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Przeprowadzono badanie populacyjne w obrebie 10 loci STR: D3S1358, VWA,
D16S539, D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51, D19S433, THO1 i FGA w grupie 620
niespokrewnionych 0s6b urodzonych w regionie Podlasia. DNA poddano reakcji
multipleks PCR stosujgc zestaw AmpFISTR SGM Plus Kit (Applera). Rozdziat produktéw
znakowanych fluorescencyjnie prowadzono przy uzyciu analizatora ABI 310 (Applera).
Obliczono czestosci alleli poszczegdlnych uktadéw oraz parametry ich przydatnosci
w badaniach medyczno-sgdowych. Rozkitady czestosci alleli wszystkich badanych loci
byty zgodne z regutg Hardy-Weinberga. Nie stwierdzono znaczacych statystycznie réznic
miedzy badang populacjg a danymi z innych wybranych populacji Polski. tgczna wartosé
prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci wynosi 4,18x10", zas sity wykluczania
0,99997.

A population study on 10 STR loci: D3S1358, VWA, D16S539, D2S1338, D8S1179,
D21S11, D18S51, D19S433, THO1 and FGA was performed on 620 unrelated individuals
bom in Podlasie (NE Poland). The DNA was amplified by multiplex PCR using
a commercially available multiplex AmpFISTR SGM Plus kit. Capillary electrophoresis
with fluorescent detection was carried out using the ABI 310 Genetic Analyzer. The
expected performance of the analysed loci for personal identification and paternity
testing was estimated. Ali loci met the Hardy-Weinberg assumption. No significant
differences between the studied population and other Polish data were found. The
combined values of the Matching Probability and of the Power of Exclusion are 4,18x10"
*and 0.99997, respectively.

Stowa kluczowe: STR, multiplex PCR, AmpFISTR SGM Plus,
genetyka populacyjna, Polska pétnocno-wschodnia.
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WSTEP

Oznaczanie loci STR jest obecnie najskuteczniejszym i najszybszym sposo-
bem identyfikacji prébek ludzkiego materiatu biologicznego oraz dochodzenia
ojcostwa (18, 21, 29, 34). Z uwagi na wystepowanie réznych rozktadéw czestosci
cech loci STR w populacjach, w celu okreslenia wartosci prawdopodobienstwa
opisujgcych losowg szanse wystgpienia profilu DNA, prowadzone sg badania
majgce na celu okreslenie czestosci obserwowanych genotypow i alleli (21).
Obliczenia prawdopodobienstwa s3g oparte na znanych czestosciach alleli
kazdego locus STR pod warunkiem zgodnosci z regutg Hardy-Weinberga
zweryfikowanej przy uzyciu odpowiednich metod statystycznych. Stosowanie
kompatybilnych paneli markeréw genetycznych przez laboratoria zajmujgce sie
identyfikacjg osobniczg zapewnia poréwnywalnos¢ i mozliwos¢ weryfikacji
wynikéw (8, 10). Wraz ze wzrostem uznania i zapotrzebowania na analize
polimorfizmu DNA, w praktyce medyczno-sgdowej zostalty upowszechnione
systemy multipleksowe (10, 20, 32). Zastosowanie zautomatyzowanej analizy
produktéw PCR znakowanych fluorescencyjnie przy uzyciu elektroforezy
kapilarnej umozliwito osiggniecie wyjgtkowej doktadnosci oraz wysokiej
wydajnosci analizy prébek DNA (23). Obecna praca przedstawia dane dla
populacji Podlasia w zakresie 10 uktadéw STR stosowanych w medycynie
sgdowej jako wysoce dyskryminatywny system markerow genetycznych.

MATERIAL | METODY

DNA izolowano metodg z Cheleksem-100 i proteinazg K (33) z probek krwi
obwodowej pobranych od 620 niespokrewnionych oséb urodzonych na terenie
Podlasia, zgtaszajgcych sie do Zaktadu Medycyny Sadowej AMB. Wszystkie
badane osoby wyrazity pisemng zgode na pobranie probek krwi. Stezenie DNA
okre$lano spektrofotometrycznie. Reakcje multipleks PCR przy uzyciu zestawu
AmpFISTR SGM Plus (Applera) prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta.
Wielkosci produktéw PCR oznaczano na analizatorze ABI 310 (Applera) stosujac
oprogramowanie GeneScan Analysis v3.1 oraz Genotyper v2.5 (1). Zastosowany
dekapleks zawiera odczynniki potrzebne do amplifikacji nastepujgcych loci:
D3S1358 (14), VWA (12), D16S539 (Cooperative Human Linkage Center
(CHLC), accession number 715; Genebank accession number G07925),
D2S1338 (7), D8S1179 (20), D21S11 (25), D18S51 (23), D19S433 (6), THO1
(5), FGA (16) oraz locus fragmentu genu amelogeniny specyficzny dla ptci (26).
Zgodnos$¢ z rownowagg Hardy-Weinberga badano stosujac test doktadny Guo
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i Thompsona (9) przy uzyciu oprogramowania Arlequin v1.1 (24). Stopien
zroznicowania genowego (Gene Diversity) obliczano wedtug Nei (19), wspot-
czynnik informacji o polimorfizmie (Polymorphism Information Content, PIC)
wedtug Botsteina i wsp. (2), typowy indeks ojcostwa (Typical Paternity Index,
TPI) wedlug Brennera i Morrisa (3), prawdopodobieAstwo przypadkowej
zgodnosci (Matching Probability, MP) i site dyskryminacji (Discrimination Power,
DP) wedtug Jonesa (11). W obliczeniach parametréw przydatnosci w badaniach
medyczno-sgdowych wykorzystano oprogramowanie PowerStats v1.2 (Promega
Corp.) (28). Poréwnania miedzypopulacyjne wykonano z uzyciem testu RxC
(G.Carmody, Ottawa, Kanada).

WYNIKI

Tabela | przedstawia obserwowane czestosci alleli 10 loci STR oraz wartosci
parametréw przydatnosci w badaniach medyczno-sgdowych obliczone na
podstawie badania probek DNA pobranych od 620 oséb urodzonych na terenie
Podlasia. Nie stwierdzono odchylen od réwnowago Hardy-Weinberga dla
zadnego z analizowanych uktadéw. Obliczone wartosci PD zawieraty sie
w zakresie od 0,890 (D16S539) do 0,970 (D2S1338 i D18S51), zas wartosci PE
od 0,510 (THO1) do 0,790 (FGA). tgczne wartosci PE i MP dla 10 loci wynoszg
odpowiednio 0,99997 oraz 4,18x10"” w badanej préobce populacyjnej. Test x*-
test wedtug Carmody'ego nie wykazat znaczacych réznic miedzy badang
populacjg a populacjami innych regionoéw Polski (17, 22, 30, 31) (Tabela Il).

Tabela I. Obserwowane czestosci alleli 10 loci STR w populacji Podlasia (Polska
potnocno-wschodnia).

Table |. Distribution of the observed allele frequencies for the 10 STR loci in the
population of Podlasie (NE Poland).
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c.d. tabeli | c.d. tabeli
11 - - - - 0,306 _ _ 0,008 | 0,115 | 0,014 34,2 - - - - - - 0,016 - - -
12 _ _ _ _ 0,349 _ _ 0,089 | 0,168 | 0,081 H 0,810 | 0,840 | 0,900 | 0,750 | 0,840 | 0,820 | 0,720 | 0,880 | 0,760 | 0,830
12,2 _ _ _ _ _ _ _ _ _ 0,003 PIC 0,770 | 0,780 | 0,850 | 0,740 | 0,700 | 0,860 | 0,850 | 0,860 | 0,770 | 0,800
13 _ 0,004 _ _ 0,194 _ _ 0,089 | 0,320 | 0,196 DP 0,920 | 0,930 | 0,960 | 0,920 | 0,890 | 0,970 | 0,960 | 0,970 | 0,930 | 0,940
13,2 _ _ _ _ _ _ _ . 0,028 TPI 2,59 3,05 4,97 2,00 1,79 2,84 3,22 4,13 2,08 2,89
14 0,152 | 0,097 _ _ 0,046 _ _ 0,161 | 0,215 | 0,299 PE 0,610 | 0,670 | 0,790 | 0,510 | 0,460 | 0,640 | 0,680 | 0,750 | 0,530 | 0,650
14,2 _ _ _ _ _ _ . _ _ 0,022 MP 0,080 | 0,070 | 0,040 | 0,080 | 0,110 | 0,030 | 0,040 | 0,030 | 0,070 | 0,060
15 0,248 | 0,108 _ _ _ _ _ 0,190 | 0,095 | 0,193 LR 0,805 | 0,131 | 0,386 | 0,302 | 0,589 | 0,236 | 0,612 | 0,623 | 0,721 | 0,352
15,2 _ _ _ _ _ _ _ _ _ 0,070 P 0,835 | 0,155 | 0,552 | 0,355 | 0,624 | 0,247 | 0,648 | 0,639 | 0,791 | 0,398
16 0,207 | 0,157 _ _ _ 0,050 _ 0,149 | 0,025 | 0,053
162 0.000 0.022 H (observed heterozygosity), PIC (polymorphism information content), PD
' = = = = = ’ It = It ’ (power of discrimination), TPI (typical paternity index), PE (power of exclusion),
17 0,207 | 0,313 - - - 0,213 - 0,129 | 0,005 | 0,006 MP (matching probability), LR (likelihood ratio), P (Hardy-Weinberg equilibrium,
17,2 _ 0,011 exact test)
18 0.167 | 0213 | 0,013 - - 0,098 - 0,097 - 0,002 Tabela Il. Poréwnanie homogennosci rozktadow alleli AmpFISTR SGM Plus przy
19 0,019 | 0,090 | 0,077 _ _ 0,113 _ 0,028 _ _ uzyciu tabeli kontyngencji RxC.
20 _ 0,015 | 0,148 _ _ 0.129 _ 0,028 _ _ Table II. Comparlgons of homoge.nelty distributions of AmpFISTR SGM Plus
alleles using a RxC contingency table.
21 _ 0,004 | 0,175 _ _ 0,044 _ 0,012 - _
22 _ _ 0,181 _ _ 0,019 _ 0,008 _ . PxS P (31) P x N P (22) PxN-W P (17) | P x C P (30)
23 _ _ 0,144 _ _ 0,091 _ _ _ _ X df. P % d.f. P % df. P % df. P
24 _ _ 0,141 _ _ 0,120 _ _ _ _ D3S1358 | 1,24 6 0,97 | 1,98 6 | 092 | 2,96 6 | 082 |0,95 6 0,98
25 _ _ 0,057 0,113 _ VWA 4,10 8 0,86 | 2,03 8 0,99 | 3,16 8 | 092 |31 8 0,93
26 0.050 0013 FGA 782 | 13 | 085|622 | 13 | 094 | 11,32 | 13 | 062 [7,90 | 13 | 0,84
27 0.014 0.037 THO1 0,92 5 0,97 _ _ _ _ _ _ 2,12 5 0,86
0,96
28 _ _ _ _ _ _ 0171 _ _ _ D16S539 | 3,64 7 0,82 _ _ _ _ _ _ | 133 7
6,84 | 12 | 0,92
29 _ _ _ _ _ _ 0.146 ~ _ _ D2S1338 | 8,24 | 12 | 0,78 _ _ _ _ _ _
0,96 7,80 | 13 | 0,80
30 _ _ _ _ ~ 0.230 i i i D21S11 | 9,36 | 13 | 0,74 | 527 | 13 _ _ _
D18S51 | 9,93 | 12 | 0,70 | 564 | 12 | 0,92 _ _ _ |4860| 12 | 095
30,2 _ _ _ _ _ _ 0,062 _ _ _
D8S1179 | 1,98 8 0,97 | 4,28 8 | 0,83 _ _ _ |3.50 8 0,88
31 _ _ _ _ _ _ 0,068 _ _ _
D19S433 | 5,46 | 11 | 0,91 _ _ _ _ N _ |360| 11 0,98
31,2 _ _ _ _ _ _ 0,112 _ _ _
32 - - - - - - 0,037 - - - P - Podlasie, S P - Southern Poland, N P - Northern Poland, N-W P-
32,2 0,059 _ Northwestern Poland, C P - Central Poland, %’ - chi-square test, d.f. - degrees
33,2 _ _ ~ 0,062 B _ B of freedom, P - probability
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DYSKUSJA

Korzystne wartosci wskaznikdw przydatnosci w badaniach medyczno-
sgdowych wskazujg na wysokg skutecznos$¢ systemu AmpFISTR SGM Plus
w analizie polimorfizmu DNA w S$ladach biologicznych oraz sprawach
0 dochodzenie ojcostwa. Ponadto, stosunkowo wysokie wartosci PD wykazywa-
ne przez loci D3S1358 (0,920) i D19S433 (0,940), jak roéwniez niewielkie
dtugosci ich fragmentéow (100-150 bp) czynig te uktady szczegdlnie przydatnymi
w analizie zdegradowanych probek (4, 14, 20). Jednoczesna amplifikacja
sekwencji STR w reakcji multipleksowej pozwala na znaczne ograniczenie probki
materiatu przeznaczonej do oznaczenia profilu genetycznego (14).

Dochodzenie ojcostwa jest oparte na zasadzie, ze w danym locus u dziecka
jeden z alleli pochodzi od matki, zas$ drugi od ojca. Jesli badany mezczyzna nie
posiada jednego lub obu alleli stwierdzonych u dziecka, jego ojcostwo moze by¢
wykluczone. Nie ma podstaw do wykluczenia w przypadku zgodnosci cech
miedzy domniemanym ojcem a dzieckiem. W takich sytuacjach obliczane sag
wskazniki typowego indeksu ojcostwa (TPIl) oraz prawdopodobienstwa ojcostwa
(Probability of Paternity, PP). Przy zatozeniu a priori, ze domniemany ojciec jak

1 inny, niespokrewniony i losowo wybrany mezczyzna majg réwne szanse
sptodzenia badanego dziecka, PP mozna obliczy¢ dzielac TPl przez 1 + TPI.
Z uwagi na wystepowanie dos$¢ czestych alleli, nierzadko wartos¢ PP wynosi
ponizej 0,999999 - najnizszego progu dla uznania ojcostwa za praktycznie
udowodnione w polskiej strukturze medyczno-prawnej. W wielu krajach ojcostwo
jest uznane juz, gdy wspomniane prawdopodobienstwo osigga 0,999. Z naszego
doswiadczenia wynika, ze badanie 10 systeméw STR opisanych w niniejszej
pracy nie wystarcza do ustalenia ojcostwa we wszystkich przypadkach. Takze
inni autorzy wskazywali, ze dla otrzymania jednoznacznie pewnych wynikéw
panel badanych loci powinien by¢ wiekszy (15, 27, 29, 34). Rozszerzenie
ekspertyzy o inne markery genetyczne jest szczegolnie istotne w przypadkach
gdy matka lub domniemany ojciec nie sg dostepni, a brakujgcy profil jest
odtwarzany na podstawie badan rodzinnych (13).

WNIOSKI

Zgodnos$¢ z prawem Hardy-Weinberga pozwala na stosowanie wszystkich
analizowanych loci w badaniach pokrewienstwa oraz identyfikacji.

Brak znaczacych réznic miedzy badang populacjg a populacjami innych
regionéw Polski sugeruje mozliwosc¢ tgcznego stosowania danych statystycznych
dla tych grup.

Parametry MP = 4,18x10"” i PE = 0,99997 badanego systemu multiplekso-
wego obliczone dla naszej prébki populacyjnej swiadczg o jego duzej przydatno-
$ci w badaniach medyczno-sgdowych.
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Uwagi do obowigzujgcych kryteriow orzekania
0 niezdolnosci do pracy dla celow rentowych

Remarks on operative regulations relating to decision making
about inability to work in pension cases

Z Katedry Medycyny Sadowe] Slgskiej AM w Katowicach
Kierownik: dr hab. n. med. Z. Olszowy - profesor Sigskiej AM

W 1996 i 1997 roku w Polsce dokonano zmian ustaw o zaopatrzeniu emerytalnym
1 ubezpieczeniu spotecznym oraz wprowadzono znowelizowane zasady orzekania
o niezdolnosci do pracy dla celow rentowych. Dla celéw rentowych w miejsce zlikwido-
wanych grup inwalidzkich wprowadzono orzekanie oparte na stopniu niezdolnosci do
pracy, natomiast orzekajgce w systemie dwuinstancyjnym komisje lekarskie ds.
inwalidztwa i zatrudnienia zastgpiono lekarzami orzecznikami Zakfadu Ubezpieczen
Spotecznych. Wraz z wprowadzonymi zmianami obserwujemy zwiekszony naptyw spraw
kierowanych przez Wydziaty Pracy i Ubezpieczer Spotecznych Sgdéw Okregowych do
Zakladu Medycyny Sadowej SAM, co wymaga szerszej analizy sadowo-lekarskiej.
Podjeto prébe analizy przyczyn wzrostu liczby odwotarn ubezpieczonych od decyzji ZUS
oraz rozbieznosci stanowisk w orzekaniu o niezdolnosci do pracy.

In years 1996 and 1997 both the Pension Act and the Social Insurance Act were
changed in Poland and as a consequence of this, all the regulations relating to decision
making about the inability to work. Having suppressed the so-called disability groups,
such terms as permanent or temporary inability to work were introduced. Medical boards
deciding on disability were replaced by predicative physicians working for the Social
Insurance Department. Recently a rise in number of cases relative to the verification of
the decisions passed by the SID and sent by either employer or Social Insurance
Departments pf district courts to the Department of Forensic Medicine Silesian Academy
in Katowice has been observed. The authors have tried to analyse the cause of a rise in
the number of appeals to a decision of the SID submitted by the insured.

Stowa kluczowe: opiniowanie sgdowo-lekarskie, niezdolnos¢ do

pracy.
Key words: medico-legal opinions, inability to work.

W Polsce w 1996 i 1997 roku zostaty zmienione ustawy o zaopatrzeniu emerytal-
nym i ubezpieczeniu spotecznym. Z dniem 01.09.1997 roku weszta wzycie ustawa
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