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ABSTRACT: Genotyping of the ABO blood group system was performed using the
method described by Lee and Chang, which enables differentiation of six ABO geno-
types: A0, AA, BO, BB, 00, AB. Amplification of DNA fragments 199-200 bp and
128 bp long (performed in one or two PCR reactions) was followed by restriction
endonuclease Alu I and Kpn I digestion. Products of restriction digestion were sub-
jected to separation in polyacrylamide gels and silver stained. Parameters of amplifi-
cation, using two pairs of primers simultaneously and for each pair of primers
separately, are described. The genotyping method was verified by studying 20 exper-
imental stains (prepared from fresh blood) and 32 stains of blood collected during au-
topsies (prepared 2, 5, 10 and 15 years ago) of known blood group, which was
determined earlier using serological methods. For all analysed experimental
bloodstains, positive results of amplification with an input of 3 ng of DNA template
and a correct result for ABO blood grouping were obtained.
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INTRODUCTION

The ABO blood group system was the first genetic marker developed in
humans which was relatively quickly introduced to forensic research both
for biological stains identification [1, 8], and disputed paternity testing [5].
Antigens ABO are present on the surface of the cell membrane of most tis-
sues, and they may also be present in soluble form in secretions of the organ-
ism. Their strong expression has great significance in human life (fetal im-
munisation, transfusion, transplantation), which means that the ABO sys-
tem 1s widely used as a marker, and the blood group was and is frequently re-
corded in various documents (e.g. identity cards, information cards from
hospitals, driver’s licenses etc.).

ABO blood genotyping using the serological technique enables quick,
cheap and reliable identification of the 6 most common phenotypes: A, A,,
A B, A,B, B and 0. Phenotyping of the ABO blood group system in biological
traces, however, requires a method relying on antibodies absorption with
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agglutinogens, the results of which depend not only on the amount of
glycolipid and glycoprotein antigens, but also on their degree of degradation.
The presence of similar structures to these antigens on microorganisms is an
additional problem. Consequently, there exists a possibility of unspecific ab-
sorption of specific antibodies, especially in the case of stains degraded by bi-
ological factors [2].

In 1990 Yamamoto et al. [11] cloned and sequenced cDNA of the genes of
ol — 3N acetylgalactosaminyl-transferase and o1 — 3 galactosyltransferase,
which determine antigens A and B. They identified seven nucleotide substi-
tutions (positions: 297, 526, 657, 703, 796, 803 and 930), resulting in four
aminoacid substitutions in the catalytic domain of proteins, which enable
differentiation of allele A from allele B. Allele A differs from allele 0 by a sin-
gle deletion in position 261, which is responsible for the arising of the func-
tionally inactive form of transferase 0 [11]. Allele A includes a few subtypes,
of which the most frequent are A, and A,. The coding sequence of transferase
A, differs from that of transferase A, by nucleotide substitution in position
467 and deletion in position 1060 [12]. These individual DNA mutations can
be detected by application of molecular biology methods and the PCR tech-
nique, which enables determination of the ABO blood group in various tis-
sues, from tiny amounts of even heavily degraded biological traces.

The aim of this work was optimisation of PCR conditions for amplifica-
tion of genes determining the ABO blood group system and verification of the
obtained results of genotyping by their comparison to previously obtained
results using serological methods. Reliability and efficiency of the applied
technique were also verified.

MATERIALS AND METHODS

Genotypes ABO were identified in 52 experimental bloodstains, whose
blood groups had been determined previously by the serological method.
Twenty bloodstains were prepared from fresh blood in the year 2000, and
32 additional bloodstains — from blood taken from dead bodies (8 blood sam-
ples collected in years 1985, 1990, 1995 and 1998). Blood samples were cho-
sen to represent various ABO phenotypes.

DNA was extracted with a kit intended for genomic DNA isolation from
biological traces (A & A Biotechnology). The amount of extracted DNA was
assessed by the dot-blot and hybridisation method with D17Z1 biotin
marked probe, using the commercial kit Quantitation System, Gibco BRL,
in accordance with the manufacturer’s directions. Amplification was carried
out using PCR primers according to Lee and Chang [4]:
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For DNA fragment 199 (or 200) bp:

—primer 1: 5 — CA CCG TTG AAG GAT GTC CTC - 3,

—primer 2: 5 — AAT GTC CAC AGT CAC TCG CC - 3,

and for DNA fragment 128 bp:

—primer 3: 5 — TGG AGA TCC TGA CTC CGC TG -3

—primer 4: 5 — GTA GAA ATC GCC TCG TCC TT - 3.

At the first stage of the study PCR conditions were established. In the
process of optimisation of the PCR reaction, concentrations of template DNA
in the range from 0.5 ng to 100 ng and primer concentrations in the range:
5,10, 15, 20, 25, 30 pM were taken into account. Parameters of amplification
were optimised for multiplex reaction (simultaneous amplification of both
DNA fragments: 199—200 bp and 128 bp) and for singleplex amplifications.
MgCl, concentration was optimised only for the multiplex reaction in the
range: 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM, 3 mM, 3.5 mM, 4 mM. In the case of singleplex
reactions no additional MgCl, is necessary.

An optimised reaction mixture was used at the second stage of the study
for multiplex bloodstains genotyping and consisted of 20-50 ng template
DNA, 200 uM of each dNTP, 5 ul buffer, 2.5 U Taq DNA polymerase (InGen),
10 pmol of each primer and 2.5 mM MgCl, in 50 pl of total reaction volume.
Amplification reactions were carried out using Triblock (Biometra) appara-
tus. Thirty PCR cycles were applied as follows: denaturation — 1 min at 94°C,
primer annealing — 1 min at 56°C, elongation — 1 min at 72°C; additional initial
denaturation for 2 min at 94°C and final elongation step for 5 min at 72°C [9].
In the case of the singleplex reaction, the amount of template DNA was de-
creased to 3-5 ng.

The PCR products were made visible by polyacrylamide gel electropho-
retic separation (T = 15%, C = 3.1%) in discontinuous buffer boundary ac-
cording to Lechti-Gallati and Neeser [3]. 8 ul of amplification product was
subjected to restriction digestion using 5 U of Kpn I and Alu I restriction
endonucleases (Promega) at 37°C for 60 min. Digestion products were sepa-
rated by polyacrylamide electrophoresis in the presence of length marker —
pGEM (Promega) for about 2 hours in a constant current of 16 mA and temper-
ature 10°C. Detection was performed using the silver staining method [10].

RESULTS AND DISCUSSION

It was shown that for the described multiplex reaction, the optimal
primer concentration equals 10 pM, MgCl, concentration equals 2.5 mM,
and the amount of template DNA should equal 20 to 50 ng. It was noted that
in around 10% of studied samples, PCR amplification resulted in unspecific
DNA fragments of various lengths, which were also (but only above 600 bp)
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described by Tun et al. [9], but in their opinion, these unspecific products
had no influence on restriction digestion. The authors of this paper, how-
ever, conclude that additional unspecific PCR fractions may negatively in-
fluence the digestion process (possibly because some of the unspecific
amplicons were shorter than 600 bp), which created some difficulties with
interpretation of results. In the case of singleplex PCR reactions, unspecific
fractions were not observed and correct PCR products were obtained when
DNA template input to the PCR reactions was significantly smaller (3—5 ng).
The second crucial factor influencing the result of genotyping is attaining
complete digestion of PCR products with two restriction enzymes, Kpn I and
Alu I. Application of buffer that is optimal for one of the enzymes leads to
25 to 50% loss of activity of the second restriction endonuclease, which may
be the cause of incomplete digestion of PCR products and errors in interpre-
tation of obtained results. In order to avoid these kinds of errors digestion
must be performed in two separate reactions, or there must be additional
control (internal digestion), enabling monitoring of the degree of digestion.
Results of genotyping of alleles ABO obtained in the multiplex reaction
are presented in Figure 1. Figure 2 presents digestion products obtained af-
ter singleplex PCR reactions.

a b c d e f ¢ The method of genotyping of
the ABO blood group system ap-
= Bk plied enables differentiation of
six genotypes: A0, AA, BO, BB, 00
and AB [4].

It is well known that primers 1
and 2 cover nucleotide position
261, whose absence or presence
causes the occurrence of the re-
striction site (GGTACC) for en-
oy zyme Kpn I, and during amplifi-
cation generate DNA fragments
of length 199 bp or 200 bp. So,

- i N DNA fragments 199 bp long with
o " restriction site for Kpn I (i.e. the
o i - sequence for allele 0) are com-

. pletely digested by this enzyme,

v yielding two fragments of 171 bp
+ 28 bp and are interpreted as
homozygote 00. However, in the
Fig. 1. Results of ABO genotyping by mul- mixture of fragments of 199 bp
tiplex PCR. Lines: a — 00; b — AA; ¢ — AB; and 200 bp, only the first frag-
d —unspecific bands; e — BB; f — 00; g — AA. ment (199 bp) is digested, which
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Fig. 2. Results of ABO genotyping by monoplex PCR. Lines: M-size marker: pGEM;
a,b-AB;c,d—-AA;e, f—B0; g, h—A0;1,j—00; k,1-BB.

is ultimately interpreted as heterozygote A0 or BO, because after digestion
fragments of 200 bp, and 171 bp + 28 bp are obtained.

It is also known that primers 3 and 4 generate fragment 128 bp, which
covers substitution G — A in position 703 of cDNA. If this substitution oc-
curs in position 703, a restriction site for enzyme Alu I arises, i.e. nucleotide
sequence AGCT, which is specific for allele B. Complete digestion of this
fragment enables determination of the homozygote BB, which is character-
ised by two fragments (88 bp + 40 bp). Partial digestion of this fragment (re-
sulting in digestion products of 128 bp, 88 bp + 40 bp) indicates, on the other
hand, heterozygote AB or B0, whilst lack of digestion testifies to lack of allele
B, and so to the presence of genotypes AA, AO or 00.

A schema of genotyping on the basis of the principles described above is
presented in Table I.
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TABLE I. INTERPRETATION OF AB0O GENOTYPES BY THE PCR-RFLP PROCEDURE

Primers (1 + 2) Primers (3 + 4)
Genotype Restriction enzyme Kpn I Restriction enzyme Alu I
R'esult. Fragments R.esult. Fragments
of digestion of digestion

00 Complete 171 pz No digestion 128 pz
A0 1/2 200 pz + 171 pz | No digestion 128 pz
AA No digestion 200 pz No digestion 128 pz
BO 1/2 200 pz + 171 pz 1/2 128 + 88 pz
BB No digestion 200 pz Complete 88 pz
AB No digestion 200 pz 1/2 128 + 88 pz

The above mentioned schema was the basis for determination of the ABO
genotypes in 52 studied bloodstains. Results of comparative analysis of
genotyping of the ABO blood group system and its serological determination
are presented in Table II. From this table one can conclude that in all, even
the oldest 15-year-old, researched bloodstains, genotyping using the meth-
odology described above was possible, and in each case comparison revealed
concordance of the genotype with the phenotype determined earlier with the
serological technique.

TABELE II. RESULTS OF ABO GENOTYPING IN 52 BLOODSTAINS

Sample | Phenotype | Genotype | Sample | Phenotype | Genotype | Sample | Phenotype | Genotype
1/85 0 00 18/95 0 00 35/00 A AA
2/85 0 00 19/95 A AA 36/00 A A0
3/85 A A0 20/95 A A0 37/00 A A0
4/85 A A0 21/95 B BO 38/00 A AA
5/85 B BO 22/95 B BO 39/00 A A0
6/85 B BB 23/95 AB AB 40/00 A A0
7/85 AB AB 24/95 AB AB 41/00 B B0
8/85 AB AB 25/98 AB AB 42/00 AB AB
9/90 0 00 26/98 AB AB 43/00 0 00

10/90 0 00 27/98 AB AB 44/00 A A0
11/90 A A0 28/98 AB AB 45/00 0 00
12/90 A AA 29/98 A A0 46/00 B BO
13/90 B BO 30/98 LA A0 47/00 B BO
14/90 B B0 31/98 A A0 48/00 A A0
15/90 AB AB 32/98 A AA 49/00 AB AB
16/90 AB AB 33/98 A A0 50/00 AB AB
17/95 00 00 34/98 A AA 51/00 A A0

52/00 0 00
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One has to take into account, however, that in the case of blood group 0
determination using DNA based techniques and serological methods, a di-
vergence in obtained results may arise. The reason for this is the theoretical
possibility of allele 0° appearing (a variant of allele 0)!, which, in position
261, 1isidentical to allele A [7]. The frequency of this allele in the Polish popu-
lation has still not been ascertained. However, one can expect that the fre-
quency is similar to that observed for the German population, where it
equals 0.0027 [6]. When genotyping, there is about a 3% risk of wrong classi-
fication of allele 0” as allele A, but this danger may be avoided by additional
analysis of nucleotide position 802, performed for all results of genotyping
resulting in allele A. Allele 0° differs from allele A by substitution G — A ex-
actly in this position [6].

It is known that the discrimination power of the ABO system is low in
comparison to STR systems, and moreover genotyping of the ABO system is
much more laborious and expensive®. Additionally, the practical usefulness
of ABO genotyping for identification studies of biological traces using meth-
odology described in this paper is limited, because (apart from interpreta-
tion problems described above) this method does not allow differentiation of
alleles A, and A,. This fault may also be also overcome by analysis of an addi-
tional mutational position.

During investigations, however, situations occur, where determination
of the ABO blood group is extremely important. Such a situation arises, for
example, when the only known feature of the dead person which can lead to
positive identification is the blood group. Another example of the practical
application of ABO genotyping is cases where the phenotype ABO of the al-
leged perpetrator or suspect is known, but tiny amounts of trace do not allow
determination of the ABO phenotype by the trace consuming serological
method. Then the high cost of analysis is justified, and in such situations the
authors have applied the described methodology.

In the first case it was necessary to determine the ABO genotype of
a new-born baby, since the initial identification of parents (based on inter-
view) concerned only the ABO genetic marker. Results of serological studies
of the new-born baby only weakly suggested the presence of group 0, and at-
tempts to determine its phenotype using serological techniques applied to
analysis of pieces of bones failed. Positive results of ABO genotyping (blood
group 00) were obtained applying DNA analysis to DNA template extracted
from the endosteal part of flat bones.

1 Nine of researched bloodstains had blood group 0, but in none case allele 02 was identified.

2 On the basis of cost of experiments it was assessed that genotyping of one single sample in
the range of the ABO system is three times more expensive than simultaneous genotyping of
three STR markers.
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In the second case the ABO blood grouping had to be determined from

a very small bloodstain (which ruled out use of serological methods). During
routine investigation, the blood group of a potential suspect had been estab-
lished as group 0. So it was decided that, before formally accusing this person
(which would then enable collection of reference material) in order to limit the
risk of a prosecution mistake, DNA technology would be applied to analyse
the bloodstain: this turned out to originate from an individual of genotype 00.
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OZNACZANIE GENOTYPOW AB0 W PLAMACH KRWI
TECHNIKA PCR-RFLP

Marzanna CIESIELKA, Piotr KOZIOL, Roman MADRO

WSTEP

Uktad grupowy ABO byl pierwszym odkrytym u czlowieka markerem gene-
tycznym, ktory do$é szybko zostal wprowadzony do badan sadowych zaréwno przy
identyfikacji §ladéw biologicznych [1, 8], jak réwniez do ustalania spornego ojcostwa
[5]. Antygeny ABO obecne sa na btonie komdrkowej wiekszosci tkanek, a w rozpusz-
czalnej formie moga wystepowac réwniez w wydzielinach organizmu. Ich silna eks-
presja ma istotne znaczenie w zyciu czlowieka (immunizacja ptodowa, transfuzja,
transplantacja), co powoduje, ze uktad ABO jest markerem powszechnie oznacza-
nym, w zwiazku z czym grupa krwi byta lub jest czesto odnotowywana w réznych do-
kumentach (np. dowodach osobistych, kartach informacyjnych ze szpitali, prawach
jazdy itp.).

Oznaczanie ukladu ABO we krwi metodg serologiczna pozwala na szybkie, tanie
ipewne ustalenie 6 najczesciej wystepujacych fenotypéw: A, A,, A/ B, A,B, Bi0. Fe-
notypowanie ABO w §ladach biologicznych wymaga jednak stosowania absorpcji
przeciwcial z aglutynogenami, ktorej wyniki zaleza nie tylko od iloSci glikolipi-
dowych 1 glikoproteinowych struktur antygenowych, ale réwniez od stopnia ich de-
gradacji. Dodatkowym problemem jest fakt, ze podobne struktury wystepuja w mi-
kroorganizmach. Istnieje zatem mozliwo$¢ niespecyficznej absorpcji swoistych prze-
ciwcial, zwlaszcza w plamach zdegradowanych przez czynniki biologiczne [2].

W 1990 roku Yamamoto 1in. [11] sklonowali cDNA genéw o1— 3N acetylogalak-
tozaminylo-transferazy i al— 3 galaktozylo-transferazy, ktére warunkuja antygeny
A 1 B oraz okreslili ich sekwencje. Wykryli siedem substytucji nukleotydowych (w
pozycjach: 297, 526, 657, 703, 796, 803 1 930), co objawia sie czterema substytucjami
aminokwasowymi w domenie katalitycznej biatek, ktore pozwalaja na odréznienie
allela A od allela B. Natomiast allel A r6zni sie od allela 0 pojedyncza delecja w pozy-
cji 261, ktora jest odpowiedzialna za powstawanie nieaktywnej funkcjonalnie trans-
ferazy 0 [11]. Allel A obejmuje kilka podtyp6w, z ktérych najczesciej spotykane sg A,
1A,, a sekwencja kodujaca dla transferazy A, rézni sie od sekwencji dla transferazy
A, substytucja nukleotydowa w pozycji 467 oraz delecjg w pozycji 1060 [12]. Te
pojedyncze mutacje na poziomie DNA moga by¢ wykrywane technikami biologii
molekularnej z uzyciem techniki PCR, co umozliwia oznaczanie uktadu ABO w r6z-
nych tkankach z minimalnej ilosci §ladéw biologicznych, nawet w znacznym stopniu
zdegradowanych.

Celem pracy byta optymalizacja warunkéw PCR dla genéw warunkujacych uktad
ABO i weryfikacja uzyskanych wynikow (przez ich poréwnanie z rezultatami ozna-
czen serologicznych) oraz sprawdzenie powtarzalnoéci 1 wydajnoéci zastosowanej
metody.
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MATERIALY I METODY

Genotypy ABO oznaczono w 52 przygotowanych do§wiadczalnie plamach krwi,
ktorej przynalezno$é grupowa ustalono wcze$niej metoda serologiczna. 20 plam
sporzadzono z krwi éwiezej w roku 2000, a 32 z uzyciem krwi pobranej ze zwlok
(po 8 w roku 1985, 1990, 1995, 1998), przy czym materiat dobrano tak, by reprezento-
wane w nim byly rézne fenotypy.

DNA wyizolowano przy pomocy zestawu do izolacji genomowego DNA ze §ladéw
biologicznych (A&A Biotechnology). Ilo§¢ uzyskanego DNA okreslono metoda
dot-blot 1 hybrydyzacji z sonda D17Z1 wyznakowang biotyna przy uzyciu zestawu
Quantitation System, Gibco BRL, zgodnie z instrukcja producenta. Do amplifikacji
DNA uzyto starteréw wedtug Lee 1 Chang [4]:

dla fragmentu 199 (lub 200) pz:

— starter 1: 5 — CA CCG TGG AAG GAT GTC CTC - 3,

— starter 2: 5 — AAT GTC CAC AGT CAC TCG CC - 3,

a dla fragmentu 128 pz:

— starter 3: 5 — TGG AGA TCC TGA CTC CGC TG - 3,

— starter 4: 5 — GTA GAA ATC GCC TCG TCC TT - 3.

W pierwszym etapie badan ustalono warunki amplifikacji. Optymalizacja reakcji
PCR objeta stezenia DNA od 0,5 ng do 100 ng oraz stezenia starteréw w zakresie:
5, 10, 15, 20, 25, 30 pM, a dobieranie parametréw dotyczyto zaréwno reakcji ,,multi-
pleksowej” (tj. jednoczesnego namnazania obu fragmentéw 199-200 pz i 128 pz) jak
1 oddzielnych amplifikacji. Stezenie MgCl, dobierano tylko dla reakeji ,,multiplekso-
wej” w zakresie: 1,56 mM, 2 mM, 2,5 mM, 3 mM, 3,5 mM, 4 mM. Reakcje z uzyciem jed-
nej pary starteréw nie wymagaja bowiem dodatkowej obecnosci MgCl,.

Zoptymalizowana mieszanina reakcyjna, ktéra w drugim etapie badan uzyto do
,multipleksowego” genotypowania §ladéw krwi, zawierata 20-50 ng DNA, 200 uM
kazdego z ANTP, 5 ul buforu, 2,5 U Taq DNA polimerazy (InGen) i 10 pmola kazdego
ze starteréow oraz 2,5 mM MgCl, w objetosci 50 ml. Amplifikacje prowadzono przy
uzyciu urzadzenia Triblock (Biometra) w nastepujacych 30 cyklach: denaturacja —
1 min w 94°C, hybrydyzacja starteréw przez 1 min w 56°C, synteza nici — 1 min
w 72°C; dodatkowo wykonywano denaturacje wstepna przez 2 min w temperaturze
94°C 1 wydtuzanie koncowe przez 5 min w temperaturze 72°C [9]. W przypadku re-
akeji z uzyciem jednej pary starteréw, iloé¢ DNA zmniejszono do 3-5 ng.

Obecno$é produktu PCR sprawdzano na zelu poliakrylamidowym (T = 15%,
C = 3,1%) w nieciaglym systemie buforowym w spos6b podany przez Lechti-Gallati
i Neeser [3]. Produkt amplifikacji (8 ul) trawiono 5 U enzymu Kpn I1 Alu I (Promega)
w temperaturze 37°C przez 60 min, a uzyskane fragmenty DNA rozdzielano ponow-
nie na zelu poliakrylamidowym w obecno$ci markera wielko$ci — pGEM (Promega)
przez okolo 2 godziny przy stalym natezeniu pradu 16 mA w temperaturze 10°C.
Do detekeji DNA stosowano metode srebrowa [10].

WYNIKI I DYSKUSJA

Wykazano, ze dla om6éwionej reakcji ,,multipleksowej” optymalne stezenie star-
teréw to 10 pM i 2,5 mM MgCl,, ilo§¢ matrycowego DNA powinna natomiast wynosi¢
od 20 do 50 ng. Zauwazono przy tym, ze w okolo 10% przebadanych préb w reakcji
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PCR generowane byty takze niespecyficzne frakcje o réznej wielkoéci, ktére (tylko po-
wyzej 600 pz) opisali Tun iin. [9], ale ich zdaniem, nie wplywaly one na proces tra-
wienia. Z obserwacji autoréw wynika jednak, ze dodatkowe frakcje utrudniaja proces
trawienia (by¢ moze ze wzgledu na to, ze niektore z nich byty mniejsze od 600 pz), co
komplikowato interpretacje wynikow. W przypadku oddzielnych (tj. dla kazdej pary
starteréw) reakcji PCR nie zaobserwowano natomiast niespecyficznych frakeji,
a wlaéciwy produkt uzyskiwano ze znacznie mniejszej iloéci (bo juz z 3—5 ng) DNA
matrycowego.

Drugim czynnikiem decydujacym o wyniku genotypowania jest uzyskanie calko-
witego trawienia produktu PCR dwoma enzymami restrykcyjnymi Kpn I 1 Alu 1.
Uzycie buforu optymalnego dla jednego z enzyméw prowadzi jednak do utraty
aktywnosci o 25—50% drugiego z enzymow, co moze byé przyczyng niekompletnego
trawienia i bledéw w interpretacji wynikow. Zabezpieczenie sie przed tym bledem
wymaga zatem trawienia w dwoch oddzielnych reakcjach, badz dodatkowej kontroli
(t). tzw. trawienia wewnetrznego), pozwalajacej na monitorowanie procesu komplet-
nego trawienia.

Rezultaty genotypowania alleli ABO uzyskane w reakcji,,multipleksowej” przed-
stawiono na rycinie 1. Rycina 2 przedstawia natomiast produkty trawienia uzyskane
po reakcjach PCR dla kazdej pary starteréw.

Zastosowana metoda genotypowania ukladu ABO pozwala na zrdznicowanie
szeéciu genotypow: A0, AA, BO, BB, 001 AB [4].

Wiadomo przy tym, ze startery 11 2 obejmuja pozycje 261 nukleotydu, ktérego
brak lub obecno$é powoduje powstanie miejsca restrykcyjnego (GGTACC) dla enzy-
mu Kpn I, a w czasie amplifikacji generuja fragmenty 199 lub 200 pz. Zatem
fragmenty 199 pz z miejscem restrykcyjnym dla Kpn I (tj. sekwencja specyficzna dla
allela 0) sa catkowicie trawione przez ten enzym do 171 pz + 28 pziodczytywane jako
homozygota 00. Natomiast w mieszaninie fragmentéw 199 1 200 pz trawiony jest
tylko fragment 199 pz, co jest odczytywane jako heterozygota A0 lub B0, bowiem po
trawieniu otrzymujemy wtedy fragmenty 200 pz i 171 pz + 28 pz.

Wiadomo réwniez, ze startery 314 generuja fragment 128 pz, ktéry obejmuje sub-
stytucje G — A w pozycji 703 cDNA. Jesli zatem w pozycji 703 wystapita ta substyt-
ucja, tworzy sie miejsce restrykcyjne dla enzymu Alu I, tj. sekwencja AGCT, ktéra
jest specyficzna dla allela B. Kompletne trawienie tego fragmentu pozwala wiec na
oznaczenie homozygoty BB, ktora charakteryzuja dwa fragmenty (88 pz + 40 pz).
Czeéciowe trawienie tego fragmentu (w wyniku czego powstaja produkty o wielkosci
128 pz, 88 pz + 40 pz) wskazuje za$ na heterozygoty AB lub B0, a brak trawienia
$wiadczy o braku allela B, czyli o obecnos$ci genotypéw AA, AO lub 00.

Schemat genotypowania ABO na podstawie wyzej opisanych zasadach przedsta-
wia tabela I.

Wyzej wymieniony schemat stanowil podstawe do okreslenia genotypéw 52 prze-
badanych plam krwi. Wyniki konfrontacji genotypowania uktadu ABO z rezultatami
jego serologicznego oznaczania zestawiono w tabeli II, z ktérej wynika, ze we
wszystkich (nawet najstarszych, tj. pietnastoletnich) przebadanych plamach krwi
zdotano ustali¢ genotyp uktadu ABO w sposéb wezeéniej podany, oraz ze w kazdym
przypadku uzyskano zgodno§¢ genotypu z fenotypem oznaczonym wezeéniej metoda,
serologiczna,
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Nalezy jednak pamietaé, ze w przypadku oznaczenia grupy 0 technikami DNA
moga pojawi¢ sie rozbiezno$ci miedzy wynikami fentypowania a genotypowania.
Przyczyna tego faktu jest teoretyczna mozliwo$é wystapienia allela 0 wariantu
allela 0)', ktéry w pozycji 261 jest identyczny jak allel A [7]. Czesto§¢é wystepowania
tego allela w populacji polskiej nie jest nadal znana. Niemniej mozna oczekiwac , ze
jest zblizona do obserwowanej w populacji niemieckiej, gdzie wynosi 0,0027 [6]. Przy
genotypowaniu istnieje zatem ok. 3% niebezpieczenstwo zakwalifikowania allela 0
jako allel A, ale ryzyko to mozna zlikwidowa¢ przez dodatkowe badanie (pozycji 802)
wszystkich rezultatéw genotypowania z wynikiem A. Allel 0° rézni sie bowiem od
allela A substytucja G — A wlasnie w tym miejscu [6].

Wiadomo, ze warto$éé¢ dyskryminacyjna uktadu ABO w poréwnaniu z uktadami
STR jest niska, natomiast naklad pracy i kosztéw jest wielokrotnie wyzszy®. Ponadto
praktyczna przydatnoéé genotypowania uktadu ABO w badaniach identyfikacyjnych
$ladéw biologicznych w sposéb przedstawiony w tej pracy jest ograniczona, gdyz
(oprocz probleméw interpretacyjnych, ktére omdéwiono wezeéniej) nie pozwala na
odréznienie allela A, od A,. Ten mankament mozna jednak takze wyeliminowaé, oile
badanie zostanie poszerzone o identyfikacje kolejnego miejsca mutacyjnego.

W praktyce dochodzeniowo-§ledczej istniejq jednak takie sytuacje, gdy oznacze-
nie na dowodzie rzeczowym ukladu ABO jest niezwykle wazne. Ma to np. miejsce, gdy
jedyna znang cecha osoby zmarlej jest jej grupa krwi. Inny przyktad celowos$ci
genotypowania ABO stanowia przypadki, gdy znany jest fenotyp ABO domniemanego
sprawcy lub podejrzanego, a ilo$é¢ $ladu nie pozwala na ustalenie fenotypu ABO
metoda serologiczng. Wtedy wlasnie uzasadnione sa wysokie koszty badan i w tego
rodzaju sytuacjach autorzy wykorzystali w praktyce opisana w pracy metode genoty-
powania ABO.

W pierwszej sprawie konieczne bylo ustalenie genotypu ABO noworodka, gdyz
wstepna identyfikacja rodzicéw (oparta na wywiadzie) dotyczyla jedynie ukladu
ABO, wyniki badan serologicznych noworodka jedynie sugerowaty przynaleznos¢ do
grupy 0, a ustalenie jego fenotypu metodami serologicznymi w tym uktadzie z frag-
mentdéw kosci okazato sie niemozliwe. Mozliwe okazato sie natomiast genotypowanie
(z rezultatem 00) w oparciu o badanie DNA, ktore wyizolowano ze $réodkoécia kosci
plaskich.

W drugim przypadku dobro $ledztwa wymagalo natomiast ustalenia przyna-
leznoéci grupowej w zakresie uktadu ABO z bardzo matej plamy krwi (co dyskwali-
fikowato zastosowanie metod serologicznych). W ramach dziatan operacyjnych usta-
lono bowiem, ze osoba, ktéra mozna byto podejrzewaé o dokonanie przestepstwa, ma
grupe krwi 0. W zwiazku z tym przed postawieniem jej zarzutu (co dopiero umoz-
liwilo pobranie materiatu poréwnawczego) zdecydowano sie na zmniejszenie ryzyka
bledu postepowania przez zbadanie technikami DNA tego mikro§ladu, ktéry —jak sie
okazalo — pochodzil od osoby o genotypie 00.

1 Wéréd przebadanych plam krwi dziewieciokrotnie oznaczono grupe 0, ale nie spotkano allela 02.
2 Na podstawie poniesionych wydatkow oszacowano, ze genotypowanie jednego $ladu w zakresie ABO
jest trzykrotnie drozsze od jednoczesnego genotypowania trzech uktadéw STR.



