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System YCAIl nalezy do markeréw STR chromosomu Y o dwunukleotydowej sekwencji
repetytywnej, ktérego amplifikacja z uwagi na duplikacie na chromosomie dostarcza
dwoch polimorficznych produktéw. Z uwagi na wysoki stopien polimorfizmu witaczono go
do Referencyjnej Bazy Danych Haplotypow Y-STR (http://www.ystr.org), co istotnie
podniosto site dyskryminacji gromadzonych haplotypéw. W trakcie badan populacyjnych
nad tym systemem w populacji pétnocnej Polski stwierdzono obecnos$¢ bardzo kroétkiego
allela o stosunkowo niskim stosunku artefaktu powstajgcego na skutek poslizgu
polimerazy DNA (ang. stutter) do wifasciwego allela. Sekwencjonowanie wykazato
obecnos¢ 11 dwunukleotydowych jednostek repetytywnych charakterystycznych dla tego
locus. Wsrod 3998 rozszerzonych haplotypéw zebranych w bazie danych allel ten
stwierdzono dotychczas jedynie w populacji potudniowo-zachodnich  Niemiec.
Podobienstwa miedzy haplotypami posiadajgcymi allel YCAIT11 moga $wiadczyé o ich
wspoélnym pochodzeniu.

The YCAII system is one of the Y-chromosomal STR markers with dinucleotide repetitive units
and due to the duplication on the chromosome, its amplification provides two polymorphic
products. Due to the high polymorphism, YCAIl was included in the Y-STR Haplotype
Reference Database (http://www.ystr.org) and significantly increased discrimination power of
the collected haplotypes. During studies on the Y-STR polymorphism in the Polish population,
a very short YCAIl allele with relatively low stutter was identified. Sequencing revealed the
presence of 11 dinucleotide repetitive units characteristic of this system. Among 3998
extended haplotypes collected in the database, this allele was found only in the population of
south-western Germany. Similarities between the haplotypes possessing the YCAIH1 allele
suggest their common origin.
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WSTEP

Badanie polimorfizmu loci STR ludzkiego chromosomu Y staje sie rutynowo
stosowang analizg w genetyce sadowej. Szczegdlnie przydatne wydaje sie
w dochodzeniu spornego ojcostwa, kiedy domniemany ojciec jest nieosiggalny,
za$ dostepny jest materiat biologiczny jego cztonkdéw rodziny z linii meskiej, oraz
w badaniu $ladéw biologicznych, kiedy podejrzany o przestepstwo jest mezczy-
zng (5). Dotychczas na ludzkim chromosomie Y zidentyfikowano kilkadziesiat
polimorficznych loci mikrosatelitarnych (9) i liczba ta stale rosnie.

Jednym z lepiej poznanych markeréw genetycznych o wysokim polimorfizmie,
sprzezonym z chromosomem Y, jest system YCAII. Zlokalizowany jest on na
dtugim ramieniu tegoz chromosomu, za$ jego allele réznig sie miedzy sobg
wielokrotnoscig dwunukletotydowej sekwencji (CA), (11). Jednostki repetytywne
tego systemu na skutek duplikacji wraz z sekwencjami flankujgcymi umozliwiajg
przy stosowaniu zaledwie jednej pary starteréw jednoczesng amplifikacje dwoch
niezaleznych loci (6). Jako ze zakresy wielkosci produktéw amplifikacji obu
sekwencji pokrywajg sie, nie jest mozliwe rozréznienie obu loci, dlatego
genotypowanie systemu YCAIl dostarcza dane bezposrednio w postaci
haplotypu dwéch alleli. Z uwagi na wysoki polimorfizm tego systemu wigczono go
do Referencyjnej Bazy Danych Haplotypéw Y-STR (http://www.ystr.org), gdzie
haplotypy zbadane pod wzgledem os$miu systeméw Y-STR (DYS19, DYS389I.
DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 i DYS385) okreslane sg jako
,minimalne haplotypy", ktére wraz z systemem YCAIl tworzg o wiele bardziej
polimorficzne ,rozszerzone haplotypy" (10).

W trakcie badan populacyjnych nad polimorfizmem loci Y-STR stwierdzono
obecnos$é bardzo krotkiego allela YCAII, ktory réznit sie dtugoscig od kolejnego
najkrétszego allela w populacji polskiej obejmujgcej 154 niespokrewnionych
mezczyzn az o 14 par zasad. Allel ten poddano sekwencjonowaniu i poréwnano
jego wystepowanie w innych populacjach.

MATERIAL | METODY

Amplifikacja DNA

Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze Mastercycler Gradient (Eppen-
dorf) w catkowitej objetosci 10 pi, zawierajacej 1,75 mM MgCl,, 300 uM dNTP,
5% (v/v) glicerol, 1 u polimerazy AmpliTaqg Gold (Applied Biosystems), 10 ng
genomowego DNA mezczyzny o nieznanym allelu YCAIl oraz startery o stezeniu
rownym 0,9 uM i sekwencjach zaczerpnietych z pismiennictwa (3), przy czym
koniec 5' pierwszego startera wyznakowano barwnikiem TET. Profil termiczny
obejmowat 10 min wstepnej denaturacji w 95 °C, 32 cykle amplifikacji (1 min
w 94 °C, 1 min w 55 °C, 1 min w 72 °C) oraz 45 min kohcowego wydtuzania w 60
°C. Szybkos$¢ zmiany temperatury pomiedzy poszczegdlnymi etapami ustalono
na 1 °C/s.
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Elektroforeza kapilarna produktéw amplifikacji

0,5 ul rozcieAczonego 10-krotnie w buforze TE (pH 8,0) amplifikatu zmiesza-
no z 9,3 ul dejonizowanego formamidu i 0,15 ul wewnetrznego standardu
wielkosci GeneScan-500 TAMRA (Applied Biosystems), po czym przeprowa-
dzono 5-minutowg denaturacje w 95°C i szybko schtodzono w lodzie. Po 5-
sekundowym nastrzyku przy 3 kV produkty reakcji rozdzielano przez 25 min w 60
°C przy 15 kV metodg elektroforezy kapilarnej na automatycznym sekwenatorze
ABI Prism 310 (Applied Biosystems) przy zastosowaniu polimeru POP-4
(Applied Biosystems) i zestawu filtrow C. Wyniki analizowano programem
komputerowym GeneScan 3.7 (Applied Biosystems) w stosunku do uzytego
wewnetrznego standardu wielkosci.

Elektroforeza poliakrylamidowa

W celu rozdzielenia alleli w badanej prébce przeprowadzono elektroforeze
w 7,2% natywnym zelu poliakrylamidowym o grubosci 0,45 mm, usieciowanym
w 3% 1,4-diakryloilopiperazyng (ang. piperazine diacrylamide). Na zel naniesio-
no 5 ul amplifikatu. Rozdzielone allele poddano barwieniu srebrem, po czym
prazek odpowiadajacy krotszemu allelowi wycieto z zelu i umieszczono w 200 ul
5% zawiesiny zywicy Chelex. W celu elucji DNA z zelu cato$¢ inkubowano przez
1 h w 56 °C, worteksowano i wirowano przy 13000 rpm przez 3 min. Badany allel
poddano ponownej amplifikacji. Do mieszaniny reakcyjnej pobrano 1 ul
supernatantu, za$ catkowitg objeto$¢ zwiekszono do 20 ul.

Przygotowanie produktu amplifikacji do sekwencjonowania

Produkt amplifikacji oczyszczono ze starterow i nukleotydéw na kolumience
Microcon YM-100 (Millipore). Do catosci amplifikatu dodano 480 ul wody
i poddano =zageszczaniu. Uzyskany koncentrat uzupetniono 450 ul wody
i ponownie zageszczono. Stezenie oczyszczonego produktu PCR wyznaczono
z uzyciem odczynnika PicoGreen (Molecular Probes) na automatycznym
fluorymetrze Fluoroskan Ascent FL (Thermo Labsystems) w stosunku do krzywej
wzorcowej, dodajgc po 1 ul probki o badanym stezeniu do 99 ul 400-krotnie
rozcienczonego w wodzie odczynnika PicoGreen (12).

Reakcja sekwencjonowania

Reakcje sekwencjonowania prowadzono przy uzyciu zestawu ABI Prism BigDye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit we wspomnianym termocyklerze. Do
sekwencjonowania uzyto 5 ng produktu PCR oraz 1,6 pmol nieznakowanego
fluorescencyjnie startera w tgcznej objetosci 10 ul. Profil termiczny obejmowat 2
min wstepnej denaturacji w 96 °C oraz 30 cykle reakcji wydtuzania startera (30 s
w 96 °C, 15 s w 50 °C, 4 min w 60 °C). Szybko§¢é zmiany temperatury pomiedzy
poszczegdlnymi etapami ustalono na 1 °C/s. Produkty sekwencjonowania
0oczyszczono poprzez precypitacje etanolem w obecnosci octanu sodu (1). Osad
wysuszono w 90 °C przez 1 min i zawieszono w 10 ul dejonizowanego formamidu.
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Elektroforeza kapilarna produktéw sekwencjonowania

Po 2-minutowej denaturacji w 95°C probke szybko schtodzono w lodzie.
Produkty reakcji rozdzielano metodg elektroforezy kapilarnej na wspomnianym
sekwenatorze po 8-sekundowym nastrzyku przy 2 kV przy =zastosowaniu
polimeru POP-6 (Applied Biosystems), modutu szybkiego sekwencjonowania
i zestawu filtrow E. Rozdziat prowadzono przez 28 min w 50 °C przy 15 kV. Do
analizy wynikéw postuzyt program komputerowy Sequencing Analysis 3.7
(Applied Biosystems).

WYNIKI | DYSKUSJA

Uzyskany obraz elektroforegramu produktéw amplifikacji przedstawia rycina 1,

14

Ryc. 1. Elektroforegram produktéw amplifikacji systemu YCAIl dla prébki
0 nieznanym krotkim allelu oraz drabiny alleli ztozonej z o$miu znanych
alleli wykazanych w populacji 154 niespokrewnionych mezczyzn.

Fig. 1. Electrophoregram of amplification products of the YCAIl system for a

sample with an unknown short allele and an allelic ladder consisting of
eight known YCAII alleles found in a population of 154 unrelated males.

W badanej probce stwierdzono obecnos¢ 2 alleli: YCAIT21 oraz allela kroét-
szego od poprzedniego o 20 par zasad. Identyczny uktad alleli YCAIl stwierdzono
u biologicznego syna badanego mezczyzny, co potwierdzito dziedziczenie
badanego allela sprzezone z chromosomem Y. Obraz amplifikacji tego allela
réznit sie wyraznie od obrazu obserwowanego dla innych, dtuzszych alleli tego
systemu. Podobnie jak dla innych loci o powtérzeniach sekwencji dwunukleoty-
dowej (8) stwierdzono charakterystyczng obecno$é krétszego o dwie pary zasad
artefaktu bedgcego wynikiem poslizgu polimerazy DNA w trakcie reakcji PCR.
Jednakze sygnat amplifikacji tego artefaktu byt wyraznie stabszy, za$ produktu
krotszego o cztery pary zasad praktycznie nie zaobserwowano. Stosunek
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powierzchni piku odpowiadajgcego produktowi po$lizgu n-2 do powierzchni piku
odpowiadajgcego wtasciwemu allelowi wyniost w przypadku tego allela zaledwie
22,6%, podczas gdy dla allela YCAIT21 stosunek ten siegnat 53,4%. Wyniki te
sg zgodne z wczesniejszymi obserwacjami dla loci o powtorzeniach czteronukle-
otydowych, dla ktérych stosunek ilosci artefaktu do ilosci wtasciwego allela rosnie
wraz z liczbg jednakowych jednostek repetytywnych (7, 13).

Aby oznaczy¢ badany allel zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowego Towa-
rzystwa Genetyki Sgdowej (ISFG) (4) przeprowadzono jego sekwencjonowanie
(rycina 2). Jako ze sekwencja rozpoznawana przez drugi starter lezy bezposred-
nio obok sekwencji repetytywnej systemu YCAII (rycina 3), uzyskana sekwencja
rozpoczyna sie 11 powtdrzeniami sekwencji TG, co odpowiada sekwencji
komplementarnej (CA)n. Nie stwierdzono réznic w regionie flankujgcym
w stosunku do sekwencji referencyjnej. Zgodnie z nowa nomenklaturg alleli
YCAII, uwzgledniajgca liczbe powtérzen jednostki repetytywnej (11), badany allel
oznaczono jako YCAII*11.

Ryc. 2. Wynik sekwen
ednostki (TG)
ult of sequencing

(TG);, at the beginning of the sequence

cjonowania nieznanego allela YCAIl z 11 powtdrzeniam

ACAGCTAA

Ryc. 3. Sekwencja DNA amplifikowana przez zastosowane w pracy startery
(nukleotydy 79865-80021 sekwencji AC015978, dostepnej w bazie da-
nych NCBI pod adresem http://www.ncbi.nim.nih.gov). Podkreslono se-
kwencje rozpoznawane przez startery. Kolorem szarym wyrdzniono 23
powtdrzenia sekwencji (CA),, allela YCAIT23.

Fig. 3. DNA sequence amplified with the primers used in the present work
(nucleotides 79865-80021 of the sequence AC015978 available in the
NCBI database at http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sequences recognised
by primers are underlined. 23 repeat motifs (CA).. of the YCAII*23 allele
are highlighted in grey.
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Korzystajac z Referencyjnej Bazy Danych Haplotypow Chromosomu Y
(http://www.yhrd.org, ostatnie uaktualnienie z 29.12.2003.) zbadano wystepowa-
nie allela YCAIT11 w réznych populacjach na $wiecie. Na 3998 rozszerzonych
haplotypéw z 27 réznych populacji (w tym 3313 rozszerzonych haplotypow z 17
populacji europejskich), zebranych w bazie danych, allel YCAIT11 wystgpit
zaledwie trzykrotnie. Allel ten byt obecny wytgcznie w populacji potudniowo-
zachodnich Niemiec (rejon Freiburga) w postaci identycznego do wykazanego
w badanej probce haplotypu YCAII*11,21. Zestawienie wszystkich czterech
haplotypéw posiadajgcych allel YCAIT11 wykazato dalsze podobienstwa (tabela
I). Wszystkie te haplotypy sg identyczne lub prawie identyczne nie tylko pod
wzgledem bardzo rzadkiego haplotypu YCAII, ale réwniez pod wzgledem alleli
DYS392, DYS393 i DYS385, co moze sugerowaé ich wspdlne pochodzenie.

Tabela I. Poréwnanie znanych haplotypow posiadajgcych allel YCAIT11.
Table 1. Comparison of known haplotypes possessing YCAII*11 allele.

populacja DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS YCAIl
population 19 389l 389ll 390 391 392 393 385

Freiburg 17 13 28 23 10 11 13 11,12 11,21
Freiburg 16 13 28 22 11 11 13 12,12 11,21
Freiburg 15 14 30 24 9 11 13 12,12 11,21
Gdansk 16 14 29 24 10 11 13 12,12 11,21

Amplifikacja metodg PCR loci mikrosatelitarnych prowadzi do jednoczesnej
syntezy artefaktéw krotszych o wielokrotno$é jednostki repetytywnej, ktorych
obecno$é moze utrudniac interpretacje wynikéw w przypadku mieszanin, jako ze
wspomniane artefakty majg rozmiary odpowiadajgce witasciwym allelom.
Stosunek artefaktu do wtasciwego allela jest tym wyzszy, im krotsza jest
jednostka repetytywna mikrosatelity i im wiecej powtdrzen jednostki posiada
dany allel (2). System YCAII nalezy do loci STR chromosomu Y o powtdrzeniach
sekwencji dwunukleotydowej, stad udziat tego typu artefaktow jest szczegodlnie
wysoki. Jednakze przy analizie DNA pochodzgcego od jednej osoby, z jakim ma
sie do czynienia w ogromnej wiekszosci przypadkow w badaniach majgcych na
celu ustalenie pokrewienstwa, interpretacja wynikow amplifikacji loci STR
o powtérzeniach dwunukleotydowych nie budzi watpliwosci. System YCAII
wigczony do Referencyjnej Bazy Danych Haplotypow Y-STR
(http://www.ystr.org, ostatnie uaktualnienie z 30.12.2003.) zwiekszyt udziat
réznych haplotypéw zdeponowanych w bazie danych z 41% do 65%. Wysoki
stopien polimorfizmu YCAIl (6), dostosowanie nazewnictwa alleli do zalecen
ISFG (11) oraz wigczenie do ogdlno dostepnych baz danych umozliwiajgcych
szacowanie czestosci haplotypdéw w réznych populacjach (10) decyduja o duzej
wartosci tego systemu dla badan w genetyce sadowe;j.
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Przedstawiono baze danych dla 10 loci STR: D3S1358, vWA, D16S539, D2S1338,
D8S1179, D21S11, D18S51, D19S433, THO1, FGA opracowang na podstawie analizy
350-osobowej proby populacyjnej z regionu Polski centralnej (region t6dzki). Wykazano
stan rébwnowagi Hardyego i Weinberga (HWE) dla badanych uktadéw. Przeprowadzono
analize porownawczg uzyskanych rozktadéw z innymi populacjami.

Allele frequency data for ten STR loci: D3S1358, vWA, D16S539, D2S1338, D8S1179,
D21S11, D18S51, D19S433, THO1, FGA were estimated in a sample of 350 unrelated
individuals in Central Poland population (LodZz region). The accordance with the Hardy
and Weinberg eauilibrium (HWE) for all investigated loci was proved. The allele
distributions were compared to the similar data for other populations.

Stowa kluczowe: STR multiplex, dane populacyjne, region todzki,
Polska centralna
Key words: multiplex STR, population data, LodZz region,
Central Poland
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Jednoczesna amplifikacja wielu loci STR z réznych miejsc ludzkiego DNA
tzw. STR multiplex jest podstawowg technikg badawczg stosowang w genetyce
sadowej. Wykorzystujgc te technike opracowaliSmy rozktad czestosci alleli dla

* Temat opracowany w ramach prac wtasnych uczelni nr 502-11-107.



