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(Polska potudniowa)

Streszczenie

Praca przedstawia wyniki badan populacyjnych w obrebie locus ACTBP2 (human beta-actinrelatedpseudo-
gene (SE33) w populacji Gornego Slaska. Locus SE33 jest najbardziej polimorficznym ze wszystkich markeréw
stosowanych dotychczas w genetyce sgdowej, zarowno w badaniach dotyczacych ustalania spornoéci ojcostwa,
pokrewienstwa, jak i w identyfikacji $ladow biologicznych. Badania przeprowadzono w grupie 1315 osobnikow
dorostych, niespokrewnionych, ptci meskiej i zenskiej.

Cele niniejszej pracy to: okreslenie czestosci wystepowania poszczegolnych alleli locus SE33 w badanej
populacji, ocena zgodnosci rozktadu alleli z prawem Hardy’ego-Weinberga, obliczenie parametréw ocenia-
jacych przydatno$¢ markera w medycynie sgdowej, zbadanie homogennosci rozkiadu alleli SE33 pomiedzy

badang populacjg a populacjami z innych obszaréw Polski.
Stowa kluczowe locus ACTBP2, populacja Gérnego Slgska, genetyka sagdowa

Wstep

Locus SE33 (ACTP-2- humanactin beta-actin-
relatedpseudogene H-beta-Ac-psi-2) zlokalizowany
jest na 6. chromosomie cztowieka w obrebie diugiego
ramienia (6g14) (GeneBank Accession:V00481).
SES33 jest uznawany za najbardziej zmienne locus ze
wszystkich stosowanych dotychczas markeréw STR
w genetyce sgdowej [1]. Locus SE33 wykazuje szcze-
golnie ztozony polimorfizm [2, 3] wynikajacy ze skom-
plikowanej budowy w obrebie centralnej sekwenc;ji
repetytywnej sktadajgcej sie z czteronukleotydowych
powtorzeh AAAG [4, 5]. Bardzo wysoka sifa dyskry-
minacji tego locus spowodowata, ze znalazt on swoje
miejsce wérdd 8 innych loci Niemieckiej Bazy DNA [6].
Brak wfgczenia omawianego locus do Europejskiego
Standardowego Zestawu Loci (ESS) [7] moze byé
konsekwencjg wysokiej masy czgsteczkowej skutku-
jacej mozliwoscig degradacji. SE33 wystepuje w roz-
nych zestawach komercyjnych, a w poszczegdélnych
z nich uzyto réznych rodzajéw starterow do powie-
lania locus, jak rowniez zastosowano rézng wielkosc
amplikonéw mieszczacy sie w zakresie od 197 do 381
pz dla zestawu AmpFLSTRSEfiler i od 295 pz do 440
pz dla AmpFLSTR NGM Select PCR Amplification Kit
i odpowiednio dla zestawu Power Plex ESX17 Pro-
mega od 258 pz do 442 pz oraz zestawu Power Plex

ESI17 Promega od 300 pz do 484 pz. Zaletg locus jest
obecnosé bardzo licznych alleli w drabinie i niewielka
tendencja do powstawania stutteréw. Wadg markera
jest obecnos¢ diugich amplikondw, ktdére powodujg
analityczne trudnosci w pracy ze zdegradowanym
DNA [8].

Cele pracy to: analiza polimorfizmu locus SE33
w populacji Gornego Slaska liczacej 1315 oséb, okre-
slenie czestosci wystepowania poszczegodlnych alleli,
ocena zgodnosci rozktadu alleli z prawem Hardy’ego—
Weinberga, obliczenie parametréw oceniajgcych przy-
datnos¢ w genetyce sadowej i poréwnanie jej z innymi
populacjami Polski.

Materiat i metodyka

Materiat do badan stanowity krew lub wymazy
nabtonkow jamy ustnej pobrane od 1315 osobni-
kéw ptci zenskiej i meskiej zamieszkujacych obszar
Gornego Slaska w Polsce pofudniowej. DNA izolo-
wano zestawem do izolacji DNA - Blood Mini oraz
Sherlock AX firmy A&A Biotechnology lub zestawem
EZ1 Tissue DNA Kit [9] w BIOROBOCIE EZ1 firmy
QIAGEN [10]. Stezenie DNA okreslano metodg spek-
trofotometryczng w aparacie NanoDrop ND-1000
Spectrofotometr firmy Thermo Fisher Scientific TK
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Biotech. Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze
GeneAmp PCR System 2700 i 9700 firmy Applied Bio-
systems zgodnie z rekomendacjg producenta zestawu
do typowania probek AmpFISTR® SefilerPlus™ PCR
Amplification Applied Biosystems [11] i zestawem
Power Plex ESX17 firmy Promega [12]. Produkty
amplifikacji rozdzielano technikg elektroforezy kapi-
larnej przy uzyciu automatycznego analizatora gene-
tycznego 3130 ABI Prism (Applied Biosystems) w sto-
sunku do standardu wewnetrznego wielkosci DNA
GeneScan-500LIZ™ dla zestawu SEfiler i markera CC5
ILS500 firmy Promega dla zestawu ESX17. Genotypy
okreslano w odniesieniu do drabin allelicznych i defi-
niowano zgodnie z miedzynarodowym nazewnictwem
przy uzyciu programu komputerowego GeneMapper
ID v.3.2 software. Drabina alleli dla zestawu Amp-
FISTR® SefilerPlus™ PCR Amplification Applied Bio-
systems zawiera 35 alleli, natomiast w zestawie Power
PlexESX17Promega 37 alleli (tgcznie 39 alleli).

Obliczenia statystyczne

Opracowanie wynikéw stanowito wyliczenie obser-
wowanych i oczekiwanych liczebnosci i czestosci
genotypow oraz czestosci alleli przy zastosowaniu
rébwnania Hardy’ego-Weinberga. W badaniach sta-
tystycznych ocene zgodnosci miedzy oczekiwanymi
i obserwowanymi genotypami — ocene rownowagi
Hardy’ego-Weinberga — obliczono z zastosowaniem
testu x2 i testu Exact z zastosowaniem programu
TFPGA [13, 14]. Charakterystyke statystyczng locus
wykonano, stosujgc program FatRec. Wyliczono:
site dyskryminacji PD, heterozygotycznos¢ obserwo-
wang Htobs., heterozygotycznos¢ oczekiwang Htocz.,
prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci profili
genetycznych PM, site wykluczeniowg uktadu MEC,
wspoéiczynnik informacji polimorficznej PIC, srednie
prawdopodobienstwo wykluczenia MEP.

W celu oceny homogennosci czestosci alleli SE33
w populacji polskiej przeprowadzono analize warianciji
molekularnej AMOVA przy uzyciu programu kompute-
rowego Arlequin 3.1 [15]. Wartosci P odpowiadajgce
obliczonym metodg AMOVA odlegfosciom genetycz-
nym Fg, oszacowano na podstawie 10100 permutacii
alleli. Zlinearyzowane wartosci F . posfuzyty do spo-
rzadzenia wykresow skalowania wielowymiarowego
z uzyciem oprogramowania STATISTICA 10 (StatSoft).
Populacje Gornego Slaska poréwnano z populacja
Polski pétnocnej [16, 17] i Podlasia [18].

Wyniki i dyskusja

Uzyskane wartosci czestosci alleli dla locus SE33
w badanej populacji Gérnego Slgska (n = 1315)
przedstawiono w tabeli 1. Zamieszczono w niej réw-
niez wartosci czestosci poszczegoinych alleli anali-

zowanego locus SE33 dla populacji Polski potnocnej
(n =1007,2012r.) [16] i (h = 255, 2008 r.) [17] i Pod-
lasia (n = 220) [18].

Przeprowadzone badania polimorfizmu locus SE33
dla 1315 osobnikéw zamieszkujgcych obszar Gérnego
Slaska ujawnity obecnosé 47 alleli. W populacji Polski
poétnocnej [16] obserwowano 46 alleli, w populacji Pol-
ski pétnocnej [17] 37 alleli, a na Podlasiu obserwowano
35 alleli. Nalezy podkreslic za autorami badajgcymi
populacje Polski pétnocnej [16], ze uzycie w bada-
niach zbyt matych grup badawczych skutkuje obser-
wowaniem znacznie mniejszej ilosci alleli, co ma wptyw
na zupetnie inne roztozenie sie wartosci czestosci alleli.

Najczesciej obserwowanym allelem w popula-
cji Gornego Slaska byt allel 28,2 (f = 0,0867) i dalej
w kolejnosci 27,2 (f = 0,0757), 17 (f = 0,0696), 29,2
(f = 0,0665) i 19 (f = 0,0654). W locus SE33 pojawity
sie allele wystepujace bardzo rzadko —allel 7,3; 8; 16,3;
17,3; 28; 31; 36 i 41, w tych przypadkach wartos¢ f
wynosita 0,0004. W populacji Gérnego Slaska pojawili
sie osobnicy z allelami 7,3 (f = 0,0004), 8 (f = 0,0004),
9 (f = 0,0008), 16,3 (f = 0,0004), 35 (f = 0,0011), 37
(f = 0,0011) i 41 (f = 0,0004) nieopisywanymi dotad
w literaturze polskiej. Nie wszystkie ujawnione w bada-
niach allele byty obecne w komercyjnych drabinach
alleli firmy Promega i Applied Biosystems. Allele 7,3;
12,2; 13,2; 14,2; 15,2; 16,3; 17,3; 19,2; 23; 28; 31; 32;
33; 3441 (ktérych brak w drabinie zestawu Power Plex
ESX17 i AmpFISTR® SefilerPlus™ PCR) oznaczono
bez zapisu automatycznego, na podstawie precyzyj-
nego pomiaru wielkosci fragmentow, a zapisy te nie
byty weryfikowane sekwencjonowaniem. Wigkszos¢
probek przebadano zestawem Power Plex ESX17,
natomiast we wszystkich przypadkach ujawnienia
alleli pozadrabinowych i allela 22 (obecny tylko w dra-
binie Power Plex ESX17) oraz 35,2 (obecny w zestawie
AmpFISTR® SefilerPlus™ PCR) analize weryfikowano
ponownie zestawem SEfiler Applied Biosystems dla
potwierdzenia trafno$ci uzyskanego wyniku.

Analiza danych oparta na testach x2 i Exact wyka-
zata, ze badana populacja Gérnego Slaska w zakre-
sie locus SE33 znajduje sie w rownowadze gene-
tycznej zgodnej z prawem Hardy’ego-Weinberga (x?
= 884,5103, df = 1081, p = 1) z uwagi na zgodnos¢
miedzy danymi oczekiwanymi i obserwowanymi.

W tabeli 1 przedstawiono réwniez parametry sta-
tystyczne locus SE33 wskazujgce na niezwykle duzg
przydatnos¢ w medycynie sgdowej. We wszystkich
pracach dotyczacych locus SE33 podkresla sie, ze
marker ten jest najbardziej polimorficzny z dotychczas
przebadanych loci autosomalnych typu STR. Wysokie
wartosci PIC = 0,9451 (zawartos¢ informaciji polimor-
ficznej), H,, = 0,9480 (heterozygotycznosc¢ obserwo-
wana), PD = 0,9947 (sita deskryminacji), PE = 0,8941
(érednie prawdopodobienstwo wykluczenia — sita
wykluczenia), MEC = 0,8939 (teoretyczna szansa
wykluczenia) oraz niska wartos¢ PM = 0,0053 (praw-
dopodobienstwo przypadkowej zgodnosci — wspot-
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Tabela 1
Czestosci alleli oraz podstawowe parametry statystyczne dla locus SE33 w czterech populacjach z obszaru
Polski
Allele Gorny Slask Polska pé6tnocna Polska pé6tnocna Podlasie
N 1315 1007 255 220
4.2 = = = = = = = =
6.3 = = = = = = = =
7.3 0,0004 1 = = = = = =
8 0,0004 1 - - - - - -
9 0,0008 2 = = = = = =
10 = = = = = = = =
11 - - — - = = 0,0023 1
11,2 - - 0,0020 1 - -
12 0,0023 6 0,0036 6 0,0059 3 0,0136 6
12,2 0,0011 3 0,0005 1 = = = =
13 0,0095 25 0,0070 14 0,0098 5 0,0023 1
13,2 0,0008 2 0,0015 3 0,0020 1 0,0023 1
14 0,0475 125 0,0318 64 0,0235 12 0,0273 12
14,2 0,0027 7 0,0070 14 = = = =
15 0,0365 96 0,0422 85 0,0510 26 0,0500 22
15,2 0,0008 2 0,0010 2 = = = =
15,3 = = 0,0005 1 0,0020 1 = =
16 0,0487 128 0,0501 101 0,0431 22 0,0477 21
16,2 = = 0,0010 2 = = = =
16,3 0,0004 1 = = = = = =
17 0,0696 183 0,0775 156 0,0529 27 0,0705 31
17,3 0,0004 1 = = = = 0,0023 1
18 0,0646 170 0,0546 110 0,0667 34 0,0432 19
18,3 = = = = = = 0,0023 1
19 0,0654 172 0,0650 131 0,0804 41 0,0818 36
19,2 0,0057 15 0,0050 10 0,0059 3 0,0091 4
20 0,0529 139 0,0546 110 0,0588 30 0,0432 19
20,2 0,0057 15 0,0119 24 0,0020 1 0,0091 4
21 0,0205 54 0,0223 45 0,0294 15 0,0341 15
21,1 — - — = 0,0020 1 = =
21,2 0,0186 49 0,0209 42 0,0137 7 0,0182 8
22 0,0049 13 0,0094 19 0,0039 2 0,0068 3
22,2 0,0338 89 0,0283 57 0,0275 14 0,0341 15
23 0,0019 5 0,0015 3 0,0020 1 - -
23,2 0,0373 98 0,0397 80 0,0412 21 0,0227 10
24 = = 0,0030 6 = = 0,0023 1
24,2 0,0395 104 0,0482 97 0,0373 19 0,0341 15
25 - = 0,0005 1 - - = -
25,2 0,0437 115 0,0407 82 0,0510 26 0,0432 19
26 = = 0,0015 3 = = = =
26,2 0,0521 137 0,0586 118 0,0608 31 0,0432 19
27 = = 0,0005 1 = = = =
27,2 0,0757 199 0,0765 154 0,0667 34 0 0
28 0,0004 1 0,0015 3 = = 0,0841 37
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28,2 0,0867 228 0,0755 152 0,0922 47 0,0841 37
29 - - 0,0015 3 - - - -
29,2 0,0665 175 0,0611 123 0,0745 38 0,0523 23
30 - - 0,0005 1 - - 0,0023 1
30,2 0,0487 128 0,0427 86 0,0373 19 0,0636 28
30,3 - - 0,0005 - - - -
31 0,0004 1 0,0015 3 0,0020 1 - -
31,2 0,0179 47 0,0248 50 0,0196 10 0,0273 12

32 0,0011 3 - - 0,0020 1 -
32,2 0,0137 36 0,0114 23 0,0118 6 0,0227 10
33 0,0027 7 0,0020 4 - - 0,0091
33,2 0,0068 18 0,0045 9 0,0118 6 0,0045
34 0,0027 7 0,0035 7 0,0020 1 0,0023
34,2 0,0027 7 0,0015 3 0,0020 1 - —
35 0,0011 3 - - - - - -
35,2 0,0027 7 0,0020 4 0,0020 1 - -
36 0,0004 1 - - 0,0020 1 0,0023 1
37 0,0011 3 - - - - - -
39 - - - - - - - -
a1 0,0004 1 - - - - - -
42 - - - - - - - -
Ht 0,9480 0,9380 0,9410 0,9490
PD 0,9947 0,9940 0,9910 0,9900
PM 0,0053 0,0060 0,0090 0,0100
MEC 0,8939 — - -
MEP 0,8941 - - -
PIC 0,9451 0,9500 0,9400 0,9500

W tabeli wyr6zniono podkresleniem allele, ktérych brak jest w drabinach AmpFISTRSEfiler i Power Plex ESX17

czynnik zgodnosci) potwierdzajg przydatnos¢ locus
SE33 dla celow badania pokrewienstwa i do badan
identyfikacyjnych $ladéw biologicznych, w tym réw-
niez mieszanin.

Tabela 2 przedstawia wartosci F_, i odpowiadajgce
im wartosci P ujawnione w analizie AMOVA dla cze-
stosci poszczegolnych alleli locus SE33 dla czterech
populacji [16, 17, 18] i populacji Gérnego Slaska.
W tabeli 3 przedstawiono wartosci F_ i P dla analizy
homogennosci w przypadku poréwnania populacji

Polski pétnocnej [16, 17] scalonej jako jedna popu-
lacja, z populacja Podlasia [18] i Gérnego Slaska.
Porownanie czestosci alleli w zakresie locus SE33
w populacji polskiej, gdzie poréwnano populacje Goér-
nego Slaska z populacjg Polski potnocnej [16, 17]
i Polski potnocnej dla n = 1262 nie wykazano zna-
miennych statystycznie réznic. Natomiast znamienne
statystycznie réznice ujawniono poréwnujgc popula-
cje Gornego Slaska z populacja Podlasia [18] w obu
analizach AMOVA.

Tabela 2

Wartosci Fg; (ponizej przekatnej) i odpowiadajgce im wartosci P (powyzej przekatnej) w analizie AMOVA
dla czestosci alleli SE33. Wytiuszczono wartosci P > 0,05

Katowice Gdansk 2008 Gdansk 2012 Biatystok
(N = 1315) (N = 255) (N = 1007) (N = 220)
Katowice - 0,53965 0,26473 0,00000
Gdansk 2008 0,00009 - 0,39917 0,00000
Gdansk 2012 0,00008 0,00005 - 0,00000
Biatystok 0,00684 0,00590 0,00662 =
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Ryc. 1. Wykres dwuwymiarowy wzglednych odlegtosci mie-
dzy populacjami uzyskany metoda skalowania wielowymiaro-
wego na podstawie wartosci F; obliczonych metodg AMOVA
dla czestosci alleli SE33.

Jak juz zaobserwowano w pracy analizujgcej
polimorfizm locus SE33 [16] dos$¢ zaskakujgce jest
wykazanie znamiennych statystycznie réznic pomie-
dzy populacjg Polski pétnocnej [16, 17] i Podlasiem
[18], co potwierdzity réwniez badania homogennosci
populacji Gérnego Slaska i Podlasia. Stusznie wnio-
skowano, ze generalnie populacja polska wykazuje
duzg jednorodnos¢ w obrebie wiekszosci analizowa-
nych loci autosomalnych typu STR, a wskazanie do
uzywania w obliczeniach statystycznych wifasnych,
lokalnych baz czestosci alleli wydaje sie jak najbar-
dziej uzasadnione. Nalezatoby rowniez dodac, ze bar-
dzo zaskakujacym wydaje sie pojawienie sie w popu-
lacji Podlasia allela 28 jako najczesciej wystepujacego
(f = 0,0841), podczas gdy w innych badanych popu-
lacjach polskich byt on allelem wystepujgcym rzadko

lub w ogdle nieopisywanym.

Tabela 3

Wartosci Fg; (ponizej przekatnej) i odpowiadajgce im
wartosci P (powyzej przekatnej) w analizie AMOVA
dla czestosci alleli SE33. Wyttuszczono wartosci

P > 0,05
Katowice Gdansk Biatystok
(N=1315) | (N=1262) | (N = 220)
Katowice = 0,33947 0,00000
Gdansk 0,00004 = 0,00000
Biatystok 0,00684 0,00647 =
Katowice Gdansk Bialystok
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Ryc. 2. Wykres jednowymiarowy wzglednych odlegtosci
migdzy populacjami uzyskany metodag skalowania wielowy-
miarowego na podstawie wartosci F, obliczonych metodg

AMOVA dla czestosci alleli SE33.

W
dy

Whnioski

Badana populacja Gérnego Slaska znajduje sie
rbwnowadze genetycznej zgodnej z prawem Har-
‘ego-Weinberga.

Parametry statystyczne dla locus SE33 w populacii

Garnego Slaska wskazujg na bardzo wysoka przydat-

no

$¢ markera w badaniach z zakresu genetyki sgdowe;.
Populacja polska wykazuje cechy homogenno-

sci z wytgczeniem populaciji Podlasia pod wzgledem
wystepowania alleli dla locus SE33.

Badania populacyjne loci wieloallelicznych wyma-

gajg duzej grupy badawcze;.

10.
11.

12.

Zrédta rycin i tabel

Ryciny 1-2: autorzy
Tabele 1-3: opracowanie wtasne
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