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ABSTRACT: The paper describes a rare new allele of the DYS393 locus in a Polish
population — DYS393*10. This allele was found in a population sample of 740 unre-
lated males originating from north Poland. The presence of the new allele was proved
using DNA sequencing analysis. Moreover, the homogeneity of distribution of
DYS393 alleles between different populations was analysed. Very significant statis-
tical differences were observed between the north Polish and the whole Polish popu-
lation and the whole European population (Y-STR DNA base). This observation
strongly supports the supposition that haplotype frequencies must be calculated on
the basis of one's own database, and not on the basis of the pan-European database.
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INTRODUCTION

Locus DYS393 belongs to a group of loci which recently have been intro-
duced to male DNA identification studies in biological traces. Up till now
8 alleles of this locus (from 9 to 16), within the size range from 107-135 bp,
have been identified. DYS393 is characterised by the AGAT repetitive
sequence [5]. Thanks to the setting up of an Internet web site
(http://ystr.charite.de) containing a Y chromosome haplotypes database,
comparison of frequencies of particular alleles and haplotypes for many
different populations has become possible. This data base consists of
5708 haplotypes originating from 46 European populations for 9 Y-STR loci,
including almost 600 haplotypes from four different Polish population sam-
ples (Bydgoszcz, Gdansk, Warsaw, Wroctaw). Analysis of the contents of
the database suggests that 3 alleles of locus DYS393 are very common
(DYS393*12, *13 and *14), 2 of them are rare (DYS393*11 and *15) and
3 very rare (DYS393*%9, *10, *16). The presence of the very rare allele
DYS393*16 in the Polish population has already been described. This allele
appeared in the population of 5708 males from Europe only twice [4].
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The present work describes the identification of the next very rare
DYS393 allele — allele *10. Because of significant differences in allele fre-
quency distributions among European populations for Y-chromosome loci,
(contrarily to frequency distribution of autosomal alleles), an attempt was
made to compare allele DYS393 frequencies for Polish populations with fre-
quencies for other populations gained from the above mentioned database —
with the aim of assessing it's usefulness for drawing statistical conclusions.

MATERIALS AND METHODS

Biological material (blood and buccal swabs) collected from 740 unre-
lated males living in northern Poland was investigated. This population
sample included genetic profiles of 213 men described previously [4]. DNA
extraction, measurement of DNA concentration, amplification of alleles of
DYS393 locus and detection and sequencing of PCR products on the ABI310
automatic DNA sequencer and appropriate statistical calculations were
done according to previously described methods [4]. The DYS393 allele fre-
quencies for other population samples from Poland (Bydgoszcz, Warsaw,
Wroctaw) were taken from the generally accessible world database of
Y-chromosomal loci haplotypes (http://ystr.charite.de). This database in-
cluded, on 23 June 2001, 5708 DNA profiles, with 596 haplotypes from Po-
land. The allele frequencies ascertained for the population sample from Cra-
cow were taken from the original paper [2]. The allelic ladder for locus
DYS393 was kindly supplied by Professor B. Brinkmann from the Institute
of Legal Medicine in Munster (Germany).

RESULTS AND DISCUSSION

The frequency distribution of 740 alleles ascertained for locus DYS393 in
the population sample from north Poland is presented in Table I. During the
population study the presence of 6 out of 8 alleles described till now was ob-
served. The allele frequency distribution is very similar to that observed for
a population of 213 males (test x* P=0.979; G-statistic: P=0.999) in previ-
ous studies [4]. It was also found that the coefficient of diversity (D = 0.320)
calculated for the 740 alleles is very similar to that previously described. The
obtained results show that increasing the analysed population sample from
213 to 740 does not significantly change the distribution of allele frequen-
cies —and so the threshold value of 200 alleles, as is generally acknowledged,
is sufficient for gaining a reliable distribution. During this study the pres-
ence of a 107 bp allele (ABI 310, internal standard GS500), 8 bp shorter than
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allele 12, situated in the allelicladder used, was identified (Figure 1). The new
allele was initially classified as allele DYS393%10. In order to ultimately
prove that the observed allele can be classified as allele 10 of the DYS393 lo-
cus, sequencing of the new allele was performed. This technique allowed us to
establish the exact length of the DNA fragment as 111 bp and its nucleotide
sequence as follows: 5' - GTGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC (AGAT)10
(ATGT)2 CTTTTCTATGAGACATACCTCATTTTTTGGACTTGAGTT - 3,
where primer sequences are printed in bold. A fully complementary se-
quence was obtained by sequencing of the opposite DNA strand of the PCR
product (Figure 2). The obtained sequence is in very good concordance with
the sequence ascertained for allele DYS393*11 by Pestoni et al. [5], except,
of course, that it has one less AGAT repetitive unit.
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Fig. 1. Identification of the rare allele DYS393*10 using capillary electrophoresis on
ABI310 sequencer. From left to the right, alleles DYS393*10, DYS392*14 and
DYS391*11).

TABLE I. COMPARISON OF DYS393 LOCUS ALLELES DISTRIBUTION BETWEEN FIVE
POPULATION SAMPLES FROM POLAND AND EUROPE

Allel Gdansk Bydgoszcz Krakéw Warszawa Wroctaw E
n [%] n [%] n [%] n [%] n [%] n [%]
9 0| 0.0000 0 0 0 0 0 0 0 0 2| 0.0405
10 1| 0.1351 0 0 0 0 0 0 0 0 6] 0.1216
11 0| 0.0000 0 0 0 0 0 0 0 0 39 | 0.7906
12 52 | 7.0270 | 13| 8.2802 | 15| 14.0187 | 18| 11.4650 2| 1.6529 | 592 | 12.0008

13 | 603 | 81.4865 | 139 | 88.5350 | 83 | 77.5701 | 122 | 77.7070 | 103 | 85.1240 | 3550 | 71.9643

14 78 |1 10.5405 | 15| 9.5541 8| 7.4766 | 15| 9.55641 | 13| 10.7438 | 664 | 13.4604
15 5| 0.6756 1| 0.6369 1] 0.9345 2] 1.2739 0 0 78 | 1.5812
16 1| 0.1351 0 0 0 0 0 0 0 0 2 | 0.04505

740 100 168 168 107 100 157 100 121 100 4933 100

E — sum of DYS393 allele frequencies for many European populations (except Polish popula-
tions); data obtained from Internet page: http://ystr.charite.de; state on 5 June 2001.



92 A. Dettlaff-Kqkol, R. Pawtowski
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Fig. 2. Nucleotide sequence of allele DYS393*10 obtained as a result of sequencing
with primer 2 DYS393.

This new allele was not observed in a previously examined populations of
956 males from Poland (http://ystr.charite.de). It is the second very rare al-
lele which, alongside the previously described allele DYS393*16 [4], has
been revealed in the population of north Poland. In Europe allele
DYS393*10, (similarly to alleles DYS393*9 and DYS393*16) is very rare —it
appeared only in 6 males. Allele DYS393*10 was observed in populations of
Austria, Switzerland and Norway [6].

Lately, an increasing number of reports have appeared providing new
data proving very significant variations in frequencies of particular alleles
and haplotypes between different populations [1, 3]. These variations have
a direct and major influence on the assessment of haplotype frequencies for
particular populations. This also, of course, has a bearing on calculations
used during statistical evaluation of Y-STR profile frequencies for forensic
genetic reports. A solution to this problem seems to be the creation of our
own appropriately large DNA database containing at least 200 anonymous
Y-chromosome DNA profiles or use of a widely accessible Internet database
currently containing almost 600 DNA haplotypes from Poland.

In order to ascertain potential differences between studied populations
and other Polish populations and also other populations present in the data-
base, analysis of allele frequencies distribution in the range of the typed lo-
cus was performed. Table I presents the distribution of the observed allele
frequencies of locus DYS393 for 5 population samples from Poland and the
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cumulative frequency of occurrence of alleles of the DYS393 locus in all re-
maining populations included in the Internet Y-chromosome DNA database
with the exception of the data from Poland (4933 alleles). A comparison of
the frequencies distribution between the studied population sample from
north Poland and other Polish populations revealed statistically significant
homogeneity (Table II). The lowest P value was observed for the population
sample from Cracow (~0.31), and the highest for the population sample from
Bydgoszcz (P =0.94). Comparison of the homogeneity of the DYS393 alleles
distribution between the population sample from north Poland and also be-
tween the Polish populations and the European population (database) re-
vealed very significant differences in DYS393 allelic distribution. In all
cases P values equalling 0.0000 were noted (Table II), which strongly sug-
gests that all calculations of the Y-STR haplotype frequencies have to be
based on frequencies ascertained for local population or joint frequencies for
Poland accessible in the Internet Y-STR database. Similar differences were
observed previously, when performing comparative analysis of the northern
Polish population with western populations based on data for the DYS19
and the DYS390 loci [4], where a tendency towards allele frequencies shift in
the direction of those consisting of a greater number of repetitive units was
clearly visible. The necessity for the above proposed course of action was
also postulated by Pascali et al. [3] and Forster et al. [1].

TABLE II. COMPARISON OF DYS393 ALLELES HOMOGENEITY DISTRIBUTION BE-
TWEEN DIFFERENT POPULATIONS

p(i:ff;i‘f;‘fs 72 P G-statistic P
Gd x B 0.94 0.9440 1.31 0.9400
Gd x Wa 4.64 0.4630 4.59 0.4810
Gd x Ww 2.63 0.6450 3.78 0.5953
Gd x K 7.20 0.5530 6.59 0.3100
Gd x E 37.04 0.0000 44.76 0.0000
PL x E 53.51 0.0000 64.37 0.0000

Gd — population sample from north Poland (740 males); B; Wa; Ww; K — population samples
analysed respectively in Institutes of Forensic Medicine in Bydgoszcz, Warsaw, Wroctaw, and
Institute of Forensic Research in Cracow; E —sum of DYS393 allele frequencies for many Euro-
pean populations (except Polish populations); data obtained from Internet page:
http://ystr.charite.de; state on 23 June 2001.
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IDENTYFIKACJA RZADKIEGO ALLELA DYS393%10
W POPULACJI POLSKI POENOCNEJ

Anita DETTLAFF-KAKOL, Ryszard PAWELOWSKI

WSTEP

Lokus DYS393 nalezy do grupy loci, ktére ostatnio wprowadzono do badan iden-
tyfikacyjnych DNA mezczyzn w §ladach biologicznych. Do tej pory w tym lokus
zidentyfikowano 8 alleli (od 9 do 16) zawartych w przedziale wielkoSci miedzy
107-135 pz. DYS393 charakteryzuje sie jednostke repetytywna typu AGAT [5]. Dzieki
uruchomieniu strony internetowej (http://ystr.charite.de) zawierajacej baze danych
haplotypéw DNA z chromosomu Y, stalo sie mozliwe zestawienie czestosci poszczeg-
6lnych alleli jak 1 haplotypéw dla wielu réznych populacji. Baza ta zawiera 5708 ha-
plotypow z 46 europejskich populacji dla 9 loci typu Y-STR, w tym réwniez dla 4 réz-
nych populacji polskich (Bydgoszcz, Gdansk, Warszawa, Wroctaw) liczacych prawie
600 haplotypow. Analiza zawartos$ci bazy pokazuje, iz w zakresie lokus DYS393 wy-
stepuja 3 powszechne allele (DYS393*12, *13 1 *14), 2 rzadkie (DYS393*11 i *15)
oraz trzy bardzo rzadkie (DYS393*9, *10, *16). W populacji polskiej dotychczas
opisano obecno$¢ bardzo rzadkiego allela DYS393%16, ktory w populacji 5708 mez-
czyzn z calej Europy pojawit sie tylko 2 razy [4].

Niniejsza praca opisuje zidentyfikowanie nastepnego bardzo rzadkiego allela
w zakresie lokus DYS393, a mianowicie DYS393%10. Ze wzgledu na istniejace znacz-
ne réznice w rozktadach czestosci alleli w populacjach europejskich dla loci z chro-
mosomu Y — w odréznieniu od rozkladu czestosci alleli obecnych na autosomach —
podjeto probe poréwnania rozkladu czestoSci alleli lokus DYS393 w populacjach
polskich z innymi populacjami prezentowanymi w bazie danych w celu oceny jej
przydatnosci dla wnioskowania statystycznego.

MATERIALY I METODY

Badaniom poddano prébki materiatu biologicznego (krew i wymazy z jamy
ustnej) pochodzace od 740 niespokrewnionych mezczyzn z obszaru Polski pétnocnej.
Ta probka populacyjna zawierata w sobie profile DNA 213 mezczyzn opisanych
uprzednio [4]. Izolacje DNA, pomiar jego stezenia, amplifikacje alleli lokus DYS393
oraz detekcje 1 sekwencjonowanie produktéw na automatycznym sekwenatorze
DNA ABI310, jak r6wniez stosowne obliczenia statystyczne, prowadzono jak podano
uprzednio [4]. Czestoéci alleli DYS393 dla innych populacji z obszaru Polski
(Bydgoszcz, Warszawa, Wroctaw) uzyskano z ogdlnie dostepnej $wiatowej bazy
haplotypéw loci z chromosomu Y (http://ystr.charite.de). Baza ta w dniu 23 czerwca
2001 r. zawierata 5708 profili DNA, w tym 596 haplotypéw z obszaru Polski.
Czestosci alleli dla populacji krakowskiej zaczerpnieto z publikacji [2]. Drabine alleli
dla lokus DYS393 uzyskano dzieki uprzejmosci Profesora B. Brinkmanna z Instytu-
tu Medycyny Sadowej w Minster (RFN).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Rozktad czestosci 740 alleli lokus DYS393 zaobserwowany w prébce populacyj-
nej z obszaru Polski péinocnej przedstawia tabela I. W badaniach populacyjnych
stwierdzono istnienie 6 z 8 do tej pory opisanych alleli. Wspomniany rozktad jest
bardzo zblizony do tego, ktéry zaobserwowano dla populacji 213 mezczyzn w po-
przednich badaniach (test y* P = 0,979; test G-statistic: P = 0,999) [4]. Ustalono
réwniez, ze dla 740 alleli wspétezynnik réznorodnosci (D = 0,320) jest bardzo
zblizony do poprzedniego. Jak wskazuja uzyskane wyniki, powiekszenie prébki
populacyjnej z 213 do 740 0s6b nie zmienia znaczaco rozktadu alleli, a wiec wartosé
progowa 200 alleli, jak sie powszechnie uwaza, jest wystarczajaca dla uzyskania
wiarygodnego rozktadu. Podczas badania zidentyfikowano obecno$é allela o wiel-
kosci ok. 107 pz (ABI310, standard wewnetrzny GS500), krdotszego o 8 pz od
allela 12 znajdujacego sie w dostepnej drabinie alleli (rycina 1). Allel ten wstepnie
okreslono jako DYS393*10. W celu ostatecznego potwierdzenia, iz obserwowany
allel jest 10 allelem w lokus DYS393, przeprowadzono jego sekwencjonowanie.
Badaniem tym wykazano obecno§¢ fragmentu DNA o dtugoéci 111 pz i nastepuja-
cej sekwencji: 5' — GTGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC (AGAT)10 (ATGT)2
CTTTTCTATGAGACATACCTCATTTTTTGGACTTGAGTT - 3', gdzie ttustym
drukiem zaznaczono sekwencje starteréw. W pelni komplementarny obraz uzyska-
no, sekwencjonujac druga ni¢ produktu PCR (rycina 2). Uzyskana sekwencja w petni
odpowiada tej, ktéra — dla allela DYS393*11 — obserwowali Pestoniiin. [5], z wyjat-
kiem, oczywiScie, o jeden mniejszej liczbie jednostek repetytywnych typu AGAT.

Allel ten nie byt dotychczas obserwowany w przebadanej grupie 596 mezczyzn
z populacji polskiej (http://ystr.charite.de). Jest on drugim bardzo rzadkim allelem,
ktoéry, oprocz opisanego juz DYS393*16 [4], ujawniono w populacji Polski pétnocne;j.
Na obszarze Europy DYS393*10, obok alleli DYS393*91DYS393*16, nalezy réwniez
do bardzo rzadkich, gdyz pojawit sie tylko u 6 mezczyzn; wystepowanie allela
DYS393*10 stwierdzono bowiem w populacji Austrii, Szwajcarii i Norwegii [6].

W ostatnim czasie pojawia sie tez coraz wiecej doniesien udowadniajacych bardzo
duze réznice w czestos$cl wystepowania poszcezegdlnych alleli i haplotypéw pomiedzy
réznymi populacjami [1, 3]. Réznice te maja wiec bezposredniiduzy wplyw na okres-
lenie czesto$ci haplotypow dla poszczegdlnych populacji. Rzutuje to oczywiscie na
wlasciwe kalkulacje podawane przy ocenie statystycznej czestos$ci profili Y-STR
w opiniach z zakresu genetyki sadowej. Rozwigzaniem problemu jest stworzenie od-
powiednio duzej wlasnej bazy zawierajacej minimum 200 anonimowych profili DNA
z chromosomu Y lub skorzystanie z dostepnej w Internecie bazy danych zawierajacej
obecnie prawie 600 haplotypéw DNA wystepujacych na obszarze Polski.

W celu stwierdzenia ewentualnych réznic pomiedzy badanymi populacjami
a innymi populacjami polskimi oraz innymi populacjami prezentowanymi w bazie
danych, dokonano analizy rozkladu czestosci alleli w zakresie badanego lokus.
Tabela I przedstawia rozklad obserwowanych czestosci alleli lokus DYS393 dla
5 populacji z obszaru Polski oraz tacznej czestoéci wystepowania alleli DYS393 we
wszystkich pozostatych populacjach ujetych w internetowej bazie danych z pominie-
ciem danych z obszaru Polski (facznie 4933 allele). Wzajemne poréwnanie rozkladu
czesto$ci pomiedzy badang populacja Polski pdtnocnej oraz innymi populacjami
polskimi wykazalo statystycznie znamienna homogennos¢ rozkladu (tabela II).
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Najnizsza warto§é P zaobserwowano dla populacji krakowskiej (ok. 0,31), a najwyz-
sza dla populacji bydgoskiej, gdzie warto$é¢ P wynosita 0,94.

Poréwnanie homogennoéci rozktadu alleli DYS393 pomiedzy prébka populacyjna
z Polski péinocnej, jak réwniez pomiedzy populacjami polskimi i populacja Europy
(baza danych), wykazato bardzo znamienne réznice w rozkladzie alleli tego lokus.
W kazdym przypadku zaobserwowano wartoSci P réwne 0,0000 (tabela II), co
zdecydowanie wskazuje na konieczno§é opierania wszelkich obliczen czesto$ci haplo-
typéw Y-STR na czestoséciach zaobserwowanych w lokalnej populacji lub tacznych
czestoéciach dla obszaru Polski podanych w internetowej bazie Y-STR. Podobne
réznice obserwowano uprzednio, poréwnujac populacje Polski pdtnocnej z popu-
lacjami zachodnimi w zakresie loci DYS19 1 DYS390 [4], gdzie wyraZnie widoczna
byta tendencja przesuniecia czestosci alleli w kierunku tych, ktore posiadaty wieksza
iloé¢ jednostek repetytywnych. Na konieczno$éé tego typu postepowania wskazywat
réwniez Pascaliiin. [3] oraz Forster iin. [1].



