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Abstract

In the analysis of trios with the true father, inconsistencies never appear (if the effect of a possible mutation is excluded). The Pa-
ternity Index (PI) calculated for such trios always has a value greater than zero. If in such a trio the true father is replaced by his
brother, it can cause a change in the P/ if the brother’s genotype is different from the genotype of the true father. The purpose of
this study was to determine what effect replacing the true father in a trio with his brother has on the P/ value for that trio. In the
study a computer simulation was run on all theoretically possible trios with the true father and his brother. For all the simulated
trios P/ values were calculated and compared. The calculations were based on hypothetical systems made up of equally frequent
alleles, and real systems from SGM Plus multiplex. The analysis confirmed that replacing the true father in a trio with his brother,
if no inconsistency appears as a result, does not cause any change in P/ values in the majority of cases. Thus, distinguishing the

true father from his brother can be achieved practically only by means of excluding the brother.
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1. Introduction

DNA polymorphism analysis as a way of proving
paternity has been used since the mid-1980s [9] and in
the last few years has become practically the sole
method [3]. In almost every case it permits practically
certain differentiation of fathers from non-fathers, thus
nearly eliminating the situation — which was common
before the era of DNA testing — where the question of
paternity could not be resolved despite intensive test-
ing. This practically certain differentiation must, how-
ever, be supported by correspondingly high [1] values
for biostatistical parameters such as the Paternity In-
dex (PI). The rare cases where even DNA testing does
not resolve the question of paternity are almost always
those in which the true and alleged fathers are re-
lated [5] or, more confusingly, where both are also re-

lated to the mother of the child [6]. To date there has
not been an exhaustive discussion of the issue of blood
relation between biological and alleged fathers of
a child supported by biostatistical analysis, and thus
neither has there been any proposal for its solution,
though the problem has been brought up in the litera-
ture. Authors of earlier papers note only that in this sit-
uation analysis is more difficult, since results may
provide little information [11].

In 1988 Morris et al. defined the Avuncular Index
(A1), which brought certain possibilities of a more ana-
lytical approach to the problem. The 4/ was defined by
him and his co-workers as the likelihood ratio which
tests the hypothesis that the tested man is a paternal un-
cle of the child versus the hypothesis that the tested
man is unrelated to the child, so that A7=(X+Y)/2Y=
(PI+1)/2. The Al also tested the hypothesis that the
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tested man is a paternal half brother of the child. Simi-
larly the likelihood ratio for an ungenotyped second
degree relative (half brother, uncle, double first
cousin) of the tested man could be shown to be equal to
(X+3Y)/4Y=(PI+3)/4. One can easily extrapolate
from this situation to any degree of kinship. While for
a single genetic system the A/ is a simple function of
the PI, the cumulative A/ is not a simple function of the
cumulative P/ [12]. That was, however, only during
the beginning phase of DNA testing, when the tests
were presumed to be so good that a result confirming
or excluding paternity was thought indisputable. In
later years, however, came the sobering realisation that
even after significant progress, not all problems could
yet be solved by means of DNA testing. The bio-
statistical approach has appeared more widely in pub-
lications only in recent years. In 1999 Lee et al. took up
certain aspects of the P/ in cases of blood relation be-
tween putative fathers [10]; in 2000 Calafell analysed
the probability of occurrence of a given number of in-
consistencies for trios with the true father and his
brother [4]; in the following year, Thomson et al. con-
ducted simulation research on the A/ [14] using a for-
mula provided by Morris et al. [12], and in 2002 Fung
et al. studied power of exclusion (PE) values for such
cases [7]. All of these papers were based on the analy-
sis of results of multiplex STRs, which have now be-
come standard [8].

In the analysis of trios with the true father, incon-
sistencies never appear (if the effect of any mutation is
neglected). The P/ calculated for such trios always has
avalue greater than zero. If in such a trio the true father
is replaced by his brother, it can cause a change in the
Pl if the brother’s genotype is different from the geno-
type of the true father. The purpose of this study was to
determine how the substitution of a brother for the true
father in a trio affects the P/ value for the trio.

2. Materials and methods

In the study, a computer simulation was run on all
theoretically possible trios (Figure 1) with a true father
(C-F-E) and his brother (D-F-E). The analysis was
based on 15 hypothetical systems made up of equally
frequent alleles (1% system — 1 allele with allele fre-
quency p =1 /1, 2" system — 2 alleles with p = 1/2, ...,
15" system — 15 alleles with p = 1/15), and 10 real sys-
tems from SGM Plus multiplex (D3S1358, vWA,
D16S539, D2S1338, D8S1179, D21S11, DI18S51,
D19S433, THO1, FGA). Allele frequencies for the
SGM Plus systems came from the authors’ own popu-
lation from central Poland of 100 non-related persons

grandparents
generation @ B

parents
generation D C

children
generation

Fig. 1. Genealogical tree of computer-simulated family.

(200 alleles). In the 25 systems studied — i.e. 10 real
microsatellite systems from SGM Plus multiplex with
the authors’ population and 15 hypothetical systems
with equally-occurring alleles — for all theoretically
possible combinations of genotypes the P/ for the true
father and his brother, and the frequency of each com-
bination of genotype in the population was calculated.
Then, on this basis, the frequency of change in P/ val-
ues in the population Fp; between trios with the true fa-
ther and the true father’s brother was calculated, i.e.,
how often the quotient: P/ of the true father’s brother
divided by the PI of the true father had the values:
0, 0.5, 1 or 2, since only these values are possible, and
where: 0 means exclusion of the brother; 0.5 means
that the brother’s P/ is two times lower than the fa-
ther’s PI; 1 means that the brother’s P/ is equal to the
father’s Pl and 2 means that the brother’s P/ is two
times greater than the father’s PI. In other words,
Fpi(x) = Frequency that PI of true father’s brother / PI
of true father = x. The Fp; values thus obtained were ar-
ranged in graphs.

3. Results

The results of Fp; calculation for the 15 hypotheti-
cal systems with equally frequent alleles are presented
in Figure 2, while those for the 10 real microsatellite
systems of the SGM Plus set are shown in Figure 3.
The Fp; values contained in them signify the frequency
of occurrence of the corresponding values 0, 0.5, 1 or 2
for the quotient: P/ of father’s brother divided by P/ of
father for all theoretically possible combinations of ge-
notypes.
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Fig. 2. Graphs of the change in Fp; for 15 hypothetical sys-
tems of equally frequent alleles. Fp; (0) — frequency of value
0 for the quotient: PI father’s brother / PI father (=> exclu-
sion of brother); Fp; (0.5) — frequency of value 0.5 for the
quotient: PI father’s brother / PI father (=> PI of father’s
brother is 2 times lower than P/ of father); FPI (1) — fre-
quency of value 1 for the quotient: P/ father’s brother / P/ fa-
ther (=> PI of father’s brother = PI of father); Fp (2) — fre-
quency of value 2 for the quotient: P/ father’s brother / PI fa-
ther (=> P/ of father’s brother is two times greater than P/ of
father).

0.6
° (] L4 . ° ]
0.5 [ ] [ J L] [
AFPI(0)
0.4 7y 2
L A . A | |xFPI05)
03 —a—4— x ®FPI(1)
0.2 *FPI(2)
0.1 1-x x X < % <
X
. * . * 3 * N A . . .
e <« 8 8§ © = § 9 =5 <«
8 £ B8 8 £ & g § 2 9
2 e 2 2 &8 § & °
[a] o o o [a]

Fig. 3. Graphs of the change in Fp; for the 10 real micro-
satellite systems from SGM Plus multiplex (symbols as in
Fig. 2). The average values for all loci are the following:
Fpp (0) = 0.322761, SD = 0.038452; Fp; (0.5) = 0.093418,
SD = 0.019908; Fp(l) = 0.537112, SD = 0.008647;
Fpi(2) =0.046709, SD = 0.009954.

4. Discussion

The study has shown that in the case of replacing
the true father with his brother, most often there was no
change in the PI. For the SGM Plus systems, this oc-
curred in over half the cases (0.537112, SD = 0.008647).
Significantly less frequent was the situation in which
the result of the substitution was an inconsistency
(0.322761, SD = 0.038452). The remaining two possi-
bilities — twice greater or lower P/ values resulting
from replacing the father in the trio with his brother —
were very rare and appeared with medium frequency
of only a few percent (0.046709, SD = 0.009954 and
0.053418, SD = 0.019908, respectively). Calculations

for hypothetical systems of equally frequent alleles
gave similar results. It was also determined for them
that with an increase in the number of alleles the fre-
quency of cases where P/ of the brother is zero also in-
creases. This means that a system with a greater num-
ber of alleles permits exclusion of the brother more
easily. However, that increase is limited because it has
an asymptotic character, and stabilises at a level some-
what higher than 0.4. Conversely, where the brother’s
PI is equal to the value for the biological father, the
frequency decreases asymptotically as the number of
alleles increases, and stabilises at a level somewhat
higher than 0.5. In addition, when comparing the value
Fp(0) for real systems with hypothetical systems cor-
responding in terms of number of types of alleles, it
was seen that the values for the hypothetical systems
were always higher. This shows that the power of real
systems to exclude the brother is less than that of the
hypothetical systems having the same number of
equally frequent alleles. This confirms the supposition
that systems of equally frequent alleles are the “opti-
mal” solution for various types of practical applica-
tions. But any deviation from equally frequent
occurrence causes this “optimality” to drop. This gen-
eral perception is in agreement with the literature data
concerning such biostatistical parameters as P/ [2] and
PE[15]. Furthermore, it is worth emphasising that — as
was noted by Presciuttini et al. [13] — the results of
such an analysis are easily carried over to other sys-
tems or STR system sets, and therefore also permit
generalisations which go beyond the loci sets chosen
for this study.

5. Conclusion

Replacing the true father in a trio with his brother,
in so far as no inconsistency appears as a result, does
not cause any change in P/ values in the majority of
cases. Thus distinguishing the biological father from
his brother can occur practically only by means of ex-
cluding the brother.
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OCENA WPLYWU, JAKI WYWIERA NA SZANSE OJCOSTWA
ZASTAPIENIE FAKTYCZNEGO OJCA PRZEZ JEGO BRATA

1. Wstep

Badanie polimorfizmu DNA jest stosowane w do-
chodzeniu spornego ojcostwa od polowy lat osiemdzie-
siatych 20. wieku [9], a w ostatnich kilku latach stato si¢
praktycznie jedyna wykorzystywana do tego celu me-
toda [3]. W niemal kazdym przypadku pozwala ona na
niebudzace watpliwosci rozroznienie faktycznego ojca
od osoby nie bedacej ojcem, niemalze eliminujac pow-
szechne przed era badan DNA przypadki, kiedy kwestia
ojcostwa pozostawala nierozwiazana pomimo przepro-
wadzenia wielu testow. Dowdd z badan DNA musi by¢
jednak poparty przez odpowiednio wysokie [1] wartosci
odpowiednich parametréw biostatystycznych, jak szansa
ojcostwa (ang. Paternity Index, PI). Do nielicznych pr-
zypadkow, kiedy nawet za pomoca testow DNA nie mo-
zna rozwigza¢ problemu spornego ojcostwa, naleza
niemal wylacznie te, w ktorych faktyczny i domniemany
ojciec sa ze soba spokrewnieni [5] lub, co jeszcze bar-
dziej komplikuje problem, obaj sa spokrewnieni z matka
dziecka [6]. Przypadki pokrewienstwa pomigdzy fak-
tycznym ojcem a domniemanymi ojcami nie byly jak
dotad poddane wyczerpujacej dyskusji popartej analiza
biostatystyczng i cho¢ problem jest dyskutowany w fa-
chowej literaturze, to jego rozwiazanie wciaz pozostaje
kwestia przyszlosci. Opublikowane dawniej prace wska-
zuja jedynie, ze interpretacja w takich przypadkach jest
trudniejsza, co spowodowane jest faktem, ze uzyskane
wyniki analizy dostarczaja niewielu informacji [11].

W 1988 roku Morris i in. wprowadzili wspotczynnik,
ktory stwarza pewne mozliwosci analitycznego podejscia
do problemu. Odnosi si¢ on do pokrewienstwa badanych
(ang. Avuncular Index, A7) i jest ilorazem wiarygodnoS$ci
(ang. likelihood ratio) stuzacym do testowania dwoch hi-
potez: (1) badany me¢zczyzna jest wujkiem dziecka ze stro-
ny jego faktycznego ojca; (2) badany me¢zczyzna nie jest
spokrewniony z dzieckiem, a zatem A = (X + Y) / 2Y =
(PI+ 1) /2. Wspotczynnik A7 potwierdza réwniez praw-
dziwos¢ hipotezy, ze badany me¢zczyzna jest dla dziecka
przyrodnim bratem ze strony ojca. Analogicznie, iloraz
wiarygodnosci dla niepoddanego badaniu krewnego dru-
giego stopnia (przyrodniego brata, wujka, podwdjnego
bezposredniego kuzyna) badanego mezezyzny moze zo-
sta¢ wyrazony jako (X + 3Y) / 4Y = (Pl + 3) / 4. lloraz
moze zosta¢ dostosowany do kazdego stopnia pokre-
wienstwa. Podczas gdy dla pojedynczego lokus A7 jest
prosta funkcja Pl to taczny Al juz nie jest prosta funkcja
tacznego PI[12]. We wczesnej fazie zastosowania badan
DNA do analizy spornego ojcostwa stosowane testy byty
uznawane do tego stopnia miarodajne, ze ich wyniki

uwazano za niepodlegajace dyskusji. W nastepnych
latach zdano sobie jednak sprawe z tego, ze mimo zna-
czacych postepow, badanie DNA nie zawsze pozwala na
rozwigzanie problemu spornego ojcostwa. Dopiero w os-
tatnich latach zastosowano w fachowej literaturze pode;j-
$cie biostatystyczne. W roku 1999 Lee i in. odniesli si¢ do
pewnych aspektow PI w przypadku pokrewienstwa
migdzy domniemanymi ojcami [10]; w roku 2000 Calafel
przedstawil badania nad prawdopodobiefstwem wysta-
pienia okreslonej liczby niezgodnosci w przypadku trojek
z faktycznym ojcem i jego bratem [4]. W nast¢pnym roku
Thomson i in. przedstawili badania nad A7 polegajace na
przeprowadzeniu symulacji [14] z zastosowaniem wzoru
zaproponowanego przez Morrisa iin. [12],a w 2002 roku
Fung i in. opublikowali wyniki badan nad wartoscia sity
wykluczenia (ang. Power of Excusion, PE) w takich
przypadkach [7]. Wszystkie te publikacje odnosity si¢ do
wynikoéw z badania markerow typu STR metoda multi-
pleks PCR, ktora stanowi obecnie standardowa metode
w badaniach spornego ojcostwa [8].

Badanie trojek z udziatlem faktycznego ojca nigdy nie
prowadzi do niezgodnosci, jesli tylko pominigty zostanie
efekt mutacji. Warto§¢ P/ obliczanego dla takich trojek
zawsze jest wigksza od zera. Je$li jednak faktyczny ojciec
zostaje zastapiony przez swojego brata, moze to dopro-
wadzi¢ do zmiany wartosci P/ w sytuacji, gdy genotyp
charakterystyczny dla brata rézni sig¢ od genotypu fak-
tycznego ojca. Celem niniejszej pracy bylo oszacowanie
stopnia, w jakim zastapienie faktycznego ojca w badane;j
trojce poprzez jego brata wplywa na warto§é P/ obliczang
dla badanej trojki.

2. Materialy i metody

Przeprowadzono symulacj¢ komputerowa uwzgled-
niajaca wszystkie teoretycznie prawdopodobne trojki
(rycina 1) z faktycznym ojcem (C-F-E) i jego bratem
(D-F-E). W badaniu uwzgledniono: 15 hipotetycznych
loci Ztozonych z alleli o rdwnych czgstosciach (pierwsze
lokus — 1 allel o czgstosci p = 1/1, drugie lokus — 2 allele
o czgstosci p = 1/2, ..., pigtnaste lokus — 15 alleli o czeg-
stosci 1/15), a takze 10 rzeczywistych loci wchodzacych
w sktad zestawu SGM Plus (D3S1358, vWA, D16S539,
D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51, D19S433, THOI,
FGA). Czgstosci alleli w tym drugim przypadku pocho-
dzity z wynikow badan wlasnych autoréw przeprowadzo-
nych na populacji 100 niespokrewnionych osob (200 al-
leli) z Polski centralnej. Dla wszystkich 25 badanych
loci —tj. 10 rzeczywistych loci mikrosatelitarnych wcho-
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dzacych w sktad zestawu SGM Plus i czgstosci alleli
ustalonych na podstawie badan populacyjnych autorow
oraz 15 hipotetycznych loci przy zalozeniu wystgpowa-
nia alleli o rownej czgstosci — obliczono wartosci P/ dla
faktycznego ojca i jego brata oraz czgstos¢ kazdej kom-
binacji genotypu w populacji, uwzgledniajac wszystkie
teoretycznie mozliwych kombinacje tych genotypow. Na-
stgpnie w oparciu o uzyskane dane obliczono czgstosé
zmian wartosci P/ w populacji (Fp;) pomigdzy trojkami
z faktycznym ojcem i jego bratem, tj. obliczono, jak
czgsto iloraz PI dla brata faktycznego ojca (w liczniku)
i PI dla faktycznego ojca (w mianowniku) osiaga mozliwe
do uzyskania wartosci: 0, 0.5, 1 lub 2. Warto$¢ 0 oznacza
wykluczenie brata; 0,5 oznacza, ze warto$¢ Pl dla brata
jest dwukrotnie nizsza niz warto$¢ PI dla ojca; 1 oznacza,
ze warto$¢ PI dla brata jest rowna warto$ci uzyskanej dla
ojca; 2 oznacza, ze warto§¢ PI dla brata jest dwukrotnie
wyzsza niz warto§¢ P/ uzyskana dla ojca, czyli Fp; (x) = czg-
stos¢, gdy PI dla brata faktycznego ojca / PI dla faktycz-
nego ojca = x. Uzyskane warto$ci Fp; zostaly przedsta-
wione w formie wykresow.

3. Wyniki

Wiyniki analizy Fp; dla 15 hipotetycznych loci o row-
nych czgsto$ciach alleli przedstawia rycina 2. Wyniki
uzyskane dla 10 rzeczywistych loci mikrosatelitarnych
wchodzacych w sklad zestawu SGM Plus prezentuje ry-
cina 3. Uzyskane warto$ci F'p; 0znaczaja czgstosci wyste-
powania odpowiednio wartosci: 0, 0,5, 1 lub 2 dla ilo-
razu: P/ brata faktycznego ojca przez Pl ojca dla wszyst-
kich teoretycznie mozliwych kombinacji genotypow.

4. Dyskusja

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastgpienie
faktycznego ojca poprzez jego brata najczgsciej nie po-
wodowalo zmiany wartosci PI. W przypadku uktadow
wchodzacych w sktad zestawu SGM Plus, taka sytuacja
miata miejsce w ponad potowie przypadkéw (0,537112,
SD =0,008647). Znacznie rzadziej zastapienie ojca przez
jego brata prowadzito do niezgodno$ci, czyli wyklucze-
nia brata (0,322761, SD = 0,038452). Dwie pozostate
mozliwo$ci — dwukrotnie wyzsze lub nizsze wartos$ci P/
wynikajace z zastapienia ojca w trojce poprzez jego bra-
ta — byly bardzo rzadkie i pojawily si¢ z bardzo niska
$rednig czgstoscia siggajaca zaledwie kilku procent
(odpowiednio 0,046709, SD = 0,009954 i 0,053418,
SD =0,019908). Obliczenia przeprowadzone dla hipote-
tycznych loci o rownych czestoSciach alleli daty podobne
wyniki. W tym przypadku wykazano réwniez, ze wraz ze
wzrostem liczby alleli, ro$nie czgstos¢ przypadkow, gdy
warto$¢ PI dla brata jest rtowna zero. Oznacza to, ze lokus

o wigkszej liczbie alleli jest skuteczniejsze, gdy w gre
wchodzi wykluczenie brata. W zwiazku z asymptotycz-
nym charakterem, wzrost skutecznosci jest jednak ogra-
niczony i stabilizuje si¢ na poziomie nieco wyzszym
niz 0,4. Przeciwnie, czgstos¢ przypadkow, gdy wartosci
PI dla brata i biologicznego ojca sa rowne, obniza si¢
asymptotycznie wraz ze wzrostem liczby alleli, stabili-
Zujac si¢ na poziomie nieco powyzej 0,5. Co wigcej, po-
rownujac wartosci Fpi(0) uzyskane dla uktadow rze-
czywistych i odpowiadajacych im pod wzgledem liczby
typow alleli uktadéw hipotetycznych, mozna zauwazyc¢,
ze wartosci dla loci hipotetycznych sa zawsze wyzsze.
Oznacza to, ze efektywnos$¢ rzeczywistych ukladéw ge-
netycznych powodujacych wykluczenia brata jest nizsza
niz efektywno$¢ charakterystyczna dla uktadéw hipote-
tycznych, ktore posiadaja t¢ sama liczbg alleli o réwnej
czgstosci. Potwierdza to przypuszczenie, ze loci zawiera-
jace allele o réwnych czgstosciach najlepiej sprawdzaja
si¢ w roznego typu praktycznych zastosowaniach. Jednak
nawet niewielkie odstgpstwo od réwnego rozktadu czg-
stosci alleli prowadzi do obnizenia efektywnosci. Ob-
serwacja ta jest zgodna z danymi dostgpnymi w fachowej
literaturze dotyczacymi takich parametrow biostatystycz-
nych, jak P/ [2] 1 PE [15]. Warto réwniez podkresli¢, ze
jak zauwazyt Presciuttini i in. [13], wyniki analiz po-
dobnych do tej, jaka przedstawiono w niniejszej pracy,
mozna odnosi¢ do innych Joci lub zestawow typu multi-
pleks STR, co pozwala na wyciaganie bardziej ogélnych
wnioskow.

5. Whniosek

Jesli w badanej trdjce zastapienie faktycznego ojca
poprzez jego brata nie wywola niezgodnosci, to w wigk-
szosci przypadkdéw warto$ci PI obliczone dla faktycz-
nego ojca i jego brata pozostana niezmienione. W zwiaz-
ku z tym, rozréznienie biologicznego ojca i jego brata
moze nastapi¢ praktycznie wylacznie poprzez wyklu-
czenie brata.
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