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Locus ACTBP2 (human beta-actin related pseu-
dogene; SE33) jest najbardziej polimorficznym ze
wszystkich, dotychczas stosowanych markeréw
w genetyce sgdowej, zarbwno do celéw badania
pokrewienstwa jak i identyfikacji sladéw biologicz-
nych. Ze wzgledu na bardzo liczne allele i stosun-
kowo matg tendencje do tworzenia stutteréw, jest
prawie idealnym kandydatem do zastosowanh z za-
kresu genetyki sagdowej [1]. Do wad tego systemu
naleza stosunkowo dtugie amplikony, ktére moga
sprawiac trudnosci w przypadku badania zdegra-
dowanego DNA. Duza dtugos¢ amplikonéw SE33
jest oczywiscie zwigzana z ogromng liczbg alleli ob-
serwowanych dla tego locus. Hiperzmienny locus
SE33 zlokalizowany jest na 6 chromosomie czto-
wieka (GeneBank Accession: VO0481) i wykazuje
szczegdlnie ztozony polimorfizm, na ktéry sktada
sie flankujacy obszar 5', centralna sekwencja repe-
tytywna i flankujacy obszar 3’ [2]. W zaleznosci od
rodzaju komercyjnego zestawu uzytego do badania
polimorfizmu SE33, a tym samym rodzajem starte-
row uzytych do powielania tego locus, obserwowa-
ne wielkosci amplikonéw mieszczg sie w zakresie
od 197 do 381pz dla zestawu ABI SEfiler, od 258
do 442pz dla ESX17 Promegi oraz od 300 do
484pz dla zestawu ESI17 Promegi (zakres alleli od
3-49). Dotychczas opisano az 178 alleli w zakre-
sie tego locus [3]. Ze wzgledu miedzy innymi na
bardzo wysoka site dyskryminacji, locus ten znalazt
sie wsrod o$Smiu wybranych loci do Niemieckiej
Bazy DNA (D3S1358, FGA, D8S1179, D18S51,
D21S11, THO1, VWA, SE33, amelogenina) [4, 5].

Poza genetyka sgdowg locus SE33 znalazt row-
niez zastosowanie miedzy innymi w badaniu chime-
ryzmu po przeszczepach szpiku kostnego [6, 71.

Celem niniejszej pracy jest ponowna analiza
polimorfizmu tego locus przeprowadzona dla popu-
lacji Polski potnocnej w liczacej ponad 1000 osobni-
kow prébce populacyjnej.

MATERIAL | METODY

Badaniom populacyjnym poddano materiat bio-
logiczny pochodzacy od 1007 osobnikéw obu pfci
zamieszkujacych gtéwnie obszar Polski potnocnej.
Badaniom poddano tylko prébki pochodzgce od
niespokrewnionych os6b, przesytanych jako mate-
riat referencyjny do spraw badanych w Pracowni
Biologii i Genetyki Sadowej ZMS GUMed. DNA izo-
lowano metoda organiczng fenol-chloroform. Ilo$¢
wyizolowanego DNA oznaczano technikg RT PCR
z zastosowaniem zestawu Quantifiler™ na urzadze-
niu 7900HT RealTime Fast PCR System (Applied
Biosystems), jak réwniez technikg fluorymetrii
z fluorochromem PicoGreen™ (Fluoroskan Ascent,
ThermoLabsystem, Finlandia).

Do namnazania DNA uzyto komercyjnych zesta-
wow PowerPlex ESX17 firmy Promega (USA) oraz
SEfiler firmy ABI (USA). Reakcje PCR prowadzono
w termocyklerze ABI 9700 firmy Applied Biosys-
tems, zgodnie z zaleceniami producenta. Produkty
PCR identyfikowano metoda elektroforezy kapilar-
nej na sekwenatorze ABI 3130 Avant firmy Applied
Biosystems (USA) wykorzystujgc oprogramowanie
Data Collection v. 3.0 i Gene Mapper v. 3.2. Jako
standardu wewnetrznego wielkosci DNA uzyto mar-
kera CC5 ILS500 firmy Promega (USA) dla zestawu
PowerPlex ESX17 oraz LIZ500 w przypadku zesta-
wu SEfiler. Otrzymane fragmenty DNA poréwny-
wano z drabing alleli (Promega, USA), ktéra zawie-
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rata 37 alleli: 4.2, 6.3, 8-20, 20.2, 21, 21.2, 22,
22.2,23.2,24.2,25.2,26.2,27.2,28.2,29.2,
30.2,31.2,32.2,33.2,34.235-37,39i 42 lub
z drabing dla zestawu SEfiler zawierajgca tacznie
50 alleli: 4.2, 6.3,8-37,21.1,21.2,22.2,23.2,
24.2,25.2,26.2,27.2,28.2,29.2,30.2, 31.2,
32.2,33.2,34.2,35.2, 36, 37.

Obliczenia statystyczne

Weryfikacje zgodnosci z réwnaniem Hardy'ego-
-Weinberga przeprowadzono za pomocg programu
komputerowego HWE wersja 1.20 [8]. Obserwo-
wang heterozygotycznos¢ (H), site dyskryminacji
(PD), $rednig szanse wykluczenia (MEC) i zawar-
to$¢ informacji polimorficznej (PIC) obliczano jak
uprzednio [9, 10, 11]. Homogenno$¢ rozktadu al-
leli SE33 pomiedzy badang probka populacyjna,
a innymi populacjami prowadzono programem Con-
ting v. 2.36 [12]. Zréznicowanie rozktadu alleli po-
miedzy populacjami oceniano réwniez za pomocg
programu Arlequin v. 3.1, badajac wartosci Fst dla
poszczegdlnych par populacji [13].

WYNIKI | DYSKUSJA

Tabela | przedstawia obserwowany rozktad cze-
stosci alleli SE33 w populacji Polski pétnocnej A,
dla 1007 osobnikéw oraz dla dwéch innych, uprzed-
nich badan populacyjnych Podlasia (N=220) [14]
i Polski pétnocnej B (N=255) [15].

W naszych badaniach obserwowali$my tacznie
46 alleli, w poréwnaniu do 35 w populacji Podla-
sia i 37 w populacji Polski pétnocnej B, na co wy-
razny wptyw miata wielko$¢ probki populacyjnej.
Nasze poprzednie badania dotyczace polimorfizmu
DNA dla locus SE33 opublikowane w 1996 roku
dla prébki 176 osob, pozwolity na zidentyfikowanie
tylko 25 alleli [16]. Liczba ta wydaje sie by¢ zani-
zona, ze wzgledu na stosowang metode detekcji
amplikonéw za pomocg elektroforezy na ultracien-
kich, poziomych Zelach poliakrylamidowych. Nie-
ktore z obserwowanych alleli nie byty obecnhe w ko-
mercyjnych drabinach alleli, a ich oznaczenie zosta-
to oparte na precyzyjnym pomiarze wielkosci frag-
mentéw i nie byto weryfikowane sekwencjonowa-
niem. Dotyczyto to alleli 12.2, 13.2, 14.2, 15.2,
15.3, 16.2, 19.2 i 30.3. Badania 1007 prébek
DNA dla populacji Polski pétnocnej A prowadzono
w wiekszosci stosujgc zestaw PowerPlex ESX17
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(785 prébek), pozostate zestawem SEFiler. Zadna
Z prébek nie byta weryfikowana ponownym bada-
niem innym zestawem, chociaz miatoby to swoje
logiczne uzasadnienie zwazywszy na fakt obserwo-
wanych niezgodnos$ci przy zastosowaniu innych
starterow [17, 18].

Najczesciej obserwowanym allelem dla prébki
2014 alleli byt allel 17 (f=0,077), a obok niego
27.2 (0,076), 28.2 (f=0,075), 19 (f=0,065)
i 29.2 (f=0,061). Dla populacji Polski pétnocnej
B, w ktorej badano 510 alleli [15], najczestszy byt
allel 28.2 (f=0,092), a obok niego 19 (0,080),
29.2 (0,075)i 17 wraz z 19 (f=0,067). Badanie
poréwnawcze czestosci alleli, zaobserwowanych
w tych dwdch badaniach dla Polski pétnocnej Ai B,
nie wykazaty znaczacych réznic statystycznych
(x2=9,07; 8df; p=0,17 oraz Fsr=0,00005;
P=0,40451).

W populacji z Podlasia [14] najczesSciej obser-
wowanym allelem byty allele 28 i 28.2 (f=0,084),
a ponadto 19 (f=0,082), 17 (f=0,070) oraz 30.2
(f=0,063). Rozktad alleli réznit sie znamiennie sta-
tystycznie przy poréwnaniu zaréwno z populacjg A
z Polski potnocnej (Fst=0,00662; P=0,00000,
a dla testu x2=49,8; 8df; p=0,000) jak i z po-
pulacja B z Polski pétnocnej (Fst=0,00590;
P=0,00000). Zwazywszy na raczej duzg jednorod-
no$¢ populacji polskiej obserwowanej dla réznych
innych autosomalnych markeréw genetycznych ty-
pu STR, te rdoznice wydajg sie by¢ zaskakujace.
Poniewaz przyczyna rdznego rozktadu alleli pomie-
dzy populacja z Polski pétnocnej, a Podlasiem nie
jest jasna, wydaje sie, ze wskazane bytoby przy
prowadzeniu obliczen statystycznych w sprawach
identyfikacyjnych czy badania pokrewienstwa sto-
sowanie jednak lokalnych czestosci alleli.

Badanie zgodnosci rozktadu czestosci obserwo-
wanych i oczekiwanych alleli w populacji, z pra-
wem Hardy-Weinberga wykazato brak odstepstwa
od tego prawa (x2=42,8; 45df; p=0,23).

Locus ten, jak juz wspomniano na wstepie, jest
uwazany za najbardziej polimorficzny z dotychczas
stosowanych w badaniach z zakresu genetyki sg-
dowej, zardbwno do celéw badania pokrewienstwa
jak i identyfikacji $ladow biologicznych. Potwier-
dzajg to rowniez badania przeprowadzone dla duzej
prébki populacyjnej z obszaru Polski pétnocne;j.
W zadnym z dotychczas rutynowo badanych loci
dostepnych w komercyjnych zestawach nie obser-
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Tabela |I. Czestosci alleli oraz podstawowe parametry statystyczne dla locus SE33 w trzech
populacjach z obszaru Polski.
Table I.  Allele frequency and major statistical parameters for the SE33 locus in three Polish
populations.
Allele | Czestosci alleli w populacji Polski pétnocnej A (N=1007) | Czgstosci alleli w populacii Polski pétnocnej B (N=255) | Czestosci alleli w populaciji Podlasia (N=220)

Allele frequency in the Northern Polish population A (N=1007)

Allele frequency in the Northern Polish population B (N=255)

Allele frequency in the Podlasie region population (N=220)

11 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
11.2 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
12 0.0030 6 0.0059 3 0.0136 6
12.2 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
13 0.0070 14 0.0098 5 0.0023 1
13.2 0.0015 3 0.0020 1 0.0023 1
14 0.0318 64 0.0235 12 0.0273 12
14.2 0.0070 14 0.0000 0 0.0000 0
15 0.0422 85 0.0510 26 0.0500 22
15.2 0.0010 2 0.0000 0 0.0000 0
15.3 0.0005 1 0.0020 1 0.0000 0
16 0.0501 101 0.0431 22 0.0477 21
16.2 0.0010 2 0.0000 0 0.0000 0
17 0.0775 156 0.0529 27 0.0705 31
17.3 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
18 0.0546 110 0.0667 34 0.0432 19
183 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
19 0.0650 131 0.0804 41 0.0818 36
19.2 0.0050 10 0.0059 3 0.0091 4
20 0.0546 110 0.0588 30 0.0432 19
20.2 0.0119 24 0.0020 1 0.0091 4
21 0.0223 45 0.0294 15 0.0341 15
21.1 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
21.2 0.0209 42 0.0137 7 0.0182 8
22 0.0094 19 0.0039 2 0.0068 3
22.2 0.0283 57 0.0275 14 0.0341 15
23 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
23.2 0.0397 80 0.0412 21 0.0227 10
24 0.0030 6 0.0000 0 0.0023 1
24.2 0.0482 97 0.0373 19 0.0341 15
25 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
25.2 0.0407 82 0.0510 26 0.0432 19
26 0.0015 3 0.0000 0 0.0000 0
26.2 0.0586 118 0.0608 31 0.0432 19
2] 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
21.2 0.0765 154 0.0667 34 0.0000 0
28 0.0015 3 0.0000 0 0.0841 37
28.2 0.0755 152 0.0922 47 0.0841 37
29 0.0015 3 0.0000 0 0.0000 0
29.2 0.0611 123 0.0745 38 0.0523 23
30 0.0005 1 0.0000 0 0.0023 1
30.2 0.0427 86 0.0373 19 0.0636 28
30.3 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
31 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
31.2 0.0248 50 0.0196 10 0.0273 12
32 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
32.2 0.0114 23 0.0118 6 0.0227 10
33 0.0020 4 0.0000 0 0.0091 4
33.2 0.0045 9 0.0118 6 0.0045 2
34 0.0035 7 0.0020 1 0.0023 1
34.2 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
35.2 0.0020 4 0.0020 1 0.0000 0
36 0.0000 0 0.0020 1 0.0023 1
Het 0.938 0.941 0.949

PIC 0.950 0.940 0.950

PD 0.994 0.991 0.990

PE 0.874 0.880 -

pM 0.006 0.009 0.010
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wowano tak wielu alleli o tak korzystnym dla celow
genetyki sgdowe]j rozktadzie czestosci. Zgodnie
z oczekiwaniami dla locus SE33 obserwowano
bardzo wysokie wartosci parametrow statystycz-
nych jak: PIC (zawartos$¢ informacji polimorficznej),
Het (obserwowana heterozygotycznos¢), PD (sita
dyskryminacji), PE (Power of exclusion — sita wyklu-
czenia) czy pM (prawdopodobienstwo przypadko-
wej zgodnosci) potwierdzajgcych jego ogromng
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