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de lzrere, der deltog i denne workshop for
verdifulde kommentarer. Deltagere i
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Fra Danmark.: Lisbet Leonard; Lene
Tidemann; Mario Bro Hassenfeldt; Greta
Granqvist; Jytte Jargensen; Tine Bing; Per
Vollmond; Anker Steffensen.
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Bruno Mulcahy; Tim O’Meara; Tom
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Killelea.
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Bahrs; Jirgen Samland; Cristel Ahlf-
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Fra EIBE-gruppen deltog desuden:
Eckhard R. Lucius, Catherine Adley og Jan
Frings.

© Copyright

Denne EIBE Unit er beskyttet af
copyright. Deltagerne i udarbejdelse af
denne unit har copyright under Sektion 77
af ‘Copyright, design and patent Act’, UK
(1988).

Til undervisningsbrug. Der ma til
undervisningsbrug fremstilles elektroniske
eller udskrevne kopier af denne unit.
Kopierne ma ikke gares til genstand for
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handel udover kopiprisen. Desuden skal
ovennavnte forfattere nevnes som
copyrighthavere.

Til andre formal. Denne unit ma
formidles fra person til person i ikke-
kommercielt giemed. Den ma ikke
formidles elektronisk via mail-server,
nyhedsgrupper, bulletin boards eller
uautoriserede www-forsendelser eller anden
massedistribution eller pa anden méade som
strider imod disse restriktioner.

Kommercielt formal. Benyttelse af denne
unit eller dele heraf i kommercielt gjemed,
er strengt forbudt uden copyrighthavernes
indhentede tilladelse. @nskes hele eller dele
af unitten benyttet kommercielt pa nogen
made, kontakt da venligst:

EIBE Secretariat

c/o Institut flr die Pddagogik der

Naturwissenschaften

Universitat Kiel

Olshausenstrasse 62

Tyskland

TIf:  +49 (0) 431 880 3137
Fax:  +49 (0) 431 880 3132

Spgrgsmal og kommentarer til denne unit
bedes rettet til Dorte Hammeley,
e-post: dorte@centrum.dk

Om dette materiale

Det foreliggende undervisningsmateriale er
bearbejdet og gennemprgvet af lerere og
undervisere fra forskellige europziske
lande. Arbejdet er blevet muliggjort med
hjelp og stette fra Europakommissionens
DGXII under EIBE’s, The European
Initiative for Biotechnology Education’s,
auspicier.

De synspunkter der er udtrykt i dette
materiale og de foreslaede aktiviteter, er
forfatternes og ikke ngdvendigvis EU-
kommissionens.
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A\ Sikkerhed

| EIBE's foreslaede laboratoriearbejde har
vi minimeret alle synlige risikofaktorer og
forslaet erstatninger for farlige stoffer og
procedurer der er ufarlige (eller mindre
farlige). Som et minimum overholder de
god laboratoriepraksis og dansk lovgivning
pa dette omrade. Desuden henvises der til
risikovejledningen.
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DNA-profilanalyse - baggrund og anvendelse

Introduktion

Analyse af menneskers DNA finder iser

praktisk anvendelse inden for to omrader.

1. Sundhedsvasenet: Diagnostik af bl.a.
arvelige sygdomme, kromosomfejl og
cancer.

2. Retsvasenet: Dels identifikation af
personer i forbindelse med kriminal-
sager dels sleegtskabsundersggelse i
forbindelse med faderskabs- og
familiesammenfaringssager.

Det er anvendelsen inden for Retsvesenet,

dvs. de sakaldt retsgenetiske DNA-analyser,

der er hovedemnet for dette
undervisningsmateriale.

Ved en retsgenetisk DNA-analyse
undersgger man kun en meget lille del af et
menneskes arvemasse. Kort fortalt gar
rutineanalysen ud pa at bestemme
lengderne af 4-5 udvalgte DNA-omrader
pa kromosomerne. Resultatet bliver en
kombination af tal, der saledes giver et
slags signalement af den pagaldende
person. Man kalder dette for personens
DNA-profil. Analyseresultatet er af nogle
blevet sammenlignet med en stregkode, og
ved den farst udviklede analysemetode
fremstod resultatet rent faktisk ogsa som en
rekke sveertede “band” pa en rantgenfilm.
Man talte i den forbindelse om “Det
genetiske fingeraftryk”. Den metode der
anvendes i dag, kaldes en DNA-profil-
analyse.

Eksempler pa DNA-profil-
analysernes anvendelsesomrader
Aviserne bringer dagligt historier om mord
og voldtegt, og DNA-profilanalyse indgar
nu rutinemassigt i opklaringen af disse
sager. Det drejer sig her om at sammenligne
DNA-profilerne af f.eks. blod eller s&d fra
gerningsstedet med de DNA-profiler man
finder hos eventuelle mistenkte i sagen.

| faderskabssager vil en sammenligning
mellem moderens og barnets DNA-profiler

6 ‘UniT 2: DNA-PROFILANALYSE

vise hvilken del af barnets DNA-profil der
stammer fra faderen. Ved DNA-profil-
analyse af en mulig far, kan man derefter
afgare om den pagaldende overhovedet kan
vare far til barnet, altsd om hans DNA-
profil stemmer overens med den del af
barnets profil som ikke stammer fra
moderen. Tilsvarende i familiesammen-
foringssager. Her undersgger man f.eks. om
det pastaede slegtskab mellem en
herboende indvandrer og en tilrejsende der
gnsker permanent ophold i Danmark, kan
vere til stede.

Det er ogsa muligt at identificere en afdgd
ved hjelp af DNA-profil-analyse, hvis den
pagaldende har levende slaegtninge. Dette
benyttes bl.a. i forbindelse med starre
dadsulykker sasom brandkatastrofer, f.eks.
brandulykken pa skibet Scandinavian Star i
1990, og flyhavarier, f.eks. et russisk
flyhavari pa Svalbard i 1996, hvor ofrene var
blevet s& medtagne, at de ikke kunne
genkendes (1). Det gaelder ogsa ofre for
terror (f.eks. i Israel og det tidligere
Jugoslavien) og krigshandlinger (f.eks.
Golfkrigen mod Irak i 1990).

Ogsa identifikation af ldre ligrester er
blevet mulig takket vare udviklingen af
metoder til udvinding af DNA fra is&r
rester af skeletter, herunder teender. Dette
har muliggjort identifikation af skelet-
resterne fra begravede personer, f.eks.
mordofre og kendte enkeltpersoner som
nazilegen Mengele (‘bgdlen fra Auschwitz’)
0g den sidste russiske zarfamilie (2,3). |
sidstnavnte tilfelde lykkedes det, ca. 75 ar
efter henrettelsen af familien, at fastsla
hvilke af de ni skeletter man fandt i en
massegray, der stammede fra zaren, hans
kone og tre af deres barn. Pa samme made
kunne man ved DNA-analyse fastsla at en
kvinde der livet igennem havde havdet at
vare zarens datter Anastasia, ikke kunne
veere barn af zarparret (se senere) (4).
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Ogsa inden for arkaologi og antropologi
har man taget DNA-analyser i anvendelse.
Et aktuelt eksempel er en opsigtsveekkende
nylig analyse af DNA fra dét forhistoriske
menneskeskelet der blev fundet i Neandertal
ner Disseldorf i 1856, og som vurderes at
vare 30.000 - 100.000 ar gammelt.
Resultatet har sandsynliggjort at de uddgde
Neandertalere og det moderne menneske,
Homo sapiens sapiens som i en periode har
levet samtidig i Europa og andre steder, er
to forskellige arter hvis nedstamningslinier
udskiltes fra en felles stamform for 550.000
- 700.000 ar siden (5). DNA-analyser
anvendes ogsa i studier af andre organismer,
f.eks. virus og bakterier samt planter og dyr,
bade i forskningssammenhzang (f.eks.
afklaring af narmere eller fjernere slegtskab
mellem arter) og mere praktisk, f.eks. i
forbindelse med diagnostik af infektions-
sygdomme, ved opklaring af tyveri samt
illegale transporter af dyr og til kontrol af
gensplejsede planter.

Menneskets arvemasse

Langt det meste af et menneskes arvemasse,
eller genom, findes i cellernes kerne (kerne-
DNA); men en lille, bade vigtig og interes-
sant del findes i mitokondrierne (mito-
kondrie-DNA) og vil blive omtalt sarskilt.

Kerne-DNA

Kerne-DNAet er hos mennesket fordelt pa
46 lange molekyler der danner ‘den genetiske
rygrad’ i hvert sit kromosom. De 46
kromosomer forekommer parvis, og for
hvert par gelder det, at man har arvet det
ene kromosom fra sin mor og det andet fra
sin far. Dette er baggrunden for den
klassiske arvelov (Mendels 1. lov) og for at
DNA-analyser kan belyse slegtskabsfor-
holdene inden for en familie, herunder
klarleegge nedarvningsmgnstret for
sygdomsgener.

Kromosomerne i det ene af de 23 par
kaldes keanskromosomer, fordi dette par er
forskelligt hos de to ken: to X-kromosomer
(XX) hos piger/kvinder og et X- og et Y-
kromosom (XY) hos drenge/mend. Y-
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kromosomet er meget forskelligt fra X-
kromosomet, og det er et bestemt gen pa Y-
kromosomet der grundleeggende bestemmer
at det pagaldende individ bliver hankgn.
Analyse af blodspor og vavsrester for Y-
kromosomspecifikt DNA kan derfor
bruges til bestemmelse af ophavspersonens
kgn. Kromosomerne i de resterende 22 par
kaldes autosomer.

Det anslas at menneskets genom indeholder
50.000-100.000 gener, hvis funktion er at
kode for organismens mange forskellige
proteiner. Langt stgrstedelen af genomet
bestar imidlertid af ikkekodende DNA-
sekvenser som er beliggende enten inde i
generne - i form af de sakaldte introner -
eller mellem generne. Det er i de ikke-
kodende sekvenser, man finder de omrader
der undersgges i de retsgenetiske DNA-
profilanalyser. Pa grund af genomets
starrelse og variation har ethvert menneske,
bortset fra énaggede flerlinger (tvillinger,
trillinger mv.), en unik sammensztning af
kerne-DNAt.

Mutationer

DNA er stabilt, men ikke statisk. Der sker
med mellemrum springvise &ndringer
(mutationer) i DNA, dvs. at rekkefglgen
(sekvensen) af basepar @ndres i et givet
omrade af genomet. En mutation kan have
alvorlige falger hvis den medfarer @ndring i
syntese eller funktion af et vigtigt protein i
cellen/organismen. De fleste mutationer er
imidlertid uden konsekvenser for
organismen, typisk fordi de finder sted i
ikkekodende sekvenser enten i eller uden
for et gen. Det er sadanne uskadelige,
neutrale mutationer, der er baggrunden for
de fleste forskelle mellem folks genomer.

Seerligt variable omrader

Ved den rutinemassige, retsgenetiske
DNA-profilanalyse undersgger man nogle
bestemte omrader af genomet hvor en
sekvens af basepar er gentaget et starre
eller mindre antal gange i direkte
forleengelse af hinanden, se figur 1.
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Figur 1. En skitse af et VNTR-omrade i et
bestemt kromosompar hos en person. De to
kromosomer har henholdsvis 10 og 18 gentagelser
af den pdgaeldende sekvens.

kromosom fra faderen:
—EHHHHHHH

kromosom fra moderen:
—E i en-—

Pa engelsk, og i dansk genetisk fagsprog,
benavnes en gentaget sekvens et repeat, og
de omrader af kerne-DNA't, hvor der
forekommer en sadan variation af et antal
gentagelser, betegnes VNTR-omrader
(VNTR er en forkortelse af det engelske
udtryk variable number of tandem repeats; dvs. et
variende antal gentagne sekvenser lige efter
hinanden). Et givet VNTR-omrade pa et
bestemt kromosom vil sdledes have en
lengde, der afhaenger af hvor mange base-
par der er i den gentagne sekvens, og hvor
mange gentagelser der er tale om, figur 1.

Ved en DNA-profilanalyse bestemmer man
lengderne af et antal forskellige VNTR-

omrader, og DNA-profilen angives som en
simpel kombination af de fundne starrelser
udtrykt pa en internationalt vedtaget made.

Opdagelsen af VNTR-omraderne
Opdagelser af disse serlige omrader i
genomet skyldes professor Alec Jeffreys og
hans forskergruppe pa universitetet i
Leicester, UK. De arbejdede med kortlegning
af genet for myoglobin, det rgde, iltbindende
protein i muskler. Under dette arbejde
opdagede de, at der i en af genets introner
er en sekvens af basepar der er gentaget
flere gange i forlengelse af hinanden, og at
antallet af gentagelser kan variere fra det
ene myoglobin-gen til det andet og dermed
fra person til person. Jeffreys og hans
gruppe ville bruge dette omrades sarlige
karakter til at finde ud af hvilket kromosom
myoglobin-genet sidder pa. De isolerede
derfor DNA fra det pagaldende omrade for
at bruge det som probe (fra engelsk probe,
dansk sonde) i DNA-analyser.

8 ‘UniT 2: DNA-PROFILANALYSE

En probe er et DNA-molekyle, hvis strenge
kan baseparre med DNA-strengene i det
omrade man er interesseret i at undersgge.
Proben markes enten kemisk eller
radioaktivt, sa den senere kan spores, f.eks.
ved hjalp af en fotografisk film.

Da Jeffreys og hans medarbejdere efter-
falgende anvendte proben i de planlagte
DNA-analyser, opdagede de til deres
overraskelse, at hver analyseret prgve
resulterede i talrige ‘band’ pa den foto-
grafiske film, som udtryk for at proben
havde bundet sig til et stort antal DNA-
omrader hos hver person. Bandmgnstret
viste sig at vaere meget personspecifikt, og
‘det genetiske fingeraftryk’ var opfundet.
Senere blev de forskellige VNTR-omrader
som la bag de mange band identificeret og
karakteriseret, og det blev muligt at
analysere dem hver for sig hvilket er det
princip man bygger pa i den moderne
DNA-profilanalyse.

Jeffreys har hgstet megen anerkendelse,
inklusive en adelstitel, for sin opdagelse, og
metodeudvikling pa dette omrade, hvorved
han har lagt grunden til de retsgenetiske
DNA-analyser. Hans arbejde er et af mange

Figur 2. Sir Alec Jeffreys
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Mere om VNTR-omrader

Mange af de farst opdagede VNTR-omrader havde adskillige basepar (typisk 20-50) per gentaget
sekvens, og en variation i antallet af gentagelser pa fra f.eks. 50 til mange hundrede. Et sadant VNTR-
omrade kan saledes variere fra 1.000 til 10.000 basepar eller mere. Antallet af gentagelser af en given
sekvens, og dermed lengden af det pageldende VNTR-omrade, nedarves efter Mendels 1. lov. Derfor
taler man i genetisk sprogbrug om et VNTR-locus med forskellige alleller, hver karakteriseret ved en
bestemt lengde. Et sadant locus med flere alleller siges at udgare en genetisk polymorfi (polymorfi =
forekomst af mange former; her: mange udgaver). I analysen af et VNTR-omrade betegnes dette ogsa
som et VNTR-system.

| et hgjvariabelt VNTR-locus vil over 95 % af individerne i en given befolkning have alleller af forskellig
l&ngde og dermed vaere heterozygote pa dette locus. Sandsynligheden for at to ubeslegtede personer vil
have samme allelkombination pa et givet VNTR-locus vil ofte vare meget mindre end 1 %.

De senere ar har man opdaget eksistensen af et meget stort antal VNTR-omrader med kun 2-4 basepar
per gentaget sekvens, og hvor antallet af gentagelser ikke varierer mere end fra f.eks 5 til 15. Det er nogle
af disse sakaldte STR-omrader (short tandem repeats) der undersgges i nutidens avancerede retsgenetiske

DNA-profilanalyser. Se figur 11.

eksempler pa en vigtig opdagelse, der er gjort i
forbindelse med en undersggelse med et helt
andet formal. Samtidig er det et eksempel pa
at man gennem grundforskning kan opna
viden der hurtigt kan omszattes til vaerdifuld
praktisk anvendelse.

Mitokondrie-DNA

Mitokondrie-DNA (mtDNA) er et lille,
ringsluttet DNA-molekyle med knap 16.600
basepar. (Til sammenligning anslas DNAet i
cellekernens 46 kromosomer at indeholde i alt
ca. 6 milliarder basepar, svarende til knap to
meter DNA!). Da hvert mitokondrie
indeholder 5-10 mtDNA-molekyler, og en
celle kan indeholde i hundred- eller tusindvis
af mitokondrier, vil en persons celler typisk
indeholde i tusindvis af mtDNA-molekyler
som ydermere normalt alle har samme
sekvens af basepar. Dette store antal kopier
per celle gar at mtDNA er den del af
genomet der bevares leengst i analysérbar
tilstand efter daden eller i biologisk
spormateriale.

Pa grund af beliggenheden uden for
cellekernen nedarves mtDNA udelukkende
gennem kvinder (sedcellen bidrager kun med
kerne-DNA). Det betyder, at en kvinde og
hendes bgrn, mor, mormor samt gvrige
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familiemedlemmer der er beslaegtet gennem
samme, ubrudte kvindelinie, har samme
mtDNA-sekvens. En analyse heraf muligger
derfor fastleeggelse af slegtskabsforhold selv
pa mange generationers afstand, for sa vidt
der er tale om slegtskab gennem en ubrudt
kvindelinie.

Der sker dog selvfalgelig ogsa lejlighedsvis
mutationer i mtDNA, og per basepar sker det
med starre hyppighed i mtDNA end i kerne-
DNA. Dette skyldes at mtDNA er mindre
beskyttet mod beskadigelser end kerne-DNA,
og at mitokondrierne ikke har et DNA-
reparationssystem, sadan som cellekernen har.
Der er derfor i artusindernes lgb opstaet en
betydelig variation i menneskehedens
mtDNA-sekvenser. Ca. halvdelen af
variationen forekommer i to mindre,
ikkekodende omrader af mtDNA-molekylet,
og kortleegning af sekvensen i disse
hgjvariable omrader er blevet et vigtigt
redskab i bade retsgenetiske og antropologiske
undersggelser. Det var sdledes mtDNA-
analyser der gjorde det muligt at identificere
skeletterne af den sidste russiske zar og hans
familie (2,3), herunder afslare ‘den falske
Anastasia’ (4), og at fa de farste genetiske
oplysninger om Neandertal-mennesket (5).
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TEKNOLOGIEN

Undersggelses-
teknikker

DNA-profil-analysernes praktiske
udfgrelse

I det fglgende vil de to former for DNA-profil-
analyse, den klassiske og den moderne, blive
gennemgaet. Da man i begge former anvender
elektroforese til karakterisering af de alleller der
analyseres for, vil dette princip blive beskrevet
farst.

Elektroforese

Elektroforese betyder vandring i et elektrisk
felt. Da DNA-molekyler indeholder mange
fosforsyregrupper, er de negativt ladede i basisk
oplasning. | et elektrisk felt vil de derfor
‘vandre’ mod den positive pol, anoden. Hvis
denne vandring foregar i en gel, vil der samtidig
ske en sortering af DNA-molekylerne efter
starrelse, fordi sma molekyler slipper hurtigere
gennem gelens molekylare netvaerk end store.
Gel-elektroforese er en enkel og uhyre nyttig
metode til adskillelse af DNA-molekyler efter
starrelse, og den benyttes ved talrige former for
DNA-analyse.

Metode 1

Klassisk DNA-profilanalyse

Den klassiske DNA-profilanalyse, hvor man
undersgger starre VNTR-omrader, foregar som
en sakaldt RFLP-analyse. (Se hvordan en
RFLP-analyse gennemfgres pa siderne 12 og
13). RFLP er en forkortelse af det engelske
udtryk restriction fragment length polymor phism
(dansk: restriktions-fragment-leengde-
polymorfi). Baggrunden for dette udtryk er en
opdagelse, der blev gjort i 1970’erne: Nar DNA
fra f.eks. et menneske behandles med et sakaldt
restriktionsenzym (se nedenfor), ‘klipper’
enzymet DNA-molekylerne i mindre stykker
som derfor kaldes restriktions-fragmenter.

For et bestemt VNTR-omrade vil en persons
DNA som regel vise sig at give to
restriktionsfragmenter af hver sin lengde, hvor
det ene stammer fra det kromosom der er arvet
fra moderen, det andet fra det der er arvet fra
faderen (se Figur 3).
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Figur 3. De to VNTR-alleller fra figur 1, her
med pile der angiver de steder hvor et
bestemt restriktionsenzym klipper pa hver sin
side af VNTR-omradet. Afstandene mellem
pilene anskueligger leengderne af de tilsvarende
restriktionsfragmenter der indeholder VNTR-omradet.

kromosom fra faderen

¥ 4

—HHHHHHHHHHHHHHHHEHE——

kromosom fra moderen

\ \

— e aaan—

Som tidligere nzvnt er et VNTR-locus og dets
alleller et eksempel pé en sakaldt genetisk
polymorfi. Da denne polymorfi i den klassiske
DNA-profilanalyse karakteriseres ved
variationen af de pageldende restriktions-
fragmenters lzngde, har den faet betegnelsen
restriktionsfragmentlengdepolymorfi (RFLP).

Restriktionsenzymer -
grundleeggende redskaber i
klassisk DNA-analyse
Restriktionsenzymer er en bestemt slags
enzymer, man har fundet hos bakterier. De har
den egenskab at kunne genkende en sekvens af
sedvanligvis 4-6 basepar i et DNA-molekyle og
‘klippe’ de to DNA-strenge over, enten i eller
ner ved denne genkendelsessekvens (se Figur
4). Ved hjelp af restriktionsenzymer kan man
saledes ‘klippe’ lange DNA-molekyler i stykker
pa en veldefineret og gentagelig made. Som

O O Y
5-GAATTC-3' 5-GANTC-3' 5-GGCC-3
3-CTTAAG-5 3-CTNAG-5 3-CCGG-%

i i h

EcoRI Hinfl Haelll

Figur 4. Eksempler pa restriktionsenzymers
genkendelsessekvenser og ‘klippemgnster’.
5'- og 3" angiver DNA-strengenes orientering. Nar en
DNA-streng opbygges sker det ved trinvis
pahaeftning af nukleotider i 3"-enden, dvs. at
syntesen sker i retningen 5' til 3'. Det midterste
basepar i genkendelsessekvensen for Hinfl (NN) kan
veere et hvilket som helst af de fire mulige.
Enzymernes genkendelsessekvenser er, som her,
oftest symmetriske, dvs. ens pa de to strenge.
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Mere om restriktionsenzymer

Restriktionsenzymerne indgar i bakteriernes forsvarssystem mod bakterievirus (bakteriofager). De kan
‘klippe’ indtreengende virus-DNA i stykker og saledes uskadeliggare det. Derved er de med til at begraense
antallet af virusarter som kan inficere den pagaldende bakterie, og det er det der har givet enzymerne
deres navn (restriktion = begraensning). (Bakterierne beskytter deres eget DNA mod restriktionsenzymet
ved at sette en methylgruppe pa en af baserne, dér hvor restriktionsenzymets genkendelsessekvens
forekommer. Dette forhindrer restriktionsenzymet i at genkende sekvensen.)

Der kendes nu mange hundrede forskellige restriktionsenzymer med hver deres genkendelsessekvens,
og de kan kabes gennem de mange firmaer som forhandler molekylarbiologiske reagenser. Enzymerne
betegnes med kursiverede trebogstavforkortelser af navnet pa den bakterieart, de oprindeligt er fundet
hos; f.eks. er enzymet EcoRI1 (udtales ‘Ekko er ét’) oprindeligt fundet hos kolibakterien Escherichia coli,
bedre kendt som E. coli. | europzisk retsgenetik bruges restriktionsenzymet Hinfl; oprindeligt fundet
hos bakterien Haemophilus influenzae, mens man i USA bruger enzymet Hael Il der stammer fra bakterien

Haemophilus aegypti.

biokemiske redskaber er restriktionsenzymer af
fundamental betydning i bade genteknologi og
DNA-analyse. (Se kassen Mere om restriktion-
senzymer og lees evt. ogsa om dem i din genetik-
lzerebog eller i Eksperimentel Genteknologi.)

Flere forskellige VNTR-omrader
analyseres pa samme nylon-
membran

Nar man har sikret sig, at bandmgnstret pa den
fremkaldte film er af god kvalitet, fjerner man
den markede probe fra nylonmembranen, f.eks.
ved kogning. Dette &ndrer ikke mgnstret af de
bundne enkeltstrengede restriktionsfragmenter,
og man kan derfor gentage trinene 5-7 med en
ny probe, der kan binde sig til fragmenterne fra
et af de andre VNTR-omrader. Saledes bruger
man den samme nylonmembran til analyse af
alle de 4-5 VNTR-systemer der indgar i den
DNA-profilanalyse, man foretager. Det er
naturligvis en stor praktisk og sikkerhedsmassig
fordel, at man kan bruge én og samme elektro-
forese til at analysere alle systemerne med.

Fordele og begraensninger ved
RFLP-analyse

Den starste fordel ved en RFLP-baseret DNA-
profilanalyse er den meget store lzengdevariation
der findes i de klassiske VNTR-omrader, eller sagt
med andre ord: det store antal alleller pa hvert af
disse loci. Det giver en meget hgj sandsynlighed
for, at DNA-profilerne af prever der stammer fra
forskellige personer, er Klart forskellige. Samtidig
indeberer det imidlertid ogsa en metodemzessig
svaghed, idet de forskellige allellers restriktions-
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fragmenter er sa store, at deres leengde ikke kan
bestemmes ret pracist. Elektroforesen vil vise en
glidende overgang mellem lzngderne af
forskellige alleller. Det vanskeligger sammen-
ligningen mellem ensartede fragmentstarrelser i to
forskellige praver, ikke mindst hvis preverne er
blevet analyseret pa hver sin gel. For selv om to
geler bliver behandlet pa samme made, sa kan
elektroforeser i to forskellige apparater, eller i
samme apparat pa to forskellige tidspunkter, godt
falde lidt forskelligt ud.

En RFLP-baseret DNA-profilanalyse kraver
minimum 20 nanogram forholdsvis intakt DNA
for at kunne lykkes. Dette satter visse
begraensninger for metodens anvendelse i
kriminalsager, hvor man som udgangsmateriale
kan have meget lidt og meget nedbrudt DNA i
ekstrakter fra f.eks. blod- og sedpletter.
Ydermere kan der opstéa vanskeligheder hvis der
er fremmede stoffer til stede i ekstrakterne.
Farvestoffer i tgj, f.eks. cowboybukser, kan
pavirke DNA-fragmenternes vandring under
elektroforesen og dermed give anledning til
forkerte fortolkninger af analyseresultaterne.
Resultatet af denne pavirkning kan sa blive, at
fragmenternes leengder bestemmes til at vaere
anderledes end dem der findes ved analyse af
en blodprgve udtaget fra den person pletterne
stammer fra. Herved vil man umiddelbart vil
kunne komme til at udelukke den pageldende
som ophavsperson til disse. En systematisk
pavirkning der bergrer alle undersggte systemer
vil dog vaekke mistanke om at der er noget galt.
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Skematisk gennemgang

En (blod)prave modtages. DNAet udvindes og
oprenses. | en blodprgve er det kun de hvide
blodlegemer der indeholder bade kerne-DNA og
mtDNA. (Hos pattedyr, inklusive mennesket,
indeholder de rade blodlegemer ikke DNA.
Blodplader indeholder kun mtDNA).

af en RFLP-analyses forskellige trin

DNAet behandles med restriktionsenzymet Hinfl
der bl.a. klipper pa begge sider af de VNTR-
omrader der skal analyseres (jf. Fig. 3).

Oplgsningen med restriktionsfragmenterne
pipetteres ned i brgndene i en agarosegel som er
nedseznket i en basisk buffer i et
elektroforeseapparat, og elektroforesen sattes i

gang.

Elektroforesen afsluttes, gelen tages op af
elektroforeseapparatet, og de starrelsessorterede
DNA-fragmenter overfares til en nylonmembran
der efter elektroforesens afslutning er blevet placeret
oven pa agarosegelen sammen med et godt lag
vaskesugende papir. Denne metode kaldes Southern
blotting efter den biokemiker (Ed Southern) som
opfandt den. Inden, eller under, overfgrslen
behandles agarosegelen med en staerkt basisk veaeske
(NaOH) for at denaturere DNA-fragmenterne, dvs.
bryde baseparrenes hydrogenbindinger, sa
fragmenterne bliver enkeltstrengede og bindes som
sadanne til nylonmembranen.

Nylonmembranen med de bundne,
enkeltstrengede DNA-fragmenter bades i en
oplasning der indeholder en denatureret DNA-
probe med en basesekvens som modsvarer en
del af sekvensen pa fragmenterne med det
VNTR-omrade der skal analyseres.
Probestrengene bindes herunder til de
pagaldende enkeltstrengede fragmenter ved
baseparring.

Nylonmembranen tages op, overskydende - dvs.
ubundet - probe skylles af, og membranen tarres.
Derefter legges den pa en fglsom fotografisk film
sa man kan fa fundet de steder pd membranen
hvor proben sidder.
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Den fotografiske film fremkaldes, og de ‘band’
der svarer til de sggte restriktionsfragmenter kan
nu ses. Derefter kan fragmenternes starrelse
fastleegges ud fra den lengde de har vandret i
agarosegelen, idet man sammenligner med
vandringen af DNA-molekyler af kendt
starrelse, en sakaldt marker, som har ‘kert med’
pa gelen i en bane for sig (ikke med pa figuren).
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Figur 5. Skitsemaessig gennemgang af en RFLP-analyses forskellige trin

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 1998 UNIT 2: DNA-PROFILANALYSE 13



Eksempler pa konkrete sager

Opgave 1: En faderskabssag _
Figur 6 viser resultatet af en RFLP-baseret Figur 6.
DNA-profilanalyse fra en faderskabssag. |

tolkningen af dette resultat skal man huske det
genetiske grundlag: Der er tale om et VNTR- =
locus hvor hver person har to alleller, den ene
arvet fra moderen den anden fra faderen.

EKSEMPLER

1. 1den foreliggende sag er der udlagt to
mulige feedre. Hvilket af fglgende to
spargsmal giver analysen bedst svar pa ud — —
fra de foreliggende analyseresultater?
(Begrund dit svar.)

a. Hvem af de to er far til barnet?
b. Hvem af de to kan ikke vere far til Bane:
barnet? 1 - Mor

2 - Barn

2. Hvorfor analyserer man rutinemassigt helt 3 - Far A?
op til fem VNTR-omrader i 4 - Far B?

A .
faderskabssager? (Begrund dit svar.) 1 2 3 a

Opgave 2: En familiesammen- _
foringssag Figur 7.
Figur 7 viser resultatet af en DNA-profilanalyse
af en familie, hvor man har analyseret to
forskellige VNTR-omrader. Historien er den at
en flygtningefamilie med tre bagrn har faet - - -
opholdstilladelse i Danmark. Nogen tid efter - . —
ankommer en stor dreng til landet som flygtning.
Bade han og familien siger at han er familiens - - -

fjerde barn, og han gnsker at slutte sig til resten - - -
af familien i henhold til lov om
familiesammenfaring. Myndighederne gnsker Probe 2
derfor familieskabet belyst ved en DNA-profil-

analyse. ‘ - - - -

1. Kan de to voksne efter det foreliggende

vere forzldre til barnene 1, 2 og 3?
(Begrund dit svar.) - & - - -

Probe 1

2. Kan de to voksne efter det foreliggende 5
vere foraldre til barn 4? (Begrund dit svar.) S

Far

3. Forklar, med udgangspunkt i dine svar, om
du synes at barn 4 skal have opholdstilladelse i
landet og slutte sig til den pageldende
familie. (Se ogsa diskussionsspgrgsmalene
side 24.)

Billederne til figurerne 6 og 7 er venligst udlant af Retsgenetisk afdeling,

Kobenhavns Universitet
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Figur 8. VNTR-locus D1S7 (probe: MS1).

frekvens
%

3 o

2 4

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 kb
allelstarrelse i kb (1 kb = 1000 basepar)

X-aksen viser starrelsen af de forskellige alleller; Y-aksen viser allelhyppigheden i % af det
undersggte antal alleller. Den gentagne sekvens er pa 9 basepar. De mindste alleller har lidt over
130 gentagelser, de starste over 2000. Mutationsraten for dette locus er ca. 5 % hvilket er relativt
hajt selv for et VNTR-omrdde. D1S7 ligger p& den lange arm af kromosom 1. (Kilde: Cellmark
salgskatalog)

Figur 9. VNTR-locus D5S43 (probe: MS8).

frekvens
%

12 A

10 A

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 kb
allelstarrelse i kb (1 kb = 1000 basepar)

X-aksen viser starrelsen af de forskellige alleller; Y-aksen viser allelhyppigheden i % af det
undersggte antal alleller. Den gentagne sekvens er pa 30 basepar. De mindste alleller har ca. 80
gentagelser, de starste flere hundrede. (Kilde: Cellmark salgskatalog)

Opgave 3: To VNTR-loci; D1S7 og D5543

Figurerne 8 og 9 viser allelfordelingerne inden for de to VNTR-loci D1S7 og D5S43 i en
europzisk befolkningsgruppe.

1. Beskriviord hvad hver graf viser.

2. Angiv for hvert af de to loci hvilken allel der er den hyppigste.

3. Erdeto VNTR-omrader lige anvendelige til undersggelser af en mordsag, en
faderskabssag og en familiesammenfgringssag? (Begrund dit svar.)
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Metode 2: Moderne DNA-profilanalyse

Som tidligere nzvnt drejer denne form for
DNA-profilanalyse sig om analyse af STR-
omréder (short tandem repeats). Forud for
analysen af lengderne af disse locis alleller,
opformeres de enkelte STR-omrader ved
anvendelse af PCR-teknik (polymerase chain
reaction; dansk: polymerasekadereaktion). Det er
en meget effektiv metode til opformering af
DNA. Under passende omstzndigheder kan
man med denne teknik i Igbet af nogle fa timer
producere flere millioner kopier af et bestemt
stykke DNA.

MODERNE

For at opna denne opformering blander man i
et reagensglas bl.a. falgende: DNA fra den
prave der skal analyseres, DNA-polymerase (et
enzym der syntetiserer kopier af allerede
eksisterende DNA), de fire deoxynukleosid-
trifosfater som er ‘byggestenene’ til det DNA
der skal syntetiseres under kadereaktionen.
Desuden kraves to mindre, enkeltstrengede
DNA-molekyler, typisk 20-30 nukleotider lange,
som kan baseparre med hver sin streng pa hver
sin side af det omrade, man gnsker opformeret
(figur 10). Da disse to korte DNA-strenge
(oligonukleotider) udgar startpunkterne for

DNA-polymerasens opformering af DNA, har
de faet betegnelsen primere (udtales “prajmere™)
som er den engelske betegnelse for
startmolekyler i en polymerisering.

PCR-opformering af DNA bestar af flg.
principielle trin, der gentages cyklisk 25-35
gange efter behov (Figur 10).

A. Forberedelse til udfgrelse af PCR
Der indkabes, eller fremstilles, to primere som
passer til hver sin streng pa hver sin side af det
DNA-omrade, der gnskes opformeret.

DNA oprenses fra den prove der skal
analyseres. Udgangsmaterialet kan f.eks. vere en
blodprave, celler fra mundslimhinden (fas ved
en simpel mundskylning eller et let skrab med
en spatel), har eller blod- og sedpletter. (Under
passende omstendigheder kan det lade sig gare
at udfare PCR-opformering ud fra uoprenset
DNA, f.eks. fra en drébe fuldblod.)

B. Reaktionsblandingen tilberedes.
Til en passende mangde af DNA-prgven
settes de to primere, de fire

Figur 10.

Opvarmning af reaktionsblandingen til

skal opformeres (mal-DNA’et); dvs.

Skematisk illustration af PCR-teknikken 1 90-95°C for at denaturere det DNA der

Afkaling til 50-60°C for at fa
primerne til at baseparre med
deres komplementeere
sekvenser i mal-DNA’et.

%

primer
N T T

gore det enkeltstrenget..

m ot DA der <kl

opformeres

(P

Opvarmning til 72°C for at fa DNA-
polymerasen til at syntetisere ny
DNA-strenge med udgangspunkt i
primernes 3'-ender og med det
enkeltstrengede mal-DNA som
skabelon.

e 9

polymerase
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deoxynukleosidtrifosfater (JATP, dGTP, dCTP
og dTTP), reaktionsbuffer og DNA-
polymerase.

C. Reaktionen udfgres pa en PCR-
maskine.

En PCR-maskine programmeres til de tre
temperaturtrin som skal muliggere henholdsvis
denaturering af DNAZet, binding af primerne til
det enkeltstrengede DNA og syntese af ny
DNA-strenge med primernes 3'-ender som
startpunkter. Endvidere programmeres den til
at udfaere det gnskede antal gentagelser af det
cykliske forlgb gennem de tre temperaturtrin.
PCR-maskinen startes. En cyklus bestaende af
de tre temperaturtrin vil normalt tage 3-4 min
og i princippet resultere i en fordobling af
mangden af det ghskede DNA. Dvs. at man
efter f.eks. 30 cykler, i alt ca. to timer, vil kunne

have faet produceret flere millioner kopier af
det gnskede DNA.

D. Analyse af det opformerede DNA.
De opformerede STR-alleller
starrelsesbestemmes ved elektroforese. Dette
sker nu om dage pa et sofistikeret
elektroforeseapparat, der er koblet til en
computer mv. som automatisk analyserer PCR-
produkternes vandring i forhold til det markar-
DNA af kendt starrelse, som ‘karer med’ pa
gelen. Figur 11 viser en sadan
computerudskrift.

Opgave 4
Diskutér resultatet af analysen og giv jeres
vurdering af udfaldet af det retlige efterspil.

Figur 11. Computerudskrift af en PCR-baseret DNA-profilanalyse i en faderskabssag

De to analyserede loci er henholdsvis HUMvWA (med 5 forskellige alleller: 16, 17, 18, 19 og 20) og HUMF13 (med 3 alleller:
3.2, 509 6 ). Hver top repraesenterer en allel, og nummeret angiver antallet af gentagelser. Allellen 3.2 forekommer med en
hyppighed pa godt 10% i den danske befolkning. Den bestar af 3 gentagelser + to ekstra basepar.

Primerne er valgt, sa hvert af de opformerede DNA-stykker (PCR-produkterne) er af en karakteristisk starrelse. S4 kan flere loci
analyseres i samme reaktion uden overlap. Det forklarer hvorfor allellerne fra det mindre HUMF13 locus (med 3- 6 gentagelser) i

den foreliggende analyse er repraesenteret ved starre PCR-produkter end HUMvWA allellerne (med 16 - 20 gentagelser).
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Fordele og begraensninger ved PCR
PCR-teknikken har revolutioneret alle former
for DNA-analyse, og de PCR-baserede DNA-
profilanalyser er ved at udkonkurrere RFLP-
analyserne. Det er fordi de er hurtigere og
mindre arbejdskravende, bl.a. kan mange af
arbejdstrinene automatiseres, og fordi der i én
0g samme reaktion kan opformeres DNA fra 4-
6, eller flere, forskellige STR-omrader.

Brugen af PCR-teknik ger ogsa at analyserne
kan gennnemfares ud fra meget lidt DNA.
Hvor der til en RFLP-baseret DNA-profil-
analyse skal anvendes mindst 20 nanogram
intakt DNA som udgangsmateriale, kan man til
en PCR-baseret analyse rutinemassigt ngjes
med ca. 1 nanogram, ja i princippet med DNA
fra én enkelt celle, dvs. ca. 10 picogram DNA
(9). Derfor er PCR-baseret DNA-profilanalyse
seerlig velegnet i kriminalsager, hvor en enkelt
blodplet pé offerets tgj eller nogle fa har pa
gerningsstedet kan vere det eneste spor af
voldsmanden. Ydermere kan DNAket i saddanne
tilfelde vaere meget nedbrudt, sa det kun er
muligt at analysere netop STR-omréaderne og
kun efter opformering. Hvis der er meget lidt
DNA til stede, f.eks. meget fa celler som
udgangsmateriale, er der imidlertid risiko for at
opformeringen af nogle af STR-allellerne
svigter (allele dropout) (9).

Ukendte sporstoffer i ekstrakter fra f.eks.
blodpletter kan virke hammende pa DNA-
polymerasen og derfor give vanskeligheder med
opformeringen. | kriminalsager kan der derfor
ofte ligge et stort arbejde med at oprense
DNAet tilstreekkeligt far en PCR-opformering
kan lykkes.

PCR-teknikkens store fglsomhed er imidlertid
0gsa dens starste svaghed idet tilblanding af
DNA fra en anden person vil kunne give
anledning til alvorlige fejlslutninger ud fra
resultaterne. Derfor har laboratorier der
arbejder med PCR- opformering ud fra sma
mangder udgangsmateriale, mattet skerpe
kravene til handteringen af preverne og
indretningen af laboratorierne.

Risikoen for ‘forurening’ af prgverne med
andet DNA, f.eks. fra det personale der
handterer dem, skal vere minimal. Opformeret
DNA fra andre prgver er en anden oplagt
forureningskilde. I retsgenetiske laboratorier er
der derfor en klar fysisk adskillelse mellem de
laboratorier hvor DNAet oprenses, og PCR-
opformeringen forberedes, og dem hvor selve
opformeringen og den efterfglgende analyse
sker. Samtidig er man meget péapasselig med at
destruere overskydende opformeret DNA og
minimere muligheden for at det slipper ud fra
de rum hvor der arbejdes med det.

PCR-teknikkens opfindelse og udvikling

Den farste internationale artikel der beskrev PCR-teknikken blev publiceret i 1985 (6); men metoden
fik farst sin store anvendelighed og udbredelse i 1988 da man fik udvundet en varmestabil DNA-
polymerase og automatiseret processen (7). Den udfares nu pa en computerstyret varmeblok, kaldet en
PCR-maskine eller et PCR-apparat, og der findes mange forskellige fabrikater heraf pa markedet nu
om dage. Tilsvarende har man ogsa fundet, og senere genteknologisk modificeret, en raekke forskellige
varmestabile DNA-polymeraser. Den fgrste og fortsat mest anvendte hedder Tag-polymerase, idet den er
fundet hos bakterien Thermus aquaticus der lever i varme kilder. Disse enzymer taler de gentagne
opvarmninger til op over 90°C, sa det ikke er ngdvendigt at sztte yderligere enzym til under reaktionen.
Det matte man gare igen og igen i begyndelsen, hvor man brugte en varmefglsom DNA-polymerase
fra E. coli.

PCR-teknikken er opfundet af amerikaneren Kary Mullis som fik ideen i 1983 under en karetur i
bjergene pa vej til sit sommerhus i Californien (8). Mullis fik en bonus pa 10.000 $ af det firma han var
ansat i. Firmaet solgte siden patentrettighederne for 300 millioner $. Kary Mullis fik i 1993 Nobelprisen
I kemi for sin opfindelse.

18:UNiT 2: DNA-PROFILANALYSE EIBE European Initiative for Biotechnology Education 1998




Anvendelse i praksis

Af indlysende grunde sgger de forskellige
retsgenetiske laboratorier sa vidt muligt at blive
enige om at analysere de samme VNTR-
omrader. Inden man bestemmer sig for hvilke
omrader man vil anvende, foretager man en
kortlegning af de pagldende loci med hensyn
til hvilke alleller der forekommer i de forskellige
befolkninger - og med hvilke hyppigheder -
samt af deres mutationsrater. Dette er en
ngdvendig forudsetning for en vurdering af
omradernes anvendelighed i kriminalsager
henholdsvis slegtskabsundersggelser. Figurerne
8 0g 9 viser eksempler pa allelfordelingerne i to
VNTR-omrader blandt europzere.

Retsgenetiske undersggelser i
Danmark

I Danmark foretages alle retsgenetiske
undersggelser af Retsgenetisk afdeling pa
Retsmedicinsk Institut ved Kgbenhavns
Universitet. Indtil 1990 anvendtes i retssager
udelukkende sakaldt klassiske genetiske
markgrsystemer som blodtyper (ABO-, Rhesus-
0g MN-systemerne), vaevstyper (HLA-
systemerne) og forskellige enzym- og andre
proteintyper i blodet.

I lgbet af 1980’erne blev de RFLP-baserede
DNA-profilanalyser udviklet, og i 1990 for
farste gang benyttet i retssager; til at begynde
med som et supplement til de klassiske analyser.
I dag (ultimo 1997) er de klassiske analyser stort
set afskaffet i kriminalsagsarbejdet, og i
faderskabs- og familiesammenfaringssager har
DNA-profilanalyserne aflgst
vaevstypebestemmelserne i de sager hvor der
anmodes om udvidet retsgenetisk undersggelse.

De farste PCR-baserede DNA-profilanalyser
blev taget rutinemassigt i anvendelse i
faderskabs- og familiesammenfaringssager i
begyndelsen af 1995. Det drejer sig om analyser
af et enkelt STR-omréade som aflgser for de
hidtil anvendte RFLP-baserede analyser af fem
starre VNTR-omrader. Samme STR-analyse er
fra midten af 1996 ogsé blevet anvendt i
kriminalsager som supplement til de RFLP-
baserede analyser. Siden er der blevet udviklet
en DNA-profilanalyse baseret pa samtidig PCR-
opformering og karakterisering af yderligere
fire STR-omréader. Denne ‘analysepakke’ er nu
indfgrt som rutine i bade slaegtskabs-
undersggelser og kriminalsager.
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Der er ingen tvivl om at de PCR-baserede
DNA-profilanalyser snart vil have aflgst de
RFLP-baserede, i Europa som i USA; bade af
de praktiske grunde der er omtalt ovenfor i
afsnittet ‘Fordele og begraensninger ved PCR’,
og fordi muligheden for at skelne to faktisk
forskellige DNA-profiler fra hinanden, den
sakaldte diskriminationsevne, er lige s stor eller
starre nar man anvender PCR-baserede
analyser.
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KONKLUSIONEN

DNA-profilanalyse 1 praksis -
Hvor sikker er konklusionen?

Kriminalsager

I kriminalsager (mord, voldtagt) drejer det sig
om at finde ud af, hvem der er ophavsmand m/
k til et givet spor (blod- og/eller sedplet, evt.
har) fundet pa offeret eller gerningsstedet.
Safremt sporets DNA-profil er forskellig fra en
given mistenkt persons profil, kan den
pagazldende normalt udelukkes som
ophavsmand. Derimod kan man ikke
umiddelbart omvendt slutte, at hvis de to DNA-
profiler er ovensstemmende, sa ma den
mistenkte vere ophavsmanden. Det kan nemlig
ikke udelukkes med 100 % sikkerhed, at der
findes flere personer med samme DNA-profil.
Helt banalt vil, som tidligere nevnt, énzggede
tvillinger mv. have identiske DNA-profiler.
Ogsa almindelige helsgskende vil kunne have
samme DNA-profiler. Nermere bestemt er der
for hvert VNTR-locus en sandsynlighed pa
mindst 25 % for at to sgskende findes at have
de samme alleller. Hvis der analyseres i fire
systemer er sandsynligheden for identitet
mellem to sgskendes DNA-profiler mindst 0,4
% (minimumsverdierne gealder i de situationer,
som er de hyppigste, hvor begge forzldre er
heterozygote pa de enkelte loci og ikke har
nogen alleller felles). Verdien af en DNA-
profilanalyse kan derfor vere begranset, hvis to
nert beslegtede personer, f.eks. to bradre,
begge er mistenkte i en drabs- eller
voldtegtssag - eller er udlagt som fedre til det
samme barn. Imidlertid vil inddragelse af flere
loci i analysen mindske sandsynligheden for at
deres DNA-profiler forbliver identiske.

Opgave 5

1. Forklar hvorfor der for et givet VNTR-
locus er mindst 25 % sandsynlighed for
at to sgskende har arvet de samme
alleller fra deres forzldre.

2. Forklar hvorfor sandsynligheden for
identitet mellem to helsgskendes DNA-
profiler er mindst 0,4 %, hvis der
analyseres i fire VNTR-systemer.
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Det der er det kritiske spgrgsmal i en typisk
kriminalsag er falgende: Hvis sporets og den
mistenktes DNA-profiler er identiske, hvor stor er sa
sandsynligheden for at sporet stammer fra den mistaenkte
09 ikke fra en anden ubeslzgtet person?

Den vaegt man kan tillegge en overens-
stemmelse mellem DNA-profilerne, vil bl.a.
afhange af hvor stor sandsynligheden er for at
en anden, tilfeldigt udvalgt person har samme
DNA-profil. For at kunne vurdere dette ma
man kende hyppighederne af de forskellige
alleller i befolkningen, sdledes at man kan
beregne den forventede hyppighed af den
pagaldende DNA-profil. Man har derfor i de
forskellige lande analyseret et stort antal
personer for at fa kendskab til de forskellige
allellers hyppighed, og beregningerne viser at
hvis DNA-profilen er bestemt ved analyse af de
fire hyppigst anvendte RFLP-baserede VNTR-
omrader, vil sandsynligheden for, at en tilfzldig
anden person i befolkningen har samme profil,
ligge mellem 1:100.000 og 1:100.000.000 (10).

I konklusionen af en retsgenetisk
kriminalsagsundersggelse hvor DNA-profilerne
af et spor og en i sagen mistenkt person er
identiske, vil standardudsagnet vere at
sandsynligheden for at en tilfeldig, sagen
uvedkommende person har samme DNA-profil
er mindre end 1:100.000, dog med de nzvnte
forbehold vedrgrende nare slegtninge (10).

Da STR-loci har farre alleller end de klassiske
VNTR-loci, ma der analyseres flere STR-
omrader for at opna samme lille sandsynlighed,
som anfgrt ovenfor, for at en tilfeldig anden
person har samme DNA-profil. | den nu
rutinemasigt anvendte PCR-baserede DNA-
profilanalyse undersgger man da ogsa fem STR-
omrader, heraf fire i én og samme PCR-
opformering. En metode baseret pa samtidig
analyse af seks systemer er under udvikling.

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 1998




Sleegtskabsundersggelser

Som tidligere naevnt drejer det sig i en
faderskabssag om at finde den mand der har
givet barnet de alleller i de analyserede VNTR-
omrader som det ikke har faet fra sin mor. Det
er indlysende at da der er to alleller for hvert
autosomalt locus, vil der veere mange forskellige
DNA-profiler der har en allelkombination som
den barnet har faet fra sin far.

Kort fortalt viser beregningerne for de RFLP-
baserede DNA-profiler at sandsynligheden for
at en tilfeldigt udvalgt mand fra befolkningen
har en DNA-profil der indeholder den
kombination af alleller som barnefaderen skal
have, vil vare langt mindre end 1:10.000 i de
allerfleste faderskabssager. Det vil altsa sige, at
risikoen for at man ved et rent tilfzlde far
involveret en uskyldig mand hvis profil passer i
sagen, er mindre end 1:10.000, - igen med de
sedvanlige forbehold for nzrt beslegtede
faderemner (10).

I tilfelde af at den undersggte mands DNA-
profil ikke udelukker ham som barnefader,
bliver konklusionen derfor at analyseresultatet
taler for faderskabet med en vagt der overstiger
forholdet 10.000:1, eller - udtrykt i procent - at
baseret paA DNA-profil-analysen er
sandsynligheden, for at han faktisk er
barnefaderen, over 99,99 % (10).

Familiesammenfaringssager kan vere en del
mere komplicerede at have med at gare,
afhangigt af hvad det er for en problemstilling
der skal lgses, og om der er adgang til
blodpraver fra de ngglepersoner der kan
bidrage til lasningen.

Mutationer som fejlkilde

Ligesom alt andet DNA kan ogsa VNTR-
alleller underga mutationer fra den ene
generation til den anden. Dette ma tages i
betragtning ved vurderingen af resultaterne i
slegtskabsanalyser sasom faderskabs- og
familiesammenfgringssager.

(Somatiske mutationer, dvs. mutationer i de
almindelige kropsceller, vil ikke influere pa
resultatet af en DNA-profilanalyse, da de i givet
fald kun vil ramme en meget lille brgkdel af det
analyserede DNA og derfor ikke blive
registreret. Mitokondrie-DNA udger dog ogsa
her en undtagelse, se senere.)

Det der ikke sa sjeldent sker i VNTR-omrader,
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er at antallet af gentagelser af omréadets
karakteristiske sekvens @ndres. Dette kan ske
under DNA-replikation i k@nscellernes
forstadier og ved skav overkrydsning i meiosen.
Resultatet kan blive at et barn arver en allel som
ingen af foreldrene har i deres DNA-profil (se
Figur 11).

Selvom de VNTR-omrader der bruges ved
DNA-profilanalyse i faderskabs- og
familiesammenfaringssager, er valgt blandt de
mere stabile, er der alligevel tale om
mutationsrater pa 0,1-0,5 %, dvs. at 1 ud af
hver 1000-200 kgnsceller har en mutation i det
pageldende VNTR-omrade. Som fglge heraf
vil man ikke med 100 % sikkerhed kunne
udelukke en mand fra at vere far til et givet
barn, selvom der i et af omréaderne er
uoverensstemmelse mellem hans og barnets
DNA-profiler.

I sadanne tilfzlde vil man ved at supplere med
analyse af yderligere tre VNTR-omrader kunne
afklare situationen i nasten alle tilfelde. Det kan
saledes beregnes at der er en meget stor
sandsynlighed (99,9 %) for at en uskyldig
mands DNA-profil ogsa vil vise
uoverensstemmelse med barnets i mindst ét af
de tre ekstra loci. Sandsynligheden for samtidig
mutation i to ud af otte loci vil veere mindre end
1:100.000 (10).

STR-systemerne i forskellige
befolkningsgrupper

Et af de anvendte STR-loci har betegnelsen
HUMTHO1 (human tyrosine hydrogenase). Dette
locus er beliggende pé den korte arm af
kromosom 11 i den farste intron i genet for
enzymet tyrosinhydrogenase; deraf
locusbetegnelsen. Den gentagne sekvens er pa
fire basepar, og der er indtil videre fundet 6
alleller hos undersggte ubeslegtede danskere og
5 hos en gruppe ubeslegtede granlandske
eskimoer. Allelfrekvenserne er imidlertid meget
forskellige hos de to befolkningsgrupper, jf.
tabel 1 hvor ogsa resultaterne af tilsvarende
undersggelser af andre befolkningsgrupper er
anfort.

Det ses af tabellen at de forskellige alleller
forekommer med meget forskellig hyppighed i
de pagzldende befolkningsgrupper. Disse
hyppigheder er vigtige at kende da de danner
grundlaget for de beregninger der, i en given
kriminalsag eller sleegtskabsundersggelse, skal
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Tabel 1. Fordelingen af alleller i STR-omradet HUMTHO1 i forskellige befolkningsgrupper

antal undersggte antallet af gentagelser i %
personer 5 6 7 8 9 10 11

Danskere 189 24.6 20.1 12.4 9.5 0.3

Eskimoer 147 10.9 68.7 51 3.7

Hvide USA 372 0.5 22.6 15.9 11.0 14.3 0.5

Sorte USA 370 13.5 37.0 211 14.6

Mexikanere USA 384 20.8 33.3 6.8 14.3

Asiater 154 104 26.0 5.2 44.2 4.6 0.7

give svar pa spgrgsmalet: Hvor stor er
sandsynligheden for at en person hvis DNA-
profil stemmer overens med den eftersggtes,
kan vere en uskyldig.

Opgave 6

1. Indfer resultaterne fra de forskellige
grupper i et koordinatsystem som
blokdiagrammer, ligesom i Figurerne 8
0g 9. Indtegn evt. hver befolkning i
hvert sit koordinatsystem med samme
koordinater.

sandsynlighed vil udvise en eller flere forskelle i
deres mtDNA-sekvens. Ca. 50 % af
sekvensvariationen er lokaliseret i to ikke-
kodende omrader i mtDNA pa tilsammen kun
ca. 750 basepar. Disse omrader er hgjvariable.
Det er derfor dem analyserne drejer sig om.

Mutationsraten er starre i mtDNA end i kerne-
DNA fordi der mangler DNA reparations-
mekanismer, som de findes i kernen. Alligevel
er det sjeldent at man hos en person finder
mere end én mtDNA-sekvens. Dog har man nu
erfaring for at visse basepar i mtDNA-
molekylet muterer sa hyppigt at det ikke er helt

2. BeSkriV |Ighedel‘ Og fOI‘Ske”e me||em de Sj$|dent at finde mtDNA hos en 0g samme
forskellige befolkninger. person, hvor noget har den ‘gamle’ sekvens og
noget skiller sig ud ved at have en &ndring i en
3. Overvej med hvilken sikkerhed man af de positioner der muterer hyppigt. For at
kan konkludere, at en given person er dette overhovedet kan pavises ved en
gerningsmand hvis hans DNA-profil i rutineanalyse, krever det at det muterede
HUMTHO1-systemet passer i mtDNA udger 5 % eller derover af det samlede
henholdsvis en mordsag og en mtDNA i de pagldende celler. Man kan f.eks.
f komme ud for at mtDNA-sekvensen i har fra
aderskabssag. (Det forudsattes, at der . : :
. . en person er forskellig fra den man finder i
ikke er foretaget analyse i andre vedkommendes blod, for et enkelt basepars
systemer.) vedkommende.
4. Overvej betydningen af forskellene Lad os tenke os at man har analyseret mtDNA

mellem befolkningsgrupperne i relation
til retssikkerheden.

Analyse af mitokondrie-DNA

Som tidligere navnt har analyse af
mitokondrie-DNA (mtDNA) vundet indpas
béade ved personidentifikation og i
antropologiske og ark&ologiske undersggelser.
Baggrunden er den meget store
sekvensvariation i mtDNA. Den skyldes
lejlighedsvise mutationer gennem artusinderne
0g gar at to personer der ikke er beslegtet
gennem en ubrudt kvindelinie inden for de
sidste mange hundrede &r, med stor
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fra nogle har fundet pa et gerningssted. Ved
sammenligning med en blodprgve fra en
mistenkt finder man at der er
uoverensstemmelse mellem de to mtDNA-
sekvenser for et af de forholdsvis hyppigt
muterende basepars vedkommende. Dette vil
nu ikke leengere vere tilstreekkelig grund til at
udelukke den mistenkte som ophavsmand til de
pageldende har.




Det mest bergmte eksempel pa forekomst af to
mtDNA-sekvenser hos samme person stammer
fraidentifikationen af skeletresterne af den sidste
russiske zar og hans familie, i sig selv en
dramatisk historie.

Zar Nikolai 1l blev
sammen med sin
kone og deres fem
barn henrettet af
bolsjevikkerne i
1918. Deres ded og
begravelse var i

g1 Dl al Eaimhomtitt '.‘
D 'n .l.-e-.-‘.l jdentifies tsarl

mange ar omgivet af _r‘:"“j .
stor hemmeligheds- .J_J:»j;_.—:f-‘,

fuldhed. ;
Men i 1979 fandt nogle privatpersoner
det sted hvor de formentlig var blevet begravet
sammen med nogle medlemmer af deres stab.
Farst efter Sovjetunionens oplgsning blev der
adgang til at foretage de retsmedicinske og
antropologiske undersggelser som skulle gere det
muligt at fastsla at fem af de fundne skeletter
stammede fra zaren, hans kone og tre af deres
datre (2,3). To kunne bedgmmes til at stamme
fra et midaldrende par og de tre fra unge, voksne
kvinder.

Farst lykkedes det, ved kensbestemmelse og
STR-analyser af DNA ekstraheret fra knoglerne
at fastsla at fem af de ni skeletter i massegraven,
med stor sandsynlighed reprasenterede en
kernefamilie bestaende af foraldre og tre voksne
datre. Analyse af mtDNA viste at de fire kvinder
havde identiske sekvenser hvilket yderligere
sandsynliggjorde at den a&ldre kvinde var mor til
de tre yngre. Den kendsgerning at den &ldre
kvindes tands&t bl.a. var behandlet med
fyldninger af platin, talte for at der meget vel
kunne vare tale om zarinaen.

Identifikationen af kvinden som zarinaen og
manden som zaren skete efterfglgende ved
sammenlignende undersggelser af mtDNA-
sekvenserne fra dem og nulevende personer som
ifglge de detaljerede slegtsoplysninger var
beslegtede med zarinaen henholdsvis zaren
gennem ubrudte kvindelinier. 1 opklaringen af

Zar Nikolai Il og hans familie - et mysterium opklares

nas hnmt‘ff- '

zarinaens identitet blev den britiske Prins Philip,
hertugen af Edinburgh, ngglepersonen. Prins
Philip er datterdattersgn af zarinaens mor, og
hans mtDNA-sekvens skulle derfor vere identisk
med den man havde fundet
i gravens fire kvindeske-
letter. Det var den.

For zarens vedkommende
fandt man frem til to
nulevende adelige
personer der begge var
efterkommere, i direkte
kvindelinie, af zarens
mor. De to havde som forventet
identiske mtDNA-sekvenser, en sekvens som
ogsa fandtes i ekstraktet fra det skelet der antoges
at veere zarens. Der var imidlertid det usedvanlige
at man i det formodede zarskelet ogsa kunne
pavise mtDNA som i et enkelt basepar adskilte sig
fraden anden sekvens. For at gere en lang historie
kort: Man fik pa baggrund heraf tilladelse til ogsa
at undersgge skelettet af zar Nikolais @ldre broder
der var dgd og begravet pa normal vis. Da hans
mtDNA viste de samme to sekvenser som man
havde fundet i det formodede zarskelet, kunne
man afslutte sagen som opklaret idet man kunne
konstatere at zar Nikolai og hans bror
repraesenterer nogle af de forholdsvis sjeldne
tilfeelde hvor man finder to forskellige mtDNA-
sekvenser hos samme person (3).

]

Endelig kan det nevnes at man i kelvandet pa
opklaringen af ‘zar-mysteriet’ fik mulighed for at
afslgre at en nu afdgd, amerikansk gift kvinde der
i hele sin voksentilveerelse havde havdet at vare
zarparrets datter Anastasia, ikke kunne vere barn
af zarinaen eller pa anden made beslegtet med
hende, eller zaren for den sags skyld, gennem en
ubrudt kvindelinie (4). Man fik mulighed for at
undersgge noget af en tyndtarmsprgve der var
blevet taget, og gemt, i forbindelse med en
hospitalsindleggelse i 1979, og kvindens
mtDNA-sekvens viste sig forskellig fra Prins
Philips (og dermed fra zarinaens) i seks basepar.
Til gengald var den identisk med mtDNA-
sekvensen hos en nulevende polsk mand som
nogle mente var dattersgn af en sgster til kvinden.

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 1998

UNIT 2: DNA-PROFILANALYSE - 23




Z
O
75
%]
D)
X
2
o)

Diskussion

Her falger en rekke forhold man bar vaere
opmarksom pa i forbindelse med den
rutinemassige anvendelse af DNA-
profilanalyser:

Progvernes kvalitet

DNA fraf. eks. lig, blodpletter og andre
spor kan vere delvis nedbrudt og der er
maske ikke ret meget af det. Hvilke
problemer kan det give for analysen og
fortolkningen af analyseresultaterne?

Fejl og ungjagtigheder i
prgvetagningen

Det er mennesker der udtager prgverne fra
de implicerede personer, og hvor der er
mennesker involveret er der ogsa mulighed
for at lave fejl dels ved udtagningen dels ved
registreringen og opbevaringen af
praverne. Der er ogsa eksempler pa at
praver bevidst er blevet forbyttet. Hvordan
kan man tage hgjde for den situation?

DNA-analyse som eneste bevis
Hvordan ville I forholde jer til en sag, hvor
resultatet af en DNA-profilanalyse er det
eneste bevis?

Privatlivets fred

En DNA-undersggelse af
familiemedlemmer kan af og til afslgre at
de sociale forzldre ikke altid ogsa er de
biologiske foraldre. Det er anslaet, at et par
procent af alle bagrn ikke har den biologiske
far de tror de har. Desuden har visse
kulturer en bredere fortolkning af
familiebegrebet. Hvordan sikrer man sig
mod at sadanne fglsomme data kommer i
de forkerte hender?

Database over udfgrte DNA-
profilanalyser

Bar det veere lovligt for politiet at oprette
en database med DNA-profiler fra alle,
dgmte savel som frikendte, der er undersegt
i bestemte kriminalsager? Hvem ma i givet
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fald fa og bruge oplysningerne?

Analyselaboratoriernes
uafhaengighed

DNA-profilanalyser kan udfares med
relativt simpelt udstyr og materialer. Bar der
stilles specielle krav til laboratorier der vil
udfare disse test, eller bgr markedet vere
frit sa anklager og forsvarer hver for sig kan
hyre et laboratorium til at udfere analysen
for deres klient?

Etniske spgrgsmal

De forskellige VNTR-systemers alleller er
fordelt med forskellig frekvens blandt
forskellige etniske grupper (ligesom det er
tilfeldet med alle andre genetiske
markgrer). Hvordan skal man forholde sig
til, at ordensmagten maske specielt
foretager eftersagning blandt en bestemt
etnisk gruppe, fordi det genetiske spor
fundet pa offeret har en bestemt profil der
er hyppigere forekommende i denne etniske
gruppe end andre?

Kontrol

Der har veret tale om at anbringe den
personlige DNA-profil pa folks
identitetskort eller pas. Diskutér bade
negative og positive afspekter af dette. Det
kunne f. eks. sammenlignes med hvad man
tidligere har gjort for at kontrollere den
enkeltes bevegelsesfrihed, jvf. plakater man
hengte op med billede af eftersaggte
personer.

Videnskabelige beviser
Undersggelsesresultater saisom DNA-
profilanalyserne fremlegges ofte i retten
som videnskablige beviser. Hvordan sikres
det at den usikkerhed som altid er til stede,
ogsa kommer frem i retten?
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Modelforsgg

Hvis man gnsker billigt at illustrere
hvordan restriktionsenzymer klipper i
DNA kan man som modelforsgg klippe
DNA fra bakteriofagen lambda med
forskellige restriktionsenzymer. En
udfarlig beskrivelse findes i
“Eksperimentel Genteknologi”,
Nucleus 1989. De ngdvendige
materialer kan fas ved henvendelse til
forskellige kemikaliefirmaer.
Bioteknologisk institut, Kogle Allé 2,

MODELFORS@G

2970 Hgrsholm kan levere lambda-DNA

og restriktionsenzymer.

NCBE i England leverer et kit kaldet “The
Lambda Protocol”der indeholder lambda-
DNA og restriktionsenzymer i tarret form
sammen med de ngdvendige materialer
samt fem billige elektroforesekar. Det fas
ved henvendelse til: NCBE, University of
Reading, Whiteknights, Reading, RG6 2AJ,
UK. Telefon: 0044-118-987-3743. Fax:
0044-118-975-0140.

E-mail: C.Shearer@reading.ac.uk.

Hvem er skyldig?

Her falger opskriften pa et modelforsgg
som kan udfares i et skolelaboratorium
forsynet med et agarosegel-
elektroforeseapparat. Forsgget er en
viderebearbejdning af Knud Johnsens
“Find morderen”. Den valgte historie er

Pige Myrdet efter skolefest

Liget af en pige bliver fundet i et krat na
skolen. Hendes tidligere keereste og hen

laerer var i gar i langvarige forhgr hos politigt.

es

V1 (D

—

Der er nu fastslaet at pigen blev voldta
for hun blev dreebt. Ved en undersggels
liget har man fundet spor af seed i pigens
gina. Herfra er der allerede udtaget en pr
til brug for en DNA-profilanalyse. Den sk
hjeelpe politiet med at finde morderen.

et
af
a_

ve
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opdigtet.

Nar modelforsgget udfares, er det vigtigt at
forklare eleverne at den anvendte metode
afviger fra den professionelle. Nar det
alligevel kan anbefales at lave forsgget som
beskrevet, skyldes det, at resultatet (DNA-
mgnstret i elektroforesegelen) ligner de
professionelt udfarte, klassiske DNA-
analyser.

Undersggelse

Der er taget fire DNA-prgver:

preave 1 ?  DNA fra sedprgven

prave 2 A DNA fra pigens lerer

prove 3 B DNA fra pigens tidligere
keereste

preve 4 C Pigens eget DNA

°

°

°

°

Til undersggelsen anvendes to forskellige
restriktionsenzymer (klippeenzymer).
Hindl11 terret i granne minirgr og BamH|
tgrret i bla minirgr.

Vejledning

| fordeler arbejdet mellem jer i klassen,

saledes at der er et grgnt hold og et blat

hold. Hvert hold far udleveret de fire
ovennavnte DNA-prgver samt fire minirgr
med et af enzymerne.

1. Placér minirgrene med enzymer ien
holder.

2. Tilset 10 pL demineraliseret vand til
hvert af de fire enzymrgr og lad dem
sta i 5 minutter.

3. Bland vand og enzymer, i hvert rgr for
sig, ved at suge op og ned mange gange
med pipetten. Undga at suge luft med
op, sa der dannes skum.

4. Placér de fire rar med DNA-praver i en
holder og tilseet 10 pL af de oplaste
enzymer til hver af DNA-prgverne.
Serg for at enzymoplgsningerne og
DNA-prgverne blandes godt.

5. Placér de fire DNA/enzym-blandinger
i et vandbad pa 37° C i 30 minutter
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(brug en lille flamengoplade med huller
i som holder).

6. Mens prgverne er i vandbadet, stabes
to elektroforesegeler. Til 100 mL gel
bruges 0,7 g agarose som smeltes i 90
mL demineraliseret vand. Efter
afkaling til ca. 60°C tilseettes 10 mL
gelbuffer (og 100 pL ethidium-
bromidoplgsning (stamoplgsning 1
mg/mL))* . Derefter stgbes gelen i en
gelform ved brug af en kam der danner
4 brgnde; eller eventuelt 6, hvor de to
yderste bruges til en starrelsesmarkar,
f. eks. lambda-DNA behandlet med et
eller flere restriktionsenzymer.

7. Nar gelen er stgrknet anbringes den i
elektroforesekarret der fyldes med
elektroforesebuffer indtil gelen netop
er daekket. Farst nu tages kammen
forsigtigt op sa bragndene fyldes med
buffer.

8. Efter 30 min i vandbadet anbringes
prgverne igen i en holder, og der
tilseettes 5 L markarfarve.

9. Placér 20 pL af hver af de fire prover i
hver deres brgnd efter en aftalt plan.
(Tilset eventuelt en klippet lambda-
prgve som markar, hvis der er ledige
brgnde i gelen).

10. Slut strammen og lad elektroforesen
kgre ca. 90 minutter, eller indtil
markgrfarven har naet den modsatte
kant af elektroforesegelen.

11. Efter endt elektroforese lgftes gelen ud
af elektroforesekarret, gennemlyses
med UV-lys og fotograferes.

* Hvis den farves med Azur A kan
resultatet direkte ses, og den kan
praesenteres for hele klassen hvis den
anbringes pa en overhead. Vedrgrende
farveproceduren med Azur A se “The
Lambda Protecol” fra NCBE, Reading.

Materialer

Indkgbte plasmider, eller andet DNA, der
maksimalt klippes to gange med de
anvendte enzymer.

De fire foreslaede DNA-praver bestar af:
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e 7 2pLpC508 (0,1 pg/pL)
+ 23 L demineraliseret vand
A 2L pC508 (0,1 pg/puL)
+ 23 L demineraliseret vand
« B 2pLpuUC18 (0,1 pg/uL)
+ 23 L demineraliseret vand
e C 3pLpUCIL8+ 2 pL pBR 322
(0.1 pg/pL)
+ 20 pL demineraliseret vand

« Proverne fordeles i 4 bla og 4 grenne
Eppendorfrgr med 10 pL i hver.
(Praverne han forberedes nogle dage i
forvejen og anbringes i kgleskabet).

o Restriktionsenzymer: Hindlll og
BamHI.

o  Gelbuffer: Til 100 mL bruges 10,90 g
TRIS, 5,57 g H,BO, 0g 0,94 g EDTA.
Det er ikke ngdvendigt at justere pH
som vil blive 8,3-8,4. De afvejede
kemikalier oplgses i 80 mL
demineraliseret vand og fyldes op til
100 mL med demineraliseret vand.
Bufferen kan ogsa kabes ferdiglavet.
Den kan holde sig i kaleskab i maneder
0g kan genbruges nogle gange.

o Elektroforesebuffer: Fremstilles ved 10
x fortynding af gelbuffer.

o Agarose

o Ethidiumbromid (stamoplgsning), eller
en anden DNA farve f. eks. Azur A **

« Markarfarve, bromphenolblat (kan
kabes ferdig)

« Mikropipetter eller automatpipetter

« Pipettespidser, engangs

o Eppendorfrar

« Vandbad 37 °C

** Bemark at alle farver og andre stoffer
der binder sig til DNA, er i princippet
mutagene og skal derfor handteres
forsigtigt.

Materialerne kan kabes hos forskellige
kemikaliefirmaer.

Plasmiderne kan kabes hos Bioteknologisk
Institut, DTU.

NCBE leverer DNA, restriktionsenzymer
og andre ngdvendige kemikalier.
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