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W pracy przedstawiono czestosci alleliczne w loci VNTR: D7S21, D12S11 i D1S7
w populacji regionu kujawsko-pomorskiego. Obserwowany rozktad czestosci genotypow
w analizowanych loci jest zgodny z rozktadem czesto$ci genotypéw wyznaczonym na
podstawie czestosci allelicznych wediug prawa Hardy'ego-Weinberga. Obliczone dla
poszczegolnych loci: heterozygotycznos¢, wskaznik zawartosci informacji polimorficznej,
sita dyskryminacji, teoretyczna szansa wykluczenia niestusznie pozwanego mezczyzny
i Srednia teoretyczna szansa ojcostwa wskazujg na duzg przydatno$¢ analizowanych
uktadow dla potrzeb medycyny sgdowe;j.

This paper presents the results of a population study for 3 VNTR loci: D7S21, D12S11
and D1S7. Blood samples were obtained from healthy unrelated indMduals from the
Pomerania-Kujawy region of Poland. DNA was extracted from blood by organie
extraction. 5 ug of genomie DNA was digested with Hinf | and resolved by agarose gel
electrophoresis. Loci D7S21, D12S11 and D1S7 was analysed by Southern biot
techniques using DNA probes: MS 31, MS 43A and MS 1. Hybridization was performed
according to the manufacturers' instructions. DNA fragment size was estimated by
measuring their mobility relative to DNA NICE DNA Analysis Ladder using BKA
Fingerprint v 2.1 software. DNA fragments were grouped using fixed bin methods to a
size class (bins); the boudaries of the bins were determined by using a set of size-
standard markers. The allele distributions were in accordance with Hardy-Weinberg
expectations. High values of heterozigosity, polymorphic Information contents, power of
discrimination, mean exclusion chance and typical paternity index demonstrate that
these systems are valuable tools for both paternity testing and routine forensic casework.

Stowa kluczowe: DNA, VNTR, genetyka populacyjna.
Key words: DNA, VNTR, population genetics.
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WSTEP

Wsréd 3 miliardédw par zasad sktadajgcych sie na genom cztowieka znajdujg
sie sekwencje charakteryzujgce sie duzg zmiennoscig miedzyosobniczg czyli
polimorfizmem. Wiele z nich to tzw. sekwencje powtarzajgce sie, ktoérych
zmiennos$¢ wynika z roznej liczby powtdrzen jednostki repetytywnej. Jednym
z rodzajow sekwencji powtarzajgcych sie sa sekwencje minisatelitarne, zwane
takze VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) (11). Odkrycie przez
Jeffreys'a sond molekularnych umozliwiajacych analize, w oparciu o technike
Southern biot, polimorfizmu wielu loci VNTR jednoczesnie (analiza multilocus)
umozliwito ,zdejmowanie" pierwszych genetycznych ,odciskéw palcéw" (DNA
fingerprints) (6). Technika ta szybko znalazta zastosowanie w badaniach
spornego ojcostwa (7) analizie pokrewienstwa wykonywanej dla celéw imigracyj-
nych (5) czy identyfikacji osobniczej (4). Z uwagi na nieswoisto$¢ gatunkowag
i brak mozliwosci doktadnego okreslenia analizowanych loci w tworzeniu
sfingerprintow DNA" sondy multilocusowe zaczeto zastepowaé specyficznymi
gatunkowo sondami jednolocusowymi (14). Précz medycyny sadowej znalazly
one zastosowanie w mapowaniu sprzezen genomu cztowieka (10, 12).

Przed wprowadzeniem jakiegokolwiek markera do badan wykonywanych dla
potrzeb identyfikacji osobniczej i dochodzenia spornego ojcostwa konieczna jest
doktadna charakterystyka jego polimorfizmu w danej populacji. W niniejszej
pracy przedstawiono polimorfizm loci VNTR D7S21, D12S11 i D1S7 (14)
w populacji kujawsko-pomorskie;j.

MATERIALY | METODY

Materiat do badan stanowita krew obwodowa pobrana z zyly tokciowej,
w zaleznosci od badanego locus od 466-551 zdrowych, dorostych, niespokrew-
nionych os6b, mezczyzn i kobiet z regionu kujawsko-pomorskiego.

DNA izolowano z 5 ml krwi obwodowej tzw. ,metodg organiczng" (13). Steze-
nie i czysto§¢ DNA oceniano metodg spektrofotometryczng wykorzystujgc
,GeneOuant DNA/RNA Calculator" (Pharmacia-Biotech). 5 ng DNA poddawano
trawieniu endonukleazg Hinf | (Promega Co.) wedtug zalecen producenta.
Produkty trawienia rozdzielano w 0.9% zelu agarozowym (Promega Co.)
odrodze rozdziatlu dtugosci 25 cm w buforze 1XTBE przez 42 godziny przy
napieciu 1 V / cm z recyrkulacjg buforu. Po zakonczeniu rozdzialu DNA
poddawano fragmentacji w 0.25 M HCI, nastepnie denaturowano (0.5 M NaOH,
1.5 M NaCl) i neutralizowano (0.5 M Tris-HCI, 15 M NaCl, pH 7.4). DNA
przenoszono na nylonowg membrane neutralng (Biodyne A, GibcoBRL) metoda
kapilarng w buforze 10XSSC przez 16 godzin i wigzano z membrang poprzez
naswietlanie promieniami UV przez 3 minuty. Hybrydyzacje prowadzono zgodnie
z zaleceniami producenta wykorzystujgc sondy molekularne: NICE OLIGO DNA
PROBE MS31 (Cellmark Diagnostics) dla analizy locus D7S21, NICE OLIGO
DNA PROBE MS43A (Cellmark Diagnostics) dla analizy locus D12S11 i NICE
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OLIGO DNA PROBE MS1 (Cellmark Diagnostics) dla analizy locus D1S7.
Detekcje chemiluminescencyjng wykonano zgodnie z protokotem producenta
wykorzystujgc jako substrat LumiPhos 480 a produkty reakcji uwidaczniano na
btonie rentgenowskiej (FOTON Warszawa). Wielkosci fragmentdw restrykcyj-
nych okreslono wzgledem wzorca diugosci DNA NICE DNA Analysis Ladder
(GibcoBRL), uwidocznionego dzieki hybrydyzacji z sondg NICE OLIGO DNA
PROBE MW 100 (Cellmark Diagnostics) przy uzyciu techniki komputerowe;j
analizy obrazu z zastosowaniem videoscannera wraz z oprogramowaniem BKA
Fingerprint v 2.1 firmy Biotec-Fisher GmbH.

Fragmenty pogrupowano, stosujgc metode ,fixed-bins" (3), pod wzgledem
wielkosci tgczac je w grupy (biny) odpowiadajgce przedziatom markera wielkosci
DNA (NICE DNA Analysis Ladder). Na podstawie uzyskanych wynikow,
wykorzystujgc program ,Genetic Data Analysis" (9), wyznaczono dla
analizowanych Joci: heterozygotyczno$é oczekiwang (He) i heterozygotycznosé
obserwowang (Ho). Parametry charakteryzujgce przydatnos¢ analizowanych loci
dla potrzeb medycyny sadowej, tj. zawartos¢ informacji polimorficznej (PIC -
Polymorphic Information Content) (1), site dyskryminacji (PD - Power of
Discrimination) (8), teoretyczng szanse wykluczenia niestusznie pozwanego
mezczyzny (MEC - Mean Exclusion Chance) i teoretyczng $rednig szanse
ojcostwa (TPI - Typical Paternity Index) (2) wyznaczono wykorzystujgc program
komputerowy ,PowerStats" (program dostepny w  sieci ,Internet":
www.promega.com). Zgodnos$¢ obserowanych rozktaddéw czestosci genotypdéw
w poszczegolnych Joci z prawem Hardy'ego-Weinberga testowano obliczajac
prawdopodobienstwo zgodnosci wyliczone na podstawie testu doktadnego
Fischera (exact p) w oparciu o program komputerowy ,Genetic Data Analysis"

9).

WYNIKI | OMOWIENIE

Czestosci alleliczne w Jloci D7S21, D12S11 i D1S7, heterozygotycznos¢
oczekiwang (He), heterozygotyczno$é obserwowang (Ho), zawarto$¢ informacji
polimorficznej (PIC), site dyskryminacji (PD), teoretyczng szanse wykluczenia
niestusznie pozwanego mezczyzny (MEC) i teoretyczng $rednig szanse ojcostwa
(TPI) oraz prawdopodobienstwo zgodnosci rozkitadu obserwowanych czestosci
genotypéw z rozktadem czestosci genotypéw wyznaczonych w oparciu
o czestosci allelicznych wedtug reguty Hardy'ego-Weinberga na podstawie testu
doktadnego Fishera (exact p) przedstawiono w tabeli I.

Obserwowane w analizowanych loci rozklady czestosci genotypow sg zgodne
(p> 0.05) z rozktadami wyznaczonymi w oparciu o czestosci alleliczne wedtug
reguty Hardy'ego-Weinberga.
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Tabela |. Polimorfizm loci VNTR D7S21, D12S11 i D1S7 w populacji kujawsko-
pomorskiej. N - ilos¢ analizowanych genotypow, He - heterozygotycz-
nos¢ oczekiwana, Ho - heterozygotyczno$¢ obserwowana, PIC - za-
wartos¢ informacji polimorficznej, PD - sita dyskryminacji, MEC - teo-
retyczna szansa wykluczenia niestusznie pozwanego mezczyzny, TPI -
teoretyczna srednia szansa ojcostwa, exact p - prawdopodobienstwo
zgodnosci obserwowanego rozkfadu czestosci genotypow z prawem
Hardy'ego-Weinberga.

Table |I. Allele frequencies for VNTR loci: D7S21, D12S11 and D1S7 | in Cauca-
sians from the Pomerania-Kujawy region of Poland. N - number of indivi-
duals analysed - He - expected hetrozygosity, Ho - observed heterozygo-
sity, PIC - polymorphic information content, PD - power of discrimination,
MEC - mean exclusion chance, TPI - typical paternity index, p - probability
values of Exact tests for Hardy-Weinberg diseguilibrium.
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' D7S21 D12S11 D1S7
N =551 N =549 N =466
Dtugo$¢ DNA ilos¢ czesto$c ilos¢ czestose ilos¢ czestose
DNA fragment | number of | freguency | number of | freguency | number of | freguency
size range alleles alleles alleles
He 0.835 0.807 0.939
Ho 0.840 0.801 0.948
PIC 0.82 0.78 0.93
PD 0.953 0.936 0.991
MEC 0.676 0.602 0.895
TPI 3.13 2.52 9.71
|exact p 0.403438 0.162188 0.311875

D7S21 D12511 D1S7
N =551 N =549 N =466
Ditugos¢ DNA ilos¢ czestosé ilos¢ czestosce ilos¢ czestosc |
DNA fragment | number of | frequency | number of | frequency | number of | frequency
size range alleles alleles alleles

1-910 - - - 1 0.001
911-993 - - -

994-1176 - - B 1 0.001
1177-1287 - B B 1 0.001
1288-1431 - B B 4 0.004
1432-1568 - - - - 4 0.004
1569-1672 - - - 4 0.004
1673-1861 - - B B 16 0.017
1862-2015 - = B 14 0.015
2016-2213 - - - = 27 0.029
2214-2433 - - 18 0.019
2434-2650 - - - - 21 0.023
2651-2876 - - 1 0.001 28 0.030
2877-3101 - - 4 0.004 25 0.027
3102-3397 2 0.002 2 0.002 39 0.042
3398-3812 11 0.010 6 0.005 58 0.062
3813-4333 28 0.025 - - 84 0.090
4334-4716 27 0.025 59 0.054 54 0.058
4717-5415 99 0.090 103 0.094 86 0.092
5416-5861 112 0.102 39 0.036 51 0.055
5862-6442 146 0.132 3 0.003 38 0.041
6443-7421 320 0.290 142 0.129 84 0.090
7422-8271 138 0.125 180 0.164 49 0.053
8272-9416 181 0.164 355 0.323 72 0.077
9417-11919 36 0.330 197 0.179 90 0.097
11920-15004 1 0.001 1 0.001 26 0.028
15005-22621 1 0.001 1 0.001 34 0.036
>22621 5 0.005 3 0.003
Z 1102 1 1098 1 932 1

Z analizowanych loci najwyzszym polimorfizmem, przejawiajgcym sie nie tylko
iloscig alleli, ale przede wszystkim zawartos$cig informacji polimorficznej
i heterozygotycznoscig oraz najwiekszg przydatnoscig dla potrzeb identyfikacji
osobniczej (wyrazong sitg dyskryminacji) i dochodzenia spornego ojcostwa
(wyrazong teoretyczng szansg wykluczenia niestusznie pozwanego mezczyzny
i teoretyczng $rednig szansg ojcostwa) charakteryzuje sie Jlocus D1S7.
Analogiczne parametry dla dwoch pozostatych loci sg nizsze i dos¢ do siebie
zblizone, chociaz locus D7S21 charakteryzujg nieco wyzsze anizeli dla locus
D12S11 wartosci wszystkich wyznaczonych parametrow.

taczna przydatnos¢ analizowanych Joci dla potrzeb identyfikacji osobniczej
wyraza sie sitg dyskryminacji rowng 0.999973. Laczna teoretyczna szansa
wykluczenia niestusznie pozwanego mezczyzny dla analizowanych Jloci wynosi
0.986 a teoretyczna $rednia szansa ojcostwa 76.79.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze analiza polimorfizmu floci D7S21, D12S11
i D1S7 moze by¢ cennym narzedziem w identyfikacji osobniczej i dochodzeniu
spornego ojcostwa.
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W pracy okreslono czestosci alleli /oc/'DYS19, DYS3891, DYS389Il i DYS390. Obliczono
zroznicowanie genetyczne tych loci oraz podjeto préobe oceny wewnetrzpopulacyjnych
zaleznos$ci miedzy haplotypami poprzez okreslenie podobiefAstwa alleli sktadajgcych sie
na poszczegdlne haplotypy. Poréwnano roéwniez czestosci haplotypédw populacji
kujawsko-pomorskiej z innymi populacjami europejskimi.

This paper is a study of four Y-STR Joci: DYS19, DYS389Il, DYS389Il and DYS390 in the
population of Pomerania Kujawy region of Poland. The loci were amplified together in
a quadruplex reaction, amplification products were separated on ABI 377 sequencer and
genotyped. Allelic frequencies as well as gene diversity were assessed together and
intra-population haplotype similarities. The population's haplotype frequencies were
compared with those of other European populations.

WSTEP

Loci STR zlokalizowane na chromosomie Y (Y-STR) stanowig jedno
z najnowszych narzedzi stosowanych w analizie polimorfizmu DNA cztowieka.
Dzieki dziedziczeniu wytgcznie w linii meskiej i silnemu sprzezeniu genetyczne-
mu potaczonemu z wysokim polimorfizmem stanowig one cenne uzupetnienie
metod stosowanych dotychczas w badaniach nad rozprzestrzenianiem sie
ludzkich populacji i zasiedlaniem Ziemi przez nasz gatunek (1). Coraz wiekszego
znaczenia nabierajg réwniez zastosowania ukladow mikrosatelitarnych
chromosomu Y w medycynie sgdowej, szczegdlnie w przypadkach gwattéw
zbiorowych i w szczegolnych sprawach zwigzanych z dochodzeniem spornego
ojcostwa. Zastosowanie loci Y-STR w medycynie sgdowej wymaga doktadnego
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