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Tabela Il. Statystyczne parametry przydatnosci 10 badanych loci w medycynie
sgdowej

ARCH. MED. SAD. KRYM., 2001, LI, 97-103

Table II. Statistical parameters of the usefulness of 10 loci in forensic medicine
System PM ME PE DP He Ho
D3S1358 | 0.3521 0.5334 0.6307 0.9245 0.794769 | 0.838235
VWA 0.3550 0.5653 0.6599 0.9369 0.812405 | 0.794118
D16S539 |[0.3478 0.4811 0.5718 0.8969 0.751872 | 0.727941
D2S1338 |0.3616 0.6837 0.7622 0.9703 0.874376 | 0.838235
D8S1179 | 0.3551 0.5750 0.6593 0.9380 0.808417 | 0.852941
D21S11 0.3595 0.6350 0.7187 0.9578 0.847867 | 0.830882
D18S51 0.3612 0.6851 0.7646 0.9706 0.876438 | 0.875000
D19S433 |0.3527 0.5512 0.6357 0.9288 0.791757 | 0.801471
THO1 0.3500 0.5140 0.6039 0.9138 0.774148 |0.801471
FGA 0.3615 0.6897 0.7683 0.9715 0.878636 | 0.860294
Razem 0.987664641 0.999889940 |0.999990354 | 1.000000000 |0.821068 |0.822059

Total
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Celem pracy byto zbadanie wpltywu metody izolacji DNA oraz warunkéw elektroforezy
kapilarnej na stosunek alleli X i Y amelogeniny. Analiza stosunku wysokosci alleli X i Y
genu amelogeniny przy uzyciu trzech réznych metod izolacji wykazata, iz metoda fenol-
chloroform daje najbardziej zréznicowane relacje wysokos$ci tych alleli. Jedynie dla tej
metody stwierdzono skrajny przypadek, gdzie stosunek obu alleli byt nizszy od 60%. Dla
pozostatych dwéch metod izolacji, minimalny stosunek obu alleli nie spadat ponizej 79%.
Analizujgc profile DNA w aspekcie istnienia potencjalnej mieszaniny nalezy zwrécic
uwage na rodzaj zastosowanej metody izolacji DNA.

The main aim of our study was the analysis of the influence of DNA isolation methods
and capillary electrophoresis conditions on the ratio of amelogenin alleles. Three
different DNA isolation methods were compared (phenol-chlorophorm (F-CH), Chelex
and Blood DNA prep Plus). It was shown that the phenol-chlorophorm method gives the
highest differences between X and Y allel ratios. It was observed that using the F-CH
method it is possible to obtain a very low Y:X ratio (below 60%). In the case of two other
methods the X:Y ratio was not lower than 79%. It was found that allele ratios of
heterozygotes depend on the isolation DNA method used.
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WSTEP

WsSrdéd wielu opracowanych modyfikacji metody PCR szczegdlnie przydatna
do badania $ladow biologicznych okazata sie reakcja kompleksowego PCR,
ktorej gtownymi zaletami sg: mozliwos¢ uzyskania w krotkim czasie duzej liczby
informacji o badanym DNA oraz zmniejszenie zuzycia matrycowego DNA. Do
badan identyfikacyjnych w genetyce sgdowej systemy kompleksowego PCR
stosowane sgod 1993 r. Pierwszym takim systemem wprowadzonym do praktyki
medyczno-sgdowej byt quadruplex zawierajacy loci: TC11, VWA, F13A i FES (4,
5). W 1997 r. opracowano dekaplex AmpFLSTR Profiler Plus (9). Zgodnie
z zaleceniami amerykanskiego TWGDAM kazdy system wprowadzony do
praktyki medyczno-sgdowej wymaga szczegdtowego zweryfikowania jego
przydatnosci oraz poznania czynnikédw wptywajacych na jego wiarygodnos¢
i niezawodnos¢ (10). Poniewaz w praktyce medyczno-sgdowej materiat
badawczy stanowig czesto Slady biologiczne bedgce mieszaninami DNA, dlatego
tez, do jednych z gtownych zasad TWGDAM nalezy migdzy innymi poznanie
zakresu w jakim mieszczg sie wysokosci ,stutterow" w stosunku do wysokosci
wtasciwych alleli loci badanego systemu oraz wzajemne stosunki alleli heterozy-
got, w tym rowniez stosunek allela Y do X genu amelogeniny (1, 7, 11). Poznanie
zakresu tych wartosci pozwoli na prawidtowg interpretacje mieszanych plam
biologicznych. Zakres wysokosci frakcji ,stutter" w stosunku do wysokosci
wtasciwych alleli loci systemu Profiler Plus przedstawiono we wczes$niejszej
publikacji (8).

MATERIALY | METODY

Plamy doswiadczalne

Trzydzie$ci doswiadczalnych plam krwi (pobranej od jednego mezczyzny)
sporzadzono na czystej, wygotowanej bawetnie. Plamy do momentu badania
przechowywano przez 1 tydzien w temperaturze i wilgotnosci pokojowe;j.

Izolacja i pomiar ilosci DNA

Izolacje DNA z doswiadczalnych plam krwi prowadzono metodg fenol -
chloroform (F/CH) (13), Chelex-100 (12) i Blood DNA Prep Plus (A@A
Biotechnology, Gdansk) izolujgc kazdg z nich po 10 plam krwawych. llo§¢ DNA
w badanych préobkach oznaczano metodg hybrydyzacji z sondg swoistg dla
ludzkiego DNA (OuantiBlot, Applera, USA) z zastosowaniem
chemiluminescencyjnej metody detekcji (ECL, Amersham).

Amplifikacja i detekcja produktéw systemu Profiler Plus

Amplifikacje locus amelogeniny wchodzgcego w sktad zestawu Profiler Plus
oraz rozdziat produktéw PCR prowadzono na automatycznym sekwenatorze
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DNA ABI310 (Applera, USA) w warunkach opisanych uprzednio (8). Do
amplifikacji uzywano optymalnego stezenia DNA (1,25ng DNA /25uL mieszaniny
PCR).

Analiza stosunku wielkosci alleli X i Y w elektroforegramach

Analizie poddano po 10 elektroforegramoéw otrzymanych dla kazdej metody
izolacji badajgc stosunki alleli X i Y amelogeniny. Analize przeprowadzano
zarowno mierzgc stosunek wysokosci, jak i stosunek pol obu alleli, nie stwier-
dzajgc znamiennych réznic. Stosunek alleli wyrazano procentowo przyjmujgc za
100% wysokos$¢ wyzszego allela.

Badanie precyzji metody

Ten sam produkt PCR (10uL) zmieszano ze 120uL dejonizowanego forma-
midu oraz 10ul standardu wewnetrznego (GS500 ROX), a nastepnie rozdzielono
na 10 probéwek, zdenaturowano i kazdy z nich poddano rozdziatowi na tej samej
kapilarze i w tych samych warunkach (kazdg probke nastrzykiwano na kapilare
przez 5 sekund). Analizujgc wyniki obliczono $redni stosunek wysokosci alleli X
i Y oraz rozrzut (SD) stosujgc arkusz kalkulacyjny Excel 8.

Badanie wptywu czasu nastrzyku prébki na stosunek alleli X i Y
amelogeniny

7ul tego samego produktu PCR zmieszano z 84ulL dejonizowanego forma-
midu oraz z 7ul standardu wewnetrznego (GS500 ROX). Nastepnie mieszanine
rozdzielono na 7 probowek i po denaturacji kazdg z nich nastrzyknieto na tg
sama kapilare przy réznych czasach elektrokinetycznego pobrania prébki (od 3
do 9 sekund).

WYNIKI | OMOWIENIE

Wraz z zastosowaniem technik badania DNA, a szczegdlnie PCR, wielokrot-
nie wzrosta liczba mieszanin wykrywanych w $ladach biologicznych. Prawidtowa
analiza mieszanych profili DNA wymaga miedzy innymi poznania zakresu réznic
w wysokosciach alleli heterozygot. Przyjmuje sie, ze jezeli wysokos$¢ frakcji typu
,stutter" (n-4) przekracza 15 % wysokosci gtéwnego allela i/lub stosunek
wysokosci alleli dla heterozygoty jest mniejszy niz 70%, prawdopodobne jest, ze
badana probka jest mieszaning DNA (1,2,3,11).

Z naszych wstepnych obserwacji laboratoryjnych wynika, iz stosunek wysoko-
Sci alleli w heterozygocie dla prébek nie bedacych mieszaninami DNA, moze
zaleze¢ miedzy innymi od rodzaju uzytej metody izolacji DNA. Aby potwierdzi¢
lub obali¢ przypuszczenie wykonano serie doswiadczeh pozwalajgcych na
zweryfikowanie czy istotnie rodzaj metody izolacji DNA ma znamienny wplyw na
stosunek wysokos$ci alleli heterozygot.
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Wptyw metody izolacji DNA na stosunek wysokosci alleli X i Y genu
amelogeniny

W celu zbadania wptywu rodzaju metody na stosunek alleli X i Y amelogeni-
ny, po 10 identycznych plam krwi mezczyzny poddano izolacji metoda fenol-
chloroform, metodg Chelex-100 i Blood DNA Prep Plus a nastepnie amplifikacji
z zastosowaniem zestawu ProfilerPlus. Produkty PCR po rozdziale na automa-
tycznym sekwenatorze DNA ABI310 poddano ilosciowej analizie, badajgc
stosunek alleli X i Y amelogeniny. Tabela | przedstawia zestawienie obserwowa-
nych stosunkéw wysokosci alleli amelogeniny w zaleznos$ci od uzytej metody
izolacji DNA.

Tabela |. Poréwnanie stosunkow alleli X i Y genu amelogeniny amplifikowanego
z DNA wyizolowanego z plam krwi trzema réznymi metodami.

Table |. Comparison of amelogenine allele ratios amplified from DNA isolated
using 3 different methods

Metoda izolacji DNA
(DNA isolation

Stosunek wysokosci X: Y przy silniejszej amplifikacji allela X
(X:Y allele ratios for higher amplification of the X allele)

method) Srednia wysoko$é Minimalna wysoko$¢ | Maksymalna wysoko$¢
(average height ratio) (minimal height ratio) (maximal height ratio)
Y/X YIX Y/X
(%) (%) (%)
FENOL-
CHLOROFORM 77, 37 59, 80 96, 20
(PHENOL-
CHLOROPHORM)
CHELEX-100 88, 60 79, 20 99, 60
BLOOD DNA PREP 93,0 79, 70 99, 30

PLUS

Stosunek wysokos$ci X: Y przy silniejszej amplifikacji a
(X:Y allele ratios for higher a

mplification of the Y allele)

llela Y

Srednia wysoko$é
(average height ratio)

Minimalna wysoko$¢
(minimal height ratio)

Maksymalna wysokos$é
(maximal height ratio)

X1y XY XY
(%) (%) (%)
FENOL- 89, 72 76,70 99, 60
CHLOROFORM
(PHENOL-
CHLOROPHORM)
CHELEX-100 N.O. N.O. N.O.
BLOOD DNA PREP 98,0 98, 10 98, 30

PLUS

Legenda: N.O. - nie obserwowano, (not observed)
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Przy zastosowaniu metody fenol-chloroform obserwowano zaréwno silniejszg
amplifikacje allela X od Y (6/10), jak i sytuacje odwrotng (4/10). Minimalna
procentowa wysoko$¢ allela Y nie stanowita mniej niz 59,8% wysokos$ci allela X.
W odwrotnej sytuacji (4/10), gdy sygnat amplifikacyjny X byt nizszy od allela Y
minimalna procentowa wysoko$é allela X nie stanowita mniej niz 76,7%. Srednia
wartos¢ Y/X dla metody fenol-chloroform wynosita 86,2%.

Dla metody Blood DNA Prep Plus réowniez obserwowano silniejszg amplifika-
cje allela X od Y (7/10), jak i sytuacje odwrotng (3/10). Minimalna procentowa
wysokos¢ allela Y nie stanowita mniej niz 79,7% wysokosci allela X. W odwrotnej
sytuacji (3/10), gdy sygnat amplifikacyjny X byt nizszy od allela Y minimalna
procentowa wysoko$¢ allela X nie stanowita mniej niz 98,10%). Srednia warto$é
Y/X dla metody Blood DNA Prep Plus wynosita 96,4%.

W przypadku zastosowania Chelex-100, jako metody ekstrakcji DNA, obser-
wowano jedynie silniejszg amplifikacje allela X od Y. Jego minimalna procentowa
wysoko$é nie stanowita mniej niz 79,2% wysokosci allela X. Srednia warto$é
stosunku Y/X dla metody Chelex-100 wynosita 88,6% i byta zblizona do wartosci
uzyskanej przez Lafautaina i wsp. (6) dla alleli X i Y genu amelogeniny
wchodzacego w sktad zestawu Green | (Applera, USA).

Teoretycznie, ze wzgledu na matg réznice w wielkosci alleli X i Y ameloge-
niny (104pz, 109pz), proporcja ich sygnatéw amplifikacyjnych powinna by¢
zblizona do 1:1. Pomimo niewielkiej réznicy w diugosci powielanych alleli
obserwowano, w zaleznosci od uzytej metody, nie tylko przypadki preferencyj-
nej amplifikacji allela X ale rowniez i sytuacje odwrotng (Y>X). Poréwnanie
trzech metod izolacji DNA (F/Ch, Chelex-100, Blood DNA Prep Plus)
wykazato, ze najwieksze réznice w sygnatach amplifikacyjnych obu alleli
amelogeniny daje metoda fenol- chloroform a najbardziej zbalansowane
sygnaty amplifikacyjne uzyskiwano dla metody Blood DNA Prep Plus.
W zwigzku z tym powinna by¢ ona stosowana w sytuacjach, gdy szczegélnie
istotne jest wiarygodne okreslenie stosunku X:Y.

Aby wtasciwie zinterpretowaé uzyskane wyniki okreslono rozrzut metody
(precyzje). W tym celu 10-krotnie nastrzyknieto na kapilare ten sam produkt
PCR. W wyniku stosownych obliczeh stwierdzono, ze odchylenie standardo-
we dla stosunku X:Y tej analizy wynosi 0.0499 (4.99%). Tym samym oznacza
to, iz mozna uzna¢ $rednie stosunki X:Y dla metody fenol-chloroform i dla
metody Blood DNA Prep jako znamiennie rézne. Z tego tez powodu
interpretujagc mieszane profile DNA nalezy bra¢ pod uwage rodzaj metody
uzytej do wyizolowania DNA, gdyz jak pokazano wzajemne relacje alleli
wyraznie zalezg od zastosowanej metody ekstrakcji. Wzajemne pordwnania
pozostatych metod nie pozwala na wyciggniecie znamiennych statystycznie
wnioskéw. Najbardziej zrébwnowazone stosunki alleli X:Y uzyskiwano izolujgc
DNA metodg Blood DNA Prep plus. Jednak, tak jak i inne metody, daje ona
w zaleznosci od rodzaju badanych sladéw mniej lub bardziej zadawalajgce
wyniki.

Nieznana jest przyczyna tego rodzaju réznic stosunku X:Y. Nie nalezy jednak
oczekiwaé, iz powodem tego moze by¢ rdéznica wielkosci (6pz) lub sekwencji
alleli (homologia ponad 90%).
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Inng, istotng rzeczg jest fakt zaobserwowania dla metody F-CH stosunku
alleli Y:X ponizej 60%, co dla probki DNA nie bedacej mieszaninajest zjawiskiem
dotychczas nie obserwowanym.

Badanie wptywu czasu nastrzyku prébki oraz zakresu rozrzutu
elektroforezy kapilarnej

W celu zbadania na ile czas nastrzyku probki na kapilare ma wpltyw na
stosunek wysokosci alleli X i Y, ten sam produkt PCR nastrzykiwano na kapilare
przez rézny czas w zakresie od 3 do 9 sekund. Rycina 1 przedstawia uzyskang
zaleznosc.

2B00 ¢ -

R

1800 -

RFU

1000 -

3 4 5 6 7 8 9
czas nasirzyku (sek.) Injection time

Ryc. 1. Wptyw czasu nastrzyku probki na stosunek sekwencji Y/X genu
amelogeniny
RFU - wzgledne jednostki fluorescenciji

Fig. 1. Influence of the injection time on amelogenin Y:X allele ratio
RFU - relative fluorescence units

Stwierdzono, ze wraz ze zwiekszeniem czasu nastrzyku wzrastat sygnat
amplifikacyjny zaréwno dla allela X i Y nie prowadzgc do znamiennych zmian
stosunku Y/X genu amelogeniny (Y/X dla 3 sek.: 83%, dla 9 sek.: 85%).
Najwiekszg roznice zaobserwowano dla 3 i 4 sekund nastrzyku (83%)
a najmniejszg dla 7 sekund. Roéznice te nie sg jednak znamienne statystycznie
(SD =+ 4.99%).

Reasumujgc mozna stwierdzi¢, iz na wzajemny stosunek alleli heterozygot
ma wptyw rodzaj zastosowanej metody izolacji DNA, co tym samym moze

Nr 2 Izolacja DNA a stosunek alleli X i Y 103

rzutowa¢ na prawidtowg interpretacje profilu DNA. Nie stwierdzono znamiennych
statystycznie réznic stosunku alleli X i Y amelogeniny w zaleznosci od czasu
nastrzyku probki na kapilare.
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