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Genetyka populacyjna dziewieciu loci typu STR
z zestawu Profiler Plus w probce populacyjnej
z obszaru Polski

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.
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WSTEP

Sekwencje typu N/NTR-STR s3 powszechnie stosowane do badan z zakresu
genetyki sadowej (2). Opracowanie i zastosowanie techniki multiplex PCR
stworzyto mozliwos¢ jednoczesnej i szybkiej amplifikacji wielu loci z minimalnej
iloésci DNA izolowanego np. z plam biologicznych (3,5,6). Potaczenie techniki
multiplex PCR i fluorescencyjnej detekcji produktow PCR otworzyto nowe
mozliwos$ci automatycznej analizy wielu polimorficznych loci jednocze$nie.
Jednym =z komercyjnie dostepnych zestawow typu multiplex jest zestaw
ProfilerPlus firmy Perkin-Elmer (PE), zawierajgcy 9 loci typu STR (D3S1358,
VWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317 i D7S820) i marker
ptci w postaci locus amelogeniny. Warunkiem wprowadzenia nowego zestawu
(lub nowego locus) do praktyki genetyki sgdowej jest nie tylko poznanie wptywu
réznorodnych czynnikéw na czuto$é, wiarygodnos$¢ i powtarzalnosé analizy (12),
ale réowniez poznanie czestosci alleli obecnych w analizowanych loci. Gtéwnym
celem niniejszej pracy byto zbadanie rozktadu czestosci alleli dziewieciu loci typu
STR zawartych w zestawie Profiler Plus w prébce populacyjnej liczacej 706
osobnikéw pochodzgcych z obszaru Polski oraz poréwnanie ich rozktadu
z zaobserwowanymi w dwéch innych populacjach europejskich oraz populacji
Polski pétnocnej.

MATERIALY | METODY

Materiat do badan populacyjnych stanowity probki krwi lub wymazy z jamy
ustnej pobierane jako materiat porobwnawczy do badan identyfikacyjnych $ladow
biologicznych pochodzace od osdb z réznych regionéw Polski. Na materiat ten
ztozyty sie probki niespokrewnionych 166 kobiet i 540 mezczyzn. Ekstrakcje DNA
przeprowadzano metodg opisang wczesniej (13) lub metodg z Chelex-100 (17).
llos¢ DNA oznaczano metoda hybrydyzacji z sondg swoistg dla DNA naczelnych
(OuantiBlot, PE, USA) z chemiluminescencyjng metoda detekcji lub pomiarem
fluorymetrycznym.

Amplifikacje loci zawartych w zestawie ProfilerPlus prowadzono w warunkach
opisanych przez producenta stosujgc termocykler 2400 lub robot do reakcji PCR
877 firmy PE. Warunki przygotowania probek do elektroforezy kapilarnej i sam
ich rozdziat prowadzono w warunkach jak opisano uprzednio (10,11). Jako
standardu wewnetrznego wielkosci DNA uzywano GS500, znakowanego ROX
(PE) lub ILS600 znakowanego CXR (Promega).

Sekwencjonowanie produktéw PCR (allel 16 FGA i allel 33.1 locus D21S11)
przeprowadzano z zastosowaniem odpowiednich starterow (1,14). Matryce do
reakcji sekwencjonowania przygotowywano wg. metody opisanej przez Walsha i
wsp. (16). Reakcje sekwencjonowania prowadzono z zastosowaniem zestawu
firmy PE (BigDye Terminator sequencing kit) w warunkach opisanych wczes$niej
(17).

Analiza statystyczna. Weryfikacje zgodnosci z réwnaniem Hard/ego-Wein-
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berga prowadzono testami exact i LR (7,18). Obserwowang heterozygotycznos¢
(H), site dyskryminacji (PD), $rednig szanse wykluczenia (MEC) i zawarto$¢
informacji polimorficznej (PIC) obliczano jak uprzednio (10).

WYNIKI | DYSKUSJA

tagcznie przy zastosowaniu zestawu Profiler Plus amplifikacji poddano 1048
probek DNA pochodzgcych z materialu poréwnawczego. Z tej ilosci, po
odrzuceniu probek pochodzgcych od osdb spokrewnionych, analizie statystycz-
nej poddano 706 profili DNA. Ze wszystkich przebadanych probek, w zaledwie
kilku przypadkach, konieczne byto powtdrne zamplifikowanie lub nastrzykniecie
produktéw na kapilarg. Zaobserwowano, ze dla trzech loci znakowanych NED
(D5S818, D13S317 i D7S820) uzyskuje sie najnizszy sygnat amplifikacyjny
w poréwnaniu do pozostatych znakowanych JOE i 5-FAM. Najwyzsze sygnaty
amplifikacyjne obserwowano dla loci D3S1358, VWA i FGA znakowanych 5-
FAM. Zaobserwowana sytuacja nie przynosi problemoéw interpretacyjnych
w przypadku badania materiatlu pordéwnawczego, jednak podczas analizy
zdegradowanego materiatu biologicznego, czy prébek bedgcych mieszaninami
DNA czesto dochodzi do utraty sygnatéw amplifikacyjnych dla ,zéttych loci"
stwarzajgc tym samym trudnos$ci natury interpretacyjnej.

Tabela 1 przedstawia zaobserwowane czestosci alleli dla 9 loci zawartych
w zestawie Profiler Plus w populacji polskiej zaobserwowane w probce
populacyjnej 706 niespokrewnionych os6b obu pici z obszaru Polski. Dla
poszczegdlnych loci stwierdzono od 8 (D13S317) do 17 (FGA) alleli. Jednocze-
$nie zidentyfikowano trzy rzadkie allele FGA*16, D21S11 *33.1 oraz D3S1158*20.
Obecnos$¢ dwéch pierwszych potwierdzono sekwencjonowaniem, w przypadku
trzeciego (D3S1158) wykrytego niedawno, nie potwierdzono jeszcze sekwencjo-
nowaniem jego pewnej obecnosci. Allel ten wykazuje jednak doktadnie o 4pz
wiekszg dtugos¢ niz allel 19 obecny w drabinie alleli tego locus. W wyniku
sekwencjonowania 16 allela FGA stwierdzono nastepujacg sekwencje w rejonie
repetytywnym: (TTTC), TTTT TTCT (CTTT), CTCC (TTCC),, co odpowiada
doktadnie sekwencji 16 allela wg. nomenklatury i danych przytoczonych przez
Barbera i wsp. (1). W przypadku allela 33.1 z locus D21S11 (nie opisanego
dotychczas w publikacjach) stwierdzono nastepujgcg sekwencje obszaru
repetytywnego: FR- (TCTA), (TCTG), - CR - (TCTA),,-A-TCTA-FR, gdzie FR
oznacza obszar flankujacy, a CR obszar staty o dtugosci 43 nukleotydéw
i sekwencji (TCTA).TA(TCTA), TCA(TCTA), TCCATA. Allel ten zgodnie
z nomenklaturg International Society of Forensic Genetics nazwano 33.1.

W wyniku zastosowania odpowiednich testow (7, 18), stwierdzono ze wszyst-
kie badane loci znajdujg sie w rownowadze opisanej réwnaniem Hardy'ego-
Weinberga (tabela 1). Najbardziej polimorficzne podobnie jak dla prébki 202 oso6b
z populacji Polski pétnocnej (12), okazaty sie loci: D18S51, HUMFGA i D21S11,
a najmniej D5S818. Podobne wyniki uzyskano podczas badan populacji austriac-
kiej i hiszpanskiej (4).
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Tabela |I. Czestos$ci alleli i wspoétczynniki statystyczne charakteryzujgce loci
ProfilerPlus w populacji polskiej (n=706).
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Cigg dalszy tabeli |

32.2 0.0963
33 0.0021
33.1.2 0.0007
33.2 C.0099
34.2 0.0035
PD 0.923 0.936 | 0.964 0.926 0.958 0.970 0.873 0.918 0.927
PIC 0.760 0.779 | 0.845 0.765 0.831 0.865 0.669 0.744 0.766
MEC 0.586 0.618 | 0.720 0.602 0.699 0.752 0.478 0.576 0.599
test LR 0.532 0.503 | 0.964 0.788 0.980 0.656 0.596 0.974 0.283
Test 0.425 0.447 | 0.886 0.591 0.977 0.207 0.453 0.898 0.139
Exact
Hobs. 0.785 0.785 | 0.853 0.798 0.860 0.875 0.711 0.758 0.785

Table |I. Allele frequencies and some statistical indices for Profiler Plus loci in a
polish population (n=706).

Allele D3S1358 | VWA FGA |D8S1179 | D21S11 | D18S51 | D5S818 |D13S317 | D7S820
6 0.0007
7 0.0028 0.0106
8 0.0099 0.0007 0.1431 0.1353
9 0.0113 0.0007 0.0496 0.0878 0.1544
10 0.0616 0.0099 0.0765 0.0510 0.3116
11 0.0007 0.0751 0.0099 | 0.3123 0.3584 0.1962
12 0.0021 0.0007 0.1622 0.0942 0.3916 0.2436 0.1629
13 0.0021 0.0028 0.3222 0.0977 0.1565 0.0758 0.0248
14 0.1367 0.1034 0.2408 0.1487 0.0092 0.0390 0.0028
15 0.2380 0.1105 0.0963 0.1593 0.0007 0.0014 0.0007
16 0.2542 0.1898 | 0.0014 0.0177 0.1728
17 0.2210 0.2826 | 0.0007 0.0021 0.1289
18 0.1374 0.2224 | 0.0142 0.0007 0.0836
19 0.0078 0.0751 | 0.0871 0.0460
20 0.0007 |0.0092 | 0.1459 0.0290

20.2 0.0007
21 0.0028 | 0.1905 0.0050

21.2 0.0021
22 0.1941 0.0120

22.2 0.0142
23 0.1218 0.0021

23.2 0.0071
24 0.1261
25 0.0673

25.2 0.0014
26 0.0241 0.0028
27 0.0212
28 0.0014 0.1742
29 0.2047

29.2 0.0007
30 0.2280

30.2 0.0510
31 0.0751

31.2 0.0899
32 0.0170

Poréwnujgc wyniki analiz statystycznych dla obu prébek populacyjnych 202
0s6b z obszaru Polski pétnocnej i 706 osobnikéw z obszaru catej Polski mozna
stwierdzi¢, ze sg one zblizone. Najwiekszy wptyw powiekszenia probki populacyj-
nej zaobserwowano dla locus D13S317, gdzie stwierdzono najwiekszy wzrost
wartosci PD, PIC i MEC. Powiekszenie prébki populacyjnej spowodowato tez,
zgodnie z oczekiwaniami wzrost ilosci obserwowanych alleli. taczna ilo$é
zaobserwowana dla populacji 202 oséb wyniosta 91, a dla 706 osob - 105.
Uzyskane czestosci alleli sg zblizone do tych, ktére zaobserwowano dla proébki
populacyjnej z obszaru Polski poétnocnej (12). Wyniki te $wiadczg o duzej
homogennosci rozktadu alleli dla badanych loci w populacji polskiej.

Obliczone prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnos$ci profili DNA dla
populacji 706 os6b (1.26 x 10~") jest wyraznie wyzsze niz dla 202 oso6b (2.26 x

10~'"). Oznacza to $rednie prawdopodobienstwo identycznosci wynoszgce
odpowiednio 1 na 83 miliardy i 1 na 44 miliardy oséb. Jest to warto$¢ zblizona do
tych, ktére uzyskano dla probek populacyjnych w Austrii i Hiszpanii wynoszgce

odpowiednio 1 na 96 i 109 miliardow osdob (4,9).

Tabela |l przedstawia poréwnanie homogennos$ci rozktadu alleli loci Profiler
Plus pomiedzy populacjag polska a austriackg i hiszpanskg. Pordéwnanie
homogennosci rozktadu czestosci alleli pomiedzy populacjg polska a austriackg
wykazato istotne statystycznie roéznice dla loci: FGA, D18S51 i D13S317,
natomiast poréwnanie z populacja z potudniowej Hiszpanii wykazato brak
istotnych roéznic tylko dla 2 loci (D7S820 i VWA).

Otrzymane wspdtczynniki statystyczne charakteryzujgce poszczegdlne loci
zawarte w zestawie ProfilerPlus oraz ich tgczna warto$s¢ s$Swiadczy o jego
wysokiej przydatno$¢ do badan identyfikacyjnych w genetyce sgdowej.
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Tabela Il. Poréwnanie homogennos$ci rozktadu alleli loci ProfilerPlus pomiedzy
populacjami polskg austriackg i hiszpanska.

Table Il. Comparison of homogeneity distribution of Profiler Plus alleles between
polish Austrian and Spanisch populations.

Polska x Hiszpania PoluLiniowa

Poland x Southern Spain
X P G-statystyka P
G-statistics
D3S1358 20,59 0,017 18,92 0,020
VWA 13,67 0,184 14,95 0,133
FGA 41,83 0,000 37,84 0,001
D8S1179 25,84 0,008 27,71 0,007
D21S11 34,22 0,007 31,18 0,017
D18S51 26,38 0,024 31,38 0,008
D5S818 20,93 0,010 19,41 0,014
D13S317 87,76 0,000 73,73 0,000
D7S820 7,74 0,556 8,12 0,551
‘olska x Austria
Poland x Austria
/ P G-statystyka P
G-statistics
D3S1358 15,73 0,063 14,35 0,100
VWA 13,25 0,210 13,51 0,236
FGA 41,55 0,002 38,12 0,006
D8S1179 12,39 0,256 11,41 0,337
D21S11 8,19 0,882 9,06 0,010
D18S51 40,17 0,000 41,20 0,000
D5S818 1,22 0,994 1,64 0,995
D13S317 26,11 0,000 25,70 0,000
D7S820 10,37 0,311 10,48 0,326
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