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W pracy przedstawiono wyniki badan nad polimorficznym locus HLA-DR. Oceniono
przydatnos¢ metody PCR-SSP w medycynie sadowej. Analizie poddano DNA
wyizolowany z krwi obwodowej, plam krwi i tkanek miekkich (miesnie szkieletowe, mézg).
Do amplifikacji alleli DR metodg PCR-SSP zastosowano komercyjny zestaw odczynni-
kéw Dynal DR ,low resolution". U 228 dorostych niespokrewnionych osob z terenu Polski
potnocnej wykazano 39 fenotypow HLA-DR sposrod 55 mozliwych. Badana populacja
pozostawata w zgodzie z regutg Hardy-Weinberga. Analiza statystyczna wykazata duza
przydatnos¢ locus DR w medycynie sgdowej. Allele HLA-DR mozna byto réwniez okresli¢
w tkankach migkkich (takze dwumiesiecznego ptodu) i z nieco gorszym rezultatem
w plamach krwi.

The aim of this paper was to present the results of investigation of the high polymorphic
HLA-DR locus by the PCR-SSP method. Genomie DNA was isolated from whole blood,
tissue samples (muscles and brains). HLA-DR alleles were typed using the DYNAL DR
"low resolution" SSP kit. PCR products were separated on agarose gel with ethidium
bromide and estimated in ultraviolet light. Phenotypic and genotypical rates of blood and
tissues have been analysed. After electrophoresis in 228 DNA samples 39 phenotypes
and 10 alleles were identified. The most frequent phenotypes of the HLA-DR locus were
5/6, 6/6 and 3/5. The high freguency of HLA-DR 6, DR 5 and DR 7 alleles have been
found. No deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium were observed. The HLA-DR
locus has a relatively high information content (PIC), power of discrimination (PD) and
mean exclusion chance (MEC). The molecular PCR-SSP method allows for very rapid
and highly discriminatory HLA analysis. We found the PCR-SSP technique very useful in
routine HLA-DR identification.

Stowa kluczowe: metoda PCR-SSP, HLA klasa li
Key words: PCR-SSP method, HLA Il class
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WSTEP

Gtéwny uktad zgodnos$ci tkankowej

Gtowny uktad zgodnosci tkankowej MHC (major histocompatibility complex)
zostat odkryty przez Gorera w 1937 r. w trakcie badan dotyczacych odrzucenia
przeszczepow skory u myszy (8). Niepowodzenia w transplantacji wg autora
zalezg od zdolnos$ci rozpoznania réznic w antygenach komoérkowych gospodarza
i tkanki przeszczepianej. Zespot gendéw odpowiedzialnych za odrzucenie
przeszczepu zostat okre$lony jako gtéwny uktad zgodnosci tkankowej, u myszy
oznaczony jako H-2. Produkty tych gendéw nazywano antygenami transplantacyj-
nymi lub antygenami zgodnos$ci tkankowej.

W 1958 roku Dausset (6) jako pierwszy opisat jeden z antygenéw HLA
u ludzi Mac uktadu Hu-1 (obecnie swoistos¢ HLA-A2). Zasadnicza rola
czgsteczek HLA (human leukocytes antigens) polega na prezentacji obcych
antygendéw wtasnym limfocytom T.

Poczatkowo antygeny HLA okreslano testami serologicznymi, widoczny postep
wigze sie z wigczeniem do badan technik molekularnych (1, 2). Okres$lenie
sekwencji nukleotydow kodujgacych tancuchy polipeptydow HLA o takich samych
antygenach umozliwito wykazanie, ze alleli kodujgcych dang czgsteczke jest wiecej
niz swoistosci antygenowych wykrywanych metodami serologicznymi.

Uktad antygendéw zgodnos$ci tkankowej cztowieka stanowi zespodt sprzezo-
nych genow kodujgcych synteze poszczegdlnych alloantygenéw HLA umiejsco-
wionych w obrebie krotkiego ramienia chromosomu 6. Obejmuje on ponad
4 miliony par zasad i zawiera ponad 80 gendéw (5). Region chromosomalny
genow HLA stanowi segment o dtugosci 3 jednostek rekombinacyjnych (3 cM).

W obrebie regionu HLA cztowieka wyr6znia sie trzy klasy antygenow
o odmiennej strukturze i lokalizacji. W kazdej z klas wystepujg wieloalleliczne
kompleksy genowe.

Antygeny klasy | HLA zwane tez klasycznymi antygenami transplantacyjnymi
wystepuja na powierzchni wszystkich komdrek jgdrzastych. Najwiekszag ich
koncentracje stwierdzono we frakcji limfocytarnej leukocytow T, nastepnie
w Sledzionie, watrobie, skérze, ptytkach krwi, tkankach tozyska. Niewielkie ilosci
antygenéw HLA klasy | wykazano w nerkach, plucach a nawet w erytrocytach.
Czasteczki HLA klasy | kodowane sg przez geny loci A, B, C.

Antygeny klasy Il HLA kodowane przez geny loci: DR, DQ i DP wystepuja na
komorkach prezentujgcych antygen APC (antigen presenting celi): na limfocy-
tach B, makrofagach, komodrkach Langerhansa, komoérkach nabtonkowych
grasicy (3).

Antygeny klasy Ill (nie HLA) obejmujg biatka wchodzgce w sktad uktadu
dopetniacza (C2, C4) oraz czynnik properdyny (Bf) (18).

W regionie klasy lll znajdujg sie rowniez dwa geny CYP21 i CYP21B koduja-
ce strukture enzymu 21-hydroksylazy oraz czynnik martwicy nowotworu (TNF)

(7).
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Struktura antygenéw HLA klasy Il

Czasteczki HLA klasy Il sa heterodimerami zbudowanymi z tancuchow
glikoproteinowych ciezkich a (31-34 kDa) i lekkich (3 (26-29 kDa). Czesé
zewngtrzkomoérkowa (N-koncowa) jest zbudowana w obydwu tancuchach
z dwoch domen. Krotki odcinek $rédbtonowy ma diugosé 23 aminokwasow,
a odcinek wewngtrzkomérkowy 8-15 aminokwasow (15). Polimorfizm czasteczek
MHC klasy Il dotyczy gtéwnie domen a1 i (31. Domeny 02 i (32 sg podobne do
domen czesci statych immunoglobulinowych tancuchow ciezkich.

Region genomu kodujacy antygeny HLA klasy Il ma ditugosé okoto 1000 kpz
i dzieli sie na kilka podregionow, z ktérych przynajmniej trzy wieloalleliczne grupy:
DR, DQ, DP, koduja klinicznie istotne biatka. Dotychczas opisano 28 serologicz-
nych swoistosci HLA-DR, 9 dla HLA-DQ oraz 8 swoistosci dla HLA-DP.
W obszarze regionu HLA klasy Il wyrézniono tacznie 425 alleli (4). Obecnie
wiadomo, ze w regionie tym mieszcza sie réwniez loci okreslone jako DMA,
DMB, DOA i DOB.

Najbardziej polimorficzng budowe wykazujg tancuchy (3 DR, a w genomie
mogg wystepowac¢ az cztery funkcjonalne geny kodujace ich sekwencje: DRB1,
DRB3, DRB4 i DRB5 (12). Pierwszy z nich, wykazujacy najwyzszy stopien
polimorfizmu, wystepuje u wszystkich ludzi. Pozostate mogg, ale nie muszg mu
towarzyszy¢. W zaleznosci od budowy tego regionu genomu ws$rod ludzi
wyrozniono 5 haplotypéw (16). W trzech z nich genowi DRB1 towarzyszg inne
geny: DRB5 (haplotyp DR51), DRB3 (haplotyp DR52) czy DRB4 (haplotyp DR53)
(3). Dodatkowo stwierdza sie w tym regionie szereg pseudogenéw DRB.

Zastosowana w pracy metoda PCR-SSP (sequence specific primer) wg
Olerupa (13) umozliwia szybkie typowanie HLA i ujawnienie w krotkim czasie
produktéw PCR w elektroforezie agarozowej.

Celem pracy byta optymalizacja warunkdéw izolacji genomowego DNA z krwi
petnej, plam krwi, a takze tkanek miekkich (mie$ni poprzecznie prgazkowanych
i mézgu), amplifikacji alleli HLA-DR metodg PCR-SSP i ich detekcji, a takze
okreslenie czestosci alleli HLA-DR w populacji Polski pétnocnej. Oceniono
rowniez parametry charakteryzujgce przydatnosé¢ alleli HLA-DR w medycynie
sgdowej, w dochodzeniu ojcostwa oraz w identyfikacji osobniczej przy wykorzy-
staniu DNA wyizolowanego z réznego rodzaju materiatdw biologicznych.

MATERIAL | METODY BADAWCZE

DNA izolowano z krwi petnej pobranej od 228 dorostych niespokrewnionych
0s6b z terenu Polski poétnocnej, z eksperymentalnych plam krwi (rocznych
i dwuletnich) oraz z tkanek miekkich pobranych ze zwtok podczas sekcji (mies$ni
szkieletowych, mézgu, w tym tkanek dwumiesiecznego ptodu).

Do ekstrakcji DNA wykorzystano komercyjne zestawy do izolacji DNA z krwi
Swiezej, oraz plam krwi ,Blood DNA Prep Plus - A & A BIOTECHNOLOGY",
"Wizard® Genomie DNA Purification Kit PROMEGA" oraz z tkanek statych
"Genomie DNA Prep Plus A & A BIOTECHNOLOGY".



254 J. Wysocka, Z. Szczerkowska Nr4

Dodatkowo do izolacji DNA z krwi petnej zastosowano metode nieenzyma-
tyczng wg Lahiri (10), z plam krwi - technike z Chelex 100 (19), DNA z tkanek
miekkich izolowano metodg klasyczng (fenol/chloroform) (20).

Do amplifikacji wybranego Tragmentu DNA locus HLA-DR zastosowano
zestaw odczynnikow DYNAL DR ,low resolution" - SSP (17) z 24 parami
starteréw, w tym 21 par starterow dla locus DRB1 i 3 pary starteréw dla loci
DRB3, DRB4 i DRB5. Do zestawu dotaczone sg kontrolne pary starterow
pozwalajgce na wykluczenie fatszywej pozytywnej lub negatywnej kontroli reakcji
PCR i jednoznaczna identyfikacje alleli regionu DR w zakresie 1-18 z locus
DRB1 (10 roéznych alleli z podtypami) z wtgczeniem allela DR 103 oraz trzema
tzw. ,publicznymi allelami" loci DRB3 (DR52), DRB4 (DR53) i DRB5 (DR51).

Mieszanina do reakcji PCR zawierata: 25 ul buforu do reakcji PCR (500mM
KCI; 100mM Tris/HCI-pH9,0; 1% Triton® X-100), 20 .ul dNTP (200uM), 15mM
MgCl., 1,9 ul Tag DNA Polimerazy (5U/ul), 45 uJ DNA (stezenie koncowe 10-50
ng/ul), 11 ul wody HPLC.

W/w mieszaning umieszczano w termocyclerze (Mastercycler Gradient, f-my
Eppendorf) i poddawano amplifikacji w 30 cyklach w nastepujgcych warunkach:

Wstepna denaturacja 94° C-2 min
I FAZA 10 cykli

Denaturacja 94° C - 10 s
Hybrydyzacja (przytgczanie starterow) 65° C - 60 s

i Elongacja DNA (wydtuzanie)

Il FAZA 20 cykli

Denaturacja 94° C- 10 s
Hybrydyzacja 61°C-50s
Elongacja DNA 72°C - 30 s

Produkty reakcji PCR rozdzielano na 1,5% zelu agarozowym z bromkiem
etydyny. Zel wylewano na ptytke o wymiarach 15x14cm zawierajacg dwa 20-
studzienkowe grzebienie i pozostawiono na okoto 30 min az do zastygniecia.
Nastepnie zel umieszczane w komorze elektoforetycznei wypetnionej buforem
TBE. Do studzienek nanoszono po 8 Ix| probek DNA uprzednio zmieszanych z 2
uJ buforu obcigzajgcego.

Elektroforeze na zelu agarozowym prowadzono przy 180 V przez okres 20 mm.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Uzyskane wyniki poddano komputerowej analizie statystycznej. Obliczono
czestosci alleli, a takze wspotczynniki okre$lajace przydatno$s¢ analizowanego
locus w medycynie sgdowej: szanse wykiuczenia ojcostwa MEC (mean exclusion
probability), zawarto$¢ informacji genetycznej PIC (polymorphic information
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content), prawdopodobienstwo zgodnos$ci pM (probability of match) oraz site
dyskryminacji PD (power of discrimination).

WYNIKI | OMOWIENIE

Zastosowane w pracy metody izolacji pozwolity na uzyskanie optymalnej
ilosci DNA koniecznej do jego amplifikacji. Rozdziat elektroforetyczny produktéw
PCR umozliwit uzyskanie czytelnego obrazu analizowanych alleli zardéwno
w odniesieniu do DNA ekstrahowanego z krwi peinej jak i z tkanek miekkich.

W przypadku krwi petnej najlepsze rezultaty uzyskiwano stosujgc metode
nieenzymatyczng, a przy typowaniu DNA w tkankach miekkich (miesnie, mézg)
najlepsze wyniki uzyskiwano przy uzyciu klasycznej metody fenolowo-
chloroformowej. Zaréwno krew jak i tkanki miekkie okazaty sie dobrym
materiatem do oznaczania alleli HLA-DR, kazdorazowo uzyskiwano wyrazny
sygnat amplifikacji.

Dobre rezultaty uzyskano roéwniez przy typowaniu alleli HLA-DR w tkankach
dwumiesiecznego ptodu.

Taka mozliwo$¢ z sgdowego punktu widzenia jest szczegdlnie wazna, gdyz
pozwala na okreslenie profilu DNA locus DR juz wzyciu ptodowym.

Analiza alleli DR w $ladach krwi nie zawsze dawata zadawalajgce rezultaty,
z plam krwi o powierzchni 0,5x0,5 cm otrzymywano $rednio 6-10 ng/ul DNA.
Czesto uzyskiwano staby sygnat amplifikacji, trudny do =zinterpretowania,
a wydajnos$¢ zastosowanych technik izolacji DNA do analizy alleli locus DR
w $ladach krwi wynosita ok. 60%. Na podobne rezultaty wskazywali rowniez inni
autorzy (1).

W analizowanej populacji sposrod 55 teoretycznie mozliwych fenotypow
HLA-DR wykazano 39. Najczestszymi byty: HLA-DR 5/6, HLA-DR 6/6 i HLA-DR
3/5 (z czestosciami: 0,084; 0,07 i 0,053 odpowiednio). Najrzadziej, z czestoscia
0,0045, obserwowano fenotypy HLA-DR 6/7, HLA-DR 5/9 i HLA-DR 5/10.

W oparciu o wykazane czestosci fenotypowe obliczono czestosci alleli dla
uktadu HLA-DR. Przedstawiono je w tabeli I.

Tabela |I. Czestosci alleli locus HLA-DR.
Table |I. Freguencies of the HLA-DR alleles.

Allel DR1 DR2 DR3 DR4 DR5 DR6 DR7 DR8 DR9 DR10

llosé 45 51 56 38 79 96 58 1 5 11
Amount

Czestos¢
obserwowana 9,3 11,8 12,2 9,8 17,3 20,9 12,7 2,4 1,2 2.4
frequency

observed

(%)
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W badanej populacji wykazano obecno$¢ 10 réznych alleli HLA-DR. Najcze-
$ciej pojawiaty sie allele DR6, DR5 i DR7 (z czesto$ciami odpowiednio 20,9%;
17,3% i 12,7%). Najrzadziej z czestoscig 1,2% pojawiat sie allel DR9.

Na ryc. 1 przedstawiono przyktad fenotypu locus HLA-DR 5/7.

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24

Ryc. 1. Przyktad fenotypu HLA-DRB 5/7 od lewej: $ciezka 9 - allel DR 7,
potwierdzony na $ciezce 23 $ciezki 13, 15, 16, 18 - allel DR 5,
potwierdzony na $ciezce 22

Fig. 1. Phenotype of HLA-DR B 5/7 from left: lane 9 - allel DR7 lanes 13,15, 16,
18-allel DR5

W celu sprawdzenia, czy badana populacja pozostaje w rownowadze Hardy-
Weinberga, obliczono czestos$ci oczekiwane, a uzyskane wartosci zweryfikowano
testem chi:. Uzyskano nastepujgce wartosci: x’ = 55,65; 0,3<p<0,7 dla 54 stopni
swobody. Powyzsze dane dowodzg =ze analizowana populacja odpowiada
warunkom proby losowej i znajduje sie w stanie rownowagi genetycznej.

Rozktad czestosci alleli dla badanego locus HLA-DR poréwnano z rozktadem
czestosci tych alleli w innych populacjach. Wyniki zostaly przedstawione w tabeli
Il

Czestosci alleli wykazane w badaniach populacji Polski byly najbardziej
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zblizone do danych populacji francuskiej. W obu przypadkach najczesciej
pojawiaty sie allele DR5 i DR6. Stosunkowo najwieksze réznice w czestosciach
alleli obserwowano przy poréwnaniu wiasnych danych z populacjg Tajwanu.

Tabela Il. Poréwnanie czestosci wystepowania alleli locus HLA-DR w réznych
populacjach.
Table Il. Freguencies of the HLA-DR alleles in different populations
Populacja (Population)

Allel Polska pn Francja Finlandia Szwecja pd Tajwan
Poland France Finland Sweden Taiwan
n=228 (14) (9) 2) (11)
n=100 n=182 n=340 n=136
DRA1 0,0930 0,1000 0,1896 0,1120 0,0070
DR2 0,1180 0,0830 0,1648 0,0030 0.1810
DR3 0,1220 0,1250 0,1099 0,1360 0,0740
DR4 0,0980 0,1140 0,1786 0,2600 0,1520
DR5 0,1730 0,2080 0,0550 0,1260 0,1890
DR6 0,2090 0,2010 0,1236 0,1680 0,0980
DR7 0,1270 0,1300 0,0412 0,1180 0,0120
DR8 0,0240 0,0350 0,0934 0,0710 0.0960
DR9 0,0120 0,0000 0,0302 0,0030 0,1610
DR10 0,0240 0,0050 0.0137 0.0030 0,0110

Na podstawie obserwowanej czestosci fenotypéw w badanej populacji obli-
czono szereg parametréw charakteryzujgcych przydatno$é omawianego uktadu,
zarowno do badan w dochodzeniu ojcostwa, jak i do identyfikacji osobniczej.
Przedstawiono je w tabeli Ill.

Tabela Ill. Parametry statystyczne genetyczne wskazujgce na przydatnos$¢ locus
HLA-DR w medycynie sadowej.
Table |Ill. Indicator values for the usefulness of HLA-DR locus in forensic
Medicine
Parametry statystyczne Wartosé
Obserwowana (observed) 0,822
Heterozygotycznosé (heterozygotes) Oczekiwana (expected) 0,825
Sita dyskryminaciji PD ( power of discrimination) 0,963
Wskaznik informacji genetycznej PIC 0,850
(polymorphic information content)
Szansa wykluczenia ojcostwa MEC (mean exclusion 0,743
chance)
Sita wykluczenia PE (power of exclusion ) 0,641
Prawdopodobienstwo zgodnosci pM (matching probability) 0,037
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Powyzsze parametry, a szczegdlnie wysoka sita dyskryminacji wynoszgca
0,963 oraz wysoka wartos¢ informacji polimorficznej (0,850) czynig badany
system przydatnym w medycynie sgdowej w badaniach identyfikacyjnych.

Wartos¢ heterozygotycznosci obserwowanej wynosi 0,822, podczas gdy
heterozygotyczno$¢ oczekiwana wynosi 0,825. Uzyskana wysoka zgodnos$é obu
wartosci dowodzi, ze zastosowane w pracy metody sg wtasciwe.

W pracy obliczono rowniez $srednig szanse i site wykluczenia ojcostwa, ktére
wyniosty odpowiednio 0,743 i 0,641. Powyzsze dane $wiadczg o wysokiej
przydatnosci systemu HLA-DR w dochodzeniu spornego ojcostwa.

WNIOSKI
1. Zastosowana w pracy metoda PCR - SSP okazata sie bardzo czuta
i pozwolita na uzyskanie pewnych i powtarzalnych wynikéw amplifikacji

w oparciu o niewielkg ilos¢ matrycowego DNA (réowniez tkanek dwumiesiecz-
nego ptodu).

2. Rozktad alleli HLA-DR badanej populacji byt zgodny z prawem Hardy-
Weinberga.

3. Korzystne parametry statystyczne dla locus HLA-DR (DP, PIC, MEC, PE, pM)
wskazaty na jego wysoka przydatnos¢ w medycynie sadowej zaréwno
w dochodzeniu ojcostwa jak i w badaniach identyfikacyjnych.
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