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Podczas rutynowego badania spornego ojcostwa, przy
uzyciu zestawu autosomalnych loci typu STR— AmpFISTR
Identifiler, stwierdzono brak segregacji znanych alleli
matczynego locus D13S317, wynikajacy z przekazania
dziecku przez matke krétszego, nie rozpoznanego wa-
riantu allelicznego. W zakresie 13 sposréd 15 zbadanych
loci dziecko dziedziczyto allele od pozwanego, jednakze
w zakresie uktadu CSF1PO wystgpita mutacja. Z tego
wzgledu sprawdzono sekwencje wariantu allelicznego
D13S317 u matki i dziecka postugujac sie technika bez-
posredniego sekwencjonowania. Wariant alleliczny za-
wierat 6 typowych powtorzern motywy TATC oraz dodat-
kowe powtdrzenie AATC. Przez analogie do opublikowa-
nej sekwencji wariantéw allelicznych nazwano go
D13S317.6’. Ten wariant alleliczny wydaje sie rzadki
w polskiej populacji, jednakze ze wzgledu na jego ruchli-
wos¢ elektroforetyczna, miedzy poprzedzajacym uktadem
THO1 a D13S317, doktadna analiza zapisu elektrofore-
tycznego po procedurze automatycznego genotypowa-
nia wydaje sie niezbedna dla unikniecia omytkowej inter-
pretacji wynikow.

During a routine paternity casework, performed with
automated genotyping using AmpFISTR Identifiler kit, an
inconsistency affecting maternal segregation of D13S317
allele was encountered, manually detected as a variant
allele in the mother and child. Alleles of the putative father
were transmitted in 13 out of 15 autosomal STR loci but
in CSF1PO locus there was an apparent mutation. We
therefore directly sequenced the variant D13S317 allele
in mother and the child and compared results to the

available data on variant alleles within this STR locus. The
variant allele consisted of 6 TATC repeats and an
additional AATC moitif, thus by a similarity to the previously
reported variant it was labeled D13S317.6’. It seems that
the variant allele is quite rare in the Polish population,
however, its electrophoretic mobility between preceding
THO1 alleles and that of D13S317 one, requires a careful
scrutiny of automated genotyping traces to avoid
misinterpretation of the results.

Stowa kluczowe: wariant D13S317.6°
Key words: genetic variation D13S317.6’

Wykonywane w Pracowni Hemogenetyki Kate-
dry i Zaktadu Medycyny Sadowej w Krakowie ba-
dania spornego ojcostwa obejmujg m.in. ustalenie
profilu genetycznego badanych oséb przy uzyciu
popularnego multipleksowego systemu uktadow
STR - AmpFISTR Identifiler. W przedstawianym przy-
padku, podczas automatycznej analizy profili gene-
tycznych pozwanego oraz matki i dziecka stwierdzo-
no w zakresie uktadu D13S317 u dziecka brak allela
przekazanego od matki. Dodatkowo obserwowano
brak segregacji allela ojcowskiego w uktadzie
CSF1PO. Segregacja alleli matczynych i pochodza-
cych od pozwanego w pozostatych 13 autosomalnych
uktadach STR wskazywata na wysokie prawdopo-
dobienstwo biologicznego ojcostwa pozwanego
w stosunku do dziecka.



116

Szczegdétowa analiza wynikdw rozdziatu elektrofo-
retycznego ujawnita, ze dziecko odziedziczyto od
matki wariant alleliczny D13S317.6’. Natomiast w ukta-
dzie CSF1PO stwierdzono mutacje allela, przypusz-
czalnie ojcowskiego pochodzenia. Pozwolito to, po
uwzglednieniu wynikéw analizy mikrosatelitarnych
uktadéw MS8/Hinfl i MS43a/Hinfl na ustalenie
99,99999% prawdopodobienstwa ojcostwa pozwane-
go w badanym przypadku spornego ojcostwa.

WPROWADZENIE

Polimorficzny uktad powtérzen tetranukleotydo-
wych D13S317 znajduje sie na chromosomie 13
(13922-g31). Powtérzenia motywu nukleotydowe-
go TATC typowo wystepujg w 5 do 16 kopii, co
w przypadku starterow reakcji PCR uzywanych
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w zestawach firmy Applied Biosystems daje pro-
dukt amplifikacji o dlugosci od 204 do 248 nukle-
otyddw [1]. Stwierdzony podczas genotypowania
DNA matki i dziecka wariant alleliczny byt mniejszy
od najmniejszego w zestawie wzorcéw D13S317.8
0 8,06 nukleotydu, natomiast byt wiekszy od nie-
obecnego w populacji polskiej allela TH01.13.3 za-
ledwie o 3,73 nukleotydu (ryc. 1). Uktady THO1
i D13S317 w multipleksie sg znakowane tym samym
barwnikiem fluorescencyjnym. Byto to przyczynag
braku prawidtowego rozpoznania wariantu allelicz-
nego D13S317 przez program Genotyper (Applied
Biosystems, wersja 3.7NT) i pozornego braku segre-
gacji allela matczynego podczas automatycznego
rozpoznawania alleli. W badanym materiale wariant
alleliczny D13S317 wystapit u matki w heterozygo-
tycznym genotypie, wraz z allelem 13 i zostat prze-
kazany dziecku, ktére od pozwanego odziedziczy-

Ryc. 1. Zapis elektroforegramu dla uktadéw AMPFISTR Identifiler THO1 i D13S317. Probki 791, 792 i 793 odpowiada-
ja pozwanemu, dziecku i matce w badaniu o sporne ojcostwo. W pierwszej linii wzorzec alleliczny w zakresie wymie-
nionych uktadéw. Skala wykresu podana w nukleotydach.

Fig. 1. Electrophoregram trace of AMPFISTR Identifiler kit including THO1 and D13S317 loci. Samples 791, 792 and
793 correspond to the putative father, child and mother respectively, in a paternity casework. Upper lane is the allelic
ladder. Scale of figure in nucleotides.
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fo ponadto allel 11. Ze wzgledu na rzadkie wyste-
powanie wariantéw allelicznych uktadu D3S317, a
takze na dodatkowg niezgodno$¢ segregaciji alleli
w uktadzie CSF1PO, w ktérym dziecko (11-13)
odziedziczyto allel od matki (11-12), lecz nie od
pozwanego (11-14), podjeto prébe ustalenia se-
kwencji zaobserwowanego wariantu allelicznego
w uktadzie D13S317.

MATERIALY | METODY

Rozdziat fragmentéw DNA

Materiatem byta krew zylna od pozwanego, matki
i dziecka zgtaszajacych sie do badania spornego
ojcostwa (prébki 791, 792, 793/2005). Genomowe
DNA izolowano rutynowg metoda hypotoniczne;j lizy
krwinek czerwonych, trawienia proteinaza K osadu
krwinek biatych i precypitacji DNA etanolem z roz-
tworu przy obecnosci jonéw sodowych. Amplifika-
cji poddano 5 ng genomowego DNA, postugujac
sie zestawem odczynnikéw AmpFISTR Identifiler
firmy Applied Biosystems zgodnie z zaleceniem pro-
ducenta. Rozdziat produktéw amplifikacji przepro-
wadzono przy uzyciu zautomatyzowanego syste-
mu do elektroforezy ABI Prism 377 na 5% poliakry-
lamidowym zelu denaturujgcym (Amresco, USA)
przy drodze rozdziatu 36 cm, w obecnosci we-
wnetrznego wzorca diugosci DNA GeneScan-500
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Liz. Wielobarwny obraz zelu zostat zanalizowany
przy uzyciu matrycy G5 oprogramowaniem Gene-
Scan Analysis 3.7 NT. Przypisania alleli na podsta-
wie uzytego standardu allelicznego dokonano pro-
gramem Genotyper 3.7 NT w oparciu o plik wsado-
wy Identifiler CODIS macro wersja 1.

Sekwencjonowanie DNA

Amplifikacje 10 ng genomowego DNA przepro-
wadzono przy uzyciu termocyklera ABI2400 stosu-
jac startery specyficzne dla uktadu D13S317 zale-
cane dla uktadéw CODIS:

D13S317-F  5-ATT ACA GAA GTC TGG
GAT GTG GAG GA,
D13S317-R  5-GGC AGC CCA AAA AGA

CAG A.

Reakcje PCR przeprowadzono stosujac naste-
pujace parametry: denaturacja wstepna 95°C 11
min, nastepnie 10 cykli: 94°C 30 sek. — 60°C 30 sek.
—70°C 45 sek., nastepnie 20 cykli: 90°C — 30 sek. —
60°C 30 sek. - 70°C 45 sek. oraz koncowa elongcja
60°C 30 min. Produkty PCR rozdzielono elektrofo-
retycznie w 1% mini-zelu agarozowym (Applied Bio-
systems). Po ich wizualizacji bromkiem etydyny
(0,5ug/ml) mniejszy z produktéw amplifikacii, o wiel-
kosci okoto 200 par zasad nukleotydowych wycie-
to z zelu i oczyszczono przy uzyciu zestawu Gel
out (AA Biotechnology, Gdansk). Reakcje sekwen-
cjonowania z uzyciem starteréw identycznych jak

Tabela I. Poréwnanie sekwencji referencyjnych markera D13S317 cziowieka (AF250876 i G09017) oraz szympansa
(AADA012397290) z wariantem allelicznym D13S317 - 6.

AF250876 — gacccatctaacgcctatctgtatttacaaatacat
G09017 — gacccatctaacgcctatctgtatttacaaatacat
AADA01239720 — gacccatctaacgcctatctgtatttacaaatacat

Dziecko #792 — GACCCATCTAACGCCTATCTGTATTTACAAATACAT

AF250876 —tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc
G09017 —tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc
AADA01239720 —tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc tatc
Dziecko #792 - TATC TATC TATC TATC TATC TATC

AF250876 — tatc tatc tatc tatc aatcatctatctatctttctgtc
G09017 — tatc tatc tatc tatc aatcatctatctatctttctgtc
AADA01239720 — tatc tatc tatc tatc aatcatctatctatctttctgtc

Dziecko #792 - —— —— —— AATC AATCATCTATCTATCTTTCTGTC

AF250876 — tgtcttttt
G09017 — tgtcttttt
AADA01239720 - tgtcgttt
Dziecko #792 - TGTCTTTTT

Powtérzenia motywu TATC zostaly zaznaczone czcionka pogrubiona. Réznice pojedynczych nukleoty-
doéw sekwenciji wyrézniono podkresleniem.
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do PCR wykonano zestawem DYEnamic ET Termi-
nator Cycle Sequencing Kit (Promega, USA) zgodnie
z zaleceniem producenta. Produkty sekwencjonowa-
nia rozdzielono metoda elektroforezy na sekwena-
torze ABI Prism 377. Analize wynikow przeprowa-
dzono przy uzyciu programu Sequence Analysis
v3.7 (Applied Biosystems)

WYNIKI | OMOWIENIE

Zanalizowano sekwencje wariantu allelicznego
stwierdzonego u matki i u dziecka. Wykazata ona
identyczna sekwencje u obu badanych, odpowia-
dajaca 6 powtdrzeniom motywu TATC i jednemu
powtdrzeniu AATC (tab. I). Ten wariant alleliczny zo-
stat zatem zidentyfikowany jako D13S317-6’. Porow-
nanie referencyjnych sekwenciji dla locus D13S317,
zawierajgcych 13 powtorzen nie ujawnito zadnych
innych zamian nukleotydowych. Warto wspomnie¢,
ze locus D13S317 wykazuje w analizowanym zakre-
sie duzg konserwatywno$¢, a opisana niedawno [2]
jego sekwencja u szympansa rézni sie zaledwie jed-
nym nukleotydem, poza regionem powtdrzen. Wariant
alleliczny D13S317 byt juz wielokrotnie obserwowa-
ny, ze Srednia czestoscig od 1:2230 do 1:32 660 ba-
danych genotypow [3]. W populacji polskiej taki allel
zostat juz opisany przez Raczek E. i wsp. [4]. Przedsta-
wiany w pracy wariant sekwencji allela D13S317-6’, ze
wzgledu na transwersje T>A w ostatnim powtorze-
niu przypomina wariant o 10’ sekwencji [TATC],,
AATC zsekwencjonowany przez Lins A. M. i wsp.
[5].

Na okoto 2500 badan genotypu oséb niespo-
krewnionych, obejmujacych uktad D13S317 allel 6’
byt obserwowany w Pracowni Hemogenetyki Kate-
dry i Zaktadu Medycyny Sadowej w Krakowie po
raz pierwszy. Jego czesto$¢ wystepowania w pot-
nocno-wschodniej Polsce oszacowano na ok. 0,001
na podstawie 517 badanych oséb w sprawach
o ojcostwo [6]. Natomiast w potnocno-centralnej
Polsce, na 824 nie spokrewnione osoby badane
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w zakresie 15 ukfaddéw STR, allel D13S317 nie byt
obserwowany [7].
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