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Abstract

Chromosome X STR markers constitute a valuable addition to autosomal, ChrY and mtDNA markers, which are routinely used in
forensic identification studies. Due to a specific inheritance mode of chromosome X, analysis of ChrX markers may be particu-
larly useful in deficiency paternity and some kinship cases. This paper presents population data for STR systems included in the
Mentype Argus X-8 kit obtained for a population sample from southern Poland. The calculated values of PIC, MEC and PD indi-
cate that the analysed set of Chr-X STRs is suitable for forensic analyses in the studied population. Performed analyses confirmed
that the sensitivity and efficiency of the Argus X-8 kit is sufficient to analyse typical forensic specimens. Based on the obtained
results it can be concluded that Mentype Argus X-8 represents a set of additional markers which can be useful for forensic investi-

gations in particular cases.
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1. Introduction

Interpretation of forensic parentage examinations
may sometimes be very problematic. Difficulties may
arise, for example, in disputed paternity cases where
discrimination between close relatives must be
achieved (e.g. incest cases) and in identification of hu-
man remains where reference material is limited to
a single relative (e.g. father or mother) or only DNA
from distant relatives is available. In such cases rou-
tinely analysed autosomal markers often do not allow
unambiguous interpretation. The obtained genetic re-
sults may support the hypothesis that there is a rela-
tionship between the examined individuals, but the
low evidential value does not allow more certain con-
clusions to be drawn. In these cases, further analyses
including an expanded panel of markers are recom-
mended. Depending on the assumed relation between

reference and evidence material, STRs located on Y
chromosome or variation in mtDNA may be helpful.
Chromosome X STR markers may constitute a valu-
able addition to autosomal, ChrY and mtDNA mark-
ers. Due to a specific inheritance mode of chromosome
X, analysis of ChrX markers may be useful in defi-
ciency paternity and some kinship cases [6]. Undoubt-
edly, analysis can be particularly valuable in father-
daughter or mother-son relationship testing. However,
the relatively high recombination rate characteristic
for the X chromosome may cause some interpretation
difficulties in cases where mother to son chromosome
X transmission is to be analysed [1]. The father trans-
mits his complete X chromosome to all daughters as
a haplotype but nevertheless the genotyping data for
his daughters contain additional information from the
mother-inherited X chromosome.
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Additional genetic markers are very often required
in cases concerning identification of human remains.
Thus, a level of sensitivity that enables analysis of
heavily degraded samples is very appreciated in foren-
sic studies. Mentype Argus X-8 is a commercial kit,
which enables simultaneous analysis of eight STR sys-
tems located on chromosome X and additionally also
amelogenin as a sex marker. These STRs are clustered
in four linkage groups: 1) DXS10135 and DXS8378,
2) DXS7132 and DXS10074, 3) HPRTB and
DXS10101, 4) DXS10134 and DXS7423.

This paper presents population data for STR sys-
tems included in the Mentype Argus X-8 kit obtained
for a population sample from southern Poland. We
also show some examples of casework analyses in-
cluding identification of human remains and incest
cases and discuss benefits and drawbacks associated
with Chr-X STRs as forensic identification markers.

2. Materials and methods
2.1. Study population

The studied population consisted of 204 unrelated
males (n =103) and females (» = 101) living in south-
ern Poland. Buccal swabs or peripheral blood were
used for DNA extraction. Casework samples from two
incest cases were used for testing the value of
ChrX-STRs in complex parentage examinations. Bone
specimens previously examined as evidence material
in forensic identification cases were used in validation
studies. In one such case, ChrX-STRs were used as an
additional marker.

2.2. Genotyping

DNA from population samples as well as casework
specimens (except for bone material) was extracted us-
ing Biorobot M48 apparatus and the magnetic extrac-
tion method (Qiagen, Hilden, Germany). Following
DNA extractions, DNA concentration was quantified
using the fluorimetric method and Fluoroscan Ascent
FL apparatus (Labsystems, Helsinki, Finland). Bone
material was extracted using the phenol-chloroform
procedure followed by Centricon 100 DNA concentra-
tion. DNA concentration was evaluated with the
Quantifiler Human DNA Quantitation Kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA). PCR amplifications
were done according to the protocol recommended for
the Mentype Argus X-8 kit [3]. Whenever possible
1-2 ng of DNA template was used for amplification re-
actions. The total volume of PCR reactions was 15 pl

in the case of population samples and 25 pl in the case
of bone specimens and other casework samples. A to-
tal of 30 PCR cycles was used in each case. Amplifica-
tions were conducted on a GenAmp 9700 thermo-
cycler (Applied Biosystems, Foster City, USA). The
PCR products were separated on an ABI3100 Avant
capillary platform according to the protocol recom-
mended by the manufacturer.

2.3. Statistical analyses

Allele frequencies for males and females were cal-
culated with SPSS software (www.spss.com). For fe-
male samples, expected and observed heterozygosity
(HEToxp, HETps) were calculated with Arlequin 3.0
computer software [2]. Arlequin was also used for test-
ing the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) as well as
linkage disequilibrium (LD) between the analysed
Argus-X8 loci. The values of polymorphism informa-
tion content (PIC), power of discrimination (PD) and
mean exclusion chance (MEC; different formulas)
were calculated with an online calculator [7]. Differ-
ences between allele frequencies for males and fe-
males were evaluated using G-statistic tests (i.e. likeli-
hood-ratio tests) with software developed by G. Car-
mody according to [5].

3. Results
3.1. Population data

No significant differences between allele frequen-
cies characteristic for male and female populations
samples were revealed using the G-statistics test [5].
The cumulated allele frequencies obtained for the
eight analysed Chr-X STR systems in the population
sample of males and females from southern Poland are
presented in Table 1.

The calculated statistical parameters describing the
usefulness of the markers in forensic genetic investiga-
tions are given in Table II. With one exception, the
analysed loci were found to be in HW equilibrium. The
locus DXS7132 demonstrated statistically significant
HW disequilibrium, which was also present after Bon-
ferroni correction for multiple testing (p < 0.00625).
Linkage disequilibrium (LD) analysis revealed ran-
dom association of alleles at different analysed loci.
The initial LD revealed between loci HPRTB-
DXS7132 and DXS7132-DXS10134 was found to be
statistically insignificant after Bonferroni correction
for multiple testing (p > 0.00179). For all examined
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TABLE I. ALLELE FREQUENCIES FOR THE EIGHT X-STR MARKERS ANALYSED WITH THE ARGUS X-8 KIT

IN' A POPULATION SAMPLE FROM SOUTHERN POLAND

Allele DXS8378 HPRTB DXS7423 DXS7132 DXS10134 DXS10074 DXS10101 DXS10135
4 0.0033

7 0.0557

8 0.1279

9 0.0164 0.0328 0.0098

10 0.3672 0.0033

11 0.3246 0.0820 0.0197

12 0.2656 0.3443 0.0754

13 0.0262 0.3246 0.1180 0.3115 0.0197

14 0.1508 0.2820 0.3607 0.0098

15 0.0590 0.4295 0.2000 0.0557

16 0.0033 0.1475 0.0230 0.2328 0.0098
17 0.0230 0.0098 0.2656 0.0262
18 0.1508 0.0230
19 0.0590 0.0557
19.1 0.0131
20 0.0066 0.0721
20.1 0.0033
21 0.0033 0.1016
21.1 0.0197
22 0.0590
22.1 0.0197
23 0.0656
23.1 0.0164
23.2 0.0033
24 0.0754
24.1 0.0033
25 0.0852
25.1 0.0066
26 0.0787
27 0.0328 0.0754
27.2 0.0721

28 0.0197 0.0623
28.2 0.1311

29 0.0295 0.0393
29.2 0.1475

30 0.0557 0.0262
30.2 0.1377
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TABLE I. ALLELE FREQUENCIES FOR THE EIGHT X-STR MARKERS ANALYSED WITH THE ARGUS X-8 KIT
IN A POPULATION SAMPLE FROM SOUTHERN POLAND (cont.)

Allele DXS8378 HPRTB  DXS7423

DXS7132

DXS10134 DXS10074 DXS10101 DXS10135

30.3
31
31.2
32
32.2
33
33.2
34
35
36
37
38
383
39
39.3
40
40.3
41.3
42.3
433
44.3

0.0131

0.0033 0.0754 0.0033
0.1016

0.0230 0.0721 0.0262
0.0492

0.0492 0.0393 0.0098
0.0033

0.1311 0.0197 0.0033

0.1639 0.0131

0.2262 0.0033

0.1934

0.0656

0.0098

0.0131

0.0459

0.0033

0.0361

0.0164

0.0066

0.0098

0.0033

loci, the values of MECygshida (devised for ChrX mark-
ers for analysis of trios including a daughter) are larger
compared to values of MECy yeger (introduced for auto-
somal markers for analysis of trios involving mother,
child and putative father). This may indicate that in
trios involving a daughter, ChrX markers are more ef-
fective than autosomal ones (Table II).

3.2. Application of Argus X-8 kit to forensic
casework

3.2.1. Identification of human remains

Ten heavily degraded bone specimens examined
previously in identification cases were subjected to
Argus X-8 analysis. In five cases, complete or partial
Argus X-8 profiles were obtained. This pattern was
completely concordant with the previous genotypings
with the Identifiler kit (Table III). Hence, the experi-
ments indicated that the kit has similar sensitivity and

can be successfully applied to examination of bone
material.

The casework example involves application of
Argus X-8 to identification of a seriously decomposed
corpse found in a forest. According to the police hy-
pothesis the body was that of a missing male individ-
ual. The only available reference material was col-
lected from the male victim’s daughter. Analysis of
complete Identifiler loci was possible but the calcu-
lated probability of paternity was still insufficient to
fulfil Polish norms regarding level of certainty. The
calculated LR had a value of 43,000 in favour of the
hypothesis about the father-daughter relationship. Thus,
the calculated probability of paternity had a value of
0.99998. No other additional marker except for ChrX-
STR was suitable in this case. Results obtained with
Mentype Argus X-8 supported the father-daughter re-
lationship between examined individuals since the com-
plete male haplotype could be recognised in the refer-
ence DNA profile of his putative daughter (Table IV).
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TABLE II. STATISTICAL PARAMETERS CALCULATED FOR THE ANALYSED X-STR MARKERS

Farameter/ DXS8378 HPRTB DXS7423 DXS7132 DXS10134 DXS10074 DXS10101 DXS10135
ocus

ME Ckrueger 0.4137 0.5158  0.4542 0.4845 0.7089 0.6531 0.8038 0.8746
MECxishida 0.6242 0.6989  0.6503 0.6768 0.8335 0.7969 0.8916 0.9336
ME Cpesmareis 0.6267 0.7024  0.6515 0.6804 0.8413 0.806 0.8991 0.9357
MECpesmareis puo~ 0.4804 0.5648  0.507 0.5393 0.7395 0.6915 0.8237 0.8827
PIChotstein 0.6267 0.7024  0.6515 0.6804 0.8413 0.806 0.8991 0.9357
PDremae 0.8409 0.8934  0.8613 0.8788 0.964 0.9489 0.9839 0.9929
PD e 0.6892 0.7429  0.7004 0.7271 0.8568 0.8272 0.9066 0.9391
HET g5 0.68317  0.65347 0.68317  0.69307  0.79208 0.78218 0.88119 0.90099
HET,,, 0.67273 0.73523 0.71829  0.71588  0.85129 0.82321 0.90730 0.93867
SD 0.00043 0.00040 0.00049  0.00004  0.00043 0.00039 0.00031 0.00019
HWE 0.70784  0.28522 0.64314  0.00305  0.49532 0.72669 0.12013 0.18623

MEC — mean exclusion chance, PIC — polymorphism information content, PDjepae — discrimination power in females, PDy,1es — dis-
crimination power in males, Hy,s — observed heterozygosity, HET., — expected heterozygosity, SD — standard deviation — HET s,

HET.,, HWE — p-values for the Hardy-Weinberg equilibrium.

TABLE III. COMPARATIVE ANALYSIS OF NUMBER
OF STR LOCI POSITIVELY ANALYSED
WITH THE IDENTIFILER KIT AND ARGUS

X-8 KIT

Bone Identifiler Argus X-8
1 NA NA

2 NA NA

3 NA NA

4 6/15 (40%) 2/8 (25%)
5 6/15 (40%) 7/8 (87.5%)
6 14/15 (93.3%) 7/8 (87.5%)
7 6/15 (40%) 5/8 (62.5%)
8 14/15 (93.3%) 8/8 (100%)
9 NA NA

10 NA NA

NA — no amplification.

3.2.2. Examples of attempted analysis of complex
incest cases

The first example of a paternity investigation con-
cerns a case where a child was born to a juvenile
mother (K.) There was a suspicion that the biological
father of the baby could be a close relative of the
mother. Neither of her four brothers nor her father ad-

TABLE IV. RESULTS OF ARGUS X-8 GENOTYPING
PERFORMED ON AN EVIDENTIAL BONE
SPECIMEN AND REFERENCE DNA
MATERIAL COLLECTED FROM
THE VICTIM’S PUTATIVE DAUGHTER

STR Bone sample  Putative daughter
DXS8378 11 11,12

HPRTB 13 13, 14

DXS7423 13 13, 14

DXS7132 14 13,14
DXS10134 36 32,36
DXS10074 18 9,18

DXS10101 30 30,322
DXS10135 21 21,23
Amelogenin X, Y X

mitted to paternity, hence the prosecutor ordered that
reference material be collected from each of them.
Blood samples of the new-born child (Z.), the juve-
nile mother (K.), her (the juvenile mother’s) father (J.)
and her four brothers (S., A., Kz., Kr.) were investi-
gated with Identifiler kit (data not present). According
to the obtained results, one of the victim’s brothers (S.)
could not be excluded as the father of the new-born
child. The remaining ones were excluded in at least
two loci. The likelihood ratio for the hypothesis that S.

Problems of Forensic Sciences 2008, LXXIII, 53—64
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TABLE V. RESULTS OF TYPING J.’S FAMILY IN THE RANGE OF ARGUS X-8 LOCI

STR J. (father of K. (J.’s Z. (K.'’s S.(J.’sson A.(J.’sson Kz. (J.’sson K. (J.”s son
the family)  daughter) daughter) and K.’s and K.’s and K.’s and K.’s
brother) brother) brother) brother)
DXS10135 22 20, 22 20, 22 22 20 20 22
DXS8378 10 10, 11 11,11 11 11 11 11
DXS7132 15 15,17 14,15 14 14 14 17
DXS10074 18 17,18 17, 18 17 17 17 17
HPRTB 12 12,13 12,13 12 13 12 12
DXS10101 28.2 28.2,31 31,31.2 31.2 31 31.2 31.2
DXS10134 36 36,37 36, 37 37 37 37 37
DXS7423 14 13, 14 13,14 13 13 15 13
Amelogenin X, Y X X X, Y X, Y X, Y X, Y

is a brother of K. and the father of her child equalled
2.18 x 108. To further explore the relationships be-
tween the members of the family their ChrXs were
typed. The results are presented in Table V. Each of
the four sons of J. had different genotypes in the range
of Argus X-8 loci and three of them — A., Kz. and Kr. —
could be excluded as the father of Z., as could J him-
self. S. (the probable father) could not be excluded as
the true father in the range of ChrX markers, which
supported the hypothesis of biological paternity of S.
in relation to Z.

The second case relates to a complicated paternity
investigation of a child born to a juvenile mother (A.,
referred to henceforth as the victim) with severe men-
tal and physical disabilities. There was a suspicion that
one of her brothers or her father might be the father of
the new-born child, because the woman had lived at
home before the pregnancy. Furthermore, one of the
victim’s brothers (K.) had fled from the house, after he
had found out about her pregnancy and was wanted by
the Police as the main suspect. The child (female — X.)
died just after birth. Blood samples of the new-born
child, the victim, her parents and her two brothers were
investigated with Identifiler kit (data not presented).
After genetic analysis the father (M.) of the victim (A.)
was excluded as the biological father of the child in
question in four loci (D13S317, D19S433, D5S818
and FGA). Interestingly, he could also be excluded as
the biological father of the victim in two loci (D7S820
and D2S1338). The victim’s brother (J.) was excluded
as the father of the child in five loci: D21S11, D7S820,
D13S317,D19S433 and D5S818. Finally, the victim’s
brother K. was not excluded as the putative father of
the new-born child at 14 STR loci; however, one in-

consistency did occur in the D5S818 locus. We as-
sumed a mutation occurred in parental gametes, which
led to exclusion in a single locus. The mutation rate for
D5S818 was estimated at 0.12% for the paternal line
(STRbase), which is relatively high [4]. The probabil-
ity of the paternity of the alleged father was estimated
according to the probabilities of the involved geno-
types and the occurrence of the mutation event. The
mutation assumption significantly reduced the value
of the paternity index and therefore it was only about
2000 times more probable to obtain this result if the al-
leged father is the true father of the questioned child
than obtaining the same result given that he is only the
half brother of the victim. Hence, we performed a fur-
ther investigation of ChrX markers. The results are
presented in Table VI. Only the accused brother (K.)
could not be excluded as the biological father of the
child of A. The victim’s other brother (J.) could be ex-
cluded in three ChrX loci and the father of the fam-
ily (M.) in four loci. The results of ChrX STRs typing
did not exclude the above mentioned brother K. as the
biological father of the newborn, which supported the
prosecutor’s hypothesis.

4. Discussion and concluding remarks

The lack of statistically significant differences be-
tween male and female samples indicates that the over-
all population is homogenous with respect to alleles
frequencies. Surprisingly, strong HW disequilibrium
at one DXS7132 locus in parallel with a high degree of
HW equilibrium in the rest of the tested loci was noted.
This may be explained by the stochastic effect in con-
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TABLE VI. RESULTS OF TYPING MEMBERS OF M.’S FAMILY WITH THE ARGUS X-8

STR M. (family C. (family’s A (M.and C.” X (daughter K (sonof M.  J. (son of M.
father) mother) daughter) of A) and C.) and C.)
DXS8378 10 10, 10 10, 10 10, 10 10 10
HPRTB 15 12,13 12, 15 13, 15 13 12
DXS7423 14 14, 16 14, 16 14, 16 16 16
DXS7132 13 14, 15 13, 14 13,15 15 15
DXS10134 34 36, 38 34,38 34,36 36 38
DXS10074 16 7,18 16, 18 7,16 7 7
DXS10101 32 31.2,32 31.2,32 32,32 32 31.2
DXS10135 21.1 24,24 21.1,24 21.1,24 24 24
Amelogenin X, Y X, X X, X X, X X, Y X, Y

nection with small sample size or by population spe-
cific mutations at the flanking region of this locus. The
calculated values of PIC, MEC and PD indicate that
the analysed set of Chr-X STRs is suitable for forensic
analyses in our population.

Due to serious degradation processes which fre-
quently affect human remains, bone and tooth material
are biological specimens which may cause significant
identification problems. Correct performance of a test
when minimum amounts of DNA template are used is
therefore crucial when genotyping human remains.
Our experiments showed that the sensitivity and effi-
ciency of the Argus X-8 is sufficient to analyse prob-
lematic forensic samples, e.g. bone material. The
presented case is an example of potential application
of ChrX-STR markers to forensic casework. It is clear
that appropriate statistical tools need to be developed
in forensic science which would enable evaluation of
results obtained with different types of genetic mark-
ers and calculation of the combined likelihood ratios.
Probabilistic expert systems which implement Bayes
theory have the potential to enable such calculations in
the future [9].

Because of the significant degree of kinship be-
tween individuals which occurs in incest cases, inter-
pretation of results of paternity analysis can be very
difficult. In some such cases, ChrX STRs may be supe-
rior to autosomal markers, particularly if two men sus-
pected of paternity are father and son, hence they
would not share any ChrX alleles identical by descent.
We observed recombination events in each meiosis in
the two examined mother-sons transmissions. This ob-
servation is in agreement with the statement by Szibor
at al. [8] that the probability of a lack of crossing-over

events in two meioses equals approximately 0.135.
Hence, the co-inheritance of two identical maternal
ChrXs without recombination is not impossible, but
rare. This implies that, for example, the daughter usu-
ally inherits only a partially matching haplotype from
her mother, as is seen in analysis of haplotypes of J.’s
family (Table V).

This study showed that Mentype Argus X-8 repre-
sents a set of additional markers which can be useful
for forensic investigations in particular cases.
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ZASTOSOWANIE ZESTAWU MENTYPE ARGUS X-8 DO BADAN

SADOWYCH

1. Wstep

Badania nad pokrewienstwem prowadzone dla celow
sadowych w niektorych przypadkach powoduja powazne
problemy interpretacyjne. Trudno$ci moga na przyktad
sprawia¢ sprawy dotyczace spornego ojcostwa, w kto-
rych konieczne jest genetyczne zroznicowanie osob o bli-
skim pokrewienstwie (np. dotyczace kazirodztwa), a tak-
ze sprawy identyfikacji szczatkéw ludzkich, w ktorych
dostepny material pordéwnawczy ograniczony jest do po-
jedynczego krewnego (np. ojca albo matki) lub pochodzi
od dalszych krewnych. W takich przypadkach standar-
dowo analizowane markery autosomalne czgsto nie daja
rezultatéw pozwalajacych na jednoznaczna interpretacjg.
Wprawdzie uzyskane wyniki badan genetycznych moga
przemawiac¢ na korzy$¢ hipotezy o pokrewienstwie po-
migdzy badanymi osobami, ale niska warto$¢ uzyskane-
go dowodu nie pozwala na wyciagnigcie wnioskow, kto-
re nie budzityby watpliwosci. W takich przypadkach za-
leca sig¢ poszerzenie badan genetycznych o kolejne mar-
kery genetyczne. W zaleznosci od rodzaju zaktadanego
pokrewienstwa pomig¢dzy badanymi osobami uzyteczna
moze okaza¢ si¢ analiza markerow typu STR zlokalizo-
wanych na chromosomie Y lub zmienno$¢ mitochon-
drialnego DNA. Markery typu STR zlokalizowane na
chromosomie X stanowia dodatkowe cenne zrodto po-
limorfizmu genetycznego i sa stosowane analogicznie jak
markery ChrY i mtDNA. W zwiazku ze szczegdlnym
sposobem dziedziczenia chromosomu X, analiza marke-
réw ChrX moze by¢ uzyteczna w sprawach spornego oj-
costwa, gdy dostgpny jest materiat porownawczy wytacz-
nie od jednego z rodzicow oraz w niektorych przypad-
kach analizy pokrewienstwa [5]. Bez watpienia, ich ana-
liza moze by¢ szczegdlnie przydatna w sprawach,
w ktoérych konieczne jest wykazanie pokrewienstwa po-
migdzy ojcem a corka lub matka a synem. Jednak wzgled-
nie wysokie tempo rekombinacji charakterystyczne dla
chromosomu X moze by¢ powodem pewnych proble-
moéw interpretacyjnych w przypadkach, w ktorych w gre
wchodzi dziedziczenie chromosomu X w linii matka —
syn [1]. Wszystkie corki dziedzicza zmiennos$¢ charak-
terystyczna dla ojcowskiego chromosomu X w formie
haplotypu, mimo to jednak w wyniku genotypowania ich
DNA oznaczane sa rOwniez dane genetyczne pochodzace
z chromosomu X dziedziczonego po matce.

Zastosowanie dodatkowych markeréw genetycznych
bardzo czgsto staje sig¢ konieczne w sprawach dotycza-
cych identyfikacji szczatkow ludzkich. W zwiazku z tym,
w badaniach o charakterze sadowym, pozadany jest taki
poziom czulosci testu, ktéory umozliwia analizg probek

narazonych na silna degradacj¢. Mentype Argus X-8 jest
dostgpnym w handlu zestawem, ktéry pozwala na jed-
noczesna analize o$miu markeré6w genetycznych typu
STR zlokalizowanych na chromosomie X oraz dodat-
kowo amelogeniny w charakterze markera plci. Analizo-
wane loci typu STR skupione sa w czterech grupach
sprzezen: 1) DXS10135 i DXS8378, 2) DXS7132
i DXS10074, 3) HPRTB i1 DXS10101, 4) DXS10134
i DXS7423.

Niniejsza praca przedstawia dane populacyjne dla
markerow genetycznych zawartych w zestawie Mentype
Argus X-8 uzyskane dla proby populacyjnej z Polski
poludniowej. W pracy zaprezentowano réwniez przy-
padki praktycznego zastosowania tych markeréw do ba-
dan nad identyfikacja szczatkéw ludzkich oraz analizy
spraw kazirodztwa. Dyskutowane sg zalety oraz pro-
blemy zwiazane z zastosowaniem /oci ChX STR w cha-
rakterze sadowych markerow identyfikacyjnych.

2. Materialy i metody
2.1. Badana populacja

Badana populacja sktadata si¢ z 204 niespokrewnio-
nych mezczyzn (n = 103) i kobiet (n = 101) zamiesz-
kujacych obszar Polski potudniowej. Ekstrakcjg DNA
prowadzono z wymazow z jamy ustnej lub krwi obwodo-
wej. Oceng przydatnos$ci analizy loci ChrX-STR w ztozo-
nych sprawach dotyczacych spornego ojcostwa prowa-
dzono, korzystajac z probek pobranych w zwiazku
z dwoma sprawami sadowymi dotyczacymi kazirodztwa.
W badaniach walidacyjnych wykorzystano réwniez
probki kosci badane uprzednio w charakterze materiatu
dowodowego w sprawach zwiazanych z identyfikacja
0s6b. W jednym z przypadkéw identyfikacji szczatkéw
ludzkich, loci ChrX-STR zastosowano w charakterze do-
datkowego markera genetycznego.

2.2. Genotypowanie

Ekstrakcj¢ DNA z probek populacyjnych oraz z pro-
bek ze spraw sadowych (za wyjatkiem materiatu kost-
nego) prowadzono z zastosowaniem magnetycznej me-
tody izolacji i aparatu Biorobot M48 (Qiagen, Hilden,
Niemcy). Stezenie DNA w badanych probkach okreslano
z zastosowaniem metody fluorymetrycznej, za pomoca
aparatu Fluoroscan Ascent FL (Labsystems, Helsinki,
Finlandia). Ekstrakcje DNA z materiatu kostnego doko-
nano, stosujac metodg fenolowo-chloroformowa i za-
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ggszczanie probek na kolumienkach Centricon 100. Do
pomiaru stezenia DNA tych probek stosowano zestaw
Quantifiler Human DNA Quantitation Kit (Applied Bio-
systems, Foster City, Stany Zjednoczone). Reakcje PCR
przygotowywano zgodnie z zaleceniami producenta ze-
stawu Mentype Argus X-8 [3]. Jesli bylo to mozliwe, do
reakcji amplifikacji dodawano 1-2 ng matrycy DNA.
Calkowita objetos¢ reakcji PCR wynosita 15 pl dla pro-
bek populacyjnych oraz 25 pl dla analizowanych probek
kosci i innych probek pochodzacych ze spraw sadowych.
W kazdym przypadku stosowano 30 cykli reakcji PCR.
Reakcje amplifikacji prowadzono z zastosowaniem apa-
ratu GenAmp 9700 thermocycler (Applied Biosystems,
Foster City, Stany Zjednoczone). Produkty reakcji PCR
rozdzielano na aparacie do elektroforezy kapilarnej
ABI3100 Avant zgodnie z protokotem zalecanym przez
producenta.

2.3. Analizy statystyczne

Czgstosci alleli dla mgzezyzn i kobiet obliczano przy
uzyciu programu SPSS (www.spss.com). Do obliczenia
oczekiwanej 1 obserwowanej heterozygotycznosci
(HETp, HET o) dla analizowanej grupy kobiet zasto-
sowano program Arlequin 3.0 [2]. Program Arlequin za-
stosowano rowniez do analizy réwnowagi Hardy’ego-
Weinberga (HW) oraz nierownowagi sprz¢zen pomigdzy
analizowanymi Joci Argus X-8. Wartosci wspolczyn-
nikow zawartosci informacji polimorficznej (PIC), sity
dyskryminacji (PD) oraz $redniej szansy wykluczenia
(MEC; r6zne wzory) obliczano z zastosowaniem kalku-
latora dostgpnego na stronie internetowej www.chrx-
str.org [7]. Roznice pomigdzy czgstosciami alleli dla ana-
lizowanych grup mezczyzn oraz kobiet oceniano za po-
moca testu G (test oparty na ilorazie wiarygodnosci)
z zastosowaniem oprogramowania Stworzonego przez
G. Carmody’ego [5].

3. Wyniki
3.1. Dane populacyjne

Przeprowadzone obliczenia z zastosowaniem  tes-
tu G [5] nie wykazaly statystycznie istotnych roéznic po-
migdzy czestosciami alleli charakterystycznymi dla
analizowanych populacji mgzczyzn oraz kobiet. Laczne
czestosci alleli uzyskane dla oémiu analizowanych loci
Chr-X w probie populacyjnej mgzczyzn i kobiet zamiesz-
kujacych Polske potudniowa przedstawiono w tabeli 1.

Obliczone parametry statystyczne opisujace uzytecz-
no$¢ markerow w badaniach genetyczno-sadowych
przedstawiono w tabeli II. Analizowane loci, za wyjat-
kiem jednego uktadu genetycznego, wykazaty zgodnos¢
ze stanem rownowagi HW. Odstgpstwo od stanu row-

nowagi HW stwierdzone dla locus DXS7132 bylo istotne
statystycznie rowniez po wprowadzeniu poprawki Bon-
ferroniego do testow wielokrotnych (p <0,00625). Anali-
za nierownowagi sprzgzen (LD) wykazata przypadkowy
rozktad alleli w poszczegoélnych analizowanych loci.
LD stwierdzona poczatkowo pomigdzy loci HPRTB-
DXS7132 oraz DXS7132-DXS10134 okazata si¢ nie-
istotna statystycznie po zastosowaniu korekty Bonferro-
niego do wielokrotnych poréwnan (p > 0.00179). W przy-
padku wszystkich badanych loci wartoéci wspotczynnika
MECkoshiga (zaproponowanego dla markerow ChrX do
analizy trojki z udzialem corki) sa wyzsze niz warto$ci
wspotczynnika MECy yeper (Wprowadzonego dla marke-
row autosomalnych do analizy trojek: matka, dziecko,
domniemany ojciec). Moze to wskazywac, ze w przy-
padku trojek z udziatem corki, markery ChrX sa bardziej
efektywne od markeréw autosomalnych (tabela II).

3.2. Zastosowanie zestawu Argus X-8 do spraw
sadowych

3.2.1. Ildentyfikacja szczqtkow ludzkich

Analizie loci zawartych w zestawie Argus X-8 pod-
dano dziesig¢ probek kosci o znacznym stopniu degrada-
cji bedacych dowodami w prowadzonych uprzednio
sprawach sadowych. W pigciu przypadkach uzyskano
kompletne lub czg$ciowe profile genetyczne w zakresie
loci Argus X-8. Taki wynik jest zgodny z rezultatem
uzyskanym uprzednio przy zastosowaniu zestawu Identi-
filer (tabela III). Przeprowadzone badania wskazuja za-
tem, ze zestaw Argus X-8 posiada podobng czuto$¢ do
zestawu Identifiler i moze by¢ z powodzeniem stosowany
do analizy materiatu kostnego.

Przedstawiony przypadek dotyczy zastosowania ze-
stawu Argus X-8 w celu identyfikacji znalezionego w le-
sie ciala o znacznym stopniu rozktadu. Zgodnie z hipo-
teza policji, zwloki nalezaty do zaginionego m¢zczyzny,
a jedyny dostepny materiat porownawczy pochodzit od
jego corki. Stan probek dowodowych pozwolit na uzys-
kanie kompletnego profilu DNA w zakresie loci wcho-
dzacych w sktad zestawu Identifiler, co nie pozwolito
jednak na uzyskanie wartosci prawdopodobienstwa oj-
costwa, ktora bytaby wystarczajaca w Swietle przyjetych
w Polsce w tym wzgledzie norm. Uzyskano wartos$¢
LR =43 000 na korzys¢ hipotezy o pokrewienstwie typu
ojciec-corka pomigdzy badanymi osobami, przez co war-
to$¢ prawdopodobienstwa ojcostwa wyniosta 0,99998.
W sprawie tej nie byt uzyteczny zaden inny dodatkowy
marker genetyczny poza loci ChrX-STR. Wyniki uzys-
kane dzigki zastosowaniu zestawu Mentype Argus X-8
wsparly hipotezg o pokrewienstwie typu ojciec-corka po-
miegdzy badanymi osobami, gdyz w probce pordwnaw-
czej pochodzacej od domniemanej coérki zaginionego
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mezezyzny oznaczono kompletny haplotyp charaktery-
styczny dla ofiary (tabela IV).

3.2.2. Przykiady prob analizy zlozonych przypadkow
kazirodztwa

Pierwsza z przedstawionych spraw badania ojcostwa
dotyczyla przypadku urodzenia dziecka przez niepetno-
letnia matke (K.). Podejrzewano, ze biologicznym ojcem
dziecka moze by¢ kto$ blisko spokrewniony z jego mat-
ka. Poniewaz zaden z czterech braci matki dziecka ani jej
ojciec nie przyznawali si¢ do ojcostwa, prokurator
zarzadzil pobranie materiatu poréwnawczego od kazde-
go z nich. Probki krwi pochodzace od noworodka (Z.),
matki (K.), jej ojca (J.) oraz czterech braci (S., A., Kz.,
Kr.) przebadano w zakresie loci zawartych w zestawie
Identifiler (dane nieprezentowane). Otrzymane wyniki
nie pozwolily na wykluczenie jednego z braci (S.) ofiary
jako ojca noworodka. Pozostali analizowani m¢zczyzni
wykluczali si¢ w co najmniej dwoch loci. lloraz wiary-
godnosci dla hipotezy zaktadajacej, ze S. jest bratem K.
oraz ojcem jej dziecka, osiagnal warto$¢ 2,18 x 108. Dal-
sze badania pokrewienstwa pomigdzy cztonkami tej ro-
dziny prowadzono z zastosowaniem markerow ChrX.
Wyniki zebrano w tabeli V. Kazdy z czterech synow J.
posiadat inne genotypy w zakresie loci zawartych w ze-
stawie Argus X-8. Dla trzech z nich (A., Kz., Kr.), po-
dobnie jak dla samego J., nalezalo wykluczy¢ biolo-
giczne ojcostwo wzgledem Z. Wyniki analizy zestawu
markerow ChrX-STR uzyskane dla S. (prawdopodobny
ojciec dziecka) nie pozwalaly na jego wykluczenie jako
biologicznego ojca noworodka, co podtrzymato hipotezg,
ze S. jest biologicznym ojcem Z.

Druga z przedstawionych spraw dotyczyta ztozonego
przypadku ustalania ojcostwa wzglgdem dziecka, ktore
urodzila pewna niepelnoletnia matka (A., nazywana dalej
ofiara) o znacznym uposledzeniu fizycznym i umysto-
wym. Poniewaz dziewczyna pozostawata w domu przed
zajSciem w ciazeg, podejrzewano, ze biologicznym ojcem
dziecka jest jeden z jej braci lub ojciec. Dodatkowo jeden
z braci ofiary (K.) zbiegt z domu po tym, jak wyszlo na
jaw, ze dziewczyna jest w ciazy. Policja rozpoczeta jego
poszukiwania jako glownego podejrzanego w sprawie.
Dziecko (dziewczynka — X.) zmarto zaraz po urodzeniu.
Badaniom genetycznym z zastosowaniem zestawu Iden-
tifiler poddano probki krwi pobrane od noworodka,
ofiary, rodzicéw ofiary oraz jej dwdch braci (dane nie-
prezentowane). Wyniki badan pozwolily na wykluczenie
biologicznego ojcostwa wzgledem dziecka X. w przy-
padku ojca (M.) ofiary (A.); niezgodnos¢ odnotowano
bowiem w przypadku czterech /Joci genetycznych
(D13S317, D19S433, D5S818 i FGA). Co cickawe, wy-
niki uzyskane dla dwoch loci (D7S820 oraz D2S1338)
wykazaty, ze nie jest on rdOwniez biologicznym ojcem sa-
mej ofiary. Na podstawie wynikow uzyskanych dla pig-

ciu loci genetycznych (D21S11, D7S820, D13S317,
D19S433 1 D5S818) wykluczono rowniez ojcostwo
wzgledem jej dziecka w przypadku jednego z braci ofiary
(J.). Ostatecznie nie wykluczono ojcostwa wzgledem no-
worodka w przypadku drugiego z braci ofiary (K.) po
przeanalizowaniu wynikéw dla 14 loci typu STR. Nie-
zgodno$¢ odnotowano jednak w 15 locus — D5S818.
Zatozono, ze doszto do mutacji w meskich komoérkach
gametycznych, ktéra wskazywata na wykluczenie w po-
jedynczym locus. Przyjeto, ze tempo mutacji dla locus
D5S818 w linii ojcowskiej wynosi 0,12% (STRbase) [4],
a wigce jest wzglednie wysokie. Prawdopodobienstwo oj-
costwa domniemanego ojca oszacowano na podstawie
prawdopodobienstw poszczegdlnych genotypow przy
uwzglednieniu mutacji. Hipoteza zajscia mutacji znacz-
nie obnizyla taczna warto§¢ wspotczynnika ojcostwa,
wobec czego ustalono, ze otrzymanie okreslonych wy-
nikow analizy genetycznej trojki osob jest zaledwie oko-
o 2000 razy bardziej prawdopodobne przy zalozeniu, ze
pozwany jest biologicznym ojcem badanego dziecka, niz
gdy pozwany jest wylacznie przyrodnim bratem ofiary.
Badania poszerzono poprzez zastosowanie markerow
ChrX. Wyniki tych analiz przedstawiono w tabeli VI. Je-
dynie oskarzony brat ofiary (K.) nie mégt zosta¢ wyklu-
czony jako biologiczny ojciec dziecka A. Drugiego
z braci ofiary (J.) wykluczono na podstawie wynikow
uzyskanych dla trzech /oci ChrX, a ojca rodziny (M.) na
podstawie analizy czterech loci. Wyniki genotypowania
loci ChrX STR nie pozwolily na wykluczenie brata K.
jako biologicznego ojca noworodka, co dodatkowo
wzmocnilo hipotezg oskarzenia.

4. Dyskusja i uwagi koncowe

Brak statystycznie istotnych réznic w rozktadzie
czgstoscei alleli pomigdzy analizowanymi grupami mez-
czyzn i kobiet wskazuje na homogennos¢ catej badanej
populacji. Nieoczekiwanie odnotowano silne odstgpstwo
od reguty Hardy’ego-Weinberga w przypadku jednego
z badanych /oci (DXS7132) przy rownoczesnej réwno-
wadze HW dla reszty badanych /oci. Zjawisko to mozna
wyjasni¢ efektem stochastycznym w potaczeniu z ma-
tymi rozmiarami badanej proby lub specyficznymi dla
badanej populacji mutacjami w regionach flankujacych
tego locus genetycznego. Obliczone wartosci PIC, MEC
oraz PD wskazuja, ze analizowany zestaw /loci ChrX STR
nadaje si¢ do badan sadowych polskiej populacji.

W zwiazku z silnymi procesami degradacji, ktore
moga niszczy¢é DNA zawarty w szczatkach ludzkich,
kos$ci oraz zgby to takie probki biologiczne, ktore moga
sprawia¢ powazne problemy identyfikacyjne. Dlatego
konieczne jest prawidtowe dziatanie testow stosowanych
do analizy genetycznej szczatkow ludzkich przy minim-
alnych ilosciach matrycowego DNA. Przeprowadzone
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doswiadczenia wykazaty, ze czulo$¢ i wydajnos$é ze-
stawu Argus X-8 sg wystarczajace do analizy trudnych
probek biologicznych, np. materiatu kostnego. Przed-
stawiony przypadek analizy ko$ci stanowi przyktad moz-
liwo$ci zastosowania markerow ChrX-STR do spraw sa-
dowych. Bez watpienia w naukach sadowych potrzebne
sa odpowiednie narzedzia statystyczne, ktore umozli-
wityby oceng warto$ci wynikow uzyskanych dzigki anal-
izie r6znego typu markerow genetycznych i szacowanie
tacznych ilorazéw wiarygodnosci. Mozliwe, ze takie ob-
liczenia bgda mogty by¢ prowadzone w przysztosci z za-
stosowaniem probabilistycznych systemow ekspertow-
skich, ktore polegaja na zastosowaniu teorii Bayesa [9].
W sprawach dotyczacych kazirodztwa interpretacja wy-
nikéw analizy ojcostwa moze sprawia¢ powazne trud-
nosci wynikajace z wysokiego stopnia pokrewienstwa
pomigdzy badanymi osobami. W niektorych tego typu
sprawach analiza loci ChrX STR moze by¢ bardziej ko-
rzystna niz analiza /oci markeréw autosomalnych. Szcze-
g6lnie dotyczy to przypadkoéw, gdy dwaj mezczyzni po-
dejrzewani o ojcostwo sa spokrewnieni ze soba w linii 0j-
ciec-syn, a wigc nie posiadaja zadnych alleli ChrX
o wspolnym pochodzeniu. W dwoéch analizowanych
przypadkach dziedziczenia chromosomu X w linii mat-
ka-synowie zaobserwowano przypadki rekombinacji
w kazdej mejozie. Obserwacja ta jest zgodna z danymi
prezentowanymi przez Szibor i in. [8], ktérzy twierdza,
ze prawdopodobienstwo braku zjawiska crossing-over
w dwdch mejozach wynosi okoto 0,135. Zatem wspolne
odziedziczenie dwoch identycznych matczynych ChrX,
dla ktérych nie dosztoby do rekombinacji genetycznej,
nie jest niemozliwe, ale rzadkie. Wskazuje to, ze jak wy-
nika z analizy haplotypow charakterystycznych dla ro-
dziny J., cérka zazwyczaj dziedziczy haplotyp tylko cz¢s-
ciowo zgodny z jednym z haplotypéw charakterystycz-
nych dla matki (tabela V).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zestaw Men-
type Argus X-8 zawiera panel /oci, ktore w niektdrych
przypadkach moga by¢ uzyteczne jako dodatkowe mar-
kery genetyczne w badaniach o charakterze sadowym.
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