ARCH. MED. SAD. KRYMINOL., 2010, LX, 235-242

PRACE ORYGINALNE / ORIGINALS

Marta Czarnogorska, Marek Sanak!, Danuta Piniewska, Nina Polanska,

Agnieszka Stawowiak, Barbara Opolska-Bogusz

|dentyfikacja rzadkich wariantéw genetycznych w /oci DXS10074,
DXS10079, DXS10146 oraz DXS10148 multipleksu Investigator
Argus X-12 w populacji Polski pofudniowe;j

|dentification of rare genetic variants at DXS10074, DXS10079, DXS10146

and DXS10148 loci of Investigator Argus X-12 multiplex

in the South Polish population

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej UJ CM

Kierownik: prof. dr hab. n. med. M. Ktys

1 Z Zaktadu Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej Il Katedry Choréb Wewnetrznych UJ CM

Kierownik: prof. dr hab. med. M. Sanak

W ostatnich latach analiza mikrosatelitarnych
loci typu STR zlokalizowanych na chromosomie X
(X-STR), obok rutynowo stosowanych markeréw
autosomalnych oraz chromosomu Y, jest coraz cze-
Sciej wykorzystywana w badaniach sgdowo-lekars-
kich. Ich przydatnos$¢ potwierdzajg wysokie para-
metry biostatystyczne uzyskiwane dla réznych
populacji ludzkich. Prowadzenie tego rodzaju badan
populacyjnych dla poszczegélnych grup etnicznych,
pozwala réwniez na ujawnienie wystepowania rzad-
kich wariantow genetycznych, zdefiniowanych jako
nieobecne we wzorcach alleli dostepnych w komer-
cyjnych zestawach multipleksowych. Obecno$é
rzadkich alleli z jednej strony moze przyczyniac sie
do zwiekszenia wartosci dowodowej ekspertyzy,
z drugiej natomiast stwarza niekiedy trudnosci
w interpretacji uzyskanych wynikow. W zaprezento-
wanej pracy, postugujac sie zestawem Investigator
Argus X-12, przebadano 200 prébek DNA pobrane-
go od niespokrewnionych kobiet i mezczyzn z Polski
potudniowej. Analiza markeréw X-STR ujawnita siedem
rzadkich wariantéw genetycznych: DXS10074*15.2,
DXS10079*24, DXS10146*38.2, DXS10146*47.2,
DXS10148*17, DXS10148*21.1 oraz DXS10148*22,
ktére dotychczas nie byty opisane w populacji
polskiej. Dodatkowo, sprawdzono czy wspomniane
allele zostaty odziedziczone przez potomstwo ba-
danych o0sob.

In recent years, the analysis of X-linked short
tandem repeats (X-STR), beside autosomal and
Y-chromosomal STR loci, has become widely used
in forensic genetic investigations. The usefulness of
X-STRs markers in forensic medicine is confirmed
by their high biostatistical parameters obtained for
different populations. Such population studies
performed on particular ethnic groups allow for
demonstrating the presence of, rare genetic
variants that are not included in the allelic ladders
of commercially available multiplex kits. The presence
of these alleles can increase the power of evidence.
On the other hand, the off-ladder alleles can be
sometimes difficult to interpret. In this paper, X-STRs
analysis was performed in a population sample of
200 unrelated females and males from the Southern
Poland using Investigator Argus X-12 Kit. Seven rare
off-ladder alleles were encountered: DXS10074*15.2,
DXS10079*24, DXS10146*38.2, DXS10146*47.2,
DXS10148*17,DXS10148*21.1 and DXS10148*22
that were not previously reported in the Polish
population. Additionally, genetic transmission of these
genetic variants was ascertained.

Stowa kluczowe:
chromosom X, markery X-STR,
warianty genetyczne: DXS10074*15.2,
DXS10079*24, DXS10146*38.2,
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WSTEP

W genetyce sagdowej w rutynowych badaniach
DNA stosuje sie markery mikrosatelitarne zlokali-
zowane zaréwno ha chromosomach autosomalnych
jak i na chromosomie Y. W ostatnich latach coraz
wiekszg uwage zwraca sie réwniez na analize poli-
morficznych loci chromosomu X, ze wzgledu na ich
duzag przydatnos¢ w badaniach identyfikacyjnych,
badaniach stopnia pokrewienstwa, w ustalaniu
spornego ojcostwa i macierzyhstwa oraz w analizie
Sladow biologicznych. Markery genetyczne typu
X-STR okazaty sie szczegdlnie pomocne w bada-
niach dotyczacych pokrewienistwa i identyfikaciji,
gdy przynajmniej jedna z badanych oso6b jest ptci
zenskiej (np. matka-cérka, matka-syn, ojciec-cor-
ka), jak rowniez w analizie spraw przestepstw kazi-
rodczych lub gdy domniemani ojcowie sg ze sobg
blisko spokrewnieni. W takich przypadkach stoso-
wany rutynowo zakres markeréw autosomalnych
czesto moze nie dostarczy¢ jednoznacznego roz-
strzygniecia [11.

Poniewaz markery X-STR znajdujg sie na tym
samym chromosomie, istnieje mozliwos¢ wyste-
powania pomiedzy nimi tzw. nieréwnowagi sprze-
zen (LD; ang. linkage disequilibrium). Oznacza to,
ze allele nalezace do réznych loci, w przypadku ich
bliskiego sasiedztwa mogg by¢ odziedziczone ra-
zem. Zjawisko to nie jest Zzrodtem btedu w opinio-
waniu sgdowo-lekarskim, aczkolwiek konieczne jest
jego uwzglednienie w obliczeniach biostatysty-
cznych, bowiem ilorazy szans przyjmujg w przy-
padku uktadéw sprzezonych mniejsze wartosci niz
dla uktadéw dziedziczonych niezaleznie. W zwigzku
z powyzszym stosowane aktualnie markery X-STR
zawarte w komercyjnych zestawach multiplekso-
wych zostaty zakwalifikowane do czterech grup
sprzezen (ang. linkage groups). Allele uktaddéw
nalezacych do réznych grup sprzezenh sg dziedziczo-

ne (segregujg) niezaleznie ze wzgledu na czeste
wymiany segmentdéw siostrzanych chromatyd.
Markery nalezace do tej samej grupy teoretycznie
powinny by¢ rozpatrywane jako dziedziczone
wspdlnie haplotypy, jednakze z powodu tempa
mutacji /oci X-STR, stwierdzono dla niektérych
z tych uktadoéw brak istotnego sprzezenia gene-
tycznego [2, 3].

Dotychczas badania polimorfizmu /oci X-STR
mozna byto przeprowadzi¢ przy uzyciu dwdéch ko-
mercyjnych zestawéw multipleksowych: Mentype®
Argus X-UL i Mentype® Argus X-8 (Biotype, Niem-
cy), pozwalajgcych na réwnoczesng analize genoty-
pu czterech lub o$miu /oci X-STR oraz markera ptci —
amelogeniny [4]. W ostatnim czasie na rynek wpro-
wadzono nowy zestaw Investigator Argus X-12
firmy Qiagen, ktéry umozliwia jednoczesng ampli-
fikacje dwunastu /oci X-STR i locus amelogeniny.
Zestaw ten zawiera po trzy loci z kazdej grupy
sprzezen, a mianowicie: DXS8378-DXS10135-
DXS10148 z grupy 1 (Xp22), DXS7132-DXS10134-
DXS10079 z grupy 2 (Xql11), HPRTB -DXS10101-
DXS10103 z grupy 3 (Xq26) oraz DXS7423-
DXS100749-DXS10146 z grupy 4 (Xg28) [5].

W niniejszej pracy przedstawiono rzadkie wa-
rianty genetyczne, ktdre zaobserwowano w czterech
sposrdod dwunastu foci chromosomu X zbadanych
zestawem Investigator Argus X-12: DXS10074
(allel 15.2), DXS10079 (allel 24), DXS10146 (al-
lele 38.2 147.2) oraz DXS10148 (allele 17, 21.1
i 22). Dodatkowo, sprawdzono czy ujawnione warian-
ty zostaty przekazane potomstwu, badajac dzieci,
ktérych matki posiadaty wymienione rzadkie allele.

MATERIALY | METODY

Materiatem do badan byty wymazy z btony $lu-
zowej jamy ustnej pobrane od stu kobiet oraz stu
mezczyzn, ktorzy zgtosili sie do Zaktadu Medycyny
Sadowej w celu ustalenia spornego ojcostwa i wy-
razili pisemng zgode na przeprowadzenie badania.
W przypadku stwierdzenia rzadkiego wariantu ge-
netycznego, badaniem objeto réwniez dzieci w celu
okreslenia czy rzadki allel zostat przekazany po-
tomstwu. Ekstrakcje genomowego DNA przeprowa-
dzono metodg enzymatyczng z uzyciem kolumn
jonowymiennych postugujac sie zestawem Sherlock
AX (A&A Biotechnology, Gdansk). Badanie w zakre-
sie polimorfizmu /oci STR ludzkiego chromosomu X
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wykonano amplifikujgc fragmenty DNA z uzyciem
zestawu Investigator Argus X-12 Kit firmy Qiagen,
zgodnie z zaleceniami producenta zestawu.

Amplifikowane produkty multipleksowej reakcji
PCR rozdzielano elektroforetycznie w 6% poliakry-
lamidowym zelu denaturujgcym (Amresco, USA)
z wykorzystaniem sekwenatora ABI Prism 377
(Applied Biosystems, USA), stosujac przygotowanag
uprzednio macierz kompensacji koloréow i we-
wnetrzny standard wielkosci DNA - Size Standard
550 (BTO). Wielobarwny obraz zelu analizowano
przy uzyciu oprogramowania GeneScan Analysis
3.7 NT. Przyporzadkowanie nazw alleli przeprowa-
dzono z wykorzystaniem programu komputerowego
ABI Prism Genotyper 3.7 NT poréwnujac je z odpo-
wiednimi wzorcami allelicznymi dostarczonymi
wraz z zestawem Investigator Argus X-12.

WYNIKI

Dla grupy dwustu przebadanych os6b ustalono
petne genotypy w zakresie wszystkich dwunastu
loci X-STR oraz locus amelogeniny zawartych

w zestawie Investigator Argus X-12. U dziewieciu
kobiet oraz dwéch mezczyzn stwierdzono wystepo-
wanie wariantdw genetycznych nieuwzglednionych
we wzorcu alleli dostarczonym przez producenta
zestawu. Rzadkie allele wykazano dla markeréw:
DXS10074 (allel 15.2), DXS10079 (allel 24),
DXS10146 (dwukrotnie allele 38.2 i allel 47.2)
oraz DXS10148 (dwukrotnie allele 17, trzykrotnie
allele 21.1 i allel 22). W przypadku kobiet do-
datkowo ustalono genotypy ich dzieci (piecioro ptci
meskiej i czworo ptci zenskiej), aby sprawdzi¢ czy
wyzej wymienione warianty zostaty przekazane po-
tomstwu. Dla obu mezczyzn, ze wzgledu na pte¢
meska ich dzieci, takie badanie nie byto mozliwe.
We wszystkich zbadanych uktadach dzieci dziedzi-
czyty allele matczyne, przy czym u pieciorga stwier-
dzono segregacje rzadkich alleli matczynych:
DXS10079*24 (matka: 19-24, syn: 24) (ryc. 1),
DXS10146*38.2 (matka: 25-38.2, cérka: 29-
38.2) (ryc. 2), DXS10148*17 (matka: 17-26.1,
syn: 17) (ryc. 3), DXS10148*21.1 (matka: 21.1-
24.1, syn: 21.1) (ryc. 4) oraz DXS10148%*22
(matka: 22-23.1, corka: 22-24.1) (ryc. 5).
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Ryc. 1.

Elektroforegram prezentujacy allel 24 w locus DXS10079 wraz ze wzorcem alleli w badaniu

przy uzyciu zestawu Investigator Argus X-12. Prdbki 58, 59 odpowiadajg odpowiednio

dziecku i matce.
Fig. 1.

Electrophoregram presenting the allele 24 in DXS10079 locus with the allelic ladder in the

analysis using Investigator Argus X-12 Kit. Samples 58, 59 correspond to the child

and mother, respectively.
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Ryc. 2. Elektroforegram prezentujacy allel 38.2 w locus DXS10146 wraz ze wzorcem alleli
w badaniu przy uzyciu zestawu Investigator Argus X-12. Probki 190, 191
odpowiadajg odpowiednio dziecku i matce.

Fig. 2. Electrophoregram presenting the allele 38.2 in DXS10146 locus with the allelic ladder
in the analysis using Investigator Argus X-12 Kit. Samples 190, 191 correspond to the
child and mother, respectively.
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Ryc. 3. Elektroforegram prezentujacy allel 17 w locus DXS10148 wraz ze wzorcem alleli w badaniu
przy uzyciu zestawu Investigator Argus X-12. Probki 78, 79 odpowiadaja odpowiednio
dziecku i matce.

Fig. 3. Electrophoregram presenting the allele 17 in DXS10148 locus with the allelic ladder in the
analysis using Investigator Argus X-12 Kit. Samples 78, 79 correspond to the child and
mother, respectively.
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Ryc. 4. Elektroforegram prezentujacy allel 21.1 w locus DXS10148 wraz ze wzorcem alleli
w badaniu przy uzyciu zestawu Investigator Argus X-12. Probki 184, 185 odpowiadaja
odpowiednio dziecku i matce.

Fig. 4. Electrophoregram presenting the allele 21.1 in DXS10148 locus with the allelic ladder
in the analysis using Investigator Argus X-12 Kit. Samples 184, 185 correspond to the
child and mother, respectively.
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Ryc. 5. Elektroforegram prezentujacy allel 22 w locus DXS10148 wraz ze wzorcem alleli w badaniu
przy uzyciu zestawu Investigator Argus X-12. Prébki 279, 280 odpowiadajg odpowiednio
dziecku i matce.

Fig. 5. Electrophoregram presenting the allele 22 in DXS10148 locus with the allelic ladder in the
analysis using Investigator Argus X-12 Kit. Samples 279, 280 correspond to the child
and mother, respectively.
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DYSKUSJA

Whprowadzenie nowych markeréw genetycznych
do rutynowej praktyki sagdowej wymaga uprzed-
niego przeprowadzenia badan populacyjnych mozli-
wie jak najwiekszej grupy osob. Badania takie sg
niezbedne w celu okreslenia czestosci allelicznych
w poszczegblnych populacjach oraz do obliczenia
podstawowych parametréw biostatystycznych,
ktére pozwalajg na oszacowanie wartosci dowo-
dowej ekspertyzy przeprowadzonej z uzyciem tych
markerow.

Loci DXS10074 oraz DXS10079 zlokalizowane
sg na dtugim ramieniu chromosomu X (Xql2),
wzorzec alleli dla pierwszego ukfadu skfada sie
z 17 fragmentéw DNA o dtugosci od 104 do 172
par zasad (zakres alleli 4-21), za$ dla drugiego
z 11 fragmentéw DNA o dtugosci od 290 do 333
par zasad (zakres alleli 14-25). Z kolei wzorzec al-
leliczny dla znajdujgcego sie na ramieniu krotkim
chromosomu X (Xp22.31) locus DXS10148 zawie-
ra 16 fragmentéw o dtugosci od 207 do 305 par
zasad (zakres alleli 13.3-38.1), a dla /ocus
DXS10146 (Xg28) 23 fragmenty o dtugosci 188
do 275 par zasad (zakres alleli 24-46.2) [5].
W wykonanej analizie polimorfizmu floci X-STR
stwierdzono obecno$¢ siedmiu wariantéw genety-
cznych, ktoére mieszczg sie w zakresie alleli wzorca
dostarczonego przez producenta zestawu, aczkol-
wiek zaden z wymienionych wariantéw nie zostat
w nim uwzgledniony. Ostateczne potwierdzenie
wystepowania tych alleli w badanych prébkach
wymagatoby jednak wykonania bezpos$redniego
sekwencjonowania produktéw reakcji PCR. Pozwo-
litoby to réwniez na doktfadne sprecyzowanie czy
zmiana dotyczy motywu powtérzeniowego, czy
ewentualnie regionu flankujgcego rdzen sekwencji
mikrosatelitarnej. Warianty genetyczne nieobecne
we wzorcu alleli mogg by¢ bowiem wynikiem in-
sercji/delecji catej jednostki powtdrzeniowej lub tez
wystepowac jako tzw. ,mikrowarianty” powstate na
skutek insercji/delecji pojedynczych nukleotydow.
Stosunkowo rzadko zdarza sie, aby takie allele znaj-
dowaty sie w zakresie wielkosci sgsiedniego locus,
co mogfoby prowadzi¢ do btednej interpretacji
wynikow [6].

Analiza piSmiennictwa wykazata, ze wariant
DXS10079*24 zostat opisany w populacji nie-
mieckiej z czestoscig 0,0007 (badang probe stano-

wito 693 mezczyzn i 328 kobiet) [7]1; w populacji
brazylijskiej z Rio de Janeiro z czestoscig 0,002
(220 mezczyzn i 122 kobiety) [8] oraz w populacji
koreanskiej z czestoscig 0,0083 (300 mezczyzn
i 150 kobiet) [9]. Wariant DXS10074*15.2 wy-
stepowat z czestoscig 0,006 w populacji wioskigj
(80 kobiet) [10] oraz 0,0169 w populacji Ghany
(59 mezczyzn) [11]. Dla locus DXS10148 czestos¢
populacyjna allela 17 wynosi 0,0033 dla populacji
koreanskiej (300 mezczyzn i 150 kobiet) [9] oraz
0,038 dla populacji algierskiej (104 mezczyzn
i 106 kobiet) [12]; czestos¢ allela 21.1 wynosi
0,011 w populacji niemieckiej (380 przebadanych
chromosomoéw X) [13]; 0,0233 w populacji kore-
anskiej (300 mezczyzn i 150 kobiet) [9] oraz
0,006 w populacji algierskiej (104 mezczyzn i 106
kobiet) [12], za$ czestos¢ allela 22 w populacji
niemieckiej 0,005 (380 przebadanych chromo-
soméw X) [13] oraz 0,006 w populacji algierskiegj
(104 mezczyzn i 106 kobiet) [12]. Z kolei wariant
DXS10146*38.2 wystepowat z czestoscig 0,006
w populacji algierskiej (104 mezczyzn i 106 ko-
biet) [12] a wariant DXS10146*47.2 z czestoscig
0,003 w populacji algierskiej (104 mezczyzn i 106
kobiet) [12] oraz 0,006 w populacji wtoskiej (80
kobiet) [10]. W populacji polskiej markery
DXS10079, DXS10146 i DXS10148 nie byty jak
dotad analizowane, a dla uktadu DXS10074
badanego przez niektére osrodki w Polsce, nie
ujawniono wariantu 15.2 [14, 15]. Oszacowane
czestosci zidentyfikowanych wariantow genety-
cznych w populacji Polski potudniowej zamieszczo-
no w tabeli I.

Stosowane w badaniach sgdowo-lekarskich
komercyjne zestawy multipleksowe zawierajg wzor-
ce alleliczne, ktore swoim zakresem obejmujg naj-
czesciej wystepujgce warianty genetyczne ujawnio-
ne w badaniach dla poszczegdlnych populacji ludz-
kich. Objecie takimi analizami coraz to liczniejszych
grup osob zwieksza szanse zaobserwowania wa-
riantow genetycznych nieuwzglednionych dotych-
czas we wzorcu. Stwarza to konieczno$¢ doktadnej
analizy kazdego z uzyskiwanych sygnatéw fluo-
rescencyjnych, nawet jezeli znajdujg sie one poza
obszarem alleli zarezerwowanych dla wzorca.
W badaniach dotyczacych ustalenia spornego oj-
costwa, pokrewienstwa oraz badaniach identyfika-
cyjnych, odziedziczenie rzadkiego allela podnosi
znacznie warto$¢ dowodowa ekspertyzy, przy czym
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duze znaczenie ma tutaj wyznaczenie czestosci
populacyjnej takiego wariantu, co wymaga prze-

Tabela I.
(100 kobiet i 100 mezczyzn).
Table I.
(100 females and 100 males).
Locus Allele Czestos¢ / Frequency
DXS10074 15,2 0,0033
DXS10079 24 0,0033
DXS10146 38,2 0,0067
4772 0,0033
DXS10148 17 0,0067
21,1 0,01
22 0,0033
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