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Rare, out-ladder alleles at the STR loci in the Upper Silesia
population

Z Katedry Medycyny Sadowej Slaskiej AM w Katowicach
Kierownik: dr hab. Z. Olszowy - profesor Slgskiej AM

W populacji Gérnego Slaska, wérdd uczestnikow spraw spornego ojcostwa znaleziono
rzadkie, pozadrabinowe allele w czterech STRowych loci, rutynowo fenotypowanych
wsadowym ustalaniu wiezéw pokrewienstwa. Allele VWA*12 i 21, CSF1P0O*16,
D13S317*6 oraz TPOX*5 wystgpity odpowiednio z czestoscig 0.0006 i 0.0006, 0.0005,
0.0006 oraz 0.0005.

Among individuals (participants of paternity testing) from the Upper Silesia region rare,
out-ladder alleles in four STRs (routinely used in paternity testing) were found. There are
alleles: VWA*12 and 21, CSF1PO*16, D13S317*6 and TPOX*5 with the following
frequency: 0.0006 and 0.0006, 0.0005, 0.0006 and 0.0005.

Stowa kluczowe: STRowe loci, pozadrabinowe allele, populacja
gérnoslgska
Key words: STRloci, out-ladder alleles, the Upper Silesia population

WPROWADZENIE

Wysoce polimorficzne sekwencje genomowego DNA typu STR (short tandem
repeat) sg nieocenione w opiniowaniu spraw spornego ojcostwa. Rutynowo,
w sgdowym ustalaniu ojcostwa w KMS SAM w Katowicach oznacza sie je od
1999 roku. Obecnie badane osoby fenotypuje sie w 12 STRowych loci w oparciu
o drabiny alleliczne, bedace zbiorem powszechnie wystepujacych alleli w danym
lokus.

Jednak wéréd osobnikéw z regionu Gérnego Slagska znaleziono rzadkie, pozad-
rabinowe alllele w czterech sposréd 12 loci. Czestosci wystepowania powszech-
nych alleli przedstawiajg prace Raczek (12, 14) oraz Raczek i wsp., (13).



102 E. Raczek Nr 2-3

Niniejsze doniesienie odnotowuje wystgpienie rzadkich alleli VWA*12 i 21,
CSF1P0O*16, D13S317*6 oraz TPOX*5.

MATERIAL | METODY

DNA izolowano z krwi oséb uczestniczgcych w sprawach spornego ojcostwa
zmodyfikowang metodg Kunkela i wsp., (5).

Amplifikacje, elektroforeze, barwienie srebrem prowadzono zgodnie z reko-
mendacjg Promegi Co., (USA) - producenta zestawéw STRowych: CTT, Silver
STR 1l i FFV (3).

Pozadrabinowe allele weryfikowano przez ponowng izolacje i amplifikacje.
W przypadku allela D13S317*6 przeprowadzono sekwencjonowanie (15).

Dla potrzeb niniejszej pracy policzono ponownie czestosci alleli w czterech
loci, w ktérych spotkano allele pozadrabinowe stosujgc program komputerowy
FatRec (2).

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Lokus VWA znajduje sie w obrebie 12 chromosomu (12p12-pter); jest
powtdrzeniem sekwencji AGAT od 13 do 20 razy w powszechnie wystepujgcych
allelach o dtugosci od 139-169 pz (3).

Allel VWA*12 (ryc. 1a) znaleziono u matki dziecka (6/386/03/DNA) w formie
heterozygotycznej VWA 12-16. Kobieta nie przekazata go swojemu dziecku.
Allel 12 wystgpit w populacji Gérnego Slgska u 1 osobnika sposréd 860
zbadanych, a wiec z czestoscig 0.0006. Najczestszy w tym lokus allel 17 pojawit
sie w populacji goérno$laskiej 452 razy, czyli z czesto$cig 0.2628.

W genowym banku danych (www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str vwa.htm) jest
uznany za allel obserwowany o znanej sekwencji TCTA(TCTG),(TCTA),, ktérg po
raz pierwszy opisali Urquhart i wsp., (20). W polskiej populacji allel 12 ponadto
znaleziono w Polsce pin. (10), gdzie pojawit sie takze drugi z pozadrabinowych alleli
spotkanych w lokus VWA na terenie Gérnego Slagska - allel VWA*21 (ryc. 1a).
Wystgpit on u pozwanego (6/385/03/DNA) w postaci heterozygoty VWA 15-21.
Allela nie odziedziczyto sporne dziecko, gdyz pozwany mezczyzna nie byt jego
ojcem. Allel 21 jest opisany w literaturze przez Brinkmanna i wsp., (1), ktérzy
podajg jego sekwencje TCTA(TCTG),(TCTA),, TCCATCTA. W Polsce spotkano
go jeszcze w populacji Podlasia (11).
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Ryc. 1. Elektroforegramy fenotypéw osobnikéw z rzadkimi, pozadrabinowymi
allelami: VWA*12 i VWA*21 (a), CSF1PO*16 (b), D13S317*6 (c)
i TPOX*5 (d).
D - drabina alleliczna, A - allel pozadrabinowy

Fig. 1. Electrophoregrams of individual phenotypes with rare, out-ladder alleles:
VWA*12 and VWA*21 (a), CSF1PO*16 (b), D13S317*6 (c) and TPOX*5 (d).
D - allelic ladder, A, - out-ladder allele

Lokus CSF1PO jest zwigzane z 5 chromosomem (5q33.3-q34) i powtarza
sekwencje AGAT powszechnie od 7 do 15 razy dajgc allele o dlugosci 295-327
(3). ..
Allel CSF1PO*16 (ryc.Ib) znaleziono u pozwanego (6/10/04/DNA) w postaci
heterozygoty CSF1PO 12-16; mezczyzna przekazat go swojemu potomstwu:
cérce (P=0.9999994, PI=1708239) i synowi (P=0.999997, PI=375674) -
bliznietom dwujajowym. Tak wiec allel 16 wystgpit u 3 spokrewnionych ze soba
osobnikéw ale tylko u 1 osobnika sposréd 920 zbadanych niespokrewnionych
dorostych, czyli z czestoscig 0.0005. Najczestszy w lokus CSF1PO allel 12
pojawia sie na Gornym Slgsku z czestoscig 0.2989.

Allel 16 w genowej bazie STR (www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str csf.htm)
uznano za obserwowany po podaniu jego sekwencji przez Margolis-Nunno
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i wsp., (7). Wtym samym czasie (rok 2001) w polskiej populacji allel CSF1PO*16
zsekwencjonowata i opisata Szczerkowska i wsp., (17), ale tego faktu nie
odnotowuje ani genowa baza danych ani ostra dyskusja dotyczgca zasadnosci
uzycia przez Margolis-Nunno i wsp., (7) stwierdzenia ,previously unreported size
variant, CSF1PO" (8, 21). W polemikach cytuje sie publikacje na temat
wystgpienia allela 16 w jednej z polskich populacji (8, 21), ale nie jest to praca
Szczerkowskiej i wsp., (17).

Lokus D13S317 to lokus z chromosomu 13 (13922-931), w ktérym sekwen-
cja TATC (GATA) powtarza sie powszechnie od 7 do 15 razy, dajac allele
0 dtugosci od 165-197pz (3).

Allel D13S317*6 (ryc. 1c) wystgpit w formie heterozygoty D13S317 6-11
u pozwanego (6/15/02/DNA); mezczyzna nie przekazat rzadkiego allela swemu
dziecku (P=0.99986, PI=7193), czyli allel 6 wystapit u 1 osobnika ws$réd 831
zbadanych z regionu Gérnego Slgska (f=0.0005).

W STRowej bazie danych (www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str d13s.htm)
allel D13S317*6 jest wymieniony kilkakrotnie ale jako variant allel, czyli
dotychczas nie opisano jego sekwencji. We wspotpracy z Wolanskg-Nowak
1 Kupcem (IES - Krakéw) podjeto probe ustalenia sekwencji allela 6 w lokus
D13S317; wyniki sg zaskakujgce. Przedstawiono je na 13. Miedzynarodowym
Zjezdzie Medycyny Sadowej regionu Alpe-Adria-Pannonia w Grazu (15).
Wykazano rozbieznosci miedzy sekwencjg kanoniczng w powszechnie
wystepujgcym allelu 11 a pozadrabinowym 6. Natomiast w obu allelach
stwierdzono odmiennos$¢ liczby powtarzanej sekwencji, liczonej w odniesieniu do
dtugosci fragmentu oznaczanego allela i tej liczonej z doswiadczenia sekwencjo-
nowania. Podobng sytuacje opisuje Lins i wsp., (6) w allelu 10 z tegoz lokus,
podajgc dwie jego wariantowe sekwencje. W polskiej populacji allel 6 spotkano
w Polsce ptd.-wsch. (4); proba jego zsekwencjonowania zakonczyta sie
analogicznymi spostrzezeniami (Koziot - korespondencja prywatna). Kontynu-
acja sekwencjonowania innych alleli lokus D13S317, szczegdlnie tych wystepu-
jacych u osobnikéw homozygotycznych pod wzgledem badanego allela, byé
moze wyjasni ztozonos$¢ struktury alleli lokus D13S317.

Lokus TPOX jest umiejscowione w 2 chromosomie (2p25.1-pter); sekwencja
kanoniczna to AATG, powtarzana od 6 do 13 razy daje powszechnie wystepujg-
ce allele o dtugosci 224-252 pz (3).

Allel TPOX*5 (ryc. 1d) oznaczono u pozwanego (6/48/03/DNA) w formie
heterozygoty TPOX 5-8, mezczyzna nie przekazat go swojemu dziecku
(P=0.99924, PI=1320).

W STRowej bazie (www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str tpox.htm) wystepuje
jako wariant, dotychczas nie poznano jego sekwencji, a tylko zweryfikowano
obecnos¢ - podobnie jak w tej pracy - poprzez reamplifikacje. W populacji
gérnoslagskiej allel TPOX*5 wystgpit u 1 osobnika sposrod 958 zbadanych,
niespokrewnionych dorostych, czyli z czestoscig 0.0005. Najczestszy w tym lokus
allel 8 pojawit sie 1089 razy, a wiec z czestoscig 0.5684. Nie spotkano doniesie-
nia o obecno$ci allela 5 w innych regionach Polski (9, 11).

Przedstawione rzadkie, pozadrabinowe allele z czterech STRowych loci: VWA,
CSF1PO, D13S317 i TPOX, rutynowo oznaczanych w sprawach spornego
ojcostwa, $wiadczg o nieustajgcym procesie zmian zachodzgcych w ludzkim
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genomie, ewolucji tegoz. Z innej strony - opiniodawczej - mogg stanowi¢ znak
zapytania przy ustalaniu pokrewienstwa w przypadku mozliwosci réznorodnosci
sekwencji tego samego allela wystepujgcego w homozygotycznej parze: pozwany-
dziecko - analogia z podtypami fenotypéw fosfoglukomutazy z ekspertyzy 1°.
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Opiniowanie w sprawach sgdowego ustalenia
ojcostwa wzgledem bliznigt w praktyce Katedry
Medycyny Sadowej Slgskiej AM w Katowicach
w latach 1996-2003*

Mono - and dizygotic twins in forensic paternity testing in
practice at the Department of Forensic Medicine (Silesian
Academy of Medicine, Katowice) in the years 1996-2003

Z Katedry Medycyny Sadowej Slgskiej AM w Katowicach
Kierownik: dr hab. Z Olszowy - profesor Slgskiej AM

Opiniowanie spraw spornego ojcostwa z udziatem bliznigt jednojajowych w praktyce
KMS SAM w Katowicach pozwolito ukaza¢ ich idealng zgodno$¢ pod wzgledem
badanych markeréw genetycznych - nawet mutacja uwidoczniona technikg RFLP-VNTR
(MZ1.3/Hae Ill) wystgpita u obu blizniaczych siéstr. W przypadku bliznigt dwujajowych
wykazano zdecydowane zréznicowanie szans i prawdopodobienstw ojcostwa bedace
konsekwencjg niezaleznej segregacji cech w pierwszym - redukujgcym podziale
mejotycznym. Natomiast rzadki, pozadrabinowy allel 16 w lokus CSF1PO zostat
przekazany przez pozwanego zaréwno corce jak i synowi - blizniaczemu rodzenstwu.

Giving an opinion on disputable paternity, concerning monozygotic twins in practice at
the Department of Forensic Medicine (Silesian Academy of Medicine, Katowice)
demonstrated their ideat agreement according to examined genetic markers possible.
Even the mutation, which was revealed using the RFLP-VNTR method was the same for
both twin sisters. In the case of dizygotic twins a firm differentiation of paternity index and
probability of paternity was proved. This was the consequence of independent features
segregation in first, reductive meiotic division. While the rare, out-ladder allele 16 at the
CSF1PO locus was transmitted to both twins: a daughter and a son by the putative
father.

Stowa kluczowe: bliznieta jedno- i dwujajowe, sgdowe ustalenie
ojcostwa

Praca opracowana na podstawie referatu wygtoszonego w sesji hemogenetycznej Xlll Zjazdu
PTMSiK w Krakowie (15-17.09.2004).
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