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Badaniom poddano DNA pochodzgcy od 508 mezczyzn w zakresie 9 loci typu STR
z chromosomu Y (DYS 19, DYS 390.' DYS 393, DYS 392, DYS 391, DYS 3891, DYS 389ll
i DYS 385l/1l). Amplifikacje prowadzono stosujgc dwie reakcje typu kompleksowego PCR.
W badanej probce ziaentyfikowano 328 réznych haplotypéw, z ktérych 264 pojawito sie
tylko raz. Najczesciej obserwowany w populacji polskiej haplotyp wystepuje z czestoscig
4.6% i tym samym pojawia sie prawie 15 razy czes$ciej w naszej populacji niz w skumulo-
wanej populacji Europy (bez Polski). Obliczony wspétczynnik dyskryminacji dla wszystkich 9
loci wyniost 0 9943. W badanej populacji zidentyfikowano trzy mutacje typu insercyjnego.
W locus DYS19 stwierdzono duplikacje a w zakresie loci DYS385l/I dwie triplikacje.

A total of 508 unrelated males from the North Poland population were analyzed for 9 Y-
chromosome STRs (DYS 19, DYS 390, DYS 393, DYS 392, DYS 391, DYS 3891, DYS
38911 and DYS 385I/Il) using two multiplex reactions and detection of PCR products
using capillary electrophoresis. In the analyzed sample 328 different haplotypes were
identified, among which 264 were unique. It was found that the model for a Polish
population haplotype (DYS 19*17, DYS 390*25, DYS 393*13, DYS 392*11, DYS 391*10,
DYS 3891*13, DYS 38911*30, DYS 3851/11*10,14) is almost 15 times more frequent in our
population than in a cumulative European one. The haplotype diversity/discrimination
index calculated for 9 loci is 0,9943. In the analysed population sample three mutations
were detected in the DYS 19 (duplication) and DYS385I/Il loci (triplications).

Stowa kluczowe: loci Y-STR, kompleksowy PCR, oadania
populacyjne, polimorfizm insercyjny, haplotypy.

Key words: Y-STR loci, multiplex PCR, population studies,
insertion polymorhpism, haplotypes.
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WSTEP

W ostatnich latach do praktyki medyczno-sgdowej w zakresie identyfikacji
$§ladow biologicznych i dochodzenia spornego ojcostwa wprowadzono szereg
polimorficznych loci z chromosomu Y (5,9,11). Poniewaz loci typu Y-STR sag
zlokalizowane w nie-pseudoautosomalnym regionie chromosomu Y, s3
specyficzne dla mezczyzny, majg charakter haploidalny i nie podlegaja
rekombinacji dlatego uzywane sgjako model mutacji STR u cztowieka (3, 7, 8).
Pod pewnymi wzgledami polimorficzne loci z chromosomu Y przypominajg
dziedziczony w linii zenskiej DNA mitochondrialny znajdujgc zastosowanie
w wielu dziedzinach genetyki cztowieka a w szczego6lnosci w badaniach historii
i ewolucji populacji ludzkich. Ze wzgledu na wytacznie meski charakter
dziedziczenia wazng aplikacjg loci Y-STR stato sie ich zastosowanie w genetyce
sgdowej do selektywnego identyfikowania DNA mezczyzn szczegodlnie
w wymazach z drég rodnych zawierajgcych mieszaniny DNA kobiety i mezczyzny.

Celem niniejszego opracowania byta analiza 9 loci Y-STRs w populacji
mezczyzn z Polski potnocnej w celu zbudowania bazy danych haplotypéw.

MATERIALY | METODY

1. Ekstrakcja DNA

Prébki krwi lub wymazy zawierajace nabtonki z jamy ustnej pochodzity od 508
niespokrewnionych mezczyzn zamieszkujgcych Polske pétnocng. DNA
izolowano stosujac zestaw "Sherlock AX" (A@A Biotechnology, Gdansk) a ilos¢
DNA oznaczano metodg fluorymetryczng.

2. Warunki amplifikacji

Zestaw 9 loci Y-STR amplifikowano w dwoéch oddzielnych reakcjach typu
kompleksowego PCR: DYSI zawierajgcym loci DYS19, DYS390, DYS393, oraz
amelogeniny i DYSIl zawierajagcym loci DYS391, DYS392, DYS389l/ll,
DYS385I1/I1 stosujagc metody opracowane w naszym laboratorium (2). Dla
wszystkich badanych loci z wyjgtkiem DYS385l/Il i amelogeniny stosowano
startery podane przez Kaysera i wsp. (5). W przypadku loci DYS385l/Il
i amelogeniny uzywano starterow opisanych przez Schneidera i wsp. (12)
i Sullivana i wsp. (13). Startery dla loci: DYS391, DYS392 i DYS393 wyznakowa-
no fluorescencyjnym znacznikiem HEX, dla DYS 19, amelogeniny i DYS389l/ll -
6-FAM, a dla DYS390 i DYS385I/Il - TET.

Reakcje kompleksowego PCR prowadzono w objetosci 15 ulL, a mieszaniny
zawieraty: 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 1,56 mM MgCl., 200 uM dNTP, 0,3
U polimerazy AmpliTaq Gold (Perkin Elmer) i 1,5-3 ng matrycowego DNA. Uzywano
nastepujgcych stezen starterow DYSI: amelogenina - 0.06 uM, DYS19 - 0.24 p.M,
DYS390 - 0.08 ,uM, DYS393 - 0.15 uM a w przypadku drugiej reakcji kompleksowej
DYSIl: DYS393 - 0.3 |[iM, DYS392 - 0.3 u.M, DYS385l/ll - 0.25 i DYS389l/ll - 0.23
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uM. Obie reakcje prowadzono w tych samych warunkach przy uzyciu termocyklera
ABI2400 f-my Perkin Elmer (95:C/11 min, a nastepnie 30 cykli przy 95°C/1 min,
55°C/1,5 min i 72°C/2 min i ostatecznie wydtuzano w 60°C przez 30 min).

3. Detekcja produktéw PCR

1ut kazdego z produktéw kompleksowego PCR (DYSI i DYSIlI) mieszano
z 12 uL dejonizowanego formamidu (Amresco) i 0,5 ul standardu wewnetrznego
GS500. Mieszanine denaturowano a nastepnie analizowano stosujgc aparat
ABI310 (Perkin-Elmer). Poszczegdlne allele oznaczano stosujac nomenklature
opartg na ilosci jednostek repetytywnych zgodnie z rekomendacjami International
Society of Forensic Genetics (4). Drabiny alleli otrzymano dzieki uprzejmosci
Prof. B. Brinkmanna (Muenster), Prof P. deKnijffa (Leiden) i Prof P. Schneidera
(Mainz). Analize danych prowadzono stosujac program GeneScan v. 2.1.

4. Analiza statystyczna.

Ro6znorodnos¢ genowa i haplotypdéw obliczano stosujgc nastepujgce wzory: D
= 1-ZPi:, HD = (n/n-1) (1-ZPi:), gdzie Pi to czesto$¢ poszczegdlnych alleli.

WYNIKI | DYSKUSJA

Analize polimorfizmu 9 loci typu Y-STR DYS19, DYS390, DYS393, DYS392,
DYS391, DYS389l, DYS389Ill i DYS385l/Il przeprowadzono w celu zbudowania
odpowiedniej bazy danych. Zaobserwowane czestosci alleli i haplotypéw
przedstawia Tabela I.

Zestawienie zawiera rowniez obliczone wartosci réoznorodnosci genowej, ktora jest
w tym przypadku réwnowazna mocy dyskryminacyjnej i szansie wykluczenia.
Najbardziej dyskryminujgcym markerem okazat sie¢ kompleks loci DYS385l/ll dajac
w analizowanej prébce 45 roznych haplotypow. Najczestszym genotypem w naszej
populacji jest 11,14 (czestos¢ 33,7%), ktéry jest typowq parg alleli w Europie (11).
Wspotczynniki réznorodnosci genowej dla badanych loci zmniejszajg sie
w nastepujgcej kolejnosci: DYS385l/Il, DYS19, DYS389Ill, DYS390, DYS391,
DYS3891, DYS392 and DYS393. Najmniej informatywnym lokus okazat sie DYS 393.
Zaobserwowano w nim 7 alleli ale z powodu ewidentnej dominacji allelu 13 (80%)
zaobserwowany wspoétczynnik dyskryminacji byt bardzo niski.

Tabela Il zawiera czestosci haplotypow dla catego zestawu badanych loci.

W 508 probkach DNA, stwierdzono 328 r6znych haplotypow, wsréd ktorych
264 obserwowano tylko raz a 31 obserwowano tylko dwa razy. Najczestszy
haplotyp (DYS 19*17, DYS 390*25, DYS 393*13, DYS 392*11, DYS 391*10,
DYS 3891*13, DYS 38911*30, DYS 3851/11*10,14) stwierdzono u 22 mezczyzn
(czestos¢ 4,3%). Drugi co do czestosci haplotyp (DYS 19*16, DYS 390*25, DYS
393*13, DYS 392*11, DYS 391*10, DYS 3891*13, DYS 38911*29, DYS
3851/11*11,14) obecny jest w naszej populacji u 3.3% mezczyzn. W tabeli Il
porownano czestosci wystepowania najczestszego haplotypu w naszej populacji
z najczestszym obecnym w skumulowanej populacji europejskiej.
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Tabela |I. Czestosci alleli i haplotypdéw oraz réznorodno$¢ genowa dla 9 loci typu

Y-STR (N=508).

Table |I. Allele and haplotype frequencies and gene diversity obtained for the
nine Y-STR loci studied (N=508)

Lokus Allel Dosé obserwowana Czestosé Réznorodnos$¢ genowa
Locus Allele Number observed Frequency Gene diversity
DYS 19 13 22 0,0433 0,76
14 99 0,1949
15 110 0,2165
16 172 0,3386
17 102 0,2008
18 2 0,0039
16,17 1 0,0020
DYS 390 19 1 0,0020 0,68
20 0 0,0000
21 0,0020
22 32 0,0630
23 73 0,1437
24 162 0,3189
25 221 0,4350
26 17 0,0335
27 1 0,0020
DYS 393 10 1 0,0020 0,34
11 0 0,0000
12 38 0,0748
13 405 0,7972
14 60 0,1181
15 3 0,0059
16 1 0,0020
DYS 392 10 1 0,0020 0,36
11 402 0,7913
12 20 0,0394
13 60 0,1181
14 20 0,0394
15 3 0,0059
16 1 0,0020
DYS 391 9 4 0,0079 0,50
10 302 0,5945
11 198 0,3898
12 4 0,0079
DYS 3891 11 1 0,0020 0,40
12 61 0,1201
13 382 0,7520
14 61 0,1201
15 3 0,0059
DYS 38911 28 47 0,0925 0,72
29 134 0,2638
30 212 0,4173
31 91 0,1791
32 22 0,0433
33 2 0,0039
DYS 3851/11 9,14 1 0,0020 0,84
9,18 1 0,0020
10 2 0,0039
10,13 3 0,0059
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10,14 85 0,1673
10,15 10 0,0197
10,16 1 0,0020
10,17 1 0,0020
1 3 0,0059
11,12 1 0,0020
11,13 28 0,0551
11,14 170 0,3346
11,15 33 0,0650
11,16 4 0,0079
12 2 0,0039
12,13 2 0,0039
12,14 11 0,0217
12,15 7 0,0138
12,16 1 0,0020
12,19 1 0,0020
13 3 0,0059
13,14 16 0,0315
13,15 5 0,0098
13,16 4 0,0079
13,17 4 0,0079
13,18 2 0,0039
13,21 1 0,0020
14 19 0,0374
14,15 43 0,0846
14,16 1 0,0217
14,17 3 0,0059
14,19 2 0,0039
15 4 0,0079
15,16 2 0,0039
15,18 2 0,0039
15,19 1 0,0020
16,17 3 0,0059
16,18 4 0,0079
16,19 2 0,0039
17 1 0,0020
17,18 4 0,0079
18 1 0,0020

18,19 2 0,0039

11,12,13 1 0,0020

13,14,15 1 0,0020

Zestawienie powyzszych danych wykazuje, iz najczestszy haplotyp naszej popula-
cji, w pozostatych populacjach Europy wystepuje blisko 15 razy rzadziej. W tej sytuaciji
mozna mowi¢ o jego ,specyficznosci" dla naszej populacji. Dla tej kalkulacji, 995
haplotypéw z Polski skumulowano (508 przedstawionych w tej pracy oraz 487
z obszaru Krakowa, Warszawy, Wroctawia i Bydgoszczy) iporéwnano z 7752
haplotypami z ré6znych populacji europejskich lecz bez Polski. Czestosci haplotypow
pobrano ze strony internetowej http://ystr.charite.de.

Kombinacja 9 loci typu Y-STR daje wspotczynnik réoznorodnos$ci haplotypoéw
rowny 0,9943. Tak wysoka moc dyskryminacyjna tych loci wskazuje na ich
wysokg przydatnos¢ do badan identyfikacyjnych w genetyce sgdowej. Zostatla
ona z powodzeniem zweryfikowana podczas pierwszego w Polsce ,polowania na
przestepce" z uzyciem DNA (2).
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Czestosci haplotypow 9 loci typu Y-STR (DYS 19, DYS 390, DYS 393,
DYS 392, DYS 391, DYS 3891, DYS 3891l and DYS 385I/ll) w populacji

Polski Pétnocnej (N
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Tabela Ill. Porownanie frekwencji najczestszego w Polsce haplotypu z jego 150¢ {1
czestoscig w Europie. |
Table lll. Freguency ot the most freguent Polish haplotype in the European population 160cd
50C ]
Ll { i i o " Al
System(s) DYS 19 DYS 390 DYS 393 DYS 392 DYS 391 DYS 3831 DYS 389l1 DYS 385/
[ 80 J26 150 180 216 240 220 300 3310 1360 190 420
17 25 13 1 10 13 30 10,14 y o
352C ]
Czestos$¢ w populacji polskiej (n = 995) — 4,6% s20c
288C
Frequency in the Polish population (n = 995) - 4,6% .
ke | DYS19 Allele
Czestos¢ w skumulowanej populaci europejskiej oprécz Polski (n = 7752) - 0,31% “u{ : / 16117
Frequency in a cumulative European population except Polish (n = 7752) - 0,31% L;E
'JE.:':
64C 3
W badanej populacji zaobserwowalismy roéwniez trzy mutacje. Podczas 32¢
rutynowej analizy probek porownawczych stwierdzono profile DNA zawierajgce ' i | ; & A4 L. ‘ _ ' 7
dodatkowe allele bedgce wynikiem polimorfizmu insercyjnego. Mutacje te = == |
obserwowano w loci DYS 19 (allele 16,17) i DYS 385l/Il (allele 11,12,13 oraz _ ‘ ‘ ) _ ‘
13,14,15). Rycina 1 przedstawia przyktady tych mutacji - duplikacje w locus Ryc. 1. Dodatkowe allele jako efekt polimorfizmu insercyjnego na chromosomie
DYS19 i triplikacje w locus DYS385I/II. Y. Panel gérny triplikacja w locus DYS385l/Il (allele 13,14,15). Panel

dolny duplikacja w locus DYS19 (allele 16,17).

Fig. 1. Additional alleles as a result of Y-chromosomal insertion polymorphism.
Upper panel triplication in a DYS385Il/Il loci (alleles 13,14,15), bottom
panel duplication in a DYS19 locus (alleles 16,17).

Tabela |V przedstawia porownanie czesto$ci polimorfizmu insercyjnego
pomiedzy populacjg Polskg a innymi populacjami europejskimi (6).
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Tabela IV. Czestos¢ polimorfizmu insercyjnego w populacji 508 mezczyzn
z potnocnej Polski

Table IV. Freguency of insertion polymorphism in the population sample of 508
males from North Poland

Locus Obserwowana ilos¢ Czesto$¢ (%) Czestos¢ % obs. (n =7772) (11)
Locus No observed Frequency (%) Freguency % obs. (n =7772) (11)
DYS 19 1/508 0.197 0.12

DYS 390 0/508 0 0

DYS 391 0/508 0 0

DYS 392 0/508 0 0

DYS 393 0/508 0 0

DYS 385l/lI 2/508 0.394 0.2

DYS 389l 0/508 0 0

DYS 389ll 0/508 0 0

W przypadku obu loci czestosci mutacji w naszej populacji sg dwukrotnie
wyzsze zapewne w wyniku prawie 15-krotnie mniej licznej populacji w poréwna-
niu do opisanej przez Kaysera i Sajantile (6). Nalezy podkresli¢, ze tak wysoki
procent mutacji typu insercyjnego moze by¢é zroédiem potencjalnych btedow
interpretacyjnych, wtedy gdy $lady biologiczne nie bedgce mieszaninami mogg
zosta¢ zinterpretowane jako mieszaniny DNA dwéch lub kilku mezczyzn.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze loci typu Y-STR sg bardzo przydatnymi
markerami z punktu widzenia genetyki sgdowej, w szczego6lnosci do eliminacji
podejrzewanych mezczyzn. Zastosowanie dwoch reakcji kompleksowego PCR
oraz elektroforezy kapilarnej do jednoczesnej identyfikacji 9 loci typu Y-STR daje
szybkg i bardzo czutg technike profilowania DNA mezczyzny. Zbudowanie
ogdlnopolskiej bazy danych halpotypow Y-STR zawierajacej profile skazanych
gwatcicieli i zabdjcow na tle seksualnym powinno wybitnie zwiekszy¢ wykrywal-
nos¢ tych przestepstw, gdyz wtasnie tego rodzaju przestepcy najczesciej
powracajg to tego samego rodzaju typu zbrodni.
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