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Celem pracy byto okresienie czestosci alleli uktadu D1S80 dla populacji Polski Pdtnocnej
(obszar Gdanska). DNA izolowano metodg nieenzymatyczna i nieorganiczng z krwi pobra-
nej od 207 niespokrewnionych oséb. Po amplifikacji produkty PCR rozdzielono na horyzon-
talnym zelu poliakrylamidowym w niecigglym systemie buforowym. Elektroforegramy
barwiono metodg z azotanem srebra, a obecnosc poszczegdinych allei okreslano porow-
nujgc z “drabinami alleli” dla uktadu D1880. W populacji stwierdzono 19 alleli i 59 fenotypow.
Rozktad alleli jest bi-modalny z najczestszymi allelami 18 (20,05%) i 24 (36,23%). Badany
uktad charakteryzuje sie wysokg sitg dyskryminacji i heterozygotycznoscig (odpowiednio
0.935 i 80.2%), oraz niskim wspodtczynnikiem dyskryminacji (0.0706) co czyni go wielce
przydatnym do badan identyfikacyjnych.

The main aim of the work was investigation of allele frequencies of D1S80 system of
population of North Poland. DNA was isolated using non—enzymatic and non-organic
method, from 207 blood samples of unrelated persons. PCR products were separated on
horizontal polyacrylamide gels using discontinuous buffer system. Electrophoregrams were
stained with silver and alleles were identified comparing with D1S80 allelic ladder. In the
analysed population 19 alleles and 59 phenotypes were found. Distribution of D1S80 alleles
is bi-modal with the most frequent 18 (20.05%) and 24 (36.23%). Analysed system has a
high power of discrimination and heterozygosity (0.935 and 80.2% respectively) and low
index of discrimination (0.0706). The above parameters prove that D1S80 system is a good
one for identification purposes.

Odkrycie w ludzkim genomie wysoce polimorficznych sekwencji, typu VNTR,
oraz opracowanie metody PCR bardzo wyraznie zdynamizowato postep hemoge-
netyki sgdowej. Reakcja PCR umozliwita badanie polimorfizmu DNA nie tylko w
$wiezych probkach biologicznych ale réwniez w $ladach biologicznych, gdzie
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bardzo czesto obserwuje sie wysoce zdegradowany DNA, a ponadto dostgpny w
znikomych ilosciach. Dotychczas stosowana w hemogenetyce sadowej technika
RFLP jest czasochtonna (1-2 tygodnie), kosztowna i wymagajaca czesto uzycia
izotopéw. PCR natomiast wymaga znikomej ilosci materiatu (np. nabtonki jamy
ustnej, czy cebulki wtosowe zamiast probek krwi), jest prosta i szybka (czas petnej
analizy 1 dzien) i stosunkowo tania. Te cechy metody PCR powodujg, ze wypiera
ona technike RFLP nie tylko z badar sladdw biologicznych, ale i z badari spornego
ojcostwa.

Wsréd polimorficznych systemow typu VNTR (zmiennej liczby tandemowych
powtorzen), aktualnie stosowanych do celow identyfikacyjnych wyrézni¢ mozna
struktury typu mikrosatelitarnego (STR —short tandem repeats) gdzie kolejne allele
roznig sie pomiedzy sobg o 1-6bp oraz minisatelitarne gdzie tandemowo-repety-
tywna sekwencja jest wieksza niz 6bp. Do sekwencji VNTR typu minisatelitarnego
zalicza sie m. in. lokus D1S80 obecny na krotkim ramieniu pierwszego chromoso-
mu cztowieka (9). Poszczegoine allele (w liczbie ok. 30) réznig sie pomiedzy sobg
wielokrotnoscia sekwencji repetytywnej o wielkosci 16bp i mieszczg sie, dla alleli
od 16 do 41 powtorzen, w przedziale wielkosci od ok. 378bp do 816bp.

Celem pracy byto okreslenie alleli i fenotypdéw uktadu D1S80 dla populacji 207
niespokrewnionych oséb z terenu Polski Ptnocnej.

MATERIALY | METODY

Badana populacja

Probki pobrano od 207 niespokrewnionych os6b obu pici pochodzacych z
obszaru Polski Pétnhocnej.

Ekstrakcja DNA

Z krwi pobranej na EDTA izolowano DNA stosujgc metode nieenzymatycznej
ekstrakcji (12), ktéra wg. naszych doswiadczen dawata w poréwnaniu do metody
z DATB (Easy Blood DNA Prep, A&A Biotechnology, Gdansk) i klasycznej metody
izolacji DNA (4) najwyzszy odzysk. Petne poréwnanie w/w metod zawarte zostato
w innej pracy (14). Jakos¢ wyizolowanego DNA badano metodg elektroforezy w
zelu agarozowym a jego ilo$¢ oznaczano metodg fluorymetryczna.

Ekstrakcja DNA z kosci
Ekstrakcje prowadzono wg. metody Hochmeistera i Budowle (7).
Amplifikacja metoda PCR lokus D1S80

Primery D1S80:

Do amplifikacji lokus D1S80 uzywano primerdw (9) o nastepujacych sekwen-
cjach:

Primer 1: 5 — GAA ACT GGC CTC CAAACACTG CCCGCCG-3

Primer2: 5 - GTC TTG TTG GAG ATG CACGTG CCCCTTGC -3
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Warunki amplifikacji:

uzywano od 5-10ng matrycowego DNA, 1U Tag polymerase (Ampli Taq Perkin—
Elmer lub Taq polymerase Promega), 1 uM kazdego z primeréw, 200 uM kazdego
z nukleotydéw, 1,5mM MgClz, 10xPCR buffer (Promega lub Perkin—Elmer) oraz
ultrafiltrowanej wody do koricowej objetosci 25 pl. Mieszaning reakcyjng przykry-
wano 25 ul oleju mineralnego. Amplifikacje prowadzono (Biometra Triothermob-
lock lub Polychain Ii, Polygen, Niemcy), w nastepujgcych warunkack:
denaturyzacja wstgpna — 95°C/2min, a nastepnie 28 cykli amplifikacyjnych skfa-
dajacych sie z denaturacji 94°C/1min, hybrydyzacji primeréw 67°C/1min i wydtu-
zania 72°C/4min. Proces koriczono elongacjg 72°C przez 10min.

Elektroforeza i detekcja produktéw PCR.

Produkty PCR (2—4 ul) rozdzielano na poziomym zelu poliakrylamidowym
(20x12x0.045cm; 7.5%T, 3%C, sieciowanym piperazynodwuakrylamidem PDA) w
nieciagtym systemie buforowym (1, 17). Rozdziat prowadzono przy statym nate-
zeniu pradu (20mA) w temperaturze 12°C, do momentu osiggniecia przez biekit
bromofenylowy tacznika anodowego. Elektroforegramy barwiono metoda z azota-
nem srebra (1).

Nomenklatura alleli D1S80.

Allele systemu D1S80 oznaczono wg. nomenklatury przyjetej przez ISFH
(International Society of Forensic Haemogenetics) opierajgcej sie na opisywaniu
allelu poprzez ilo$¢ jednostek repetytywnych (5). Allele okreslano poréwnujac z
“drabinami alleli” (Perkin—Elmer) lub przygotowanymi w Instytucie Medycyny Sa-
dowej Uniwersytetu w Miinster, Niemcy).

Obliczenia statystyczne

Z zaobserwowanych czestosci alleli obliczono oczekiwang czegstosc genoty-
péw stosujac rownanie Hardy’ego—-Weinberga (H-W). Zgodno$¢ obserwowanych
i oczekiwanych czestosci z réwnaniem H-W badano testem Xz. Obserwowana
heterozygotyczno$é porownywano z nieobcigzong estymacia czestosci heterozy-
got (h) + btad standardowy dla h (13). Sitg dyskryminacji obliczano ze wzoru:

PD = 1 — X(Pi)?
gdzie Pi jest czestoscig kazdego genotypu.

Wspotezynnik dyskryminacji (DI) obliczono wg. Wong’a i wsp. (19). Znamien-
no$¢ statystyczng roznic w czestosciach alleli dla réznych populacji obliczano
stosujac test Xz dia tabeli czteropolowej lub wielopolowej, uwzgledniajac poprawki
w przypadku poréwnywania ilosci obserwaciji mniejszych niz 5.

WYNIKI I DYSKUSJA

Metody ekstrakcji DNA.

Do izolacji DNA z 207 prébek krwi stosowano szybka (1 godzina), nie wyma-
gajaca stosowania odczynnikdw organicznych i proteinazy K oraz bardzo wydajng
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metode izolacji DNA (12). Izolacja DNA ta metodg stosowana jest w naszym
Zaktadzie od korica 1992 roku i z powodzeniem sprawdza sie w metodzie PCR jak
i RFLP.

Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR.

Stosowany system rozdziatu fenotypéw D1S80 daje bardzo czytelne rozdziaty
i nie powoduje trudnoéci w ich prawidtowym nazwaniu. Przy 20 cm zelu mozliwe
jest rozdzielenie drabiny alleli D1S80 na dtugosc blisko 6 cm. Przy przestrzeganiu
ilosci DNA dodawanego do amplifikacji uzyskuje sie czyste amplifikaty bez dodat-
kowych nieswoistych produktéw. Sporadycznie uzyskiwane dodatkowe frakcje
pojawiajg sie poza zakresem drabiny alleli i nie sprawiajg trudnosci interpretacyj-
nych.

Genetyka populacyjna lokus D1S80

DNA wyekstrahowane przedstawiong metoda dato amplifikacje we wszystkich
analizowanych prébkach. Z 207 analizowanych probek, 54 poddano podwdjnym
oznaczeniom (ponowna izolacja i amplifikacja), stwierdzajac petng powtarzalnosé
wynikow we wszystkich podwajnie przebadanych przypadkach. W badanej popu-
lacji 207 osob zaobserwowano 19 alleli oraz 59 genotypéw ze 190 teoretycznie
mozliwych dla tej ilosci alleli. Tabela | przedstawia rozktad obserwowanych feno-
typow D1580 dla badanej populacji 207 oséb. Rozkfad czestosci genotypow jest
bi-modalny. Najczestszymi genotypami sg 18/24 (17,87%) oraz 24/24 (13,52%).
Czestosc pozostatych genotypéw nie przekracza 5%. W badanej populacii stwier-
dzono allele w zakresie od 18 do 41 powtdrzeri. Nie obserwowano alleli 34,35 |
38-40. Najczestsze allele zgodnie z oczekiwaniami to 24 | 18 (Tabela I1) wystepu-
jace z czestoscig odpowiednio 36,23 i 20,05%. Rzadko obserwowano allele
posrednie, ktére nie odpowiadaty doktadnie allelom w drabinach alleli. W takiej
sytuacji allel przypisywano do najblizszego allelu o nizszej ilosci tandemowych
powtdrzen (zgodne z zaleceniami Komisji Serologicznej PTMSIK). Tego typu
interallele moga byc¢ efektem, jak sie sugeruje, innej ruchliwosci fragmentéw o
bardzo zblizonej dtugosci, ale innej sekwencji (8). Interallele obserwuije sie znacz-
nie rzadziej podczas rozdziatu produktdw na wertykalnych zelach poliakrylamido-
wych. CzegstoSci najczestszych alleli 18 i 24 sa zblizone do tych, ktére
obserwowano dla innych populacji Kaukazoidéw w Europie i wahajg sie dla allelu
18 od 19.8% (Niemcy) (16) do 30.7% (Finlandia) (15), a dla allelu 24 od 26%
(Lublin) (11) do 38% (Holandia) (10). (Tabela !l). Poréwnanie czestosci alleli 18 i
24 wystepujacych w populacji Polski Pétnocnej z czestosciami obserwowanymiw
populacjach europejskch przedstawionych w Tabeli Ill, nie wykazato réznic zna-
miennych statystycznie dla allelu 24 i 18 z wyjatkiem znamiennej statystycznie
réznicy zaobserwowanej dla allefu 18 przy poréwnaniu jego czestosci w populacji
polskiej i firiskiej (x% = 10.3151; P<0.0001).

Rycina 1 przedstawia poréwnanie czestosci alleli D1S380, obserwowanych dla
populacji badanych w Zaktadzie Medycyny Sadowej w Lublinie oraz w Gdarisku.
W obu przypadkach uzyskano podobny rozktad czestosci, chociaz w przypadku
populacji badanej w Lublinie uzyskano wyraznie nizsza czestosé allelu 24 (26.0%)
niz dla populacji badanej w naszym Zaktadzie (36.23%). Réznica ta nie jest jednak
Zznamienna statystycznie (xz = 3.5903; P = 0.0770 + 0.084 SE). Statystycznie
znamienne rdznice pomigdzy populacjami badanymi w Lublinie i Gdansku stwier-



Nr 3-4 Ukiad D1S80 251

Tabela |1 Czestosci obserwowanych genotypéw D1S80 w populacji 207 os6b z Polski
Pétnocne;.
Frequency of D1S80 genotypes observed in 207 unrelated Poles from North Poland.

Genotyp Obserwowana ilos¢/% Genotyp Obserwowana ilo$¢/%
Genotype Number observed/% Genotype Number observed/%
18-18 6/2.90 24-24 28/13.53
18-20 3/1.45 24-25 9/4.35
18-22 5/2.42 24-26 3/1.45
18-23 2/0.97 24-27 1/0.48
18-24 37/17.87 24-28 3/1.45
18-25 3/1.45 24-29 7/3.38
18-26 2/0.97 24-30 1/0.48
18-27 2/0.97 24-31 9/4.35
18-28 5/2.42 24-32 3/1.45
18-29 2/0.97 25-25 2/0.97
18-31 7/3.38 25-26 2/0.97
18-36 1/0.48 25-27 1/0.48
18-37 2/0.97 25-28 2/0.97
19-24 1/0.48 25-29 3/1.45
20-22 1/0.48 25-31 1/0.48
20-23 2/0.97 25-32 1/0.48
20-24 4/1.93 26-27 1/0.48
20-37 1/0.48 26-29 2/0.97
21-23 1/0.48 26-32 1/0.48
21-24 1/0.48 26-36 1/0.48
21-28 1/0.48 27-31 1/0.48
22-22 1/0.48 28-28 2/0.97
22-24 6/2.90 28-30 3/1.45
22-28 2/0.97 28-33 1/0.48
22-29 1/0.48 29-31 1/0.48
22-30 1/0.48 29-37 2/0.97
22-32 1/0.48 31-31 2/0.97
23-24 9/4.35 31-36 1/0.48
23-27 1/0.48 31-41 1/0.48
23-29 1/0.48
Tabela Il Czestosci alleli uktadu D1S80 w populacji 207 oséb z Polski Pétnocnej.
Allele frequency of D1S80 in a population of 207 persons from North Poland
Allel Czestosd Allel Czegstosé
Allel Frequency Allel Frequency
18 0.2005 31 0.0604
19 0.0024 32 0.0145
20 0.0266 33 0.0024
21 0.0072 34 -~
22 0.0459 35 -
23 0.0386 36 0.0072
24 0.3623 37 0.0121
25 0.0628 38 -
26 0.0290 39 -
27 0.0169 40 -
28 0.0507 41 0.0024
29 0.0459
30 0.0121
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Tabela Il Porownanie niektorych parametréw badanych populacji europejskich dia uktadu
D1S80.
Comparison of some European population parameters of D1S80 system.

Kraj N Najczestsze allele Heterozygotycznosé | Wspdiczynnik
dyskryminaciji

Country Most frequent alleles heterozygosity (DP)

Dania 210 | 18(22.4%); 24 (37.1%) | 0.77 0.93

Denmark

(18)

Finlandia 140 | 18(30.7%); 24 (31.1%) | 0.77 0.92

Finnland

(1)
Hiszpania 203 | 18(22.4%); 24 (37.2%) | 0.80 -
Spain
2)
Holandia 150 | 18 (21.7%); 24 (38.0%) | 0.71 0.94
Netherland
(10)
Niemcy 218 | 18(24.5%); 24 (36.7%) | 0.81 -
Germany
(17)
Niemcy 250 | 18(19.8%); 24 (34.6%) | 0.86 —
Germany
(16)
Szwajcaria 100 | 18(23.0%); 24 (34.5%) | 0.82 -
Switzerland
(6)
Polska 48 18 (20.8%); 24 (26%) 0.75 -
Lublin
Poland
(11)
Polska 207 | 18(20.0%); 24 (36.2%) | 0.80 0.94
Gdarisk
Poland

dzono dla allelu 21 (x° = 6.4882; P = 0.0200 + 0.0044 SE) oraz dla allelu 31 (3 =
5.7906; P=0.0180 + 0.0042 SE). Globalne poréwnanie czestosci alleli D1580 (od
alielu 16 do 41) dla populacji badanej w Lublinie i w Gdarisku wykazato, ze réznig
sie one znamiennie statystycznie (xz = 38.1600; P = 0.0060 + 0.0024 SE). W
badanej populacji 207 oséb obserwowano heterozygotycznos¢ w wysokosci
80.2%. Obliczenie oczekiwanej czestosci heterozygot (h) oraz btedu stan-
dardowego dla h dato wartos¢ 0.812 + 0.027, czyli bardzo zblizong do wartosci
obserwowanej. Zgodnos¢ obserwowanej i oczekiwanej heterozygotycznosci
swiadczy o wiarygodno$ci metody umozliwiajacej prawidtowe okreslenie genotypu
i sugeruje jednoczesnie brak znaczacej ilosci btednych typowarn np. poprzez utrate
alleli (ang. allelic drop out) manifestujgcej sie zwiekszong iloscig homozygot w
populacji. Heterozygotyczno$¢ D1S80 w réznych krajach Europy waha sie od 0.71
(Holandia) (10) do 0.86 (Niemcy) (16). Dla badanej populacji obliczono réwniez
site dyskryminacji i wspoiczynnik dyskryminacji (19) dla uktadu D1S80, ktdre
wynoszg odpowiednio 0.935 i 0.0706. Wysoka wartos¢ sity dyskryminacji oraz
niska wartos¢ wspdtczynnika dyskryminacji potwierdzajg duzg przydatnos¢ uktadu
D1S80 do celéw identyfikacyjnych. W celu okresienia potencjalnego odchylenia
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Rycina 1. Diagram przedstawiajacy poréwnane czestosci rozktadu alleli lokus D1S80 dla
populacji lubelskiej (11) i gdariskie;j.
Populacja badana w Gdarisku — ciemniejsze stupki; populacja badana w Lublinie — jasniej-
sze stupki.
Fig. 1. Diagram shows comparison of allele distribution of D1S80 locus for Lublin (11) and
Gdarnsk population.
Gdarisk population — dark bars. Lublin population — light bars.

od prawa réwnowagi Hardy'ego—-Weinberga zastosowano test Xz_ W tym celu
utworzono 5 grup alleli (I — 18, 1l — 19-23, lli — 24, IV — 25-28 and V — 29-41)
dajacych 15 klas genotypdw (3). W badanej populacji dla uk’radu D1S80 nie
stwierdzono niezgodnosci z prawem Hardy’ego—Weinberga (x =17.178, df = 13,
0.2>P>0.1). Uzyskane dane populacyjne D1S80 dla Polski p&tnocnej pozwalajg
wiec aktualnie na obliczanie czestosci fenotypow D1S80 w sprawach identyfika-
cyjnych.
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Zastosowanie uktadu D1S80 do badania sladéw biologicznych.

Uktad D1580 wprowadzony zostat w naszym Zaktadzie jako drugi po amelo-
geninie do badari identyfikacyjnych $ladéw biologicznych na poczatku 1993 roku.
Nasze doswiadczenia wskazujg na duzg jego przydatnosé¢ do badania plam
biologicznych szczegdinie w przypadkach amplifikacji DNA izolowanego z plam
nasienia i cebulek wtosowych oraz tkanek migkkich. W niektorych przypadkach
mozliwe jest uzyskanie amplifikacji D1S80 z DNA izolowanego z kosci.

Rycina 2 przedstawia zastosowanie uktadu D1S80 do badar identyfikacyjnych
ludzkiego szkieletu. Prawie kompletny szkielet z resztkami tkanek migkkich zna-
leziony zostat w wodzie. Przypuszczano, ze sg to zwtoki zaginionej kobiety, do
ktorej zabojstwa przyznat sie jej maz, twierdzac jednak zdecydowanie iz ciato po
zabdjstwie w catosci spalit w domowym piecyku. Amplifikacja sekwencji swoistych
dla ptci (amelogenina) oraz ogledziny szkieletu potwierdzity, ze szkielet ten pocho-

Rycina 2. Badanie identyfikacyjne. Profile D1S80 uzyskane po amplifikacji DNA wyizolowa-
nego ze szkieletu kobiety (Sciezka 5 — fenotyp 24/29), oraz trzech prébek poréwnawczych:
mezczyzny (Sciezka 2 — fenotyp 18/29) oraz jego dwojga dzieci ($ciezka 3 — fenotyp 18/29
i Sciezka 4 — fenotyp 18/24). Sciezka 1 i 6 drabiny alleli D1S80. Katoda u gory ryciny.

Fig. 2. Identification analysis. Profiles of D1S80 obtained after amplification of DNA isolated
from woman’s skeleton (lane 5 ~ phenotype 24/29) and of three compared samples (lane 2
—phenotype 18/29) and two their children (lane 3 — phenotype 18/29 and lane 4 — phenotype
18/24). Lanes 1 and 6 contain allelic ladders of D1S80. Cathode at the top.
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dzi od kobiety. W celu stwierdzenia czy znaleziony szkielet faktycznie jest szkie-
letem zaginionej, wyizolowano DNA z krwi podejrzanego, dwojki jego dzieci oraz
z substancji zbitej kosci NN kobiety. U obojga dzieci stwierdzono obecnosé alleli
wystepujgcych u ich ojca jak i DNA wyizolowanym ze szkieletu (Rycina 2).
Podobng zgodnosé jak w przypadku uktadu D1S80 stwierdzono rowniez w ukta-
dach SE33, TC11 (wyniki nie zamieszczone w pracy). Amplifikacja uktadu Apo B
data wynik negatywny. Uzyskane wyniki potwierdzajg mozliwo$¢ uzyskania ampli-
fikacji uktadu D1S80 z DNA izolowanego z kosci 0 znaczym stopniu zaawansowa-
nia degradacji, bedacych réwniez materiatem, w ktérym iloé¢ ludzkiego DNA jest
zazwyczaj znikoma.
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