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W ostatnim czasie badaniom sekwencji mitochondrial-
nego DNA dla celéw sadowych towarzyszy wyrazna per-
spektywa ewolucyjna. Szczegdlnie przydatne w interpre-
tacji wynikéw sekwencjonowania mtDNA w sprawach
identyfikacyjnych okazuije sie podejscie filogeograficzne,
ktére obejmuje filogenetyczng analize przestrzennego
rozktadu haplotypéw i haplogrup w populacjach. W ra-
mach niniejszej pracy wykazano przydatno$¢ podejscia
filogeograficznego w interpretacji trudniejszych przypad-
koéw identyfikacyjnych, w ktérych obserwowano jedno-
nukleotydowe, homoplazmatyczne réznice sekwenciji
mtDNA pomiedzy haplotypami dowodowymi i poréwnaw-
czymi. Dodatkowo, w celu ustalenia przynaleznoéci ha-
plogrupowej wybranych haplotypéw przeprowadzono
analize petnych sekwenciji dwoéch genoméw mitochon-
drialnych nalezacych do podkladu J1b.

In recent years, forensic mitochondrial DNA analysis has been
undertaken from an evolutionary perspective. In particular,
the phylogeographic approach based on a phylogenetic
analysis of the spatial distribution of mitochondrial haplotypes
and haplogroups appears to be a useful tool in the
interpretation of identification cases. In this study, the
phylogeographic approach has been employed in the
analysis of three difficult forensic cases, where single
nucleotide, homoplasmic differences were found between
the reference and evidentiary haplotypes. mtDNA sequence
variation has been examined by the control region (HVS |
and HVS Il) direct sequencing. Additionally, in order to clarify

the subhaplogroup status of the selected haplotypes, DNA
sequences of entire mitochondrial genomes obtained from
two samples representing J1b subclade have been analyzed.

WSTEP

Cho¢ analiza sekwencji mitochondrialnego DNA
(mtDNA) stata sie jedng z dobrze ugruntowanych
technologii badania polimorfizmu DNA dla potrzeb
wymiaru sprawiedliwo$ci [1], niektére zagadnienia
dotyczace interpretaciji wynikdw sekwencjonowania
mtDNA dla celéw sadowych wcigz sg przedmiotem
ozywionych dyskusji. Do zagadnien tych naleza
m.in. wielko$¢, zasieg geograficzny oraz jakos¢
populacyjnych baz danych mtDNA wykorzystywa-
nych dla oceny czestosci haplotypdw, zréznicowa-
ne tempo mutacji dla réznych pozycji sekwencji
regionu kontrolnego i zwigzane z nim roézne kryte-
ria statystycznej oceny wynikéw potwierdzajacych
lub wykluczajacych pochodzenie badanych probek
z tej samej linii matczynej, czy tez ograniczona war-
to$¢ dowodowa analizy sekwencji regionu kontrol-
nego, a stad koniecznos$¢ wigczenia do badan wy-
branych wariantéw regionu kodujacego [2, 3, 4].
W ostatnim czasie analizom sekwencji mtDNA dla
celéow sadowych towarzyszy wyrazna perspektywa
ewolucyjna [2]. W szczegdlnosci, dzieki podejsciu
filogeograficznemu, ktére obejmuje analize prze-



192

strzennego, geograficznego rozktadu haplotypow
w drzewie filogenetycznym mtDNA, podjeto préby
identyfikacji regionu geograficznego, z ktérego po-
chodzg badane haplotypy mtDNA oraz a posteriori
dokonano kontroli jako$ci danych zdeponowanych
w niektérych sadowych populacyjnych bazach profili
mtDNA [2 oraz zawarte tam pozycje pi$miennictwal].
Poniewaz rozdzielczo$¢ analiz filogenetycznych
osiggnefa w ostatnim czasie maksymalny poziom
dzieki badaniom populacyjnym wykorzystujgcym
sekwencjonowanie petnych genomoéw mitochon-
drialnych [5 oraz zawarte tam pozycje pi$miennic-
twa), znacznie tatwiejsze niz dotychczas staly sie
poszukiwania dodatkowych markeréw regionu ko-
dujacego, ktére moga zwiekszy¢ informatywno$¢
analiz mtDNA dla celéw sagdowych. Ponadto, szcze-
gotowa znajomosc filogenezy mtDNA pozwala na
bardziej wiarygodng ocene czestosci haplotypow
regionu kontrolnego w populacjach zamieszkuja-
cych rozne regiony geograficzne.

Dane przedstawione w niniejszej pracy ilustrujg
uzyteczno$¢ podejscia filogeograficznego w inter-
pretacji trudniejszych przypadkéw identyfikacyjnych
pochodzacych z praktyki Zaktadu Genetyki Mole-
kularnej i Sadowej, w ktérych zachodzita koniecz-
nos$¢ analizy mtDNA. W przypadkach tych zanoto-
wano jednonukleotydowe, homoplazmatyczne roz-
nice pomiedzy haplotypami uzyskanymi dla prébek
dowodowych i poréwnawczych. Interpretaciji wyni-
kéow dokonano z wykorzystaniem wtasnych baz
danych regionu kontrolnego mtDNA szczego6towo
scharakteryzowanych pod wzgledem filogeograficz-
nym. Dodatkowo, dla uaktualnienia filogenezy pod-
haplogrupy J1b, z ktérej pochodzity haplotypy uzy-
skane w jednym z analizowanych przypadkéw oraz
dla uprawdopodobnienia interpretacji, przeprowa-
dzono analize sekwencji petnych genoméw mito-
chondrialnych.

MATERIAL | METODY

Badany materiat biologiczny pochodzit z trzech
sposrod okoto 225 przypadkow, w ktérych Zaktad
Genetyki Molekularnej i Sgdowej w latach 1999-
-2006 wydat ekspertyzy na podstawie badan se-
kwencji mtDNA.

Przypadek 1

W sprawie identyfikacyjnej z terenu Matopolski
zabezpieczono pie¢ wioséw dowodowych pozbawio-
nych cebulek wiosowych (oznaczone numerami
1-5). Materiatem poréwnawczym byty wiosy zabez-
pieczone z odcietej glowy odnalezionej w niedale-
kiej odlegtosci od miejsca, w ktérym zabezpieczo-
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no wiosy dowodowe. W wyniku wstepnej analizy
morfologiczno — poréwnawczej przeprowadzone;j
z wykorzystaniem komputerowego systemu anali-
zy obrazu stwierdzono, ze wtosy dowodowe maja
swe odpowiedniki morfologiczne w$réd wioséw po-
réwnawczych. Do badan mtDNA zakwalifikowano
wszystkie wiosy dowodowe oraz trzy wtosy poréw-
nawcze (oznaczone jako P1-P3).

Przypadek 2

W sprawie zabojstwa mezczyzny dokonanego
na terenie Pomorza i Kujaw zabezpieczono cztery
wiosy dowodowe pozbawione cebulek wiosowych,
ujawnione na ubraniu ofiary (oznaczone numerami
1-4). Materiatem poréwnawczym do badan identy-
fikacyjnych byta krew zabezpieczona podczas sek-
cji zwtok denata (oznaczona jako SER_2).

Przypadek 3

W sprawie identyfikacji zwtok nieznanego mez-
czyzny, ktéry zginat podczas pozaru na terenie Po-
morza i Kujaw, zabezpieczono materiat w postaci
krwi denata (oznaczony jako NN). Materiatem po-
réwnawczym do badan identyfikacyjnych byta krew
uzyskana od matki osoby zaginionej (oznaczona
jako SER_3).

MOLEKULARNE ANALIZY mtDNA

Wszystkie probki materiatu biologicznego pod-
dano badaniom regionu kontrolnego mtDNA zgod-
nie z procedurg opisang we wczesniejszej pracy [6].
Uzyskane sekwencje mtDNA, obejmujace fragment
regionu kontrolnego pomiedzy nukleotydem 15999
a 16400 dla HVS | oraz 30-407 dla HVS Il poréwny-
wano z sekwencjg wzorcowg CRS [7]. Analizie se-
kwencji petnych genomoéw mitochondrialnych pod-
dano prébki pochodzace z przypadku 3 (NN oraz
SER_3). Petne genomy amplifikowano metodg PCR
w jedenastu naktadajacych sie fragmentach, a na-
stepnie sekwencjonowano za pomoca 32 opisanych
poprzednio wewnetrznych starteréw, w warunkach
podanych we wczesniejszej pracy [6]. Uzyskane
sekwencje mtDNA poréwnywano z poprawiona
sekwencjg wzorcowg rCRS [8].

FILOGENETYCZNE | STATYSTYCZNE ANALIZY
mtDNA

Drzewo filogenetyczne petnych genoméw mito-
chondrialnych zrekonstruowano manualnie meto-
da najwiekszej oszczednosci i ukorzeniono za po-
moca sekwencji rCRS [8] jako grupy zewnetrznej,
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a nastepnie sprawdzono z wykorzystaniem opro-
gramowania Network v. 4.1.1.1 (A. Réhl; © Fluxus
Technology; www.fluxus-engineering.com). W re-
konstrukcji drzewa wykorzystano sekwencje petne-
go genomu mitochondrialnego nalezgcego do pod-
haplogrupy J1b, opublikowanego przez Palanicha-
my i wsp. [9].

Interpretacje statystyczng wynikow analizy mtD-
NA dla celéw sadowych przedstawiano za pomoca
ilorazu prawdopodobienstw warunkowych (LR) =
P (E/H1) / P (E/H2), gdzie P (E/H1) oznacza praw-
dopodobienstwo uzyskania wyniku przy zatozeniu,
ze materiat dowodowy pochodzi z linii matczynej
reprezentowanej przez probke referencyjng, za$
P (E/H2) jest prawdopodobienstwem uzyskania wy-
niku przy zatozeniu, ze prébka dowodowa pocho-
dzi zinnej linii matczynej. W przypadku petnej zgod-
nosci sekwencji pomiedzy probkg dowodowg i po-
rownawczg, P (E/H1) = 1. W przypadku zaistnienia
jednonukleotydowej réznicy pomiedzy sekwencija
probki dowodowej i porownawczej, P (E/H1) ma
postac iloczynu czestosci mutacji w pozycji sekwen-
cji réznigcej oba haplotypy oraz tempa mutacji
w regionie kontrolnym w czasie jednego pokole-
nia. Z uwagi na znaczng wewngtrzosobnicza nie-
stabilnos$¢ szlakéw polipirymidynowych regionow
HVS | i HVS |l oraz zwigzang z tym ograniczong
warto$¢ identyfikacyjna mutacji w tych regionach,
w analizach statystycznych pomijano polimorfizmy
diugosci notowane w pozycjach 16180-16193 oraz
303-315. Czestos¢ substytucji w pozycjach 16357,
16129 oraz 16319 obliczano na podstawie ilorazu
liczby mutacji obserwowanych w tych pozycjach
w bazie danych i catkowitej liczby mutacji w tej sa-
mej bazie (7800). W obliczeniach wykorzystano
wiasng baze danych haplotypéw HVS | i HVS I
(n=1465) z obszaru zachodniej Eurazji (z populaciji
polskiej, rosyjskiej, bosniackiej i stowenskiej) [6, 10,
11]. Wszystkie haplotypy umieszczone w bazie za-
liczono do odpowiednich haplogrup i podhaplogrup
mtDNA na podstawie syntetycznego systemu kla-
syfikacji, uwzgledniajgcego dotychczasowe dane
uzyskane metoda PCR-RFLP oraz informacje po-
chodzace z sekwencjonowania regionéw HVS |
i HVS Il. Usrednione tempo mutacji w regionie kon-
trolnym rzedu 0.0043 w czasie jednego pokolenia
(lub 0.32 na pozycje sekwencji w czasie miliona lat)
przyjeto za Sigurdardottir i wsp. [12]. P (E/H2) obli-
czano na podstawie liczby obserwacji haplotypu
w bazie danych (w przypadku jednonukleotydowej
réznicy pomiedzy probka dowodowa i poréwnaw-
cza byta to suma liczby obserwacji haplotypu dowo-
dowego oraz haplotypu rézniacego sie od dowodo-
wego jedng mutacjg). W sytuacji braku haplotypu
w bazie danych, w obliczeniach wykorzystywano
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czestosé ,najmniejszej” (najmtodszej ewolucyijnie,
czyli znajdujacej sie na obrzezach drzewa filogene-
tycznego) podhaplogrupy, do ktérej mozna byto za-
liczy¢ uzyskany haplotyp, zgodnie z sugestig For-
stera i wsp. [13]. W obliczeniach czestos$ci rzad-
kich haplotypdéw na podstawie przeszukiwania bazy
danych stosowano przedziat ufnosci 95 %, z wyko-
rzystaniem logarytmu naturalnego czestosci, przy-
blizenia normalnego do rozktadu dwumianowego
oraz antylogarytmu [1, 14]. Dla zachowania ostroz-
nosci, w obliczeniach LR wykorzystywano maksy-
malne czestosci haplotypow (z gérnej granicy prze-
dziatu ufnosci).

WYNIKI | OMOWIENIE

Haplotypy regionu kontrolnego mtDNA uzyska-
ne dla probek materiatu dowodowego i poréwnaw-
czego oraz ich przynaleznos$¢ haplogrupowa przed-
stawiono w tabeli I.

Z przedstawionych danych wynika, ze pomie-
dzy sekwencjami mtDNA uzyskanymi z wiosa do-
wodowego 0znaczonego numerem 4, a sekwencjg
otrzymang dla wtoséw poréwnawczych analizowa-
nych w Przypadku 1 wystapity réznice w postaci
dodatkowej tranzycji T16357C oraz insercji 309.1C.
Pozostate haplotypy uzyskane dla witoséw dowo-
dowych wykazywaty petng zgodnos$¢ wobec haplo-
typu poréwnawczego (tabela l). Uzyskane haploty-
py nalezg do podhaplogrupy Jic zdefiniowanej
poprzez tranzycje w pozycjach 228 i 14798 [9], naj-
czestszego podkladu w obrebie haplogrupy J w po-
pulacjach stowianskich oraz w innych populacjach
europejskich [6]. Haplotypdéw nalezacych do Jic
z tranzycjami w pozycjach 16086 i 16357 nie zano-
towano jednak do tej pory w bazie danych [6, 10,
11]. Na podstawie znajomosci topologii drzewa fi-
logenetycznego haplogrupy J1 [6] mozna stwier-
dzié, ze najmniejsza podgrupa w obrebie J1ic, do
ktdrej mozna zaliczy¢ haplotypy uzyskane w oma-
wianym przypadku obejmuje sekwencje z motywem
regionu kontrolnego 16069-16126-16261-185-228-
-295, a jej czesto$¢ w bazie danych wynosi 3/1465,
czyli 2.055 x 10 (warto$¢ bedaca goérna granica
przedziatu ufnosci). Wartos¢ LR dla obserwacji pet-
nej zgodnosci pomiedzy haplotypami dowodowymi
i porbwnawczymi w przypadku pierwszym wynosi
486. Dla obserwaciji jednonukleotydowej réznicy
pomiedzy haplotypem uzyskanym z wiosa numer
4 a haplotypem poréwnawczym (tabela ), dokona-
no oceny czestosci substytucji T16357C z wyko-
rzystaniem spektrum mutacji regionu kontrolnego
obserwowanego w bazie danych. Zanotowano tu-
taj dwa przypadki substytuciji w pozycji 16357 — na
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Tabela |. Haplotypy regionu kontrolnego mtDNA (HVS | i HVS Il) oraz ich przynalezno$¢ haplogrupowa w materiale
dowodowym i poréwnawczym. Mutacje identyfikowano wzgledem sekwencji wzorcowej CRS [7]. Brak zasady przy
odpowiedniej pozycji sekwencji oznacza tranzycje. Insercje reszt cytozyny oznaczono przyrostkami ,,.1C”.

Table I. mtDNA control region haplotypes and their subhaplogroup assignment in the evidentiary and reference
samples. Mutations are shown indicating positions relative to the mtDNA Cambridge reference sequence (CRS) [7].
The nucleotide positions correspond to transitions; insertions of cytosines are referred to by “.1C” following the

nucleotide position.

Przypadek | Nazwa prébki | Podhaplogrupa Sekwencja regionu kontrolnego mtDNA
HVS | HVS I
1 1 Jic 16069 16086 16126 16261 73 185 228 263 295 315.1C
2 16069 16086 16126 16261 73 185 228 263 295 315.1C
3 16069 16086 16126 16261 73 185 228 263 295 315.1C
4 16069 16086 16126 16261 16357 73 185 228 263 295 309.1C 315.1C
5 16069 16086 16126 16261 73 185 228 263 295 315.1C
P1 16069 16086 16126 16261 73 185 228 263 295 315.1C
P2 16069 16086 16126 16261 73 185 228 263 295 315.1C
P3 16069 16086 16126 16261 73 185 228 263 295 315.1C
2 1 H5 16129 16304 263 309.1C 315.1C
2 16129 16304 263 309.1C 315.1C
3 16304 263 309.1C 315.1C
4 16304 263 309.1C 315.1C
SER 2 16129 16304 263 309.1C 315.1C
3 NN J1b2 16069 16126 16145 16222 16234 16261 16319 64 73 152 263 271 295 315.1C
SER_3 16069 16126 16145 16222 16234 16261 64 73 152 263 271 295 315.1C

tle haplogrup R* oraz U5a [10, 11]. Warto jednak
zwréci¢ uwage, ze pozycja 16357 uwazana jest za
~gorace miejsce” mutacji w regionie kontrolnym
mtDNA, co uzyskato potwierdzenie w co najmniej
dwaoch niezaleznych analizach filogenetycznych [15,
16]. Oznacza to, ze substytucja T16357C moze by¢
obserwowana na tle réznych haplogrup [16]. Praw-
dopodobienstwo pojawienia sie mutaciji w pozycji
16357 wynosi zatem 2/7800, czyli 2.5 x 10*. Przyj-
mujac usrednione tempo mutacji w czasie jednego
pokolenia rzedu 0.0043, P (E/H1) dla obserwacji
réznicy jednonukleotydowej pomiedzy prébka do-
wodowa i poréwnawczag wynosi 1 x 10°, a warto$¢
LR w omawianym przypadku rowna jest tylko 4.9 x
10*. Innymi stowy, przy zaistnieniu rdznicy jedno-
nukleotydowej w pozycji 16357, pochodzenie probki
dowodowej z innej linii matczynej niz probka po-
réwnawcza jest ok. 2040 razy bardziej prawdopo-
dobne niz pochodzenie tych probek z tej samej li-
nii.

Zaktadajac, ze mutacja T16304C ma charakter
monofiletyczny w obrebie haplogrupy H [6] mozna
uzna¢, ze haplotypy obserwowane w Przypadku
2 naleza do podkladu H5, zdefiniowanego poprzez
tranzycje w pozycjach 456 i 16304 [17]. H-16304
jest drugim co do czestosci motywem wsréd haplo-
typow HVS | nalezacych do haplogrupy H w Euro-

pie (ok. 4 %), cho¢ wystepuje réwniez na Bliskim
Wschodzie, z czesto$ciami rzedu 1-3 % [18]. W ba-
zie danych odnaleziono jednak tylko jeden haplo-
typ z motywem H-16129-16304 (czestosé profilu
w bazie 6.8 x 10%). Mimo to pozycja 16129 uwaza-
na jest za jedno z ,najszybszych” miejsc w regionie
kontrolnym [15, 16, 19]. Przyktadowo, w wyniku
populacyjnych badan mtDNA Polakéw i Rosjan
stwierdzono réwnolegte wystepowanie tranzycji
G16129A w haplotypach nalezacych do haplogrup
H, U5, T*, T1, I, W oraz M* [10]. Na podstawie licz-
by obserwaciji tej mutacji w bazie danych (22/7800)
okres$lono czesto$¢ substytucji w pozyciji 16129 na
2.82 x 10, Wartosci LR dla obserwacji petnej zgod-
nosci (probki oznaczone jako 1 i 2, tabela I) oraz
jednonukleotydowej réznicy (prébki oznaczone
numerami 3 i 4, tabela 1) pomiedzy haplotypami
dowodowym i poréwnawczym wynoszag odpowied-
nio 1470 oraz 1.047 x 10%, a zatem w tym drugim
przypadku dowdd genetyczny wskazuje az na ok.
9551-krotnie wieksze prawdopodobienstwo pocho-
dzenia haplotypéw z réznych linii matczynych.

W wyniku sekwencjonowania regionéw HVS |
i HVS Il dwéch probek badanych w ramach Przy-
padku 3 stwierdzono, ze uzyskane haplotypy, z mo-
tywem 16069-16126-16145-16222-16261-271 nale-
zg najprawdopodobniej do niezwykle rzadkiego
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Ryc. 1. Drzewo filogenetyczne podhaplogrupy J1b utwo-
rzone metoda najwiekszej oszczednosci, zrekonstruowa-
ne z wykorzystaniem sekwencji petnych genoméw mito-
chondrialnych i ukorzenione za pomocag poprawionej
sekwencji referencyjnej (rCRS) [8] jako grupy zewnetrz-
nej. Sekwencje uzyskane w ramach niniejszej pracy opi-
sano jako ,NN” i ,SER_3”. Sekwencje mtDNA uzyskang
przez Palanichamy i wsp. [9] z populacji Indii oznaczono
jako ,MGP#R80”. Gatezie drzewa oznaczono za pomo-
cag pozycji nukleotydowych sekwencji mtDNA, wedtug
numeracji zastosowanej dla rCRS [8]. Brak zasady obok
pozycji sekwencji oznacza tranzycje. Z analizy wytgczo-
no polimorfizmy dtugo$ci towarzyszace pozycjom 309
i 315 regionu HVS II.

Fig. 1. The most parsimonious tree of the complete sub-
haplogroup J1b mtDNA sequences, rooted with the revi-
sed Cambridge reference sequence (rCRS) [8] as an
outgroup. The tree includes 3 mtDNAs, out of which two
are novel (“NN” and “SER_3] and one (from the Indian
population, designated as “MGP#R80”) was reported by
Palanichamy et al. [9]. Mutations are shown on the bran-
ches and are transitions. The hypervariable nucleotides
(the indels) at nucleotides 309 and 315 in HVS Il were
excluded.
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w populacjach europejskich podkladu w obrebie J1b.
Przypuszczenie takie oparte jest na obserwacji mu-
tacji C271T w HVS Il, przy jednoczesnym braku tran-
zycji w pozycji 242, diagnostycznej dla podhaplo-
grupy J1b1 [9]. Do chwili obecnej opublikowano
tylko jedna petna sekwencje genomu mitochondrial-
nego nalezacego do J1b z tranzycja w pozycji 271
(z populaciji Indii) [9]. W celu doktadnego okresle-
nia statusu filogenetycznego haplotypéw uzyska-
nych w Przypadku 3, przeprowadzono analize se-
kwencji petnych genomoéw mitochondrialnych pro-
bek oznaczonych jako ,NN” oraz ,SER_3”, po czym
dokonano rekonstrukcji filogenezy podhaplogrupy
J1b w wykorzystaniem nowych danych (rycina 1).
Analiza sekwencji wykazata, ze petne genomy mi-
tochondrialne prébki dowodowej i poréwnawczej
roznig sie tylko w pozycji 16319.

Z drzewa filogenetycznego przedstawionego na
rycinie 1 wynika, ze genomy analizowane w Przy-
padku 3 nalezg do podhaplogrupy J1b2, zdefinio-
wanej poprzez tranzycje w pozycjach 271 i 16519.
Nalezy zwréci¢ uwage, ze taka definicja moze mieé
charakter tymczasowy, gdyz wigczenie do analizy
kolejnych danych o sekwencjach petnych genomow
moze zmieni¢ topologie drzewa filogenetycznego.
W szczegdblnosci warto zauwazyé, ze pozycja 16519
uwazana jest za kolejne ,,gorace miejsce” mutacji.
Czestos$¢ podhaplogrupy J1b2 jest w chwili obec-
nej trudna do ustalenia, gdyz wiele zespotéw ba-
dawczych nie uwzglednia w swych badaniach po-
pulacyjnych sekwencji regionu HVS Il. We wcze-
$niejszych badaniach wtasnych zidentyfikowano
haplotypy pozbawione tranzycji w pozycji 242,
a jednoczes$nie posiadajace mutacje C271T (lub jej
pozbawione) w populacjach Bliskiego Wschodu
(Persowie z Iranu) oraz potudniowo-zachodniej
i potudniowo-wschodniej Syberii (Attajczycy, Buriaci)
[6]. Najwyzsze czestosci J1b2 zanotowano u Per-
sow z Iranu (ok. 3.7 %) [6], jednak w populacji tej
wszystkie haplotypy nalezace do J1b2 byty pozba-
wione tranzycji C1622T, zanotowanej w probkach
badanych w ramach Przypadku 3 (tabela ). Biorac
pod uwage catoksztalt przytoczonych danych filo-
geograficznych nalezy sie spodziewaé, ze podha-
plogrupa J1b2 osigga najwyzsze czestosci i we-
wnetrzne zréznicowanie w populacjach pétnocno-
zachodniego Iranu. Zwazywszy jednak na niewielkg
liczebno$¢ baz danych sekwencji HVS | i HVS |
z tego regionu, ich zastosowanie do obliczen cze-
stosci haplotypéw w sprawach sadowych nie wy-
daje sie stosowne. Najmniejszym podkladem, do
ktérego mozna zaliczy¢ haplotypy uzyskane w ra-
mach Przypadku 3 jest zatem podhaplogrupa J1b.
Czestos$¢ tego podkladu w bazie danych wynosi 17/
1465, czyli 1.2 x 102. Mutacja G16319A nalezy do
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~goracych miejsc” w regionie kontrolnym, a jej cze-
sto$¢ oszacowano na 22/7800, czyli 2.8 x 10%. LR
dla obserwaciji poczynionych w ramach Przypadku
3 wynosi 0.001, czyli 1000-krotnie faworyzuje hipo-
teze wykluczajacg pochodzenie prébek NN i SER_3
z tej samej linii matczynej. W przypadku zaistnienia
petnej zgodnos$ci pomiedzy haplotypami dowodo-
wym i poréwnawczym, LR wynositby 83. W oma-
wianym przypadku przeprowadzono dodatkowo
badania pietnastu jadrowych mikrosatelitéw. Wyni-
ki tych badan nie pozwolity na wykluczenie macie-
rzynstwa (Ml = 861 422, dane nie prezentowane).

PODSUMOWANIE

Przedstawione dane ilustruja przydatno$¢ podej-
$cia filogeograficznego w interpretacji wynikéw se-
kwencjonowania mtDNA dla celéw sadowych. Po-
dejscie takie jest szczegdlnie uzyteczne w ocenach
czestosci bardzo rzadkich haplotypéw, ktérych nie
obserwowano do tej pory w bazach danych. W ta-
kich przypadkach ustalanie czesto$ci najmniejszych
podkladéw obejmujacych rzadkie haplotypy moze
stanowi¢ alternatywe dla oceny maksymalnego,
teoretycznego progu czestosci danego haplotypu
w populacji z wykorzystaniem tzw. przedziatu ufno-
$ci z proporcji zero [1]. Jak wykazano w niniejszej
pracy, w niektérych przypadkach dla doktadnego
ustalenia przynaleznosci haplogrupowej uzyskane-
go haplotypu mozna sie uciec do analizy sekwen-
cji petnych genomow, petnych sekwenciji regionu
kodujgcego lub chociazby wybranych polimorfi-
zméw regionu kodujgcego.

We wszystkich analizowanych przypadkach nie-
zgodnosci jednonukleotydowych pomiedzy haplo-
typami dowodowymi i poréwnawczymi uzyskiwa-
no bardzo niskie wartosci LR, faworyzujace hipote-
ze wykluczajaca pochodzenie prébek z tej samej
linii matczynej. Nie upowaznia to jednak do sfor-
mutowania ogdélnej reguly interpretacii, wedtug kto-
rej obserwacja réznicy jednonukleotydowej prowa-
dzitaby do jednoznacznie wykluczajacej sentencji
opinii. Warto zwréci¢ uwage, ze wszystkie pozycje
sekwenciji, w ktérych zaobserwowano réznice na-
lezg do ,szybkich” (16357) lub ,bardzo szybkich”
(16319, 16129) miejsc w regionie kontrolnym. Sub-
stytucje w pozycjach 16357 i 16319 powstajg naj-
prawdopodobniej na nici H na skutek przej$ciowe-
go, nieprawidtowego potgczenia startera i matrycy
podczas replikacji mtDNA przez mitochondrialng
polimeraze gamma [16, 19]. Warto zwréci¢ uwage,
ze ten sam mechanizm molekularny wyjasnia po-
wstawanie polimorfizmu dtugosci w superzmien-
nych regionach polipirymidynowych HVS i HVS I,
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a zmienno$¢ tego rodzaju zdaje sie nie posiadaé
wiekszego znaczenia identyfikacyjnego. Ponadto
nie mozna wykluczy¢, ze przedstawione przypadki
homoplazmatycznych réznic sg w istocie przypadka-
mi heteroplazmii, niemozliwych do wykrycia z uwagi
na niskg czuto$¢ metody bezposredniego sekwen-
cjonowania produktéw PCR.

Dokonane w ramach pracy obliczenia czesto$ci
mutaciji wiasciwych dla poszczegdlnych pozycii re-
gionu kontrolnego wymagajg przyjecia pewnych
wstepnych zatozen, ktére mogag byé poddane dys-
kusiji. Przyktadowo, do tej pory nie ustalono w spo-
sob definitywny przyczyn rozbiezno$ci miedzy cze-
stosciami mutacji w regionie kontrolnym obliczany-
mi na podstawie rekonstrukcji filogenetycznych oraz
w wyniku kalkulacji bezposrednich, poprzez bada-
nia mtDNA w rodzinach [20]. Szczegétowe omo-
wienie tego zagadnienia przekraczatoby ramy ni-
niejszej pracy. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze dla
potrzeb interpretacji wynikbw w sprawach sgdo-
wych bardziej stosowne wydaje sie przyjecie zato-
zen co do $redniego tempa mutacji wyznaczonego
na podstawie badan bezposrednich. W badaniach
takich preferencyjnie wykrywane sg mutacje w ,,go-
racych miejscach”, ktére w rekonstrukcjach filoge-
netycznych moga pozosta¢ niezauwazone badz
niedoszacowane z uwagi na mozliwe przypadki re-
wersiji, tj. powrotu danej pozycji sekwenciji do stanu
wyjsciowego [20]. Dla potrzeb niniejszej pracy przy-
jeto warto$¢ sredniego tempa mutacji wyznaczo-
nego w wyniku jednego z szerszych badan rodzin-
nych [12]. Warto$¢ ta jest poréwnywalna z wynika-
mi uzyskanymi w innych badaniach bezposrednich
[12]. Obliczenia czesto$ci mutacji w konkretnych
pozycjach regionu kontrolnego wymagajg réwniez
wykorzystania baz danych o odpowiedniej liczeb-
no$ci oraz rozpoznania, czy dana mutacja nie
wystepuje preferencyjnie w obrebie okreslonej
haplogrupy. Substytucje T16357C, G16319A oraz
G16129A zanotowano w obrebie wielu réznych ha-
plogrup, totez w obliczeniach wykorzystano liczbe
mutacji obserwowanych w tych pozycjach w sto-
sunku do catkowitej liczby mutacji w bazie danych.
W przypadkach réznic jednonukleotydowych podej-
$cie takie ma charakter bardzo konserwatywny
i prowadzi do znaczgcego obnizenia wartosci LR,
przez co silnie faworyzuje hipoteze wykluczajaca
pochodzenie probek z jednej linii matczyne;j.

Nalezy sie spodziewac, ze wzrost liczebnosci baz
danych mtDNA oraz ich bardziej szczeg6towa cha-
rakterystyka filogenetyczna pozwolg na dokonanie
bardziej precyzyjnych obliczen czestosci mutacji
w poszczegolnych pozycjach regionu kontrolnego,
a takze bardziej wiarygodnych ocen czestosci ha-
plotypow. W szczegdlnosci wzrastajgca ilos¢ da-
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nych populacyjnych dotyczacych sekwenciji pet-
nych genoméw przyczyni sie do jeszcze szerszego
wykorzystania podejscia filogeograficznego w ge-
netyce sgdowej, przede wszystkim w trudniejszych
przypadkach identyfikacyjnych.
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