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Okreslono mutacyjnos¢ markeréw loci chro-
mosomu Y w 200 parach ojciec-syn z terenu Pol-
ski potnocnej, w ktérych ojcostwo potwierdzono
uprzednio w analizach autosomalnych systeméw
STR (PI>=100 000) badajgc standardowo profil
genetyczny matki, dziecka i domniemanego ojca.
Zakres badan obejmowat 18 markeréw typu Y-STR.
W przeanalizowanej grupie zaobserwowano 11 mu-
tacji. Pie¢ z nich miato charakter insercyjny, nato-
miast pozostate sze$¢ to mutacje delecyjne. Wiek-
szo$¢ niezgodnosci wynikata ze zmiany liczby po-
jedynczego powtdrzenia jednostki repetytywnej.
W locus DYS385, w dwdéch parach ojciec/syn, ob-
serwowano utrate dwdch jednostek repetytywnych.
Catkowita czestos¢ mutacji dla 18-tu markeréw chro-
mosomu Y wyniosta 0,0031. W loci Y-STR 200-tu
zbadanych par ojciec/syn nie zaobserwowano zna-
czacych réznic w wartosci czestosci mutacji z da-
nymi pochodzacymi ze $Swiatowej bazy danych
YHRD.

The objective of the study was to examine the
mutation rates of Y-chromosomal STR from father-
-son pairs. The paternity in these cases was con-
firmed previously with the use of autosomal STR
system performing standard analyses of genetic
profiles of the mother, child and putative father
(PI>=100000). We examined 200 father-son
sample pairs from Northern Poland using the Y-STR
18-plex. We identified eleven mutations. Five mu-
tations resulted in the gain of a repeat in the sons’
chromosome and six resulted in a loss of a repeat.
All the samples resulted in single repeat mutations
from one sample, which contained a two repeat

loss at DYS385. The overall average mutation rate
estimate was 0.0031.There was no significant
difference in the mutation rate between Y-STR loci
of the 200 tested father-son pairs and the YHRD
base.
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WSTEP

Okreslenie polimorficznych sekwencji DNA stato
sie w ostatnich latach rutynowg praktykg labora-
toriow genetyczno-sgdowych. Wykorzystuje sie je
w szerokim zakresie zarbwno w badaniu $ladow
biologicznych i identyfikacji osobniczej, jak réwniez
w ustalaniu pokrewienstwa, w tym ojcostwa.

Poczatkowo w badaniach znalazty zastosowanie
markery chromosomdw autosomalnych, zwtaszcza
krotkie repetytywne powtdrzenia nukleotydowe
typu STR. Stato sie tak z uwagi na powszechnos$¢
ich wystepowania w genomie ludzkim i wysoki po-
limorfizm.

W ostatnich latach obiektem duzego zainte-
resowania genetykéw sgdowych staty sie poli-
morficzne markery pfci, a zwtaszcza chromoso-
mu Y. Stanowi on zaledwie 2% genomu cztowieka,
a wieksza jego cze$¢ (95%) nie podlega rekombi-
nacji. Posiada jednak szczegd6lne wtasciwosci —
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charakterystyczny jest dla osobnikéw ptci meskiej
i dziedziczony jest w linii ojciec-syn. Ta unikalna
specyfika chromosomu Y sprawia, ze oznaczenie
jego markerdw jest niezwykle przydatne w spra-
wach dotyczacych m.in. dochodzenia ojcostwa (gdy
dziecko jest ptci meskiej).

W kazdym przypadku badan DNA w ustalaniu
ojcostwa, w ktérym obserwuje sie zgodnosé profili
DNA domniemanego ojca i dziecka, niezbedna jest
analiza statystyczna otrzymanych wynikéw. W ra-
chunku tym brana jest pod uwage czestosé wyste-
powania w populacji uktadu cech odziedziczonych
po ojcu, z uwzglednieniem ewentualnych mutacji,
ktérych obecnos$¢ w znaczacy sposob obniza indeks
ojcostwa, a tym samym, prawdopodobienstwo oj-
costwa. Najprostszym sposobem ich analizy jest
bezposrednia detekcja przez genotypowanie. Z ba-
dan J. C. Roach wynika, ze $redni stopien mutacji
u cztowieka wynosi ~1,1x10® na zasade w haplo-
idalnym genomie [11, za$ $rednia czesto$¢ mutacji
dla wszystkich 17 Y-STR loci (zestaw AmpFISTRY-
-filer f-my Applied Biosystems) osigga wartos$¢
0,0025 [2].

W niniejszych badaniach podjeto ocene czesto-
$ci mutacji dla 18-tu Y-STR loci znajdujacych co-
raz czestsze zastosowanie w genetyce sadowej [3].

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowit DNA wyizolowany
z krwi lub wymazow z jamy ustnej pochodzacy od
200-tu par ojciec-syn z terenu Polski pétnocnej,
w ktérych ojcostwo potwierdzono analizg autoso-
malnych systeméw STR (PI>=100 000) - archi-
wum Katedry i Zaktadu Medycyny Sagdowej GUMed).

Zakres badan obejmowat Y-STR 18-plex: DYS19,
DYS385a/b, DYS389I, DYS389ll, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS388, DYS426, DYS437,
DYS348, DYS439, DYS460, GATA H4.1, YCA II.
Reakcje PCR przeprowadzono w termocyclerze
Mastercycler Gradient (f-my Eppendorf) w catko-
witej objetosci 5 ul, w warunkach opisanych przez
K. Rebate [3]. Produkty amplifikacji rozdzielano
drogg elektroforezy kapilarnej przy uzyciu analiza-
tora genetycznego 3130 ABI Prism (Applied Biosys-
tems) i genetypowano stosujgc program GeneMap-
per Id v.3.2 software.
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WYNIKI [ DYSKUSJA

Analizie poddano 18 markeréw Y-STR: DYS19,
DYS385a/b, DYS383I, DYS389ll, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS426, DYS437, DYS438,
DYS439, DYS460, GATA H4.1, YCA II, DYS388.
W tym zakresie miesci sie 9 systemow tworzacych
tzw. ,minimalny haplotyp”. Przyjete nazewnictwo
alleli byto zgodne z zaleceniami ISFG.

WSsréd poddanych badaniom oséb w obrebie 18-
tu Y-STR loci zaobserwowano 11 niezgodnosci
w parach ojciec-syn. Pie¢ z nich wynikato z pojawie-
nia sie dodatkowej jednostki repetytywnej u dziecka
(insercja), sze$¢ pozostatych byto wynikiem jej utra-
ty (delecja). Podczas analizy badanych probek okre-
$lono profil DNA zawierajgcy dodatkowy allel.
W locus DYS438 u ojca zaobserwowano dupli-
kacje, obecnos¢ dwaoch alleli 9 i 11, podczas gdy
u dziecka w tym samym markerze genetycznym po-
jawit sie tylko allel 11 (tabela I).

Tabela I. Rodzaje zaobserwowanych mutacji
w 200-tu parach ojciec-syn w 18-tu
Y-STR loci.

Table I.  Types of mutations observed in 200
father-son pairs in 18 Y-STR loci.
Lp. | Locus Allel Allel Rodzaj mutacji
Locus ojca syna Type of mutation
Paternal | Filial
allele allele
1 | DYS391l 30 31 insercja / insertion
2 DYS 19 15 16 insercja / insertion
3 | DYS390 25 26 insercja / insertion
4 | DYS389I 13 14 insercja / insertion
5 | DYS390 26 27 insercja / insertion
6 | DYS439 13 12 delecja / deletion
7 DYS385a/b | 14,17 | 12,17 | delecja/ deletion
8 | DYS385a/h | 11,14 | 11,12 | delecja/ deletion
9 | DYS385a/h | 14,16 | 14,15 | delecja/ deletion
10 | DYS 460 11 10 delecja / deletion
11 | DYS438 9,11 11 duplikacja / duplication
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Wiekszos$¢ niezgodnosci w parach ojciec-syn,
ktére odnotowano przy analizie markeréw Y-STR
byto konsekwencjg zmiany dtugosci allela o poje-
dyncza jednostke repetytywng (tabela Il). W jed-
nym przypadku zaobserwowano obecnosé dodatko-
wej mutacji w obrebie markeréw autosomalnych.

Tabela Il. Liczba i czestos¢ mutacji w 18-tu Y-STR
loci wykazanych w analizowanej
populacji Polski pdtnocnej.
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Najwyzsza obliczona warto$¢ czestosci mutacji
wynosita 0,015 i wystgpita w locus DYS385, ktory
zostat uznany za najbardziej polimorficzny marker
badanego multipleksu [3]. Ten sam parametr w opar-
ciu o analize znacznie wiekszej populacji (az 25’306
par mezczyzn) wyniost zaledwie 0,00213 [4].

Na podstawie przeprowadzonych badan zauwa-
zono, ze jedynie w przypadku mutacji delecyjnej,
zmiany, ktére zaszty dotyczyty utraty dwdch jedno-
stek repetytywnych. W wysoce polimorficznym mar-
kerze DYS 385 a/b zaobserwowano 3 niezgodnosci

Table Il. The number and frequency of mutations ~w parach ojciec-syn, w tym dwie, ktére dotyczyty
in 18 Y-STR loci observed in the utraty dwdch jednostek repetytywnych (ryc. 1).
population of Northern Poland.

Locus Liczba Mejozy Czesto$é . R — =
Locus mutacji Meioses mutacji I {\ \ {\
Number of Frequency of " b )
mutations mutations | |§'z’73.n|
DYS 391 0 200 T S - e
DYS 389 | 1 200 0,005 " ;’\ ;
DYS 437 0 200 22610 2131
DYS 439 1 200 0,005 e i = B
DYS 389 I 1 200 0,005 : /\ f\ /\.\ BAA LA A A
DYS 426 0 200
DYS 393 0 200 Ryc. 1. Elektroforegram przedstawiajgcy zmiang
dtugosci allela o dwie jednostki repetyty-
YCAII 0 200 wne w locus DYS385 (panel gérny — syn,
DYS 390 9 200 0,010 panel srodkowy — ojciec).
Fig. 1. Electropherogram presenting a change
DYS 385 a/b 3 200 0,015 in the length of the allele, resulting
in a shift from allele 14 to 12, in
DYS 460 1 200 0,005 ’
i DYS438 locus (upper panel — son,
GATA H4.1 0 200 middle panel — father).
DYS 388 0 200
DYS 19 1 200 0,005 W szesciu markerach: DYS389 |, DYS439,
DYS389 II, DYS460, DYS19 oraz DYS438 wysta-
DYS 438 1 200 0,005 pity pojedyncze mutacje, a ich czestos¢ dla wszyst-
DYS 392 0 200 - kich wynosi’fa 0,005.

: Czestosci mutacji wykazane w przeprowadzo-
Catkowita | 11 200 0,0031 nych badaniach nie odbiegaja w znaczacy sposdb
CzgStos¢ mutacjl od wynikéw przeanalizowanych tysiecy par ojciec-
Total frequency -syn z obszaru cafego $wiata. Niewielkie rozbiez-
of mutations . o .

nosci zaobserwowane w czestosciach mutacji dla
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poszczegdlnych markeréw chromosomu Y badane;j
grupy 200 par ojciec-syn wynikajg z rdznicy po-
miedzy liczebnoscig zbadanych mejoz. Obliczona
catkowita czesto$¢ mutacji dla badanego multi-
pleksu Y-STR wyniosta 0,0031. Zblizong $rednig
wartos¢ mutacji zaobserwowano dla 17 loci Y-STR
(Y-filer, Applied Biosystems), analizujgc dwukrotnie
wiekszg grupe oséb [5].

W tabeli Il przedstawiono uzyskane wyniki wraz
z danymi wystepujgcymi w miedzynarodowej bazie
danych YHRD i z publikacji naukowych [2, 4, 6,
7].

Uzyskane wyniki badan i dane z innych popu-
lacji wskazujg, ze mutacje w markerach Y-STR po-
jawiaja sie niezwykle rzadko, stad ich wysoka przy-
datnos$¢ w genetyce sgdowej. Mutacje w markerach
Y-STR wystepujg znacznie rzadziej niz w loci auto-
somalnych [8].

Zmienno$¢ mutacyjna jest podstawg procesow
ewolucyjnych. Dzieki niej powstajg nowe allele,
a tym samym wzrasta polimorficzno$¢ genu, przy-
czyniajac sie do zwiekszenia jego informatywnosci.
Odkad istotne zréznicowanie haplotypéw Y-STR
pomiedzy populacjami, jak i wewnatrz nich zna-
lazto szerokie zastosowanie w badaniach filogene-
tycznych, ewolucyjnych, a przede wszystkim w me-
dycynie sgdowej w ustalaniu pokrewienstwa, w tym
ojcostwa, zestaw analizowanych i dobrze pozna-
nych markeréw sukcesywnie rosnie.

Wykazane w przedstawionej pracy wtasciwosci
mutacyjne loci Y-STR majg znaczacy wptyw na in-
terpretacje wynikéw, stad znajomos$é wspoétczyn-
nika mutacji dla poszczegdlnych markerdw gene-
tycznych wydaje sie by¢ niezbedng do prawidto-
wego opiniowania w sprawach sagdowych. Wiedza
ta jest konieczna szczegdlnie w przypadkach anali-
zy pokrewienstwa, gdy dostepny jest wytgcznie ma-
teriat porownawczy od oséb niespokrewnionych
w pierwszej linii [9].
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Tabela lll. Tabela przedstawiajgca obliczone
czestosci mutacji dla 200 par ojciec-
-Syn wraz z danymi wystepujacymi

w miedzynarodowej bazie danych
YHRD i z publikacji naukowych.
Mutation rates for 200 father-son
pairs with the data from YHRD
database scientific papers.

Table Il1.

YHRD/ dane z literatury + badana prébka 200 par ojciec/syn
YHRD/data from literature + investigated sample of 200
father-son pairs

Locus Mutacje Mejozy Czestosé
Locus Mutations Meioses mutacji
Frequency of
mutations

DYS 391 38 147821 0,00256
DYS 389 | 35 137674 0,00256
DYS 437 12 97987 0,00120
DYS 439 52 97982 0,00520
DYS 3891I 50 137645 0,00366
DYS 438 4 107008 0,00039
DYS 426 0 17258

DYS 393 14 137539 0,00103
YCAIl a/b 0 17058

DYS 390 33 147947 0,00220
DYS385a/b | 57 257506 0,00223
DYS 460 3 17310 0,00229
GATA H4.1 18 77595 0,00236
DYS 388 0 17246

DYS 19 36 157425 0,00233
DYS 392 6 147753 0,00040
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