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Badaniom poddano DNA pochodzący od 508 mężczyzn w zakresie 9 loci typu STR 
z chromosomu Y (DYS 19, DYS 390.' DYS 393, DYS 392, DYS 391, DYS 389I, DYS 389II 
i DYS 385I/II). Amplifikację prowadzono stosując dwie reakcje typu kompleksowego PCR. 
W badanej próbce ziaentyfikowano 328 różnych haplotypów, z których 264 pojawiło się 
tylko raz. Najczęściej obserwowany w populacji polskiej haplotyp występuje z częstością 
4.6% i tym samym pojawia się prawie 15 razy częściej w naszej populacji niż w skumulo­
wanej populacji Europy (bez Polski). Obliczony współczynnik dyskryminacji dla wszystkich 9 
loci wyniósł 0 9943. W badanej populacji zidentyfikowano trzy mutacje typu insercyjnego. 
W locus DYS19 stwierdzono duplikację a w zakresie loci DYS385I/II 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 389I, DYS 
389II and DYS 385I/II) 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 r9943. In the analysed population sample three mutations 
were detected in the DYS 19 (duplication) and DYS385I/II loci (triplications). 

Słowa kluczowe: loci Y-STR, kompleksowy PCR, oadania 
populacyjne, polimorfizm insercyjny, haplotypy. 
Key words: Y-STR loci, multiplex PCR, populat ion studies, 
insertion polymorhpism, haplotypes. 
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WSTĘP 

W ostatnich latach do praktyki medyczno -sądowe j w zakres ie identyfikacji 
ś ladów biologicznych i dochodzenia spornego o jcostwa wprowadzono szereg 
pol imorf icznych loci z c h r o m o s o m u Y (5,9,11). Ponieważ loci typu Y - S T R są 
z lokal izowane w n ie -pseudoau tosoma lnym regionie c h r o m o s o m u Y, są 
specyf iczne dla mężczyzny, m a j ą charakter haploidalny i nie podlegają 
rekombinacj i d la tego używane są jako model mutacj i STR u cz łowieka (3, 7, 8) . 
Pod pewnymi wzg lędami pol imorf iczne loci z ch romosomu Y przypomina ją 
dziedziczony w linii żeńskie j DNA mitochondr ia lny znajdując zas tosowanie 
w wielu dz iedzinach genetyki cz łowieka a w szczególności w badaniach historii 
i ewolucj i populacj i ludzkich. Ze względu na wyłącznie męsk i charakter 
dziedziczenia ważną apl ikacją loci Y - S T R stało się ich zastosowanie w genetyce 
sądowej do selektywnego identyfikowania DNA mężczyzn szczególnie 
w wymazach z dróg rodnych zawierających mieszaniny DNA kobiety i mężczyzny. 

Ce lem niniejszego opracowania była analiza 9 loci Y - S T R s w populacj i 
mężczyzn z Polski północnej w celu zbudowania bazy danych haplotypów. 

MATERIAŁY I METODY 

1. Ekstrakcja DNA 
Próbki krwi lub wymazy zawiera jące nabłonki z j amy ustnej pochodzi ły od 508 

n iespokrewnionych mężczyzn zamieszku jących Polskę północną. DNA 
izolowano stosując zes taw "Sherlock AX" (A@A Biotechnology, Gdańsk) a ilość 
DNA oznaczano me todą f luorymetryczną. 

2. Warunki amplifikacji 
Zes taw 9 loci Y - S T R ampl i f i kowano w dwóch oddzie lnych reakcjach typu 

komp leksowego PCR: DYSI zawiera jącym loci DYS19, DYS390, DYS393, oraz 
amelogen iny i DYSII zawiera jącym loci D Y S 3 9 1 , DYS392, DYS389I / I I , 
DYS385I/ I I s tosując metody opracowane w naszym laborator ium (2). Dla 
wszystk ich badanych loci z wyjątk iem DYS385I/ I I i amelogen iny s tosowano 
startery podane przez Kaysera i wsp. (5). W przypadku loci DYS385I/ I I 
i amelogen iny używano star terów opisanych przez Schneidera i wsp . (12) 
i Sul l ivana i wsp . (13). Startery dla loci: D Y S 3 9 1 , DYS392 i DYS393 wyznakowa­
no f luorescency jnym znaczn ik iem HEX, dla DYS 19, amelogen iny i DYS389I / I I -
6 - F A M , a dla DYS390 i DYS385I/ I I - T E T . 

Reakcje kompleksowego PCR prowadzono w objętości 15 uL, a mieszaniny 
zawierały: 50 mM KCI, 10 mM Tr is -HCI (pH 8.3), 1,5 mM MgCI 2 , 200 uM dNTP, 0,3 
U polimerazy Ampl iTaq Gold (Perkin Elmer) i 1,5-3 ng matrycowego DNA. Używano 
następujących stężeń starterów DYSI: amelogenina - 0.06 uM, DYS 19 - 0.24 p.M, 
DYS390 - 0.08 ,uM, DYS393 - 0.15 uM a w przypadku drugiej reakcji kompleksowej 
DYSII: DYS393 - 0.3 | iM, DYS392 - 0.3 u.M, DYS385I/II - 0.25 i DYS389I/II - 0.23 

uM. Obie reakcje prowadzono w tych samych warunkach przy użyciu termocyklera 
ABI2400 f - m y Perkin Elmer (95 CC/11 min, a następnie 30 cykli przy 95°C/1 min, 
55°C/1,5 min i 72°C/2 min i ostatecznie wydłużano w 60°C przez 30 min). 

3. Detekcja produktów PCR 
1uŁ każdego z produktów komp leksowego PCR (DYSI i DYSII) m ieszano 

z 12 uL de jon izowanego fo rmamidu (Amresco) i 0,5 ul s tandardu wewnęt rznego 
GS500. Mieszaninę denaturowano a następnie anal izowano stosując aparat 
ABI310 (Perk in -E lmer ) . Poszczególne allele oznaczano stosując nomenk la tu rę 
opar tą na ilości jednos tek repetytywnych zgodnie z rekomendac jami International 
Society of Forensic Genet ics (4). Drabiny alleli o t rzymano dzięki uprze jmości 
Prof. B. B r inkmanna (Muenster) , Prof P. deKni j f fa (Leiden) i Prof P. Schneidera 
(Mainz). Anal izę danych prowadzono stosując program GeneScan v . 2 . 1 . 

4. Analiza statystyczna. 
Różnorodność g e n o w ą i haplotypów obl iczano stosując następu jące wzory: D 

= 1 -ZP i 2 , HD = (n /n -1 ) ( 1 - Z P i 2 ) , gdzie Pi to częstość poszczególnych alleli. 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Anal izę po l imor f izmu 9 loci typu Y - S T R DYS19, DYS390 , DYS393 , DYS392 , 
D Y S 3 9 1 , DYS389I , DYS389I I i DYS385I/ I I p rzeprowadzono w celu zbudowan ia 
odpowiednie j bazy danych. Zaobserwowane częstości alleli i haplotypów 
przedstawia Tabe la I. 

Zestawienie zawiera również obliczone wartości różnorodności genowej, która jest 
w tym przypadku równoważna mocy dyskryminacyjnej i szansie wykluczenia. 
Najbardziej dyskryminującym markerem okazał się kompleks loci DYS385I/II dając 
w analizowanej próbce 45 różnych haplotypów. Najczęstszym genotypem w naszej 
populacji jest 11,14 (częstość 33,7%), który jest typową parą alleli w Europie (11). 
Współczynniki różnorodności genowej dla badanych loci zmniejszają się 
w następującej kolejności: DYS385I/II, DYS 19, DYS389II, DYS390, DYS391, 
DYS389I, DYS392 and DYS393. Najmniej informatywnym lokus okazał się DYS 393. 
Zaobserwowano w nim 7 alleli ale z powodu ewidentnej dominacji allelu 13 (80%) 
zaobserwowany współczynnik dyskryminacji był bardzo niski. 

Tabe la I I zawiera częstości haplotypów dla całego zestawu badanych loci. 
W 508 próbkach DNA, s twierdzono 328 różnych haplotypów, wś ród których 

264 obserwowano tylko raz a 31 obserwowano tylko dwa razy. Najczęstszy 
haplotyp (DYS 19*17, DYS 390*25, DYS 393*13, DYS 3 9 2 * 1 1 , DYS 391*10, 
DYS 3891*13, DYS 38911*30, DYS 3851/11*10,14) s twierdzono u 22 mężczyzn 
(częstość 4 ,3%) . Drugi co do częstości haplotyp (DYS 19*16, DYS 390*25, DYS 
393*13, DYS 3 9 2 * 1 1 , DYS 391*10, DYS 3891*13, DYS 38911*29, DYS 
3851/11*11,14) obecny jest w naszej populacji u 3 .3% mężczyzn. W tabel i III 
po równano częstości wys tępowania najczęstszego haplotypu w naszej populacj i 
z na jczęstszym obecnym w skumulowane j populacj i europejsk ie j . 

Nr 4 Nr 4 
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Tabela I. Częstośc i alleli i hap lo typów oraz różnorodność genowa dla 9 loci typu 
Y - S T R (N=508) . 

Tab le I . Al lele and haplotype f requencies and gene diversi ty obta ined for the 
nine Y - S T R loci s tud ied (N=508) 

Lokus Allel Dość obserwowana Częstość Różnorodność genowa 

Locus Allele Number observed Frequency Gene diversity 

D Y S 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 

D Y S 390 19 1 0,0020 0,68 

20 0 0,0000 

21 1 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 

D Y S 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 

D Y S 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 

D Y S 391 9 4 0,0079 0,50 

10 302 0,5945 

11 198 0,3898 
12 4 0,0079 

D Y S 3891 11 1 0,0020 0,40 

12 61 0,1201 
13 382 0,7520 

14 61 0,1201 
15 3 0,0059 

D Y S 389II 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 

D Y S 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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Ciąg dalszy tabeli I. 

10,14 85 0,1673 
10,15 10 0,0197 
10,16 1 0,0020 
10,17 1 0,0020 
11 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 11 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 powyższych danych wykazuje, iż najczęstszy haplotyp naszej popula­
cji, w pozostałych populacjach Europy występuje blisko 15 razy rzadziej. W tej sytuacji 
można mówić o jego „specyficzności" dla naszej populacji. Dla tej kalkulacji, 995 
haplotypów z Polski skumulowano (508 przedstawionych w tej pracy oraz 487 
z obszaru Krakowa, Warszawy, Wrocławia i Bydgoszczy) i porównano z 7752 
haplotypami z różnych populacji europejskich lecz bez Polski. Częstości haplotypów 
pobrano ze strony internetowej http://ystr.charite.de. 

Kombinac ja 9 loci typu Y - S T R daje współczynnik różnorodnośc i haplotypów 
równy 0,9943. Tak wysoka moc dyskryminacy jna tych loci wskazu je na ich 
w y s o k ą przydatność do badań identyf ikacyjnych w genetyce sądowej . Zosta ła 
ona z powodzen iem zwery f ikowana podczas p ierwszego w Polsce „po lowania na 
przestępcę" z użyc iem D N A (2). 

http://ystr.charite.de
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Tabe la II. Częstośc i haplotypów 9 loci typu Y - S T R (DYS 19, DYS 390, DYS 393, 
DYS 392, DYS 3 9 1 , DYS 389I , DYS 389II and DYS 385I/II) w populacj i 
Polski Północnej (N=508) . 

Table I I . T h e f requenc ies of haplotypes of 9 loci Y - S T R type (DYS 19, DYS 
390 , DYS 393 , DYS 392, DYS 3 9 1 , DYS 389I , DYS 389II and DYS 
385I/II) in the North Polish populat ion (N=508) . 
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Ciąg dalszy tabeli II. Ciąg dalszy tabel i II. 
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Ciąg dalszy tabeli II. 

Tabe la III. Porównanie f rekwencj i na jczęstszego w Polsce haplotypu z jego 
częstośc ią w Europie. 

Table III. Freguency ot the most freguent Polish haplotype in the European population 

W badanej populacj i zaobserwowal iśmy również trzy mutacje. Podczas 
rutynowej analizy próbek porównawczych stwierdzono profi le DNA zawiera jące 
dodatkowe allele będące wyn ik iem pol imorf izmu insercyjnego. Mutacje te 
obserwowano w loci DYS 19 (allele 16,17) i DYS 385I/II (allele 11,12,13 oraz 
13,14,15). Rycina 1 przedstawia przykłady tych mutacj i - dupl ikację w locus 
DYS19 i tr ipl ikację w locus DYS385I / I I . 
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Ryc. 1. Dodatkowe allele jako efekt pol imorf izmu insercyjnego na c h r o m o s o m i e 
Y. Panel górny tr ipl ikacja w locus DYS385I/ I I (allele 13,14,15). Panel 
dolny dupl ikacja w locus DYS19 (allele 16,17). 

Fig. 1. Addit ional alleles as a result of Y - c h r o m o s o m a l insert ion po lymorph ism. 
Upper panel tr ipl ication in a DYS385I/ I I loci (alleles 13,14,15), bot tom 
panel dupl icat ion in a DYS19 locus (alleles 16,17). 

Tabela IV przedstawia porównanie częstości pol imorf izmu insercyjnego 
pomiędzy populac ją Polską a innymi populac jami europe jsk imi (6). 
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Tabe la IV. Częstość po l imor f izmu insercyjnego w populacj i 508 mężczyzn 
z północnej Polski 

Tab le IV. Freguency of insert ion po lymorph ism in the populat ion sample of 508 
ma les f rom North Poland 

Locus 
Locus 

Obserwowana ilość 
No observed 

Częstość (%) 
Frequency (%) 

Częstość % obs. ( 
Freguency % obs. 

n = 7772) (11) 
(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 385I/II 2/508 0.394 0.2 
DYS 389I 0/508 0 0 
DYS 389II 0/508 0 0 

W przypadku obu loci częstości mutacj i w naszej populacj i są dwukrotn ie 
wyższe zapewne w wyn iku prawie 15-k ro tn ie mniej l icznej populacj i w porówna­
niu do opisanej przez Kaysera i Sajant i lę (6). Należy podkreśl ić, że tak wysok i 
procent mutacj i typu insercyjnego może być źród łem potencjalnych b łędów 
interpretacyjnych, wtedy gdy ślady biologiczne nie będące mieszan inami m o g ą 
zostać z in terpretowane jako mieszaniny DNA dwóch lub kilku mężczyzn. 

Podsumowu jąc można stwierdzić, że loci typu Y - S T R są bardzo przydatnymi 
marke rami z punktu widzenia genetyki sądowej , w szczególności do el iminacj i 
podej rzewanych mężczyzn. Zas tosowanie dwóch reakcji komp leksowego PCR 
oraz elektroforezy kapi larnej do jednoczesnej identyfikacji 9 loci typu Y - S T R daje 
szybką i bardzo czu łą technikę prof i lowania DNA mężczyzny. Zbudowan ie 
ogólnopolsk ie j bazy danych halpotypów Y - S T R zawierającej profi le skazanych 
gwałciciel i i zabó jców na tle seksua lnym powinno wybitnie zwiększyć wykrywal ­
ność tych przestępstw, gdyż właśnie tego rodzaju przestępcy najczęściej 
powraca ją to tego samego rodzaju typu zbrodni . 
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