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W pracy przedstawiono wyniki badan czestosci alleli 10 loci typu STR uzyskane przy
zastosowaniu zestawu AmpFISTR SGM Plus firmy AB Applied Biosystems. Wyizolowane
DNA ze 136 probek krwi amplifikowano metodg PCR a produkty amplifikacji identyfiko-
wano przy zastosowaniu elektroforezy ptytowej na automatycznym sekwenatorze ABI
Prism 377. We wszystkich loci stwierdzono zgodno$¢ z réwnaniem Hardy'ego-
Weinberga. Stwierdzono bardzo duzg przydatno$¢ zestawu SMP Plus do badan
z zakresu medycyny sadowe;.

This paper presents the allele frequencies for the 10 STR loci included in the AmpFISTR
SGM Plus kit (AB Applied Biosystems, USA). DNA isolated from 136 blood samples,
were amplified by the use of the PCR method. Electrophoresis was carried using an
automated DNA sequencer - model ABI Prism 377. Distribution of allele frequencies
indicated no deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium. High discrimination power
the SGM Plus kit is highly useful for forensic medicine.

Stowa kluczowe: multiplex PCR, STR, badania populacyjne
Keywords: multiplex PCR, STR, population data

Oznaczanie sekwencji DNA - STR znalazto miedzy innymi zastosowanie
w medycynie sgdowej. Stosowanie zestawdw multiplexowych przy metodzie PCR
pozwala na jednoczesne okreslenie alleli w kilku systemach STR. Dlatego ten
metodyczny postep znalazt natychmiastowe zastosowanie przy badaniach
$ladoéw biologicznych i w dochodzeniu spornego ojcostwa.
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W pracy przedstawiono wyniki badan czestosci alleli 10 loci typu STR przy
zastosowani zestawu AmpFISTR SGM plus firmy AB Applied Biosystems
w populacji Polski Potudniowej. Zestaw ten obejmuje nastepujace loci- D3S1358
vWA, D16S539, D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51, D19S433, THO01, FGA
oraz marker pici - locus amelogeniny.

MATERIAL | METODYKA

Materiatem badawczym byto 136 prébek ptynnej krwi pobranej na EDTA od
kobiet i mezczyzn zgtaszajgcych sie do Zaktadu Medycyny Sgdowej CMUJ
z rejonu Polski Potudniowej w sprawach o ustalenie ojcostwa. DNA izolowano
metodg nieenzymatyczng (2). Stezenie DNA okreslano spektrofotometrycznie.
Amplifikacje przygotowanych prébek DNA dla loci zawartych w zestawie
AmpFISTR SGM plus firmy AB Applied Biosystems wykonano zgodnie
z podanymi warunkami przez producenta. Frakcjonowanie systemoéw wchodza-
cych w skfad multiplexu przeprowadzono z wykorzystaniem automatycznego
sekwenatora ABI Prism 377. Ocene diugosci fragmentéw DNA i genotypowania
przeprowadzono z wykorzystaniem programu komputerowego ABI Prism
Grenotyper 2.5 oceniajgcego dtugosci badanych fragmentéw DNA i przyporzad-
kowujgcego im nazwy na podstawie poréwnania z drabinami allelicznymi.

Parametry statystyczne obliczono jak podano w poprzedniej pracy (4).

WYNIKI | OMOWIENIE

W tabeli | na podstawie badania 136 oso6b, kobiet i mezczyzn zamieszkuja-
cych Polske Potudniowg przedstawiono czestosci alleli dla 10 loci, obecnych
w zestawie SGM Plus. Liczba wykrywanych alleli w poszczegdlnych loci byta
ré6zna. Najmniejszg liczbe wykazano w locus THO1 (6 alleli), najwiekszg w loci
S21S11 (14 alleli). Nie stwierdzono odchylen od prawa Hardy-Weinberga. Dla

populacji Polski Potudniowej stwierdzono najbardziej polimorficzne loci D21S11,
D18S51, FGA i D2S1338.

Uzyskane czestosci alleli w poszczegdlnych loci badane przy uzyciu zestawu
SGM Plus - jakkolwiek na matej prébce populacyjnej (tylko 136 oséb) sa
podobne do tych jakie uzyskali Drobnic i in. (1) ktérzy badali populacje ze
Stoweni i stosowali ten sam zestaw do amplifikacji, jak réwniez zblizone do
wynikow, jakie uzyskat Pawtowski i in. (3) uzywajgc zestawu Profiler Plus.

W tabeli Il podano informacje o parametrach statystycznych w aspekcie
przydatnosci badanych loci dla medycyny sadowej. Otrzymane wartosci
statystyczne wskazujg na bardzo duzg przydatno$é wysoce polimorficznych loci
przy rozwigzywaniu réznych probleméw 2z zakresu badah genetycznych.
Przydatnos¢ jest tym wieksza, Zze jednorazowe badanie obejmuje 10 loci i tym
samym w zasadniczy sposOb skraca czas oczekiwania na wyniki a odczyt jest
automatyczny, przy uzyciu laserowego sekwenatora.

Nr 2

Czestosci alleli 10 loci typu STR

Tabela |. Czestosci alleli dla AmpFISTR SGM Plus loci w populacji Polski
Potudniowej

Table I. Allele frequencies for AmpFISTR SGM Plus loci in a South Polish
population
Allele | D185533 D251338 D351358 vWA b1B551 p21s1 C8S117¢ | D153433 FGA THO1
6 - - - - - - - - - 0.217
7 - - - - - - - - - 0.125
8 0.007 — - - - - 0.011 - - 0.118
[ 0.088 - — - - - 0.011 0.004 - 0.173
9.3 -— = - = - - - - — 0.349
1'0 0.037 = - - 0.011 = 0.063 - - 0.018
1 0.230 - 0.004 - 0.015 - 0074 - - -
12 0.346 - - 0.099 - 0.195 0.103 -
12.2 - - - — - - — - - -
13 0191 - - 0.103 - 0327 0191 -
132 - - — - - - — Q.01 - -
14 0.037 - 0.158 0114 0.140 - 0.154 0.353 - -
14.2 - - - - - - 0.029 - -
15 0.004 0.004 0.272 0125 0.165 - 0.118 0.176 - -
15.2 - - - - - — - 0.048 - -
16 - 0.037 0.250 G.158 0.169 = 0048 0.070 = -
16.2 - - = - = - - 0.011 - -
17 - 0.221 0173 | 0268 | 0134 - - 0.004 - -
17.2 - - - - - - - 0.004 - =
18 - 0.095 0.129 0.239 .068 - - - 0.01? -
19 - 0.110 0.013 0.088 0.037 - - - 0107
20 - 0.147 - 0 007 0.029 - - - 0.140 -
20.2 - - - - - - - - - —
21 0.037 - - 0.007 - - - 0.165 -
21.2 - - - - - - - - — -
22 - 0.015 - B 0.004 - - - 0.173
202 - - - - - - - - 0.011 -
23 - 0108 - - - - - - 0.129 -
232 - - - - 2004 - - 0.015 -
24 - 0.103 - - - - — - 9,103 -
242 - - — - — - - — - -
25 - 0.114 - - _ 0.004 - - 0.085 -
26 - 0.011 - - - 0.004 - - 0.037 -
27 - 0.004 - - - 0.037 - - 0.015 -
28 - - - - 0.°60 - - 0.007 -
29 - - - - 0.202 - - — -
292 _ - - _ _ —
30 - - - - 0.239 - - - -
302 - - - - 0.081 - - - B
31 - - - - 0.044 - - - -
31.2 - - - - 0.085 - - — -
32 _ - - - 0.011 - _ - -
322 - - - - 0.107 - - - -
332 - - - - 0.011 - - - -
34‘2 - - - - 0.004 - - - _
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Tabela Il. Statystyczne parametry przydatnosci 10 badanych loci w medycynie
sgdowej

ARCH. MED. SAD. KRYM., 2001, LI, 97-103

Table II. Statistical parameters of the usefulness of 10 loci in forensic medicine
System PM ME PE DP He Ho
D3S1358 | 0.3521 0.5334 0.6307 0.9245 0.794769 | 0.838235
VWA 0.3550 0.5653 0.6599 0.9369 0.812405 | 0.794118
D16S539 |[0.3478 0.4811 0.5718 0.8969 0.751872 | 0.727941
D2S1338 |0.3616 0.6837 0.7622 0.9703 0.874376 | 0.838235
D8S1179 | 0.3551 0.5750 0.6593 0.9380 0.808417 | 0.852941
D21S11 0.3595 0.6350 0.7187 0.9578 0.847867 | 0.830882
D18S51 0.3612 0.6851 0.7646 0.9706 0.876438 | 0.875000
D19S433 |0.3527 0.5512 0.6357 0.9288 0.791757 | 0.801471
THO1 0.3500 0.5140 0.6039 0.9138 0.774148 |0.801471
FGA 0.3615 0.6897 0.7683 0.9715 0.878636 | 0.860294
Razem 0.987664641 0.999889940 |0.999990354 | 1.000000000 |0.821068 |0.822059

Total
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Celem pracy byto zbadanie wpltywu metody izolacji DNA oraz warunkéw elektroforezy
kapilarnej na stosunek alleli X i Y amelogeniny. Analiza stosunku wysokosci alleli X i Y
genu amelogeniny przy uzyciu trzech réznych metod izolacji wykazata, iz metoda fenol-
chloroform daje najbardziej zréznicowane relacje wysokos$ci tych alleli. Jedynie dla tej
metody stwierdzono skrajny przypadek, gdzie stosunek obu alleli byt nizszy od 60%. Dla
pozostatych dwéch metod izolacji, minimalny stosunek obu alleli nie spadat ponizej 79%.
Analizujgc profile DNA w aspekcie istnienia potencjalnej mieszaniny nalezy zwrécic
uwage na rodzaj zastosowanej metody izolacji DNA.

The main aim of our study was the analysis of the influence of DNA isolation methods
and capillary electrophoresis conditions on the ratio of amelogenin alleles. Three
different DNA isolation methods were compared (phenol-chlorophorm (F-CH), Chelex
and Blood DNA prep Plus). It was shown that the phenol-chlorophorm method gives the
highest differences between X and Y allel ratios. It was observed that using the F-CH
method it is possible to obtain a very low Y:X ratio (below 60%). In the case of two other
methods the X:Y ratio was not lower than 79%. It was found that allele ratios of
heterozygotes depend on the isolation DNA method used.

Stowa kluczowe: ProfilerPlus, mieszaniny DNA, zasady TWGDAM,
metody izolacji DNA

Key words: ProfilerPlus, DNA mixtures, TWGDAM rules, DNA
isolation methods
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