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W ostatnim czasie obserwuje sie wzrost zainteresowa-
nia polimorfizmem jednonukleotydowym (ang. Single
Nucleotide Polymorphisms — SNPs) mitochondrialne-
go DNA (mtDNA), nie tylko w badaniach populacyj-
nych, ale réwniez w genetyce sgdowej. Ciggly rozwoj
technik biologii molekularnej oraz powigkszajgcy sie
zasob wiedzy filogenetycznej umozliwiajg coraz szyb-
sze i dokftadniejsze oznaczanie duzej liczby SNPs
w obrebie genomu mitochondrialnego. Sposrod
technik stosowanych do analizy SNPs na szczegoélng
uwage zastuguje metoda minisekwencjonowania.
Z uwagi na wysokg czutosc¢ tej metody i szybkos¢
wykonywanych nig oznaczen, jest ona coraz czesciej
stosowana w laboratoriach genetyczno-sgdowych
na catym swiecie. Niniejsza praca stanowi przeglad
istniejgcych systemow minisekwencjonowania stoso-
wanych do oznaczania przynaleznosci haplogrupo-
wej mtDNA z populacji Europy, Azji wschodniej oraz
u rdzennych Amerykanéw.

In the last few years, one could observe an increased
interest in mitochondrial DNA (mtDNA) single
nucleotide polymorphisms (SNPs) as a result of
their numerous applications in population genetics
and forensic science. Continuous progress in
molecular technologies together with an increasing
body of phylogenetic knowledge, based mainly on
complete mitochondrial genome sequencing, allows
both for selection and accurate typing of many

SNPs in mitochondrial DNA. Among the SNP typing
techniques, due to its high sensitivity and promptness
of determinations, minisequencing appears to
be one of the fastest and most frequently applied
methods in forensic laboratories. This review presents
currently available minisequencing systems used for
haplogroup assignment of mtDNA in European, East
Asian and Native American populations.

Stowa kluczowe: mitochondrialny DNA, filo-
geografia, polimorfizmy jednonukleotydowe,
minisekwencjonowanie

Key words: mitochondrial DNA, phylogeog-
raphy, single nucleotide polymorphisms,
minisequencing

WSTEP

Analiza sekwencji mitochondrialnego DNA
stata sie jednym z wartosciowych narzedzi
w badaniach genetycznych przeprowadzanych
dla potrzeb wymiaru sprawiedliwosci. Za sprawg
duzej liczby czgsteczek w komorce oraz wyso-
kiej odpornosci na degradacje, mitochondrialny
DNA stat sie szczegolnie uzytecznym markerem,
stosowanym do badan Sladéw biologicznych
zawierajgcych zdegradowany materiat gene-
tyczny oraz w przypadkach identyfikacji ofiar
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przestepstw czy katastrof [1, 2]. Z kolei duza
zmiennos¢ mtDNA wewnatrz populacji wy-
nikajgca z okoto dziesigciokrotnie wyzszego
tempa mutacji w porownaniu z jgdrowym DNA,
a takze brak rekombinacji i dziedziczenie w linii
zenskiej czynig z mtDNA doskonaty marker do
badan antropologicznych i ewolucyjnych [2, 3].
Analiza krotkiego fragmentu czgsteczki DNA
(regionu kontrolnego) pozwala wykazac rdznice
pomiedzy osobami, z kolei analiza sekwencji
catego genomu dostarcza informacji na temat
ewolucyjnego pochodzenia ludzkosci oraz
szlakow migracji cztowieka wspoéiczesnego [2,
4]. W badaniach filogenetycznych haplotypy
mtDNA o okreslonym wzorze sekwencji, odzie-
dziczonym od wspolnego przodka, skupione sg
w monofiletyczne grupy okreslane mianem kla-
déw badz haplogrup, definiowanych za pomocg
okreslonych polimorfizméw regionu kodujgcego
w powigzaniu z charakterystycznymi wariantami
regionu kontrolnego (HVS | oraz HVS Il). Dane
pochodzace wytgcznie z sekwencjonowania
regionu kontrolnego, a zwtaszcza z jego wy-
branych fragmentéw, nie zawsze wystarczajg
do okreslenia przynaleznosci haplogrupowe;j
mtDNA. Przyktadowo, wiekszoS¢ podgrup
w obrebie najczestszej w Europie haplogrupy
H definiowana jest poprzez mutacje regionu
kodujgcego, a nie kontrolnego [5]. Dodatko-
wo szybkie tempo substytucji zachodzgcych
w regionie kontrolnym oraz zjawisko homoplazji
(pojawianie sie rownolegtych mutacji oraz re-
wersji) mogg prowadzi¢ do mylnej interpretacii
uzyskanych wynikow, na przykfad notowany
w populacjach stowiansko-jezycznych haplotyp
HVS I/HVS 11 16311C-263G-315.1C oraz jego po-
chodne mogg naleze¢ zarowno do haplogrupy
H, jak i HV3 [6, 7].

Rozdzielczos¢ analiz mozna zwiekszy¢ po-
przez sekwencjonowanie petnych genomow mi-
tochondrialnych. W ostatnim czasie dokonat sie
bardzo znaczgcy postep w dziedzinie genomiki
mitochondrialnej — opublikowano tysigce sek-
wencji petnych genomow z populacji wszystkich
kontynentow, co pozwolito na stosunkowo pre-
cyzyjng rekonstrukcje filogenezy ludzkiego mtD-
NA na skale globalng. Zebrania i podsumowania
dotychczasowych danych na ten temat dokonali
w ostatnim czasie m.in. van Oven i Kayser [8].
Niestety sekwencjonowanie petnych genomow
jest nadal kosztowne i stosunkowo czasochton-
ne, totez wysitki wielu zespotow badawczych,
zainteresowanych okreslaniem przynaleznosci
haplogrupowej mtDNA, skoncentrowaty sie na
selekcji i ograniczonym typowaniu markerow
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SNPs. Doskonatym ich zrodtem jest kodujacy
region mtDNA, zwtaszcza w sytuacji, kiedy
znana jest filogeneza gtéwnych haplogrup i pod-
haplogrup mitochondrialnych. Okres$lanie spe-
cyficznych haplogrupowo wariantéw SNPs w ob-
rebie regionu kodujgcego w znaczacy sposob
poprawito rozdzielczos¢ badan populacyjnych
i identyfikacyjnych. Wzrost zainteresowania
markerami SNP wigze sie rébwniez ze znacznie
szybszym i tatwiejszym w stosunku do tradycyj-
nych metod sekwencjonowania generowaniem
danych oraz stosunkowo tatwg implementacjg
technologii w laboratorium. Ponadto dla aplikacji
sgdowych istotne znaczenie ma fakt, iz analizy
SNPs moga by¢ przeprowadzane na bardzo
krotkich amplikonach, a zatem réwniez w przy-
padku czesciowej degradacji pozyskanego ma-
teriatu biologicznego [3]. Istnieje szereg nowo-
czesnych metod umozliwiajgcych wykrywanie
polimorfizmoéw jednonukleotydowych (SNPs),
takich jak ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym
z zastosowaniem molekularnych sond TagMan,
oligunukleotydowa reakcja ligacji (OLA) czy tez
spektrometria masowa (MALDI-TOF). Jednakze
zarowno dla potrzeb sgdowych, jak i populacyj-
nych, istotne znaczenie majg nie tylko szybkosc¢
wykonywanych analiz, ich wysoka czutosc i po-
wtarzalnosc, ale takze stosunkowo niskie koszty
[3, 4, 9]. Narzedziem idealnie spetniajgcym te
wymagania jest reakcja minisekwencjonowania.
Jest ona oparta na zastosowaniu nieznakowa-
nego startera zaprojektowanego tak, by miejsce
mutacji bezposrednio przylegato do jego konca
3’. W kolejnym etapie reakc;ji starter jest wydiuza-
ny przez pojedynczy, znakowany fluorescencyj-
nie dideoksynukleotyd. Kazdy ze stosowanych
ddNTPs wyznakowany jest innym barwnikiem
fluorescencyjnym, dzieki czemu mozliwe jest
rozrdznienie poszczegolnych pozycji nukleoty-
dowych. Zaletg reakcji minisekwencjonowania
jest mozliwo$c¢ detekcji wielu SNPs jednoczesnie
w reakcji multipleksowej. Do konca 5’ startera
przytgczony jest wowczas roznej diugosci tzw.
»,ogon” poli T, ktory pozwala na tatwy rozdziat
produktow poprzez elektroforeze kapilarng [3,
4,9, 10].

OKRESLANIE PRZYNALEZNOSCI
HAPLOGRUPOWEJ Z WYKORZYSTANIEM
REAKCJI MINISEKWENCJONOWANIA

Czestosci roznych haplogrup mitochondrial-
nego DNA wykazujg znaczne zroznicowanie
kontynentalne, przypisywane dziataniu dryfu
genetycznego oraz selekcji naturalnej. Duzg
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réznorodnosc obserwuje sie rowniez wewnatrz
haplogrup w obrebie poszczegoinych populacii,
przy czym najwyzszy poziom osigga ona w po-
pulacji afrykanskiej. System minisekwencjono-
wania stosowany do klasyfikacji haplogrupowe;j
powinien uwzglednia¢ filogeograficzne zalez-
nosci, tj. powinien by¢ skonstruowany w taki
sposob, aby umozliwi¢ dokonanie klasyfikaciji
mtDNA w obrebie populacji danego kontynentu
lub jego czesci.

Zestaw specyficznych haplogrupowo warian-
téw polimorficznych SNPs umozliwia dokonanie
dyskryminaciji na poziomie sub-kontynentalym,
réznicujgc populacje zachodniej i wschodniej
Eurazji. Do tej pory zoptymalizowano kilka mul-
tipleksowych reakcji minisekwencjonowania,
ktore z powodzeniem mogg by¢ stosowane
zaréwno do celow sgdowych, jak i antropo-
logicznych [11]. Spo$rdd nich na uwage za-
stuguje reakcja ,West-Eurasia-Plex”, na ktorg
sktada sie panel zawierajgcy 16 markerow
SNP zlokalizowanych w regionie kodujgcym
mtDNA, definiujgcych 9 gtéwnych haplogrup
zachodnio-eurazjatyckich: H, I, J, K, T, U, V,
W, X [12]. Zestaw skonstruowano wybierajgc
przede wszystkim mutacje znajdujgce sie poza
genami kodujgcymi biatka bgdz tez mutacje
synonimiczne. Kierowano sie tutaj postulatami
natury etycznej, wedtug ktorych testy stoso-
wane w genetyce sgdowej powinny dotyczyc¢
przede wszystkim niekodujgcych fragmentéw
genomu cztowieka [2]. W zestawie ,,West-Eura-
sia-Plex” wielkosc¢ fragmentéw amplifikowanych
przed wtasciwg reakcjg minisekwencjonowania
nie przekracza 100 p.z., co jest niewatpliwg
zaletg w przypadku zdegradowanego DNA
[12]. Konstrukcja reakcji opierata sie na za-
tozeniu, iz tranzycja w pozycji 7028 roznicuje
haplogrupe H oraz pozostate haplogrupy. Te
ostatnie definiowane sg nastepnie na podstawie
specyficznych haplogrupowo polimorfizmow.
W celu identyfikacji haplogrup wywodzgcych
sie z makrohaplogrupy N za posrednictwem R,
zestaw Brandstatter i wsp. [12] wykorzystuje po-
limorfizmy C15904T dla V; G12372A i C14766T
dla U; A1811G, G12372A, C14766T i T14798C
dla K (jest to podgrupa w obrebie haplogrupy
U); A11251G, G13708A i C14766T dla J oraz
G709A, G8697A, A11251GiC14766TdlaT (Ji T
sg haplogrupami siostrzanymi, tj. wywodzgcymi
sie z jednego wezta). Omawiany zestaw pozwa-
la réwniez na identyfikacje haplogrupy W za
pomocg tranzycji G709A, G8251A i C14766T,; X
na podstawie motywu G1719A i C14766T oraz
| poprzez tranzycje G1719A, G8251A i C14766T.
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~West-Eurasia-Plex” pozwala rowniez na
oznaczanie haplogrup H1 (G3010A) oraz H3
(Te776C), najczestszych w Europie podkladéw
haplogrupy H.

Uzupetnieniem multipleksu ,West-Eurasia-
-Plex” jest zestaw markerow jednonukleotydo-
wych zaproponowany przez Coble i wsp. [2].
Metoda oparta na reakcji minisekwencjonowa-
nia przewiduje typowanie 59 markeréw SNPs,
wyselekcjonowanych na podstawie doniesien
naukowych. Sg one zebrane w o$miu multiplek-
sowych panelach i pozwalajg na oznaczanie
szeregu podkladéw w obrebie europejskich
haplogrup — HV, JT oraz K [2]. Niewatpliwg zaletg
systemu opracowanego przez Coble i wsp. [2]
jest zastosowanie roznych kombinacji wariantow
polimorficznych charakteryzujgcych haplogrupy
wystepujace z najwigkszg czestoscig w Europie,
CO znacznie poprawia rozdzielczos¢ oznaczen.
Jednakze z uwagi na ograniczenia reakcji mul-
tipleksowych nie wszystkie SNPs roznicujgce
dang haplogrupe udato sie zebra¢ w pojedyn-
czym panelu, dlatego niektore z pozycji polimor-
ficznych umieszczone zostaty w kilku roznych
multipleksach. System opracowany przez Coble
i wsp. [2] stuzy raczej do rozrozniania czestych
haplotypow regionu kontrolnego za pomocg
dodatkowych markerow regionu kodujgcego,
nie zas do kompleksowej klasyfikacji haplogru-
powej nieznanych probek mtDNA. Zostat on
wiec zaprojektowany z myslg o zastosowaniach
typowo identyfikacyjnych, jako uzupetnienie ru-
tynowo stosowanych analiz sekwenciji regionu
kontrolnego.

Jako ze wiedza na temat markerow specy-
ficznych haplogrupowo wcigz rosnie, kolejne
zespoty badawcze opracowujg systemy umoz-
liwiajgce coraz szybsze i dokladniejsze ozna-
czanie haplogrup na podstawie polimorfizmow
regionu kodujgcego. Mikkelsen i wsp. [13]
zaproponowali reakcje minisekwencjonowa-
nia, ktora w jednym zestawie multipleksowym
réznicuje gtdbwne haplogrupy zachodniej Eur-
azji, natomiast w drugim wyodrebnia podklady
w obrebie haplogrupy H. Rozdzielczos¢ pierw-
Szego panelu opracowanego przez cytowanych
autorow jest wieksza niz w przypadku zestawu
~West-Eurasia-Plex”, pozwala on bowiem na
rozroznienie szeregu podhaplogrup w obrebie
gtownych kladéw europejskich — U2, U4, U5,
K2a, J1b, J1c. Warto jednak zwroci¢ uwage, ze
z wyjatkiem K2a wszystkie one sg mozliwe do
zidentyfikowania na podstawie diagnostycznych
polimorfizméw regionu kontrolnego. Haplo-
grupe H charakteryzuje natomiast wysoka, bo
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siegajgca ok. 40-50%, czestos¢ wystepowania
w populacjach europejskich oraz bardzo szeroki
zasieg geograficzny. Jednoczesnie jej wewnetrz-
ne zréznicowanie jest mozliwe do zidentyfikowa-
nia poprzez sekwencjonowanie regionu kontrol-
nego tylko w niewielkim stopniu — na podstawie
SNPs tego regionu mozna oznaczy¢ w sposéb
niebudzacy wiekszych watpliwosci jedynie pod-
klady H1a, H6 i H15 [5]. Tymczasem w obrebie
haplogrupy H, zdefiniowanej na podstawie
tranzycji w pozycjach 2706 oraz 7028, w popu-
lacjach Europy, Bliskiego Wschodu i Kaukazu
scharakteryzowano do tej pory 21 podkladow
(H1-H21), a wiekszos¢ z nich obejmuje szereg
drobniejszych odgatezien [5, 14]. Drugi z paneli
opracowanych przez Mikkelsena i wsp. [13]
pozwala na identyfikacje szeregu podhaplogrup
w obrebie H-H1, H1a, H1b, H2a1, H3, H3a, H5a,
H5a1, H6a1, H7, H13ala1, H15 oraz H16.

Najbardziej szczegotowej analizy haplogrupy
H dokonali do tej pory Brandstatter i wsp. [15].
Kierujgc sie aktualng wiedzg na temat filogenezy
tej haplogrupy wyselekcjonowali oni 45 poli-
morfizméw jednonukleotydowych, a nastepnie
opracowali metode ich oznaczania za pomocg
dwoch multipleksowych zestawéw PCR oraz
trzech reakcji minisekwencjonowania z wy-
korzystaniem znakowanych fluorescencyjnie
dideoksynukleotydow. Haplogrupe H oznacza-
no na podstawie wspominanych wczesniej po-
zycji SNPs, a w dalszej kolejnosci roznicowano
na gtowne podgrupy wystepujgce w Europie
(H1-H17) oraz szereg mniejszych podkladdw.
Metoda ta z powodzeniem moze by¢ stosowa-
na zarowno dla celéw przesiewowych, a wiec
wstepnego, filogenetycznego typowania pro-
bek, jak i szczegotowej analizy poszczegolinych
podgrup w obrebie haplogrupy H [15].

Analiza rozktadu czestosci poszczegolnych
haplogrup w obrebie populacji europejskiej
pozwala stwierdziC, iz w puli mitochondrialnego
DNA Europy pojawiajg sie rowniez haplogrupy
charakterystyczne dla wschodniej Eurazji, cho¢
Z niskimi czestosciami (fgcznie ok. 1.5%). Przy-
ktadowo, w populacji polskiej i rosyjskiej zano-
towano obecnos¢ wschodnio-euroazjatyckich
haplogrup Z1, C5c1, D5a3 czy G2a [6,16, niepub-
likowane dane autorow pracy]. Alvares-lglesias
iwsp. [17] opracowali reakcje minisekwencjono-
wania, w ktérej oznaczane sg 32 markery SNPs
z obszaru kodujgcego mtDNA, charakteryzujgce
gtowne haplogrupy azjatyckie i rdzennie amery-
kanskie. Filogenetyczna klasyfikacja opiera sie
w tym przypadku na zroznicowaniu dwoch ma-
krohaplogup N i M na podstawie dwoch tranzyciji
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—odpowiednio w pozycjach 10398 i 10400. Obie
wspomniane makrohaplogrupy majg prawie jed-
nakowy udziat w catkowitej puli mtDNA w Euraz;ji
wschodniej. Sposréd kladow wywodzacych sie
bezposrednio z makrohaplogrupy N, omawiany
zestaw umozliwia oznaczanie haplogrupy A2
wystepujgcej w populacjach okotobiegunowych,
charakterystycznej dla niektoérych grup Indian
amerykanskich haplogrupy X2a oraz azjatyckiej
haplogrupy N9 wraz z jej podgrupami N9a,
N9a1 oraz N9a4. W obrebie wywodzacej sig z N
makrohaplogrupy R definiowanej na podstawie
tranzycji w pozycji 12705, wyrozniono dwie gtow-
ne gatezie — B oraz R9 [17]. Haplogrupa B, poza
dziewiecionukleotydowg delecjg w pozycjach
8281-8289, zostata dos¢ szczegdtowo oznaczo-
na przez wtgczenie wariantow SNPs definiujgcych
jej podgrupy B4b, B4c oraz B4f. Z kolei w obrebie
R9 zestaw umozliwia oznaczenie podhaplogrup
R9b i F. Wewnatrz tej ostatniej mozliwe jest ozna-
czenie trzech gtownych podkladéw F1, F2, F3,
z czego F1 i F3 jest podzielony na mniejsze pod-
grupy. Zestaw opracowany przez cytowanych
autoréw pozwala rowniez na oznaczanie szere-
gu haplogrup wywodzgcych sie bezposrednio
z makrohaplogrupy M — M7, M8 (wraz z jednym
z jej dobrze znanych podkladow — C), M9, M10,
M11, M12’G oraz D. W obrebie tej ostatniej wy-
odrebniono charakteryzujgcg sie najwiekszym
wewnetrznym zréznicowaniem w populacjach
azjatyckich haplogrupe D4, wraz z jej rdzennie
amerykanskim podkladem D1 [17]. Omdwiona
reakcja jest z pewnoscig najpetniejszym opra-
cowanym dotychczas testem pozwalajgcym na
szybkg identyfikacje wschodnio-euroazjatyckich
i rdzennie amerykanskich haplogrup mtDNA na
podstawie wybranych wariantéw SNPs regionu
kodujgcego. Jednoczesnie jednak warto zwrocic
uwage, ze odzwierciedla ona jedynie niewielkg
czesc¢ zroznicowania mtDNA u mieszkancow
wschodniej Azji oraz Indian amerykanskich, po-
znanego do tej pory dzieki sekwencjonowaniu
petnych genomow [18, 19, 20, 21]. Warto row-
niez podkreslic, ze nie opracowano dotychczas
testow opartych na minisekwencjonowaniu,
ktore umozliwityby rozpoznawanie chociaz czesci
ogromnego zroznicowania mtDNA w popula-
cjach afrykanskich [22].

Mozna sie spodziewac, ze w miare dalszego
rozwoju genomiki mitochondrialnej, tj. pozna-
wania sekwencji kolejnych petnych genomow,
bedzie wzrastata takze liczba testow opartych
na minisekwencjonowaniu, zwiekszajgcych roz-
dzielczos¢ rutynowych analiz mtDNA zarowno
w genetyce populacyjnej, jak i sgdowe;j.
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