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W pracy przedstawiono wyniki badań nad polimorficznym locus HLA-DR. Oceniono 
przydatność metody PCR-SSP w medycynie sądowej. Analizie poddano DNA 
wyizolowany z krwi obwodowej, plam krwi i tkanek miękkich (mięśnie szkieletowe, mózg). 
Do amplifikacji alleli DR metodą PCR-SSP zastosowano komercyjny zestaw odczynni­
ków Dynal DR „Iow resolution". U 228 dorosłych niespokrewnionych osób z terenu Polski 
północnej wykazano 39 fenotypów HLA-DR spośród 55 możliwych. Badana populacja 
pozostawała w zgodzie z regułą Hardy-Weinberga. Analiza statystyczna wykazała dużą 
przydatność locus DR w medycynie sądowej. Allele HLA-DR można było również określić 
w tkankach miękkich (także dwumiesięcznego płodu) 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 
"Iow 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. 

Słowa kluczowe: metoda PCR-SSP, HLA klasa li 
Key words: PCR-SSP method, HLA II class 
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WSTĘP 

Główny układ zgodności tkankowej 
Główny układ zgodnośc i tkankowej MHC (major histocompatibility complex) 

został odkryty przez Gorera w 1937 r. w trakcie badań dotyczących odrzucenia 
przeszczepów skóry u myszy (8). N iepowodzenia w transplantacj i wg autora 
za leżą od zdolnośc i rozpoznania różnic w antygenach komórkowych gospodarza 
i tkanki przeszczepianej . Zespół genów odpowiedzia lnych za odrzucenie 
przeszczepu został określony jako główny układ zgodnośc i t kankowej , u myszy 
oznaczony jako H-2. Produkty tych genów nazywano antygenami t ransplantacyj ­
nymi lub an tygenami zgodnośc i tkankowej . 

W 1958 roku Dausset (6) jako pierwszy opisał jeden z an tygenów HLA 
u ludzi Mac układu Hu-1 (obecnie swoistość HLA-A2) . Zasadn icza rola 
cząsteczek HLA (human leukocytes ant igens) polega na prezentacj i obcych 
antygenów w łasnym l imfocytom T. 

Początkowo antygeny HLA określano testami serologicznymi, widoczny postęp 
wiąże się z w łączeniem do badań technik molekularnych ( 1 , 2). Określenie 
sekwencj i nukleotydów kodujących łańcuchy polipeptydów HLA o takich samych 
antygenach umożliwiło wykazanie, że alleli kodujących daną cząsteczkę jest więcej 
niż swoistości antygenowych wykrywanych metodami serologicznymi. 

Układ antygenów zgodnośc i tkankowej cz łowieka stanowi zespół sprzężo­
nych genów kodujących syntezę poszczególnych al loantygenów HLA umie jsco­
wionych w obrębie krótk iego ramienia ch romosomu 6. Obe jmu je on ponad 
4 mi l iony par zasad i zawiera ponad 80 genów (5). Region ch romosoma lny 
genów HLA stanowi segment o długości 3 jednostek rekombinacy jnych (3 cM) . 

W obrębie regionu HLA człowieka wyróżnia się trzy klasy antygenów 
o odmienne j s t rukturze i lokalizacji. W każdej z klas wys tępu ją wieloal lel iczne 
kompleksy genowe. 

Antygeny klasy I HLA zwane też k lasycznymi antygenami t ransplantacyjnymi 
wys tępu ją na powierzchni wszystk ich komórek jądrzastych. Na jw iększą ich 
koncentrację s twierdzono we frakcj i l imfocytarnej leukocytów T, następnie 
w śledzionie, wątrobie, skórze, płytkach krwi, tkankach łożyska. Niewielk ie ilości 
an tygenów HLA klasy I wykazano w nerkach, p łucach a nawet w erytrocytach. 
Cząsteczk i HLA klasy I kodowane są przez geny loci A, B, C. 

Antygeny klasy II HLA kodowane przez geny loci: DR, DQ i DP wys tępu ją na 
komórkach prezentu jących antygen A P C (antigen presenting celi): na l imfocy­
tach B, mak ro fagach , komórkach Langerhansa, komórkach nab łonkowych 
grasicy (3). 

Antygeny klasy III (nie HLA) obe jmu ją białka wchodzące w skład układu 
dopełn iacza (C2, C4) oraz czynnik properdyny (Bf) (18). 

W regionie klasy III zna jdu ją się również dwa geny CYP21 i C Y P 2 1 B kodują­
ce strukturę enzymu 21-hydroksylazy oraz czynnik martwicy nowotworu (TNF) 
(7). 

Struktura antygenów HLA klasy II 
Cząsteczk i HLA klasy II są heterod imerami zbudowanymi z łańcuchów 

gl ikoprote inowych ciężkich a (31-34 kDa) i lekkich (3 (26-29 kDa) . Część 
zewną t rzkomórkowa (N-końcowa) jest zbudowana w obydwu łańcuchach 
z dwóch d o m e n . Krótki odcinek śródbłonowy ma d ługość 23 aminokwasów, 
a odcinek wewną t rzkomórkowy 8-15 aminokwasów (15). Pol imorf izm cząsteczek 
MHC klasy II dotyczy głównie domen a1 i (31. Domeny o2 i (32 są podobne do 
domen części stałych immunoglobu l inowych łańcuchów ciężkich. 

Region genomu kodujący antygeny HLA klasy I I ma d ługość około 1000 kpz 
i dzieli się na ki lka podregionów, z których przynajmniej trzy wieloal lel iczne grupy: 
DR, DQ, DP, kodu ją kl inicznie istotne białka. Dotychczas op isano 28 serologicz­
nych swoistości HLA-DR, 9 dla HLA-DQ oraz 8 swoistości dla HLA-DP. 
W obszarze regionu HLA klasy II wyróżniono łącznie 425 alleli (4). Obecn ie 
w iadomo, że w regionie tym mieszczą się również loci okreś lone jako DMA, 
DMB, DOA i DOB. 

Najbardziej pol imorf iczną budowę wykazu ją łańcuchy (3 DR, a w genomie 
mogą wys tępować aż cztery funkcjonalne geny kodujące ich sekwenc ję : D R B 1 , 
DRB3, DRB4 i DRB5 (12). Pierwszy z nich, wykazu jący najwyższy stopień 
pol imorf izmu, występu je u wszystk ich ludzi. Pozostałe mogą, ale nie m u s z ą mu 
towarzyszyć. W zależności od budowy tego regionu genomu wśród ludzi 
wyróżniono 5 haplotypów (16). W trzech z nich genowi DRB1 towarzyszą inne 
geny: DRB5 (haplotyp DR51) , DRB3 (haplotyp DR52) czy DRB4 (haplotyp DR53) 
(3). Dodatkowo stwierdza się w tym regionie szereg pseudogenów DRB. 

Zas tosowana w pracy metoda PCR-SSP (sequence specif ic pr imer) wg 
Olerupa (13) umożl iwia szybkie typowanie HLA i u jawnienie w krótk im czasie 
produktów PCR w elektroforezie agarozowej . 

Ce lem pracy była optymal izacja warunków izolacji genomowego DNA z krwi 
pełnej, p lam krwi, a także tkanek miękkich (mięśni poprzecznie prążkowanych 
i mózgu) , ampli f ikacj i alleli HLA-DR m e t o d ą PCR-SSP i ich detekcj i , a także 
określenie częstości alleli HLA-DR w populacj i Polski pó łnocnej . Ocen iono 
również parametry charakteryzujące przydatność alleli HLA-DR w medycyn ie 
sądowej , w dochodzen iu o jcostwa oraz w identyfikacji osobniczej przy wykorzy­
staniu DNA wyizo lowanego z różnego rodzaju mater ia łów biologicznych. 

MATERIAŁ I METODY BADAWCZE 

DNA izolowano z krwi pełnej pobranej od 228 dorosłych n iespokrewnionych 
osób z terenu Polski północnej , z eksperymenta lnych plam krwi ( rocznych 
i dwuletnich) oraz z tkanek miękk ich pobranych ze zwłok podczas sekcj i (mięśni 
szk ie le towych, mózgu , w tym tkanek dwumies ięcznego płodu). 

Do ekstrakcj i DNA wykorzystano komercy jne zestawy do izolacji DNA z krwi 
świeżej , oraz p lam krwi „Blood DNA Prep Plus - A & A B I O T E C H N O L O G Y " , 
"Wiza rd® Genomie DNA Purif ication Kit P R O M E G A " oraz z tkanek stałych 
"Genomie DNA Prep Plus A & A B I O T E C H N O L O G Y " . 
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Doda tkowo do izolacji DNA z krwi pełnej zas tosowano metodę n ieenzyma-
tyczną wg Lahiri (10), z p lam krwi - technikę z Chelex 100 (19), DNA z tkanek 
miękk ich izolowano m e t o d ą k lasyczną ( fenol /chloroform) (20). 

Do ampl i f ikacj i wybranego Tragmentu DNA locus HLA-DR zas tosowano 
zestaw odczynn ików D Y N A L DR „Iow resolut ion" - SSP (17) z 24 parami 
star terów, w tym 21 par starterów dla locus DRB1 i 3 pary star terów dla loci 
DRB3, DRB4 i DRB5 . Do zestawu do łączone są kontrolne pary star terów 
pozwala jące na wyk luczen ie fałszywej pozytywnej lub negatywnej kontrol i reakcji 
PCR i j ednoznaczną identyf ikację alleli regionu DR w zakres ie 1-18 z locus 
DRB1 (10 różnych alleli z podtypami) z w łączeniem allela DR 103 oraz t rzema 
tzw. „publ icznymi a l le lami" loci DRB3 (DR52) , DRB4 (DR53) i DRB5 (DR51) . 

Mieszanina do reakcji PCR zawierała: 25 ul buforu do reakcji PCR (500mM 
KCI; 1 0 0 m M Tr is /HCI-pH9,0; 1% Tr i ton® X-100) , 20 .ul d N T P (200uM) , 1 5 m M 
MgCI 2 , 1,9 ul Taq DNA Pol imerazy (5U/ul) , 45 uJ DNA (stężenie końcowe 10-50 
ng/ul) , 11 ul wody HPLC. 

W / w mieszan inę umieszczano w termocyclerze (Mastercycler Gradient, f -my 
Eppendor f ) i poddawano ampli f ikacj i w 30 cyklach w następujących warunkach : 

Ws tępna denaturacja 94° C - 2 min 

I FAZA 10 cykli 
Denaturac ja 
Hybrydyzacja (przyłączanie star terów) 
i Elongacja DNA (wydłużanie) 

94° C - 10 s 
65° C - 60 s 

II FAZA 20 cykl i 
Denaturac ja 
Hybrydyzacja 
Elongacja DNA 

94° C - 10 s 
6 1 ° C - 5 0 s 
72° C - 30 s 

Produkty reakcji PCR rozdzielano na 1,5% żelu agarozowym z b romk iem 
etydyny. Żel wy lewano na płytkę o wymiarach 15x14cm zawiera jącą dwa 20-
s tudz ienkowe grzebienie i pozostawiono na około 30 min aż do zastygnięcia. 
Następnie żel umieszczane w komorze elektoforetycznei wypełn ionej buforem 
T B E . Do s tudz ienek nanoszono po 8 \x\ próbek DNA uprzednio zmieszanych z 2 
uJ buforu obc iąża jącego. 

Elektroforezę na żelu agarozowym prowadzono przy 180 V przez okres 20 mm. 

ANALIZA STATYSTYCZNA 

Uzyskane wyniki poddano komputerowej analizie statystycznej . Obl iczono 
częstości alleli, a także współczynnik i okreś la jące przydatność anal izowanego 
locus w medycyn ie sądowej : szansę wyk iuczenia o jcostwa M E C (mean exc lus ion 
probabil i ty), zawar tość informacj i genetycznej PIC (polymorphic informat ion 

Nr 4 Pol imorf izm locus HLA-DR 255 

content) , p rawdopodob ieńs two zgodnośc i pM (probabil i ty of match) oraz siłę 
dyskryminacj i PD (power of d iscr iminat ion). 

WYNIKI I OMÓWIENIE 

Zas tosowane w pracy metody izolacji pozwoli ły na uzyskanie optymalne j 
ilości DNA koniecznej do jego ampl i f ikacj i . Rozdział e lektroforetyczny produktów 
PCR umożl iwi ł uzyskanie czytelnego obrazu anal izowanych alleli za równo 
w odnies ieniu do DNA eks t rahowanego z krwi pełnej jak i z tkanek miękk ich . 

W przypadku krwi pełnej naj lepsze rezultaty uzyskiwano stosując metodę 
n ieenzymatyczną, a przy typowaniu DNA w tkankach miękk ich (mięśnie, mózg) 
naj lepsze wyniki uzysk iwano przy użyciu klasycznej metody feno lowo-
ch loro formowej . Za równo krew jak i tkanki miękk ie okazały się dob rym 
mater ia łem do oznaczania alleli HLA-DR, każdorazowo uzyskiwano wyraźny 
sygnał ampl i f ikacj i . 

Dobre rezultaty uzyskano również przy typowaniu alleli HLA-DR w tkankach 
dwumies ięcznego płodu. 

T a k a możl iwość z sądowego punktu widzenia jest szczególn ie ważna , gdyż 
pozwala na okreś len ie profilu DNA locus DR już w ż y c i u p łodowym. 

Anal iza alleli DR w śladach krwi nie zawsze dawała zadawala jące rezultaty, 
z p lam krwi o powierzchni 0,5x0,5 cm ot rzymywano średnio 6-10 ng/ul DNA. 
Często uzysk iwano słaby sygnał ampli f ikacj i , t rudny do z interpretowania, 
a wyda jność zas tosowanych technik izolacji DNA do analizy alleli locus DR 
w ś ladach krwi wynosi ła ok. 6 0 % . Na podobne rezultaty wskazywal i również inni 
autorzy (1). 

W anal izowanej populacj i spośród 55 teoretycznie możl iwych fenotypów 
HLA-DR wykazano 39. Najczęstszymi były: HLA-DR 5/6, HLA-DR 6/6 i HLA-DR 
3/5 (z częstośc iami : 0,084; 0,07 i 0,053 odpowiednio) . Najrzadziej , z częstośc ią 
0,0045, obserwowano fenotypy HLA-DR 6/7, HLA-DR 5/9 i HLA-DR 5/10. 

W oparc iu o wykazane częstości fenotypowe obl iczono częstości alleli dla 
układu HLA-DR. Przedstawiono je w tabeli I. 

Tabela I. Częstośc i alleli locus HLA-DR. 
Table I. Freguenc ies of the HLA-DR alleles. 

Allel DR1 DR2 DR3 DR4 DR5 DR6 DR7 DR8 DR9 DR10 

Ilość 45 51 56 38 79 96 58 11 5 11 
Amount 

Częstość 
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 populacj i wykazano obecność 10 różnych alleli HLA-DR. Najczę­
ściej pojawiały się allele DR6, DR5 i DR7 (z częstośc iami odpowiedn io 20 ,9%; 
17 ,3% i 12 ,7%). Najrzadziej z częstośc ią 1,2% pojawiał się allel DR9 . 

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

Ryc. 1. Przykład fenotypu HLA-DRB 5/7 od lewej: śc ieżka 9 - allel DR 7, 
potwierdzony na ścieżce 23 ścieżki 13, 15, 16, 18 - allel DR 5, 
potwierdzony na ścieżce 22 

Fig. 1. Phenotype of HLA-DR B 5/7 f rom left: lane 9 - allel DR7 lanes 13,15, 16, 
1 8 - a l l e l DR5 

W celu sprawdzen ia , czy badana populacja pozostaje w równowadze Hardy-
We inberga , obl iczono częstości oczek iwane, a uzyskane wartośc i zwery f ikowano 
tes tem c h i 2 . Uzyskano następu jące wartości : x 2 = 55,65; 0,3<p<0,7 dla 54 stopni 
swobody. Powyższe dane d o w o d z ą że anal izowana populacja odpowiada 
w a r u n k o m próby losowej i znajduje się w stanie równowagi genetycznej . 

Rozkład częstości alleli dla badanego locus HLA-DR porównano z rozk ładem 
częstości tych alleli w innych populac jach. Wynik i zostały przedstawione w tabeli 
II. 

Częstośc i alleli wykazane w badaniach populacj i Polski były najbardziej 
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zbl iżone do danych populacj i f rancuskie j . W obu przypadkach najczęściej 
pojawiały się allele DR5 i DR6. S tosunkowo największe różnice w częstośc iach 
alleli obse rwowano przy porównaniu własnych danych z populac ją Ta jwanu . 

Tabela II. Porównanie częstości wys tępowania alleli locus HLA-DR w różnych 
populac jach. 

Tab le II. Freguenc ies of the HLA-DR alleles in different populat ions 

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 

DR1 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 obserwowane j częstości fenotypów w badanej populacj i obl i­
czono szereg paramet rów charakteryzujących przydatność omaw ianego uk ładu, 
zarówno do badań w dochodzen iu o jcostwa, jak i do identyfikacji osobniczej . 
Przedstawiono je w tabel i III. 

Tabela III. Parametry statystyczne genetyczne wskazu jące na przydatność locus 
HLA-DR w medycyn ie sądowej . 

Tab le III. Indicator va lues for the usefulness of HLA-DR locus in forensic 
Medic ine 
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Powyższe parametry, a szczególn ie wysoka siła dyskryminacj i wynosząca 
0,963 oraz wysoka war tość informacj i pol imorf icznej (0,850) czynią badany 
system przydatnym w medycyn ie sądowej w badaniach identyf ikacyjnych. 

W a r t o ś ć heterozygotyczności obserwowanej wynosi 0,822, podczas gdy 
heterozygotyczność oczek iwana wynosi 0,825. Uzyskana wysoka zgodność obu 
war tośc i dowodz i , że zas tosowane w pracy metody są właśc iwe. 

W pracy obl iczono również ś redn ią szansę i siłę wyk luczenia o jcostwa, które 
wyniosły odpowiedn io 0,743 i 0 ,641 . Powyższe dane świadczą o wysokie j 
przydatności sys temu HLA-DR w dochodzeniu spornego o jcostwa. 

WNIOSKI 

1. Zas tosowana w pracy metoda PCR - SSP okazała się bardzo czuła 
i pozwol i ła na uzyskanie pewnych i powtarzalnych wyn ików ampl i f ikacj i 
w oparc iu o n iewie lką ilość mat rycowego DNA (również tkanek dwumies ięcz­
nego płodu). 

2. Rozk ład alleli HLA-DR badanej populacj i był zgodny z p rawem Hardy-
We inbe rga . 

3. Korzystne parametry statystyczne dla locus HLA-DR (DP, PIC, M E C , PE , pM) 
wskaza ły na jego w y s o k ą przydatność w medycyn ie sądowej zarówno 
w dochodzen iu o jcostwa jak i w badaniach identyf ikacyjnych. 
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