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Praca przedstawia identyfikację w populacji polskiej trzech rzadkich alleli: D21S11*24.2, 
D7S820*9.1 i HUMFGA*19.2 nie obserwowanych dotychczas w Polsce. Warianty 
zidentyfikowano podczas rutynowych badań ponad 1600 próbek porównawczych. Praca 
prezentuje również obserwowane częstości alleli dla trzech w/w loci w dużych próbkach 
populacyjnych osobników z obszaru Polski. 

This paper presents the identification of three rare alleles: D21S11*24.2, D7S820*9.1 
and HUMFGA*19.2 not observed previously in a polish population. Allelic variants were 
identified during rutine analysis of more than 1600 reference samples. DNA extracts 
were amplified using ProfilerPlus kit or monoplex reactions. PCR products were 
separated using capillary electrophoresis with fluorescent detection. Population genetics 
data of D21S11, D7S820 and HUMFGA loci including minimal allele frequencies (p m i n) in 
large population samples from Poland are also presented. 
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WSTĘP 

Od szeregu lat wiele loci typu STR znalazło szerokie zas tosowan ie w genety­
ce sądowej za równo do badania spornego o jcostwa jak i identyf ikacj i ś ladów 
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biologicznych. Szczególn ie przydatne są te loci, które charakteryzu ją się w y s o k ą 
siłą dyskryminacj i , obecnośc ią alleli o bardzo krótkich f ragmentach oraz 
możl iwośc ią ich ampl i f ikacj i w reakcj i komp leksowego PCR. Ta ostatnia cecha 
jest n iezaprzecza lną za le tą szczególn ie w przypadku pracy ze zdeg radowanym 
mater ia łem bio log icznym bądź zn ikomymi i lościami DNA. Od szeregu lat na 
rynku dos tępne są komercy jne zestawy do kompleksowej ampl i f ikacj i wie lu loci 
cz łowieka. Szereg z nich zostało poddanych szczegółowej weryf ikacj i w aspekc ie 
ich przydatności do badań identyf ikacyjnych (6,7,9). Zas tosowanie wysoce 
rozdzielczych techn ik badania długości i sekwencj i f ragmentów DNA stworzyło 
możl iwość precyzyjnej identyfikacji nie tylko powszechnie występu jących alleli ale 
również rzadkich war iantów wykazu jących pol imorf izm długości lub sekwencj i . 
Zna jomość częstośc i alleli i genotypów jest n ieodzowna przy statystycznym 
opin iowaniu przypadków z zakresu genetyki sądowej . W y s o c e pol imorf iczne loci, 
takie jak mikrosatel i ty (STR) zawiera ją l iczne allele a szereg z nich należy do 
rzadkich (5). Zgodn ie z sugest iami Chakrabor ty 'ego (4) za rzadki allel uważa się 
ten, który występu je w populacj i z częstośc ią poniżej 0 .01 . Niniejsza praca 
opisuje identyf ikację, me todą wysocerozdzie lczej techniki e lektroforezy 
kapi larnej , t rzech bardzo rzadkich alleli w zakresie loci D 2 1 S 1 1 , D7S820 
i H U M F G A , które nie były dotychczas obserwowane w Polsce. 

MATERIAŁY I METODY 

Badan iom poddano mater iał biologiczny w postaci krwi lub wymazów z j amy 
ustnej pobranych jako mater iał porównawczy od 2122 ( H U M F G A ) , 1843 
(D21S11) i 1622 (D7S820) osób obu płci pochodzących g łównie z obszaru Polski 
północnej . D N A izolowano me todą W i e g a n d a i wsp . po zas tosowan iu niewielk ich 
modyf ikacj i [ 10 ] . Ilość DNA oznaczano me todą f l uo ryme t r yczną (1,2) lub me todą 
hybrydyzacj i z s o n d ą swo is tą dla DNA naczelnych (Ouant iBlot , Perk in-Elmer , 
USA). 

Ampl i f ikac ję 10 loci zawartych w zestawie Profi lerPlus p rowadzono zgodnie 
z za lecen iami p roducenta (Perk in-Elmer .USA). Ampl i f ikac ję loci H U M F G A 
i D 2 1 S 1 1 m e t o d ą monop leksowego PCR prowadzono jak opisano wcześnie j 
(5,8). Reakcję PCR prowadzono stosując urządzenia do PCR f i rm Perk in-E lmer 
(ABI2400 i 877) , B iometra (Tr i thermobloc i T-personal) oraz Polygen (Poly-
Chain l l ) . 

Wie lkośc i produktów PCR znakowanych f luorescencyjn ie ana l izowano 
me todą elektroforezy kapi larnej na au tomatycznym sekwenatorze DNA ABI310 
(Perk in-Elmer, USA) . Produkty rozdzielano w kapi larze o d ługości 47 cm 
wypełn ionej denaturu jącym nośnik iem POP4. Rozdział p rowadzono przez 24 
min. przy napięciu 15kV, 9 m W i ok. 8mA. Jako standardu wewnęt rznego 
wielkości DNA użyto markera ILS400 znakowanego C X R (Promega, USA) (9). 
Anal izę wie lkośc i f ragmentów DNA przeprowadzono z zas tosowan iem oprogra­
mowan ia Gene Scan v.2.0. f i rmy Perkin-Elmer, USA. Allele dla loci powie lanych 
m e t o d ą monop leks PCR okreś lano porównując do sekwenc jonowanych drabin 
alleli o t rzymanych dzięki uprze jmośc i Prof. B. Br inkmann 'a . 
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WYNIKI I DYSKUSJA 

Badan iom poddano s tosunkowo l iczne próbki populacyjne: 1649, 1869 i 2122 
odpowiednio w przypadku loci D7S820 , D21S11 i H U M F G A . 

W ś r ó d 3244 alleli w locus D7S820 stwierdzono łącznie 11 alleli (Tabela I) i 34 
z 66 możl iwych genotypów oraz heterozygotyczność obse rwowaną ( H 0 b s ) równą 
0.7944. 

Trzy z zaobserwowanych alleli w badanej populacj i pojawiły się tylko raz. Są 
to allele: 6, 15 i nie obserwowany dotychczas w Polsce allel 9 . 1 . Rycina 1 
przedstawia e lek t ro foregram prezentujący genotyp 9.1,12. 

Ryc. 1. E lekt ro foregram prezentujący obecność allelu 9.1 w locus D7S820 . Panel 
górny: rozdział drabiny alleli locus D7S820 m e t o d ą CE; Panel dolny: roz­
dział próbki o fenotypie 9.1,12. 

Fig. 1. E lec t ropherogram present ing the allele 9.1 in D7S820 locus. Upper 
panel : D7S820 allelic ladder. Lower panel : D7S820 genotype 9.1,12. 

War ian t 9.1 nie jest obecny w drabinie alleli zes tawu Profi lerPlus a za tem, że 
jest to ten właśn ie war iant przemawia j ego wie lkość okreś lona przy zastosowaniu 
s tandardu wewnęt rznego w postaci ILS400, który umożl iwia znaczn ie precyzyj­
niejsze określenie wie lkośc i allelu (5,9) niż przy zastosowaniu GS500 . 
W badanym przypadku wie lkość n ieznanego allelu była dokładnie o 11pz krótsza 
niż 12 allelu obecnego w tej samej próbce (Ryc. 1). Ustalenie, iż z identy f ikowano 
war iant potwierdzone zostało również anal izą monop leksową w zakres ie locus 
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Tabela I. Częstośc i alleli dla loci HUMFGA, D21S11 i D7S820 w populacj i 
polsk ie j . 

Tab le I. Al lele f requenc ies of H U M F G A , D21S11 and D7S820 loci in 
the pol ish populat ion. 

Allele HUMFGA (n=2122) D21S11 (n=1843) D7S820 (n=1622) 
6 0.0003 
7 0.0132 
8 0.1511 
9 0.1439 

9.1 0.0003 
10 0.2924 
11 0.1980 
12 0.1594 
13 0.0292 
14 0.0049 
15 0.0003 
16 0.0007 
17 0.0025 
18 0.0179 
19 0.0867 

19.2 0.0002 
20 0.1524 

20.2 0.0003 
21 0.1870 

21.2 0.0023 
22 0.1889 

22.2 0.0124 
23 0.1185 

23.2 0.0094 
24 0.1237 

24.2 0.0007 0.0003 
25 0.0688 

25.2 0.0007 0.0003 
26 0.0216 0.0037 
27 0.0030 0.0209 
28 0.0011 0.1782 
29 0.2089 

29.2 0.0003 
30 0.2190 

30.2 0.0564 
31 0.0695 

31.2 0.0876 
32 0.0111 

32.2 0.1020 
33 0.0027 

33.1.2 0.0007 
33.2 0.0364 
34.2 0.0024 
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D7S820 po ponownej izolacji tej samej próbki . Jak wykaza l iśmy uprzednio (9) 
zastosowanie s tandardu wewnęt rznego w postaci ILS400 umożl iwia znacznie 
precyzyjniejsze określenie wie lkośc i f ragmentu niż w przypadku zas tosowania 
GS500 (wartości SD wynosi ły 0.06-0.16pz dla analiz wykonanych na różnych 
kapi larach) i tym s a m y m rozróżnienie nie tylko alleli różniących się o 2pz ale 
również o 1pz (±3SD). Ostateczne potwierdzenie tego war iantu w y m a g a jednak 
zastosowania bezpośredn iego sekwenc jonowan ia produktu PCR. Obl iczone 
częstości rzadkich alleli dla tego locus wynoszą 0.0003. Mając jednak na uwadze 
sugest ie Chakrabor ty 'ego (4) oraz Budowle i wsp. (3) przy obl iczeniach częstości 
profili DNA zawiera jących rzadkie allele dla ce lów sądowych, należy posługiwać 
się war tośc ią min imalnej częstości alleli ( p m i n ) , uwzględnia jącej nie tylko 
l iczebność badanej populacj i ale również war tość heterozygotyczności locus. Tak 
obl iczone wartośc i dla tych trzech alleli winny więc wynosić 0 .001312. 

Dla 1843 próbek DNA badanych w zakres ie locus D21S11 s twierdzono 17 
alleli (Tab. I) i 77 genotypów z 153 możl iwych oraz heterozygotyczność 
obserwowaną równą 0.8550. Wś ród 3686 alleli s twierdzono 7 rzadkich (Tab. I). 
Cztery z zaobserwowanych 17 alleli pojawiły się tylko raz. Są to: 33.1.2 (5), 29.2, 
25.2 i nie obserwowany dotychczas w Polsce allel 24.2. 

Rycina 2 przedstawia e lekt ro foregram genotypu 24.2, 29. Allel 24.2 jest 
w pełni zgodny co do ruchl iwości elektroforetycznej z obecnym w drabinie alleli 
Profi lerPlus sekwenc jonowanym s tandardem 24.2. 

Ryc. 2. E lekt ro foregram prezentujący obecność allelu 24.2 w locus D 2 1 S 1 1 . 
Panel górny: rozdział drabiny alleli locus D21S11 m e t o d ą CE; Panel 
dolny: rozdział próbki o fenotypie 24.2, 29. 

Fig. 2. E lec t ropherogram present ing the allele 9.1 in D21S11 locus. Upper pane l : 
D21S11 allelic ladder. Lower panel : genotype 24.2, 29 in locus D 2 1 S 1 1 . 
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Analog iczn ie, jak w przypadku locus D7S820 obl iczono war tość p m i n , która 
dla próbki l iczącej 1843 alleli i obserwowane j heterozygotyczności równej 0.8550 
wynosi 0 ,001270. 

Trzec i nie obserwowany dotychczas w Polsce allel s twierdzono w zakres ie 
locus H U M F G A . W badanej populacj i 2122 osób zaobserwowano łącznie 20 
alleli (Tabela I) oraz 91 genotypów z 210 możl iwych. Obl iczona war tość 
heterozygotyczności obserwowane j wyniosła 0.8523. W anal izowanej populacj i 
allel 19 2 pojawi ł s ię tylko raz i nie był obserwowany dotychczas w Polsce. 
Ponadto zaobserwowano 9 rzadkich alleli: 16, 17, 20.2, 21 .2 , 23 .2 , 24.2, 25 .2 , 27 
i 28 (Tab. I). Ryc ina 3 przedstawia e lekt ro foregram prezentujący genotyp 19.2, 
25. 

Ryc. 3. E lek t ro foregram prezentujący obecność allelu 19.2 w locus H U M F G A . 
Panel górny: rozdział drabiny alleli locus H U M F G A m e t o d ą CE; Panel 
dolny: rozdział próbki o fenotypie 24.2, 29. 

Fig. 3. E lec t ropherogram present ing allele 19.2 in H U M F G A locus. Upper panel : 
H U M F G A allelic ladder. Lower panel : genotype 19.2, 25 in locus 
H U M F G A . 

Porównan ie wie lkośc i al lela 19.2 z obecnymi w drabinie alleli Prof i lera, al lela-
mi 19 i 20 wykaza ło , iż j ego wie lkość dokładnie odpowiada al lelowi pośredn iemu 
19.2. 

Obl iczona war tość p m i n , dla 4244 alleli i H o b s = 0.8523 wynosi 0 ,001113. 
W a r t o ś ć ta jest niższa niż w przypadku p m i n dla D21S11 głównie ze wzg lędu na 
fakt l iczniejszej o prawie 400 osobn ików populacj i . Zgodn ie z za leżnośc iami 
podanymi przez Chakrabor ty 'ego przy tej samej l iczebności badanych prób 
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niższa war tość p m l n charakteryzuje loci o mniejszej heterozygotyczności 
obserwowanej (3, 4) . 
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