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Praca przedstawia wyniki badan populacyjnych zlokali-
zowanego na chromosomie 16 locus HUMHUU, beda-
cego niekodujgcym fragmentem ludzkiego DNA zbudo-
wanego z czteronukleotydowych powtorzen (CTTT),.
Badania przeprowadzone na grupie 200 niespokrewnio-
nych os6b wykazaty obecnos¢ 14 réznych alleli o dtugo-
$ci od 150 do 200 pz. Obliczenia biostatystyczne wyka-
zaly, ze heterozygotyczno$¢ oczekiwana wynosi 0,830301
+/- 0,018768, PD 0,949156, PIC 0,806888, PE 0,662444,
PE dla dwojek bez matki 0,491305 a $rednia szansa oj-
costwa 2,946389. Wyniki uzyskane w trakcie analizy sta-
tystycznej locus HUMHUU pozwalajg zakwalifikowa¢ go
jako marker uzyteczny w identyfikacji osobniczej dla po-
trzeb kryminalistyki, jak réwniez w badaniach spornego
ojcostwa.

The paper presents results of the population research on
the locus HUMHUU, which is a non-coding fragment of
human DNA built of four nucleotide repeats (CTTT) ,
localized on the 16th chromosome. The studies, carried
out on a group of 200 non-related persons, showed the
presence of 14 different alleles, from 150 to 200 bp in
length. Biostatistical calculations showed that expected
heterozygosity was 0,830301 +/- 0,018768, PD 0,949156,
PIC 0,806888, PE 0,662444, PE for motherless cases
0,491305, and the average paternity index 2,946389. The
results received during the studies of the locus HUMHUU
allow for recognizing it as a marker of personal
identification useful for the needs of both criminalistics
and disputed paternity testing.

Stowa kluczowe: STR, HUMHUU, dane popula-
cyjne
Key words: STR, HUMHUU, population data

WSTEP

Sekwencje typu STR sg markerami powszech-
nie stosowanymi w badaniach z zakresu genetyki
sgdowej, gdyz ich badanie jest skutecznym i szyb-
kim sposobem identyfikacji prébek ludzkiego ma-
teriatu biologicznego [1]. Podstawowg metoda ba-
dawczg jest jednoczesna amplifikacja wielu loci STR
z roznych miejsc ludzkiego DNA tzw. systemow
multipleksowych. Analizowany profil powinien wy-
kazac¢ jak najwyzsza site dyskryminaciji, co jest uza-
leznione miedzy innymi od ilosci loci sktadajgcych
sie na analizowany profil oraz od polimorfizmu po-
jedynczego locus. Z tego powodu ciggle poszuku-
je sie nowych loci, spetniajacych szereg kryteriow
pozwalajacych zakwalifikowac je do kryminalistycz-
nej identyfikacji os6b. Warunkiem wprowadzenia
nowego locus do praktyki genetyki sadowej jest
nie tylko sprawdzenie stosowanej dla niego meto-
dy w zakresie jej czuto$ci, wiarygodnosci i powta-
rzalnoéci, ale réwniez opracowania uzyskanych
wynikdw badan w zakresie czestos$ci wystepowa-
nia poszczegolnych alleli tego locus w danej popu-
lacji.

Locus HUMHUU zlokalizowane na chromosomie
16, zbudowane z czteronukleotydowych powtdrzen
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(CTTT)_ jest nowym locus typu STR, mogacym zna-
lez¢ zastosowanie zaréwno w identyfikacji osobni-
czej, jak i dochodzeniu spornego ojcostwa. Sekwen-
cje primerow dla tego locus opracowat w 1998 roku
zespot kierowany przez prof. Andrzeja Ptuciennicza-
ka z Instytutu Biotechnologii i Antybiotykéw w War-
szawie, ktory jednak nie opublikowat dalej wynikow
swych prac poza zgtoszeniem patentowym. Na
wykorzystanie sekwencji primeréw do obecnych
badan uzyskaliSmy zgode prof. Andrzeja Ptucien-
niczaka. Primery te wedtug niego posiadajg naste-
pujaca sekwencje: 5’- GAGCCAAGATCACACCCA-
CA - 3’ i 5-GAACTGGGACGGGAAATTCA - 3
a polimorficzny fragment znajduje sie w miejscu
oznaczonym w Banku Genéw HUU95743 130306-
-130508 [2].

CEL PRACY

Celem pracy byto utworzenie systemu fluore-
scencyjnej analizy locus HUMHUU dla automatycz-
nego sekwenatora ABI PRISM 3100 firmy Applied
Biosystems, sprawdzenie jego wiarygodnosci i opra-
cowanie biostatystycznych parametréw dla tego lo-
Ccus.

MATERIAL | METODY

Materiatem do badan byty wymazy z jamy ust-
nej pochodzace od 200 niespokrewnionych osob
roznej ptci i wieku z réznych regionéw Polski. Izola-
cje DNA genomowego przeprowadzono przy uzy-
ciu zestawu firmy QIAGEN™. llo§¢ DNA oznaczono
za pomocg barwnika Picogreen w aparacie Ascent
Fluoroscan. Nastepnie przeprowadzono optymali-
zacje reakcji amplifikacji PCR, tj. dobrano stezenia
starteréw, ilo$¢ matrycy DNA, Taq polimerazy, usta-
lono warunki temperaturowe oraz ilo$¢ cykli. Reak-
cje PCR prowadzono w aparacie GeneAmp PCR
System 9700 firmy Applied Biosystems w objetosci
25 mikrolitrow. Optymalne warunki amplifikacji usta-
lono jako: 1x PCR Bufor (Promega Co.), 1,5 mikro-
litra MgCl, 25 mM, 0,2 mikrolitra dNTPs 0,25 mM
(Promega Co.), primer F/R 2,5 pmol, 1 U Tag DNA
Polymerase (Promega Co.) i 3 ng genomowego
DNA. Optymalny profil temperaturowy reakciji: de-
naturacja wstepna — 94 stopnie C 2 minuty, nastep-
nie 32 cykle — 94 stopnie C 30 sekund, 66 stopni C
30 sekund, 72 stopnie C 30 sekund i koncowe
wydtuzanie 72 stopnie C 7 minut. Do amplifikaciji
wykorzystano startery o sekwencji:

F: 5-FAM — GAGCCAAGATCACACCCACA -3

R: 5-GAACTGGGACGGGAAATTCA - 3’

Produkty reakcji PCR poddano elektroforezie
kapilarnej, w aparacie ABI PRISM 3100 Applied Bio-
systems. Produkty rozdzielano w kapilarze 3100 —
36 cm wypetnionej denaturujgcym no$nikiem POP4.
Analize otrzymanych wynikow przeprowadzono
przy uzyciu oprogramowania GeneScan 3.7. NT
wobec standardu wewnetrznego wielkosci ILS 600
(Promega Co.).

Statystyczne opracowanie wynikdéw przeprowa-
dzono przy uzyciu programéw komputerowych
GDA [3] i DLP [4], pracujacych na danych w stan-
dardzie NEXUS [5]. Obliczono heterozygotyczno$¢
obserwowang i oczekiwang oraz jej btad [6], site
dyskryminacji [7], wspotczynnik informaciji o poli-
morfizmie [8], site wykluczenia dla petnych [9] i nie-
petnych tréjek [10], jak réwniez minimalng i maksy-
malng [11] oraz $rednig szanse ojcostwa [12].

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Ko-
misji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w todzi.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Analiza prébek DNA pochodzacych od 200 nie-
spokrewnionych os6b z populacji polskiej wykaza-
ta obecnos¢ 14 alleli locus HUMHUU. Rozktad cze-
stosci alleli byt zgodny rozktadem wynikajgcym
z prawa Hardy’ego-Weinberga (p=0,668125). Wiel-
kosci zaobserwowanych alleli oraz ich czestosci
wystepowania w badanej populacji przedstawia ta-
bela |, zas statystyczne parametry oceniajace przy-
datnos¢ tego locus dla genetycznych ekspertyz
sgdowych przedstawiono w tabeli Il.

Tabela |. Rozktad czestosci alleli HUMHUU w populacii
polskiej.

Table I. Distribution of HUMHUU allele frequencies in the
Polish population.

Allel llos¢ Czestosé
200 1 0,0025
196 8 0,0200
192 7 0,0175
188 24 0,0600
184 59 0,1475
182 1 0,0025
180 108 0,2700
176 79 0,1975
172 68 0,1700
168 21 0,0525
164 18 0,0450
160 1 0,0025
158 4 0,0100
150 1 0,0025
Razem 400 1,0000




Nr 2

Tabela Il. Parametry biostatystyczne okreslajace stopien
polimorfizmu locus HUMHUU.

Table . Biostatistical parameters determining the degree
of HUMHUU locus polymorphism.

HUMHUU

llo$¢ oséb w populaciji 200

llo$¢ rodzajow alleli 14
Heterozygotycznos¢ obserwowana 0,850000
Heterozygotyczno$¢ oczekiwana 0,830301
Btad heterozygotycznos$ci oczekiwanej | 0,018768
Sita dyskryminacji (PD) 0,949156
Wspotczynnik informacji o polimorfizmie

(PIC) 0,806888
Sita wykluczenia dla petnych trojek (PE) | 0,662444
Sita wykluczenia dla dwdjek bez matki | 0,491305
Minimalna szansa ojcostwa 1,069519
Srednia szansa ojcostwa (TPI) 2,946389
Maksymalna szansa ojcostwa 400,000000

Uzyskane wyniki obliczen biostatystycznych
poréwnano z wynikami analizy prébki populaciji
polskiej otrzymanymi dla 9 loci typu STR (D3S1358,
vWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818,
D13S17, D7S820) z zestawu Profiler Plus przedsta-
wionymi przez Pawtowskiego i wsp. [13]. Locus
HUMHUU charakteryzuje sie dos¢ duzg liczba alle-
li, jedynie w locus FGA, D21S11 i D18S51 zaob-
serwowano wieksza liczbe alleli. Analizowane locus
wykazuje wysoka site dyskryminacji (PD) poréwny-
walng z locus D21S11, jak réwniez wysoki wskaznik
PIC poréwnywalny z locus D21S11, jak i locus FGA.
Heterozygotycznos¢ obserwowana w populacji
polskiej przewyzsza wartoéci heterozygotycznosci
wszystkich loci z zestawu Profiler Plus. Warto$é PE
locus HUMHUU znacznie przewyzsza warto$¢ PE
locus D21S11 w prébce populacyjnej Polski pot-
nocno-wschodniej [14].

Dalsze badania locus HUMHUU beda obejmo-
waty analize sekwencyjna alleli dla sprawdzenia czy
w uktadzie tym oprdcz polimorfizmu dtugos$ci wyste-
puje rowniez polimorfizm sekwencji, na co moze
wskazywaé np. stwierdzenie w niniejszych badaniach
allela o niekompletne;j liczbie powtdrzen (182 pz).

WNIOSKI

Wyniki uzyskane w trakcie analizy statystycznej
locus HUMHUU pozwalajg zakwalifikowaé go jako
marker uzyteczny w identyfikacji osobniczej dla
potrzeb kryminalistyki, jak réwniez w badaniach
spornego ojcostwa. Biorac pod uwage, ze badania
zostaty przeprowadzone jedynie na liczbie 200
0s0b, nalezatoby zbada¢ wiekszg liczbe oséb z te-
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renu catej Polski, aby potwierdzi¢ uzyskane wyniki
i stworzy¢ drabine alleli oraz system analizy do wy-
korzystania w rutynowych badaniach kryminali-
stycznych. Przedmiotem dalszych badan bedzie
rowniez stworzenie multipleksowego zestawu za-
wierajacego locus HUMHUU.
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