ARCH. MED. SAD. KRYM., 2002, LI, 279-285 PRACE ORYGINALNE

Agnieszka Maciejewska*, Regina Paszkowska*, Ryszard
Pawtowski

|Identyfikacja trzech rzadkich alleli: D21S511%24.2,
D75820%9.1 i HUMFGA*19.2 w populacji polskigj

Identification of three rare allele: D21S11*24.2, D7S820*9.1
and HUMFGA*19.2 in the Polish population

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sgdowej AM w Gdansku
Kierownik: dr hab. Z. Szczerkowska - profesor AM

Z Instytutu Ekspertyz Sgdowych w Krakowie

Dyrektor: mgr A. Gtazek

Praca przedstawia identyfikacje w populacji polskiej trzech rzadkich alleli: D21S11*24.2,
D78820*9.1 i HUMFGA*19.2 nie obserwowanych dotychczas w Polsce. Warianty
zidentyfikowano podczas rutynowych badan ponad 1600 prébek poréwnawczych. Praca
prezentuje rowniez obserwowane czestosci alleli dla trzech w/w loci w duzych prébkach
populacyjnych osobnikéw 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,.n) in
large population samples from Poland are also presented.
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WSTEP

Od szeregu lat wiele locitypu STR znalazto szerokie zastosowanie w genety-
ce sgdowej zarowno do badania spornego ojcostwa jak i identyfikacji $ladéw
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biologicznych. Szczegolnie przydatne sg te loci, ktére charakteryzujg sie wysokag
sitg dyskryminacji, obecnoscig alleli o bardzo kroétkich fragmentach oraz
mozliwoscig ich amplifikacji w reakcji kompleksowego PCR. Ta ostatnia cecha
jest niezaprzeczalng zaleta szczegdlnie w przypadku pracy ze zdegradowanym
materiatem biologicznym badz znikomymi ilosciami DNA. Od szeregu lat na
rynku dostepne sg komercyjne zestawy do kompleksowej amplifikacji wielu loci
cztowieka. Szereg z nich zostato poddanych szczego6towej weryfikacji w aspekcie
ich przydatnosci do badan identyfikacyjnych (6,7,9). Zastosowanie wysoce
rozdzielczych technik badania dtugosci i sekwencji fragmentow DNA stworzyto
mozliwo$¢ precyzyjnej identyfikacji nie tylko powszechnie wystepujgcych alleli ale
rowniez rzadkich wariantéw wykazujgcych polimorfizm dtugosci lub sekwenciji.
Znajomos$¢ czestosci alleli i genotypow jest nieodzowna przy statystycznym
opiniowaniu przypadkéw z zakresu genetyki sgdowej. Wysoce polimorficzne loci,
takie jak mikrosatelity (STR) zawierajg liczne allele a szereg z nich nalezy do
rzadkich (5). Zgodnie z sugestiami Chakraborty'ego (4) za rzadki allel uwaza sie
ten, ktory wystepuje w populacji z czestoscig ponizej 0.01. Niniejsza praca
opisuje identyfikacje, metoda wysocerozdzielczej techniki elektroforezy
kapilarnej, trzech bardzo rzadkich alleli w zakresie loci D21S11, D7S820
i HUMFGA, ktore nie byty dotychczas obserwowane w Polsce.

MATERIALY | METODY

Badaniom poddano materiat biologiczny w postaci krwi lub wymazoéw z jamy
ustnej pobranych jako materiat poréwnawczy od 2122 (HUMFGA), 1843
(D21S11) i 1622 (D7S820) os6b obu pici pochodzacych gtownie z obszaru Polski
potnocnej. DNA izolowano metodg Wieganda i wsp. po zastosowaniu niewielkich
modyfikacji [10]. llo§¢ DNA oznaczano metodgfluorymetryczng (1,2) lub metoda
hybrydyzacji z sondg swoistg dla DNA naczelnych (OuantiBlot, Perkin-Elmer,
USA).

Amplifikacje 10 loci zawartych w zestawie ProfilerPlus prowadzono zgodnie
z zaleceniami producenta (Perkin-Elmer.USA). Amplifikacje loci HUMFGA
iD21S11 metodg monopleksowego PCR prowadzono jak opisano wczesniej
(5,8). Reakcje PCR prowadzono stosujgc urzadzenia do PCR firm Perkin-Elmer
(ABI2400 i 877), Biometra (Trithermobloc i T-personal) oraz Polygen (Poly-
Chainll).

Wielkosci produktéow PCR znakowanych fluorescencyjnie analizowano
metodg elektroforezy kapilarnej na automatycznym sekwenatorze DNA ABI310
(Perkin-Elmer, USA). Produkty rozdzielano w kapilarze o dtugosci 47 cm
wypetnionej denaturujgcym nosnikiem POP4. Rozdziat prowadzono przez 24
min. przy napieciu 15kV, 9mW i ok. 8mA. Jako standardu wewnetrznego
wielkosci DNA uzyto markera ILS400 znakowanego CXR (Promega, USA) (9).
Analize wielkosci fragmentéw DNA przeprowadzono z zastosowaniem oprogra-
mowania Gene Scan v.2.0. firmy Perkin-Elmer, USA. Allele dla loci powielanych
metodg monopleks PCR okreslano poréwnujgc do sekwencjonowanych drabin
alleli otrzymanych dzieki uprzejmosci Prof. B. Brinkmann'a.
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WYNIKI | DYSKUSJA

Badaniom poddano stosunkowo liczne prébki populacyjne: 1649, 1869 i 2122
odpowiednio w przypadku loci D7S820, D21S11 i HUMFGA.

Wsrod 3244 alleli w locus D7S820 stwierdzono tgcznie 11 alleli (Tabela I) i 34
z 66 mozliwych genotypow oraz heterozygotycznos¢ obserwowang (H,..) rowng
0.7944.

Trzy z zaobserwowanych alleli w badanej populacji pojawity sie tylko raz. Sa
to allele: 6, 15 i nie obserwowany dotychczas w Polsce allel 9.1. Rycina 1
przedstawia elektroforegram prezentujacy genotyp 9.1,12.
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Ryc. 1. Elektroforegram prezentujgcy obecnosc¢ allelu 9.1 w Jocus D7S820. Panel
gérny: rozdziat drabiny alleli locus D7S820 metodg CE; Panel dolny: roz-
dziat prébki o fenotypie 9.1,12.

Fig. 1. Electropherogram presenting the allele 9.1 in D7S820 locus. Upper
panel: D7S820 allelic ladder. Lower panel: D7S820 genotype 9.1,12.

Wariant 9.1 nie jest obecny w drabinie alleli zestawu ProfilerPlus a zatem, ze
jest to ten wiasnie wariant przemawia jego wielkos¢ okreslona przy zastosowaniu
standardu wewnetrznego w postaci ILS400, ktéry umozliwia znacznie precyzyj-
niejsze okreslenie wielkosci allelu (5,9) niz przy zastosowaniu GS500.
W badanym przypadku wielko$¢ nieznanego allelu byta doktadnie o 11pz krétsza
niz 12 allelu obecnego w tej samej probce (Ryc. 1). Ustalenie, iz zidentyfikowano
wariant potwierdzone zostato réwniez analiza monopleksowg w zakresie locus
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Tabela |. Czestos$ci alleli dla loci HUMFGA, D21S11 i D7S820 w populacji D7S820 po ponownej izolacji tej samej probki. Jak wykazali§my uprzednio (9)

polskiej. zastosowanie standardu wewnetrznego w postaci ILS400 umozliwia znacznie
Table I. Allele frequencies of HUMFGA, D21S811 and D7S820 loci in precyzyjniejsze okreslenie wielko$ci fragmentu niz w przypadku zastosowania
the polish population. GS500 (wartosci SD wynosity 0.06-0.16pz dla analiz wykonanych na réznych
kapilarach) i tym samym rozréznienie nie tylko alleli rézniacych sie o 2pz ale
Allele HUMFGA (n=2122) D21S11 (n=1843) D78820 (n=1622) rowniez o 1pz (+3SD). Ostateczne potwierdzenie tego wariantu wymaga jednak
6 0.0003 zastosowania bezposredniego sekwencjonowania produktu PCR. Obliczone
7 0.0132 czestosci rzadkich alleli dla tego locus wynoszg 0.0003. Majac jednak na uwadze
8 0.1511 sugestie Chakraborty'ego (4) oraz Budowle i wsp. (3) przy obliczeniach czestosci
9 0.1439 profili DNA zawierajgcych rzadkie allele dla celéw sadowych, nalezy postugiwac
9.1 0.0003 sig wartoscig minimalnej czestosci alleli (p..), uwzgledniajacej nie tylko
10 0.2924 liczebno$¢ badanej populacji ale rowniez warto$¢ heterozygotycznosci locus. Tak
11 81232 obliczone wartosci dla tych trzech alleli winny wiec wynosi¢ 0.001312.
15 010292 Dla 1843 probek DNA badanych w zakresie locus D21S11 stwierdzono 17
14 0.0049 alleli (Tab. 1) i 77 genotypéw z 153 mozliwych oraz heterozygotycznosc¢
15 0.0003 obserwowang rowng 0.8550. Ws$réd 3686 alleli stwierdzono 7 rzadkich (Tab. ).
16 0.0007 Cztery z zaobserwowanych 17 alleli pojawity sie tylko raz. Sgto: 33.1.2 (5), 29.2,
17 0.0025 25.2 i nie obserwowany dotychczas w Polsce allel 24.2.
18 0.0179 Rycina 2 przedstawia elektroforegram genotypu 24.2, 29. Allel 24.2 jest
19 0.0867 w petni zgodny co do ruchliwosci elektroforetycznej z obecnym w drabinie alleli
19.2 0.0002 ProfilerPlus sekwencjonowanym standardem 24.2.
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32.2 0.1020 Ryc. 2. Elektroforegram prezentujacy obecno$é allelu 24.2 w locus D21S11.
33 0.0027 Panel gérny: rozdziat drabiny alleli locus D21S11 metodg CE; Panel
33.1.2 0.0007 dolny: rozdziat prébki o fenotypie 24.2, 29.
33.2 0.0364 Fig. 2. Electropherogram presenting the allele 9.1 in D21S11 locus. Upper panel:
34.2 0.0024

D21S11 allelic ladder. Lower panel: genotype 24.2, 29 in locus D21S11.
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Analogicznie, jak w przypadku locus D7S820 obliczono wartos¢ p.. , ktéra
dla probki liczacej 1843 alleli i obserwowanej heterozygotycznosci réwnej 0.8550
wynosi 0,001270.

Trzeci nie obserwowany dotychczas w Polsce allel stwierdzono w zakresie
locus HUMFGA. W badanej populacji 2122 os6b zaobserwowano tgcznie 20
alleli (Tabela 1) oraz 91 genotypéw z 210 mozliwych. Obliczona warto$¢
heterozygotycznosci obserwowanej wyniosta 0.8523. W analizowanej populacji
allel 19 2 pojawit sie tylko raz i nie byl 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. 1). Rycina 3 przedstawia elektroforegram prezentujacy genotyp 19.2,
25.

Ryc. 3. Elektroforegram prezentujgcy obecnos$¢ allelu 19.2 w Jocus HUMFGA.
Panel goérny: rozdziat drabiny alleli locus HUMFGA metoda CE; Panel
dolny: rozdziat probki o fenotypie 24.2, 29.

Fig. 3. Electropherogram presenting allele 19.2 in HUMFGA locus. Upper panel:
HUMFGA allelic ladder. Lower panel: genotype 19.2, 25 in locus
HUMFGA.

Poréwnanie wielkosci allela 19.2 z obecnymi w drabinie alleli Profilera, allela-
mi 19 i 20 wykazato, iz jego wielkos¢ doktadnie odpowiada allelowi posredniemu
19.2.

Obliczona warto$¢ p.. , dla 4244 alleli i H.,. = 0.8523 wynosi 0,001113.
Warto$¢ ta jest nizsza niz w przypadku p.., dla D21S11 gtédwnie ze wzglgdu na
fakt liczniejszej o prawie 400 osobnikéw populacji. Zgodnie z zaleznos$ciami
podanymi przez Chakraborty'ego przy tej samej liczebnosci badanych prob
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nizsza wartos¢ p.. charakteryzuje loci o mniejszej heterozygotycznosci
obserwowanej (3, 4).
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