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Trudnosci opiniodawcze w ustalaniu ojcostwa
spowodowane transplantacjg szpiku kostnego
u biologicznego ojca. Praca kazuistyczna

Streszczenie

W pracy przedstawiono przypadek spornego ojcostwa z udziatem pozwanego, kitory 2,5 roku wczesniej
przeszedt allogeniczng transplantacje szpiku kostnego. Dziecko miato pot roku. Z uwagi na utrate owtosienia
w wyniku terapii farmakologicznej do badania pobrano wymaz z jamy ustnej i krew obwodowg. We krwi uzy-
skano profil genetyczny dawcy (kobieta), natomiast w wymazie z jamy ustnej mieszanine profili genetycznych
dawcy i biorcy. Z mieszaniny wygenerowano profil genetyczny pozwanego. U dziecka we wszystkich badanych
loci stwierdzono ceche wspdlng z pozwanym. W zadnym z markerow nie uzyskano wyniku, ktory wykluczatby
ojcostwo pozwanego. W badaniu loci z chromosomu Y u dziecka i pozwanego uzyskano petng zgodnosc profili.
Niniejsza praca podkresla role wywiadu w prawidtowym protokole pobrania materiatu, co chroni przed wydaniem
fatszywej opinii.

Stowa kluczowe ustalanie ojcostwa, transplantacja szpiku kostnego biologicznego ojca, trudnosci opinio-

dawcze

Wstep

Liczba allogenicznych transplantacji komorek
krwiotworczych w Polsce z roku na rok powieksza sie:
292 (2007), 397 (2010), 449 (2012). Wskazaniami doich
wykonania sg: rozpoznanie m.in. ostrej biataczki szpi-
kowej (AML), ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL),
zespotu mielodysplastycznego (MDS), anemii apla-
stycznej (AA), przewlekiej biataczki limfoblastycznej
(CLL), przewlektej biataczki szpikowej (CML), zespotu
mieloproliferacyjnego (MPS), choréb autoimmunolo-
gicznych, niedoboréw odpornosci i innych [1, 2]. Kon-
sekwencjg przeszczepienia allogenicznych komorek
krwiotworczych jest zjawisko chimeryzmu [3, 4].

Analiza materiatu genetycznego od oséb po przesz-
czepie szpiku stwarza ryzyko wydania fatszywej opinii
w sprawach z zakresu identyfikacji osobniczej. W Kate-
drze i Zakfadzie Medycyny Sadowej i Toksykologii
Sadowo-Lekarskiej Slaskiego Uniwersytetu Medycz-
nego w Katowicach w sprawach o ustalenie spornego
ojcostwa rutynowo zadaje sie pytanie o transplantacije
szpiku kostnego lub transfuzje krwi. Uzyskana w ten

Sposob wiedza pozwala na pobranie odpowiedniego
materiatu biologicznego (wymazu z jamy ustnej, cebu-
lek wtosa i krwi) oraz na zastosowanie dodatkowych
markerow genetycznych, co utatwia i przyspiesza
wydanie kategorycznej opinii. Wyizolowanie materiatu
genetycznego z wymazow z jamy ustnej skutkuje uzy-
skaniem mieszaniny profili STR [5, 6, 7, 8].

Artykut podkresla role wywiadu w prawidtowym
protokole pobrania materiatu biologicznego, co chroni
przed wydaniem fatszywej opinii. W przedstawionym
przypadku profilowanie DNA wyizolowanego z komo-
rek krwi w zakresie 29 loci wykazato brak wspdlnych
alleli u dziecka i domniemanego ojca w zakresie
17 loci, co bez wywiadu i homologicznej ptci dawcy
i biorcy skutkowatoby wydaniem btednej opinii. Ana-
liza genetyczna dwoch materiatow, tj. nabtonka jamy
ustnej i krwi, pozwolita na potwierdzenie ojcostwa
z wiekszym prawdopodobienstwem niz tylko na pod-
stawie mieszaniny uzyskanej z wymazu z jamy ustnej.
W ponizszym przypadku dawcg szpiku kostnego byfa
kobieta, jednak gdy dawca jest zgodny z biorcg pod
wzgledem pfci, ryzyko pomytki znaczaco wzrasta.
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Materiat i metodyka

Izolacje DNA z krwi lub wymazéw z jamy ustnej
przeprowadzono z zastosowaniem zestawu do izola-
cji DNA Genomic Mini AX Blood i Sherlock AX; firmy
A&A Biotechnology.

Analize profilu DNA w obrebie loci: AMEL, D3S1358,
THO1, D21S11, D18S51, D10S1248, D1S1656,
D2S1338, D16S539, D22S1045, VWA, D8S1179, FGA,
D2S441,D128391,D19S433, SE33,D5S818,D13S317,
D7S820, CSF1PO, TPOX, Penta D, Penta E, LPL,
F13B, FES/FPS, F13A01, Penta C przeprowadzono
przy uzyciu zestawow PowerPlex ESX 17, PowerPlex
16, PowerPlex CS7 i analizatora genetycznego 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Analize
profilu DNA w obrebie loci z chromosomu Y przepro-
wadzono testem Yfiler. Allele obecne w profilu gene-
tycznym biorcy (domniemanego ojca) odtworzono na
podstawie profilu genetycznego wymazu nabfonka
jamy ustnej i krwi pozwanego. Wzory na indeks ojco-
stwa Pl wyznaczono osobno dla profilu genetycznego
wymazu z jamy ustnej pozwanego oraz dla odtworzo-
nego profilu genetycznego biorcy. We wzorach literg p
oznaczono czestos¢ allelu niematczynego u dziecka.
W przypadkach, kiedy nie mozna byto okresli¢ allelu
niematczynego u dziecka, literami p i g oznaczono
czestosci alleli dziecka. Czestosci alleli uzyte w obli-
czeniach wyznaczono na podstawie wzoru:

Pl=(n+1):(@N + 1),

w ktérym n oznacza liczbe obserwacji danego allelu
w prébce populacyjnej, zas N oznacza liczbe zbada-
nych osob. Informacje o czestosci wystepowania alleli
w populacji zaczerpnieto z literatury [9, 10, 11, 12, 13,
14]. W przypadku markeréw sprzezonych D12S391
i VWA do obliczenia catkowitego indeksu ojcostwa
wykorzystano tylko marker bardziej informatywny
[15], ktérym w przedstawionym przypadku byt system
D12S391.

Wyniki i oméwienie

Od pozwanego z uwagi na transplantacje szpiku
kostnego (2,5 roku przed badaniem) pobrano do
badania polimorfizmu DNA krew oraz wymaz z jamy
ustnej. W krwi uzyskano profil genetyczny dawcy
(kobieta), natomiast w wymazie z jamy ustnej mie-
szaning profili genetycznych dawcy i biorcy (tabela
1 i 3). Z mieszaniny wygenerowano profil genetyczny
pozwanego.

U dziecka we wszystkich badanych loci stwierdzono
ceche wspodlng z pozwanym. W zadnym z badanych
loci nie uzyskano wyniku, ktory wykluczatby ojcostwo
pozwanego.

Potwierdzenie ojcostwa uzyskano dodatkowo
w badaniu loci z chromosomu Y, uzyskujgc u dziecka
i pozwanego identyczny wynik (tabela 2).

Tabela 2

Wyniki badan polimorfizmu Y-STR

Loci STR Dziecko P:zi‘;";’;yug"t’::i';z
DYS456 15 15
DYS3891 13 13
DY390 25 25
DYS38911 30 30
DYS458 17 17
DYS19 16 16

DYS385 12/14 12/14

DYS393 13 13
DYS391 11 11
DYS439 10 10
DYS635 24 24
DYS392 11 11
GATA H4 12 12
DYS437 14 14
DYS438 12 12
DYS448 20 20

Wyniki zebrano w tabeli 1. W analizie statystycznej
opartej na profilu genetycznym uzyskanym z wymazu
z nabtonka jamy ustnej pozwanego, czyli na mie-
szanym profilu biorcy i dawcy, uzyskano warto$é
Pl = 2,52 x 107, co odpowiada prawdopodobienstwu
ojcostwa W = 99,999996%. Po wtgczeniu do analizy
statystycznej profilu genetycznego krwi pozwanego,
ktéry pozwolit na odtworzenie profilu genetycznego
biorcy, wartos¢ Pl wzrosta o ponad dwa rzedy wiel-
kosci do 8,50 x 10°, co odpowiada prawdopodobien-
stwu ojcostwa W = 99,99999999%.

Analiza mieszaniny DNA z materiatu biologicz-
nego pochodzgcego z jamy ustnej pod katem pola
powierzchni pikdw sugeruje, ze allele biorcy sg kom-
ponentem mniejszosciowym (tabela 3).

Dyskusja

W opisanym przypadku w chwili badania dziecko
miato poét roku, biologiczny ojciec 2,5 roku przed
badaniem przeszedt transplantacje szpiku kostnego.
Poczecie dziecka nastgpito wiec po transplantacji
szpiku kostnego. Analiza profili DNA wykazata potwier-
dzenie ojcostwa. Konsekwencjg wystepowania bariery
krew—jgdro jest swoista autonomicznos¢ rozrodczych
komoérek macierzystych. Autonomicznos¢ ta wyraza
sie brakiem mozliwosci naptywu komorek macierzy-
stych z innych nisz organizmu i brakiem mozliwosci
réznicowania tych komorek do plemnikow. Co wazne,
hamuje wnikanie komorek uktadu odpornosciowego,
ktére mogtyby niszczy¢ komorki rozrodcze [16].
Widoczny na rycinie 1 kanalik nasienny krety wypet-
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Tabela 3

Zestawienie profili DNA od biorcy przeszczepu z krwi oraz wymazu z jamy ustnej na przyktadzie zestawu
PowerPlex ESX 17

krew biorcy (100% chimeryzm dawcy) Wymaz (mieszanina profili)
PowerPlex ESX 17 v1.0 - PowerPiex ESX 17.vi0
[ - 1 T — 21811 I 18551 L IS - O . B | 21511 T 16551
75 125 175 225 275 2% 75 125 175 225 275 325
6000 8600
2000 2200
Loy L., ln T
X 15 9.3 29 12 X 15 6 29 12
5798 3993 3869 4051 | 2411 3800 4541 2619 2566 3427
82.07 123.16 17561 218.85 299.53 8185 123.11 160.77 21872 299.39
16 31 15 Y 16 7 30 15
3470 3180 2185 762 5288 2132 1790 4256
12721 22690 31108 87.29 12721 164.71 2276 31096
o :
17 93 31 16
1538 8462 307 1136
131.30 175.48 226.76 314.81
PowerPlex ESX 17 v1.0 PowerPlex ESX 17 v10
DioS248 | D1S1656 I 0251338 I D16S530 D10S1248 Disf I 251338 I LG —
75 125 175 225 275 L 138, s 2 zs 28
9000-
6900
600¢: 4600
- | ] ~ [ | |
A A} P N Y 1 A A‘L 1 A A0-A A 'l L L. L LA ) 4
=¥= 14 1 17 17 26 11
14 12 17.3 7 1 7245 1888 1086 4344 1076 2956
3104 5192 4988 11760 12339
101.88 14332 166.74 219.25 1297.43 to1.2 12806 116853 21930 1482 2740
= = [ 16 12 173 18 12
18 14 914 3726 2737 3780 695
1626 2095 109.83 143.16  166.65 223.12 30146
223.17) 309.51 .
— 19 14
1345 1376
227.06 309.50
PowerPlex ESX 17 v1.0 PowerPlex ESX 17 v10
[_ozzsioss | VWA I DEST179 T FGA D2281045 | VWA I D8S1179 I FGA
75 125 175 225 275 325 i 28 7 28 7 2%
4500 4500
1500 15001
A ‘ l " j. A J i A A A 4
- i =
15 I6A_“ 10 21 | 21
1498 3068 3296 3864 5345
10242 149.20/ 215.74 290.94| 290.98.
18 s B 2 2
1971 3623 3653 2890 5238
1152 15724 22185 29479 20479
L},Ji
PowerPlex ESX_17 _v1.0 PowerPlex ESX 17 v10
=7 — D125391 I 0185433 | SE38 [ozseaar T 125391 T 185433 I SE3
75 125 175 225 275 325 378 I bl L] =2 2% z5 3
6800 6300,
| -
- |
| o ML L L
A | Y A Ll A | 1
10 15 21 13 20 252 (302
1 15 21 15 252 5205 | 7252 6644 2490 448 1205 470
7660 5289 5326 1446 3032 96.05 137.19 | 161.83 22240 334.69 357.19/377.54
100.67 137.17  161.80 230.36 357.05
1 | 1" 18 15 292
14 162 292 8197 2425 7085 1300
6980 2813 2417 99.88 149.47 23034 37339
113.15 236.33 373.18 14 2 162
8104 2204 4817
112.87 165.71 236.29

niony jest komorkami szlaku plemnikotwoérczego,
ktére sg chronione dzieki barierze krew—jgdro.
Kolejng niszg komorkowa wolng od komorek napty-
wowych jest mieszek wtosowy. Wiekszos¢ [5, 6, 17,
18], lecz nie wszystkie [19] z przeprowadzonych
dotychczas badan potwierdza teze, ze niezaleznie
od czasu po przeszczepie cebulka wtosa nie zawiera
materiatu genetycznego dawcy przeszczepu. W opi-
sanym przypadku w wyniku terapii farmakologicznej
po przeszczepie badany mezczyzna utracit owtosienie
co uniemozliwito pobranie cebulek wtosowych.
Obecnie w badaniach nad chimeryzmem u osoéb
po transplantacji szpiku kostnego, obok komorek

mieszka wtosowego, badana jest krew obwodowa
oraz wymaz z jamy ustnej.

Wyniki przedstawione w pracy sg zgodne z donie-
sieniami dotyczacymi chimeryzmu komodrkowego
u 0sob po przeszczepie szpiku kostnego. Wykazaty
one 100% obecnos¢ dawcy szpiku kostnego we krwi
biorcy [5, 6]. Czas zastgpienia jest bardzo szybki.
Tak wiec analiza plamy krwi z miejsca przestepstwa
w przypadku osob po przeszczepie mylnie wskazy-
wac moze na wystepowanie 0sob trzecich.

Czesto profil uzyskany od oséb po przeszczepie
jest mieszaning alleli, a stopien chimeryzmu zalezny
jest m.in. od czasu po przeszczepie, przyjmowanych
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Ryc.1. Przekrdj poprzeczny przez kanalik nasienny krety.
M — Miofibroblasty, P — Plemniki, S1 — Spermatocyty | rzedu,
SP - Spermatyda, SA — Spermatogonie A, SB — Spermatogo-
nie B, L — Komérka Leydiga, S - Komorki podporowe (Serto-
liego). Bariera krew—jgdro sktada sie z: 1) ciggtego nabtonka
naczyn krwionosnych wtosowatych, 2) btony granicznej
utworzonej przez komorki mioidalne, 3) scistych potaczen
pomiedzy wypustkami komoérek podporowych (Sertoliego).
Te ostatnie sg trudne do wskazania w standardowym barwie-
niu hematoksyling i eozyna.

lekow steroidowych, a takze stanu zapalnego w obre-
bie jamy ustnej.

Podczas badan nad chimeryzmem w obrebie btony
Sluzowej nabtonka jamy ustnej oséb po allogenicz-
nym przeszczepie szpiku warto oceni¢ stan btony
Sluzowej. Pobranie wymazu z uszkodzonej sluzéwki
stwarza ryzyko wyizolowania DNA z limfocytow krwi
obwodowej. Jak donoszg C. Thiede i wsp., liczba lim-
focytéw w $Slinie od osoéb bez cech stanu zapalnego
w obrebie sluzéwki jamy ustnej wynosi od 2 do 136000
komorek/ml, natomiast w przypadku stanu zapalnego
jamy ustnej wzrasta do 1,1 x 10° komorek/ml sliny [7].

Przed pobraniem wymazu warto wiec przeptukac
jame ustng w celu pozbycia sie komaorek naptywowych
i nienabtonkowych. Jest to wazne ze wzgledu na fakt
wigkszego stopnia chimeryzmu dawcy w probkach sliny
w poréwnaniu z wymazami z jamy ustnej [7, 20]. W opi-
sywanym przypadku stan Sluzowki badanego mezczy-
zny wskazywat na silny i zaawansowany proces zapalny.

Oproécz prawidiowo przeprowadzonej procedury
pobrania materiatu biologicznego, niezbednym ele-
mentem wywiadu jest pisemne potwierdzenie lub
zaprzeczenie faktu transplantacji szpiku kostnego na
standardowym protokole pobrania materiatu. Ponadto
wazne wydaje sie stworzenie jednoznacznej instrukcji
prawnej okreslajgcej zasady pobierania materiatu do
badan spornego ojcostwa [21].

Whnioski

W badaniach spornego ojcostwa kluczowg role
odgrywa informacja o przebyciu transplantacji szpiku
kostnhego u badanych osob.

Badanie wytgcznie probek krwi pod katem polimor-
fizmu DNA i brak odpowiedniego wywiadu w przy-
padku takiej samej ptci dawcy i biorcy stwarza ryzyko
wydania btednej opinii.

Rozszerzenie profilu analizowanych loci w bada-
niu wymazu z jamy ustnej u oséb po allogenicznym
przeszczepie szpiku kostnego zapobiega wydaniu fat-
szywej opinii.

Zrédta rycin i tabel

Rycina 1: M. Tomsia
Tabele 1-3: opracowanie wiasne
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