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Opracowany i zoptymalizowany nowy zestaw
multipleksowy miniSTR zawiera /oci D3S3053,
D6S474, D9S2157, D20S482 oraz marker pfci —
amelogenine. Startery uzyte do amplifikacji /oci
miniSTR hybrydyzujg do matrycy DNA w bezpo-
Srednim sasiedztwie regionu repetetywnego i ge-
nerujg amplikony o niskich masach czasteczkowych
(71-135 pz). Analiza wielkosci produktéw odbywa
sie w oparciu o system automatycznej detekcji
a allele definiowane sg na podstawie wewnetrznego
standardu wielkosci. Minimalna ilos¢ DNA nie-
zbedna do uzyskania petnego profilu genetycznego
wynosi 250 pg. Udowodniono specyficznosé ga-
tunkowg i stabilno$¢ somatyczng badanych /oci,
jak réwniez uzytecznosé zaprojektowanego systemu
loci miniSTR w badaniach zdegradowanych $ladow
biologicznych, takich jak: plamy krwi i spermy na
tkaninie, $lina z ustnikéw niedopatkdéw papierosow
oraz fragmentéw wtoséw katagenowych. Loci, ktdre
wchodzg w sktad zestawu nie nalezg do standardu
uzywanego w kryminalistyce opartego na systemie
CODIS, dlatego mogg one stanowié rozszerzenie ty-
powego panelu badawczego, gdy konieczne jest zwie-
kszenie sity dyskryminacji uzytego zestawu /oci.

The newly designed and optimized miniplex
contains the following markers: D3S3053, D6S474,
D9S2157, D20S482 and sex-determining marker
— amelogenin. The target amplicon lengths for the
developed multiplex are 71-135 bp. Amplification
products were detected in a fluorescence based
automated genetic analyzer. A minimal DNA sample

required to obtain full genetic profiles was 250 pg.
The usefulness of these miniSTRs in genotyping of
severely degraded forensic samples, such as stains
of blood and semen, saliva on cigarette butts and
telogen hair has been confirmed in validation studies.
The designed pentaplex offers a new potential
screening tool in cases of old crime scenes, mass
disasters, mass graves, etc., where DNA degradation,
body fragmentation or large numbers of victims
occur. The use of additional non-CODIS markers
may increase typeability of severely degraded
samples and ensure a higher potential for genetic
discrimination.

WSTEP

W praktyce medyczno-sgdowej przedmiotem
badan jest nierzadko materiat, ktéry poddawany byt
wptywowi niekorzystnych czynnikéw Srodowisko-
wych lub dziataniu mikroorganizmoéw. Procesy te
prowadza do degradacji DNA utrudniajgc interpre-
tacje profilu genetycznego wskutek powstawania
artefaktéw w postaci nierownomiernej amplifikacji
alleli heterozygot, catkowitej utraty jednego z alleli
(allelic drop-out), badz catego locus (locus drop-out)
[1, 2, 3, 4]. Podwyzszona temperatura i wilgot-
nosc¢, promieniowanie UV czy ogien powodujg frag-
mentacje DNA do krétkich odcinkéw poprzez za-
chodzace w komdrkach procesy biochemiczne lub
oksydacyjne [5, 6, 7]. Jedng z metod genotypowa-
nia prébek DNA o duzym stopniu fragmentacji jest
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zastosowanie starteréw PCR przytgczajgcych sie
w bezposrednim sasiedztwie sekwencji powtarzal-
nej. Skrécenie regionéw flankujgcych umozliwia
uzyskiwanie produktéw PCR o niskiej masie cza-
steczkowej (50-150 pz) [1, 4]. Markery miniSTR
wykorzystano po raz pierwszy na duzg skale przy
identyfikacji ofiar ataku terrorystycznego na World
Trade Center w 2001 roku [8].

Opracowano multipleks miniSTR, w ktérego sktad
weszty loci autosomalne: D3S3053, D6S474,
D9S2157 i D20S482 oraz marker ptci — amelo-
genina. Poszczegdlne markery autosomalne nie byty
dotychczas rutynowo uzywane w badaniach me-
dyczno-sgdowych, lecz zostaty sklasyfikowane jako
uzyteczne w identyfikacji osobniczej na podstawie
roznych danych populacyjnych [9, 10, 11, 12, 13,
14, 15]. Celem pracy byta ocena przydatnosci za-
projektowanego pentapleksu w genotypowaniu pro-
bek zdegradowanego DNA.
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MATERIAL | METODY

Charakterystyke loci miniSTR wchodzacych
w sktad opracowanego pentapleksu przedstawiono
w tabeli I. Przeprowadzono optymalizacje wa-
runkdéw PCR oraz dwuetapowg walidacje procesu
genotypowania zgodnie z wytycznymi SWGDAM
(ang. Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods), ktére obejmujg zbidr definicji dotycza-
cych wdrazania procedur analizy DNA w laborato-
riach kryminalistycznych [16]. Walidacja dostarcza
niezbednych informacji na temat zdolno$ci metody
badawczej do generowania wiarygodnych rezulta-
téw, ograniczen natozonych na procedure oraz para-
metréw, ktérych zastosowanie umozliwi uzyskanie
wtasciwych wynikéw analizy. Ponadto w trakcie
przeprowadzania walidacji definiowane sg kryty-
czne etapy procesu w celu ich doktadnego kon-
trolowania [17, 18].

Tabela I. Charakterystyka loci zawartych w pentapleksie miniSTR.
Table I.  Characteristics of loci included in the miniSTR pentaplex.
Locus Numer dostgpu | Jednostka Allel Lokalizacja Zakres dtugosci | Zakres alleli
w Banku Genow | powtarzalna referencyjny chromosomowa | alleli (pz) Allele range
Gene Bank Repeat Reference allele Chromosomal Allele length
accession unit location range (bp)
number
D3S3053 AC069259 TATC 9 3026.31 84-108 7-13
D6S474 AL357514 [AGAT] [GATA] 17 6q21-22 107-135 13-20
D9S2157 AL162417 ATA 10 9g34.2 71-107 7-19
D205482 AL121781 AGAT 14 20p13 86126 9-19
AMG X M55418 - - Xp22.31-p22.1 80 X
AMGY M55419 - - Ypll.2 83 Y
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Specyficznosé gatunkowg okreslano na podsta-
wie badan probek DNA pochodzacych z zasuszo-
nych prébek krwi 17 wybranych gatunkéw zwie-
rzat: domowych (kot, pies), gospodarskich (kon,
krowa, koza, owca, $winia, kura, indyk), dziko zyja-
cych (dzik, jelen, sarna, mysz, szczur, karp, lew)
oraz naczelnych (szympans). Stabilno$¢ somaty-
czng analizowano poprzez poréwnanie zgodnosci
genotypu w materiale wyodrebnionym z réznych
tkanek pochodzacych do tej samej osoby. Materiat
badawczy stanowity wycinki 10 réznych tkanek
(mozg, przysadka mozgowa, serce, pfuco, miesien
poprzecznie prazkowany, trzustka, $ledziona, watro-
ba, nerka oraz jadro badz jajnik) pobranych pod-
czas badania posmiertnego trzech niespokrewnio-
nych oséb o czasie zgonu nie dtuzszym niz 14
godzin. Czuto$¢ analizy wyznaczano poprzez okre-
Slenie progowej wartosci stezenia DNA niezbednej
do uzyskania petnego profilu genetycznego. Do
tego celu wykorzystano wzorce DNA izolowane
z komercyjnych linii komérkowych: 9947A, 9948
(Promega) i AmpF(STR DNA Control 007 (Applied
Biosystems). Powtarzalnos¢ otrzymywanych wyni-
kow oceniano na podstawie analizy genotypéw
uzyskiwanych po réznym czasie przechowywania
materiatu pochodzacego od tej samej osoby. Przy-
datnosé¢ w identyfikacji genetycznej $ladéw biolo-
gicznych oceniano badajgc anonimowy materiat
biologiczny: 43 probki wysuszonej krwi ludzkiej
pochodzacych z lat 1957-1998, dziewie¢ probek
krwi ludzkiej w postaci plam zabezpieczonych na
tkaninie, sze$¢ prébek nasienia meskiego w postaci
plam zabezpieczonych na tkaninie, osiem préobek
Sliny pobranych z ustnikéw niedopatkéw papiero-
sow, osiem wtoséw katagenowych oraz 14 probek
krwi naniesionej na jatowe ptdtno i poddanych
inkubacji w cieplarce w temperaturze 150°C przez
30 min [19]. Prébki DNA izolowano metodg orga-
niczna. Pomiar stezen DNA ludzkiego w izolatach
przeprowadzono metodg qPCR przy zastosowaniu
zestawu Quantifiler Human DNA Quantification Kit
oraz aparatu 7500 RealTime PCR System (Applied
Biosystems). Amplifikacje prowadzono w aparacie
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).
Wyboru starteréw PCR dla /oci D3S3053, D6S474,
D9S2157 i D20S482 dokonano sposrdd sekwencji
zaproponowanych przez Hill i wsp. [12]. Sekwencje
starterow PCR dla locus amelogeniny zaczerpnigto
z publikacji Haas-Rochholza i Weilera [20]. Starte-

WALIDACJA | OCENA PRZYDATNOSCI ZESTAWU PIECIU MARKEROW MINISTR W GENETYCE SADOWE.

155

ry frontowe (F) wyznakowano na koncach 5’ odpo-
wiednimi fluorochromami. Warunki odpowiednie do
prowadzenia reakcji PCR z uzyciem zestawu pieciu
par starteréw dobierano poprzez optymalizacje dzie-
wieciu réznych zmiennych, majgcych wptyw na
wydajnos$¢ amplifikacji DNA. Kazdorazowo mody-
fikowano jeden z parametrow, a nastepnie ocenia-
no, w jaki sposdb zmiana ta wptyneta na jakosé
uzyskiwanych wynikéw, w szczegdlnosci na wyso-
kos¢ oraz morfologie pikow. Rozdziat produktéow
amplifikacji prowadzono w analizatorze genetycznym
ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
wobec wewnetrznego standardu wielkosci GS500
LIZ (Applied Biosystems) stosujgc kapilary o dtu-
gosci 36 cm i polimer POP-4 (Applied Biosystems)
przy napieciu 15 kV i temperaturze 60°C. Czas
elektroforezy wynosit 25 minut. Dane rejestrowano
przy pomocy oprogramowania Data Collection v3.0
(Applied Biosystems). Aparat wykalibrowano za
pomocga zestawu barwnikéw matrycowych DS-33
(6-FAM™  VIC®, NED™, PET®, LIZ®) dla wirtu-
alnego filtra G5. Analize fragmentéw prowadzono
przy uzyciu oprogramowania GeneMapper® ID-X
(Applied Biosystems). Do skonstruowania drabin
alleli uzyto fragmentoéw, dla ktérych liczbe powtd-
rzen w obszarach zmiennych okre$lono na drodze
sekwencjonowania uwzgledniajgc wszystkie uja-
whnione warianty dtugosci. Szczegdty metodyki sg
przedmiotem planowanego zastrzezenia patentowe-
go, dlatego nie mogg zosta¢ ujawnione w biezacej
publikacji. Genotypowanie tych samych izolatéw,
reprezentujgcych probki zdegradowane, przepro-
wadzono z zastosowaniem zestawu AmpF(STR
SGM Plus® (Applied Biosystems) z uzyciem 2 ng
matrycy DNA, tj. ilosci zalecanej przez producenta.
Wyniki uzyskane za pomocg multipleksu badanego
i referencyjnego przeanalizowano pod katem jakosci
zarejestrowanego sygnatu oraz liczby oznaczonych
markerow.

WYNIKI [ DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen
okreslono optymalne warunki prowadzenia reakcji
amplifikacji badanego pentapleksu. Wartosci para-
metrow przedstawiono w tabeli 1.

W analizowanych prébkach krwi zwierzecej nie
uzyskano profili genetycznych, jedynie w profilu
DNA prébki pobranej od szympansa pojawit sie po-
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Tabela ll. Zoptymalizowane warunki PCR.

Table Il.  Optimized PCR conditions.
Parametr Warto$¢
Parameter Value
startery D3S3053 0,3 uM
D3S3053 primers
startery D6S474 0,2uM
D6S474 primers
startery D9S2157 0,8 uM
D9S2157 primers
startery D205482 0,2 uM
D20S482 primers
startery AMG 0,2 uM
AMG primers
matryca DNA 0,1-0,5 ng
DNA template
MgCl, 1,5 mM
polimeraza Taq 05U
Taq polymerase
dNTPs 200 uM
denaturacja wstepna 95°C, 11’
initial denaturation
denaturacja 94°C, I’
denaturation
hybrydyzacja starterow 59°C, I’
primer hybridization
wydtuzanie 72°C, I’
elongation
wydtuzanie koficowe 60°C, 45’
final elongation
cykle termiczne 28
thermal cycles

jedynczy, bardzo niski pik w zakresie dtugosci alle-
li locus D20S482. Uzyskane wyniki dowodzg swo-
istosci gatunkowej starteréow PCR zaprojektowa-
nych dla wszystkich badanych /oci miniSTR. Bada-
nia przeprowadzone na probkach DNA pochodza-
cych z 10 réznych rodzajow tkanek pobranych ze
zwtok trzech os6b wykazaty zgodnosci genotypow
we wszystkich analizowanych przypadkach i tym
samym dowiodty stabilnosci somatycznej badanego
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zestawu /oci. Powtarzalno$é otrzymywanych wy-
nikdw oceniano na podstawie analizy genotypdw
oznaczanych po réznym czasie przechowywania
materiatu pochodzacego od tej samej osoby. We
wszystkich badanych przypadkach stwierdzono
zgodnos$¢ uzyskanych profili genetycznych. Swiad-
czy to o spojnosci wynikéw uzyskiwanych przy po-
mocy zaprojektowanego zestawu multipleksowego
miniSTR. Okreslenie czutosci analizy polegato na
okresleniu najmniejszej ilosci DNA pozwalajgcej
na uzyskanie petnego profilu genetycznego pro-
jektowanego pentapleksu. Na jedng reakcje doda-
wano od 62,5 pg do 1 ng matrycy DNA. Prébe wy-
konano w dwdch powtdrzeniach z uzyciem trzech
ré6znych wzorcow DNA. Uzyskane wyniki przedsta-
wiono w tabeli Ill. W zakresie ilosci od 1 ng do
0,5 ng matrycy DNA dla kazdej préby uzyskano pet-
ny profil genetyczny. Przy 250 pg DNA w wiekszo-
Sci przypadkéw uzyskano petne profile genetyczne,
tylko w dwdch prébkach zanotowano wypadanie
alleli locus D6S474. Dla ilosci DNA nizszych niz
125 pg uzyskiwano profile czesSciowe. Zjawisko
wypadania alleli obserwowano najczesciej w obre-
bie /oci o najdtuzszych amplikonach — D6S474
i D3S3053 oraz rzadziej w D20S482. Dla zadnej
z analizowanych prébek nie zanotowano utraty sy-
gnatu wszystkich /oci. Na rycinie 1 przedstawio-
no elektroforegram produktéw amplifikacji 250 pg
wzorca DNA uzyskany w trakcie do$wiadczalnego
wyznaczania czutosci reakcji. Ze wzgledu na cha-
rakter badan, ktorym dedykowany jest projektowa-
ny pentapleks miniSTR, szczegdlny nacisk potozo-
no na okreslenie jego czutosci w kontekscie anali-
zy materiatu zdegradowanego. lzolacje DNA prze-
prowadzono metodg organiczng, ktéra ze wzgle-
du na wysoka wydajnos¢ jest jedng z najczescigj
stosowanych w laboratoriach genetycznych [19].
llosciowe oznaczenia DNA przeprowadzono metodg
real-time PCR z uzyciem zestawu odczynnikéw
Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit. Dtu-
gos¢ amplikonu, na podstawie ktérego odczytywane
jest stezenie probki wynosi 62 pz, stad uzyskane
wyniki pomiaru powinny by¢ miarodajne nawet
w przypadku probek zawierajgcych materiat zde-
gradowany [21]. Amplifikowano prébki DNA wy-
izolowane z réznych rodzajow $ladéw biologicznych
najczesciej spotykanych na miejscach przestepstw.
Na 31 przebadanych prébek uzyskano 27 petnych
i trzy czesSciowe profile genetyczne. W kazdym
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Tabela Ill. Oznaczalnosé¢ profili genetycznych w zaleznosci od ilosci matrycy DNA.
Table Ill.  DNA typeability depending on template quantity.
Wzorzec DNA 9947A 9948 DNA Control 007
DNA control
DNA (ng) D3 D6 D9 D20 | D3 D6 D9 D20 | D3 D6 D9 D20
0,0625 F N F P N N F F N N F F
F F F P F N F F P N F F
0,1250 F N F F F N F F F N F F
F F F F P F F F F F F F
0,2500 F F F F F P F F F N F F
F F F F F F F F F F F F
0,5000 F F F F F F F F F F F F
F F F F F F F F F F F F
0,7500 F F F F F F F F F F F F
F F F F F F F F F F F F
1,0000 F F F F F F F F F F F F
F F F F F F F F F F F F

F — petny profil, P — cze$ciowy profil, N — brak profilu
F — full profile, P — partial profile, N — no profile

ra

e

Ryc. 1.
Fig. 1.
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Elektroforegram produktéw amplifikacji 250 pg wzorca DNA.
Electrophoregram of PCR amplified products from 250 pg of DNA template.
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Z trzech przypadkéw utrate sygnatu obserwowano
dla locus D6S474. W przypadku jednej prébki nie
udato sie okresli¢ genotypu zadnego z oznaczanych
uktadoéw. Oznaczalno$¢ loci zaprojektowanego ze-
stawu miniSTR w badaniach $ladéw kryminalisty-
cznych (plamy spermy i krwi na tkaninie, wtosy, $li-
na na ustnikach niedopatkéw papieroséw) wyniosta
87%. Dla dwdch probek sliny z ustnikéw niedopat-
kéw papieroséw oraz dla jednej prébki stanowigce;j
wtos katagenowy uzyskano czes$ciowe profile gene-
tyczne z utratg sygnatu pojedynczych loci. W jednym
przypadku $ladu spermy na tkaninie nie zareje-
strowano sygnatu amplifikacyjnego. Zblizony odse-
tek pozytywnych wynikéw genotypowania (84 %)
uzyskano w badaniach archiwalnych $ladéw krwi
zabezpieczonych na tkaninie, pochodzacych z lat
1957-1998. Wyniki te korelujg z doniesieniem
Tsukady i wsp. [22], ktérzy w podobnym do$wiad-
czeniu za pomoca czterech skrdoconych /oci anali-
zowali prébki krwi przechowywane w temperaturze
pokojowej przez okres 17-26 lat. Wykonane w ra-
mach walidacji zaprojektowanego multipleksu ba-
dania czutosci potwierdzity rowniez wyniki uzyska-
ne przez Opel i wsp. [7] dla tripleksow miniSTR.
Testujac probki zdegradowanej krwi i materiatu
kostnego otrzymywali oni 90-94% petnych profili
genetycznych. Dowiedli oni réwniez, ze amplifikacja
trzech loci miniSTR zachodzi wydajnie z ilosci ma-
trycy wiekszej niz 100 pg.

Problem identyfikacji roztozonych szczatkéw ludz-
kich ukrytych w celu zatarcia $ladéw przestepstwa
czy ofiar katastrof lub dziatan wojennych, pojawia
sie czesto w praktyce sgdowo-lekarskiej [23, 24, 25,
26, 27, 281. W niniejszej pracy modelem zdegra-
dowanych $ladéw biologicznych byty probki krwi in-
kubowane przez 30 minut w temperaturze 150°C
[19]. Zastosowana metoda degradacji rézni sie od
sposobow opisywanych w pismiennictwie, polega-
jacych na fragmentowaniu DNA poprzez dziatanie
DNAzy | [3, 7, 29, 30]. Genotypowanie 14 zde-
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gradowanych prébek krwi komercyjnym zestawem
AmpF(STR SGM Plus pozwolito na uzyskanie 13
czesciowych profili genetycznych, w ktérych utrate
sygnatu stwierdzono w wiekszosci loci. W jednym
przypadku nie uzyskano produktéw amplifikaciji.
W wyniku badania tych samych $ladéw zaprojekto-
wanym multipleksem miniSTR uzyskano 12 pet-
nych oraz dwa czesciowe profile genetyczne. W jed-
nej z prébek wygaszenie sygnatéw zaobserwowano
w loci D6S474 oraz D9S2157, za$ w innej nie za-
rejestrowano pikéw uktadu D20S482. Degradacja
DNA uniemozliwita amplifikacje dfugich fragmen-
tow DNA. Potwierdzono teze, ze wykorzystanie /oci
miniSTR daje w takich przypadkach wieksze szanse
na uzyskanie profilu genetycznego. Zdecydowanie
WYZzszg 0znaczalnos¢é skréconych markeréw uzyska-
no rowniez podczas identyfikacji ofiar ataku na WTC
w Nowym Jorku [24], gdzie materiatem badawczym
byty szczatki ludzkie w stanie daleko posunietego
rozktadu. Analiza wynikéw amplifikacji z uzyciem
zestawu AmpF(STR Profiler Plus opublikowana
przez Maciejewska i Pawtowskiego [31] wykazata,
ze w przypadku probki wykazujacej zdegradowanie
DNA do wielkosci 600 pz wystepuje zanik amplifi-
kacji locus D7S820 oraz znaczne ostabienie sygna-
tow amplifikacyjnych dla fragmentéw o najwiekszej
masie czagsteczkowej (D18S51, FGA, D13S317
i D21S11). W przypadku zdegradowania DNA do
wielkosci ponizej ok. 300pz autorzy ci uzyskali wy-
tacznie amplifikacje genu amelogeniny, natomiast
dla prébki DNA zdegradowanej do wielkosci ponizej
100pz niemozliwe byto oznaczenie zadnego z ba-
danych /oci.

Analiza typowych probek kryminalistycznych
i zdegradowanych $ladéw krwi zabezpieczonych na
tkaninie pozwolita na sformutowanie wniosku, ze
wybrane markery miniSTR sg przydatne w bada-
niach medyczno-sgdowych, a zaprojektowany ze-
staw moze stanowié¢ uzyteczne narzedzie w geno-
typowaniu zdegradowanego DNA.
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