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Praca przedstawia wyniki badań populacyjnych zlokali-

zowanego na chromosomie 16 locus HUMHUU, będą-

cego niekodującym fragmentem ludzkiego DNA zbudo-

wanego z czteronukleotydowych powtórzeń (CTTT)
n
.

Badania przeprowadzone na grupie 200 niespokrewnio-

nych osób wykazały obecność 14 różnych alleli o długo-

ści od 150 do 200 pz. Obliczenia biostatystyczne wyka-

zały, że heterozygotyczność oczekiwana wynosi 0,830301

+/- 0,018768, PD 0,949156, PIC 0,806888, PE 0,662444,

PE dla dwójek bez matki 0,491305 a średnia szansa oj-

costwa 2,946389. Wyniki uzyskane w trakcie analizy sta-

tystycznej locus HUMHUU pozwalają zakwalifikować go

jako marker użyteczny w identyfikacji osobniczej dla po-

trzeb kryminalistyki, jak również 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)
n
,

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.
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WSTĘP

Sekwencje typu STR są markerami powszech-
nie stosowanymi w badaniach z zakresu genetyki
sądowej, gdyż ich badanie jest skutecznym i szyb-
kim sposobem identyfikacji próbek ludzkiego ma-
teriału biologicznego [1]. Podstawową metodą ba-
dawczą jest jednoczesna amplifikacja wielu loci STR
z różnych miejsc ludzkiego DNA tzw. systemów
multipleksowych. Analizowany profil powinien wy-
kazać jak najwyższą siłę dyskryminacji, co jest uza-
leżnione między innymi od ilości loci składających
się na analizowany profil oraz od polimorfizmu po-
jedynczego locus. Z tego powodu ciągle poszuku-
je się nowych loci, spełniających szereg kryteriów
pozwalających zakwalifikować je do kryminalistycz-
nej identyfikacji osób. Warunkiem wprowadzenia
nowego locus do praktyki genetyki sądowej  jest
nie tylko sprawdzenie stosowanej dla niego meto-
dy w zakresie jej czułości, wiarygodności i powta-
rzalności, ale również opracowania uzyskanych
wyników badań w zakresie częstości występowa-
nia poszczególnych alleli tego locus w danej popu-
lacji.

Locus HUMHUU zlokalizowane na chromosomie
16, zbudowane z czteronukleotydowych powtórzeń
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(CTTT)
n
 jest nowym locus typu STR, mogącym zna-

leźć zastosowanie zarówno w identyfikacji osobni-
czej, jak i dochodzeniu spornego ojcostwa. Sekwen-
cję primerów dla tego locus opracował w 1998 roku
zespół kierowany przez prof. Andrzeja Płuciennicza-
ka z Instytutu Biotechnologii i Antybiotyków w War-
szawie, który jednak nie opublikował dalej wyników
swych prac poza zgłoszeniem patentowym. Na
wykorzystanie sekwencji primerów do obecnych
badań uzyskaliśmy zgodę prof. Andrzeja Płucien-
niczaka. Primery te według niego posiadają nastę-
pującą sekwencję: 5’- GAGCCAAGATCACACCCA-
CA – 3’ i 5’-GAACTGGGACGGGAAATTCA – 3’
a polimorficzny fragment znajduje się w miejscu
oznaczonym w Banku Genów HUU95743 130306-
-130508 [2].

CEL PRACY

Celem pracy było utworzenie systemu fluore-
scencyjnej analizy locus HUMHUU dla automatycz-
nego sekwenatora ABI PRISM 3100 firmy Applied
Biosystems, sprawdzenie jego wiarygodności i opra-
cowanie biostatystycznych parametrów dla tego lo-
cus.

MATERIAŁ I METODY

Materiałem do badań były wymazy z jamy ust-
nej pochodzące od 200 niespokrewnionych osób
różnej płci i wieku z różnych regionów Polski. Izola-
cję DNA genomowego przeprowadzono przy uży-
ciu zestawu firmy QIAGENTM. Ilość DNA oznaczono
za pomocą barwnika Picogreen w aparacie Ascent
Fluoroscan. Następnie przeprowadzono optymali-
zację reakcji amplifikacji PCR, tj. dobrano stężenia
starterów, ilość matrycy DNA, Taq polimerazy, usta-
lono warunki temperaturowe oraz ilość cykli. Reak-
cję PCR prowadzono w aparacie GeneAmp PCR
System 9700 firmy Applied Biosystems w objętości
25  mikrolitrów. Optymalne warunki amplifikacji usta-
lono jako: 1x PCR Bufor (Promega Co.), 1,5  mikro-
litra MgCl

2
 25 mM, 0,2 mikrolitra dNTPs 0,25 mM

(Promega Co.), primer F/R 2,5 pmol, 1 U Taq DNA
Polymerase (Promega Co.) i 3 ng genomowego
DNA. Optymalny profil temperaturowy reakcji: de-
naturacja wstępna – 94 stopnie C 2 minuty, następ-
nie 32 cykle – 94 stopnie C 30 sekund, 66 stopni C
30 sekund, 72 stopnie C 30 sekund i końcowe
wydłużanie 72 stopnie C 7 minut. Do amplifikacji
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 wypełnionej denaturującym nośnikiem POP4.
Analizę otrzymanych wyników przeprowadzono
przy użyciu oprogramowania GeneScan 3.7. NT
wobec standardu wewnętrznego wielkości ILS 600
(Promega Co.).

Statystyczne opracowanie wyników przeprowa-
dzono przy użyciu programów komputerowych
GDA [3] i DLP [4], pracujących na danych w stan-
dardzie NEXUS [5]. Obliczono heterozygotyczność
obserwowaną i oczekiwaną oraz jej błąd [6], siłę
dyskryminacji [7], współczynnik informacji o poli-
morfizmie [8], siłę wykluczenia dla pełnych [9] i nie-
pełnych trójek [10], jak również minimalną i maksy-
malną [11] oraz średnią szansę ojcostwa [12].

Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę Ko-
misji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w Łodzi.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Analiza próbek DNA pochodzących od 200 nie-
spokrewnionych osób z populacji polskiej wykaza-
ła obecność 14 alleli locus HUMHUU.  Rozkład czę-
stości alleli był zgodny rozkładem wynikającym
z prawa Hardy’ego-Weinberga (p=0,668125). Wiel-
kości zaobserwowanych alleli oraz ich częstości
występowania w badanej populacji przedstawia ta-
bela I, zaś statystyczne parametry oceniające przy-
datność tego locus dla genetycznych ekspertyz
sądowych przedstawiono w tabeli II.

Tabela I. Rozkład częstości alleli HUMHUU w populacji

polskiej.

Table I.  Distribution of HUMHUU allele frequencies in the

Polish population.

Allel Ilość Częstość

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

Magdalena Konarzewska, Magdalena Spólnicka, Ireneusz Sołtyszewski, Jarosław Berent



Nr 2                                                                                                                                                                    101

Tabela II. Parametry biostatystyczne określające stopień

polimorfizmu locus HUMHUU.

Table II. Biostatistical parameters determining the degree

of HUMHUU locus polymorphism.

HUMHUU

Ilość osób w populacji 200
Ilość rodzajów alleli 14
Heterozygotyczność obserwowana 0,850000
Heterozygotyczność oczekiwana 0,830301
Błąd heterozygotyczności oczekiwanej 0,018768
Siła dyskryminacji (PD) 0,949156
Współczynnik informacji o polimorfizmie
(PIC) 0,806888
Siła wykluczenia dla pełnych trójek (PE) 0,662444
Siła wykluczenia dla dwójek bez matki 0,491305
Minimalna szansa ojcostwa 1,069519
Średnia szansa ojcostwa (TPI) 2,946389
Maksymalna szansa ojcostwa 400,000000

Uzyskane wyniki obliczeń biostatystycznych
porównano z wynikami analizy próbki populacji
polskiej otrzymanymi dla 9 loci typu STR (D3S1358,
vWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818,
D13S17, D7S820) z zestawu Profiler Plus przedsta-
wionymi przez Pawłowskiego i wsp. [13]. Locus
HUMHUU charakteryzuje się dość dużą liczbą alle-
li, jedynie w locus FGA, D21S11 i  D18S51  zaob-
serwowano większą liczbę alleli. Analizowane locus
wykazuje wysoką siłę dyskryminacji (PD) porówny-
walną z locus D21S11, jak również wysoki wskaźnik
PIC porównywalny z locus D21S11, jak i locus FGA.
Heterozygotyczność obserwowana w populacji
polskiej przewyższa wartości heterozygotyczności
wszystkich loci z zestawu Profiler Plus.  Wartość PE
locus HUMHUU znacznie przewyższa wartość PE
locus D21S11 w próbce populacyjnej Polski pół-
nocno-wschodniej [14].

Dalsze badania locus HUMHUU będą obejmo-
wały analizę sekwencyjną alleli dla sprawdzenia czy
w układzie tym oprócz polimorfizmu długości wystę-
puje również polimorfizm sekwencji, na co może
wskazywać np. stwierdzenie w niniejszych badaniach
allela o niekompletnej liczbie powtórzeń (182 pz).

WNIOSKI

Wyniki uzyskane w trakcie analizy statystycznej
locus HUMHUU pozwalają zakwalifikować go jako
marker użyteczny w identyfikacji osobniczej dla
potrzeb kryminalistyki, jak również w badaniach
spornego ojcostwa. Biorąc pod uwagę, że badania
zostały przeprowadzone jedynie na liczbie 200
osób, należałoby zbadać większą liczbę osób z te-

renu całej Polski, aby potwierdzić uzyskane wyniki
i stworzyć drabinę alleli oraz system analizy do wy-
korzystania w rutynowych badaniach kryminali-
stycznych. Przedmiotem dalszych badań będzie
również stworzenie multipleksowego zestawu za-
wierającego locus HUMHUU.
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