ARCH. MED. SAD. KRYM., 1997, XLVII, 307-314 PRACE KAZUISTYCZNE

Ryszard Stomski (1, 2, 3), Katarzyna Dziechciowska (1), Dobrawa
Lisiecka (2), Barbara Siemieniako (3), Magdalena Stomska (1)

Dochodzenie spornego ojcostwa na podstawie
analizy DNA po smierci ojca lub matki.

Paternity disputes based on analysis of DNA after the death of
alleged father or mother.

1. Laboratorium Genetyki Molekularnej w Poznaniu
2. Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
3. Katedra Biochemii i Biotechnologii Akademii Rolniczej w Poznaniu

W pracy przedstawiono przyktady analiz DNA w dochodzeniu spornego ojcostwa przy braku
materiatu poréwnawczego od domniemanego ojca lub matki. DNA dziecka poréwnano
z DNA uzyskanym od rodziny niezyjacego o réznym stopniu pokrewieristwa. Zebrany
materiat obejmuje 5 przypadkow, ktére mozna byto w petni wyjasnié¢ na podstawie analizy
DNA stosujac zaréwno badania hybrydyzacyjne dla pojedynczych cech jak i badania
z zastosowaniem PCR dla powtdrzenr minisatelitarnych i mikrosatelitarnych. Wyniki badan
wskazaly na ogromng przydatnos¢ analizy DNA w rozwigzywaniu tych spraw.

This paper presents representative results of DNA analysis in paternity cases where genetic
material from alleged father or mother was not available. In presented cases childs DNA
was compared with DNA from living family members of different degrees of relationship.
Collected exampies include 5 cases which were explained after hybridization analysis with
single locus probes followed by PCR analysis of minisatellite and microsatellite DNA repeats.
Results indicate enormous usefulness DNA analysis in solving such cases.

WSTEP

Juz od pojawienia sie pierwszych prac o analizie DNA fingerprinting (1, 4., 9)
zatozono, ze ten sposdb analizy DNA umozliwi precyzyjne okreslenie pokrewieri-
stwa i rozpoczeto rutynowe jego stosowanie w sprawach imigracyjnych w Wielkiej
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Brytanii (5, 10). Duzy problem w opiniowaniu spraw o dochodzenie spornego
ojcostwa stanowig sprawy deficytowe, w kidrych nie zyje jedno z rodzicoéw. Sprawy
deficytowe wymagajg analizy DNA 0sob nalezgcych do rodziny zmartego, szcze-
golnie rodzicéw i rodzenstwa. Zakitada sig, ze na podstawie okreslenia genotypu
kilku loci w rodzinie zmartego odtworzyé mozna ukiad poszczegdinych alleli
u osoby zmartej. Bardzo informatywne sa w tych przypadkach badania zaréwno
minisatelitarnych sekwencji powtérzonych jak i sekwenciji mikrosatelitarnych (8).
Niestety nie zawsze mozliwe jest jednoznaczne wykazanie, ze dziecko nalezy do
rodziny osoby zmartej. Dotyczy to sytuacji gdy oboje rodzice zmartego nie zyja,
a do badan poréwnawczych mozna uzy¢ DNA tylko jednej osoby, np. brata lub
siostry zmartego. W przypadkach gdy na podstawie wynikéw rutynowo stosowa-
nych sond i markeréw genetycznych nie mozna wykazac ani wykluczy¢ ojcostwa
niezyjacego mezczyzny zaleca sie badanie polimorficzych sekwencji chromoso-
mow pici.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wynikéw analizy fragmentéw DNA
uzyskiwanych w badaniach spornego ojcostwa w sprawach, w ktérych domniema-
ny ojciec lub matka nie zyli. Materiat obejmuje pie¢ spraw wyjasnionych poprzez
analize DNA.

MATERIALY | METODY

Materiat do badar stanowit DNA izolowany z limfocytow krwi obwodowej 5
rodzin uczestniczacych w sprawach spornego ojcostwa w latach 1996-1997.
Analiza restrykcyjna obejmowata trawienie DNA enzymem restrykcyjnym Hinfl,
a nastepnie hybrydyzacje z sondami molekularnymi MS43A, MS31 i MS1 rozpo-
znajacymi loci D12S11, D7S821 i D157 (1). Analiza DNA metodg PCR zostata
wykonana dia loci D1S80 (6,7), HUMTHO1(AATG)n, HUMCYARO4(AAAT)N i
HUMPLAZA1(AAT)n z zastosowaniem starterow znakowanych fluorochromem
Cy5 i sekwenatora ALFExpress.

WYNIKI

Pierwsza sprawa (numer 2037) dotyczyta dochodzenia spornego ojcostwa przy
braku materiatu poréwnawczego od matki dziecka, (11:2). W jej miejsce stawili sie
rodzice (I:1 i 1:2) i siostra nie zyjacej (I:3). W przypadku locus D187 (MS1), allel
8,2 wystepowat u ojca i siostry zmartej, natomiast allel 8,3 locus D7S21 (MS31)
tylko u ojca zmartej, podobnie jak allel 10,5 locus D12511 (MS43A). Sposrdd alleli
okrélonych metodg PCR, zaréwno minisatelitarne jak i mikrosatelitarne alfele
dziecka mozna byto przypisac do ojca dziecka i rodziny zmariej matki.
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i:1 Hi:1 1:2 I:1 1:2 11:3
D1S7 (MS1) 5,6-3,2 | 8,2-5,6 | 9,3/4,4- | 82-76 | 9,3-4,4 | 8,2-44
8,2
D7S21 (MS31) 8.9-7,6 | 8,3-7,6 | 8,9/5,3- | 10,4-8,3| 8,9-5,3 | 10,4-8,9
8,3
D12S511 (MS43A) | 11,3-4,5| 11,3- | 8,7/7,3- | 10,5-3,9 | 8,7-7,3 | 10,5-7,3
10,5 10,5
D1S80 18-25 25-31 118/24-31] 24-31 18-24 24-31
HUMTHO1 6-10 6-8 6/10-8 6-8 6-10 6-6
HUMCYARO04 5-9 9-10 5/8-10 5-8 5-10 8-10
HUMPLAZ2A1 10-16 12-16 11-12 11-11 12-15 11-12

Ryc. 1. Rodowdd i genotypy rodziny 2037
Fig. 1. Pedigree and genotypes of family 2037

Druga sprawa (numer 5567) dotyczyta kobiety (1I:1), ktérej domniemany ojciec
(I:1) oraz matka nie zyli. Najblizszag rodzine zmartego stanowili jego synowie (ll:2
i 11:3) oraz ich matka (}:2). Wykonano badania poréwnawcze, ktére wykazaty, ze
kobieta (11:1) oraz syn zmartego (1l:2) w przypadku loci D157, D7S21 i D12S11
posiadajg w kazdym z nich jeden wspdiny allel, a ponadto w locus D1S80 obydwa
wspolne allele. Natomiast u kobiety i drugiego syna niezyjacego mezczyzny (11:3)
wystepowat jeden wspdlny allel w locus D7S21 i D1S80. Bracia w tych loci
charakteryzowali sie obecnoscig czterech wspdlnych alleli. Aspekt kazirodczy tej
sprawy zostat juz opisany w artykule zamieszczonym w ,Archiwum” (3).
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5567

Il 2
o1 2 I3
oI nrz
i:1 i1 1.2 I:1 i:2 i:3 I:2
D1S7 (MS1) 8,456, 10,2- | 10,2- |8,4-6,3| 10,2- | 10,2- | 10,2-
8,4 5,6 8,4 6,3 8,4

D7821 (MS31) 8,1-7,3(8,1-7,3/9,9-7,3| 7,3-N | 9,9-7,3| 9,9-7,3| 9,9-5,1
D12S11 (MS43A) | 11,2- 18,9-49, 11,2- | 11,2- | 11,2- 16,4-5,8|8,9-6,4

4,9 4,9 58 8,9
D1S80 24-31 | 31-31 | 24-31 18- 24-31 | 18-31 | 24-31
24/31
HUMTHO1 6-8 6-6 6-8 |6/8-10| 6-8 6-10 6-8
HUMCYAR04 6-10 5-6 6-10 10-N | 5-10 5-10 5-7
HUMPLAZ2A1 11-13 | 1112 | 12-13 | 13-14 | 12-13 | 12-14 | 12-12

Ryc. 2. Rodowdd i genotypy rodziny 5567
Fig. 2. Pedigree and genotypes of family 5567

Trzecia sprawa (numer 5916) dotyczyta dochodzenia spornego ojcostwa w sto-
sunku do dziecka pici meskiej (llt:1), przy czym domniemany ojciec (11:3) juz nie
zyt. Do badan stawili sie: syn zmartego (Ill:2) z innego zwigzku, kobieta (11:4)
bedaca matkg tego syna, brat niezyjacego (Il:4) oraz powoddka (li-1). Dziecko
(llI-1), w sprawie ktérego toczyto sie postepowanie nie posiadato wspélnych alleli
wloci D157, D7821, D12S11 i D1S80 zardwno z bratem zmartego (11-4) jak i zjego
synem (IlI-2). Amplifikacia markera HUMCYARO4(AAAT)n wykazata obecnosc
wspolnego allelu u badanego dziecka, brata oraz syna niezyjacego mezczyzny.
Dziecko posiadato rowniez taki sam allel jak syn zmartego w przypadku markera
HUMPLA2A1(AAT)n. Obserwowano rowniez allele wystepujace u prawnie uzna-
nego syna zmartego i poréwnywano z genotypem brata niezyjgcego mezczyzny.
Poniewaz zaobserwowano ewentualne dziedziczenie jedynie alleli mikrosatelitar-
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nych, przy braku dziedziczenia alleli minisatelitarnych skierowano do sgdu zapy-
tanie, czy dostepni do badan sg inni czionkowie rodziny zmartego. Badanie
przeprowadzone dla drugiego brata (I:5) i corki (111:3) zmartego doprowadzito do
wydania opinii potwierdzajgcej ojcostwo.

5816

0

g! Iz o3 T4 15
(] 1 O
m
o1 1.2 RN
1:1 HI:1 i:2 2 113 1:3 1:4 II:5
D1S7 (MS1) 1-6 6-8 |2/7/8-| 3-4 4-5 3-5 2-7 7-8
4
D7S21 (MS31) 8,6- 8,6- |4,8-N| 7,0- 7,0- 7,0- 57- 5,7-
6,1 52 4.8 4.8 3,8 4.8 4.8

D12S11 (MS43A) | 8,5- | 85- | 81- | 81- | 6,8 | 86- | 81- | 56
50 | 52 | 52 | 68 | 52 | 68 | 38 | 38

D1S80 27-31|18-27 | 18-29 | 27-29 | 18-24 | 24-27 | 20-20 | 20-29

HUMTHO1 10-10| 6-10 | 6N | 6-6 | 6-10 | 6-10 | 10-10| 6-10

HUMCYARO04 5-5 | 5-10 |10/11-| 10-11 |10-11| 5-10 | 10-11 | 10-10
11

HUMPLA2A1 11-15 | 15-15 [ 11/13-| 11-15 | 15-15 | 11-15| 11-13| 11-13
15

Ryc. 3. Rodow6d i genotypy rodziny 5916
Fig. 3. Pedigree and genotypes of family 5916

Czwarta sprawa (numer 7004) dotyczyta dochodzenia spornego ojcostwa
zmartego mezczyzny (11:2), w stosunku do dwdjki dzieci (IIl:1 i 111:2), blizniat
jednojajowych. Do badan stawili sie oprdcz matki (I1:1) i dzieci obydwoje rodzice
(I:1, 1:2) oraz brat niezyjgcego (1:3). Wspdiny allel posiadaly dzieci i matka
domniemanego ojca w locus D1S7. Analiza locus D7821 wykazata, ze allel



312 R. Stomski i inni Nr 4

o wielkosci 9,1 kpz wystepuje u dzieci oraz brata i matki niezyjagcego mezczyzny.
W przypadku locus D12S11 wykazano, ze u dzieci, ich matki, brata oraz matki
niezyjacego wystepuje taki sam allel o wielkosci 10,3 kpz. Amplifikacja markerow
D1S880, HUMTHO1(AATG)n, HUMPLA2A1(AAT)n i HUMCYARO4(AAAT)n wyka-
zata obecnosc u dzieci alleli charakterystycznych dia rodziny zmartego.

7004

: O
L2

I1

: O | —

\, o2 o3
I
sl oI2
11 1 H:2 l:2 I:1 1:2 1:3
D187 (MS1) 2-3 2-5 2-5 4/6-5 4-6 1-5 1-6
D7S21 (MS31) 6,5-6,3{9,1-6,319,1-6,3|6,5/4,9-/6,5-4,9|9,1-4819,1-6,5
9,1
D12S11 (MS43A) 10,3- | 10,3- | 10,3- [9,9/5,9-/9,9-5,9| 10,3- | 10,3-
9,5 10,3 10,3 10,3 8,7 5,9
D1S80 27-31 | 18-27 | 18-27 18- 18-24 | 24-27 | 18-24
24/27
HUMTHO1 10-10 | 6-10 6-10 | 6-6/10| 6-10 6-10 | 10-10
HUMCYARO04 5-5 5-5 5-5 5-6/7 5-7 5-6 5-5
HUMPLA2A1 13-15 | 11-15 | 11-15 11- 13-15 | 1115 | 11-15
13/15

Ryc. 4. Rodowdd i genotypy rodziny 7004
Fig. 4. Pedigree and genotypes of family 7004

W pigtej sprawie dochodzenia spornego ojcostwa (numer 7734) badaniem
objeto dziecko pici zerskiej, narodzone ze zwigzku z powddka (ll:1), matke
dziecka (ll:1) i trzy siostry domniemanego ojca (1I:3, I1:4 i II:5). Ta sprawa okazata
sie bardzo prosta w opiniowaniu, poniewaz wszystkie allele dziecka mozna byto
przypisac¢ do matki i siéstr zmartego.
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7134

I %)

. O—41 O O O

II:1 .2 I3 o4 5
- L]
II1
11 11 I:2 11:3 H:4 I:5
D137 (MS1) 2-3 2-5 4/6-5 2-5 4-6 1-5
D7S821 (MS31) 8,7-5,7 | 5,7-5,6 | 7,0/6,9- | 6,9-5,6 | 7,0-5,6 | 6,9-5,65
5,6
D12811 (MS43A) | 9,9-8,5 | 9,9-7,9 | 6,9/5,8/ | 6,9-58 | 7,9-3,7 | 7,9-3,7
3,9-7,9
D1S80 23-24 24-24 118/24-24| 24-24 18-24 24-24
HUMTHO1 6-10 6-6 7/8/10-6 | 7-10 6-8 6-8
HUMCYAR04 5-10 5-6 6/10 6-10 6-10 6-10
HUMPLA2A1 11-11 11-15 |12/15-15] 12-15 12-12 12-15

Ryc. 5. Rodowdd i genotypy rodziny 7734
Fig. 5. Pedigree and genotypes of family 7734

WNIOSKI | DYSKUSJA

Sprawy dotyczace dochodzenia spornego ojcostwa, gdy domniemany ojciec
nie zyje, stanowig jedynie niewielkg czes¢ wszystkich spraw (ok. 0,5%), jednak
z reguty sg to sprawy trudne (1,2,3). Nasze doswiadczenie ze spraw deficytowych
wskazuje, ze w tej grupie tatwiejsze do opiniowania sa sprawy, w ktorych w miejsce
niezyjacej osoby badaniem obejmie sig jej rodzicow. Niestety najczesciej DNA
obojga rodzicéw nie jest dostepny do badarn, dlatego badaniem obejmuje sie
rodzenstwo zmartej osoby i ewentualne potomstwo. W przedstawionej pracy
ostateczne wyniki uzyskano na podstawie réznych liczebnie rodzin, ale wazne jest,
aby do badarn zostata pobrana krew od catej rodziny osoby zmartej.

W przypadku, gdy nie zyje matka dziecka, badanie spornego ojcostwa moze
by¢ wykonane w zasadzie tylko na DNA dziecka i domniemanego ojca. Przy
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zastosowaniu kilku sond dia loci minisatelitarnych i kilku dla mikrosatelitarnych
uzyska¢ mozna wynik potwierdzajgcy graniczacy z pewnoscig. Positkowac sig
réwniez mozna badaniem typu multilocus. W sprawach, w ktérych nie zyje matka
dziecka, a pochodzenie dziecka jest kwestionowane nalezy badaniem obja¢ rodzi-
ne zmartej.

W badaniach, gdy nie jest dostepny DNA obydwu rodzicéw na pewno lepiej
korzysta¢ z analizy hybrydyzacyjnej dla loci minisatelitarnych, ktore wykazujg
znacznie wyzszy polimorfizm niz loci mikrosatelitarne. Prawdopodobieristwo ojco-
stwa w sprawach analizowanych z zastosowaniem 7 markerdw jest z reguty bardzo
wysokie, chociaz wartosc¢ jego zalezy od czestosci wystepowania badanych alleli
w populacji. W naszych badaniach prawdopodobieristwo ojcostwa wynosito od
99,98690% do 99,99672%.
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