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Markery SNP chromosomu Y skupiajg coraz
wieksze zainteresowanie genetykéw sgdowych,
jednak z uwagi na fakt, ze stanowig one warianty
charakterystyczne dla pochodzenia etnicznego, ko-
nieczne sg bardzo szczegétowe badania popula-
cyjne. W toku badan nad czestoscig haplogrupy
N-M46 w populacji biatoruskiej allel zmutowany
zaobserwowano u 22 mezczyzn, sposrod ktérych je-
den wyrdzniat sie nietypowym uktadem alleli Y-STR.
Sekwencjonowanie locus M46 tego mezczyzny wy-
kazato obecnos$¢ nowego, nieopisanego dotad poli-
morfizmu Y-SNP w poblizu locus M46, ktéry odpo-
wiadat za btedne przypisanie do haplogrupy N-M46.
W pracy omoéwiono wptyw tego polimorfizmu na
genotypowanie alleli locus M46 r6znymi metodami
oraz zaproponowano rozwigzania zapewniajgce
poprawnos¢ uzyskiwanych wynikow.

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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WSTEP

Markery sprzezone z chromosomem Y stoso-
wane sg w wykrywaniu i réznicowaniu materiatu
genetycznego pochodzacego od mezczyzn [1]
w $ladach biologicznych zawierajgcych mieszaning
DNA os6b obu ptci, czesto spotykanych w przy-
padku przestepstw na tle seksualnym. Wykorzystu-
je sie je rowniez w ustalaniu pokrewienstwa miedzy
mezczyznami, w tym w dochodzeniu spornego oj-
costwa, kiedy domniemany ojciec jest nieosiggalny
i mozliwa jest analiza DNA jego krewnych w linii
meskiej. Sposrdd licznych markeréw zlokalizowa-
nych na tym chromosomie, najwieksze zastosowa-
nie w praktyce medyczno-sadowej znalazty markery
mikrosatelitarne, jednakze uwaga genetykéw sgdo-
wych coraz bardziej zwraca sie w strone polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (SNP). Jako ze ogromna
wiekszos¢ markerow typu SNP jest efektem poje-
dynczej mutacji punktowej, ktéra zaszta w czasie
ewolucji gatunku ludzkiego, chromosomy Y o iden-
tycznej mutacji punktowej zazwyczaj majg wspdlne
pochodzenie i okreSlane sg mianem haplogrupy.
Mimo stosunkowo niskiej sity dyskryminacji marke-
ry typu Y-SNP stanowig warto$ciowy i prosty w uzy-
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skaniu i interpretacji dowdd wykluczenia pokre-
wienstwa poréwnywanych oséb lub popetnienia
przestepstwa przez podejrzanego w sprawie karnej.
Wielkg zaletg analizy markerdw SNP jest mozliwos¢
detekcji duzo mniejszych fragmentéw DNA, co znaj-
duje zastosowanie w przypadku silnego zdegrado-
wania materiatu biologicznego [2]. Haplogrupy chro-
mosomu Y definiowane przez markery typu SNP
nie sg przypadkowo rozmieszczone wsréd populacii
ludzkich, stanowigc warianty charakterystyczne dla
pochodzenia etnicznego, co w genetyce sgdowe;j
znajduje potencjalne zastosowanie, np. w przewi-
dywaniu pochodzenia sprawcy przestepstwa [11.

Jedng z haplogrup czesciej oznaczanych w po-
pulacjach europejskich jest haplogrupa N-M46,
ktérg charakteryzuje polimorfizm markera M46
(znanego réwniez jako Tat lub rs34442126), zlo-
kalizowanego w intronie 28 genu USP9Y (proteazy
specyficznej dla ubikwityny 9) w locus Yql1.21
w postaci tranzycji USP9Y g.101203T>C. Mutacja
ta pojawita sie przypuszczalnie ok. 12 000 lat temu
w pétnocnych Chinach, skad rozprzestrzenita sie na
cafg pétnocng Eurazje. W Europie z duzg czestoscig
wystepuje w pétnocno-wschodniej czesci konty-
nentu wsréd ludéw ugrofinskich i battyckich [3].
W Polsce nalezy do niej ok. 4% mezczyzn [4]. Jako
ze haplogrupa N-M46 wystepuje z duzg czestoscig
w populacjach ugrofinskich i battyckich, za$ jest
Znacznie rzadsza u Stowian [5], stanowi ona po-
tencjalny marker substratu ugrofinskiego i battyckie-
go w populacjach stowianskich.

Metodg czesto stosowang w genotypowaniu al-
leli locus M46 jest technika PCR-RFLP. Polega ona
na amplifikacji fragmentu DNA obejmujacego bada-
ny polimorfizm przy uzyciu reakcji fancuchowej po-
limerazy (PCR) i trawieniu produktu amplifikacji
enzymem restrykcyjnym Hsp92ll lub jego izoschi-
zomerem Nlalll, ktére specyficznie rozpoznajg i tng
sekwencje CATG, charakterystyczng dla allelu nie-
zmutowanego M46*T. Sekwencja CACT, obecna
w przypadku allelu zmutowanego M46*C, nie jest
rozpoznawana przez wspomniane enzymy i po-
zostaje nietknieta, co w badaniach populacyjnych
uwidacznia sie jako polimorfizm dfugosci fragmen-
téw restrykcyjnych (RFLP) [4].

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowit DNA pochodzacy od
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196 niespokrewnionych mezczyzn z populacji bia-
toruskiej [5]. Allele locus M46 genotypowano me-
todg PCR-RFLP z uzyciem starteréw opisanych w pra-
cy Kaysera i wsp. [4] oraz endonukleazy Hsp92ll.
Produkty trawienia rozdzielano elektroforetycznie
w zelach poliakrylamidowych i barwiono srebrem.
Dodatkowo u badanych oséb oznaczono polimorfizm
22 loci Y-STR: DYS19, DYS388, DYS389I, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS426,
DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,
DYS458, DYS460, DYS635, GATA H4.1, DYS385
a/b, YCAIl a/b [5, 6]. Jednokrokowe mutacje dziela-
ce poszczegdlne haplotypy przedstawiono graficznie
w oparciu o program komputerowy NETWORK 4.6
(Fluxus Technology), obliczajac sie¢ typu ,median-
-joining network”. System DYS389 analizowano
jako dwa niezalezne loci: DYS389l i DYS389ll-I,
za$ w przypadku systeméw DYS385 i YCAII allele
przypisano réznym loci w zaleznosci od wielkosSci
allelu. Wybrane produkty PCR oczyszczono i pod-
dano sekwencjonowaniu zgodnie z wczesniej opisa-
ng procedurg [7], za$ uzyskane sekwencje poréwna-
no z sekwencjg referencyjng NC_000024, zdepo-
nowang w internetowej bazie danych amerykanskie-
go Narodowego Centrum Informacji Biotechnolo-
gicznej (NCBI). Przynalezno$¢ haplogrupowa bada-
nego haplotypu Y-STR okres$lono przy uzyciu baye-
sowskiego algorytmu wykorzystujgcego réznice
w czestosciach alleli w poszczegdlnych haplogru-
pach [8].

WYNIKI

Na 196 mezczyzn z populacji biaforuskiej, u kto-
rych oznaczono polimorfizm locus M46 metodag
PCR-RFLP, w przypadku 22 prébek DNA (11,2%)
produkt PCR nie ulegat trawieniu przez restryktaze
Hsp92Il, co sugerowato obecno$é allelu zmuto-
wanego M46*C i przynalezno$¢ do haplogrupy
N-M46. Analiza wynikow genotypowania markeréw
mikrosatelitarnych chromosomu Y wykazata jednak,
iz jeden ze wspomnianych mezczyzn, pochodzacy
z rejonu Potocka w pétnocnej Biatorusi, wyrdzniat
sie nietypowym ukfadem alleli Y-STR, wyraznie
odlegtym od haplotypéw pozostatych mezczyzn.
Przyktadowo wszyscy badani mezczyzni z haplo-
grupy N-M46 posiadali identyczne allele w syste-
mie YCAII (YCAII*18,20), ktéry to system charakte-
ryzuje sie niskg czestoscig mutacji [9], podczas gdy
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wyrdzniajacy sie chromosom Y posiadat w tym
systemie allele YCAII*21,21 (tabela 1). Wyjagtkowy
zestaw alleli Y-STR u wspomnianego mezczyzny
z haplogrupy N-M46 potwierdzita réwniez sieé typu
»median-joining network" (ryc. 1).

Locus M46 tego mezczyzny poddano sekwencjo-
nowaniu, ktére wykazato allel niezmutowany M46*T
i wykluczyto przynaleznos$¢ badanego chromosomu
do haplogrupy N-M46. Stwierdzono u niego nato-
miast nowy, nieopisany dotad polimorfizm w po-
blizu locus M46 w miejscu rozpoznawanym przez
enzym Hsp92Il w postaci transwersji USP9Y
g.101201C>G. Polimorfizm ten tworzy w miejscu
restrykcyjnym sekwencje GATG nierozpoznawang
przez enzym, co skutkowato brakiem trawienia

i btednym przypisaniem do haplogrupy N-M46.

Analiza wystepowania alleli Y-STR oznaczonych
u badanego mezczyzny w réznych haplogrupach
wykazata, iz mezczyzna ten z prawdopodobien-
stwem wyliczonym metodg bayesowska rownym
100,0% nalezy do haplogrupy I-P37.2*(xM26).
W zwigzku z tym rzeczywista czesto$¢ haplogrupy
N-M46 wsréd 196 badanych Biatorusindéw byta
nieco nizsza, niz wskazywaty to wyniki analizy
PCR-RFLP, i wynosita 10,7%. Jako ze badana oso-
ba pochodzita z pétnocnej Biatorusi, rzeczywista
czestosc tej haplogrupy wsrdéd 53 mezczyzn z tego
regionu wynosita 17,0%, nie za$ 18,9%, jak suge-
rowaty to wczesniejsze doniesienia [5].

Tabela I. Haplotypy Y-STR 22 mezczyzn z populacji biatoruskiej, u ktorych 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 Hsp92Il restriction enzyme was observed.
Lp. |DYS [DYS |DvS |DvS [DvS |DvS [Dvs [Dvs [ovs [ovs [ovs [ovs [Dvs [DyS [DYS [DYS [DYS [GATA |DYS |YCAI
19 |388 |3891 | 3891|390 |391 |392 |393 |426 |437 |438 |439 |448 |[456 |[458 |460 |[635 |H4.1 [385
Lo |14 |12 |13 (15 |23 f11 |14 [13 |11 [14 |10 f10 |19 |14 |17 |12 |21 |21 |11,13]1820
2. |14 f12 |13 |16 |23 |11 |14 |14 f11 |14 |10 |10 |19 |14 |17 |11 |22 |21 1113|1820
3. |14 [12 |13 |16 |24 |10 |14 |13 f11 |14 |10 |10 |19 |16 |16 f11 |23 |21 1115|1820
4 |14 |12 |14 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 f10 |10 f19 |14 f19 |11 |22 |21 |11,13[1820
5 |14 f12 |14 |18 |24 |11 |14 |13 f11 |14 |10 |10 |19 |16 |16 f11 |23 |20 11131820
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 f10 |10 f19 |13 |17 |12 |22 |21 |11,13[1820
9. |15 |[12 |13 |16 |23 |11 |14 |14 [11 |14 |10 |10 |19 |14 |17 |11 |21 |21 |1114|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
1. |15 |12 |13 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 |10 |10 |19 |14 |18 |11 |21 |20 [11,14[18,20
122 |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 f10 f10 [19 |13 |17 |11 |22 |21 |11,13]18,20
21 (15 |12 (14 [17 |23 f11 |14 f14 |11 [14 f10 |11 [19 |13 |17 |12 |23 |21 |11,13]18,20
22. (17 |13 f13 [19 |24 f10 f11 [13 f11 [15 [10 |12 [20 |15 |18 |10 |23 |20 |11,15|2121
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Ryc. 1. Sie¢ typu ,,median-joining network” haplotypdw obejmujgcych 22 loci Y-STR, oznaczone
u 22 mezczyzn z populacji biatoruskiej, u ktérych nie stwierdzono trawienia locus M46
enzymem restrykcyjnym Hsp92Il. Strzatka wskazuje mezczyzne o nietypowym uktadzie

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 Hsp92ll restriction
enzyme was observed. An arrow indicates an individual with a distinct Y-STR haplotype.

DYSKUSJA

Sposrdéd 196 badanych oséb z populacji biato-
ruskiej nowo zidentyfikowany polimorfizm Y-SNP
zaobserwowano zaledwie u jednego mezczyzny
(0,5%), zatem faktyczna czesto$¢ tego wariantu
u Biatorusinébw w badaniach populacyjnych na
wiekszg skale moze okazac sie bardzo niewielka.
Polimorfizm ten moze okazac sie czestszy w popu-
lacjach, w ktérych z duzag czestoscig wystepuje
haplogrupa I-P37.2*(xM26), jednak potwierdzenie
tego wymaga dodatkowych badan.

Mimo ze czestos$¢ tego polimorfizmu w réznych
populacjach europejskich pozostaje nieznana, wyni-
ki naszych badan wskazujg, ze moze on by¢ przy-
czyng btedéw w oznaczaniu haplogrupy N-M46
przy uzyciu opisanej w niniejszej pracy, czesto sto-
sowanej metody PCR-RFLP z uzyciem enzymdw
restrykcyjnych Hsp92I1l lub Nlalll. Problem ten
w prosty sposéb eliminuje weryfikacja obecnosci
allelu zmutowanego M46*C poprzez trawienie
restryktazg Maell, rozpoznajacg sekwencje ACGT
[10] (dla allelu niezmutowanego M46*T charakte-
rystyczna jest sekwencja ATGT, nierozpoznawana
przez ten enzym).

Polimorfizm ten moze réwniez utrudniac¢ dyskry-
minacje alleli locus M46 w przypadku coraz bar-
dziej popularnej techniki opartej na reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (qPCR), np. z uzyciem sond

TagMan. Miejsce polimorficzne wykrywane przez
takg sonde zazwyczaj umiejscowione jest w Srodko-
wej czesci sondy i dodatkowy polimorfizm SNP w po-
blizu badanego miejsca moze obniza¢ wydajnos¢
wigzania sie sondy do rozpozhawanej sekwencji
i utrudnia¢ oznaczenie genotypu.

W celu zapobiezenia btedom w genotypowaniu
alleli locus M46 przydatne moze by¢ jednoczesne
oznaczanie innych markeréw Y-SNP, ktére potwier-
dzajg pozycje badanego chromosomu Y na drzewie
filogenetycznym, np. LLY22g, poniewaz wszyscy
mezczyzni z haplogrupy N-M46 posiadajg réwniez
zmutowany allel w tym markerze [11]. W naszym
przypadku w wykryciu btedu w genotypowaniu po-
mocne bytoby réwniez np. oznaczenie markera
P37.2, jako ze opisany w niniejszej pracy chromo-
som Y najprawdopodobniej nalezy do haplogrupy
[-P37.2*(xM26). Marker M46 mozna réwniez
w przysztosci zastgpi¢ markerem P105, gdyz mu-
tacje w obu markerach obserwowane sg zawsze
razem [11]. Genotypowanie alleli locus P105 (za-
miast locus M46) coraz czesciej wykorzystywane
jest w badaniach populacyjnych [12].

Innym rozwigzaniem, ktdre zastosowano w ni-
niejszym przypadku, jest dodatkowe oznaczenie ha-
plotypu Y-STR w celu oszacowania przynaleznosci
haplogrupowej badanego mezczyzny przy uzyciu
dostepnych algorytméw [8, 13]. Na przydatnosc
zalezno$ci pomiedzy przynaleznoscig haplogrupowg
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a haplotypem Y-STR w kontroli poprawnosci analiz
genetycznych w medycynie sgdowej zwrdcili uwage
Wozniak i wsp. [14].

Nasze badania wykazaty czesto$¢ haplogrupy
N-M46 w populacji biatoruskiej na poziomie 10,7%
i sg w zgodzie z wynikami badan Kushniarevich
i wsp. [15] na grupie 574 Biatorusinéw, ws$rod
ktérych do haplogrupy tej nalezato 9,6% bada-
nych mezczyzn. Réwniez wyzszg czestose tej haplo-
grupy w poétnocnej Biatorusi (17,0%) w stosunku
do $rodkowej i pofudniowej czesci kraju (odpo-
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