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W kwietniu-maju 1940 roku na mocy tajnej instrukcji Biura Politycznego Komitetu
Centralnego Wszechzwigzkowej Komunistycznej Partii zabito okoto 22 tysiecy polskich
zotnierzy, policjantéw i inteligentéw. Pierwsze doniesienia o dokonanej zbrodni ukazaty sie
po wkroczeniu na terytorium Rosji Sowieckiej armii niemieckiej. W 1943 roku Niemcy
zorganizowali pierwszg ekshumacje i powotali tzw. komisje katynska. W pracach komisji brat
udziat miedzy innymi lekarz sgdowy Helge Tramsen z Danii. Przeprowadzit on badanie
sekcyjne zwtok jednego z oficeréw i zabrat ze sobg jedng z czaszek. Pomimo czasu jaki minat
od zakoniczenia Il Wojny Swiatowej nadal dla wielu rodzin bardzo wazne jest odnalezienie
zaginionych cztonkéw swoich rodzin. W ostatnich latach obserwujemy lawinowy wzrost
zainteresowania losami zaginionych bliskich. Do tego dochodzg sprawy, ktdorych przez
| kilkadziesigt lat nie mozna byto poruszaé, miedzy innymi sprawa ,Zbrodni Katynskiej”. ‘ 1
~ Rozwdj wspodtczesnych metod identyfikacyjnych daje nam nowe mozliwosci identyfikacji
ofiar.
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Historia czaszki

W 2005 roku dunska dziennikarka Lisbeth Jessen nakrecita film dokumentalny o czaszce
znajdujgcej sie w Instytucie Medycyny Sadowej w Kopenhadze. Obrazenia wskazywaty na
egzekucje dodatkowo znaleziono dokumenty opisujgce autopsje oficera polskiego
zamordowanego w Katyniu. Sprawg zainteresowata sie Anna Sekudewicz z Radia Katowice.
Czaszke do Danii przywiozt dr Helge Tramsen, ktéry w 1943 roku zostat powotany do
miedzynarodowe] komisji badajgcej zbrodnie katynska pod kierunkiem nazistowskich Niemiec.
Wracajgc zabrat on jedng z czaszek ekshumowanych oficerow. Tramsen zeznawat w tej sprawie
przed Kongresem USA. W 1962 roku udzielit wywiadu Radiu Wolna Europa mowigc, ze
przeprowadzit na miejscu autopsje ,Ludwika Sieminskiego”. Natomiast odnalezione dokumenty
mowity o autopsji kapitana ,Ludwika Szymanskiego”. Nie byto tez pewnosci czy dr Helge
Tramsen zabrat ze sobg czaszke oficera, ktorego przeprowadzat autopsje. Wytypowano 2 rodziny,
okazato sie ze coérka Ludwika Sieminskiego Maria Sieminska-Paperz mieszka w Krakowie.
Natomiast sie ze syn Ludwika Szymanskiego mieszka w Australii.







Celem niniejszej pracy byto pokazanie procesu identyfikacji osobniczej czaszki ludzkiej
przywiezionej z Danii i potwierdzenie tezy jakoby byta to czaszka nalezgca do oficera
polskiego Ludwika SZYMANSKIEGO zamordowanego w Katyniu.




MATERIAt METODY

Materiatem do badan byta czaszka ludzka przekazana przez Rade Ochrony Pamieci Walk i
Meczenstwa. Czaszka zostata przywieziona z Danii z Zaktadu Medycyny Sagdowej w Kopenhadze.
Po przywiezieniu jej z Katynia w 1943 roku przez doktora Helge Tramsena zostafa
wypreparowana i pokryta przezroczystg twardg substancjg. Tak zakonserwowana przebywata do
2006 roku w Zaktadzie Medycyny Sgdowej w Kopenhadze. Zostata przywieziona przez sekretarza
Rady Ochrony Pamieci Walk i Meczenstwa Andrzeja Przewoznika i przekazana do badan.
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Materiat pordwnawczy stanowity probki pobrane od cztonkéw rodzin 2 oficerow
zamordowanych w Katyniu. Pobrano materiat od dzieci tych oficeréw.

A - materiat poréwnawczy pobrany od Marii Sieminskiej - Paperz,

B- materiat poréwnawczy pobrany od Jerzego Szymanskiego.

f;,‘ A Iy A

B it s,




Z przekazanej do badan czaszki wraz z zuchwg
pobrano proébki w postaci zebow i wycieto
fragmenty tkanki kostnej. Wycieto 5 fragmentdéw
tkanki kostnej. Przed wycieciem rejon z ktérego
pobierano wycinki do badan przemyto roztworem
podchlorynu sodu a nastepnie poddano dziataniu
Swiatta UV przez 30 minut. Nastepnie
| zeszlifowano  wierzchnig ~ warstwe  lakieru
pokrywajgcego czaszke, kolejnym krokiem byto
zeszlifowanie wierzchniej warstwy kosci. Po
zeszlifowaniu  ponownie przemyto miejsce
wytypowane do pobrania roztworem podchlorynu
sodu i poddano dziataniu sSwiatta UV. Wyciete
fragmenty tkanki kostnej umieszczono w sterylnej
tubie urzadzenia FreezerMill, fragmenty mrozono
przez 30 minut w Srodowisku ciektego azotu a
nastepnie skruszono. Tak przygotowany materiat
w postaci pytu kostnego zalewano buforem
trawigcym o pH 8,0.

Materiat w postaci zebéw oczyszczano z nalotu
poprzez zeszlifowanie wierzchniej warstwy
nastepnie kruszono w ciektym azocie i
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Izolacja DNA tryb postepowania zaproponowany przez prof. Tadeusza Dobosza oraz Magde
Zotedziewska.

Trawienie:

Materiat inkubowano przez okres od 1 do 5 dni w temperaturze 55°C i kilkukrotnie
worteksowano. Do prébki dodawano 100 pl proteinazy K (20mg/ml) na 1ml preparatu. Probke
wirowano przez 1 minute przy 10 000 obr/min, supernatant Sciggano i przenoszono do
probéwek Eppendorfa.

lzolacja:

Do supernatantu dodawano odczynnika fenolowego pH 8,0 w stosunku 1:1, mieszano
i odwirowano przy 10 000 obrotéw przez minute.

Nastepnie zbierano gorng frakcje zawierajgcg DNA i przenoszono do nowej probowki
Eppendorfa, pozostatos¢ odrzucano. Kolejny raz dodawano odczynnika fenolowego pH 8,0 i
postepowano jak poprzednio. Supernatant przenoszono do nowej probowki Eppendorfa,
zalewano odczynnikiem chloroformowym pH 8,0 w stosunku 1:1 i mieszano, dalej wirowano
przy 10 000 obr/min przez minute. Odciggano supernatant do nowej probéwki Eppendorfa.




Oczyszczanie produktu:

Supernatant oczyszczano zestawem QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN):

Supernatant mieszano z buforem PB wedtug instrukcji producenta (w stosunku 1ml buforu PB,
0,4ml ekstraktu z DNA) i naktadano na kolumne z krzemionka. Inkubowano 5 minut
w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano przy 10 000 obr/min przez 30-60s. Przesgcz
wylewano, a czynnos¢ powtarzano do momentu zuzycia catosci ekstraktu.

Kolumne przemywano 0,75 ml buforu ptuczacego PE i wirowano przy 10 000 obr/min przez
minute, nastepnie wylano przesgcz i wirowano przy 13 000 obr/min przez minute by osuszyc
sgczek.

Na kolumne naktadano 200ul buforu elucyjnego EB, pozostawiono w temperaturze pokojowej
na 10 minut i wirowano przy 12 000 obr/min przez 1 minute.

Oczyszczony ekstrakt mieszano z buforem PB i nanoszono na nowga kolumne. Proces oczyszczania
powtarzano.
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PCR:

Reakcje PCR przeprowadzono poprzez amplifikowanie uzyskanych izolatéw zestawem
komercyjnym AmpFISTR® SGM Plus™, firmy Applied Biosystems. W zestawie AmpFISTR® SGM
Plus™ amplifikowane sg powtarzalne regiony nastepujgcych STR loci: D3S1358, vWA, D16S539,
D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51, D19S433, THO1, FGA i marker amelogeniny.

Reakcje PCR przeprowadzono przy uzyciu termocyklera Applied Biosystems GeneAmp 9700 .
Analize zamplifikowanych fragmentdéw przeprowadzono na urzgdzeniu ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer przy zastosowaniu oprogramowania Gene Scan i Genotyper Applied Biosystem.

Do badan przygotowywano mieszanine reakcyjng zgodnga z zaleceniem producenta zestawu.




WYNIKI

SLA = D3S1358 VWA D16S539 | D2S1338 AMG D8S1179 | D21S11 | D18S51 | D19S433 THO1 FGA
1/24h - - - - XY - - - - - -
2/24h - - - - - - - - - - -
3/48h - - - - - - - - - - -
4/72h 15-16 - - - XY - - - - - -
5/120h 15-16 16-18 9-13 - XY 13-15 30.2-31.2 13-18 13-16 7-9.3 22-24
6Z/24h - - - - - - - - - - -
SLA - D3S1358 VWA D16S539 | D2S1338 AMG D8S1179 | D21S11 | D18S51 | D19S433 THO1 FGA
A 17-18 16-18 12-14 17-19 XX 13-14 28-30 14-15 14-16 9-9.3 21-21
B 15-16 15-18 12-13 17-17 XY 13-15 28-30.2 15-18 12-16 6-9.3 22-24
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Wynik obliczen biostatystycznych wykazat dla pary NN-mezczyzna (domniemany ojciec) i Jerzy
Szymanski prawdopodobienistwo ojcostwa 99,99%. Obliczenia dokonano programem DNAStat
1.1.
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Zastosowany tryb postepowania oraz procedury postepowania z materiatem okazaty sie
skuteczne i pozwolity na jednoznaczng identyfikacje badanego materiatu. Udato sie potwierdzic
teze jakoby czaszka przekazana z Zaktadu Medycyny Sgdowej w Kopenhadze nalezata do kpt

Ludwika Szymanskiego zamordowanego w Katyniu.




