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Przedstawiono mozliwosci badawcze polimarficznych loci DNA cztowieka i ich wykorzysta-
nie w badanich medyczno—sgdowych. Uwzgledniono charakterystyke polimorficznych se-
kwencji satelitarnych, minisatelitarnych i mikrosatelitarnych. Krytycznie oméwiono zalety i
wady analizy multilocus oraz pojedynczego locus DNA z zastosowaniem techniki amplifi-
kacji DNA in vitro lub technik hybrydyzaciji z sondami molekularnymi.

Current possibilities of analysis of human polymorphic DNA loci and their application in
forensic medicine are presented. Characteristics involved polymorphic sequences of DNA,
especially satellite, minisatellite and microsatellite. Critical points of multilocus and singie
locus analysis using amplification of DNA in vitro or hybridization techniques are discussed.

WSTEP

Pierwsze doniesienia o polimorfizmie DNA pochodzg z prac Chargaffa (8),
ktory jeszcze przed poznaniem struktury DNA zauwazyt, ze poszczegolne gatunki
mozna charakteryzowac pod wzgledem zawartosci zasad G i C w DNA. Termin
polimorfizm obejmuje wg. Vogel'a i Motulsky’ego “cechy dziedziczone zgodnie z
prawami Mendla, ktore wystepuja w populacji co najmniej w dwéch fenotypach i
ktorych czestos¢ wystepowania przekracza 1%"” (38). O polimorfizmie DNA decy-
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dujg najczesciej pojedyncze zmiany sekwencji nukleotydow, ktére mogg byé
obecnie dos¢ tatwo wykrywane, gdyz prowadzg do powstania lub zaniku charak-
terystycznych sekwencji rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Badania
DNA tego typu okreslono jako analizg RFLP — analize polimorfizmu diugosci
fragmentow restrykcyjnych DNA. Olbrzymig zaletg badania RFLP jest fatwa wykry-
walnos¢ heterozygotycznosci. Polimorfizm DNA obserwowany w badaniach typu
RFLP wystepuje w genomie co 200-300 par zasad (pz). Sekwencje polimorficzne
nie sag jednak rdownomiernie rozmieszczone w genomie. Polimorficzne sekwencje
DNA, nie zmieniajace miejsc restrykcji moga by¢ obecnie wykrywane metoda PCR
lub hybrydyzaciji z sondami molekutarnymi swoistymi dla okreslonych alleli (ASO).
Polimorfizm DNA moze wynika¢ réwniez z wystepowania sekwenciji powtdrzonych
w genomie cztowieka. Sekwencje powtdrzone zalicza sie do dwéch grup: grupa |
obejmuje sekwencje tworzace duze tandemowe bloki, w ktérych jednostki powta-
rzajgce sie wystepujg kolejno po sobie, natomiast grupa Il obejmuje sekwencje
tworzgce mate tandemowe bloki zgrupowane lub rozproszone w genomie (39).

SATELITARNY DNA

Satelitarny DNA wraz z kilkkoma rodzinami sekwencji nalezy do grupy | sekwen-
cji powtdrzonych. Zanim pojawity sie pierwsze prace o badaniach DNA metodg
RFLP, czyli przed wykryciem enzymow restrykcyjnych i sond molekularnych,
jedyna technikg badawczg umozliwiajgcg obserwacje polimorfizmu DNA byto
wirowanie preparatéw DNA w gradientach gestosci i obserwowanie tzw. satelitar-
nego DNA jako pasma towarzyszacego gtéwnej frakcji genomowego DNA organi-
zmow eukariotycznych. W dalszych badaniach wykazano, ze frakcje satelitarnego
DNA sg sekwencjami utozonymi tandemowo, w bloki ztozone z kilku milionéw
krétkich motywow (4). Sekwencije te réznig sie od catkowitego DNA podwyzszong
zawartoscig par GC. Liczba powtérzen i czestos¢ ich wystepowania stanowi
charakterystyczna ceche danego gatunku. Termin satelitarny DNA stosowany jest
obeonle do okreslenia sekwencji tandemowych wystepujacych z czestoscig 10°-
107 , przy czym dtugos¢ motywu dochodzi zwykle do 300 pz, jednak zdarzajg sie
d’ruzsze powtdrzenia. Tatuz (36) uzupeiniajgc okreslenie sekwencji satelitarnych
zaktada, ze oznacza ono sekwencje powtdérzone 10°-10" w kazdym focus, z
jednym’lub dwoma /oci na chromosomie dla danego typu jednostki powtérzonej,
przy czym diugosc¢ sekwencji powtdrzonej wynosi od 2 do kilku tysiecy pz i ze sg
to sekwencje charakterystyczne dla heterochromatyny, a w szczegoélnosci dla
regionow centromerowych. U cztowieka wystepuja 4 frakcje satelitarne i stanowig
one blisko 6% catkowitego DNA. W poszczegdlnych frakcjach wystepujg homolo-
giczne sekwencje tzw. rodziny wspdinych sekwencji (24). Jedng z charakterysty-
cznych cech sekwencji satelitarnych jest wystepowanie konserwatywnych
motywow. Stosujgc sekwencje powtérzone gryzoni jako sondy molekularne w
hybrydyzacji z DNA cztowieka wykazano, ze wysoce konserwatywna jest sekwen-
cja (GGAAT)N, ktora wystepuje u wszystkich Eukaryota.

Poza satelitarnym DNA do grupy | sekwencji powtérzonych nalezy kilka rodzin
sekwencji. Jedna z rodzin — o satelitarny DNA — dominuje w genomie cztowieka i
sekwencije tej rodziny wystepuja w centromerach wszystkich chromosoméw. Pod-



Nr 3-4 DNA w badaniach medyczno sadowych 259

stawowy motyw ztozony jest z 171 pz i utozony jest tandemowo w bloki o wielkosci
od 250 tys. do 4 min pz. Innym przyktadem rodziny sekwengcii satelitarnego DNA
sg sekwencje B satelitarne, zwane réwniez rodzing Sau3A, ktére wystepujg z
czestoscig 4x1 ot w genomie czlowieka. Podstawowg jednostkg B satelitarnego
DNA jest motyw ziozony z 68 nukleotydéw, tworzacy jednostki wyzszego rzedu.

SEKWENCJE MINISATELITARNE

W 1985 roku Jeffreys doniést o nowej metodzie identyfikacji indywidualnej
opartej o zjawisko polimorfizmu DNA (15,16). Metoda Jeffreys'a znalazta natych-
miastowe zastosowanie w praktyce i pod nazwa DNA fingerprinting jest obecnie
szeroko stosowana w badaniach pokrewieristwa, ktérego potrzeba zachodzi nie
tylko w sprawach sadowych, lecz réwniez niezbedna jest dla potrzeb medycznych
w poradnictwie genetycznym, diagnostyce prenatalnej i transplantologii. Badania
DNA fingerprinting sg wykonywane rutynowo w ponad 30 krajach. Polimorficzne
sekwencje DNA wykryte przez Jeffreys’a nazwano w odrdznieniu od sekwencji
satelitarnych sekwencjami minisatelitarnymi. Termin sekwencje minisatelitarne
zostat wprowadzony do oznaczania konserwatywnych sekwencji rdzeniowych, w
wyizolowanym polimorficznym fragmencie sekwencji powtérzonych. Jak sig potem
okazato sekwencja GGGNNGTGGGG wystepuje w wielu opisanych dotychczas
sekwencjach charakteryzujgcych sie zmienng liczbg tandemowych powtdrzen |
jest komplementarna do sekwencji “chi” u E.coli. Sekwencje rdzeniowe odpowie-
dzialne sa prawdopodobnie za tworzenie minisatelitdw i utrzymanie r6znorodnosci
powtarzanych jednostek w danym locus dzieki nieréwnemu crossing—over pomig-
dzy tandemowymi powtérzeniami. Jeffreys zastosowat sekwencje rdzeniowe opi-
sanych minisatelitéw w hybrydyzacji z DNA cztowieka spodziewajgc sig, ze te
sekwencje beda hybrydyzowac z wieloma loci w genomie. Uzyte sondy oznaczone
numerami: 33.6 i 33.15 réznigce sie miedzy sobg dtugosciag i niektorymi nukleoty-
dami w sekwencji rdzeniowej hybrydyzujg z 17 loci genomowego DNA. Warto$c
diagnostyczng majg fragmenty wielkosci od 3.5-20 tys. par zasad, pozostate
znacznie mniejsze nie dajg czytelnego wyniku. Metoda DNA fingerprinting dostar-
cza informacji wytgcznie o fenotypie badanego DNA, lecz nie okresla genotypu,
gdyz w tym celu niezbedne sg informacje o czgstosci poszczegdinychlocii allelach
w nich wystepujacych.

Wkrétce po doniesieniach Jeffreys’a, Nakamura i wsp. (25) opisali dalsze loci
sekwencji minisatelitarnych, wykazali polimorfizm powtarzajgcych sie jednostek
jak rowniez zaproponowali dla nich nazwe VNTR (ang. variable number of tandem
repeats) — zmienna liczba tandemowych powtdrzen. Sekwencje minisatelitarne
réznig sie od sekwencji satelitarnych stopniem powtarzalnosci, dtugoscig jednostki
powtarzajgcej, sq bardziej rozproszone w genomie chociaz wykazujg tendencje do
grupowania sie w regionach telomerowych, szczegéinie w chromosomach czto-
wieka. Charakterystyczng cechg sekwencji minisatelitarnych wg Tautza (36) jest
powtarzanie sie okreslonych sekwencji rdzeniowych od 2 do kilkuset razy w
pojedynczym locus. Prawdopodobnie w genomie cztowieka wystepuje kilka tysigcy
takich loci, przy czym réznig sie jednostkami rdzeniowymi. Kazdy element powta-
rzajacy sie ztozony jest z 9 do 100 par zasad. Sklonowano juz wiele sekwengciji
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minisatelitarnych specyficznych dla danego locus, lecz nadal trwajg poszukiwania
nowych (25, 26). Jako pierwsze opisane sekwencje minisatelitarne nalezy wymie-
nic koniec 5’ genu insuliny (33), genu mieliny, region JH cigzkiego faricucha
immunoglobuliny, koniec 3’ genu CH ras, gen alfa—globiny, gen kolagenu typ Il (34)
i gen apolipoproteiny B (20). Najbardziej polimorficznym pojedynczym locus sg
fragmenty wykrywane sondg MS1. W locus wystepuja allele o wielkosci 1-23 tys.
pz i prawie 99% osobnikdw w populaciji to heterozygoci. Jednostka powtarzajaca
ztozona jest z 9 pz, co sugeruje wystgpowanie ponad 2400 alleli (18, 33).

Funkcja biologiczna minisatelitarnego DNA nie jest jeszcze wyjasniona, nie-
mniej sekwencje zlokalizowane sg w miejscach chromosoméw, ktére sg odpowie-
dzialne za tworzenie homologicznych par chromosoméw i ich ewentualng
rekombinacje. Sa to miejsca charakteryzujace sig prawdopodobnie wysokg aku-
mulacjg regionéw DNA o duzej zmiennosci. Nie wiadomo rowniez, czy minisateli-
tarne sekwencje DNA ulegajg ekspresji. Opisano dotychczas pojedyncze
przypadki kodowania przez te sekwencje biatek, np. locus MUC1 koduje mucyne.

Poriiewaz sekwencje minisatelitarne wykazujg wysoki stopier zréznicowania,
ktory pozostaje bez znaczgcego efektu fenotypowego, prawdopodobnie regiony
takie charakteryzujg sig wysoka czestoscig mutacji de novo, co wptywa na powsta-
wanie nowych alleli. WskaZnik mutacji dla komérek rozrodczych i somatycznych
jest wiec wazny i musi by¢ uwzgledniany przy dobieraniu systemu badawczego
dla zakresu medyczno—-sadowego. Mutacje komérek rozrodczych moga powodo-
wac trudnosci w opiniowaniu pokrewieristwa, a mutacje somatyczne trudnosci
zwigzane z mozliwosciami wystapienia réznic fenotypowych w poszczegdinych
tkankach tego samego organizmu. Dla przyktadu czestosé¢ mutacji dla sondy
molekularnej MS1 wynosi 0,05 na gamete i obniza warto$¢ tego markera mimo
heterozygotycznosci przekraczajgcej 99%.

SEKWENCJE MIKROSATELITARNE

W genomie Eukaryota wystepujg réwniez powtérzenia mono—, di—, tri- i
tetranukleotydowe. Litt i Luty (23) zaproponowali aby te sekwencje, w odréznieniu
od minisatelitow nazwac¢ mikrosatelitami. W 1991 Edwards i wsp. (10) wprowadzili
dodatkowo okreslenie STR (ang. short tandem repeat) — krotkie powtdrzenia
tandemowe. Wszystkie przebadane dotychczas sekwencje mikrosatelitarne od
mononukleotydow do tetranukleotyddw charakteryzuja sie polimorfizmem. W ge-
nomie cztowieka najczesciej wystepujg powtdrzenia typu: A>AC>AAAN>AAN>AG
(N oznacza A, C, G lub T), ktdre stanowig 76% wszystkich sekwencji mikrosateli-
tarnych. Okoto 12% tych sekwencji stanowiag tandemy o diugosci wiekszej niz 40
nukleotydow. Prawie 80% sekwencji z grupy A, AAN, AAAN, 50% sekwencji typu
AT oraz inne sekwencje mikrosatelitarne charakteryzujace sie niskg czestoscig
wystepowania w genomie cztowieka znajduje sie w sgsiedztwie rodziny sekwengji
Alu. Najczesciej w genomie cztowieka spotyka sie dwunukleotyd (CA)n/(GT)n
potocznie okrestany powtérzeniem CA. W genomie cztowieka wystepuje 50 000~
100 000 kopii powtorzen CA i pojawiajg sie $rednio co 30 tys. par zasad w
euchromatynie. Inne mikrosatelity jak (A)n/(T)n i (AAAT)n/(TTTA)n charakteryzujg
sie réwniez polimorfizmem i coraz czesciej stosowane sg w badaniach (35).
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Obecnie w diagnostyce molekularnej najbardziej przydatne sg sekwencje (NNN)n
i (NNNN)n, ktére w poréwnaniu z sekwencjami (CA)n wykazuja dwie istotne zalety
~tatwiejszy rozdziatiidentyfikacja poszczegolnych alleli oraz mniejsze prawdopo-
dobienstwo wystapiena artefaktéw wywotanych btedami polimerazy. Przydatno$cé
tych sekwencji ograniczona jest jednak ich mniejszg czgstoscig wystepowania w
genomie. W 1989 roku trzy grupy réwnoczesnie podaty informacije o réznorodnosci
sekwencji mikrosatelitarnych wykrytg dzieki reakcji PCR (283, 25). Powtorzenia CA
mogg by¢ wyszukane w znanych sekwencjach genomu dzigki zastosowaniu
programow komputerowych lub dzieki przeszukaniu tzw. bibliotek krotkich sekwen-
cji sondami molekularnymi poli(dC—dA)/poli(dG—dT). Weissenbach i wsp. (40)
obierajgc druga strategie zidentyfikowali 5300 mikrosatelitdw w genomie cztowieka
zczego 84% mozna amplifikowac w reakeji PCR przy czym 93% zamplifikowanych
markerow wykazuje polimorfizm. W badaniach mikrosatelitarnego DNA ukierun-
kowanych na analizy rutynowe niezbedne jest, aby markery mikrosatelitarne
wykazywaly heterozygotycznosé w powyzej 70% badanej populacii.

Inna grupa sekwenciji mikrosatelitarnych obejmuje powtdrzenia 3 lub 4 nukleo-
tydow. Rodzina powtarzajgacych sie tetranukleotydéw GATA/GACA zostata ziden-
tyfikowana i wyizolowana z satelitarnego DNA weza (11). Nastepnie wykazano, ze
tego typu powtdrzenia wystepuja u wszystkich Eukaryota, i ze sg polimorficzne.
Dodatkowg zaletg tych powtdrzer jest to, ze po amplifikacii nie trzeba ich rozdzielaé
na duzych zelach sekwencyjnych jak to jest w przypadku powtérzen CA. Trzy— i
czteronukleotydowe powtdrzenia wystepuja co 300-500 tys. par zasad w chromo-
somie cztowieka i sg rozrzucone z tg sama czestoscig w catym genomie (okoto 10
000 loci). W diagnostyce molekularnej, a szczegéinie w medycynie sadowej te
sekwencje bardzo czesto poddaje sie analizie, poniewaz charakteryzujg sie krot-
kimi, lecz polimorficznymi allelami co jest bardzo wazne, gdy analizowany jest
czgsciowo zdegradowany DNA.Charakterystyka sekwencji satelitarnych, mini-
satelitarnych i mikrosatelitarnych zostata podsumowana w Tabeli I.

SONDY MOLEKULARNE STOSOWANE W RUTYNOWYCH BA-
DANIACH DNA

Po opublikowaniu pionierskiej pracy Jeffreys'a pojawito sie wiele doniesier o
nowych sondach molekularnych, zaréwno z osrodkéw naukowych jak i firm komer-
cyjnych (1, 25). Réwnolegle, dla wielu loci DNA cztowieka, klasyczna hybrydyzacja
wg Southerna zostata zastapiona reakcjg taricuchowg polimerazy — PCR (5, 6, 19).
Doprowadzito to do wyksztatcenia sie dwdch gtéwnych kierunkéw badan, z ktérych
kazdy posiada swoich zwolennikéw i przeciwnikow. Badania DNA fingerprinting
mozna zasadniczo podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza z nich stanowi analiza
pojedynczego locus (ang. single locus system, SLS), natomiast druga grupa
obejmuje jednoczesng analize wielu loci (ang. multilocus system, MLS). Wymie-
nione grupy badari mozna okre$li¢ jako analize jednopunktowa lub wielopunktowa.
Whioski co do identyfikacji lub pokrewieristwa badanych oséb w sprawach o
ustalenie ojcostwa formutowane sa na podstawie poréwnania wielkosci fragmen-
tow DNA wystepujgcych utych oséb. Celem umozliwienia wnioskowania w oparciu
0 analizg jednopunktowg konieczne jest wykonanie badari dla co najmniej 46



Tabela |. Charakterystyka powtérzert DNA
Table |. Characteristics of DNA repeats

Zastosowanie

Charakterystyczne
motywy powtorzen
Wystepowanie

gestosci CsCl lub Ag-Cs2S04
identyfikacja chromosoméw

Duza réznorodnosé

Cztowiek, zwierzeta, rosliny,
grzyby, bakterie

PCR (100-1000 pz)
Diagnostyka molekularna

Duza réznorodnos¢

Cztowiek, zwierzeta,
rosliny, bakterie

Charakterystyka Satelity Minisatelity Mikrosatelity

Czestoséé powtdrzen 10%-10" 2-400 5-100

Liczba loci 1-2/chromosom 4000 10%-10°

Jednostka powtérzenia 200-5000 pz 7-100 pz 1—bpz

Lokalizacja Heterochromatyna Rozproszone Réwnomierne
Centromery Czgsto telomery Czesto transkrybowane

Wykrywanie Ultrawirowanie w gradiencie Hybrydyzacja (1—20 tys. pz) PCR (100-500 pz)

Mapowanie genéw
Diagnostyka molekularna
A, AC, AAAT, AG, AT, AAAG

Cziowiek, zwierzeta
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Tabela Il. Poréwnanie technik badawczych stosowanych do badar powtorzert DNA
Table Il. Comparison of techniques applied in analysis of DNA repeats

v—€ IN

Hybrydyzacja z sondg Amplifikacja DNA

Rodzaj analizy Analiza Analiza Analiza

wielopunktowa | jednopunktowa jednopunktowa
Rodzaj DNA Genomowy Genomowy Genomowy Genomowy Antygeny HLA Mitichondrium
Polimorfizm DNA Minisatelity Minisatelity Minisatelity Mikrosatelity | Polimorfizm DNA |  Polimorfizm DNA
Informatywnosc Bardzo wysoka Wysoka Srednia Srednia Srednia Wysoka
Specyficznosc Niska Bardzo wysoka | Bardzo wysoka | Bardzo wysoka | Bardzo wysoka Bardzo wysoka
Réznicowanie DNA Brak Réznicuje Roéznicuje Roznicuje Réznicuje Nie réznicuje
Genotyp Nie ustala Ustala Ustala Dobrze ustala Dobrze ustala | Bardzo dobrze ustala
Okreslanie Bardzo wysokie Wysokie Srednie Srednie Srednie Macierzyristwo
pokrewieristwa
Stopien trudnosci Wysoki Niski Niski Wysoki Bardzo wysoki Niski
Czasochtonnosé 1 tydzien 1 tydzien 2dni 3dni 3 dni 1 tydzien
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Tabela Ill. Polimorficzne loci DNA stosowane w dochodzeniu spormnego ojcostwa
Table Ill. Polymorphic DNA loci used in paternity testing

Locus | Lokalizacja Sonda Motyw | Allele |Heterozygo- | Mutacje | Metoda Startery dla PCR. Produkt| Specyficznosc
(PZ) tycznosc lub sekwencja powtérzona w DNA (pz) gatunkowa
(%)
Multilocus (CAC)5 15 H (CAC)5 Brak
Multilocus (TCC)s 15 H (TCC)5 Brak
Multilocus (GACA)4 | 16/23 H (GACA)4 Brak
Multilocus (GATA)4 | 16/23 H (GATA)4 Brak
Muttilocus (CA)8 16 H (CA)8 Brak
Multilocus (GAA)6 18 H (GAA)6 Brak
Multilocus F10 12 0,004 H TATGGTGGTGGT 4400- Brak
23100+
Multilocus M13 H GAGGGTGGXGGXTCT Brak
Multilocus MZ1.3 27 0,0003 H 1900- Cztowiek
23000
D1847 1 CRI-L336 88 H 2000- Cztowiek
9000
D1s80 1p pMCT118 16 31 84 PCR GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG 430- Cztowiek
GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC 814
D187 1p33-p35 Ms1 9 >100 99 0,05 H GTGGAYAGG 1200- Cztowiek
19200
D1s111 1cen—-q24 33.6 0,006 H (AGGGCTGGAGG)3 3000- Brak
12000
D75437 | 1q31.1-qter 33.15 0,006 H AGAGGTGGGCAGGTGG 3000~ Brak
25000
D1s8 1q42-q43 MS32 29 50 70 0,00001, H <6000 Czlowiek
APOB 2p24-p23 ApoB 14 PCR ATGGAAACGGAGAAATTATG Czlowiek
CCTTCTCACTTGGCAAATAC
D5843 5q35—qgter MS8 30,29 86 <0,003 H GGGCTGGGGAGATGGTGGAGGAGGTGTTGG 2200- Cztowiek
AGGCTGGGGAGATGGTGGAGGAAGAGTACGTGGAYAGG] 13700
ACTBP2 6 SE33 4 >23 95 PCR AATCTGGGCGACAAGAGTGA Cziowiek
ACATCTCCCCTACCGCTATA
Des22 6 CRI-L1077 83 H 500~ Cztowiek
2200
HLADQo 6 HLADQa 8 PCR 244~ Cztowiek
239

¥9¢

Awezg N

v—€ IN



cd. Tabeli Il

D75104 7 CRI-5194 85 H 5000~ | Czlowiek
11000
D7521 7p22-pter | MS31 21 97 0,054 | H TGGGAGGTGGRYAGTGTCTG 3200- | Czlowiek
13000
D7522 7936-gter G3 37 9% 0,009 | H AGAAAGGCGGGYGGTGTGGGCAGGGAG 1600- | Czlowiek
RGGCAGGAAT 14500
D118129 11 CRI-R365 66 H 500- | Cztowiek
3500
HUMTHO1| 11p15.5- | HUMTH1 4 8 79 PCR GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT 178- | Naczelne
p1s GTGAATCCCATTGGCCTG 202
D118¢7 11913 MS51 77 0,007 | H 1300- | Czlowiek
4300
COL2A1 12q13.1 11 PCR CCAGGTTAAGGTTGACAGCT Czlowiek
GTCATGAACTAGCTCTGGTG
D12S11 12q24.3- | MS43A 45 96 0,002 | H TGTGTGTAATGGGTATAGGGAGGCCCCC 3300- | Cztowiek
ater GGGAAGGGGGTGTGGYG 14300
D168309 16p MS205 97 0,004 | H 1000- |  Cziowiek
5500
D17S30 17 pYNZ22 70 >10 PCR CGAAGAGTGAAGTGCACAGG 170- | Cziowiek
CACAGTCTTTATTCTTCAGCG 870
D18317 18 CRI-L159 84 H 1000~ |  Czlowiek
2000
D20S15 20 CRI-L355 83 H 800~ | Cztowiek
6000
D218112 21 CRI-L427 94 H 700- | Czlowiek
3400
DX8424 X 8 PCR ACCTAGTTGGAGGCTATGCA 181~ |  Cziowiek
CCCAGTTACTAACATCTATG 199
DXS52 X St14 60 16 PCR GGCATGTCATCACTTCTCTCATGTT 700~ | Czowiek
CACCACTGCCCTCACGTCACTT 3000
DYZ1 Y 1 PCR ATTACACTACATTCCCTTCCA 102 Czlowiek
AGTGAAATTGTATGCAGTAGA
DYZ4 Y CRI-DP105 H <500~ | Cztowiek
3100
H — analiza DNA metoda hybrydyzacji z sondami molekularnymi
PCR — analiza DNA metodg amplifikacji DNA in vitro

Produkt — wielko$¢ fragmentéw DNA uzyskiwanych metodg PCR lub hybrydyzacji z sondami
Rubryki nie wypetnione — brak danych w pismiennictwie
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niezaleznych loci. Ocene pokrewienstwa przeprowadza sie z uwzglednieniem
czestosci wystepowania dtugosci fragmentéw DNA obserwowanych w toku badan
populacyjnych. Wiasnie w tej kwestii wywigzata sie goraca dyskusja naukowa,
gdyz niektére stosowane w praktyce sondy molekularne SLP (single locus probes)
wykrywajg wiecej niz 100 réznych fragmentow DNA i ocena czestosci wystgpowa-
nia w populacji kazdego z tych wariantéw nie jest mozliwa. Wartos¢ analizy
jednopunktowej zalezy wigc od homogennosci populacji i dla izolowanych grup
etnicznych moze byc¢ inna niz dla wiekszej populacji,

Alternatywnym podejsciem badawczym jest analiza multilocus, analiza wielo-
punktowa. Jednym z najlepiej udokumentowanych badart z tej grupy jest jedno-
czesne wykrywanie wielu fragmentéw DNA przy uzyciu sondy MZ 1.3 lub (CAC)5
(27). Jednoczesna analiza DNA cztowieka w okoto 70 reginach zawiera tyle
informacji, ze jej ocena klasycznym modelem genetycznym nie jest obecnie
mozliwa, dlatego rozwinieto nowe metody analizy statystycznej, pozwalajgce
sprowadzi¢ wynik do warto$ci liczbowej. Zatozenia obliczen statystycznych sa
dyskutowane od kilku lat, krytyka dotyczy przede wszystkim teoretycznych pod-
staw obliczen. Na uwage zastuguja wyniki badarn przedstawione w wieloosrodko-
wej pracy 7 laboratoriéw (2, 3), z ktérych wynika, ze w badaniach nad
dochodzeniem spornego ojcostwa wystepujg dwie nie naktadajace sie grupy —
potwierdzen i wykluczen. Na poczatku lat dziewiecdziesigtych pojawity sie donie-
sienia wskazujgce na brak modelu genetycznego dla oszacowania wynikow uzy-
skanych analizg multitocus. W odpowiedzi na krytycyzm pojawity sie doniesienia
wykazujgce ogromng doktadnosé i wysokg informatywnosc analizy wielopunkto-
wej. Przyjmuje sie, ze ta analiza DNA obejmuje jednoczesnie kilkadziesiat loci i
ostatnio przygotowano nowe metody statystyczne, pozwalajgce sprowadzi¢ wynik
badarn do wartosci liczbowej, np. prawdopodobieristwa ojcostwa (programy kom-
puterowe, np. PATER lub PATERN}).

Porownanie analizy DNA metodami hybrydyzacji z sondami molekutarnymi |
amplifikacji DNA matodg PCR przedstawiono w Tabeli ll. Wady i zalety poszcze-
goélnych metod zostaty przedstawione przez autoréw w Archiwum Medycyny
Sagdowej i Kryminologii (30, 31). Z Tabeli Il wynika réwniez, ze badania moga by¢
wykonane takze na mitochondralnym DNA |, co jest szczegdlnie wazne, gdy
materiat badawczy wykazuje zdegradowanie DNA i jadrowy DNA, kiéry mogtby
stuzy¢ do badan nie wystepuje w dostatecznej ilosci. Mitochondralny DNA nie
moze by¢ stosowany w badaniach nad dochodzeniem spornego ojcostwa, ponie-
waz dziedziczony jest wytgcznie od matki. Analiza mitochondralnego DNA jest
bardzo przydatna w badaniach materiatdéw z ekshumacji lub katastrof i moze byc
wykorzystana zaréwno w badaniach antropologicznych jaki medyczno—sgdowych.
Wykaz najczesciej stosowanych w badaniach pokrewienstwa sond molekularnych
i starteréw w reakcji PCR oraz ich charakterystyke przedstawiono w Tabeli 111

PERSPEKTYWY ROZWOJU BADAN POLIMORFICZNYCH SE-
KWENCJI DNA

W najblizszej przysztosci oczekiwac mozna dalszego postepu badar polimor-
ficznych sekwencji DNA. Autorzy zaktadaja, ze postep obejmowat bedzie zaréwno
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dobor materiatu badawczego, jak i zwigkszenie czuto$ci metod oraz automatyzacii
procedur analitycznych. W etapie wstgpnym przygotowania materiatu do badan
wystepuje na pewno opdznienie metodyczne i sprzetowe w stosunku do samej
strategii badar DNA, kt6ra umozliwa wykrycie zmian pojedynczych nukleotydow.
Etap przygotowania DNA do badan jest jednak najwazniejszy, gdyz rzutuje na
wykonywane analizy. Dla przyktadu obecno$¢ inhibitorow enzymow w preparatach
DNA uniemozliwi badanie DNA lub spowoduje powstanie artefaktow. Jest to
szczegdlnie niebezpieczne przy stosowaniu badari opartych wytacznie o enzyma-
tyczng amplifikacje DNA in vitro. Moze dochodzié tu do wybiérczej amplifikacii
niektorych alleli z pominieciem innych. Z kolei postep w samych badaniach DNA
jest ogromny i mozliwe jest badanie matych iloéci DNA, nawet z pojedynczych
komorek. W przypadkach materiatu przeznaczonego do badar medyczno—-sgdo-
wych czestym zjawiskiem jest zdegradowanie DNA. Badania DNA moga dac wtedy
wynik fatszywie negatywny, dlatego wszelkie badania DNA poprzez jego amplifi-
kacje powinny przebiega¢ w obecnosci kontroli doswiadczenia.

Zwiekszenie czutosci metod obejmowaé bedzie coraz szersze wprowadzanie
chemiluminiscencii i kolorymetrii do detekcji DNA, co w przysztosci zaowocowac
ma zautomatyzowaniem badania DNA na poziomie rozdziatu elektroforetycznego
i detekcji wyniku. Trwajg rowniez poszukiwania nowych, optymalnych markeroéw
do badari DNA, ktdre charakteryzowatyby sie wielkoscig w zakresie 100-500 pz i
wykazywatyby duzy polimorfizm wielkosci oraz wysoki stopier heterozygotyczno-
$ci, a jednoczesnie niewielka czesto$§¢ mutacji. Rozwdj informatyki umozliwi
przygotowanie specjalistycznych baz danych jednak z tym zagadnieniem bardzo
silnie wigze sie standaryzacja badari wykonywanych przez rézne placowki czy
kraje. Problem ten na pewno nie ulegnie rozwigzaniu w najblizszej przysztosci,
gdyz metody biologii molekularnej, a w szczegélnosci PCR uwarunkowane sg
wieloma parametrami i ich standaryzacja nie jest obecnie mozliwa.
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