38 A. Soja i inni Nr 1

dostepne i tanie (prosta technologia ich otrzymywania w warunkach domowych)
Ryzyko zatrucia $miertelnego po przyjeciu ,kompotu" wzmaga réwnoczesne
zazywanie lekéw psychotropowych z grupy pochodnych 1,4-benzodiazepiny
i kwasu barbiturowego.
Pochodne amfetaminy mimo intensywnie rosngcej podazy nie przynoszg tak
wysokiej liczby zatru¢ smiertelnych ().
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Praca przedstawia wyniki badan lokus LPL w populacji Gérnego Slaska. Badania
przeprowadzono w grupie 147 osobnikéw. Obserwowano nastepujgce czestosci alleli:
LPL*9=0.0578; LPL 10=0.4048; LPL*11=0.2517, LPL*12=0.2449 i LPL13=0.0408.
Wartosci charakteryzujgce polimorfizm uktadu to: sita dyskryminacji PD = 0.8581,
heterozygotycznos$¢ obserwowana Htbs.= 0.7211, heterozygotyczno$¢ oczekiwana HW.
= 0.7102, prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci profili genetycznych PM =
0.1419, sita wykluczeniowa uktadu MEC = 0.4580, wspdtczynnik informacji polimorficznej
PIC = 0.6569, $rednie prawdopodobienstwo wykluczenia MEP = 0.4616. Badana
populacja znajduje sie w réwnowadze genetycznej zgodnej z prawem Hardy'ego-
Weinberga. Czestosci genowe s3g zblizone do obserwowanych w dwoch innych
populacjach polskich. Populacja polska wykazuje homogennosé.

This paper shows the results of locus LPL in the population of Upper Silesia. The
examinations were performed in a group of 147 unrelated adults. The following gene
frequencies were obsen/ed: LPL*9=0.0578; LPL10=0.4048; LPL11=0.2517,
LPL12=0.2449 i LPL*13=0.0408. DNA was isolated using Blood DNA Prep Plus of A&A
Biotechnology. Amplification was carried out in a Perkin Elmer GeneAmp PCR System
2400 thermal cycler, using the GenePrint STR System LPL (8p22) of Promega
Corporation, Madison, WI, USA. PCR products were electrophoretically separated by
high-resolution polyacrylamide gel - GDG of Perkin Elmer. Gels were stained by the
silver method. Test %’, exact and Carmody's were used for statistical estimation. The
identification values of the system are: PD, Ht, PM, MEC, PIC, MEP. The analysis of
studies has shown that the examined population is in the genetic equilibrium conform-
able to the Hardy-Weinberg's principle. The estimated gene frequencies are similar to
those observed in two Polish populations.

Stowa kluczowe: lokus LPL, populacja Gérnego Slgska, genetyka
populacyjna, analiza statystyczna.

Key words: STR system LPL, the Upper Silesia population,
population genetics, statistical analysis.
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WPROWADZENIE

Polimorficzny uktad LPL jest jednym z markeréw genetycznych stosowanych
w hemogenetyce sgdowej. Badane sekwencje LPL lezg w 6 intronie ludzkiego
genu lipazy lipoproteinowej. Lokus LPL zlokalizowany jest na krotkim ramieniu
w autosomalnym chromosomie 8 w regionie p22 (8). Polimorfizm ukfadu LPL
wynika ze zmiennej liczby powtérzen sekwencji czteronukleotydowej AAAT.
Dtugos$é amplifikowanych fragmentéw wynosi od 105 dla allelu 7 do 133 par
zasad dla allelu 14 (8).

Badania populacyjne uktadu LPL prowadzono w wielu regionach Europy, Azji

i Afryki (4, 5, 7, 13). W Polsce oznaczano polimorfizm LPL w dwdch regionach:

Polsce Potudniowej i Polsce Potudniowo-Wschodniej (3, 6, 12).

Celem niniejszej pracy byto:

- okreslenie czestosci wystepowania alleli z lokus LPL w populacji Gérnego
Slagska; ocena zgodnosci rozktadu alleli z prawem Hardy'ego-Weinberga;

- pordwnanie rozktadu czestosci wystepowania alleli w badanej populacji
z populacjg Polski Potudniowej i Polski Potudniowo-Wschodniej, populacjami
europejskimi i wybranymi populacjami $wiata (test homogennosci);

- obliczenie parametréw oceniajagcych przydatnos¢ uktadu LPL w medycynie
sgdowe;.

MATERIAL | METODYKA

Materiat do badan populacyjnych stanowity 147 probki krwi pochodzace od
oso6b dorostych, niespokrewnionych, pici meskiej i zenskiej. Krew pobrang na
EDTA wylewano na bibute filtracyjng i suszono. Z suchych plam izolowano DNA
zestawem do izolacji DNA - Blood DNA Prep Plus firmy A&A Biotechnology.

Amplifikacje wykonywano metodg PCR (1,2) zgodnie z rekomendacjg produ-
centa zestawu GenePrint STR System LPL firmy Promega Corporation,
Madison, WI, USA (8). Produkty amplifikacji PCR rozdzielano technikg
elektroforezy wertykalnej (aparat do elektroforezy S 2001 firmy Life Technologies
firmy Gibco BRL) w systemie buforowym, na zelu poliakrylamidowym GDG firmy
Perkin Elmer. Barwienie elektroforegraméw wykonywano metodg srebrowg (2).
Allele okreslano poréwnujgc z ,drabinami alleli" firmy Perkin Elmer (8).

Opracowanie wynikow stanowito wyliczenie obserwowanych i oczekiwanych
liczebnosci i czestosci genotypéw przy zastosowaniu réwnania Hardy'ego-
Weinberga. W badaniach statystycznych ocene zgodnos$ci miedzy oczekiwanymi
i obserwowanymi genotypami prowadzono z zastosowaniem testu % P”Y '0
stopniach swobody df=10 i testu Exact z zastosowaniem programu TFPGA.
Charakterystyka statystyczna lokus LPL obejmuje rdéwniez nastepujace
parametry statystyczne $wiadczace o przydatnosci uktadu w medycynie sagdowe;j:
PD - sita dyskryminacji, PE - sita wykluczajgca uktadu, PIC - zawarto$é
informacji polimorficznej, PM - prawdopodobieAstwo przypadkowej zgodnosci,
Srednie prawdopodobienstwo wykluczenia MEP, Ht- heterozygotyczno$é uktadu
(wg obowigzujgcych wzoréw). Do obliczen stosowano program FatRec.
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Poréwnanie homogennosci rozktadu alleli pomiedzy badang populacjg
a innymi populacjami przeprowadzono testem Carmody'go. Program ten
dokonuje obliczen kreujgc 1000 symulowanych tabel zawierajgcych sumaryczng
liczbe alleli, jak dla wartosci obserwowanych.

WYNIKI | DYSKUSJA

W grupie 147 oséb dorostych, niespokrewnionych, pici meskiej i zenskiej
stwierdzono obecnos$¢ pieciu alleli: 9, 10, 11, 12, i 13 z 9 alleli wymienionych
w piSmiennictwie (3, 4, 5, 6, 7, 12, 13).

W badaniach nie natrafiono na allele 7, 8, 14 i 16. Najczesciej wystepujgcym
allelem w populacji Gérnego Slgska jest 10-40.5% populacji, 11-25.2% i 12-
24.5%, najrzadszym 13-4 .1 % populacji.

Obserwowano obecnos$¢ czternastu genotypdéw: 9-9, 9-10, 9-11, 9-12, 9-
13, 10-10, 10-11, 10-12, 10-13, 11-11, 11-12, 11-13, 12-12 i 12-13, sposrod
pietnastu mozliwych dla pieciu spotkanych alleli. Najrzadziej wystepujgcym
genotypem jest 9-9 i 9-13, zas najczestszym 10-12. W badanym lokus nie
stwierdzono interalleli.

Tabela | przedstawia czestosci wystepowania genotypow obserwowanych
i oczekiwanych w uktadzie LPL u 147 os6b niespokrewnionych oraz czestosci
wystepowania alleli w badanej populaciji.

Analiza danych w oparciu o test %° wykazata, ze badana populacja Gdrnego
Slagska w obrebie lokus LPL znajduje sie w réwnowadze genetycznej zgodnej
z prawem Hardy'ego-Weinberga dajgc wartosci x°=3-9747 przy 10 stopniach
swobody i p=0.9485 z uwagi na zgodno$¢ miedzy danymi oczekiwanymi
i obserwowanymi. Réznice miedzy wartosciami obserwowanymi i oczekiwanymi
nie sg statystycznie istotne. Badanie zgodnos$ci rozkitadu genotypdéw obserwowa-
nych i oczekiwanych 2z wykorzystaniem testu Exact metodg Monte Carlo
i Markov-Chain dato warto§¢ p=0.8625 i p=0.8460 przy S.E=0.0103414
i S.E.=0.0232604, co réwniez potwierdzito spetnienie prawa genetyki populacyjne;.

Rycina 1 pokazuje graficzne poréwnanie czestosci poszczegolnych alleli
uktadu LPL w populacji Gérnego Slgska.

Poréwnanie czestosci wystepowania alleli w badanym lokus w populacji
Goérnego Slgska i dwdch regionach Polski przedstawia tabela 1. Jedynie
w obrebie allelu 13 nastgpita zauwazalna odmiennos$¢ czestosci tegoz allelu, nie
wptywajgca jednak na dalszy przebieg analizy statystycznej. Zaobserwowana
niejednorodnos¢ wynika prawdopodobnie z réznic regionalnych. Wysoka wartos¢
prawdopodobiefAstwa zgodnosci z prawem Hardye'go-Weinberga (p=0.9485)
Swiadczy o poprawnym genotypowaniu.

W tabeli lll poréwnano rozktad czestosci genowych systemu LPL w populacji
Gérnego Slagska z rozktadem czestosci genowych w regionie Polski Potudniowe;j
(12) i Polski Potudniowo-Wschodniej (3, 6) testem homogennosci (test Carmo-
dy'ego). W tescie nie wykazano znamiennych statystycznie réznic dla badanych
alleli LPL pomiedzy populacjg Gérnego Slgska, a populacjami Polski Potudniowej
i Potudniowo-Wschodniej. Réwniez populacja Polska jest homogenna.
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Tabela |. Liczebnos$¢ i czesto$¢ obserwowana i oczekiwana genotypdéw oraz
czestos$é alleli lokus LPL w populacji Gérnego Slgska.

Table 1. Observed and expected number and frequency of genotypes and allele
frequencies of the LPL system in the Upper Silesia population.

Genotypy | Liczebnos¢ genotypow Czestosé genotypow

LPL Number of genotypes Genotype frequency

Genctype | obserwowana | oczekiwana | obserwowana | oczekiwana | Czestoéé alleli

of LPL observed expected observed expected Allele frequency

9-9 1 0.4915 0.0068 0.0033

g-10 4 6.8810 0.0272 0.0468

-1 8 4.2789 0.0408 0.0291 LPL 9 0.0578

o-12 4 4.1633 0.0272 0.0283

9-13 1 0.6939 0.0088 0.0047

1C-10 24 24.0833 0.1633 0.1638

10-11 30 28.9524 0.2041 0.2038 LPL*10 0.4048

10-12 32 29.1439 0.2177 0.1983

10-13 5 4.8571 0.034C 0.0330

11-11 8 9.3129 0.0544 0.0834

11-12 18 18.1224 0.1224 0.1233 LPL*11 0.2517

11-13 4 3.0204 0.0272 0.0205

12-12 8 8.8163 0.0544 0.060C LPL*12 0.2449

12-13 2 2.9388 0.0136 0.0200

13-13 0 0.2443 0.0000 0.0017 LPL*13 0.0408

¥*=3.9747 p=0.9485 di=10
Exact test (Monte Carle) p=0.8625 SE=0.0103414 Exact test (Markov Chain) p=8460 SE=0232604

0 . T

Ryc. 1.

Fig. 1.

LPL*9 LPL*10 LPL*11 LPL*12 LPL*13

Graficzne przedstawienie czesto$ci poszczegdlnych alleli lokus LPL dla
populacji Gérnego Slgska.

Graphical comparison of allele frequencies of the LPL system in the

Upper Silesia population.
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Tabela Il. Poréwnanie czestosci alleli lokus LPL w populacji Gérnego Slgska
i innych regionach Polski.
Table Il. Comparison of the allele frequencies locus LPL in the population of
Upper Silesia to other Polish population samples.
Allele LPL Gorny Slagsk Polska Ptd.(12) Polska Ptd.-Wsch. (6)
ele Upper Silesia South Poland South-Eastern Poland
7 0.0000 0.000 0.002
8 0.0000 0.000 0.003
9 0.0578 0.070 0.048
10 0.4048 0.401 0.449
11 0.2517 0.273 0.236
12 0.2449 0.238 0.243
13 0.0408 0.012 0.019
14 0.0000 0.000 0.000
15 0.0000 0.000 0.000
16 0.0000 0.006 0.000
Tabela Ill. Homogennos$¢ populacji polskiej - test Carmody'ego.
Table Ill. Homogeneity of Polisti population - Carmody's test.
Homogenne
p>0.05 tak
. GG Homogeneous
’ test % x: test test test p>0.05 yes
Porownyw.ane Niehomogenne
populacje p<0.05 nie |
Compared populations
Non-
X2 P SE G P SE homogeneous
p<0.05 no
Gorny Slask
Upper Silesia 6.5727 |0.3760 |0.0153 |7.2187  |0.3650 |0.0152 |Tak/yes i
Polska Ptd.-Wsch. (6) | 7 7557 |0.1690 |0.0119 |8.6497  |0.1540 |0.0114 |Tak/yes
South-Eastern Poland
Polska Ptd. (12)
South Poland
Polska Pid.-Wsch. (6) | 105982 0.1300 |0.0106 | 12.0257 [0.1260 |0.0105 |Tak/ yes
South-Eastern Polad
Polska Pid. (12)
South Poland
Populacja
19.9959 | 0.1090 |0.0099 |20.3360 |0.1190 |0.0120 |Tak/yes
POLSKA
Polish population
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W tabeli IV zebrano wyniki statystycznego poréwnania homogennosci rozkta-
du czestosci alleli LPL pomiedzy badang populacjg Gérnego Slgska a popula-
cjami Europy. Z przeprowadzonych badan z zastosowaniem testu Carmody'ego
wynika, ze otrzymane w tescie wartosci p wskazujg na odrzucenie hipotezy
zgodnosci rozktadu alleli LPL jedynie pomiedzy populacjg Gérnego Slgska
i Romow Wegierskich z uwagi na istotne réznice. Wytgczenie populacji Roméw
Wegierskich z obliczen w tescie Carmode'go pozwolito na stwierdzenie, ze
populacja europejska jest homogenna - nie wykazano znamiennych statystycz-
nie réznic dla badanych alleli LPL.

Tabela IV. Homogenno$é populacji Gérnego Slaska z innymi populacjami
Europy test Carmody'ego.

Table IV. Homogeneity of the population of Upper Silesia and other European
populations - Carmody's test.
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w badanych populacjach: Japonczykéw, Chinczykéw, Papuaséw, Aborygenodw,
Czarnych Amerykandw i Hiszpanskich Amerykanow (8, 13).

Tabela V. Homogennos$é populacji Gérnego Slaska z innymi populacjami $wiata
- test Carmody'ego.

Table V. Homogeneity of the population of Upper Silesia and other world
populations - Carmody's test.

Homo-
genne
p>0.05
Homoge-
test x X test test G G test neous
Poréwnywane populacje p>0.05
Compared populations Niehomo-
genne
p<0.05

Non-
X P SE G P SE homogeneo
us p<0.05

test %° % test test G G test Ho;rl%g.ggne
Homogene-
Poréwnywane populacje ous p>0.05
Compared populations Niehomo-
4 SE G P SE genne p<0.05
Non-
homogeneou
s p<0.05
Gorny Slgsk Upper Silesia
Niemcy (13) Germany 3.1627 0.5370 | 0.0158 3.2264 0.5280 0.0158 | Tak / yes
Hiszpanie (7) Spanish 6.9132 | 0.2900 |0.0143 |7.6546 0.2930 |0.0144 |Tak /yes
Wegrzy (5) Hungarian 4.0057 | 0.5400 |0.0157 |5.0308 0.4600 |0.0158 |Tak /yes

Wegierscy Romowie (4) 24.12.02 | 0.0000 | 0.0000 28.7947 | 0.0000 |0.0000 | Nie/ no
Hungarian Romany

Turcy (13) Turks 7.7376 |0.1620 |0.0017 | 8.1451 0.1670 |0.0118 |tak /yes

POPULACJA
EUROPEJSKA
EUROPEAN
POPULATION

64.5533 | 0.0010 | 0.0010 72.1611 0.0000 |0.0000 | Nie/no

Gorny Slgsk Upper Silesia
Japonczycy (13) Japanese 8.0737 0.0000 0.0000 64.5357 | 0.0000 |0.0000 | Nie/ no

Chinczycy (13) Chinese 22.7237 0.0010 | 0.0010 | 24.4941 0.0010 |0.0010 | Nie/ no

Marokanczycy (13) 8.2089 0.1100 | 0.0099 8.6055 0.1130 |[0.0100 |tak /yes
Maroccans 127.6992 | 0.0000 |0.0000 | 139.0311 |0.0000 |0.0000 | Nie/ no

Papuasi (13) Papuans 14.0228 0.0160 0.0040 | 16.5876 0.0110 | 0.0033 | Nie/ no

Aborygeni (13) Aborigines 24.6586 0.0000 0.0000 |25.9575 0.0000 |0.0000 | Nie/ no

African-Americans (5) Tak / yes
Czarni Amerykanie 3.5182 0.6510 0.0151 |3.8758 0.6540 |0.0150 | Nie/ no

Caucasian-Americans (5)

Biali Amerykanie 10.5538 0.0630 |0.0077 | 11.2360 0.0670 | 0.0079

Hispanic-Americans (5)
Hiszpanscy Amerykanie

POPULACJE SWIATA 611.6006 | 0.0000 |0.0000 |478.2935 |0.0000 |0.0000 | Nie/no
WORLD POPULATIONS

POPULACJA
EUROPEJSKA
z wytgczeniem 25.7858 | 0.3630 |0.0152 | 26.4637 0.3410 |0.0150 |Tak/ yes
Wegierskich Romoéw
European population
without

of Hungarian Romany

Tabela V obrazuje statystyczne poréwnanie homogennosci rozktadu czesto-
éci alleli pomiedzy badang populacjg Gérnego Slgska, a innymi populacjami
Swiata. W lokus LPL na poziomie istotnosci 0.05 populacja Marokanczykéw
i Biatych Amerykanéw nie wykazata znamiennych statystycznie réznic (8, 13).
Natomiast znamienne statystycznie réznice w rozkfadzie alleli obserwowano

W tabeli VI ukazano charakterystyke statystyczng uktadu LPL, gdzie: sita
dyskryminacji PD = 0.8589, heterozygotyczno$¢ obserwowana i oczekiwana
wynosi 0.7211 oraz 0.7102 £0.0109, prawdopodobienstwo przypadkowe;j
zgodnosci profilu genetycznego PM - 0.1419, zawartos¢ informacji polimorficz-
nej - wartos¢ PIC 0.6569, wreszcie sita wykluczajgca uktadu PE odpowiednio
rowna sie 0.4616.

Tabela VI. Wartosci statystyczne lokus LPL wyliczone na podstawie badan
wtasnych.

Table VI. Statistical parameters of the LPL system estimated on my own
examinations.

Uktad System PD H,cz MEC PM PIC MEP
LPL 0.8581 0.7102 | 0.4580 |0.1419 |0.6569 0.4616
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Dla zobrazowania przydatnosci lokus LPL w tabeli VIl przedstawiono porow-
nanie parametrow statystycznych tego lokus z parametrami innych markerow
genetycznych (CSF1PO, TPOX, THO01, F13B, HPRTB, F13A01, FESFPS, VWA,
D13S317, D7S820, D16S539) (3,6, 9, 10,11, 12).

Tabela VII. Porownanie wtasnosci statystycznych uktadu LPL z innymi uktadami STR.
Table VII. Comparison of statistical parameters of the LPL system with other systems.

Uktad System PD PIC MEC PM Hocz. MEP
LPL (own) 0.8581 0.6569 |0.4580 |0.1419 0.7102 |0.4616
(12) 0.858 0.649 0.504 0.703 0.413

(6) 0.8388 0.6260 |0.4240 0.7142 |0.4507
F13B (3) 0.8569 0.6447 | 0.4477 0.6766 |0.3930
(12) 0.846 0.629 0.483 - 0.683 0.397

HPRTB (12) 0.886 0.690 0.551 0.731 0.468

(6) 0.8698 0.6834 |0.4974 |- 0.7314 | 0.4730
CSF1PO(11) |0.8664 0.6727 |0.4754 0.7251 |0.4635
TPOX(11) 0.8012 0.5593 |0.3673 0.6128 |0.2678
THO1 (11) 0.8986 0.7168 | 0.5325 0.7567 |0.5314
F13A01 (9) 0.8728 0.6694 |0.4785 0.7424 |0.4623
FESFPS (9) 0.8527 0.6403 |0.4388 0.7304 |0.4210
VWA (9) 0.9334 0.7755 |0.6136 0.8555 |0.6083
D138317(10) |[0.9290 0.7626 |0.6017 0.7809 |0.5831
D7S820 (10) |0.9348 0.6159 |0.6159 0.7865 |0.6192
D16S539 (10) | 0.8908 0.6995 |0.5120 0.7662 |0.5008

Uzyskane wartosci statystyczne charakteryzujgce lokus STR LPL istotne dla
badan spornego ojcostwa i identyfikacji $ladéw biologicznych nie odbiegajg od
wynikéw uzyskanych dla innych regionéw Polski (6,12).

Zestawione parametry statystyczne, ktére stanowig wazny element przy przepro-
wadzaniu badan i wydawaniu opinii wskazujg ze uktad ten moze stanowi¢ uzyteczne
narzedzie w identyfikacji osobniczej ze wskazaniem na duzg przydatno$é¢ tego
markera w badaniach kryminalistycznych. Parametry te ksztattujg sie podobnie jak
dla systemow STR F13B, CSF1PO, TPOX, FESFPS. Warto$¢ wspoétczynnikéw MEP
i MEC, wskazuje ze marker LPL moze by¢ zduzym powodzeniem stosowany
w badaniach kompleksowych w potgczeniu z innymi markerami DNA.
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