова тканина різного структурного типу і ступеня збереження. 
 Вперше запропоновано модифікації основних етапів виділення геномної ДНК із кісткової тканини та її типування за допомогою ПЛР.
Вперше визначено найоптимальніші для проведення молекулярно-генетичного ідентифікаційного дослідження кісткові об’єкти. 
Доведено ефективність запропонованих методичних розробок для дослідження кісток, узятих від гнильно змінених, ексгумованих, скелетованих, підданих дії високих температур трупів. Складено рекомендації для практичного використання результатів дослідження при проведенні судово-медичного ідентифікаційного дослідження.
За результатами проведених досліджень отримано 2 деклараційні патенти України на винахід «Спосіб ідентифікації особи», в основу яких поставлена задача вдосконалення способу ідентифікації особи шляхом виділення ДНК із кісткової тканини, що є етапом геномной дактилоскопії методом ПЛР. Запропоновані способи ідентифікації особи передбачають: оптимізацію етапів виділення ДНК, поєднання механічного впливу на кісткову тканину, за рахунок чого збільшується поверхня взаємодії часток тканини і лізуючих агентів, в результаті чого відбувається повний лізис тканин, з оптимальною щільністю хімічних агентів для лізису кісткової тканини і осадження ДНК. 
Практичне значення. Одержані під час досліджень наукові результати дозволяють проводити судово-медичне молекулярно-генетичне ідентифікаційне дослідження, об’єктом якого є кісткова тканина різного структурного типу і ступеня збереження та отримувати об’єктивні і науково обґрунтовані дані. Дотримання рекомендованого алгоритму дослідження забезпечує досягнення максимально повного вирішення задач з ідентифікації особи по кістковим залишкам. Одержані результати вперше дали змогу проводити дослідження кісток, узятих від гнильно змінених, ексгумованих, скелетованих, підданих дії високих температур трупів. 
 Розроблені модифіковані методики виділення ДНК з кісткової тканини і її ПЛР-типування були використані при проведенні на сучасному рівні більш ніж 156 судово-медичних досліджень в Одеському обласному бюро судово-медичної експертизи на підставі постанов, ухвал, направлень органів МВС, прокуратур і судів Донецької, Дніпропетровської, Закарпатської, Миколаївської, Одеської, Херсонської, Черкаської, Чернівецької областей України протягом 2003–2008 рр. 
Модифіковані методики виділення ДНК з кісткової тканини і її ПЛР-типування, використовуються у практиці відділень судово-медичної імунології Одеського, Дніпропетровського і Луганського обласних бюро судово-медичної експертизи, з метою  ідентифікації особи невпізнаних, гнильно змінених, скелетованих, розчленованих трупів, а також кісткових залишків і окремих частин тіла.
Дані досліджень і зібраний матеріал, опублікований в дисертації, використовуються у курсі лекцій та практичних занять на кафедрі судової медицини і медичного законодавства Одеського державного медичного університету та для підготовки курсантів за фахом «Судово-медична імунологія» та «Судово-медична цитологія», а також у Національній медичній академії післядипломної освіти імені            П. Л. Шупика, Дніпропетровській державній медичній академії та Луганському державному медичному університеті.
Особистий внесок здобувача. Здобувачем особисто виконана вся експери-ментальна частина роботи. Вперше в Україні проведено молекулярно-генетичні дослідження кісткових об’єктів, узятих від гнильно змінених, ексгумованих, скелетованих, підданих дії високих температур трупів. Проаналізовано одержані дані та сформульовано висновки. Здобувач особисто провів пошук тематичної наукової літератури. Спільно з науковим керівником проф. Б. В. Михайличенком сформульовані мета і завдання роботи, розроблена стратегія проведення дослідження, обговорено одержаний фактичний матеріал.
Особисто автором розроблені протоколи досліджень, карти експериментальних та експертних спостережень, проведено відбір біоматеріалу, та його подальше дослідження, статистична обробка, набір та узагальнення отриманих результатів дослідження.
Автором написані всі розділи дисертаційної роботи, викладені основні наукові положення, сформульовані висновки та практичні рекомендації. 
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації доповідалися на семінарі-нараді «Впровадження ДНК-аналізу в судово-медичну практику» (Одеса, 2002); на міжнародній науково-практичній конференції молодих учених «Учені майбутнього» (Одеса, 14–16 жовтня 2003); на міжнародній науково-практичній конференції судових медиків, присвяченій 165-річчю кафедри судової медицини з післядипломною підготовкою Одеського державного медичного університету і 85-річчю заснування Одеського обласного бюро судово-медичної експертизи (Одеса, 7–8 червня 2007); на IV Міжнародному конгресі з інтегративної антропології (Вінниця, 4–6 жовтня 2007); на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Вчені майбутнього» (Одеса, 15–16 жовтня 2007); на засіданнях вченої ради медичного факультету № 2 Одеського державного медичного університету; на спільному засіданні кафедри судової медицини і медичного законодавства Одеського державного медичного університету та медичної наради Одеського обласного бюро судово-медичної експертизи.
Публікації. За темою дисертації опубліковано 14 робіт, із яких: дві монографії (у співавторстві), 5 статей у фахових виданнях, затверджених ВАК України, з яких 3 індивідуальні, 5 тез наукових конференцій і конгресів, отримано 2 деклараційні патенти України на винахід.
Структура дисертації. Текст дисертаційної роботи викладено на 171 сторінці комп’ютерного друку, складається із 6 розділів: вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, трьох розділів експериментальних досліджень, висновків, аналізу й узагальнення результатів досліджень.
Дисертація містить 27 таблиць, 39 рисунків. Список джерел літератури налічує 290 позицій. Бібліографічний опис джерел літератури викладений на 27 сторінках і містить 161  позицію кирилицею та 129 латиницею.









ВИСНОВКИ
У дисертаційній  роботі пропонується і обґрунтовується комплекс нових найбільш ефективних підходів по проведенню судово-медичного молекулярно-генетичного ідентифікаційного дослідження, об’єктом якого є кісткова тканина різного структурного типу і ступеня збереження. З результатів виконаної дисертаційної роботи випливають такі висновки:
1. Результати власних досліджень дозволили розробити основні методологічні аспекти проведення судово-медичної ідентифікації особи за допомогою ПЛР-типування ДНК кісткової тканини .
2. На підставі проведеного порівняльного аналізу ефективності основних методів виділення ДНК із нативної кісткової тканини (компактної та губчастої речовини) запропоновані оптимальні модифікації ключових етапів виділення геномної ДНК із кісткової тканини: спосіб руйнування кісткової тканини; співвідношення лізуючого буфера і кісткового порошку; температурно-часові режими проведення етапу лізису; кількість протеолітичного ферменту в лізуючому буфері; застосування співосаджувачів; спосіб очищення ДНК. 
3. До найефективніших модифікованих протоколів виділення ДНК із кісткової тканини різного вигляду і стану відносяться: протокол I, заснований на застосуванні у складі лізуючого буфера аніонного детергента — додецилсульфату натрію і протеолітичного ферменту — протеїнази К, а також протокол IV — заснований на застосуванні ацетату калію у високій концентрації для очищення від білків і полісахаридів. 
4. Губчаста речовина кісткової тканини ребра визначена як переважний об’єкт для проведення молекулярно-генетичного ідентифікаційного дослідження.
5. Використання термостабільної Smart Taq-полімерази зі збільшенням її концентрації в реакційній суміші до 0,7–1,0 одиниць активності, а також збільшенням кількості основних циклів ампліфікації до 45 підвищує ефективність ПЛР-аналізу при роботі з деградованими препаратами ДНК, виділеної з кісткової тканини.
6. Розроблені модифіковані методики виділення ДНК з кісткової тканини ексгумованих трупів, а також трупів, що перебували на різній стадії гнильного розкладу, являються ефективними  для виділення ДНК придатної для ПЛР-аналізу.
7. Показана можливість проведення молекулярно-генетичного ідентифікаційного дослідження кісткової тканини, взятої від скелетованих трупів із різною давністю після настання смерті й поховання, зокрема понад 60 років. Для проведення дослідження переважним об’єктом є губчаста речовина кісткової тканини епіфізів довгих трубчастих кісток. 
8. Кістки, що піддалися дії високих температур (відкритого вогню і виварювання), можуть бути об’єктами для проведення молекулярно-генетичного ідентифікаційного аналізу. Використання розроблених модифікованих методик виділення ДНК є ефективним при визначенні статевої належності кісток, спалених до чорного розжарювання. Виділення ДНК за допомогою модифікованих методик дозволяє отримати необхідну кількість якісної ДНК з виварених кісткових об’єктів, та провести достатньо повне ідентифікаційне дослідження.
9. За результатами досліджень розроблені рекомендації з відбору, підготовки й умов зберігання кісткового біоматеріалу.
10. Результати роботи дозволяють визначити, що головним шляхом оптимізації проведення судово-медичної молекулярно-генетичної ідентифікаційної експертизи кісткових залишків є використання запропонованого алгоритму проведення молекулярно-генетичного дослідження. 
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