Z PRAKTYKI

Analiza 10 loci zestawu SGM Plus
w probce populacyjnej Matopolski

W badaniach genetycznych na
potrzeby organéw $cigania i wymiaru
sprawiedliwosci istotne znaczenie
ma uzyskanie maksymalnej informa-
cji o dawcy <ladu biologicznego

z niewizikiej ilo” =i zabezpieczonego
materi dc lowego. Reakcja
multip P( umozliwia jedno-
czesnt¢ zZn iie od kilku do
kilkun: all badanej probce.
Znako 3 scencyjne z wielo-
krotna K nozliwia oznacze-
nie loc llele mieszcza sie
w tycl ny( edziatach wielko-
Sci [6 asto anie zautomatyzo-
wane alizy ;roduktéw PCR po-

zwala —a osiggnigcie wysokie] wy-
dajnosci analizowanych probek DNA
[13]. Reakcje multipleksowe
i automatyczna analiza produktéw
PCR skracaja czas badan i obnizajg
koszty ich przeprowadzenia. Proble-
mem jest optymalizacja parametréw
amplifikacji w celu uzyskania maksy-
malnej ilosci specyficznej sekwengciji
DNA pirzy jednoczesnym zminimali-
zowaniu niespecyficznych produk-
tow reakcji PCR. Szczegdlnie wazne
jest, aby startery dla jednego locus

nie tworzyty kompleksow
ze starterami dla innych locus
catkowicie blokujgc reakcje

amplifikacji. Powyzsza sytuacja mo-
ze powodowaé¢ wypadanie (dropout)
alleli niektérych STR loci. Prowadzi¢
to moze do btednej interpretaciji
otrzymanych wynikéw badan [6, 18].
Nalezy podkreslié, ze mimo tych
mankamentéw multiplex PCR jest ru-
tynowo stosowany w laboratoriach
genetycznych zajmujacych sie bada-
niami $ladéw biologicznych do celow
identyfikacji osobniczej [11].
Dekaplex AGH Plus jest powszech-
nie stosowany ze wzgledu na
zrownowazenie proporcji starteréw,
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co ogranicza mozliwos¢ popetnienia
wyzej wymienionych btedow. Niniej-
sza praca przedstawia wyniki badan
czestosci alleli 10 loci typu STR przy
zastosowaniu zestawu AmpFISTR
SGM Plus System firmy Applied Bio-
systems w probce populacji Matopol-
ski.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano 163 pré-
bki krwi pobrane na EDTA od niespo-
krewnionych oséb obojga pfci z tere-
nu Matopolski i nadestane jako mate-
riat porownawczy do ekspertyz kry-
minalistycznych zleconych do wyko-
nania w pracowni biologicznej Labo-
ratorium Kryminalistycznego KWP
w Krakowie.

DNA izolowano dwiema metoda-
mi: przy uzyciu Chelex'u [19] lub eks-
trakcji fenolowo-chloroformowej [20].
Jakosc¢ i ilos¢ DNA oceniano spektro-
fotometrycznie. Reakcje multipleks
PCR przy uzyciu termocyklera
,GenAmp PCR System 9600” i zesta-
wu AmpFISTR SGM Plus (Applera,
USA) prowadzono zgodnie z zalece-
niami producenta. Zastosowany de-
kapleks zawiera odczynniki potrzeb-
ne do amplifikacji nastepujacych loci:

D3S1358, VWA, D16S539,
D2S1338, D8S1179, D21S11,
D18S51, D19S433, THO1, FGA

i amelogeniny. Wielko$¢ produktow
reakcji PCR badano metodg elektro-
forezy w denaturujgcych zelach po-
liakrylamidowych na aparacie ABI
377. Ocene potozenia i wielkosci
fragmentow badanego DNA oraz
okreslenia alleli wystepujacych w ba-
danych loci analizowano poréwnujac
z zestawem standardéw ,AmpF STR
SGM Plus Allelic Ladder” za pomocg
programu komputerowego Gene-

Scan Analysis v. 3.1.2 i Genotyper
2.5 [1]. Badania przeprowadzono
w obecnosci kontroli dodatniej (DNA
o znanym fenotypie) i kontroli ujem-
nej (préba odczynnikowa) otrzymujac
prawidtowe dla nich wyniki.

Uzyskane wyniki badan poddano
analizie statystycznej: zgodnosc¢
z prawem Hardy-Weinberga badano
stosujgc test doktadny Guo i Thom-
sona [4] przy uzyciu oprogramowania
Arlequin v. 1.1 [14], stopien zroznico-
wania genowego obliczano wedtug
Nei [10], wspoiczynnik informacji
o polimorfizmie (Polymorphism Infor-
mation Content, PIC) wedtug Botste-
ina i wsp. [2], typowy indeks ojcostwa
(Typical Paternity Index, TPI) wedtug
Brennera i Morrisa [3], prawdopodo-
bienstwo przypadkowej zgodnosSci
(Matching Probability, MP) i site dys-
kryminacji (Discrimination Power,
DP) wedtug Jonesa [7]. W oblicze-
niach parametrow przydatnosci w ba-
daniach medyczno-sadowych wyko-
rzystano arkusz kalkulacyjny Power-
Stats v1.2 (Promega Corp.) [16]. Po-
rownania miedzypopulacyjne wyko-
nano z uzyciem testu RxC (G. Car-
mody, Ottawa, Kanada).

Wyniki i dyskusja

Rozktady czestosci alleli 10 loci
STR w probce populacji Matpolski
przedstawiono w tabeli 1. Liczba
oznaczonych alleli w poszczegolnych
loci byta rézna. Najwigksza liczbe al-
leli wykazano w locus FGA (15 alleli),
najmniejszg w loci VWA i THO1 (7 al-
leli). W locus D18S51 i D19S433 wy-
kazano po 14 alleli. Uzyskane wyniki
réznig sie od otrzymanych przez Tu-
rowska i wsp. [17] oraz Koziota i wsp.
[8]. W locus D3S1358, D16S51 i FGA
obserwowano wigkszg liczbe rzadziej
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Czestosci alleli 10 loci w populacji Matopolski
Allelic frequency of 10 loci in population of Malopolska region

Tabela 1

Allele

D3S1358

VWA

D16S539

D251338

D8S1179

D21S11

D18S51 | D19S433

THO1 FGA

0,221

0,123

0,021

0,015

0,089

0,098

0,236

0,316

0,034

0,049

0,008

0,006

6
i/
8
9
9.3
10
11

0,003

0,295

0,083

0,006

0,009

12

0,307

0,157

0,080

12.2

0,003

13

0,006

0.199

0,384

0,280

13.2

14

0,145

0,117

0,043

0,202

0,294

14.2

0,012

15

0,288

0,067

0,008

0,098

0,164

15.2

0,049

16

0222

0,175

0,034

0,003

0,067

16.2

0,021

17

0,176

0,273

0,248

0,009

0,003

17.2

18

0,157

0,245

0,104

18,2

19

0,003

0,117

0,135

20

0,006

0,132

20.2

21

0,031

21.2

22

0,018

2212

23

0,083

23.2

24

0.089

24.2

25

0,085

26

0,031

27

0,031

28

0,199

28.2

0,025

29

0,227

29.2

0,009

30

0,187

30.2

0,058

31

0,077

31.2

0,058

32

0,031

32.2

0,061

33

0,003

33.2

0,031

34.2

0,008

pojawiajgcych sie alleli (z czestoscig
0,003). W populacji Polski Pétnocnej
podobne wyniki uzyskata Szczerkow-
ska i wsp [15]. Dla wszystkich loci
stwierdzono zgodno$¢ z prawem Har-
dy-Weinberga. Poréwnanie homo-
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gennosci rozktadow alleli przy uzyciu
tabeli kontyngencji RxC wykazato
istotne statystycznie réznice (p< 0,05)
miedzy populacja Matopolski a popu-
lacjg Polski Potudniowo-Wschodniej
w ukiadzie D3S1358, populacja Pod-

lasia w uktadach FGA i D21S11, po-
pulacjg Polski Centralnej w uktadach
FGA i D19S433 (tabela 2).

Obliczone warto$ci PD zawierajg
sie w zakresie od 0,89 (TH021) do
0,966 (D18S51), a MP. w zakresie od
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Tabela 3

Statystyczne parametry przydatnosci 10 loci zestawu SGM Plus
do badan kryminalistycznych i medyczno-sagdowych
Statistical feasibility parameters of 10 SGM Plus loci to forensic and medicolegal examinations

D3S1358 VWA D16S539 | D2S1338 | D8S1179 | D21S11 D18S51 | D19S433 THO1 FGA #
He 0,7945 0,8045 0,8672 0,8672 0,7700 0,8441 0,8786 0,8066 0,7730 O.B@K’: ‘
Ho 0,7730 0,7975 0,8650 0,8650 0,7852 0,8282 0,8527 0,7975 10,8036 i ’7_ )
PIC 0,76 0,77 073 0,85 0,74 0,85 0,034 077 | o074 |
PD 0922 | 0930 | 0910 | 0959 | 0915 | 0959 | 0966 | 09 | 08% | o
TPl 2,19 2,40 1,90 4,08 2,40 4,08 3,26 2.4 313 370 |
PE 0,547 0,583 0,486 0,749 0,583 0,749 0,688 0,594 0,676 0,725
MP 0,078 0,070 0,090 0,041 0,085 0,041 0,034 0,073 : { I,O _QV.OJ'",‘
P 0,,6056 0,7640 0,4912 0,4984 0,7375 0,6475 0,1412 0,2678 L ﬁ—-__O 6—
Objasnienia: He (heteryzygotycznos¢ oczekiwana), Ho (heterozygotycznos¢ obserwowana), PIC (wskaznik init slimorfizmie),
PD (sita dyskryminaciji), TPl (typowy indeks ojcostwa), PE (sita wykluczania), MP (prawdopodobiensiwo przypackowe| = 1 :$ci), P (praw-

dopodobienstwo: exact test).

0,034 (D18S51) do 0,090 (D16S539)
— tabela 3. Pozostale parametry sta-
tystyczne (PIC, TPI, PE, P) wskazu-
ja rowniez na wysoka przydatno$c
tego zestawu w badaniach na po-
trzeby organow Scigania i wymiaru
sprawiedliwosci.

Whioski

1. Obserwowany rozktad czesto-
Sci genotypow analizowanych
loci populacji Matopolski jest
zgodny z prawem Hardy-Wein-
berga.

2. Obliczone parametry staty-
styczne wskazujg na duzg przy-
datnos¢ zestawu SGM Plus
w badaniach kryminalistycz-
nych.

Ewa Sadowska
Marek Lech
Ireneusz Sottyszewski
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Cec! fabry: zne nowych spodow
obuwia 0 obszar wiedzy traseolo-
gicznej, ktory dotychczas nie zostat
nalezycie zbadany ani opisany. Jak
dotad, nikt na $wiecie nie podjat sie
préby kompleksowego opisania tych
cech, ich sklasyfikowania, ustalenia
etapow produkcyjnych, na ktorych
powstaja. W dotychczasowych
opracowaniach docierajacych do
eksperiow traseologii znajdowaty
sie jedynie wzmianki o tego typu ce-
chach i koniecznosci podjecia prob
jednolitego ujecia tematu. Byty to
doniesienia o zaledwie kilku wybra-
nych cechach produkcyjnych.
W Polsce do lat osiemdziesiatych
badania porownawcze sladéw obu-
wia koncentrowaly sie przede
wszystkim na analizie uzytkowych
cech grupowych i indywidualnych.
Sporadycznie wykorzystywano in-
dywidualizujace cechy uzytkowe,
a jeszcze rzadziej — cechy produk-
cyjne. Powodem takiego stanu rze-
czy byta niewystarczajgca wiedza
ekspertow na temat metod produk-
cyjnych konkretnego typu obuwia,
a tym samym cech identyfikacyj-
nych powstajgcych w procesie pro-
dukciji.
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1ek do rozpoznania
dukcyjnych obuwia formowanego

Wiele cech produkcyjnych to ce-
chy grupowe charakteryzujgce
wszystkie egzemplarze obuwia wy-
tworzonego w tym samym rozmiarze,
fasonie i kompozycji wzorniczej po-
deszwy. Znaczng cze$¢ takich
spodéw charakteryzuja zréznicowa-
nia powstate podczas kolejnych eta-
pow procesu produkcyjnego. Przy-
padkowo$¢ niektorych cech moze
by¢ tak duza, ze obuwie nabiera in-
dywidualnych cech jeszcze przed je-
go faktycznym uzytkowaniem. Pro-
blem polega na znalezieniu takich
cech, ich rozréznieniu i okresleniu
wartosci identyfikacyjnej. Bez odpo-
wiedniej wiedzy na temat metod pro-
dukcji jest to niemozliwe.

Dlatego tez elementem badan po-
réownawczych wkomponowanym na
state w ,warsztat’ eksperta powinna
by¢ analiza technologii produkcji
i cech typowych dla poszczegdlnych
metod, o ile oczywiscie warto$¢ infor-
macyjna $ladu na to pozwoli'.

Niniejsza publikacja ma na celu
przedstawienie aktualnie stosowa-
nych w Polsce metod produkgcji obu-
wia formowanego, prezentacje wy-
branych cech produkcyjnych, po-
wstalych na kolejnych etapach pro-

dukcji obuwia oraz okreslenie ich
wartosci identyfikacyjnych, a wiec
probe klasyfikacii.

Tresci merytoryczne dotycza
w pierwszej kolejnosci hastowo po-
danych spraw ogdlnych: miedzy inny-
mi powstawania projektu wzornicze-
go (i szkolnictwa w tym zakresie),
tworzenia form i ochrony prawnej za-
projektowanej ornamentacji graficz-
nej podeszwy, piractwa wzorniczego
itp. W czesci szczegotowej skoncen-
trowano sie na analizie kolejnych eta-
pow produkcji, traktujac je jako zrodto
cech dystynktywnych.

Opracowanie nalezy traktowac ja-
ko wprowadzenie do skomplikowanej
problematyki cech produkeyjnych i in-
spiracje do dalszych poszukiwan po-
twierdzajacych zatozenie o unikalnym
charakterze kazdej nowej pary obu-
wia jeszcze przed nabyciem dodatko-
wych cech w trakcie uzytkowania.

Rodzaje technik produkcyjnych

O podstawowych rodzajach wyro-
bu spodow w literaturze fachowej po-
wiedziano juz wiele. William J. Bo-
dziak wyréznia podeszwy, ktdre
przed uzyskaniem ostatecznego roz-
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