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Markery SNP chromosomu Y skupiają coraz
większe zainteresowanie genetyków sądowych,
jednak z uwagi na fakt, że stanowią one warianty
charakterystyczne dla pochodzenia etnicznego, ko-
nieczne są bardzo szczegółowe badania popula-
cyjne. W toku badań nad częstością haplogrupy
N-M46 w populacji białoruskiej allel zmutowany
zaobserwowano u 22 mężczyzn, spośród których je-
den wyróżniał się nietypowym układem alleli Y-STR.
Sekwencjonowanie locus M46 tego mężczyzny wy-
kazało obecność nowego, nieopisanego dotąd poli-
morfizmu Y-SNP w pobliżu locus M46, który odpo-
wiadał za błędne przypisanie do haplogrupy N-M46.
W pracy omówiono wpływ tego polimorfizmu na
genotypowanie alleli locus M46 różnymi metodami
oraz zaproponowano rozwiązania zapewniające
poprawność uzyskiwanych wyników.

Y-chromosomal SNP markers are becoming incre-
asingly more popular among forensic geneticists, but
since they constitute variants specific to the ethnic
origin, detailed population studies are required.
Research into frequency of haplogroup N-M46 in
the Belarusian population detected a mutated allele
in 22 males, including one with a very distinct
Y-STR haplotype. Sequencing of the M46 locus of
this individual revealed the presence of a novel Y-SNP
nearby the M46 locus, which was responsible for
the erroneous assignment of the Y chromosome to
the haplogroup N-M46. An impact of the identified
polymorphism on discrimination of alleles of the
M46 locus with various techniques was discussed,
and solutions ensuring correctness of the genotyp-
ing results were proposed.
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WSTĘP

Markery sprzężone z chromosomem Y stoso-
wane są w wykrywaniu i różnicowaniu materiału
genetycznego pochodzącego od mężczyzn [1]
w śladach biologicznych zawierających mieszaninę
DNA osób obu płci, często spotykanych w przy-
padku przestępstw na tle seksualnym. Wykorzystu-
je się je również w ustalaniu pokrewieństwa między
mężczyznami, w tym w dochodzeniu spornego oj-
costwa, kiedy domniemany ojciec jest nieosiągalny
i możliwa jest analiza DNA jego krewnych w linii
męskiej. Spośród licznych markerów zlokalizowa-
nych na tym chromosomie, największe zastosowa-
nie w praktyce medyczno-sądowej znalazły markery
mikrosatelitarne, jednakże uwaga genetyków sądo-
wych coraz bardziej zwraca się w stronę polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (SNP). Jako że ogromna
większość markerów typu SNP jest efektem poje-
dynczej mutacji punktowej, która zaszła w czasie
ewolucji gatunku ludzkiego, chromosomy Y o iden-
tycznej mutacji punktowej zazwyczaj mają wspólne
pochodzenie i określane są mianem haplogrupy.
Mimo stosunkowo niskiej siły dyskryminacji marke-
ry typu Y-SNP stanowią wartościowy i prosty w uzy-

LXII_nr3_www:Layout 1 2/21/13 3:20 PM Page 165



2012 © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sądowej i Kryminologii, ISSN 0324-8267

Krzysztof Rębała, Iosif S. Tsybovsky, Alexei I. Mikulich, Zofia Szczerkowska Nr 3166

skaniu i interpretacji dowód wykluczenia pokre-
wieństwa porównywanych osób lub popełnienia
przestępstwa przez podejrzanego w sprawie karnej.
Wielką zaletą analizy markerów SNP jest możliwość
detekcji dużo mniejszych fragmentów DNA, co znaj-
duje zastosowanie w przypadku silnego zdegrado-
wania materiału biologicznego [2]. Haplogrupy chro-
mosomu Y definiowane przez markery typu SNP
nie są przypadkowo rozmieszczone wśród populacji
ludzkich, stanowiąc warianty charakterystyczne dla
pochodzenia etnicznego, co w genetyce sądowej
znajduje potencjalne zastosowanie, np. w przewi-
dywaniu pochodzenia sprawcy przestępstwa [1].

Jedną z haplogrup częściej oznaczanych w po-
pulacjach europejskich jest haplogrupa N-M46,
którą charakteryzuje polimorfizm markera M46
(znanego również jako Tat lub rs34442126), zlo-
kalizowanego w intronie 28 genu USP9Y (proteazy
specyficznej dla ubikwityny 9) w locus Yq11.21
w postaci tranzycji USP9Y g.101203T>C. Mutacja
ta pojawiła się przypuszczalnie ok. 12 000 lat temu
w północnych Chinach, skąd rozprzestrzeniła się na
całą północną Eurazję. W Europie z dużą częstością
występuje w północno-wschodniej części konty-
nentu wśród ludów ugrofińskich i bałtyckich [3].
W Polsce należy do niej ok. 4% mężczyzn [4]. Jako
że haplogrupa N-M46 występuje z dużą częstością
w populacjach ugrofińskich i bałtyckich, zaś jest
znacznie rzadsza u Słowian [5], stanowi ona po-
tencjalny marker substratu ugrofińskiego i bałtyckie-
go w populacjach słowiańskich.

Metodą często stosowaną w genotypowaniu al-
leli locus M46 jest technika PCR-RFLP. Polega ona
na amplifikacji fragmentu DNA obejmującego bada-
ny polimorfizm przy użyciu reakcji łańcuchowej po-
limerazy (PCR) i trawieniu produktu amplifikacji
enzymem restrykcyjnym Hsp92II lub jego izoschi-
zomerem NlaIII, które specyficznie rozpoznają i tną
sekwencję CATG, charakterystyczną dla allelu nie-
zmutowanego M46*T. Sekwencja CACT, obecna
w przypadku allelu zmutowanego M46*C, nie jest
rozpoznawana przez wspomniane enzymy i po-
zostaje nietknięta, co w badaniach populacyjnych
uwidacznia się jako polimorfizm długości fragmen-
tów restrykcyjnych (RFLP) [4].

MATERIAŁ I METODY

Materiał do badań stanowił DNA pochodzący od

196 niespokrewnionych mężczyzn z populacji bia-
łoruskiej [5]. Allele locus M46 genotypowano me-
todą PCR-RFLP z użyciem starterów opisanych w pra-
cy Kaysera i wsp. [4] oraz endonukleazy Hsp92II.
Produkty trawienia rozdzielano elektroforetycznie
w żelach poliakrylamidowych i barwiono srebrem.
Dodatkowo u badanych osób oznaczono polimorfizm
22 loci Y-STR: DYS19, DYS388, DYS389I, DYS389II,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS426,
DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,
DYS458, DYS460, DYS635, GATA H4.1, DYS385
a/b, YCAII a/b [5, 6]. Jednokrokowe mutacje dzielą-
ce poszczególne haplotypy przedstawiono graficznie
w oparciu o program komputerowy NETWORK 4.6
(Fluxus Technology), obliczając sieć typu „median-
-joining network”. System DYS389 analizowano
jako dwa niezależne loci: DYS389I i DYS389II-I,
zaś w przypadku systemów DYS385 i YCAII allele
przypisano różnym loci w zależności od wielkości
allelu. Wybrane produkty PCR oczyszczono i pod-
dano sekwencjonowaniu zgodnie z wcześniej opisa-
ną procedurą [7], zaś uzyskane sekwencje porówna-
no z sekwencją referencyjną NC_000024, zdepo-
nowaną w internetowej bazie danych amerykańskie-
go Narodowego Centrum Informacji Biotechnolo-
gicznej (NCBI). Przynależność haplogrupową bada-
nego haplotypu Y-STR określono przy użyciu baye-
sowskiego algorytmu wykorzystującego różnice
w częstościach alleli w poszczególnych haplogru-
pach [8].

WYNIKI

Na 196 mężczyzn z populacji białoruskiej, u któ-
rych oznaczono polimorfizm locus M46 metodą
PCR-RFLP, w przypadku 22 próbek DNA (11,2%)
produkt PCR nie ulegał trawieniu przez restryktazę
Hsp92II, co sugerowało obecność allelu zmuto-
wanego M46*C i przynależność do haplogrupy
N-M46. Analiza wyników genotypowania markerów
mikrosatelitarnych chromosomu Y wykazała jednak,
iż jeden ze wspomnianych mężczyzn, pochodzący
z rejonu Połocka w północnej Białorusi, wyróżniał
się nietypowym układem alleli Y-STR, wyraźnie
odległym od haplotypów pozostałych mężczyzn.
Przykładowo wszyscy badani mężczyźni z haplo-
grupy N-M46 posiadali identyczne allele w syste-
mie YCAII (YCAII*18,20), który to system charakte-
ryzuje się niską częstością mutacji [9], podczas gdy
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wyróżniający się chromosom Y posiadał w tym
systemie allele YCAII*21,21 (tabela 1). Wyjątkowy
zestaw alleli Y-STR u wspomnianego mężczyzny
z haplogrupy N-M46 potwierdziła również sieć typu
„median-joining network“ (ryc. 1).

Locus M46 tego mężczyzny poddano sekwencjo-
nowaniu, które wykazało allel niezmutowany M46*T
i wykluczyło przynależność badanego chromosomu
do haplogrupy N-M46. Stwierdzono u niego nato-
miast nowy, nieopisany dotąd polimorfizm w po-
bliżu locus M46 w miejscu rozpoznawanym przez
enzym Hsp92II w postaci transwersji USP9Y
g.101201C>G. Polimorfizm ten tworzy w miejscu
restrykcyjnym sekwencję GATG nierozpoznawaną
przez enzym, co skutkowało brakiem trawienia

i błędnym przypisaniem do haplogrupy N-M46.
Analiza występowania alleli Y-STR oznaczonych

u badanego mężczyzny w różnych haplogrupach
wykazała, iż mężczyzna ten z prawdopodobień-
stwem wyliczonym metodą bayesowską równym
100,0% należy do haplogrupy I-P37.2*(xM26).
W związku z tym rzeczywista częstość haplogrupy
N-M46 wśród 196 badanych Białorusinów była
nieco niższa, niż wskazywały to wyniki analizy
PCR-RFLP, i wynosiła 10,7%. Jako że badana oso-
ba pochodziła z północnej Białorusi, rzeczywista
częstość tej haplogrupy wśród 53 mężczyzn z tego
regionu wynosiła 17,0%, nie zaś 18,9%, jak suge-
rowały to wcześniejsze doniesienia [5].

Tabela I. Haplotypy Y-STR 22 mężczyzn z populacji białoruskiej, u których nie stwierdzono trawienia
locus M46 enzymem restrykcyjnym Hsp92II.

Table I. Y-STR haplotypes of 22 males from the Belarusian population, for which no digestion of the
M46 locus with Hsp92II restriction enzyme was observed.

Lp. DYS
19

DYS
388

DYS
389I

DYS
389II-I

DYS
390

DYS
391

DYS
392

DYS
393

DYS
426

DYS
437

DYS
438

DYS
439

DYS
448

DYS
456

DYS
458

DYS
460

DYS
635

GATA
H4.1

DYS
385

YCAII

1. 14 12 13 15 23 11 14 13 11 14 10 10 19 14 17 12 21 21 11,13 18,20

2. 14 12 13 16 23 11 14 14 11 14 10 10 19 14 17 11 22 21 11,13 18,20

3. 14 12 13 16 24 10 14 13 11 14 10 10 19 16 16 11 23 21 11,15 18,20

4. 14 12 14 16 23 11 14 14 11 14 10 10 19 14 19 11 22 21 11,13 18,20

5. 14 12 14 18 24 11 14 13 11 14 10 10 19 16 16 11 23 20 11,13 18,20

6. 15 11 13 16 23 12 14 14 11 14 10 10 19 14 17 11 21 21 11,13 18,20

7. 15 12 13 16 23 10 14 14 11 14 10 10 19 14 17 11 21 21 11,11 18,20

8. 15 12 13 16 23 11 14 14 11 14 10 10 19 13 17 12 22 21 11,13 18,20

9. 15 12 13 16 23 11 14 14 11 14 10 10 19 14 17 11 21 21 11,14 18,20

10. 15 12 13 16 23 11 14 14 11 14 10 10 19 14 17 11 22 20 11,14 18,20

11. 15 12 13 16 23 11 14 14 11 14 10 10 19 14 18 11 21 20 11,14 18,20

12. 15 12 14 16 23 11 14 13 11 14 10 10 19 14 17 11 22 21 11,13 18,20

13. 15 12 14 16 23 11 14 14 11 14 10 10 19 14 18 11 22 22 10,13 18,20

14. 15 12 14 16 23 11 14 14 11 14 10 10 20 15 16 12 24 21 11,14 18,20

15. 15 12 14 16 23 11 14 14 11 14 10 10 20 16 15 11 23 21 11,13 18,20

16. 15 12 14 16 23 11 14 14 11 14 10 10 20 17 16 12 23 21 11,14 18,20

17. 15 12 14 16 23 11 14 14 11 14 10 11 19 13 17 12 22 21 11,13 18,20

18. 15 12 14 16 23 11 15 14 11 14 10 10 19 13 18 10 22 21 11,13 18,20

19. 15 12 14 16 24 10 14 14 11 14 10 10 19 13 18 10 21 21 11,13 18,20

20. 15 12 14 17 23 10 14 15 11 14 10 10 19 13 17 11 22 21 11,13 18,20

21. 15 12 14 17 23 11 14 14 11 14 10 11 19 13 17 12 23 21 11,13 18,20

22. 17 13 13 19 24 10 11 13 11 15 10 12 20 15 18 10 23 20 11,15 21,21
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DYSKUSJA

Spośród 196 badanych osób z populacji biało-
ruskiej nowo zidentyfikowany polimorfizm Y-SNP
zaobserwowano zaledwie u jednego mężczyzny
(0,5%), zatem faktyczna częstość tego wariantu
u Białorusinów w badaniach populacyjnych na
większą skalę może okazać się bardzo niewielka.
Polimorfizm ten może okazać się częstszy w popu-
lacjach, w których z dużą częstością występuje
haplogrupa I-P37.2*(xM26), jednak potwierdzenie
tego wymaga dodatkowych badań.

Mimo że częstość tego polimorfizmu w różnych
populacjach europejskich pozostaje nieznana, wyni-
ki naszych badań wskazują, że może on być przy-
czyną błędów w oznaczaniu haplogrupy N-M46
przy użyciu opisanej w niniejszej pracy, często sto-
sowanej metody PCR-RFLP z użyciem enzymów
restrykcyjnych Hsp92II lub NlaIII. Problem ten
w prosty sposób eliminuje weryfikacja obecności
allelu zmutowanego M46*C poprzez trawienie
restryktazą MaeII, rozpoznającą sekwencję ACGT
[10] (dla allelu niezmutowanego M46*T charakte-
rystyczna jest sekwencja ATGT, nierozpoznawana
przez ten enzym).

Polimorfizm ten może również utrudniać dyskry-
minację alleli locus M46 w przypadku coraz bar-
dziej popularnej techniki opartej na reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (qPCR), np. z użyciem sond

TaqMan. Miejsce polimorficzne wykrywane przez
taką sondę zazwyczaj umiejscowione jest w środko-
wej części sondy i dodatkowy polimorfizm SNP w po-
bliżu badanego miejsca może obniżać wydajność
wiązania się sondy do rozpoznawanej sekwencji
i utrudniać oznaczenie genotypu.

W celu zapobieżenia błędom w genotypowaniu
alleli locus M46 przydatne może być jednoczesne
oznaczanie innych markerów Y-SNP, które potwier-
dzają pozycję badanego chromosomu Y na drzewie
filogenetycznym, np. LLY22g, ponieważ wszyscy
mężczyźni z haplogrupy N-M46 posiadają również
zmutowany allel w tym markerze [11]. W naszym
przypadku w wykryciu błędu w genotypowaniu po-
mocne byłoby również np. oznaczenie markera
P37.2, jako że opisany w niniejszej pracy chromo-
som Y najprawdopodobniej należy do haplogrupy
I-P37.2*(xM26). Marker M46 można również
w przyszłości zastąpić markerem P105, gdyż mu-
tacje w obu markerach obserwowane są zawsze
razem [11]. Genotypowanie alleli locus P105 (za-
miast locus M46) coraz częściej wykorzystywane
jest w badaniach populacyjnych [12].

Innym rozwiązaniem, które zastosowano w ni-
niejszym przypadku, jest dodatkowe oznaczenie ha-
plotypu Y-STR w celu oszacowania przynależności
haplogrupowej badanego mężczyzny przy użyciu
dostępnych algorytmów [8, 13]. Na przydatność
zależności pomiędzy przynależnością haplogrupową

Ryc. 1. Sieć typu „median-joining network” haplotypów obejmujących 22 loci Y-STR, oznaczone
u 22 mężczyzn z populacji białoruskiej, u których nie stwierdzono trawienia locus M46
enzymem restrykcyjnym Hsp92II. Strzałka wskazuje mężczyznę o nietypowym układzie
alleli Y-STR.

Fig. 1. Median-joining network of haplotypes involving 22 Y-STR loci, genotyped in 22 males from
the Belarusian population, in which no digestion of the M46 locus with Hsp92II restriction
enzyme was observed. An arrow indicates an individual with a distinct Y-STR haplotype.
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a haplotypem Y-STR w kontroli poprawności analiz
genetycznych w medycynie sądowej zwrócili uwagę
Woźniak i wsp. [14].

Nasze badania wykazały częstość haplogrupy
N-M46 w populacji białoruskiej na poziomie 10,7%
i są w zgodzie z wynikami badań Kushniarevich
i wsp. [15] na grupie 574 Białorusinów, wśród
których do haplogrupy tej należało 9,6% bada-
nych mężczyzn. Również wyższą częstość tej haplo-
grupy w północnej Białorusi (17,0%) w stosunku
do środkowej i południowej części kraju (odpo-

wiednio 8,8% i 8,1%) [5] potwierdzają wyniki ba-
dań wspomnianych autorów [15], którzy zaobserwo-
wali najwyższą częstość tej haplogrupy w północnej
i zachodniej Białorusi w dorzeczu Dźwiny i Niemna
(odpowiednio 14,7% i 12,0%), a więc w regionach
graniczących z Łotwą i Litwą, krajami zamieszka-
łymi przez ludność mówiącą językami bałtyckimi.
Potwierdza to przydatność haplogrupy N-M46 jako
markera substratu bałtyckiego w populacjach sło-
wiańskich.
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