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Chromosom Y jest specyficzny dla
osobnikow meskich, co decyduje
0 mozliwosci jego wykorzystania
W badaniach dotyczacych napasci na
tle seksualnym, kiedy istnieje potrze-
ba identyfikacji DNA sprawcy przy
przewazajgcej ilosci zenskiego DNA
ofiary (rye. 3). Na chromosomie Y zi-
dentyfikowano szereg markeréw
krotkich powtdérzen tandemowych
(STR), na podstawie ktérych stwo-
rzono multipleksowe sondy reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR),
umozliwiajgce rozréznianie niespo-
krewnionych mezczyzn.

Jedno z potencjalnych zastoso-
wan badania Y-STR to ustalanie licz-
by osob, ktérych materiat biologiczny
znalazt si¢ w materiale dowodowym
w przypadkach zgwatcen zbioro-
wych. W takich sytuacjach mamy
czesto do czynienia z mieszanym
profilem, ktéry jest interpretowany
drogg badania liczby oraz wzgled-
nych wysokosci pikéw wystepujacych
w danym locus. Wiekszo$é po-
wszechnie stosowanych markeréw Y-
STR to pojedyncze kopie, z wyjat-
kiem locus polimorficznego DYS385.
Poniewaz wiec chromosom Y nie ma
chromosomu w petni homologiczne-
go, obserwujemy tylko jeden produkt
PCR w wyniku amplifikacji markera
Y-STR za pomocg jednej pary prime-
row PCR. Jednak ostatnio, w czasie
Przeprowadzania studium populacyj-
nego, stwierdzono, ze w. ponad 1%
badanych prébek wystapito wiele al-
leli z loci, ktére wczesniej uwazano
za markery pojedynczych kopii. Poza
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tym zaobserwowaliSmy jednoczesna
duplikacje nawet w czterech ro6znych
loci Y-STR i ,jednej kopii”, pochodza-
cych od jednej osoby. W tym krotkim
opracowaniu zostanie omodwiony
wplyw duplikowanych (a nawet triple-
towanych) regionéow chromosomu Y
na ocene tego, czy w materiale do-
wodowym wystepuje mieszanina
DNA pochodzgca od wielu dawcow.

Materiaty i metody
Prébki DNA

Anonimowe prébki krwi ptynnej
0 znanej przynaleznosci etnicznej za-
kupiono w Miedzystanowym Banku
Krwi (Interstate Blood Bank) w Mem-
phis w stanie Tennessee i firmie Mil-
lenium Biotech, Inc. (Ft. Launderdale
w stanie Floryda) zgodnie z przepisa-
mi NIST (National Institute of Stan-
dards and Technology). Z probek
tych uprzednio izolowano DNA i typo-
wano za pomocg 15 autosomalnych
STR, z zastosowaniem kitu Amp-
FISTR® Identifiler™ (Applied Biosys-
tems z Foster City w Kalifornii). Miato
to na celu wykazanie, ze prébki sie
nie powtarzajg i nie sg mieszaninami.

Odczynniki Y-STR

Przy uzyciu kitu PowerPlex®
z Promega Corporation (z Madison
w stanie Wisconsin) amplifikowano
loci Y-STR: DYS19, DYS385a/b,
DYS3891/1l, DYS390, DYS391, DYS-
-392, DYS393, DYS437, DYS438

i DYS439. Amplifiv e I 'R przepro-
wadzono zgodnie 1sli <cjami pro-
ducenta w 30 cykl: in i—2 ng ma-
trycy DNA. Wykon: > te: nadania za

pomocg NIST 20pi... i 17 lex.
Wykrywanie i analiza produktow PCR

Rozdziat i wykrywanie produktéw
PCR przeprowadzono na sekwenato-
rze ABI Prism® 310 albo ABI
PRISM® 3100 (system 16-kapilaro-
wy) (Applied Biosystems) zgodnie
z protokotami producenta. Po zebra-
niu danych przeanalizowano probki
za pomocg Genescan® 3.7 (Applied
Biosystems) i oznaczono allele za
pomocg Genotypera 3.7 (Applied
Biosystems).

Wyniki i omowienie

Duplikacje w wielu loci
W obrebie jednej probki

Przeprowadzajgc przeglad okoto
650 prob populacyjnych w USA, au-
torzy zaobserwowali w pewnej liczbie
probek duplikacje w kilku loci Y-STR.
Niektore z tych prébek zbadano po-
nownie przy uzyciu kitu PowerPlex Y,
aby zweryfikowaé fakt wystepowania
wielu alleli w réznych loci Y-STR.
Ryc. 1 przedstawia wyniki z Genoty-
pera dla jednej z tych probek, w kt6-
rych zaobserwowano wiele alleli Y-
-STR w wiecej niz jednym locus. Na-
lezy zauwazyé¢, ze w locus DYS385
czesto obserwuje sie dwa allele, po-
niewaz na chromosomie Y. czesto
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1000 uwazyc, ze wszystkie trzy allele dla
- ' DYS19 sg zblizone do siebie pod
wzgledem wysokosSci piku i ze

Ryc. 1. Elektroferogram PowerPlex Y dla probki Tabela 1
zawierajacaj materiai od jednego mezczyznyiz Zestawienie duplikaciji albo triplikacii dla czestych loci Y-STR. Informacje pochodza
gl\?éoargg]agaiggglllogg?ggylng@ 42079" z Y-STR Haplotype Reference Database (http://www.yhrd.org), wydania 13. z 1 lipca
(zaznacz;)ne),Jednérodnos'c probki potwierdzono 2004, sktadajacego si¢ z 25 066 minimalnych haplotypéw. Wartosci wytluszczone
poprzez badanie 15 STR autosomalnymi za obejmujg allele rozdzielone jedna jednostkg powtérzen. AMG oznacza informacje
pomocg zestawu Identifiler. Warunki zgodne z otrzymane od Ann Marie Gross z Laboratorium Kryminalistycznego Biura Kryminalne-

opisem w czesci ,Materialy i Metody” dla 1 ng go w Minnesocie. *Nomenklatura DYS448 za Redd i wsp.
DNA i wykrywaniem na ABI 3100.

Locus Alleles Observed Relerence
wystepujg dwie kopie. Poniewaz sy- DYS19 13.14 hutp://www.yhrd.org (2 times); Kayser and Sajantila 2001 (11)
. DYS19 13,15 hup:/fwww.yhrd.org (1 time)
gnaty alleli DYS3891, DYS439, DY- DYS19 1415 hllp:llwwyhovg,org(l:me},\ S
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Sciach. Jednak w tej konkretnej prob- DYS38911 3032 http//www.yhrd.ong (1 time)
ce, ktora byta tez badana za pomoca 3¥§3§? 23:33 ﬁﬁiﬁ‘;ﬁm@u time); Fernandes et al. 2001 (25)
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; DYS39 cfiwwew.yhrd., )
tyczne allele w 13 loci, a homozygoty DYS435 11,12 Johnson et al. 2003 (26) (1 time)
tylko w TPOX i D5S818. Poniewaz DYSda1 L2 Pivirdtios)
. DYS437 : G (1 i 2
po zbadaniu tak wielu polimorficz- Dysss8 W e A el
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i i - > 18,20 Schoske et al. 2004 (6) (1 time)
D UUSITEM S SN R ThE DySiss- 2021 Schonke et a. 2004 (61 ime)
powania wiecej niz dwoch alleli, jest DYS$3852/b 913,14 Sahoo ctal. 2003 (28) (1 time)
. f DYS385ab 11,12,13 Kurihara et al. 2004 (13} (1 time)
mato prawdopodobne, ze w tej kon- DYS3854/b L1213 hitp//swww.yhrd.org (1 time)
i o i DYS385a/b 11,14,15 hup/iwww.yhrd.org (2 times)
kretnej probce wystepuje dobrze DYS3850b 12,13,1819 hup://swurwcyhrd org (1 time)
zrbwnowazona mieszanina materiatu DYSIEAD 12-:;:{2'212 ;‘c‘:g;"" w‘“"-mgogmu (a
od dwdéch réznych mezczyzn. gzgggm }3}2{3 l:;%hvwwu m;g;ntou(suma):mcu time)
Ze wzgledu na fakt, ze loci DYS- DYS385a/b }g:g% 2:;’,1“"‘”‘?:.'&:::{{ :{m
: DYS385a/b | W,
3891, DYS439, DYS389ll i DYS437 Dy 151617 N o | )
15. utler et {{
sg zwykle uznawane za markery po- DYS3iem 6 2z )
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wszystkie wysokosci pikow alleli z in-
nych loci sg zblizone, co sugeruje, ze
kazdy zaobserwowany allel wystepu-
je na chromosomie Y tylko raz.
Chociaz triplikacje sg rzadsze,
zrédta donosza o ich wystepowaniu
w DYS19 i DYS385. Triplikacje
w DYS385 mogg powstawaé w wyni-
ku duplikacji jednego z juz zdupliko-
wanych alleli DYS385 albo duplikaciji
catego regionu chromosomu Y, za-
wierajgcego allel ,.a” i ,b". Czesto su-
ma tych dwoch alleli jest rowna inne-
mu allelowi z duplikacjami DYS385.

Model duplikacji locus Y-STR
i dywergencji

Analiza skonczonej sekwencji re-
gionu eurochromatycznego chromo-
somu Y pozwala zauwazy¢, ze duza
czes¢ sekwencji chromosomu Y po-
jawia sie wiecej niz jeden raz, czesto
we wzorze palindromicznym. Ponie-
waz na chromosomie Y zdaje sie wy-
stepowac niewiele genow, istniejg
mniejsze ograniczenia co do utrzy-
mania konkretnego kontekstu se-
kwenciji i dlatego mozliwe s3 polimor-
fizmy insercji duzych regionoéw chro-
mosomu Y. Przy braku rekombinacii
Z innymi chromosomami istnieje duze
prawdopodobienstwo  akumulagciji
zdarzen insercji na chromosomie Y,
co prowadzi do powstania licznych
kopii, czyli obszaréw przytgczenia al-
leli dla loci, ktére poczatkowo byty
markerami jednej kopii. Niedawno
doniesiono o tym zjawisku dla obsza-
row flankowania DYS19. Po amplifi-
kacji PCR zamiast jednej kopii locus
amplifikowano dwie, jezeli na chro-
mosomie Y istnialty dwa obszary
przytgczenia. Duplikacje mogg tez
skomplikowa¢ interpretacje polimorfi-
zmu pojedynczego nukleotydu chro-
mosomu Y (Y-SNP) z loci takimi jak
P25 i 92R7, utrudniajac tez ewentual-
ng interpretacje mieszaniny z tymi lo-
ci, ktére wystepuja wiele razy na
chromosomie Y.

Ryc. 8 pokazuje, jak wystgpienie
duplikacji Y-STR moze powodowaé
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Ryc. 2. Elektroferogram PowerPlex Y probki zawierajgcej materiat od jednego mezczyzny, w ktorym
stwierdzono trzy allele w DYS19. Warunki zgodne z opisem w czesci ,Materialy i Metody” dla 1 ng DNA
i wykrywaniem na ABI 3100.
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Ryc. 3. Schemat procesu duplikacji i dywergencii, ktéry moze doprowadzi¢ do powstania mnogich alleli
na chromosomie Y, kiedy wykorzystuje sie specyficzne dla locus primery Y-STR. Najpierw dochodzi do
duplikacji odcinka (a) i powstaje odcinek (a'), ktory nastepnie moze z czasem podlegaé mutacji w
odnosnym locus Y-STR poprzez nabycie albo utrate jednostki powtérzenia, aby stworzy¢ allel
oznaczony (b). Zauwazmy, ze najlepiej zauwazalne allele powinny znajdowac sie w odlegiosci jednej
jednostki powt6rzenia, poniewaz mutacje jednostopniowe sg najpowszechniejsze dla markeréw STR.

na generacje, jednostopniowo, pro-
wadzgc do powstania allela ,b”, ktéry
najprawdopodobniej bedzie sie réznit
od oryginatu o jedng jednostke po-
wtdrzenia.

pojawienie sie najpierw zduplikowa-
nego regionu (a') w innym miejscu na
chromosomie Y. Region ten moze na-
stepnie niezaleznie mutowaé¢ z upty-
wem czasu z predkoécig okoto 1073
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Duplikowane moga by¢ cate od-
cinki chromosomu Y, obejmujgce set-
ki par zasad (kb). Markery Y-STR fi-
zycznie lezgce niedaleko siebie na
chromosomie Y moga po duplikacji
wykazywa¢ dywergencyjne allele
specyficzne dla loci w tej samej prob-
ce DNA. Istotne jest to, ze probki,
w ktorych wystapity konkret-
ne duplikacje, na przykiad al-
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Prinz, ustalenie liczby dawcow nasie-
nia w przestepstwach na tle seksual-
nym jest normalnie duzo prostsze
przy uzyciu Y-STR, poniewaz zenski
komponent DNA nie jest wykrywany.

Jak widaé na ryc. 4, w te] konkret-
nej mieszaninie dwoch sktadnikow
meskich wigkszosé loci Y-STR o jed-

Tabela 2. Fizyczna lokalizacja 50 markerow Y-STR na

ko$¢ pozostatych pikow Y-STR w tym
samym kolorze, co sugeruje, ze wy-
stepujg dwie kopie allela 11 — po jed-
nej od kazdego dawcy pici meskiej.
Zauwazmy takze, ze w tej konkretnej
mieszaninie locus DYS439 ma allele
10 i 13, ktére roznig sie trzema jed-
nostkami powtdrzen. Podobnie DYS-
-437 zawiera allele 14 i 16,
ktore sa w odlegtosci dwéch

leli 15116 D 'S19 'szystkie chromosomie Y na podstawie przeszukania sekwencyjnego  jednostek powtorzen.
mo ¢5 do 9 iz wykorzystaniem zestawienia sekwencji Human Genome, W tvm przyktadzie, w kto-
ga nalez:-© d j same] wy ym przy )
haplogrupy. ibe ' przed- Z lipca 2003 (http://genome.ucsc.edu). Pozycje_w megaza- rym wyrazny stosunek wyso-
stawia zest wvier . wszyst- Sadach (Mb) s zaokraglone do najblizszego tysiaca parza-  ko4ci/pol pikow od poszcze-
kich pozycji ar V-STR sad. Loci badane w niniejszym artykule sa wytfuszczone. g6inych dawcow jest bliski 1:
BN chacnie: “ale i Bliskie sasiedztwo zduplikowanych loci zaobserwowanych 1 nie iest mozliwe przypisa-
~Ales Ciel U2y~ g ye. 1 (DYS437, DYS439, DYDS389, YS380Il zazna: -y J = a”pl, Vw, :
wanych IOC? ;9 /jmy, 2E8czono ramka, sugerujaca, ze ten caty region zostat zdupli- Qe Z pewno ?a &l 'f’? :
DYS437, L 54 i DYS-  kowany, a potem, z uptywem czasu, nastpita dywergencja SZO&:’C_'OwemLi Cczy »MNIe|:
3891/, ktore sg d: olikowane  ajieli STR. szosciowemu da’wc.y (v\{az—
w probce przedsiawionej na ne, by odnotowaé, ze wigk-
ryc. 1, wystepuja w odlegto- p-arm q-arm szo$é mieszanin spotyka-
§ci nie wigkszej niz 150 kb od YSTR Marker  Position (Mb) Y STR Marker Position (Mb) nych w $ladach prawdopo-
siebie i dlatego jest bardziej DYS453 2730 DYS391 13.413 dobnie nie bedzie pozosta-
: 3 DYS393 3.039 DYS635 (C4) 13.690 1). Za-
pr'awdopodobne, ze byly QU DYS446 qoo e BT we_ata w stospnku 1_1) Zal
plikowane razem. Ten region DXYS156Y 3.060 Dwyfgdgv |§.'m; miast przypisywania alleli
DYS456 423 DYS435 13.80
AZFa chromosomu Y zostat DYS435 (,m? Schs 13526 konkretnym (:]awTom w ce\l(u
, = DYS463 7.609 DYS389 I/11 13.92° stworzenia aplotypow &
takze odnotowany przez Bo DYS458 7.833 DYS388 14057 : DAY PN
scha i Joblinga jako dupliko- DYS450 R.092 DYS442 14.071 STR, ktére mozna by porow-
. - 4 4 Q4 4. , .
wany u niektérych jednostek. | Sisiss Siice DY s na¢ z baza danych, jest bar-
DYS19 9.437 DYS436 14.514 dziej prawdopodobne, ze
DYS447 14.589 s :
Przykiad mieszaniny R FeATila 17408 dojdzie do wykluczenia albo
mezczyzna-mezczyzna ‘[')’gg\aﬂglob ]lzgzz potwierdzenia zgodnosci po-
Y-GATA-A10 ”;ggg dejrzanego z profilem mate-
;2 Y-GATA-H4 17.99 d isa-
Aby sprawdzi¢, czy zaob- DYSd26 A rl.aiu doyvodowego. Przypisa
serwowang duplikacje locus YCAlla 13.229 nie alleli konkretnemu dawcy
: S YCAILb 19.754 ; :
Y-STR mozna odr6zni¢ od DYS385 2 19558 :‘C?]u sthrzs?éa zigzonedgo
Rm A : o, DYS385 b 20.03 aplotypu Y- najprawdo-
prawd21wej.m;eszanmy mez DYS461 (A7.2) 20.247 Z tt)yp bVioh ‘]f() =
czyzna-mezczyzna, zbadano DYS460 (A7.1) 20.247 podobnie| bytoby iatwiejsze
: i ; DYS462 20.514 i ini ierow-
probke zawierajgca materiat DX e pezyfmieszaniiiSRoRNSIOl
od dwodch réznych mezczyzn D:;;‘is:z 311.15‘«11 nych proporcjach (np. 3:1 za-
8 23.5 ; -
za pomoca zestawu Power- o o, miast 1:1).
Plex Y. Te konkretng miesza- DYSieid a5
nine doktadnie zanalizowano DYS425 a 25.326 Rozréznianie mieszaniny
Aniai i A » DYS464 ¢ 26,021 od duplikacji
wczesr.ne; jako ,probke X e e plikacji locus
w studium NIST Mixed Stain DYS425b 323:?
Study #3, poniewaz zawiera DYS490 s Aby utatwi¢ rozroznianie

przewazajacg ilos¢ DNA zen-

ewentualnej duplikacji locus

skiego i dwa komponenty meskie.
Poszczeg6ine sktadniki z oznacze-
niami autosomalnego allela STR mo-
ga byé trudne do rozszyfrowania, kie-
dy w probce wystepuje DNA od wie-
cej niz jednego dawcy. Jak zauwazyt
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nej kopii ma wiecej niz jeden pik i wy-
soce polimorficzne locus DYS385 za-
wiera cztery piki zamiast typowych
dwéch. Dodatkowo wysokosé/pole
piku dla DYS392 wynosi mniej Wigcej
dwa razy tyle co analogiczna wiel-

od potencjalnej mieszaniny materiatu
od dwoch mezczyzn przy wykonywa-
niu badania Y-STR, przedstawiamy
tu kilka zasad opracowanych ad hoc.
Po pierwsze, nalezy odnotowag licz-
be loci, w ktérych wystapito wiecej al-
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leli. Im wieksza liczba loci z wiecej niz
jednym allelem, z wyjatkiem uktadu
DYS385a/b, tym wieksze prawdopo-
dobienstwo, ze w prébce wystepuje
mieszanina materiatu od kilku mez-
czyzn.

Po drugie, jezeli wiecej alleli wy-
stepuje w wiecej niz jednym locus,
nalezy ustali¢, czy te loci sa zlokali-
zowane blisko siebie na chromoso-
mie Y, postugujac sie informacjami
na temat wzglednej pozycji Y-STR,
np. zawartych w tabeli 2. Jezeli do-
mniemane zduplikowane loci sa bli-
sko siebie (np. <1 Mb), woéwczas ca-
ty odcinek chromosomu Y mégt zo-
stac zduplikowany kiedy$ w przeszto-
Sci i obecnie ma rozbiezne allele. Im

PRZEKEADY

wanych za pomocg primeréw specy-
ficznych dla locus, aby sprawdzic,
czy ktores loci posiadajg allele roz-
niace sig o wiecej niz jedng jednost-
ke powtérzen. Duplikacje zazwyczaj
sg w odlegtosci wigkszej niz jedno
powtdrzenie, ilo$¢ produktu PCR dla
alleli jest podobna (np. DYS537 alle-
le 14 i 15), podczas gdy mieszaniny
najprawdopodobniej bedg miaty jed-
no albo wiecej loci o rozstrzeleniu
wigkszym niz jedna jednostka powto-
rzenia (np. DYS437 allele 14 i 16).
Jezeli przyjrzymy sie odlegtosciom
alleli dla duplikowanych loci w tabeli
1, dojdziemy do wniosku, ze wigk-
szosc¢ alleli dzieli jedna jednostka po-
wtorzen. Wreszcie nalezy zbadaé
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Ryec. 4. Elektroferogram PowerPlex Y dia mieszanin

y materialu od 2 mezczyzn. W zaznaczonych loci

jest widocznych wiele alleli, ktére 54 oddzielone wigcej niz jedng jednostka powtorzenia. Oprécz tego
wysoce polimorficzne locus DYS385 ma cztery allele zamiast normalnych dwéch. Warunki zgodne z
opisem w czesci ,Materialy i Metody™ dla 1 ng DNA i wykrywaniem na ABI 3100.

bardziej domniemane zduplikowane
loci sg oddalone od siebie na chro-
mosomie Y (np. DYS19 i DYS438,
ktére znajdujg sie na réznych ramio-
nach chromosomu Y), tym bardziej
prawdopodobne jest to, ze probka
zawierajgca wiele alleli w wielu loci
jest mieszaning.

Po trzecie, nalezy zbadaé odle-
glosé wielokrotnych alleli amplifiko-
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DYS385 i sprawdzi¢, czy to wysoce
polimorficzne locus posiada wiecej
niz dwa allele. Jezeli tak, i spefnione
sg inne kryteria dla mieszaniny, ist-
nieje wéwczas wieksze prawdopodo-
bienistwo, ze mamy do czynienia
z mieszaning niz duplikacja locus.
Oczywiscie jezeli $lad dowodowy
zawiera materiat z jednego Zzrédia,
w ktérym wykryto duplikacje, ta sama

duplikacja musi wystapi¢ u prawdzi-
wego sprawcy. Dlatego przypadki du-
plikacji takie jak opisane w tym opra-
cowaniu nie powinny wywotywag nie-
pokoju w kontekscie badan kryminali-
stycznych wykonywanych przy uzy-
ciu markerow Y-STR. Celem autoréw
jest zademonstrowanie, ze w prébce
zawierajgcej mate:'al od iednej oso-

by mogg wystapic elokotne dupli-
kacje i dlatego nie 2zy  rmutowaé
pochopnych wnic v ¢ do liczby
dawcow, kiedy w » 0| jedynczej
kopii zaobserwuj wi e niz je-
den allel o rowne; 1Sy 10Sci.
Duplikacja locu=- ch: mosomie
Y jest pod wieloma = ~glec mi analo-
giczna do heteroplz=:1ii w - :NA mito-

chondrialnym, co w zalesnosci od
okolicznosci moze przyczynié¢ sie do
zwigkszenia ,sity” zgodnosci miedzy
dwiema prébkami. Opisane zjawisko
duplikacji loci nie powinno uniemozli-
wia¢ wiarygodnej interpretacji, cho-
ciaz moze utrudni¢ wyjasnianie wyni-
kéw w sadzie. Specyficzny dla osob-
nikow meskich chromosom Y jest
uzytecznym narzedziem wspomaga-
jacym identyfikacje, choé moze sie
ona okazac¢ bardziej ztozona, niz po-
czgtkowo sadzono.

Przeglad literatury
zawierajacej doniesienia
na temat duplikacji Y-STR

Autorzy dokonali przegladu ok.
200 publikacji, zawierajacych infor-
macje na temat populacji haplotypo-
wej Y-STR. Opracowania pochodzg
ze zbioru literatury na temat STR
znajdujgcego sie pod adresem
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strba-
se/str_ref.htm. Czes$é wynikéw stu-
diéw populacyjnych mozna znalezé
w Y-STR Haplotype Reference Data-
base (YHRD:; http://yhrd.org, wcze-

Sniej www.ystr.org.

oprac. Ewa Nogacka
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