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Okreś lano prof i le DNA t kanek m iękk ich p o d d a n y c h p rocesow i rozk ładu (serce, nerk i 
i wą t roba) . Tkank i pob rano podczas sekcj i zwłok . Kont ro ln ie prof i le D N A o z n a c z o n o 
w krwi dena tów. W y i z o l o w a n y D N A p o d d a n o ampl i f ikacj i przy użyc iu z e s t a w u G e n e -
Print®STR Mul t ip lex ( C S F 1 P O , T P O X , TH01) f -my P r o m e g a , oraz A m p F f S T R ® 
Ident i f i le r™ f -my App l ied B iosys tems . Produkty PCR p o d d a n o rozdz ia łow i na że lu 
po l i ak r y l oam idowym w w a r u n k a c h dena tu ru jących , równo leg le s t o s o w a n o e lek t ro fo rezę 
kap i la rną (ABI 310) . D o k o n a n o po równan ia w y n i k ó w uzyskanych w obu m e t o d a c h . 
Rozdz ia ł e lek t ro fo re tyczny p roduk tów P C R tr ip lexu C T T umoż l iw i ł uzyskan ie czy te lnego 
obrazu al lel i w odn ies ien iu do D N A e k s t r a h o w a n e g o z t kanek roz łożonych , zw łaszcza 
z serca i ne rek , oraz krwi. Detekc ja p roduk tów P C R z z a s t o s o w a n i e m e lek t ro forezy 
kapi larnej pozwol i ła na p raw id ł ową in terpretac ję alleli 16-tu loci w c h o d z ą c y c h w sk ład 
zes tawu A m p F f S T R ® Identi f i ler w D N A i zo lowanym z serca , nerek i krwi . P o d o b n i e j ak 
w metodz ie manua lne j go rsze wyn ik i uzyskano w p rzypadku DNA i zo lowanego 
z wą t roby . Tkank i m iękk ie , równ ież roz łożone gn i ln ie m o g ą s tanow ić p rzyda tne źród ło 
g e n o m o w e g o DNA w badan iach identy f ikacy jnych i w us ta lan iu s p o r n e g o o jcos twa . 

Th is pape r repor ts the possibi l i ty o f DNA prof i l ing ob ta ined f r om soft t i ssues in f luenced 
by the d e c o m p o s i t i o n p rocess : heart , k idney, l iver co l lec ted dur ing au topsy . As a cont ro l 
DNA, prof i le f r o m b lood w a s de te rm ined . DNA w a s ex t rac ted by the p h e n o l - c h l o r o f o r m 
m e t h o d . Amp l i f i ca t ion w a s pe r fo rmed wi th the use o f the GenePr in t®STR Mul t ip lex 
( C S F 1 P O , T P O X , TH01) s y s t e m , P r o m e g a and AmpFĆSTR® Iden t i f i l e r™, App l ied 
B iosys tems . P C R produc ts o f the C T T sys tem were separa ted by e lec t rophores is on 
dena tu r ing po l yac ry lam ide gels and v isua l ized by si lver s ta in ing . The 16 loci o f 
AmpFCSTR® Ident i f i le r™ produc ts w e r e ana lyzed by capi l lary e lec t rophores is on an A B I 
P R I S M 310 sequence r . The resu l ts f r om both m e t h o d s w e r e c o m p a r e d . E lec t rophores is 
o f the C T T p roduc ts s h o w e d elear resu l ts for DNA ex t rac ted f r om b lood and d e c o m p o s e d 
t i ssues , par t icu lar ly f rom the hear t and k idney. The capi l lary e lec t rophores is m e t h o d 
g a v e a pos i t i ve s igna l for all 16 loci of A m p F f S T R ® Ident i f i le r™ for D N A ex t rac ted f r om 
hear t , k idney and b lood . W o r s e resu l ts s imi lar to the manua ł m e t h o d w e r e ob ta ined for 
D N A ex t rac ted f r om the liver. The soft t i ssues , a lso d e c o m p o s e d by put re fac t ion can be 
a usefu l sou rce of g e n o m i e DNA in persona l ident i f icat ion and patern i ty tes t ing 
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Polimorfizm loci STR z sekwencją repetytywnąo długości 1-6 par zasad (pz) 
stanowi marker genetyczny najczęściej stosowany w medycynie sądowej. 
Mikrosateliterne systemy typu STR składają się z niewielkich fragmentów DNA 
od 100 do ok. 300 pz, można je więc amplifikować także wtedy, gdy DNA jest 
częściowo zdegradowany. Sekwencje te przydatne są m.in. w identyfikacji 
osobniczej i dochodzeniu spornego ojcostwa, zwłaszcza w tych przypadkach gdy 
dysponujemy np. wyłącznie zmienionymi gnilnie tkankami. Jeżeli istnieje 
możliwość zabezpieczenia takich tkanek i pobrania ich do badań, gdy nie 
wystąpiło jeszcze ich całkowite rozłożenie, czy gnicie mogą one również służyć 
do ekstrakcji DNA. Jest to materiał łatwiejszy w przygotowaniu we wstępnych 
etapach ekstrakcji genomowego DNA, w porównaniu np. z materiałem kostnym, 
który wymaga wcześniejszego etapu odwapniania i długotrwałego procesu 
trawienia. 

IZOLACJA ORAZ OCENA JAKOŚCI I ILOŚCI DNA 

Materiałem badań były tkanki: serce, nerka, wątroba pobrane podczas sekcji 
zwłok od 10 osób. Jako materiał porównawczy do badań pobierano również krew 
sekcyjną. Tkanki pozostawiono w zamkniętym pojemniku w temperaturze 
pokojowej przez 7 dni w celu ich częściowego rozłożenia. Z krwi sekcyjnej i tkanek 
izolowano DNA stosując klasyczną metodę fenol-chloroform. Wyizolowany DNA 
oczyszczono dodatkowo na mikro kolumienkach Microcon f-my Millipore w celu 
usunięcia zanieczyszczeń i potencjalnych inhibitorów reakcji PCR. Stężenie DNA 
oznaczono spektrofotometrycznie, a także metodą detekcji fluorymetrycznej 
(Fluoroskan Ascent FL, ThermoLabsystems) z zastosowaniem odczynnika 
PicoGreen®dsDNA Ouantitation Kit f-my Molecular Probes. Jakość genomowego 
DNA oceniano na 0,8% żelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. 

AMPLIFIKACJA DNA 

Wyizolowany DNA poddano jednoczesnej amplifikacji trzech loci STR: 
CSF1PO, TPOX, TH01 przy użyciu komercyjnego zestawu GenePrint®STR 
Multiplex f -my Promega. Równolegle do amplifikacji zastosowano zestaw 
AmpF£STR® Identifiler™ firmy Applied Biosystems, który zawiera 16 polimorficz-
nych loci (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, TH01, D13S317, 
D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA i locus 
Amelogeniny). 
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Do reakcji PCR używano termocykleru Mastercycler Gradient f-my Eppendorf. 

ELEKTROFOREZA I DETEKCJA ALLELI 

Po amplifikacji 3 ul produktu reakcji PCR loci CSF1PO, TPOX i TH01 mie
szano z 3 ul buforu obciążającego 2xSTR loading solution. Próbki poddawano 
rozdziałowi elektroforetycznemu na 6% żelu poliakryloamidowym f-my Amresco 
(Gene Page Plus 6%) w warunkach denaturujących i barwiono metodą srebrową 
w/g Allena i wsp. (1). 

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

WYNIKI I DYSKUSJA 

Wykorzystana w pracy klasyczna metoda (fenolowo-chloroformowa) izolacji 
DNA z tkanek rozłożonych pozwoliła na uzyskanie jego wysokiego stężenia. 
Elektroforeza na żelu agarozowym z bromkiem etydyny wykazała obecność 
wysoko-cząsteczkowego DNA, o niewielkim stopniu degradacji uzyskanego 
z mięśnia sercowego, nerki i krwi sekcyjnej. Gorszej jakości DNA, o większym 
stopniu zdegradowania otrzymano z wątroby, ze względu na charakter tkanki 
i zawartość dużej ilości endonukleaz powodujących szybki rozkład cząsteczki 
DNA. 

Rozdział elektroforetyczny produktów PCR loci CTT w warunkach denaturu
jących umożliwił uzyskanie czytelnego obrazu analizowanych alleli w odniesieniu 
do DNA ekstrahowanego z tkanek rozłożonych podobnie jak w DNA krwi 
obwodowej. Na ryc. 1 przedstawiono rozdział alleli poszczególnych loci 
genowych trzech osób (profile DNA krwi, serca, wątroby i nerek). 

Nieco słabszy sygnał amplifikacji obserwowano przy większych fragmentach 
DNA w locus CSF1PO. W przypadku DNA z wątroby uzyskano słabsze sygnały 
amplifikacji w stosunku do innych tkanek. 

Detekcja produktów PCR z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej pozwoliła 
na uzyskanie sygnału amplifikacji dla wszystkich 16-tu loci wchodzących w skład 
komercyjnego zestawu AmpFĆSTR® 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 również w DNA izolowanym z wątroby uzyskano gorsze 
rezultaty. Nie uzyskano sygnału amplifikacji w loci: D16S539, D2S1338, D18S51, 
FGA. Składają się one z fragmentów DNA o wielkości od 253 pz do około 355 pz 
i w przypadku tkanki rozłożonej może nastąpić częściowa degradacja i pocięcie 
cząsteczki DNA na mniejsze odcinki, które nie zawierają już odpowiedniej 
sekwencji nukleotydowej dla przyłączenia starterów w kompleksowej reakcji PCR. 
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Porównanie wyników badań z zastosowaniem metody manualnej na denatu
rującym 6% żelu poliakryloamidowym z analizą w oparciu o elektroforezę 
kapilarną na automatycznym sekwenatorze ABI PRISM 310 wykazało, że 
automatyczna analiza i detekcja produktu PCR z zastosowaniem elektroforezy 
kapilarnej jest bardziej czułą i precyzyjną techniką w porównaniu z manualną 
metodą rozdziału na żelach poliakryloamidowych. Dodatkowo do reakcji PCR 

Nr 3 DNA w narządach dotkniętych gniciem 213 

Ryc. 2. Obraz elektroforezy kapilarnej produktu PCR zestawu AmpF£STRR 

Identifiler w DNA izolowanym z serca (osoba 1). 
Fig. 2. Capillary electrophoresis pattern of PCR products of AmpFĆSTR® 

Identifiler in DNA extracted from heart tissue (person 1). 

wymagane są niewielkie ilości genomowego DNA o stężeniu końcowym od 0,125 
do 0.5 ng/ul mieszaniny reakcyjnej, podczas gdy do techniki manualnej 
konieczna jest większa ilość DNA (0,5 ul DNA o stężeniu około 100 ng/ul). 
Badania nad stabilnością DNA w tkankach zmienionych gnilnie będą poszerzone 
o dalsze przypadki, uwzględniony zostanie również wpływ dłuższego czasu ich 
przechowywania na jakość DNA. 
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Ryc. 1. Przykładowy rozdział produktów multipleksowej reakcji PCR na 6% żelu 
poliakryloamidowym w warunkach denaturujących. 
Ścieżka: 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 wątroby 
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 



214 D. Piasecka-Pazik, Z. Szczerkowska A R C H . M E D . S Ą D . K R Y M . , 2 0 0 3 , LI I I , 2 1 5 - 2 2 1 P R A C E P O G L Ą D O W E 

Linacre A., Lee J. C.-l.: Identification of victims of the 1998 Taoyuan Airbus 
crash accident using DNA analysis. Int. J. Legał Med. 1999, 113, 43-46. 
- 5. Jehaes E., Toprak K., Vanderheyden N., Pfeiffer H., Cassiman J.-J., 
Brinkmann B., Decorte R.: Pitfalls in the analysis of mitochondrial DNA from 
ancient specimens and the consequences for forensic DNA analysis: the 
historical case of the putative heart of Louis XVII. Int. J. Legał Med. 2001, 115, 
135-141. - 6. Lleonart R., Riego E., Sainz de la Pena M. V.. Bacallao K., Amaro 
F., Santiesteban M., Blanco M., Currenti H., Puentes A., Rolo F., Herrera L., De 
la Fuente J.: Forensic Identification of skeletal remains from members of Ernesto 
Che Guevara's in Bolivia based on DNA typing. Int. J. Legał Med. 2000, 113, 9 8 -
101. - 7. Previdere C, Micheletti P., Perossa R., Grignani P., Fattorini P.: 
Molecular characterisation of the nucleic acids recovered from aged forensic 
samples. Int. J. Legał Med. 2002, 116, 334-339. - 8. Schmerer W. M., Hummel 
S., Herrmann B.: Optimized DNA extraction to improve reproducibility of short 
tandem repeat genotyping with highly degraded DNA as a target. Electrophoresis 
1999, 20, 1712-1716. - 9. Takahashi M., Kato Y., Mukoyama H. : Kanaya H., 
Kamiyama S.: Evaluation of five polymorphic microsatellite markers for typing 
DNA from decomposed human tissues - Correlation between the size of the 
alleles and that of the template DNA. Forensic Sci. Int. 1997, 90, 1-9. 

Adres pierwszego autora: 
Katedra i Zakład Medycyny Sądowej AM 
ul. M. Curie-Skłodowskiej 3a 
80-210 Gdańsk 

* ** r * 

Ewa Wolska , Natalia Młodzik , Karol Śliwka 

Teoretyczne podstawy zjawisk elektrycznych 
zachodzących w tkankach nabłonkowych 

The theoretical bases of electrical processes in epithelial 
tissue 

*Z Katedry i Zakładu Medycyny Sądowej AM w Bydgoszczy 
Kierownik: prof. dr hab. K. Śliwka 

"Z Katedry i Zakładu Patobiochemii AM w Bydgoszczy 
Kierownik: prof. dr hab. T. Tyrakowski 

W nin ie jszej pracy p rzeds taw iono p o d s t a w o w e pojęc ia z z a k r e s u e lektrof iz jo logi i 
i z jawisk e lek t r ycznych z a c h o d z ą c y c h w t kankach nab łonkowych o r g a n i z m ó w ż y w y c h , 
zw iązanych z przez n a b ł o n k o w y m t ranspo r tem jonów. Z n a j o m o ś ć p rzeb iegu z jawisk 
e lek t rycznych z a c h o d z ą c y c h w nab łonkach po za t r zyman iu k rążen ia , może w przysz łośc i 
p rzyczyn ić s ię do wy jaśn ien ia ko le jnych m e c h a n i z m ó w towa rzyszących reakc jom 
in te r le ta lnym. 

In th is s tudy the bas ie e lec t rophys io log ica l ideas are p resen ted and the e lect r ica l 
p rocesses in epi the l ia l t i ssues connec ted wi th the m e c h a n i s m s of t ransep i the l ia l ion 
t ranspor t . K n o w l e d g e of e lectr ic p h e n o m e n a wh ich takes p lace in ep i the l ium after 
c i rcu la tory ar rest , can con t r ibu te to the fu turę exp lanat ion of the m e c h a n i s m s wh ich 
a c c o m p a n y in ter le tha l react ions. 

Słowa kluczowe: przeznabłonkowy transport jonów 
Key words: transepithelial ion transport 

W latach pięćdziesiątych ubiegłego stulecia Ussing i współpracownicy opra
cowali nowy model badawczy, zajmujący się badaniami zjawisk elektrycznych 
zachodzących w tkankach nabłonkowych żywych organizmów (7, 13). Dzięki 
wykorzystywanej do dnia dzisiejszego komorze Ussinga oraz odpowiedniej 
aparaturze pomiarowej, udowodniono istnienie oraz opisano szereg mechani
zmów działania przeznabłonkowych prądów jonowych. Zjawiska te zostały 
poznane między innymi w nabłonkach dróg oddechowych, przewodu pokarmo
wego oraz gruczołów wydzielniczych (9, 12, 14, 30). 

Metoda Ussinga polega na analizie parametrów elektrofizjologicznych 
w preparatach izolowanych fragmentów tkanek nabłonkowych umieszczonych 
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