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W pracy przedstawiono dane populacyjne dla czteronukleotydowego locus typu STR
— D19S433. Probki DNA pochodzace od 255 niespokrewnionych osob z regionu Polski
pdtnocnej poddano amplifikacji metoda reakcji PCR, a nastgpnie produkty identyfikowa-
no z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej na sekwenatorze ABI Prism 310. Rozktad
czgstoscei alleli badanego uktadu byt zgodny z prawem Hardy’ego-Weiberga. Obliczone
wybrane parametry statystyczne (PD, PIC, PE, pM, PI) oraz warto$¢ heterozygotyczno-
sci wykazaty wysoka przydatnos$é locus D19S433 w genetyce sadowej. W czasie badan
w sprawie o ustalenie spornego ojcostwa w omawianym locus ujawniono dodatkowy,
rzadki allel o wielkosci 139 pz.

Wysoce polimorficzne loci typu STR ludzkiego DNA stanowia obecnie podstawowe narzg-
dzie badawcze wykorzystywane w genetyce sadowej. Charakteryzuja si¢ one zmienng liczba
krotkich, tandemowych powtérzen, z jednostka repetytywna wielkosci 2—6 pz. Do takich
systemow nalezy mikrosatelitarny uklad D19S433. Jego czteronukleotydowe powtorzenia
(AAGQG) zlokalizowane sa na 19 chromosomie. Wzorzec alleli dla locus D195S433 sktada si¢
z 15 fragmentow DNA o dtugosci od 102—135 pz.

W pracy przedstawiono wyniki badan populacyjnych systemu D19S433 oraz oceniano
jego przydatno$¢ w dochodzeniu ojcostwa.

Ponadto w trakcie prowadzonych badan, stosujac komercyjny zestaw do reakcji multiplex
firmy Applied Biosystem AmpF/STR®Identifiler™ w omawianym locus ujawniono dodatkowy,
rzadki allel o wielkos$ci 139 pz [1]. W celu doktadnego zidentyfikowania wariantu fragmenty
DNA zawierajace nieznany allel poddano procedurze przygotowujacej go do sekwencjono-
wania.
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MATERIAL I METODY

Badaniom poddano DNA wyizolowany z probek krwi obwodowej pobranych od 255 nie-
spokrewnionych osob z terenu Polski poéinocnej. Ekstrakcje DNA prowadzono metoda nie-
organiczng, a nast¢pnie oznaczano jego stezenie stosujac pomiar fluorymetryczny [6].

Amplifikacje loci zawartych w zestawie AmpF/STR®Identifiler™ prowadzono w warun-
kach opisanych przez producenta, w termocyclerze Mastercycler Gradient f-my Zeiss.

Produkty reakcji PCR rozdzielano metoda elektroforezy kapilarnej w sekwenatorze ABI
Prism 310. Jako standardu wewngtrznego wielkosci DNA uzywano GS500, znakowanego LIZ
(f-my Applied Biosystems).

Allel 18.2 locus D19S433 poddano amplifikacji przy uzyciu termocyclera 9700 f-my Ap-
plied Biosystems, stosujac startery f-my Integrated DNA Technologies INT o nast¢pujacych
sekwencjach:1: 5’-CCT GGG CAA CAG AAT AAG AT- 3’, 2:5°-TAG GTT TTT AAG GAA
CAG GTG G-3’. Reakcje sekwencjonowania prowadzono przy uzyciu zestawu ABI Prism Big
Dye™ Terminator Cycle sequencing v. 1.1 Ready Reaction Kit (f-my Applied Biosystems)
w obu kierunkach w obecnosci 3,2 pmola nieznakowanego fluorescencyjnie startera w tacznej
objetosci 10 pl w nastepujacych warunkach: wstgpna denaturacja w temp. 96 °C (11 s) oraz
25 cykli: 96 °C (10 s), 50 °C (5 s), 60 °C (4 min). Produkty sekwencjonowania oczyszczano
poprzez precypitacjg etanolem w obecnosci octanu sodu, wirowano, przemywano 70% etanolem
i suszono w temp. 90 °C (1 min), a nast¢pnie zawieszano w 10 pul formamidu [2].

Analizy statystycznej dokonano przy uzyciu programéw komputerowych Utility Programs
for Analysis of Genetic Linkage HWE Version 1.10 i Exact test stosujac Arlequin. Obliczono
czgstosé alleli, a takze wspotczynniki oceniajace przydatnos¢ systemu D19S433 w genetyce
sadowej: sil¢ dyskryminacji (PD), wskaznik informacji o polimorfizmie (PIC), sit¢ wykluczenia
(PE), prawdopodobienstwo zgodnosci (pM) oraz indeks ojcostwa (PI).

WYNIKI I DYSKUSJA

Tabela I przedstawia obserwowane czgstosci alleli uktadu D19S433 w populacji Polski
potnocnej oraz wartosci parametréw przydatnosci w genetyce sadowej. W analizowanej po-
pulacji sposrod 15 alleli wystgpujacych w komercyjnej drabinie zestawu

Identifiler zaobserwowano 12 alleli. Jednocze$nie zidentyfikowano rzadki allel locus
D19S433*18.2, ktérego obecnos¢ potwierdzono sekwencjonowaniem. Otrzymang sekwencjg
allela locus D19S433 poréwnano z sekwencja w Gene Bank (G08036, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov, program komputerowy ClustalX v.1.81) [7]. Przeprowadzona analiza nieznanego
allela locus D19S433 wykazala obecnos¢ jednostki repetytywnej: (AAGG)1 AA (AAGG)1
TAGG (AAGG)17 (ryc. 1).

W badanej sekwencji zaobserwowano delecj¢ dwoch nukleotydow AG wystepujaca po-
migdzy pierwszym a drugim motywem repetytywnym (AAGG). Dodatkowo w regionie flan-
kujacym (ang. 3 '-flanking region) badanej sekwencji locus D19S433 w pozycji 124 wykazano
obecnos¢ adeniny (A), podczas gdy w sekwencji wzorcowej G08036 wystepuje tymina (T).
Identyczna roznicg zaobserwowali autorzy publikacji badajacy allel 12.1 locus D19S433 [9].
Zgodnie z nomenklatura Migdzynarodowego Towarzystwa Genetyki Sadowej (ISFG) nowo
odkryty allel to D19S433*18.2.
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Tab. 1
Czgstosci alleli i wspotczynniki statystyczne (PD — sita dyskryminacji, PIC — zawartos¢ informacji ge-
netycznej, PE — sita wykluczenia, pM — prawdopodobienstwo zgodnosci, PI — indeks ojcostwa charak-
teryzujacy locus D19S433 w populacji Polski potnocnej (n = 255)
Allele frequencies and some indices (PD — power of discrimination, PIC — polymorphic information content, PE — power
of exclusion, pM — matching probability, PI — paternity index for locus D19S433 in northern population (n = 255)

Allel Locus D19S433
11 0,002
12 0,075
13 0,200
132 0,014
14 0,392 Hops/Hecz, 76,5/76,6
14.2 0,027 PD 0,914
15 0,182 PIC 0,73
15.2 0,029 PE 0,535
16 0,045 pM 0,086
16.2 0,022 PI 2,13
17 0,010 X test 0,699
18.2 0,002 Exact test 0,750
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Ryc. 1. Elektroforegram przedstawiajacy sekwencje repetytywna nieznanego allela locus D19S433

Fig. 1. Sequencing electrophoregram of allele 18.2 at locus D19S433 showing pattern of repeated sequence motif



184 J. Wysocka i in.

W wyniku zastosowania testu x? i exact testu stwierdzono, ze badane locus znajduje si¢
w stanie rownowagi opisanej prawem Hardy’ego-Weinberga (tab. I).

Tabela II przedstawia porownanie czgstosci alleli locus D19S433 roznych populacji: tu-
reckiej, belgijskiej, rumunskiej oraz populacji Polski potnocno-wschodnie;j.

Tab. I
Czgstosci alleli locus D19S433 w r6znych populacjach
The frequency of D19S433 alleles in selected populations

Locus D19S433 Turcja(t\;vi:hl.géa)ch. [4] ]Zj:l;gi;z[;)] Rzl;ninlig‘t[f] Polska(llzlzlé-;(/)s)ch. [8]
Allele / Alleles Turkey (east/west) Belgium Romania Poland (northeastern)
10.2 0,005 / 0,005 - - -
11 0,009 / — - 0,014 0,005
12 0,075/ 0,144 0,092 0,115 0,072
13 0,257/ 0,199 0,225 0,197 0,226
13.2 0,023 /0,009 0,009 0,019 0,008
14 0,304 /0,292 0,360 0,317 0,359
14.2 0,023 /0,037 0,009 0,029 0,019
15 0,126 /0,116 0,178 0,120 0,189
152 0,070 / 0,065 0,036 0,058 0,045
16 0,056 / 0,069 0,068 0,063 0,029
16.2 0,033 /0,028 0,014 0,053 0,027
17 0,014 /0,023 0,005 - 0,003
17.2 0,005 /0,014 0,005 0,005 -
18 - - 0,005 0,003
18.2 - - 0,005 0,008
19.2 - - - 0,005

Powyzsze dane wskazuja na wysoka zbieznos¢ czestosci alleli locus D19S433 obserwowana
w naszej populacji z danymi z innych populacji. Brak istotnych statystycznie réznic migdzy
tymi populacjami §wiadczy o ich homogennos$ci. Rzadki allel 18.2 pojawit si¢ rowniez w
populacji Polski pn.-wsch. oraz w Rumunii, autorzy nie przedstawili jednak sekwencji, ktora
Zamieszczono w prezentowanej pracy.

WNIOSKI

1. Czgstoscei alleli locus D19S433 wykazanych w pracy pozostaja w rownowadze gene-
tycznej Hardy-Weinberga.
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2. Parametry statystyczne badanego locus (PD, PIC, PE, pM, PI) wskazuja na jego wysoka
przydatno$¢ w badaniach identyfikacyjnych i w dochodzeniu spornego ojcostwa.

3. Czgstosci alleli locus D19S433 populacji Polski péinocnej wskazuja na wysoka zbieznosé
z danymi z innych populacji.

4. Analiza sekwencji nukleotydowej nieznanego allela locus D198S433 wykazata obecno$é
jednostki repetytywnej : (AAGG)1AA(AAGG)ITAGG(AAGG)17. Nowo odkryty allel
to D19S433*18.2.
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POPULATION GENETICS OF THE D19S433 LOCUS IN THE NORTHERN POLAND
Summary

This paper presents the allele frequency distribution for the D19S433 locus. DNA samples of 255 indi-
viduals from northern Poland were amplified in a multiplex reaction with subsequent automatic detection
using capillary electrophoresis (ABI Prism 310 DNA sequencer). In the analyzed population samples locus
D19S433 met the Hardy-Weinberg equilibrium conditions. Statistical parameters: PD, PIC, PE, pM, PI
and heterozygosity have shown the usefulness of the D19S433 locus in forensic practice.

During population study, there was observed a PCR product which was 4 bp longer than the longest
allele in the allelic ladder (139 bp). The presence of the new allele was proved using DNA sequencing
analysis.
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