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ABSTRACT

Per a I’estudi de paternitat, I'analisi de marcadors geneétics s’ha convertit en una eina
molt important i ampliament reconeguda. Per a la realitzacid6 d’aquesta prova,
s’estudien diferents regions del genoma huma que posseeixen una elevada variabilitat
entre la poblacié: els STRs (Short Tandem Repeats). Aquestes seqliencies tenen la
caracteristica que estan formades per una seqiiencia consens d’entre 2 a 5 parells de
bases que es van repetint X vegades a traves del cromosoma on es localitzin. A més a
més, son sequencies de DNA no codificant, és a dir, no codifiquen per a cap proteina.
Aguest nombre de repeticions és molt variable entre individus i és on recau la

diferenciacié d’aquests.

A partir de I'estudi d’'un conjunt de STRs s’obtindra els perfils genetics dels individus
involucrats en una prova de paternitat (normalment presumpte pare i els corresponents
fills/es) i aixi poder excloure o incloure aquest presumpte pare a una paternitat biologica

lligada a una valoracié estadistica.

For the study of a paternity between an alleged father and his progenitor, the paternity
testing it’s a very useful tool and widely recognized. To carry out this test, some
specifically regions of the genome are analysed: STRs. These sequences are formed by a
consensual sequence which is being repeated X times in the chromosome that is located.
Furthermore, they belong to the no-coding DNA, traduced to a protein. The number of
repetitions is very variable between individuals and it's where the importance of the

differentiation of individuals is.

Studying a STR system, a genetic profile of all the involved individuals is going to be
obtained (usually alleged father and sons or daughters) and then include or exclude this

alleged father of a biological paternity with a statistical valuation.
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1. INTRODUCCIO

Que és el DNA?

El DNA, acid desoxiribonucleic, és un compost organic localitzat al nucli de les cel-lules,
com també als mitocondris i ribosomes. En la seva seqliencia, formada per
desoxiribonucleotids, du codificada les instruccions per a formar tots els altres
components cel-lularsiactua a més a més, com a motlle perala produccié de molecules

identiques de DNA, les quals seran distribuides a la progenie al dividir-se la cel-lula.

La unitat funcional i fonamental del DNA sén els gens, els quals contenen la informacid
per a la sintesis de proteines, és a dir, sdn les regions que es transcriuen a RNAs

missatgers i finalment es tradueixen a proteines als ribosomes.

Tot el conjunt de gens d’un organisme és el que s"anomena genoma. Tenint en compte
gue el genoma dels éssers humans conté 3164,7 milions de bases nucleotidiques
organitzades en 23 parells de cromosomes, la suma de tots els gens suposa només un
2% del genoma. Per tant, el 98% del genoma huma és DNA no codificant, o el que és el

mateix, DNA que no conté informacio rellevant per a la sintesi de proteines.

Estructura del DNA

El DNA és un polimer de nucleotids. Cada un d’aquest nucleotid esta format per una
base nitrogenada (adenina, timina, citosina i guanina), un sucre (desoxiribosa) i un grup
fosfat, el qual permet que els nucleotids que formen el polimer estiguin enllagats. Tota

la seqlieéncia en questio és el que s’Tanomena estructura primaria.

No obstant, aquesta seqiéncia de nucleotids (estructura primaria) no es troba de forma
lineal en I'espai, sind en forma de doble hélix, on les dues cadenes estan unides
mitjangant ponts d’hidrogen. Aquestes dues cadenes son complementaries, és a dir, si
alacadena principal en la posicid X hi ha una C, en lacomplementaria en aquella mateixa
posicid hi haura una G, el mateix succeeix amb la A, on la seva base complementaria és
la T. A més a més, aquestes cadenes son antiparal-leles, és a dir, a I'extrem 3’ d’una

d’elles enfronta I’extrem 5’ de I’altra cadena.



Finalment, aquesta doble helix en la cel-lula es troba compactada en forma de

cromosoma. Es el que s’anomena estructura terciaria.

Aquest nombre de cromosomes cel-lulars és el mateix en totes les cel-lules de
I’organisme, i en el cas dels humans tenim 22 parells de cromosomes no sexuals o

autosomics i els sexuals (XX o XY).

A excepcio dels bessons univitel-lins, el DNA d’un individu és Unic. Com que un dels
cromosomes s’hereta del pare i I’altre de la mare, i la heréncia de cada cromosoma és
independent dels altres cromosomes, el nombre de combinacions possibles que un fill

pot rebre dels seus pares és: 22323 = 246,

Tipus de DNA

Aixi doncs, de tot el DNA present en una cel-lula, aquest es pot dividir en DNA codificant

i DNA no codificant:

- DNA codificant: és aquell DNA que conté la informacio genética en els gens i que

acaba codificant-se per una proteina. Aquestes seqliéncies estan separades per
llargues regions de DNA anomenades introns, les quals no tenen funcié aparent.
Aguest DNA no té importancia en I'ambit de la genética forense, ja que en
general és poc variable i polimorfic entre els individus (exceptuant la regié HLA)
i és compartit per la majoria dels éssers humans, ja que és el que determina a
cada especie.

- DNA no codificant: és aquell DNA que no es tradueix a cap proteina. La gran

majoria d’aquest DNA es localitza entre els gens en el cromosoma i la gran part
de la seva funcid no és coneguda, tot i que recents estudis biologics afirmen que
aquesta recau en la regulacié de proteines, on una mutacié podria esdevenir en

alguna malaltia genetica, com el cancer, perd no només exclusivament aquest.

Al mateix temps, el DNA no codificant es pot dividir en:
- Introns: Sén regions de DNA que es localitzen a I'interior dels gens. Sén transcrits
a RNA pero posteriorment son eliminats, per tant no es tradueixen a proteines.

- Pseudogens: Sén gens duplicats que han perdut la seva funcié.



- Transposons: Sén seqléncies de DNA que es poden moure d’una posicié a una
altra del genoma en una cel-lula concreta.

- DNA satellit: Aquest DNA esta localitzat en els centromers i telomers. Son
sequiéncies de DNA repetitives disposades en forma de tandem. Es en aquest
DNA on rau la importancia en genetica forense a I'hora de la identificacio
d’individus i establir relacions de parentesc entre ells.

- DNA de sequeéencies reguladores: DNA que controla processos de transcripcid

d’un gen que es localitzi proper a aquest.

La Genetica Forense és la ciencia que aplica les tecnologies de la biologia molecular per
a l'estudi dels polimorfismes de locis de DNA d’interes forense amb la finalitat de
resoldre certs problemes juridics i legals V). Aquest estudi integra la genética poblacional

i la identificacié biologica desenvolupada principalment en els seglients punts:

- Investigacid biologica de filiacid, centrant-se particularment sobre les
investigacions de paternitat.

- Investigacio biologica de parentesc, que engloba també els estudis de casos de
immigracio.

- ldentificacid biologica de desconeguts, on es persegueix la identificacié en els
casos de desastres en massa.

- Investigacio criminal biologica

Un dels tipus de pericies més sol-licitades al laboratori de genetica forense sén casos
d’investigacid biologica de paternitat, les quals tenen un Unic objectiu: la atribucid, a

través d’unes mostres, una relacio de paternitat lligada a una valoracié estadistica.

En aquest treball s’estudiara aquest tipus de pericies gracies a la col-laboracié amb un
conveni de practiques amb Neodiagnostica SL, laboratori acreditat per 'ENAC on la seva
principal tasca és realitzar aquestes proves de paternitat, com també proves de drogues,
encara que en menys freqiencia. Les proves de paternitat sol-licitades es poden
classificar en judicials i no judicials. Les proves de paternitat de caracter judicial son
aquelles que sol-licita el jutge per alguna rad, tals com custodies o demostracio d’una
paternitat quan un immigrant amb papers regularitzats vol dur els seus progenitors a

Espanya.



Polimorfismes del DNA: Short Tandem Repeats (STRs)

Tal com s’ha comentat anteriorment, la individualitat biologica constitueix una fase
fonamental de la pericia de la identificacio biologica i actualment s’efectua a traves dels
polimorfismes de loci de DNA amb interes forense o de I'estudi de polimorfismes de
microsatel-lits (Short Tandem Repeats) autosomics i del cromosoma Y. El DNA

mitocondrial s’utilitza en I’estudi dels SNPs en casos complexes ?),

Els microsatel-lits autosomics o STRs sdn seqliencies altament repetitives de 2 a 5 parells
de bases d’extensid que es localitzen en determinades regions del genoma, existint per
les quals una elevada taxa de polimorfisme i un gran poder de discriminacié individual
4) Aixd és degut a que els STRs sén caracteristicament multial-l&lics amb unes regions
flanquejants molt ben conservades, les quals fan que el primer durant la PCR s’hi uneixi
facilment per complementarietat. La majoria dels STRs utilitzats en la identificacid
d’individus consten de repeticions de 4 parells de bases, amb al-lels d’entre 100 i 300
pb, encara que n’hi ha alguns de 350 pb, com poden ser els loci D251338, D18S51,
CSF1PO i FGA. Aquest polimorfisme existent entre individus es manifesta com a
diferencies de longitud entre els diferents al-lels d’un mateix locus. Per exemple, un STR
pot seguir la seglient repeticid en tandem: ACTT, ACTT, ACTT, ACTT, ACTT fins un
nombre de n repeticions (en aquest cas 5 repeticions de ACTT). Aixi doncs, diferents
individus es diferenciaran per el nombre de repeticions d’aquesta seqiiéncia en el
mateix loci del cromosoma. Un individu que sigui 7-11 per aquesta sequencia significara
gue en una posicié especifica del cromosoma té 7 repeticions de la tetrada ACTT i 11
repeticions d’aquesta mateixa en el cromosoma homoleg. A més a més de I'elevada
variacio, els STRs tenen una heréncia mendeliana simple, és a dir, un al-lel ha sigut
heretat del pare i un altre de la mare, fet clau per a atribuir una relacié de parentesc

biologic entre un presumpte pare i un fill/a.

Per a establir una relacio de parentesc biologic entre dos individus, el métode més comu
d’estudi d’aquests STRs és la PCR multiplex amb electroforesis capil-lari la seva deteccid

mitjancant fluorescencia ), tal com es mostra en la segiient imatge:



Fluorescent
dye label

P
&

| AATG | AATG | | AATG |

NIANYANYS
- .

7 repeats

8 repeats

—

Figura 1. Representacié grafica d’'un STR d’un individu heterozigot. En un dels cromosomes hi ha 7
repeticions de la tétrada AATG i en I’altre cromosoma, 8 repeticions. També es pot observar les regions
flanquejants de color lila, les quals estan molt ben conservades i sén on els primers marcat

fluorescentment s’hi unira.

Mutacio dels STRs

Els STRs solen presentar una elevada taxa de mutacié degut a un fenomen anomenat
“lliscament de la polimerasa”, el qual és molt caracteristic de les zones de DNA repetitiu.
Aguest fenomen té lloc quan durant la replicacid, on la DNA polimerasa produeix un
lliscament sobre la cadena motlle que com a resultat es forma una bombolla a la nova
cadena®. El mecanisme de reparacié del DNA elimina aquesta bombolla, on es

produeixen insercions o delecions, fent que el nombre de repeticions de I’al-lel augmenti

o disminueixi, tal com s’observa en la seglient figura:
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La taxa de mutacio dels STRs depen de varis factors: en els STRs compostos i en els
complexos la taxa de mutacié és més freqlient que en els locis simples. A més a més,
s’observen més mutacions en aquells STRs més llargs que en els de menys repeticions.
No obstant, es conserva el polimorfisme degut a que el guany o la pérdua de les

repeticions té lloc amb igual freqiiencia.

Les mutacions tenen lloc més freqiientment en les cél-lules germinals dels testicles que
en la dels ovaris, ja que mentre que la oogina experimenta només 22 cicles de divisid
abans de la primera ovulacio, la espermatogina experimenta unes 30 mitosis abans
d’arribar a la maduracio sexual, a partir de Ilavors realitza entre 20 i 30 cicles de divisid
cel-lular per any. Per aquest motiu s’ha establert fins a un maxim de 3 incompatibilitats
entre el genotip del presumpte pare i I'al-lel d’origen patern del fill, les quals no es
menyspreen a |’hora de realitzar la valoracid estadistica, on el que es procedira és a

augmentar el nombre de STRs analitzats.

2. ETAPES DE LA PROVA DE PATERNITAT

Quan es realitza una prova de paternitat, el resultat que s’obté és una valoracid
estadistica lligada a una exclusié o inclusié d’una relacié de paternitat biologica entre
dos o més individus (essent aquests el presumpte pare i fill/a o fills/es)®). Aquest resultat
es plasma en un informe judicial el qual s’enviara directament a I’ambaixada, al client o
a I'advocat que I’ha sol-licitat. Durant la realitzacié de la prova, des de la presa de
mostres, s’ha de garantir la continuitat de la cadena de custodia. Aquesta cadena de
custodia representa el procés que garanteix que les mostres preses corresponen als
individus participants i que es salvaguarden les mostres en cada etapa del procés, és a
dir, que aquestes sén resguardades, que cada pas que es realitza sigui documentat amb
els fulls de treballs corresponents i que només les mostres estan en possessio de les
persones autoritzades, per a aixi evitar qualsevol possible manipulacié d’aquestes per
tercers garantint els resultats de la prova del DNA. Aquesta cadena de custodia comenga

guan es realitza la presa de la mostra i es manté durant tota la prova del DNA.



Els passos per a la realitzacié de la prova de paternitat sén els seglients:

1. Extraccio del DNA

El primer pas és la extraccid del DNA de les mostres que han proporcionat els individus
a estudiar. L'objectiu d’aquest pas és la separacid dels acids desoxiribonucleics de la

resta de components cel-lulars.

En la majoria dels casos en proves de paternitat, les mostres son hisops bucals, és a dir
mostres indubtables i el DNA s’extraura de les cel-lules epitelials que s’han adherit al

cotonet degut a la pressié fisica produida per el raspat.

A Neodiagnostica SL la extraccié d’aquest DNA es realitza amb un kit comercial
anomenat DNA IQ™ System, de Promega, el qual esta format d’un buffer de lisis (quan
s’enceta el potet s’ha d’afegir DTT), un buffer d’elucié i un buffer de rentat. Aquesta
extraccio de DNA automatitzada es duu a terme per I'instrument anomenat Maxwell
®16 seguint les instruccions del fabricant ®. Gracies a aquest instrument, es purifica el
DNA de la mostra utilitzant el principi basic de separacid la lisi cel-lular i la unié a
particules de silice magnetitzades. Entre els passos automatitzats que realitza

I'instrument s’inclouen:

- Lisis de la mostra en preséencia d’un agent caotropic i detergent.

- Unid del DNA a particules de silice magnetitzades.

- Rentat de les particules unides per separar-les de la resta dels components
cel-lulars.

- Elucié del DNA en un tampé que permet afegir-los directament a la PCR.

La temperatura de les mostres es regula mitjangant un sistema d’escalfament controlat

per el protocol.
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Imatge 1. Instrument Maxwell ®16

2. PCR multiplex

Tot seguit, un cop s’ha realitzat correctament la extraccié automatitzada del DNA amb
Maxwell ® 16, el seglient pas és la realitzacié de la PCR multiplex, on els diferents al-lels

dels STRs son amplificats simultaniament.

La PCR multiplex és una tecnica que esta basada en la reaccid en cadena de la
polimerasa, tal com el seu nom indica. Es realitzen mitjancant varies reaccions a
diferents temperatures moltes copies dels fragments d’interés. La reaccié té lloc en
diferents cicles cada un dels quals té els seglients passos: desnaturalitzacié, hibridacié i

extensio.

La desnaturalitzacié (95-962C) és quan es produeix la separacio de la doble hélix de DNA
com a consequéncia del trencament dels ponts d’hidrogen que uneixen les dues

cadenes.

La hibridacié (50-602C) és el pas en que els primers s’uneixen de forma especifica a les

seves seqliencies complementaries.

En la extensid (722C) la TagPolimerasa incorpora nucleodtids en I’'extrem 3’ del primer

utilitzant com a motlle la cadena de DNA préviament desnaturalitzada.

Per a la realitzacio d’aquesta PCR multiplex, s’ha utilitzat el kit comercial PowerPlex® 16

System de Promega ®). Aquest kit amplifica simultaniament 16 locis amb una
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probabilitat de coincidéncia aleatoria de 1,2-10 8. Aquests locis amplificats sén els

seguents:

Taula 1. Locis STR amplificats pel kit comercial kit comercial PowerPlex® 16 System de Promega, la seva

localitzacié cromosomica i la seqiiencia repetitiva.

Loci STR Localitzacié cromosomica Seqiiéncia repetitiva
D351358 3p21.31 [TCTG][TCTA]
THO1 11p15.5 TCAT
D21S11 21921.1 [TCTA][TCTG]
D18S51 18921.33 AGAA
Penta-E 15926.2 AAAGA
D5S818 5g23.2 AGAT
D13S317 13g31.1 TATC
D75820 7921.11 GATA
D165539 16924.1 GATA
CSF1PO 5¢33.1 TAGA
Penta-D 21922.3 AAAGA
Vwa 12p13.31 [TCTG] [TCTA]
D8S1179 8q24.13 [TCTA][TCTG]
TPOX 2p25.3 GAAT
FGA 4931.3 CTTT
Amelogenina Xp 22.22 No aplicable

Yp11.2
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Quan es realitza la PCR multiplex a més a més de les mostres a amplificar, s’hi afegira un
control negatiu, mostra la qual no conté DNA, i que serveix per a indicar que no hi ha
cap contaminacié de DNA i que la PCR s’esta realitzant correctament. També un control
positiu, el qual és una mostra de DNA on es coneixen perfectament els al-lels de cada
marcador a amplificar. Aquest control serveix per a verificar que s’esta fent una
assignacio correcta dels al-lels en cada marcador. A més a més, la dilucié per a les
mostres sera de 1/20 i la del control positiu 1/15. El blanc no porta dilucié, doncs com
qgue no conté DNA no es necessita realitzar-ne cap. Aquests factors de dilucié estan
estandarditzats i sempre sén els mateixos, gracies a la realitzacié d’'un estudi amb
diferents dilucions quan es va posar en marxa el laboratori. A cada mostra a amplificar

se li afegira la master mix, de la casa Promega, la qual esta formada per:

- Water, amplification grade. Utilitzada com a solvent.

- Powerplex HS 5X Master Mix. Formada per la Taq Polimerasa, dNTPs, MgCl; i
buffers de reaccié a concentracions optimes per a una amplificacié adient del
DNA.

- Poweplex HS 10X Primer Mix. Conté els primers marcats fluorescentment
(Forward i Reverse). Sén uns oligonucleotids sintétics de 15-20 bases que sén
complementaries a les zones flanquejants (molt conservades) de la regié que es

vol amplificar.

Un cop realitzada la PCR mitjangant els encebadors marcats fluorescentment, el nombre
de repeticions de la seqliencia consens en cada locus determinara la mida definitiva de

I"amplicé gracies a la realitzacié d’una electroforesis capil-lar.

3. Electroforesis capil-lar

Aquesta electroforesis té lloc a I'interior d’un capil-lar buit ”).Un cop aquesta comenca,
i gracies a un estandard de mida de referéncia o ladder, es van identificant mitjangant
un lector de fluorescencia els diferents fragments de DNA que conclouen el seu transit
per el capil-lar electroforetic. El temps transcorregut en aquest transit, és a dir, el temps
que tarda el fragment de DNA en travessar tot el capil-lar i arribar al detector, sera
directament proporcional la seva mida. Com més gran sigui el fragment de DNA (per

més repeticions estigui format) més temps necessitara per travessar el capil-lar, i com
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més petit sigui el fragment, més rapid el travessara. Aquesta electroforesis capil-lar es

duu a terme amb I'analitzar ABI PRISM 310.

Com que el DNA és una molecula que esta carregada negativament, quan es punxa la
mostra de DNA a un extrem del capil-lar, gracies a I’aplicacié d’'un camp eléctric, aquest

comencara a desplacar-se per el capil-lar direccié el pol positiu del capil-lar.

Al final del capil-lar hi ha un detector optic el qual esta format per una camera CCD en
un extrem i un laser a I'altre costat. Quan els STRs travessen el laser, aquest s’excita,
emetent una fluorescencia en diferents colors degut a que cada marcador esta marcat
amb un fluorocrom diferent. Aquesta fluorescéncia emesa és recol-lectada per la
camera i transmesa al software de I'equip on separara les senyals en funcié del color

donant lloc a un electroferograma.

El software porta incorporat la informacié sobre les diferents longituds que pot tenir un
loci en questid, la qual depén del nombre de repeticions del tandem. Gracies a que
durant la PCR s’han marcat els STRs amb fluorocroms i I'estandard intern incorporat
(pics vermells), el software pot determinar amb precisié quina és la longitud de cada STR

i per tant, el nombre de repeticions que aquest conté.

SISTEMA DE ELECTROFORESIS CAPILAR (EC)

Excitacid isi6 Separacion de fragmentos de DNA, como productos
x:e:'c'm T SR— de PCR (STRs, SNPs) marcados con diferentes
uorescencia
fluorocromos
Laserde o """ """ 1
- " mara .
IOn ArgOn ----- > Oé & Deteccion
= | \\ de fluorescencia
Electroforesis
Capilar I XTI ]
l ( Interpretacion ]

Procesamiento con el software

|I| | | ’ |
::&i__JLI il d il

¥8 8

Producto de
PCR multiplex

[ Electroferograma ]
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Figura 3. Representacié dels passos que involucra I’analisi de fragments de DNA per electroforesis

capil-lar.
Cada un dels pics de I’electroferograma ens proporciona informacio de:

- Perfil genetic. El determina, és a dir, per un marcador es sap quins al-lels el
formen.

- Si només apareix un pic significa que per aquell marcador I'individu en questio

p pic sig que per aq
n’és homozigot. Es a dir, en els dos al-lels del loci el n2 de repeticions del tandem
és el mateix (Ex. 11,11).

- Si per un marcador apareixen dos pics voldra dir que per aquell marcador

I'individu n’és heterozigot. Es a dir, en cada al-lel el nombre de repeticions del
g ) Y
tandem és diferent (Ex 12,13).

- Posicié del pic. Com més petits son els al-lels més a |'esquerra de
I’electroferograma apareixen. Per contra, com més grans més a la dreta de
I’electroferograma apareixeran.

- Quantitat de DNA que conté la mostra, la qual sera directament proporcional a
I"altura del pic del marcador. Si per un marcador un individu és homozigot, la

p p got,
altura del pic sol ser més alta que si fos heterozigot.

- Elsexe del'individu, gracies al marcador de I’amelogenina. En el cas de les dones

només s’observara un sol pici en els homes dos pics

4. Edicié de I'electroferograma

Un cop s’obté I'electroferograma pel programa GeneMapper, on per a cada marcador
hi ha indicat els seus dos al-lels corresponents, resultant de la separacié dels fragments
amplificats per pes, aquest s’ha d’ajustar, ja que hi ha una serie d’artefactes que poden

interferir en els al-lels reals.

Durant la amplificacid dels al-lels STRs per mitja de la tecnica de la PCR, poden sorgir un
nombre d’artefactes que interfereixen en la clara interpretacio dels resultats i, per tant,
en el genotipat dels al-lels presents en el DNA motlle. En una reaccié multiplex la
probabilitat de formacié d’aquests artefactes és major, pel que s’ha de tenir en compte

la necessitat de variacio i optimitzacid d’alguns dels parametres, tals com les condicions
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cicliques de la reaccid i els components de la mateixa, amb la finalitat d’aconseguir un

rendiment equilibrat en la amplificacié simultania dels locis escollits.

Els artefactes que es poden trobar en les reaccions multiplex son els seglients:

Amplificacions inespecifiques com:

Bandes Stutter.

Aquest artefacte és degut al lliscament de la polimerasa durant I'amplificacié de
la cadena motlle. Mentre que per simple logica la gran majoria dels artefactes
poden ser exclosos i qualificats com a productes no al-lelics, no resulta possible
excloure d’aquesta manera aquestes bandes, ja que si que son productes al-lelics
que es diferencien estructuralment de I’al-lel associat només per una sola unitat
de repeticid.

Encara que habitualment els stutters apareixen en parella, aquesta dada no és
necessariament diagnostica. Si un al-lel té sequiencies no consens o parcials,
llavors hi haura més tendéncia a generar bandes stutters que l'al-lel que
consisteixi de repeticions complertes.

Algunes altres caracteristiques dels stutters son les seglients:

- Representa menys del 10% del pes del pic de I'al-lel principal.

- La quantitat de stutters depen tant de les condicions de la PCR com de la
polimerasa utilitzada.

- La propensid per a formar stutters disminueix amb les unitats de repeticions

més llargues (repeticions pentanucleotidiques < tetra < tri < dinucleotidica).
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Figura 4. Al-lels 15i 19 d’un marcador, on els pics alts i prims sén els pics que corresponen als al-lels
vertaders i els que tenen davant d’ells, els quals son molt baixets sén els pics que corresponen als

stutters.

Artefactes inespecifics

Aguests es generen com a resultats de la hibridacid de fragments de DNA
degradat o bacteria i corresponen a pics de mida petita, on les seves
caracteristiques son les seglients:

1. Tenen |'area del pic baixa i la seva morfologia és aberrant.

2. La majoria no estan dins del rang al-lelic del loci.

3. Estan relacionats amb hibridacié del primer en un altre lloc del genoma.

4

També s’observen en mostres de DNA degradats.

Aquests artefactes inespecifics sén:

Pull-up

Son pics degut a la interaccid hardware/matriu, que és defineix com un pic
menor en un color diferent i directament per sota d’un pic al-lelic major o pics
petits en els carrils adjacents a un pic gran exactament en la mateixa posicio.
S’han observat habitualment en mostres sobreamplificades i amb molta
concentracié de DNA, i necessiten ser diferenciats dels al-lels verdaders per mitja
de posicié i morfologia del pic. Si un electroferograma té molts pull-ups, s’haura
de baixar el temps d’injeccié. Si realitzant aquest pas aquests artefactes no
desapareixen en el nou electroferograma, s’haura de repetir la PCR amb un
factor de dilucio més elevat.

Quan la intensitat de la senyal és molt elevada no es pot mesurar el vertader

valor de la senyal i, per tal de compensar-ho, es genera un solapament espectral
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de colors. Com a resultat, es generen uns pics que solen estar presents en la

mateixa posicid, perdo amb un color diferent.

ID21S1T

Pu;; up
\

=5

oLlp3

Figura 5. Exemple de pull-up en un electroferograma

Spikes
Sén pics molt alts i prims, els quals es generen degut a una pujada sobtada de la
corrent, particules que travessen el capil-lar durant la electroforesis o per

particules de pols presents durant les captures de la camera CCD.

foed D8s1179 ] [

Figura 6. Exemple d’un Spike en un electroferograma

Al-lels off-ladder

Sén els al-lels que no estan inclosos en el ladder. El ladder és un marcador de
DNA de referencia, el qual permet identificar i assignar els al-lels de cada STR
estudiat, pero pot succeir que un STR tingui un al-lel molt poc freqlient en la
poblacié que no estigui incorporat en el ladder. Aquests al-lels seran assignats
pel GeneMapper com un off-ladder. La assignacio de I’al-lel real s’haura de fer a

ma a partir dels pesos moleculars.
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5. Elaboracié de l'informe:

Un cop es tenen els electroferogrames del presumpte pare i fill/s, s’haura de comparar
els al-lels de cada individu per a cada marcador. Tal com s’ha comentat anteriorment,
els STRs tenen una heréncia mendeliana simple, per tant, un dels al-lels de cada
marcador del presumpte pare haura de coincidir amb un dels al-lels del fill, ja que és
I"al-lel que li haura transmes el pare: |’al-lel obligat, sempre donada una parella biologica

mare-fill com a verdadera.
Quan es comparen els al-lels poden donar-se dues situacions:

1. Exclusié de paternitat. Quan 4 o més al-lels no coincideixen. En aquest cas no és
necessari associar un valor estadistic a la prova realitzada.
2. No exclusido. Quan els perfils tenen els mateixos al-lels obligats en cada loci.

S’associa un valor estadistic.

En el cas de no exclusid, poden existir incompatibilitats genétiques entre el presumpte
pare i el fill/a. Si es detecten dues o menys incompatibilitats genétiques serien a
conseqiiencia d’una mutacié puntual. En aquest cas es procediria a comparar 7 STRs
addicionals per veure si s’observen més exclusions. En el cas que no se’n observessin

més es donaria la paternitat com a positiva i es procediria al calcul estadistic.

Tal com s’ha comentat, s’ha establert un marge de 3 exclusions com a maxim per a donar
com a positiva la paternitat ja que existeixen mutacions puntuals en aquests STRs. En la
investigacid biolodgica de la paternitat, els STRs estudiats han de tenir una baixa taxa de
mutacid, no obstant, s’observen mutacions a nivell dels polimorfismes en practicament
tots els locis STRs d’interes forense. Varis tipus de mutacions implicant a una sola base
o algunes poques poden ser conseqliencia de la insercié d’una unitat de repeticid, la
delecié d’una unitat de repeticio o la substitucio puntual d’una base. Les mutacions per
insercié o delecié es localitzen en una zona de repeticidé de la estructura dels STRs,
mentre que la mutacid per substitucid puntual més frequient en la zona d’unié dels

primers.

Tanmateix, hi ha dues classes d’exclusions, de primer i de segon ordre:
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A) Exclusié de primer ordre:

- Quan el suposat fill/a té un al-lel que esta absent en el presumpte pare i en la
mare.
- Quan en el suposat fill/a no es detecta cap dels al-lels que estan presents en el

presumpte pare, en heterozigosis d’aquest i/o del fill/a.

B) Exclusié de segon ordre:

- Quan el suposat fill/a i el presumpte pare sén homozigots per al-lels diferents.

Es a dir, que per un marcador especific el pare sigui 11,11 i el fill sigui 13,13.

Quan no existeixen incompatibilitats genetiques en els sistemes estudiats, es calcula la
probabilitat de paternitat entre el presumpte pare implicat i el fill versus un individu
escollit a I'atzar de la poblacié de referéncia i que no té relacié biologica amb el
presumpte pare biologic. Es a dir, es contrasta la probabilitat que els al-lels presents en
el fill provinguin del presumpte pare versus la probabilitat que els hagi rebut de

qualssevol altre individu escollit a I'atzar de la poblacié de referéncia.

Per a realitzar aquesta valoracié estadistica, el primer que es realitza és formular dues

hipotesis: H1 i Ho.
Ho és la hipotesis que recolza que el presumpte pare és el pare biologic.

H1, és la hipotesis que recolza que el pare biologic és un individu escollit a I’atzar de la

poblacié de referencia i que no té cap relacié biologica amb el presumpte pare.
Tot seguit, es calculen les probabilitats seglients:

X = probabilitat dels perfils genétics evidenciats en les mostres estudiades acceptant la

hipotesis 1.

Y = Probabilitat dels perfils genétics evidenciats en les mostres estudiades acceptant la
hipotesis 2. Aquestes frequéncies al-léliques dependran de la poblacié que s’esculli com
a poblacio de referencia i els seus valors estan dipositats en diferents bases de dades, ja
gue seria impossible tenir totes les probabilitats dels marcadors de tots els individus de

la poblacié de referencia. Per a la poblacid europea, la base de dades que s’utilitza per
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a obtenir les freqliéncies al-léliques dels marcadors estudiats s"anomena ENFSI DNA WG

STR Population Database.

Aquestes frequencies fan referencia al nombre de vegades que apareix un al-lel en una

determinada poblacid dividit pel total d’aquella poblacié

Llavors, I'index de paternitat o rad de verosimilitud de X i Y, és a dir, de les dues hipotesis,

sorgira de dividir el valor de X entre el de Y, ta com es mostra en la seglient expressio:

Ip=2
Y

Aquest IP es calcula a partir dels al-lels (genotips) de cada marcador STR estudiat. El IP

s’estima individualment per a cada STR, ja que s’hereten independentment:

- Peraun marcador homozigot (AA), on I’al-lel té una freqiiéncia p, P=p?
- Per a un marcador heterozigot (AB), on els al-lels tenen unes freqléncies pi q,

llavors P = 2pq.

Finalment s’obté un IP total o un index de paternitat acumulat, multiplicant tots els IP

individuals de cada marcador, tal com es mostra a continuacio:
IPtotal © CPl = IPstR1 * IPstr2 - IPsTR3 - [P1sTRN

A partir d’aquests valors, s’obté I'index de paternitat, suposant una probabilitat a priori
de 0.5, ja que el presumpte pare té tantes possibilitats de ser-ho com de no ser-ho,

d’aqui a que a la formula del IP al numerador hi hagi 0,5 - 0,5.

Aquest index de paternitat (IPiwtai 0 CPI) es converteix a una probabilitat, anomenada

probabilitat de paternitat (PP), la qual sorgeix de la seglient expressioé:

CPI
1+CPI

Probabilitat de paternitat (PP) =
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3. OBJECTIU

L’objectiu d’aquest treball, i de qualsevol projecte que arriba a Neodiagnostica SL és
proporcionar un informe judicial recolzat d’una valoracid estadistica on hi figuri un
resultat positiu o negatiu de la prova de paternitat realitzada a partir d’'unes mostres

genétiques del presumpte pare/mare i fill proporcionades pels demandants de la prova.

4. METODOLOGIA

Quan arriba un projecte a Neodiagnostica el primer que es realitza és la entrada d’aquest
a una base de dades interna, és a dir, la mostra (normalment hisop) amb nom i cognomes,
la qual esta continguda dins d’un sobre judicial, se li atribueix un codi, el qual és el
seglient: 18FIDXXX, on 18 fa referencia a l'any 2018, FID significa “forensic
identification” i les XXX fan referéncia a la posicié que ocupa la mostra respecte a totes

les mostres rebudes en I'any en qliestid.

En aquest treball s’ha estudiat la mostra 18FID0357, és a dir, és el projecte nimero 357
de I'any 2018. A més a més, darrere el nUmero hi apareixera -M1, -M2, -M3, etc, tants
MX com mostres formin part del projecte. Es a dir, si hi ha un presumpte pare i dos fills,

aquests s’etiquetaran com M1 el presumpte pare i M2 i M3 els dos fills.

Seguidament, un cop es tenen les mostres etiquetades es guarden a la nevera fins que
siguin analitzades. L’ordre d’analisis d’aquestes dependra de diferents factors, tals com
si la mostra és urgent, si s’ha abonat el 100% del preu de la prova o només una part,

antiguitat, etc.
A continuacid s’exposa el cas:
Antecedents:

En data 3 de maig de 2018 es presenten a la Seccié Consular de la Ambaixada d’Espanya
a Kiev (Ucraina), un home (suposat pare biologic) i la seva filla per a la realitzacié d’una

prova de paternitat.

El suposat pare, juntament amb la seva parella han tingut dues filles per gestacié

subrogada a Ucraina (a Espanya no és legal pero a Ucraina si). La primera de les filles ja
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es va demostrar que era filla del pare biologic, quan aquesta va néixer (actualment té 10

anys).

S’entén com a gestacio subrogada una forma de reproduccio assistida en la que, a més
a més dels futurs pares, participa una dona que gesta I'embrid. Aquest embrid pot ser
resultat d’una inseminacid artificial o d’una fecundacié in vitro i les gametes poden
provenir de un dels progenitors i d’una donant, dels dos progenitors o de dos donants.
En aquest cas, la gameta masculina prové del presumpte pare i I’ovul d’'una donant, el

gual no és de la dona que gestara I'embrid.

La situacié de la gestacid subrogada a Espanya és alegal. L’article 10 de la Llei 14/2006,
de 26 de Maig, sobre Tecniques de Reproduccié Humana Assistida, estableix que el
contracte per al que es convingui la gestacid, amb o sense preu, a carrer d’una dona que

rebutja a la filiaci6 materna a favor del contractant o tercer és nul de ple dret.

No obstant, la Instruccié de 5 d’octubre de 2010 de la Direccid General dels Registres i
el Notariat ha deixat sense contingut efectiu la prohibicié de la gestacié subrogada al
contemplar la inscripcié en el Registre Civil de nens fruits d’aquesta técnica, sempre que
el procediment s’hagi dut a terme en un pais on aquesta técnica estigui regulada, que
un dels pares sigui espanyol i que existeixi una resolucié judicial que garanteixi, entre
altres aspectes, els drets de la dona gestant. En la anotacié que es realitzi als registres

no figurara el nom d’aquesta dona.

Per tant, el client que ha contactat amb Neodiagnostica SL s’ha hagut de desplagar fins
a Ucraina, pais on si es legal la gestacid subrogada per a poder proporcionar el seu
material genetic i s’"ha de demostrar via la Ambaixada d’Ucraina a Espanya mitjangant
una prova de DNA la relacio parental amb la filla nascuda a partir d’'un embaras de

subrogacid, i que no es tracta d’un trafic de menors.

Les mostres dels 2 individus van consistir en hisops bucals de tots els participants,
considerant-se indubtables i seguint el protocol de presa de mostres amb cadena de

custodia.

Els dos participants van ser conscients de la prova encarregada i varen donar el seu

consentiment exprés i voluntari. Les mostres varen ser guardades en dos sobres
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separats i identificats com a suposat pare i filla 1 . Aquests varen ser segellats, firmats i
es va omplir la custodia de les mostres, tot garantint la inviolabilitat de les mateixes. Els
sobres amb les mostres dels participants junts amb la documentacid, varen ser guardats
en una bossa de custodia per al transport amb codi de barres 01166658. En aquesta
bossa es va omplir la fulla de ruta, es va segellar i firmar, garantint la inviolabilitat del

seu contingut.

Les mostres biologiques varen ser conduides al laboratori central de NEODIAGNOSTICA,
SL, localitzat en el Parc Cientific, Ed. H3, PI. 1, Of. 1 de Lleida, per el servei de missatgeria

urgent UPS, controlant-se el seu codi i la seva integritat (YO04 883 284 4).

La recollida de les mostres biologiques, transport i emmagatzematge temporal de les
mostres i documents s’han realitzat segons els protocols interns que garanteixen la seva

total inviolabilitat i el manteniment constant de la cadena de custodia.

En data 8 de maig de 2018, NEODIAGNOSTICA, SL va rebre les mostres biologiques i es
va procedir a verificar la integritat de la bossa de custodia i els sobres, considerant-se
les mostres com a inalterades, per tant, NEODIAGNOSTICA SL certifica el manteniment
constant de la cadena de custodia de les mostres durant el transport, fins al laboratori
en qulestid, per el que es va procedir a la integracid de les mostres rebudes en el procés

analitic.

L'etiquetatge de les mostres va ser el seglient:

Mostra procedent del presumpte pare: 18FID0357-M1

Mostra procedent de la filla: 18FID0357-M2

Formulacio hipotesis:

e Hipotesis a verificar (Ho):
- Elsuposat pare biologic (18FID0357-M1) és el pare biologic de la filla (18FID0357-
M2).
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e Hipotesis alternativa (Hi):
- El pare biologic de la filla (18FID0357-M2) és qualssevol altre individu desconegut
de la poblacié de referencia agafat a I’atzar no relacionat geneticament amb el

suposat pare.

5. RESULTATS I DISCUSSIO

La prova de paternitat realitzada a Neodiagnistica SL, es basa en |’analisi de 16 STRs,
al-lels dels quals es mostren a continuacié (Per a veure els electroferogrames consultar

els annexos).

Taula 2. Resultats al-lels 16 STRs presumpte pare vs filla

Marcador Al-lels pare (Ped1) Al-lels filla 1 Al-lels coincidents

D3S1358 17 18 16 18 18

THO1 6 9.3 9.3 9.3 9.3

D21S11 29 32.2 32.2 33.2 32.2

D18sS51 16 18 12 15 Inconsisténcia **
Penta E 14 19 10 18 Inconsisténcia **
D5S818 11 11 11 11 11

D13S317 11 12 11 11 11

D75820 7 10 7 10 7-10

D165539 11 12 11 13 11

CSF1PO 11 12 12 12 12

Penta D 12 13 9 12 12

vWA 14 19 18 19 19

25




D8S1179 10 14 12 14 14

TPOX 8 10 8 10 8-10
FGA 20 23 20 25 20
Amelogenina | X Y X X —

Tal com s’observa en la Taula 2, hi ha dues inconsisténcies o exclusions de dos marcadors
del suposat pare amb lafilla, és a dir, es detecten dos marcadors no coincidents. Aquests
marcadors son D18S51 i Penta E. Per al marcador D18S51 el suposat pare és 16,18 i la
filla és 12,15. Per al marcador Penta E el presumpte pare és 14,19 i la filla és 10,18.
Aguestes dues incompatibilitats poden ser degudes a una mutacié en aquests dos STRs.
Les observacions experimentals mostren que aproximadament el 96% de les mutacions
que tenen lloc als STRs tenen lloc en les cel-lules germinals son ocasionades per la
perdua o guany d’una sola repeticié. Cal comentar que la freqliencia de mutacié de

D18S51 és de 0,0025 i la del Penta-E és de 0,0016.

Segons la literatura especifica 1%, no s’ha de considerar la exclusié de la paternitat fins
la deteccidé, de com a minim, 3 marcadors inconsistents. Degut a aix0, s’ha procedit a
I’analisi de 7 marcadors STRs autosomics addicionals amb la finalitat de completar els

perfils genetics i augmentar la fiabilitat dels analisis.

Aixi doncs, s’ha realitzat una amplificacié per la técnica de la PCR dels seguients 7
marcadors genetics addicionals del suposat pare i la filla: D251338, D195433, D1051248,
D22S1045, D2S441, D1S1656 i D125391 amb el kit PowerPlex Fussion, de Promega.
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Els resultats que es van obtenir van ser els seglents:

Taula 3. Resultats dels al-lels dels 7 STRs addicionals analitzats del presumpte pare i la filla.

Marcador Al-lels pare (Ped1) Al-lels filla Al-lels coincidents
D2S1338 18 20 18 20 18-20
D195433 14 16 13 16 16
D10S1248 13 14 13 13 13
D2251045 16 17 16 18 16
D25441 14 14 11 14 14
D1S1656 11 16 16 16 16
D12S391 23 24 23 23 23

En l'estudi d’aquests 7 marcadors STRs autosomics addicionals no s’observen

inconsistencies.

Estudi estadistic:

El calcul de I'index de paternitat i la probabilitat de paternitat s’ha realitzat segons la
base poblacional GHEP i el programa informatic Familias versié 1.81 per a la filla 1.
Familias és un programa informatic que s’utilitza per a calcular les probabilitats de

parentiu entre els individus estudiats quan hi ha exclusions.

A partir dels perfils al-lelics de I’electroferograma obtinguts pel GeneMapper i coneixent

les frequencies al-leliques de la poblacioé de referencia, es calculara el IP i la CPI.

S’han introduit al programa Familias els al-lels de cada marcador del presumpte pareila
filla, fixant la relacié mare-filla com indubtable, i aquest ha elaborat el seglient informe

(tots els valors elaborats pel programa Familias es poden consultar a annexos).
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Prior probability: 0,5

Posterior probability: 0,973982293112035 | Probabilitat de paternitat acumulada

Likelihood: 4,42677696802679E-61
Posterior ratio versus Ped2: 37,4353626668988

Likelihood ratio versus Ped2: 37,4353626668988 |Probabilitat de paternitat

| System: | Likelihood: | LR versus Ped2: |
| D3S1358 | 0,009400751061 | 1,29065565307176

| THe1 | @,017575718768 | 1,91864927091328 |
| D21S11 | ©,000790956775 | |2,21827861579414 |

| D18S51 | 6,1241179843787E-07 | 1,13770055807425E-03 |
| PENTAE | 4,42349067377778E-08 | 1,74718381192382E-03 |
| D55818 | ©,036264691 | 3,02114803625378

| D13S317 | ©,026408304702 | 1,62284972411555

| D75820 | ©,00198919476 | 11,7988647828531

| D16S539 | ©,018289834608 | ©,825627476882431 |
| CSF1PO | ©,029895619811 | 1,58679784195493

| PENTAD | ©,00582036 | 1,4792899408284 |

Figura 7. Part de I'informe que elabora el programa Familias

Probabilitat a priori: 0,5

Probabilitat a posteriori: 0,973982293112035

Likelihood: 4,4267769682067-10°*

Probabilitat de paternitat: 37,4353626668

index paternitat per 'al-lel

Degut a que la probabilitat de paternitat no arriba al 99,73% (valor requerit per acceptar

una paternitat) i ja que no es pot analitzar la mare biologica de lafilla, s’ha procedit a la

determinacié de 12 marcadors STRs del cromosoma X, amb la finalitat d’augmentar la

fiabilitat estadistica i confirmar els resultats obtinguts (excloure o incloure el presumpte

pare).
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Analisis de STRs del cromosoma X de la filla vs presumpte pare:

Descripcié de la prova: La prova de paternitat mitjangant I'analisi del cromosoma X
realitzada a NEODIAGNOSTICA SL es base en I"analisi de material genetic mitjangant la
tecnica de la PCR s’analitzen 12 marcadors STR (fragments curts de DNA repetits)

presents en el cromosoma X.

Totes les dones tenen dos cromosomes X, procedent del pare i un altre de la mare. En
canvi, els homes només en tenen un, procedent del de la mare. En aquest cas, es
comparara el cromosoma X del suposar pare amb el de la filla. Per a cada marcador,

I"al-lel del pare ha de coincidir amb un de la filla.
Analisis realitzats:

1. Amplificacié per la tecnica de la PCR dels segiients marcadors genetics:
DXS10103, DXS8378, DXS10101, DXS10134, DXS10074, DXS7132, DXS10135,
DXS7423, DXS10146, DXS10079, HPRTB, DXS10148, D21S11 i el gen de Ia
amelogenina humana, mitjangant I'investigador Argus X-12 QS Kit (Qiagen) de

les mostres 18FID0357-M1 i 18FID0357-M2.

2. Deteccié dels al-lels per a les regions DXS10103, DXS8378, DXS10101, DXS10134,
DXS10074, DXS7132, DXS10135, DXS7423, DXS10146, DXS10079, HPRTB,
DXS10148, D21S11 i el gen de la amelogenina humana mitjangant electroforesis
capil-lar en condicions desnaturalitzants, utilitzant un analitzador de fragments

automatic ABI PRISM 310.

Els resultats dels 12 STRs del cromosoma X resultants d’analitzar la mostra 18FID0357-

M1 (presumpte pare) i la mostra 18FID0357-M2 (filla ) sén els segiients:

Taula 4. Al-lels dels 12 STRs del cromosoma X analitzats del preusmpte pare i filla

Marcador Al-lels pare Al-lels filla Al-lels
coincidents
DXS10103 19 19 19 19
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DXS8378 12 12 12 12
DXS10101 31 31 31.2 31
DXS10134 38 34 38 38
DXS10074 15 15 18 15
DXS7132 15 14 15 15
DXS10135 21 21 25 21
DXS7423 16 14 16 16
DXS10146 29 25 29 29
DXS10079 20 20 21 20
HPRTB 13 13 13 13
DXS10148 25.1 25.1 26.1 25.1
D21S11 29 32.2 32.2 33.2 -
Amelogenina | X Y X X -

Tal com s’observa en la Taula 4, no hi ha cap incompatibilitat quan s’estudia els STRs

presents al cromosoma X. Aixi doncs, ja es pot procedir al calcul del LR.

Veredicte de I'informe:

Calcul del index de verisimulitud (LR) de la hipotesis inicial Ho enfront a la hipotesis
alternativa segons la bases de dades poblacional “Qiagen Population Data for

Investigator Argus X12 Kit (2010)”.

index de verosimilitud (LR) de la hipdtesis Ho enfront de la Hi: 20395 > Indica que la Ho
és 20395 vegades més probable que la Hipotesis 1, és a dir, que la probabilitat del

suposat pare biologic sigui el pare biologic de la filla 1 és 20395 contra 1.
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Per a determinar el resultat estadistic final de la prova, s’ha tingut en compte I'index de
paternitat obtingut per I’analisi de STRs autosomics i I'index de verosimilitud obtingut
de I"analisi de STRs del cromosoma X. La combinacié dels dos resultats es coneix com a

index de verosimilitud combinat.

En aquest estudi I'index de verosimilitud combinat és de 763498. Aquest resultat indica
gue és 763498 vegades més probable que el suposat pare biologic sigui el pare biologic
de la filla, enfront que ho sigui un individu triat a I'atzar de la poblacié de referencia; el

gue correspon a una paternitat del 99,9999%.
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6. CONCLUSIONS

Actualment els STRs son uns marcadors molt importants en el camp de la Genetica
Forense, els quals gracies a ells es poden realitzar estudis de paternitats, ja que
presenten una elevada variabilitat entre els individus i tenen un elevat grau de

discriminacié podent-se aixi establir relacions de parentesc biologic.

En el cas que s’ha discutit en aquesta memoria s’ha pogut comprovar que en les proves
de paternitat poden presentar-se exclusions entre els marcadors del presumpte pare
biologic i el fill/a, les quals sén degudes a mutacions d’aquests, pel fenomen anomenat
“lliscament de la polimerasa”: produint-se insercions o delecions i com a consequéncia
un augment o disminucio de la repeticidé consens en un al-lel determinat. Normalment
aquestes mutacions tenen lloc en més elevada frequencia en les cel-lules germinals dels
homes que en les dones degut al nombre de divisions cel-lulars que els espermatozoides
pateixen fins a arribar a ’edat adulta; no obstant, en el cas presentat la mutacio de la
filla 1 versus el presumpte pare venia donada per les cel-lules de la mare, ja que la filla
2, mitjancant STRs del cromosoma X no presentava cap exclusiéo amb el pare, ja que les

dues filles provenien de donants d’ovuls diferents.
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7. ANNEXOS

Taula 5. Likelihood del Ped1 per a cada marcador i LR

Marcador Likelihoodped1 LRred1/LRped>
D351358 0,009400751061 1,29065565307176
THO1 0,017575718768 1,91864927091328
D21S11 0,000790956775 2,21827861579414
D18S51 6,1241179843787E-10” 1,13770055807425-10°3
PENTA-E 4,42349067377778:108 1,74718381192382-10°3
D55818 0,036264691 3,02114803625378
D13S317 0,026408304702 1,62284972411555
D75820 0,00198919476 11,7988647828531
D16S539 0,018289834608 0,825627476882431
CSF1PO 0,029895619811 1,58679784195493
PENTA-D 0,00582036 1,4792899408284
vWA 0,00111689116 4,30292598967298
D8S1179 0,00235694443 1,00725221595487
TPOX 0,02567111739 3,24674959542149
FGA 0,00158979172 1,94552529182879
D10S1248 0,026911410435 1,62284972411555
D251338 0,00267395523 5,36286559292917
D2251045 0,00010314882 0,660501981505945
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D195433 0,00376471216 5,68181818181818
D25441 0,031813315484 1,59540523292916
D1S1656 0,0008796875 4

D12S391 0,000245477898 5,35905680600214

Taula 6. Likelihoods dels STRs estudiats d’un individu escollit a I’atzar de la poblacié de referéncia

(Ped2).

Marcador Likelihoodped2
D3S1358 7,2837019220628-10°3
THO1 9,1604646218816E-103
D21S11 0,00035656331417
D18S51 5,38289090298486-10*
PENTA-E 2,53178322944-10°
D5S818 0,012003612721
D13S317 1,62727973573724-102
D75820 0,00016859204649
D165539 2,21526476772096-1072
CSF1PO 1,88402196048922-102
PENTA-D 0,00393456336
vWA 0,000259565505584
D8S1179 0,002339974430104
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TPOX 0,00790671304809
FGA 0,00081715294408
D10S1248 0,016582811110047
D251338 4,986056770704-10*
D2251045 0,00015616731348
D195433 0,00066258934016
D25441 1,99405861453712-107
D1S1656 0,000219921875

D12S391

4,58061757668-10°
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" Applied
A‘B Biggystems

CeneMapper ID v3.2

Projecte (17-05-18) GM HS 3

Sample File Sample Name Panel SQO0 SQ
AS5-18FID0357 M1.fsa 18FIDO357 M1 PowerPlex 16 ID3.2.0 > [ ]
| D3s13s8 | THO1 || D21S11 |- D18S51 Penta_E
105 175 245 315 385 455
2100
1400
700
0 0011 1 1 AR RRAT LAY
17 6 29 ‘16 14 19
1891 2240 877 1108 757 680
18 | 9.3 32.2 18
1849 2366 949 1132
AS5-18FID0357 M1 fsa 18FID0357 M1 PowerPlex 16 1D3.2.0 X [ ]
[ Dsssis | [ D13sai7 || D75820 | [ D165538 || CSFIPO Penta_D ]
108 175 245 315 385 455
3500
2400
1200
: . M,
11 11 7 11 1 12
4029 1575 1777 3000 978 120‘5
12 10 12 12 13
1408 1915 2273 867 1132
A5-18FID0357 M1 fsa 18FID0357 M1 PowerPlex 16 1D3.2.0 X [ ]
&= | VWA | [ opesiize  |[_TPox || FGA
105 175 245 315 385 455
2000
2000
1000
0 A A A A A 1N J A
X 14 19 10 8 ' 20
2269 18031458 3560 1603 1603
Y P 10 23
2565 3562 1726 1155

Figura 8. Electroferograma presumpte pare 16 STRs
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ABe8

plied

systems Projecte (17-05-18) GM HS
GeneMapper ID v3.2
Sample File Samglo Name Pa_ml SQ0 sSQ _
A7-18FID0357 M2 .fsa 18FID0357 M2 PowerPlex 16 ID3.2.0 > [ ]
[ D3sisss | THOT || D2isti ] | D18551 ] Penta_E
105 175 245 315 385 455
6000>
4000
2000
L MLLTUUATINT LRGN, [0 au LT
16 ‘ 9.3 32.2 12 10 18
2332 6216 918 2290 1548 1603
18 | 33.2] 15
2142 920 1749
A7-18FID0357 M2 fsa 18FID0357 M2 PowerPlex 16 1D3.2.0 X [ |
[Do16s539 ][ CSFiPO_ ]| Penta_D ]
1(_]5 175 245 315 385 455
5100
3400
1700
0 A AA . Jl Jl A
1 1 11 12 9
6069 3935 1275 5185 3868 2002
10 13 12
1841 4216 1815
AT7-18FID0357 M2 fsa 18FID0357 M2 PowerPlex_16 1D3.2.0 x [ ]
[C] C—wa ] [oostizs ][ TPoX | FGA |
105 175 245 315 385 455
4000
3200
1900
0 AA A "y A
’x ‘18 8 20
6197 1874 2648 2588
19 10 25
1811 2882 2234

Figura 9. Electroferograma filla 16 STRs
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A nea
A‘B Biggystems

GeneMapper ID v3.2

Projecte (22-05-18) GM HS FUSION

Sample File Sample Name Panel SQO0 SQ i
A1-18FID0357 M1.fsa 18FID0357 M1 PowerPlex_Fusion_Panels_v1.0 X ]
[..] D3s1358 | D1S1656 | D2S441[D10S12..] D13S317 || Penta E ]
50 150 250 350 450 550
5700
3800
1900
0 A A A ﬂ A u A Al A A
X 17 1 14 |13 ‘ ‘11 14
278]0 6572 5498 735[3 29?9 2541 1627
v 18 16 15 | [14 12 19
3014 5465 4675 113 3282 2538 1453
A1-18FID0357 M1 fsa 18FID0357 M1 PowerPlex_Fusion Panels v1.0 X ]
[[D16S539 | D18S51 | D251338 | [ CSF1PO | | Penta D |
50 150 250 350 450 550
5100
3400
1700
0 " A Al AA ‘ AA M A
1 16 18 11 12
6017 6288 5746 3578 1642
12 18 20 12 13
6243 6484 5189 4157 1592
A1-18FID0357 M1 .fsa 18FID0357 M1 PowerPlex_Fusion_Panels v1.0 X L]
[ THO1 ]| vWA il D21511 | D7S820 | D5S818 | [ TPOX | DYS391 |
50 150 250 350 450 550
4800
3200
1600 JJ A
0 A A M ! Ad | A | A AA L A | A
6 14 29 7 ‘11 8 11
6100 3628 4763 3767 4339 3279 2485
9.3 19 3282 10 10
6175 3688 3897 3615 2579
'O Applied
A% Biggystems Projecte (22-05-18) GM HS FUSION
GeneMapper ID v3.2
Sample File Sample Name Panel SQ0 sQ .
A1-18FID0357 M1.fsa 18FID0357 M1 PowerPlex_Fusion Panels_v1.0 x [ ]
[(D8s1179 | D12S391 | D19S433 | FGA | [D2251045]
150 250 350 450 550
ll A ) A A ! AA ,M A
10 23 14 20 33.2 16
5596 5727 5579 3137 100 21 73
14 24 16 23 17
5630 5853 5568 4928 1900

Figura 10. Electroferograma pare 7 STRs extres




' Applied
A‘% Biggystems

GeneMapper ID v3.2

Projecte (22-05-18) GM HS FUSION

Samele File Sample Name Pﬂel SQO0 sQ L
A3-18FID0357 M2.fsa 18FID0357 M2 PowerPlex_Fusion Panels v1.0 x 1
Ll D3S1358 | D1S1656 | D2S441 | D10S1248 | D13S317 || Penta E ]
70 140 210 280 350 420
6000
4000+
2000
8 A ,M A jii 11 ‘l 1 LRI j A )| 1 A
X 16 16 1 13 1 10 18
7007 3,6‘17[_ 5663 (1867 4429 3529 1318 1221
18 14
3050 1990
A3-18FID0357 M2.fsa 18FID0357 M2 PowerPlex_Fusion_Panels_v1.0 X n
[ D16S539 | D18S51 Il D251338 | [¢sFiPo ] | Penta D |
70 140 210 280 350 420
5100+
3400
1700 J l
0 Lo A u Al y L A A AA : A
11 12 18 12 9
3921 5111 3681 5195 2273
13 15 20 12
4318 4758 2723 2020
A3-18FID0357 M2.fsa 18FID0357 M2 PowerPlex_Fusion_Panels_v1.0 X [
[ THO1 1 VWA | [ D21511 | p7se20 | D55818 ] | TPOX | pys3set |
70 140 210 280 350 420
48004
3200
16004 l A
0 Ad Ad A J A AA J _A
LI 1 11
9.3 18 7 1 8
6375 2555 2291 4008 1900
19 10 10
2194 1720 1939
'O Applied
A‘% Biggystems Projecte (22-05-18) GM HS FUSION
GeneMapper ID v3.2
Samele File Sample Name Pan_el SQO0 SQ I
A3-18FID0357 M2.fsa 18FID0357 M2 PowerPlex_Fusion_Panels_v1.0 x [ ]
[ D8S1179 | D128391 | D195433 | FGA | [ D22s1045 |
70 140 210 280 350 420
4800
3200
il ) “ | M
olA \ A l A L A ! AA A A
12 23 13 20 16
5991| 6177 3198 3005 305|7
14 16 25 18
5722 2561 3848 1813

Figura 11. Electroferograma filla 7 STRs extres
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' Applied
A‘% Biggystems

Projecte (24-05-18)-GM X
GeneMapper ID v3.2
Sample File Sample Name Panel SQO0 sQ
A1-18FID0357 M1.fsa 18FIDO357 M1 Argus_X12_QS_Panels_v2 >
OE DXS8378 || DXS10101 ] [ DXS10134 ]
60 120 180 240 300 360
5700
3800
Ll l | 1
oL ApllA AWl A \ M. I A A A \ A
Q 19 12 31 38
1399 16270 3560 3086 2230
1
X
12168
Y
2189
A1-18FID0357 M1.fsa 18FID0357 M1 Argus_X12_QS_Panels_v2 x
DXS10074 ] L DXS7132 ] | DXS10135
60 120 180 240 300 360
4200
2800
1400
0 A I A A I AA A
15 15 21
3823 3517 5244
A1-18FID0357 M1.fsa 18FID0357 M1 Argus_X12_QS_Panels v2 x
[ oxs7aza | DX510146 | | DX510079 ]
60 120 180 240 300 360
6300
4200
2100
o A A AA A~
16 ‘29 20
2850 7737 6718
A1-18FID0357 M1.fsa 18FID0357 M1 Argus_X12_QS_Panels_v2
! HPRTB ] | DXS10148 | | D21S11 ]
60 120 180 240 300 360
wO0U
8000
3000
o e NN A A A W l Adn o)
13 25.1 29
8672 10137 7964
32.2
7376

Figura 12. Electroferograma STRs Cr X presumpte pare
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'O Applied
AB Biggystems

Projecte (24-05-18)-GM X
GeneMapper ID v3.2
Sample File Sample Name Pﬂ SQ0 SQ _
A3.18FID0357 M2.fsa 18FIDO357 M2 Argus X12 QS Panels v2 [ ]
OE DXS10103 | [ Dxs8378 || DXS10101 ] [ DXS10134 ]
90 150 210 270 330 390
3900
2600
0 l
0 LA A M AA 2Jl A M; A A \ \ A
Q 19 12 31 34 38
377 4432 2442 696 880 904
[x' 31.2]
1553 802
A3-18FID0357 M2 fsa 18FID0357 M2 Argus_X12_QS_Panels_v2 X []
[ DXS10074 ] [ DXS7132 ] | DXS10135 ]
20 150 21_0 270 330 390
1500
1000
500
0 A A A ; AA L nﬂ A
15 14 21
1427 1205 1510
Changed 15 25
18 1169 1739
1954
A3-18FINDO357 M2 fsa 18FINDO357 M2 Argus_X12_0S_Panels_v2 x [ ]
[ bxs7a2a | DXS10146 ] | DXS10079 |
20 150 210 270 330 390
3000
2000
1000
0 A UL A J L »__..“ Ad ,J A _.‘ i__
14 25 20 ‘
1216 2621 1609
16 297 21
1172 3040 1886

Figura 13. Electroferograma STRs Cr X filla
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