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Souhrn

DNA profilovani - véetné uréovani pohlavi jedince - za pomoci mikrosatelitnich markeru je v sou-
Casnosti béZné uzivana geneticka metoda studia ¢lovéka. Efektivni technikou produkujici genetic-
ké udaje je amplifikace nékolika mikrosatelitnich lokusu v jedné PCR reakci. Na tomto misté pre-
zentujeme PCR-multiplex systém pro analyzu étyi Y-STR polymorfnich mist. Jedna se o DYS449,
DYS456, DYS458 a DYS464. Tyto lokusy jsme vybrali s ohledem na jejich dokumentovanou vysokou
diverzitu v euroamerické populaci (10) a s ohledem na jejich absenci v komeréné dostupnych ana-
lytickych soupravach. Cely PCR-multiplex systém je designovan pro fragmentaéni analyzu meto-
dou kapilarové elektroforézy na semi-automatickém genetickém analyzatoru za pouZiti znadéeni
pouze jednou fluorescentni barvou. Hlavnimi oblastmi vyuZiti téchto polymorfismu by mély byt fo-
renzni a lidska populaéni genetika.

Kliéova slova: Y-STR - NRY - chromosom Y - PCR-multiplex

Summary
PCR-Multiplex System for Analysis of Y-Chromosomal Microsatellite
Polymorphisms DYS449, DYS456, DYS458, and DYS464

DNA profiling - inclusive sex determination - with microsatellite markers is currently a commonly
used genetic method of studying humans. An efficient technique of producing the genetic data is
amplification of multiple microsatellites in a single PCR reaction. Here we introduce a novel PCR-
multiplex system for analysis of four polymorphic Y-STRs. Specifically, these are DYS449, DYS456,
DYS458, and DYS464. These loci were chosen because of their reported high diversity in
Euroamerican population (10), as well as their absence in the commercial analytical kits at the
time of beginning of this study. Our objective was to design this PCR-multiplex for use of
fragmentation analysis by electrophoresing samples on a capillary semi-automated genetic
analyzer applying only one fluorescent dye. The PCR system we propose, may be notably used in
fields such as forensic and human population genetics.
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Uvod

Vyzkum lidské genetické variability ma dlou-
hou tradici. V minulosti bylo zkouméano pocetné
mnozstvi populaci za pouziti velkého mnozstvi
rozliénych genetickych markert (2). V posledni
dobé se populaéni genetické studie zaméiuji

predev§im na haploidni non-rekombinantni lo-
kusy lidského genomu (mtDNA a NRY — ,non-re-
combinant part of Y chromosome®) zejména z du-
vodua snazsi interpretace ziskanych vysledkt (11,
12, 13, 15, 16, 19). V oblasti NRY se setkavame
zvl4sté se dvéma druhy genetickych polymorfis-
mu. Jedna se o bialelické polymorfismy a Y-STR.
Bialelické polymorfismy, nékdy také nazyvané bi-
ndrni nebo indel polymorfismy, jsou bodové mu-
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tace nebo malé inserce a delece v nekéduji-
cich oblastech NRY. Jsou vyuZivany piede-
v§im v evolu¢nich a fylogenetickych studiich

¢

Tab. 1. Popis pouZitych Y-STR polymorfismu.
Udaje podle (10).
Diverzita v EU/US populaci pocitana podle (9)

pro jejich relativné pomalé mutaéni rychlos-
ti (1, 4, 6, 17). Byl vytvoren systém haplo- | yoro | Typ Motiv opgl(()((;sgni 127“17«]%%[1]?
skupin zaloZeny na pritomnosti a neptitom- repetice (n) populaci
nosti specifickych bialelickych mutaci téchto | pys449 | tetra | (TTTC)n Nso (TTTC)n|  21-36 0.823
hapl‘osku‘pm, ktery. je vyuzivan pii z}{ouma- DYS456 | tetra (AGAT)n 13-18 0771
ni historie a genetické p¥ibuznosti lidskych [ Hyszs8 T totra (GAAA)L 14-20 0812
populaci (18). ) DYS464 | tetra (CCTT)n 11-19 0.939
Druhou skupinou polymorfismu v oblas-

ti NRY jsou Y-STR. Jedna se o kla-
sickou mikrosatelitni DNA, tak jak
ji zname z autosomalnich oblasti,
ov§em s tou vyjimkou, Ze vzhledem
k haploidnimu charakteru NRY se
vyskytuji u jedince pouze v jedné
kopii (3, 5, 6). Do soucasné doby by-
lo popsano 219 Y-STR (7), z nichz
vétsina je polymorfnich. Y-STR se

Tab. 2. Informace o pouZitych primerech a oéekavanych PCR
produktech: F - forward primer, R - reverse primer,

Tm - teplota tani primer.

Cislo v zavorce u velikosti produktii udava, pro jaky pocet
repetic plati uvedena velikost. O¢ekavané velikosti produkta

byly navrhovany s védomim,

Ze s velkou pravdépodobnosti budou objeveny nové alely.

daji vyuzit ve forenzni genetice
k odliseni paternalnich linii, spise d imert Velikost Velikost
nez k idzntiﬁkaci jednotlisce. TR Sevence primerd primert | " | produkt
Rovnéz v kombinaci s bialelickymi | pygyq9 | F-TGGAGT CTC TCAAGC CTGTT | 20 | 57.58 | 1/ o9,
polymorfismy se pouZivaji v popu- R-ATG GCA GTC ACCTGTAATCC | 20 [ 5745

V nasi laboratoti se zabyvame R-TTT TGA ACT CTT GGC CTC AA 20 58.47
vyzkumem variability lidského | ;yqsc|F-GGT GGT GGAGGTTACTGTGA| 20 | 5841 ,o0 o
chromosomu Y ptedevsim pro uce- R-TTC CTG ACC TTG TGA TCC AG 20 58.64
ly forenzni a lidské populaéni ge- | ),c 0, | F-TTT ACG AGC TTT GGG CTATG | 20 58.07 | sa9 (13)
netiky. Na tomto misté predstavu- R-CCT CAA CGC CTC TTA ACT CA 20 58.10

jeme nové vyvinuty systém pro zis-
kavani genetickych informaci ze
¢tyrech Y-STR polymorfnich mist.

Material a metody

V ramci naseho projektu jsme navrhli a pro-
vérili PCR-tetraplex systém, kterym je mozné
testovat ¢tyii Y-STR polymorfismy, jez se amplifi-
kuji simultanné. Jsou to DYS449, DYS456,
DYS458 a DYS464. Tyto lokusy byly vybrany
podle nékolika hledisek. Nejdalezitéjsi skutec-
nosti bylo, Ze Zadny z nich nebyl ptritomen v ko-
meréné dostupnych analytickych soupravach
v dobé zacatku nasi prace. Dalsimi hledisky byla
vysoka diverzita lokust v euroamerické populaci,
tedy velky pocet alel a jejich zhruba rovnomérné
zastoupeni v populaci (10). Tyto udaje pro vSech-
ny 4 Y-STR lokusy jsou uvedeny v tabulce 1.

Pomoci programu Primer3 (Whitehead
Institute for Biomedical Research) (14) jsme na-
vrhli unikatni dvojice oligonukleotidu (primert)
pro amplifikaci vybranych ¢étyiech polymorfismi
pomoci metody PCR. Predpokladané velikosti
PCR produktt jsme zvolili tak, aby se tyto nepte-
kryvaly a pro jejich naslednou fragmentacni ana-

Iyzu bylo mozné pouzit znaceni pouze jednou flu-
orescentni barvou. Sekvence vS§ech primeru byly
testovany vici sobé na potencialni vznik dimeru
pomoci online volné dostupného Oligo Analysis &
Plotting Tool (Operon), a ty, které se vzajemné do-
plnovaly ve vice nez étyirech bazich, nebyly pro
dalsi praci pouzity. Sekvence primer, jejich veli-
kosti, teploty tani a o¢ekavané velikosti produktu
jsou uvedeny v tabulce 2. Pro fragmentaéni ana-
Iyzu byl vzdy levy primer oznacen 6-FAM (fluo-
rescein) na jeho 5’ konci. Primery vyrobila a frag-
mentaéni analyzu provedla firma GENERI- BIO-
TECH, s.ro. (CR).

V prvni fazi vyzkumu jsme testovali primery
optimalizaci PCR reakci pro kazdy polymorfis-
mus zvlast. Nasledovala optimalizace celého
PCR-tetraplex systému. Zamérili jsme se piede-
v&im na dpravy koncentraci Mg2+ ionti, reakéni-
ho pufru (K* ionté) a anelaéni teploty. Testovali
jsme také vliv PCR enhanceru BSA (bovinni sé-
rovy albumin, Promega, 0,1-0,8 pg/ul). Vynos
PCR reakci s BSA byl vsak vyrazné horsi, a pro-
to jsme od pridavani tohoto reagentu upustili.
PIné optimalizovana PCR reakce pro vSechny
¢tyii Y-STR polymorfismy fungovala za nasledu-
jicich podminek: v reakénim objemu 10 ul za pou-
ziti 1ul lidské dvouvlaknové DNA jako templatu

Soudni lékarstvi

31



2/06/zlom

6.4.2006 10:24 Strénka 108

(200 ng/ul), izolované z periferni krve vysolovaci
metodou (8) — 3,0 mM MgCl,; 1,4x PCR pufr
(70 mM KCl, 14 mM Tris-HC1); 250 uM dNTPs;
0,15 U Taq (vse TaKaRa) a 4 pary primerut (kaz-
dy 200 puM).

Kontroly amplifikaci byly provadény na 2%
agarozovych gelech (Serva) v 0,5x TBE (tris-bora-
tovy/EDTA elektroforeticky pufr, pH = 8,0) znace-
nych etidium bromidem (Sigma) p#i 80 V po dobu
55-75 min. Vysledky neuvedeny.

Timto postupem byl zpracovan soubor 50 na-
hodné vybranych jedinct muzského pohlavi z ge-
nové banky vyzkumného centra EuroMISE cent-
rum-Kardio.

Vysledky a diskuse

Hlavnim cilem nageho vyzkumu bylo rozsiiit
moznosti pouziti Y-STR pro forenzni a populacéné
genetické vyzkumné tucely. K tomu jsme si vybra-
li 4 Y-STR polymorfismy (DYS449, DYS456,
DYS458, DYS464). Jejich umisténi na chromoso-
mu Y ilustruje obr. 1. Z obrazku je rovnéz patrné,
ze DYS449, DYS456 a DYS458 se vyskytuji v ob-
lasti NRY pouze v jedné kopii, ovSem DYS464 ve
¢tyiech kopiich (DYS464a, b, ¢, d), a kazda z téch-
to kopii ma unikatni alelu DYS464, ktera se mua-
ze, ale nemusi liSit od zbyvajicich tfech alel loku-
su. Tato skuteénost muze pusobit mensi potize
pfi zpracovavani udaju z fragmentacéni analyzy.
Mohou totiz nastat tyto ¢tyti situace 1) 4, ii) 3-1,
iii) 2-2, iv) 1-1-1-1. Proto je nutné manualné, pod-
le vy§ky jednotlivych peakt, zhodnotit, jaké alely
polymorfismu DYS464 jsou piitomny v daném
vzorku. Pro bliz§i informace viz (9).

Frekvence vyskytu jednotlivych alel v nasem
zkoumaném souboru ilustruji grafy 1-4.

Genova diverzita (podle 9) pro nas soubor
(N = 50) je nésledujici: hyyg = 0,8438, hyss =
0,7682, hys5 = 0,7048, hygy = 0,8194. Porovnanim
nasich zjisténi s ddaji uvedenymi v tab. 1 muze-
me vyvodit nékolik zavértu. Nami pozorovana di-
verzita je u polymorfisma DYS456, DYS458,
DYS464 nizsi pravdépodobné diky nizkému poctu
zkoumanych jedinct. U polymorfismu DYS449

DYS459a
DYS464b DYS46dc

DYS464a DYS464d
DYS448
DYTSZ ‘ Tvsmb

FTTT
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Obr. 1. RozloZeni Y-STR na chromosomu Y (pie-
vzato z 10)

¢

jsme zjistili vyssi diverzitu nez autofi citované
studie. To muze byt zptsobeno i zachytem alely
31.2. V pripadé této alely se vSsak muzZe jednat
o chybu metody (fragmentaé¢ni analyza) a bude
nezbytné zpracovat vétsi soubor s pokusem opét
zachytit tuto hypotetickou alelu a tim ovéiit jeji
existenci. Dal§im zajimavym polymorfismem je
DYS464. V piedchozim textu jsme jiZz zminovali,
ze v NRY se vyskytuji 4 kopie lokusu DYS464.
Ovsem tyto kopie se dédi v paternalni linii jako
tzv. ,single-gene locus® diky absenci rekombinace.
DYS464 se tedy chova jako jeden velky STR ,su-
perlokus“ s charakteristikou (CCTT),-N,-
(CCTT),-N,-(CCTT),-N,~(CCTT), , kdy n nabyva
hodnot 11-19. Nedostatkem soucasné metodolo-
gie je neschopnost odlisit, z kterého DYS464 lo-
kusu pochazi ktera pozorovana alela. Jinymi slo-
vy, napiiklad u alel 12-13-14-15 nejsme schopni
odlisit, ktera z téchto alel se nachazi na lokusu
DYS464a, ktera na lokusu DYS464b, atd. Tento
nedostatek by mohl byt podstatny pouze v piipa-
dé potieby genetické identifikace dvou jedincu
(nebo v pripadé NRY paternalnich linii), kteti by
se lisili nikoliv délkou alel na DYS464, ale pouze
jejich pozici. Napiiklad 12a-13b-14c¢-15d versus
12a-14b-13c-15d (pismena a, b, ¢, d uvadégji ¢ast
DYS464, na které se konkrétni alela vyskytuje).
V tomto pripadé by bylo feSenim pouzit vétsi
mnozstvi STR markert a nalézt lokusy, v kterych
se tito dva jedinci odli§uji. Naproti tomu velkou
vyhodou lokusu DYS464 je jeho vysoka diverzita,
pramenici pravé ze ¢tyi kopii DYS464 na kazdém
chromosomu Y.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, predpokladame ta-
ké existenci dalsich, vzacné se vyskytujicich alel
na vSech ¢tyfech polymorfnich mistech. V soucas-
né dobé probiha v nasi laboratoii vyzkum zamé-
feny na minoritni subpopulace na tuzemi stiedni
Evropy, ktery by mohl nékteré tyto nové alely po-
psat.

Zavérem je tieba pifipomenout, Ze metodolo-
gie pouzita v této praci vyznamné Setii ¢as a la-
boratorni naklady. Cty#i lokusy jsou amplifikova-
ny pomoci PCR za pouziti stejného mnozstvi tem-
platové DNA jako p#i klasickych amplifikacich
kazdého lokusu zvlast, a tak tento pristup umoz-
nuje neplytvat cennym genetickym materialem
vzorku, jehoz obvykle byva napiiklad ve forenzné
genetické praxi velmi limitované mnozstvi.
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se podileli na sbéru genetického materidlu v po-
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Tento projekt byl plné financovan z pro-
stfredku vyzkumného centra EuroMISE
(é.grantu: LN00B107).

32

Soudni Iékarstvi



2/06/zlom  6.4.2006 10:24 Stranka 109 o $

DYS449 Literatura

0,25

Brion, M., Salas, A., Gonzalez-Neira, A.,
Lareu, M.V,, Carracedo, A.: Insight into
Iberian population origins through the con-
struction of highly informative Y-chromoso-
me haplotypes using biallelic markers,
STRs, and the MSY1 minisatellite. Am. J.
Phys. Anthropol., 122, 2003, s. 147-161. — 2.
Cavalli-Sforza, L.L., Menozzi, P., Piazza,
A.: The history and geography of human ge-
nes. Princeton: Princeton University Press,
0.05 1994. - 3. Forster, P.,, Rohl, A.,
Liinnemann, P. et al.: A short tandem re-
peat-based phylogeny for the human Y chro-
0 mosome. Am. J. Hum. Genet., 67(1), 2000, s.
Lo moome e, 182-196. — 4. Francalacci, P., Morelli, L.,
Underhill, P.A. et al.: Peopling of three

Mediterranean islands (Corsica, Sardinia,
and Sicily) inferred by Y-chromosome bialle-
lic variability. Am. J. Phys. Anthropol.,
121(3), 2003, s. 270-279. — 5. Heyer, E.,
Puzmirat, J., Dietjes, P., Bakker, E., de
Knijff, P.: Estimating Y chromosome speci-
DYS456 fic microsatellite mutation frequencies using

035 deep rooting pedigrees. Hum. Mol. Genet.,
6(5), 1997, s. 799-803. — 6. Jobling, M.A.,
Hurles, M., Tyler-Smith, Ch.: Human evo-
lutionary genetics: Origins, peoples and dise-
ase. New York: Garland Science, 2004. — 7.

o Kayser, M., Kittler, R., Erler, A. et al.:
o A comprehensive survey of human Y-chro-
' mosomal microsatellites. Am. J. Hum.

Genet., 74(6), 2004, s. 1183-1197. — 8.

01 Miller, S.A., Dykes, D.D., Polesky, H.F.:
A simple salting out procedure for extracting

o DNA from human nucleated cells. Nucleic
Acids Res., 16(3), 1988, s. 1215. — 9. Nei, M.:

005 .: Analysis of gene diversity in subdivided po-
pulations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 70,

o# . . . . . 1973, s. 3321-3323. — 10. Redd, J.A.,

Agellon, A.B. Kearney V.A. et al.: Forensic
value of 14 novel STRs on the human Y chro-
Graf 2. Zastoupeni alel pro polymorfismus DYS456 g?_sf inf'_Folrf nIs{11c ciirfiifh’llgg(,zh?;l)agggfa;,
V.A., Bandelt, H.J., Sykes, B.C.:
Phylogeography of mitochondrial DNA in
Western Europe. Ann. Hum. Genet., 62(3),
1998, s. 241-260. — 12. Rootsi, S., Magri,
DYS458 Ch., Kivisild, T. et al.: Phylogeography of Y-
chromosome haplogroup I reveals distinct
domains of prehistoric gene flow in Europe.
Am. J. Hum. Genet., 75(1), 2004, s. 128-137.

—13. Rosser, Z.H., Zerjal, T., Hurles, MLE.

03 et al.: Y-chromosomal diversity in Europe is
clinal and influenced primarily by geograp-

‘ hy, rather than by language. Am. J. Hum.
Genet., 67, 2000, s. 1526-1543. — 14. Rozen,

: S. and Skaletsky H.J.: Primer3 on the

WWW for general users and for biologist

: programmers. In: Krawetz, S., Misener, S.,
eds. Bioinformatics, methods and protocols:

o methods in molecular biology. Totowa, NJ,
. . Humana Press: 2000, 365-386. — 15.
‘ Semino, O., Magri, Ch., Benuzzi, G. et
al.: Origin, diffusion, and differentiation of

14 15 16 1

7 Y-chromosome haplogroups E and J: inferen-

0,2

2
o

o

Frekvence alel v souboru

Graf 1. Zastoupeni alel pro polymorfismus DYS449

03

Frekvence alel v souboru

Alely

o
N
2]

o
o

o
&

Frekvence alel v souboru

o

Aely ces on the neolithization of Europe and later

migratory events in the mediterranean area.

Graf 3. Zastoupeni alel pro polymorfismus DYS458 Am. J. Hum. Genet., 74(5), 2004,
Soudni lékarstvi 33



2/06/zlom

6.4.2006 10:24 Strénka 110 o :JE

s.1023-1034. — 16. Torroni, A., Huoponen,

pysdes K., Francalacci, P. et al.: Classification of

04 European mtDNAs from an analysis of three
European populations. Genetics, 144(4), 1996,
03 s. 1835-1850. — 17. Underhill, P.A., Shen, P,

Lin, A.A. et al.: Y chromosome sequence vari-
ation and the history of human populations.
Nat. Genet., 26(3), 2000, s. 358-361. — 18.
Y Chromosome Consortium (YCC): A no-
menclature system for the tree of Y chromoso-
mal binary haplogroups. Genome Res., 12(2),
2002, s. 339-348. — 19. Zhivotovsky, L.A.,
Underhill, PA., Cinnioglu,C. et al.: The ef-
fective mutation rate at Y chromosome short
tandem repeats, with application to human po-
pulation-divergence time. Am. J. Hum. Genet.,
74(1), 2004, s. 50-61.

o
]
&

o
N

Frekvence alel v souboru
e
=)

°

o
o
]

o

Sl-vi-gL-gl
91-6L-Zl-CL
91-91-21-2L
9lL-GlL-gl-€l
LI-GlL-gl-€l
YL-vi-vl-vl
9L-GlL-vi-¥I
91-G1-GI-Gl
LL-G1-GL-GL
L1-91-G1-GL
L1-91-G1-GL
L1-91-91-91

Mgr. Edvard Ehler

Alely

Katedra antropologie a genetiky ¢lovéka, PFF
UK v Praze

Viniéna 7

Praha 2, 128 44

Tel.: (+420)221951621

E-mail: eda.ehler@seznam.cz

Graf 4. Zastoupeni alel pro polymorfismus DYS464

ZPRAVY

Medicinské informaéni centrum projekta EU
Barboiakova H., Spunda M., Stétkova P.

Medicinské informaéni centrum pro evropské projekty (MICEP) je nové vytvorenym specializo-
vanym kontaktnim bodem ramcovych programt EU pro oblast zdravotnictvi. Jednim z hlavnich
podnétt vedoucich k zaloZeni tohoto informaéniho centra byla nizka tcast medicinskych projektu vy-
zkumu a vyvoje v ramcovych programech EU, které znamenaji pro nasi védu nejen piilezitost k zis-
kani finanénich prosttedkt, ale zejména moznosti mezinarodni védecko-vyzkumné spoluprace mezi
¢lenskymi zemémi.

Centrum bylo zaloZeno v lednu 2005 s podporou Univerzity Karlovy v Praze a jeji 1. 1ékaiské
fakulty. Finanéni zdroje pro prvni roky ¢innosti poskytuje Ministerstvo Skolstvi, mladeze a télovycho-
vy CR spole¢né s 1. LF UK. Hlavni naplni MICEP je poskytovani informaci o moZnostech financovani
védy, vyzkumnych a vyvojovych projektu ze zdroju EU, zprostfedkovani kontaktt a asistence p#i pti-
praveé projekta.

Sluzeb Medicinského informacéniho centra pro evropské projekty mohou vyuzivat vSechny subjekty
s navaznosti na zdravotnictvi (VS, nemocnice, vyzkumné tstavy, malé a stfedni podniky (MSP) aj.).
Cinnost centra je koordinovana s narodnim kontaktnim bodem pro CR, kterym je Narodni informadé-
ni centrum pro evropsky vyzkum (NICER), ptisobici na ptidé Akademie véd Ceské republiky.

Ocekavanym vysledkem ¢innosti Medicinského informaéniho centra pro evropské projekty bude
lepsi informovanost medicinskych a ostatnich zdravotnickych vyzkumnych pracovist o mozZnostech
acasti v evropskych projektech. V dasledku této lepsi informovanosti a aktivniho ptisobeni MICEP na
konkrétni potencialni FeSitele projektt ramcovych program® v Ceské republice a FeSitele v part-
nerskych zemich EU je mo#né ofekavat i zlepSeni bilance téasti Ceské republiky v ramcovych pro-
gramech.

MICEP zah4jilo ¢innost v kvétnu 2005 a otevielo svou kancelar ve Faustové domé na Karlové
namésti v Praze. Aktualni informace o ramcovych programech zverejiiuje na http://micep.cuni.cz.

Doc. ing. Miloslav Spunda, CSc.

Medicinské informaéni centrum projektiic EU
Karlovo nameésti 40

120 00 Praha 2

fax: +420 224 965 843

e-mail: micep@cuni.cz

34 Soudni Iékarstvi



