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Podczas rutynowego badania spornego ojcostwa,
przy uzyciu zestawu autosomalnych loci typu STR-
AmpFISTR Identifiler stwierdzono brak segregacii
allela ojcowskiego w uktadzie D21S11 oraz poza-
drabinowy allel w ukiadzie D19S433. Sugerowato to
obecnos¢ mutaciji w locus D21S11, poniewaz w po-
zostatych 14 ukfadach dziecko dziedziczyto allele
od domniemanego ojca. Celem uzyskania rekomen-
dowanej wartosci szansy ojcostwa (Pl), poszerzono
zakres badan o dodatkowe autosomalne markery
genetyczne (Penta D i E) oraz haplotyp chromosomu
Y, nie obserwujgc dalszych wykluczen ojcostwa. Do-
datkowo w badaniu zastosowano nowy zestaw multi-
pleksowy PowerPlex ESI 17. Poréwnanie wspoinych
dla PowerPlex ESI 17 i AmpF{STR Identifiler uktadow
potwierdzifo obecnos¢ mutacji w ukfadzie D21S11,
natomiast w locus D19S433 u dziecka i domniemane-
go ojca potwierdzono obecnos$c¢ rzadkiego wariantu
allelicznego D19S433*7. Wariant D19S433*7 nie
byt dotychczas opisany w polskiej populacji. Prze-
wagg zestawu multipleksowego PowerPlex ESI 17,
poza rozszerzeniem liczby loci o 6 spoza zakresu
multipleksu ldentifiler, jest wigksza liczba wariantéw
allelicznych we wzorcu. Dokfadna analiza kazdego
z sygnatéw fluorescenciji, nawet jesli wykraczajg poza
zakres wielkosci zdefiniowany dla uktadu, powinna
budzi¢ podejrzenie obecnosci rzadkich wariantow
genetycznych.

During a routine paternity casework performed with
an automated genotyping using the AmpFISTR

Identifiler kit, a lack of paternal allele segregation
in D21S11 and off-ladder allele in D19S433 locus
was observed. This raised suspicion of mutation
because the other systems showed transmission
of putative father’s alleles to the child. To achieve
the recommended value of paternity index (Pl),
the range of analysis was extended by additional
autosomal loci (Penta D and Penta E) and haplotype
of the chromosome Y. No further exclusions were
observed. Additionally, a new PowerPlex ESI 17 kit
was used. By comparison, the results common for
both the multiplex kits confirmed the presence of
the mutation in D21S11 locus. In locus D19S433,
a rare variant D19S433*7 allele was evidenced in
the putative father and the child. This variant allele
was included in size range of allelic ladder in the
PowerPlex ESI 17 kit, but notin AmpF{STR Identifiler
kit. The variant D19S433*7 allele was not reported
in the Polish population before. The PowerPlex
ESI 17 genotyping kit has two advantages, i.e.
introduction of 6 loci not included in the Identifiler
kit, and extended ranges of allelic ladders. It seems
that a careful scrutiny of fluorescent signals following
electrophoretic separation is essential to detect rare
variant alleles and to avoid misinterpretation of the
results.

Stowa kluczowe: wariant D19S433*7, do-
chodzenie spornego ojcostwa, mutacja

Key words: variant D19S433*7 allele, pater-
nity case, mutation
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WSTEP

Badanie polimorfizmu DNA genomowego
typu STR jest powszechnie stosowane przy
ustalaniu spornego ojcostwa. Komercyjnie
dostepne zestawy odczynnikowe pozwalajg na
ustalenie genotypu z wykorzystaniem multiplek-
sowej reakcji PCR, dla silnie dyskryminujgcych
loci cztowieka na autosomach i chromosomach
ptci [1, 2, 3, 4]. Zgodnie z aktualnymi (2009)
wytycznymi Komisji Genetyki Sgdowej Polskie-
go Towarzystwa Medycyny Sadowej i Krymi-
nologii szansa ojcostwa (ang. paternity index,
Pl) musi wynosi¢ co najmniej 1 000 000, aby
wynik badania mozna uznac za potwierdzajgcy
biologiczne ojcostwo. Wykluczenie ojcostwa
powinno zosta¢ wykazane, na podstawie braku
segregacji wariantow genetycznych miedzy do-
mniemanym ojcem a dzieckiem, w co najmniej
czterech uktadach polimorficznych. W przypad-
ku uzyskania mniejszej szansy ojcostwa, co
jest czesto spowodowane brakiem materiatu
biologicznego pochodzgcego od matki dziecka,
albo brakiem segregacji ojcowskiego wariantu
allelicznego spowodowanym mutacjg w poje-
dynczym uktadzie polimorficznym, zachodzi
konieczno$¢ poszerzenia zakresu badan o do-
datkowe markery genetyczne, ponad minimalng
liczbe 10-15 zbadanych loci [5, 6]. Stwierdzenie
braku segregaciji wariantu allelicznego miedzy
ojcem a dzieckiem w jednym locus typu STR jest
zjawiskiem rzadkim. Przy zatozeniu sredniej cze-
stosci mutacji wariantéw polimorficznych typu
STR 1:400 mejoz oraz badan spornego ojcostwa
wykonywanych w zakresie 15 uktadow STR,
mutacje w jednym z uktadow obserwowane sg
z czestoscig okoto 1 na 30 zbadanych spraw,
w ktérych potwierdzono ojcostwo biologiczne.

Nowoscig w genetyce sgdowej sg loci typu
mini-STR, dla ktérych diugosci produktéw ampili-
fikacji DNA nie przekraczajg 200 par zasad [7, 8].
Ich podstawowym zastosowaniem jest badanie
zdegradowanego materiatu genetycznego, kto-
rego amplifikacja konczy sie niepowodzeniem,
jezeli oczekiwane jej produkty sg wieksze od
150 par zasad. Jednym z najnowszych zesta-
wow do badan polimorfizmu DNA, w ktérym
potgczono jedenascie markerow genetycznych
typu mini-STR oraz pie¢ nowych loci STR reko-
mendowanych przez ENFSI (European Network
of Forensic Science Institutes), jest zestaw Po-
werPlex ESI 17 firmy Promega [9].

W Pracowni Hemogenetyki Katedry i Zaktadu
Medycyny Sgdowej Uniwersytetu Jagiellonskie-
go Collegium Medicum w Krakowie badania

spornego ojcostwa wykonywane sg rutynowo
przy uzyciu zestawu multipleksowego STR-
AmpFISTR Identifiler (Applied Biosystems,
USA). W przedstawionym przypadku, podczas
automatycznej analizy profilu genetycznego
pozwanego mezczyzny oraz dziecka (chtop-
ca) i jego matki, stwierdzono pozadrabinowy
allel D19S433*7 oraz mutacje pochodzenia
ojcowskiego w uktadzie D21S11. Koniecznos¢
poszerzenia badan o dodatkowe markery gene-
tyczne oraz potwierdzenia wynikdw uzyskanych
zestawem Identifiler sktonita do wykonania, poza
dwoma monopleksami (Penta D i Penta E), ba-
dania zestawem PowerPlex ESI 17 oraz Y-Filer.

MATERIAL | METODY

Do badan wykorzystano materiat w postaci
wymazow ze Sluzowki policzka jamy ustnej od
domniemanego ojca, matki i dziecka zgtaszaja-
cych sie do Zaktadu Medycyny Sgdowej w celu
ustalenia spornego ojcostwa (probki 348, 349,
350/2009). Genomowe DNA izolowano przy
pomocy zestawu Sherlock AX (A&A Biotechno-
logy, Gdansk) metoda ekstrakcji enzymatycznej
z uzyciem kolumn jonowymiennych. Badanie
w zakresie multipleksowego DNA-STR oraz
polimorfizmu loci STR ludzkiego chromosomu Y
wykonano wykorzystujgc amplifikacje fragmen-
téow DNA z uzyciem odczynnikow AmpFt{STR
Identifiler oraz AmpFISTR Y-filer firmy Applied
Biosystems zgodnie z zaleceniem producenta.
Amplifikacje monopleksu PowerPlex® 16 Mono-
plex System Penta D i Penta E oraz multipleksu
PowerPlex® ESI 17 System przeprowadzono
postugujac sie odczynnikami firmy Promega.

Rozdziat elektroforetyczny produktow ampli-
fikacji przeprowadzono z wykorzystaniem auto-
matycznego sekwenatora ABI Prism 377 (Applied
Biosystems, USA) na 5% poliakrylamidowym
zelu denaturujgcym (Amresco, USA), stosujac
odpowiednie macierze kompensaciji kolorow
i wewnetrzne standardy wielkosci DNA: LI1Z-500
i CC5 ILS 500, stosownie do analizowanego
zestawu odczynnikowego. Wielobarwny obraz
zelu analizowano przy uzyciu oprogramowania
GeneScan Analysis 3.7 NT. Przyporzadkowanie
nazw alleli przeprowadzono z wykorzystaniem
programu komputerowego ABI Prism Genotyper
3.7 NT porownujac je z odpowiednimi drabinami
allelicznymi. Prawdopodobienstwo ojcostwa ob-
liczono przy pomocy programu DNA-VIEW wer-
sja 29.03 na podstawie czestosci allelicznych dla
populacji polskiej, z uwzglednieniem zaistniatej
mutacji. Porownanie czestosci haplotypu DNA
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chromosomu Y cztowieka dokonano postugujac  WYNIKI

sie bazg populacyjng dostarczong przez produ-

centa zestawu AmpFISTR® Y-filer dostepng na Przy uzyciu multipleksu AmpF{STR Identifi-
stronie internetowej www.appliedbiosystems. ler stwierdzono u dziecka w uktadzie D21S11
com/yfilerdatabase. (ryc. 1, genotyp 29-30.2) brak segregaciji allela

Ryc. 1. Fluoregram uktadu D21S11 wraz z drabing alleli w badaniu ojcostwa przy uzyciu zestawu AmpF{STR
Identifiler (u géry) i PowerPlex® ESI 17 (u dofu). Probki 348, 349, 350 odpowiadajg domniemanemu ojcu,
dziecku i matce.

Fig. 1. Fluoregram of D21S11 locus with the allelic ladder in the paternity casework using AmpFESTR Identifiler
(upper panel) and PowerPlex® ESI 17 (lower panel) kit. Samples 348, 349, 350 correspond to the putative
father, child and mother, respectively.
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Ryc. 2. Fluoregram uktadu D19S433 wraz z drabing alleli w badaniu ojcostwa przy uzyciu zestawu AmpFISTR
Identifiler (u géry) i PowerPlex® ESI 17 (u dotu). Probki 348, 349, 350 odpowiadajg domniemanemu ojcu,

dziecku i matce.

Fig. 2. Fluoregram of D19S433 locus with the allelic ladder in the paternity casework using AmpF{STR
Identifiler (upper panel) and PowerPlex® ESI 17 (lower panel) kit. Samples 348, 349, 350 correspond to the

putative father, child and mother respectively.

L BELOL B e B B e e e T
85 100 105 110 115

v B
120

L LI e e o e T T T
125 130 140 145

D195433 |

* 14ladder.fsa 14 Yellow ladder

1000
500
6] (3 EE[E)
[16.2]
[ D195433 |
04348 fsa 4 Yellow 348
4000
3000
2000
1000
05340 fsa 5 Yellow 349
2000
1 e
06350 fsa & Yellow 350
t=2000
1000
e
[iE
LIS VU R L e I Ry PR e ey R e | T T T  (H  E 1T T T T T L |
160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220
D195433 —l

* 36iadder ESLisa 35 Biue  lndder ESI

A

4[4

0

1 [ (23 [ (7 [ [142 [e] (53 (o] [ie ] (74 (] i ¥

=400
200

D195433

32348 ESl fea 32 Blue 348 ESI

|

2000
1500
1000

33Bise 340 ESI

A

33349 ESLfsa

b-4000
2000

[

34350 ESlfsa 34 Blue 350 ESI

|- BO00
(4000
t=2000

ojcowskiego (genotyp 28-28). W pozostatych 14
uktadach dziecko dziedziczyto allele ojcowskie,
a we wszystkich 15 zbadanych obecne byty
allele matczyne. Dodatkowo, u dziecka i po-
zwanego w uktadzie D19S433 zaobserwowano
obecnos$c¢ pozadrabinowego allela (D19S433*7)
o dtugosci 96,3 nukleotydéw. tgczna szansa
ojcostwa, na podstawie zbadanych 15 loci wy-
niosta 33 325,9. Czestos¢ wystepowania mutaciji
pochodzenia ojcowskiego dla locus D21S11

El—=
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szacowana jest na 0,15% [http://www.cstl.nist.
gov/biotech/strbase/mutation.htm]. Poszerzenie
zakresu badan o kolejne dwa ukfady (Penta D
i Penta E) wykazato u dziecka segregacije alleli
ojcowskich, natomiast tgczna szansa ojcostwa
zwiekszyta sie do 416 697,1. Obliczone praw-
dopodobienstwo ojcostwa po przeanalizowaniu
17 markeréw genetycznych, przy zatozeniu
obecnosci jednej mutacji wynosito 99,99976%,
co bylo niedostateczne dla wykazania ojcostwa
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pozwanego mezczyzny. Badane dziecko byto
ptci meskiej, zatem wykonano analize loci STR
chromosomu Y. Ustalone haplotypy STR-Y byty
identyczne w zakresie wszystkich 16 zbada-
nych uktadow u dziecka i domniemanego ojca.
Ustalony haplotyp byt obserwowany raz na
4114 os6b pochodzenia europejskiego, ktorych
profile zawarte sg w bazie danych producenta
zestawu. Po uwzglednieniu tych wynikéw w ob-
liczeniach biostatystycznych, prawdopodobien-
stwo ojcostwa wzrosto do 99,99999988%, przy
szansie ojcostwa P1=8,57x10°, co potwierdzito
biologiczne ojcostwo pozwanego. Przy zasto-
sowaniu nowego zestawu PowerPlex ESI 17,
w ktorym 11 uktaddéw zawartych jest rowniez
w zestawie AmpF{STR Identifiler, w dodatko-
wych 6 uktadach stwierdzono u dziecka segre-
gacje alleli ojcowskich. Poréwnanie wspaolnych
dla PowerPlex ESI 17 i AmpFI{STR Identifiler
wynikow potwierdzito obecnos¢ mutacji w ukta-
dzie D21S11 oraz wystepowanie u dziecka i do-
mniemanego ojca rzadkiego allela D19S433*7
o dtugosci 166,8 nukleotydow.

W zestawie AmpF{STR Identifiler brak odpo-
wiedniego wzorca dla D19S433*7 oraz wezszy
zakres mozliwych wariantow genetycznych
identyfikowanych programem Genotyper (od
9 do 17.2 powtorzen) spowodowat, ze zaist-
niata konieczno$¢ zweryfikowania uzyskanych
wynikow i potwierdzenia obecnosci rzadkiego
allela D19S433*7. Dlatego tez zastosowano
zestaw PowerPlex ESI 17, w ktorym zakres
identyfikowanych wariantow D19S433 jest
szerszy (od 5.2 do 18.2 powtodrzen). Obliczone
ostatecznie prawdopodobienstwo ojcostwa
wyniosfo 99,99999999999%, przy szansie 0j-
costwa PI=1,18x10", co pozwolito na wydanie
opinii o udowodnionym ojcostwie biologicz-
nym mezczyzny w stosunku do badanego
dziecka.

DYSKUSJA

W genetyce sgdowo-lekarskiej kryteria iden-
tyfikacji w ostatnich latach ulegty znacznemu
zaostrzeniu. Ma to zwigzek ze zwiekszeniem
liczby badanych uktadow polimorficznych,
i zwigzanym z tym oczekiwaniem wyzszych
prawdopodobienstw identyfikaciji.

Mutacje alleli STR sg statym, cho¢ niezbyt
czestym zjawiskiem biologicznym. Ich wyste-
powanie rozni sie w zaleznosci od markera
genetycznego i wykazuje zwigzek z okreslonymi
wariantami locus, liczbg powtorzen motywu,
jak rowniez jest wieksza w przypadku mejoz

Marta Czarnogoérska
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ojcowskich [3, 10]. Wieksza czestos¢ mutacii
ojcowskich niz matczynych tftumaczona jest
wigkszg liczbg podziatow komorkowych pod-
czas powstawania gamety meskiej. Ro6znice
czestosci mutacji miedzy mezczyznami a ko-
bietami szacuje sig, ze pozostajg w proporc;ji
jak 17:1 [10].

Locus D19S433 zlokalizowane jest w ob-
rebie chromosomu 19 (19912-13.1; 35.109
Mb) i zawiera czteronukleotydowg jednostke
repetytywng (AAGG) [http://www.cstl.nist.gov/
div831/strbase/str_d19s.htm]. Wzorzec alleli
dla mikrosatelitarnego uktadu D19S433 jest
rézny w zaleznosci od stosowanego zestawu
markerow genetycznych typu STR. W zesta-
wie ldentifiler drabina alleli dla locus D19S433
sktada sie z 15 fragmentéw DNA o diugosci od
106 do 140 nukleotydow, natomiast w zestawie
PowerPlex ESI 17 z 20 fragmentéw DNA o dtu-
gosci od 163 do 215 nukleotydow. W bazie
NIST (ang. National Institute of Standards and
Technology) [http://www.cstl.nist.gov/strbase/
var_D19S433.htm] wariant D19S433*7 zostat
opisany szesciokrotnie, z czego w zaledwie
dwoéch przypadkach podano oszacowanie
jego czestosci. Czestos¢ populacyjna tego
wariantu, podana przez Angele Withrow wynosi
2 na 8844 przebadanych oso6b. Dotychczas
nie ustalono jego sekwencji, a jego obecnosc¢
wykazano na podstawie pomiaru wielkosci
produktu amplifikacji (Srednio 93,7 zasady).
Przewidywana wielkos¢ wzorca allelicznego
D19S433*7 w zestawie Identifiler powinna
wynosi¢ 98 nukleotyddw, co przy offsecie -2
nukleotydy odpowiada stwierdzonej wielkosci
96,3 nukleotydow. Przewidywana wielkos¢
wzorca allelicznego D19S433*7 w zestawie Po-
werPlex ESI powinna wynosi¢ 164 nukleotydy,
co przy offsecie +2,9 nukleotyddéw odpowiada
stwierdzonej wielkosci 166,8 nukleotyda.

Wystepowanie rzadkich wariantow gene-
tycznych, odbiegajgcych wielkoscig od defi-
niowanego obszaru genotypowania, dowodzi
koniecznosci doktadnego identyfikowania kaz-
dego z obserwowanych sygnatow fluorescencii
podczas rozdziatow elektroforetycznych. W tym
zakresie, nowo wprowadzane zestawy odczyn-
nikowe charakteryzujg sie rozszerzong liczbg
wariantow obecnych we wzorcu allelicznym.
Dostepny od kilku miesigcy na rynku polskim
zestaw PowerPlex ESI 17 umozliwit ostateczne
zweryfikowanie genotypow locus D19S433
u badanego mezczyzny i jego syna oraz po-
twierdzenie obecnosci rzadkiego wariantu
D19S433*7. Analiza pisSmiennictwa, w ktérym
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publikowano czestosci wariantow allelicznych
locus D19S433 [11, 12] sugeruje, ze nie byt
on znaleziony wsrod zbadanych tgcznie 667
mieszkancow Polski.
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