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Badania trzech markerow STR(D3S1744, Di12S1090 i D18S849), wykonano w oparciu
0301 probek DNA. Do amplifikacji uzyto zestawdéw MultiPlex I firmy Lifecodes. Produkty
PCR rozdzielano na denaturujacych zelach PAA i barwiono technika srebrowa. W lokus
D3S1744 zidentyfikowano 10 alleli (najwieksza czesto$¢ - 0.307 mial allel 18), 24 allele
w D12S1090 (z ktérych najcze$ciej wystepowatl allel 26 - 0.108) i 7 alleli w lokus D18S849
(najczestszy byl allel 16 - 0.322). Heterozygotyczno$é tych loci wynosila odpowiednio:
0.827, 0.933 i 0.781 a rozklad czesto$ci genotypowych byl zgodny z regula Hardy'ego-
Wainberga. Przydatno$¢ zastosowanego tripleksu w sprawach spornego ojcostwa
potwierdzaja wspoéleczynniki PD= 0.9991, PE= 0.966 oraz MPN37.25 jak roéwniez rezultaty
statystycznej analizy wynikéw genotypowania w 31 sprawach alimentacyjnych.

Allele frequencies for three STR markers (D3S1744, D12S1744 and D18S849) were
determined in a population sample (n=301) from south-east Poland. For DNA
amplification the Multiplex-I Kit from the Lifecodes Corporation was used. PCR products
were separated by electrophoresis on denaturing polyacryloamide gels and visualised by
silver staining. A total number of 10 alleles for D3S1744, 24 for Di12S1090 and 7 for
D18S849 were determined. Heterozygosity of these loci had a value of 0.827, 0.933 and
0.781, respectively. No deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium were observed.
Additionally, we present the values of some statistical parameters (obtained for 31
alimony cases) that indicate the usefulness of these systems in paternity testing (i.e.,
PD= 0.9991, PE = 0.966, MPI= 37.25).

Stowa kluczowe: triplex STR, badania populacyjne, genetyka
sgdowa

Key words: STRs, population database; linkage equilibrium;
forensic genetics; paternity testing
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WSTEP

Polimorficzne loci STR 2z czteronukleotydowa sekwencjag repetytywng
nalezg do markeréw najcze$ciej stosowanych w genetyce sgdowej. Szczegdl-
nie interesujgce sg te uktady ktére wykazujg wysokg heterozygotycznosé
i jednocze$nie istnieje mozliwo$é ich genotypowania w oparciu o produkty
amplifikacji (uzyskane w multipleksowych reakcjach PCR) technikami
elektroforetycznymi w zelach poliakryloamidowych (4, 5). Multipleks STR
(D3S1744, D12S1090 i D18S849) opisany przez Neuweiler i wsp.(11) spetnia
przedstawione kryteria ijednoczesnie umozliwia genotypowanie przy
zastosowaniu taniej technologii tj. elektroforezy w denaturujgcych zelach PAA
barwionych metodg srebrowg. Komercyjny zestaw MultiPlex | firmy Lifecodes
pozwala ponadto na jednoczesne genotypowanie alleli trzech loci z zachowa-
niem jednolitej nomenklatury (13).

Celem pracy bylo ustalenie czestosci alleli dla trzech w/w lokus, w populacji
Polski potudniowo-wschodniej, wykonanie analizy statystycznej w zakresie
segregacji tych alleli oraz ocena przydatnosci tripleksu w badaniach genetycz-
nych zmierzajgcych do oceny pokrewienstwa.

MATERIAL | METODY

Do badan uzyto 301 probek DNA, ktére wyizolowano z krwi pobranej
w Zaktadzie Medycyny Sadowej AM w Lublinie od niespokrewnionych mieszkan-
coéw Polski potudniowo-wschodniej obojga ptci w zwigzku z wykonywaniem
ekspertyzy genetycznej w sprawach spornego ojcostwa. Badania wykonano
rébwniez z uzyciem probek DNA wyizolowanych od dzieci w 31 sprawach
alimentacyjnych, w ktérych rutynowe oznaczenia 4 uktadéw VNTR (D4S139,
D5S110, D7S21, D11S12) oraz 9 uktadéw STR przy uzyciu zestawu PowerPlex
2.1 (18) potwierdzitly ojcostwo pozwanego z ,prawdopodobienstwem graniczg-
cym z pewnoécig™ w 19 sprawach, a w 12 przypadkach wykluczyty ojcostwo
pozwanego.

DNA izolowono metodg organiczng z uzyciem mieszaniny fenol-chloroform,
a nastepnie oznaczano jego stezenie metodg slot—biot i hybrydyzacjg sondg
D17Z1 (Gibco-BRL, Gatthersburg, MD, USA).

Do jednoczesnej amplifikacji trzech uktadow STR (D3S1744, D12S1090
i D18S849) uzyto zestawu OuickType Multiplex-I Kit (Lifecodes Corp., Stamford,
CT, USA). Reakcje PCR wykonywano w cyklerze temperetury Trio-block
(Biometra) uzywajac 5 ng genomowego DNA i 1 U polimerazy DNA z Thermus
aquaticus (TERPOL) - zgodnie z instrukcjg producenta zestawu (13). Produkty
PCR byly rozdzielane w denaturujgcych 4 % zelach poliakryloamidowych (4% T,
6%C, 8 M mocznik) w buforze 0.5 x TBE przez 1 godzine przy mocy pradu 60 W.

tj. gdy prawdopodobienstwo ojcostwa byto wyzsze od 99.999%
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Fragmenty DNA wybarwiono metodg srebrowa (1), a genotypy odczytywano
przez poréwnanie z alleliczng drabing wzorcowa.

W celu sprawdzenia rownowagi segregacji alleli zgodnie z regutg Har-
dy'ego-Weinberga wykonano analize statystyczng testami: x*00), ,exact" (6)
i,LR"(16). Obliczono réwniez parametry okreslajgce przydatnos¢ tych
markerow do ekspertyz sadowych tj.: wspotczynnik dyskryminacji (7),
wspoétczynnik informacji o polimorfizmie (2), indeks dyskryminacji (18) i $redni
wspotczynnik ojcostwa (3) oraz szanse wykluczenia (17). Ponadto poréwnano
przebadang populacje z populacja amerykanskg rasy biatej (12) i populacja
niemieckg (14) przy uzyciu programu 2-way RxC wg. G. Carmody (Carleton
University, Ottawa, Canada).

REZULTATY | DYSKUSJA

Zestaw MultiPlex | firmy Lifecodes, zastosowana technika rozdziatu frag-
mentéw allelicznych i srebrowa detekcja pozwolity na ustalenie genotypow
trzech loci we wszystkich badanych prébkach. Wizualnie identyfikowane allele
wykazywaty szybkos¢ migracji identyczng jak allele drabiny wzorcowej co
potwierdza rycina 1, ktéra przedstawia fragment elektroferogramu z rozdzielo-
nymi produktami amplifikacji. Okazato sie jednak, ze amplifikacja wymaga
uzycia do$¢ znacznej, ale $cisle okreslonej ilosci matrycowego DNA (5 ng).
Nawet niewielkie zwiekszenie jego stezenia prowadzito bowiem do preferen-
cyjnego powielania alleli lokus D3S1744. czego przyktadem jest probka 2 na
rycinie 1. W tabeli | zestawiono ilosci oznaczonych genotypéw oraz czestosci
alleli.

W lokus D18 S849 zidentyfikowano 21 genotypdw tworzonych przez 7 alleli,
z ktérych najczesciej wystepowaty allele 16 (0.322) i 17 (0.281), podczas gdy
czestos¢ ponizej 0.01 miat tylko allel 13. W lokus D3S1744 wykazano 10 alleli
(32 genotypdéw), z ktorych najczestszymi byty 18 (0.307) i 19 (0.213) natomiast
allele 14 i 23 wystgpity z czestoscig odpowiednio 0.005 i 0.002. Najwiekszy
polimorfizm stwierdzono w uktadzie D12S1090. Zidentyfikowano w nim bowiem
107 genotypdéw i 24 allele, z ktérych najczesciej wystepowaty 20 (0.103) i 26
(0.108), przy czym az 11 alleli (tj.: 9, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 29, 30, 31 i 32)
wystapito z czestoscig ponizej 0.01.

Z tabeli Il wynika, ze rozktad alleli badanych loci STR w populacji Polski
potudniowo-wschodniej jest zgodny z prawem Hardy'ego-Wainberga.
W przypadku lokus D12S1090 bezposrednie poroéwnanie oczekiwanych
i obserwowanych ilosci genotypow sugeruje w prawdzie brak zgodnosci
w rozktadzie alleli (test exact P<0.01, test LR P<0.01) ale zastosowanie testu
losowania z iloscig préb 10 000, co jest uzasadnione przy testowaniu bardzo
polimorficznych loci (16), wskazuje na petng zgodno$é oczekiwanego
i obserwowanego rozktadu alleli (test exact P>0.9, test LR P>0.9).
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Ryc. 1. Rozdziat produktéow multipleksowej reakcji PCR w 4% denaturujgcych
zelach PAA. Linie 1-9 fragmenty alleliczne kolejnych amplifikatow DNA,
linie L- drabina alleli dla trzech loci

Fig. 1. Separation of the multiplex PCR products on a 4% denaturing PAA gel.
Lanes 1-9 allelic fragments in nine DNA samples, lanes L- allelic ladder
for three loci
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Tabela |. Rozktad genotypow i czestosci alleli trzech uktadow STR w populacji
Polski potudniowo-wschodnie;j.

Table |. Distribution of genotypes and alleles of three STR systems in the
population from south-east Poland.
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Tabela Il. Wyniki obliczen statystycznych dla 3 lokus STR w populacji Polski
potudniowo-wschodniej.

Table Il. Statistical calculations and additional forensic data for three STR locus
in a population from Southeast Poland.
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szansy dyskryminacji (PD=0.9991), szansy wykluczenia (PN0.966) i $redniego
indeksu ojcostwa (MPI=37.25) wskazujg na duzg przydatno$¢ MultiPlexu |
w badaniach kryminalistycznych oraz przy ustalaniu ojcostwa.

Tabela lll. Poréwnanie rozktadu czestosci alleli lokus: D3S1744, D12S1090
i D18S849 miedzy populacja. Polski potudniowo-wschodniej a dwiema
innymi populacjami rasy biatej.

Table Ill. Comparison af allele frequencies of three locus D3S1744, D12S1090
i D18S849 betwenn population of the south-east Poland and two other
Caucasian population.

Poréwnywane populacje
Compared populations
Loci
Locus Polska' / USA rasa biata: (12) Polska' / Niemcy: (14)
Poland x USA Caucasians Poland x Germany
txr P G-test P (xr P G-test P
D3S1744 8.27 0.512 9.78 0.422 12.25 0.193 14.0 0.145
D12S1090 17.72 0.799 18.23 0.846 26.54 0.269 25.95 0.422
D18S849 10.01 0.121 10.79 0.109 7.76 0.252 8.83 0.204

Zastosowane testy
i Wspotczynniki D18S840 D3S1744 D12S1090
Performed Tests
Heterozygotyczno$é
| obserwowana (oczekiwana)
Observed (expected) 0.781 (0 764) 0.827 (0.816) 0.934 (0.921)
heterozygosity
Test homozygotyczny X: = 0.561 Xz =0.353 X: =0.876
Homozygosity test d.f.=1 P =0.46 d.f.=1 P =0.56 d.f. =1 P =0.35
Test ,exact" X2=19.1 X2 = 43.2 X2=332.9, d.f.=275, P <0.01
Exact test d.f. =20 P =0.52 d.f.=44 P =0.51 (X:=67.1, d.f.=118; P>0.99)-
Test ,LR" X2=21.15 X: = 38.9 X:=165.7, d.f.= 275, P <0.01
| Likelihood ratio test d.f. =20 P =0.39 d.f.=44 P =0.68 | (X:=85.2, d.f.= 118: P>0.99)"
Wskaznik polimorfizmu
Polymorphism inf.cont. 0.7255 0.7919 0.9131
(PIC)
Szansa dyskryminacji
Power of discrimination 0.9016 0.9429 0.9846
(PD)
i Indeks dyskryminacji
Discrimination index (DI) 0.0856 0.0545 0.0085
Sredni indeks ojcostwa
Mean paternity index (MPI) 22924 2.8616 7.3714
Szansa wykluczenia 0.5443 0.6416 0.8352
Power of exclusion (PE) ’ ’ ’

() wynik oiiczeh w tescie losowania 10 000 préb
tests based on 10 000 tctal permutations

Czestosdci alleli uzyskane dla przebadanej populacji polskiej, poréwnano (przy
pomocy testu Carmody'ego) z czestosciami obliczonymi dla populacji niemieckiej
(12) i Amerykandéw rasy biatej (14) (tab. Ill). Brak istotnych statystycznie réznic
miedzy tymi populacjami $wiadczy o ich homogennos$ci w zakresie oznaczanych
loci oraz o prawidtowej identyfikacji alleli, ktérych nazewnictwo jest odpowiednie
do ilosci czteronukleotydowej sekwencji repetytywnej GATA, aczkolwiek w lokus
D12S1090 allel 27 jest wiekszy od 26 o 3 nukleotydy natomiast allel 29 jest
wiekszy od allela 28 jedynie o 2 nukleotydy.

Statystyczne parametry oceniajagce przydatno$¢ catego tripleksu STR
(i kazdego z badanych uktadow) dla genetycznych ekspertyz sadowych
przedstawiono w tabeli Il. Wysokie warto$ci indeksu dyskryminacji (DI=1.1x10+),

-ilos¢ alleli N=602 (number of alleles)
- ilos¢ alleli N=220 (number of alleles)
: - ilo$¢ alleli N=298 (number of alleles)

Szczegodlng, warto$¢ roznicujgcg wykazuje uktad D12S1090 dla ktérego
DI=8.5x10~ a MPI=7.37. Wystepowanie interalleli i wysoka mutacyjno$¢ tego loci
sprawiajg jednak, ze jego oznaczanie dla celdw identyfikacyjnych wymaga
precyzyjnej technologii genotypowania, tj. takiej ktéora umozliwia wykazywanie
réznic (miedzy produktami PCR) rzedu pojedynczego nukleotydu (9). Ponadto
zaden z uktadéw STR badanego tripleksu nie wchodzi w zakres miedzynarodo-
wych baz danych profilbw genetycznych, co ogranicza celowos¢ ich oznaczania
w $ladach biologicznych (4, 15).

W ustalaniu pokrewienstwa powyzsze zastrzezenia nie sg jednak istotne
(poniewaz probki DNA poréwnywanych oséb analizujemy jednoczes$nie oraz
w identycznych warunkach technologicznych) a przebadany multipleks okazat sie
przydatny do tych celow. W 19 sprawach z ojcostwem wczes$niej ,potwierdzo-
nym" przeanalizowano bowiem $rednie warto$ci indeksu ojcostwa (i wykazano,
ze Pl dla D3S1174 wynosit 2.69, 6.30 dla D12S1090 i 1.95 dla D18S849 oraz

: Srednig warto$é indeksu ojcostwa obliczong po prawdopodobienstwie.
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37.25 dla calego tripleksu), co potwierdzito celowo$é jego zastosowania
w przypadkach spornego ojcostwa. Stwierdzono ponadto, ze zastosowanie
wytacznie tego tripleksu pozwolito na wykluczenie ojcostwa we wszystkich 12
sprawach (wcze$niej tak wtasnie ocenionych) przy czym podstawe do wyklucze-
nia w 93% przypadkach znaleziono w wysoce polimorficznym uktadzie
D12S1090, w 67% w D3 S1174 a w 50% w D18S849. W aspekcie problematyki
spornego ojcostwa dodatkowym atutem przebadanego zestawu (czyli MultiPlexu
1) jest fakt, ze loci D3S1744, D12S1090 i D18S849 nie zostaty uwzglednione
w zadnym innym komercyjnym multipleksie.
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