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Streszczenie

W pracy przedstawiono dane populacyjne dla Polski i poddano ocenie parametry przydatnosci 12 autosomalnych
loci STR z zestawu Investigator HD-plex obejmujacego 9 ukladéw niedostepnych w zadnym z innych komercyjnych
multiplekséw, tj. D2S1360, D3S1744, D4S2366, D5S2500, D6S474, D7S1517, D8S1132, D10S2325 i D21S2055. Do
oceny wykorzystano DNA pochodzacy od 303 niespokrewnionych os6b zamieszkujacych region t6dzki Polski central-
nej. Uzyskany rozktad genotypdéw jest zgodny z zalozeniami rownowagi Hardyego i Weinberga (HWE). Prawidlowo
obrazuje strukture genetyczng badanej populacji w zestawieniu z innymi populacjami Europy i $wiata. Wskazuje na
réwnowage sprzezen w obrebie badanych par loci oraz w odniesieniu do innych syntenicznych loci. Laczne wartosci
sity wykluczenia (PE) oraz prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci (MP) wyniosty odpowiednio 0,99999988
oraz 5,2 x 107*. Polimorfizm zestawu badanych markeréw genetycznych w obrebie multipleksu Investigator HD-plex
pozwala zatem na istotne zwigkszenie warto$ci dowodowej. Stanowi tym samym doskonate narzedzie do rozstrzygania
trudnych spraw z zakresu genetyki sagdowej.

Stowa kluczowe: Investigator HD-plex, multipleks STR, centralna Polska, dane populacyjne, genetyka sagdowa, allo-
-HSCT.

Abstract

In this study Polish population data as well as efficiency parameters of 12 STR loci included in the Investigator HDplex
set were presented. This set contains 9 systems not available in any other commercial multiplexes, ie.: D2S1360,
D3S1744, D4S2366, D552500, D6S474, D7S1517, D8S1132, D10S2325 and D21S2055. The evaluation was preformed
based on DNA samples derived from 303 unrelated individuals living in Lodz region, central part of Poland. The
obtained distribution of the genotypes is consistent with the assumptions of the Hardy and Weinberg equilibrium
(HWE). It reflects properly genetic structure of the studied population compared with other populations of Europe
and the world. It indicates the linkage equilibrium within the pairs of investigated loci, as well as with regard to other
syntenic loci. The total value of the power of exclusion (PE) and the random match probability (MP) were respectively
0.99999988 and 5.2 x 1075 Therefore the polymorphism of examined genetic markers within the Investigator HD-plex
multiplex allows for a significant increase of the evidence value. Thus it constitutes an excellent tool for resolving diffi-
cult cases in the field of forensic genetics.

Key words: Investigator HD-plex, multiplex STR, Central Poland, population data, forensic genetics, allo-HSCT.
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Wprowadzenie

Krétkie tandemowe powtdrzenia (STR) wyko-
rzystywane sa w genetyce sadowej do identyfikacji
osobniczej i badania ojcostwa od ponad 20 lat [1].
Uprzywilejowana pomimo uplywu czasu pozycja
tych markeréw wiaze si¢ z ich wieloallelicznoscia,
stosunkowo krétkimi amplikonami, standaryzacja
metod badawczych oraz stale powigkszajacymi sie
bazami danych [2-4]. Analiza wynikéw badan pro-
filowania DNA przy ustalaniu zrédla pochodzenia
$ladu w mieszaninach, przy okreslaniu zlozonych re-
lacji rodzinnych oraz przy braku mozliwosci analizy
poréwnawczej na podstawie materialu pochodzacego
od o0so6b blisko spokrewnionych wymaga zlozonych
obliczen biostatystycznych. W takich przypadkach
konieczne jest zastosowanie jak najszerszego zakresu
markeréw STR, pozwalajacych na uzyskanie jak naj-
wyzszej sily dyskryminacji [5]. Obecnie dostepnych
jest wiele komercyjnych multiplekséw, przy czym
jednymi z najczesciej stosowanych w praktyce gene-
tyczno-sadowej zestawow sg: Identifiler, NGM SElect,
GlobalFiler firmy Applied Biosystems (Foster City,
CA), PowerPlex 16, PowerPlex 21, Power PlexFusion
6C firmy Promega Corporation (Madison, WI) (2, 3].
Swoim zakresem obejmujg razem pule 24 markeréw
STR autosomalnego DNA. Dodatkowe rozszerzenie
zakresu badan o loci niewystepujace w zZadnym in-
nym zestawie daje system Investigator HD-plex fir-
my Qiagen N.V. (Venlo, NL). Multipleks ten, dawniej
znany jako Mentype Chimera firmy Biotype Diagno-
stic GmbH (Dresden, Germany), zostal udostepnio-
ny powszechnie na rynku europejskim w 2010 r. Ze-
staw zawiera 9 ekskluzywnych markeréw: D2S1360,
D3S1744, D4S2366, D5S82500, D6S474, D7S1517,
D8S1132, D10S2325 1 D21S2055, marker plci amelo-
genine i 3 markery: D125391, D18S51 i SE33, zawarte
réwniez w innych multipleksach [6]. Jak dotad nie-
liczne s3 dane populacyjne obejmujace w komplecie
12 ukladow tego zestawu oraz jego taczne wskazniki
przydatnosci do analiz genetyczno-sadowych. Celem
niniejszej pracy bylo przedstawienie tych danych dla
populacji Polski centralnej w zestawieniu z danymi
dostepnymi dla innych populacji.

Materiat i metody

Proby DNA pochodzily od 303 niespokrewnio-
nych, zdrowych oséb obojga plci zamieszkujacych

Introduction

Short tandem repeats (STR) have been used in
forensic genetics for personal identification and pa-
ternity testing for over 20 years [1]. The privileged
status of these markers over time is associated with
their multiallelic character, relatively short amplicons,
standardization of investigative methods and con-
stantly growing databases [2-4]. An analysis of DNA
profiling results when establishing the origin of a trace
in mixtures or determining complex family relation-
ships, or in situations with no possibility of perform-
ing a comparative analysis based on material derived
from closely related individuals, requires complicated
biostatistical calculations. In such cases, it is necessary
to employ the broadest possible set of STR markers
which allow to obtain the highest power of discrimi-
nation [5]. At present, there are a lot of commercially
available multiplex kits, of which the most commonly
used in forensic genetic practice are: Identifiler, NGM
SElect, GlobalFiler from Applied Biosystems (Foster
City, CA), PowerPlex 16, PowerPlex 21, Power Plex-
Fusion 6C from Promega Corporation (Madison,
WI) [2, 3]. Overall, their range encompasses a pool
of 24 STR markers of autosomal DNA. The scope of
investigations can be additionally extended by using
Investigator HDplex from Qiagen N.V. (Venlo, NL),
a system including loci which are not present in any
other kit. This multiplex, formerly known as Men-
type Chimera from Biotype Diagnostic GmbH
(Dresden, Germany), became widely available on
the European market in 2010. The kit contains 9 in-
clusive markers (D2S1360, D3S1744, D4S2366,
D5S2500, D6S474, D7S1517, D8S1132, D10S2325
and D21§2055), sex marker amelogenin and
3 markers (D12S391, D18S51 and SE33) which are
also found in other multiplexes [6]. As of now, there
are only sparse population data encompassing a com-
plete set of 12 systems available in the kit and its overall
determinants of suitability for forensic genetic analy-
ses. The present study was aimed at determining these
data for the population of central Poland in relation to
data available for other populations.

Material and methods

The DNA samples were derived from 303 unre-
lated healthy individuals of both sexes, inhabiting
the region of central Poland, who have been in-
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region centralnej Polski, ktore uczestniczyly w spra-
wach dochodzenia spornego ojcostwa przeprowadza-
nych w pracowni Genetyki Medycznej i Sagdowej Za-
ktadu Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi. Na wykorzystanie prob uzyskano §wiadoma
zgode badanych i zgode Komisji Bioetyki przy Uni-
wersytecie Medycznym w Lodzi. Genomowy DNA
izolowano z wymazdéw policzkowych z wykorzysta-
niem zestawu AX Sherlock zgodnie z protokotem
producenta (A&A Biotechnology, Polska). Analize
jakosciowa i ilosciowa wyizolowanego DNA prze-
prowadzano za pomocg zestawu Power Quant (Pro-
mega, Madison, WI, USA) w aparacie Real-Time
PCR System 7500 przy uzyciu o oprogramowania
HID Real-Time Analysis v.1.1 (Thermo Fisher Scien-
tific, USA). Amplifikacje matrycy DNA o stezeniu
0,1-0,3 ng/pl przeprowadzano w objetosci 3 pl reak-
¢ji multipleks PCR przy uzyciu zestawu Investigator
HD-plex (Qiagen, Venlo, NL) [6]. Produkty reakcji
PCR wykrywano za pomoca elektroforezy kapilar-
nej i detekgji fluorescencyjnej w sekwenatorze 3500
Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, USA).
Genotypowanie przeprowadzono w obecnosci kon-
troli ujemnej oraz kontroli dodatniej zgodnie z za-
leceniami Komisji DNA ISFG (Miedzynarodowego
Towarzystwa Genetyki Sadowej) z uzyciem opro-
gramowania GeneMapper ID-X v.1.2 w odniesie-
niu do wzorca wielkosci DNA Size Standard 550
(BTO) dostarczonego przez producenta. Analiza
statystyczna obejmujaca zestawienie czestosci alle-
li, ocene zgodnosci badanej populacji z réwnowa-
ga Hardyego i Weinberga (HWE), analize korela-
c¢ji (LD) w badanych parach loci, wskaznik inbredu
»coancestry coefficient” (f), jak réwniez parametry
przydatnosci do badan genetyczno-sagdowych, tj. he-
terozygotycznos¢ (Het), wskaznik informacji o po-
limorfizmie (PIC), sile dyskryminacji (PD), praw-
dopodobienstwo przypadkowej zgodnosci (MP),
sife wykluczenia (PE) i typowy indeks ojcostwa (TPI),
zostala przeprowadzona przy uzyciu arkusza kalku-
lacyjnego PowerStats v. 1.2 [7] oraz oprogramowa-
nia GDA v. 1.0 [8]. Analize nieréwnowagi sprzezen
(LD) przeprowadzono réwniez dla syntenicznych loci
wzgledem loci zestawu HD-plex, zawartych w zesta-
wach Identifiler oraz NGM Select, tj. TPOX, D251338,
D2S5441, D3S1358, FGA, D58816, CSF1PO, D78820,
D8S1179, D10S1248, D21S11, vWA. Ocen¢ HWE
i LD wykonano z zastosowaniem poprawki Bonfer-
roniego przy skorygowanym poziomie istotnosci dla
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volved in cases of disputed paternity investigated at
the Medical and Forensic Genetics Laboratory, De-
partment of Forensic Medicine, Medical University
of Lodz. Written informed consent was obtained
from all subjects for use of the samples in research.
The study was also approved by the Bioethics Com-
mittee at the Medical University of Lodz. Genomic
DNA was isolated from buccal swabs by means of
the AX Sherlock kit, following the manufacturer’s
protocol (A&A Biotechnology, Poland). Qualitative
and quantitative analyses of isolated DNA were con-
ducted with the Power Quant kit (Promega, Madi-
son, WI, USA) using a Real-Time PCR System 7500,
based on HID Real-Time Analysis v.1.1 software
(Thermo Fisher Scientific, USA). The amplification
of the DNA matrix at a concentration of 0.1-0.3 ng/
ul was performed in a 3 pl volume of the multiplex
PCR reaction using the Investigator HD-plex kit
(Qiagen, Venlo, NL) [6]. Products of the PCR reac-
tion were detected by capillary electrophoresis and
fluorescent detection in a 3500 Genetic Analyzer
(Thermo Fisher Scientific, USA). Genotyping was
performed in the presence of negative and positive
controls according to guidelines issued by the DNA
Commission of the ISFG (International Society for
Forensic Genetics) using GeneMapper ID-X v.1.2
software by reference to the DNA Size Standard
550 (BTO) supplied by the manufacturer. Statis-
tical analysis - comprising an estimation of allele
frequency, assessment of compliance of the study
population with the Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE), correlation analysis (LD) in the investigat-
ed pairs of loci, inbreeding coefficient - “coancestry
coefficient” (f), as well as parameters determining
suitability for forensic genetic testing, i.e. hetero-
zygosity (Het), polymorphism information con-
tent (PIC), power of discrimination (PD), random
match probability (MP), power of exclusion (PE)
and typical paternity index (TPI) — was carried out
using the PowerStats v. 1.2 spreadsheet [7] and GDA
v. 1.0 software [8]. An analysis of linkage disequilib-
rium (LD) was also performed for syntenic loci in
relation to the loci from the HD-plex kit, contained
in the Identifiler and NGM Select kits, i.e. TPOX,
D2S1338, D2S441, D3S81358, FGA, D55S816, CSE-
1PO, D78820, D8S1179, D10S1248, D21S11, vWA.
The HWE and LD assessments were performed ap-
plying the Bonferroni correction at a significance
level adjusted for multiple testing [9]. Genetic dis-

BSOCIETAS,

ICA M
P
Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

RN

» ESMVDITT

15



Rafat Wojtkiewicz, Beata Markiewicz, Maciej Jedrzejczyk, Renata Jacewicz
Polymorphism of 12 STR loci included in the Investigator HD-plex kit in Polish population of Lodz region

wielokrotnego testowania [9]. Dystanse genetyczne
pomiedzy populacjami zwizualizowano na podstawie
wartosci Fst obliczonych wg Reynoldsa i wsp. [10]
z zastosowaniem programu TreeView [11].

Wyniki i dyskusja

Uzyskany rozklad genotypéw badanych loci
systemu Investigator HD-plex wykazal zgodnos¢
z prawem réwnowagi Hardyego i Weinberga. Tylko
w dwu ukladach uzyskano warto$¢ prawdopodo-
bienistwa ponizej poziomu istotnosci 0,05, tj. D65S474
(p=0,0174) i SE33 (p = 0,0230). Przy uwzglednieniu
poprawki Bonferroniego przy skorygowanym po-
ziomie istotnosci dla wielokrotnego testowania (p >
0,05/12 = 0,0042) rozklad obserwowany w tych 2 loci,
podobnie jak w 10 pozostatych, nie odbiega w sposdb
statystycznie znamienny od rozkladu oczekiwanego.
Uzyskane czestosci alleli dla poszczegolnych marke-
réow zestawu Investigator HD-plex oraz wyliczone
parametry biostatystyczne, okreslajace przydatnosc
w analizach sadowych, zestawiono w tabeli I.

Jak wynika z przeprowadzonych obliczen, naj-
wyzsze wskazniki zmienno$ci w zakresie hetero-
zygotycznosci, sity dyskryminacji, sity wylaczenia,
typowego indeksu ojcostwa oraz najnizsze warto-
$ci przypadkowej zgodnosci odnotowano dla loci:
SE33, D21S2055, D18S51, D12S391, D10S1132,
D8S1132, D7S1517, co czyni te markery najbar-
dziej przydatnymi dowodowo w aspekcie badan
genetyczno-sagdowych. Najmniej polimorficznymi,
a tym samym dajacymi najmniejsza warto$¢ do-
wodowa, okazaly sie loci: D6S474, D4S2366 oraz
D281360. Nie wykazano sprzezenia pomigdzy zad-
ng z par badanych markeréw (p > 0,05/2 = 0,025),
co jest szczegolnie istotne w przypadku D6S474
i SE33 lezacych na jednym chromosomie, tzw. loci
syntenicznych. Calkowita warto§¢ wskaznika in-
bredu (f) dla badanej populacji wyniosta 0,003, co
jest warto$cig znacznie nizszg od wartosci 0,01 re-
komendowanej dla populacji spetniajacej warunki
niezaleznego dziedziczenia [12]. Nie istnieja zatem
przeszkody w uzyskiwaniu skumulowanej wartosci
dowodowej zestawu Investigator HD-plex reguty
mnozenia warto$ci dowodowych uzyskanych dla
poszczegdlnych markeréw zestawu. Na podstawie
dostepnych danych opublikowanych dla tej samej
populacji nieréwnowage sprzezen testowano row-
niez w parach syntenicznych loci wzgledem loci

tances between populations were visualized based
on Fst values calculated according to Reynolds et al.
[10], using the TreeView application [11].

Results and discussion

The genotype distribution obtained for the stud-
ied loci included in the Investigator HDplex system
demonstrated conformity with the Hardy-Weinberg
equilibrium law. The probability value was below
the 0.05 significance level only in two systems, i.e.
D6S474 (p = 0.0174) and SE33 (p = 0.0230). Apply-
ing the Bonferroni correction at a significance level
adjusted for multiple testing (p > 0.05/12 = 0.0042),
the distribution pattern noted in the 2 loci — similar-
ly to the other 10 - did not diverge in a statistically
significant manner from the expected distribution.
The allele frequencies obtained for different markers
from the Investigator HDplex kit, as well as calculat-
ed biostatistical parameters determining suitability
for forensic analysis, are listed in Table 1.

As shown by the calculations, the highest vari-
ability indices for heterozygosity, power of dis-
crimination, power of exclusion and typical pater-
nity index, and the lowest values of random match
probability were noted for the following loci: SE33,
D21S2055, D18S51, D128391, D10S1132, D8S1132
and D7S1517. Consequently, these markers are the
most suitable for use as evidence in forensic genet-
ic investigations. The loci that were shown to be the
least polymorphic and, as a result, the least suit-
able as evidence in forensic investigations, includ-
ed D65474, D4S2366 and D25S1360. There was no
linkage between any of the pairs of the investigat-
ed markers (p > 0.05/2 = 0.025), which is particu-
larly significant for D6S474 and SE33 lying on the
same chromosome, the so-called syntenic loci. The
total value of the inbreeding coefficient (f) for the
studied population was 0.003, which is a much low-
er value than 0.01 recommended for a population
meeting the criteria of independent inheritance
[12]. Therefore, there are no obstacles to obtaining
a cumulative evidence value of the Investigator HD-
plex kit based on the rule of multiplying evidence
values recorded for individual markers in the kit.
Based on available data published for the same pop-
ulation, linkage disequilibrium (LD) was also test-
ed in pairs of syntenic loci in relation to HDplex
loci contained in the Identifiler and NGM Kits, i.e.
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Tabela I. Rozktad czestosci wystepowania alleli i parametry biostatystyczne dla 12 loci STR w prébie populacyjnej
303 os6b z regionu tédzkiego (centralna Polska)
Table 1. The distribution of allele frequencies and biostatistical parameters for 12 STR loci in a population sample of
303 individuals of Lodz region (Central Poland)

Allele| D2S1360 | D3S1744 | D4S2366 | D552500 | D6S474 |[D7S1517 |D8S1132|D10S2325|D12S391 |D18S51|D21S2055| SE33
Allels
6 0,0020
7 0,1450
8 0,3560 0,0100 0,0530
9 0,1070 0,0020
10 0,2190 0,0860 0,1550 0,0070
11 0,0660 0,3000 0,1490 0,0130
12 0,1170 0,1780 0,1730 0,0990 0,0030
13 0,0120 0,1260 0,0480 0,2210 0,1290 0,1020 0,0050
13.2 0,0020
13.3 0,0020
14 0,0940 0,1020 0,0530 0,2360 0,0530 0,1380 0,0330
14.1 0,0020
14.2 0,0020
15 0,0610 0,0100 0,2180 0,1620 0,0310 0,0310 0,1530 0,0340
15.3 0,0020
16 0,1190 0,0020 0,0890 0,2840 0,0100 0,0030 0,0030 0,0200 0,1660 0,0490
16.1 0,0500
17 0,3120 0,0150 0,0860 0,0020 0,0810 0,1020 0,1070 0,0660
17.1 0,0280
17.3 0,0200
18 0,1680 0,0030 0,0110 0,0360 0,2160 0,1620 0,0960 0,0660
18.1 0,0100
18.3 0,0120 0,0020
19 | 0,0080 | 0,1580 0,1060 | 0,1350 0,1250 | 0,0500 0,0510
19.1 0,2310
19.3 0,0130
20 0,1270 0,0560 0,1020 0,1490 0,1370 0,0350 0,0510
20.1 0,0400
20.2 0,0050
20.3 0,0030 0,0020
21 0,0790 0,0200 0,1320 0,1040 0,1100 0,0130 0,0030 0,0200
21.1 0,0030
21.2 0,0260
22 0,3200 0,1250 0,1420 0,1440 0,0100 0,0120
22.2 0,0460
23 0,1520 0,0610 0,1300 0,0740 0,0050 0,0100 0,0020
23.2 0,0480
24 0,0380 0,1420 0,0330 0,0280 0,0020 0,0030
24.2 0,0570
24.3 0,0020
pionng
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Tabela I. Ciag dalszy
Table 1. Continued

Allele| D2S1360 | D3S1744 | D4S2366 | D552500 | D6S474 |D7S1517 |D8S1132|D10S2325|D12S391 |D18S51 |D21S2055| SE33
Allels
25 0,1070 0,1980 0,0050 0,0120 0,1020
25.2 0,0380
26 0,0710 0,0610 0,0030 0,0940
26.2 0,0540
27 0,0660 0,0200 0,0020 0,0150
27.2 0,0560
28 0,0220 0,0050 0,0020 0,0070
28.2 0,0840
29 0,0030 0,0330
29.2 0,0530
30 0,0020 0,0450
30.2 0,0560
31 0,0030 0,0430
31.2 0,0360
32 0,0360 0,0020
32.2 0,0210
33 0,0020 0,0830 0,0050
33.2 0,0020
34 0,0870 0,0020
34.2 0,0050
35 0,0540
36 0,0130 0,0020
37 0,0080
39 0,0020
D2S1360 | D3S1744 | D4S2366 | D5S2500 | D6S474 | D7S1517 | D8S1132 | D10S2325 | D12S391 | D18S51 | D21S2055 SE33
P 0,1857 0,6113 0,3983 0,5822 0,0174 0,4761 0,4474 0,6557 0,5769 0,3447 0,9969 0,0230
Het 0,7990 0,8320 0,8090 0,8220 0,7820 0,8780 0,8980 0,8380 0,8840 0,8780 0,9240 0,9540
PIC 0,8100 0,8000 0,7500 0,7900 0,7500 0,8600 0,8400 0,8500 0,8800 0,8700 0,8900 0,9500
PD 0,9490 0,9450 0,9210 0,9350 0,9160 0,9700 0,9590 0,9660 0,9750 0,9730 0,9810 0,9920
MP 0,0510 0,0550 0,0790 0,0650 0,0840 0,0300 0,0410 0,0340 0,0250 0,0270 0,0190 0,0080
tj. 1 na 19,5 39,9 24,5 15,5 11,9 33,4 24,5 29,5 39,9 36,4 51,7 119,7
PE 0,5970 0,6590 0,6150 0,6400 0,5660 0,7510 0,7910 0,6720 0,7640 0,7510 0,8450 0,9060
TPI 2,4800 2,9700 2,6100 2,8100 2,3000 4,0900 4,8900 3,0900 4,3300 4,0900 6,5900 10,8200

P — prawdopodobieristwo testu exact (HWE); Het — heterozygotycznosc obserwowana; PIC — wskaZnik informacji o polimorfizmie; PD - sifa
dyskryminacji; MP — prawdopodobieristwo przypadkowej zgodnosci, tj. 1 na...; PE — sita wykluczenia; TPl — typowy indeks ojcostwa

P — exact test probability (HWE); Het — observed heterozygosity; PIC — polymorphism information content; PD — power of discrimination;
MP — matching probability-expressed as 1 in...; PE — power of exclusion; TPI — typical paternity index
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HD-plex, zawartych w zestawach Identifiler oraz
NGM, tj. TPOX, D2§1338,D25441, D3§1358, FGA,
D5S8816, CSF1PO, D758820, D8S1179, D10S1248,
vWA, D21S§11 [13, 14]. Najnizsze wartosci praw-
dopodobienistwa w tescie exact odnotowano dla
par loci lezacych na drugim chromosomie, ftj.
D2S1360-TPOX (p = 0,046) oraz D251360-D25441
(p = 0,029). Po zastosowaniu korekty Bonferronie-
go nie wykazano jednak braku réwnowagi sprze-
zen pomiedzy zadnym z syntenicznych loci zesta-
wow HD-plex, Identyfiler czy NGM. Uzyskane
wyniki pozostaja w zgodzie z wynikami badan We-
stern i wsp. [15]. Wobec powyzszego nie istnieja
przeszkody w zwiekszaniu sily dowodowej eksper-
tyzy z zastosowaniem reguly mnozenia w oparciu
o uzupelniajaca analize¢ markeréw STR w syste-
mach Identyfiler, NGN oraz HD-plex.

Laczna wartos¢ sity dyskryminacji dla bada-
nego zestawu loci wynosi 0,999999999999999995,
co oznacza, ze okreslony profil DNA pojawi sie
w badanej populacji $rednio u 1 osoby na 1,93
x 10". Laczna sita wykluczenia dla zestawu ba-
danych markeréw (PE) wyniosta 0,999999879,
a $redni indeks ojcostwa dla pojedynczego mar-
kera 4,26. Uzyskane wysokie wartosci parametréow
biostatystycznych dla populacji Polski centralnej
sg zblizone do analogicznych parametréw uzy-
skanych dla innych populacji [15-20]. Swiadczy
to o bardzo wysokiej przydatnosci badanego ze-
stawu Investigator HD-plex do badan zaréwno
z zakresu identyfikacji osob, jak i analizy ojcostwa.
Uzyskane rozklady alleli w populacji Polski zesta-
wiono z rozktadami alleli uzyskanymi dla innych
populacji i z zastosowaniem metody najblizszego
sasiada (neighbour-joing) skonstruowano drzewo
dystanséw genetycznych. Wyznaczone dlugosci
galezi drzewa laczace badane populacje przedsta-
wiono na rycinie 1. Z jej analizy wynika, ze dy-
stans ujawniony na podstawie matrycy wartosci
Fst odzwierciedla adekwatnie dystans terytorialny
dzielacy badang populacje Polski od innych popu-
lacji Europy i $wiata.

Badania walidacyjne i poréwnawcze wykaza-
ty znaczng odporno$¢ na inhibitory oraz wlasciwg
analize mieszanin z wykorzystaniem zestawu In-
vestigator HD-plex, jak réwniez kompatybilnos¢
genotypowania w zestawieniu z innymi multiplek-
sami PCR, tj. Identifiler oraz NGM Select [15]. Co
wiecej, wigkszo§¢ markeréw zestawu Investigator

Arch Med Sad Kryminol 2016; vol. 66: 13-22

TPOX, D281338, D25441, D3S1358, FGA, D5S816,
CSF1PO, D7S820, D8S1179, D10S1248, vWA and
D21S11 [13, 14]. The lowest probability values in
the exact test were noted for the pairs of loci lying
on the second chromosome, i.e. D2S1360-TPOX
(p = 0.046) and D2S1360-D25441 (p = 0.029). Af-
ter applying the Bonferroni correction, however, no
linkage disequilibrium (LD) was demonstrated be-
tween any of the syntenic loci included in the HD-
plex, Identifiler or NGM Kkits. The results obtained
in the study are thus consistent with the findings of
research conducted by Westen et al. [15]. In view of
the above, there are no obstacles to increasing the
evidence value of forensic expert opinions by using
the multiplication rule based on a complementary
analysis of STR markers in the Identifiler, NGN and
HD-plex systems.

The total value of the power of discrimination for
the investigated set of loci is 0.999999999999999995,
which means that a specific DNA profile occurs in
the study population on average in one person per
1.93 x 10Y. The total power of exclusion (PE) for
the investigated marker kit was 0.999999879, and
the mean paternity index for a single marker was
4.26. The high values of biostatistical parameters
obtained for the population of central Poland are
similar to corresponding parameters determined
for other populations [15-20]. The finding shows
that the studied kit, Investigator HD-plex, displays
a high level of suitability both for personal identifi-
cation and paternity testing. The distributions of al-
leles determined for Poland’s population were com-
pared with the distributions of alleles found in other
populations and, based on the neighbour-joining
method, a genetic distance tree was created. The
lengths determined for the tree branches connect-
ing the populations under study are shown in Fig. 1.
The figure demonstrates that the distance revealed
on the basis of the Fst value matrix accurately re-
flects the territorial distance between the studied
Polish population and other populations in Europe
and worldwide.

Validation and comparative studies demonstrated
that the Investigator HD-plex kit is considerably resis-
tant to inhibitors and allows accurate analysis of mix-
tures and compatibility of genotyping in comparison
with other PCR multiplexes, i.e. Identifiler and NGM
Select [15]. Furthermore, the majority of markers in
the Investigator HDplex kit were validated for the
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JAPONIA/JAPAN

Rafat Wojtkiewicz, Beata Markiewicz, Maciej Jedrzejczyk, Renata Jacewicz
Polymorphism of 12 STR loci included in the Investigator HD-plex kit in Polish population of Lodz region

NIEMCY/GERMANY 6| ANDIA/NETHERLANDS

tODZ/LODZ

WLOCHY/ITALY
BLISKI WSCHOD/MIDDLE EAST

SZWECJA/SWEDEN

CHINY/CHINA

AMERYKA/AMERICA

PAKISTAN/PAKISTAN

Rycina 1. Dystans genetyczny, ktéry dzieli populacje regionu tédzkiego (centralna Polska) od innych populacji
Europy i $wiata, zwizualizowany metodg ,najblizszego-sasiada” na podstawie wartosci Fst obliczonych wg

Reynoldsa i wsp. [10]

Figure 1. Genetic distance, which divides population of Lodz region (Central Poland) and other populations of
Europe and the world, visualized by the neighbour-joing method on the basis of Fst values calculated accord-

ing to Reynolds et al. [10]

HD-plex zostala zwalidowana do monitorowania
chimeryzmu po przeszczepieniu komorek macie-
rzystych hematopoezy (allo-HSCT) na podstawie
analizy informatywnosci przeprowadzonej u ponad
200 oso6b z par dawca-biorca [21]. Monitorowanie
stopnia chimeryzmu DNA i dynamiki jego zmian
u pacjentow w okreslonych odstepach czasowych
po przeszczepie jest istotnym wskaznikiem diagno-
stycznym i wplywa na leczenie. Ocena wystepowa-
nia chimeryzmu po allo-HSCT moze tez mie¢ istot-
ne zaostrzenie w odniesieniu do analiz z zakresu
genetyki sadowej [22]. W przypadku przeszczepow
od os6b blisko spokrewnionych zdarza si¢ duze po-
dobienstwo w zakresie cech DNA. W tej sytuacji
badany zestaw 12 markerdéw, z ktérych 9 jest unikal-
nych, moze nie tylko by¢ stosowany jako uzupelnia-

monitoring of chimerism following allogeneic hae-
matopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT),
based on an analysis of informativeness conducted
in over 200 donor-recipient pairs [21]. Monitoring of
the degree of DNA chimerism and the dynamics of
its changes in patients at specified time intervals after
transplantation is a significant diagnostic indicator
and has an impact on treatment. An assessment of the
occurrence of chimerism following allo-HSCT can
also have a significant role in forensic genetic analyses
[22]. Transplants from closely related individuals oc-
casionally involve a high degree of similarity in DNA
features. In such circumstances, the investigated kit
of 12 markers, of which nine are unique, can be used
not only as a complementary set in calculations of the
evidence value in forensic genetic investigations, but
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jacy do obliczen warto$ci dowodowej w badaniach
genetyczno-sagdowych, lecz takze jako dodatkowo
dyskryminujacy (rozrdézniajacy) w diagnostyce po
allo-HSCT.

Whioski

Wykazano wysoka przydatnos¢ zestawu Investi-
gator HD-plex w badaniach z zakresu genetyki me-
dycznej i sadowej. Jest to pierwsza baza opracowana
dla kompletnego zestawu 12 markeréw tego syste-
mu w populacji polskiej. Uzyskany rozklad genoty-
pow i alleli wskazuje na niezaleznos¢ dziedziczenia
markeréw zaréwno w obrebie zestawu HD-plex, jak
i w odniesieniu do syntenicznych markeréw z zesta-
wow Identyfiler i NGM. Badany zakres markeréw
dobrze obrazuje strukture genetyczng populacji
centralnej Polski w zestawieniu z innymi popula-
cjami Europy i §wiata. Z uwagi na wysoka site dys-
kryminacji badanych markeréw, z ktérych dziewigé
nie jest dostepnych w zadnym innym komercyj-
nym multipleksie, stanowi on doskonate wsparcie
systeméw Combined DNA Index System (CODIS)
i European Standard Set (ESS) przy rozwigzywaniu
najtrudniejszych spraw z zakresu identyfikacji os6b
i analizy pokrewienstwa, jak réwniez oceny chime-
ryzmu po allo-HSCT.

Autorzy deklarujq brak konfliktu intereséw.
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also as an additional discriminatory tool in post-allo-
HSCT diagnostics.

Conclusions

The study has shown the Investigator HD-plex
kit to be highly suitable for medical and forensic ge-
netic investigations. It is the first database compiled
for the complete kit of 12 markers of the system in
the Polish population. The distribution of genotypes
and alleles obtained in the study points to an inde-
pendent pattern of markers inheritance both within
the HD-plex kit and in relation to syntenic markers
from the Identifiler and NGM Kkits. The investigat-
ed range of markers accurately reflects the genetic
structure of the population of central Poland against
other populations in Europe and worldwide. Due to
thre high discrimination power of the investigated
markers, nine of which are unavailable in any other
commercial multiplexes, the kit represents an excel-
lent support for the Combined DNA Index System
(CODIS) and European Standard Set (ESS) in the
resolution of the most difficult cases involving per-
sonal identification and kinship analysis as well as
post-allo-HSCT chimerism assessment.
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