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Poréwnanie homogennos$ci rozktadu genotypéw locus YCAIlI pomiedzy
prébka populacyjng z Polski a innymi dotychczas opublikowanymi dla Europy
danymi wykazato bardzo znamienne réznice w ich rozkltadzie dla wszystkich
poréwnywanych par za wyjatkiem populacji Stowenii (tab. Il). Obserwacje te
potwierdzajg znamienne statystycznie réznice w homogennosci rozktadu
obserwowane dla innych loci typu Y-STR pomiedzy populacjg polskg a innymi
populacjami Europy Zachodniej (6).
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Polimorfizm locus DXS1062 w populacji polskiej

Polymorphism of the DXS1062 locus in a Polish population
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W pracy przedstawiono dane populacyjne dla dwunukleotydowego locus typu STR -
DXS1062 sprzezonego z chromosomem X. Badaniom poddano 161 dorostych
niespokrewnionych o0s6b (kobiet i mezczyzn), mieszkancéw Polski podtnocnej.
W analizowanej populacji wykazano 21 réznych fenotypow i 9 réznych alleli. Allele te
poddano sekwencjonowaniu, skonstruowano z nich drabine i zaproponowano ich
nazewnictwo zgodnie z wytycznymi komisji ISFG. Najczesciej wystepowaty allele 20 i 21.
Obliczono parametry statystyczne. Uzyskana wysoka sita dyskryminacji, szansa
wykluczenia ojcostwa, sita wykluczenia, jak réwniez korzystna zawartos¢ informaciji
genetycznej czynig badany uktad przydatnym markerem w genetyce sadowe;j.

This paper presents the results of a population study of a dinucleotide STR marker
DXS1062. Blood samples were obtained from unrelated adult individuals (males and
females) living in the northern part of Poland. In the analyzed population, 21 different
phenotypes and 9 alleles of the DXS1062 locus were found. The alleles were sequenced
and used for the construction of an allelic ladder. The nomenclature in accordance with
ISFG guidelines was proposed. The most freguent alleles were 20 and 21. Statistical
parameters (PR, PM, PD, PIC) showed that the examined system is useful in forensic
medicine.

Stowa kluczowe: STR, chromosom X, locus DXS1062, genetyka
populacyjna
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WSTEP

W ciggu ostatnich lat STR-y staty sie nieodzownym narzedziem badawczym
w genetyce sgdowej. Szeroko podkreslane jest znaczenie autosomalnych
markerow DNA chromosomu Y. Zdecydowanie mniej publikacji poswiecono dotgd
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polimorfizmowi chromosomu X, ktéry moze by¢ bardzo przydatny w analizie
niektérych spraw sgdowych. Nalezg do nich np. przypadki ustalenia pokrewienstwa
miedzy babcig a wnuczkg, a takze sprawy o dochodzenie ojcostwa, gdy spornym
dzieckiem jest dziewczynka. Mezczyzna przekazuje chromosom X wszystkim
swoim corkom, a poniewaz jest hemizygotg. pod wzgledem tego chromosomu,
$rednia szansa wykluczenia ojcostwa w oparciu o analize markerow chromosomu
X moze by¢ wyzsza niz dla autosomalnych loci (4).

Do tej pory w locus DXS1062 zidentyfikowano 9 alleli (18-26) obejmujgcych
wielkos¢ od 97-111pz. Jednostke repetytywng stanowi sekwencja dwunukleoty-
dowa (CA)..

MATERIAL | METODY

lzolacja genomowego DNA

DNA izolowano z krwi obwodowej pobranej na antykoagulant EDTA (1,5 mg/ml)
oraz ze $liny 161 niespokrewnionych os6b mieszkancéow Polski pdtnocnej. Do
ekstrakcji DNA zastosowano nieenzymatyczng metode wg Lahiri (5) oraz zestaw
~Sherlock AX" f-my A&A Biotechnology. Stezenie DNA oznaczono metodg detekcji
fluorymetrycznej (Fluoroskan Ascent FL, ThermolLabsystems) z zastosowaniem
odczynnika PicoGreen®ds DNA Quantitation Kit f-my Molecular Probes (9).

Amplifikacja DNA

45-52 ng genomowego DNA amplifikowano przy uzyciu termocyclera Gene-
Amp® PCR System 9700 f-my Applied Biosystems stosujgc komercyjny zestaw
do amplifikacji ABI PRISM Linkage Mapping Sets v2.5 - MD10 Panel 84 f-my
Applied Biosystems (6, 7).

Mieszanina reakcyjna dla locus DXS 1062 o catkowitej objetosci 15 ul zawie-
rata:

10x GeneAmp® PCR Buffer -1,5ul
Nukleotydy (200 uM dNTP) -1,5ul
Primer mix (5uM kazdy primer) -1,0pl
25mMMgCl, -1,5ul
AmpliTag Gold® DNA Polimerase (5U/ul) -0,12pl
woda destylowana -8,18pl
DNA (45-52 ng) -1,2ul

Amplifikacje prowadzono w nastepujgcych warunkach:
- 12 min. wstepna denaturacja w 95°C
- 10 cykli (15 s w 94°C, 15 s w 55°C, 30 sw 72°C),
- 20 cykli (15 sw 89°C, 15 s w 55°C, 30 sw 72°C)
- 10 min koncowego wydtuzania nici DNA w 72°C.
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Elektroforeza i detekcja alleli

Po amplifikacji produkt PCR (0,5 ul) zmieszano z 0,15 ul wewnetrznego
standardu wielko$ci GeneScan’ -500 LIZ™ (Applied Biosystems) i 12 pl
dejonizowanego formamidu, po czym przeprowadzono denauracje w 95°C przez
5 min i szybko umieszczano w lodzie. Po 5 sekundowym nastrzyku produkty
rozdzielano metoda elektrofororezy kapilarnej na automatycznym sekwenatorze
ABI Prism 310 (Applied Biosystems) przez 24 min w 60°C przy 15 kV przy
zastosowaniu polimeru POP-4 oraz kapilary o dtugosci 47 cm i 50 pm $rednicy.

Wyniki analizowano przy uzyciu programu komputerowego GeneScan Analy-
sis Software wer. 3.7 (Applied Biosystems), CEPH control DNA 1347-02
(Applied Biosystems), NCBI Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) oraz CEPH
Genotype Database (http://www.cephb.fr/cephdb).

Reakcja sekwencjonowania

W celu skonstruowania drabiny alleli dla badanego locus sekwencjonowa-
niu poddano probki z wybranymi allelami, pochodzgce od mezczyzn, réznigce
sie pomiedzy sobg wielkosciami fragmentéw. Kazdy badany allel oddzielnie
poddano ponownej amplifikacji, przy czym objetoS¢ mieszaniny reakcyjnej
zwiekszono do 20 pl. Produkty amplifikacji oczyszczano ze starteréw
i nukleotydow na kolumienkach Microcon YM-100 (Millipore). Do kazdego
amplifikatu dodano 480 pl wody HPLC i poddano wirowaniu. Po zwirowaniu
przesacz odrzucano, a supernatanty uzupetniano po 450 pl wody HPLC kazdy
i ponownie wirowano w tych samych warunkach. Nastepnie kolumienki
umieszczano w nowych jatowych probdwkach i wirowano. Stezenie oczyszczo-
nych produktéw oznaczono metodg detekcji fluorymetrycznej (Fluoroskan
Ascent, Thermolabsystems) z zastosowaniem odczynnika PicoGreen®dsDNA
Ouantitation Kit f-my Molecular Probes.

Do sekwencjonowania wykorzystano stosujgc zestaw ABI Prism BigDye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits. Stosowano 5 ng kazdego badanego
produktu, 1.6 pmol nieznakowanego fluorescencyjnie primera P* o sekwencji 5'-
GTT GCC TGT TAA GCA CTT TGA ATC-3 w fgcznej objetosci 10 pl.

Reakcja sekwencjonowania przeprowadzono w nastepujgcych warunkach:
- 12 min wstepna denaturacja w 95°C
- 10 cykli (15 s w 94°C, 15 s w 55°C, 30 s w 72°C),
- 20 cykli (15 sw 89°C, 15 sw 55°C, 30 s w 72°C)
- 10 min koncowego wydtuzania nici DNA w 72°C.

Produkty sekwencjonowania oczyszczano przez precypitacje 95% etanolem
w obecnosci 3M octanu sodu. Po 20 min precypitacji w temperaturze pokojowej
probki wirowano przy 14 tys. rpm przez 20 min. Usuwano supernatanty,
a produkty przemywano 70% etanolem. Po zworteksowaniu i zwirowaniu etanol
usuwano, a produkty suszono w 90°C przez 1 min. izawieszano w 12 pl
dejonizowanego formamidu.
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Rozdzial produktow reakcji sekwencjonowania metoda elektrofore-
zy kapilarnej

Po dwuminutowej denaturacji w 95°C probki szybko schtadzano w lodzie. Tak
przygotowane produkty rozdzielano metodg elektroforezy kapilarnej na
sekwenatorze ABI Prism 310, w kapilarze 47 cm x 50 urn wypetnionej denaturu-
jacym polimerem POP-6 (Applied Biosystems) przy nastrzyku 2 kV przez 30 s
i pdzniejszym rozdziale przez 28 min przy 15 kV.

Do analizy uzyskanych wynikéw zastosowano program komputerowy Sequ-
encing Analysis 3.7 (Applied Biosystems).
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Tabela Il. Parametry wskazujgce na przydatnos$¢ locus DXS1062 w medycynie

sgdowej.

Table Il. Statistical parameters of the usefulness of the DXS1062 locus in

forensic medicine.

WYNIKI | DYSKUSJA

Rozktad czestosci alleli locus DXS1062 w analizowanej populacji z terenu
Polski pétnocnej przedstawiono w tabeli I.

Tabela I. Rozktad alleli locus DXS1062 w populacji Polski pétnocne;.

Locus DXS1062 kobiety mezczyzni
DXS1062 locus females males
Sita dyskryminacji
Discrimination power (PD) 0,903 0,789
Wskaznik informacji genetycznej 074
Polymorphism information content (PIC) ’ -
Heterozygotycznosé 081
Heterozygosity (HET) ’ -
Szansa wykluczenia ojcostwa 0753
Mean paternity exclusion chance (MEC) ’ -

Table |. Distribution of DYS1062 alleles in the northern Polish population.
llos¢
i zaobserwo-
llo§¢ zaobserwo-
Sekwencja Fragment wana wana
Sci Czestos¢
Allel Repetytywna dlugosm Czestos¢ Number ¢
(bp) Number observed
Allele R titi Frequenc observed Fre-

epetitive Fragment ) q y quency

sequence kobiety (females) . .

length (bp) mezczyzni

(n=79)
(males)

(n=282)
18 | ... (AC)is..... 97 2 0,0127 2 0,0244
19 | ... (AC)i9..... 99 12 0,0759 10 0.1220
20 | ... (AC).,.... 101 55 0,3481 27 0,3293
21 | (AC),i.... 103 40 0,2532 18 0,2195
22 | (AC)...... 105 9 0,0570 3 0,0366
23 | (AC),,.... 107 14 0,0886 4 0,0488
24 | (AC) 109 24 0,1519 15 0,1829
25 | (AC)...... 111 1 0,0063 3 0.0366

26 | ... (AC).,.... 113 1 0,0063 _ B

W DNA 161 badanych oséb wykazano 9 réznych alleli locus DXS1062 z 10

do tej pory zidentyfikowanych. Najczestszymi byty allele 20 i 21.

W oparciu o wyniki badan populacyjnych obliczono parametry charakteryzu-
jace przydatno$¢ locus DXS1062 w medycynie sgdowej: w badaniach identyfika-

cyjnych oraz w dochodzeniu ojcostwa i zestawiono je w tabeli Il.

Powyzsze parametry, a szczegdlnie wysoka wartos¢ sity dyskryminacji
a takze wysoki stopien polimorfizmu decydujg o duzej przydatnosci badanego
uktadu w medycynie sgdowej. Poréwnanie homogennosci rozktadu alleli locus
DXS1062 pomiedzy danymi z populacjg Polski poétnocnej oraz populacjg
kaukaskg (1) wykazato brak réznic w ich rozktadzie.
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W populacji Gérnego Slaska, wérdd uczestnikow spraw spornego ojcostwa znaleziono
rzadkie, pozadrabinowe allele w czterech STRowych loci, rutynowo fenotypowanych
wsadowym ustalaniu wiezéw pokrewienstwa. Allele VWA*12 i 21, CSF1P0O*16,
D13S317*6 oraz TPOX*5 wystgpity odpowiednio z czestoscig 0.0006 i 0.0006, 0.0005,
0.0006 oraz 0.0005.

Among individuals (participants of paternity testing) from the Upper Silesia region rare,
out-ladder alleles in four STRs (routinely used in paternity testing) were found. There are
alleles: VWA*12 and 21, CSF1PO*16, D13S317*6 and TPOX*5 with the following
frequency: 0.0006 and 0.0006, 0.0005, 0.0006 and 0.0005.

Stowa kluczowe: STRowe loci, pozadrabinowe allele, populacja
gérnoslgska
Key words: STRloci, out-ladder alleles, the Upper Silesia population

WPROWADZENIE

Wysoce polimorficzne sekwencje genomowego DNA typu STR (short tandem
repeat) sg nieocenione w opiniowaniu spraw spornego ojcostwa. Rutynowo,
w sgdowym ustalaniu ojcostwa w KMS SAM w Katowicach oznacza sie je od
1999 roku. Obecnie badane osoby fenotypuje sie w 12 STRowych loci w oparciu
o drabiny alleliczne, bedace zbiorem powszechnie wystepujacych alleli w danym
lokus.

Jednak wéréd osobnikéw z regionu Gérnego Slagska znaleziono rzadkie, pozad-
rabinowe alllele w czterech sposréd 12 loci. Czestosci wystepowania powszech-
nych alleli przedstawiajg prace Raczek (12, 14) oraz Raczek i wsp., (13).



