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W pracy podijeto prébe okreslenia zwigzkéw pomiedzy
czestoscig wystepowania poszczegdlnych haplotypow
chromosomu Y w zakresie tzw. haplotypu minimalnego
a przynaleznos$cig danego chromosomu do jednej
z trzech haplogrup: R1*, R1a1* i I*. Na podstawie analizy
146 chromosoméw obliczono czestos$ci wystepowania
poszczegoinych alleli w haplogrupach i stwierdzono, ze
metoda, ktéra najefektywniej przypisuje chromosom do
haplogrupy na podstawie jego haplotypu minimalnego jest
metoda oparta na obliczaniu wspoétczynnika podobienswa
haplotypoéw w oparciu o stosunek czestosci allelu wyste-
pujacego w danym haplotypie do allelu najczestszego
w danej haplogrupie. Zaproponowano réwniez potencjal-
ne zastosowania tej metody w genetyce sgdowe;.

A correlation between particular Y-STR alleles from the
so-called “minimal haplotype” and haplogroup
membership of the Y chromosome was tested. We
collected 146 Y chromosomes from haplogroups R1*,
R1a1* and I* and estimated the frequency of Y-STR alleles
in each haplogroup. We then used different algorithms
to assign a haplogroup to a haplotype, and tested their
accuracy. Generally, a method based on calculation of
haplotype similarity using the highest allele frequencies
as modal values and assigning a score to each locus
based on a ratio of allele frequencies turned out to give
the most precise matches. However, using the same rules
for Y chromosomes from other populations did not allow
for precise estimation of their Y chromosome haplogroup
frequencies. Possible explanations for this failure include

interpopulation differences in haplotypes correlated with
particular haplogroups, as well as a relatively small
number of chromosomes analyzed. Potential uses for the
presented method in forensics were also described.

WSTEP

W badaniach wykorzystujgcych techniki identy-
fikacji osobniczej prawidtowe oznaczenie profilu
genetycznego poszczegodlnych osobnikéw stano-
wi najistotniejszy element procesu analitycznego,
szczegoblnie w przypadku analiz prowadzonych dla
potrzeb medyczno-sgdowych. Obserwowana ostat-
nio w pi$miennictwie krytyka rzetelnosci wynikow
umieszczanych w niektérych bazach danych mtDNA
wskazuje, iz w wielu wypadkach $rodki majace za-
pewni¢ poprawno$¢ generowanych i publikowanych
wynikdw sa niewystarczajace [1]. Jedna z metod
pozwalajgcych na zwiekszenie wiarygodnosci otrzy-
mywanych wynikéw sa analizy filogenetyczne, z po-
wodzeniem stosowane w badaniach mtDNA i wyko-
rzystywane ostatnio szeroko do weryfikacji btedéw
wystepujgcych we wspomnianych wyzej bazach
danych [2].

Podstawowym elementem analizy filogenetycz-
nej jest okreslenie haplotypu danej czasteczki DNA
z wykorzystaniem loci o zréznicowanej czestosci
mutacji, np. konserwatywnych mutacji punktowych
(SNP) zlokalizowanych w obrebie sekwencji kodu-
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jacej genéw oraz czesciej ulegajacych mutacjom
pozycji wystepujacych w regionach pozagenowych.
Nierekombinujace czgsteczki DNA, takie jak mtDNA
czy znaczna cze$¢ chromosomu Y, okreslana jako
region nierekombinujacy (NRY) poddajg sie analizie
filogenetycznej, gdyz zachodzgce w nich mutacje
kumulujg sie w poszczegdinych liniach z pokolenia
na pokolenie i pozwalajg na odtworzenie kolejnosci
mutacji prowadzacych do powstania wybranej linii
(matczynej lub ojcowskiej). Wysoce konserwatywne
mutacje definiujg przynalezno$¢ danej czasteczki DNA
do klasy podobnych czasteczek, posiadajgcych iden-
tyczne mutacje i okre$lanych jako haplogrupa mono-
filetyczna. Ze wzgledu na konserwatywny charakter
mutacji definiujacych poszczegolne haplogrupy oraz
z powodu oddziatywania dryfu genetycznego, elimi-
nujacego z populacji rzadkie warianty sekwenciji,
uprawnione jest zatozenie, ze kazda z obserwowa-
nych obecnie mutacji definiujacych haplogrupy po-
wstafa i utrwalita sie w populaciji tylko raz w toku ewo-
lucji. Pamietajac o braku rekombinaciji w takich cza-
steczkach jak NRY mozna zatem zatozy¢, ze mutacja
definiujaca danag haplogrupe pojawia sie w nich w kon-
tekscie konkretnego haplotypu i jako nowy haplotyp
jest przekazywana kolejnym pokoleniom. Kolejne
mutacje zachodzgce w obrebie danego haplotypu,
np. w loci STR chromosomu Y, powodujg pojawienie
sie w nastepujacych, po powstaniu nowej haplogru-
py, pokoleniach zréznicowania haplotypéw sktadaja-
cych sie na dang haplogrupe, przy czym zréznicowa-
nie to bedzie tym wieksze, im starsza i bardziej rozpo-
wszechniona w populacji jest dana haplogrupa [3].
Biorac pod uwage przedstawiony wyzej model
powstawania zmienno$ci nierekombinujacych czaste-
czek DNA mozna zatem zatozy¢, ze kazda obserwo-
wana haplogrupa powinna posiadaé zestaw powia-
zanych z nia haplotypéw, okreslanych przez wysoko
polimorficzne loci znajdujace sie na danej czasteczce
DNA. Jesli powyzsze zatozenia sg prawdziwe i haplo-
typy w obrebie obserwowanej haplogrupy pochodza
od wspdlnego przodka to powinno by¢ mozliwe, przy-
najmniej w przypadku stosunkowo mtodych haplo-
grup, statystyczne potwierdzenie zwiazkéw konkret-
nych haplotypdw lub nawet pojedynczych alleli, zdang
haplogrupa. Wykazanie istnienia tego typu zwigzkow
stanowi podstawe stosowanych coraz szerze;j filoge-
netycznych metod analizy mtDNA, ktére pozwalajg
na weryfikacje poprawnos$ci oznaczenia sekwenc;ji
polimorficznych regionéw HV1 i HV2 na podstawie
obecnych w nich charakterystycznych mutacji powig-
zanych z przynaleznoscig czasteczki do okreslonej
haplogrupy [1, 2]. Podobne obserwacje poczyniono
w odniesieniu do alleli loci mikrosatelitarnych chro-
mosomu Y (Y-STR) i ich zwigzkéw z poszczegdinymi
haplogrupami tego chromosomu [4, 5]. Przydatno$¢
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tego typu opracowan dla celow medycyny sadowej
nie jest jednak zwykle wysoka, gdyz ich autorzy cze-
sto postuguja sie bardzo szerokim lub zbyt waskim
wachlarzem uktadoéw Y-STR, znacznie szerszym niz
rutynowo stosowany w badaniach $ladéw biologicz-
nych czy spornego ojcostwa tzw. ,,haplotyp minimal-
ny”, obejmujgcy uktady: DYS19, DYS385, DYS389I,
DYS389ll, DYS390, DYS391, DYS392 i DYS393 [6],
przez co okreslenie zwigzkow poszczegdlinych alleli
haplotypu minimalnego z konkretnymi haplogrupami
bywa ktopotliwe.

Celem niniejszej pracy jest wstepna ocena moz-
liwosci zastosowania informacji dotyczacej przyna-
leznosci haplogrupowej chromosomu Y w genety-
ce sadowej, w tym przede wszystkim jej ewentual-
nego wykorzystania do weryfikacji poprawnosci
oznaczenia profilu loci Y-STR w zakresie tzw. ha-
plotypu minimalnego.

MATERIALY | METODY

Materiat do badan stanowito 146 preparatow
DNA pochodzacych od niespokrewnionych mez-
czyzn, pozyskanych metoda ekstrakcji organiczne;j
z prébek krwi obwodowej. Stezenie uzyskiwanych
preparatéw DNA oceniano metoda hybrydyzacyj-
na z wykorzystaniem zestawu QuantiBlot (Perkin
Elmer). Analize polimorfizmu loci SNP i STR pro-
wadzono zgodnie z opublikowang wczesniej meto-
dyka [7]. Sposrdd wybranych do badan prébek, 79
nalezato do haplogrupy R1a1* (mutacja w marke-
rze M17), 46 nalezato do haplogrupy I* (mutacja
w markerze M170), a 21 nalezato do haplogrupy
R1*(xR1a1* — brak mutacji w markerze M17). Na-
zewnictwo haplogrup chromosomu Y jest zgodne
z nomenklaturg Y Chromosome Consortium (YCC)
[8]. Nazewnictwo alleli loci Y-STR zgodne jest z no-
menklaturg ISFG [9]. W przypadku locus DYS385
krétszy allel oznaczano jako DYS385a, a dtuzszy
jako DYS385b; obecnos$¢ jednego produktu ampli-
fikacji zapisywano jako obecno$¢ dwéch alleli o jed-
nakowej dtugosci w DYS385a i DYS385b

Statystyczna istotno$¢ réznic czestosci alleli i ha-
plotypow obliczano na podstawie dwustronnego
testu réznicy pomiedzy wskaznikami struktury. W ob-
liczeniach wykorzystywano oprogramowanie Stati-
stica v. 7.1, uznajac rdznice za statystycznie istotne
gdy p < 0.05.

Parametr okreslajacy podobienstwo otrzymane-
go haplotypu do haplotypu modalnego danej ha-
plogrupy, oznaczany dla potrzeb niniejszej pracy
jako pHMX, gdzie X oznacza symbol haplogrupy,
wyliczano korzystajac ze wzoru zaproponowanego
przez Athey’a [10].
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bie badanych haplogrup. Wyniki obliczen przedsta-
wiono w tabelach I, Il i lll.
Allele, ktorych czestosci réznity sie istotnie po-
Przeprowadzono analize czesto$ci wystepowa- miedzy haplogrupami zgrupowano w tabeli IV. Je-
nia poszczegodlnych alleli uktadéw Y-STR w obre-  dynie w locus DYS391 nie zaobserwowano zadnych

WYNIKI | DYSKUSJA

Tabela |. Czestosci alleli w haplogrupie I*. Pierwsza kolumna tabeli: symbole alleli Y-STR. Pierwszy wiersz tabeli:
nazwy analizowanych uktadéw (pozbawione przedrostka DYS). Pogrubieniem zaznaczono allel najczestszy w da-
nym locus w danej haplogrupie.

Table I. Allele frequencies in haplogroup I*. First column: symbols of Y-STR alleles. First row: names of Y-STR loci
without the DYS prefix. The most frequent allele in each locus is shown in bold.
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Tabela Il. Czestosci alleli loci Y-STR w haplogrupie R1a1*. Pierwsza kolumna tabeli: symbole alleli Y-STR. Pierwszy
wiersz tabeli: nazwy analizowanych uktadéw (pozbawione przedrostka DYS). Pogrubieniem zaznaczono allel naj-
czestszy w danym locus w danej haplogrupie.

Table II. Allele frequencies in haplogroup R1ail*. First column: symbols of Y-STR alleles. First row: names of Y-STR
loci without the DYS prefix. The most frequent allele in each locus is shown in bold.
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Tabela lll. Czestosci alleli loci Y-STR w haplogrupie R1* (xR1a1*). Pierwsza kolumna tabeli: symbole alleli Y-STR.
Pierwszy wiersz tabeli: nazwy analizowanych uktadéw (pozbawione przedrostka DYS). Pogrubieniem zaznaczono

allel najczestszy w danym locus w danej haplogrupie.

Table lll. Allele frequencies in haplogroup R1*. First column: symbols of Y-STR alleles. First row: names of Y-STR loci
without the DYS prefix. The most frequent allele in each locus is shown in bold.
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istotnych réznic czestosci alleli pomiedzy analizowa-
nymi haplogrupami, natomiast w kazdym z pozosta-
tych badanych uktadéw STR ujawniono obecnos¢
od 2 do 6 alleli charakteryzujacych sie statystycz-
nie istotnymi réznicami czesto$ci miedzy co naj-
mniej dwiema haplogrupami.

Wsrod obserwowanych alleli, trzy (DYS19-14,
DYS389II-29 i DYS390-25) wykazywaly statystycz-
nie istotne réznice czestos$ci pomiedzy wszystkimi
haplogrupami, co wskazuje na potencjalne istnie-
nie alleli diagnostycznych, bedacych wskaznikami
przynaleznos$ci chromosomu do okreslonej haplo-
grupy. Allel 14 locus DYS19 wystepuje np. dwa razy
czesciej w chromosomach nalezacych do haplo-
grupy R1* niz w chromosomach haplogrupy I* oraz
ponad 20 razy czesciej w chromosomach haplo-
grupy R1* niz R1a1*. Allel ten stanowi zatem, jak
sie zdaje, dobry wskaznik pozwalajgcy na dyskry-
minacje pomiedzy haplogrupami R1* i R1a1*. Allel
25 locus DYS390 wystepuje ok. 3 razy czesciej
w haplogrupie R1a1* niz w haplogrupie R1*, po-
nad 5 razy czesciej w haplogrupie R1* niz w haplo-
grupie I* oraz niemal 20 razy czesciej w haplogru-
pie R1a1* niz w haplogrupie I*. Wystapienie allelu
25 locus DYS390 moze zatem stanowi¢ przestanke
za przynaleznoscia danego chromosomu do haplo-
grupy R1a1* i odrzuceniem hipotezy, ze nalezy on
do haplogrupy I*. Allel 29 locus DYS389Il obecny
jest w ponad potowie chromosomoéw haplogrupy
R1*, w co czwartym chromosomie grupy R1at1*
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i tylko w 9 % chromosoméw haplogrupy I*. Sposréd
innych alleli, ktérych czestosci réznig sie pomiedzy
poszczegdlnymi parami haplogrup, na uwage zastu-
guja réwniez: allel 16 locus DYS19, ktérego obec-
no$¢ moze stanowi¢ podstawe wykluczenia przyna-
leznosci do haplogrupy R1*, allel 12 locus DYS389,
wskazujgcy na przynalezno$¢ chromosomu do ha-
plogrupy I*, allel 28 locus DYS389ll, wykluczajacy
przynalezno$¢ do haplogrupy R1al* oraz allel 31
tego locus, wykluczajacy przynaleznos$¢ do haplo-
grupy R1*. Zestawienie wszystkich alleli mogacych
stanowi¢ markery przynaleznoéci haplogrupowej
przedstawiono w tabeli IV. Nalezy zauwazy¢, ze
obliczona warto$¢ p w przypadku 20 alleli jest niz-
sza niz 0.005, co moze $wiadczyé na korzys¢ sil-
nych zwiazkéw tych alleli z haplogrupami, w kto-
rych wystepuja najczescie;.

Aby zweryfikowaé mozliwo$¢ okreslania przyna-
leznos$ci haplogrupowej przy pomocy informacji
0 czestosci wystepowania poszczegolnych alleli
w obrebie haplogrup, przygotowano arkusz kalku-
lacyjny obliczajacy czesto$¢ wystepowania w ba-
danym haplotypie alleli charakterystycznych dla jed-
nej z badanych haplogrup (I*, R1* i R1a1*) oraz
czestos$¢ wystepowania w haplotypie alleli pojawia-
jacych sie ze zblizong czestoscig w dwdch z trzech
badanych haplogrup (stosunek czestosci bliski
1 lub czestosci nizsze niz 5 %) a jednocze$nie rzad-
kich lub nieobecnych w trzeciej z nich (przyktado-
wo, allel 13 locus DYS389I zaliczany byt do grupy
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Tabela IV. Poréwnanie czestosci alleli Y-STR, ktorych wartosci roznity sie istotnie pomiedzy poszczegélnymi haplo-
grupami. Istotnos¢ statystyczna obserwowanych roznic czestosci danego allelu obliczano dla kazdej pary haplo-
grup. Czcionkg pogrubiong zaznaczono wartosci p nizsze od 0.05, czcionkg pogrubiong i podkresleniem oznaczono
wartoéci p nizsze od 0.005. W sekcji ,przynalezno$¢” w kolumnie ,+” wskazano haplogrupy, w ktérych dany allel
wystepuje stosunkowo czesto, w kolumnie ,—” wskazano haplogrupy, w ktérych dany allel wystepuje najrzadzie;.
Szczegoty w tekscie.

Table IV. Comparison of allele frequencies differing significantly between haplogroups. The statistical significance of
differences was calculated for each pair of haplogroups. Differences with the p value lower than 0.05 are shown in
bold, while those with the p value lower than 0.005 are shown in bold and underlined. The “Hg membership” section
shows haplogroups with relatively frequent (“+” column) and relatively rare (“—“ column) occurrences of the given
allele. Details in the text.

Locus Czestos¢ allelu Warto$¢ p dla pary haplogrup Przynalezno$¢
/allel w haplogrupie p value for each haplogroup pair HG membership
Allele frequency
in a haplogroup
I* R1* Ri1a1* I*/R1* I*/R1a1* R1*/Riatl* + -
DYS19
14 0.370 0.857 0.038 0.000 0.000 0.000 R1*+1* Ria1*
16 0.283 0.000 0.430 0.009 0.104 0.004 Riat*+I* R1*
17 0.130 0.048 0.266 0.312 0.077 0.035 Riat*+I* R1*
DYS389I
12 0.413 0.048 0.025 0.004 0.002 0.583 I* Ria1*+R1*
13 0.587 0.857 0.886 0.033 0.000 0.717 R1*+R1al* I*
14 0.000 0.095 0.089 0.038 0.039 0.944 R1*+R1al* I*
DYS389ll
28 0.326 0.190 0.000 0.256 0.000 0.000 I*+R1* Ria1*
29 0.087 0.524 0.253 0.002 0.025 0.019 R1*+R1al* I*
30 0.217 0.286 0.532 0.541 0.001 0.048 Ria1* I*+R1*
31 0.239 0.000 0.190 0.017 0.516 0.033 I*+R1at1* R1*
32 0.130 0.000 0.025 0.088 0.022 0.466 I* Ria1*
DYS390
22 0.261 0.000 0.000 0.012 0.000 1.000 I* Ria1*+R1*
23 0.152 0.286 0.013 0.203 0.003 0.000 R1*4* Ria1*
24 0.522 0.476 0.139 0.728 0.000 0.001 R1*+1* Ria1*
25 0.043 0.238 0.759 0.018 0.000 0.000 Ri1a1* I*
26 0.000 0.000 0.089 1.000 0.039 0.159 Ria1* I*
DYS392
11 0.891 0.000 0.949 0.000 0.230 0.000 I*+R1at1* R1*
13 0.000 0.952 0.000 0.000 1.000 0.000 R1* I*+R1at1*
DYS393
12 0.065 0.143 0.000 0.303 0.024 0.001 R1* Ria1*
DYS385a
10 0.000 0.048 0.215 0.139 0.001 0.080 Ri1a1* I*
11 0.000 0.762 0.709 0.000 0.000 0.632 R1*+R1al* I*
12 0.022 0.190 0.063 0.018 0.303 0.073 I*+R1* Ria1*
13 0.283 0.000 0.000 0.009 0.000 1.000 I* Ria1*+R1*
14 0.587 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 I* Ria1*+R1*
16 0.065 0.000 0.000 0.236 0.024 1.000 I* Ria1*+R1*
DYS385b
14 0.326 0.714 0.772 0.004 0.000 0.582 R1*+R1a1* I*
15 0.457 0.190 0.127 0.040 0.000 0.462 * Ria1*+R1*
16 0.087 0.000 0.013 0.168 0.045 0.601 I* Ria1*+R1*

»-R1* lub R1a1*”). W obliczeniach wykorzystywano
jedynie allele, ktérych czestosci istotnie roznity sie
miedzy haplogrupami; w przypadku wystgpienia
w haplotypie innego allelu lub wystepowania allelu
obecnego we wszystkich trzech grupach z podob-
ng czestoscig (np. allel 13 locus DYS393) nie przy-
pisywano go do zadnej haplogrupy. Po okresleniu
w danym haplotypie liczby alleli charakterystycz-
nych dla poszczegolnych haplogrup, haplotyp za-
liczany byt do tej haplogrupy, dla ktérej zanotowa-

no najwiekszg liczbe charakterystycznych alleli.
Przyktad zastosowania tego algorytmu przedstawia
rycina 1. W celu oceny skutecznosci przyjetego
algorytmu, do przygotowanego arkusza wprowa-
dzono wszystkie 146 haplotypdw, na podstawie kté-
rych obliczano czestosci alleli i dokonano przypi-
sania przynaleznosci haplogrupowej na podstawie
obecnych w nich alleli, a nastepnie poréwnano
otrzymane wyniki z rzeczywistg przynaleznoscia
haplogrupowa chromosoméw, z ktdérych pochodzity
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badane haplotypy. Zastosowano réwniez zmodyfi-
kowang wersje algorytmu, w ktérym do obliczen
wykorzystano wszystkie allele. Skuteczno$¢ przy-
pisania haplotypéw do poszczegdinych haplogrup
przedstawia tabela V (panele A i B).

Sposréd 79 chromosoméw haplogrupy Riat*,
67 zostato przypisanych prawidtowo na podstawie
analizy alleli, ktérych czesto$¢ rdznita sie istotnie
pomiedzy haplogrupami. W wyniku analizy wszyst-
kich alleli prawidtowo przypisano do haplogrupy 76
haplotypow. Podobnie w przypadku dwéch pozosta-
tych zestawdw chromosomaow, nalezacych do haplo-
grup R1* i I* — algorytm oparty na analizie wszyst-
kich alleli pozwolit na prawidtowe przypisanie do
haplogrupy wiekszej ilo$ci haplotypow, niz algorytm
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oparty na analizie jedynie tych alleli, ktérych czestos¢
roznita sie istotnie pomiedzy haplogrupami.

Inna metoda okreslania przynaleznosci haplo-
grupowej chromosomu Y na podstawie analizy ha-
plotypow Y-STR, zaproponowana przez Whit Athey’a
[10], oparta jest na obliczaniu wspétczynnika okre-
$lajacego podobienstwo danego haplotypu do ha-
plotypu modalnego dla danej haplogrupy. Parametr
ten okreslono dla potrzeb niniejszej pracy jako
pHMX. Wspomniana metoda opiera sie na oblicza-
niu czgstkowych parametréw podobienstwa dla
kazdego locus, okreslonych jako stosunek czesto-
éci allelu wystepujacego w danym locus w danym
haplotypie do czestosci najczestszego allelu w da-
nym locus w danej haplogrupie, a zatem wartos$ci

Tabela V. Skuteczno$¢ okreslenia przynaleznosci haplogrupowej chromosoméw Y na podstawie ich haplotypow
minimalnych. ,n.0.” — brak mozliwo$ci przypisania do okre$lonej haplogrupy.

Table V. Efficiency of haplogroup assignment based on minimal haplotype data. Rows represent number of chromo-
somes assigned to a haplogroup based on Y-STR haplotype. “n.o.” — impossible to assign”.

A Haplogrupa przypisana na podstawie wystepowania alleli o czestosciach istotnie réznych
miedzy haplogrupami
Haplogroup assigned based on significantly different Y-STR allele frequencies
Rzeczywista
przynalezno$¢
haplogrupowa I* R1* Riatl* n.o.
Actual haplogroup
I* 29 3 11
R1* 1 15 2
Riatl* 1 5 67 6
B Haplogrupa przypisana na podstawie analizy czestosci wszystkich alleli
Haplogroup assigned based on allele frequencies of all Y-STR alleles
Rzeczywista
przynalezno$¢
haplogrupowa I* R1* Ri1at* n.o.
Actual haplogroup
I* 34 1 3 8
R1* — 20 1 —
Riatl* — 1 76 2
C Haplogrupa przypisana na podstawie parametru pHMX*
Haplogroup assigned based on pHMX value
Rzeczywista
przynalezno$é
haplogrupowa I* R1* R1at1* n.o.
Actual haplogroup
I* 46 — — —
R1* — 20 1 —
Riatl* 1 — 78 —
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Ryc. 1. Schemat algorytmu obliczen przynaleznos$ci haplogrupowej chromosomu Y na podstawie haplotypu Y-STR.
Oznaczenia: ,n.0.” — allel nie nalezy do grupy alleli o czestosci istotnie odmiennej pomiedzy haplogrupami, ,n.b.”
locus nie badane ze wzgledu na brak istotnych réznic w czestosci alleli.

Fig. 1. Schematic representation of the algorithm assigning haplogroup membership to Y-STR minimal haplotypes.
Legend: “n.o0.” — allele does not belong to the group of alleles exhibiting a frequency significantly differing between
haplogroups, “n.b.” — locus not examined due to no significant differences in allele frequencies between haplogroups.

1. Wprowadzenie haplotypu (haplotype input):

DYS19 DYS389I DYS389ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS385a DYS385b
15 13 30 25 11 11 13 11 14

2. Przypisanie poszczegolnych alleli do haplogrup (allele assignment to a haplogroup):

DYS19 DYS389l DYS389ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS385a DYS385b
n.o. R1*+R1at1* Riat* R1a1* n.b. I*+R1al* n.o. R1*+R1a1* Ri1*+R1al*

3. Zliczenie czestosci pojawienia sie danej haplogrupy (count of each haplogroup occurence):

I* R1* Ria1*
1 3 6

4. Przypisanie haplogrupy (haplogroup assignment): R1ai*

parametrow czastkowych wahajg sie miedzy 0 a 1. pHM?R" i pHMR'a"" dla haplotypdéw minimalnych ba-
Z obliczonych parametréw czgstkowych obliczany  danych chromosoméw nalezgcych do poszczegdl-
jest nastepnie parametr pHMX, bedacy $rednia geo-  nych haplogrup. Wyniki przeprowadzonych obli-
metryczng parametrow czastkowych pomnozong czen podsumowano w tabeli VI.

przez 100. Przedstawiony wyzej algorytm wykorzy- Najwyzsze $rednie wartosci parametru pHMX
stano do obliczenia warto$ci parametréow pHM", obliczanego dla czestosci alleli poszczegdlnych

Tabela VI. Wyniki obliczen parametru pHM* dla chromosoméw z poszczegdlnych haplogrup. Tabela przedstawia
$rednig warto$¢ wyniku obliczen dla chromosoméw z poszczegdlnych haplogrup oraz odchylenie standardowe
$redniej, mediane, warto$ci minimalne i maksymalne oraz wartosci osiggane przez 95 % haplotypéw w danej haplo-
grupie. Najwyzsze wartosci $redniej wyliczone dla czestosci alleli w poszczegdlnych haplogrupach pogrubiono.
Table VI. Results of pHMX parameter calculation for chromosomes belonging to particular haplogroups. Mean value,
standard deviations, median value, maximum and minimum, as well as values reached by 95 % of haplotypes in
particular haplogroup are listed. The highest mean value for each haplogroup is shown in bold.

I* R1a1* R1*
pHMR1a1*
Srednia mean 22.41 72.63 13.03
odch. std. std. dev. 8.64 16.62 8.28
mediana median 23.73 76.27 11.86
maksimum max. 43.46 100.00 48.61
minimum min. 5.02 37.09 1.40
95 centyl 95 percentile 42.71< >41.99 24.88<
pHMR™
$rednia mean 10.81 15.67 74.46
odch. std. std. dev. 4.61 11.98 18.69
mediana median 9.82 15.71 80.00
maksimum max. 21.26 59.95 94.75
minimum min. 3.22 5.03 31.34
95 centyl 95 percentile 21< 25< >46
pHM"™

$rednia mean 71.52 13.15 4.00
odch. std. std. dev. 15.28 9.49 2.68
mediana median 72.57 14.54 3.23
maksimum max. 93.78 30.13 11.98
minimum min. 24.31 0.99 0.44

95 centyl 95 percentile >42.27 28.14< 8.92<
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haplogrup otrzymywano zawsze dla chromosomow
tej haplogrupy, ktorej czestosci alleli Y-STR wyko-
rzystano w obliczeniach. Analiza wykazata rowniez,
ze w przypadku chromosomoéw haplogrupy 1* 95 %
haplotypdw osiggato warto$¢ parametru pHM"™ wy-
zszg niz 42.27, podczas gdy 95 % haplotypow chro-
mosoméw haplogrup R1* i R1a1* osiggato warto-
$ci odpowiednio nizsze od 8.92 i 28.14. Podobne
zaleznosci zaobserwowano w przypadku chromo-
somoéw nalezgcych do pozostatych haplogrup.
Warto zwréci¢ uwage, iz w przypadku haplogrupy
Ri1a1* warto$é parametru pHMF'a™" jest wyzsza dla
ok. 2 % chromosomow nalezacych do haplogrupy
I* niz dla ok. 2 % chromosomoéw nalezacych do ha-
plogrupy R1a1*. Przeprowadzono rowniez test po-
prawnosci okreslenia przynaleznosci haplogrupo-
wej chromosoméw dokonujac ich przypisania do
poszczegolnych haplogrup na podstawie wartosci
wyliczonych parametrow pHM", pHM?'™" i pHMR"a!",
przyjmujac ze chromosom nalezy do tej haplogru-
py, dla ktérej parametr byt najwyzszy (tabela V pa-
nel C). Metoda oznaczania przynalezno$ci haplo-
grupowej na podstawie obliczenia parametru pHMX
data w obrebie analizowanych danych najwyzszy
wspétczynnik zgodnosci z rzeczywistg haplogrupa
chromosomu Y w poréwnaniu do pozostatych
dwoéch algorytméw wykorzystanych w niniejszej
pracy. Wszystkie chromosomy haplogrupy I* zosta-
ty przypisane do prawidtowej haplogrupy na pod-
stawie obliczen wspétczynnika pHMX, sposréd 79
chromosomow haplogrupy R1al* 78 zostato przy-
pisanych prawidtowo, podobnie sposrdd 21 chro-
mosoméw haplogrupy R1* 20 zostato przypisanych
do wtasciwej haplogrupy.

Rozwazajac przydatno$¢ metody identyfikacji
przynaleznosci haplogrupowej opartej na oblicza-
niu parametru pHM* nalezy rozwazy¢ mozliwosé
zastosowania jej do danych innych niz te, na pod-
stawie ktérych wygenerowano tabele czestosci al-
leli w poszczegdlnych haplogrupach. Podjeto pro-
be takiej weryfikacji wykorzystujac opublikowane
haplotypy uktadéw Y-STR: DYS19, DYS389l,
DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392i DYS393 oraz
czestosci haplogrup I*, R1* i R1a1* dla subpopu-
lacji Polski i Niemiec [7, 11]. Dokonano przypisania
haplotypéw Y-STR do haplogrup dla danych z po-
pulacji Berlina, Freiburga, Gdanska, Greifsfaldu,
Hamburga, Kolonii, Krakowa, Lipska, Lublina, Mag-
deburga, Mainz, Muenster, Monachium, Rostocku,
Warszawy i Wroctawia. Poréwnanie rzeczywistych
czestosci haplogrup 1*, R1* i R1a1* w poszczegol-
nych populacjach z czesto$ciami wyliczonymi na
podstawie haplotypéw w loci DYS19, DYS389l,
DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392 i DYS393
w wiekszosci przypadkéw wykazato réznice istotne
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statystycznie. Otrzymany wynik moze $wiadczy¢
o tym, iz zwigzek poszczegdinych haplogrup chro-
mosomu Y z okre$lonymi haplotypami Y-STR moze
mie¢ charakter regionalny, ksztattowany przez proce-
sy mutacyjne i migracyjne zachodzace na stosunko-
wo niewielkim obszarze geograficznym. W przypad-
ku haplogrupy R1a1* istniejg np. dane literaturowe
wskazujace, ze haplotypy Y-STR chromosomoéw Y
nalezacych do tej haplogrupy sg odmienne w popu-
lacjach Europy wschodniej i zachodniej [12]. Biorac
jednak pod uwage brak mozliwosci odtworzenia
czestosci haplogrup chromosomu Y na podstawie
haplotypow Y-STR réwniez w populacjach Polski,
o ktérych skadingd wiadomo, ze charakteryzuja sie
wysoka homogennoscig [7, 13] mozna wniosko-
wagé, ze liczba chromosomoéw analizowanych dla
potrzeb niniejszej pracy byta zbyt mata, szczegdl-
nie w przypadku haplogrupy R1*, aby w petni od-
daé¢ ztozonos$¢ zaleznosci pomiedzy haplotypami
Y-STR a ich przynaleznoscia haplogrupowa. Istot-
ny dla przedstawionych wynikdéw moze by¢ tez fakt,
iz w badanym zestawie haplotypdéw populacji Pol-
ski i Niemiec nie dysponowano informacijg o poli-
morfizmie locus DYS385, ktérego allele odgrywaja
istotng role w rozrdznieniu haplogrupy I* od haplo-
grup R1* i R1a1*. Przedstawione wyzej wyniki na-
lezy zatem traktowaé jako wstepne. Sformutowanie
ostatecznych wnioskéw co do efektywnosci zapro-
ponowanej metody kontroli poprawnosci haplotypow
chromosomu Y bedzie mozliwe po przeanalizowa-
niu haplotypéw minimalnych w znacznie wiekszej
liczbie chromosoméw o zweryfikowanej przynalez-
nosci haplogrupowej, w tym réwniez nalezacych do
innych, poza badanymi w ramach niniejszej pracy,
haplogrup wystepujacych w populacjach Polski oraz
w innych $wiatowych populacjach i subpopulacjach.

Podstawowym problemem zwigzanym z wyko-
rzystaniem informacji o przynaleznosci haplogru-
powej chromosomu Y moze by¢ fakt, iz w wiekszo-
éci laboratoriéw polimorfizm SNP tego chromoso-
mu oznaczany jest z wykorzystaniem metody RFLP,
ktéra ze swej natury wymaga stosunkowo duzych
ilo$ci materiatu genetycznego, co stanowi powazne
utrudnienie w jej rutynowym wykorzystaniu w gene-
tyce sadowej. System weryfikacji poprawnosci ozna-
czenia haplotypéw chromosomu Y oparty na anali-
zie ich przynaleznosci haplogrupowej wymagatby
zatem opracowania czutej, multipleksowej reakciji,
pozwalajgcej na jednoczesne oznaczenie wielu
mutacji SNP. Skonstruowanie tego typu reakciji jest,
jak sie wydaje, mozliwe przy wykorzystaniu dostep-
nych na rynku odczynnikéw [14]. Opracowanie
multipleksowego systemu oznaczania mutacji punk-
towych w loci Y-SNP mogtoby pozwoli¢ na posze-
rzenie informacji otrzymywanej z probek analizo-
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wanych rutynowo w laboratoriach genetyki sado-
wej o dane dotyczace przynaleznoéci haplogrupo-
wej chromosomu Y. Oznaczanie polimorfizmu Y-SNP
oparte jest zwykle na amplifikacji krétkich fragmen-
tow DNA, o dtugosci ok. 100 p.z., zatem system
taki mogtby sprawdzi¢ sie w analizie materiatu zde-
gradowanego, dajacego szczatkowe profile w am-
plifikacji loci STR. Informacja otrzymana z wyko-
rzystaniem multipleksowego systemu oznaczania
haplogrup chromosomu Y mogtaby by¢ wykorzy-
stywana zaréwno jako zrédto dodatkowych danych
przydatnych w dyskryminacji prébek zawierajgcych
chromosomy Y pochodzace z rdéznych linii ojcow-
skich, jak i w celu weryfikacji otrzymanych profili
szczatkowych na podstawie poréwnania zgodno-
$ci obserwowanych alleli Y-STR z allelami charak-
terystycznymi dla haplogrupy, do ktérej nalezy dany
chromosom.

Kolejnym potencjalnym zastosowaniem metod
umozliwiajacych przypisanie haplogrupy do chro-
mosomu na podstawie analizy Y-STR jest weryfika-
cja danych populacyjnych stanowigcych materiat
referencyjny. W praktyce genetyki sadowej zdarza
sie, ze konieczne jest okreslenie czestosci wyste-
powania danego haplotypu w populacjach innych
niz rodzima, niekiedy zamieszkujgcych odlegte ob-
szary geograficzne. Jesli dla danej populacji dostep-
ne sa dane dotyczace czestosci poszczegdinych
haplotypéw oraz, w odrebnej publikacji, dane do-
tyczace czestosci poszczegodinych haplogrup chro-
mosomu Y, teoretycznie mozliwe bytoby zweryfi-
kowanie reprezentatywnosci probki populacyjnej
wykorzystanej do otrzymania haplotypéw Y-STR
przez poréwnanie rzeczywistej czestosci haplogrup
z obliczona na podstawie haplotypéw Y-STR. Poréw-
nanie takie wymagatoby jednak posiadania wiedzy
na temat zaleznos$ci pomiedzy czesto$ciami po-
szczegolnych alleli Y-STR, a przynaleznoscig ha-
plogrupowa chromosomow Y w danym regionie geo-
graficznym (np. w populacjach sasiadujacych z ba-
dana) oraz posiadania wiarygodnego zrédta danych
0 czestosci poszczegoélnych haplogrup w danej
populaciji.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w pracy metody przyporzadko-
wywania haplotypéw Y-STR do haplogrup wydaja
sie obiecujgcym narzedziem, ktére moze znalez¢
zastosowanie w genetyce sgdowej, jednak wigcze-
nie tego typu metod do rutynowej praktyki wymaga
dobrej znajomosci zaleznosci pomiedzy czestoscia
wystepowania danego allelu a przynaleznoscia gru-
powa chromosomoéw Y w danym regionie geogra-
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ficznym. Koniecznym warunkiem zastosowania tego
typu metod w medycynie sgdowe;j jest tez opraco-
wanie multipleksowego testu pozwalajagcego na
oznaczanie polimorfizmu SNP, ktéry bytby wystar-
czajgco czuly i wiarygodny, aby znalez¢ zastoso-
wanie w badaniach z zakresu genetyki sgdowe;.
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