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Mutacja locus DYS389I wykryta podczas identyfikacji zaginione;

osoby

A mutation within DYS389I locus in the missing person identification case
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W Pracowni Hemogenetyki Zaktadu Medycyny Sadowej
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Collegium Medicum, prze-
prowadzono badanie identyfikacyjne zwtok mezczyzny
nie rozpoznanych na podstawie ogledzin. Materiatem
poréwnawczym byto DNA brata zaginionej osoby. Wy-
konane badanie 16 loci STR chromosomu Y czlowieka
ujawnito rozbiezno$¢ miedzy zbadanymi haplotypami
w zakresie 1 uktadu (DYS389I). Analiza 15 autosomalnych
uktadéw STR pozwolita na potwierdzenie, ze identyfiko-
wany mezczyzna i brat zaginionego sa rodzenstwem.
Wynik badania haplotypéw DNA chromosomu Y u braci
zinterpretowano jako mutacje w uktadzie DYS389I.
Uwzglednienie tej mutacji w obliczeniach biostatystycz-
nych nie zmniejszyto mocy identyfikacyjnej badania, ze
wzgledu na bardzo duze prawdopodobienstwo identy-
fikacji na podstawie badania loci autosomalnych oraz
niewystepowanie ustalonych haplotypéw STR Y wsréd
zbadanych préb populacyjnych.

An identification case is presented, in which a body of
a deceased man was not recognized by his brother due
to the corpse decomposition. The comparative material
included DNA originating from the brother of the missing
individual. In the Hemogenetics Laboratory of the
Forensic Medicine Department, Jagiellonian University
Medical College, bone tissue samples were genotyped for
16 STR loci on the chromosome Y and found concordant
with the brother’s reference sample, except a single
locus DYS389I. Extended analysis for 15 autosomal
STR loci confirmed that these men were brothers. Thus,
a new mutation was encountered in DYSS389I. When
included in the biostatistical calculations, the mutation
did not diminish the cumulative likelihood ratio of sibship

because of the very high likelihood based on autosomal
loci analysis and nonexistence of the Y chromosome
haplotypes in the known population databases.

WSTEP

Podczas identyfikacji zwtok ludzkich prowadzo-
nej w oparciu o badanie materiatu genetycznego
czesto napotykanym problemem jest niewielka
ilo§¢ materiatu biologicznego ijego silna degra-
dacja. Dostepno$¢é materiatu poréwnawczego
pochodzacego od krewnych osoby identyfikowanej
réwniez bywa ograniczona. W przedstawionym
przypadku identyfikacji szczatkbw mezczyzny je-
dyny dostepny materiat poréwnawczy pochodzit
od brata zaginionego. Przystepujac do badarn DNA
rozpatrywano trzy mozliwosci ich przeprowadzenia:
1) w zakresie zestawu ukfadéw polimorficznych
DNA genomu jadrowego wielu chromosomdéw, 2)
na podstawie haplotypu ukfadéw polimorficznych
chromosomu Y lub X, oraz 3) przez poréwnanie
regionu hiperzmiennego DNA mitochondrialnego.
Zaletg badania wielu niesprzezonych ukfadéw po-
limorficznych genomu jadrowego jest mozliwo$¢
przeprowadzenia wiarygodnych obliczen biosta-
tystycznych prawdopodobienstwa identyfikacji [1,
2]. Ograniczeniem badania loci autosomalnych,
w przypadku dostepnosci prébki poréwnawczej
tylko od jednej osoby z rodzenstwa, jest brak mozli-
wosci jej wykluczenia, a takze silna zalezno$¢ praw-
dopodobienstwa identyfikacji od populacyjnych
czestosci wspdlnych dla obu zbadanych oséb alleli.
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Ustalenie haplotypu chromosomu Y jest skuteczng
metoda wykluczenia pokrewienstwa miedzy osoba
identyfikowana a jego bratem [3], natomiast w przy-
padku braku réznic haplotypowych oséb zbadanych,
prawdopodobienstwo ich pokrewienstwa jest jedynie
szacunkowe i oparte na empirycznej czestosci tego
haplotypu w bazach danych. Podobna mozliwo$¢,
wykluczenia pokrewienstwa albo oszacowania praw-
dopodobienstwa identyfikacji na podstawie czestosci
empirycznych wariantu sekwencji DNA, dotyczy
badania genomu mitochondrialnego w zakresie jego
sekwencji zmiennej petli D. Badanie to jest najmniej
zalezne od ograniczonej dostepnosci materiatu
genetycznego, a w przeciwienstwie do haplotypu
chromosomu Y dowodzi wspdlnego przodka pici
zenskiej miedzy osobami badanymi, jednakze jest
najbardziej czasochtonne.

W przedstawionym przypadku identyfikacje zwtok
podijeto poczatkowo w oparciu 0 badanie haplotypu
chromosomu Y zaktadajac, ze w przypadku pokrewien-
stwa bracia powinni mie¢ identyczny zestaw ojcowskich
alleli w zakresie analizowanych loci. W konsekwencji
uzyskanego wyniku, zakres analizy genetycznejrozsze-
rzono do loci autosomalnych, co ostatecznie pozwolito
otrzymac rozstrzygajacy wynik.

MATERIAL | METODY

Materiatem do badania byly prébki tkanki po-
brane w czasie sgdowo-lekarskiej sekcji zwtok
mezczyzny, ktérego zwioki ujawniono 4 miesigce
wczesniej: fragment kostny mostka i zebra oraz
pojedynczy zab — kiet. Materiatem poréwnawczym
byt wymaz z jamy ustnej pobrany od brata zaginio-
nego mezczyzny.

DNA izolowano komercyjng metodg enzymatycz-
ng, z uzyciem minikolumn adsorpcyjnych (Sherlock
AX, A&A Biotechnology, Polska). Fragmenty tkanek
przygotowano poprzez doktadne mechaniczne
usuniecie zabrudzen zewnetrznych, zmycie woda
dejonizowanag, a nastepnie odwapnienie w roztwo-
rze zawierajacym Tris/EDTA. DNA z wymazéwki po-
brane od brata zaginionego mezczyzny izolowano
bez uprzedniego przygotowania, tg sama metoda.

Uzyskane DNA amplifikowano przy zastosowaniu
zestawu AmpF/STR Y-Filer™ (Applied Biosystems,
USA), bedacego multipleksem dla 16 loci typu
krotkich powtérzen wielokrotnych chromosomu
Y cztowieka (STR-Y), i poddano analizie na zelu
poliakrylamidowym postugujgc sie sekwenatorem
ABI Prism 377 (Applied Biosystems, USA). Pomiar
dtugosci fragmentéw DNA i genotypowanie wyko-
nano programem komputerowym Genotyper v3.7
przyporzadkowujgcym nazwy alleli na podstawie

MUTACJA LOCUS DYS389I

Nr 3

poréwnania zamplifikowanych fragmentéw z wzor-
cem fragmentoéw allelicznych zawartym w zestawie.
Wynik tego badania przedstawiono w tabeli I.

Tabelal. Genotypy AmpF€ STR Y-Filer™ wykazane w zba-
danych fragmentach kostnych i u brata zaginionego.

UKLAD ;\rlglgm. mostka iNe,\tl)ro \z/\/j)./r:s?tf\ej
DYS456 16 16 16
DYS389I 14 14 13
DYS390 26 26 26
DYS389ll 31 31 31
DYS458 17 17 17
DYS19 15 15 15
DYS385a/b |12-14 12-14 12-14
DYS393 13 13 13
DYS391 11 11 11
DYS439 10 10 10
DYS635 24 24 24
DYS392 11 11 11

Y GATAH4 |12 12 12
DYS437 14 14 14
DYS438 12 12 12
DYS448 21 21 21

Tabela Il. Genotypy Ampr STR Identifiler wykazane w zba-
danych fragmentach kostnych i u brata zaginionego.

UKLAD f,\rlglgm. mostka 2Ne,\ll)ro \z/\lj\./l.rr;?rfej
D8S1179 |12 12 12-13
D21S11 |29 29 29-31.2
D7S820 |11 11 10
CSF1PO  [10-11 10-11  [10-12
D3S1358 |[15-17 15-17  [15-17
THO1 6-8 6-8 6
D13S317 |[12-14 12-14 |12-14
D16S539 |11 11 11-13
D2S1338 |[21-23 21-23 |21-23
D19S433 [14-15 14-15 |14-15
VWA 18-19 18-19 [18-19
TPOX 8 8 8
D18S51  [16-21 16-21 [16-21
D5S818  [11-12 11-12 [11-12
FGA 22-25 25 21
PLEC XY XY XY
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Badanie 15 loci autosomalnych oraz genu
AMELX/AMELY wykonano postugujac sie zestawem
AmpF/STR-IDENTIFILER (Applied Biosystems,
USA) zgodnie z zaleceniami producenta. Rozdziat
produktéw amplifikacji i genotypowanie zostaty
wykonane w taki sam sposob, jak dla STR zlokalizo-
wanych na chromosomie Y, a wyniki przedstawiono
w tabeli II.

Obliczenia prawdopodobienstwa identyfikacji
zaginionego mezczyzny jako brata osoby, od
ktoérej pobrano materiat poréwnawczy, dokonano
korzystajgc z programu komputerowego DNA-View
wersja 27.12, postugujac sie czestosSciami alleli
charakterystycznymi dla populacji polskiej.

Wystepowanie stwierdzonych haplotypow
chromosomu Y w populacji zbadano postugujac
sie bazg populacyjng oferowang przez producenta
zestawu AmpF/STR Y-Filer'™ na stronie internetowej
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Applied Biosystems: http://www.appliedbiosystems.
com/yfilerdatabase.

WYNIKI

Analiza poréwnawcza cech genetycznych chro-
mosomu Y wykazata w materiale wyizolowanym
z fragmentu mostka i fragmentu zebra NN zwiok
identyczny profil w zakresie wszystkich 16 zbada-
nych uktadéw STR-Y. W materiale poréwnawczym
pobranym od brata zaginionego mezczyzny rowniez
ustalono kompletny profil chromosomu Y w zakresie
16 badanych uktadow. Haplotyp ten réznit sie jednak
od profilu charakteryzujgcego materiat sekcyjny
zwtok NN mezczyzny, bowiem w ukfadzie DYS389I
stwierdzono w materiale poréwnawczym allel 13,
a w materiale sekcyjnym allel 14 (tab. I, ryc. 1).

Ryc. 1. Fluoregram ukfadu DYS289I ilustrujgcy mutacje u rodzenstwa. Gérne dwa allele wykazano w materiale

z tkanki kostnej, dolny pochodzi od brata zaginionego.
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W zakresie 15 loci autosomalnych ustalono
kompletny profil genetyczny identyfikowanego
mezczyzny w materiale genetycznym izolowanym
z kostnego fragmentu mostka. Wynik badania DNA
tego mezczyzny uzyskany z pobranego fragmentu
zebra byt zgodny, z wyjatkiem uktadu FGA, w ktorym
stwierdzono obecnos¢ tylko jednego z dwoch alleli
wykazanych podczas analizy fragmentu mostka
(ryc. 2). Badanie DNA izolowanego z zeba nie
przyniosto wynikéw.

Analiza biostatystyczna w zakresie 15 loci auto-
somalnych typu STR wykazata bardzo duze praw-
dopodobienstwo, ze identyfikowany na podstawie

materiatu sekcyjnego mezczyzna i brat zaginionego
sg rodzenstwem biologicznym (p=0,9999998,
indeks rodzenstwa LR=5,614x10°). Tak duze praw-
dopodobienstwo wynikato z obecnosciw 13 na 15
zbadanych uktadow STR wspolnych alleli.

Przy oszacowaniu wartosci prawdopodobien-
stwa uzyskanej na podstawie oznaczenia haplotypu
chromosomu Y uwzgledniono opisane w uktadzie
DYS389l mutacje pochodzenia ojcowskiego. We-
dtug metaanalizy dostepnych publikacii (http://www.
yhrd.org) czestos$¢ tych mutacji wynosi $rednio
0,182% (95% przedziat ufnosci 0,094-0,318%).
Obydwa stwierdzone haplotypy STR-Y nie byty
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Ryc. 2. Fluoregram uktadu FGA ilustruje brak amplifikacji jednego z alleli w bardziej zdegradowanym materiale ge-

netycznym izolowanym z fragmentu zebra.
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obserwowane w$réd 1276 mezczyzn pochodzenia
Europejskiego ani pos$rdd 3561 ogdtu mezczyzn
genotypowanych i zestawionych w bazie producen-
ta zestawu Y Filer. Réwniez w badaniach wtasnych
[4] nie obserwowano dotychczas tych haplotypow
wsrdod 189 niespokrewnionych mezczyzn ani nie
nalezaty one do 7 typowych dla Polski klastréow
haplotypowych, ktérych czesto$¢ populacyjna prze-
kracza 2%. W oszacowaniu ilorazu wiarygodnosci
badania haplotypu Y, w odniesieniu do mozliwosci,
ze porownywane haplotypy nalezg do braci, po-
stuzono sie wyliczeniem zaproponowanym przez
Brennera podczas wyktadu Miedzynarodowego
Stowarzyszenia Genetyki Sagdowej w 2004 roku
(tekst dostepny w witrynie: http://dna-view.com/
PaperChallenge.htm). Na podstawie tgcznej liczby
3750 znanych haplotypéw chromosomu Y konser-
watywne oszacowanie czestos$ci wystepowania
ktéregokolwiek ze zbadanych w tej sprawie wynosi
0,000267. Przy uwzglednieniu $redniej czestosci
mutacji w zakresie uktadu DYS389I, obliczony ilo-
raz wiarygodnosci, ze haplotypy te nalezg do braci
wynosi 6,825 (95% przedziat ufnosci 3,525-11,925).
Zatem taczny iloraz wiarygodnosci identyfikaciji
zwiok mezczyzny, jako zaginionego brata osiggnat
warto$¢ LR=3,508x107, co przy 50% prawdopodo-
bienstwie a priori wyraza sie prawdopodobienstwem
identyfikacji 99,9999972%, spetniajac w zupetnosci

ogolnie stosowane kryteria praktycznie udowodnio-
nej identyfikacji.

DYSKUSJA

W opisanym przypadku identyfikacji zwtok mez-
czyzny, majac réwnoczes$nie poréwnawczy materiat
genetyczny brata zaginionego, oznaczenie haplotypu
uktadéw STR chromosomu Y wydawalo sie najszybszg
metoda wykluczenia pokrewienstwa miedzy osobami.
Zbadane haplotypy chromosomu Y roznity sie tylko
w zakresie jednego uktadu DYS389, przy czym réznica
wielkosci alleli wynosita 1 powtorzenie, jak jest obser-
wowane w mutacjach. Uktad DYS389I charakteryzuje
sie do$¢ duzg czestoscig wystepowania mutacji — Sred-
nio 0,182%, zatem samo badanie STR-Y nie przyniosto
rozstrzygniecia co do pokrewienstwa badanych oséb.
Oznaczenie genotypéw 15 autosomalnych loci typu
STR wykazato z bardzo duzym prawdopodobien-
stwem, ze zbadani mezczyzni sg rodzenstwem. Laczna
analiza biostatystyczna wynikéw badania identyfika-
cyjnego dowiodia, ze mimo niezgodnosci w uktadzie
DYS389I, po uwzglednieniu mozliwosci mutaciji, bada-
nie haplotypu chromosomu Y dodatkowo zwiekszyto
kilkakrotnie wiarygodno$¢ identyfikacii.

Mutacje w zakresie pojedynczych loci typu STR,
w miare coraz wiekszej liczby uktadéw objetych ge-
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notypowaniem, staty sie nierzadkg obserwacjg pod-
czas badan dochodzenia spornego ojcostwa [3].
W badaniach identyfikacyjnych, przy ograniczonym
dostepie do materiatu genetycznego pochodzacego
od krewnych osoby identyfikowanej, mutacja moze
istotnie zawazyé na wiarygodnosci uzyskanego
wyniku. W przedstawionym przypadku zatozono, ze
réznica w zakresie 1 powtérzenia typu STR w ukta-
dzie DYS389I miedzy bra¢mi mogta by¢ skutkiem
mutacji ze wzgledu na: 1) duzy iloraz wiarygodnosci,
ze zbadane osoby to bracia, na podstawie analizy
autosomalnych uktadéw STR, 2) dalsze zwiekszenie
ilorazu wiarygodnosci po uwzglednieniu haplotypow
Y, a przy zatozeniu wystapienia mutacji, 3) typowa
dla mutacji zmiane wielkosci allelu o 1 powtérzenie.
Mutacja dotyczyta allelu o dtugos$ci wiekszej niz
najczestszy w populacji, podobnie jak w obu opi-
sywanych w literaturze przypadkach [2, 3, 4] brak
przynaleznosci wykazanych haplotypéw Y do czesto
obserwowanych w Polsce grup haplotypowych, co
zmniejsza prawdopodobienstwo ich przypadkowej
zbieznosci u badanych.

Przeprowadzone badanie identyfikacyjne wska-
zuje na korzysci ptyngce z tgcznego stosowania
technik genotypowania ukfadéw autosomalnych
i sprzezonych z chromosomami ptciowymi Y. Wy-
daje sie réwniez cenne dalsze gromadzenie indy-
widualnych haplotypéw chromosomu Y, ktére przy
braku lepszych metod statystycznych jest jedynym
zrédiem oszacowania czesto$ci populacyjnej ich
wystapienia. Problem ten jest szczegdlnie istotny
w kraju, w ktérym okoto 57% haplotypéw chromo-
somu Y nalezy do jednej grupy haplotypowej [4,
5, 6]. Dodatkowo, przy identyfikacji genetyczne;j
opartej na materiale sekcyjnym pobranym ze zwtok
w zaawansowanym stanie rozktadu, istotne dla po-
wodzenia badania jest poddanie analizie kilku tkanek.
W opisanym przypadku najlepszym zrédtem ma-
teriatu genetycznego byt fragment kostny mostka,
gdzie ze wzgledu na wiekszg zawartos¢ zbitej tkanki
kostnej gnilne procesy rozpadu DNA przebiegaty
najwolniej. W DNA izolowanym z fragmentu zebra
stwierdzono wypadniecie pojedynczego allela
w zakresie uktadu FGA o stosunkowo duzej wielko-
$ci produktu amplifikacii. Izolacja DNA z zeba, uzna-
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wanego jako dobre zrédto DNA przy zaawansowa-
nym rozktadzie gnilnym zwtok, w przedstawionym
przypadku nie przyniosta oczekiwanych wynikéw.
Przyczyna mogto by¢ pobranie pojedynczego zeba
o niewielkiej komorze miazgi lub o obnizonej zywot-
nosci, ktére warunkuija liczbe komoérek dostepnych
do badania w tej tkance.
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