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Abstract

Genetic prediction of physical traits is of potential interest to forensic science. It has been shown that the MC1R gene is responsi-
ble for most cases of red hair colour in humans. The impact of this gene is very distinct, especially in populations of Northern Eu-
ropean origin. Its analysis can be informative for prediction of the so-called RHC phenotype, but any new method implemented in
forensic science should be subjected to validation studies. We optimised and validated a test which allows simultaneous analysis
of the eleven most important MC1R polymorphisms and additionally one variable site in amelogenin, which is informative for
sex typing. The developed simple Bayesian network enables evaluation of the influence of the kind of MC1R genotype as well as
other factors on the unknown person’s hair colour. The overall probability structure is completely determined by specifying the

conditional probability tables for each node, based on the obtained data.
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1. Introduction

Forensic biological traces collected at crime scenes
are normally subjected to human identification which
is based on analysis of highly variable STR systems.
Obtained crime scene DNA profiles are compared
with reference profiles and an identified match is un-
derstood as strong evidence supporting the hypothesis
of common origin of the analysed samples. If no sus-
pect is involved in a case and thus no reference mate-
rial is available, obtained crime scene profiles are
usually loaded into a national DNA database and if
matched with a reference profile present in the data-
base the evidential value is also considered significant.
However, if no match is found, the investigation may
significantly slow down as other hypotheses concern-

ing the perpetrator must be verified. In some more seri-
ous cases, a DNA screen may be applied in order to
eliminate individuals from the inquiry. This may in-
volve analysis of hundreds or even thousands of sam-
ples and in worst-case scenarios take many years [2].
The crime scene samples may, however, also be used
for intelligence purposes and in this way may reduce
the number of samples to be screened. Currently avail-
able identification tests allow gender determination
and thus make it possible for an investigation to focus
on male or female suspects. Genetic prediction of
physical traits is another emerging area for forensic
science, and doubtlessly this may become very useful
at the investigation stage [5, 16, 24].

In general, physical traits should be considered as
quantitative traits and thus difficult to analyse. For ex-
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ample, it is assumed that pigmentation, one of the most
distinguishing traits in humans, is controlled by more
than 100 genes [18]. Some of them have already been
identified and their association with different pigment
traits has been shown [17, 21]. Interestingly, inheri-
tance of red hair colour in humans is strongly related
with the only gene which encodes the melanocortin
1 receptor (MC1R) (16q24.3, MIM 155555). Numer-
ous studies carried out on variation within the MCIR
have shown that polymorphisms of the MCIR gene
play a crucial role in determination of the red hair col-
our (RHC) phenotype in man [e.g. 7, 9, 12]. Our previ-
ous study showed that in the Polish population ap-
proximately 97.5 % individuals with genotypes 151/151,
160/160, 151/160 had red hair colour [6]. These two
and a few other polymorphic sites have high predictive
value and thus their analysis may be of great impor-
tance for forensic phenotype prediction. Our previously
developed minisequencing assay allows rapid analysis
of five crucial MC1R SNPs in a single reaction [6].
This paper presents an enhanced assay for analysis
of eleven SNPs within the MC1R gene. The test also
enables genotyping of one SNP located in the first
intron of the amelogenin gene sequence, which is in-
formative for sex determination. The performed vali-
dation of the assay assumed its application to forensic
examinations of biological traces. We also address the
issue of evaluation of the impact that obtained MC1R
results should have on expressivity of the RHC pheno-
type. To graphically represent the relationships be-
tween the observed data we developed a simple causal
network enabling inferring as to the probability of in-
dividual hair colour on the basis of a known MCI1R ge-
notype. A Bayesian network (directed acyclic graph)
consists of the following: a set of variables (repre-
sented by nodes) and a set of directed edges between
variables, each variable has a finite set of mutually ex-
clusive states. To each variable 4 with parents By, ...,
B,, there is attached the conditional probability table
Pr(4|By, ..., By) [10]. The vertical line means condi-
tioned on or given [14]. Such a causal network can be
used to follow how a change in the level of certainty in
one variable (e.g. the kind of MCIR genotype) may
change the level of certainty for other variables (e.g.
probability of a given hair colour of an unknown donor
of'a crime sample) [23]. A Bayesian networks operates
on conditional probability. Therefore, if the occur-
rence of evidence E depends on hypothesis H, the
probability for both £ and H can be expressed using
Bayesian network expression by the scheme:

CO—(D

Using the probabilistic expression the above out-
line can be expressed by the formula:

Pr(H,E)=Pr(H) -Pr(E\H) . {1}
2. Methods
2.1. Samples

390 samples of buccal swabs were taken from unre-
lated southern Polish Caucasians.

The validation study included different types of bi-
ological material analysed in forensic science: details
are given in further sections. DNA was extracted either
using the silica based extraction protocol (A & A Bio-
technology, Gdansk) or with Biorobot M48 (Qiagen,
Hilden, Germany). DNA concentration was measured
with Quant-IT PicoGreen dsDNA Quantitation Kit
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany).

2.2. Assay design

Eleven variable DNA sites within the MC1R exon —
missense, nonsense or frameshift mutations — were se-
lected on the basis of our own research and literature
data [7, 4, 3, 6]. Seven of them are found to strongly
predispose to the red hair colour phenotype. These are
all polymorphisms studied with multiplex 1 (86.1A,
C252A, G425A, C451T, C478T, G880C) and one
polymorphism (C456A) included in multiplex 2. These
polymorphisms are defined in literature as high-pen-
etrance MCIR alleles “R” (significantly associated
with red hair colour and fair skin) [13]. An additional
four polymorphic sites included in multiplex 2 (G178T,
G274A, T464C, G488A) are considered to be low-
penetrance MCI1R alleles “r” (weakly associated with
the RHC phenotype). The multiplex 2 also includes
a single nucleotide polymorphism located in the intron 1
of the amelogenin which is used for sex determination
(Figure 1).

2.2.1. Multiplex PCR

PCR primers were designed to enable simultaneous
amplification of three fragments of the MC1R gene en-
compassing all eleven SNPs (Table I) [6]. The multi-
plex PCR reaction was optimised for three MC1R
fragments and the intron 1 amelogenin fragment
(primers described by Sullivan and co-workers) [22].
The PCR reaction mixture consisted of 5 pl of Multi-
plex PCR Master Mix, 1 pl Q solution and 1 pl of
primer mix (Table I). The temperature profile was as
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Query 136 TARARAGCTACCACCTCATCCTGGGCACCCTGGITATATCAACTTCAGCTATGAGGTAATT 245

LERErerrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et rererrnl
Sbjet 186 TARAAGCTACCACCTCATCCTIGGGCACCCTGGTIATATCAACTTICAGCTATGAGGTAATT 245

Query 246 TTITCTCTTTACTAATTITGATCACTGTTITGCATTAGCAGTCCCCTGGGCTCTGTARAGRA 305
LEETErrrrrrrrrrrerrr e reeveer e e v verererrrererrerend
Sbjct 246 TTITCTCTTTACTRATTITGACCATTGTITTGCGTTRACARTGCCCTGGGCTCTGTARAGRA 305
v
Query 306 TAGTGGGTGGATTCTTCATCCCARATARAGTGGTITTCTCAAGTGGTCCCAATTITACAGT 365

LR e reeeeer reeeenr 1l LEErrrererreerr rrerreennd
Sbjct 306 TAGTGIGTIGRTTCTTTATCCCRAGRAT----—- GITTCTCRAGTGGTCCTGATTTTACAGT 359

Ruery 366 TCCTACCATCAGCTTCCCAGTITTAAGCTCTGATGGTIIGGCCTCAAGCCTGIGITGCTCCA 425

Lrrrrrrr rererrrrrrerrrrrrrrrrrererererrreereeeereerr o 1l
Sbijct 360 TCCTACCACCRAGCTTCCCAGTTTARGCTCTGATGGTTGGCCTCAAGCCTGIGTCGTICCCR 418

fuery 426 GCACCCTCCTGCCIGACCATTCGGATTGACTCTITCCTICCTAAATATGGCTGTAAGTTTA 485

L el reeer e re re ror v rerrrrrrrrrrrrrr reeer 1
5bjct 420 GCAGCCTCCCGCCIGGCCACTCTGACTCAGTICTGICCICCTAAATATGGCCGTARGCTTA 478

guery 486 TICATTCATGAACCACTGCTCAGGRAGGTTCCATGAARGGGCAARAAGTCARCTCTGEACT 545

[ rrereeeeerer et reeeeer reereerrreer rrel Il
5bjct 480 CCCA-TCATGALACCACTACTCAGGGAGGCTCCATGATAGGGCARLAAGTARRCT-——-CT 534

Query 546 GACCAGCTTGGTITCTATCCCATCCGGTAARRATGTARRGATTAGGETAZ 5592

Lrrrrrrerereeerr reer r rrereerrerr reererrenl
Sbjct 535 GACCAGCTTGGITCTARCCCAGCTAGTAAARTGTAAGGATTAGGETAL 581

Fig. 1. GenBank sequences for the amelogenin intron 1 fragments characteristic for the X (Sbjct) and Y (Query) chromosome.
The analysed SNP position is marked with an arrow.

TABLE I. DETAILS OF PCR PRIMERS USED FOR AMPLIFICATION OF THE MC1R AND AMELOGENIN SNP POSITIONS

DNA Primer sequence (5°-3”) Encompassed Amplicon  Concentration
fragment SNPs length [uM]
1" MIF: TGGGCTCCCTCAACTCCACCC 86insA (C-A); 268 bp 0.125
MIR: AGCAGGAGGATGACGGCCGTCT GI78T; C252A;
G274A
2" MIIF: AGCTCCATGCTGTCCAGCCT G425A; C451T; 193 bp 0.125
MIIR: AGCAGGACGGCCACGTGGT C456A; T464C;
C478T; G488A
3" MIIIF: CTCACACTCATCGTCCTCTG G880C 206 bp 0.125
MIIIR: TGCCCAGCACACTTAAAGC
4" SXY1: CCCTGGGCTCTGTAAAGAAT C/T 106/112bp  0.25

SXY2: ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG

" —according to [6], " — according to [22].

follows: {94°C/15 min, (94°C/0.30 min, 63°C/1.30 min, 2.2.2. Minisequencing reactions

72°C/1.30 min) x 30 or 34, 72°C/10 min} 4°C/o0. PCR

products were separated with agarose gel and purified Two multiplex primer extension reactions were de-
using the ExoSap IT kit (Amersham Pharmacia, Frei- signed for genotyping of the analysed SNP positions.
burg, Germany). Details of extension primers are given in Table II. The

purified PCR products were subjected to minisequenc-
ing reactions using the SNaPshot multiplex PCR Kkit,
following instructions given by the manufacturer.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXIX, 37-51
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TABLE II. DETAILS OF EXTENSION PRIMERS USED FOR GENOTYPING OF THE MC1R AND AMELOGENIN
POLYMORPHISMS. NEUTRAL SEQUENCE ACCORDING TO [19]

Multiplex 1

Polymorphism  Neutral 5’— 3’ Target 5°— 3’ bp Concentration
[uM]

86insA (C-A) - TGGGGCTGGCTGCCAA 16/16 0.8

C252A - CTGCCTGGCCTTGTCGGA 18/18 0.1

C451T TCTGACAA TCTCCATCTTCTACGCACTG 2028 0.1

G425A AAAGTCTGACAA GCCATCGCCGTGGACC 16/28  0.025

C478T AAAGTCTGACAA ACAGCATCGTGACCCTGCCG  20/32 0.1

G880C ACGTCGTGAAAGTCTG ACAA CTGCAATGCCATCATC 16/36  0.05

Multiplex 2

Polymorphism  Neutral 5° > 3’ Target 5> — 3’ bp Concentration
[uM]

C456A - TTCTACGCACTGCGCTA 17717 0.1

G178T - TGGTGGAGAACGCGCTGGTG 20/20  0.05

G488A - AGATGGCCGCAACGGCT 17/17 0.8

G274A AAGTCTGACAA TGGTGAGCGGGAGCAAC 17128 0.2

T464C CGTGAAAGTCTGACAA CCGCGGCAGGGTCACG 16/32  0.05

AMEL.C/T AAAGTCTGACAA GTTTCTCAAGTGGTCC 16/28 0.1

2.3. Validation study

2.3.1. Reliability

Twenty samples of known MCIR genotypes,
which were previously determined by cycle sequenc-
ing reactions with the method described by Kanetsky
and co-workers [12] were subjected to analysis using
the optimised SNaPshot assays. The analysed samples
were chosen deliberately in order to represent males
and females and all possible MC1R variants.

2.3.2. Sensitivity

The tested DNA concentrations were as follows: 0.5,
0.25, 0.125, 0.06, 0.03 and 0.015 ng. DNA standard 007
(Applera) was used in sensitivity testing. Samples were
amplified using a total number of 30 and 34 cycles. Re-
sults were evaluated with agarose gels and marginal
points were subjected to minisequencing reactions.

2.3.3. Reproducibility
Thirty different samples collected from the same

individual were analysed. The determined genotype
was confirmed by the cycle sequencing method.

2.3.4. Biological traces

Liquid blood was deposited on cotton (repeated
three times) and kept in 1) room conditions (24 hours,
7 days, 1 and 3 months; 2) increased humidity and tem-
perature — water bath set at 37°C (24 h, 48 h, 72 h,
7 days). Biological material from used personal items
and other specimens frequently examined in forensic
laboratories (razor, toothbrush, spoons, bottles, cups,
lipsticks, magnetic keys, credit cards, cigarette stubs
and semen stains) were collected. All samples were
subjected to DNA extraction using Biorobot M48 and
analysed using the optimised assays. One bone sample
was subjected to DNA extraction using the organic
method and Centricon 100 purification.

2.4. Statistical evaluation of the influence of the
MCIR genotype on phenotypic features

A causal Bayesian network was prepared using
Hugin software ver, 6.8. The network consisted of four
nodes: “MC1R”, “individual hair colour”, “population
stratification” and “other reason” (Figure 2). It was as-
sumed for the sake of simplicity that hair colour is de-
termined by two factors: 1) the MCIR genotype and
2) the action of other factors, which are in turn influ-
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other_reason

population_stratification

ind_hair_colour

Fig. 2. Causal Bayesian network — representation of the de-
pendencies between particular nodes. Individual hair colour
is influenced by the MCIR genotype and other factors,
which are in turn dependent on population stratification (the
proportion of individuals with different kinds of hair colour
in our population).

enced by the kind of individual MC1R SNP panel and
population stratification (proportions of dark red, red,
dark-blond and black haired individuals in the ana-
lysed sample of 390 individuals). The authors are
aware that the analysed sample is not representative of
the general population of South Poland because of
overrepresentation by red-haired individuals. A proba-
bility table for the MC1R node contains a priori infor-
mation on population distribution of the SNP variants.
Hence this probability table has 7 mutually exclusive
chosen states: 151/151, 151/160, 160/160, 142/142,
151/other and 160/other. The conditional probability
table for the node “individual hair colour” represents
all probabilities for Pr(individual hair colour | MCIR,
other reason), presented in Table III. After setting
hard evidence on any of the nodes states, e.g. the crime
sample has MC1R genotype — 160/160 and propagat-
ing it through the network one can ascertain the proba-
bilities of particular hair colours of the sample donor.

3. Results and discussion
3.1. Validation study

Our previous study, performed on 80 red haired in-
dividuals and more than 200 controls of both sexes
confirmed that in most cases red hair colour can be ex-
plained by polymorphisms within the coding segment
of the MCIR gene [6]. Particular genotypes are
strongly associated with the red hair phenotype. Our
results and literature data indicate that the predictive
value is especially high in case of high-penetrance —
“R” variants — 86.1linsA, C252A, G425A, C451T,
C456A, C478T, and G880C appearing in the homozy-
gous state or in heterozygous combinations. In this pa-
per we present a SnaPshot test optimised for selective
analysis of eleven SNPs involved in red hair colour de-
termination and analysis of single transition within the
amelogenin gene, which allows gender determination.
Examples of electropherograms (GenScan) for designed
minisequencing assays 1 and 2 are presented in Figure 3.

SNaPshot results obtained for 20 samples of differ-
ent MC1R genotypes were concordant with cycle se-
quencing reactions in 19 cases. In one case of dis-
cordance, the cycle sequencing reaction showed the
presence of homozygote 880C genotype, whereas the
minisequencing reaction indicated the presence of
compound heterozygote 451C/T and 880G/C. Repeat-
ed analysis revealed that the cycle sequencing result
was incorrect the first time, and the most probable rea-
son for this was allelic dropout (missed allele 451T,
880G). The prepared test allows gender determination.
Single T is characteristic for female samples (dou-
ble X) and heterozygous C/T is characteristic for males
(Figure 4). Sex determination using the optimised meth-
od was found to be correct for all analysed samples
(the total number exceeded 100 samples). Also, in the

TABLE III. TABLE OF CONDITIONAL PROBABILITIES: Pr(individual hair colour | MCIR genotype) AS A RESULT OF

PERFORMED POPULATION STUDY

Hair colour MCIR genotype
151/151 151/160 160/160 142/142 160/other 151/other Other/other

Dark red 0.57 0.46 0.44 0.5 0.1 0.15 0.02
Red 0.43 0.5 0.25 0.5 0.08 0.17 0.03
Auburn 0 0 0.19 0 0.02 0 0.04
Dark-blond 0 0.04 0 0 0.44 0.28 0.46
Blond 0 0 0.06 0 0.18 0.26 0.17
Black 0 0 0 0 0.11 0.06 0.16
Brown 0 0 0.06 0 0.08 0.08 0.12

Problems of Forensic Sciences 2007, LXIX, 37-51
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Fig. 3. GeneScan results for minisequencing assay 1 (panel
A) and assay 2 (Panel B).

‘ﬂ B
TiC

Fig. 4. Sex testing using the amelogenin intron 1 SNP posi-
tion. Panel A — female DNA. Panel B — male DNA.

case of all 33 different samples collected from one in-
dividual, the same correct genotyping results were ob-
tained. These results confirmed the high reliability and
reproducibility of the validated minisequencing assays.
Usually, in the case of STR multiplex kits, the
recommended DNA template concentration is at least
0.5 ng [1]. Performed experiments confirmed that this
concentration is sufficient to obtain correct results us-
ing the optimised assays when 30 cycles of PCR am-
plification were applied. Increased PCR cycles
number option (34 cycles) is used by the forensic com-
munity when samples containing tiny amounts of
DNA, usually classified as LCN — low copy number,
(< 100 pg) are to be analysed [8]. As expected, PCR
sensitivity of the validated assay was much higher
when 34 PCR cycles were applied instead of the regu-
lar option of 30 cycles. With this modification, correct
genotyping results were obtained with as little as 15 pg
of template DNA. The performed experiments

showed, therefore, that the sensitivity of the assay is at
the level characteristic for commercial kits used in fo-
rensic genetics.

Forensic laboratories frequently examine biologi-
cal traces which have been exposed to heavy degrada-
tion processes. It has been observed that such
problematic or low quality specimens subjected to
PCR amplification often fail to give positive results
when long amplicons are to be generated. Thus ampli-
fication of the complete MCIR exon should not be
considered as a successful method in forensic exami-
nations of biological traces. The optimised method in-
volves amplification of three fragments of the MC1R
gene encompassing all the studied SNPs. Amplicon
sizes do not exceed 270 bp. The assays were subjected
to testing using typical forensic specimens (Table I'V).

TABLE IV. RESULTS OF EXPERIMENTS PERFORMED
ON PROBLEMATIC SAMPLES

Specimen Correct minisequencing
results
Room temp. 24 h 3/3
Room temp. 7 days 3/3
Room temp. 1 month 3/3
Room temp. 3 months 3/3
Water bath 24 h 3/3
Water bath 48 h 3/3
Water bath 72 h 3/3
Water bath 7 days 3/3
Semen stains 3/3
Cigarette stubs 4/4
Chewing gum 4/4
Cups, bottles 6/8
Spoons 3/3
Lipstick 373
Toothbrush 11
Razor 11
Jewellery 2/6
Plastic cards 1/4

The experiments showed that the assays worked
correctly in the case of 52 out of 61 samples. In six
cases, PCR amplification failed, mostly for the most
difficult LCN samples (3 rings, 1 earring, 1 plastic
card and 1 cup). In three samples, the MC1R genotype
was found to be inconsistent with the real donor geno-
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type. Such a result was obtained in the case of a swab
taken from a cup, and two credit cards. Further investi-
gation of these samples with the SGM Plus kit re-
vealed that incorrect MCI1R results must have been
caused by mixed DNA. The credit cards could, of
course — besides being touched by the cardholders —
have been touched by shopkeepers. More surprising
was the DNA mixture found on the analysed cup,
which, according to the information, should have been
used by a single person before swabbing.

The test thus proved to be a very sensitive and effi-
cient tool for analysis of degraded forensic specimens.
However, performed experiments also showed that
misleading results may be obtained when a DNA mix-
ture is analysed. In some cases, the high imbalance be-
tween C/T peaks which refer to amelogenin poly-
morphism may indicate a male/female mixture (data
not present). In most cases, the test results fail to indi-
cate the presence of a mixed genotype and therefore,
a sample which is designated for MCIR genotyping
should be previously analysed for the possible pres-
ence of a DNA mixture and such samples should be ex-
cluded from MCIR analysis.

One family study was also performed in a missing
person identification case. Standard analysis of STR
markers using an Identifiler kit revealed a parents-
child relationship between the analysed human re-
mains (femur) and alleged parents. Performed exami-
nation using the MC1R/amelogenin assays correctly
confirmed the male gender of the analysed human re-
mains and also showed the presence of the MCI1R ge-
notype (451C/T), which was possible assuming pa-
rental MC1R genotypes.

3.2. Bayesian network as a tool for evaluation
of the results of MCIR genotyping

Correct evaluation of genotyping results is a funda-
mental issue in forensic examinations. Homozygous
genotypes for so-called R polymorphisms (86.1insA,
C252A, G425A, C451T, C456A, C478T, G88OC) as
well as their heterozygous combinations significantly
support the hypothesis that the sample donor has red
hair colour and fair skin (RHC phenotype). Even in the
case of R/R genotypes, the probability of RHC is not
100% and in order not to mislead the inquiry the result
must be properly evaluated. Thus, one of the important
aims of this study was to propose an inferring model
based on the performed genetic analysis results in the
Bayesian network. The proposed model can provide
scientific justification for the results or conclusions of
MCIR genotypes examinations. In addition, this
model can also be used by other forensic practitioners,

who can add information on the influence of other
genes on the hair colour phenotype.

Bayesian networks are very flexible in terms of in-
corporating new variables in order to track and assess
additional knowledge so that the reasoning for the con-
clusions can be evaluated. On the basis of 1) pen-
etrance of R variants into the red hair phenotype,
2) frequency of different kinds of individual hair col-
our and 3) known population distribution of MC1R ge-
notypes, we inferred about the possibilities of the hair
colour of the donor of an unknown crime sample. Fig-
ure 5 presents prior information connected with “par-
ent” nodes and resulting conditional probability tables
before entering (fixing) the so called “hard” evidence.

0.3009 151_151

other_reason

other_reason MC1R

population_stratification ind_hair_colour

popullation_stratificatior] ind_hair_colour
3 O 9388 e
3 = . re
2.0302 auburn 32,4853 aubun
38.3838 d_blon 38.2632 dark_blon|
16.1616 blond 16,2430 blond
12,1212 black 12,0879 black
9.0909 brown 9.6885 brown

Fig. 5. Representation of probability tables connected with
particular nodes before entering the “hard” evidence.
MCIR, population_stratification — parental nodes.

Evidence in the case of a variable is a statement of
the certainties of its states. If the variable is
instantiated, it is called “hard” evidence; otherwise it
is called “soft” evidence [10]. When, for example, we
obtain a sample with MC1R genotype 151/151, then
the first estimation of the probability that the donor has
dark red hair colour is about 57%, whereas that he has
red hair equals 43%. This is a result of our finding that
in the analysed sample there were no individuals other
than red or dark red haired, with the 151/151 genotype.
But there were other red haired individuals that had no
151/151 MCIR genotypes. One should differentiate
between the two conditional probabilities: Pr(red hair |
151/151 MCIR genotype) and Pr(151/151 MCIR ge-
notype | red hair). The first probability equals about
43%, but the second 7%. However, the values ob-
tained in our model, after incorporating the hard evi-
dence that the sample e.g. has the 151/151 MCIR
genotype, amount to 55.5% probability for having red
hair and 44.5% probability for having dark red hair.
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This is because they are updated (corrected) by knowl-
edge of the population distribution of the MC1R geno-
type in our population and the action of other factors
(Figure 6). Hence the operational advice to police is
fairly certain: “the perpetrator should have dark red or
red hair colour”.

other_reason
BEI3EEZ no
10,6758 yes|

other_reason

population_stratification

population_stratification
11,1111 d_red

ind_hair_colour

ind_hair_colour
44,4947 dark_red

10.1010 red 55.5053 red
2.0303 auburn 0.0000 auburm
38,3838 d_blond 0.0000 dark_blond
16.1616 blond 0.0000 blond

12,1212 black
9.0903 brown

0.0000 black
0.0000 brown

Fig. 6. Representation of probability tables connected with
particular nodes after entering the “hard” evidence, that is,
e.g. the crime sample has MCIR genotype 151/151. The
probability that the donor of the sample has dark red hair is
44.49%, that the hair is red in general is 55.51%.

Other information that can be retrieved from the
network, results from the so called diagnostic direc-
tion. If one introduces into the network the known in-
formation that one person is phenotypically dark red
haired, then the probability that he/she has the 151/151
MCIR genotype equals about 1%; that he/she is
151/160 amounts to about 34%; 160/160 — 17% and so
on (Figure 7). This direction of reasoning is of course
not useful for casework.

The developed network may be easily extended
when new information is available. If we have addi-
tional knowledge about other genes influencing hair
colour it will be utilised for further updating our pres-
ent knowledge on relevant factors. The established
model clearly presents the probabilistic values and the
causal relationship between hypotheses and evidence.
Through evaluation of known (“hard”) evidence and
probabilistic analysis of posterior assessments, the
Bayesian network model is able to help the forensic
analyst to assess possible states of each piece of evi-
dence. In addition, thanks to the Bayesian network, the
evidence that will have the most effect on final find-
ings can be determined.

However, there are some limitations to applying
the Bayesian network model despite its advantages.
Such a model involves an individual’s subjective

MCIR

13106 151 151
34.0427 151_160
17.2803 160_160
other_reason 24546 142_142

154566 160 _x

R Ao1s s 176731 151 x

! 11.7820 other_SNP

MC1R

other_reason

population_stratification ind_hair_colour

opulation_stratification
11,0276 d_red
10.0081 red
3.0387 auburn

ind_hair_colour
RN il red
0.0000 red
0.0000 auburn
0.0000 darl:_blond
0.0000 blond
0.0000 black
0.0000 brown

12,1549 black
9.1161 brown

Fig. 7. Representation of probability tables connected with
particular nodes after entering the “hard” evidence, that the
individual has dark red hair colour. The probability that
his/her MC1R genotype is e.g. 151/160 amounts to about
34% and that other factors influence his/her hair colour is as-
sessed at 14.45%.

judgement in determining the causal relationships and
preliminary assumptions. So different experts, even
having at their disposal the same set of evidence, may
find different outcomes, because of a different repre-
sentation of the same problem. For example, the prior
distribution of the MC1R genotype and different hair
colour were assessed on the basis of examining 390 in-
dividuals; on the other hand, we are aware that this
sample may not be representative of the whole popula-
tion. Hence, further research and analyses are needed
to enhance the inference capability and accuracy of the
Bayesian network model before it can be applied in
routine forensic casework.

The presented Bayesian network calculations were
carried out on the basis of results obtained for a popu-
lation sample from South Poland. Recent MC1R data
for a population from Liguria (Italy) revealed 13 com-
pound heterozygotes R/R and surprisingly only 2 of
them resulted in red hair colour of the donor. This was
explained by the authors by the action of other genes,
which may mask the action of R type MCIR alleles
and lead to low frequency of the RHC phenotype [15].
This finding has important implications for forensic
science, as it proves that RHC prediction is very de-
pendent on the population sample. The procedure
should therefore start with definition of the population
origin of the donor and then RHC prediction could be
accomplished with appropriate certainty. An investi-
gation always has to take into account the fact that the
perpetrator may also be deliberately trying to mislead
the investigation by dying hair.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXIX, 37-51



Forensic application of a rapid test for red hair colour prediction...

45

4. Concluding remarks

The performed experiments showed that the de-
signed test allows rapid and relevant red hair colour
prediction based on analysis of biological traces. At
the same time, the test enables sex determination. The
optimised test may also find application in studies per-
formed in other fields like dermatology. The devel-
oped Bayesian network represents in a graphical way
the relationships among the set of obtained results and
allows us to infer about hair colour of the donor of
a crime sample. The created network remains open for
prediction of successive traits by genetic examination.
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ZASTOSOWANIE SZYBKIEGO TESTU DO PRZEWIDYWANIA RUDEGO
KOLORU WELOSOW I OZNACZANIA PLCI W BADANIACH

GENETYCZNO-SADOWYCH

1. Wstep

Slady biologiczne zabezpieczane na miejscach zda-
rzenia kryminalnego sa zazwyczaj poddawane badaniom
identyfikacyjnym polegajacym na analizie wysoce po-
limorficznych uktadéw typu STR. Oznaczone profile
DNA zidentyfikowane na miejscu przestgpstwa sa po-
rownywane z profilami referencyjnymi, a stwierdzona
zgodno$¢ jest rozumiana jako silny dowod przemawia-
jacy na korzys¢ hipotezy o wspolnym pochodzeniu anali-
zowanych probek. Jesli w sprawie nie wytypowano zad-
nych podejrzanych i brak jest materiatu por6wnawczego,
oznaczone profile DNA z miejsca przestgpstwa sa za-
zwyczaj umieszczane w narodowej bazie danych DNA.
Jesli przeszukanie bazy profili por6wnawczych dopro-
wadzi do odnalezienia profilu zgodnego z profilem DNA
z miejsca przestepstwa, dowodowa warto$¢ stwierdzonej
zgodnosci jest rOwniez oceniana jako wysoka. W przy-
padku braku wykazania zgodnosci dochodzenie moze
ulec znacznemu spowolnieniu w zwiazku z koniecznos-
cig zweryfikowania alternatywnych hipotez dotyczacych
osoby odpowiedzialnej za popetnienie przestgpstwa.
W niektorych powazniejszych sprawach stosowane sa
przesiewowe badania DNA, ktore pozwalaja na wyelimi-
nowanie kolejnych osob z kregu podejrzanych. Takie
rozwiazanie moze prowadzi¢ do koniecznosci analizy se-
tek lub nawet tysigcy probek i w skrajnych przypadkach
trwac wiele lat [2]. Probki ujawnione na miejscu zdarze-
nia kryminalnego moga by¢ jednak rowniez wykorzysta-
ne do celéw wywiadowczych, co moze przyczynic si¢ do
ograniczenia liczby probek podlegajacych badaniom
przesiewowym. Wspotczesne testy identyfikacyjne po-
zwalaja na oznaczenie pici, co umozliwia organom $led-
czym wysuna¢ hipotez¢ na temat pici osoby podejrzane;.
W genetyce sadowej pojawiaja si¢ jednak nowe moz-
liwosci — genetyczne przewidywanie cech fizycznych.
Bez watpienia moga one sta¢ si¢ bardzo uzyteczne na
etapie prowadzonego dochodzenia [5, 16, 24].

Cechy fizyczne powinny by¢ traktowane jako cechy
ilosciowe, a wigc trudne do analizy. Przyjmuje si¢ na
przyktad, ze pigmentacja, jedna z najbardziej réznicu-
jacych cech ludzkich, znajduje si¢ pod kontrola ponad
100 genéw [18]. Niektore z nich zostaly juz zidentyfiko-
wane. Wykazano réwniez ich zwiazki z dziedziczeniem
roznych cech pigmentacyjnych [17, 21]. Co ciekawe,
dziedziczenie rudego koloru wlosow u cztowieka jest sil-
nie zwiazane z jednym genem, ktory koduje receptor me-
lanokortyny 1 (MC1R) (16q24.3, MIM 155555). Liczne

badania przeprowadzone nad zmiennosciag genu MC1R
wykazaly, ze polimorfizm ten odgrywa decydujaca role
w determinacji fenotypu przejawiajacego si¢ rudym ko-
lorem wlosow (RHC) u ludzi [np. 7, 9, 12]. Wczedniejsze
badania autorow tego artykutu wykazaty, ze w populacji
polskiej okoto 97,5% osobnikow charakteryzujacych sig
genotypami 151/151, 160/160, 151/160 posiadato rudy
kolor wtosow [6].Te dwa miejsca polimorficzne oraz kil-
ka innych pozycji nukleotydowych w genie MC1R maja
duze znaczenie predyktywne, a w zwiazku z tym moga
mie¢ istotne znaczenie dla przewidywania fenotypu
w badaniach sadowych. Zaproponowany wczesniej przez
autorow tego artykutu test pozwala na szybka analize
pigciu pozycji typu SNP w genie MC1R o kluczowym
znaczeniu w pojedynczej reakcji typu multipleks [6].
Niniejsza praca przedstawia rozszerzony test umoz-
liwiajacy analize jedenastu pozycji typu SNP w genie
MCIR. Test pozwala rowniez na analiz¢ jednej pozycji
typu SNP zlokalizowanej w pierwszym intronie genu
amelogeniny, ktérego badanie pozwala na oznaczenie
ptci. Przeprowadzone do§wiadczenia walidacyjne miaty
na celu umozliwienie zastosowania testu w sadowych ba-
daniach §ladow biologicznych. W pracy rowniez roz-
wazany jest problem oceny wplywu, jaki maja uzyskane
wyniki analizy genu MCI1R na wystgpowanie fenotypu
RHC. W celu graficznego przedstawienia zwiazkdéw po-
migdzy obserwowanymi danymi stworzono prosta sie¢
przyczynowa pozwalajaca na wnioskowanie na temat
prawdopodobienstwa wystapienia danego koloru wio-
soOw na podstawie znanego genotypu MCI1R. Sie¢ baye-
sowska (ukierunkowany wykres acykliczny) sktada si¢
z nastgpujacych elementow: zestawu zmiennych przed-
stawionych w formie wezlow oraz zestawu strzalek ta-
czacych wezty, a ukazujacych zalezno$ci migdzy zmien-
nymi; kazda zmienna posiada skonczony zestaw wzajem-
nie wykluczajacych sig stanow, do kazdej zmiennej 4 za-
leznej od zmiennych By, ...,B,, dotaczona jest tabela z pra-
wdopodobienstwami warunkowymi Pr(4|By, ..., B,) [10].
Tak skonstruowana sie¢ przyczynowa moze by¢ stoso-
wana w celu oceny, jak zmiana poziomu pewnos$ci w ob-
szarze jednej zmiennej (np. rodzaju genotypu MCIR)
moze zmienia¢ poziom pewnosci w obszarze pozostatych
zmiennych (np. prawdopodobienstwo posiadania okres-
lonego koloru wloséw przez nieznanego dawcg probki)
[23]. Sieci Bayesowskie dziataja na zasadzie prawdopo-
dobienstw warunkowych. Dlatego wige, jesli wystepo-
wanie dowodu E zalezy od hipotezy H, to zaleznosci
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migdzy nimi moga zosta¢ przedstawione poprzez sieé
bayesowska jak na ponizszym schemacie:

CO—CD

Powyzszy schemat moze zosta¢ przedstawiony po-
przez wzor:

P{H,E)=P{H)-P{EH). {1}
2. Metody
2.1. Probki

0Od 390 niespokrewnionych osob rasy kaukaskiej za-
mieszkujacych Polskg potudniowa pobrano probki w for-
mie wymazow z jamy ustnej. Badania walidacyjne objety
rézne rodzaje materialu biologicznego analizowanego
w badaniach sadowych; szczegolowe dane na ten temat
podano ponizej. Ekstrakcje DNA prowadzono albo z za-
stosowaniem manualnej metody krzemionkowej (A & A
Bitechnology, Gdansk), albo z zastosowaniem aparatu
Biorobot M48 (Qiagen, Hilden, Niemcy). Stgzenie DNA
mierzono przy zastosowaniu zestawu Quant-IT Pico-
Green dsDNA Quantitation Kit (Invitrogen, Karlsruhe,
Niemcy).

2.2. Konstrukcja testu

Na podstawie wynikow wiasnych badan oraz danych
z literatury wybrano jedenascie zmiennych pozycji DNA
(mutacji typu missense, nonsense oraz mutacji zmiany
ramki odczytu) zlokalizowanych w eksonie genu MC1R
[7, 4, 3, 6]. Jak wykazano, siedem z tych mutacji silnie
predysponuje do posiadania fenotypu RHC. Sze$¢ z nich
to miejsca polimorficzne wchodzace w sktad reakcji mul-
tipleks 1 (86.1A, C252A, G425A, C451T, C478T, G880C),
natomiast jeden zawarty jest w reakcji multipleks 2
(C456A). Te miejsca polimorficzne sa okreslane w litera-
turze jako allele genu MCIR o wysokiej penetracji —,,R”
(sa silnie skorelowane z rudym kolorem wlosow i jasna
karnacja) [13]. Dodatkowe cztery pozycje polimorficzne
zawarte w reakcji multipleks 2 (G178T, G274A, T464C,
G488A) sa traktowane jako allele o niskiej penetracji —
I (sa stabiej skorelowane z fenotypem typu RHC). Re-
akcja multipleks 2 umozliwia réwniez analizg polimorfiz-
mu pojedynczego nukleotydu zlokalizowanego w pierw-
szym intronie genu amelogeniny, ktora pozwala na ozna-
czenie plci (rycina 1).

2.2.1. Reakcja PCR typu multipleks

Startery reakcji PCR zaprojektowano tak, aby umoz-
liwi¢ jednoczesna amplifikacje trzech fragmentow genu
MCIR zawierajacych komplet jedenastu pozycji typu
SNP (tabela I) [6]. Reakcje PCR zoptymalizowano dla
trzech fragmentow genu MCI1R oraz pierwszego intronu
amelogeniny (startery opisane przez Sullivan i wspotpra-
cownikow) [22]. Mieszanina reakcyjna PCR sktadata si¢
z 5 pl mieszaniny Multiplex PCR Master Mix, 1 pl roz-
tworu Q oraz 1 pl mieszaniny starterow (tabela I). Reak-
cje PCR prowadzono, stosujac nastgpujacy profil tempe-
raturowy: {94°C/15 min, (94°C/0,30 min, 63°C/1,30 min,
72°C/1,30 min) x 30 lub 34, 72°C/10 min} 4°C/co.
5 ul produktu PCR rozdzielano na zelu agarozowym,
a pozostala objeto§¢ oczyszczano z zastosowaniem ze-
stawu ExoSap IT kit (Amersham Pharmacia, Freiburg,
Niemcy).

2.2.2. Reakcje minisekwencjonowania

Genotypowanie badanych pozycji typu SNP prowa-
dzono z zastosowaniem dwoéch reakeji typu multipleks
polegajacych na wykorzystaniu metody wydhuzania star-
tera (ang. primer extension). Szczegdty dotyczace star-
teréw wydtuzajacych przedstawia tabela I1. Oczyszczone
produkty PCR poddawano reakcjom minisekwencjono-
wania z zastosowaniem zestawu SNaPshot multiplex
PCR kit, stosujac si¢ do zalecen producenta.

2.3. Badania walidacyjne
2.3.1. Niezawodnos¢

Dwadziescia probek o znanych genotypach MCIR,
ktore zostaly uprzednio oznaczone z zastosowaniem re-
akcji cyklicznego sekwencjonowania zgodnie z procedu-
ra opisang przez Kanatsky i wspotpracownikow [12],
poddano analizie z wykorzystaniem zoptymalizowanych
testow. Badane probki wybrano celowo tak, aby repre-
zentowani byli me¢zczyzni, kobiety 1 wszystkie mozliwe
warianty MC1R.

2.3.2. Czutos¢

Testom poddano nastgpujace stezenia DNA: 0,5, 0,25,
0,125, 0,06, 0,03, oraz 0,015 ng. W badaniach nad czu-
toscia testu wykorzystano standard 007 (Applera). Probki
amplifikowano, stosujac dwie opcje: 30 oraz 34 cykli re-
akcji PCR. Wydajnos¢ reakcji PCR oceniano z zastoso-
waniem zeli agarozowych, a nastgpnie skrajne punkty
poddawano reakcjom minisekwencjonowania.
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2.3.3. Powtarzalnosé

Analizie poddano trzydziesci réznych probek pobra-
nych od tego samego osobnika. Oznaczony genotyp
MCIR potwierdzono za pomoca reakcji cyklicznego se-
kwencjonowania.

2.3.4. Slady biologiczne

Ptynna krew naniesiono na baweing w trzech pow-
torzeniach i przechowywano w warunkach pokojowych
(24 godziny, 7 dni, 1 i 3 miesigce) oraz w warunkach pod-
wyzszonej wilgotnosci i temperatury — fazni wodnej z za-
dang temperatura 37°C (24 godziny, 48 godzin, 72 go-
dziny, 7 dni). Zebrano réwniez materiat biologiczny
zuzywanych rzeczy osobistych oraz inne probki regular-
nie badane w laboratoriach sadowych (maszynka do go-
lenia, szczoteczka do zgbow, tyzki, butelki, kubki, szmin-
ki, klucze magnetyczne, karty kredytowe, niedopalki pa-
pieros6w, plamy nasienia). Wszystkie probki poddano
ekstrakcji DNA z zastosowaniem aparatu Biorobot M48
i przeanalizowano, wykorzystujac zoptymalizowane te-
sty. Badaniu poddano réwniez pojedyncza probkeg —
w tym przypadku ekstrakcje DNA prowadzono z zasto-
sowaniem metody organicznej i z oczyszczaniem probek
na kolumnach Centricon 100.

2.4. Statystyczna ocena wptywu genotypu MCIR
na cechy fenotypowe

Przyczynowa sie¢ bayesowska zostata przygotowana
za pomocg programu Hugin, wersja 6.8. Sie¢ ztozona jest
z czterech weztow: , MCIR?”, , kolor wltoséw osobnika”,
»stratyfikacja populacji” i ,,inna przyczyna” (rycina 2).
Dla uproszczenia zatozono, ze kolor wloséw jest determi-
nowany przez dwa czynniki: 1) genotyp MCI1R i 2) dzia-
lanie innych czynnikéw, ktore z kolei pozostaja pod
wplywem poszczegdlnych wariantéw genu MCIR oraz
zréznicowania populacji (odsetek osobnikow o kolorze
wlosow ciemno-rudym, rudym, szatyn, blond, czarnym
w badanej populacji 390 0sob). Autorzy zdaja sobie spra-
we, ze analizowana proba populacyjna nie jest repre-
zentatywna dla populacji generalnej Polski potudniowe;j
w zwiazku z tendencja wynikajaca z nadreprezentacji
0s6b o rudym kolorze wlosow. Tabela prawdopodobien-
stwa dla wezta MCIR zawiera prawdopodobienstwa
a priori na temat rozktadu wariantow SNP w populacji.
Stad tabela prawdopodobienstw zawiera 7 wzajemnie
wykluczajacych sig stanow: 151/151, 151/160, 160/160,
142/142, 151/inny i1 160/inny. Tabela warunkowych
prawdopodobienstw dla wezta ,,kolor wlosow osobnika”
zawiera wszystkie prawdopodobienstwa warunkowe dla
Pr(kolor wlosow osobnika | MCIR, inna przyczyna), co
przedstawia tabela III. Po ustaleniu mocnego dowodu
w ktorymkolwiek z weztow (np. w probcee z miejsca zda-

rzenia kryminalnego stwierdzono obecno$¢ genotypu
160/160) i rozprzestrzenieniu si¢ jego wplywu na cala
sie¢, mozna stwierdzi¢ prawdopodobienstwa wystapienia
poszczegdlnych kolorow wloséw u osoby bedacej
zrddtem probki.

3. Wyniki i dyskusja
3.1. Badania walidacyjne

Poprzednie badania przeprowadzone przez autoréw
tej pracy na grupie 80 0s6b o rudym kolorze wlosow i po-
pulacji kontrolnej ponad 200 osdb obu pici potwierdzity,
ze w wigkszosci przypadkow przyczyna wystgpowania
rudego koloru wloséw moze by¢ wyjasniona poprzez wa-
rianty regionu kodujacego genu MCIR [6]. Niektore ge-
notypy sa silnie skorelowane z rudym kolorem wlosow.
Badania autorow oraz dane z literatury wskazuja, ze
warto$¢ predyktywna jest szczegodlnie silna w przypadku
wariantow klasyfikowanych jako ,,R” (o wysokiej penet-
racji) wystgpujacych jako homozygoty lub kombinacje
heterozygotyczne, do ktérych naleza 86.1insA, C252A,
G425A, C451T, C456A, C478T 1 G8BOC. Niniejsza pra-
ca przedstawia test wykorzystujacy zestaw SNaPshot,
ktéry zoptymalizowano w celu wybidrczej analizy jede-
nastu pozycji typu SNP zwiazanych z dziedziczeniem ru-
dego koloru wtoséw oraz pojedynczej tranzycji w genie
amelogeniny, co pozwala na oznaczanie plci. Przyktady
elektroferogramow przedstawiajacych wyniki analiz
przeprowadzonych z zastosowaniem testu minisekwen-
cyjnego 112 (GeneScan) przedstawia rycina 3.

Wyniki reakcji SNaPshot uzyskane dla 20 probek re-
prezentujacych rézne genotypy MCIR byty zgodne z wy-
nikami cyklicznego sekwencjonowania w 19 przypad-
kach. W jednym przypadku odnotowano brak zgodnos-
ci—cykliczne sekwencjonowanie wykazato obecno$é ho-
mozygoty 880C, podczas gdy minisekwencjonowanie wy-
kazato obecnos¢ ztozonej heterozygoty 451C/T i 880G/C.
Powtorna analiza wykazata, ze uzyskany za pierwszym
razem wynik cyklicznego sekwencjonowania byl nie-
prawidtowy. Najbardziej prawdopodobna przyczyna za-
istnienia problemu bylo wypadnigcie jednego z alleli
(allelic dropout; brakujacy allel 451T, 880G).

Przygotowany test pozwala na oznaczenie ptci. Ho-
mozygota T charakterystyczna jest dla probek pocho-
dzacych od kobiet (podwojny X), podczas gdy hetero-
zygota C/T jest charakterystyczna dla probek pochodza-
cych od megzezyzn (rycina 4). Badania wykazaly pra-
widlowe oznaczenie plci z zastosowaniem zoptymali-
zowanej metody we wszystkich analizowanych prob-
kach, ktorych catkowita liczba przekroczyta 100.

Rowniez w przypadku wszystkich 33 probek pobra-
nych od jednego osobnika uzyskano ten sam prawidlowy
wynik genotypowania. Uzyskane wyniki potwierdzity
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wysoka niezawodnos$¢ 1 powtarzalnos¢ walidowanej me-
tody minisekwencjonowania.

Standardowo rekomendowane stezenie matrycowego
DNA w przypadku zestawow do multipleksowej analizy
uktadéw typu STR wynosi co najmniej 0,5 ng [1].
Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity, ze takie
stezenie jest wystarczajace do uzyskania prawidlowych
wynikéw dziatania zoptymalizowanych testow przy
30 cyklach reakcji PCR. Modyfikacja polegajaca na
podniesieniu liczby cykli reakcji PCR (34 cykle) jest sto-
sowana w genetyce sadowej w celu analizy probek za-
wierajacych minimalng ilo§¢ DNA klasyfikowanych
zgodnie z przyjetymi zasadami jako LCN — (niska liczba
kopii; < 100 pg) [8]. Zgodnie z oczekiwaniami, czulos¢
walidowanego testu byla znacznie wyzsza, gdy zamiast
30 cykli zastosowano 34 cykle reakcji PCR. Po zasto-
sowaniu tej modyfikacji prawidlowe wyniki badan uzys-
kiwano z zaledwie 15 pg matrycowego DNA. Przepro-
wadzone doswiadczenia wykazaly, ze czulo$¢ testu jest
na poziomie charakterystycznym dla zestawow dostgp-
nych w handlu i stosowanych w genetyce sadowe;j.

W laboratoriach sadowych czgsto analizowane sa §la-
dy biologiczne, ktdre sa narazone na dzialanie silnych
proceséw gnilnych. Wielokrotnie obserwowano, ze am-
plifikacja tego typu probek o niskiej jakosci daje nega-
tywne wyniki, gdy celem jest namnozenie dtugich frag-
mentow DNA. W zwiazku z tym amplifikacja catego
eksonu MCIR nie powinna by¢ brana pod uwagg jako
skuteczna metoda analizy w przypadku sadowej analizy
$ladow biologicznych. Zoptymalizowana przez autoréw
niniejszej pracy metoda polega na amplifikacji trzech
fragmentow genu MCIR zawierajacych wszystkie ba-
dane pozycje typu SNP. Dhugosci amplikondéw nie prze-
kraczaja 270 pz. Metoda zostata poddana testom przy
zastosowaniu typowych probek o charakterze sadowym
(tabela IV). Eksperymenty wykazaly prawidtowe dzia-
fanie metody w przypadku 52 z catkowitej liczby 61 pro-
bek. W szesciu przypadkach amplifikacja dala wynik
negatywny. Dotyczylo to gtdéwnie najbardziej problema-
tycznych probek typu LCN (3 wymazdw z pierScionkow,
1 wymazu z kolczykéw, 1 wymazu z karty kredytowe;j
i 1 wymazu z kubka). W trzech przypadkach oznaczony
genotyp MCIR byt niezgodny z rzeczywistym genoty-
pem dawcy. Taki wynik uzyskano w przypadku wymazu
pobranego z kubka oraz wymazow z kart kredytowych.
Szczegdtowa analiza tych probek z zastosowaniem ze-
stawu SGM Plus wykazala, ze nieprawidlowe wyniki
analizy MCIR musiaty wynika¢ z obecno$ci mieszanin
DNA. Karty kredytowe oczywiScie mogty by¢ dotykane,
poza ich wiascicielami, przez sprzedawcow w sklepach.
Bardziej zaskakujace bylo uzyskanie mieszaniny DNA
na analizowanym kubku, ktéry zgodnie z informacjami,
powinien by¢ uzywany przez jedna osobg przed pobra-
niem wymazu.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze metoda
jest wystarczajaco czutym i wydajnym narzedziem do
analizy zdegradowanych probek sadowych. Pokazaly
jednak réwniez, ze analiza mieszanin DNA moze pro-
wadzi¢ do uzyskania nieprawidlowych wynikow analizy.
W niektorych przypadkach na mieszaning DNA pocho-
dzacego od mezczyzny i kobiety moze wskazywac silna
dysproporcja w sile sygnalu pomigdzy pikami dla nukle-
otydow C i T, ktore odnosza si¢ do analizowanej pozycji
SNP w genie amelogeniny (dane nieprezentowane).
W wigkszosci przypadkdéw wyniki testu nie sa w stanie
ujawni¢ obecnosci ewentualnej mieszaniny DNA.
W zwiazku z tym probka, ktora przeznaczona jest do
analizy genotypu MCI1R, powinna zosta¢ uprzednio zba-
dana na obecno$¢ mieszaniny DNA, a probki, ktore za-
wieraja taka mieszaning, powinny zosta¢ wykluczone
z analizy MC1R. Badaniom poddano réwniez jedna spra-
we dotyczaca identyfikacji osoby zaginionej. Standardo-
wa analiza markeréw typu STR wchodzacych w sktad
zestawu Identifiler wykazata pokrewienstwo typu rodzi-
ce-dziecko pomigdzy analizowanymi szczatkami ludz-
kimi (ko$¢ udowa) a domniemanymi rodzicami. Prze-
prowadzone badania z zastosowaniem zoptymalizowa-
nych testéw umozliwiajacych analiz¢ MC1R oraz amelo-
geniny prawidlowo oznaczyly, ze badane szczatki po-
chodza od mezczyzny oraz wykazaty obecno$¢ genotypu
451C/T genu MCIR, ktory byt prawidlowy w $wietle
genotypow MCIR charakterystycznych dla domniema-
nych rodzicow zaginionego.

3.2. Sie¢ bayesowska jako narzedzie do oceny
wynikéw genotypowania genu MCIR

Prawidtowa ocena wynikow genotypowania jest pod-
stawowym zagadnieniem z punktu widzenia badan sado-
wych. Homozygotyczne genotypy dla polimorficznych
pozycji sklasyfikowanych jako R (86.linsA, C252A,
G425A, C451T, C456A, C478T, G880C), jak rowniez
heterozygotyczne kombinacje tych wariantow, silnie
przemawiaja na korzys¢ hipotezy, ze dawca probki ma
rudy kolor wloséw i jasna skore (fenotyp RHC). Nawet
jednak w przypadku genotypoéw R/R prawdopodobien-
stwo wystapienia fenotypu RHC nie jest rowne 100%,
w zwiazku z czym wynik musi by¢ poddany rzetelnej
ocenie tak, aby nie wprowadzi¢ w btad organu dochodze-
niowego. Jednym z istotnych celé6w niniejszej pracy byto
przedstawienie modelu wnioskowania polegajacego na
uwzglednieniu wynikéw analizy genetycznej przez za-
stosowanie sieci bayesowskiej. Zaproponowany model
moze dostarczy¢ naukowego uzasadnienia dla wynikow
lub wnioskow analizy genotypu genu MC1R. Co wigcej,
stworzony model moze zosta¢ wykorzystany przez in-
nych genetykéw sadowych, ktdrzy maja mozliwos¢ roz-
budowania go o informacje na temat wptywu innych
genow na cechg fenotypowa, jaka jest kolor wlosow.
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Sieci bayesowskie sa bardzo plastyczne pod wzgle-
dem wprowadzania dodatkowych zmiennych shuzacych
do oceny i wykorzystania dodatkowej wiedzy dla potrzeb
oceny wnioskow. Na podstawie: 1) penetracji wariantow
R w$rdd osobnikoéw o rudym kolorze wlosow, 2) czgstos-
ci populacyjnych dla poszczegoélnych koloréw wlosow
oraz 3) znanego rozkladu czgstosci genotypow MCIR
w populacji, przeprowadzono wnioskowanie na temat
mozliwo$ci wystapienia danego koloru wlosow u osoby
stanowiacej zrodlo nieznanej probki zabezpieczonej na
miejscu zdarzenia kryminalnego. Rycina 5 przedstawia
informacj¢ a priori zwiazana z weztami ,,rodzicami”
i wynikajace z ich zastosowania prawdopodobienstwa
warunkowe w pozostatych weztach przed wprowadze-
niem tzw. ,,pewnego” dowodu.

Dowdd w przypadku zmiennej jest okresleniem po-
ziomu wiarygodnos$ci dla poszczegolnych stanow. Jesli
zmienna jest skonkretyzowana (stan zmiennej jest sta-
nem pewnym, tj. jego prawdopodobienstwo jest rowne
100%), wowczas uzyskuje miano ,,pewnego” dowodu;
W przeciwnym razie nosi miano dowodu ,migkkie-
g0” [10]. Na przyktad, kiedy rozpatrujemy probke o ge-
notypie MCI1R 151/151, woéwczas pierwsze przyblizenie
prawdopodobienstwa, ze jej dawca ma ciemnorudy kolor
wlosow, bedzie rowne 57%, natomiast, ze ma rudy kolor
wlosow, wyniesie 43%. Wynika to z uzyskanych przez
autoroOw niniejszej pracy danych, ktore wskazuja, ze
w badanej probie populacyjnej nie wystapity osoby, ktore
posiadatyby genotyp MCI1R 151/151 i kolor wloséw inny
niz rudy lub ciemnorudy. W populacji wystgpowaty jed-
nak osoby rude, ktére nie posiadaty genotypu MCIR
151/151. Nalezy rozrézni¢ bowiem dwa prawdopodo-
bienstwa warunkowe: Pr(rude wlosy | genotyp MCIR
151/151)1 Pr(genotyp MCIR 151/151 | rude wiosy). Pio-
nowa linia oznacza ,,pod warunkiem, ze” [14]. Wynikiem
pierwszego prawdopodobienstwa jest wartos¢ 43%, na-
tomiast drugiego 7%. Jednak wartosci prawdopodo-
bienstw uzyskane w rozpatrywanym modelu po wpro-
wadzeniu ,,pewnego” dowodu 151/151 na temat genoty-
pu MCI1R saréwne 55,5%, gdy osoba posiada rudy kolor
wlosow 1 44,5%, gdy osoba posiada ciemnorudy kolor
wlosow. Wynika to z faktu, ze prawdopodobienstwa te sa
skorygowane poprzez wiedzg na temat rozkladu czgs-
tosci genotypoéw w badanej populacji oraz poprzez dzia-
fanie innych przyczyn (rycina 6). Wobec powyzszego
wiadomos$¢ dla policji o charakterze operacyjnym jest
w przypadku genotypu 151/151 raczej stanowcza: ,,na-
pastnik powinien mie¢ ciemnorudy lub rudy kolor wio-
sOwW”.

Inne informacje, ktére mozna uzyska¢ dzigki analizie
sieci bayesowskiej, wynikaja z tak zwanego kierunku
diagnostycznego. Jezeli do sieci wprowadzimy informa-
cje, ze dana osoba ma ciemnorudy kolor wlosow, wow-
czas prawdopodobienstwo, ze posiada ona genotyp
MCIR 151/151 jest rowne 1%; ze posiada ona genotyp

151/160 jest rowne okoto 34%; 160/160 — 17% itd.
(rycina 7). Oczywiscie ten kierunek wnioskowania jest
nieuzyteczny w praktyce sadowe;j.

Skonstruowana sie¢ moze zosta¢ bez trudu rozbudo-
wana, jesli dostgpne beda dodatkowe informacje. Na
przyktad, gdy uzyskamy wiedzg na temat wptywu innych
genow na kolor wtoséw, zostanie to wykorzystane do
rozszerzenia dotychczasowej wiedzy na temat czynni-
kow istotnych w tej kwestii. Utworzony model jasno
przedstawia probabilistyczne warto$ci oraz przyczynowe
zaleznosci pomigdzy hipotezami a materiatem dowodo-
wym. Model sieci bayesowskich jest w stanie pomoc
bieglemu w ocenie najbardziej prawdopodobnych sta-
néw kazdego z dowoddéw po uwzglednieniu znanego
(,,pewnego”) dowodu i pozwala na przeprowadzenie pro-
babilistycznej analizy nastgpujacych potem oszacowan.
Co wigcej, dzigki sieci bayesowskiej mozna okresli¢ ten
dowod, ktory bedzie miat najwigkszy wptyw na ostatecz-
ne ustalenia.

Naturalnie, mimo istotnych zalet, istnieja réwniez
pewne ograniczenia w stosowaniu modelu sieci baye-
sowskich. Taki model wymaga subiektywnej oceny przy
wyznaczaniu zwiazkow przyczynowych oraz przy for-
mutowaniu wstgpnych zatozen. Zatem dwaj eksperci
dysponujacy tym samym materiatem dowodowym moga
znalez¢ rdzne rozwiazania, co spowodowane bedzie ich
roznym subiektywnym podejsciem do tego samego pro-
blemu. Na przyktad ocena czgstosci genotypow oraz rdz-
nych koloréow wlosow zostala przeprowadzona na
podstawie analizy materiatu pobranego od 390 osob, ale
nalezy pamigtac, ze proba ta moze nie by¢ reprezentatyw-
na dla calej populacji. Dlatego wigc, zanim stworzony
model sieci bayesowskiej zostanie zastosowany do ruty-
nowych badan sadowych, nalezy poprzez dalsze badania
podnies¢ site wnioskowania oraz doktadnosc¢ stworzone-
go modelu sieci.

Przedstawione obliczenia prowadzone w ramach
stworzonej sieci bayesowskiej prowadzono w oparciu
o wyniki uzyskane dla proéby populacyjnej z regionu Pol-
ski potudniowej. Uzyskane niedawno dane na temat
zmiennosci genu MCIR w populacji z terenu Ligurii
(Wtochy) wykazaty obecnos¢ 13 heterozygot ztozonych
R/R i nieoczekiwanie zaledwie w dwoch przypadkach
taki genotyp zwiazany byt z rudym kolorem wlosow. Au-
torzy tlumacza to zjawisko dziataniem innych genow,
ktére moga maskowac wplyw alleli R genu MC1R i w ten
sposob prowadzi¢ do niskiej czgstosci fenotypu RHC
w tej populacji [15]. Opublikowane dane maja jednak
istotne znaczenie dla genetyki sadowej, gdyz wykazuja,
ze stopien pewnosci przewidywania fenotypu RHC jest
bardzo zalezny od proby populacyjnej. Cala procedura
analizy nieznanej probki powinna zatem zaczynac sig od
zdefiniowania jej populacji zrédlowej. Po takich ustale-
niach przewidywanie fenotypu RHC mogtoby zostaé
przeprowadzone z uzyskaniem odpowiedniej pewnosci.
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Nalezy wreszcie bra¢ pod uwage fakt, ze napastnik moze
chcie¢ umyslnie wprowadzi¢ w blad organy prowadzace
dochodzenie i zafarbowa¢ wlosy.

4. Uwagi koncowe

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, ze zapro-
jektowana metoda pozwala na szybkie i1 skuteczne prze-
widywanie wystgpowania rudego koloru wlosow na
podstawie analizy $ladow biologicznych. Jednoczesnie
test ten pozwala na oznaczanie plci. Zoptymalizowana
metoda moze poza genetyka sadowaq znalez¢ rowniez za-
stosowanie w innych dziedzinach wiedzy, na przyktad
w dermatologii. Opracowana sie¢ bayesowska przedsta-
wia w formie graficznej zwiazki pomigdzy uzyskanymi
wynikami i pozwala na wnioskowanie co do koloru wto-
sOw osoby stanowiacej zrodlo probki pobranej z miejsca
przestgpstwa. Stworzona sie¢ pozostaje otwarta na prze-
widywanie kolejnych cech poprzez badania genetyczne.
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