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ABSTRACT: This paper presents the alleles frequency distribution for the D8S1132
locus in a population sample of 158 unrelated individuals of both sexes living in north
Poland. PCR products were identified on a horizontal polyacrylamide gel stained
with silver. The presence of the D851132*15 allele, which had not been observed till
now, was ascertained using capillary electrophoresis on an ABI310 DNA sequencer.
In the analysed population sample, the presence of 10 D8S1132 alleles was observed.
Owing to the very high discrimination power (0.9622) of the analysed locus, it is
highly useful for forensic identification purposes.
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INTRODUCTION

Among the many VNTR-STR loci described till now, those characterised
by high discrimination power [1] and the presence of short alleles are consid-
ered especially useful for forensic genetics. These two features make them
particularly useful for DNA analysis based on amplification of extremely de-
graded biological material. In a recent paper Wiegand et al. [11] gave a de-
tailed description of the degree of polymorphism of alleles and presented se-
quencing data for alleles of the new locus D8S1132 (8pter-8qpter). This locus
is characterised by a composite repetitive sequence of the type (TCTA), TCA
(TCTA),. Up till now ten alleles (alleles 16 to 25) in the length range from
134-170 bp have been described. The analysed STR system is very sensitive,
giving the possibility of gaining an amplification signal from as little as
20-50 pg of template DNA [10].

The main goal of this work was to research allele frequencies of locus
D8S1132 in a population sample from northern Poland, and to compare ob-
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tained population data with literature data for German and north-eastern
Polish populations.

MATERIALS AND METHODS

The material used for the population study was blood samples and buccal
swabs which had been collected from individuals living in northern Poland
as reference material for identification studies of biological stains. 158 sam-
ples originating from unrelated individuals of both sexes were subjected to
analysis. DNA extraction was carried out according to a method described
earlier [5]. The amount of extracted DNA was determined fluorometrically
or by a method based on DNA hybridisation with Primate specific probe
(QuantiBlot, Applera, USA) followed by chemiluminescent detection.

Amplification of the alleles of locus D8S1132 was carried out on
ABI877 PCR robotic station (Applera, USA) using primer sequences
(primer D8 I. 5 — GGCTAGGAAAGGTTAGTCGC - 3’; primer D8 II:
5 — CCCTCTCTCTTTCGAGCAAT - 3’) and PCR conditions described by
Wiegand et al. [11]. PCR products were resolved and detected on horizontal
polyacrylamide gels according to previously described methods [6].
The allelic ladder used in order to assess lengths of observed alleles was
kindly supplied by Dr W. Pepinski from the Department of Legal Medicine of
the Medical Academy in Biatystok. In some cases, obtained D8S1132 alleles
were verified using the capillary electrophoresis method on automatic se-
quencer ABI 310 (Applera, USA), with one of the primers (primer D8 I) being
fluorescently labelled on the 5’ end by TET. Sample preparation and param-
eters of capillary electrophoresis were performed according to conditions de-
scribed previously [3, 4, 5]. As an internal length standard we used GS500
marked with ROX (PE) or ILS600 marked with CXR (Promega).

Concordance of the data with the Hardy-Weinberg equation was checked
by the “exact” and LR tests [2, 9]. Values for observed heterozygosity (H),
power of discrimination (PD), mean exclusion chance (MEC) and polymor-
phism information content (PIC) were calculated as described previously
[3, 5, 6]. Homogeneity of the allelic distribution for locus D8S1132 between
studied population sample and other populations was tested with
Carmody’s computer program.

RESULTS AND DISCUSSION

Completely satisfactory amplification products were obtained for all
158 analysed DNA samples. Furthermore, the observation made by Wie-
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gand et al. [11] concerning high sensitivity of amplification of locus D8S1132
was confirmed by our studies. The short length of the PCR fragments may be
taken as one of the reason for the very effective amplification of the analysed
locus. Phenotype and allele frequencies observed in the population sample of
the 158 individuals (males and females) collected from northern Poland are
presented in Tables I and II.

TABLE I. OBSERVED PHENOTYPE FREQUENCIES OF LOCUS D8S1132 IN A POPULA-
TION SAMPLE OF 158 INDIVIDUALS FROM NORTH POLAND

Pheno- Observed Pheno- Observed Pheno- Observed
(%] [%] [%]
type number type number type number
15,23 1 0.633 18,22 11 6.962 20,22 6 3.797
17,18 8 5.063 18,23 7 4.43 20,23 4 2.532
17,19 4 2.532 18,24 3 1.899 20,24 2 1.266
17,20 3 1.899 18,25 1 0.633 21,21 3 1.899
17,21 7 4.43 19,19 3 1.899 21,22 5 3.165
17,22 4 2.532 19,20 3 1.899 21,23 5 3.165
17,23 5 3.165 19,21 3 1.899 21,24 1 0.633
17,24 2 1.266 19,22 7 4.43 22,22 2 1.266
18,18 5 3.165 19,23 7 4.43 22,23 5 3.165
18,19 8 5.063 19,24 4 2.532 22,24 1 0.633
18,20 7 4.43 20,20 2 1.266 23,23 2 1.266
18,21 5 3.165 20,21 11 6.962 23,24 1 0.633

TABLE II. ALLELES FREQUENCY DISTRIBUTION FOR LOCUS D8S1132 IN A NORTH

POLISH POPULATION
Allel 15 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Number 1 33 60 42 40 43 43 39 14 1
Frequency | 0.0032 | 0.1044 | 0.1898 | 0.1329 | 0.1266 | 0.1361 | 0.1361 | 0.1234 | 0.0443 | 0.0032

In the analysed population sample we determined the presence of 10 al-
leles, 9 of which had already been observed in the Polish population [8] and
in three different German population samples [11], and one of which had not
been observed till now. The new allele, migrating in gel below the lowest al-
lele present in the applied allelic ladder (D8S1132*16) was analysed on au-
tomatic DNA sequencer ABI 310 in order to be more accurately character-
ised. It was established that this allele is 4 bp shorter than allele 16, which
supports the fact that this population study revealed the presence of a new
allele, allele 15, in locus D8S1132. Full confirmation of this discovery, how-
ever, requires sequencing of the nwe allele. This is presently being under-
taken in our laboratory and will be the subject of a separate paper.
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The distribution of the allele frequencies of locus D8S1132 in the popula-
tion of northern Poland, similarly to four other analysed populations, is
unimodal with 7 frequent and 3 rare alleles (Table I).

The most frequently observed allele in the analysed population sample
was allele 18 (f = 0.1899) and the rarest were alleles 25 and 15 with fre-
quency f=0.0032. Allele 18 was also most frequently observed in the popula-
tion of north-eastern Poland [8] and the studied German population samples
[11]. In the analysed population sample from the region of northern Poland
the presence of allele 16 was not ascertained. This allele appeared in the
population of north-eastern Poland with a frequency = 0.004 [8] and in the
population samples from Germany with frequencies from 0.004 to 0.015 [11].

Among 158 analysed DNA samples the presence of 36 phenotypes out of
55 theoretically possible for the observed number of alleles, was found. The
most frequent ones are 18,22 and 20,21 observed with a frequency of around
7% (Table II). Locus D8S1132 in the analysed population is characterised by
a very high value of observed heterozygosity (H,,,= 0.89), which is very simi-
lar to the calculated value for expected heterozygosity (0.87 +0.01). Further
statistical characterisation of the locus shows its high polymorphism
(PIC = 0.8498), significant usefulness in the analysis of disputed paternity
(mean exclusion chance MEC = 0.7255) and potential usefulness in the
process of identification of biological traces (power of discrimination
PD =0.9622). PD Coefficient calculated for D8S1132 has one of the highest
values among popular STR loci. Its value is higher than that of all loci pres-
ent in the Profiler Plus [5] kit, and, comparing to other frequently used STR
systems, only locus ACTBP2 has a higher value of PD coefficient (0.995) [7].
Taking into account the presence of significantly shorter alleles in the case of
locus D8S1132 (130-170 bp) than in the case of locus ACTBP2 and the very
efficient amplification of the system, one can consider locus D8S1132 more
useful for the identification process of biological traces than the ACTBP2 locus.

Application of appropriate statistical tests [2, 9] confirmed concordance
with the Hardy-Weinberg equation. Coefficient P calculated by “exact” and
G-tests gave very high values: 0.94 and 0.93 respectively. Table III presents
a comparison of the homogeneity distribution of alleles observed in locus
D8S1132 between the population of northern Poland and the population of
north-eastern Poland [8] and three German population samples [11].
Comparative analyses did not reveal statistically significant differences
(P > 0.05). The least significant concordance, however, was obtained when
comparing the studied population with the population sample from
Wiesbaden and the most significant when comparing with the population
sample from Miinster [11].
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TABLE III PAIRWISE COMPARISON OF ALLELE FREQUENCIES DISTRIBUTION BE-

TWEEN NORTH POLISH POPULATION AND OTHER CAUCASIAN POPULA-

TION SAMPLES
Compared populations %2 P G-statistic P
NPL x NEPL [8] 8.65 0.590 8.018 0.581
NPL x Halle [11] 12.74 0.236 13.86 0.239
NPL x Miunster [11] 7.86 0.684 8.81 0.672
NPL x Wiesbaden [11] 16.09 0.078 18.02 0.069

NPL — north Poland; NEPL — north-east Poland.

The results of this work, and also observations made by other researchers

during analysis of biological traces [10] strongly confirm the extreme useful-
ness of locus D8S1132 in forensic genetics. This locus has been applied to fo-
rensic casework performed in the Department of Legal Medicine of the Med-
ical Academy in Gdansk. The authors of this paper are carrying out work
concerning optimisation of multiplex amplification of locus D8S1132 to-
gether with other STR loci.
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CZESTOSCI ALLELI WYSOCE POLIMORFICZNEGO
LOKUS D8S1132 W PROBCE POPULACYJNEJ Z OBSZARU
POLSKI POLNOCNEJ

Ryszard PAWLOWSKI, Marta ZYWICKA

WSTEP

Wsrdd bardzo wielu opisanych dotychezas loci typu VNTR-STR do szczegdlnie
przydatnych z punktu widzenia genetyki sadowej naleza te, ktore charakteryzuja sie
wysoka sita dyskryminacji [1] oraz obecnoscia krotkich alleli. Te obie cechy czynia je
szczegollnie przydatnymi do profilowania DNA powielanego ze zdegradowanego ma-
teriatu biologicznego. Ostatnio Wiegand i in. [11] szczegbtowo opisali polimorfizm
oraz zsekwencjonowali allele lokus D8S1132 (8pter-8qpter). Lokus ten charaktery-
zuje sie zlozona, sekwencja repetytywna typu (TCTA), TCA (TCTA),. Do tej pory
opisano 10 alleli (od 16 do 25) w zakresie wielkoSci od 134—170 pz. Badany system
nalezy do bardzo czulych, dajac mozliwo$§¢ uzyskania sygnatu amplifikacyjnego
z 20-50 pg matrycowego DNA [10].

Gléwnym celem niniejszej pracy byto zbadanie rozkladu czestosci alleli dla lokus
D8S1132 w prébee populacyjnej pochodzacej od osobnikéw zamieszkujacych Polske
péinocng oraz poréwnanie ich rozkladu z opublikowanymi danymi pochodzacymi
z populacji niemieckiej oraz z Polski pélnocno-wschodnie;j.

MATERIALY I METODY

Materiat do badan populacyjnych stanowity prébki krwi lub wymazy z jamy ust-
nej pobierane jako material poréwnawczy do badan identyfikacyjnych §ladéw biolo-
gicznych pochodzace od 0s6b zamieszkujacych Polske pétnocna. Badaniom poddano
158 probek pochodzacych od niespokrewnionych osobnikéw obu piei. Ekstrakcje
DNA przeprowadzano metoda opisang wczesniej [5]. Ilo§¢ DNA oznaczano metoda
hybrydyzacji z sonda swoista dla DNA naczelnych (QuantiBlot, Applera, Stany Zjed-
noczone) z chemiluminescencyjna metoda detekeji lub pomiarem fluorymetrycznym.

Amplifikacje alleli lokus D8S1132 z zastosowaniem odpowiednich starteréw
(starter D8 I: 5> — GGCTAGGAAAGGTTAGTCGC - 3’; starter D8 II:
5 — CCCTCTCTCTTTCGAGCAAT — 3’) prowadzono przy pomocy automatycznego
urzadzenia do amplifikacji PCR — ABI877 firmy Applera (Stany Zjednoczone), sto-
sujac warunki podane przez Wiegandaiin. [11]. Rozdziatu i detekcji produktow PCR
dokonano na poziomych zelach poliakrylamidowych metodami jak opisano uprzed-
nio [6]. Jako standardu wielkoéci alleli uzyto drabiny alleli udostepnionej do re-
amplifikacji dzieki uprzejmosci Pana dra W. Pepinskiego z Katedry i1 Zaktadu Me-
dycyny Sadowej AM w Bialymstoku. W niektérych przypadkach fenotypy D8S1132
weryfikowano metoda elektroforezy kapilarnej na automatycznym sekwenatorze
DNA ABI310 firmy Applera (Stany Zjednoczone), stosujac podczas reakcji PCR jeden
ze starteréw (starter D8 I) znakowany na koncu 5’ znacznikiem fluorescencyjnym
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TET. Przygotowanie prébek do tej analizy i sam ich rozdzial prowadzono w warun-
kach jak opisano uprzednio [3, 4, 5]. Jako standardu wewnetrznego wielko$ci DNA
uzywano markera GS500 znakowanego ROX (PE) lub ILS600 znakowanego CXR
(Promega).

Weryfikacje zgodnoSci z rownaniem Hardy’ego-Weinberga prowadzono testami
sexact” 1 LR [2, 9]. Obserwowana heterozygotycznosé (H), site dyskryminacji (PD),
$rednig szanse wykluczenia (MEC) i zawarto$¢ informacji polimorficznej (PIC) obli-
czano jak uprzednio [3, 5, 6]. Homogenno$é¢ rozkladu alleli D8S1132 pomiedzy ba-
dana prébka populacyjna a innymi populacjami testowano programem Carmo-
dy’ego.

WYNIKI I DYSKUSJA

W przypadku wszystkich 158 badanych probek DNA uzyskano w pelni zadawa-
lajaca amplifikacje, a jednocze$nie potwierdzono obserwacje Wieganda i in. [11], iz
lokus D8S1132 charakteryzuje sie wysoka czutoécia powielania. Jednym z powoddow
bardzo wydajnej amplifikacji moze by¢ niewielka dlugo§é amplifikowanych frag-
mentéw. Tabele I 1 II przedstawiaja czestoSci fenotypéw i alleli zaobserwowane
w prébce populacyjnej pochodzacej od 158 0séb obu plci z obszaru Polski péinocne;j.

W badanej prébce populacyjnej stwierdzono obecnoéé 10 alleli, z ktérych 9 ob-
serwowano juz w populacji polskiej [8] 1 trzech niemieckich [11], a jednego do tej pory
w ogdéle nie obserwowano. Allel ten, wedrujacy ponizej najnizszego allela w sto-
sowane] drabinie (D8S1132*16), zostal poddany analizie na sekwenatorze DNA
ABI310 w celu doktadniejszego scharakteryzowania. Ustalono, iz jest on krotszy
0 4 pz od allela 16, co przemawia za faktem, iz podczas badan populacyjnych stwier-
dzono nie obserwowany dotychczas allel 15 w lokus D8S1132. Pelna weryfikacja tego
faktu wymaga jednak przeprowadzenia sekwencjonowania i tym sposobem osta-
tecznego potwierdzenia. Stosowne badania sa wykonywane i stana sie przedmiotem
osobnej publikacji.

Rozktad czestosci alleli D8S1132 w populacji Polski péinocnej, podobnie jak w in-
nych czterech do tej pory badanych populacjach, jest jednomodalny z 7 powszechny-
mi i 3 rzadkimi allelami (tabela I).

Najczestszym obserwowanym allelem w badanej prébce byt allel 18 (f=0,1899),
a najrzadszym 25, ktéry, podobnie jak allel 15, wystapit z czestoécia f = 0,0032. Al-
lel 18 jest tez najczesciej wystepujacym allelem zaréwno w populacji Polski péinoc-
no-wschodniej [8], jak 1 populacjach niemieckich [11]. W badanej probce populacyjne;j
z obszaru Polski pdélnocnej nie obserwowano obecnoéci allela 16, ktéry pojawil sie
w populacji Polski p6Inocno-wschodniej z czestoscig f= 0,004 [8], a w populacjach nie-
mieckich z czesto$ciami f od 0,004 do 0,015 [11].

Wsréd 158 badanych probek DNA stwierdzono istnienie 36 fenotypéw z 55 teore-
tycznie mozliwych dla tej liczby alleli. Najczestsze z nich to 18,221 20,21 wystepujace
z czestoscig okolo 7% (tabela II). Lokus D8S1132 w badanej populacji charakteryzuje
wysoka warto$¢ obserwowanej heterozygotycznoéci (H,,, = 0,89), ktora zblizona jest
do obliczonej wartosci heterozygotycznos$ci oczekiwanej (0,87 = 0,01). Dalsza cha-
rakterystyka statystyczna lokus pokazuje jego wysoki polimorfizm (wspdtezynnik
informacji o polimorfizmie PIC = 0,8498), wysoka przydatno$¢ do dochodzenia spor-
nego ojcostwa ($rednia szansa wykluczenia ojcostwa MEC = 0,7255), jak 1 potencjal-
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nie do identyfikacji §ladéw biologicznych (moc dyskryminacyjna PD = 0,9622).
Wspétezynnik PD jest jednym z najwyzszych wérdd powszechnie stosowanych loci
typu STR. Jego wartoéé jest wyzsza np. od wszystkich loci obecnych w zestawie Pro-
filer Plus [5], a z innych, powszechnie stosowanych, ustepuje jedynie lokus ACTBP2,
ktéry charakteryzuje wspotczynnik PD bliski 1 (0,995) [7]. Zwazywszy jednak na fakt
obecnosci znacznie krotszych alleli (130-170 pz) niz w przypadku ACTBP2 1 bardzo
wydajnej amplifikacji, system ten moze okazaé sie znacznie bardziej przydatny do
identyfikacji §ladéw biologicznych niz wspomniany lokus ACTBP2.

W wyniku zastosowania odpowiednich testéw [2, 9] stwierdzono, ze badany lokus
znajduje sie¢ w rownowadze opisanej réwnaniem Hardyego-Weinberga. Wspdtczyn-
nik P uzyskany w testach ,exact” 1 G dat bardzo wysokie warto$ci, odpowiednio
0,941 0,93.

Tabela I1I przedstawia por6wnanie homogennoéci rozktadu alleli lokus D8S1132
pomiedzy populacja Polski péinocnej a populacja Polski pétnocno-wschodniej [8] oraz
trzema populacjami niemieckimi [11]. Dla wszystkich przeprowadzonych poréwnan
nie zaobserwowano roznic statystycznych (P> 0,05). Najmniejsza zgodno§¢ otrzyma-
no, poréwnujac badana populacje z populacja Wiesbaden, a najwyzsza zgodno$c z po-
pulacja z Minster [11].

Wszystkie opisane w niniejszej pracy badania 1 analizy oraz obserwacje poczy-
nione przez innych przy badaniu §ladéw biologicznych [10] w pelni potwierdzaja bar-
dzo wysoka przydatnosé lokus D8S1132 do badan z zakresu genetyki sadowej. Lokus
ten zostal wprowadzony do badan z zakresu genetyki sadowej w Zakladzie Medycyny
Sadowej AM w Gdansku. Autorzy prowadza réwniez prace zmierzajace do jego am-
plifikacji z innymi loci w reakcji kompleksowego PCR.



