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Silver STR™ Multiplex System - application in forensic
medicine
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Fenotypy i allele trzech wysoce polimorficznych systeméw STR D13S317, D7S820
i D16S539 oznaczono w DNA wyizolowanym z krwi ptynnej, plam krwi i mie$ni.
Amplifikacje prowadzono przy uzyciu komercyjnego zestawu Silver STR™ Multiplex
(Promega). W analizowanych systemach wykazano 24 rézne allele. Nie stwierdzono
odchylen od prawa Hardy-Weinberg. Obliczone parametry statystyczne PD, PIC, MEC,
MEP, PE, Pl oraz HE wskazujg na wysokg przydatnos$¢ trzech analizowanych systemoéw
w medycynie sgdowej.

Phenotypes and alleles of three high polymorphic systems STR: D13S317, D7S820 and
D16S539 were determined in DNA isolated from blood samples (194-220 unrelated
individuals of both sexes), blood stains and muscles. Amplification was performed using
the commercially available Gene Print Silver STR™ [ll Multiplex System (Promega) kit.
Atotal of 24 alleles for all systems could be observed. Distribution of alleles frequencies
indicated no deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium. Statistical parameters: PD,
PIC, MEC, MEP, PE, Pl and heterozygosity has shown the usefulness of the D13S317,
D7S820 and D16S539 in forensic practice.

Stowa kluczowe: PCR, STR, analiza populacyjna, multiplex.
Keywords: PCR, STR, multipiex analysis, population study.

Okres$lanie profili genetycznych polimorficznych sekwencji DNA stanowi
rutynowg metode badawczg w wielu dyscyplinach medycznych. Badania te majg
szczego6lne znaczenie w praktyce sadowo-lekarskiej zaréwno w identyfikacji
sladéw biologicznych jak i w dochodzeniu ojcostwa. Powszechnie stosowane
analizy dotyczag krotkich mikrosatelitarnych sekwencji DNA - STR. Metodg PCR
mozna okresli¢ allele pojedynczych loci genowych, a stosujgc zestawy typu
multiplex PCR w czasie jednej reakcji mozliwe jest rownoczesne zamplifikowanie
alleli wiekszej ilosci polimorficznych systeméw. Warunkiem powodzenia tego
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typu reakcji jest zblizona do siebie temperatura hybrydyzacji primerow, a takze
wybér takich loci, ktére majg rézny zakres wielkosci alleli.

W pracy przedstawiono wyniki badan z zastosowaniem komercyjnego zesta-
wu Silver STR™ Multiplex f-my Promega umozliwiajgcego roéwnoczesng
amplifikacje alleli trzech miejsc genowych: D13S317, D7S820 i D16S529
z repetytywng czteronukleotydowg sekwencjg AGAT. Locus D13S317 miesci sie
na chromosomie 13q 22 - q31 i obejmuje 165-197 pz, locus D7S820 miesci sie
na chromosomie 7q 11.21 - q22 i zawiera 215 - 247 pz, a D16S539 z zakresem
dtugosci 264-304 pz na chromosomie 16q 24qter. W systemie D13S517
i D7S820 opisano po 11 réznych alleli, 9 ré6znych alleli w systemie D16S539.

MATERIAL | METODY

Polimorfizm trzech STR loci D13S317, D7S820 i D16S539 oznaczono w DNA
wyizolowanym z 194-220 prébek krwi ptynnej dorostych niespokrewnionych oséb
z terenu Polski pdéinocnej, a takze w DNA wyizolowanym z plam krwi (na bibule
lub ptétnie) oraz z tkanek miesniowych (miesnie poprzecznie pragzkowane).

Do izolacji DNA w zalezno$ci od rodzaju materiatu biologicznego stosowano
ré6zne metody. W przypadku krwi ptynnej metode nieenzymatyczng (6), do izolacji
DNA z plam krwi stosowano Chelex (7) a takze zestaw f-my Promega lub f-my A
& A Biotechnology, DNA z mies$ni izolowano klasyczng metodg fenolowo-
chloroformowg(8). Jakos¢ i ilos¢ DNA oceniano spektrofotometrycznie.

Amplifikacja alleli

Do amplifikacji alleli trzech analizowanych loci uzyto zestawu Silver STR™
Multiplex. Reakcje prowadzono w termocyclerze Mastercycler Grandient (Zeiss).
W celu zoptymalizowania warunkéw reakcji PCR oceniono wplyw stezenia
matrycowego DNA, Taq polimerazy i primerow, a takze temperatury hybrydyzacji
primerow, dokonano rowniez ustalen metodycznych odno$nie warunkow
elektroforezy i detekcji alleli.

Przyjeto, ze najbardziej optymalnym stezeniem matrycowego DNA jest 0,2-
0,5 ng/ul. Majgc na uwadze swoisto$¢ amplifikacji jako najbardziej korzystnag
temperature hybrydyzacji przyjeto 60°C, a oceniajac mozliwo$s¢ prawidtowej
amplifikacji przy réznych rozcienczeniach mieszaniny primeréw zawartych
w zestawie przyjeto, ze korzystny rezultat mozna uzyska¢ rozcienczeniu 1:4.
Badajgc wptyw stezenia polimerazy Taq na efektywnos$¢ amplifikacji stosowano
rézne stezenia enzymu od 0,06 - 0,5 u/ul mieszaniny. Jako najbardziej
optymalne przyjeto stezenie 0,35 u/ul. Amplifikacje probek a catkowitej objetosci
12,5 ul prowadzono w 30 cyklach w nastepujacych warunkach.

Inkubacja wstepna 96°C/2 min.
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10 cykli:

denaturacja 94°C/1 min.
hybrydyzacja 60°C/1min.
elongacja 70°C/1,5 min.

20 cykli:

denaturacja 90°C/1 min.
hybrydyzacja 60°C/1min.
elongacja 70°C/1,5 min.

Wydtuzenie koncowe 60°C/60 min.

Produkty PCR rozdzielano na komercyjnych zelach poliakrylamidowych (f-my
Amresco) lub na zelach sporzgdzanych we wtasnym zakresie (19.33 ml H,O0,
16,8 g mocznika, 2 ml 10 x TBE, 6 ml bis-akrylamidu). Najlepsze wyniki
uzyskano przy stosowaniu zeli 6%, wazna przy tym byta wysoka jakos$¢
stosowanych odczynnikow. Elektroforeze = prowadzono w nastepujgcych
warunkach:

pre elektroforeza wtasciwa elektroforeza

natezenie (mA) 28 28
moc (W) 40 40
napiecie (V) 1300 1370
temperatura fC) 40-50 50

czas 45 min 2,5 godz.

Do detekcji alleli zastosowano zmodyfikowang metode Allelna (1). Uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej.

WYNIKI | OMOWIENIE

Zastosowana w pracy metoda badawcza pozwolita na wykazanie fenotypow
analizowanych loci genowych: D13S317, D7S820 i D16539 we wszystkich
probkach DNA wyizolowanego zaréwno z krwi ptynnej jak i z plam krwi oraz
mies$ni. Nalezato przy tym zwréci¢ uwage na to aby zawarto$sé matrycowego DNA
nie byta wyzsza niz 2-2,5 ng, gdyz w przeciwnym przypadku obserwowano
artefakty charakterystyczne dla STR loci (sutter bands). Waznym byto réwniez
przestrzeganie ustalonego rezimu metodycznego zaréwno w odniesieniu do
amplifikacji jak i warunkéw elektroforezy i detekcji alleli. W badanej populacji
wykryto 25 fenotypow w locus D13S317, 27 fenotypéw w locus D7S820 i 20
w locus D16S539. Rozktad fenotypow analizowanych loci przedstawiono w tabeli |I.
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Tabela I. Czestosci fenotypowe D13S317, D7S820 i D16S539 w populacji Polski
pétnocnej.
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Tabela Il. Czestos$¢ alleli w systemie Silver STR™ Il Multiplex w populacji

Polski potnocnej.
Table Il. Allele frequency distribution for Silver STR™ Multiplex in the Northern

Poland population.

Table |. Phenotype frequency distribution for systems: D13S317, D7S820 and
D16S539 in the Northern Poland population.
D138317 D7S820 D16S539

Czestosci | Czestosci Czestosci | Czestosci Czestosci | Czestosci

l;e;]notyp obserwo- oczeki- obser- oczekiwa- obser- oczeki-

eno- wane wane _ wowane ne _ wowane wane
type n=220 | qpserved Expected n=197 | Opserved Expected n =194 | opserved Expected
fre- frequency fre- frequency fre- fre-

quency quency quency quency

7/8 - - 1 0,0051 0,6915 - _ _
719 _ 1 0,0051 0,7683 - -

7110 - _ - 1 0,0051 1,03932 - -
7 - _ : 2 0,0101 1,1422 _ -

8/8 4 0,0182 4,3738 3 0,0152 3,590 _ -

8/9 5 0,0227 4,5289 10 0,0508 7,9785 - _ :
8/10 6 0,0273 4,5289 16 0,0812 14,4676 _ _
8/11 20 0,0909 22,2724 7 0,0355 11,8614 2 0,0103 1,1795
8/12 14 0,0636 14,5173 8 0,0406 8,3508 _

8/13 6 0,0273 4,653 55 0,0254 2,2870 2 0,07103 0,838
8/14 3 00136 | 26677 _ _ _ _ _
9/9 5 0,0254 4,4325
9/10 z 0,0091 2,3448 12 0,0609 16,0752 z 0,0206 | 1,7626
911 13 0,0591 11,53 10 0,0508 13,1793 15 0,0773 9,0823
9/12 6 0,0273 7,5161 12 0,0609 9,2787 5 0,0258 8,5445
9/13 3 0,0136 2,4090 3 0,0152 2,8380 0,0258 6,4532
9/14 3 0,0136 1,3812 1 0,0051 0,4728 1 0,0051 1,3145
10/10 3 0,0136 1,1724 18 0,0914 14,5748 7 _

10/11 9 0,0409 11,5311 23 0,1167 23,8900 5 0,0036 6,9591
10/12 5 0,0227 7,5161 14 0,0711 16,8254 7 0,0258 6,5471
10/13 4 0,0182 2,4090 4 0,0203 5,1463 16 0,0361 4,9446
10/14 - _ 1 0,0051 0,8573 _ _
1111 31 0,1409 28,3538 13 0,0660 9,7966 34 0,0825 17,9287
1112 32 0,1454 36,9626 18 0,0914 13,7943 25 0,1753 33,7342
1113 12 0,0545 11,847 2 0,0101 3,7781 3 0,1289 25,4776
11/14 9 0,0409 6,7923 - _ _ 18 0,0155 5,1898
1115 1 0,0045 0,3159

12112 18 0,0818 12,0463 T 0,0203 4,8558 26 0,0927 15,8684
12/13 7 0,0318 7,7220 2 0,0101 2,6598 5 0,1340 23,9690
12114 3 0,0136 4,4273 _ _ 5 0,0257 4,8825
13/13 _ _ _ - : 8 0,0257 | 9,0512
13/14 1 0,0045 1,4190 0,0051 0,1355

13/15 . i 0,0051 0,2514

Allele D13S317 D7S820 D16S539
7 - 1,3% -
8 14,1% 13,5% 1,0%
9 7,3% 15,0% 7,.7%
10 7,3% 27,2% 5,9%
11 35,9% 22,3% 30,4%
12 23,4% 15,7% 28,6%
13 7,5% 4,3% 21,6%
14 4,3% 0,8% 4,4%
15 0,2% 0,3%
tacznie Total 1,000 1,000 1,000

Najczestszymi allelami w locus D13S317 s3g 11

i 12, w locus D78820 10 111,

awD16S539 11, 12 i 13. W celu sprawdzenia czy badana populacja pozostaje
w réwnowadze Hardy-Weinberga obliczono czestosci
Dla locus D13S317 %* = 20,36, dla D7S820 %’

wartosci zweryfikowano testem %”.
= 24,22, a dla D16S539 %
populacja odpowiada wiec warunkom préby losowej.

oczekiwane, a

uzyskane

= 28,89, przy 28 st. swobody p>0,001. Analizowana
Dla oceny prawidtowosci

interpretacji wynikéw obliczono heterozygotycznos$¢. Dla uktadu D13S317 wynosi
ona 0,7455, dla D7S820 - 0,7817, a dla D16S539 - 0,7990, heterozygtycznos¢
oczekiwana wynosi odpowiednio 0,7601,
dowodzi prawidtowos$ci stosowanych metod.

0,8111

i 0,7693. Uzyskana zgodnosc¢

W locus D13S317 najczestszym byt fenotyp 11/11
a w locus D16S539 11/12 i11/13.

i 11/12, w D7S820 10/11,

W oparciu o uzyskane czestosci fenotypowe obliczono czestosci alleli, przed-
stawiono je w tabeli Il.

Rozktad czestosci alleli w populacji polskiej poréwnano z danymi innych
autorow (tabela IlI).
Tabela Ill. Czestosci alleli w systemach: D13S317, D7S820 i D16S539.
Table Ill. Allele frequency in systems: D13S317, D7S820 and D16S539.
locus D13S317
Polska Hiszpania | Wtochy | Tajlandia USA (2)
Allele 12920 n=212 n=446 n=146 europejska | azjatycka
4) (5) (3) n=285 n=195
7 ~ - - - 0,003 - 0,003
8 0,141 0172 0,128 0,319 0,099 0,323
9 0,073 0,066 0,083 0,113 0,076 0,146
10 0,073 0,066 0,054 0,185 0,051 0,110
11 0,359 0,271 0,291 0,223 0,318 0,223
12 0,234 0,259 0,318 0,116 0,308 0,146
13 0,075 - 0,090 0,024 0,112 0,038
14 0,075 0,115 0,031 0,007 0,036 0,010
15 0,002 0,049 0,004 - -
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Tabela IV. Parametry charakteryzujgce przydatno$¢ systemu Silver STR™
w medycynie sgdowej.
Table V. Statistical parameters indicate usefulness of the Silver STR™
Systems in forensic medicine.
Sita Zawartos¢ Szansa Prawdopo- Sita Wskaznik
dyskrymina- informacji wykluczenia | dobienstwo | wykluczenia ojcostwa
cji genetycznej ojcostwa wykluczenia ojcostwa
ojcostwa
Locus Polymor- Mean Mean Power of Paternity
Power of phism exclusion exclusion exclusion index
discrimina- information chance probability
tion content
D1383317 0,92417 0,74930 0,58363 0,56264 0,502 1,96
D7S820 0,93514 0,78189 0,62144 0,61972 0,566 1,29
D16S539 0,90477 0,73061 0,55227 0,54328 0,597 2,49

Powyzsze parametry wskazujg na przydatnos¢ analizowanych loci w medycy-
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Cigg dalszy tabeli Il
locus D7S820
Polsk Hiszpania | Wtochy | Tajlandia USA (2)
Allele 0189: n=212 n=446 n=146 europejska | azjatycka
n:
4) (3) (3) n=285 n=195
7 0,013 0,028 0,025 0,007 0,017 0,008
8 0,135 0,151 0,193 0,175 0,016 0,113
9 0,150 0,139 0,087 0,051 0,014 0,074
10 0,272 0,314 0,274 0,182 0,281 0,005
11 0,223 0,188 0,249 0,353 0,202 0,164
12 0,157 0,155 0,141 0,195 0,140 0,377
13 0,043 - 0,025 0,027 0,029 0,221
14 0,008 0,021 0,007 0,010 0,007 0,036
15 - 0,002 - - - 0.003
locus D16S539
»flew. | Hiszpania | Wtochy USA (2)
Allele r OISK3 n=212 n=446 europejska azjatycka
-9 (4) (5) n=285 n=195
7 - 0,009 - - -
8 0,010 0,120 0,029 0,002 0,008
9 0,077 0,061 0,119 0,105 0,274
10 0,059 0,264 0,054 0,067 0,108
11 0,304 0,299 0287 0,272 0274
12 0,286 0,224 0,298 0,339 0,228
13 0,216 - 0,186 0,163 0,095
14 0,044 0,018 0,027 0,033 0,027
15 0,003 0,002 - 0,002 -

Przedstawione w pracy czestosci trzech analizowanych loci

populacji azjatyckich.

W oparciu o wyniki

w medycynie sgdowej. Przedstawiono je w tabeli IV.

wtasnych wynikéw z danymi

sg zblizone do
czestosci obserwowanych w innych populacjach europejskich, znaczace réznice
zaobserwowano przy pordéwnaniu

badan populacyjnych obliczono niektére z parametrow
statystycznych charakteryzujgcych przydatno$é systemu Sih/er STR™

dotyczacymi

Multiplex

nie sagdowej. Wysoka sita dyskryminacji oraz korzystny wspdtczynnik zawartosci
informacji genetycznej znajdujg zastosowanie w badaniach identyfikacyjnych,
a obliczona w oparciu o przeprowadzone badania szansa wykluczenia ojcostwa
stawia ten uktad w rzedzie korzystnych markeréw genetycznych w sprawach
o ustalenie ojcostwa.

WNIOSKI

Zastosowana w pracy metoda pozwala na prawidiowe i jednoznaczne okre-
Slenie alleli trzech loci genowych: D13S317, D7S820 i D16S539.

Przeprowadzenie jednoczesnej amplifikacji alleli trzech loci w czasie jednej
reakcji multiplex pozwala na obnizenie kosztéw badania, zmniejszajgc przy tym
ryzyko kontaminacji z obcym DNA.

Metode charakteryzuje wysoka czutosé.
matrycowego DNA wyizolowanego z Krwi
tkanek (miesni).

Analizowane loci genowe sg wysoce polimorficzne, a obliczona parametry
statystyczne wskazujg na ich wysoka przydatno$¢ w medycynie sgdowej.

Do badan wystarczy niewielka ilos¢
ptynnej, ze $ladow krwi, lub innych
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Genetyka populacyjna dziewieciu loci typu STR
z zestawu Profiler Plus w probce populacyjnej
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Population genetics of nine STR loci from the Profiler Plus kit
in a population sample from Poland
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Praca przedstawia wyniki badan populacyjnych 9 loci typu STR (D3S1358, VWA, FGA,
D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317 i D7S820) zawartych w komercyjnym
zestawie Profiler Plus. Probki DNA pochodzgce od 706 niespokrewnionych osobnikéw
poddano amplifikacji metodg multiplex PCR a nastepnie produkty identyfikowano
z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej na automatycznym sekwenatorze DNA (ABIPrism
310). W badanej prébce populacyjnej wszystkie badane loci znajdowaty sie w réwnowadze
opisanej réwnaniem Hard/ego- Weinberga. Obliczona warto$¢ prawdopodobienstwa
przypadkowej zgodnosci wynosi 1.25 x 10~" dajgc tym samym $rednie prawdopodobienstwo -
przypadkowej zgodnosci profili DNA w populacji polskiej wynoszace 1 do 83 miliardéow. Zestaw
Profiler Plus dzieki bardzo wysokiej sile dyskryminacyjnej jest szczegdlnie przydatny do badan
identyfikacyjnych z zakresu genetyki sgdowe;j.

This paper presents the allele frequency distributions for the nine (D3S1358, VWA, FGA,
D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317 and D7S820) loci present in the
commercially available Profiler Plus kit. DNA samples of 706 individuals from Northern
Poland were amplified in a multiplex reaction with subsequent automatic detection using
capillary electrophoresis (ABI Prism 310 DNA sequencer). In the analysed population
sample all loci met the Hardy-Weinberg equilibrium conditions. The calculated
probability of identity is 1.25 x 10  giving on average 1 in 83 billion probability of identity
in our population sample. Owing to high discrimination power the Profiler Plus kit is
highly useful for forensic identification purposes.

Stowa kluczowe: Multiplex PCR, loci typu STR, genetyka populacyj-
na, elektroforeza kapilarna, Polska.
Key words: Multiplex PCR, SRT loci, population genetics,
capillary electrophoresis, Poland.



