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Locus ACTBP2 (human beta-actin related pseu-
dogene; SE33) jest najbardziej polimorficznym ze
wszystkich, dotychczas stosowanych markerów
w genetyce sądowej, zarówno do celów badania
pokrewieństwa jak i identyfikacji śladów biologicz-
nych. Ze względu na bardzo liczne allele i stosun-
kowo małą tendencję do tworzenia stutterów, jest
prawie idealnym kandydatem do zastosowań z za-
kresu genetyki sądowej [1]. Do wad tego systemu
należą stosunkowo długie amplikony, które mogą
sprawiać trudności w przypadku badania zdegra-
dowanego DNA. Duża długość amplikonów SE33
jest oczywiście związana z ogromną liczbą alleli ob-
serwowanych dla tego locus. Hiperzmienny locus
SE33 zlokalizowany jest na 6 chromosomie czło-
wieka (GeneBank Accession: V00481) i wykazuje
szczególnie złożony polimorfizm, na który składa
się flankujący obszar 5’, centralna sekwencja repe-
tytywna i flankujący obszar 3’ [2]. W zależności od
rodzaju komercyjnego zestawu użytego do badania
polimorfizmu SE33, a tym samym rodzajem starte-
rów użytych do powielania tego locus, obserwowa-
ne wielkości amplikonów mieszczą się w zakresie
od 197 do 381pz dla zestawu ABI SEfiler, od 258
do 442pz dla ESX17 Promegi oraz od 300 do
484pz dla zestawu ESI17 Promegi (zakres alleli od
3-49). Dotychczas opisano aż 178 alleli w zakre-
sie tego locus [3]. Ze względu między innymi na
bardzo wysoką siłę dyskryminacji, locus ten znalazł
się wśród ośmiu wybranych loci do Niemieckiej
Bazy DNA (D3S1358, FGA, D8S1179, D18S51,
D21S11, TH01, VWA, SE33, amelogenina) [4, 5].

Poza genetyką sądową locus SE33 znalazł rów-
nież zastosowanie między innymi w badaniu chime-
ryzmu po przeszczepach szpiku kostnego [6, 7].

Celem niniejszej pracy jest ponowna analiza
polimorfizmu tego locus przeprowadzona dla popu-
lacji Polski północnej w liczącej ponad 1000 osobni-
ków próbce populacyjnej.

MATERIAŁ I METODY

Badaniom populacyjnym poddano materiał bio-
logiczny pochodzący od 1007 osobników obu płci
zamieszkujących głównie obszar Polski północnej.
Badaniom poddano tylko próbki pochodzące od
niespokrewnionych osób, przesyłanych jako mate-
riał referencyjny do spraw badanych w Pracowni
Biologii i Genetyki Sądowej ZMS GUMed. DNA izo-
lowano metodą organiczną fenol-chloroform. Ilość
wyizolowanego DNA oznaczano techniką RT PCR
z zastosowaniem zestawu QuantifilerTM na urządze-
niu 7900HT RealTime Fast PCR System (Applied
Biosystems), jak również techniką fluorymetrii
z fluorochromem PicoGreenTM (Fluoroskan Ascent,
ThermoLabsystem, Finlandia).

Do namnażania DNA użyto komercyjnych zesta-
wów PowerPlex ESX17 firmy Promega (USA) oraz
SEfiler firmy ABI (USA). Reakcję PCR prowadzono
w termocyklerze ABI 9700 firmy Applied Biosys-
tems, zgodnie z zaleceniami producenta. Produkty
PCR identyfikowano metodą elektroforezy kapilar-
nej na sekwenatorze ABI 3130 Avant firmy Applied
Biosystems (USA) wykorzystując oprogramowanie
Data Collection v. 3.0 i Gene Mapper v. 3.2. Jako
standardu wewnętrznego wielkości DNA użyto mar-
kera CC5 ILS500 firmy Promega (USA) dla zestawu
PowerPlex ESX17 oraz LIZ500 w przypadku zesta-
wu SEfiler. Otrzymane fragmenty DNA porówny-
wano z drabiną alleli (Promega, USA), która zawie-
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rała 37 alleli: 4.2, 6.3, 8-20, 20.2, 21, 21.2, 22,
22.2, 23.2, 24.2, 25.2, 26.2, 27.2, 28.2, 29.2,
30.2, 31.2, 32.2, 33.2, 34.2 35-37, 39 i 42 lub
z drabiną dla zestawu SEfiler zawierającą łącznie
50 alleli: 4.2, 6.3, 8-37, 21.1, 21.2, 22.2, 23.2,
24.2, 25.2, 26.2, 27.2, 28.2, 29.2, 30.2, 31.2,
32.2, 33.2, 34.2, 35.2, 36, 37.

Obliczenia statystyczne
Weryfikację zgodności z równaniem Hardy’ego-

-Weinberga przeprowadzono za pomocą programu
komputerowego HWE wersja 1.20 [8]. Obserwo-
waną heterozygotyczność (H), siłę dyskryminacji
(PD), średnią szansę wykluczenia (MEC) i zawar-
tość informacji polimorficznej (PIC) obliczano jak
uprzednio [9, 10, 11]. Homogenność rozkładu al-
leli SE33 pomiędzy badaną próbką populacyjną,
a innymi populacjami prowadzono programem Con-
ting v. 2.36 [12]. Zróżnicowanie rozkładu alleli po-
między populacjami oceniano również za pomocą
programu Arlequin v. 3.1, badając wartości FST dla
poszczególnych par populacji [13].

WYNIKI I DYSKUSJA

Tabela I przedstawia obserwowany rozkład czę-
stości alleli SE33 w populacji Polski północnej A,
dla 1007 osobników oraz dla dwóch innych, uprzed-
nich badań populacyjnych Podlasia (N=220) [14]
i Polski północnej B (N=255) [15].

W naszych badaniach obserwowaliśmy łącznie
46 alleli, w porównaniu do 35 w populacji Podla-
sia i 37 w populacji Polski północnej B, na co wy-
raźny wpływ miała wielkość próbki populacyjnej.
Nasze poprzednie badania dotyczące polimorfizmu
DNA dla locus SE33 opublikowane w 1996 roku
dla próbki 176 osób, pozwoliły na zidentyfikowanie
tylko 25 alleli [16]. Liczba ta wydaje się być zani-
żona, ze względu na stosowaną metodę detekcji
amplikonów za pomocą elektroforezy na ultracień-
kich, poziomych żelach poliakrylamidowych. Nie-
które z obserwowanych alleli nie były obecne w ko-
mercyjnych drabinach alleli, a ich oznaczenie zosta-
ło oparte na precyzyjnym pomiarze wielkości frag-
mentów i nie było weryfikowane sekwencjonowa-
niem. Dotyczyło to alleli 12.2, 13.2, 14.2, 15.2,
15.3, 16.2, 19.2 i 30.3. Badania 1007 próbek
DNA dla populacji Polski północnej A prowadzono
w większości stosując zestaw PowerPlex ESX17

(785 próbek), pozostałe zestawem SEFiler. Żadna
z próbek nie była weryfikowana ponownym bada-
niem innym zestawem, chociaż miałoby to swoje
logiczne uzasadnienie zważywszy na fakt obserwo-
wanych niezgodności przy zastosowaniu innych
starterów [17, 18].

Najczęściej obserwowanym allelem dla próbki
2014 alleli był allel 17 (f=0,077), a obok niego
27.2 (0,076), 28.2 (f=0,075), 19 (f=0,065)
i 29.2 (f=0,061). Dla populacji Polski północnej
B, w której badano 510 alleli [15], najczęstszy był
allel 28.2 (f=0,092), a obok niego 19 (0,080),
29.2 (0,075) i 17 wraz z 19 (f=0,067). Badanie
porównawcze częstości alleli, zaobserwowanych
w tych dwóch badaniach dla Polski północnej A i B,
nie wykazały znaczących różnic statystycznych
(χ2=9,07; 8df; p=0,17 oraz FST=0,00005;
P=0,40451).

W populacji z Podlasia [14] najczęściej obser-
wowanym allelem były allele 28 i 28.2 (f=0,084),
a ponadto 19 (f=0,082), 17 (f=0,070) oraz 30.2
(f=0,063). Rozkład alleli różnił się znamiennie sta-
tystycznie przy porównaniu zarówno z populacją A
z Polski północnej (FST=0,00662; P=0,00000,
a dla testu χ2=49,8; 8df; p=0,000) jak i z po-
pulacją B z Polski północnej (FST=0,00590;
P=0,00000). Zważywszy na raczej dużą jednorod-
ność populacji polskiej obserwowanej dla różnych
innych autosomalnych markerów genetycznych ty-
pu STR, te różnice wydają się być zaskakujące.
Ponieważ przyczyna różnego rozkładu alleli pomię-
dzy populacją z Polski północnej, a Podlasiem nie
jest jasna, wydaje się, że wskazane byłoby przy
prowadzeniu obliczeń statystycznych w sprawach
identyfikacyjnych czy badania pokrewieństwa sto-
sowanie jednak lokalnych częstości alleli.

Badanie zgodności rozkładu częstości obserwo-
wanych i oczekiwanych alleli w populacji, z pra-
wem Hardy-Weinberga wykazało brak odstępstwa
od tego prawa (χ2=42,8; 45df; p=0,23).

Locus ten, jak już wspomniano na wstępie, jest
uważany za najbardziej polimorficzny z dotychczas
stosowanych w badaniach z zakresu genetyki są-
dowej, zarówno do celów badania pokrewieństwa
jak i identyfikacji śladów biologicznych. Potwier-
dzają to również badania przeprowadzone dla dużej
próbki populacyjnej z obszaru Polski północnej.
W żadnym z dotychczas rutynowo badanych loci
dostępnych w komercyjnych zestawach nie obser-
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Tabela I. Częstości alleli oraz podstawowe parametry statystyczne dla locus SE33 w trzech
populacjach z obszaru Polski.

Table I. Allele frequency and major statistical parameters for the SE33 locus in three Polish
populations.

Allele Częstości alleli w populacji Polski północnej A (N=1007)
Allele frequency in the Northern Polish population A (N=1007)

Częstości alleli w populacji Polski północnej B (N=255)
Allele frequency in the Northern Polish population B (N=255)

Częstości alleli w populacji Podlasia (N=220)
Allele frequency in the Podlasie region population (N=220)

11 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
11.2 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
12 0.0030 6 0.0059 3 0.0136 6
12.2 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
13 0.0070 14 0.0098 5 0.0023 1
13.2 0.0015 3 0.0020 1 0.0023 1
14 0.0318 64 0.0235 12 0.0273 12
14.2 0.0070 14 0.0000 0 0.0000 0
15 0.0422 85 0.0510 26 0.0500 22
15.2 0.0010 2 0.0000 0 0.0000 0
15.3 0.0005 1 0.0020 1 0.0000 0
16 0.0501 101 0.0431 22 0.0477 21
16.2 0.0010 2 0.0000 0 0.0000 0
17 0.0775 156 0.0529 27 0.0705 31
17.3 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
18 0.0546 110 0.0667 34 0.0432 19
18.3 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
19 0.0650 131 0.0804 41 0.0818 36
19.2 0.0050 10 0.0059 3 0.0091 4
20 0.0546 110 0.0588 30 0.0432 19
20.2 0.0119 24 0.0020 1 0.0091 4
21 0.0223 45 0.0294 15 0.0341 15
21.1 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
21.2 0.0209 42 0.0137 7 0.0182 8
22 0.0094 19 0.0039 2 0.0068 3
22.2 0.0283 57 0.0275 14 0.0341 15
23 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
23.2 0.0397 80 0.0412 21 0.0227 10
24 0.0030 6 0.0000 0 0.0023 1
24.2 0.0482 97 0.0373 19 0.0341 15
25 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
25.2 0.0407 82 0.0510 26 0.0432 19
26 0.0015 3 0.0000 0 0.0000 0
26.2 0.0586 118 0.0608 31 0.0432 19
27 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
27.2 0.0765 154 0.0667 34 0.0000 0
28 0.0015 3 0.0000 0 0.0841 37
28.2 0.0755 152 0.0922 47 0.0841 37
29 0.0015 3 0.0000 0 0.0000 0
29.2 0.0611 123 0.0745 38 0.0523 23
30 0.0005 1 0.0000 0 0.0023 1
30.2 0.0427 86 0.0373 19 0.0636 28
30.3 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
31 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
31.2 0.0248 50 0.0196 10 0.0273 12
32 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
32.2 0.0114 23 0.0118 6 0.0227 10
33 0.0020 4 0.0000 0 0.0091 4
33.2 0.0045 9 0.0118 6 0.0045 2
34 0.0035 7 0.0020 1 0.0023 1
34.2 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
35.2 0.0020 4 0.0020 1 0.0000 0
36 0.0000 0 0.0020 1 0.0023 1
Het 0.938 0.941 0.949
PIC 0.950 0.940 0.950
PD 0.994 0.991 0.990
PE 0.874 0.880 -
pM 0.006 0.009 0.010
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wowano tak wielu alleli o tak korzystnym dla celów
genetyki sądowej rozkładzie częstości. Zgodnie
z oczekiwaniami dla locus SE33 obserwowano
bardzo wysokie wartości parametrów statystycz-
nych jak: PIC (zawartość informacji polimorficznej),
Het (obserwowana heterozygotyczność), PD (siła
dyskryminacji), PE (Power of exclusion – siła wyklu-
czenia) czy pM (prawdopodobieństwo przypadko-
wej zgodności) potwierdzających jego ogromną

przydatność do celów identyfikacyjnych (tab. I).
Najwyższe wartości siły dyskryminacji (PD), a tym
samym najmniejsze wartości przypadkowej zgod-
ności (pM) uzyskano dla populacji z Polski północ-
nej A. Wynosiły one odpowiednio 0,994 i 0,006
i potwierdzają ogromną przydatność tego locus do
celów identyfikacji śladów biologicznych, w tym in-
terpretacji złożonych profili DNA w postaci ich mie-
szanin.
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