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Opracowanie zestawu polimorficznych markerow STR do genotypowania
ludzi oraz jego wdrozenie do analiz pokrewienstwa w dalszych relacjach
rodzinnych

Streszczenie rozprawy doktorskiej

Analiza dtugoSci sekwencji mikrosatelitarnych, czyli krétkich powtérzen tandemowych (ang.
STR — Short Tandem Repeats), jest jedng z najwazniejszych metod stosowanych w genetyce
sgdowej, w tym w badaniach biologicznego pokrewienstwa. Jej powszechnoS¢ stosowania
wynika z wysokiej informatywnosSci, czutoSci oraz mozliwoSci badania zdegradowanego
DNA. Dodatkowo, metoda ta charakteryzuje si€ niskim kosztem jednostkowym analizy i
krétkim czasem realizacji badah. Rutynowa analiza loci STR w laboratoriach
genetyczno-sgdowych  opiera sie¢ na technice multipleks-PCR, wykorzystujgcej
fluorescencyjnie znakowane startery, oraz na elektroforezie kapilarnej, ktéra umozliwia
okresSlenie dtugo$ci zamplifikowanych alleli. W badaniach kryminalistycznych i analizach
pokrewienstwa najczeSciej stosuje sie technologie pozwalajgcg na jednoczesng analize
dwudziestu loci STR z systemu CODIS (ang. Combined DNA Index System) oraz dodatkowych
loci STR, takich jak SE33, PENTA D i PENTA E, przy uzyciu komercyjnych zestawow
odczynnikéw. Analiza dwudziestu loci STR systemu CODIS jest zazwyczaj wystarczajgca w
stosunkowo prostych sprawach dotyczgcych badania biologicznego ojcostwa lub
macierzynstwa, jednak okazuje sie byC niewystarczajgco informatywna w przypadku
badania pokrewienstwa w relacjach pokrewienstwa drugiego i trzeciego stopnia.

Celem niniejszego doktoratu wdrozeniowego byto opracowanie metody Kinfinder do
badania biologicznego pokrewienstwa w dalszych relacjach rodzinnych. Metoda miata zosta¢
wdroZzona w Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed, w zwigzku z czym musiata
opieraC sie na technologii reakcji multipleks-PCR oraz elektroforezy kapilarnej. Takie
podej$cie pozwolitoby na stosowanie metody przez firme bez koniecznoSci ponoszenia
dodatkowych kosztéw inwestycyjnych w nowg aparature, przestrzen laboratoryjng oraz w
szkolenia pracownikéw.

Projekt opracowania metody Kinfinder obejmowat analize bioinformatyczng genomu
ludzkiego, w celu identyfikacji 150-200 najbardziej polimorficznych loci STR, nastepnie
zaprojektowanie starteréw do reakcji PCR do amplifikacji kazdego z wybranych loci i



przeprowadzenie laboratoryjnych badan przesiewowych loci STR pozwalajgcych na
oszacowanie heterozygotycznoSci loci w populacji polskiej. W kolejnym etapie wybrano 50
najbardziej polimorficznych loci i opracowano dwie reakcje multipleks-PCR do
genotypowania ludzkiego DNA w zakresie wybranych loci STR. Po zaprojektowaniu i walidacji
metody, dysponujgc mozliwoscig analizy 50 loci w dwodch reakcjach multipleks-PCR,
przeprowadzono badania populacyjne majgce na celu wyznaczenie czestoSci wystepowania
alleli kazdego locus w populacji polskiej. Badania opisane w niniejszej pracy objety takze
sekwencjonowanie loci w celu powigzania dtugo$ci sekwencji tandemowo powtdrzonej z
dtugoscig amplikondw, a takZe objetly stworzenie drabiny allelicznej oraz odczynnika do
kalibracji analizatora genetycznego. Badania populacyjne potwierdzity bardzo wysokg
polimorficzno$¢ opracowanych 50 loci STR. Ich $rednia heterozygotyczno$¢ wynosita
88,07% co w poréwnaniu ze Srednig heterozygotycznos$cig loci CODIS wynoszgcg w polskiej
populacji 78,95% jest wyraZnie wyzszg wartoscig. Najbardziej polimorficzne loci w zestawie
Kinfinder (D8A26, D15L495, D135S742) cechowaly sie heterozygotycznoScig odpowiednio
93,45%, 93,53%, 93,9% co odpowiada najbardziej polimorficznemu locus STR
wykorzystywanego w genetyce sgdowej (SE33), ktérego heterozygotyczno$¢ w populacji
polskiej wynosi od 93,4% do 95,4% w zaleznosci od Zrddet literaturowych.

Wyniki badan wskazujg, ze wykorzystane dane wstepne oraz opracowana od podstaw
metoda szacowania polimorfizmu loci STR pozwolity na weryfikacje heterozygotycznoSci
wybranych loci w populacji polskiej. Zgodnie z zatoZzeniami, potwierdzono, Zze
heterozygotycznoSC¢ cze$ci loci STR jest wyZsza niz ta zgloszona w bazach projektu 1000
Genomes oraz w bazach STRCatalog i WebSTR, co uwidocznito ograniczenia technologii
sekwencjonowania krétkich odczytéw zastosowanej w projekcie 1000 Genomes w analizie
polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych w genomie ludzkim.

Wyniki analiz statystycznych badan pokrewienstwa w réznych relacjach rodzinnych
potwierdzity wysokg informatywnoSC metody Kinfinder i jej przydatnosSC zwilaszcza w
badaniach pokrewienstwa drugiego i trzeciego stopnia. Zgodnie z zatozeniami doktoratu
wdroZeniowego, metoda Kinfinder zostata wigczona do standardowych procedur
Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed i zostata juz zastosowana w ponad
trzydziestu badaniach pokrewienstwa w tym w sprawach sgdowych.



