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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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rozpoznania charakterystyki genetycznej tych loci oraz ich zmiennosci wewnatrz
- i miedzypopulacyjnej (3).

Celem niniejszej pracy byto scharakteryzowanie 4 Joci Y-STR: DYS19,
DYS3891, DYS389Il i DYS390 w populacji kujawsko-pomorskiej oraz poréwnanie
rozktadu haplotypow w tej populacji z innymi populacjami zamieszkujgcymi
Europe.

MATERIALY | METODY

Materiat badany stanowit DNA wyizolowany metodg ekstrakcji organicznej
(10) z krwi obwodowej pobranej od 208 niespoktewnionych mezczyzn. Ocene
stezenia DNA prowadzono metodg hybrydyzacyjng z wykorzystaniem zestawu
OuantiBlot ™ (Perkin Elmer). Sekwencje starteréw amplifikujagcych /oc/DYS19,
DYS 389I, DYS389Il i DYS 390 wraz z sugerowanymi warunkami amplifikacji
uzyskano =z literatury (5). Amplifikacje prowadzono w objetosci 25 uJ,
w nastepujgcych warunkach: 2U polimerazy Taq (Promega), MgCl, 2mM,
trojfosforany deoksynukleotydow 0.2 mM kazdy, BSA 0.4 mM, startery dla locus
DYS19 0.24u.M, DYS 389l/ll 0.24uM, DYS390 0.16 uM. Warunki amplifikacji:
denaturacja wstepna 95°C, 1min.; denaturacja wtasciwa 94°C, 1 min.; annealing
starterow 55 °C, 1 min.; elongacja 72 °C 2 min.; 29 cykli; elongacja koncowa 72
°C, 7 min. 1 ud produktu amplifikacji oraz 0.5 uJ wewnetrznego standardu
wielkosci ILS600 (Promega) dodawano do 1.5 uJ mieszaniny dextran blu-
e/formamid i poddawano elektroforezie. Rozdziat produktéw PCR prowadzono
w 5%, denaturujgcym zelu poliakrylamidowym (stosunek akrylamid/bisakrylamid
19:1, 7M mocznik) na automatycznym sekwenatorze ABI377 (Applied Biosys-
tems), wykorzystujgc bufor boranowy. Analize danych zebranych podczas
elektroforezy prowadzono przy pomocy oprogramowania GeneScan™ v. 3.1
oraz Genotyper™ v. 2.0 (Applied Biosystems). Oznaczenie haplotypow
poszczegdlnych Joci przeprowadzono wykorzystujgc 6 prébek referencyjnych
o znanym haplotypie, otrzymanych dzieki uprzejmosci M. Kaysera (Uniwesytet
Humboldta, Berlin). Dane dla populacji innych niz kujawsko-pomorska zaczerp-
nieto z Europejskiej Bazy Danych Haplotypéw Chromosomu Y (Y-chromosome
Haplotype Reference Database - YHRD) dostepnej w Internecie pod adresem
http://ystr.charite.de (8). Wspotczynnik zréznicowania genetycznego (D)
obliczono korzystajgc ze wzoru D=1-I(pi)* gdzie Pi - czestosc¢ i-tego allelu (11).

WYNIKI

Czestosci alleli badanych Joci STR chromosomu Y oraz wyniki obliczen ich
zroéznicowania genetycznego przedstawiono w Tabeli |
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Tabela |. Czestosci alleli badanych loci STR chromosomu Y (D - wspoétczynnik
zroznicowania genetycznego danego locus).

Table 1. Allele frequencies for Y-STR Joci investigated (D - gene diversity for
particular locus).

Alle! | DYS 19 Allel | DYS 389! Allel | DYS 389l Allel | DYS 390
13 0,0481 11 0,0048 27 0,0096 22 0,1154
14 0,1971 12 0,1827 28 0,1202 23 0,1154
15 0,2115 13 0,6971 29 0,2788 24 0,2788
16 0,3269 14 0,1106 30 0,3798 25 0,4519
17 0,2115 15 0,0048 31 0,1538 26 0,0385
18 0,0048 32 0,0577

D= 10,762 D= 0.468 D = 0.736 D= 0.690

Allele Jloci DYS19, DYS389I, DYS389ll i DYS390 wystepujgce w populacji
kujawsko-pomorskiej sg identyczne =z allelami obserwowanymi w innych
populacjach na $wiecie, cho¢ allel 18 locus DYS19, wykryty w naszej populacji,
wystepuje w innych populacjach europejskich bardzo rzadko, tylko 6 razy na
7784 probek zarejestrowanych w bazie YHRD, w tym w dwéch innych popula-
cjach z terenu Polski.

Ws$rdéd badanych 208 probek DNA stwierdzono wystepowanie 85 odmiennych
haplotypéw chromosomu Y, okreslonych przez allele loci DYS19, DYS389l,
DYS389l1l i DYS 390, wsrdd ktorych cztery wystepowaty z czestoscig wiekszg niz
5%. Piec¢dziesigt haplotypow pojawito sie tylko raz w badanej prébce. Wszystkie
oznaczor.e haplotypy oraz czestosci ich wystepowania przedstawiono w Tabeli Il.

Na podstawie otrzymanych danych podjeto probe okreslenia wzajemnych
zaleznosci pomiedzy haplotypami loci DYS19, DYS389I, DYS389ll i DYS390
wystepujgcymi w populacji kujawsko-pomorskiej. Dla tych haplotypow, ktore
zaobserwowano w badanej prébce co najmniej 2 razy wykreslono diagram
ilustrujgcy podobienstwa pomiedzy nimi (Rycina 1). Przyjeto, ze dwa dowolne
haplotypy sg podobne, jesli réznig sie miedzy sobg wytagcznie w jednym Jocus
a réznice miedzy allelami stanowi dla danej pary haplotypéw nie wiecej niz jedna
jednostka repetytywna.

Na podstawie analizy diagramu podobienstw stwierdzono, ze haplotypy loci
DYS19, DYS389l, DYS389ll i DYS390 wystepujace najczesciej w populacji
kujawsko-pomorskiej (haplotypy nr 1, 2 i 3 wg numeracji z Tabeli Il) charaktery-
zujg sie wysokim wzajemnym podobienstwem oraz sg podobne do innych,
rzadszych haplotypéw wystepujgcych w tej populacji. Zaobserwowano réwniez
wystepowanie grupy haplotypdw wzajemnie do siebie podobnych, ktére
odrézniaty sie od pozostatych haplotypow w badanej populacji (haplotypy nr 4, 8,
14, 20, 22, 23, 24 i 25). Dla haplotypéw oznaczonych numerami: 9, 16, 21, 30
i 35 nie znaleziono w obrebie badanej grupy zadnych haplotypéw podobnych,
cho¢ haplotypy 21, 30 i 35 wykazywaty podobienstwo do haplotypéw oznaczo-
nych odpowiednio numerami:46, 48 i 80, ktére, ze wzgledu na jednokrotne
wystgpienie w badanej probce, nie zostaly ujete na diagramie.
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Tabela Il. Czestosci haplotypéw chromosomu Y dla Jloci DYS19, DYS389l,
DYS3891l i DYS290 w populacji kujawsko-pomorskiej; Nr - numer
haplotypu, LH - ilo§¢ haplotypéw danego typu w badanej populacji,
p - procentowa czestos¢ haplotypu.

Table Il. Haplotype frequencies for DYS19, DYS389I, DYS389Il and DYS290
loci in the Pomerania - Kujawy region. Nr - haplotype number, LH -
haplotype count, p - haplotype freguency (in %).

Nr| DYS | DYS | DYS | DYS | LH p ||Nr| DYS | DYS | DYS | DYS | LH p |

19 3891 | 38911 | 390 19 3891 | 389l | 390 :]
1] 18 13 30 25 17 | 817 144 14 13 30 24 1 I
2| 17 13 30 25 16 | 769 |45 14 13 30 25 1 f
3 16 13 29 25 13 8,25 | 146 14 14 30 23 1 i
4 14 12 28 22 12 577 147 14 12 27 22 1 1
5| 18 13 31 24 7 48| 14 12 28 24 1 i
6| 16 13 31 25 7 | 337 [[a9] 14 12 29 22 1 :
T 17 13 29 25 7 50| 14 12 30 23 1
8 14 13 29 24 <] 2,89 (151 15 13 28 23 1
9| 13 13 30 24 5 52| 15 13 29 22 1
10| 15 13 29 25 5 2,40 | (s3] 15 13 29 24 i
11| 18 13 30 24 5 54| 15 13 | 30 23 1
12| 15 13 30 24 4 1op |158] 15 13 31 23 1
13| 15 13 30 25 4 ; 56| 15 13 31 25 1
14| 14 13 29 23 8 57| 15 14 30 22 1
15| 15 13 32 24 3 58| 15 14 30 25 1
16| 15 12 29 22 3 144 11581 15 15 31 24 1
17] 18 14 31 25 ) ' 60| 15 11 27 25 1
18| 17 13 30 24 3 61| 15 12 28 22 1
19| 17 13 31 25 3 62| 15 12 30 22 1 |
20| 14 13 28 22 2 63| 15 12 30 25 1
21 14 14 3 23 2 64| 18 13 28 25 1
22| 14 | 12 | 28 | 23 | 2 66 16 | 13 | 30 [ 23 | 1 | %% |
23| 14 12 29 23 2 66| 16 13 32 25 1 f
24| 14 12 29 24 2 67| 16 14 a0 24 1 :
25| 1§ 13 29 23 2 68| 16 14 31 24 1 1
26| 15 | 13 | 29 | 26 2 69| 16 | 14 | 32 | 23 1 |
27| 15 13 30 25 2 0.95 70| 18 12 28 23 1
28| 15 13 31 24 2 ! 71| 16 12 29 23 1

1 4 1 1
g 12 :2 :3 ;i g ;g 12 :g ig :g : Ryc. 1. Ocena podobienstwa haplotypéw wystepujgcych w populacji kujawsko-
31| 16 13 29 24 ) 74| 17 13 29 24 1 pomorskiej. Na diagramie ukazano wszystkie haplotypy, ktére wystgpity
32| 18 13 32 24 2 75| 17 13 29 26 1 w badanej populacji co najmniej 2 razy. Numeracja odpowiada numerom
33] 18 14 30 25 2 76| 17 13 32 24 1 haplotypow z Tabeli Il. Wielko$¢ okregu odzwierciedla czesto$¢ danego
g; :; :3 gg 22 ; ;; :; :: gg gg : haplotypu w populacji. Podobiefistwo danej pary haplotypéw wskazuje
38| i3 3 58 >4 3 791 17 7 30 28 3 tgczaca je linia. Linia przerywana tgczy ze sobg grupe haplotypdéw, ktére
37| 13 13 29 24 1 80| 17 14 31 25 1 sgwzajemnie podobne i ré6zne od reszty haplotypéw w badanej grupie.
38| 13 13 30 23 1 81| 17 14 32 23 1 Fig. 1. Similarities beteween haplotypes observed in the Pomerania - Kujawy
33 }g 13 2‘3 ‘2?3 : 0.48 g§ ‘; ‘; 32 | 24 1 population. The diagram shows all haplotypes that occured at least twice
| 14 13 2; 52 ] 84 :7 12 :g g: : in our population sample. Haplotype numbers are the same as in the Ta-
42| 14 13 29 25 1 85| 18 13 30 25 1 ble II. The circle size reflects haplotype frequency. Similar haplotypes are
43| 14 13 30 23 1 Razem: | 208 100 connected by lines. Dashed lines connect haplotypes which are mutually

similar and distinct from all other haplotypes in the group.
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Dla czterech haplotypéw Jloci DYS 19, DYS389I, DYS389Il i DYS390 wystepuja-
cych najczesciej w populacji kujawsko-pomorskiej uzyskano z bazy YHRD dane
opisujgce ich wystepowanie w innych populacjach. Doboru populacji dokonano na
podstawie kryteriow geograficznych i etnicznych tak, aby stanowity one mozliwie
reprezentatywng probke populacji europejskich. Wyniki poréwnania czestosci
wystepowania wybranych haplotypéw na terenie Europy przedstawiono na Rycinie 2.
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Ryc. 2. Poréwnanie dystrybucji najczestszych w populacji kujawsko-pomorskiej
haplotypéw w wybranych populacjach europejskich.

Fig. 2. A comparison of haplotype distribution in different European populations
for the four most common haplotypes in the Pomerania - Kujawy popu-
lation sample.

DYSKUSJA

Loci mikrosatelitarne chromosomu Y, mimo Ze pod wieloma wzgledami
podobne do Joci autosomalnych, speiniajg odmienng od nich funkcje
w badaniach z zakresu identyfikacji osobniczej. Ze wzgledu na wystepowanie
silnego sprzezenia genetycznego i brak rekombinacji, Y-STR nie sg tak
efektywnym narzedziem identyfikacyjnym, jak autosomalne Jloci STR (4).
Wymienione cechy sprawiajg jednak, ze Y-STR mogg spetniaé pewne funkcije,
ktére czynig je uzytecznymi. Rozwdj technik analizy mikrosatelitéw chromosomu
Y umozliwit opracowanie szybkich metod identyfikacji linii ojcowskiej opartych na
technice PCR i rozdziale elektroforetycznym z wykorzystaniem fluorescencyjnych
metod detekcji fragmentéw DNA. Mozliwosci te znajdujg szczegolne zastosowa-
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nie w trudnych przypadkach analizy pokrewienstwa, gdy dostepny jest wytgcznie
material poréwnawczy od oséb niespokrewnionych w pierwszej linii (6).
Mozliwosci takie do niedawna oferowata jedynie analiza DNA mitochondrialnego
(2). Ze wzgledu na niewielkie rozmiary alleli Y-STR mozliwa jest ich amplifikacja
ze zdegradowanego DNA co czyni je doskonatym narzedziem wspomagajgcym
i uzupetniajgcym analize genetyczng $ladow biologicznych (7). Inne zastosowa-
nia Joci mikrosatelitarnych chromosomu Y obejmujg wykorzystanie danych
populacyjnych uzyskanych dla tych Joci do wzbogacania wiedzy o pochodzeniu
ludzkich zbiorowisk zamieszkujgcych okreslony region geograficzny (9).
Jednoczesnie, ze wzgledu na czynniki biologiczne, historyczne i kulturowe
regulujgce przeptyw chromosomoéw Y miedzy pokoleniami, obecnie istniejgce
populacje wykazujg duze zréznicowanie pod wzgledem czestos$ci wystepowania
poszczegdlnych haplotypédw chromosomu Y (13). Rdéznice te mogg by¢ tak duze,
ze w niektorych przypadkach mozliwe jest okreslenie na podstawie markerow
genetycznych chromosomu Y regionu geograficznego Ilub grupy etnicznej,
z ktérej pochodzi dany mezczyzna (4).

W zastosowaniach Y-STR dla potrzeb identyfikacji osobniczej na plan
pierwszy wybija sie zatem potrzeba szczegétowego poznania struktury populacji,
z ktérej pochodzg mezczyzni, ktérych DNA jest przedmiotem badan. Czestosci
alleli Jloci DYS19, DYS389l, DYS389ll i DYS390 oznaczone w populacji
kujawsko-pomorskiej roéznig sie od czestosci opublikowanych dla innych
populacji (5), natomiast zréznicowanie genetyczne tych Joci osigga wartosci
zblizone. Zjawisko zréznicowania czestosci alleli loci Y-STR w réznych
populacjach jest powszechnie obserwowane i wigze sie ze specyficznym
sposobem dziedziczenia chromosomu Y(13).

Wewnetrzna struktura populacji uzalezniona jest od zmian liczebnos$ci popu-
lacji efektywnej, ewentualnego doptywu lub ubytku chromosoméw Y (w wyniku
migracji, choréb, wojen itp.) oraz od czestotliwosci mutacji w obrebie analizowa-
nych markerow genetycznych (4). Przeprowadzona analiza podobienstwa
haplotypéw w populacji kujawsko-pomorskiej wykazata istnienie silnych powigzan
miedzy haplotypami najczestszymi w tej populacji. Wynik taki moze by¢ efektem
rzeczywistych zwigzkéw pomiedzy poszczegdlnymi haplotypami, wynikajgcych
z przechodzenia jednych haplotypow w inne na drodze mutacji, ale moze réwniez
odzwierciedla¢ inne zjawiska, jak np. domieszki obcych haplotypéw, ktére sag
identyczne badz podobne do haplotypéw juz wystepujgcych w populaciji.
O wystepowaniu takiego zjawiska moze $wiadczy¢é obecno$é w badanej
populacji catej grupy haplotypéw podobnych do siebie i réznych od pozostatych
jak réwniez obecnos$¢ haplotypdw, ktére nie wykazujg podobienstwa do zadnego
z pozostatych haplotypoéw wystepujgcych w badanej populacji. Nalezy réwniez
zauwazy¢, ze przyjety na potrzeby niniejszej pracy model powstawania nowych
haplotypéw loci Y-STR na drodze insercji bgdz delecji pojedynczych powtdrzen,
cho¢ najbardziej prawdopodobny, nie musi by¢ prawdziwy dla kazdego przypadku
powstania nowego haplotypu (12). Nie mozna réwniez wykluczyé, ze haplotypy,
ktére sg identyczne w =zakresie badanych loci, po przeprowadzeniu analizy
dodatkowych Joci Y-STR zostang zakwalifikowane do odmiennych grup. Analiza
dodatkowych loci Y-STR dla badanego zestawu probek jest obecnie w toku.
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Ze wzgledu na, spowodowane sprzezeniem genetycznym, wspolne dziedzi-
czenie catych zestawow alleli chromosomu Y, w przypadku poréwnan miedzypo-
pulacyjnych konieczna jest analiza roznic czestosci catych haplotypow.
Przeprowadzone poréwnania miedzypopulacyjne wykazaly, ze haplotypy, ktére
sg najczestsze w populacji kujawsko-pomorskiej, wystepuja réowniez stosunkowo
czesto w populacjach Europy wschodniej i centralnej oraz w populacjach
Stowian, natomiast przewaznie nie wystepujg (lub ich czestosci sg znaczgco
odmienne), w populacjach Europy Potudniowej. Na szczegdlng uwage zastuguje
haplotyp oznaczony w Tabeli |l numerem 2, ktérego czestos¢ wystepowania
w populacjach Polskich (Bydgoszcz, Gdansk, Wroctaw i Warszawa) jest wyzsza
niz w pozostatych badanych populacjach Europy.

Przedstawione wyniki sg kolejnym etapem badan majacych na celu mozliwie
petne zidentyfikowanie polimorfizmu ludzkiego chromosomu Y w populacji
Pomorza i Kujaw. Wspomniane juz rozszerzenie prowadzonych badan o kolejne
loci oraz zwiekszenie ilosci osobnikéw w badanej prébce powinno pozwoli¢ na
petniejsze zrozumienie zréznicowania genetycznego tego chromosomu i lepsze
jego wykorzystanie w dziedzinie identyfikacji osobniczej.
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