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ABSTRACT: Four STR systems: D9S304, D1S533, D7S820, FGA were analysed on
301 DNA samples. Amplification was carried out using MultiPlex II kits (Lifecodes).
PCR products were separated using polyacrylamide gel electrophoresis and the sil-
ver staining method. In the D9S304 locus, 10 alleles were identified (the most fre-
quent of which was allele 8 — 0.377), in the D1S533 locus 10 alleles (the most
commonly occurring one was allele 13 — 0.307), 8 alleles in the D7S820 locus
(the most frequent was allele 10 — 0.319), and 8 alleles in the FGA locus (with the
most frequent allele 22 — 0.219) were observed. The calculated heterozygosity of ana-
lysed STR systems was 0.791, 0.804, 0.791 and 0.860 respectively. The distribution of
genotype frequencies shows no deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium.
The high usefulness of the MultiPlex II kit in putative paternity testing was con-
firmed by the value of the Power of Discrimination coefficient (PD = 99.99), Paternity
Index (PI =51) and analysis of genotyping results in 87 paternity cases.
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INTRODUCTION

The STR type of DNA polymorphism has been applied widely in forensic
genetics since the development of the technique of amplifying many STR
lociin one PCR reaction and genotyping and detection in one electrophoretic
process [3, 4, 6]. However, simultaneous genotyping of a dozen or more STR
systems requires the use of expensive equipment for automatic analysis of
allelic fragments labelled with fluorochromes [11].

A cheap alternative technique of PCR detection is silver staining, appli-
cation of which allows differentiation of from 3 to 4 loci in one electrophoretic
separation. Carrying out a few multiplex reactions enables an amount of in-
formation to be gained comparable with that obtained by the fluorescent
technique. An example, presented in the literature, may be the use (for am-
plification of a few loci and silver detection) of commercial kits produced by
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Promega enabling amplification of 9 STR systems (CSF1P0, TPOX, THO1,
F13A01, FESFPS, vWA, D16S539, D75820, D13S317) in three separate
PCR reactions [12, 17]. Similarly, the MultiPlex I kit (D18S849, D3S1744
and D1251090) and MultiPlex I kit (D9S304, D1S533, D7S820, FGA) man-
ufactured by Lifecodes allow genotyping of 7 STR systems. However, up to
the present day these kits have not been tested on the Polish population.

The aim of the present study was to determine the genotypes of 4 DNA
loci (D9S304, D1S533, D7S820 1 FGA) in a population sample comprising
301 unrelated people from south-east Poland, determine frequencies of al-
leles, perform statistical calculation concerning allele segregation, compare
results with other published population data and evaluate the usefulness of
the multiplex in paternity cases.

MATERIAL AND METHODS

The study was performed on 301 DNA samples extracted from blood
taken at the Department of Forensic Medicine, the Medical Academy in
Lublin from unrelated donors of both genders living in south-east Poland
and involved in disputed paternity cases. Analysis was also performed on
DNA samples taken from children involved in 87 (disputed paternity) cases,
in which routine analysis of 4 VNTR systems (D45139, D5S110, D7S21, and
D11S12) and 9 STR systems (PowerPlex 2.1) confirmed paternity with
a probability close to certainty in 46 cases, and excluded the alleged father in
41 cases.

DNA was extracted with the standard phenol-chloroform extraction
method. The concentration of the extracted DNA was measured using the
slot blot method with a D17Z1 probe (Gibco-BRL, Gatthersburg, MD, USA).
The MultiPlex II kit (Lifecodes Corporation) was used for simultaneous am-
plification of 4 STR systems (D9S304, D1S533, D7S820 1 FGA) [18]. Each
PCR reaction was conducted in 20 pl in a Trio-block thermocycler (Biometra)
according to the manufacturer’s instructions. PCR products were separated
on denaturing 6% poliacrylamide gels (4% T, 6% C, 8 M urea) in 0.5 x TBE
buffer, pH = 8.3 at a constant power of 60 W for about 1.5 hours. DNA frag-
ments were next silver stained [1], and genotypes were determined by com-
paring to an allelic ladder. The correctness of genotyping of FGA and
D7S820 systems by this method was checked by comparison to results ob-
tained for 170 persons analysed with the fluorescent method using the
PowerPlex 2.1 kit delivered by Promega corporation and the FMBIO II
Hitachi [10]. The size of allele 16 of the D1S533 locus was calculated using
a local correlation method with video camera and Biolmage image analysis
software by Biotek Fischer. Markers from the MultiPlex II ladder were used
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in the range spanning between fragment 203 bp — allele 15 for the D1S533
locus and 217 bp — allele 7 for locus D7S820.

Allele frequencies determined for studied populations were compared
(using 2 way RXC software according to G. Carmody, Carleton University,
Ottawa, Canada) with frequencies ascertained in other Polish populations
and a population of US Caucasians. In order to test concordance of an allele’s
segregation with the Hardy-Weinberg equilibrium, statistical evaluation of
results with y* [15], “exact” [7] and “LR” [19] tests were performed. Coeffi-
cients defining the usefulness of these markers for forensic sciences were
also calculated [8]. Mean theoretical values of paternity index PI calculated
according to Brenner et al.’s [2] formula were compared with values of PI cal-
culated in analysed paternity cases. The PI values were calculated by three
different methods: as a geometric mean and median from the PI set, and
mean probability as an arithmetic mean of the set of probability of paternity
(PDP), which was subsequently converted to a PI value.

RESULTS AND DISCUSSION

The application of the MultiPlex II kit by Lifecodes, and the technique of
allelic fragment separation and silver detection allowed determination of
genotypes of 4 lociin all analysed samples. In the present study, 4% denatur-
ing gels recommended by the manufacturer were replaced by 6% denaturing
gels. The separation of products in the denaturing conditions of electropho-
resis causes the appearance of visible differences in migration of comple-
mentary DNA strands. In connection with this in the case of electrophoresis
on 4% gels in FGA and D1S533 systems, complementary strands of DNA of
one allele were weakly separated from fragments of the larger allele. This
caused problems in identification of genotype (Figure 1a), even after pro-
longed electrophoresis separation. Significantly more readable electropho-
resis separations were achieved by application of 6% denaturing gels; sepa-
ration of complementary strands of FGA and D1S533 systems is so close that
they almost form one fragment, while fragments in the allelic ladder are suf-
ficiently separated from each other. The good readability of separation of re-
maining systems of multiplex D7S820 and D9S304 using these gels does not
cause problems during genotype determination (Figure 1b).

Visually identified alleles showed migration velocity identical to alleles
in the allelic ladder, with two exceptions. The first of these was allele 16 in
the D1S533 system, which did not have a counterpart in the allelic ladder. In
each of 9 analysed cases, the length of this allele amounted to 207 (+ 0.6 bp)
and was one tetranucleotide repeat motif longer than allele 15 (position
9 and 14 on Figure 1b). The second inconsistency with the allelic ladder re-
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lates to the FGA system, whose allelic ladder includes only 8 alleles with an
even number of tetranucleotide repeats. Alleles with an odd number of re-
peat motifs lay between alleles of this ladder. Therefore there is no possibil-
ity of identifying inter-alleles in the FGA system. In some persons, inter-
alleles 22.2, 23.2 and 24.2 were earlier determined in the FGA system (using
the PowerPlex 2.1 kit and fluorescent detection) — these were read as alleles
23, 24 and 25 respectively by the silver technique.
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Fig. 1.The separation of multiplex PCR products on a 4% (a) and 6% (b) denaturing
PAA gel. Lanes 1-16: allelic fragments in the nine DNA samples; lanes L.—allelic lad-
der for four loci.
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TABLE I. DISTRIBUTION OF GENOTYPE AND ALLELE FREQUENCIES OF 4 STR SYS-
TEMS (FGA, D7S820, D1S533, D9S304) IN A POPULATION SAMPLE FROM
SOUTH-EAST POLAND

FGA, N =602
Allele 18 19 20 21 22 23 24 25 26 Frequency
18 0 0.010
19 0 1 0.095
20 1 15 4 0.150
21 1 6 16 10 0.169
22 2 12 21 26 13 0.219
23 1 11 12 9 18 4 0.126
24 1 4 12 12 21 11 7 0.140
25 0 7 4 11 6 6 7 3 0.081
26 0 0 1 1 0 0 2 2 0 0.010
D78820, N = 602
Allele 7 8 9 10 11 12 13 14 Frequency
7 0 0.005
8 0 10 0.171
9 1 12 5 0.138
10 1 41 23 32 0.319
11 0 19 23 36 9 0.201
12 1 11 8 23 22 6 0.134
13 0 0 6 4 3 3 1 0.030
14 0 0 0 0 0 1 0 0 0.002
D1S533, N = 602
Allele 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 Frequency
7 0 0.002
8 0 4 0.120
9 0 5 1 0.081
10 0 2 2 1 0.025
11 0 1 2 2 0.068
12 1 13 11 1 7 11 0.161
13 0 23 14 5 14 18 31 0.307
14 0 16 1 5 18 30 7 0.164
15 0 3 0 2 4 16 5 0 0.057
16 0 1 0 0 2 3 2 0 0 0.015
D9S304, N = 602
Allele 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Frequency
4 1 0.103
7 2 0 0.017
8 28 3 40 0.377
9 2 1 29 6 0.109
10 2 1 13 2 3 0.055
11 4 0 16 3 2 0.071
12 11 1 31 10 5 0 7 0.135
13 8 0 20 6 1 9 9 0.105
14 2 2 0 0 2 0 0 0.020
15 1 0 0 0 1 0 0 0 0.008
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Moreover it was found that the amplification reaction using MultiPlex I1
requires a considerable quantity of DNA template (4 ng), and that a small
decrease in amount of DNA template causes weaker amplification of
D1S533 fragments.

Genotyping results and genome frequencies are presented in Table I. The
results reveal that in the FGA locus 37 genotypes created by 9 alleles were
identified with the most frequent being allele 22 (0.219). In locus D7S820,
8 alleles (24 genotypes) were found, of which the most common alleles were
10 (0.319) and 11 (0.201), while two alleles, 7 and 14, have frequencies below
0.5%. In the analysed population the presence of 10 alleles and 40 genotypes
of the D1S533 and D9S304 loci were observed. In the D1S533 system the
most frequently occurring alleles were 18 (0.307) and 19 (0.2126) and only
one allele, 7, had a frequency below 0.5%. The most frequent in the D9S304
system was allele 8 (0.377) and the least, allele 5 (0.008).

Data presented in Table IT indicate that the allele distribution of the ana-
lysed STR loci in the population sample from south-east Poland shows no de-
viation from the Hardy-Weinberg equilibrium, and there is no statistically
important divergence between the observed and expected heterozygosity. It
should be emphasised that the “exact” test and the “LR” test performed di-
rectly on results of analysis of 301 persons for the D9S304 system gave a low
probability value (P = 0.06 and P = 0.05), while calculation using Monte
Carlo methods with 10000 permutation [7] gave a high probability value
(P=0.992 and P = 0.984).

TABLE II. RESULTS OF TESTING HARDY-WEINBERG EQUILIBRIUM FOR 4 STR SYS-
TEMS IN THE POPULATION OF SOUTH-EAST POLAND

Pest FGA D78820 D18533 D9S304
(N = 602) (N = 602) (N = 602) (N = 602)
Hetero- | Observed 0.860 0.791 0.804 0.791
zygosity | Expected 0.851 £ 0.034 0.792 + 0.039 0.824 + 0.036 0.799 + 0.038
Homo- | x*=0.285,df=1 | ¥*=0.001,df=1 | %*=0.848,df=1 |y*> =0.106,df =1
zygosity P=0.59 P=0.99 P=0.36 P=0.75
Tests for
\;V{;igg Exact | 42=32.76,df=35 | y>=30.71, df = 27 | x> =39.32, df = 44 | x> =60.02, df = 44
equi- P=0.58 P=0.26 P=0.67 P=0.06
librium
LR y?=34.39,df=35 | y*=29.57,df =27 | x*=39.39, df=44 | x*=60.97, df = 44
P=0.49 P=0.34 P=0.67 P=0.05

Allele frequencies of 4 STR systems analysed in this study were com-
pared (using Carmody’s test) with frequencies of American Caucasian popu-
lation data given by the MultiPlex II manufacturer [18]. The comparison
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shows statistically important differences for all 4 STR systems, which indi-
cates the heterogeneity of these two populations.

Population data for FGA and D7S820 systems were compared to pub-
lished Polish population data from: the northern region [16], Pomerania-
Kujawy [13, 14] and Lower Silesia [5]. The comparison indicates that the
south-east population is homogenous with other Polish populations in terms
of the D7S820 locus. For the FGA locus the comparison shows existence of sig-
nificant differences with the Pomerania-Kujawy population — P(y? = 0.0001,
P(G) =0.0001 and homogeneity with the remaining Polish populations.

The usefulness of the four systems of the MultiPlex II (FGA, D7S820,
D1S533, D9S304) in cases concerning paternity was assessed on the basis of
comparison with earlier forensic genetic expert studies carried out in 87 se-
lected cases. Out of a total of 41 cases where paternity had been excluded,
analysis by the MultiPlex II kit confirmed exclusion in 40 cases (97.56%).
Confirmation of exclusion required study of only one of the STR systems in
9 of these cases, and in the remainder — two or more systems. The observed
percentage of paternity exclusion (97.56%) was therefore very close to the
theoretical chance of exclusion, which was 98%.

The value of the paternity index was analysed in 46 cases with confirmed pa-
ternity. It was ascertained that the highest combined value of PI for the
MultiPlex IT amounted to 2924 (corresponding to probability of paterni-
ty =0.9996) and the lowest 6 (corresponding to probability of paternity =0.8571).
PIvalues close to one (i.e. those which have a minimal influence on combined
PI value, and therefore also on the MultiPlex II) were observed twice for
D7S820 and D1S533 systems, three times in the D9S304 system and were
not noted in the case of the FGA system.

TABLE III. MEAN VALUES OF PATERNITY INDEX (PI) OBTAINED IN 46 CASES WITH
CONFIRMED PATERNITY FOR 4 ANALYSED STR SYSTEMS

Mean PI values

DNA R

System Theoretical mean In analysed paternity cases
acc. [2] Mean probability | Geometric mean Mean medians

FGA 3.516 2.792 2.609 3.337
D75820 2.392 2.278 2.088 2.917
D1S533 2.541 2.562 2.320 3.099
D9S304 2.392 2.685 2.858 3.709

MultiPlex IT 51 44 36 112

Mean PI values were calculated from individual PI values of STR sys-
tems and combined PI value of MultiPlex II in 46 cases of confirmed pater-
nity. Mean PI values were calculated by three different methods: as a geo-
metric mean, mean probability and mean median. Calculation results pre-
sented in Table III indicate the significant influence of the calculation
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method on the mean value of PI. The lowest variability (depending on the
number of analysed cases) is shown by the mean PI value calculated from
the set of probability of paternity (PDP) and is similar to the theoretical
mean PI value obtained from Brenner et al.’s [2] formula.

This means that the method of calculation of mean Pl has a bearing on as-
sessment of the usefulness of the analysed MultiPlex II (and any other ge-
netic markers) in paternity confirmation. The extreme values of PI (36—112)
result in a probability of paternity values from 0.974 (PI = 36, which would
signify low usefulness of the assessed multiplex) to 0.991 (PI =112, indicat-
ing high usefulness of the assessed multiplex).

Table IV presents statistical parameters evaluating usefulness of the
whole MultiPlex II kit (and each of the 4 STR systems as well as other com-
mercially available kits with silver detection) for forensic genetic expert
studies.

TABLE IV. COEFFICIENTS ASSESSING USEFULNESS OF STR MULTIPLEXES WITH
SILVER DETECTION FOR GENETIC AND FORENSIC EXAMINATION (WITH
4 MULTIPLEX IT STR SYSTEMS)

Commercial multiplexes PE MPI PI PD DI PIC
Multiplex II (Lifecodes)* -
0.980 51.2 44.7 0.99995 | 1.54 x 10~ —
FGA *
0.716 3.516 2.792 0.956 0.036 0.831
D78820*
0.582 2.392 2.278 0.922 0.078 0.760
D1S533*
0.606 2.541 2.562 0.948 0.069 0.802
D9S304*
0.582 2.392 2.685 0.937 0.078 0.777
MultiPlex I (Lifecodes)** .
0.966 37.25 32.96 0.99991 | 9.1 x 107 -
D12S1090, D3S1744, D18S849
CTT (Promega) [12] »
0.884 6.896 7.343 0.9982 2.4 % 107 -
CSF1P0, TPOX, THO1
FFv (Promega) [12] 3
0.928 9.936 — 0.9988 1.9 x 10 -
F13A01, FESFPS, vWA
SilverSTR III (Promega) [9]*** »
0.919 9.722 9.984 0.9993 9.7 x 10 -
D16S539, D7S820, D13S317

PE = power of exclusion, MPI = mean paternity index, PI = paternity index (from mean PDP),
PD = power of discrimination, DI = discrimination index, PIC = polymorphism information con-
tent.
* Coefficients calculated on the basis of presented study results.
** On the basis of unpublished results of own study.
*%% Results obtained for fluorescent multiplex Gammma calculated for the 3 enumerated STR
systems i.e. without D5S818.
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The high values of power of discrimination (PD), polymorphism informa-
tion content (PIC) and discrimination index (DI) indicate that MultiPlex II
kit is a useful tool in criminalistic analysis and paternity testing.

It is well known, however, that currently there is strong pressure to
standardise the criminalistic research range and create a national data
base: this means that use of a particular STR system, or group of STR sys-
tems in forensic analysis depends on whether it has been included in inter-
national data bases. It is worth noting that the D1S533 and D9S304 loci in-
corporated in the MultiPlex II kit have not as yet been included in any of the
databases created so far [4].

The requirement of concordance between the research range and the da-
tabase range does not concern analysis made in paternity cases; moreover
results of these analyses cannot be inputted into data bases. So, the value of
the chance of paternity exclusion and mean PI value of MultiPlex II together
with the technical ease of analysis and low kit cost, confirm its high useful-
ness in paternity testing.

In paternity cases, in order to submit an expert opinion confirming pater-
nity of alleged father with a probability close to certainty, it is necessary to
obtain PDP > 99.999%. Therefore, analysis results of MultiPlex II are not
sufficient basis for such an opinion, but could be the fundamental element of
a genetic expert opinion based on STR systems with use of the cheap silver
detection technique.
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POLIMORFIZM 4 UKLADOW STR (D9S304, D1S533, D7S820, FGA)
W POPULACJI POLSKI POLUDNIOWO-WSCHODNIEJ

Piotr KOZIOL, Sylwia CHOCHOLSKA, Roman MADRO

WSTEP

Polimorfizm DNA typu STR znalazl powszechne zastosowanie w genetyce sado-
wej po opracowaniu techniki powielania wielu loci STR w jednej reakcji PCR 1 geno-
typowania w jednym procesie rozdziatu elektroforetycznego oraz detekeji [3, 4, 6].
Réwnoczesne genotypowanie kilkunastu uktadéw STR wymaga jednak uzycia kosz-
townej aparatury do automatycznej analizy fragmentéw allelicznych znakowanych
fluorochromami [11]. Alternatywna technike detekcji produktéw PCR stanowi tym-
czasem tania metoda barwienia srebrem, ktorej zastosowanie pozwala na zrdznico-
wanie w jednej elektroforezie od 3 do 4 loci. Wykonanie kilku reakcji multiplekso-
wych pozwala zatem uzyskac ilo$¢ informacji porownywalna z ta, ktora daje technika
fluoroscencyjna. Przyktadem moze by¢ uzycie (do amplifikacji kilku loci 1 detekcji
srebrowej) komercyjnych zestawéw produkowanych przez firme Promega pozwa-
lajacych w trzech reakcjach PCR uzyskac powielenie alleli 9 uktadow STR (CSF1PO,
TPOX, THO1, F13A01, FESFPS, vWA, D165S539, D7S820, D13S317), ktére byly
przedmiotem publikacji [12, 17]. Pozwalaja na to réwniez takie zestawy firmy Lifeco-
des, jak MultiPlex I (D18S849, D3S1744 i D12S1090) oraz MultiPlex II (D9S304,
D1S533, D7S820, FGA), umozliwiajace genotypowanie 7 ukladéw STR. Nie byty one
jednak dotychczas testowane w populacji polskie;j.

Celem pracy bylo wiec oznaczenie genotypow 4 lokus DNA (D9S304, D1S533,
D7S820 i FGA) w prébce 301 niespokrewnionych mieszkancéw Polski potudniowo-
wschodniej, ustalenie czestoSci ich alleli, wykonanie obliczen statystycznych w za-
kresie segregacji tych alleli, poréwnanie wynikéw badan autoréw tej pracy z czestos-
ciami uzyskanymi dla innych populacji oraz ocena przydatnosci multipleksu w spra-
wach spornego ojcostwa.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 301 prébek DNA, ktére wyizolowano z krwi pobranej w Zaktadzie
Medycyny Sadowej AM w Lublinie od niespokrewnionych mieszkancéw Polski
poludniowo-wschodniej obojga ptci w zwiazku z wykonywaniem ekspertyz genetycz-
nych w sprawach o ustalenie ojcostwa. Przebadano réwniez probki DNA wyizolowa-
ne od dzieci w 87 sprawach alimentacyjnych, w ktérych rutynowe oznaczenia
4 ukltadéw VNTR (D4S139, D5S110, D7S21, D11S12) i 9 uktadéw STR (Power-
Plex 2.1) w 46 sprawach potwierdzity ojcostwo pozwanego z prawdopodobienstwem
graniczacym z pewnoscia, a w 41 przypadkach wykluczyly ojcostwo pozwanego.

DNA wyizolowono metoda organiczna z uzyciem mieszaniny fenol-chloroform,
a nastepnie oznaczano jego stezenie metoda slot-blot z zastosowaniem sondy D17Z1
(Gibco-BRL, Gatthersburg, MD, Stany Zjednoczone). Do jednoczesnej amplifikacji
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czterech uktadéw STR (D9S304, D1S533, D7S8201 FGA) uzyto zestawu MultiPlex 11
kit (Lifecodes Corporation) [18]. Reakcje PCR wykonywano w objeto$ci 20 ul zgodnie
z warunkami producenta zestawu, uzywajac cyklera Trio-block firmy (Biometra).
Produkty PCR byty rozdzielane w denaturujacych 6% zelach poliakryloamidowych
(4% T, 6% C, 8 M mocznik) w buforze 0.5 x TBE, pH = 8,3 przez 1,5 godziny przy mocy
pradu 60 W. Fragmenty DNA wybarwiono nastepnie metoda srebrowg, [1], a geno-
typy odczytywano przez poréwnanie do wzorca w postaci drabiny alleli. Prawi-
dtowosé genotypowania uktadu FGA 1 D7S820 taq metoda sprawdzono przez poréw-
nanie jej rezultatow z wynikami oznaczen uzyskanymi u 170 oséb technika detekcji
fluoroscencyjnej przy pomocy zestawu PowerPlex 2.1 firmy Promega oraz skanera
FMBIO II firmy Hitachi [10]. Wielkoé¢ allela 16 z lokus D1S533 ustalono metoda,
lokalnej korelacji przy uzyciu wideokamery i programu do analizy obrazu Biolmage
firmy Biotek-Fischer. Zastosowano przy tym markery drabiny MultiPleks II, ogra-
niczajac pomiar do obszaru miedzy fragmentem 203 pz — allel 15 lokus D1S533
1 fragmentem 217 pz — allel 7 lokus D7S820.

Ustalono czestosci alleli w badanej populacji i poréwnano je (przy uzyciu progra-
mu 2-way R x C wg G. Carmody’ego (Carleton University, Ottawa, Kanada) z czesto$-
ciami stwierdzonymi w innych populacjach polskich oraz populacji amerykanskiej
(rasy biatej). W celu sprawdzenia rownowagi segregacji alleli zgodnie z regula
Hardy’ego-Weinberga wykonano takze analize statystyczna wynikéw badan testa-
mi: x*[15], ,exact” [7]1,,LR” [19]; obliczono takze parametry okreélajace przydatnosé
tych markeréw do badan sadowych [8]. Srednie Lteoretyczne” wartoséci indeksu
ojcostwa PI obliczone ze wzoru Brennera 1 in. [2] poréwnano ze Srednimi PI uzys-
kanymi w badanych sprawach alimentacyjnych, przy czym obliczono je trzema
réznymi sposobami, tzn. $rednig geometryczna 1 mediane ze zbioru PI, a Srednia po
prawdopodobienstwie jako Srednia arytmetyczna ze zbioru prawdopodobienstwa
ojcostwa (PDP), ktora nastepnie zamieniono na warto$¢ PI.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zestaw MultiPlex II firmy Lifecodes oraz zastosowana technika rozdziatu frag-
mentéw allelicznych 1 srebrowa detekcja pozwolily na ustalenie genotypéw w zakre-
sie czterech loci we wszystkich badanych prébkach. Producent MultiPlex II zaleca
wprawdzie uzycie 4% denaturujacych zeli poliakryloamidowych, ale w opisanych tu
badaniach zastapiono je zelami 6%. Rozdzial produktéow amplifikacji w denatu-
rujacych warunkach elektroforezy powoduje bowiem, ze widoczne sa rdéznice w mi-
gracji komplementarnych nici DNA. W przypadku uzycia zeli 4% w ukladzie FGA
1D1S533 komplementarne nici DNA jednego allela byly w zwigzku z tym stabo odse-
parowane od fragmentdéw wiekszego allela. Utrudniato to identyfikacje genotypu (ry-
cina la), a problemu tego nie udato sie rozwiazaé przez wydtuzanie rozdziatu elektro-
foretycznego. Zdecydowanie czytelniejsze rozdzialy uzyskano, stosujac 6% zele dena-
turujace, na ktoérych rozdzial komplementarnych nici FGA 1 D1S533 jest tak bliski,
ze tworza nieomal jedna frakcje, przy czym alleliczne fragmenty drabiny sa wystar-
czajaco dobrze odseparowane od siebie. Czytelnos$¢ rozdziatu pozostalych uktadow
multipleksu D7S8201 D9S304 na tych zelach nie sprawia natomiast probleméw przy
odczycie ich genotypéw (rycina 1b).
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Wizualnie identyfikowane allele wykazywatly szybko§¢ migracji identyczng do
alleli wzorcowej drabiny z dwoma wyjatkami. Pierwszy z nich dotyczy allela 16
w ukltadzie D1S533, ktéry nie mial w drabinie wzorcowej swojego odpowiednika.
Wielko$é tego fragmentu w kazdym z 9 analizowanych przypadkéw wynosita
207 (+ 0,6) pz i byla wieksza od allela 15 o czteronukleotydowa sekwencje powta-
rzalna (pozycja 91 14 na rycinie 1b). Drugi problem dotyczyl natomiast uktadu FGA,
ktorego drabina alleli zawiera wzorce jedynie dla 8 alleli przyporzadkowanych
allelom z parzysta liczba powtérzen, przy czym allele oznaczone liczbami nieparzys-
tymi uktadaja sie miedzy allelami tej drabiny. Nie istnieje wiec mozliwo$é identyfi-
kacji interalleli w ukladzie FGA. Osoby, u ktérych wezeéniej oznaczono w uktadzie
FGA (przy uzyciu zestawu PowerPlex 2.1 i fluoroscencyjnej techniki detekeji) inter-
allele 22.2, 23.21 24.2, w technice srebrowej odczytano je odpowiednio jako allele 23,
24 oraz 25.

Stwierdzono ponadto, ze reakcja amplifikacji przy uzyciu MultiPlex IT wymaga
znacznej iloéci matrycy (4 ng) oraz, ze niewielkie zmniejszenie stezenia DNA prowa-
dzi do stabszej amplifikacji fragmentéw w lokus D1S553.

Wyniki genotypowania i obliczone czestosci genowe przedstawiono w tabeli 1.
Wynika z niej, ze w lokus FGA zidentyfikowano 37 genotypéw utworzonych przez
9 alleli, z ktérych najczesciej wystepowat allel 22 (0,219), w lokus D7S820 znajdowalo
sie 8 alleli (24 genotypy), z ktérych najczestsze to allele 10 (0,319) 1 11 (0,201), nato-
miast dwa allele — 7 1 14 — mialy czesto$é¢ ponizej 0,56%. W loci D1S533 i D9S304
stwierdzono natomiast po 10 alleli i 40 genotypéw. W uktadzie D1S533 najczestsze
byty allele 18 (0,307)119 (0,2126), a czesto$é ponizej 0,5% mial tylko jeden allel 7; na-
tomiast w uktadzie D9S304 najczesciej wystepowal allel 8 (0,377), a najnizsza cze-
sto$§¢ miat allel 15 (0,008).

Z tabeli II wynika, ze rozktad alleli przebadanych loci STR w populacji Polski
potudniowo-wschodniej jest zgodny z prawem Hardy’ego-Weinberga oraz ze w ukla-
dach tych nie stwierdzono istotnych rozbiezno$ci miedzy obserwowana i oczekiwana,
heterozygotycznoscia. Nalezy przy tym podkreslié, ze testy ,exact” 1,,LR” wykonane
bezposrednio w oparciu o wyniki badan 301 oséb w uktadzie D9S304 daty niskie
prawdopodobienstwo (P = 0,06 1 P = 0,05), natomiast w rezultacie obliczen metoda,
Monte Carlo przy liczbie 10 000 permutacji [7] wykazaly wysokie prawdopodobien-
stwo (P=0,992 1 P=0,984).

Uzyskane w tej pracy czestosci alleli czterech ukladéw STR zostaly poréwnane
(przy pomocy testu Carmody’ego) z czesto$ciami podanymi przez producenta
MultiPlexu II [18] dla populacji amerykanskiej (rasy biatej) 1 stwierdzono istotne
statystycznie réznice we wszystkich 4 uktadach, co §wiadczy o heterogennosci tych
populacji. Populacje polskie poréwnano jedynie w zakresie uktadéow FGA 1 D7SS820,
dla ktérych dotychczas opublikowano dane z regionéw: pdéinocnego [16],
Pomorza-Kujaw [13, 14] 1 dolnoslaskiego [5]. W ten sposéb ustalono, ze populacja
Polski potudniowo-wschodniej jest homogenna z innymi populacjami polskimi
w uktadzie D7S820 oraz ze w ukladzie FGA rézni sie ona istotnie z populacja
Pomorza-Kujaw — P(x? = 0,0001, P(G) = 0,0001, a jest homogenna z pozostatymi.

Przydatnosé czterech ukladéw STR MultiPlexu II (FGA, D7S820, D1S533,
D9S304) w sprawach dotyczacych spornego ojcostwa oceniono na podstawie porow-
nania z wczesniej przeprowadzonymi ekspertyzami genetycznymi w 87 wybranych
sprawach. W ten sposob stwierdzono, ze wykluczenie ojcostwa zostalo potwierdzone
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w 40 przypadkach na 41 spraw z ,0jcostwem wykluczonym” (tj. w 97,56% ). W 9 przy-
padkach potwierdzenie wykluczenia stanowily przy tym rezultaty badan tylko
jednego uktadu STR, a w pozostatych na dwéch lub wiecej uktadach. Obserwowany
odsetek wykluczen ojcostwa (97,56%) byt zatem bardzo zblizony do teoretycznej
szansy wykluczenia, ktéra wynosita 98%.

W 46 sprawach z ,,0jcostwem potwierdzonym” przeanalizowano natomiast war-
toSci indeksu ojcostwa 1 stwierdzono, ze najwyzsza taczna wartos¢ PI dla Multi-
Plexu II wynosita 2924 (co odpowiada prawdopodobienstwu ojcostwa = 0,9996),
a najnizsza 6 (co daje prawdopodobienstwo ojcostwa = 0,8571). Wartosci PI bliskie
jednosci (tj. takie, ktére maja minimalny wplyw na laczna wartoéé wspétezynnika oj-
costwa, czyli takze dla MultiPlexu II) wystapily dwukrotnie w uktadach D7S820
1 D1S533; trzykrotnie w uktadzie D9S304, nie stwierdzono natomiast takich war-
tosci w przypadku uktadu FGA.

Z wartosci PI dla poszczegélnych uktadéw w 46 sprawach z ,ojcostwem potwier-
dzonym” oraz z tacznej wartoéci PI dla MultiPlexu II obliczono nastepnie $rednie
wartoéci PI trzema réznymi sposobami, tzn. Srednia po prawdopodobienstwie, $red-
nia geometryczna i Srednia mediana. Rezultaty tych obliczen przedstawiono w tabe-
i IT1, z ktorej wynika, ze sposéb obliczania $redniej ma znaczny wplyw na $rednia
warto$¢ PI, przy czym najmniejsza zmienno$¢ (zalezna od liczby przebadanych
spraw) wykazuje $rednia PI liczona z prawdopodobienstwa ojcostwa PDP 1 jest zbli-
zona do warto$ci éredniej PI obliczonej teoretycznie wg wzoru Brennera i in. [2].
Oznacza to, ze sposob obliczen §redniej PI rzutuje na ocene przydatno$ci analizowa-
nego MultiPlexu II (i kazdego innego markera genetycznego) do potwierdzania ojco-
stwa. Skrajne wartoéci PI (36—112) kreuja bowiem prawdopodobienstwa ojcostwa od
0,974 (PI = 36, co oznaczaloby mala przydatno$é ocenianego multipleksu) do 0,991
(PI =112, ktéra to warto$¢ Swiadczy o jego duzej przydatnosci).

W tabeli IV podano statystyczne parametry oceniajace przydatno$é calego zesta-
wu MultiPlex II (i kazdego z czterech badanych uktadéw STR oraz innych multiplek-
séw komercyjnych z detekcja srebrowa) dla genetycznych ekspertyz sadowych. Za
duza przydatnosécia MultiPlexu II w badaniach kryminalistycznych i przy ustalaniu
ojcostwa przemawiaja przedstawione w niej wysokie warto$ci wspoétczynnika dys-
kryminacji (PD), wspdtczynnika informacji o polimorfizmie (PIC) i indeksu dyskry-
minacji (DI).

Wiadomo jednak, ze obecnie istnieje silna presja na unifikacje zakresu badan
kryminalistycznych i tworzenie narodowych baz danych, z czego wynika, ze zastoso-
wanie konkretnego ukladu lub zespotu uktadéw STR do badan zalezy od tego, czy zo-
stat on uwzgledniony w miedzynarodowych bazach danych. Tymczasem loci D1S533
1 D9S304, ktore wchodza w sktad zestawu MultiPlex II, nie zostaty dotychczas
umieszczone w zadnej z tworzonych baz danych [4].

Wymég zgodnoéci zakresu badan z zakresem bazy danych nie dotyczy ekspertyz
wykonywanych w sprawach spornego ojcostwa, ponadto wyniki z tych badan nie
moga by¢ przenoszone do tych baz. W tej sytuacji warto$¢ szansy wykluczenia ojco-
stwa 1 §rednia warto§¢ PI dla MultiPlexu II oraz techniczna tatwosé genotypowania
uktadéw tego multipleksu, jak rowniez wzglednie niski koszt tego zestawu, wskazuja,
na duza jego przydatno§é w badaniach spornego ojcostwa. W sprawach spornego oj-
costwa do wydania opinii potwierdzajacej ojcostwo pozwanego z prawdopodobien-
stwem graniczacym z pewnoscia konieczne jest jednak uzyskanie PDP > 99,999%.
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Whnioskowanie wylacznie na podstawie MultiPlexu II jest zatem niewystarczajace do
wydania takiej opinii, moze jednak stanowi¢ podstawowy element ekspertyzy gene-
tycznej wykonywanej w oparciu o uktady STR z zastosowaniem taniej detekcji sre-
browe;j.



