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Okres$lano profile DNA tkanek miekkich poddanych procesowi rozktadu (serce, nerki
i watroba). Tkanki pobrano podczas sekcji zwtok. Kontrolnie profile DNA oznaczono
w krwi denatéow. Wyizolowany DNA poddano amplifikacji przy uzyciu zestawu Gene-
Print®STR  Multiplex (CSF1PO, TPOX, THO01) f-my Promega, oraz AmpFfSTR®
Identifiler™ f-my Applied Biosystems. Produkty PCR poddano rozdziatowi na zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych, réwnolegle stosowano elektroforeze
kapilarng (ABI 310). Dokonano poréwnania wynikéw uzyskanych w obu metodach.
Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR triplexu CTT umozliwit uzyskanie czytelnego
obrazu alleli w odniesieniu do DNA ekstrahowanego z tkanek roztozonych, zwtaszcza
z serca i nerek, oraz krwi. Detekcja produktow PCR z zastosowaniem elektroforezy
kapilarnej pozwolita na prawidtowg interpretacje alleli 16-tu loci wchodzgcych w sktad
zestawu AmpFfSTR® Identifiler w DNA izolowanym z serca, nerek i krwi. Podobnie jak
w metodzie manualnej gorsze wyniki wuzyskano w przypadku DNA izolowanego
z watroby. Tkanki migkkie, réowniez roztozone gnilnie mogg stanowi¢ przydatne zroédto
genomowego DNA w badaniach identyfikacyjnych i w ustalaniu spornego ojcostwa.

This paper reports the possibility of DNA profiling obtained from soft tissues influenced
by the decomposition process: heart, kidney, liver collected during autopsy. As a control
DNA, profile from blood was determined. DNA was extracted by the phenol-chloroform
method. Amplification was performed with the use of the GenePrint®STR Multiplex
(CSF1PO, TPOX, THO1) system, Promega and AmpFCSTR® Identifiler™, Applied
Biosystems. PCR products of the CTT system were separated by electrophoresis on
denaturing polyacrylamide gels and visualized by silver staining. The 16 loci of
AmpFCSTR® Identifiler™ products were analyzed by capillary electrophoresis on an ABI
PRISM 310 sequencer. The results from both methods were compared. Electrophoresis
of the CTT products showed elear results for DNA extracted from blood and decomposed
tissues, particularly from the heart and kidney. The capillary electrophoresis method
gave a positive signal for all 16 loci of AmpFfSTR® Identifiler™ for DNA extracted from
heart, kidney and blood. Worse results similar to the manuat method were obtained for
DNA extracted from the liver. The soft tissues, also decomposed by putrefaction can be
a useful source of genomie DNA in personal identification and paternity testing
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Polimorfizm loci STR z sekwencja repetytywngo diugosci 1-6 par zasad (pz)
stanowi marker genetyczny najczesciej stosowany w medycynie sgdowe;.
Mikrosateliterne systemy typu STR sktadajg sie z niewielkich fragmentow DNA
od 100 do ok. 300 pz, mozna je wiec amplifikowac¢ takze wtedy, gdy DNA jest
czesciowo zdegradowany. Sekwencje te przydatne sg m.in. w identyfikacji
osobniczej i dochodzeniu spornego ojcostwa, zwtaszcza w tych przypadkach gdy
dysponujemy np. wylgcznie zmienionymi gnilnie tkankami. Jezeli istnieje
mozliwos¢ zabezpieczenia takich tkanek i pobrania ich do badan, gdy nie
wystgpito jeszcze ich catkowite roztozenie, czy gnicie mogg one rowniez stuzy¢
do ekstrakcji DNA. Jest to materiat tatwiejszy w przygotowaniu we wstepnych
etapach ekstrakcji genomowego DNA, w poréwnaniu np. z materiatem kostnym,
ktéry wymaga wczesniejszego etapu odwapniania i ditugotrwatego procesu
trawienia.

IZOLACJA ORAZ OCENA JAKOSCI | ILOSCI DNA

Materiatem badan byly tkanki: serce, nerka, watroba pobrane podczas sekcji
zwtok od 10 oséb. Jako materiat poréwnawczy do badan pobierano réwniez krew
sekcyjng. Tkanki pozostawiono w zamknietym pojemniku w temperaturze
pokojowej przez 7 dni w celu ich czesciowego roztozenia. Z krwi sekcyjnej i tkanek
izolowano DNA stosujgc klasyczng metode fenol-chloroform. Wyizolowany DNA
oczyszczono dodatkowo na mikro kolumienkach Microcon f-my Millipore w celu
usuniecia zanieczyszczen i potencjalnych inhibitoréw reakcji PCR. Stezenie DNA
oznaczono spektrofotometrycznie, a takze metodg detekcji fluorymetrycznej
(Fluoroskan Ascent FL, ThermolLabsystems) z zastosowaniem odczynnika
PicoGreen®dsDNA Ouantitation Kit f-my Molecular Probes. Jako$¢ genomowego
DNA oceniano na 0,8% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.

AMPLIFIKACJA DNA

Wyizolowany DNA poddano jednoczesnej amplifikacji trzech loci STR:
CSF1PO, TPOX, THO1 przy uzyciu komercyjnego zestawu GenePrint®STR
Multiplex f-my Promega. Rownolegle do amplifikacji zastosowano zestaw
AmpF£STR® lIdentifiler™ firmy Applied Biosystems, ktéry zawiera 16 polimorficz-
nych loci (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO01, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA i locus
Amelogeniny).
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Do reakcji PCR uzywano termocykleru Mastercycler Gradient f-my Eppendorf.

ELEKTROFOREZA | DETEKCJA ALLELI

Po amplifikacji 3 ul produktu reakcji PCR loci CSF1PO, TPOX i THO1 mie-
szano z 3 ul buforu obcigzajgcego 2xSTR loading solution. Probki poddawano
rozdziatowi elektroforetycznemu na 6% zelu poliakryloamidowym f-my Amresco
(Gene Page Plus 6%) w warunkach denaturujgcych i barwiono metoda srebrowg
w/g Allena i wsp. (1).

Produkty PCR dla zestawu AmpFCSTR® Identifiler™ analizowano metodg
elektroforezy kapilarnej na sekwenatorze ABI PRISM 310 f-my Applied
Biosystems.

WYNIKI | DYSKUSJA

Wykorzystana w pracy klasyczna metoda (fenolowo-chloroformowa) izolacji
DNA z tkanek roztozonych pozwolita na uzyskanie jego wysokiego stezenia.
Elektroforeza na zelu agarozowym z bromkiem etydyny wykazata obecnosé¢
wysoko-czgsteczkowego DNA, o niewielkim stopniu degradacji uzyskanego
z miesnia sercowego, nerki i krwi sekcyjnej. Gorszej jakosci DNA, o wiekszym
stopniu zdegradowania otrzymano z watroby, ze wzgledu na charakter tkanki
i zawartos¢ duzej ilosci endonukleaz powodujgcych szybki rozktad czgsteczki
DNA.

Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR loci CTT w warunkach denaturu-
jacych umozliwit uzyskanie czytelnego obrazu analizowanych alleli w odniesieniu
do DNA ekstrahowanego z tkanek roziozonych podobnie jak w DNA krwi
obwodowej. Na ryc. 1 przedstawiono rozdziat alleli poszczegdlnych loci
genowych trzech osob (profile DNA krwi, serca, watroby i nerek).

Nieco stabszy sygnat amplifikacji obserwowano przy wiekszych fragmentach
DNA w locus CSF1PO. W przypadku DNA z watroby uzyskano stabsze sygnaty
amplifikacji w stosunku do innych tkanek.

Detekcja produktow PCR z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej pozwolita
na uzyskanie sygnatu amplifikacji dla wszystkich 16-tu loci wchodzgcych w sktad
komercyjnego zestawu AmpFCSTR® Identifiler dla DNA izolowanego z serca
i nerki, podobnie jak z DNA krwi obwodowej. Na ryc. 2 przedstawiono wynik
elektroforezy kapilarnej DNA izolowanego z serca pierwszej osoby.

W tym przypadku réwniez w DNA izolowanym z watroby uzyskano gorsze
rezultaty. Nie uzyskano sygnatu amplifikacji w loci: D16S539, D2S1338, D18S51,
FGA. Skiadajg sie one z fragmentéw DNA o wielkosci od 253 pz do okoto 355 pz
i w przypadku tkanki roztozonej moze nastgpi¢ czeSciowa degradacja i pociecie
czgsteczki DNA na mniejsze odcinki, ktére nie zawierajg juz odpowiedniej
sekwencji nukleotydowej dla przytgczenia starterow w kompleksowej reakcji PCR.
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Ryc. 1. Przyktadowy rozdziat produktéw multipleksowej reakcji PCR na 6% zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych.
Sciezka: L-drabina alleli dla trzech loci
3, 6, 9 - DNA izolowany z krwi sekcyjnej
1,4,7- DNA izolowany z serca
2,8 - DNA izolowany z watroby
5 - DNA izolowany z nerki
Fig. 1. Example of separation of the multiplex PCR products on a 6% polyakry-
lamide gel in denaturing conditions.
Lanes: L-allelic ladder for three loci
3, 6, 9- DNA extracted from blood
1,4,7- DNA extracted from heart
2, 8- DNA extracted from liver
5 - DNA extracted from kidney

Poréwnanie wynikéw badan z zastosowaniem metody manualnej na denatu-
rujgcym 6% zelu poliakryloamidowym z analizg w oparciu o elektroforeze
kapilarng na automatycznym sekwenatorze ABI PRISM 310 wykazato, ze
automatyczna analiza i detekcja produktu PCR z zastosowaniem elektroforezy
kapilarnej jest bardziej czuta i precyzyjng technikg w poréwnaniu z manualng
metodg rozdziatu na zelach poliakryloamidowych. Dodatkowo do reakcji PCR

Nr 3 DNA w narzagdach dotknietych gniciem 213

by =|®] x
24 cx 3 ey 300 a0

D75820 CSF1PO

D21S811

DA e L
a0 D138317
w0 ] D3S1358 THO1 D16S539 D251338
L1f_i
CeE e - p
ol D19S432 ywa TPO D18S51
R ‘ 1 Y Y O U NS
Tw o o TR S S S . A
e Amelogenina D5S818 FGA
TEm e T i T
o J
=150 75 200 250 300 340 350 400 50 490 50
:4..:;:;:7 —w i i E oma ‘ =
7o |
g i

Ryc. 2. Obraz elektroforezy kapilarnej produktu PCR zestawu AmpF£STR®
Identifiler w DNA izolowanym z serca (osoba 1).

Fig. 2. Capillary electrophoresis pattern of PCR products of AmpFCSTR®
Identifiler in DNA extracted from heart tissue (person 1).

wymagane sg niewielkie ilosci genomowego DNA o stezeniu koncowym od 0,125
do 0.5 ng/ul mieszaniny reakcyjnej, podczas gdy do techniki manualnej
konieczna jest wieksza ilos¢ DNA (0,5 ul DNA o stezeniu okoto 100 ng/ul).
Badania nad stabilnoscig DNA w tkankach zmienionych gnilnie bedg poszerzone
o dalsze przypadki, uwzgledniony zostanie rowniez wptyw dtuzszego czasu ich
przechowywania na jako$¢ DNA.
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W niniejszej pracy przedstawiono podstawowe pojecia z zakresu elektrofizjologii
i zjawisk elektrycznych zachodzgcych w tkankach nabtonkowych organizméw zywych,
zwigzanych z przeznabtonkowym transportem jonéw. Znajomos$¢ przebiegu zjawisk
elektrycznych zachodzgcych w nabtonkach po zatrzymaniu krazenia, moze w przysztosci
przyczyni¢ sie do wyjasnienia kolejnych mechanizmoéw towarzyszgcych reakcjom
interletalnym.

In this study the basie electrophysiological ideas are presented and the electrical
processes in epithelial tissues connected with the mechanisms of transepithelial ion
transport. Knowledge of electric phenomena which takes place in epithelium after
circulatory arrest, can contribute to the future explanation of the mechanisms which
accompany interlethal reactions.

Stowa kluczowe: przeznabtonkowy transport jonow
Key words: transepithelial ion transport

W latach piec¢dziesigtych ubiegtego stulecia Ussing i wspotpracownicy opra-
cowali nowy model badawczy, zajmujgcy sie badaniami zjawisk elektrycznych
zachodzgcych w tkankach nabtonkowych zywych organizmoéw (7, 13). Dzieki
wykorzystywanej do dnia dzisiejszego komorze Ussinga oraz odpowiedniej
aparaturze pomiarowej, udowodniono istnienie oraz opisano szereg mechani-
zmoéw dziatania przeznabtonkowych prgdéw jonowych. Zjawiska te zostaly
poznane miedzy innymi w nabtonkach drég oddechowych, przewodu pokarmo-
wego oraz gruczotow wydzielniczych (9, 12, 14, 30).

Metoda Ussinga polega na analizie parametrow elektrofizjologicznych
w preparatach izolowanych fragmentéw tkanek nabtonkowych umieszczonych
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