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W pracy przedstawiono przyktady praktycznego wykorzystania multipleksowej analizy
o$miu loci DNA — STR: vWA, THO01, TPOX, CSF1PO, D5S818, D13S317, D75820,
D16S539 i genu amelogeniny (pte¢) w badaniu dowodowych plam krwawych oraz plam
nasienia. Wprowadzenie analizy statystycznej pozwala na doktadng interpretacje
uzyskiwanych wynikow.

This paper presents a multiplex analysis of the 8 STR loci: VWA, THO1, TPOX, CSF1PO,
D58818, D138317, D7S820, D16S539 and amelogenin gene (sex determination) in
some blood and semen stains. Statistical analysis — determination of values of LR, MP
and MP? helps to accurately interprete the obtained results.

Stowa kluczowe: PCR, STR, analiza multipleksowa, identyfikacja
osobnicza,

Key words: PCR, STR, multiplex analysis, personal identification.

WSTEP

Odkrycie polimorficznych markeréow mikrosatelitarnych (Short Tandem
Repeats), charakteryzujgcych sie zmienna liczbg tandemowych powtédrzen

Prace wykonano w ramach projektu badawczego Nr 4 PO 5A 09816 finansowanego przez Komitet
Badan Naukowych w latach 1999-2000.
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sekwencji 2-7 nukleotydowej zrewolucjonizowato wiele dziedzin genetyki:
mapowanie sprzezen, tworzenie map fizycznych genomow oraz genetyczng
identyfikacje osobniczg. Wprowadzenie analizy loci STR metodg tancuchowej
reakcji polimerazy (PCR) potaczonej z analiza diugosci produktow amplifikacji
w denaturujgcym zelu poliakryloamidowym byto  krokiem milowym” w analizie
sladow biologicznych i identyfikacji osobniczej (4, 13). Zastosowanie fluorescen-
cyjnego znakowania starterow PCR i laserowych systemow detekcji rozdziela-
nych fragmentéw DNA oraz opracowanie metod jednoczesnej analizy kilku loci
STR w tzw. ,multipleksowej” reakcji PCR znacznie zwigkszylo czulosé
i wspéiczynnik dyskryminacji tych analiz. Zanim do praktyki laboratoryjnej
wprowadzono metody laserowej detekcji znakowanych fluorescencyjnie
produktéw amplifikacji PCR duza popularno$¢ zdobyty komercyjnie dostepne
~multipleksy” wykorzystujace barwienie zeli srebrem. Systemy te pozwalajg na
jednoczesng analize dwoéch lub trzech loci mikrosatelitarnych. Optymalne
stezenie matrycy DNA w przypadku zastosowania do badan tych ukiadéw
multipleksowych wynosi ok. 25 ng na reakcje. Wprowadzenie detekcji fluore-
scencyjnej zwigkszyto nie tylko czulos¢ analizy ale pozwolito tez na oznaczenie
wigkszej liczby loci w toku jednej analizy (8). Czutos¢ reakcji jak i ilos¢ réwno-
cze$nie oznaczanych uktadéw (3, 5) jest jednak $cisle uzalezniona od systemu
detekcji fluorescencji. Najwiekszg czuloScia charakteryzujg sie multipleksy
opracowane dla systeméw detekcji sekwenatora — dla uzyskania optymalnych
wynikéw wystarcza bowiem ok. 1 ng matrycy DNA na reakcje. Charakteryzujg sie
tez najwyzszym ,wspotczynnikiem multipleksowania” — dzieki wielokolorowej
detekcji jednoczesnie mozna bowiem w chwili obecnej analizowa¢ do 8-9, 10
anawet 16 loci STR (6, 7, 9, 11). Wszystkie zalety fluorescencyjnych multiplek-
sowych systeméw analizy loci STR zostaty wykorzystane w analizie Sladow
biologicznych i identyfikacji osobniczej, szczegdinie w przypadkach, w ktérych
dostepne sg tylko niewielkie ilosci DNA oraz DNA zdegradowany (1, 2, 12, 14).

Niniejsza praca jest prezentacjg praktycznej przydatnosci multipleksowych
uktadoéw analizy loci STR w badaniu réznego typu $ladow biologicznych.

MATERIALY | METODY

W pracy zaprezentowano 5 wybranych przypadkow z praktyki Pracowni
Serohematologii Sgdowo-Lekarskie] Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej AM
w Bydgoszczy, w ktdrych przeprowadzono badanie DNA.

DNA z plam krwawych izolowano metodg obejmujgca 20 godzinng ekstrakcje
DNA w buforze TRIS/EDTA z dodatkiem DTT, SDS i Proteinazy K w temperatu-
rze 56°C, ekstrakcje mieszaning fenol / chloroform / alkohol izoamylowy
i zageszczanie DNA na kolumienkach Microcon 100. Z plam nasienia, DNA
izolowano metodg lizy preferencyjnej, uzyskujac odrebne frakcji DNA -
z komérek nabtonkowych i plemnikdw, potgczonej z ekstrakcjg mieszaning fenol
/ chloroform / alkohol izoamylowy i zageszczanie DNA na kolumienkach
Microcon 100. Stezenie DNA okreslano w oparciu o zestaw ,Quanti Blot” firmy
Perkin Elmer, pozwalajgcy na wykrywanie minimalnych ilosci DNA (rzedu 0,15
ng) dzieki hybrydzacji w systemie slot-blot ze specyficzng dla naczeinych sondg
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alfa satelitarnego DNA D17Z1 polaczong z detekcjg kolorymetrycznag,
Amplifikacje i typowanie DNA wykonano z uzyciem multipleksowego systemu
GenePrint  PowerPlex Fluorescent STR  System, pozwalajgcego na
koamplifikacje i dwukolorowg detekcje osmiu loci STR: vWA, THO01, TPOX,
CSF1PO, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539 i genu amelogeniny (ptec) firmy
Promega, zgodnie z zaleceniami producenta, podajgc do reakcji 0.5 — 2 ng
matrycy genomowego DNA. W toku badan wstepnych przeprowadzono
miareczkowanie reakcji PCR stezeniem matrycy DNA. Po amplifikacji fragmenty
DNA rozdzielano w 5% denaturujgcym Zelu poliakrylamidowym na sekwenatorze
ABl Prism 377. Pomiar dlugosci produktow amplifikacji przeprowadzono
w odniesieniu do wewnetrznego standardu diugosci Fluorescent Ladder CXR
60-400 Bases {Promega) przy pomocy programu komputerowego ABI Prism
GeneScan Analysis 2.1. Genotypowanie przeprowadzono w oparciu 0 wyniki
pomiarow dtugosci produktéw amplifikacji w odniesieniu do drabin allelicznych
przy uzyciu programu komputerowego ABI Prism Genotyper 2.0. Obliczenia
wspotczynnika LR, okre$lajgcego raz na ile oséb okreslony genotyp pojawia sie
w populacji, MP — charakteryzujacy prawdopodobienstwo wystgpienia danego
genotypu w populacji oraz MP? definiujgcego prawdopodobienstwo znalezienia
dwoch identycznych genotypdéw w populacji obliczono wykorzystujac czestosci
alleliczne dla populacji polskiej regionu pomorsko-kujawskiego (10).

WYNIKI

W toku badan wstepnych z wykorzystaniem DNA wyizolowanego z krwi
$wiezej, stwierdzono, ze wyniki analiz otrzymywane z zastosowaniem badanego
multipleksu sg powtarzalne, a sam system jest niezwykle czuty. Wysoka sila
dyskryminacji multipleksu, okreslona w toku wczesniejszych badan populacyj-
nych na PD = 0.999999995 (Power of Discrimination) wskazywata na potencjalng
mozliwo$¢ jego wykorzystania w identyfikacji $ladéw biologicznych (10). Badania
nad optymalizacjg zastosowanego multipleksu do analizy plam krwawych
wykazaty, ze krytycznym czynnikiem jest stezenie matrycy DNA. Miareczkowanie
reakcji PCR stezeniem matrycy DNA (ryc.1) wykazalo, ze optymaine stezenie
matrycy DNA w reakcji PCR zawiera sie miedzy 0.5 — 5 ng. Wieksza ilos¢
matrycy DNA podana do reakcji PCR nie powoduje drastycznego zwiekszenia
liczby artefaktow, uniemozliwiajgcych prawidiows interpretacie wynikdw, ale
stezenie matrycy DNA w reakcji PCR ponizej 0.5 ng praktycznie nie daje
pozytywnych wynikow amplifikacji.

llos¢ DNA w granicach 0.5 — 5 ng jest zazwyczaj mozliwa do uzyskania nawet
z matej ilosci materiatu biologicznego, a oznaczenie genotypoéw 8 loci STR: VWA,
THO1, TPOX, CSF1PO, D5S818, D135317, D7S820, D16S539 i pici (genu
amelogeniny) daje zazwyczaj satysfakcjonujgce rezuitaty, pozwalajace na
wyciagniecie wnioskéw przez prowadzgcego sprawe.

O praktycznej przydatnosci badanych loci STR analizowanych w systemie
PowerPlex $wiadczg przedstawione przypadki z prakiyki naszego Zakiadu:

Przypadek 1. Na kole kierownicy oraz lewym przednim stupku samochodu,
w ktorym w wypadku zgineta jedna osoba a druga zostata ranna, zabezpieczono
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zaplamienia w postaci rozmazow w celu ustalenia, kto kierowat pojazdem
wchwili wypadku. Z plamy krwawej wyizolowano DNA, ktérego stezenie
okreslono na 0.5 ng / pl. Do reakcji PCR podano 2 ng DNA, co umozliwito
okreslenie genotypu w zakresie analizowanych loci. Okreslony genotyp byt
identyczny z genotypem okreslonym dla jednego z uczestnikdw wypadku (ryc. 2).
Wartosci wspoétczynnikow LR, MP i MP® wyniosty dla tego genotypu:
0.000000031, LR = 32258064.5, MP2 = 9.61 5972659 x 107'°,

Przypadek 2. Na miejscu wlkamania zabezpieczono fragment rozbitej szyby
z niewielkim brunatnym zaplamieniem oraz drobng plame zakrzepte] substanciji,
ktorymi okazata sie krew ludzka. Izolacja DNA pozwolita na uzyskanie roztworu
o stezeniu 10 ng / ul. Do reakcji PCR podawano 1.5 ng matrycy DNA. Oznaczo-
no genotypy w zakresie wszystkich analizowanych loci, kiére okazaly sie zgodne
z genotypem okreslonym dla podejrzanego (ryc. 3). Wartosci wspoiczynnikdéw
LR, MP i MP? wyniosly dla tego genotypu: MP = 0.000000006, LR =
166729991.3, MP? = 3.5972659 x 107".

Przypadek 3. Na przypuszczalnym miejscu zdarzenia zabezpieczono drobiny
zakrzepte] krwi na zdzblach trawy i piasku; plamy krwi zabezpieczono takze na
odziezy i w samochodzie podejrzanego. 2 ng DNA podane do reakcji amplifikacji
pozwolily uzyska¢ pozytywne wyniki genotypowania w zakresie analizowanych
loci (ryc. 4). Genotypy analizowanych skrzepow i plam krwawych byly identyczne
z genotypem okresSlonym dla ofiary. Wartosci wspotczynnikow LR, MP i MP?
wyniosty dla tego genotypu: MP = 8.23 x 1072, LR = 1.22 x 10", MP? = 6.77 x
10722, Wysokie wartosci wspotczynnikoéw wynikaja z obecnosci bardzo rzadkiego
w populacji polskiej allelu 6 w locus D135317. Allel ten nie zostat jak dotad
opisany w zadnej z badanych populaciji.

Przypadek 4. Od ofiary gwaltu zabezpieczono bielizng; zabezpieczono réw-
niez bielizne podejrzanego oraz zaplamienia z fotela samochodu podejrzanego.
W zaplamieniach wykryto obecnosc nasienia ludzkiego. Izolacja DNA pozwolita
uzyskac ilosci materiatu wystarczajgce do typowania genetycznego. Do reakcji
PCR podawano 1.5 ng DNA. Uzyskano wyrazne piki, przedstawione na ryc. 5.
We frakcji nabtonkowej wyizolowanej z zaplamien na bieliznie pokrzywdzonej
oznaczono genotyp odpowiadajacy w zakresie analizowanych loci jej genotypowi,
we frakcji DNA z plemnikéw oznaczono genotyp odpowiadajgcy genotypowi
podejrzanego. We frakcji nablonkowej i plemnikowej zaplamien na bieliznie
podejrzanego okreslono genotyp odpowiadajgcy jego genotypowi. W zaplamie-
niach na fotelu samochodowym we frakcji plemnikowej zidentyfikowano genotyp
odpowiadajgcy genotypowi podejrzanego, za$ we frakcji nabtonkowej w jednej
z plam zidentyfikowano genotyp kobiety, inny od genotypu pokrzywdzone;.
Wartosci wspotczynnikéw LR, MP i MP? wyniosty dla genotypu oznaczonego dla
podejrzanego i frakcji plemnikowej zaplamien: MP = 587 x 107'°, LR =
1703041338, MP® = 3.45 x 107'°. Wartosci wspétczynnikow LR, MP i MP? dla
genotypu kobiety oznaczonego w zaplamieniach na fotelu samochodowym
wyniosty: MP = 1.58 x 107", LR = 6.31 x 10'°, MP? = 2.51 x 10™%, za$ wartosci
wspdiczynnikéw LR, MP i MP? dla genotypu pokrzywdzonej wyniosty: MP =
0.000000001, LR = 759613699.5, MP* = 1.73 x 107, W locus THO1
w przypadku ,obcej” kobiety zwraca uwage genotyp 9.3/ 10.
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Wyniki  miareczkowania
multipleksowej reakcji
PCR stezeniem matrycy
DNA. Problemy z inter-
pretacjg uzyskanych wyni-
kow pojawiajg sie w przy-
padku podania do reakcji
PCR 0.3125 ng DNA — piki
sg bardzo niskie i niemoz-
liwe jest poprawne typo-
wanie w locus VWA,
W przypadku podania do
reakcji PCR 0.15625 ng
matrycy DNA pojawiajg sie
dodatkowe piki, a genoty-
powanie jest juz obarczo-
ne biedami.

Analysis of sensitivity of
~GenePrint PowerPlex 1.2
Fluorescent STR System”
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Ryc. 2. Wyniki analizy plamy krwi zabezpieczonej na kole kierownicy rozbitego
samochodu (1). Genotyp okreslony dla krwi zabezpieczonej na kierowni-
cy odpowiada genotypowi jednej z ofiar wypadku (2) i wyklucza mozli-
wosé pochodzenia tej plamy krwi od drugiego uczestnika zdarzenia (3).

Fig. 2. Forensic analysis of blood stain from driving wheel (1) and victims of
crash (2, 3) using ,GenePrint PowerPlex 1.2 Fluorescent STR System”.

Genotypes of blood stain (1) and victim (2) are identical.
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Ryc. 3. Analiza genetyczna drobnych plam krwi zabezpieczonych na miejscu

wlamania: 1 — na fragmencie szyby, 2 — na podtodze oraz krwi podejrza-
nego (3).

Fig. 3. Forensic analysis of blood stain from piece of glass (1) and from floor (2)

from criminal scene and from suspect using ,,GenePrint PowerPlex 1.2
Fluorescent STR System”.
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Ryc. 4. Wyniki analizy genetyczne w sprawie zabojstwa: 1 — drobiny krwi
zabezpieczonej na zdzble trawy na miejscu morderstwa, 2 — plamy krwi
zidentyfikowanej w samochodzie podejrzanego oraz ofiary — 3. Bardzo
wysokie wartosci wspétczynnikow MP, LR i MP? wynikaja w przypadku
okreslonego w tej sprawie genotypu ofiary z niezwykle rzadkiego allelu 6
w loci D13S317.
Forensic analysis of blood stains from blade from criminal scene (1),
blood stain from suspects car (2) and victim (3) using ,GenePrint
PowerPlex 1.2 Fluorescent STR System”. Very rare allel 6 in D13S317
locus follow in high values of MP, LR i MP?.

Fig. 4.
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Ryc. 5. Analiza genetyczna przeprowadzona w sprawie gwattu. 1 — genotyp
pokrzywdzonej, 2 — genotyp podejrzanego, 3 — genotyp okreslony dla
komédrek nablonkowych plamy na bieliznie pokrzywdzonej, 4 — genotyp
okreslony dia nasienia zidentyfikowanego na bieliznie pokrzywdzonej,
zgodny z genotypem podejrzanego, 5 — genotyp komorek frakcji nabton-
kowej zidentyfikowanych w zaplamieniach na fotelu samochodu podej-
rzanego (réznigcy sie od genotypu pokrzywdzonej, w locus THO1 wi-
doczny genotyp 9.3 / 10 — gdzie allele réznig sie diugoscig 1 pary zasad).

Fig. 5. Forensic analysis of case of violance using ,GenePrint PowerPlex 1.2
Fluorescent STR System”: 1 — victim, 2 — suspect, 3 — epithelial cells
from semen stain from victim’s clothes, 4 — sperm cells from semen
stain from victim’s clothes, 5 — epithelial cells from semen stain from
suspect’s car (different from victim; in THO1 locus allele 9.3 and 1 nu-
cleotide longer allele 10).
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Ryc. 6. Wyniki analizy genetycznej prowadzonej w sprawie gwaftu, w ktérej

zabezpieczono plame nasienia na przescieradle. 1 — genotyp komorek
nabtonkowych, bedacych mieszaning komoérek nablonkowych pokrzyw-
dzonej (3) i sprawcy, ktérego genotyp okreslono na podstawie analizy
plemnikowej (2).

Fig. 6. Forensic analysis of semen stain from sheet: 1 — genotype of mixed

epithelial cell of victim and doer, sperm cell of doer (2) and victim (3) us-
ing ,GenePrint PowerPlex 1.2 Fluorescent STR System”.
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Przypadek 5. W sprawie gwattu zabezpieczono przescieradio, na ktérym
stwierdzono $lady nasienia. Podanie do reakcji PCR 1.5 ng DNA pozwolito
okresli¢ genotyp komoérek nablonkowych, bedgcy wynikiem zmieszania DNA
ofiary i sprawcy, z wyrazng przewagg ilosciowa DNA sprawcy, oraz genotyp
plemnikéw gwalciciela, ktérego nie ujeto (ryc. 6). Wartosci wspdiczynnikéw LR,
MP i MP? wyniosty dla tego genotypu: MP = 3.53 x 107", LR = 2.83 x 10'°, MP? =
5.58 x 107" za$ dla genotypu ofiary: MP = 0.000000007, LR = 1338665923,
MP? = 1.25 x 107"

OMOWIENIE

Pozytywne wyniki typowania genetycznego w zakresie 8 loci STR uzyskano
w przypadku kazdego typu badanych $Sladow biologicznych. Wysoka czutosé
wykorzystywanego systemu, okreslona w eksperymentach miareczkowania
reakcji PCR stezeniem matrycy DNA na ok. 0.5 ng DNA pozwolita na skuteczng
i powtarzalng analize nawet niewielkich sladéw biologicznych. Uzyskane wyniki,
okreSlajgce czutos¢ zastosowanego multipleksu sg zgodne z opublikowanymi
danymi, charakieryzujgcymi graniczng czuto$¢ multipleksowych uktadow
wykorzystujgcych fluorescencyjng detekcje w systemie ABI (1, 6, 12, 14,). Wyniki
te wskazujg ponadto, ze wykorzystywany system jest czulszy od opisywanych
ukiadéw multipleksowych dla sekwenatora A.L.F. (3, 9) w ktérych optymainym
stezeniem jest okoto 5 — 10 ng matrycy DNA. Dane te wskazujg na koniecznosé
stosowania pewnej strategii przy uktadaniu programu badawczego w analizie
DNA w plamach krwawych. W sytuacji bardzo matej ilosci sladéw krwawych
metodg z wyboru staje sie badanie z uzyciem bardzo czutych systeméw. Warto
zwrocic rowniez uwage na niezwykle krytyczny element analizy genetycznej,
ktérym staje sie precyzyjne oszacowanie stezenia DNA (szczegolnie przy jego
niskim stezeniu), mimo stosunkowo duzej tolerancji wykorzystanego systemu
(0.5 — 25 ng DNA na reakcje). Praktyka laboratoryjna, ktérej przyktady zapre-
zentowano powyzej pokazuje, ze wskazane jest uzycie do pomiardéw stezenia
DNA systemow opartych na hybrydyzacji ze specyficzng sondg D17Z1.

W analizowanych przypadkach nie zaobserwowano istotnych wahan
w doktadnosci pomiarow dtugosci analizowanych fragmentow DNA.

Typowanie genetyczne w zakresie o$miu loci STR, wsparte analizg staty-
styczna, opierajgcg sie na czestosciach allelicznych w poszczegolnych loci
oznaczonych dla populacji polskiej pozwala rozstrzygna¢ kwestie identyfikacji
osobniczej z bardzo wysokim prawdopodobienstwem.
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