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Streszczenie

Treblinka | byta niemieckim nazistowskim obozem pracy przymusowej
funkcjonujagcym w latach 1941-1944, na terenie gminy Kosow (powiat sokotowski).
Zsytano tam gltéwnie mezczyzn skazanych za przewinienia o charakterze kryminalnym
I gospodarczym, pojmanych w trakcje tapanek i obtawy. Poczatkowo przetrzymywano
tam Polakow nastgpnie zwozono réwniez Zydow. Lacznie przez obdz przeszto okoto
20 tysiecy wieznidw, z czego okoto 10 tysiecy zmarlo z wycieczenia i gtodu lub zostato
zamordowanych. Trudno jest znalez¢ w literaturze jakiekolwiek dane na temat obozu
Treblinka I chociazby dlatego, ze Niemcy zadbali o zniszczenie wszelkich dokumentéw
oraz struktur obozu. Dzi$§ nie wida¢ zadnej fizyczno$ci tego miejsca, ktora mogloby

$wiadczy¢ o jego okrucienstwie.

Niniejsza praca poddaje analizie genetycznej stanowisko szkieletowe ujawnione
podczas prac terenowych na terenie bytego obozu pracy przymusowej Treblinka I,
w wyniku ktérych ujawniono gréb masowy oraz 7 regularnych pochowkow.
Badania prowadzono etapowo. Dokonano wstepnych analiz antropologicznych
I kryminalistycznych zabezpieczonego materiatu. Badania genetyczne objety izolacje
DNA, oznaczenia stopnia degradacji DNA 1 obecno$ci inhibitoréw reakcji PCR.
Amplifikacji poddano réwniez markery STR. Ostatnim etapem byla analiza DNA
mitochondrialnego w celu okreslenia pochodzenia biogeograficznego ekshumowanych

osobnikow.

Praca miata na celu ustalenie struktury genetycznej populacji, ktorych szczatki
odnaleziono podczas ekshumacji przy pomocy najnowszych narzedzi biologii
molekularnej. Uzyskane wyniki pozwola na dalszy proces identyfikacji osobniczej ofiar
1 straznikow obozowych. Tak opracowany model badawczy mozna zastosowaé
w przypadku innych niezidentyfikowanych dotad miejsc masowych zbrodni zaré6wno
w Polsce jak 1 na Swiecie. Uzyskane wyniki badan wespra hipotezy historyczne

i antropologiczne.



Summary

Treblinka | was a German Nazi forced labor camp that operated from 1941 to
1944, on the grounds of the Kosow municipality (Sokotowski county). Mainly men
sentenced for criminal and economic offenses, captured during roundups and manhunts,
were sent there. Initially Poles were held there, then Jews were also transported. In total,
about 20 thousand prisoners went through the camp, out of which about 10 thousand died
of exhaustion and hunger or were murdered. It is difficult to find any data about Treblinka
I in the literature, if only because the Germans took care to destroy all documents and
structures of the camp. Today, there is no physical evidence of this place, which could

testify to its cruelty.

This paper subjects to a genetic analysis the skeletal position revealed during
fieldwork at the site of the former Treblinka I forced labor camp, which revealed a mass
grave and 7 regular burials. The research was conducted in stages. Preliminary
anthropological and forensic analyses of the secured material were carried out. Genetic
studies included the isolation of DNA, determination of the degree of DNA degradation
and the presence of inhibitors of the PCR reaction. STR markers were also amplified.
The final step was the analysis of mitochondrial DNA in order to determine the

biogeographical origin of the exhumed individuals.

The aim of this work was to determine the genetic structure of the populations
whose remains were found during exhumation using the latest tools of molecular biology.
The obtained results will allow for further process of personal identification of the victims
and camp guards. The research model developed in this way can be applied to other
unidentified mass crime sites both in Poland and around the world. The obtained research

results will support historical and anthropological hypotheses.
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| Wstep.
1.1 Karny wychowawczy oboz pracy Treblinka I.

Karny ob6z pracy Treblinka I funkcjonowat w latach 1941-44. Powstat z inicjatywy
starosty powiatowego w Sokotowie Podlaskim — Ernesta Gramssa. Komendantem obozu
przez caly okres jego funkcjonowania byt Theo van Eupe. Obdz pracy przymusowej
w Treblince 1 byl ostatnim z trzech obozdéw, jakie funkcjonowaly w Generalnym

Gubernatorstwie (1).

Okres jego trwania mozna podzieli¢ na poszczegolne etapy. Pierwszy przypada na
poczatek jego powstania rok 1941(w okresie od czerwca do wrzesnia). Znajdowato si¢
tu woweczas kilkudziesieciu wieznidow z wyraznym podziatem na polskich 1 zydowskich.
Jego obszar zawieral si¢ w gospodarczych zabudowaniach pobliskiej Zwirowni.
Byt to poczatek do wybudowania obozu wlasciwego. Kolejny okres przypada na wrzesien
1941 do lipiec 1942. Jego obszar przesuwa si¢ juz na wschodnig stron¢ zwirowni.
Wigkszo$¢ wiezniéw stanowili wowczas Polacy. Wérod Zydow werbowano gltéwnie

rzemie$lnikow z pobliskich miejscowosci 0bszaru Sokotowa Podlaskiego (2).

W okresie od lipca 1942 do listopada 1943 zaczyna funkcjonowaé oboz zaglady
Treblinka 11, oddalony od Treblinki | zaledwie o 2 km. Literatura podaje, ze utworzenie
tego obozu bylo $cisle zwigzane z polityka eksterminacji Zydow przez III Rzesze (3).
Nalezy podkresli¢, ze oboz Treblinka I byt obozem pracy przymusowej, w ktérym przez
cigzka wyniszczajacg prace i gtdd zgingto wielu wigzniow. Praca w obozie Treblinka |
byta cigzka 1 wyczerpujaca. Opierala si¢ gtdéwnie na pracy w kamieniotomie i Zwirowni,
ktoéra znajdowata si¢ w poblizu obozu. Stabych 1 wycienczonych praca wiezniow
rozstrzeliwano w pobliskim lesie (las Malkinski), ktory stanowil miejsce egzekucji dla
obozu zaglady Treblinka I1. Wsrod ofiar byli rowniez wiezniowie ktorzy probowali uciec.
Zeznania $wiadkow informujg o tym, ze w Treblince | oprocz Zydow, zgineto rowniez
wielu Cyganow, Romow i Sinti. Przyblizong liczbe ofiar szacuje si¢ na okoto 800 000.
Wiadomo, ze wsrod wiezniow Treblinki I byli Polacy oraz mniejszo$ci etniczne.
Do obozu miaty trafia¢ wylacznie osoby z przeszioscig kryminalna, takie byty oficjalne

zalozenia Niemcow. Przetrzymywano tam rowniez wigzniéw politycznych (3-6).

Ciata ofiar grzebano w masowych grobach, w pobliskim lesie matkinskim. Malkinski
las byt takze miejscem pochowku straznikdw obozowych, ktorzy umierali lub byli

rozstrzeliwani z réznych przyczyn, a ktérych jedng mogto by¢ nie wykonanie rozkazu
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(4,6). Zatoga Treblinki I sktadata si¢ gtownie z UkraincéOw ale odnotowano rowniez
obywateli Rosji, Litwy i Lotwy. Nalezy podkresli¢, ze pelili oni swoje zadnia

dobrowolnie (2).

Obozy Treblinka I i1 Treblinka II w pdzniejszym okresie byly sobg powigzane i miaty
podobny cel (3,6,7). Po okoto roku trwania obozu Treblinka | znacznie zwigkszyta si¢
liczba wigzniow zydowskich (rzemieslnikow i robotnikow), wzrosta réwniez ich
$miertelnos¢. Wigkszos¢ zwozonych w tym okresie ludzi padalo procederowi
eksterminacji. Dziatalno$¢ obozu zagltady Treblinka Il zaczgta praktycznie przystaniac
oboz pracy Treblinka I (8).

Ostatni etap funkcjonowania Treblinki | przypada na lata 1943-44. Znacznie
zmniejszyla si¢ wowczas liczba wigznidw pochodzenia zydowskiego. Polepszeniu ulegty
rowniez warunki bytowe wiezniow (8). W listopadzie 1943 roku praktycznie catkowicie
zlikwidowano oboz zagtady Treblinka 1, a przed samym przybyciem Armii Czerwonej

réwniez obo6z pracy Treblinka I (1).

O ile historia obozu zagtady Treblinka II jest do§¢ dobrze znana, o tyle brak jest
dokumentacji struktur i charakteru karnego obozu pracy Treblinka I. Nalezy podkreslic,
ze te dwa obozy miaty pierwotnie odmienne zatozenia funkcjonowania (2). Impulsem do
likwidacji obozu byt wybuch buntu wigzniéw w Treblince II w sierpniu 1943 roku.
Zaatakowano wowczas esesmanow i dokonano podpalenia budynkow obozowych (9).
Wydarzenie to byto poczatkiem niszczenia obu obozdéw, a wlasciwie zacieraniem §ladow
masowych mordéw ludnosci. Polakéw zamykano w barakach a Zydéw masowo

wywozono matymi grupkami do malkinskiego lasu i rozstrzeliwano (2).

Znaczna czg¢$¢ obszaru bytego obozu pracy Treblinka | pokryta jest obecnie drzewami
oraz inng roslinno$cig posadzong przez Niemcow celowo po wojnie. Zachowatl si¢
jedynie zarys obozu Treblinka | bedacy w bardzo ztym stanie. Nie wida¢ cech
naziemnych zwigzanych z okrucienstwem tego miejsca. Zniszczono wszelkie dowody
wskazujace na popetione ludobdjstwo. Budynki wyburzono, a grunt wyréwnano.
Dzi$ stoi tam pomnik upamigtniajacy ofiary okrutnego mordu (6,7). Za taki stan wiedzy
na temat zbrodni Holokaustu moglty odpowiada¢ min. aspekty polityczne, spoteczne,

moralne i etyczne (4).

Chcac uczci¢ pamieé ofiar Treblinki I 1 Treblinki 11, w latach 2016-2019 dokonano

doktadnej analizy topograficznej tego terenu, ze szczegdlnym uwzglednieniem terenu
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obozu Treblinka I. Prowadzac prace archeologiczne natrafiono na ludzkie szczatki (3,10).
Szczatki byty w wigkszosci przemieszane [zdj.1]. Odnaleziono réwniez kilku osobnikow
0 kompletnych szkieletach [zdj.2]. Przy badaniach obecna byta Komisja Rabinicza
do spraw Cmentarzy Zydowskich przy Urzedzie Naczelnego Rabina Polski. Prace

realizowano na zlecenie prokuratorow IPN.



Zdjecie 1. Grob masowy — ekshumacja — Zzrodto Andrzej Ossowski.
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Zdjecie 2. Odnalezione miejsce pochowku pojedynczego — ekshumacja — zrodto Andrzej Ossowski.
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Analizy archeologiczne i antropologiczne dostarczyly danych o odnalezieniu okoto
50 osobnikéw pochowanych w masowym grobie. Ujawniono réwniez siedem
regularnych pochowkow. Sposob ich ztozenia do grobu oraz liczne artefakty, ktore przy
nich znaleziono jak i obrazenia, ktore nosity dwa z siedmiu odnalezionych szkieletow,
moga $wiadczy¢, ze nie byli to zwykli wiezniowie. Fakty te w zestawieniu ze zrodtami
historycznymi pozwolily na postawienie hipotezy, ze szkielety te mogly naleze¢

do osobnikow przynaleznych do jednostek wartowniczych obozu (4).

Zrodta historyczne oraz analizy archeologiczne nasuwajg pytanie kiedy mogty
zging¢ osoby, ktorych szczatki odnaleziono w grobie masowym. Ofiary mogly by¢
zamordowane zaraz po przyjezdzie do obozu w wyniku przeprowadzanej selekcji
transportu gdzie mordowano starszych, schorowanych, z widoczng niepetnosprawnoscia,
niezdolnych do ci¢zkiej pracy. Na tym etapie oddzielano takze me¢zczyzn od kobiet
i dzieci. Doktadne ogledziny ekshumowanych z grobu masowego szczatkow nie ujawnity
zadnych deformacji wynikajacych z przebiegu choroby lub wady genetyczne;.
Opierajac si¢ na danych historycznych mozemy powiedzie¢, ze szczatki te mogty naleze¢
do os6b wycienczonych ciezka pracag w obozie, gtodem jak i tych ktorzy probowali

stawia¢ opor, w wyniku czego zostali rozstrzelani (1,5,11,12).

Szczatki podjete z jam grobowych typowano jako nalezace do straznikow
obozowych réwniez opierajac si¢ na danych historycznych (1,3,7,8,13). Wskazywat na
to sam sposob pochowku. Przy szczatkach ujawniono obecnos¢ artefaktow w postaci
guzikow, umundurowania wskazujacego na niemieckie pochodzenie, grzebieni.
Znaleziono réwniez metalowe wiefice oddajace szacunek pochéwku, ofiary grzebano
zdecydowanie inaczej. Wszystkie odnalezione przedmioty przekazano do Muzeum

w Treblince.

Uzyskane w tej pracy wyniki pozwola wesprze¢ hipotezy historyczne
1 antropologiczne, dajac odpowiedz na wiele nurtujgcych pytan. Pozwolg takze na lepsze
poznanie miejsca dotychczas owianego tajemnicg. Taki model prowadzenia badan jest
najlepszym sposobem na dostarczenie faktow dotyczacych struktury populacyjnej obozu
Treblinka I, przywrocenie tozsamosci ofiar, godny pochowek. Jest to rowniez niezwykle
wazne dla nas Polakow abySmy mogli czci¢ miejsce gdzie spoczywaja ofiary III Rzeszy

a nie kaci.
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Treblinka 1 jest bezwzglednie waznym miejscem historycznym, jednym
z najokrutniejszych miejsc masowej zagtady ludnosci zydowskiej (4,5). Sama dziatalno$¢
obozu porusza wiele zagadnien, poczagwszy od sprawcow do wszystkich pozostajacych
obojetnym na krzywde ludzka Warto réwniez wspomnie¢ o licznych korzysciach
materialnych, jakie nazisci uzyskali z grabiezy i majatku ofiar. Po likwidacji teren obu
obozéw byt wielokrotnie przeczesywany w celu znalezienia kosztowno$ci. Ten sam

proceder dotyczyt rowniez innych obozow (14).

Odwiedzajac dzi§ Treblinke | nie wida¢ sladow po obiektach obozowych ani ich
lokalizacji. Sam rys historyczny obozu jest opisany, natomiast zdarzenia z tego okresu
sg mato udokumentowane (13,15). Zdecydowanie wigcej informacji w literaturze dotyczy
obozu Treblinka Il. Na obecny stan zachowania obozu Treblinka | mogta mie¢ wptyw
specyfika terenu, uptyw dlugiego okresu czasu. Jednak analizujgc materialy historyczne
I badania archeologiczne mozemy powiedzieé¢, ze $lady tego miejsca zostaly celowo
zacierane (3,5,7,16,17). Jednym z powoddéw, dla ktorego tak mogto si¢ staé jest fakt,
ze nazisci probowali unikngé kary za swoje zbrodnie dlatego starali si¢ zniszczy¢
wszelkie ich dowody. Byli przekonani o perfekcyjnosci dziatania takich miejsc jak
Treblinka oraz doskonatosci swojego planu eksterminacji ludno$ci zydowskiej (15,18).
W przypadku Treblinki | ofiary gtodu lub wyniszczajacej pracy grzebano w masowych
grobach. Zdarzato si¢, ze wycienczonych i chorych rozstrzeliwano. Niektore ciata
rozdrabniano
I masowo rozsypywano ich pozostatosci w terenie (19,20). Prowadzone na tym terenie
badania archeologiczne i geofizyczne ujawnity 11 dotéw, z czego najwickszy ma
34 metry dtugosci, a najmniejsze okoto 10 metroéw. Obszar ten zostat wskazany rowniez
przez $wiadkdw masowych pochéwkow i kremacji (4). Badanie te prowadzone byly
jedynie na czesci terenu bytego obozu. Dlatego mozna przewidzie¢, ze odnajdzie si¢ tam

wigcej takich miejsc.

Materiaty historyczne dotyczace obu obozow oraz rozwoéj genetyki sadowej,
pokazuja na przyktadzie tej pracy, ze nie da si¢ calkowicie zatrze¢ §ladow tak ogromne;j
ilosci zamordowanych w Treblince osob. Kazdego dnia kierowano tu 5000-7000 oséb,
istniaty tylko 3 komory gazowe (Treblinka Il), co swiadczy, ze nie wszystkie ofiary
do nich trafialty. Gléwnym sposobem pozbycia si¢ zwlok pozostawato grzebanie
w masowych grobach, ktore znajdowaty sie gldwnie w potudniowo wschodniej czegsci

obozu (1,20-22). Po wojnie teren obozu pozostawal zaniedbany i rabowany do roku
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1959. To wtedy podjeto decyzje o upamictnieniu tego miejsca (1,23). Zydowskie
nagrobki przedstawiono w postaci symboliki 17000 kamieni (4,23).

W celu poznania prawdy takich miejsc potrzebna jest wspotpraca interdyscyplinarna
archeologdw, antropologéw, bieglych sagdowych 1 genetykow. Cenne sg réwniez zrodla
dostarczajace informacji historycznych, relacje $wiadkow. Projekty takich badan
sa zwykle opracowywane w oparciu o wiedz¢ historyczng. Obszary badan i dowody

sg okreslane poprzez zrédta dokumentalne, fotograficzne.

Analiza materialdow oraz pisanie niniejszej pracy, powr6t do tragicznych faktow
historii, wywotaty we mnie ogromne emocje, a opisy mordéw dokonywanych na ofiarach
Izy. Prace byly trudne juz od momentu ekshumacji, gdzie samo miejsce bylego obozu
zaglady Treblinka | jest smutne i opuszczone. Szczatki odnaleziono na terenie obecnego
parkingu le$nego, gdzie kazdego dnia toczyto si¢ wspodlczesne zycie (parkowaty tam min.
autokary turystyczne), zatrzymywata si¢ tam masa ludzi. Treblinka to jedno
z najokrutniejszych miejsc tamtych czasow. Miejsce, ktore zostato swiadomie zatozone
w celu eksterminacji ludno$ci. Zadna zbrodnia popetniona w Treblince nie moze zostaé

zapomniana. JesteSmy to winni tym wszystkim ludziom oraz ich rodzinom.
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1.2 Wybrane obozy Il Rzeszy — obecny stan zachowania.

Badania archeologiczne i genetyczne takich miejsc jak Treblinka 1 jest potrzebna
w ustaleniu celowosci jego powstania, lepszego poznania ich struktur oraz ujawnienia

ewentualnych grobé6w masowych, jak miato to miejsce w przypadku Treblinki I.

Dzisiejszy stan zachowania obozéw koncentracyjnych, ktére funkcjonowaty
na terenie okupowanej Polski, jest bardzo zréznicowany (24-26). Dobrze zachowany
pozostal ten W Auschwitz. Przez wiele lat tereny te podlegaty naturalnej degradacji.
Byly to miejsca, o ktorych chcieliSmy zapomnie¢, miejsca bolu, tragedii, tez, cierpienia
ale i wstydu. Wszystkie dziatania archeologiczne i upamigtniajace, miaty miejsce pozno
po wojnie. Obozy, ktorych fizyczne struktury ich okrucienstwa pozostaja nadal
tajemnicg. Do takich obozéw nalezy min. Treblinka I (27). Celowe dziatania destrukcyjne
swiadczyly o tymczasowos$ci tych miejsc, ich przeznaczeniu oraz zacieraniu $ladow
nazistowskich zbrodni. Mimo to jesteSmy w stanie odtworzy¢ pewne fakty,
ktore stanowig niezbite dowody dokonanych zbrodni nazistowskich. Pomocne pozostaja
réowniez relacje swiadkoéw, cho¢ tych jest coraz mniej. Obecnie prowadzi si¢ badania
terenowe takich miejsc, zabezpiecza §lady, odtwarza zdarzenia, pozyskuje materiat
do badan genetycznych, ktére s3 ogromnym narzgdziem dowodowym
i identyfikacyjnym. Zespot Polskiej Bazy Genetycznej Ofiar Totalitaryzméw ma duze
doswiadczenie w analizie takich miejsc (12). Brak badan naukowych powoduje
wycigganie nieprawidtowych wnioskow lub podejmowania nieprawdziwych rozwazan,

ktére poddaja watpliwosci Holokaust oraz inne masowe zbrodnie.

W przypadku Treblinki I, obozu pracy przymusowej, zachowat si¢ jedynie zarys
granic obozu (3,10,28). Charakteryzowal si¢ on potozeniem na uboczu, kamuflazem,
sasiedztwem linii kolejowej utatwiajacej transport wigzniow. Obozem o odmiennym celu
potozonym w poblizu Treblinki I byta Treblinka Il, nalezaca do obozéw zagtady
podobnie jak ob6z w Betzcu, Sobiborze i Auschwitz. Wszystkie miaty jeden cel — zagtada
calej ludnosci zydowskiej oraz polskiej inteligencji. W Treblince | jako karnym
przymusowym obozie pracy, eksterminacji dokonywano poprzez ciezka wyniszczajaca
pracg. Cecha wspolng tych miejsc byta podobna lokalizacja i struktura zwigzana z ich
celem (szybka eksterminacja). W Treblince | dotagczono jeszcze granice zewnetrzne, ktore
stanowily pola usiane minami oraz zapory przeciw czotgom. Do budowy struktur

wykorzystywano gléwnie drewno, co miato §wiadczy¢ o tymczasowos$¢ tych obiektow
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I mozliwosci szybkiego niszczenia. Z betonu wykonywano jedynie komory gazowe
w Treblince 11 (15).

1.3 Rozktad haplogrup spodziewanych w niniejszym badaniu.

Historia kazdego kontynentu zapisana jest w ludzkim DNA. Analizujac pochodzenie
biogeograficzne w obrebie jednego obszaru, obserwujemy, ze cho¢ wszyscy mieszkancy
sg ze sobg blisko spokrewnieni to sekwencjonujac ich genomy znajdziemy subtelne
roéznice w kolejnosci sekwencji. Badanie haplogrup w obrgbie DNA mitochondrialnego
(MtDNA) jest w stanie okresli¢ nie tylko skad moze pochodzi¢ dana osoba ale rowniez
odpowiedzie¢ na pytanie jakie byty losy populacji ludzkiej zamieszkujacej dany obszar
geograficzny. Odnoszac si¢ do najnowszych wynikow badan mieszkancow Europy,
mozemy powiedzie¢, ze jej mieszkancy sa ze soba blisko spokrewnieni. Oznacza to,
ze dziela miedzy sobg pewne podobne geny (29). Jednym z markeréw pochodzenia
biogeograficznego jest DNA mitochondrialne, jak wcze$niej wspomniano dziedziczymy
je wylacznie od matki. Mozemy réwniez sprawdzi¢ biopochodzenie w linii ojcowskiej,

dziedziczone po chromosomie Y (w linii ojcowskiej) (30).

Okoto 99% genomu ludzkiego stanowi wspolne DNA, a tylko 0,5% odpowiada
za dzielgce nas réznice. Ludzki genom sktada si¢ z 3,2 miliarda par zasad, a 0,5% tej
liczby to 16 milionow liter. Kazda taka litera moze wystapi¢ w jednej z czterech odmian
wigc liczba ich kombinacji jest ogromna. Dlatego wtasnie prawdopodobienstwo
wystapienia identycznego genomu u drugiej osoby jest praktycznie niemozliwe (29,31).
Mitochondrialne DNA zawiera 37 gendéw, podczas gdy caly genom ma ich okoto

20 tysiecy (32).

Wspotczesna historia szczegdlnie w ciggu ostatnich 200 lat pelna byla
tragicznych wydarzen, takich jak wojny, okupacje, migracje oraz przemieszczenie granic
(10). Najwigkszy wplyw na sytuacje demograficzng miata II wojna $wiatowa.
Do tego czasu ludno$¢ Polski byta etnicznie wymieszana. Szacuje si¢, ze w okresie 11
wojny $wiatowej wymordowano okoto 6 milionéw Polakoéw (33) co stanowito okoto 17%
ludnosci polskiej. Najwiecej ofiar bylo wsrod mtodych mezczyzn, ktérych $mierc
znacznie wptyneta na pule genow (34).

W przypadku niektorych stanowisk nie zachowaly si¢ architektoniczne struktury
wskazujagce na  dokonywanie masowych zbrodni. Metody archeologiczne

I antropologiczne pozwalajag na wysunig¢cie hipotez obja$niajacych historie danego
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miejsca. Ostateczna weryfikacja takich hipotez moze zosta¢ dokonana za pomoca
narzedzi biologii molekularnej min. okre$leniu pochodzenia biogeograficznego
odnalezionych szczatkow (12). Tak byto w przypadku Treblinki I, na podstawie badan
archeologicznych oraz analiz antropologicznych, zatlozono ze w grobie masowym
spoczywaty rowniez szczatki obywateli polskich. Tez¢ t¢ miaty pomoc potwierdzié
lub odrzuci¢, wyniki badan genetycznych przeprowadzonych w niniejszej pracy.
Uzyskane haplotypy, zarowno ofiar jaki i domniemanych straznikéw obozowych,
poréwnywano w bazie EMPOP (tabela nr 8,10), ktorej narzedzia pozwolily na okreslenie
ich przynaleznosci haplogrupowej. Dodatkowo, w celu potwierdzenia, szacowano je
w programie HaploGrep (tabela nr 11) pod wzgledem wszystkich dostepnych haplotypow
spodziewanych u ekshumowanych szczatkow. Uzyskane dane pordwnywano rowniez
do dotychczasowej literatury (35,36). W historii Polski mialy miejsce masowe
przesiedlania ludnosci si¢gajace okresu II wojny Swiatowej i1 zaraz po niej.
Przyczyng byly zestania w okresie wojennym, wysiedlanie Polakéw z terenow
podlegtych ZSRR, deportacje na roboty przymusowe, zabory niemieckie w okresie
II wojny $wiatowej (37). Wszystko to spowodowalo utworzenie zréznicowanej
wewnetrznie populacji, ktora nie jest jednak genetycznie znaczgco odmienna
od pozostatych populacji stowianskich, o czym wspomniano w literaturze (38-41),

takze na podstawie markeréw chromosomu Y.

Dzisiejsza genetyka populacji opiera si¢ na analizie calego genomu
wykorzystujac polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP). Metoda ta jest bardzo
wazna zarowno w medycynie spersonalizowanej i sadowej (42). Analizy te majg rOwniez
duza warto$¢ w badaniach antropologicznych i kryminalistycznych poniewaz dostarczaja
informacji o réznorodnosci genetycznej populacji. Analiza krotkich powtorzen
tandemowych Y (Y-STR), badajaca region chromosomu Y sprawia, ze wykazuja wyzsza
rozdzielnos$¢ typowania od biallelicznych polimorfizméw chromosomu Y (43,44).

Catkiem niedawno wigkszo§¢ badan filogenetycznych mtDNA opierala si¢
na zmienno$ci sekwencji w hiperzmiennym regionie kontrolnym HV1(45,46).
Jednak szybkie tempo mutacji powoduje, ze takie analizy s obarczone btedami. Badania
jednego regionu, mutacje oraz brak analiz w szerszym zakresie moga prowadzi
do nieprawidlowych wnioskow. Dlatego w niniejszej pracy sekwencjonowaniu poddano

oba hiperzmienne regiony HV1 i HV2.
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Zrédta  historyczne w  przypadku Treblinki I dostarczajg —informacji,
ktére pozwolily wysunaé wnioski, ze w grobie masowym nalezy spodziewaé si¢
obywateli polskich 1 zydowskich. Natomiast w jamach grobowych spoczywali
najprawdopodobniej obywatele Rosji i Ukrainy (2), dlatego w rozdziale tym, opisujac
rozprzestrzenianie si¢ poszczegdlnych haplogrup skupiono si¢ wylacznie na tych,

ktére moglismy otrzyma¢ w toku niniejszych badan.

Zmienno$¢ genetyczng mtDNA populacji polskiej badano w odniesieniu
do Rosjan (47,48) a w szerszym aspekcie do populacji Stowian (29,49,50). Inni naukowcy
badajac populacje polska, porownuja wspotczesne dane do probek badanych
pochodzacych z pradawnych pochéwkow. Pokazuje to jak tworzyly si¢ oraz mieszaly
okreslone grupy Iludnosci europejskiej. Najczestsze haplotypy europejskie
sklasyfikowano do makro haplogrupy HV, U i JT, stanowia one 90% populacji (51).
W Europie najczesciej wystepujaca haplogrupa jest haplogrupa H (52). W celu ustalenia
jej rozprzestrzeniania niektorzy badacze wskazuja na trzy fale migracji: pierwsza
to zasiedlenie Europy okoto 45 tysiecy lat temu, druga dotyczyla powrotu na tereny
potnocne po ostatnim maximum glacjalnym okoto 18 tysiecy lat temu, spowodowana
pokryciem wigkszosci kontynentu lodowcem, co zmusito ludno$s¢ do wycofania si¢
na potudnie gdzie przetrwali w okreslonych miejscach; trzecia miala miejsce stosunkowo
niedawno 1 dotyczyla neolitycznych migracji spowodowanych poszerzaniem si¢

obszar6éw rolniczych (okoto 9 tysigey lat temu) (29,31).

Haplogrupa HV jest najczgsciej wystepujaca w Europie (okoto 40%), zawiera
rzadsze podhaplogrupy HV1, HV2 i HVO0. Wigkszo§¢ pochodnych haplogrupy H
pochodzi z Bliskiego Wschodu. Poprzednikiem haplogrupy H i V jest haplogrupa RO.
Wzrost czestotliwosci haplogrupy RO obserwuje si¢ z Zachodu w kierunku Europy
Wschodniej i Potudniowej oraz Bliskiego Wschodu (53-55). Rowniez w tej haplogrupie
wyodregbnia si¢ subhaplogrupy charakterystyczne dla obszarow Polski. Sg to: H5a2,
H5ela, H5alf, H6ala9.

Haplogrupa RO jest poprzednikiem haplogrupy H i V. Charakteryzuje ja wigksza
zmienno$¢ na Polwyspie Arabskim co sugeruje, ze wywodzi si¢ wlasnie stamtad (56).
Z duzg czestotliwoscig obserwuje si¢ ja tez w Azji Poludniowej (23%) (57). Jej korzenie
siegajg makrohaplogrupy R (56). Bez mata potowa populacji zachodnio eurazjatyckiej
MtDNA jest podzielona na subhaplogrupy haplogrupy RO (55).

18



Kladem powstajacym z haplogrupy R jest haplogrupa U. jej poczatki si¢gaja
potudniowo zachodniej Azji i Europy. Stanowi ona ciaglo$¢ genetyczng roéwniez
z dzisiejszymi populacjami Europy (58). Dokonano w jej obrebie podziat na: U2, U3,
U4'9, U7 1 U8. Wykazuja one specyficzne dla danego regionu wzorce czgstotliwosci
odzwierciedlone we wspodtczesnych populacjach. Badania pokazaty takze, ze odsetek
haplogrupy U w Polsce wynosi okoto 21%. Polacy posiadaja réwniez specyficzng
odmiang tej haplogrupy U4a2, ktora jest typowa dla zachodnich Stowian (Czechow,
Polakéw i Stowakow). Czestos¢é wystepowania tej haplogrupy w Polsce stanowi okoto

4% natomiast w innych populacja prawie w ogdle si¢ jej nie obserwuje (48,59).

Sekwencje oznaczone u Ukraincow 1 Rosjan sa niemal identyczne jak te
wystepujace w Europie Zachodniej 1 Wschodniej. Pozwala to wyciagna¢ wnioski,
ze migracjom z Europy Srodkowej na jej wschod towarzyszyly w wickszosci te same
linie mtDNA, ktére sa charakterystyczne dla populacji prastowianskich Europy
Wschodniej (60). Sekwencje populacji Rosjan i Ukraincéw zgrupowano w osiem
haplogrup, wedtug powszechnie akceptowanej nomenklatury: H, V, HV, U, K, J, T, X.
Gltowna mitochondrialng haplogrupg stowianska jest H, ktore jednoczesnie najczesciej
wystepuje w Europie (46). Stanowi ona okoto 38% opisywanych w literaturze populacji

rosyjskiej i 44% - populacji ukrainskiej (61).

Aszkenazyjskie mtDNA jest bardzo charakterystyczne ale i trudne do przypisania
do konkretnej populacji zrodlowej (36,62,63). Dwie glowne aszkenazyjskie linie
haplogrupy K (Klalbla, K2a2al) maja dalece europejskie pochodzenie. Obejmuja
gownie mtDNA europejskie z wytaczeniem tych pochodzacych z Bliskiego Wschodu.
Pozostate linie aszkenazyjskie (H, J, T, HVO0, U4/US5, I, W 1 M1) réwniez wykazuja
europejskie pochodzenie (64). Okoto 80% aszkenazyjskiego mtDNA wynika z asymilacji
rdzennego mtDNA w Europie Zachodniej. Haplogrupy takie jak N1b2, Mlalb, K1a9,
a nawet Klalbl majg swoje zrédlo z obszaru Morza Srodziemnego (63,65).
Wyniki te bardzo dobrze wpasowujg si¢ w analizy catego genomu z istotnym

odchyleniem w kierunku europejskim, szczegdlnie odnoszacym si¢ do Wioch (66-69).

Podczas analiz wynikdw haplogrupowania w niniejszej pracy stwierdzono,
ze cigzko jest przypisa¢ uzyskane haplogrupy do konkretnej narodowos$ci lub obszaru
geograficznego. Powodem mogta by¢ ich niejednorodnos¢. Nalezy podkreslic, ze liczba

osobnikow, dla ktorych stan zachowania materiatu genetycznego pozwolil na dokonanie
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estymacji haplogrupy mtDNA byla mata. Haplogrupe uzyskano dla 6 na 7 badanych
szkieletow ekshumowanych z jam grobowych oraz 19 na 42 szkieletow pochodzacych
z grobu masowego. Dlatego potrzebne sg dalsze prace ekshumacyjne i analizy genetyczne
uzyskanego materiatu. Takie prace zostaly zaplanowane przez nasz zespdt w najblizszym
czasie. Tym bardziej, ze badania archeologiczne sugeruja, ze takich miejsc pochowku jest

tam zdecydowanie wigcej (3-5).

2. Metody genetyczne w identyfikacji osobniczej.

Intensywny rozwdj biologii molekularnej oraz metod identyfikacji z wykorzystaniem

najnowszych narzedzi technologii daje dzi$ ogromne mozliwosci identyfikacyjne .

Niezwykle istotnym aspektem analiz DNA na potrzeby badan sagdowych jest ustalenie
stopnia pokrewienstwa pomiedzy badanymi osobnikami. Sprawy takie moga dotyczy¢
imigracji oraz identyfikacji szczatkow ludzkich. Trudnosci jakie mozemy napotkac
podczas identyfikacji dotycza takze wystgpienia réznych mutacji na etapie zycia
ptodowego. Szczegodlnie trudne do identyfikacji sg szczatki ludzkie (70-72). W tego typu
sprawach czasem trudno jest o material porownawczy, w ktorym istotny jest stopien
pokrewienstwa, im blizszy tym wyzsze powodzenie identyfikacji. Podczas badan moze
takze okazac si¢, ze domniemany krewny nie jest w ogdle spokrewniony z badang osoba.
Kolejnym problemem jest praca z materialem zdegradowanym jakim moga okazac si¢
szczatki. Zalezy to gléwnie od czasu jaki uplyng od Smierci 1 Srodowiska,

w ktorym zwloki si¢ rozktadaty (73,74).

W tego typu sprawach genetycy siggaja po rézne narzedzia identyfikacyjne.
W zalezno$ci od stopnia pokrewienstwa, nalezy dobra¢ odpowiednie markery STR
zlokalizowane na chromosomie Y lub X, a niekiedy siegna¢ po analizg¢ DNA

mitochondrialnego (75-79).

20



2.1 Markery STR.

Pozwalaja na analize réznych markerow genetycznych dostepnymi metodami
molekularnymi. Profilowanie STR to najbardziej powszechna analiza DNA jadrowego
zlokalizowanego na chromosomach. Stata si¢ ztotym standardem w identyfikacji ofiar
katastrof masowych, wojen oraz ofiar zbrodni systemow totalitarnych (71,80-83).
Daje ono mozliwos¢ identyfikacji ofiar, na podstawie analizy poréwnawczej z krewnymi.
Dostarcza rowniez cennych wskazéwek dochodzeniowych. Znaczne postepy w biologii
molekularnej zwigkszyly mozliwos$ci pobierania probek, profilowania odpowiednio
dobrang metoda oraz gromadzenia danych o DNA w specjalnych bazach. Nowe markery
genetyczne i1 techniki genotypowania pozwalaja wydoby¢ jak najwigkszg ilo$¢ informacji
genetycznych z badanej probki, niezaleznie od stopnia jej degradacji. Obecne analizy
DNA pozwalajg skierowaé badacza w strong domniemanych ofiar czy ich pochodzenia

biogeograficznego (84).

Ludzkie DNA poza sekwencja kodujaca kryje wiele obszaréw polimorficznych,
ktore roznig si¢ dtugoscia. Sg to krotkie powtorzenia tandemowe STR, (ang. short tandem
repeats) (85). To grupa sekwencji réznigcych si¢ miedzy sobg dtugoscig poprzez insercje,
delecje lub mutacje z powtarzajaca si¢ sekwencja DNA. Zmienno$¢ w populacji
powoduje, ze sg idealnym markerem kryminalistycznym (86). Jedng osobe moze
cechowac 25 powtorzen (GATC) w jednym allelu, 15 — w drugim allelu, za$ inna osoba
moze mie¢ zupetnie inng konfiguracje takich powtorzen. Tych wariantow jest tak wiele,
ze znalezienie dwodch oso6b o identycznych wariantach jest praktycznie niemozliwe.
Metoda badan markerow STR jest zazwyczaj zwykla reakcja PCR z rozdziatem
elektroforetycznym. Rutynowo w kryminalistyce stosuje si¢ kilka fluorescencyjnych
reakcji typu multiplex-PCR, ktére naraz wykrywaja kilkanascie réznych STR.
Do rozdzialu elektroforetycznego wykorzystuje si¢ fluorescencyjng elektroforeze
kapilarng, ktora bardzo dokladnie (co do nukleotydu) okresla wielkosci uzyskanych
pikow. Daje to mozliwo$¢ oszacowania doktadnej liczby powtérzen w okreslonym loci
(87).
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2.2 Autosomalne markery STR.

Wigksza cze$¢ ludzkiego DNA jest prawie taka sama u dwoch réznych osob.
W celu znalezienia r6zni¢ analizuje si¢ wylacznie krotkie wysokozmienne regiony
powtarzalnego DNA- STR (ang. short tandem repeats). Jak wspomniano wczesniej ro6znig
si¢ one dlugoscig u dwoch roznych osob. Sg to tzw. genetyczne markery okreslajace profil

DNA, bedace rzadkimi u 0sob niespokrewnionych.

Standardowo analizie poddaje si¢ minimum 16 markeréw (loci) w genomie.
Dodatkowo analizuje si¢ marker ptci. Wynik otrzymuje si¢ w formie elektroforegramu,
na ktorym pozycja kazdego piku odpowiada dtugosci STR przedstawionej w postaci
liczby. Kazde locus zawiera dwa warianty STR (po kazdym wariancie od jednego
z rodzicow). Pozwala to przedstawi¢ profil osoby w postaci dwdch okreslonych liczb

a kazda para liczb to konkretne miejsce na chromosomie (85).

2.2.1 Markery STR chromosomu Y (Y-STR).

Markery te wykorzystuja informacje zlokalizowane na chromosomie Y,
ktory wystepuje wyltacznie u plci meskiej. Genetyka sadowa, a przynajmniej wigkszos¢
jej badan, koncentruje si¢ na fragmentach DNA, ktore dziedziczymy od obojga rodzicow.
Istniejg jednak pewne wyjatki. Jest to analiza min. chromosomu Y, dziedziczonego tylko
od jednego z rodzicow (24). Z tego wzgledu wyniki dziedziczenia podaje si¢ W postaci
haplotypow, zestawu poszczegdlnych alleli dziedziczonych tacznie, okreslanych jako
markery haploidalne. W materiale genetycznym chromosomu Y istniejg pewne
polimorficzne pozycje wystepujace w regionie niekodujacym. Wlasnie te regiony
wykorzystuje si¢ w procesie indywidualizacji osobniczej. Nalezy tu wzia¢ pod uwage
model dziedziczenia chromosomu Y. Jest on dziedziczony wylacznie W linii meskie;j,
staje si¢ wiec charakterystyczny dla pewnej spokrewnionej grupy linii meskie;j.
Wynik takiego badania to pojedynczy haploidalny marker, czestos¢ wystgpowania cech

tacznie okreslamy jako haplotyp.

Analiza chromosomy Y dotyczy gtéwnie zlokalizowanych na nim markeréw STR,
analogicznych do tych, ktore znajduja si¢ w innych czgsciach DNA ludzkiego.
W niektérych przypadkach wykorzystuje si¢ analiz¢ zmian pojedynczych nukleotydow
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Y-SNP. Podczas analizy otrzymujemy pojedynczy allel. Wyjatek moga stanowi¢ uktady
powtarzajace si¢ na chromosomie. Powstaja w wyniku duplikacji fragmentu
chromosomu. Do takich uktadéw podwojnych nalezy marker: DYS385a/b czy uktad
poczworny DY S464a/b/c/d, przy czym kazda litera odpowiada kolejnosci powielenia
uktadu. Jego unikatowo$¢ wytacznie dla meskiego materiatu genetycznego sprawita,
ze znalazl on zastosowanie w sagdownictwie, wszedzie tam gdzie dochodzi do wykrycia

mieszaniny materiatu genetycznego mezczyzny i kobiety (88).

W normalnych warunkach prawie caty chromosom Y dziedziczony jest w formie
niezmienionej w jednej kopii (NRY, ang. non-recombining Y-chromosome region) (24).
Wyjatek stanowig niektore choroby genetyczne jak np. zespot Jacobsa. Haplotyp
chromosomu Y jest przekazywany w linii meskiej takze niezmieniony.
Odstepstwem od reguly jest spontaniczna mutacja wynikajaca z pewnej zmienno$ci

genetycznej (89).

Chromosom Y zwykle rézni si¢ u niespokrewnionych oséb w obrgbie jednej
populacji. Stad wynik jego badania jest tak istotny w profilowaniu nieznanej probki DNA.
Nalezy pamigta¢, ze warto$¢ badan Y-STR jest nieco nizsza niz w przypadku analizy
fragmentow DNA pochodzacych od obojga rodzicow. Jest tak dlatego, ze moze on
wystepowac rdwniez u 0sob niespokrewnionych ze sobg. Stanowi to jednak bardzo maty

odsetek, dlatego genetycy chetnie siggajg po badania tego rodzaju markeréw (90).

Markery chromosoméw autosomalnych pici, zlokalizowane na chromosomie Y
identyfikuje si¢ przy pomocy reakcji PCR multiplex. W jednej reakcji powiela
si¢ kilkanascie loci mikrosatelitarnego DNA (STR), sg to krétkie tandemowe powtdrzenia
(ang. short tandem repeat). W przypadku materiatu silnie zdegradowanego namnaza si¢
regiony miniSTR. Regiony te majg skrocone sekwencje starteréw. W przypadku
identyfikacji w linii meskiej, amplifikuje si¢ specjalne markery zlokalizowane
na chromosomie Y (75). Sg one przekazywane w formie pojedynczego zestawienia cech
dla haplotypu Y, w wyniku czego dajg identyczny profil u spokrewnionych os6b w linii

meskiej (91-93).

Markery haploidalne bardzo dobrze nadaja si¢ badan uzupelniajacych
pokrewienstwo, w sytuacji kiedy brakuje materialu poréwnawczego od domniemanej
matki lub ojca, a dysponujemy materiatem od krewnych pochodzacych z linii meskie;j.

Istnieja markery Y-STR, ktore charakteryzuja si¢ szybkim tempem mutacji,
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zachodzacych z pokolenia na pokolenie. Reasumujac, gldéwnym celem analizy Y-STR
jest rozroznienie 0sob blisko spokrewnionych w linii megskiej, co moze mie¢ znaczenie w

identyfikacji (94).

Uzyskane wyniki poddaje si¢ analizie statystycznej, w celu ich interpretacji. Analiza
ta opiera si¢ okresleniu czesto$ci wystgpowania poszczegdlnych haplotypow w danej

populacji w odniesieniu do aktualnych populacyjnych baz danych (95).

2.2.2 Markery STR chromosomu X (X-STR).

W niektorych przypadkach analizy standardowo stosowanych markeréw STR DNA
autosomalnego, nie sa w stanie da¢ jednoznacznej odpowiedzi i wyda¢ opinii.
Sytuacje takie zmuszaja do dalszych badan i poszerzenia ich o dodatkowe markery
genetyczne (76,96,97). Do takich badan nalezy analiza chromosomu X.
Badania w obrebie markerow X-STR pokazuja warto$¢ niezaleznego dziedziczenia
okreslonych cech. Blisko$¢ niektorych markerow X-STR, determinuje tzw. grupy
sprzgzone (ang. linkage groups) dziedziczone jako haplotypy, przekazywane w catoSci
kolejnym potomkom (78).

Sam sposob dziedziczenia chromosomu X jest dosy¢ ciekawy. W momencie
dziedziczenia w linii matka — corka, dziedziczenie nastgpuje dokladnie tak samo jak
w przypadku 22 chromosomow autosomalnych. Matka przekazuje swoim dzieciom jeden
z dwoch chromosomow X, jej corka odziedziczy drugi chromosom X po swoim ojcu.
Ojciec natomiast przekazatby swoim corkom jedyny chromosom X jaki ma. W przypadku
przekazania alleli przez ojca nie mamy watpliwos$ci jakie przekazat. Matka natomiast
mogta przekaza¢ allele wystgpujace na jednym albo drugim chromosomie. Analogicznie
dziedziczy chromosom X syn (87). Tym samym jest to tylko fragment DNA pochodzacy
wylacznie od matki, dzigki czemu jesteSmy w stanie zidentyfikowa¢ allele pochodzace
od matki. Ojciec przekazujac chromosom Y nie ma udziatu w przekazaniu chromosomu
X (87). Podsumowujac jezeli chodzi o model dziedziczenia chromosomu X to ojciec

1 syn nie sg ze sobg spokrewnieni.

W przypadku badan sagdowych analiza X-STR daje dobre rezultaty w przypadku
koniecznosci brania pod uwage materiatu porownawczego pochodzacego o dalszych

krewnych. Markery X-STR zlokalizowane s3a na tym samym chromosomie,
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co daje mozliwo$¢ potozenia w niewielkiej odleglosci od siebie. Warto jednak podkreslic,
ze loci potozone na tym samym chromosomie, mocno oddalone, b¢da si¢ dziedziczyty
niezaleznie (78). Markery zlokalizowane na chromosomie X niec sg czesto
wykorzystywane w genetyce sgdowej, cho¢ uzytecznos¢ ich w tego rodzaju sprawach
zostala potwierdzona (98). Znajduja swoje zastosowanie w trudnych przypadkach analizy
pokrewienstwa, ktora jest np. kazirodztwo, w sytuacji kiedy domniemanym ojcem
dziecka pftci zenskiej jest pozwany mezczyzna lub jego syn. Innym przykiadem jest
sporne ojcostwo kiedy dziecko jest ptci zenskiej lub gdy jest ono kwestionowane

w stosunku do jednej z siostr (76).
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3. Analiza DNA mitochondrialnego (mtDNA).

DNA mitochondrialny (mtDNA) jest kolistg czasteczka znacznie bardziej odporng
na degradacje niz DNA jadrowy, co w przypadku tak odlegtego historycznie materiatu
ma duze znaczenie (99). Duza liczba kopii sprawia, ze nadajace si¢ do analizy fragmenty
mtDNA dajg si¢ wyizolowa¢ z niewielkich ilo$ci materiatu biologicznego (stary materiat
kostny, zeby) nawet wtedy, gdy ulegly one znacznemu rozktadowi. Badanie sekwencji
jego hiperzmiennych regionow (HV1, HV2) daje odpowiedz, ktore z haplogrup
najliczniej wystepuje w danej czgsci $§wiata 1 jak sg odleglte w czasie. Takie badania
pozwalaja ustali¢ pochodzenie biogeograficzne odkrytych szczatkéw ludzkich.
W przypadku tej pracy analiza pochodzenia biogeograficznego dostarczyla wigcej

informacji na temat struktury populacyjnej ofiar obozu Treblinka I.

Sama czgsteczka mtDNA ma okoto 16569 par zasad. Nici mtDNA wykazujg r6zna
gestos¢ z powodu odmiennego sktadu zasad G+C. Cigzki tancuch H koduje wigcej
informacji dla dwoch rRNA, dwanascie polipeptyddéw i czternascie tRNA lekki L koduje
osiem tRNA i jeden polipeptyd (32). Informacja o pochodzeniu biogeograficznym
znajduje si¢ w niekodujacym regionie petli D. Jest to segment o dtugosci 1121 par zasad,
usytuowany pomig¢dzy pozycjami 16024 i 576, wedlug numeracji CRS (ang. Cambridge
Reference Sequence) (100,101). W regionie petli D znajdujg si¢ rOwniez dwa promotory
transkrypcji, po jednym dla kazdej nici. Brak mechanizmow naprawy mtDNA prowadzi
do wyzszego tempa mutacji w genomie mitochondrialnym w poréwnaniu do genomu
jadrowego. Najwigksza zmienno$¢ sekwencji migdzy dwoma osobnikami znajduje si¢
w dwoch konkretnych segmentach regionu kontrolnego: hiperzmiennym HV1 — pozycje
16024-16365 oraz hiperzmiennym HV2 — pozycje 73-340 (102,103). Istnieje jeszcze
trzeci hiperzmienny region - HV3 pozycje 438-574. Jako dodatkowa pozycja
polimorficzna moze okaza¢ si¢ przydatny w wynikach nie dajacych jednoznacznej
odpowiedzi przy wykorzystaniu jedynie HV1/HV2 (104,105). To wlasnie maty rozmiar
1 wysoka zmienno$¢ interpersonalna regionow HV, powoduje, Ze stajg si¢ one przydatne
w kryminalistyce (106). Sekwencja mtDNA definiuje osobniczy haplotyp odnoszony
wzgledem sekwencji mtDNA rCRS. Taki zdefiniowany przez kombinacje polimorfizm
pojedynczych nukleotydow (SNP) mtDNA, ktory dziedziczymy po wspolnym przodku,
definiuje haplogrupg powstajaca w wyniku mutacji w linii matczynej (107).

W przeciwienstwie do DNA jadrowego, mtDNA dziedziczony jest wylacznie po matce

26



(jak opisano wczesniej), w wyniku czego sekwencja jego jest identyczna u rodzenstwa
i wszystkich krewnych w linii matczynej, za wyjatkiem mutacji (108).
Haploidalny charakter mtDNA pozwala na pewng tatwo$¢ w interpretacji jego wynikow
w wyniku sekwencjonowania. W roku 2014 Komisja DNA Mig¢dzynarodowego
Towarzystwa Genetyki Sadowej (ISFG) wydata zaktualizowane wytyczne i1 zalecenia
odnos$nie badania mtDNA. Odnosity si¢ one gtéwnie do ,dobrych praktyk
laboratoryjnych”, regionu docelowego, amplifikacji 1 sekwencjonowania, sekwencji
referencyjnych, hetreolpazmii, haplogrupowania oraz bazy danych (104,105). Dane te sg

regularnie aktualizowane.

Do sekwencjonowania obu hiperzmiennych regionéw mtDNA wykorzystuje
si¢ gtownie metod¢ enzymatyczng Sangera (109). Metoda ta pozwala szybko uzyska¢
informacj¢ na temat kolejnosci sekwencji nukleotydow w badanej probce.
Koncowym etapem jest uzyskanie wyniku, ktéry poréwnywany jest z tzw. sekwencja
konsensusu (referencyjng), ustalona w wyniku badan populacyjnych. Jest ona
z powodzeniem stosowana w medycynie sgdowej dajac bardzo dobre rezultaty (109-111).
Metoda ta zostala zaprezentowana po raz pierwszy w 1977 roku jako technologia
sekwencjonowania DNA (112). Nazywana inaczej metoda terminacji tancucha, a obecnie
sekwencjonowaniem pierwszej generacji. Wykorzystanie ddNTP (dideoksynukleotydow)
do nowo zsyntetyzowanych nici DNA powoduje zakonczenie procesu elongacji
1 uzyskaniem informacji na temat konkretnego nukleotydu w sekwencii,
w kazdej pozycji. Metoda ta daje mozliwo$¢ odczytu od 25 - 1200 nukleotydow (112).

Rok 2005 przyniost er¢ nowych metod sekwencjonowania, zwanych
sekwencjonowaniem nowej generacji (NGS, ang. Next Generation Sequencing) (113).
Pozwalaja one na zsekwencjonowanie do 80 miliondw par zasad w ciggu 2 godzin
lub do 6 miliardéw w 1-2 tygodnie (114,115). Sa to jednak metody wcigz bardzo drogie.

Analiza mtDNA stwarza rowniez wigksze mozliwosci uzyskania pozadanego
efektu w przypadku gdy materiat biologiczny jest silnie zdegradowany, a DNA jadrowe
nie nadaje si¢ do badania (106,116,117). Ogromna zaleta analizy mtDNA jest wtasnie
jego duza ilo$¢ kopii w komorce, wigksza odpornos¢ na degradacje w odniesieniu
do DNA jadrowego. Mitochondrialne DNA wystepuje rdwniez w trzonie wlosa
w przeciwienstwie do DNA jadrowego.

Dziedziczenie w obrgbie tych dwoch rodzajéw DNA rdézni si¢ fundamentalnie.

W DNA jadrowym oprécz markerow plci X 1 Y, u osoby plci meskiej wyrdzniamy
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genotypy sktadajace si¢ z dwoch cech — jednej od ojca, drugiej od matki.
Natomiast w mtDNA ujawniamy holotypy badanej sekwencji wylacznie od matki.
W medycynie sagdowej porownuje si¢ uzyskane haplotypy, a kluczowe jest porownanie
uzyskanej sekwencji do sekwencji referencyjnej z Cambridge tzw. CRS (ang. Cambridge
Reference Sequence) (118). Analiza mtDNA jest niezwykle przydatna w identyfikacji
starych szczatkéw (116,117). Istnieja jednak badania, wedlug ktorych mozliwe jest
dziedziczenie mtDNA zaro6wno od matki jak i od ojca. Pierwszy przypadek opisano
w 2002 roku, a ostatnio prawidtowos¢ taka potwierdzono u innych 17 oséb z trzech
niespokrewnionych, wielopokoleniowych rodzin (107,119). Badania te wykazywaty
dominujacy autosomalny typ dziedziczenia (107). Taki udziat ojcowskiego mtDNA jest
jednak zjawiskiem rzadkim, prawdopodobnie zwigzanym z zaburzeniami procesu
degradacji mtDNA plemnika.

Pelne analizy genomu ludzkiego przyniosty nowa er¢ badan DNA
mitochondrialnego (MmtDNA) (120). Proces ten jest pracochtonny i kosztowny.
DNA mitochondrialne stanowi zaledwie utamek catkowitego genomu ludzkiego.
Jego analiza to potezne narze¢dzie w zrozumieniu ewolucji cztowieka. Wigkszos¢ badan
ewolucyjnych opartych na sekwencjonowaniu mtDNA ogranicza si¢ jedynie do regionu
kontrolnego, stanowiacego zaledwie 7% catego genomu mitochondrialnego (121,122).
W przypadku identyfikacji badania mtDNA powinny by¢ uzupelniane analizg

chromosomu Y oraz innych odmian DNA jadrowego (77).

4. Analiza pochodzenia biogeograficznego.

Mitochondrialny DNA jest markerem haploidalnym, z jednej strony pozwala
zidentyfikowac osoby spokrewnione w linii matczynej, a z drugiej strony daje mozliwosci
okreslenia  pochodzenia  biogeograficznego w linii  matczynej  (32,107).
Jest to spowodowane jego duzym zrdéznicowaniu mig¢dzypopulacyjnym zaréwno
na wickszych kontynentach i mniejszych obszarach. Mezczyzni rowniez posiadaja
mtDNA, ktory odziedziczyli po swojej matce. Jednak oni nie przekazuja go swojemu
potomstwu (107). DNA mitochondrialny jest jednak bardziej wrazliwy na kontaminacje,
dlatego w laboratorium wdraza si¢ specjalne procedury postepowania w celu zaniechania
tym procesom (123). Jego analiza przebiega w kilku etapach i opiera si¢ na odpowiednio

dobranych metodach. W niniejszej pracy wykorzystano metode Sangera,
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czyli bezposrednie sekwencjonowanie produktow PCR. Metoda ta z powodzeniem
byta wykorzystywana rowniez w innych pracach dajac Swietne rezultaty (113).
Procedury laboratoryjne sg bardzo rygorystyczne, pomieszczenia musza
by¢ odpowiednio wyposazone. Wazne jest aby laboratorium utrzymywato staly system
kontroli jako$ci procesu, poprzez stosowanie negatywnych i pozytywnych kontroli
ekstrakcji 1 amplifikacji DNA, posiadato i uaktualnialo bezg¢ zbioru haplotypdéw
personelu, jak ma to w zwyczaju laboratorium Zaktadu Genetyki Sadowej PUM (71).

Wtlasnie sposob dziedziczenia mtDNA i chromosomu Y determinuje nasze
pochodzenie. Mozemy podzieli¢ go na haplogrupy — grupy haplotypow, ktore wywodza
si¢ od wspdlnego przodka. Wystepuja one z rozng czestotliwoscia w réznych
populacjach. Doktadnie ta odmienno$¢ pomigdzy grupami sprawia, ze jesteSmy w stanie
odrozni¢ z ktorej czgéci $wiata pochodzg przodkowie danej osoby w linii meskiej
lub zenskiej. Oznacza to, ze zupelnie inny rozktad haplogrup mtDNA wykazuje populacja
Afryki (124), rdzennych Amerykanoéw (125) czy zachodniej i wschodniej Eurazji
(126,127). Mozemy wyodrebni¢ rowniez pewne podgrupy mtDNA i chromosomu Y,
ktore znacznie zawegzag obszar pochodzenia biogeograficznego, np. dla Europy
wschodniej i srodkowej. Ostroznie podchodzi si¢ do probek pochodzacych z populacji
niejednorodnych. Takie analizy moga dostarczy¢ odmiennych wynikow, np. populacje
Ameryki Lacinskiej, gdzie liniom megskim pochodzenia europejskiego towarzysza linie

zenskie pochodzace od rdzennych mieszkancéw Ameryki (128,129).

Do tej pory odkryto wiele markeréw genetycznych pochodzenia ancestralnego,
(ang. ancestry informative markers), ktorych czesto§¢ wystgpowania roézni si¢
w poszczegdlnych regionach $wiata (130-132). Markery te stuzg do przewidywania
pochodzenia biogeograficznego identyfikowanej osoby, a $cislej do regionu
geograficznego, z ktorego pochodzili jego biologiczni przodkowie. Zestawy,
ktére obecnie sg dostgpne na rynku, zapewniaja wiarygodnos¢ predykceji pochodzenia
biogeograficznego badanej osoby na poziomie gtéwnych grup kontynentalnych (Afryki,
zachodniej Eurazji, wschodniej i potudniowej Azji, rdzennych Amerykan) (125-128).

Nie sg one w stanie okresli¢ panstwa, z ktérego moze pochodzi¢ badana osoba.

Czesto spotykamy sig, ze terminy pochodzenie etniczne i rasa, sg uzywane jako
synonimy pochodzenia biogeograficznego. Nalezy podkresli¢, Zze termin etnicznos¢

odnosi si¢ do pochodzenia kulturowego i spolecznego, a tego nie jesteSmy w stanie
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okresli¢ poprzez analiz¢ mtDNA. Termin rasa natomiast odnosi si¢ do klasyfikowania

ludzi w odr¢bnych grupach (133).

W przypadku tej pracy do analizy biogeograficznej badanych szczatkow
zastosowano sekwencjonowanie hiperzmiennych regionow MIDNA. Zestawy,
ktoére wykorzystano w niniejszej pracy zawieraja specjalne markery silnie rdznicujgce
populacje miedzy sobg. Markery te sg tak dobrane, aby warto$¢ estymacji uwzgledniata
nastepujace grupy: Afrykanczykéw, Europejczykow, Azjatdow (Azja Wschodnia),
rdzennych Amerykandow oraz Australoidow (pierwotnej ludno$ci Oceanii).

Maja one dobry stopien amplifikacji w badanym materiale (131,132).
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5.Proces degradacji DNA.

Materiat badany w pracy nosit cechy materialu kopalnego. DNA kopalne,
w przeciwienstwie do DNA wspotczesnego, ulega znacznej degradacji i przeobrazeniu
postmortem (tac. po$miertnie). Z takim materiatem nalezy postgpowaé w sposob
szczegolny (74). Zmiany te nastgpuja na skutek dziatania czynnikow srodowiskowych.
Do tego dochodzi proces kontaminacji wspotczesnym DNA. Stanowi to znaczny problem

podczas prac w laboratorium (74).

Sam proces degradacji DNA rozpoczyna si¢ zaraz po $mierci. DNA ulega niszczeniu
po wplywem endogennych nukleaz, nalezacych do enzymow nukleolitycznych.
Dodatkowo material biologiczny narazony jest na dziatanie grzybow, bakterii,
mikroorganizméw oraz bezkregowcoéw. W glebie zachodzi rowniez szereg procesow
chemicznych (hydroliza, oksydacja) (134,135). W sytuacji, kiedy tkanki ulegna
szybkiemu wysuszeniu bezposrednio po $mierci, wowczas DNA ulega degradacji pod
wplywem enzymow nukleolitycznych lub mikroorganizméw (136). Wysokie stezenie
soli lub dziatanie niskiej temperatury, niszczy lub inaktywuje endonukleazy, tym samym
zabezpiecza przed redukcja kwasow nukleinowych do mononukleotydow (137).
Procesy hydrolityczne i oksydacyjne powoduja wolniejsza modyfikacjc DNA
ale w sposob ciagly. Sa one w prawdzie podobne do tych za Zycia ale po $mierci
nie podlegaja one naprawie ze wzglgedu na brak naprawczych systeméw komorkowych
(138). Powoduje to ich kumulacj¢ az do momentu petnej degradacji DNA, co skutkuje
ostatecznie utarta informacji o sekwencji nukleotydowej. Reakcja PCR umozliwia
amplifikacje tych fragmentow, ktore nie ulegty catkowitej degradacji. Takie sekwencje
sg zredukowane do dlugosci 100-200 par zasad (139). Istnieja jednak wyjatki,
w ktorych daje si¢ namnozy¢ fragmenty o dhugosci 500 par zasad (140).

Za fragmentacje kopalnego DNA odpowiadaja glownie procesy hydrolityczne
i oksydacyjne (139). Reakcje oksydacyjne zwigzane sg z dziataniem aktywnych form
tlenu (wolne rodniki wodorotlenkowe, nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy).
Atakuja one gldwnie wigzania pomigdzy pirymidynami i purynami oraz w pier§cieniu
dezoksyrybozy. W wyniku tych procesow dochodzi do fragmentacji pier$cienia zasad
i cukru. Powstaja rowniez hydantoiny, ktore nie sg rozpoznawane przez polimerazg DNA,
a co za tym idzie stajg si¢ inhibitorami reakcji PCR (141). Procesy oksydacyjne moga

réwniez powodowac powstanie 8-hydroksyguaniny, ktora zostaje odczytana przez
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polimeraz¢ jako adenina, w wyniku czego do nowej zsyntetyzowanej nici zostaje

wbudowana tymina, powoduje to transwersj¢ G—T.

Uszkodzenia oksydacyjne uwaza si¢ za glowne przyczyny modyfikacji
postmortem, blokujace aktywno$¢ polimerazy (142,143). Efektem dziatania inhibitoréw
reakcji PCR jest ostatecznie brak produktu. Wsrod innych wymieni¢ nalezy brak dimerow
starterOw oraz niespecyficzne produkty reakcji PCR (141). Do najbardziej powszechnych
zwigzkow bedacych inhibitorami reakcji PCR nalezg kwasy humusowe, taniny,
polifenole, kwasy fulwowe. Zwigzki te moga wystepowa¢ powszechnie w glebie
w wyniku rozktadu roslin. Ilo$¢ ich zalezy od rodzaju i ilo$ci flory na powierzchni gleby,
pH, temperatury i nawodnienia (144). Na rynku dostepne jest kilka metod eliminujgcych
inhibitory reakcji PCR oraz niepozadane skutki modyfikacji DNA postmortem .
Nadal nie mozna jednak skutecznie zaprojektowac¢ w peti skutecznych enzymatycznych
systemOw naprawczych in vitro. Wynika to z ciagle nie do konca poznanych proceséw

uszkodzenia postmortem (143).

6.Proces identyfikaciji.

Proces identyfikacji to koncowe porownanie wyizolowanego DNA pochodzacego
z materialu dowodowego z profilem DNA uzyskanym z materialu poréwnawczego.
Kolejnym etapem jest obliczenie tzw. sity dowodu uzyskanego w wyniku badan DNA
majacej na celu poparcie hipotezy, ze badany osobnik jest tym, ktérego zatozylismy.
Szanse wystgpienia dwoch identycznych profili  genetycznych u  dwoch
niespokrewnionych ze soba osob sa bardzo niskie. W przypadku analizy materialu
kostnego silnie zdegradowanego, mozemy nie uzyska¢ amplifikacji we wszystkich
analizowanych markerach. Wowczas uzyskujemy profil czesciowo zdegradowany.
Wigksza liczba marker6w w oznaczonym profilu daje wigksza szanse na prawidtowe

dopasowanie profili, a tym samym powodzenie identyfikacji (145,146).

W procesie pozyskania materiatu porownawczego kluczowe jest dotarcie do bliskich
osoby badanej. W przypadku badan osobnikow Treblinki I jest to utrudnione poniewaz
szczatki pochodza sprzed 70 lat, krewni tych ofiar moga juz nie zy¢, wielu krewnych
zgingto wraz z nimi. Byli to osobnicy mlodociani, ktoérzy czesto nie mieli wlasnego

potomstwa. Innym problemem moze by¢ brak danych archiwalnych, ktéore mogtyby
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dostarczy¢ informacji gdzie szuka¢ potencjalnych krewnych. Najpierw szuka si¢
krewnych w pierwszej linii poniewaz im dalsze pokrewienstwo tym mniej wspolnych
cech. W autosomalnym profilowaniu DNA, szukanie w$rod krewnych opiera si¢
w pierwszym rzedzie na dotarciu do rodzicow, dzieci, rodzenstwa. Czasem zdarza sig,
ze w celu pozyskania materialu porownawczego nasz zespdt musi dokona¢ ekshumacji

krewnych badanej osoby.

Sam proces zabezpieczenia i wptynigcia do laboratorium materiatu biologicznego
rozpoczyna proces identyfikacji. Aby wykonac izolacje DNA, material zabezpieczony
do badan musi przejs¢ szereg procedur laboratoryjnych, ktére powinny posiadaé
certyfikat jakosci Polskiego Centrum Akredytacyjnego (PCA), $wiadczacy o pracy
w zgodzie z normg PN-EN ISO/IEC 17025. Procedury badawcze wykorzystywane
w laboratorium kryminalistycznym powinny by¢ zgodne z aktualng literaturg naukowa,
doswiadczeniem wykwalifikowanego personelu, wewngtrzng walidacja metod.
Muszg one by¢ ujednolicone dla wszystkich laboratoriow kryminalistycznych (Polskie
Centrum Akredytacji; 2016. Akredytacja Laboratoriow — Dostawcow Ustug
Kryminalistycznych ~ wykonujacych  badania  zgodnie z normg DAB-10;
https://www.pca.gov.pl/download/data/repfiles/userfiles/_public/dokumenty_pca/doku
menty_ogolne/dab-10_1.pdf, dostep 28 wrzesnia 2021). Kolejnym etapem po izolacji
DNA jest amplifikacja sekwencji docelowych na drodze reakcji PCR (ang. polymerase
chain reaction). Namnozone fragmenty poddaje si¢ analizie w wyniku elektroforezy
kapilarnej, uzyskujac elektroforegram, ktory umozliwia odczytanie alleli w przypadku
analizy markerow STR lub sekwencji nukleotydowej mtDNA. Kolejnym etapem jest
przeprowadzenie obliczen biostatystycznych, ktorych elementem jest potwierdzenie

lub odrzucenie tozsamosci badanej osoby.
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6.1 Ograniczenia w procesie identyfikacji.

W badaniach identyfikacyjnych czgsto napotyka si¢ na trudnosci juz w pierwszym
etapie przystapienia do badan. Komplikacje te dotycza gléwnie materiatu biologicznego
poddanego dhlugotrwalemu dziataniu czynnikéw Srodowiskowych, materiatu starego,

bardzo odlegtego w czasie (145,146).

W chwili $mierci ustaja wszystkie procesy biologiczne, w tym réwniez ochrona
degradacji DNA. Dotyczy to wpltywu czynnikow srodowiskowych na degradacje DNA
(147). W procesie laboratoryjnym nastepuje podzial dwuniciowej struktury DNA
na bardzo mate fragmenty, ktére nie namnazajg si¢ i nie nadaja do analizy. Objawia si¢
to niska wydajnoscia reakcji PCR lub braku jej produktéw. W innym przypadku moze
by¢ to wystapienie roznych reakcji krzyzowych, majacych wplyw na aktywno$¢

polimerazy.

Do czynnikow destrukcyjnych zaliczamy wszystkie czynniki fizyko-chemiczne
(Srodowiskowe): kwasowos¢ gleby, rodzaj gleby, dostepnos¢ tlenu, wilgotnos¢, charakter
terenu (podmokty, suchy, torf, bagno). Wszystkie te czynniki powoduja wczesniej
opisang modyfikacje struktury zasad pirymidynowych i purynowych, budulcoOw nici
DNA (138,140). Doktadne czynniki majace wplyw na degradacje DNA opisano
w rozdziale 5 (Degradacja DNA).

Kolejnym czynnikiem destrukcyjnym sa mikroorganizmy (bakterie, grzyby).
One juz na wstepnym etapie badan (przygotowanie materiatu, izolacja), potrafig stwarzac
ogromne problemy. Rozwijaja si¢ w martwych tkankach wraz z uplywem czasu.
Produkowane przez nie enzymy niszcza strukture DNA. Kwasy nukleinowe ulegaja
rozpadowi. Domieszka DNA bakterii 1 grzybow stanowi problem juz na etapie izolacji
probki powodujac jej kontaminacje. Dyskwalifikuje to badany materiat (probke)
do dalszych etapow identyfikacji oraz podnosi kosztu tego procesu.
Obecnos¢ mikroorganizmdéw powoduje rowniez zakwaszenie gleby. Innym problemem
jest zanieczyszczenie probek aktualnym egzogennym DNA, ktére namnozy si¢ znacznie
szybciej poniewaz jest swieze (148,149). Nalezy podkresli¢, ze wszystkie metody
prowadzace do ekstrakcji DNA sa metodami wysoce inwazyjnymi, niszczacymi strukture
kos$ci oraz bezpowrotng utrate materialu. W przypadku izolacji DNA z zebdw, taki zab

trzeba pobra¢, a w kolejnym etapie skruszy¢ w obecnosci ciektego azotu. W przypadku
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pobierania kosci, nalezy je najpierw dokltadnie oczysci¢, nastepnie odcigé fragment
i rowniez w kolejnym etapie poddac kruszeniu. Jezeli DNA izolujemy z tkanek, réwniez
nalezy pobra¢ jej fragment i podda¢ homogenizacji. Sa to procesy problematyczne,
poruszajace kwestie etyczne, szczegdlnie kiedy materiatem biologicznym jest materiat
historyczny czy archeologiczny (relikt) (150). W tego typu badaniach sadowe
laboratorium genetyczne dazy do uzyskania jak najwyzszej jakosci matrycowego DNA,
wolnego od wszelkich inhibitorow. Przy doborze odpowiedniej metody izolacji, nalezy
wzig¢ pod uwagg stan zachowania i rodzaj badanego materiatu . Sama izolacja jest czesto
procesem niepowtarzalnym, ze wzgledu na ograniczony dost¢p do materiatu (73).
Dobor odpowiedniej metody moze zawazy¢ na tym czy uda nam si¢ zidentyfikowad
okreslonego osobnika. Material analizowany w pracy byt materiatem o znaczeniu
szczegllnym, ktorego pobieranie byto konsultowane z prokuratorami IPN i wymagato

ich zgody. Dlatego w pracy wykorzystano wylacznie zgby.

Teren otaczajacy oboz Treblinka | to obecnie nieuzytki, piach, nieregularna rzezba
terenu, lasy iglaste. Lasy iglaste (sosnowe), to gtownie gleby bielicowe i pylowe
o kwasnym pH, charakteryzuja si¢ niskim poziomem prochnicy. Dodatkowo lasy iglaste
wydzielaja liczne olejki eteryczne i zywice, ktore wraz z opadami sptywaja do gleby.
Kwasy humusowe gleby naleza do inhibitorow reakcji PCR. Oddziatywanie tego rodzaju
czynnikéw Srodowiskowych na proces degradacji DNA opisano w rozdziale nr 5
(Proces degradacji DNA). Pierwsze odnalezione elementy kostne znajdowaly sie
zaledwie 15 cm pod zmienig, to praktycznie wierzchnia warstwa gleby, niedaleko
Hturystycznego wysypiska $mieci”. Byly one narazone na dzialanie czynnikow
srodowiskowych. Wszystko to wplyneto na stan zachowania w nich DNA, a co za tym

idzie uzyskane wyniki.

Opracowanie materiatu stanowito wyzwanie ze wzgledu na stan zachowania
DNA. Nie udato si¢ uzyskac wszystkich profili odnalezionych szkieletow (Tabela nr 3,4).
Uzyskano niskie stezenia DNA (Tabela nr 1). Wigkszo$¢ elementow kostnych
oczyszczono na sucho z resztek gleby na miejscu ekshumacji, przy pomocy szczoteczek
1 pedzli. Materiat przewieziono do Zakladu Genetyki Sadowej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Szkielety zachowane byty w stanie
fragmentarycznym, elementy szkieletowe wielu osobnikow byly przemieszane ze soba,
szkielet zadnej z oséb nie byl utozony w porzadku anatomicznym ani w zblizonej

wzgledem siebie lokalizacji elementow szkieletu. Na miejscu ekshumacji czaszki
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pakowano osobno w celach zabezpieczenia materialu oraz w celu latwiejszego
oszacowania minimalnej liczby osobnikéw. Dopiero w trakcie badan laboratoryjnych
okazalo si¢, ze niektére elementy czaszek byly rozdzielone 1 przemieszane w grobie
masowym, co spowodowato zawyzenie szacunku minimalnej liczby 0os6b w warunkach
polowych. Inaczej zachowaty si¢ szczatki odnalezione w jamach grobowych, w ktorych
widoczne byly zarysy roztozonej ich trumny. W jednym ze szkieletow zachowat si¢
nawet skalp z wlosami. Rozktad tych szczatkéw zachodzit w odmiennych warunkach,

co przetozylo si¢ na uzyskane wyniki badan.
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7.Bazy populacyjne.

Analiza DNA mitochondrialnego wymaga odpowiednich wysokiej jakosci baz
populacyjnych zawierajacych dane, ktore pozwola oszacowaé rzadkosci uzyskanych
haplotypoéw. Dostepne na rynku bazy mtDNA zawieraja gtownie informacje dotyczace
regionu kontrolnego (151). Wyniki sekwencjonowania DNA oraz dane populacyjne
powinny stale podlega¢ kontroli jakosci przy pomocy narzedzi filogenetycznych.
Prostym i skutecznym sposobem kontroli jest okreslenie przynaleznosci haplogrupowe;j

opierajgcej sie na mutacjach diagnostycznych. Stuzg do tego specjalne bazy populacyjne.

Najpowszechniejszg baza danych populacyjnych haplotypow mtDNA jest EDNAP
(EMPOP, http://www.empop.org, ang. The EDNAP Mitochondrial DNA Population

Database, pol. populacyjna baza DNA mitochondrialnego grupy EDNAP). Jest to baza
stuzagca nie tylko jako referencyjna baza danych populacyjnych ale réwniez jako
narzg¢dzie kontroli jakosci dla genetykow sadowych. Jest to najbardziej wszechstronne
zrodlo. Pokrewnym narzedziem do automatycznego okreslania haplogrup, oferowanego
przez baz¢ EMPOP, jest EMMA (ang. Maximum Likelihood approach, pol. podejscie
maksymalnego prawdopodobienstwa). Opiera si¢ ona na danych, ktore zawiera baza
PhyloTree. Baza ta oferuje réwniez dodatkowa funkcje w postaci wyszukiwania
ewentualnych artefaktow, jakie mozna spotka¢ w danych populacyjnych, opartych na
sieci haplotypow (ang. quasi-median networks). Daje to mozliwo$¢ szybkiego
wychwycenia nieoczekiwanych mutacji, mogacych by¢ artefaktami procesu
sekwencjonowania lub innych bledow w analizie mtDNA. W bazie EMPOP haplogrupy
geograficzne przedstawiane sg za posrednictwem map. Ma to na celu lepsza wizualizacje

i zrozumienie ich rozmieszczenia geograficznego (151).

Inng baza jest PhyloTree, zapewnia ciggle aktualizowang kompleksowg filogeneze
zmiennosci ludzkiego mtDNA na $wiecie . Oparta jest na mutacjach w regionie
kodujacym 1 kontrolnym. Drzewo filogenetyczne analizowanego mtDNA obejmuje
wczesniej opublikowane jak i nowo zidentyfikowane haplogrupy. Sa one stale

aktualizowane i uzupetniane o nowe (147) (http://www.phylotree.org).

Kolejng bazg populacyjng jest HaploGrep. Jest to rowniez narzedzie stuzace
do identyfikacji haplogrup DNA mitochondrialnego. Baza ta oferuje szybkie i proste

narzedzie do okreslenia pochodzenia geograficznego. Znormalizowana procedura
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przypisywania haplogrup chroni przed intuicyjnym przypisywaniem poszczegélnych
probek do okreslonych haplogrup. Wykorzystuje najnowsza wersj¢ PhyloTree oferujac
kompleksowe rozwigzanie do oceny jakosci profili mtDNA w genetyce populacyjnej

i kryminalistycznej (152).

Tego rodzaju narzedzia stuzg do eliminacji bledow w publikowanych badaniach
i danych populacyjnych, medycznych i sgdowych (153,154). Kazde wyniki badan
populacyjnych mtDNA przed publikacja podlegaja Scistej kontroli prowadzonej przez
zespot EMPOP. Zaleca si¢ aby takiej kontroli poddawaé rowniez bazy wykorzystywane
przez polskie laboratoria w celu oceny wartosci dowodowej badan DNA

mitochondrialnego.

Interpretujac wyniki badan mtDNA musimy wzigé pod uwage, ze jest to marker
haploidalny. Rdézne pozycje sekwencji moga sie charakteryzowaé rozng szybkoscia
mutacji. Oznacza to, ze z jednej strony traktujemy profile mtDNA jako haplotypy
z drugiej bierzemy pod uwage wzgledna ewolucyjnos¢ i niestabilno$¢ sekwencji. Sprawia
to trudnosci w okresleniu wykluczenia dwoch haplotypdéw z tej samej linii zenskiej,

opartej jedynie na roznicach w sekwencjach (153).

Zgodnie z rekomendacjami ISFG (ang. Forensic Science International Genetics)
aby okresli¢ czestos¢ wystepowania okreslonych haplotypow, zaleca si¢ korzystanie baz
danych, ktdre zapewniaja maksymalnie konserwatywna wyktadni¢ warto§ci dowodowe]
(155). Chodzi o to aby przy szacowaniu czestosci wystepowania danego haplotypu wzigé
pod uwage silne zréznicowanie populacyjne mtDNA na ro6znych obszarach
geograficznych 1 korzysta¢ z bazy danych danego regionu geograficznego, z ktorego
moze pochodzi¢ badany haplotyp. W przypadku haplogrup pochodzenia europejskiego
mozemy korzysta¢t z bazy EMPOP, obejmuje ona populacje zachodniej Eurazji.
Gdyby w badaniach wyszlo, Ze analizowany haplotyp regionu kontrolnego pochodzi
z populacji Europy Srodkowej i wschodniej, wowczas wykorzystalibysmy odpowiednie
geograficzne bazy danych. Pomocne mogloby okazaé si¢ przeszukanie bazy regionu
kontrolnego zachodniej Eurazji. Wynika to z nieznacznego rozwarstwienia populacji na
tym obszarze $wiata (49). Baza EMPOP oferuje dodatkowo mozliwo$¢ pominigcia
niestabilnych fragmentow sekwencji charakteryzujacych si¢ polimorfizmem dhugosci,

czego nie powinno si¢ omija¢ w przypadku wystapienia zjawiska hetreolpazmii, dlatego
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kazde laboratorium powinno zawsze odpowiednio przemysle¢ wybor bazy danych w celu

analizy uzyskanych wynikow (155).

Przy tego rodzaju narzgdziach, szczegdlnie, ze sa one dostepne on line, mogg si¢
pojawié problemy etyczne i prawne. Potencjal informacyjny jaki stanowi analiza mtDNA
generuje pytania dotyczace prywatnosci i ochrony takich danych. Dlatego analiza
MtDNA powinna by¢ przeprowadzana wylgcznie w regionie niekodujacym, ktory nie

zostal powigzany z zadng informacjg fenotypowsa (156,157).
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Il Cele pracy.

Celem pracy byto:

1. Sprofilowanie szczatkéw ekshumowanych z grobu masowego oraz pojedynczych
jam grobowych ujawnionych na terenie bylego karnego obozu pracy Treblinka I.

2. Okreslenic haplogrup DNA mitochondrialnego  wszystkich  osobnikow
ekshumowanych na terenie bytego karnego obozu pracy Treblinka 1.

3. Ustalenie pochodzenia biogeograficznego szczatkow ekshumowanych z grobu
masowego oraz pojedynczych jam grobowych ujawnionych na terenie bytego
karnego obozu pracy Treblinka L.

4. Analiza pokrewienstwa w programie Familias 3 ws$rdd osobnikow

ekshumowanych z grobu masowego.
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11 Material i metody badawcze.
3.1 Materiat.

Material badawczy stanowity wytacznie zdrowe zgby zabezpieczone ze szczeki,
mocno przytwierdzone, co zabezpieczyto ich korzenie przed dostepem endogennego
materialu genetycznego. Rodzaj pobranego materialu oraz jego ogodlne stgzenie
przedstawiono w tabeli nr 1 (jamy grobowe) i 2 (gréb masowy). Na podstawie wstepne;j
oceny antropologicznej ustalono, ze w grobie znajdowato si¢ okoto 50 ofiar. Podczas prac
ekshumacyjnych odkryto roéwniez 7 grobow, ktore prawdopodobnie nalezaty
do okreslonej grupy oséb.

Zespot Polskiej Bazy Genetycznej Ofiar Totalitaryzmow przeprowadzit
czynno$ci ekshumacyjne w ramach $ledztwa w sprawie zbrodni nazistowskich
z lat 1941-44 na wig¢zniach obozu, na zlecenie prokuratury Instytutu Pamieci Narodowej
(IPN).

Ponizej w tabelach przedstawiono zabezpieczony materiat biologiczny.
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Tabela 1. Zabezpieczony materiat biologiczny do badan DNA pobrany ze szczatkéw podniesionych z

pojedynczych jam grobowych.

Material
. Nr probki Pobrany materiatl
ekshumacyjny
szkielet szkielet 1 Zgby ze szczgki
szkielet szkielet 2 Zeby ze szczeki
szkielet szkielet 3 Zeby ze szczeki
szkielet szkielet 4 Zeby ze szczgki
szkielet szkielet 5 Zeby ze szczgki
szkielet szkielet 6 Zeby ze szczgki
szkielet szkielet 7 Zeby ze szczgki
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Tabela 2. Zabezpieczony material biologiczny pochodzacy z grobu masowego.

ekslzl/[uar:f;i:;lj ny Nr prébki Pobrany materiat
Czaszkanr 1 82 Zeby ze szczeki
Czaszka nr 2 83 Zeby ze szczeki
Czaszkanr 3 84 Zgby ze szczgki
Czaszka nr 4 86 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 5 87 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 6 89 Zeby ze szczgki
Czaszkanr 7 90 Zeby ze szczgki
Czaszkanr 8 126 Zgby ze szczeki
Czaszkanr9 127 Zgby ze szczeki
Czaszka nr 10 128 Zgby ze szczeki
Czaszka nr 11 131 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 12 133 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 13 134 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 14 136 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 15 139 Zgby ze szczeki
Czaszkanr 16 152 Zgby ze szczgki
Czaszkanr 17 153 Zgby ze szczgki
Czaszkanr 18 156 Zgby ze szczgki
Czaszka nr 19 160 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 20 162 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 21 163 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 22 170 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 23 172 Zgby ze szczgki
Czaszka nr 24 81 Zgby ze szczgki
Czaszka nr 25 85 Zgby ze szczgki
Czaszka nr 26 88 Zgby ze szczgki
Czaszka nr 27 124 Zgby ze szczeki
Czaszka nr 28 125 Zgby ze szczeki
Czaszka nr 29 135 Zgby ze szczeki
Czaszka nr 30 138 Zgby ze szczeki




eksruar:;ci:?/lj ny Nr probki Pobrany materiat
Czaszka nr 31 154 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 32 155 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 33 157 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 34 158 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 35 159 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 36 161 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 37 164 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 38 167 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 39 169 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 40 172 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 41 174 Zeby ze szczgki
Czaszka nr 42 175 Zgby ze szczeki

Ekshumowano minimum 49 osobnikow z grobu masowego. Material biologiczny
do analiz genetycznych zabezpieczono i przebadano od 42 osobnikow. Od 7 osobnikoéw
nie pobrano materialu poniewaz w szczece nie bylo zebow, nie uzyskano zgody
od prokuratora IPN na pobranie innego materiatu biologicznego ze wzgledu na charakter

ekshumacji.
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3.2. Analizy antropologiczne szczatkow odnalezionych w jamach grobowych i
grobie masowym.

Analizy antropologiczne postuzyty do oszacowania wieku biologicznego w chwili
$mierci, ptci, pochodzenia biogeograficznego oraz wzrostu. Dokonano rowniez ogledzin
kryminalistycznych w celu ustalenia obrazen na kosciach oraz zmian patologicznych
celem ustalenia przyczyny $mierci odnalezionych szczatkow. Wszystkie urazy zadane
perimortem (pol. okotosmiertnie) konsultowano z patomorfologiem sadowym,
ktory sugerujac si¢ wynikami analiz osteologicznych dostarczonych przez antropologa
sagdowego, byt w stanie okresli¢ przyczyne i rodzaj Smierci. Aby dokona¢ wzorca analizy
obrazen danego szkieletu, nalezy powigza¢ wszystkie wolne elementy z jednym
szkieletem, do ktorego naleza. Jest to bardzo trudne w przypadku grobéw masowych.
Kluczowe jest oszacowanie ilosci osobnikéw w takim pochowku. Istnieje kilka metod,
ktore mozna wykorzysta¢ w takim przypadku. wykorzystali je rowniez inni badacze
(83,158,159).

W przypadku siedmiu indywidualnych pochoéwkow badaniu poddano
standardowa oceng profilu biologicznego oraz urazow. Szkielety byly pochowane
pojedynczo co znacznie utatwito zadanie. Latwiej byto rowniez oceni¢ ewentualne urazy.
W przypadku zachowania czaszki i zuchwy mozliwe jest w przysztych badaniach
odtworzenie twarzy i poréwnanie jej z posiadanymi fotografiami straznikow obozu
Treblinka I, co planuje si¢ wykona¢ w dalszych badaniach stanowiska.

Przy analizie antropologicznej grobu masowego znacznie trudniej byto
oszacowa¢ liczbe osobnikow. Szkielety nie znajdowaty sie¢ w uktadzie anatomicznym
tylko byty wymieszane. Wymusito to segregacj¢ poszczegdlnych elementow kostnych
I podzialy na osie szkieletu (strona lewa i prawa). Kazdy wigkszy element numerowano,
dokumentowano i opisywano, wykonywano pomiary. Byto to bardzo czasochtonne.

Osobnicy ekshumowani w Treblince | byli w mtodym wieku dlatego
do oszacowania wieku biologicznego okazalo si¢ by¢é pomocne w procesie asocjacji
elementow szkieletu (159). Do okreslania pici biologicznej wykorzystano metody
morfologiczne, wszedzie gdzie byto to mozliwe (160). Ocenie poddano réwniez koSci
wykazujgce najwiekszy dymorfizm pitciowy — kos¢ biodrowa, udowa, ramieniowa oraz
czaszke (161,162). Metody te sa rekomendowane przez srodowisko medykow sadowych

raz antropologow. Oszacowanie wieku wykonano przy pomocy oceny stadidow zrostu
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nasadowego (163), etapow wyrzynania zgbow (164) oraz wynikéw metrycznych
wymiarow kosci. Pomiary kosci udowych przy uzyciu ogolnej formuty regresji uzyto do
oceny wysokosci osobnikow (165). Jest to metoda wykorzystywana w przypadku
osobnikoéw zmartych przed 1960 rokiem.

Pochodzenie  biogeograficzne  metodami  antropologicznymi  okres$lono
na podstawie pomiarow czaszek, ktore analizowano przy pomocy oprogramowania
Cranid (166), Ancestrees (167) i Fordisc 3.0 (168).

Minimalng liczbe¢ osoéb ekshumowanych z grobu masowego w Treblince I
oszacowano metodami antropologicznymi na 49. Wszystkie osoby, dla ktorych byto
mozliwe oszacowanie plci biologicznej byty pici meskiej. Wiek biologiczny szacowany
metodami antropologicznymi oceniono si¢ na od okoto 10 lat do okoto ponad 60 lat
w chwili $mierci. Przyzyciowa wysokos$¢ ciata szacuje si¢ od okoto 145,42 cm do okoto
179,93 cm (+/- 3,27 cm). Oszacowano roéwniez pochodzenie biogeograficzne
na podstawie metod antropologicznych, dla 33 czaszek. Wyglada ono nastgpujaco:
17 czaszek jest pochodzenia europejskiego, 4 pdinocno-afrykanskiego, 3 potudniowo-
azjatyckiego. Dla 9 czaszek wyniki badania biogeograficznego, przy uzyciu dwodch
programow, daty niespdjne wyniki. Mogty to by¢ czaszki o mieszanym pochodzeniu lub

ich posmiertna deformacja wptyngta na wyniki badan.

Na 34 czaszkach i1 pozostatych elementach kostnych dostrzezono obrazenia
perimortem. Wiekszos$¢ z tych obrazen ma charakter bierny, co §wiadczy o tym, ze byly
to ofiary przemocy. Ztamania ko$ci §rodrgcza moga wskazywac rowniez na charakter
czynny, gdzie zmarli zadawali ciosy pigscig. Widoczne obrazenia stanowig typ zadanych
narzgdziami tgpokrawedzistymi, ostrokrawedzistymi, jak i tych bedacych skutkiem
postrzatow. Obrazenia te wskazujg na dziatanie osob trzecich. Takie obrazenia i urazy
(widoczna na minimum 26 czaszkach), moga spowodowaé rozleglte uszkodzenia

osrodkowego uktadu nerwowego lub pnia mézgu doprowadzajac do zgonu.
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3.3 Zastosowane metody badawcze.

Badania genetyczne przebiegaty etapowo i wymagaty doboru okre$lonych procedur
i metod. Celem pierwszego etapu bylo uzyskanie jak najwyzszej matrycy DNA.
Wybrano metody rutynowo stosowane w Zaktadzie Genetyki Sadowej. Szczegdlng
uwage zwrdcono na zapobieganie kontaminacji. Kazda z czynno$ci wykonywano
w innym obszarze laboratorium. Dokonano ich podzialu wedlug przeznaczenia:
przygotowanie materiatu kostnego do izolacji, miejsce w ktorym izolowano DNA,
miejsce kwantyfikacji DNA i PCR, pomieszczenie do przeprowadzania elektroforezy
kapilarnej. Wszystkie pomieszczenia wyposazone sg w komory laminarne, samodzielny
recylkulator UV . Jako$¢ i ilo$¢ otrzymanych ekstraktow mierzono metoda Real-Time
PCR, przy uzyciu zestawu do amplifikacji zaprojektowanego specjalnie dla materiatu
0 potencjalnie niskiej matrycy DNA, co pozwala oszacowa¢ stopien degradacji DNA oraz
obecnos$¢ inhibitoréw PCR. W celu oceny czystosci uzyskanych ekstraktow i okreslenia
ptci biologicznej osobnikow, probki poddano profilowaniu STR za pomoca wysoce
czulego zestawu do amplifikacji zaprojektowanego specjalnie dla genetyki sadowe;.
Wszystkie wyzej opisane czynnosci 1 analizy wykonano w Zaktadzie Genetyki Sagdowej

Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie.

Zabezpieczenie materialu do badan DNA przeprowadzono zgodnie z wszelkimi
zasadami aseptyki i antyseptyki. W przypadku izolacji DNA zastosowano kontrole
pozytywne oraz negatywne reakcji izolacji. Kontrole pozytywng stanowita krew
zabezpieczona na karcie FTA o znanym stezeniu DNA. W kontroli negatywnej
zastosowano wodg¢ dejonizowang wolng od nukleotydow, dedykowang do metod biologii
molekularnej. Procedury badawcze przeprowadzono w oparciu o akredytacj¢ Polskiego
Centrum Akredytacji (norma PN-EN ISO/IEC 17025) od 2017 roku.

Podczas calej procedury laboratoryjnej stosowano odpowiednie $rodki ochrony
osobistej oraz $rodki dezynfekcyjne dedykowane biologii molekularnej. Drobny sprzet

laboratoryjny uzywany do badan byt sterylny, jednorazowego uzytku.
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W pracy wykorzystano nastgpujace metody badawcze:

1.

Oznaczenie polimorfizméw DNA w systemie identyfikacji osobniczej Global
Filer wsrod osobnikow ekshumowanych z jam grobowych (tabela nr 4) oraz
z grobu masowego (tabela nr 5a-5d).

Oznaczenie polimorfizméw DNA w systemie identyfikacji osobniczej Y Filer
Plus wérod osobnikéw ekshumowanych z jam grobowych (tabela nr 6) oraz
z grobu masowego (tabela nr 7a-7c).

Analiz¢ DNA mitochondrialnego w zakresie HV1 1 HV2 osobnikéw
ekshumowanych z jam grobowych (tabela nr 8).

Pelne sekwencjonowanie (NGS) genomu mitochondrialnego DNA osobnikéw
ekshumowanych z jam grobowych (tabela nr 12).

Analize DNA mitochondrialnego w zakresie HV1 1 HV2 osobnikéw
ekshumowanych z grobu masowego (tabela nr 10).

Okreslenie przynaleznosci haplogrupowej szacowanej w bazie EMPOP
osobnikéw ekshumowanych z jam grobowych (tabela nr 8).

Zestawienie haplogrup mtDNA osobnikéw ekshumowanych z jam grobowych

oraz z grobu masowego szacowanych w programie HaploGrep (tabela nr 11).
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3.4 Opracowanie materiatu kostnego do izolacji DNA.

DNA izolowano z z¢bow zabezpieczonych w catosci. Nastepnie uzyskane fragmenty
materialu  oczyszczano mechanicznie frezarka (Proxxon) przy uzyciu frezow
diamentowych przeznaczonych do wstepnej obrobki z¢bow az do catkowitego usunigcia
zewngetrznej warstwy materiatu, ktora jest szczegolnie narazona na skutki zachodzacych
procesow gnilnych, metabolity bakteryjne i grzybicze oraz DN-azy (169). Na tym etapie
pozbywano si¢ takze ubytkow prochnicznych oraz plomb. Nastepnie materiat
oczyszczano chemicznie celem eliminacji DNA egzogennego, poprzez ptukanie
w roztworze Tween20 przez 5 minut w wytrzasarce. Kolejnym etapem bylo doktadne
plukanie w wodzie destylowanej. W ostatnim etapie materiat suszono w komorze
laminarnej z przeplywem jalowego powietrza oraz poddawano promieniom
zintegrowanej lampy UV przez 30 minut z kazdej strony, w celu uniknigcia kontaminacji.
Tak przygotowany materiat kruszono w mtynku kriogenicznym w $rodowisku ciektego
azotu do momentu uzyskania z nich proszku kostnego. Proszek kostny umieszczano

w jatowych falkonach do momentu izolacji, przechowujac go w temp. — 80 st. C.

3.5 Izolacja DNA.

Szczegdlng uwage zwrdocono na stan zachowania materialu biologicznego.
Zastosowano nieinwazyjne metody pobierania probek, ktore nie naruszyly struktury
materiatu. Miatlo na to wplyw roéwniez ewentualne pochodzenie zydowskie ofiar.

Zgodnie z literaturg zapobiegano kontaminacji materiatu (170,171).

DNA ekstrahowano przy uzyciu zestawu PrepFiler® BTA Forensic DNA Extraction
Kit (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z protokotem producenta (172). Po procesie
trawienia do mieszanina dodaje si¢ magnetyczne kuleczki, ktore majg whasciwosci
specyficznego wigzania, przez co inne skladniki mieszaniny lizujacej (takze
zanieczyszczenia) pozostaja w buforze. Dziatanie pola magnetycznego powoduje,
ze moga by¢ one zatrzymywane w probowce wraz z zwigzanym DNA, podczas usuwania
mieszaniny trawigcej. Wigzanie to jest na tyle stabilne, ze pozwala na kilkukrotne
ptukanie, w celu pozbycia si¢ ewentualnych resztek zanieczyszczen. Ostatni etap tej

metody to uwalnianie DNA do buforu elucyjnego. Metoda ta pozwala uzyska¢ DNA
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wysokiej jakosci ale i polaczy¢ wykorzystywang technike z aparatura do automatycznej

izolacji co zabezpiecza przed kontaminacjg.

Kontrole dodatniej uzyto krwi zabezpieczonej na karcie FTA o znanym stezeniu
DNA. Kontrol¢ ujemng stanowila woda wolna od nukleaz. Postgpowano zgodnie ze

standardami i procedurami opisanymi w literaturze (70,71,80).
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3.6 Oznaczenie stezenia DNA, stopnia degradacji DNA i obecnos$ci inhibitorow
reakcji PCR.

Oszacowanie stezenia DNA jest niezwykle istotne dla prawidlowego przebiegu
procesu dalszych etapow badan. Zbyt mata lub zbyt duza ilo§¢ DNA matrycowego

prowadzi do powstania artefaktow, a w efekcie niepowodzenie procesu identyfikacji.

Ekstrakty DNA oznaczano ilo$ciowo przy pomocy zestawu Quantifiler™ Trio DNA
Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific) na aparacie 7500 Real-Time PCR (Thermo
Fisher Scientific) w celu oceny stezenia ludzkiego DNA 1 ludzkiego meskiego DNA
w ekstraktach, wykrywania obecno$ci inhibitoréw PCR 1 okreslenia poziomu degradacji
DNA. Zestaw oparty jest na trzech rodzajach sond molekularnych znakowanych
fluorescencyjnie przylaczajacych si¢ podczas trwania reakcji PCR na zasadzie
komplementarnosci DNA do okreslonych sekwencji docelowych w genomie ludzkim:
krotkich fragmentow DNA autosomalnego (T. small, o dlugosci 80 pz, barwnik: VIC™),
dhugich fragmentéw DNA autosomalnego (T. large, 214 pz, barwnik: ABY™) oraz DNA
zlokalizowanego na chromosomie Y (T. Y, 75 pz, barwnik: FAM™), Emitowana podczas
amplifikacji fluorescencja jest pordwnywana z sygnatem pochodzacym z drabiny
rozcienczen standardu o znanej wartosci stezenia DNA. Stezenie DNA, ilos§¢ DNA
pochodzacego od mezczyzny 1 stopien degradacji DNA (stosunek wartosci fragmentow
T. large do fragmentéw T. small), obliczono przy pomocy programu HID Real-Time PCR
Analysis Software v1.2 (Thermo Fisher Scientific). Zestaw byt wykorzystany rowniez
przez innych autorow (173,174).

Uzyskane amplikony poddano elektroforezie kapilarnej w analizatorze
genetycznym 3500 (Thermo Fisher Scientific), a dane przetwarzano za pomoca
oprogramowania GeneMapper® ID-X (Thermo Fisher Scientific). Dla kazdej
amplifikacji przygotowano kontrole pozytywne i negatywne w celu oceny wydajnos$ci
1 czystosci etapu amplifikacji. Kontrola pozytywna zawierala mieszaning reakcyjng
1 kontrole DNA 007, kontrola negatywna zawierala mieszaning reakcyjng 1 wode wolng

od nukleaz.
W pracy wykorzystano ogolne stezenie DNA ludzkiego.

Do kolejnych etapow badan przystapiono po uzyskaniu naktadajacych si¢ profili
STR dla badanych probek, prawidlowego profilu pozytywnej probki kontrolnej
amplifikacji 1 pozytywnej probki izolacyjnej oraz braku alleli dla negatywnej izolacji
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1 probek amplifikacji. Obie te metody sa rutynowo stosowane do analizy probek

w Zakladzie Genetyki Sgdowe;j (72,175).

Ze wzgledu na charakter materiatu badawczego przewidziano, ze ekstrakty DNA
moga zawiera¢ niewielkie ilosci DNA matrycowego. Jednak metody, ktore zastosowano
w badaniu, wybrane przez naukowcé)w i ekspertow z dziedziny genetyki sadowej,
pozwolity na uzyskanie danych nadajacych si¢ do analizy. Wszystkie probki badano
w trzech powtdrzeniach, w zaleznosci od jakosci danych, a do koncowej analizy uzyto

sekwencji konsensusowej, zgodnie ze wskazoéwkami literatury (130,176).

Zastosowano réwniez dodatkowe procedury, majgce zminimalizowa¢ dodatkowe
ryzyko zanieczyszczenia i degradacji. Zachowano ciaggto$¢ badan, aby uniknaé czgstego
rozmrazania probek. Kazdy etap badan zawierat kontrole pozytywne i negatywne w celu
oceny wydajnosci 1 sterylnosci etapéw. Zespot Zaktadu Genetyki Sadowej posiada duze
doswiadczenie w pracy zaré6wno z materiatem zdegradowanym (70,71,80,175),

jak i technologiag NGS (130,177).

3.7 Amplifikowanie fragmentow STR w systemie Global Filer.

Markery STR amplifikowano przy uzyciu zestawu GlobalFiler™ PCR
Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific) (178) zgodnie z protokotami producenta,
z 29-cyklowym profilem termicznym, na termocyklerze GeneAmp™ PCR System 9700
(Thermo Fisher Scientific). Zestaw GlobalFiler™ PCR Amplification Kit amplifikuje 21
autosomalnych loci STR, 1 loci Y-STR, 1 marker polimorficzny insercji/delecji
na chromosomie Y oraz amelogening (marker determinujacy ptec¢). Obecnos¢ markerow
Y-STR i Y-indel pomaga unikngé¢ btedéow w identyfikacji ptci. Wykorzystuje ulepszone
startery do amplifikacji, ktore zapewniaja czyste ta elektroforetyczne utatwiajace
interpretacje. Do reakcji uzyto maksymalnej iloSci izolatu DNA, ze wzgledu
na przewidywany duzy stopien degradacji materiatu.

Uzyskane amplikony poddano elektroforezie kapilarnej w analizatorze
genetycznym 3500 (Thermo Fisher Scientific). Dane analizowano przy pomocy
oprogramowania GeneMapper® ID-X (Thermo Fisher Scientific). Sg to procedury
rutynowo prowadzone w Zaktadzie Genetyki Sadowe;j (72,175).
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3.8 Amplifikowanie fragmentow STR w systemie Y Filer Plus.

W celu analizy markerow Y-STR wykorzystano zestaw Yfiler™ Plus PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems) (179). Zestaw amplifikuje 25 loci Y-STR
w pojedynczej reakcji PCR przy uzyciu chemii 5 barwnikow, w celu zapewnienia
najwyzszej zdolnosci identyfikacji. Zestaw charakteryzuje si¢ specyficzng zdolnoscig
roznicowania dzigki wysoce dyskryminujagcym markerom. Dedykowany do probek
zdegradowanych. Lepsza dokladnos¢ genotypowania dzigki rozszerzonej drabinie

allelicznej.

3.9 Sekwencjonowanie calego genomu mitochondrialnego.

Do sekwencjonowania catych mitogenoméw wykorzystano technologi¢
IonTorrent. Biblioteki przygotowano przy uzyciu zestawu Precision ID Library Kit
i Precision ID mtDNA Whole Genome Panel. Dzigki innowacyjnemu podejsciu
kafelkowania w tym panelu, mozliwe jest uzyskanie catych genoméw mitochondrialnych
z silnie zdegradowanego materialu. Precision ID mtDNA Whole Genome Panel zawiera
2 pule starteréw, kazda po 81 starteréw, ktore pozwalaja na sekwencjonowanie krotkich,
naktadajacych si¢ amplikonow. Przygotowanie biblioteki, w tym amplifikacja sekwencji
docelowych, czesciowe trawienie amplikonu, ligacja adaptorow 1 oczyszczanie
biblioteki, przeprowadzono zgodnie z instrukcjami producenta. Biblioteki oceniono
ilo§ciowo przy uzyciu zestawu lon Library TagMan® Quantitation Kit (Thermo Fisher
Scientific) i systemu QuantStudio™ 5 Real-Time PCR, zgodnie z instrukcjami
producenta, rozcienczono do optymalnego stezenia i1 potagczono.

Przygotowanie szablonu 1 ladowanie chipa wykonano przez przyrzad
Ion Chef™ przy uzyciu zestawu lon S5™ Precision ID Chef & Sequencing Kit oraz
Ion 530™ Chip. Sekwencjonowanie przeprowadzono na sekwenatorze HID Ion S5™.
Dane sekwencjonowania przeanalizowano przez Torrent Suite 5.10.2, a sekwencje
mtDNA poréwnano z poprawiong sekwencjg referencyjng Cambridge (rCRS)
przez oprogramowanie Torrent Variant Caller (wszystkie powyzej: Thermo Fisher
Scientific). Zarowno przyrzad Ion Chef™, jak i sekwencer HID Ion S5™ sg wlasnos$cia
Zaktadu Genetyki Sadowej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie,
a personel jest wykwalifikowany 1 doswiadczony w analizie danych mtDNA

oraz sekwencjonowaniu nowej generacji, co wskazano w (70,71,80,175).
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3.10 Analiza mtDNA.

Sekwencje mitochondrialnego DNA zostaly okreslone dla regionow
hiperzmiennych HV1 i HV2. Zastosowane sekwencje starterow do amplifikacji byty
zgodne z literaturg (180) dla par starteréw: 15971 i 16410 dla HVI i L15 oraz R429
dla HVII. Regiony hiperzmienne amplifikowano w dwoch oddzielnych reakcjach PCR
przy uzyciu zestawu HotStar Taq Master Mix Kit. Mieszanka reakcyjna PCR
w calkowitej objetosci 20 pl sktadata si¢ z: 10 pl HotStar Taq Master Mix (QIAGEN),
6 ul wody wolnej od RNaz, 0,5 pul 100mM starteréw kazdej pary i 3 pl oczyszczonego
DNA. Amplifikacje przeprowadzono w termocyklerze GeneAmp™ PCR System 9700
(Thermo Fisher Scientific) w nastepujacych warunkach termocyklingu: 95°C przez
15 min., a nastgpnie 35 cykli: 94°C przez 30 s, 53°C przez 30 s i 72°C przez 1 min.,
nastepnie koncowy etap wydluzania w 72°C przez 10 min (181) Kontrola pozytywna
zawierala mieszaning reakcyjng i kontrole DNA, kontrola negatywna zawierala
mieszaning reakcyjng i wod¢ wolng od nukleaz.

Kolejnym etapem bylo enzymatyczne oczyszczenie otrzymanych produktow
PCR. Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 5 pl produktu PCR, 0,5 ul egzonukleazy I
20U/ul (Thermo Fisher Scientific) 1 1,0 ul termoczutej fosfatazy alkalicznej - FastAP |
1U/pl (Thermo Fisher Scientific). Mieszaniny reakcyjne zawierajace probki, kontrole
pozytywng i negatywng inkubowano w 37°C przez 15 min, a nastgpnie reakcje
zatrzymano przez ogrzewanie mieszaniny w 85°C przez 15 min (182).

Oczyszczony produkt PCR zostanie zsekwencjonowano przy uzyciu zestawu
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 1 okre§lonych starterow.
Reakcje przeprowadzono osobno dla kazdego startera uzytego w pierwszym PCR
(1F, IR, 2F lub 2R). Reakcja sekwencjonowania w catkowitej objetosci 20 ul sktadata
si¢ z: 4 pl BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix, 2 ul BigDye™ Terminator
v1.11iv3.15X Bufor do sekwencjonowania, 2 pl jednego z 4 starterow, 9 ul wody wolne;j
od RNaz i 3 ul oczyszczonego produktu reakcji  enzymatycznej.
Reakcja sekwencjonowanie z uzyciem terminatorow reakcji zostata przeprowadzona
na termocyklerze GeneAmp™ PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific)
z nastgpujacym profilem termicznym: 96°C przez 1 min, nastgpnie 33 cykle: 95°C
przez 10 s, 50°C przez 5 s, 60°C przez 4 min. (183).

Produkty reakcji sekwencjonowania oczyszczono z terminatoréow reakcji

za pomocg ExTerminator (A&A) zgodnie z instrukcjami producenta Sekwencje poddano
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elektroforezie kapilarnej w analizatorze genetycznym 3500 (Applied Biosystems).
Uzyskane sekwencje badanych probek, kontroli dodatnich i ujemnych poréwnano
ze zmieniong sekwencjg referencyjng Cambridge (rCRS) i oceniono przy uzyciu
oprogramowania Sequencher DNA Sequence Analysis Software.

Haplogrupy DNA mitochondrialnego poddano analizie z wykorzystania dwoch
narzedzi filogenetycznych: bazy danych EMPOP (http://fempop.online) (184)

oraz programu HaploGrep (https://haplogrep.i-med.ac.at) (185).
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3.11 Analiza profiléw genetycznych.

Do analizy profilow genetycznych wykorzystano program GeneMapper® ID-X
Software v2.0 (Life Technologies Corporation). Walidacje metody dla zestawow
multipleksowych przeprowadzono w Zaktadzie Genetyki Sadowej PUM w Szczecinie.

Przyjeto warto$¢ odcigcia 100 RFU.
3.12 Analiza pokrewienstwa w systemie Familias 3.
Dodatkowo wsrdd osobnikow z grobu masowego dokonano analizy pokrewienstwa

pomiedzy ekshumowanymi szczatkami. Poniewaz w grobie masowym znajdowali

si¢ wylacznie osobnicy ptci meskiej, zatozono hipotezg ojciec-syn-kuzyn.

Program Familias (https://familias.no/) wykorzystywany jest do obliczenia
prawdopodobienstwa w przypadku gdy oznaczone sg profile DNA oséb i1 watpliwe sa
ich powigzania rodzinne. Uwzglednia wiele alternatywnych rodowodéw biorac pod
uwage bazg¢ danych populacyjnych. Oprogramowanie zostato opracowane przez Pettera
Mostada i Thore Egelanda we wspotpracy z Norweskim Centrum Obliczeniowym oraz

Instytutem Medycyny Sadowej w Oslo.
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IV Prezentacja wynikéw badan.

4.1 Analizy genetyczne w systemie Global Filer i Y Filer Plus osobnikow jam
grobowych i grobu masowego.

Badania genetyczne szczatkow ekshumowanych z jam grobowych oraz grobu
masowego objely oznaczenia profilow genetycznych w systemie Global Filer i Y Filer
Plus. Wyniki uzyskanych profili DNA oraz catkowitych stezen DNA przedstawiono

w tabeli nr 3.

W systemie identyfikacji osobniczej Global Filer uzyskano 6 profili na 7 badanych
osobnikow ekshumowanych z jam grobowych. W przypadku grobu masowego, w tym
samym systemie uzyskano 23 profile na 42 przebadanych osobnikow.

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 4,5a-5d.
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Tabela 3. Uzyskane profile DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Global Filer™ szczatkow
podjetych z jam grobowych i grobu masowego wraz z uzyskanym stezeniem catkowitym DNA.

Material Pobrany Stezenie DNA Uzyskany profil
. Nr probki )
ekshumacyjny material [ng/nl] w systemie GF
szkielet szkielet 1 Zeby ze szczgki 0,0215 uzyskano profil
szkielet szkielet 2 Zgby ze szczeki 0,0820 uzyskano profil
szkielet szkielet 3 Zgby ze szezgki 3,1964 x 10* nie uzyskano profil
. Zeby ze szczgki nie 0znaczono ]
szkielet szkielet 4 o uzyskano profil
stezenia
szkielet szkielet 5 Zeby ze szczeki 5,2984 x 10 uzyskano profil
szkielet szkielet 6 Zeby ze szezeki 0,0199 uzyskano profil
szkielet szkielet 7 Zgby ze szczgki 7,0161 x 10" uzyskano profil
Czaszkanr1 82 Zeby ze szczgki 0,0028 uzyskano profil
Czaszka nr 2 83 Zeby ze szczgki 0,0013 uzyskano profil
Czaszkanr 3 84 Zeby ze szczgki 0,1419 uzyskano profil
Czaszka nr 4 86 Zeby ze szczgki 0,1211 uzyskano profil
Czaszkanr5 87 Zeby ze szczgki 0,0026 uzyskano profil
Czaszka nr 6 89 Zeby ze szczgki 6,8473 x 10 uzyskano profil
Czaszkanr 7 90 Zeby ze szczgki 0.3696 uzyskano profil
Czaszkanr 8 126 Zeby ze szczgki 0,0175 uzyskano profil
Czaszkanr 9 127 Zeby ze szczgki 0,0366 uzyskano profil
Czaszka nr 10 128 Zeby ze szczeki 0,0018 uzyskano profil
Czaszka nr 11 131 Zeby ze szczeki 0,9023 uzyskano profil
Czaszka nr 12 133 Zeby ze szczeki 0,0045 uzyskano profil
Czaszka nr 13 134 Zeby ze szczeki 0,0060 uzyskano profil
Czaszka nr 14 136 Zeby ze szczeki 0,0305 uzyskano profil
Czaszka nr 15 139 Zeby ze szczeki 0,0460 uzyskano profil
Czaszka nr 16 152 Zeby ze szczeki 1,0903 uzyskano profil
Czaszka nr 17 153 Zeby ze szczeki 0,0053 uzyskano profil
Czaszka nr 18 156 Zeby ze szczeki 0,0221 uzyskano profil
Czaszkanr 19 160 Zeby ze szczeki 0,0219 uzyskano profil
Czaszka nr 20 162 Zgby ze szezgki nie 0znaczono uzyskano profil
stezenia
Czaszka nr 21 163 Zgby ze szezeki ni¢ 0znaczono uzyskano profil
stezenia
Czaszka nr 22 170 Zeby ze szczgki 0,0808 uzyskano profil
Czaszka nr 23 172 Zgby ze szezeki i€ 0zNaczono uzyskano profil
stezenia
Czaszka nr 24 81 Zeby ze szczeki 5,7970 x 10+ nie uzyskano profilu
Czaszka nr 25 85 Zeby ze szczeki 8,0242 x 10 nie uzyskano profilu
Czaszka nr 26 88 Zeby ze szczeki 4,6401 x 10+ nie uzyskano profilu
Czaszka nr 27 124 Zgby ze szezgki nie 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia
Czaszka nr 28 125 Zgby ze szezgki ni¢ 0zNaczono nie uzyskano profilu
stezenia
Czaszka nr 29 135 Zgby ze szezgki nié 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia
Czaszka nr 30 138 Zeby ze szczgki 0,0018 nie uzyskano profilu
Czaszka nr 31 154 Zgby ze szezeki ni¢ 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia
Czaszka nr 32 155 Zgby ze szezgki i€ 0zNaczono nie uzyskano profilu
stezenia
Czaszka nr 33 157 Zgby ze szczgki NI€ 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia
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Zeby ze szczeki

nie 0znaczono

Czaszka nr 34 158 L nie uzyskano profilu
stezenia

Czaszka nr 35 159 Zgby ze szezgki ni¢ 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia

Czaszka nr 36 161 Zgby ze szezgki Ni¢ 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia

Czaszka nr 37 164 Zgby ze szezgki Nié 0zNaczono nie uzyskano profilu
stezenia

Czaszka nr 38 167 Zeby ze szczgki 0,0078 nie uzyskano profilu

Czaszka nr 39 169 Zgby ze szezgki nié 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia

Czaszka nr 40 172 Zgby ze szezgki nié 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia

Czaszka nr 41 174 Zgby ze szezgki Nié 0zNaczono nie uzyskano profilu
stezenia

Czaszka nr 42 175 Zgby ze szezgki ni¢ 0znaczono nie uzyskano profilu
stezenia
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Tabela 4. Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Global Filer™
szczatkdw podjetych z jam grobowych.

UKEAD | Szkielet 1 | Szkielet 2 | Szkielet 3 | Szkielet 4 | Szkielet 5 | Szkielet 6 | Szkielet 7
D3S1358 14,15 15,18 - 16,17 15,16 14,17 15
VWA 15,17 14,16 - 14,17 13,15 15,17 15,18
D16S539 12,13 9,14 - 11 - 9,12 10,11
CSF1PO 12,13 9,10 - 11,12 - 12 -
TPOX 8,11 8 - 8 8 - 9
INS/DEL 2 2 - 2 2 2 2
AMELO XY XY - XY XY XY XY
D8S1179 12 12,13 - 12,13 13,14 13,15 11,15
D21S11 30,30.2 29,31.2 - 28,32.2 29 28 29,30
D18S51 13,16 15,20 - 13,16 - 11,17 -
DYS391 11 11 - 10 - 10 -
D25441 10,14 11 - 10,11 11 11,12 10,13
D195433 14,15.2 13,14 - 12,14 13,15 12,13 14.2,15
THO1 6,7 6,9.3 - 6,8 9,9.3 9 8,9.3
FGA 21,22 19,22 - 22,24 23,25 21 25
D2251045 11,14 11,16 - 16 14,15 15,16 11,15
D5S818 11 11,12 - 10,12 11 11,12 10,12
D13S317 8,12 9,13 - 11,14 12 10,12 11
D7S820 8,11 7,11 - 10,11 - 10 -
SE33 19,33.2 - - 29.2,34.2 - - -
D10S1248 14,16 13,14 - 15,16 14 14,16 13,15
D1S1656 12,17.3 15,17 - 12,17.3 - 12,14 14
D12S391 18,24 18,23 - 18,21 - 18.3,21 21
D251338 16,18 - - 17,23 19 - 17
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Tabela 5a.Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Global Filer™
szczatkdw podjetych z grobu masowego.

UKLAD p.82 p.83 p.84 p.86 p.87 p.89
D3S1358 15,17 17,18 14,15 16,17 17,18 16
VWA 18,19 18 17 17,19 15 -
D16S539 10,11 - 11,12 12 - -
CSF1PO - 11 12,13 14,10 9 -
TPOX 8 - 11 8 - -
INS/DEL 2 2 2 2 2 2
AMELO XY XY XY X,Y XY X,Y
D8S1179 12 15,16 12,13 14,15 13,15 13
D21S11 28,32.2 29,31 29 29,33.2 29,30 -
D18S51 15,17 12,14 13,16 12,17 - -
DYS391 10 - 10 10 - -
D2S441 11,12.3 11,14 11,14 11,14 11 14
D19S433 15,15.2 15,16 13,14 13,14 13,14 15.2
THO1 8 9,10 9.3 9,9.3 6 9
FGA 21 - 20,22 20,21 20,21 -
D2251045 15,16 - 16,17 14,16 15,16 14,16
D5S818 11,12 12 11,14 11,12 11,13 11
D13S317 8,14 11 10,11 8,11 511 -
D75820 - 12 10,12 12 8 -
SE33 - - - 21,29.2 29.2 -
D10S1248 14 14,15 13,16 15,16 14,16 13
D1S1656 12,15 - 13,16 11,16 17 -
D125391 23,25 - 17,23 19,21 24 -
D2S1338 23 - 19 17,18 18 -
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Tabela 5b.Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Global Filer™

szczatkow podjetych z grobu masowego — c.d.

UKLAD p.90 p.126 p.127 p.128 p.131 p.133
D3S1358 17,18 17 15,17 14 14,16 14,15
VWA 16,17 - 17 17 17,21 16,17
D16S539 11 - 8,11 - 11 8,12
CSF1PO 10,12 - 10,11 - 11 12
TPOX 8 - 8,9 - 8,11 11
INS/DEL 2 2 2 2 2 2
AMELO XY XY XY XY XY XY
D8S1179 12,14 13 12,13 13 13 13,14
D21511 30,32 - 30.2,32.2 - 28312 | 312332
D18S51 12,16 - 12,13 - 13,18 -
DYS391 - - 10 - 10 -
D2S441 11 10,11 11314 11,14 11,14 113,14
D19S433 13,16 132 14,15 13,142 14,16 14,15
THO1 7.9 - 6,9.3 - 9.3 6.8
FGA 19,22 23,24 20,24 - 21,23 20,25
D2251045 15,16 15,16 14,15 15,16 13,15 15,16
D5S818 12,13 - 10,11 12 13 10,12
D13S317 11,13 - 11,13 - 9,11 13
D7S820 - - 11 - 12 10
SE33 13 - 24.2.29.2 19 19,20 232
D10S1248 14,16 14,16 13,14 15,17 1417 14,16
D1S1656 14,16 - 15 - 15.3,16 1317
D125391 18,21 - 17,19 - 21 19
D251338 21 - 18,19 - 20 24
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Tabela 5¢c. Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Global Filer™
szczatkow podjetych z grobu masowego — c.d.

UKLAD p.134 p.136 p.139 p.152 p.153
D351358 16 16,17 14,19 15,18 16
VWA 14 14,20 14,17 14,15 16,17
D16S539 - 8,13 12 12 11
CSF1PO - - 12 10 10
TPOX - - - 8 8,10
INS/DEL - 2 2 2 2
AMELO XY XY XY XY X.Y
D8S1179 - 13,14 10,14 11,14 13,14
D21S11 322 29 - 29302 | 29,322
D18S51 - - 17 15,17 13
DYS391 - - 10 10 10
D2S441 - 11,14 11,14 11,14 12,14
D195433 14 14 152,17 14 13
THO1 - 6 9.3 8,9.3 9
FGA - - 21 21,26 20,24
D2251045 16 16 15,16 15,16 15,16
D5S818 12 13 12 10,12 -
D13S317 11,12 8 11 9,10 11,12
D7S820 - 9 12 10 11
SE33 - - 16 15,20 -
D10S1248 13,14 15,16 14,16 14,16 16,17
D1S1656 - 16 12,14 12 12,17.3
D125391 - 21 17,21 17,22 19
D251338 - - 16,27 17,25 17
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Tabela 5d. Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Global Filer™
szczatkow podjetych z grobu masowego — c.d.

UKLAD p.156 p.160 p.162 p.163 p.170 p.172
D3S1358 11,16 15,18 16 16,17 16,17 16
VWA 17 17,18 18 17 17 19
D16S539 - 11,13 9,12 12 12,13 -
CSF1PO - - - - 12 -
TPOX - - - - - -
INS/DEL 2 2 2 2 2 2
AMELO X.Y XY XY XY XY XY
D8S1179 11,13 13 13,14 14,15 11,12 9,14
D21511 28,29 - 30,32 29 29 -
D18S51 - - 15,19 - 12,17 17
DYS391 - - - - - -
D2S441 10,11 11,14 11,14 11,14 11 -
D19S433 14 12,15 14 13 13,14 -
THO1 6,9.3 9 6,10 - 6,10 9
FGA 20,26 21,22 22 - 21,22 -
D2251045 - 15,16 15,16 14,16 15 14,16
D5S818 10 9,13 13,14 12 11,12 -
D13S317 12 - 9,10 - 12 -
D7S820 - 8 11 - 12 -
SE33 - - 272 - 222,232 -
D10S1248 14,16 13,15 14,16 15,16 14 14,16
D1S1656 12,15 - 16 16 15,18.3 12,15
D125391 18 17 17,20 21 22,23 19
D2S1338 - - 20,23 - - -




W systemie identyfikacji osobniczej Y Filer Plus uzyskano 6 profili na 7 badanych

osobnikow ekshumowanych z jam grobowych. Wyniki przedstawiono w tabeli nr 6.

W przypadku grobu masowego w tym samym systemie uzyskano 15 profili

na 42 przebadanych osobnikéw. Wyniki przedstawiono w tabeli nr 7a-7c.

Tabela 6. Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Y- Filer™ Plus
szczatkdéw podjetych z jam grobowych.

UKELAD Szkielet 1 | Szkielet 2 | Szkielet 3 | Szkielet 4 | Szkielet 5 | Szkielet 6 | Szkielet 7
DYS576 19 19 - 20 18 17 17
DYS3891 13 13 - 13 13 13 14
DYS635 23 23 - 24 - 24 23
DYS38911 29 31 - 30 30 29 -
DYS627 - 17 - 21 - 20 18
DYS460 11 11 - 11 12 11 11
DYS458 17 15 - 16 15 17 15
DYS19 14 17 - 14 - 15 16
GATYAH4 12 _ - n - . -
DYS448 19 20 - 19 - 19 -
DYS391 11 11 - 10 - 10 -
DY S456 16 15 - 16 15 14 15
DYS390 24 25 - 24 - 23 25
DYS438 12 11 - 12 - 10 11
DYS392 13 11 - 13 11 14 -
DYS518 38 41 - 38 39 38 38
DYS570 20 18 - 17 20 21 19
DYS437 15 14 - 15 14 14 14
DYS385 11,14 11,15 - 11,15 - 11,14 11
DYS449 29 33 - 30 - 28 -
DYS393 13 13 - 13 13 14 14
DYS439 12 10 - 11 - 11 8
DYS481 22 23 - 22 - 20 -
DYF387S1 36,37 36,38 - 35,36 - 35 37,38
DYS533 11 13 - 12 - 11 -
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Tabela 7a. Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Y- Filer™ Plus
szczatkdéw podjetych z grobu masowego:

UKLAD p.86 p.84 p.83 p.82 p.127
DYS576 18 21 18 19 15
DYS389I 13 14 13 13 14
DYS635 23 21 - - 24
DYS3891l 30 - - - 32
DYS627 17 17 - - 19
DYS460 11 10 - 10 10
DYS458 14 16 17.2 18 18
DYS19 17 14 14 14 15
Y GATAH4 12 11 - 12 12
DYS448 20 21 - - 21
DYS391 10 - - - 10
DYS456 14 15 15 15 16
DYS390 25 25 - - 23
DYS438 11 10 - - 10
DYS392 11 11 - - 11

DYS518 39 37 - - 36,37
DYS570 20 21 17 17 16
DYS437 14 16 14 15 16

DYS385 11 14 - - 13,16
DYS449 30 - - - 28
DYS393 13 12 12 13 13
DYS439 10 11 1 11 11
DYsS481 23 25 24 20,21 19
DYF387S1 36,38 37 - 39 39
DYS533 11 11 - - 10




Tabela 7b.. Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Y - Filer™ Plus
szczatkow podjetych z grobu masowego — c.d.

UKLAD p.134 p.160 p.167 p.136 p.139
DYS576 15 18 - 17 18
DYS3891 13 - 12 13 -
DYS635 - 20 - 23 22

DYS38911 - 9 - - -
DYS627 - - 21 - -
DYS460 11 10 10 -
DYS458 - 172 18 20 17
DYS19 - 14 - 13 3

Y GATAH4 - - - B 10
DYS448 - - - - 19
DYS391 - - - - -
DYS456 15 15 13 16 15
DYS390 - 23 24 - -
DYS438 - - 9 10 11
DYS392 - - - - 15
DYS518 - - - - -
DYS570 17 17 17 17 16
DYS437 - - - - 14
DYS385 - 13 1517 17 -
DYS449 - - - 32 -
DYS393 13 12 - 13 13
DYS439 - 11 12 - 12
DYS481 - 25 24 25 -

DYF387S1 - - - - 34,35
DYS533 - - - - -
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Tabela 7¢c.Wyniki badania polimorfizmu DNA w systemie do identyfikacji osobniczej Y - Filer™ Plus

szczatkow podjetych z grobu masowego — c.d.

UKLAD p.152 p.90 p.89 p.80 p.170
DYS576 18 17 16 17 17
DYS389I 13 14 - 14 13
DYS635 21 23 - - 20
DYS3891l - - - 30 31
DYS627 22 - - - 20
DYS460 11 11 - 11 10
DYS458 18.2 18 16 - 17.2
DYS19 14 14 - - 14
Y GATAH4 - 10 - - 11
DYS448 - - - - -
DYS391 - 10 - - 10
DYS456 14 18 - 18 15
DYS390 23 24 - - 23
DYS438 10 12 9 - 10
DYS392 11 14 - - -
DYS518 40 - - - -
DYS570 18 17 - - 17
DYS437 14 15 - - 14
DYS385 - 11,14 - - 17
DYS449 - 30 - - 26
DYS393 12 12 12 - 12
DYS439 12 12 - - 11
DYsS481 27 22 - - 25
DYF387S1 36 35 - - 36,38
DYS533 - 12 - - 11
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4.2 Analiza DNA mitochondrialnego osobnikéw z jam grobowych i grobu
masowego.

W celu okreslenia pochodzenia biogeograficznego szczatkow wykonano analize
DNA mitochondrialnego. Ze wzglgdu na silng degradacj¢ materiatu biologicznego
nie mozna bylo uzyska¢ profilu genetycznego 1 oszacowa¢ pochodzenia

biogeograficznego dla wszystkich osobnikow.

Haplogrup¢ w wyniku analizy hiperzmiennych regionow DNA mitochondrialnego
(HV1, HV2) uzyskano dla 6 osobnikoéw ekshumowanych z jam grobowych.

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 8,9.

W przypadku osobnikow ekshumowanych z grobu masowego haplogrupe
analizowang tg sama metoda uzyskano dla 19 osobnikow. Wyniki przedstawiono w tabeli

nr 10.

Tabela 8. Uzyskane wyniki badania mtDNA (region HV1, HV2) szczatkéw podniesionych z jam
grobowych, analizowane w bazie EMPOP.

. 93G 152C 263G

Szkielet 1 16287T H
309.1C 315.1C
Szkielet 2 rCRS 263G 309.1C 315.1C RO
Szkielet 3 nie uzyskano wyniku nie uzyskano wyniku nie okreslono
16256T 16270T
16294T

) 73G 152C 263G

Szkielet 4 Ubalalh

Haplotyp oznaczono w 315.1C

niepetnym zakresie
16024-16350

Szkielet 5 nie uzyskano wyniku nie uzyskano wyniku nie okreslono
16114A 16192T
73G 146C 263G

i 16256T 16270T
Szkielet 6 309.1C 315.1C Uba2a
16294T

Szkielet 7 nie uzyskano wyniku nie uzyskano wyniku nie okreslono
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Tabela 9 Zestawienie wynikéw badan szczatkow podjetych z jam grobowych w systemie GlobalFiler,
Y-Filer™ Plus oraz mtDNA.

Haplotyp
Numer probki Global Filer™ Yfiler Plus™ Ple¢
mtDNA
uzyskano w
. uzyskano peten uzyskano pelen ]
Szkielet 1 ) ] meska zakresie HVR1,
profil profil
HVR2 oraz WG
uzyskano w
. uzyskano peten uzyskano pelen ]
Szkielet 2 ) ] meska zakresie HVR1,
profil profil
HVR2
. nie uzyskano nie uzyskano .
Szkielet 3 . . meska nie uzyskano
profilu profilu
uzyskano w
zakresie HVR1
. uzyskano peten uzyskano peten )
Szkielet 4 . ) meska (niepetny zakres:
profil profil
16024-16350),
HVR2 oraz WG
profil czgsciowy profil czgsciowy
. kazujac wykazujgc uzyskano w
Szkielet 5 wy. ! .y . y- ! -y ] meska .
znamiona silnej znamiona silnej zakresie WG
degradacji degradacji
profil czgéciowy
) uzyskano w
. wykazujacy uzyskano peten ]
Szkielet 6 . ) meska zakresie HVR1,
Znamiona profil
B HVR2
degradacji
profil czgsciowy profil czgsciowy
wykazujac wykazujgc uzyskano w
Szkielet 7 Y _Jq Y Y _J Y meska )
znamiona znamiona zakresie WG
degradacji degradacji
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haplogrupa
Numer probki HV1 HV2 Szacowana wg
EMPOP
16145A 16176A | 73G 152C 263G
p.81/20 16223T 309.1C 315.1C N1b1b
0.82/20 “'ev\f;ri’isli‘jno ”'ev\‘/‘;r{islfjno nie okreslono
0.83/20 “'ev\f;ri’isli‘jno ”'ev\‘/‘;r{islfjno nie okreslono
73G 146C 152C
0.84/20 16224C 16311C 2630 31610 K
p.87/20 “'ev\f;ri’isli‘jno ”'ev\‘/‘;r{islfjno nie okreslono
p.88/20 mev\lj;zﬁl:fno me\:;zisll(jno nie okre$lono
73G 189G 195C
0.89/20 16221?23;29” 204C 207A 263G w
309.1C 315.1C
73G 185A 228A
16069T 16092C
0.90/20 L6126C 160617 | 263G 295T 309.1C J1c7
315.1C
152C 195C 263G
p.125/20 16261T 16311C Ale 10 HV
p.126/20 “'ev\‘j%islfjno ”'ev\‘/‘;r{;fjno nie okreslono
73G 194T 195C
199C 204C 207A
p.127/20 16223T 16292T 263G 20010 W3b1
315.1C
16093C 16224C | 73G 195C 263G
p-128/20 16261T 16311C 315.1C Kla
73G 114T 195C
0.131/20 16221‘:3%111653” 263G 309.1C Klalbla
315.1C
16218T 16239A | 194T 263G 309.1C
p.133/20 16298C 315.1C HV
73G 146C 152C
p.134/20 16224C 16311C 2630 315,10 K
p.135/20 “'emﬁfﬁjno ”'ev\‘/’%sli‘j”o nie okre$lono
146C 263G 309.1C
p.136/20 16222T 16299G 1510 H3p
16093C 16224C | 73G 195C 263G
p-139/20 16311C 315.1C K1
p.153/20 ”'ev\L,‘;zﬁfj”O ”'em‘zzﬁi‘jno nie okreslono
p.154/20 ”'ev\L,‘;zﬁfj”O ”'em‘zzﬁi‘jno nie okreslono
152C 195C 263G
p.155/20 16311C ey HV
p.156/20 rCRS 263G 315.1C RO
73G 146C 152C
p.157/20 16224C 16311C 2630 31610 K
p.158/20 nlevbj;zisﬁ?no nlev\tlj;)]/islfjno nie okre$lono

Tabela 10 Uzyskane wyniki badania mtDNA (HV1, HV2) szczatkéw podniesionych z grobu masowego,
analizowane w bazie EMPOP.

71



haplogrupa
Numer probki HV1 HV2 Szacowana wg
EMPOP
p.159/20 “'ev\‘,‘;rﬁl‘j”o ”'ev\‘j;r{isli‘jno nie okreslono
p.160/20 “'ev\‘,‘;rﬁl‘j”o ”'ev\‘j;r{isli‘jno nie okreslono
152C 195C 263G
p.162/20 16261T 16311C AlE 1o HV
p.163/20 “'ev\‘,‘;rﬁl‘j”o ”'ev\‘j;r{isli‘jno nie okreslono
p.164/20 nlev\L;;r)]/iS&jno nlev\lj;r){isli(jno nie okre$lono
89C 93G 195C
p.167/20 16153A 16298C 263G 309.1C V7a
315.1C
p.168/20 “'ev\‘j%islfjno ”'ev\‘/‘;r{;fjno nie okreslono
p.169/20 “'ev\‘j%islfjno ”'ev\‘/‘;r{;fjno nie okreslono
16093C 16224C | 73G 195C 263G
p.172/20 16261T 16311C 315.1C Kla
16223T 16224C 73G 114T 263G
p.173/20 16234T 16311C 315.1C Klalbla
p.175/20 nlev\l;;r)]/islf:no nlev\l;;zisll(jno nie okre$lono

Dodatkowo dokonano zestawienie poszczegélnych haplogrup mtDNA szczatkow

podniesionych z grobu masowego i jam grobowych oszacowanych w programie

HaploGrep. Wyniki przedstawiono w tabeli nr 11.
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Tabela 11. Zestawienie poszczegdlnych haplogrup mtDNA szczatkow podniesionych z grobu masowego

i jam grobowych oszacowanych w programie HaploGrep.

Nazwa probki Haplogroupa
p.81/20 D4lla
p.84/20 Klc
p.86/20 Klalbla
p.89/20 w
p.90/20 Jic7
p.125/20 H13alald
p.127/20 W3b1
p.128/20 Kla4alb2
p.131/20 Klalbla
p.133/20 V*1
p.134/20 Klc
p.136/20 H3p*
p.139/20 Klada*2
p.155/20 H11
p.156/20 H2a2a
p.157/20 Klc
p.162/20 H13alald
p.167/20 V7a*1
p.172/20 Kladalb2
p.173/20 Klalbla*

szkielet nr 1 Hlelal
szkielet nr 2 H2a2a
szkielet nr 4 Ubalalh
szkielet nr 5 Jlclbla*
szkielet nr 6 UbSa2a
szkielet nr 7 H28
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Rysunek 1. Zestawienie poszczegdlnych haplogrup mtDNA szczatkdéw podniesionych z grobu masowego i jam grobowych — drzewo filogenetyczne [Zrédlo PhyloTree].
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4.3 Analiza NGS osobnikéw z jam grobowych.

Sekwencjonowanie nowej generacji wykonano wytacznie dla 4 osobnikow
ekshumowanych z jam grobowych: szkielety nr 1,4, 51 7. Wyniki przedstawiono w tabeli
nr 12. Sekwencji poddano cate mitogenomy wykorzystujac technologie lonTorrent,

ktora pozwala na uzyskanie calych genoméw z materiatu silnie zdegradowanego.

Ze wzgledow ekonomicznych na tym etapie pracy nie mogliSmy poddac

sekwencjonowaniu wszystkich probek. Planuje si¢ je przebada¢ w najblizszym czasie.
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Tabela 12. Uzyskane wyniki badania mtDNA (region HV1, HV2) oraz NGS szczatkow podniesionych
z jam grobowych, analizowane w bazie EMPOP.

Nr probki

HV1 (16024-16365)

HV2 (73-340)

WG (1-16569)

Haplogrupa
mtDNA

Szkielet 1

16287T

93G 152C 263G

309.1C 315.1C

93G 152C 263G

309.1C 315.1C

750G 1438G

4769G 8609T

8860G 9071T

10394T 10828C

13651G 15326G

16287T 16519C

Szkielet 2

rCRS

263G 309.1C 315.1C

nie badano

RO

Szkielet 3

nie uzyskano wyniku

nie okreslono

Szkielet 4

16256T 16270T

16294T

Haplotyp oznaczono
w niepelnym
zakresie 16024-
16350

73G 152C 263G

315.1C

73G 152C 263G

315.1C 750G

1438G 1700C

2706G 3197C

4769G 5495C

7028T 8860G

9477A 11467G

11719A 11803C

12308G 12372A

13617C 14766T
14793G 15218G

15326G 15924G

16256T 16270T

16294T 16399G

US5alalh
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Nr probki

HV1 (16024-16365) HV2 (73-340)

WG (1-16569)

Haplogrupa
mtDNA

Szkielet 5

nie uzyskano wyniku

73G 210G 228A

263G 295T 309.1C

315.1C 462T 482C

489C 750G 1438G

2706G 3010A

3394C 4216C

4769G 5773A

7028T 7055G

7184G 8860G

10398G 10463C

11251G 11719A

11918A 12612G

13020C 13708A

14766T 14798C

15326G 15452A

16069T 16126C

Jiclblal

Szkielet 6

16114A 16192T
16256T 16270T
16294T

73G 146C 263G
309.1C 315.1C

nie badano

Ub5a2a

Szkielet 7

nie uzyskano wyniku

186A 263G 309.1C

315.1C 750G 1438G
4688C

4769G 8715C 8860G
11191T

12085T 15326G

16221T 16519C

H28a
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4.4 Analiza pokrewienstwa w programie biostatystycznym Familias 3 wsrod
osobnikow z grobu masowego.

Dokonujgc analiz pokrewienstwa w programie Familias zatozono 3 modele

pokrewienstwa:

1. rodzic-dziecko
2. rodzenstwo

3. kuzynostwo

W Zadnej z zalozonych hipotez pokrewienstwo nie potwierdzito si¢, jednak mogto
to wynika¢ z stanu zachowania materiatu biologicznego. Do analizy biostatystycznej
wykorzystano wszystkie profile DNA uzyskane w niniejszym badaniu, réwniez
czg¢sciowe wykazujace znamiona Silnej degradacji. Jednoczesnie nie pozwala
to jednoznacznie wypowiedzie¢ si¢, ze osoby, ktorych szczatki ekshumowano z grobu
masowego na terenie bylego karnego obozu pracy Treblinka I byly ze sobg blisko

spokrewnione.
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V Omowienie wynikow badan.
5.1 Jamy grobowe.

W wyniku analizy genetycznej materialu zabezpieczonego od osobnikow
pochodzacych z pojedynczych jam grobowych (tabela nrl), uzyskano meskie profile
DNA oznaczone w systemie do identyfikacji osobniczej Global Filer™ dla 6 szkieletow
(Tabela nr 4). Nie uzyskano profilu genetycznego dla jednego szkieletu (tabela nr 4,
szkielet nr 3). Powodem jest silna degradacja materialu biologicznego oraz ewentualna

obecnos¢ inhibitorow reakceji PCR.

Dla tych samych probek uzyskano meskie profile DNA oznaczone w systemie
do identyfikacji osobniczej Y-Filer Plus™ (Tabela nr 6). Rowniez w tym systemie nie
uzyskano profilu genetycznego z materiatu pobranego ze szkieletu nr 3 (tabela nr 6,
szkielet nr 3). Powodem jest rowniez silna degradacja materialu biologicznego

oraz ewentualna obecno$¢ inhibitoréw reakcji PCR.

Dla badanych probek pochodzacych z pojedynczych jam grobowych, pobranych
ze szkieletu nr 1, nr 2, nr 6, wykonano oznaczenie haplotypow DNA mitochondrialnego
w zakresie regionéw HVR1 i HVR2 (tabela 8). Dla szkieletu nr 4 wykonano oznaczenie
haplotypéw w zakresie HVR2 oraz w niepelnym zakresie HVRI1 (16024-16350)
(tabela nr 8).

Wysoki stopien degradacji DNA oraz obecnos¢ ewentualnych inhibitoréw reakcji
PCR, uniemozliwil oznaczenie haplotypu DNA z probki biologicznej pochodzacej

ze szkieletu nr 3 (tabela nr 8).

Dla probek zabezpieczonych ze szkieletu nr 1, nr 4, nr 5, nr 7, wykonano
oznaczenie haplotypow DNA mitochondrialnego metoda NGS w zakresie pelnego
genomu mitochondrialnego (Tabela nr 12). Wysoki stopien degradacji uniemozliwit

wykonanie tego oznaczenie w probce pobranej ze szkieletu nr 2 i 6.
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5.2 Groéb masowy.

Zdecydowanie gorsze wyniki uzyskano w przypadku materialu pochodzgcego
od ofiar. Przyczyny mozna upatrywac¢ si¢ w znacznie gorszym stanie zachowania
szkieletow. Byt to wtorny przemieszany grob masowy, ktorego pierwsze elementy kostne
odnaleziono zaledwie 15 cm pod powierzchniag ziemi. Szczatki narazone byty
na destrukcyjne dziatanie czynnikéw srodowiskowych. Obszar, na ktérym prowadzono
prace porosnigty byt roslinnoscig iglastg. Dostep wody i1 tlenu mogt wptynaé
na degradacje DNA. Kwasy humusowe i zywice staly si¢ inhibitorami reakcji PCR.

Ograniczona ilo$¢ uzyskanych wynikow nie wyklucza podjecia prob ich interpretacii.

W przypadku grobu masowego badaniom genetycznym poddano 42 osobnikow
na 49 ekshumowanych. Silna degradacja DNA w materiale biologicznym pozwolita
na uzyskanie profili z 23 szkieletow. Nie badano 7 osobnikéw (pod katem genetycznym)
poniewaz nie udato si¢ pozyska¢ z¢bow. Nie uzyskano zgody prokuratora na naruszenie
struktury czesci skalistej czaszek, ze wzgledu na charakter postepowania i pochodzenie

szczatkow.

W wyniku analizy genetycznej materiatu ekshumowanego z grobu masowego
uzyskano 23 profile me¢skie DNA oznaczone w systemie do identyfikacji osobniczej
Global Filer™ (tabela 5a-5d), w tym 17 pelnych profili, ktére nadaja si¢ do identyfikacji
oraz 8 profili niepelnych. Catkowita ilo$¢ sprofilowanych osobnikéw stanowita okoto
57% ekshumowanych z grobu masowego szczatkow. Nie uzyskano profilu genetycznego
z materiatu pobranego 0od 20 osobnikow, co stanowi okoto 43%. Powodem byta silna
degradacja materialu biologicznego oraz ewentualna obecnos¢ inhibitorow reakcji PCR

w postaci mikroorganizmow oraz grzybow.

Podczas badan genetycznych zabezpieczonego materialu probek pobranych
od osobnikéw pochodzacych z grobu masowego uzyskano 15 profili, w tym 3 pelne
profile i 12 niepelnych profili meskiego DNA oznaczony w systemie do identyfikacji
osobniczej Y-Filer Plus™ (tabela 7a-7c). Stanowi to okoto 36% sprofilowanych w tym
systemie osob. Nie uzyskano profilu genetycznego z materiatu pobranego
z 27 szkieletow, co stanowi okoto 64% osobnikow badanych. Powodem jest silna

degradacja materiatu biologicznego oraz ewentualna obecnos¢ inhibitorow reakcji PCR.

80



Dla badanych probek pobranych ze szkieletow pochodzacych z grobu masowego
wykonano oznaczenie haplotypow DNA mitochondrialnego w zakresie regiondéw HVR 1
i HVR2 oszacowane w bazie EMPOP (Tabela nr 10) oraz programie HaploGrep
(Tabela nr 11). Dla szkieletu nr 4 wykonano oznaczenie haplotypow w zakresie HVR2
oraz w niepetnym zakresie HVR1 (16024-16350).

Zrodta historyczne w przypadku Treblinki | dostarczaja informacji o tym,
ze straznicy obozowi mieli pochodzenie w wigkszo$ci ukrainskie. W przypadku ofiar byli
to gtéwnie Zydzi i Polacy. Analiza haplogrup mtDNA ekshumowanych szczatkoéw
na terenie bylego karnego obozu pracy Treblinka I, ujawnionych w grobie masowym,
potwierdza hipotezg, ze szczatki te naleza do ofiar Holocaustu z okresu II wojny
$wiatowe] (186). Wykryto obecno$¢ haplogrup mogacych wskazywaé na zydowskie
pochodzenie ofiar podjetych z grobu masowego (62,187,188). Dlatego w celu okreslenia
pochodzenia biogeograficznego badanych szczatkow, czgsto$ci wystgpienia haplogrup
mtDNA u badanych osobnikoéw odniesiono do czgsto$ci wystepowania haplogrup
mtDNA w populacjach: Zydéw (Tabela 13, 13a-13e), Roméw (Tabela 14a-14b, 15)
i Polakow (Tabela 16), ujetych w analizowanej literaturze. Wyniki przedstawiono

w tabelach ponizej.

Haplogrupy uzyskane w wyniku analizy mtDNA ksztaltowaly si¢ nast¢pujaco:
RO (w tym H i HV) 30%, K — 45%, N — 5% i W — 10%, w odniesieniu do populacji
Zydéw, Romoéw i Polakow. Grupa, w ktérej udato sie okresli¢ haplogrupe stanowita
19 os6b.

Rozktad haplogrup przedstawiony przy pomocy drzewa filogenetycznego
(narzgdzie PhyloTree) osobnikow pochodzacych zar6wno z pojedynczych jam
grobowych i grobu masowego nie wykazal znaczgcego oddalenia od siebie w zakresie
analizowanych haplogrup. Nie wskazal réwniez aby ktdéras z haplogrup byta dominujaca

w obszarze, w ktorym si¢ zawieraty [Ryc. 1].
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Tabela 13.Poréwnanie czestosci wystepowania haplogrup mtDNA w populacjach Zydéw Aszkenazyjskich
i probie badanej (188) oraz wynikow uzyskanych w toku niniejszych badan.

. Osobniki z
Polscy Zydzi ) Ukrainscy i Rosyjscy Szkielet nr: robu
aplogrupa SZKenazyjsc 71 Y
2DzAp (e 31/192y Aszkenazyjscy Aok Y _ masowego
m cznie SZKenazyjsc :
4 (tacznie 104 osoby) yisey (tacznie 6 (tacznic 20
osoby) (tacznie 150 osdb) 0s6b) gezmie
0s0b)
RO (w tym HV i H) 25.5% 34.7% 44.0% 50.0% 30.0%
U (bez K) 6.3% 4.8% 7.3% 333% 0.0%
J 9.4% 8.7% 10.0% 16.7% 5.0%
K 37.5% 30.8% 16.7% 0.0% 45.0%
T 4.7% 2.9% 7.3% 0.0% 0.0%
N1 6.3% 10.6% 7.3% 0.0% 5.0%
| 1.6% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
w 3.1% 1.0% 2.7% 0.0% 10.0%
X 0.5% 1.9% 0.0% 0.0% 0.0%
L1ilL2 3.1% 1.9% 1.3% 0.0% 0.0%
M 1.0% 1.9% 0.0% 0.0% 0.0%
Pozostate 1.0% 1.0% 3.3% 0.0% 5.0%
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Tabela 13a. Poréwnanie czestosci wystepowania haplogrup mtDNA w populacjach Zydow
Aszkenazyjskich i probie badanej (62) oraz wynikoéw uzyskanych w toku niniejszych badan.

Osobniki z
. . . Szkielet nr: robu
Francuzcy Zydzi | Niemieccy Zydzi | Holenderscy Zydzi 124567 9
Haplogrupa mtDNA |  Aszkenazyjscy Aszkenazyjscy Aszkenazyjscy (; o 6 masowego
. , . . , qcznic
(tacznie 46 os6b) | (tacznie 32 osoby) | (tacznie 20 0sob) 0s6b) (tacznie 20
0s0b)
RO (w tym HV i H) 15.2% 18.8% 25.0% 50.0% 30.0%
U (bez K) 2.2% 3.1% 0.0% 33.3% 0.0%
J 4.3% 9.4% 0.0% 16.7% 5.0%
A 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
K 41.3% 46.9% 50.0% 0.0% 45%
L2a 2.2% 3.1% 0.0% 0.0% 0.0%
M 6.5% 0.0% 5.0% 0.0% 0.0%
N (N*, N1b, N9a) 17.4% 12.5% 10.0% 0.0% 5.0%
T 6.5% 3.1% 0.0% 0.0% 0.0%
\% 0.0% 3.1% 5.0% 0.0% 10%
w 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 10%
X 2.2% 0.0% 5.0% 0.0% 0.0%
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Tabela 13b. Poréwnanie czestosci wystepowania haplogrup mtDNA w populacjach Zydow
Aszkenazyjskich i probie badanej (62) oraz wynikoéw uzyskanych w toku niniejszych badan.

Szkielet Osobniki z
. Austro-wegiersc . ZKielet nr:
Szwedzcy Zydzi . 9% Y Biatoruscy Zydzi | 154567 grobu
Haplogrupa ) Zydzi ] Eatibahe Masoweqo
Aszkenazyjscy . Aszkenazyjscy 9
mtDNA (1 e 3 0s0by) Aszkenazyjscy (1 09 0s3b) (tacznie 6
czni€ 5> 0so czni€ J 0so .
4 Y| (tacznic 29 osob) ! , (tacznie 20
0s0b)
0s0b)
RO (wtym HV i H) 0.0% 31.0% 44.4% 50.0% 30.0%
U (bez K) 0.0% 6.9% 11.1% 33.3% 0.0%
J 0.0% 0.0% 11.1% 16.7% 5.0%
A 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
| 0.0% 3.4% 0.0% 0.0% 0.0%
K 66.7% 27.6% 11.1% 0.0% 45.0%
L2a 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
M 0.0% 0.0% 11.1% 0.0% 0.0%
N (N*, N1b, N9a) 33.3% 13.8% 11.1% 0.0% 5.0%
T 0.0% 6.9% 0.0% 0.0% 0.0%
\ 0.0% 6.9% 0.0% 0.0% 10.0%
w 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 10.0%
X 0.0% 3.4% 0.0% 0.0% 0.0%
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Tabela 13c.Porownanie czestosci wystepowania haplogrup mtDNA w populacjach Zydow

Aszkenazyjskich i probie badanej (62) oraz wynikoéw uzyskanych w toku niniejszych badan.

. Osobniki z
Szkielet nr:
Haol Czechostowaccy Estonscy Zydzi Lotewscy Zydzi | 124567 grobu
aplogrupa ) IS
ptD?\lAp Zydzi Aszkenazyjscy | Aszkenazyjscy Aszkenazyjscy masowego
m .
(tacznie 15 osob) (tacznie 1 osoba) (tacznie 8 osdb) (facznie 6 (tacznie 20
0s0b)

0s0b)

RO (wtym HV i H) 26.7% 0.0% 50.0% 50.0% 30.0%

U (bez K) 0.0% 0.0% 12.5% 33.3% 0.0%

J 0.0% 0.0% 0.0% 16.7% 5.0%

A 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

| 6.7% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

K 26.7% 0.0% 37.5% 0.0% 45.0%

L2a 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

M 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

N (N*, N1b, N9a) 13.3% 100.0% 0.0% 0.0% 5.0%

T 20.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

\% 6.7% 0.0% 0.0% 0.0% 10.0%

W 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 10.0%

X 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

85



Tabela 13d.Poréwnanie czestosci wystepowania haplogrup mtDNA w populacjach Zydow
Aszkenazyjskich i probie badanej (62) oraz wynikoéw uzyskanych w toku niniejszych badan.

. Osobniki z
Szkielet nr:
Litewscy Zydzi Moldawscy Zydzi Polscy Zydzi 124567 grobu
Haplogrupa ) ] ] [athdhe Masoweqo
(DNA Aszkenazyjscy Aszkenazyjscy Aszkenazyjscy 9
m .
(lacznie 30 os6b) (lacznie 1 osoba) | (lacznie 165 os6b) (tacznie 6 (tacznie 20
0s6b)
0s0b)
RO (wtym HV i H) 46.7% 0.0% 22.4% 50.0% 30.0%
U (bez K) 0.0% 0.0% 6.7% 33.3% 0.0%
J 0.0% 0.0% 10.9% 16.7% 5.0%
A 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
| 0.0% 0.0% 1.8% 0.0% 0.0%
K 26.7% 100.0% 38.8% 0.0% 45.0%
L2a 0.0% 0.0% 3.0% 0.0% 0.0%
M 3.3% 0.0% 1.2% 0.0% 0.0%
N (N*, N1b, N9a) 16.7% 0.0% 6.1% 0.0% 5.0%
T 0.0% 0.0% 3.6% 0.0% 0.0%
\Y 6.7% 0.0% 2.4% 0.0% 10.0%
W 0.0% 0.0% 2.4% 0.0% 10.0%
X 0.0% 0.0% 0.6% 0.0% 0.0%
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Tabela 13e. Poréwnanie czestosci wystepowania haplogrup mtDNA w populacjach Zydow
Aszkenazyjskich i probie badanej (62) oraz wynikoéw uzyskanych w toku niniejszych badan.

. Osobniki z
Szkielet nr:
Rumunscy Zydzi Rosyjscy Zydzi Ukraifscy Zydzi 124567 grobu
Haplogrupa ] ) . Eatibahe Masoweqo
(DNA Aszkenazyjscy Aszkenazyjscy Aszkenazyjscy 9
m .
(lacznie 93 osoby) | (lacznie 59 oséb) | (lacznie 54 osoby) (3cznie 6 (tacznie 20
0sob)
0s0b)
RO (w tym HV i H) 31.2% 33.9% 46.3% 50.0% 30.0%
U (bez K) 5.4% 6.8% 11.1% 33.3% 0.0%
J 9.7% 18.6% 3.7% 16.7% 5.0%
A 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
| 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
K 30.1% 13.6% 18.5% 0.0% 45.0%
L2a 2.2% 1.7% 0.0% 0.0% 0.0%
M 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
N (N*, N1b, N9a) 11.8% 10.2% 7.4% 0.0% 5.0%
T 3.2% 10.2% 5.6% 0.0% 0.0%
\Y 1.1% 0.0% 7.4% 0.0% 10.0%
W 1.1% 5.1% 0.0% 0.0% 10.0%
X 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
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Tabela 14a. Poréwnanie czgstoéci wystepowania haplogrup mtDNA w populacjach Romow i probie
badanej (186) oraz wynikow uzyskanych w toku niniejszych badan.

Szkielet nr: Os;)rt;nbi:i i
. Litewscy Hiszpanscy
H:J:;ﬂ:pa Z:lszzeR;m;Vg; Romowie Romowie (tgcznie 1’214,5.,6’7 masowego
(tacznie 18 0sob) 25 0s6b) (facznie 6 (lcznic 20
0s6b) 0s6b)
RO (w tym HV i H) 15.9% 22.2% 12.0% 50.0% 30.0%
U (bez K) 36.2% 55.6% 56.0% 33.3% 0.0%
J 18.8% 0.0% 12.0% 16.7% 5.0%
M 5.8% 22.2% 20.0% 0.0% 0.0%
T 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
K 4.3% 0.0% 0.0% 0.0% 45.0%
N1b 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 5.0%
| 7.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
X 2.9% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
w 8.7% 0.0% 0.0% 0.0% 10.0%
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Tabela 14b.Porownanie czestosci wystepowania haplogrup mtDNA w populacjach Roméw i probie (186)
oraz wynikoéw uzyskanych w toku niniejszych badan.

Szkielet nr: Osobniki z grobu
Haplogrupa Batkanscy Romowie Romowie Vlax 124567 masowego
MtDNA (tacznie 71 o0sob) (tacznie 161 osob)
(tacznie 6 0s6b) | (tacznie 20 osob)
RO (wtym HV i H) 26.8% 44.7% 50.0% 30.0%
U (bez K) 8.4% 3.1% 33.3% 0.0%
J 14.1% 7.5% 16.7% 5.0%
M 26.8% 28.0% 0.0% 0.0%
T 1.4% 3.1% 0.0% 0.0%
K 2.8% 1.2% 0.0% 45.0%
N1b 1.4% 2.5% 0.0% 5.0%
| 1.4% 2.5% 0.0% 0.0%
X 12.7% 7.5% 0.0% 0.0%
w 4.2% 0.0% 0.0% 10.0%

89



Tabela 15. Porownanie czestosci wystgpowania haplogrup mtDNA w populacjach Roméw i probie

badanej (189) oraz wynikow uzyskanych w toku niniejszych badan.

Szkielet nr: 1,2,4,5,6,7 | Osobniki z grobu masowego
Haplogrupa mtDNA | Romowie (tacznie 275 0sob)
(facznie 6 0sob) (tacznie 20 osob)
RO (w tym HV i H) 35.6% 50.0% 30.0%
U (bez K) 26.5% 0.0% 0.0%
J 12.8% 33.3% 5.0%
M 9.1% 16.7% 0.0%
X 7.6% 0.0% 0.0%
I 2.2% 0.0% 0.0%
N1b 1.8% 0.0% 5.0%
T 1.8% 0.0% 0.0%
K 1.4% 0.0% 45.0%
w 1.1% 0.0% 10.0%
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Tabela 16. Porownanie czgstosci wystepowania haplogrup mtDNA w populacji Polski i probie badanej (49)
oraz wynikow uzyskanych w toku niniejszych badan.

Haplogrupa mtDNA

Polska (tacznie 413 osob)

Szkielet nr: 1,2,4,5,6,7

Osobniki z grobu masowego

(tacznie 6 0s6b) (tacznie 20 osdb)
RO (w tym HV i H) 43.6% 50.0% 30.0%
U (bez K) 21.8% 33.3% 0.0%
J 7.7% 16.7% 5.0%
\% 4.8% 0.0% 10.0%
T 7.5% 0.0% 0.0%
K 4.4% 0.0% 45.0%
R (bez RO) 0.5% 0.0% 0.0%
N1a, N1b, N1c, N* 1.5% 0.0% 5.0%
| 2.2% 0.0% 0.0%
w 3.6% 0.0% 10.0%
X 1.9% 0.0% 0.0%
o 0.2% 0.0% 0.0%
G2a 0.2% 0.0% 0.0%
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Osobniki ekshumowane z pojedynczych jam grobowych

Pozostate
0%

J
17%

RO (w tym HV i H)
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U (bez K)
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Wykres 1. Graficzne zestawienie uzyskanych haplogrup mtDNA wéréd osobnikow ekshumowanych z

pojedynczych grobow, udziat procentowy.
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Wykres 2. Graficzne zestawienie uzyskanych haplogrup mtDNA wsrod osobnikow ekshumowanych z
grobu masowego , udziat procentowy.

93



V1 WhnioskKi.

1. W wyniku niniejszych badan uzyskano 23 meskie profile DNA oznaczone
w systemie Global Filer i Y Filer Plus, ktorych szczatki odnaleziono w grobie
masowym na terenie bytego karnego obozu pracy Treblinka I. W przypadku
szczatkow ekshumowanych z jam grobowych uzyskano w tym systemie
6 meskich profili DNA. W grobie masowym nie odnaleziono zadnych
szczatkow plci zenskiej. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze ofiary zostalty poddane
wstepnej selekcji, ktorej dokonywano po przyjezdzie do obozu. Pozwala to
wyciagnac¢ wnioski, ze ofiary przywiezione do obozu Treblinka | poddawano
selekcji a nastgpnie eksterminacji.

2. Analiza filogenetyczna DNA mitochondrialnego wykazata, ze wsrdd 49 ofiar,
ktorych szczatki odnaleziono w grobie masowym na terenie bytego karnego
obozu pracy Treblinka I, znajduja sie Zydzi i Polacy. W przypadku szczatkow
odnalezionych w pojedynczych grobach masowych wyniki estymacji DNA
mitochondrialnego  osobnikéw  pochodzacych z jam  grobowych,
nie pozwalaja jednoznacznie wskaza¢  konkretnej narodowosci.
Rozktad haplogrup mtDNA w grupie badanej wykazuje jednak haplogrupy
charakterystyczne dla populacji Ukraincow i Rosjan. Nie odzwierciedla
natomiast rozkladu haplogrup obserwowanego w populacjach Zydow,
Roméw oraz Polakow.

3. Dowdd z badan genetycznych nie stoi w sprzecznosci z ustaleniami
archeologicznymi i antropologicznymi, jakoby w grobach pojedynczych
pochowano sprawcow zbrodni, a nie ich ofiary. Uzyskane wyniki wspieraja
hipotezy antropologiczne i archeologiczne.

4. Pomiedzy ofiarami ujawnionymi w grobie masowym nie wykazano
pokrewienstwa w liniach: rodzic-dziecko, rodzenstwo, kuzynostwo
obliczanego w programie Familias. Odnalezione ofiary mogly by¢
przypadkowe.
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V11 Dyskusja.

Glownym celem niniejszej pracy byto dostarczenie dowodoéw genetycznych
wspierajacych hipotezy historyczne jakoby w ujawnionym na terenie bylego karnego
obozu pracy przymusowej Treblinka | grobie masowym spoczywaja ofiary tegoz obozu,
a w pojedynczych grobach masowych straznicy obozowi. Funkcjonariusze niemieckich
wladz okupacyjnych dokonali ludobojstwa obywateli polskich, zydowskich i mniejszosci
narodowych, w niemieckim obozie koncentracyjnym w Treblince, w okresie od lipca
1942 roku do 1944 roku (8,15,27,190) . Miejsce ekshumacji wytypowano na podstawie
danych historycznych, analizy archiwalnych zdje¢ lotniczych z 1944 roku oraz badan
nieinwazyjnych prowadzonych na tym terenie wczesniej (4,10). Na tym etapie wspierano
si¢ rowniez zeznaniami $wiadkow. Poniewaz w Treblince | pomordowano ludzi wielu
narodowosci, spodziewali$my si¢ tam roéwniez ofiar pochodzenia zydowskiego. Z uwagi
na specyfik¢ postepowania ze szczatkami pochodzenia zydowskiego, podczas
ekshumacji obecni byli przedstawiciele Komisji Rabinicznej ds. Cmentarzy Zydowskich
przy Urzedzie Naczelnego Rabina Polski. Dlatego do badan wykorzystano wylacznie
zgby. Praca miata charakter interdyscyplinarny. Analizy ekshumowanych szczatkow
dokonano we wspotpracy antropologow, medykéw sadowych i genetykow sadowych.

Na terenie bytego karnego obozu pracy przymusowej Treblinka I, w pobliskim lesie,
odkryto masowy grob, w ktérym znajdowaty si¢ bez watpienia szczatki ludzkie. Miejsce
odkrytego pochowku moglo by¢ tzw. ,,Miejscem Stracen”. Byt to obszar zalesionego
terenu, na ktorym grzebano zwloki zamordowanych wiezniow. W latach 1942-43
stracono tu wielu Romow, Cyganéw, Zydow i Polakéw. (4,191). Fakty te wskazuja,
ze odnalezione miejsce grobu masowego mogto by¢ takim miejscem. Obecnie teren
bytego obozu pracy Treblinka | porasta bujna roslinnos¢.. Samo ,,Miejsce Stracen” nie
stanowito struktur budynku, a jedynie byt to obszar terenu, na ktérym dokonywano
egzekucji. Wiemy jedynie, Ze miejsce to bylo potozone postronnie, z dala od swiadkow,
dozorowane przez straznikow.

W toku ogledzin kryminalistyczno-sadowych ustalono, ze szczatki podniesione
z grobu masowego moga by¢ szczatkami zamordowanych w obozie ofiar. Dowodem
na to sg liczne obrazenia powstale perimortem (okoto$§miertnie), §lady uderzen narzedzi
tepokrawedzistych, liczne ztamania. Sam fakt, ze miejsce ich pochowku stanowil wtérny

zmieszany grob masowy. Literatura podaje, ze tak wiasnie chowano ofiary (1,3,13).
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Indywidualny charakter pochdwkoéw pozostatych szczatkéw, wskazywal na ewentualng

przynalezno$¢ osobnikéw do jednostek wartowniczych.

Badanie takich miejsc majg zazwyczaj dwa kierunki. Jednym z nich jest dostarczenie
informacji dla postgpowania prowadzonego przez prokuratur¢ IPN, majacych na celu
wskazanie dowodow zbrodni drugim bardzo waznym, badania naukowe, majace na celu
poszerzenie wiedzy o niezwykle tragicznym 1 bolesnym okresie naszej historii. Analizy
genetyczne, antropologiczne 1 kryminalistyczne dostarczajg danych majacych na celu
odpowiedzi na pytania dotyczace miejsca pochowku oraz jego charakteru. Z calg
pewnoscig badania te przyczynily si¢ do wzbogacenia wiedzy na temat pochodzenia
biogeograficznego ludnosci przebywajacej w karnym obozie pracy Treblinka I
oraz okre$lenia struktur populacyjnych osob. Wskazaly nowe drogi majace na celu

wyjasnienie dotychczas niepodejmowanych rozwazan.

Badania byty trudne poniewaz pracowano z materialem silnie zdegradowanym
co wida¢ po uzyskanym catkowitym stezeniu DNA (Tabela nr 3, 4a-4d)
oraz kompletnosci profilow genetycznych. Mimo to otrzymano 19 zadowalajacych
wynikéw w obrebie analiz mtDNA (w grobie masowym) i 6 pochodzacych z osobnikow
podniesionych z pojedynczych jam grobowych, ktore pozwolity okresli¢ przynalezno$é
haplogrupowa. Probe zdefiniowania haplogrup mtDNA t3 sama metoda podj¢li rowniez
inni badacze (192). Zaobserwowali oni cztery najczestsze europejskie klastry haplogrup
mtDNA: HV, UK, TJ, WIX. Inni autorzy wskazuja rowniez podobne haplogrupy
w populacji europejskiej: H, U, J, T, K, W, I, V, X (193). Kolejni badacze wskazuja, ze
haplogrupe H, ktéra wywodzi si¢ z matczynej linii haplogrupy HV, posiada okoto 40%
Polakow (51). W przypadku haplogrupy HV oznaczono jg u 50% osobnikéw z jam
grobowych i u 30% ofiar z grobu masowego. Zaobserwowana struktura haplogrupowa
nie wyklucza, ze w badanym stanowisku szkieletowym znajdowaty si¢ szczatki osob
polskiego pochodzenia.

W prezentowanym badaniu dla 33,3% osobnikow z pojedynczych grobow
uzyskano haplogrup¢ U. Haplogrupy tej nie uzyskano w wyniku badania ofiar
pochodzacych z grobu masowego. Istnieja rowniez badania, ktére wskazuja haplogrupe
U5 jako reprezentowang przez Ukraincow i Rosjan (192) poprzez podhaplogrupe USal
i U5ala (45). Doktadnie haplogrupe USala wykryto u 33,3% osobnikow podniesionych
z jam grobowych. Pozwala to wysuna¢ wnioski, ze wsrdd osobnikow tych oznaczono

haplogrupy mogacy wskazywa¢ na pochodzenie ukrainskie. Takim pochodzeniem
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wyr6znialy si¢ osoby, ktoére mogly przynaleze¢ do jednostek wartowniczych obozu.
Inne badania wskazujg haplogrupe USa jako wykazujaca ograniczenie do Bliskiego
Wschodu (30,194,195). Istnicjg takze analizy okre$lajace przynalezno$¢ haplogrupy
USa2a do regionu Wotga — Ural z wyrazng ekspansja geograficzng na wschod (196).
Analizujagc zmienno$¢ sekwencji mitochondrialnego DNA ws$rod Rosjan i Ukraincow,
takie pochodzenie mieli gtéwnie straznicy obozu Treblinka I (jak wspomniano
w rozdziale I), nie odnaleziono istotnych r6znic w sekwencjach, ktore pozwolityby jasno
odroznié te populacje od europejskich.

Analiza genetyczna DNA mitochondrialnego ofiar grobu masowego wskazuje
na haplogrupe K jako najliczniejszg. Stanowi ona 45% ilosci osobnikéw badanych.
W 2006 roku badacze dokonali analizy haplogrupy K badajac pokrewienistwo w linii
matczynej (MtDNA) i wskazujac ja jako pule aszkenazyjskiego mtDNA (36). Szacuje si¢,
ze okoto 32% Zydéw aszkenazyjskich posiada haplohgrupe K. Prowadzono analizy
okreslajace typowe subhaplogrupy zydowskie Klalbla, K1a9 i K2a2a. Inne prace podaja
haplogrupy Kla7, Kla8, K2c jako bardzo rzadkie w aszkenazyjskim DNA (197).
W przypadku niniejszej pracy 8 osobnikow co stanowito 45% byto przedstawicielem tej
haplogrupy, z czego K- 3 osoby, K1a — 4 osoby. Pozwala si¢ to wypowiedzie¢, ze istnieje
duze prawdopodobienstwo, ze wsrdd ofiar ujawnionych na terenie bylego obozu

Treblinka I odnaleziono szczatki pochodzenia zydowskiego.

Badania DNA mitochondrialnego w niniejszej pracy pozwolily oznaczy¢ takze
inne haplogrupy: J — 5% badanej populacji pochodzacej z grobu masowego, W - 10%
badanej populacji pochodzacej z grobu masowego, V - 10% badanej populacji
pochodzacej z grobu masowego. Haplogrupy te sa réwniez spotykane w populacji
zydowskiej, co potwierdza wczesniejsze zatozenia. Haplogrupe J uzyskano rowniez
wsrdd osobnikow ekshumowanych z pojedynczych grobow masowych. Stanowita ona
16,7%. Moze to potwierdza¢ fakt, ze wsérdd straznikdw obozowych byly rowniez
jednostki zydowskiego pochodzenia. Czesto nie mieli oni wyboru, przymuszano ich do
wykonywania rozkazow. Obstugiwali oni min. komory gazowe. Rozstrzeliwano ich za
niewykonanie rozkazu (1,8,27). Istnieja badania, ktore wskazujg, ze czestosé
wystepowania haplogrupy J jest najwigksza na Bliskim Wschodzie 12%, nastepnie
w Europie 11%, Kaukazie 8%, pétnocno-wschodniej Afryce 6% (198). Inni badacze

wskazuja na najwyzsza czestos¢ jej wystepowania u polskich Romow (186). Ci sami
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autorzy zwracajg uwage roéwniez na inne haplotypy wystgpujace u polskich Romoéow: H,
U3, K, J1, X, I, Wi M.

Dobér odpowiednich procedur laboratoryjnych i metod badawczych pozwolit
uzyska¢ wysokiej jakosci powtarzalne sekwencje DNA z dwoch niezaleznych zgbow
pobranych od jednego osobnika, pomimo uzyskanych tak niskich stezen catkowitego
DNA ludzkiego. Odpowiednia metoda izolacji (199) jest czegsto determinowana przez
materiat biologiczny, na ktorym si¢ pracuje. Tkanki twarde (kosci, zeby) sg czgsto
znajdywane na miejscu zbrodni zwigzanych z masowymi katastrofami lub ekshumacjami
szczatkow ofiar I wojny $wiatowej. Obserwacje morfologiczne ograniczajace si¢
do okreslenia wieku biologicznego, wzrostu, pilci prowadzone przez antropologa,
sg utrudnione w przypadku szczatkow wysoce rozdrobnionych i wymieszanych (200).
Takim miejscem bez watpienia byt odnaleziony przez nas grob masowy.
Wtedy niezastagpiona okazuje si¢ genetyka. Material staje si¢ trudny do opracowania
poniewaz zawiera duze ilo$ci inhibitorow reakcji PCR. Jest czesto zdegradowany wigc
uzyskuje si¢ niewielkie stgzenia DNA (201). Odpowiedni wybor metody ekstrakcji DNA
minimalizuje inhibitory reakcji PCR 1 pozwala uzyska¢ najwyzsze stg¢zenia DNA.
W pracy wykorzystano komercyjny zestaw PrepFiler® BTA (Thermo Fisher Scientific,
USA), ktory zostal opracowany specjalnie do probek trudnych. Nasze i inne badania
pokazuja, ze mimo tak trudnego materiatu uzyskano zadowalajace wyniki (202,203).

Nasz zespdt posiada duze doswiadczenie w tego typu analizach (12,71).
Prowadzac projekt Polskiej Bazy Genetycznej Ofiar Totalitaryzméw mamy do czynienia
glownie z materialem silnie zdegradowanym odnoszac liczne sukcesy w identyfikacji
(81). Ostatnie lata pokazaty, ze zeby i kosci mogg by¢ z powodzeniem wykorzystywane
do badan identyfikacyjnych osob zaginionych, ofiar wojennych oraz katastrof masowych
(204-206). Praca z tego rodzaju materiatem (uptyw czasu, dziatanie $rodowiska, silna
degradacja, obecnos¢ inhibitorow) powoduje, ze typowanie genetyczne pozostaje nadal
wyzwaniem (200). Analiza takiego materialu biologicznego bardzo przypomina prace
z DNA starozytnym (136). Badania na $wiecie pokazujg, ze analiza DNA szczatkow
z okresu Il wojny $§wiatowej sa dzisiaj powszechnie wykorzystywane do identyfikacji
ofiar pochodzacych z grobéw masowych zarowno odnalezionych w Polsce (70,71,80),
jak i na Swiecie: Bosni i Hercegowinie (207), Stowenii (82), Rosji (208) oraz Wtoszech
(205). Kolejnym przyktadem sa ofiary hiszpanskiej wojny domowej (77,209).

Powyzsze prace jak i ta pokazuja, ze tak opracowany model badawczy mozna
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z powodzeniem zastosowa¢ w przypadku innych niezidentyfikowanych dotad miejsc

masowych zbrodni na catym $wiecie.

Prowadzony przez nasz zespdt projekt Polskiej Bazy Genetycznej Ofiar
Totalitaryzmow pokazuje jak trudne sg tego typu badania. Niejednokrotnie spotykano si¢
z niechecig finansowania tego rodzaju analiz, gdyz moglo wydawac si¢, ze sa one
,hiepoprawne” politycznie. Tego rodzaju badania obszarow masowych zbrodni
przeciwko ludzkosci budzg cz¢sto niecheé, zapomnienie, bol ale i wstyd dla okupanta za
popetnione ludobdjstwo. Symbolem cierpien i najwigkszego ludobdjstwa popetnionego
w okresie Il wojny $wiatowej stat sie Holokaust dotyczacy Zydow. Mordowanie ludnosci
zydowskiego pochodzenia odbywalo si¢ w specjalnie tworzonych obozach zagtady:
Treblinka, Sobior, Betzec, Auschitz, Kulmhof (15) Niemcy celowo niszczyli dowody

swoich zbrodni. Moze dlatego aby unikng¢ kary.

Procederom eksterminacji padli rowniez Polacy oraz Zydzi zamieszkujacy tereny
wolynskie w latach 1943-44, bedacy ofiarami ukrainskich nacjonalistow (UPA). Proceder
ten dotyczyt rzezi wotynskiej i nosil znamiona eksterminacji etnicznej. Sprawcy tych
okrutnych dziatan nigdy nie zostali osadzeni i nigdy nie poniesli kary za swoje czyny

(210).

Podejmowano liczne proby osadzenia i ukarania zbrodniarzy niemieckich.
Okazato si¢ to niemozliwe w przypadku sowietow gldwnie z powoddéw politycznych.
Cho¢ udowodniono pewne wydarzenia historyczne to Sowieci definitywnie odrzucali
i negowali ich prawdziwo$¢. Przed sadem nie stangli takze oprawcy katynscy (211) oraz

NKWD.

Wydarzenia te sa dramatycznym okresem naszej historii ale jej niestety zmieni¢
nie mozemy. Mozemy jednak zmieni¢ podej$cie do pewnych wydarzen. Nalezy otwarcie
moéwi¢ o popelnionych zbrodniach. Wraca¢ 1 bada¢ miejsca masowego ludobojstwa.
Tylko w taki sposob jesteSmy w stanie dostarczy¢ niezbitych dowodoéw na ich
popetnienie. Dzisiejsza sytuacja na Ukrainie pokazuje, ze nie poniesienie konsekwencji
Za SWoje czyny sprawia, ze oprawca czuje si¢ bezkarny, ,,u$piony” na pewien czas,
dokonujgc ponownie okrutnych procederow. W dzisiejszych czasach narzedziami
biologii molekularnej wspartymi analizami archeologicznymi i antropologicznymi

jesteSmy w stanie odpowiedzie¢ na pytania kto spoczywa w danym grobie, jakiego byt
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pochodzenia, jak zginat i czy przyczynily si¢ do tego osoby trzecie. Genetyka powoduje,

ze zadna ofiara nie pozostaje anonimowa.
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