216 P. Kardas Nr 3

Wroébel W., Zoll A.: Kodeks karny. Czes$¢ szczegdlna. Komentarz. T. Il, Krakéw
1999; -6. Daszkiewicz K.: Przestepstwa przeciwko zyciu i zdrowiu. Rozdziat XIX
Kodeksu karnego. Komentarz, Warszawa 2000; -7. Dzida J., Meissner E.: Raz
jeszcze o interpretacji ,choroby zazwyczaj zagrazajgcej zyciu", Archiwum
Medycyny Sadowej i Kryminologii, 1996, XLVI, s. 37-39; -8. Jaklinski A.,
Tomaszewska Z., Madro R.: Naruszenie nietykalnosci cielesnej - problem
prawny, czy sgdowo-lekarski, Arch. Med. Sad. Krym. 1997, 27, 145-148; -9.
Kunz J.: Btad w opiniach sgdowo-lekarskich w sprawach przestepstw przeciwko
zyciu i zdrowiu, Krakéw 1999; -10. Marek A.: Komentarz do kodeksu karnego.
Czes$¢ szczegdlna, Warszawa 2000;

11. Michalski B.: Przestepstwa przeciwko zyciu i zdrowiu. Nowa kodyfikacja
karna. Ministerstwo Sprawiedliwosci. Departament Kadr i szkolenia, Warszawa
2000; -12. Madro R., Teresinski G., Wréblewski K. Rozstr6j zdrowia jako
znamie przestepstwa z art. 157 k.k., ,Prokuratura i Prawo" 1998, Nr 10, 33-46; -
13. Mozgawa M.: Przestepstwa naruszenia nietykalnosci cielesnej w $wietle
orzecznictwa Sadu Najwyzszego, ,Nowe Prawo" 1983, nr 5, s. 26%4; -14.
Polakowski M., Berent J. A., Sliwka K: Opiniowanie o ,naruszeniu czynnosci
narzgdu ciata" lub ,rozstroju zdrowia" wobec rezygnacji w nowym kodeksie
karnym z pojecia ,uszkodzenia ciata", Arch. Med. Sad. Krym., 1999, XLIX, 191—
194; -15. Poptawski H.: Przestepstwa uszkodzenia ciata z art. 156 kk.
a naruszenie nietykalnosci cielesnej, ,Palestra" 1977, Nr 3-4, s. 62-72; -16.
Swiatek B.: Przestepstwa przeciwko zyciu i zdrowiu w $wietle nowego kodeksu
karnego, Post. Med. Sad. Krym. 1999, 5, 63-70; -17. Teresinski G., Mardo R.:
Zakres skutkow wymienionych w & 2 art. 157 kodeksu karnego z 1997 r. - ciag
dalszy sporu o granice art. 156 i 182 kodeksu karnego z 1969 r,, Arch. Med. Sad.
Krym., 2000, L, 319-330; -18. Waszczynski J.: Naruszenie nietykalnosci
cielesnej [w:] System Prawa Karnego. T. IV. Czes¢ 2, Wroctaw-Warszawa-
Krakéow-Gdansk-Lodz 1989; -19. Wojciechowski J.: Przestepstwa przeciwko
czci i nietykalnosci cielesnej. Rozdziat XXVII Kodeksu karnego, Warszawa 2000.

Adres autora:

Katedra Prawa Karnego

Wydziat Prawa i Administracji
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
ul. K. Olszewskiego 2

31-007 Krakow

ARCH. MED. SAD. KRYM., 2001, LI, 217-226 PRACE ORYGINALNE

Agnieszka Maciejewska*, Ryszard Pawlowski*'"

Wptyw degradacji matrycowego DNA na
amplifikacje loci zestawu Profiler Plus

Influence of the DNA degradation on amplification Profiler
Plus loci

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sgadowej AM w Gdansku
Kierownik: dr hab. Z. Szczerkowska - profesor AM

** Z Instytutu Ekspertyz Sgdowych w Krakowie
Dyrektor: A. Glazek

Celem pracy byto zbadanie wplywu degradacji DNA na amplifikacje loci systemu Profiler
Plus. Analizie poddano eksperymentalnie (enzymatycznie) degradowany DNA oraz
suchg krew przechowywang od miesigca do 70 lat w warunkach pokojowych. Wykazano
silng korelacje pomiedzy stopniem degradacji DNA a iloscig i wydajnoscig amplifikacji
poszczegdlnych Joci. Badanie wplywu metody izolacji DNA dla krwi przechowywanej
przez okres czasu od 1 miesigca do 70-lat wykazato, ze jedynie metoda fenol-chloroform
umozliwia identyfikacje wszystkich Joci badanego systemu przy jednoczesnym
zbalansowanym sygnale amplifikacyjnym. Zastosowanie metody Chelex-100 prowadzito
do czesciowej degradacji DNA i/lub zahamowania reakcji PCR skutkiem czego byt brak
amplifikacji fragmentéw DNA o najwiekszej masie czgsteczkowe;j.

The aim of our paper was the investigation of the influence of DNA degradation on
amplification of Profiler Plus loci. Enzymaticaly degradated DNA and blood crusts stored
for 1 month, 10 and 70 years in room temperature were analyzed. A strong influence of
DNA level degradation on efficiency of Profiler Plus loci amplification was shown. The
influence of the DNA extraction method from blood stored between 1 month and 70 years
showed that only the phenol/chlorophorm method gives a possibility of efficient DNA
extraction thus obtaining of balanced DNA profile. Application of the Chelex-100 method
gave unsatisfactory results manifesting in a lack of high molecular loci.

Stowa kluczowe: zdegradowany DNA, loci Profiler Plus, metoda
ekstrakcji DNA, PCR.

Key words: Degraded DNA, Profiler Plus loci, DNA extraction
methods, PCR.
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WSTEP

DNA mikrosatelitarny stat sie bardzo uzytecznym i powszechnie stosowanym
narzedziem w genetyce sadowej mimo mniejszego polimorfizmu niz DNA
minisatelitarny. Jedng z przyczyn jest mniejsza wielko$¢ alleli w poréwnaniu do
DNA minisatelitarnego co czyni je, mimo mniejszych sit dyskryminacyjnych,
bardziej przydatnymi do identyfikacji DNA silnie zdegradowanego (5, 8, 14).
Wprowadzenie na rynek czutych, dobrze zoptymalizowanych zestawéw do
kompleksowego PCR stworzyto mozliwos¢ jednoczesnego, szybkiego, tanszego
i wiarygodnego amplifikowania wielu silnie dyskryminujgcych loci cztowieka.
Przyktadem takiego powszechnie stosowanego zestawu jest system Profiler Plus
(10, 18). W genetyce sadowej bardzo czesto identyfikacji poddawany jest
materiat biologiczny, ktéry ulegt degradacji pod wptywem niekorzystnych
czynnikow $Srodowiskowych bgdz w wyniku nieprawidtowego jego zabezpiecze-
nia. Ze wzgledu na matg site dyskryminacji oraz koszty analizy badanie
sekwencji DNA mitochondrialnego, najbardziej stabilnego z badanych rodzajéw
DNA, jest stosunkowo rzadko przeprowadzane i tylko w tych sytuacjach kiedy
analiza DNA jadrowego nie data satysfakcjonujacych wynikéw. Zdegradowany
materiat genetyczny wymaga bardzo ostroznej i szczegoétowej analizy, gdyz
zaréwno podczas reakcji mono - jak i kompleksowego PCR, moze czesto
dochodzi¢ do powstawania artefaktéw w wyniku nierbwnomiernej amplifikacji
alleli heterozygot, jak réwniez do catkowitej utraty jednego z alleli (zjawisko
stochastyczne). Artefakty tego typu powstajg szczegodlnie w tych sytuacjach, gdy
amplifikacji poddawana jest zbyt mata ilo§¢ DNA i/lub gdy badany DNA jest silnie
zdegradowany Ilub ewentualnie gdy dochodzi do hamowania reakcji PCR
w wyniku obecnosci inhibitoréow reakcji PCR (6, 9, 18, 19, 20, 22, 24).

Celem niniejszej pracy bylo badanie wptywu degradacji DNA na amplifikacje
poszczegdélnych loci testowanego systemu oraz zbadanie wptywu trzech metod
izolacji DNA z krwi o réoznym wieku na wydajnos¢ ekstrakcji i amplifikacje loci
zawartych w zestawie Profiler Plus.

MATERIALY | METODY

Materiatl biologiczny stanowita $wieza krew oraz sproszkowana krew ludzka
przechowywana w temperaturze pokojowej od miesigca do 70 lat.

Izolacja i pomiar ilosci DNA

DNA ze s$wiezej krwi izolowano metodg wg Wieganda i wsp. (25). DNA ze
sproszkowanej krwi przechowywanej od 1 miesigca do 70 lat w warunkach
pokojowych metodg wyzej wymieniong, metodg z Chelex-100 (23) oraz
dostepnym komercyjnie zestawem do izolacji DNA z krwi. llos¢ DNA w badanych
probkach oznaczano metodg fluorymetryczng (1, 2) i/lub metoda hybrydyzacji
z sondg swoistg dla ludzkiego DNA (OuantiBlot, PE USA) z zastosowaniem
chemiluminescencyjnej metody detekcji (ECL, Amersham).
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Degradacja DNA DNA-z3 |

Probki DNA o stezeniu 1,6 ug/uL poddawano trawieniu z 0,5 mU DNA-zy
w obecnosci buforu do DNA-zy przez 30 sek, 1, 2, 4 i 10 min w temperaturze 0 °C
(mieszaninia wodno-lodowa). Trawienie zatrzymywano przez dodanie 450 ul_
alkoholu absolutnego o temperaturze -20 °C i 15 ul. 3M octanu sodu (pH 5.2).
Precypitacje DNA kontynuowano przez noc w temperaturze -20 °C, a nastepnie
mieszanine wirowano przez 10 min przy 13000 rpm. Sprecypitowany DNA po
wysuszeniu zawieszano w 50 uL TE. Stopien spolimeryzowania DNA oznaczano
elektroforezg w zelu agarozowym wzgledem standardow wielkosci DNA.

Amplifikacja i detekcja produktéw systemu Profiler Plus

Amplifikacje loci wchodzacych w skiad zestawu Profiler Plus oraz rozdziat
produktébw PCR prowadzono na automatycznym sekwenatorze DNA ABI310
w warunkach opisanych uprzednio (15,16). Do amplifikacji uzywano optymalnego
stezenia DNA (1,25ng DNA/25uL mieszaniny PCR).

Analiza stosunku alleli heterozygot w elektroforegramach

Zgodnie z zaleceniami producenta zestawu Profiler Plus jako warto$é progo-
wg obecnosci allela w analizowanych elektroforegramach przyjeto sygnat >150
RFU (18). Stosunek alleli wyrazano procentowo przyjmujgc za 100% wysokos¢
wyzszego allel.

WYNIKI | OMOWIENIE

Degradacja DNA spowodowana dziataniem czynnikéw $rodowiskowych
(takich jak np: temperatura, wilgotnos¢, ziemia), w wyniku ztego przechowywania
$ladéw biologicznych czy tez wynikajgca z nieodpowiedniego doboru metody
izolacji czesto uniemozliwia uzyskanie profilu DNA (7, 11, 12, 17). Generalnie, im
mniejszy fragment DNA poddawany jest amplifikacji tym teoretycznie wieksza
szansa na to, aby zachowat sie w stanie nienaruszonym, a tym samym nadawat
sie do amplifikacji (13). Jednak nie zawsze silne hamowanie amplifikacji dtugich
fragmentow DNA, powstawanie artefaktow w postaci nierdwnomiernej amplifika-
cji alleli heterozygot (spadek alleli heterozygot ponizej 70%) czy tez catkowite
wypadanie jednego z alleli heterozygot jest efektem degradacji DNA. Wydajnos¢
amplifikacji oraz jakos$¢ profilu DNA zalezy réwniez od inhibitoréw obecnych
w ekstraktach DNA, nie usunietych do konca podczas procesu izolacji
i oczyszczania DNA (4, 6, 22, 18). Zrédtem inhibicji reakcji PCR w przypadku
Sladéw biologicznych mogg byé¢ réznego rodzaju barwniki tkanin, metale ciezkie,
hem czy tez kwas humusowy (3, 17, 23, 24). W niektoérych przypadkach kontrola
stopnia spolimeryzowania DNA pozwala jednak na ocene czy obserwowane
w profilu DNA artefakty lub zupetny brak amplifikacji jest efektem degradacji
DNA czy tez np. hamowania reakcji PCR przez inhibitory.
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Jednym z zatozen niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu kontrolowanej
laboratoryjnie degradacji DNA na amplifikacje loci Profiler Plus. DNA poddano
trawieniu DNA-zg przez rézny okres czasu w celu uzyskania DNA o réznym
stopniu degradacji. Efekt trawienia kontrolowano metoda elektroforezy w zelu
agarozowym (Rycina 1).

72 pz L=
310pz ——p
e

603 pz
872pz ——-

23130 pz G-,

1 2 3 - 5 6 7

Ryc. 1. Kontrola trawienia/degradacji DNA DNA-z3 | metodg elektroforezy w zelu
agarozowym.

Fig. 1. DNAse | digestion/degradation process controlled with agarose gel
electrophoresis.
Sciezka 1: standard wielko$ci DNA DRIgest lll (od 72 pz do 23130 pz);
Sciezka 2: wysokoczgsteczkowy DNA nie trawiony DNA-z3 I; Sciezka 3:
DNA trawiony DNA-zg | przez 30 s.; Sciezka 4: DNA trawiony DNA-z3 |
przez 1 min; Sciezka 5: DNA trawiony DNA-z3 | przez 2 min; Sciezka 6:
DNA trawiony DNA-z3 | przez 4 min; Sciezka 7: DNA trawiony DNA-z3 |
przez 10 min.
Lane 1. DNA length standard DRIgest Il (72bp - 23130bp); Lane 2: high
molecular DNA not digested with DNA-se |; Lane 3: DNA digested with
DNA-se | for 30 sec; Lane 4: DNA digested with DNA-se | for 1 min;
Lane 5: DNA digested with DNA-se | for 2 min; Lane 6: DNA digested
with DNA-se | for 4 min; Lane 7: DNA digested with DNA-se | for 10
min.

Dla DNA trawionego DNA-z3 przez 30 s. nie obserwowano wiekszych réznic
w jego jakosci. Efekt degradacji DNA byt wyrazniej widoczny dla prébki DNA
trawionej przez 1, 2 i 4 min. W przypadku probki trawionej przez 10 min
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obserwowano bardzo silng degradacje DNA. Kazda probka po trawieniu zostata
poddana nastepnie amplifikacji w identycznych warunkach. Rycina 2 przedstawia
efekt amplifikacji loci systemu Profiler Plus dla prébek DNA trawionych DNA-z3.
Analiza produktéw Profiler Plus w badanych prébkach wykazata, iz w przypadku
probki trawionej DNA-zg | przez 30 s. (niezdegradowany DNA; Ryc. 2, $ciezka 3)
oraz dla prébki trawionej przez 1 min (wykazujgcej zdegradowanie DNA do
wielkosci ponizej ok. 800 pz; Ryc. 2, Sciezka 4) uzyskano amplifikacje wszystkich
badanych loci. Jednak w przypadku tej ostatniej probki obserwowano ostabienie
sygnatéow amplifikacyjnych w poréwnaniu do prébki trawionej przez 30 s. Dla obu
badanych préobek stosunek wysokosci alleli obserwowanych heterozygot wynosit
ponad 70%. W przypadku prébki trawionej przez 2 min, dla ktérej obserwowano
spadek stopnia spolimeryzowania DNA do wielkosci ponizej ok. 600 pz (Ryc. 2,
Sciezka 5) stwierdzono zanik amplifikacji locus D7S820 oraz znaczne ostabienie
sygnatéw amplifikacyjnych szczegdlnie dla fragmentdw o najwiekszej masie
czgsteczkowej (D18S51, HUMFGA, D13S317 oraz D21S11). W przypadku
zdegradowania DNA do wielkosci ponizej ok. 300pz (czas trawienia 4 min;
Ryc. 2, Sciezka 6) uzyskano juz tylko amplifikacje genu amelogeniny. Natomiast
dla probki trawionej przez 10 min niemozliwe bylo zidentyfikowanie Zzadnego
z badanych Joci. Jest to wynikiem zdegradowania DNA do wielko$ci ponizej
100pz (Ryc. 2, s$ciezka 7) a tym samym nie zachowanie sie w catosci fragmen-
tbw DNA zawierajgcych nawet genu amelogeniny.

Bardzo podobne wyniki dla tego typu analizy przedstawit producent zestawu
(18). Z kolei Wallin i wsp. (22) badajgc wptyw DNA degradowanego DNA-zg | na
amplifikacje tripleksu zawierajgcego D3S1358, HUMVWA, HUMFGA wykazali,
ze amplifikacje wszystkich badanych Jloci mozna uzyskaé dla prébki wykazujgcej
spadek stopnia spolimeryzowania do wielkosci ok. 500pz. Natomiast
w przypadku zdegradowania DNA do wielkosci ok. 200pz mozliwe bylo
zidentyfikowanie tylko Jlocus D3S1358 i HUMVWA dla ktérych obserwowali
jednak znaczne ostabienia sygnatéw amplifikacyjnych.

Drugim celem pracy byto badanie wptywu rodzaju metody ekstrakcji DNA ze
sproszkowanej krwi o réznym wieku na wydajnos¢ i jako$¢ amplifikacji loci
Profiler Plus.

W tym celu z trzech prébek sproszkowanej krwi przechowywanej w warun-
kach temperatury i wilgotno$ci pokojowej przez 1 miesigc oraz 10 i 70 lat
izolowano DNA trzema réznymi metodami. Zastosowano metode z F/CH,
Chelex-100 oraz jeden z komercyjnych zestawow do izolacji DNA. Tabela |
przedstawia poréwnanie wydajnosci ekstrakcji DNA ze sproszkowanej krwi
przechowywanej przez rézny okres czasu.

Zdecydowanie najwieksza wydajnosc¢ ekstrakcji DNA uzyskano metodg F/CH
(Tab. I). Metoda z Chelex-100 pozwolita na uzyskanie ok. 20-krotnie mniejszej
iloSci DNA, niz metoda F/CH. Podobng wydajnos¢ uzyskano dla komercyjnego
zestawu w przypadku krwi przechowywanej przez 1 miesigc, natomiast dla 10-
i 70-letniej krwi nie okreslono stezenia uzyskanego DNA, gdyz jego ilos¢ byta
ponizej stezenia mozliwego do wykrycia metodg OuantiBlot z zastosowaniem
chemiluminescencji (mniej niz 78 pg DNA).



222 A. Maciejewska, R. Pawtowski Nr 3

,1 20 1 50 1 80 310 .240 J2 70 ‘300
320C 1
240C
. LA A
¢ B x | A
[BE 18 :DNA nie trawione DNA-za / 1G : DNA nie trawione DNA-za /
CIE 1Y :ONA nie trawione DNA-za /
320
240C 2
160C
e T ] |
¢ NN TN [TE
@ 2Y : Trawienie DNA-za przez 30 sek / 26 : Trawienie DNA-za przez 30 sek /
[l 28:Trawienie DNA-za przez 30 sek /
‘
156C
J
17c) 3
78C
.- | LA
c J " t“ A A.a i.ﬁ AA P a—y A
I  4Y :Trawienie DNA-za przez 1min / 4G : Trawienie DNA-za przez 1min /
48 : Trawienie DNA-za przez 1min /
156C
17¢ 4
78C
39C A
¢ . 7V I Y PSR 1 AA
L)@  3Y :Trawienie DNA-za przez 2 min / 3G : Trawienie DNA-za przez 2 min /
38 : Trawienie DNA-za przez 2 min /
24c ] 5
12C
:
Cl.. PRy TR P N e - A aa P .A_

O@  6Y:Trawienie DNA-za przez 4 min /

6G : Trawlenle DNA-za przez 4 min /
M 68:Trawienie DNA-za przez 4 min /

24c ] 6

12¢]

5 (— ] i P

D 7Y : Trawienie DNA-za przez 10min / 7G : Trawienle DNA-za przez 10min /
ﬁ 78 : Trawlenie DNA-za przez 10min /

Ryc. 2. Amplifikacja loci Profiler Plus z DNA trawionego DNA-zg I. Panel 1 -
DNA nie trawiony; Panel 2 - trawienie przez 30 s.; Panel 3 - trawienie
prze 1 min.; Panel 4 - trawienie przez 2 min.; Panel 5 - trawienie przez 4
min.; Panel 6 - trawienie przez 10 min.

Fig. 2. Amplification of Profiler Plus loci of matrix DNA digested with DNA-se I.
Panel 1 DNA not digested; Panel 2 - digestion for 30s.; Panel 3 - diges-
tion for 1 min.; Panel 4 - digestion for 2 min.; Panel 5 - digestion for 4
min.; Panel 6 - digestion for 10 min.
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Tabela I. Poréwnanie wydajnosci ekstrakcji DNA ze sproszkowanej krwi
przechowywanej przez rézny okres czasu.

Table 1. Comparison of DNA yield after extraction using three different
extraction methods.

Metoda izolacji Uzyskana ilo§¢ DNAw ng / ulL *
Extraction method DNA yield in ng/uL

1 miesieczna | 10-letnia krew | 70-letnia krew
krew Blood stored Blood stored
Blood stored for 10 years for 70 years
for 1 month
FENOL-CHLOROFORM 10 6.5 4.6
PHENOL-CHLOROPHORM
CHELEX-100 0.7 0.5 0.3
KOMERCYJNY ZESTAW 0.6 ’ *
COMMERTIAL KIT

* - $rednia z pieciu oznaczen (average value from 5 assays)
* - ponizej wykrywalnego stezenia 78 pg DNA metodg OuantiBlot (P£);
concentration below detectable level of 78pg of DNA using OuantiBlot kit (PE).

W wyniku poddania amplifikacji DNA wyizolowanego z krwi przechowywanej
przez 1 miesigc dla kazdej metody izolacji uzyskano kompletny profil DNA
o poréownywalnym sygnale amplifikacyjnym (elektroforegraméw rozdziatu tych
produktéw PCR nie przedstawiono w niniejszej pracy).

W przypadku DNA wyizolowanego z krwi przechowywanej przez 10 lat
zarowno dla metody F/CH, jak i Chelex-100 uzyskano amplifikacje wszystkich
loci o zbalansowanym sygnale amplifikacyjnym. Dla DNA wyizolowanego
komercyjnym zestawem w ogodle nie uzyskano amplifikacji (elektroforegramoéw
rozdziatu tych produktéw PCR nie przedstawiono).

Poddanie amplifikacji DNA wyizolowanego z krwi przechowywanej przez 70
lat wykazato, iz zdecydowanie najlepsze wyniki daje metoda F/CH (Ryc. 3, panel
1), w przypadku ktérej otrzymano zbalansowany sygnat amplifikacyjny wszystkich
loci. Na podstawie przeprowadzonej ilosciowej analizy profili stwierdzono, iz
badana krew jest mieszaning materiatu pochodzgacego od co najmniej 3 osdb.

W przypadku DNA wyizolowanego metodg Chelex-100 (Ryc. 3, panel 2)
uzyskano znacznie stabszy sygnat amplifikacyjny badanych loci z preferencyjng
amplifikacja fragmentéw DNA o mniejszej masie czasteczkowej (genu ameloge-
niny oraz loci: D3S1358, D8S1179, D5S818 i HUMVWA), dla ktérych obserwo-
wano frakcje typu N i N+1. Nie uzyskano amplifikacji dtuzszych fragmentéw DNA
(loci: D7S820, D18S51). Dla komercyjnego zestawu (Ryc. 3, panel 3) nie
uzyskano amplifikacji zadnego z locus.

Wydajna ekstrakcja DNA z plam biologicznych jest jednym z krytycznych
etapow procesu badania DNA w aspekcie sadowym. Najlepsze wyniki (najwiek-
szy odzysk DNA) dla kazdej z badanych krwi uzyskano metodg F/CH (Tab. 1).
Jednoczesnie stwierdzono, iz wyniki amplifikacji loci systemu Profiler Plus w
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Ryc. 3. Wynik amplifikacji loci Profiler Plus z trzech prébek DNA izolowanych ze
sproszkowanej krwi o wieku 70 lat. Panel gorny izolacia DNA metodg
F/CH, panel $srodkowy metodg Chelex 100, piki podswietlone przedsta-
wiajg fragmenty typu N+1; panel dolny komercyjnym zestawem do izola-
cji DNA.

Fig. 3. Results of Profiler Plus loci amplification from DNA isolated from 70 year
old blood crusts. Top panel isolation using the F/CH method, Middle
panel isolation using the Chelex-100 method; Bottom panel isolation
using the commercial kit.

przypadku bardzo starej krwi (70-letniej) byly lepsze dla metody F/CH niz dla
metody Chelex-100. Podkreslenia wymaga fakt, iz dla metody Chelex-100,
podobnie jak i dla F/CH, uzyskano wystarczajgcg ilos¢ DNA a mimo to
obserwowano brak amplifikacji fragmentéw DNA o najwiekszej masie czgstecz-
kowej. Dlatego tez nalezy przypuszczaé¢, iz spadek wydajnosci amplifikacji
spowodowany byt najprawdopodobniej obecnoscig w ekstrakcie DNA inhibitoréw
polimerazy DNA nie usunietych podczas procesu izolacji DNA i/lub degradaciji
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izolowanego DNA (24). Podobne obserwacje dla metody Chelex-100 przedstawit
Lygo i wsp. (9). Podajg oni, iz w przypadku zastosowania metody Chelex-100 do
izolacji DNA z bardzo starych probek krwi obserwowano czesto spadek
wydajnosci amplifikacji dtugich fragmentéw DNA.
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W pracy przedstawiono wyniki badan populacyjnych nad zréznicowaniem fenotypowym
w obrebie 14-tu loci typu AmpFLP i STR. DNA wyizolowano z krwi petnej pobranej od
dorostych niespokrewnionych oséb z terenu Polski pétnocnej. Amplifikacje analizowa-
nych fragmentéw DNA przeprowadzano zaréwno w pojedynczych reakcjach PCR (loci:
D1S80, D17S5, F13B, FGA, LPL) jak i metodg kompleksowego PCR (triplexy: CTT, FFv
i DDD.) Produkty PCR rozdzielano na natywnych i denaturujgcych zelach poliakrylami-
dowych i barwiono metodg srebrowg. W oparciu o uzyskane czestosci alleli obliczono
wybrane parametry statystyczne (PD, PIC, PE, PM) wskazujgce na wysokg przydatnos¢
analizowanych loci w medycynie sgdowe;.

The main aim of the paper was present the results of population data on genetic variation
at 14 VNTR loci AmpFLP and STR types. DNA was isolated from blood samples taken
from adult unrelated individuals of North area of Poland by non-enzymatic and non-
organic method. Amplification was performed using both single PCR reaction (D1S80,
D17S5, F13B, FGA, LPL) and multiplex PCR method (triplex: CTT, FFv, DDD). PCR
products were separated using native and denaturate electrophoresis conditions and
subsequent silver staining. Alleles were identified by comparing with allelic ladders. No
deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium were observed. Statistical parameters
(PD, PIC, PE, PM) showed that examined systems are useful for forensic medicine.

Stowa kluczowe: PCR, AmpFLP, STR, czestos¢ alleli.
Keywords: PCR, AmpFLP, STR, allele frequencies.

Allele wysoce polimorficznych loci typu VNTR obejmujgce zaréwno minisateli-
tarne uktady AmpFLP jak i mikrosatelitarne sekwencje repetytywne DNA typu STR
okre$lane metodg PCR znalazly szerokie zastosowanie w medycynie sadowej,
zaréwno w analizie §ladow biologicznych jak i w dochodzeniu ojcostwa (4, 6, 14).



