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POLIMORFICZNE SEKWENCJE DNA | ICH ZASTOSOWANIE
W DOCHODZENIU SPORNEGO OJCOSTWA

Diagnostyka molekularna nalezy do najbardziej dynamicznie rozwijajacych
sie dziatéw biologii i medycyny. Najwczesniej, bo juz w potowie lat 80-tych
znalazta ona zastosowanie w genetyce cztowieka. Ztozyto sie na to wiele czynni-
kow, przede wszystkim wprowadzenie sond molekularnych i enzymow restry-
keyjnych, jak rowniez nowych technik badawczych, takichjak: klonowanie DNA,
blotting Southerna, sekwencjonowanie, znakowanie i detekcja DNA, PCR
i synteza oligonukleotydéw a takze ogromne zapotrzebowanie na precyzyjne
badania diagnostyczne rodzin z ryzykiem wystgpienia choréb genetycznych.

Weczesniejsze doniesienia z zakresu diagnostyki molekularnej byty przedsta-
wiane w artykutach autoréw zamieszczonych w Postepach Biochemii (Jaruzeiska
i Stomski 1990, Jungerman i Stomski 1990, Stomski iWSpé‘I'aUt. 1992, Kwiatko-
wska | Stomski 1992), Biotechnologii (Stomski | WSpél’aUt. 1989, Siomski
iwspotaut. 1993) i Kosmosie (Jungerman i Stomski 1987). Obecnie w diagnostyce
molekularnej mozna wyro6zni¢ kierunki badan rutynowych oraz wskazac perspe-
ktywy jej dalszego rozwoju w biologii i medycynie.

Doskonatym przyktadem postepu diagnostyki molekularnej ijej wykorzysta-
nia w praktyce jest dochodzenie spornego ojcostwa. W 1985 roku Jeffreys
i wspoétpracownicy (1985a, b) doniesli o nowej metodzie identyfikacji indywidu-
alnej opartej o zjawisko polimorfizmu DNA. Metoda Jeffreys’a znalazta natych-
miastowe zastosowanie w praktyce i pod nazwg DNA fingerprinting jest obecnie
szeroko stosowana w diagnostyce molekularnej (tab. 1). Potrzeba okre$lenia
ojcostwa wystepuje nie tylko w sprawach sadowych o ustalenie spornego
ojcostwa, lecz rowniez niezbedna jest dla potrzeb medycznych w poradnictwie
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genetycznym, diagnostyce prenatalnej i transplantologii. Badania DNA finger-
printing sg wykonywane rutynowo w ponad 30 krajach. W USA wykonuje sie
rocznie ponad 100 tysiecy tych testéw i liczba tawykazuje tendencje wzrostowa.
W Polsce ten rodzaj analizy DNA zostat wdrozony przez Stomskiego i wspOtpra-
cownikéw w 1987 roku i analizajest obecnie wykonywana rutynowo w placéw-
kach we Wroctawiu, Lublinie i Poznaniu. W badaniach wykorzystuje sie polimor-
fizm sekwencji powtérzonych w DNA.

Tabela 1
Wdrozenie do badan rutynowych analizy polimorfizmu DNA

1985 w marcu A. Jeffreys opisat technike DNA fingerprinting

1985 w kwietniu dopuszczono dowdd z analizy DNAw postepowaniu imigracylnym

1985 w Wielkiej Brytanii dopuszczono dowod z analizy DNAw dochodzeniu spornego
ojcostwa

1986 w pazdzierniku w Wielkiej Brytanii dopuszczono dowdéd z analizy DNA
w wykryciu sprawcy morderstwa

1987 wyniki analizy DNA dopuszczono do postepowaniaw sgdach Wielkiej Brytanii
i USA

1987 rozpoczecie wykonywania badari DNA fingerprinting w Polsce

1988 zastosowanie analizy DNA w badaniach rodzinnych

1989 w USA ostra krytyka badan polimorfizmu DNA wykorzystywanych do orzeczen
sadowych

1990 Kongres USA zaakceptowat badania typu DNA fingerprinting

1991 ostra krytyka oceny statystycznej badan polimorfizmu DNA

1992 Komitet Badann Naukowych USA uznaje badania DNA jako niezmiernie cenne
przy identyfikacji indywidualnej

1993 rozpoczecie rutynowego wykonywania badan polimorfizmu DNA w ponad

30 krajach

Sekwencje powtdérzone, wystepujgce w genomie cztowieka, zalicza sie do
dwéch grup: grupa | obejmuje sekwencje tworzace duze tandemowe bloki,
w ktérych jednostki powtarzajgce sie wystepuja kolejno po sobie, natomiast
grupa Il obejmuje sekwencje tworzgce mate tandemowe bloki zgrupowane lub
rozproszone w genomie (Vogt 1990). Grupa | sekwencji powtdérzonych jest
reprezentowana przez sekwencje satelitarnego DNA oraz rodziny sekwencji
powtérzonych, natomiast do grupy Il nalezg sekwencje minisatelitarne i mikro-
satelitarne.

SATELITARNY DNA

Sekwencje satelitarne sg sekwencjami utozonymi tandemowo obok siebie,
w bloki ztozone z kilku milionéw krotkich motywéw (Britten i Koiine 1968).
Roznig sie od catkowitego DNA podwyzszong zawartoscig par GC. Nazwa sekwen-
cje satelitarne pojawita sie zanim wykazano, ze sktadajg sie one z tandemowych
powtorzen. Nazwa wynikata z obserwacji wirowania preparatéw DNA w gradien-
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cie gestosci CsCl, gdzie sekwencje te tworzyly dodatkowe frakcje. DNA Eukaiyota
tworzy w czasie wirowania w gradiencie gestosci dwie lub nawet kilka frakcji w
odréznieniu od genomowego DNA Prokaryota tworzgcego jedng frakcje. Liczba
powtérzonych sekwencji i czestos¢ ich wystepowania stanowig charakterystyczng
ceche danego organizmu. Niektore sekwencje powtérzone charakteryzuja sie taka
samag zawartoscig nukletydowGC, jak pozostaty genomowy DNA. Ten typ sekwen-
cji to tak zwane satelity Kiyptyczne, poniewaz frakcjonuja sie one razem z gtdbwng
frakcja genomowego DNA. Termin satelitarny DNA jest stosowany obecnie do
okreslenia sekwencji tandemowych wystepujacych z czestoscia 103-107. Zwy-
kle dtugos¢ sekwencji powtdrzonej dochodzi do 300 par zasad, czasami zdarzaja
sie dtuzsze. Wedtug TAUTZA (1993) okreslenie satelitarny DNA oznacza sekwencje
powtdrzone 103-107 w kazdym locus, zjednym lub dwoma loci na chromosomie
dla danego typu jednostki powtorzonej, przy czym dtugosé sekwencji powtdrzonej
wynosi od 2 do kilku tysiecy par zasad i sg to sekwencje charakterystyczne dla
heterochrornatyny, a w szczegélnosci dla regionéw centromerowych.

SEKWENCJE MINISATELITARNE

Najbardziej polimorficzne sekwencje w genomie cziowieka skladajg sie
z tandemowo powtarzajacych sie sekwencji minisulelitarnych (Nakamura
i wspotaut. 1987) i obecnie sg szeroko stosowane w diagnostyce molekularnej.
Termin sekwencje minisatelitarne zostat wprowadzony przez Jeffreys'a i wspot-
pracownikéw (1985a) do oznaczania konserwatywnych sekwencji rdzeniowych,
w wyizolowanym polimorficznym fragmencie sekwencji powtérzonych. Jak sie
potem okazato, sekwencja GGGNNGTGGGG wystepuje w wielu opisanych
dotychczas sekwencjach charakteryzujacych sie zmienng liczbg tandemowych
powtdrzen ijest komplementarna do sekwencji ,,chi” u Escherichia colt Sekwen-
cje rdzeniowe sg odpowiedzialne prawdopodobnie za tworzenie minisateli-
téw i utrzymanie réznorodnej liczby powtarzanych jednostek w danym locus
dzieki nieréwnemu crossing-over pomiedzy tandemowymi powtérzeniami. Mini-
satelity zostaly wykryte réwnoczesnie w wielu placowkach, gdzie jednocze$nie
wykazano ich polimorfizm (Benn i wspotaut. 1982). Jeffreys jako pierwszy
wykazat, ze sekwencje minisatelitarne nalezg do sekwencji wystepujgacych
powszechnie w genomach, ze sg uorganizowane w powtarzajgce sie jednostki i
jako pierwszy zastosowal w praktyce badawczej minisatelity, wprowadzajac do
badarn technike DNA fgingerprinting (Jeffreys i wspétaut. 1985b). Jeffreys
zastosowat sekwencje rdzeniowe opisanych minisatelitow w hybrydyzacji z DNA
cztowieka spodziewajac sie, ze te sekwencje bedg hybrydyzowac z wieloma loci
w genomie. Uzyte sondy oznaczone numerami: 33.6 i 33.15, roéznigce sie
miedzy sobag diugoscig i niektdorymi nukleotydami w sekwencji rdzeniowej,
hybrydyzujg z 17 loci genomowego DNA. Wartos¢ diagnostyczng majg fragmenty
wielkosci od 3,5-20 tys. par zasad, pozostate znacznie mniejsze nie dajg czytel-
nego wyniku.

Nakamuraiwspo6tpracownicy (1987) opisali dalsze loci sekwencji minisateli-
tarnych, wykazali polimorfizm powtarzajgcych sie jednostek, jak réwniez zapro-
ponowali dla nich nazwe VNTR (ang. variable number of tandem repeats) —
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zmienna liczba tandemowych powtoérzen. Sekwencje minisatelitarne réznia sie
od sekwencji satelitarnych stopniem powtarzalnosci, dtugoscigjednostki powta-
rzajgcej, sg bardziej rozproszone w genomie chociaz wykazujg tendencje do
grupowania sie w regionach telomerowych, szczeg6lnie w chromosomach czto-
wieka (Royle i wspotaut. 1988). Charakterystyczng cechg sekwencji minisateli-
tarnych, wedtug Tautza (1993) jest powtarzanie sie okreslonych sekwencji
rdzeniowych od 2 do kilkuset razy w pojedynczym locus. Prawdopodobnie w
genomie cziowieka wystepuje kilka tysiecy takich loci, przy czym réznig sie
jednostkami rdzeniowymi. Kazdy element powtarzajgcy sie jest ztozony z 9 do
100 par zasad. Obecnie sklonowano juz wiele sekwencji minisatelitarnych,
specyficznych dla danego locus. Nadal trwajg poszukiwania nowych. Stosuje sie
w tym celu klony wykrywajgce zmienne powtdrzenia i przeszukuje nimi biblioteki
genomowego DNA (Knowliton i wspotaut. 1986). W tym hybrydyzuje sie DNA
z bibliotek z sondami oligonukleotydowymi o sekwencji odpowiadajgcej wczes-
niej opisanym sekwencjom VNTR (Nakamura i wspétaut. 1987, 1988) lub wklo-
nowuje w bakteriofaga lambda fragmenty wyizolowane z mieszaniny fragmentow
powtarzajacych, powstajgcej po trawieniu genomowego DNA enzymami re-
strykcyjnymi z grupy czesto tnacych, i hybrydyzuje z rdzeniami sekwencji
powtérzonych. Opisane jako pierwsze tego typu sekwencje minisatelitarne na-
lezy wymieni¢ koniec 5’ genu insuliny (Smith i wspdlaut. 1990), gen
mieliny (Boylan i wspotaut. 1987), region JH ciezkiego taricucha immunoglo-
buliny (Sitvaiwspoétaut. 1987), koniec 3’ genu CH ras (Capon i wspétaut. 1983),
gen alfa-globiny (Higgs iwspotaut. 1986), gen kolagenu typ Il (Stoker i wspotaut.
1985) igen apolipoproteiny B (Kno ttiwspoétaut. 1986). Najbardziej polirnorficzny
pojedynczy locus zawiera fragmenty wykrywane sondg MSI, ktérego allele sg
wielkosci rzedu 1-23 tys. pz i prawie 99% osobnikoéw w populacji to heterozygoci.
Jednostka powtarzajgca jest ztozona z 9 pz i dotychczas opisano 2400 alleli dla
tej sondy (Wong iwspoétaut. 1987, Smith i wspétaut. 1990b, Jeffreys i wspétaut.
1991). Jezeli jako sondy stosuje sie tandemowe powtdrzenia konserwatywnego
motywu sekwencji minisatelitarnych, wowczas w hybrydyzacji Southerna otrzy-
muje sie dla kazdego osobnika jednoczesnie wiele réznych fragmentéw DNA;
powstaje specyficzny dla osobnika ,fingerprint”. Do takich sond nalezg miedzy
innymi wspomniane juz wczesniej sondy 33.6 i 33.15.

SEKWENCJE MIKROSATELITARNE

W genomie Eukaryota wystepujg powtérzenia mono-, di-, tri- i tetranukleo-
tydowe. Lut i Luty (1989) zaproponowali, aby te sekwencje w odr6znieniu od
minisatelitow nazwa¢ mikrosatelitami. W 1991 roku Edwards i wspétpracownicy
wprowadzili dodatkowo okreslenie STR (ang. short tandem repeat) — krotkie
powtérzenia tandemowe. Skrét STRjest réwniez czesto stosowany do okreslenia
syntetycznych powtérzenn tandemowych w technice DNA fingerprinting (Vergna-
ud 1 wspoétaut. 1991), dlatego w ostatnim okresie zalecanym terminem sg
sekwencje mikrosatelitarne.

Wszystkie przebadane dotychczas sekwencje mikrosatelitarne od mononu-
kleotydéw do tetranukleotydéw charakteryzuja sie polimorfizmmem. W genomie
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cztowieka najczes$ciej wystepujg powtdrzenia typu: A > AC > AAAN > AAN > AG
(N oznacza cytozyne guanine lub tymidyne), ktére stanowig 76% wszystkich
sekwencji mikrosatelitarnych. Okoto 12% tych sekwencji stanowig tandemy
0 dtugosci wiekszej niz 40 nukleotydow. Prawie 80% sekwencji z grupy A, AAN,
AAAN, 50% sekwencji typu AT oraz inne sekwencje mikrosatelitarne charaktery-
zujgce sie niskg czestoscig wystepowania w genomie cztowieka znajduje sie
w sasiedztwie rozproszonych elementéw rodziny Alu. Dotycticzas w diagnostyce
posredniej najbardziej uzytecznymi sg sekwencje (CA)n/(GT)n. Inne mikrosate-
lity, jak (A)n/(T)n i (AAAT)n/(TTTA)n charakteryzuja sie réwniez polimorfizmmem
1coraz czesciej sa stosowane w badaniach (Tautz 1989, Economou i wspoétaut.
1990, Zutiani i Hobbs 1990). Obecnie w diagnostyce molekularnej najbardziej
sg przydatne sekwencje (NNN)n i (NNNN)n, ktére w poréwnaniu z sekwencjami
(CA)n wykazujag dwie istotne zalety — tatwiejszy rozdziat i identyfikacja poszcze-
golnych alleli oraz mniejsze prawdopodobienstwo wystgpienia artefaktow wywo-
tanych btedami polimerazy. Przydatnos¢ tych sekwencji jest ograniczonajednak
ich mniejszg czestoscig wystepowania w genomie. Wiekszos¢ sekwencji mikro-
satelitarnych, zlokalizowanych w sekwencjach Alu, wystepuje w regionie 3’ tych
sekwencji w pozycji, w ktorej zazwyczaj wystepuja sekwencje poli(A). Trzy grupy
sekwencji mikrosatelitarnych (dwie: (A)n/(T)n ijedna ((AC)n/(TG)n, (AG)n/(TC)))
znaleziono w sekwencjach rodziny Alu w miejscu przeznaczonym dla krétkich
sekwencji typu (A)n/(T)n. Dotychczas nie wykazano sekwencji mikrosatelitar-
nych w regionie 5’ elementowAlu (Beckman iW eber 1992). Najczesciej w genomie
cztowieka spotyka sie dwunukleotyd (CA)n/(GT)n potocznie okreslany powtoérze-
niem CA (iyc. 1). Wystepuje 50 000-100 000 kopii powtdérzern CA w genomie
cztowieka i pojawiajg sie srednio co 30 tys. par zasad w euchromatynie (Stallings
i wspétaut. 1991). W 1989 roku trzy grupy rownoczesnie podaty informacje
0 réznorodnosci sekwencji mikrosatelitarnych wykrytg dzieki reakcji PCR (We-
ber | May 1989, Lrrr i Luty 1989, Tautz 1989). Powtdrzenia CA mogag byc¢
wyszukane w znanych sekwencjach genomu dzieki zastosowaniu programow
komputerowych lub dzieki przeszukaniu bibliotek krétkich sekwencji z sondami
poli(dC-dA)/poli(dG-dT). W eissenbach i wspétpracownicy (1992) obierajac druga
strategie zidentyfikowali 2995 mikrosatelitéw w genomie cztowieka, z czego 84%
(2506) zostato zamplifikowanych. Jak sie potem okazato 93% zamplifikowanych
markeréw wykazywato polimorfizm.

Inna grupa sekwencji mikrosatelitarnych obejmuje powtérzenia 3 lub 4
nukleotydéw. Rodzina powtarzajacych sie tetranukleotydéw GATA/GACA zo-
stata zidentyfikowana i wyizolowana z satelitarnego DNA weza (Epplen | wspot-
aut. 1982). Nastepnie wykazano, ze tego typu powtdrzenia wystepuja u wszy-
stkich Eukaryota, i sg rowniez polimorficzne. Dodatkowa zaletg tych powtérzen
jest to, ze po amplifikacji nie trzeba ich rozdziela¢ na duzych zelach sekwencyj-
nych, jak tojest w przypadku powtérzen CA.

Trzy- i czteronukileotydowe powtdrzenia wystepujg co 300-500 tys. par zasad
w chromosomie cztowieka i sg rozrzucone z tg sama czestoscig w catym genomie
(okoto 10 000 loci) (Edwards i wspétaut. 1991). W diagnostyce molekularnej, a
szczegblnie w medycynie sadowej te sekwencje bardzo czesto poddaje sie anali-
zie, poniewaz charakteryzujg sie krotkimi lecz polimorficznymi allelami, co jest
bardzo wazne, gdy analizowany jest czesciowo zdegradowany DNA.
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Mikrosatelity CA w rodzinie z dystrofig Duchenne'a

Ryc. 1. Analiza powtérzen CA w regionie 3’ genu DMD cztowieka.

Badanie polimorfizmu powtérzen CA jest wykorzystywane w diagnostyce molekularnej dystrofii
miesniowej Duchenne’a (Nieman-Seyde i wspotaut. 1992, Kwiatkowska | Stomski 1992). Reakcje PCR
wykonano z primerami znakowanymi 32-P na koncach 5'. Wykonano 30 cykli reakcji: 1 min, 92°C;
1min, 55°C; 1min 30 sek, 65°C. Produkty reakcji frakcjonowano w 8% zelu poliakryloamidowym,
w warunkach denaturujacych, przy 1400 V, przez 5 godz. Tor 1 — chory na DMD; tor 2 — ojciec
chorego: tor 3 — matka chorego: tor 4 — siostra 1 chorego: tor 5 — siostra 2 chorego: tor 6 i 7 —
kobietaw cigzy (siostra matki chorego): tor 8 — maz ciezarnej: tor 9 — dziadek chorego (ojciec matki
chorego i kobiety w cigzy): tor 10 — babcia chorego; tor 11-13 — kontrole (drabina alleli). Poniewaz
jest to przypadek rodzinny DMD analiza wykazata, ze kobieta w cigzy nie jest nosicielkg DMD.

WYKORZYSTANIE POLIMORFIZMU DNA W PRAKTYCE

W 1974 roku ukazato sie doniesienie Chakrabortyego i wspotpracownikow
Exclusion o] paternity: the current state of the art, a blisko 20 lat pézniej Pena
i wspotpracownicy (1993) wydali ksigzke DNA Fingerprinting: State of the Science
zbierajaca najnowsze osiggniecia z zastosowania badann DNA w praktyce. Po
opublikowaniu pionierskiej pracy Jeffreys'a pojawito sie wiele doniesien o no-
wych sondach molekularnych, zaréwno z osrodkéw naukowych, jak i firm
komercyjnych (A1i i wspétaut. 1986, Nakamura iwspétaut. 1987, Vassart
i wspotaut. 1987, Vergnaud i wspOtaut. 1989). Réwnolegle, dla wielu loci DNA
cztowieka klasyczna hybrydyzacja wedtug Southerna zostata zastapiona reakcja
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tancuchowag polimerazy — PCR (Kasai i wspétaut. 1990, Budowie 1991, Budow-
1e i wspoOtaut. 1993). Doprowadzito to do wyksztatcenia sie dwdch gtéwnych
kierunkéw badan, z ktérych kazdy posiada swoich zwolennikéw i przeciwnikéw.
Badania DNA fingerprinting mozna zasadniczo podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza
z nich stanowi analiza pojedynczego locus (ang. single Ipcus system, SLS),
natomiast druga grupa obejmuje jednoczesng analize wielu loci (ang. multilocus
system, MLS). Wymienione grupy badarn mozna okresli¢ jako analize jednopun-
ktowa lub wielopunktowa. Wnioski co do identyfikacji lub pokrewienstwa bada-
nych oséb w sprawach o ustalenie ojcostwa sg formutowane na podstawie
poréwnania wielkosci fragmentéw DNA wystepujacych u tych oséb. Celem
umozliwieniajednoznacznego wnioskowaniaw oparciu o analize jednopunktowg
jest konieczne wykonanie badann dla co najmniej 4 niezaleznych loci. Ocene
pokrewienistwa przeprowadza sie z uwzglednieniem czestosci wystepowania
dtugosci fragmentow DNA obserwowanych w toku badan populacyjnych. Witas-
nie w tej kwestii wywigzata sie gorgca dyskusja naukowa, gdyz niektdre stoso-
wane w praktyce sondy molekularne SLP (single locus probes) wykrywaja wiecej
niz 100 réznych fragmentéw DNA i ocena czestosci wystepowania w populacji
kazdego z tych wariantéw nie jest mozliwa. Wartos¢ analizy jednopunktowej
zalezy wiec od homogennosci populacji i dla izolowanych grup etnicznych moze

by¢ inna niz dla wiekszej populacji. Przyktad analizy SLS przedstawiono na
rycinie 2.

Ryc. 2. Zastosowanie analizy polimorfizmu pojedynczego locus (analiza SLS) w bada-
niach pokrewiernistwa.

DNA badanych rodzin (matka, dziecko, domniemany ojciec) trawiono enzymem restrykcyjnym Uinil

a nastepnie wykonano blotting i hybrydyzacje wedtug Southema z sonda molekularng MS31.

Strzatkami zaznaczono prazki dziecka wystepujace u rodzicow. Locus wykazuje ogromny polimor-
fizm, prawdopodobnie ponad 100 alleli. Wszystkie badane osoby sg heterozygotami.
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Alternatywnym podejsciem badawczym jest analiza multilocus, analiza wie-
lopunktowa. Jednym z najlepiej udokumentowanych badan z tej grupy jest
jednoczesne wykrywanie wielu fragmentéw DNA przy uzyciu sondy MZ 1.3 lub
(CAC)5 (Pena i wspétaut. 1993). Wysokiej informatywnosci sondy towarzyszy
skomplikowana analiza wyniku, ktéry odpowiada rozdzielonym elektroforetycz-
nie fragmentom DNA i jest swoisty dla badanej osoby (z wyjatkiem blizniat
monozygotycznych, dla ktérych uklad prazkéwjestjednakowy). Przyktad analizy
MLS przedstawiono na rycinie 3. Autorzy niniejszej pracy uczestniczyli
w ostatnich latach w wieloosrodkowych badaniach nad rutynowym stosowaniem
analizy DNA fingerprinting. Uzyskane wyniki badan z zastosowaniem sondy
(CAC)5\(GTG)5, przeprowadzonych niezaleznie w szesciu laboratoriach niemiec-
kich, posiadajacych wieloletnig tradycje w badaniach molekularnych i w naszym
laboratorium, w petni potwierdzajg przydatno$¢ analizy wielopunktowej (Bohm
i wspotaut. 1993, Krawczak i Bockel 1993).

Ryc. 3. Zastosowanie analizy polimorfizmu multilocus (analiza MLS) w badaniach po-
krewieristwa.

DNA badanych rodzin (matka, dziecko, domniemany ojciec) trawiono enzymem restrykcyjnym

Hind, a nastepnie wykonano blotting i hybrydyzacje wedtug Southerna z sonda molekularng

(CAC)5. Strzatkami zaznaczono prazki dziecka wystepujace u rodzicéw. Ten rodzaj analizy obejmuje
jednoczes$nie ponad 70 loci.
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Jednoczesna analiza DNA cziowieka w okoto 70 regionach zawiera tyle
informacji, ze jej ocena klasycznym modelem genetycznym nie jest obecnie
mozliwa. Rozwinieto nowe metody analizy statystycznej, pozwalajace sprowadzic¢
wynik do wartosci liczbowej. Zatozenia obliczen statystycznych sg dyskutowane
na swiecie od Kilku lat, krytyka dotyczy przede wszystkim teoretycznych podstaw
obliczenn. Na uwage zastuguja wyniki badan przedstawione w wieloosrodkowej
pracy 7 laboratoriéw, z ktérych wynika, ze w badaniach nad dochodzeniem
spornego ojcostwa wystepuja 2 grupy. Na rycinie 4 przedstawiono 2 grupy spraw
obejmujace potwierdzenia (grupa l) i wykluczenia (grupa Il). W*grupie | zauwazy¢
mozna kilkanascie przypadkéw, w ktérych u dziecka wystgpity mutacje. Ich
wystepowanie nie wptyneto jednak na zakwalifikowanie danej sprawy do grupy
potwierdzen lub wykluczen ojcostwa. Analiza wielopunktowa niewatpliwie nale-
zy do grupy badan trudnych, a jej wykonywanie powinno by¢ ograniczone do
wyspecjalizowanych osrodkoéw.

Ryc. 4. Zastosowanie analizy multilocus w dochodzeniu spornego ojcostwa.

Na rycinie przedstawiono proporcje prazkéw aberracyjnych dziecka i prazkéw wspdélnych domnie-

manego ojca i dziecka. Linia prosta odpowiada réwnowadze obydwu wartos$ci. Kazdy znak reprezen-

tuje jedna badang tréjke (matka, dziecko, domniemany ojciec). Wszystkie badane przypadki mozna

zakwalifikowac¢ do dwéch gmp: | — grupa tréjek, w ktdrych analiza potwierdzita ojcostwo: || — grupa

tréjek, w ktérych analiza wykluczyta ojcostwo. W grupie | u okoto 5% wystepuja prazki aberracyjne
(mutacje), ktére nie wplywaja jednak na koncowy wynik analizy.



488 Ryszard Stomskiiwspoétautorzy

W badaniach medycyny sgdowej analiza multilocus ogranicza sie wylgcznie
do badania materiatu, z ktérego wyizolowano wysokoczgsteczkowy DNA. Tylko
wtedy jest mozliwe przeprowadzenie badan technika blottingu wedtug Souther-
na. Najczesciej material do badan jest zdegradowany, stad sg analizowane
stosunkowo krétkie (kilkaset nukleotyddw) odcinki DNA, a technikg z wyboru
jest PCR.

Na poczatku lat dziewiecdziesigtych pojawity sie doniesienia wskazujace na
brak modelu genetycznego dla oszacowania wynikéw uzyskanych analizg multi
locus. W odpowiedzi na krytycyzm pojawity sie doniesieniawykazujace ogromng
doktadnosé i wysoka informatywnos¢ analizy wielopunktowej. Przyjmuije sie, ze
wielopunktowa analiza ludzkiego DNA obejmuje jednoczes$nie Kilkadziesiat loci
i ostatnio przygotowano nowe metody analizy statystycznej, pozwalajace spro-
wadzi¢ wynik do wartosci liczbowej, na przyktad prawdopodobienstwa ojcostwa
(programy komputerowe, np. PATER lub PATERN).

W naszym laboratorium standardowa analiza obejmuje wykonanie zaréwno
analizy multi locus, jak i pojedynczego locus. W badaniach multi locus najcze-
Sciej jest stosowany ukiad Hinil lub Haelll i sonda (GTG)5, natomiast
w badaniach pojedynczego locus sg wykonywane analizy dla ApoB, D1S80,
D17S30, COL2A1, DXS52, MS31 i MS43A. Wlasne doswiadczenia z ostatnich
lat przemawiajg za analizg multi locus, pod warunkiem uzyskania wysokiej
rozdzielczosci fragmentdw DNA w zakresie wiekszym od 4 kb i rozdzielenia
fragmentow restrykcyjnych tak, aby nie byto zadnych watpliwosci z odczytaniem
i interpretacjg wyniku. Bardzo pomocne okazato sie tak zwane fenotypowanie
autoradiogramu (Evetti wspétaut. 1989a, 1989b). Metoda fenotypowania auto-
radiogramow postugiwaty sie poszczegélne osrodki w cytowanej powyzej pracy
wieloosrodkowej. Fenotypowanie autoradiogramoéw polega na przypisaniu po-
szczegolnych prazkéow hybrydyzacyjnych strefom elektroforetycznym o szeroko-
sci 1-1,5 mm. W danej strefie moze wystgpi¢jeden z oSmiu mozliwych fenotypow.
Fenotyp M+ D+ 0+ oznacza wystapienie wspdélnego prazka u matki, dziecka
i ojca, zapis M- D+ 0+ oznacza wspolny prazek dziecka i ojca, i tak dalej.
Uzyskany fenotyp jest oszacowany statystycznie z zastosowaniem programu
FINGPED lub PATERN (Krawczak i Bockel 1992). Autorzy niniejszego opraco-
wania zauwazajg wady i zalety obydwu stosowanych analiz DNA. Obserwacije te
przedstawiono w tabeli 2.

Jedynym istotnym ograniczeniem analizy multi locus jest koniecznos¢ sto-
sowania wysokospolimeryzowanego DNA. W badaniach spornego ojcostwa tego
rodzaju ograniczenia nie wystepuja ze wzgledu na izolowanie DNA ze $wiezo
pobranej krwi. W badaniu sladéw biologicznych moze to stanowi¢ bardzo istotny
czynnik ograniczajacy i dlatego w tych badaniach coraz wieksze zastosowanie
znajduje analiza pojedynczego locus, w szczegbélnosci w powigzaniu z reakcjg
PCR.

Przedstawione wady obydwu analiz dotyczg gtéwnie probleméw technicz-
nych, nie wplywajacych na wartos¢ i przydatnos¢ obydwu metod. Z naszych
obserwacji wynika, ze wystepujg rowniez takie przypadki, w ktérych analiza
multi locus pozwala na wykluczenie ojcostwa, podczas gdy po trzech kolejnych
analizach pojedynczego locus nie ma podstaw do jego wykluczenia. Uwazamy
wiec, ze analiza multi locus powinna by¢ stosowana jako analiza podstawowa,
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a analizy pojedynczego locus jako wspierajgce lub uzupetniajgce. Ogolny sche-
mat wykonywania przez nasze laboratorium analizy multi locus przedstawiono
na rycinie 3.

Interesujaca grupa, ktora nalezy traktowaé ze szczegdlng uwaga, jest grupa
3, w ktérej u dziecka wystepuje jeden prazek, ktérego pochodzenia nie mozna
przypisac¢ ani od matki, ani od ojca. Taki prgzek moze by¢ wynikiem mutacji lub
ewentualnego niepetnego strawienia DNA enzymem restrykcyjnym. W naszych
badaniach btagd wynikajacy z nie strawienia DNA nie wystapit, co potwierdzono
powtarzajgc analizy. Prgzki mutacyjne wystepuja z czestoscig ponizej 0,05.
Rozréznienie prazka mutacyjnego nie stwarza w praktyce duzych trudnosci.

Tabela 2
Technika Southern blotting czy PCR w dochodzeniu spornego ojcostwa?

Blotting Southerna PCR
llos¢ DNA 5-10 pg 100 My
(moznos$¢ pracy nawet z poje-
dynczymi komdrkami)

Czas 1 tydzien ldzien

DNA wysokoczas teczkowy moze by¢ czesciowo
zdegradowany

Koszty pracochtonna, niskie

duzy naklad materiatow

Informatywnos¢é

Wielkos¢ alleli

Stosowanie izotopow

Sondy
Primery

wysoka informatywnosé
wynikajgca z kompleksowosci
i duzej liczby alleli;

liczba alleli powyzej 99%

2-20 kb

izotopowo i nieizotopowo

MZ1.3
33.3
33.15
F10
GTG
MS31
MS43A

niska heterozygotycznos¢,
mozliwo$¢ preferencyjnej
amplifikacji alleli, mniejsza
liczba alleli

100-2000 kb

nieizotopowo
izotopowo jedynie dla
mikrosatelitow

D1S80
D17S30
ApoB
DXS52
Humthol
Col2Al

Wiasne obserwacj e i wyniki wspdlnego studium potwierdzaj g wysoka warto$¢
analizy wielopunktowej. Na wynik uzyskany tg metoda nie wptywajg drobne
réznice metodyczne wystepujace w poszczegllnych pracowniach. Najwazniejsze
jest, ze metoda zdecydowanie rozdziela przypadki potwierdzenia i wykluczenia
ojcostwa na dwie odrebne grupy, nie zawierajgce wspoélnych obszaréw.

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA A STANDARYZACJA BADAN

W ostatnim czasie coraz wiecej pracowni skupionych wokot instytutow
badawczych lub laboratoriow prywatnych przystepuje do diagnostyki moleku-
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larnej. Uzyskiwane wyniki stuzy¢ majg czesto w doborze terapii, majg potwier-
dzi¢ lub wykluczy¢ nosicielstwo choroby oraz zidentyfikowa¢ uszkodzony gen.
Wzrost zainteresowan badaniami molekularnymi wigze sie przede wszystkim
z moznoscig uzyskania wynikéw reakcjg PCR. W naszym kraju nie ma systemu
atestacji i standaryzacji badarn molekularnych. Dla przyktadu w krajach Europy
Zachodniej powstaty instytucje nadzorujgce w ciagly sposéb jakosé wykonywa-
nych badan. Szczegélnie wyraznie zauwazy¢ mozna dzialanie atestacyjne
w badaniach z zakresu medycyny sadowej i kryminalistyki nadzorowane w
Europie przez EDNAP, aw Niemczech przez GDNAP. Powstaje w ten sposob sieé
laboratoriow wykonujgcych badanie na najwyzszym poziomie. W Polsce atesta-
cja tego rodzaju aczkolwiek zapoczatkowana, nie rozwija sie i spotyka sie z ogélng
niechecia.

Podobnie laboratoria diagnostyczne zajmujace sie badaniem choréb genety-
cznych tworzg grupy robocze. Przyktadem moze by¢ mukowiscydoza (CFTR), dla
ktoérej utworzono miedzynarodowe konsorcjum standaryzujgce wykrywanie mu-
tacji i oznaczanie nosicielstwa. W kraju powstata ostatnio grupa robocza muko-
wiscydozy, ktora stanowi przediuzenie dziatania miedzynarodowego konsor-
cjum. Inicjatywy w tym aspekcie wydajg sie by¢ szczegélnie cenne.

POLYMORPHIC DNA SEQUENCES AND THEIR APPLICATION
IN PATERNITY TESTING

Summary

Characteristics of polymorphic sequences of DNA, especially satellite, minisatellite and micro-
satellite sequences are presented. Own experience from the use of multi and single locus analysis
of DNA in paternity testing has been compared with the results of research in other laboratories.
Critical points of both types of analysis are discussed.
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