
Celem niniejszej pracy była statystyczna ocena
stopnia wysycenia polskiej populacyjnej bazy da-
nych, liczącej 1253 osoby niespokrewnione w linii
matczynej, z siedmiu subpopulacji Polski. W ra-
mach oceny przeprowadzono analizę czterech para-
metrów: zróżnicowania nukleotydowego, haploty-
powego oraz liczby miejsc polimorficznych i liczby
różnych haplotypów obserwowanych w populacji.
Uzyskane wyniki pozwalają stwierdzić, iż polska
populacyjna baza danych mtDNA osiągnęła poziom
wysycenia w przypadku tylko dwóch z analizo-
wanych parametrów (zróżnicowania haplotypowego
oraz nukleotydowego), natomiast poziom wysycenia
dla dwóch pozostałych zmiennych – liczby różnych
haplotypów oraz miejsc polimorficznych, podobnie
jak w przypadku innych baz profili mtDNA w róż-
nych krajach, nie został osiągnięty. Wskazuje to na
potrzebę dalszego poszerzania zasobów omawianej
bazy.

The main objective of the study was a statistical
evaluation of Polish mitochondrial DNA database,
consisting of 1253 maternally unrelated individuals
from seven different regions of Poland. Four relevant
parameters were examined: haplotype diversity,
nucleotide diversity, number of polymorphic positions
and number of haplotypes, including HVS I and
HVS II mtDNA regions. The results show that while
haplotype and nucleotide diversities have already
reached saturation level, the number of haplotypes
and polymorphic positions rises continuously inside
the database. These results indicate a need for
a substantial increase in the number of haplotypes
in Polish mitochondrial DNA database.
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WSTĘP

Za sprawą dużej liczby cząsteczek w komórce
oraz wysokiej odporności na degradację, mitochon-
drialny DNA (mtDNA) stał się szczególnie użytecz-
nym markerem stosowanym w badaniach śladów
biologicznych zawierających zdegradowany mate-
riał genetyczny, a także w identyfikacji ofiar prze-
stępstw lub katastrof [1, 2]. Z punktu widzenia za-
stosowań polimorfizmu mtDNA dla potrzeb wymiaru
sprawiedliwości i organów ścigania, bardzo ważna
jest wiarygodna kwalifikacja statystyczna wyników
oparta na wykorzystaniu referencyjnych baz haplo-
typów mtDNA. Niezwykle istotnym czynnikiem jest
tutaj wielkość bazy danych – a więc liczba zgro-
madzonych w niej próbek, ale także reprezenta-
tywność, będąca pochodną wysycenia bazy haplo-
typami mtDNA obserwowanymi w populacjach [3,
4, 5]. Obserwowana w cząsteczce mtDNA wyso-
ka zmienność sekwencji, spowodowana przede
wszystkim wysokim tempem mutacji regionu kon-
trolnego, ale także działaniem dryfu genetycznego,
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prowadzi do powstania bardzo dużej ilości kombi-
nacji haplotypów obserwowanych w obrębie danej
populacji, która przekłada się na wysoką heterozy-
gotyczność wewnątrz populacji. W przypadku, gdy
baza danych nie reprezentuje pełnego zestawu
profili pochodzących z różnych obszarów geogra-
ficznych, może dojść do mylnej interpretacji sta-
tystycznej wyników. Taka sytuacja ma miejsce np.
w przypadku podejrzanego, którego haplotyp jest
częsty na obszarze jego zamieszkania, a nie ma
odpowiedniej reprezentatywności w bazie profili
DNA [5, 6, 7]. Przeprowadzone na przestrzeni kilku
lat przez różne zespoły analizy parametrów opisu-
jących stopień wysycenia światowych baz danych,
takich jak: liczba haplotypów i ich zróżnicowanie,
a także ilość pozycji polimorficznych oraz zróżni-
cowanie nukleotydowe, jednoznacznie wskazały na
brak pełnego zakresu haplotypów mtDNA obserwo-
wanych w bazach danych [6, 7, 8, 9]. W celu osza-
cowania stopnia wysycenia polskiej populacyjnej
bazy profili mitochondrialnego DNA, w ramach ni-
niejszego opracowania przeprowadzono statystycz-
ną analizę wyżej wymienionych parametrów.

MATERIAŁ I METODY

Materiał badawczy stanowiły profile regionu kon-
trolnego mtDNA pochodzące od 1253 osób niespo-
krewnionych ze sobą w linii żeńskiej, z siedmiu
subpopulacji Polski (Kaszub, Podhala, Pomorza i Ku-
jaw, Pomorza Gdańskiego, Suwalszczyzny, Górnego
Śląska oraz Kościerzyny) [10, 11, 12]. Statysty-
czną ocenę stopnia wysycenia polskiej bazy profili
mitochondrialnego DNA przeprowadzono na pozio-
mie zmienności sekwencji regionu kontrolnego
(HVS I w zakresie sekwencjonowania 15999-
-16400 p.z. oraz HVS II 30-407 p.z.) w oparciu
o serię losowań ze zwracaniem o nominałach: 200,
400, 600, 800, 1000 oraz 1253 z puli całej popula-
cji, zgodnie z metodyką przedstawioną przez Pereirę
i wsp. [6]. Zastosowanie niezależnych losowań ze
zwracaniem nie zmieniało struktury genetycznej ana-
lizowanej bazy danych, a tym samym było gwaran-
cją zachowania w pełni losowego charakteru każdej
próbki. W celu ekstrapolowania poziomu wysycenia
bazy, każdą grupę danych generowano oddzielnie
dla regionu HVS I, HVS II oraz łącznie HVS I i HVS
II, a następnie badano pod kątem zróżnicowania
szeregu parametrów: liczby haplotypów i zróżnico-

wania haplotypowego, ilości pozycji polimorficz-
nych oraz zróżnicowania nukleotydowego. Wartości
wymienionych parametrów wyznaczano dla każdej
próbki z wykorzystaniem programu Arlequin v.3.1
[13], a uzyskane dane zobrazowano za pomo-
cą wykresów opracowanych w pakiecie Excel
(Microsoft).

WYNIKI I DYSKUSJA

Rycina 1 przedstawia wykresy obrazujące za-
leżność pomiędzy wielkością polskiej populacyjnej
bazy danych (uzyskaną w wyniku serii losowań ze
zwracaniem), a wartościami poszczególnych anali-
zowanych parametrów (liczby haplotypów i zróżni-
cowania haplotypowego, ilości pozycji polimor-
ficznych oraz zróżnicowania nukleotydowego) wy-
znaczonych dla regionów HVS I i HVS II oddzielnie
oraz łącznie.

W przypadku zróżnicowania haplotypowego
(ryc.1A) oraz nukleotydowego (ryc.1B) na poziomie
zmienności regionu HVS I oraz HVS II mtDNA roz-
patrywanych oddzielnie widoczne jest, że wraz ze
wzrostem wielkości populacyjnej bazy danych
rośnie również wartość obu parametrów, by przy
liczności równej 600 osiągnąć poziom wysycenia
(plateau).

Z kolei gdy rozważany jest parametr zróżnico-
wania haplotypowego (ryc. 1A) na poziomie obu
fragmentów regionu kontrolnego (HVS I oraz HVS II
łącznie), widoczne jest niewielkie wahanie oma-
wianego parametru w granicach 0.989-0.993, bez
wyraźnego maksimum. Podobną tendencję zano-
towano również w przypadku zróżnicowania nukle-
otydowego (ryc. 1B), z tą różnicą, że niezależnie
od tzw. liczności próbkowania, parametr ten osiąga
bardzo niewielkie i zbliżone do siebie wartości
z przedziału pomiędzy 0.0093 a 0.0099. Nie
przekracza tym samym wartości wyznaczonych dla
regionu HVS I, zajmując na wykresie obszar pomię-
dzy regionem HVS I oraz HVS II.

Wykresy ilustrujące liczbę różnych haplotypów
obserwowanych w polskiej populacyjnej bazie
danych (ryc. 1C) oraz miejsc polimorficznych (ryc.
1D) odnotowanych w obrębie poszczególnych grup
losowych (200, 400, 600, 800, 1000 oraz całej
bazy) mają bardzo podobny przebieg i wyraźnie
wskazują na jednostajny wzrost omawianych para-
metrów wraz z licznością bazy. W przypadku obu
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parametrów nie obserwuje się fazy plateau, a ilość
różnych haplotypów oraz obserwowanych w popu-
lacji miejsc polimorficznych osiąga najwyższe war-
tości, gdy brany jest pod uwagę cały region kontrol-
ny mtDNA (HVS I oraz HVS II łącznie).

Z przedstawionych powyżej wykresów wynika,
że o ile dwa z analizowanych parametrów, a więc
zróżnicowanie haplotypowe oraz nukleotydowe, osią-
gają poziom wysycenia już przy liczebności próbki
równej 600 (wartość ta odnosi się do wszystkich
analizowanych fragmentów mitochondrialnego DNA),
to w przypadku dwóch pozostałych zmiennych,
a więc liczby różnych haplotypów obserwowanych
w populacji oraz miejsc polimorficznych, poziom
plateau nie zostaje osiągnięty w żadnej z grup loso-

wych. Podobne analizy stopnia wysycenia popula-
cyjnych baz danych przeprowadzone wcześniej dla
portugalskiej bazy danych liczącej 549 osób oraz
dla społeczności niemieckiej (n= 1200 osób)
wskazały na podobną tendencję [6, 9]. Analizując
na poziomie HVS I zróżnicowanie nukleotydowe
oraz liczbę różnych haplotypów pojawiających się
w bazie, Pfeiffer i wsp. (2001) odnotowali, iż po-
dobnie jak to miało miejsce w polskiej bazie da-
nych, liczba haplotypów rosła w sposób liniowy
wraz ze wzrostem liczby próbek nie osiągając
poziomu plateau [9]. Natomiast wysycenie para-
metru zróżnicowania nukleotydowego (do poziomu
0.981) nastąpiło nieco wcześniej, bo przy liczeb-
ności próbki równej 400. Z kolei w portugalskiej
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Ryc. 1. Wykresy zależności pomiędzy wielkością polskiej populacyjnej bazy danych, a wartościami
analizowanych parametrów: A- zróżnicowania haplotypowego, B- zróżnicowania
nukleotydowego, C- liczbą haplotypów, D- ilością pozycji polimorficznych wyznaczonych
dla regionu HVS I oraz HVS II oddzielnie oraz łącznie.

Fig. 1. Correlations between sample size and A: - haplotype diversity, B- nucleotide diversity,
C- number of haplotypes, D- number of polymorphic positions, for mtDNA HVS I
and HVS II separately and for both regions (HVS I and HVS II).



bazie danych poziom wysycenia omawianego para-
metru został osiągnięty już przy wartości 300 osób
[6]. Odnotowane rozbieżności pomiędzy poszcze-
gólnymi bazami danych mtDNA wynikają prawdo-
podobnie z różnego zakresu sekwencjonowania
regionu HVS I, który w przypadku portugalskiej oraz
niemieckiej bazy danych był identyczny (16024-
16365 p.z.), a jednocześnie nieco węższy niż ten,
na podstawie którego analizowano polską bazę
danych (w polskiej bazie wynosił on 15999-16400
p.z.). Warto zwrócić uwagę, że we fragmencie sek-
wencji HVS I analizowanym w niniejszej bazie da-
nych, a nie objętym badaniami cytowanych auto-
rów [6, 9] znajdują się pozycje o bardzo szybkim
i szybkim tempie ewolucji (16390, 16399,
16368, 16366, 16391). Ponieważ mutacje w tych
„gorących miejscach“ obserwuje się w haplotypach
należących do różnych haplogrup mtDNA [14], ich
obecność wpływa na ogólne podwyższenie wartości
parametru zróżnicowania nukleotydowego w próbce
polskiej na tle baz danych z populacji niemieckiej
i portugalskiej [6, 9]. Szybsze wysycenie portugal-
skiej bazy danych może być także wynikiem zaob-
serwowanego przez zespół Pereiry i wsp. [6] niż-
szego poziomu różnorodności mtDNA populacji
portugalskiej w stosunku do Europejczyków z cen-
tralnej części kontynentu.

Z kolei odnotowane różnice w stopniu wysycenia
parametru zróżnicowania haplotypowego oraz brak
wysycenia w odniesieniu do liczby różnych haplo-
typów obserwowanych w populacji, są ściśle zwią-
zane z reprezentatywnością w bazie danych tzw. ha-
plotypów unikalnych, tj. takich, które pojawiają się
w jej zasobach z niską częstością, równą 1 bądź 2.

W celu określenia rozkładu częstości haplotypów
obserwowanych w polskiej populacyjnej bazie da-
nych, w tych samych grupach losowych (tj. 200,
400, 600, 800, 1000 oraz 1253), co omówione
wcześniej parametry, wyznaczono procentowy
udział haplotypów unikalnych oraz takich, które
pojawiają się w populacji ze stosunkowo wysoką
częstością (ryc.2). Podczas analiz, podobnie jak to
miało miejsce wcześniej, rozpatrywano oddzielnie
region HVS I, HVS II oraz oba regiony mitochon-
drialnego DNA łącznie. Uzyskane dane przedsta-
wione zostały na ryc. 2

W omawianej bazie, w regionie HVS I po-
czątkowa przewaga rzadkich haplotypów, których
częstość sięgała 50% systematycznie spadała, by
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Ryc. 2. Procentowy udział haplotypów
obserwowanych w polskiej bazie
populacyjnej dla regionu HVS I; HVS
II oraz HVS I i HVS II: jednokrotnie
(1X); dwukrotnie (2X) oraz trzykrotnie
i więcej (3).

Fig. 2. Percentage of haplotypes found once
(1X), twice (2X) and equal to or more
than three times ( 3) for mtDNA
regions HVS I, HVS II and entire
control region (HVS I and HVS II)
in samples of different sizes.



w całej populacji liczącej 1253 osoby osiągnąć
wartość 27%. W regionie HVS II udział haplotypów
częstych i unikalnych jest przeciwstawny do tego,
jaki odnotowano dla regionu HVS I. Najwyższy
udział w polskiej bazie danych osiągają haplotypy
notowane z częstością równą lub wyższą niż 3 (71-
-84%), najniższy zaś sekwencje rzadkie (22-12%).
Należy przy tym zauważyć, iż proporcje haplotypów
odnotowywanych w populacji z wysoką częstością,
jak i tych rzadkich, pozostają praktycznie na stałym
poziomie, niezależnie od ilości analizowanych
danych. Z kolei biorąc pod uwagę oba fragmenty
regionu kontrolnego (HVS I i HVS II), zauważalny
był początkowy niewielki spadek ilości rzadkich
haplotypów (przy liczności 600 oraz 800), który
zapewne przypisać można specyfice losowań, nato-
miast w kolejnych dwóch grupach losowych pod-
nosił się on do poziomu przeszło 40%, przez co
w całej bazie populacyjnej obserwuje się równy
udział haplotypów unikalnych i tych notowanych
ze stosunkowo wysoką częstością.

Praktycznie identyczny rozkład sekwencji noto-
wanych z wysoką częstością (równą bądź większą
niż 3) i unikalnych odnotowany został w portu-
galskiej bazie danych [6]. Także i w tym przypadku
znakomitą większość spośród sekwencji regionu
kontrolnego stanowią haplotypy rzadkie, których
poziom w przypadku całej bazy liczącej 549 próbek
wynosił aż 50%. Utrzymywanie w populacji tak wy-
sokiego poziomu unikalnych haplotypów, i co się
z tym wiąże, również dużego zróżnicowania nukle-
otydowego, zostało zauważone wcześniej, m.in.
przez Pfeiffer i wsp. (1999) [15]. Podczas analizy
zróżnicowania haplotypowego mtDNA lokalnej spo-
łeczności niemieckiej liczba różnych haplotypów,
obserwowanych w populacji liczącej 700 osób, utrzy-
mywała się na wysokim poziomie [15]. Taki stan
miał miejsce pomimo istnienia wysokiego prawdopo-
dobieństwa natrafienia na spokrewnione ze sobą
linie mitochondrialnego DNA. Zjawisko niedoszaco-
wania rzeczywistej różnorodności genetycznej istnie-
jącej na poziomie populacji przypisywane jest niekie-
dy błędom tzw. próbkowania (ang. sampling bias),
a więc zgromadzenia w bazie danych niedosta-
tecznej liczby haplotypów mtDNA lub ich niedosta-
tecznej reprezentatywności, np. na skutek istnienia
wyraźnej struktury (rozwarstwienia) w populacji.

Dotychczas przeprowadzone analizy europej-
skich baz danych, m.in. portugalskiej czy niemiec-

kiej, oparte na równaniu Michaelisa-Mentena, dają
przybliżone wyobrażenie co do poziomu wysycenia
bazy wszystkimi możliwymi haplotypami mtDNA.
Symulacje zespołu Pereiry i wsp. (2004) wskazują,
iż poziom wysycenia portugalskiej bazy profili
mtDNA dla regionu HVS I z wysokim prawdopo-
dobieństwem zostanie osiągnięty przy wielkości
bazy równej 1000 próbek (przy liczbie różnych
haplotypów n=370) [6]. Dla regionu HVS II zosta-
nie osiągnięty nieco wcześniej, bo przy liczności
równej 900 (n= 169 haplotypów), a dla całego re-
gionu kontrolnego przy wielkości populacji równej
1300 próbek reprezentowanych przez 638 różnych
haplotypów [6]. Z kolei analizy niemieckiej bazy
danych, przeprowadzone przez Helgasona i wsp.
(2000), wskazują, że poziom wysycenia nastąpi
dopiero przy liczebności 1700 osób [8]. Wydaje
się, że odnotowane różnice między bazami są po-
chodną wspomnianego wcześniej nieznacznego
rozwarstwienia (struktury) populacji europejskiej,
tj. niewielkimi różnicami w poziomie różnorodności
mtDNA pomiędzy południową oraz centralną i pół-
nocną częścią kontynentu, obserwowanymi w nie-
zależnych badaniach sekwencji regionu kontrolnego
[11, 16].

Wyniki badań, uzyskane przez zespół naukow-
ców skupionych w Projekcie Genograficznym, wyda-
ją się przeczyć przedstawionym powyżej optymis-
tycznym przewidywaniom na temat osiągnięcia
poziomu wysycenia baz danych [7]. W ramach
wspomnianego projektu przebadano bowiem
78 590 próbek, pochodzących ze światowych
populacji zamieszkujących m.in. kontynent euro-
azjatycki i afrykański, m.in. pod względem zróżni-
cowania regionu HVS I mtDNA (zakres sekwen-
cjonowania wynosił 16024-16569 p.z). O ile na
poziomie liczby miejsc polimorficznych baza jest
bliska poziomu wysycenia, to liczba haplotypów,
na którą bezpośredni wpływ mają m.in. mutacje za-
chodzące w mitochondrialnym DNA, jak i zjawisko
homoplazji, nie osiągnęła fazy plateau [7]. Wydaje
się jednak, że rozpatrywana całościowo baza
mtDNA Projektu Genograficznego w obecnym
kształcie nie może być wiarygodnym punktem
odniesienia dla analiz wysycenia światowych baz
danych. W swojej publicznie dostępnej części baza
ta nie zawiera bowiem informacji na temat
pochodzenia etnicznego badanych osób. Nie ulega
zatem żadnej wątpliwości, że analiza wysycenia
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bazy danych Projektu Genograficznego nie będzie
uwzględniała rozwarstwienia populacji, istniejącego
ponad wszelką wątpliwość zarówno w skali między-
kontynentalnej, jak i w różnym stopniu w obrębie
danego kontynentu.

PODSUMOWANIE

Z przedstawionych powyżej analiz wynika, iż
polska populacyjna baza profili mitochondrialnego
DNA, podobnie jak inne omawiane bazy o zasięgu
europejskim lub światowym, nie osiągnęła jeszcze
poziomu wysycenia wszystkimi możliwymi haplo-
typami mtDNA. Baza ta w obecnym kształcie może
być wykorzystywana dla celów genetyczno-sądo-
wych, jednakże przy zachowaniu ostrożności w sza-
cowaniu częstości rzadkich i unikalnych haplo-
typów. Zgodnie z wytycznymi obowiązującymi
w międzynarodowym środowisku genetyków są-
dowych, dla oceny częstości rzadkich haplotypów
w populacji należałoby tutaj stosować przedział
ufności 95%, z wykorzystaniem logarytmu natu-
ralnego częstości, przybliżenia normalnego do
rozkładu dwumianowego oraz antylogarytmu [3,
17]. W ocenie częstości haplotypów można również
stosować połączone bazy danych dla różnych grup
etnicznych Europy środkowej, wykazano bowiem,
że populacja tej części Starego Kontynentu nie nosi
widocznych cech rozwarstwienia na poziomie re-
gionu kontrolnego mtDNA [11].

Z rozważań na ten temat wyłania się zatem cel
i kierunek działań laboratoriów o profilu genetycz-
no-sądowym. Poza głównym celem, jakim jest cią-
głe wzbogacanie baz danych nowymi zestawami
haplotypów pochodzącymi z mało poznanych (lub
w ogóle nie poznanych) populacji, istnieje koniecz-
ność ustawicznego podnoszenia jakości danych.
Jednym z ważnych narzędzi realizacji tego zamie-
rzenia jest weryfikacja wprowadzanych informacji
pod względem ich spójności z wiedzą filogene-
tyczną. Wykorzystanie bazy haplotypów mtDNA

w procedurach sądowych to tylko jeden z obszarów
aplikacji. Bazy danych wykorzystywane są również
w badaniach populacyjnych, demograficznych,
antropologicznych, medycznych itd. Bez względu
na charakter badań polimorfizmu mtDNA, właściwa
filogenetyczna interpretacja uzyskiwanych wyników
w dużej mierze zależy od szeroko pojętej jakości
oraz zasobności baz, która stosunkowo szybko
rośnie. Niestety nadal zauważalnym problemem po-
zostaje jakość informacji publikowanych w bazach
danych. Ma to związek nie tylko ze stosowanym
warsztatem analitycznym, ale także ze stopniem
wykorzystania wiedzy filogenetycznej. Nie wszys-
tkie zespoły badawcze dysponują jednakowo efek-
tywnymi technologiami analiz polimorfizmu DNA,
a możliwości prowadzenia badań filogenetycznych
na najwyższym poziomie rozdzielczości (tj. poprzez
sekwencjonowanie pełnych genomów mitochon-
drialnych) ujawniły się dopiero w ostatnich latach.
W środowisku genetyków sądowych zaangażowa-
nych w prowadzenie, rozbudowę oraz weryfikowa-
nie prawidłowości danych kierowanych do bazy
mtDNA, podejmowane są wysiłki zmierzające do
podniesienia jakości informacji, chociażby poprzez
weryfikację ich rzetelności przez zastosowanie od-
powiednich narzędzi filogenetycznych [2]. Wydaje
się, że najbardziej zaawansowaną pod tym wzglę-
dem pozostaje populacyjna baza danych regionu
kontrolnego mtDNA EMPOP [18]. Perspektywicz-
nym kierunkiem rozwoju bazy EMPOP byłoby także
zrealizowanie zamierzenia włączenia do jej zaso-
bów danych dotyczących polimorfizmów jednonu-
kleotydowych regionu kodującego (SNP). Z prze-
glądu najnowszego światowego piśmiennictwa
wynika, że informacje z tego zakresu mogą
znacząco podnieść poziom rozdzielczości filogenezy
mitochondrialnego DNA. Ma to duże znaczenie
zwłaszcza w przypadku badań zróżnicowania sek-
wencji mtDNA stosunkowo słabo rozpoznanych
populacji zachodniej i wschodniej Eurazji.
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