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Streszczenie

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 informatywnosci, czutosci oraz mozliwosci badania zdegradowanego DNA.
Dodatkowo, metoda ta charakteryzuje sie niskim kosztem jednostkowym analizy i krétkim
czasem realizacji badan. Rutynowa analiza loci STR w laboratoriach genetyczno-sgdowych
opiera sie na technice multipleks-PCR, wykorzystujacej fluorescencyjnie znakowane startery,
oraz na elektroforezie kapilarnej, ktéra umozliwia okreslenie dtugosci zamplifikowanych alleli.
W badaniach kryminalistycznych i analizach pokrewiedstwa najczesciej stosuje sie
technologie pozwalajgcy 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 zestawdw odczynnikéw. Analiza dwudziestu loci STR systemu
CODIS jest zazwyczaj wystarczajgca w stosunkowo prostych sprawach dotyczacych badania
biologicznego ojcostwa lub macierzyistwa, jednak okazuje sie by¢ niewystarczajgco
informatywna w przypadku badania pokrewienstwa w relacjach pokrewienstwa drugiego i

trzeciego stopnia.

Celem niniejszego doktoratu wdrozeniowego byto opracowanie metody Kinfinder do badania
biologicznego pokrewiedstwa w dalszych relacjach rodzinnych. Metoda miafa zostac
wdrozona w Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed, w zwigzku z czym musiata
opierac sie na technologii reakcji multipleks-PCR oraz elektroforezy kapilarnej. Takie podejscie
pozwolitoby na stosowanie metody przez firme bez koniecznosci ponoszenia dodatkowych
kosztéw inwestycyjnych w nowg aparature, przestrzen laboratoryjng oraz w szkolenia

pracownikow.

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 dwdch reakcjach multipleks-PCR, przeprowadzono
badania populacyjne majace na celu wyznaczenie czestosci wystepowania alleli kazdego locus
w populacji polskiej. Badania opisane w niniejszej pracy objety takze sekwencjonowanie loci
w celu powigzania dtugosci sekwencji tandemowo powtdrzonej z dtugoscig amplikonow, a
takze objety stworzenie drabiny allelicznej oraz odczynnika do kalibracji analizatora
genetycznego. Badania populacyjne potwierdzity bardzo wysoka polimorficzno$é
opracowanych 50 loci STR. Ich srednia heterozygotyczno$¢ wynosita 88,07% co w poréwnaniu
ze sSrednig heterozygotycznoscig loci CODIS wynoszacg w polskiej populacji 78,95% jest
wyraznie wyzszg wartoscig. Najbardziej polimorficzne loci w zestawie Kinfinder (D8A26,
D15L495, D13S742) cechowaty sie heterozygotycznoscig odpowiednio 93,45%, 93,53%, 93,9%
co odpowiada najbardziej polimorficznemu locus STR wykorzystywanego w genetyce sgdowe;j
(SE33), ktdérego heterozygotycznos¢ w populacji polskiej wynosi od 93,4% do 95,4% w

zaleznosci od zrddet literaturowych.

Wyniki badan wskazuja, ze wykorzystane dane wstepne oraz opracowana od podstaw metoda
szacowania polimorfizmu loci STR pozwolity na weryfikacje heterozygotycznosci wybranych
loci w populacji polskiej. Zgodnie z zatozeniami, potwierdzono, ze heterozygotycznos¢ czesci
loci STR jest wyzsza niz ta zgtoszona 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 rdéznych relacjach rodzinnych
potwierdzity wysokg informatywnos¢ metody Kinfinder i jej przydatnos¢ zwtaszcza w
badaniach pokrewienstwa drugiego i trzeciego stopnia. Zgodnie z zatozeniami doktoratu
wdrozeniowego, metoda Kinfinder zostata witgczona do standardowych procedur
Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed i zostata juz zastosowana w ponad

trzydziestu badaniach pokrewienstwa w tym w sprawach sgdowych.



Abstract

The analysis of microsatellite sequences, also known as Short Tandem Repeats (STR), is one
of the most important methods used in forensic genetics, including in biological kinship
testing. Its widespread use results from its high informativeness, sensitivity, and the ability to
analyze degraded DNA. Additionally, this method is characterized by low per-sample cost and
a short turnaround time for analysis. Routine STR locus analysis in forensic genetics
laboratories relies on the multiplex-PCR technique, which uses fluorescently labeled primers,
and capillary electrophoresis, which enables the determination of the lengths of amplified
alleles. In forensic investigations and kinship analysis, technology allowing for the
simultaneous analysis of twenty CODIS STR loci (Combined DNA Index System) and additional
STR loci, such as SE33, PENTA D, and PENTA E, using commercial reagent kits is commonly
employed. The analysis of twenty CODIS STR loci is sufficient for relatively simple cases of
biological paternity or maternity testing, but it proves to be insufficiently informative for

kinship testing in second and third-degree familial relationships.

The aim of this implementation PhD was to develop the KinFinder method for investigating
biological kinship in more distant familial relationships. The method was intended to be
implemented in the GenMed Molecular Diagnostics Laboratory, and therefore, it needed to
be based on the technology of multiplex-PCR and capillary electrophoresis. This approach
would allow the company to use the method without incurring additional investment costs

for new equipment, laboratory space, or employee training.

The development of the Kinfinder method involved a bioinformatic analysis of the human
genome to identify 150-200 of the most polymorphic STR loci, followed by the design of PCR
primers for the amplification of each selected locus, and laboratory screening of STR loci to
estimate the heterozygosity of these loci in the Polish population. In the next phase, 50 of the
most polymorphic loci were selected, and two multiplex-PCR reactions were developed for
genotyping human DNA at the selected STR loci. After the design and validation of the
method, with the ability to analyze 50 loci in two multiplex-PCR reactions, population studies

were conducted to determine the allele frequencies of each locus in the Polish population.



The research described in this dissertation also included sequencing of the loci to link the
length of the tandem repeat sequence to the length of the amplicons, as well as the creation
of an allelic ladder and a reagent for calibrating the genetic analyzer. Population studies
confirmed the very high polymorphism of the 50 developed STR loci. Their average
heterozygosity was 88.07%, which is significantly higher compared to the average
heterozygosity of CODIS loci in the Polish population, which is 78.95%. The most polymorphic
loci in the KinFinder set (D8A26, D15L495, D135742) had heterozygosity rates of 93.45%,
93.53%, and 93.9%, respectively, comparable to the most polymorphic STR locus used in
forensic genetics (SE33), whose heterozygosity in the Polish population ranges from 93.4% to

95.4%, depending on the literature reports.

The results of the study show that the preliminary data used, as well as the newly developed
method for estimating STR locus polymorphism, allowed for the verification of the
heterozygosity of selected loci in the Polish population. As predicted, it was confirmed that
the heterozygosity of some STR loci is higher than that reported in the 1000 Genomes project
database and the STRCatalog and WebSTR databases, highlighting the limitations of the short-
read sequencing technology used in the 1000 Genomes project for analyzing microsatellite

sequence polymorphism in the human genome.

The statistical analysis of kinship tests in various familial relationships confirmed the high
informativeness of the KinFinder method and its usefulness, particularly in second and third-
degree kinship testing. In line with the objectives of this implementation PhD, the KinFinder
method has been incorporated into the standard procedures of the GenMed Molecular
Diagnostics Laboratory and has already been applied in over thirty kinship tests, including

court cases.
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1. Wstep

1.1. Loci mikrosatelitarne genomu cztowieka

Mikrosatelity, czyli proste powtdrzenia sekwencji (ang. SSRs - Simple Sequence Repeats)
nazywane tez krotkimi powtérzeniami tandemowymi (ang. STRs - Short Tandem Repeats), to
sekwencje DNA zawierajgce krdtkie motywy utozonych tandemowo od jednego do szesciu
nukleotyddw. Ten typ sekwencji jest charakterystyczny dla genoméw organizméw
eukariotycznych (Li i in., 2002; Zane i in., 2002). W obszarach mikrosatelitarnych motywy
powtarzajg sie od kilku do kilkuset razy, przy czym liczba powtdrzen jest wysoce zmienna
(Selkoe i Toonen, 2006). W ludzkim genomie liczba sekwencji STR przekracza milion i zajmuja
one ok. 3% jego dtugosci (Sawaya i in., 2013). Najczesciej wystepujacymi mikrosatelitami w
genomie ludzkim sg te z powtdrzeniami dinukleotydowymi. Sekwencje z powtdrzeniami
mono- i tetranukleotydowymi sg rzadsze, natomiast powtdrzenia tri-, penta-, oraz
heksaukleotydowe sg najmniej liczne (Ellegren, 2004).

Ze wzgledu na biologiczne witasciwosci sekwencji mikrosatelitarnych, takie jak dziedziczenie
mendlowskie, wysoka polimorficznosé, wysokie tempo mutacji oraz obecnos$é duzej liczby
tych sekwencji w genomie, sg one wykorzystywane w wielu obszarach biologii, m. in. w
genetyce sadowej do identyfikacji oséb, w ustalaniu pokrewienstwa (np. Zhang i in., 2020;
Wilkening i in., 2006) oraz w analizach kryminalistycznych (np. Nwawuba Stanley i in., 2020),
w genetyce populacyjnej do badania réznorodnosci genetycznej, struktury populacji oraz
proceséw ewolucyjnych (np. Schlotterer, 2000), w hodowli roslin i zwierzat w celu
identyfikacji cech pozadanych i monitorowania linii genetycznych (Xu i in., 2017). Ponadto
analiza sekwencji mikrosatelitarnych znajduje zastosowanie w genetyce konserwatorskiej do
badania genetyki zagrozonych gatunkéw, co pomaga w planowaniu strategii ochrony i
zarzadzania populacjami (Abdul-Muneer, 2014), w biologii ewolucyjnej w badaniach
mechanizméw ewolucyjnych oraz zjawisk takich jak dryf genetyczny i dobdr naturalny
(Takezaki i Nei, 2009), a takze w badaniach antropologicznych i archeologicznych gdzie sg
stosowane do analizy réznorodnosci genetycznej wsrdd dawnych populacji ludzkich, co
pomaga w badaniach nad pochodzeniem i migracjg ludzi (Slatkini i Racimo, 2016). Analiza loci

STR znajduje rowniez zastosowanie w diagnostyce nowotworéw (Boland i Goel, 2010),
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monitorowaniu terapii oraz w diagnozowaniu wrodzonych chordb genetycznych takich jak

ataksje rdzeniowo-mdzdzkowe czy plgsawica Huntingtona (Brouwer i in., 2009).

Termin “satelitarny DNA” zostat po raz pierwszy uzyty w 1961 r do opisania frakcji DNA
wykazujgcej inng gestos¢ w trakcie wirowania DNA w gradiencie chlorku cezu, przez co
wyraznie odrdzniajgcej sie od gtownej frakcji DNA (Kit., 1961). Termin ,, mikrosatelita” zostat
wprowadzony znacznie pdzniej, w 1989 roku do opisania w genomie cztowieka sekwencji
tandemowo powtdrzonych zawierajgcych motyw TG (Litt i Luty, 1989). Autorzy publikacji
jednoczesnie wykazali znaczny polimorfizm locus zawierajgcego ten motyw w obrebie
badanej grupy oséb. Pierwsza sekwencja fragmentu ludzkiego genomu, zawierajgca
powtdrzenia tandemowe, zostata opisana wczesniej, w 1984 r. (Weller et al 1984 r.).
Sekwencja zawierata powtdrzony tandemowo motyw GGAT znajdujacy sie w genie
mioglobiny. Funkcjonalny ludzki gen mioglobiny ma dtugo$é ok. 10,4 tys. par zasad (pz) i
posiada strukture podobng do hemoglobiny, z trzema eksonami i dwoma intronami oraz
dtugimi regionami niekodujacymi. Sekwencja STR zawierajgca ok. 165 powtdrzen motywu
GGAT potozona jest w sekwencji regulatorowej 1100-1750 pz powyzej sekwencji kodujacej
genu. Postep w technikach biologii molekularnej, takich jak PCR i sekwencjonowanie,
znaczaco przyspieszyt poznawanie genomu ludzkiego oraz odkrywanie licznych sekwencji

mikrosatelitarnych w réznych jego obszarach.

Sekwencje mikrosatelitarne mutujg z czestoscig o kilka rzedéw wielkosci wyzszg (102-10°) w
porownaniu do mutacji punktowych w innych rejonach genomu (Hodel i in., 2016). W
przeciwienstwie do mutacji punktowych, ktére wptywajg jedynie na pojedynczy nukleotyd,
mutacje mikrosatelitarne prowadzg do zysku lub utraty catej jednostki powtdrzonej
tandemowo, a w niektoérych przypadkach dwdch lub wiecej powtdrzen. Tempo mutacji loci
mikrosatelitarnych zalezy od sekwencji i dtugosci motywu powtdrzonego oraz liczby
jednostek powtdrzonych (Gymrek i in., 2017). Zmiany dtugosci w DNA mikrosatelitarnym sg
zazwyczaj uznawane za wynik tzw. poslizgédw replikacyjnych — to znaczy przejsciowego
roztgczenia replikujgcych sie nici DNA, a nastepnie ich niewtasciwego ponownego potgczenia
(Schlotterer i Tautz, 1992). Kiedy nowa ni¢ przytaczy sie w niewtasciwej pozycji, kontynuacja

replikacji prowadzi do wstawienia lub usuniecia jednostek powtdrze w poréwnaniu do nici

11



matrycowej (Ryc. 1).

. . 5 CTAT CTAT CTAT CTAT 3
3. Skrdcenie .
GATA GATA GATA GATA GATA 5
GATA
3
1. Replikacja éé 5. Hybrydyzacja nici
s CTAT  CTAT  CTAT  CTAT 3 CTAT  CTAT s 3 5' CTAT ~ CTAT  CTAT  CTAT 3
3 GATA  GATA  GATA GATA  GATA 5 3 GATA  GATA GATA GATA GATA  GATA 5 3 GATA  GATA GATA  GATA  GATA 5!

2. Rozdzielenie nici

CTAT

Lt CTAT ~ CTAT CTAT 3
4. Wydtuzenie
GATA  GATA GATA  GATA  GATA  GATA 5'

Ryc. 1. Mechanizm powstawania mutacji sekwencji STR. Podczas replikacji sekwencje DNA sg
potaczone, a polimeraza DNA rozpoznaje i wigze sie z koricem 3’ nici DNA, co pozwala jej na synteze
identycznej komplementarnej kopii (1). Czasami nici ulegaja dysocjacji, kompleks polimerazy DNA
odpada, a replikacja zatrzymuje sie (2). Gdy dwie nici DNA ponownie sie t3czg, zazwyczaj dopasowujg
sie poprawnie (5). Jednak czasami, z powodu powtarzajgcych sie sekwencji (GATA), nici mogg ulec
btednemu dopasowaniu, co prowadzi do skrécenia potomnej nici o jedno powtdrzenie tandemowe
(3) lub do wydtuzenia nici potomnej o jedno powtdrzenie tandemowe (4).

Wiekszos¢ pierwotnych mutacji tego typu jest naprawiana przez system naprawy bfednie
sparowanych zasad, a jedynie mata czes¢, ktéra nie zostata naprawiona, staje sie
rzeczywistymi zdarzeniami mutacji mikrosatelitarnych. Eksperymenty in vitro z
wykorzystaniem  oczyszczonych enzyméw  eukariotycznych lub  prokariotycznych
potwierdzajg, ze polimeraza DNA jest jedyng aktywnoscig enzymatyczng potrzebng do
powstania zjawiska poslizgu (Schlotterer i Tautz, 1992). Wysokie tempo mutacji mikrosatelit
koreluje pozytywnie z polimorficznoscia tych sekwencji w populacji co jest wykorzystywane

w badaniach pokrewienstwa oraz analizie kryminalistycznej.

Poslizg replikacyjny wystepuje rowniez in vitro podczas amplifikacji sekwencji
mikrosatelitarnych metodg PCR (Ryc. 2). Charakterystyczng cechg takich amplifikacji jest
obecnos¢ amplikonéw nazywanych ,stutter" — czyli produktéw ubocznych, ktére rdéznig sie
dtugoscia od gtéwnego produktu o wielokrotnos¢ dtugosci jednostki powtdrzonej (Hauge i

Litt, 1993: Murray i in., 1993). Badania iloSciowe pokazujg, ze czestos¢ poslizgéw polimerazy
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Taq rosnie wraz z liczbg jednostek powtdrzonych i jest odwrotnie skorelowana z dtugoscia
jednostki powtdrzonej. Wiele oséb zajmujgcych sie mikrosatelitami zaobserwowato
amplikony typu stutter podczas amplifikacji loci STR; markery powtdrzen
tetranukleotydowych generujg zazwyczaj mniej produktéw stutter niz powtdrzenia
dinukleotydowe, a zwitaszcza mononukleotydowe. Amplikony typu stutter zazwyczaj
pojawiajg sie jako produkty krétsze od amplifikowanego allelu, co sugeruje, ze tempo mutacji
polegajgcej na skrdceniu sekwencji przez polimeraze Taq jest znacznie wyzisze niz tempo

mutacji prowadzacych do jej wydtuzenia (Shinde i in., 2003).
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Ryc. 2. Elektroforegram przedstawiajacy amplifikacje locus D13S317 zawierajgcego powtdrzenia
tetranukleotydowe. Strzatkami oznaczono amplikony typu stutter bedace niespecyficznymi
produktami reakcji PCR. Stutter -2 jest amplikonem skréconym o dwie jednostki powtdrzone, stutter
-1 amplikonem skréconym o jedng jednostke, natomiast stutter +1 jest amplikonem zawierajgcym
dodatkows jednostke sekwencji powtérzonej.

1.2 Zastosowania analizy loci STR w badaniach biologicznego pokrewienstwa

Ze wzgledu na wysoki polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych, tatwos¢ analizy dtugosci
sekwencji metodg PCR oraz stosunkowo niski koszt badania, analiza loci STR jest metodg
pierwszego wyboru w genetyce kryminalistycznej oraz rutynowych testach pokrewienstwa.
Dominujacg technologig analizy alleli w loci STR, zaréwno w badaniach kryminalistycznych jak
i badaniach pokrewienstwa, jest analiza dwudziestu tzw. loci CODIS (ang. COmbined DNA
Index System) oraz kilku innych markeréw, w tym: SE33, PENTA D, PENTA E (np. Shrivastava i

in., 2021) przy uzyciu komercyjnie dostepnych zestawdéw reagentéw takich jak zestaw
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GlobalFiler™ PCR Amplification Kit firmy Applied Biosystems lub zestaw PowerPlex® Fusion 6C
System firmy Promega. Zestawy te wykorzystujg reakcje multipleks-PCR i elektroforeze

kapilarng do analizy dtugosci amplifikowanych produktow DNA.

Analiza dtugosci amplifikowanych fragmentéw DNA zawartych w loci STR pozwala na
precyzyjne okres$lenie liczby tandemowych powtdrzen w polimorficznej sekwencji
mikrosatelitarnej, a tym samym na ustalenie profilu genetycznego badanej osoby, ktéry
mozna pozniej poréwnac z profilem DNA izolowanym z materiatu biologicznego lub z profilem
genetycznym innej osoby w celu ustalenia pokrewieistwa lub tozsamosci. Analiza dwudziestu
loci STR systemu CODIS jest wystarczajgca w stosunkowo prostych sprawach dotyczacych
badania biologicznego ojcostwa lub macierzynstwa, jednak moze byé niewystarczajgca w
przypadku badania pokrewienstwa w dalszych relacjach rodzinnych (Pedroza Matute i lyavoo,
2024). Trudnos$¢ w uzyskaniu pewnych i jednoznacznych wynikéw dotyczacych biologicznego
pokrewienstwa w dalszych relacjach rodzinnych, innych niz rodzic-dziecko przy uzyciu analizy
loci CODIS wynika z niewystarczajacej liczby analizowanych loci oraz ich ograniczonej

polimorficznos$ci (Tamura i in., 2015).

Podobnie, niewystarczajgca informatywnos¢ analizy loci CODIS moze stanowié wyzwanie w
przypadkach identyfikacji ofiar katastrof masowych, totalitaryzmdw, zbrodni wojennych oraz
0s6b zaginionych (Bradford i in. 2011). W takich przypadkach profile genetyczne osdéb
zmartych lub zaginionych poréwnuje sie z profilami dostepnych krewnych lub potencjalnych
krewnych, ktorych dane znajdujg sie w bazach. Gdy analiza obejmuje zbyt matg liczbe loci,
istnieje ryzyko, ze profile poszukiwanych oséb mogg przypadkowo pasowaé do innych profili
z bazy, co powaznie komplikuje identyfikacje i stanowi istotne ograniczenie badania

(Jabtonska-Milczarek i Frankowski, 2020).

Dzieki powszechnosci wystepowania sekwencji mikrosatelitarnych w ludzkim genomie i
dostepnosci baz catogenomowych, mozliwa jest identyfikacja i praktyczne wykorzystanie
nowych, wysoce polimorficznych loci mikrosatelitarnych w badaniach pokrewienstwa, co
stwarza mozliwos¢ poprawy mozliwosci analitycznych w trudnych przypadkach. W wyniku
prowadzenia projektu 1000 Genomes (1000 Genomes Project Consortium, 2012)

opublikowano dane na temat tysiecy wczesniej nieopisanych loci STR (Willems i in., 2014).
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Identyfikujgc tego rodzaju markery genetyczne nalezy mie¢ na uwadze, ze powinny spetniac
okreslone kryteria dotyczgce struktury samej sekwencji powtérzonej, sekwencji flankujgcych,

a takze powinny cechowac sie wysokg zmiennoscig genetyczng w obrebie badanej populacji.

Markery mikrosatelitarne o duzym znaczeniu dla genetyki sgdowej to przede wszystkim
sekwencje z powtarzajgcym sie motywem sktadajgcym sie z 3-5 nukleotyddw. Krotszy motyw
dinukleotydowy wigze sie z ryzykiem czestszego wystepowania amplikondow typu stutter
(Ellegren, 2004). Pojawienie sie takich dodatkowych pikéw utrudnia interpretacje wynikéw,
zwtaszcza w przypadku niezrdwnowazonych mieszanin DNA, gdy moze by¢ problematyczne
ustalenie, czy dany amplikon DNA pochodzi od rzeczywistego allelu danej osoby, czy tez jest
amplikonem typu stutter allelu innej osoby (Brookes i in., 2012). Inng istotng cechg, ktorg
powinien charakteryzowaé sie informatywny locus w genetyce kryminalistycznej jest
odpowiednia struktura sekwencji flankujgcych, czyli sekwencji otaczajgczych ten locus. Nie
powinna ona zawiera¢ powtdérzen mono- i dinukleotydowych, powinna by¢ sekwencja
konserwatywng, tzn. w obrebie sekwencji flankujgcych locus STR nie powinno by¢ czestych
mutacji punktowych, w tym insercji/delecji, ktére utrudniatyby zaprojektowanie
specyficznych, silnie hybrydyzujgcych starteréw do reakcji PCR. Dodatkowo, wazna jest
unikalnos¢ sekwencji flankujgcych w genomie ludzkim. Obecno$é sekwencji powtarzajacych
sie wielokrotnie w genomie zmniejsza szanse na udane zaprojektowanie odpowiednich
starterdw, szczegdlnie w reakcjach multipleks-PCR.
Ponadto, lokalizacja markera STR w obrebie diuzszej sekwencji powtdrzonej moze prowadzic¢
do powstawania niespecyficznych produktéw reakcji PCR, co powoduje, ze docelowy marker
DNA amplifikuje sie mniej efektywnie. Inng cechg warto$ciowego markera STR jest jego
zwartos¢. Przyktadowo marker o stosunkowo waskim zakresie dtugosci alleli oferuje trzy
rodzaje zalet w porédwnaniu do markerdw z szerszym zakresem dtugosci amplikonéw: utatwia
multipleksowanie reakcji PCR (Zeng i in., 2015), zmniejsza ryzyko wystgpienia nierdwnowagi
heterozygotycznej pikéw elektroforetycznych spowodowanej bardziej efektywng amplifikacjg
krétszych alleli w reakcji PCR oraz pozwala uzyskaé¢ produkt PCR nawet ze $ladéow DNA
wykazujgcych oznaki degradacji DNA (Westen i in., 2013). Dodatkowo, przy opracowywaniu
nowych markerdw STR nalezy uwzglednié wiele czynnikdw, takich jak, niska czestos¢ mutacji
w jednostce powtdrzonej i jej sekwencjach flankujgcych oraz wysoka heterozygotycznos¢

locus.
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1.3 Alternatywne metody analizy DNA cztowieka w genetyce sagdowej

Skomplikowane przypadki badan biologicznego pokrewieristwa obejmujgce m.in. analize
pokrewienstwa w relacjach 2-go i 3-go stopnia, pokrewienstwa z historig kazirodztwa lub
katastrofy masowe sprawiajg, ze obecnie dostepne komercyjne zestawy odczynnikéw do
analizy loci STR nie gwarantujg uzyskania rozstrzygajgcego wyniku badan (Zhang i in., 2022).
Gdy standardowe metody zawodzg, istnieje potrzeba wprowadzenia nowych, bardziej
zaawansowanych technologii opartych np. na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS)
(Ballard i in. 2020), analizie chromosomow ptci (analiza STR Y, X) (Jobling, i in., 1997) lub
analizach polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNP) z wykorzystaniem mikromacierzy
(de Vriesiiin., 2022). Wspomniane metody, pomimo swoich zalet, majg takze wady, takie jak:
wysokie koszty analizy (NGS, mikromacierze SNP), wysokie koszty wdrozenia nowej metody
badan laboratoryjnych (NGS, mikromacierze SNP) oraz niemoznos¢ wykorzystania metody w
badaniach okreslonych relacji rodzinnych (analizy chromosoméw Y, X). Pomimo wysokiej
wartosci informacyjnej tych metod, ze wzgledu na powyzsze czynniki, techniki te nie zastgpity
analizy dtugosci alleli STR z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej w rutynowych badaniach

pokrewienstwa.

W zwigzku z powyzszym, kluczowe znaczenie ma opracowanie metody analizy duzej liczby
wysoce polimorficznych autosomalnych loci STR, ktéra opiera sie na szeroko stosowanej w
laboratoriach genetyczno-sgdowych technologii multipleks-PCR oraz elektroforezie
kapilarnej. Jest to szczegdlnie istotne w badaniach pokrewienstwa w bardziej ztozonych
relacjach rodzinnych, w ktérych dostepne komercyjne zestawy odczynnikéw do analizy
autosomalnych loci STR nie gwarantujg jednoznacznych wynikéw (Tamuraiiin., 2015). Dlatego
rozwdj technologii, ktdra umozliwitaby pokonanie tych trudnosci bez potrzeby wprowadzania
nowych technologii analitycznych w laboratoriach genetyczno-sgdowych, pozostaje
przedmiotem zainteresowania specjalistéw w tej dziedzinie (Xu i in., 2022). Dzieki obecnosci
duzej liczby wysoce polimorficznych loci STR w genomie cztowieka oraz wykorzystaniu
technologii sekwencjonowania catogenomowego w badaniach populacyjnych, opracowanie
nowej wysoce informatywnej metody analizy loci mikrosatelitarnych w celu badania

biologicznego pokrewienstwa jest w petni realne.
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2. Cel pracy

Celem niniejszego doktoratu wdrozeniowego byto opracowanie nowej metody do badania
biologicznego pokrewienstwa w dalszych relacjach rodzinnych. Ta nowa metoda o nazwie
Kinfinder miata zosta¢ wdrozona w Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed, w
zwigzku z czym musiata opierac sie na technologii reakcji multipleks-PCR oraz elektroforezy
kapilarnej. Takie podejscie pozwolitoby na stosowanie metody przez firme bez koniecznosci
ponoszenia dodatkowych kosztdw inwestycyjnych w nowg aparature, przestrzen

laboratoryjng oraz w szkolenia pracownikéw.

Aby osiggnac gtdwny cel pracy nalezato zrealizowaé nastepujace cele czastkowe:

zidentyfikowanie w genomie cztowieka najbardziej polimorficznych loci STR;

— przeprowadzenie badan przesiewowych w celu oszacowania heterozygotycznosci
wytypowanych loci STR oraz rozpietosci ich alleli w populacji polskiej;

— zaprojektowanie dwdch reakcji multipleks-PCR umozliwiajgcych réwnoczesng
amplifikacje 2 x 25 loci STR w jednym procesie analitycznym;

— opracowanie drabiny allelicznej;

— opracowanie odczynnika do kalibracji spektralnej analizatora genetycznego;

— ewaluacje metody Kinfinder przez jej poréwnanie z wiodgcym zestawem
komercyjnym;

— wdrozenie metody do rutynowej pracy Laboratorium Diagnostyki Molekularnej

GenMed w badaniach pokrewienstwa w réznych relacjach rodzinnych.
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3. Materiaty i metody

3.1 Izolaty DNA

W badaniach wykorzystano 200 izolatéow DNA pobranych od zanonimizowanych klientéw
Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed, ktérzy wczes$niej wyrazili pisemng zgode na
wykorzystanie ich materiatu genetycznego do celéw badawczych. Dodatkowo, badania
prowadzono na izolatach DNA pozyskiwanych w trakcie realizacji badan od trzech oséb,
ochotnikéw biorgcych udziat w pracach laboratoryjnych, ktérzy réwniez wyrazili pisemng
zgode na udziat w badaniu. Izolacje DNA prowadzono za pomocg zestawu Swab (A&A

Biotechnology, Gdansk, Polska) zgodnie z protokotem producenta zestawu.

3.2 Startery do reakcji PCR

Startery do reakcji PCR zostaty zsyntetyzowane przez firme Sigma Aldrich. W przypadku
bezposredniego znakowania amplikonéw, kazdy ze starteréw forward znakowany byt jednym
z czterech barwnikéw fluorescencyjnych: 6-FAM, HEX, TAMRA lub ROX. Startery reverse nie

byty znakowane. Wszystkie startery zostaty oczyszczone przez producenta metodg HPLC.

3.3 Identyfikacja nowych polimorficznych loci STR z danych genomowych

Do identyfikacji loci STR w genomie cztowieka wykorzystano baze danych STRCatalog,

dostepng pod adresem_http://strcat.teamerlich.org (Willems i in., 2014) oraz baze WebSTR,

dostepng pod adresem__http://webstr.ucsd.edu (Lundstréom i in., 2023). Sekwencje

nukleotydowe loci STR byty analizowane w programie Genome Data Viewer, wykorzystujgc

referencyjny genom cztowieka (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gdv/browser/genome/),

dostepnym w serwisie internetowym National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Kryteriami wyboru loci w bazach danych STRCatalog i WebSTR byty: heterozygotycznosé loci
STR (>80% dla populacji $wiatowej); rozpietos¢ locus STR, czyli rdznica dtugosci pomiedzy
najkrotszym i najdtuzszym allelem locus STR wynoszgca do 100 pz; podobny rozktad czestosci
alleli w populacjach kontynentalnych; dtugos¢ motywu powtdrzonego tandemowo w locus
STR wynoszaca 3-5 nukleotydow; brak sekwencji zawierajacych powtdrzenia
mononukleotydowe dfuzsze niz 7 pz oraz powtérzenia dinukleotydowe dtuzsze niz 20 pz w

regionach bezposrednio flankujgcych locus STR, brak sekwencji wielokrotnie powtérzonych w
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genomie cztowieka w sekwencjach flankujgcych locus STR.

3.4 Identyfikacja polimorficznych loci STR z danych literaturowych

Do poszukiwania dodatkowych loci STR spetniajgcych kryteria zawarte w pkt. 3.3 zostaty
wykorzystane baza Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) oraz wyszukiwarka
Google.pl. Dane wyszukiwano kierujgc do baz zapytania zawierajgce nastepujgce frazy

kluczowe: “highly polymorphic STR loci”, “most heterozygous STR loci” “heterozygosity of STR

loci”, “highly hetorozygous microsatellite locus" i pokrewne.

3.5 Projektowanie starterow do reakcji PCR i multipleks-PCR

Do projektowania starteréw do reakcji singlepleks-PCR i multipleks-PCR wykorzystano
ogolnodostepne  programy i narzedzia  bioinformatyczne:  program  Primer3

(https://primer3.ut.ee/), primerBLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

oraz BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch).

Przy projektowaniu starteréw przyjeto nastepujgce kryteria: dtugos¢ starteréw 18-30 bp,
procent nukleotydéw G i C na poziomie 25-50%, temperatura topnienia Tm = 60°C (+/- 5°C).
Do projektowania starteréw w programie BLAST wykorzystano baze danych RefSeq
Representative Genomes. Sekwencja kazdego startera zaproponowanego przez wyzej
wymienione programy do projektowania starterow zostata sprawdzona przez przyrdwnanie
do genomu referencyjnego GRCh38.p14 w serwisie internetowym 1000 Genomes Browser
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index) pod katem wystepowania
potencjalnych polimorfizmdw SNP oraz insercji/delecji w miejscach przytaczania starterdw.
Progiem akceptacji czestosci wystepowania polimorfizméw w sekwencji starteréw byta
wartos¢ 0,0002 (0,02%). Weryfikacja potencjalnych niepozadanych oddziatywan pomiedzy
starterami w reakcji multipleks-PCR zostata przeprowadzona z uzyciem programéw MultiPLX
(Kaplinski i Remm, 2015), Autodimer (Vallone i Butler, 2015) oraz Multiple Primer Analyzer

(https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html). Startery, ktore w reakcji PCR generowaty

artefakty lub nie pozwalaty na skuteczng amplifikacje, byty dodatkowo modyfikowane
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poprzez przesuniecie startera blizej/dalej od docelowej sekwencji STR oraz
skracanie/wydtuzanie sekwencji na koncu 3' danego startera w celu zwiekszenia jego
specyficznosci bez zmiany diugosci amplikonu. Zmienione startery ponownie sprawdzano za
pomocg narzedzi BLAST, MultiPLX, Autodimer oraz Multiple Primer Analyzer jak opisano

powyze;.

3.6 Modyfikacja starterow do przeszukiwania loci STR

Do badan przesiewowych zastosowano metode M13-tailing, polegajacg na wykorzystaniu
dodatkowego, uniwersalnego startera (Boutin-Ganache i in., 2001). Do amplifikacji loci STR
wykorzystano startery M13(-40) o sekwencji GTTTTCCCAGTCACGAC oraz M13(-47) o
sekwencji CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC znakowane barwnikami fluorescencyjnymi 6-

FAM, VIC oraz ROX oraz startery wskazane w tabeli nr 1.

3.7 Modyfikacje starterow w celu ograniczenia niepetnej adenylacji
Wybrane startery, ktére wykazywaty niepetng adenylacje koncowego produktu PCR, zostaty
zmodyfikowane metodg PIG-tail poprzez dodanie sekwencji GTTTCTT na konicu 5' starteréw

reverse (Brownstein i in., 1996).

3.8 Przygotowanie puli matrycowego DNA do testowania polimorfizmu loci
STR

Aby przygotowaé matryce do testowania polimorfizmu nowych loci STR, 200 izolatéw DNA
podzielono na cztery grupy, z ktérych utworzono cztery mieszaniny zawierajgce DNA
pochodzace od 50 réznych oséb w jednakowym stezeniu. Stezenie DNA w mieszaninach
zostato ustalone na poziomie 2 ng/ul, z réwnym wkfadem kazdego izolatu (40 pg/ul DNA od
kazdej z 50 osdb obecnych w mieszance DNA). W trzech izolatach zawierajgcych DNA od

jednej osoby stezenie DNA doprowadzono do wartosci 1 ng/ul.

3.9 Testowanie polimorfizmu loci STR metodg PCR

Reakcje PCR przeprowadzono za pomocg zestawu Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen,
Niemcy) w koricowej objetosci 10 pl zawierajgcej: 5 pl mieszaniny Type-it Multiplex PCR

Master Mix, 0,2 uM specyficzny starter reverse, 0,075 uM specyficzny fuzyjny starter forward
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z modyfikacjg M13(-40), 0,125 uM fluorescencyjnie znakowany uniwersalny starter M13(-40)
i 1 ul matrycowego DNA (2 ng mieszaniny przygotowanej jak w pkt. 3.6). Reakcje
przeprowadzono przez 30 cykli wedtug nastepujgcego profilu termicznego: poczgtkowa
aktywacja polimerazy: 95°C - 5 minut, denaturacja w 95°C - 30 sekund, przytgczanie starteréw
w 60°C - 90 sekund, wydtuzanie w 72°C - 60 sekund, koricowe wydtuzanie w 65°C - 60 minut.
W reakcji uzyto kontroli negatywnej (woda zamiast matrycowego DNA) oraz kontroli
pozytywnych (matrycg byty analizowane osobno izolaty DNA pochodzgce od trzech réznych

0s6b z populacji polskiej).

3.10 Amplifikacja alleli w multipleksowanej reakcji PCR

Amplifikacje alleli 50 loci STR wybranych w badaniach przesiewowych prowadzono w dwéch
reakcjach multipleks-PCR. W reakcji multipleks-PCR A amplifikowano loci: D0O4L885. D141L953,
DO6L106, D16L554, DO1L267, DO3L115, D2N43, D12L794, D02L114, D1S1656, DO5L169,
D14L699, D3A57, D8S1132, D3N61, DO5L140, D13S742, D2L174, D171L432, DIN16, D15L495,
D21L291, D14L785, DO5L207, DO1L569 oraz locus amelogeniny (Amel), w reakcji multipleks-
PCR B amplifikowano loci: DO9L159, D02L221, D02L142, D8A26, DO5L113, D14L276, D17L255,
D20L226, DO8L110, D16L732, DO1L217, DO3L109, DO7L144, D7S3048, D12S391, D01L228,
D03L194, DO7L101, D10L126, D3N54, D0O1L215, D12L908, DO7L147, D12L630, D10S2325,
DO7L134.

Wyjsciowag mieszanine starterow do reakcji multipleks-PCR przygotowano poprzez dodanie 1
ul roztworu kazdego startera o stezeniu 10 pM, a nastepnie objetos¢ catej mieszaniny
uzupetniano do objetosci 200 ul. Do kazdej reakcji multipleks-PCR prowadzonej w objetosci
10 ul dodawano 2 ul mieszaniny starteréw. Wydajnosé reakcji multipleks-PCR
optymalizowano tak modyfikujgc stezenie starteréw dla kazdego z amplifikowanych loci, aby
osiggna¢ sygnat fluorescencyjny wszystkich amplikonéw w uktadzie heterozygotycznym w

zakresie 1000-2000 RFU.
Reakcje multipleks-PCR przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu HOT FIREPol® MultiPlex

Mix (Solis Biodyne, Estonia) w koricowej objetosci 10 pl zawierajacej: 3 pl mieszaniny HOT

FIREPol® MultiPlex Mix, 2 ul mieszaniny starteréw (o stezeniu 0,05 uM kazdy), 1 pl
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matrycowego DNA o stezeniu 1ng/ul. Reakcje przeprowadzono przez 32 cykle wedtug
nastepujgcego profilu termicznego: poczatkowa aktywacja polimerazy: 95°C - 5 minut,
denaturacja w 95°C - 30 sekund, przytgczanie starteréw w 60°C - 5 minut, wydtuzanie w 72°C
- 65 minut, koncowe wydtuzanie w 65°C - 60 minut. W reakcji uzyto kontroli negatywnej

(woda zamiast matrycowego DNA) oraz kontroli pozytywnych.

3.11 Sporzadzenie odczynnika do kalibracji spektralnej analizatora
genetycznego

Odczynnik do kalibracji spektralnej analizatora genetycznego zostat stworzony poprzez
zmieszanie pieciu produktéw reakcji PCR o réoznej dtugosci, z ktérych kazdy wyznakowany byt
jednym z pieciu barwnikow fluorescencyjnych: ATTO633, 6-FAM, HEX, TAMRA lub ROX (Tab.
1). Do amplifikacji fragmentéw DNA uzyto matrycy DNA w postaci plazmidu pGEM-3Z
(Promega) oraz fluorescencyjnie znakowanych starteréw forward oraz nieznakowanych

reverse.

Tabela 1. Sekwencje starterow wykorzystanych do sporzgdzenia odczynnika do kalibracji

spektralnej analizatora genetycznego.

Nazwa startera Sekwencja od 5- do 3' Diu.gos’,(: Barwnik
amplikonu
pGEM3ZforATTO633 GGGCGAATTCGAGCTCGGTA 100 ATTO633
pGEM3ZrevATTO633 GATTACGCCAAGCTATTTAGGTGA -
pGEM3ZforROX GGGCGAATTCGAGCTCGGTA 120 ROX
pGEM3ZrevROX CAGGAAACAGCTATGACCATGATTA -
pGEM3ZforTAMRA GGGCGAATTCGAGCTCGGTA 140 TAMRA
pGEM3ZrevTAMRA GAGCGGATAACAATTTCACACAG -
pGEM3ZforHEX GGGCGAATTCGAGCTCGGTA 160 HEX
pGEM3ZrevHEX CGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG -
pGEM3Zfor6FAM GGGCGAATTCGAGCTCGGTA 180 6-FAM
pPGEM3Zrev6FAM TACACTTTATGCTTCCGGCTCG -

Reakcje PCR przeprowadzono za pomocg zestawu HOT FIREPol® MultiPlex Mix (Solis Biodyne,
Estonia) w koricowej objetosci 20 ul zawierajgcej: 6 pl mieszaniny HOT FIREPol® MultiPlex
Mix, 0,25 uM starter reverse, 0,25 uM starter forward, 2 pl matrycowego DNA o stezeniu
1ng/ul. Reakcje przeprowadzono przez 30 cykli wedtug nastepujacego profilu termicznego:

poczatkowa aktywacja polimerazy: 95°C - 5 minut, denaturacja w 95°C - 30 sekund,
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przytaczanie starteréw w 60°C - 90 sekund, wydtuzanie w 72°C - 60 sekund, koricowe
wydtuzanie w 65°C - 60 minut. Mieszanina poreakcyjna zostata oczyszczona z wykorzystaniem
zestawu odczynnikéw Clean-Up Concentrator (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z

protokotem producenta.

Roztwory oczyszczonych wyznakowanych fluorescencyjnie amplikonéw DNA rozdzielono na
drodze elektroforezy kapilarnej, a nastepnie zostaty one zmieszane ze sobg w takim stosunku
objetosciowym, aby sygnat fluorescencji kazdego z pieciu amplikonéw zawierat sie w
przedziale 1000 — 2000 RFU. Otrzymana mieszanina amplikonéw zostata wykorzystana jako
odczynnik do kalibracji spektralnej analizatora genetycznego ABI3130XL (Applied Biosystems,

Stany Zjednoczone) zgodnie z zaleceniami producenta analizatora.

3.12 Analiza czutosci reakcji multipleks-PCR

Czutos¢ dwdch zaprojektowanych reakcji multipleks-PCR zostata przetestowana poprzez
przeprowadzenie reakcji dla izolatu DNA zawartego w zestawie AmpFESTR™ (DNA Control
007) (Applied Biosystems) w stezeniach DNA: 1 ng/ul, 0,5 ng/ul, 0,25 ng/ul, 0,125 ng/ul, 0,1

ng/ul. Reakcje multipleks PCR prowadzono zgodnie z metodg opisang w pkt. 3.8.

3.13 Elektroforeza kapilarna

Elektroforeza znakowanych fluorescencyjnie amplikonéw byta prowadzona przy uzyciu
analizatora genetycznego ABI 3130XL. Fragmenty byly rozdzielane z wykorzystaniem
polimeru POP-7 (Applied Biosystems) z uzyciem kapilar o dtugosci 36 cm w obecnosci
standardu dtugosci DNA Size Standard v2.0 GeneScan™ 600 LIZ™ (Applied Biosystems). Przed
elektroforeza, 1 ul produktéw PCR mieszano z 9,6 ul formamidu i 0,4 pl standardu dtugosci
DNA GeneScan™ 600 LIZ™ dye Size Standard v2.0 (Applied Biosystems) i denaturowano w
95°C przez 5 minut, a nastepnie chtodzono przez 10 min lub przechowywano w 4°C do czasu
wykonania elektroforezy. Elektroforeze produktédw uzyskanych w pojedynczej reakcji PCR
prowadzono w nastepujgcych warunkach: czas iniekcji 20 sekund, napiecie iniekcji 1,5 kV; czas
elektroforezy 1200 sekund, napiecie elektroforezy 15 kV. Elektroforeze produktéw reakcji
multipleks-PCR A i B prowadzono w nastepujacych warunkach: czas iniekcji 18 sekund,

napiecie iniekcji 1,2 kV; czas elektroforezy 1200 sekund, napiecie elektroforezy 15 kV.
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Elektroforegramy byty analizowane przy uzyciu programéw PeakScanner v1.0 (Applied

Biosystems) oraz GeneMapper ID-X v1.5 (Applied Biosystems).

3.14 Szacowanie heterozygotycznosci loci STR na podstawie puli DNA

Do obliczania czestosci alleli na podstawie powierzchni poszczegdlnych pikow
elektroforetycznych uzyto nastepujgcego wzoru: F1 = P1/PA, gdzie F1 = czestos¢ allelu 1; P1
= powierzchnia allelu 1; PA = suma powierzchni wszystkich alleli w danym locus. Uzyskane
czestosci wystepowania alleli w populacji polskiej dla kazdej z czterech mieszanin DNA
usredniano do finalnej wartosci dodajgc do siebie czestosci wystepowania allelu w kazdej
probce pulowanego DNA i dzielgc te wartos¢ przez liczbe probek. Heterozygotycznosé
kazdego locus STR obliczano poprzez sumowanie kwadratéw czestosci wystepowania
wszystkich alleli tego locus (homozygotycznosc), a nastepnie odjecie tej wartosci od liczby 1

(heterozygotycznosé).

3.15 Analiza statystyczna

Analizy statystyczne dotyczgce zakreséw wynikédw badan biologicznego pokrewienistwa
przeprowadzono za wykorzystaniem programu KinBN v1.1.2 (Morimoto i in., 2020). Analizy
wynikéw badan pokrewienstwa wykonano dla nastepujacych relacji rodzinnych: rodzic-
dziecko (pierwszy stopien pokrewienstwa), petne rodzenstwo, wujek-siostrzeniec (drugi
stopien pokrewienstwa) oraz kuzyn-kuzyn (trzeci stopiern pokrewienstwa). Analizy
biostatystyczne wykonano dla dwdch hipotez: hipotezy H1 - pokrewienstwo w badanej relacji

rodzinnej oraz hipotezy H2 — brak pokrewienstwa pomiedzy badanymi osobami.

Symulacje przebiegaty w nastepujgcy sposoéb: dla hipotezy H1 (obecnos¢ pokrewieristwa)
program KinBN losowat profile genetyczne hipotetycznych oséb rodzicielskich (zatozycieli),
zgodnie z czestoscig wystepowania alleli w populacji polskiej, a nastepnie symulowat
dziedziczenie alleli w sposdb mendlowski zgodnie z okreslong relacjg rodzinng. Na tej
podstawie program obliczat prawdopodobienstwo pokrewienstwa dla kazdej pary oséb. W
przypadku hipotezy H2 (brak pokrewienstwa) program jedynie losowat profile genetyczne dla
dwdch niespokrewnionych, po czym obliczat prawdopodobienstwo pokrewienstwa tych oséb

w okreslonej relacji rodzinnej.
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Obliczenia zakreséw spodziewanych wynikow badan pokrewienstwa wykonano dla
standardowej metody analizy 21 loci STR (20 loci CODIS oraz locus SE33) wykorzystywanych
w systemie Globalfiler (Thermofisher) oraz dla rozszerzonej metody analizy 69 loci STR, w tym
21 loci systemu Globalfiler oraz 50 loci metody Kinfinder (2 loci STR sg wspdlne dla metody

Globalfiler i Kinfinder).

Dla kazdej relacji biologicznego pokrewienstwa, dla obu metod analitycznych i dla kazdej z

obu hipotez (H1 i H2) wykonano po 10 000 analiz obliczeniowych (facznie 16 000 analiz).

3.16 Nazewnictwo nowo scharakteryzowanych loci STR

Na potrzeby realizacji niniejszej pracy przyjeto nastepujgcy schemat nazewnictwa nowo
scharakteryzowanych loci STR: loci byly oznaczane wedtug wzoru DxxLyyy, gdzie "xx" odnosi
sie do numeru chromosomu, a "yyy" do pierwszych trzech cyfr chromosomowej lokalizacji
poczatku sekwencji tandemowo powtdrzonej w referencyjnej wersji genomu GRCh37.p13.
Nazw loci opisanych w literaturze naukowej i wykorzystanych w niniejszej pracy nie

zmieniano.

3.17 Sekwencjonowanie metoda Sangera

Locus STR w uktadzie homozygotycznym byto amplifikowane w reakcji PCR z uzyciem
nieznakowanych starterow w warunkach opisanych w pkt. 3.9. Mieszaniny poreakcyjne
zawierajgce zamplifikowang sekwencje tandemowo powtdrzong oczyszczano przy uzyciu
zestawu EPPiC Fast (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie w protokotem zatgczonym przez
producenta. Mieszanina reakcyjna do sekwencjonowania sktadata sie z 3 ul oczyszczonej
mieszaniny poreakcyjnej PCR, 1,5 ul nieznakowanego startera forward lub reverse o stezeniu
10 uM, 1,5 pl wody i 4 pl mieszaniny odczynnikdw BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). Produkty sekwencjonowania rozdzielono na analizatorze
genetycznym ABI 3130XL, a wyniki analizowano w programach Chromas (Technelysium Pty
Ltd) i FinchTV (Geospiza, Inc.). Sekwencjonowanie byto prowadzone dla obu nici matrycowego

DNA z uzyciem starteréw forward i reverse.
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3.18 Konstrukcja drabin allelicznych

Drabiny alleliczne opracowano poprzez zmieszanie amplikondow alleli locus STR, ktore
wystepujg w populacji polskiej z czestoscig przekraczajacg 1%. Mieszaniny poreakcyjne,
zawierajgce zamplifikowane allele, byty rozdzielane na drodze elektroforezy kapilarnej. Na
podstawie intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego (RFU, ang. Relative Fluorescence Unit)
okreslono proporcje, w jakich amplikony alleli w danym locus STR zostang zmieszane, aby
kazdy allel byt mozliwie réwnomiernie reprezentowany w drabinie allelicznej. Tak uzyskana
mieszanina amplikonow byta nastepnie ponownie amplifikowana, tworzgc drabine alleliczng.

Wszystkie reakcje PCR przeprowadzono w warunkach opisanych w pkt. 3.7.
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4. Wyniki

4.1 Identyfikacja wysoce polimorficznych loci STR w genomie cztowieka

W pierwszym etapie badan z bazy STRCatalog, agregujgcej dane dotyczgce sekwencji
mikrosatelitarnych z projektu 1000 Genomes wybrano 155 wysoce polimorficznych loci STR,
ktdre spetniaty wszystkie kryteria opisane w pkt. 3.3. Dodatkowo na podstawie analizy danych
literaturowych (Novroski i in., 2018; Shin i in., 2004) wybrano 28 loci STR spetniajgce te same

kryteria wyboru. Lista wybranych loci STR zamieszczona jest w tabeli nr 1.

Tabela 2. Loci STR wyznaczone do szacowania heterozygotycznosci. W tabeli przedstawiono nazwe
locus, lokalizacje chromosomowg poczatku (5’) i korica (3’) sekwencji tandemowo powtdrzonej dla
wersji genomu referencyjnego GRCh37.p13, motyw sekwencji tandemowo powtdérzonej,
heterozygotycznos¢ locus wskazang w bazie STRCatalog lub w danych literaturowych, sekwencje
starteréw forward i reverse wykorzystanych do amplifikacji danego locus w badaniach
przesiewowych. Liczba w nazwie locus wystepujgca po literze “D” oznacza chromosom, na ktérym
znajduje sie wskazany locus.

Lp. Locus Poczatek Koniec Motyw Het. Starter forward (5’-3’) Starter reverse (5’-3’)
1. DO1L154 15437756 15437793 AAC 0.859 GTTTTCCCAGTCACGACGCAT GTTTCTTAATTAGCTGGGCATGGT
TTCCTGACCCACCACT GGT
GTTTTCCCAGTCACGACGGAA
2. D01L202 202037376 202037425 AAT 0.870 GTTGTAATGAGCTGAGATCGA EETC”CACCATGCCTGGCTAAW
G
GTTTTCCCAGTCACGACCTAT
3. DO1L215 | 215409389 | 215409441 | AGAT 0.879 | ACATTTTTAAAGGCAGAAGAA | ACTGTGCCACCTCCTCTCAT
G
4. DO1L217 217960093 217960155 AAG 0.875 GTTTTCCCAGTCACGACGATG GTTTCTTCTGGTGGAGATACAAAC
CAGTGAAACCCATTAGGATA AAAGATGG
5. D01L228 228654226 228654313 AAG 0.913 GTTTTCCCAGTCACGACAAGA
GCCATGTGAGGTTCGTTTAC CAAAACTTAGCCTAGCATGGTCAG
6. D01L229 229467535 229467578 AAT 0.860 GTTTTCCCAGTCACGACCCCTT
TCCCCATATCTCACCC GAGCTGAGATCGCGCCATT
7. DO1L267 26704377 26704454 AAAG 0.889 GTTTTCCCAGTCACGACACTTT GTTTCTTTGTGAATTACTTTGGGA
CCAGGCATTTGAAGAAGT GGCTGT
8. D01L284 28418676 28418710 AAT 0.839 GTTTTCCCAGTCACGACCAGG
ACCTGGGAGACGGA GCTAGGATTACAGATGGGAGCC
9. DO1L569 56936756 56936835 AAAG 0.863 GTTTTCCCAGTCACGACGGGC GTTTCTTTCTTCGCTTCCCTTCTTCC
AAATTATTTACAGGCACCA C
10. DO1L679 6792427 6792507 AAAG 0.863 Ellfgféﬁgé’????é%” GTTTCTTGCTACTCGGGAGGCTGA
GTTTTCCCAGTCACGACATTG
11. D01L801 80115411 80115486 AAAG 0.884 GAAGAAAGAGAAACCCATAC | GTTTCTTTCTCACCAGGGAAAATA
A AGTGCA
12. DO2L106 | 106337999 | 106338047 AAAG 0.896 g?&;ﬁ%ggggfg@?cm GCCACAATCCAGCCACTACT
13. D02L114 114054526 | 114054608 AAG 0.900 ggggccﬁﬁg%iiﬁﬁgﬁ TGATCCATTGTCCCAGCCAG
14. DO2L117 117592756 117592804 AGAT 0.853 GTTTTCCCAGTCACGACGGAT GTTTCTTTGGAATCATGAAATCGA
ACCCAAGTCCCTCAGTC AGCCATTT
15. D02L133 133034774 133034843 AAGG 0.897 EEECTCGCGASCE:EEACGGGT ATCATTTGCTTGCTTGCTTGC
GTTTTCCCAGTCACGACCATT
16. | DO2L142 | 142567661 | 142567756 | AAAG 0.887 | GAAATAATTAACCTCACATTTT | GAAAGGTTCTCATGCCATTCGG
C
17 D02L174 174327360 174327425 AAAG 0.911 GTTTTCCCAGTCACGACAAAA GTTTCTTAGCCAGAAAAGCATACC
CAGTGTGCGGGGTGA CGT
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Lp. Locus Poczatek Koniec Motyw Het. Starter forward (5’-3’) Starter reverse (5’-3’)
1 DO2L1 1 1 1 91 GTTTTCCCAGTCACGACAGTT
8 02L190 90609717 90609755 ACT 0.916 CAACATCAGECTAGCCA CCTCAGCCTCCCAAGTAGC
19. DO2L199 | 199865283 | 199865326 AAG 0.866 GTTTTCCCAGTCACGACAGCT
GAGATCACACCACTGC CACCATCTATGTTTGTGTAGGCA
20. D021212 212066367 212066433 AAAG 0.863 GTTTTCCCAGTCACGACTCTG GTTTCTTTGGTAATTTGGTTTGTTG
AAGGGATTGAGGTTGCA TACGCA
19. D02L220 220182877 220182914 AAT 0.892 GTTTTCCCAGTCACGACATGA GTTTCTTAGCCAAGATTGTACCACT
GCCACCATGCCCAT GCT
20. D021221 221218006 221218073 AAAG 0.861 GTTTTCCCAGTCACGACGAAC GTTTCTTTTGTGAGCTATGATTATG
CATTCTCATCCAGCAGG CCATTG
21. D02L227 227245834 227245891 AGAT 0.908 GTTTTCCCAGTCACGACTCCCC GTTTCTTGGAATTTAGGTAAAGGT
AGTCCGCACACA GTGATTCC
22. D02L231 231153171 231153239 AAAG 0.883 GTTTTCCCAGTCACGACAGGC GTTTCTTCACATGCTCTCACTCATA
TGATCATTTGACTTTCTTTGT AGTGGA
23. D02L232 232425114 232425158 AAT 0.918 GTTTTCCCAGTCACGACGAGC
TGCTGGAACCTCTTC GTTTCTTTTCAGCCTCCCAAAGTGC
24. GTTTTCCCAGTCACGACAAAG
D02L234 234570270 234570328 AAAG 0.878 TECAAGGETTTGARGCC AGCTGTGGTTGGCGATCATT
25. GTTTTCCCAGTCACGACCGGT
D02L504 50493104 50493138 AAT 0.851 CACACAAAGATAGAGGT AGCCAAGATCGTGCCACTG
26. D02L570 570334 570394 AAG 0.905 GTTTTCCCAGTCACGACACCTT | GTTTCTTTTGAGCCATCCTTGCATC
TTCATGTTTGCTCGCT CcC
27. D02L707 70788225 70788288 AAGG 0.895 GTTTTCCCAGTCACGACGGCG GTTTCTTTGAGGTGGGAGAATTGC
TAGGAGAAGGGAAAGTAAA TTGA
28. GTTTTCCCAGTCACGACTCTTT
DO3L101 101684290 101684317 AAT 0.855 CTTCACTTGTCATERGTG CACAAAGTACCTAATGCCTGGC
29. GTTTTCCCAGTCACGACCTGA
DO3L109 109358 109420 AAG 0.869 TOTCCCAGCACCCATA TCACTGCAGCCTCAAACTCC
30. GTTTTCCCAGTCACGACATCA
DO3L115 115658378 115658432 AAAG 0.894 CTATCAATGTCAAGOAGCT GAGGCTGAAGTGGGAGGATC
3L DO3L142 14246925 14246965 AAT 0.903 GTTTTCCCAGTCACGACAGAT
GAAACCAGGCGCAAAG CTGGGCGAGAGAGTGAGACT
32. D03L184 184209812 184209861 AAT 0.851 GTTTTCCCAGTCACGACACAA | GTTTCTTAGAAAGGATATGGGTAA
AAGCGAAACTCTGTCTCA TGCTATTGA
33. D03L194 1943917 1943976 AAGG 0.883 GTTTTCCCAGTCACGACCAAA GTTTCTTGAAAACTGTAGCTACCG
GTTTGCAAGGGTAAAGAGTG AAAGGTCTG
34. DO3L321 32165284 32165331 AGAT 0.852 GTTTTCCCAGTCACGACCCTT
GACCCAGCCATGTGAA AAGAAAGAAATGTGACTGGCCA
35. DO3L617 61778343 61778421 AAAG 0.854 GTTTTCCCAGTCACGACTACTT GTTTCTTCACGTGCCTGTAGTCCTA
CTCCGTTGAGCCTACACTTA GTTACTT
36. D04L109 109332496 109332573 AAAG 0.889 GTTTTCCCAGTCACGACGCTG GTTTCTTTGTATTCTGCAACCTTTA
TACGTTCTAGCCAGTG CTAAACTT
37. D04L152 152941396 152941477 AAAGG 0.831 GTTTTCCCAGTCACGACAGTC GTTTCTTTGGCTAAGACCCGTCCTA
CCAGCTACTCAGGAGG TGA
38. D04L164 164955214 164955271 AGAT 0.864 GTTTTCCCAGTCACGACTGGA GTTTCTTGTGGTGTTTGGTTTTCTA
AGACAGTGTGGTGATTTCT TTCCCA
39. D04L166 166279041 166279110 AAGGG 0.836 GTTTTCCCAGTCACGACCTCA GTTTCTTGCTGGGCTTGATGAAGA
GCCTCCCGAGTAGC ACC
40. D04L180 180861419 180861451 AAC 0.841 GTTTTCCCAGTCACGACAGGA | GTTTCTTACATACAACCCTCCCTCC
TGGGAGAGTTTATTAGAAGC CA
41. D04L885 88549700 88549730 AAT 0.863 GTTTTCCCAGTCACGACTGAC GTTTCTTACCTAGTGACTTGAAACC
CCATAGAAGTTCAAAAGA TCA
42. D04L888 888767 888805 AAAT 0.853 GTTTTCCCAGTCACGACGCAA GTTTCTTCAGTGCATGAGTGTGGG
CAAAGCGAGACTCTGTC AAC
43, GTTTTCCCAGTCACGACAGAA
DO5L105 105979402 105979440 AAT 0.846 CAAGTAAGATCACCCAGAR GCCAGGGGACAACAGTGAAA
44. GTTTTCCCAGTCACGACTGTG
DO5L113 113248117 113248176 AGAT 0.858 CGTCITTeTOATCATGT AGGAGGGTTGTTAGGGAGGG
45. DO5L140 140726699 | 140726748 AAAG 0.902 GTTTTCCCAGTCACGACGAAA
TTAAATGATGTTTGACTCCTTC CAGCCTGGGAAACATAGCAATTGC
46. DO5L169 169085985 169086038 AAT 0.876 GTTTTCCCAGTCACGACCCTAT GTTTCTTCTTACATACCCAAGATGA
AATTAATCATTGCCAACACC CTCCACT
47. GTTTTCCCAGTCACGACGATC
D0O5L207 20789541 20789609 AAAG 0.884 TOAACCAGTARCETCC CTCTAGTGATTCTCCTGCCTAG
48. D06L106 106214600 106214663 AGAT 0.864 GTTTTCCCAGTCACGACCCTAT
AAGCAGGACATTTTTAACAC TTGCACTCCAGCCTGGGAATTAG
49, DO6L144 144348361 144348432 AAAG 0.843 GTTTTCCCAGTCACGACATCC GTTTCTTATGGTGGGAGGTGGAG
CAGCTACTCAGGAGGC GTTA
50. DO6L160 160573676 160573745 AAAG 0.887 GTTTTCCCAGTCACGACCACC GTTTCTTAGAATGGTGTGAACCTG
AGCAGACTTATACTACAGGA GGAG
51. D06L312 31264024 31264076 AAT 0.834 GTTTTCCCAGTCACGACTCTA GTTTCTTTTCTAAAGGGGCTATGTC
AGGACACCATCAAGAAAGT TCTTAAA
52. DO6L322 32269746 32269772 AAT 0.837 GTTTTCCCAGTCACGACCCTG GTTTCTTACAATTTTCATGTGCCAC
TGAGGTAAGAATGGATTTT AAAA
53. DO6L391 39130992 39131034 AAT 0.886 GTTTTCCCAGTCACGACTGGG GTTTCTTCTCCAGTAATACATTTTG
AGATAGAGCAAGATTCTGT GGGCA
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Lp. Locus Poczatek Koniec Motyw Het. Starter forward (5’-3’) Starter reverse (5’-3’)
54. D06L402 40211270 40211324 AGAT 0.889 GTTTTCCCAGTCACGACTGTG GTTTCTTTGATATGTGAGTTAGCT
GGACTTCTCAGCATTCA GGCGA
55. DO6L477 47780805 47780859 AAC 0.858 GTTTTCCCAGTCACGACACCT GTTTCTTTGTGTCCACCTCTATCTG
CAGTACATGGAACCTTCA ACG
56. D0O6L788 78871278 78871326 AAT 0.855 GTTTTCCCAGTCACGACACCA GTTTCTTGACAGAGCAAGACTCCG
CTTTTGCCCTTCCAGT TC
57. D06L815 81581236 81581302 AGAT 0.847 GTTTTCCCAGTCACGACGGAA | GTTTCTTCATGGTGGGTGGGTGGA
TCAGCCCAAATGCCCA TG
58. DO7L101 101470525 | 101470584 | AAGAG 0.836 GTTTTCCCAGTCACGACGATC
CCTTCTGCTGTTCCCE AGGCTGATGTGGGAGGACT
59. DO7L121 121867745 121867781 AAT 0.882 GTTTTCCCAGTCACGACCATC GTTTCTTCGCACACCTGTAGTCCCA
CTTACATCATCCCCAATAGT TA
60. DO7L122 122611130 122611194 AAGG 0.855 GTTTTCCCAGTCACGACTCTG GTTTCTTGGCAAGAGCAGTAGCAA
CCTGCCATTCTACTCC GATG
61. GTTTTCCCAGTCACGACAAGA
DO7L134 | 134201476 | 134201552 | AAAAG 0.874 CGTCTTTTTCTTCAACATGTCT | GGTGATCCTGCATTCCTGAGA
TTCC
62. GTTTTCCCAGTCACGACGGTG
D0O7L138 138795366 138795412 AAT 0.915 CCATTAAAAGCLTCTCG GTTTTAGGGCTTCAGTAGGAGAGT
63. DO7L144 | 144893365 | 144893439 | AAAAG 0.880 GTTTTCCCAGTCACGACGTTC
ATTTGTGGCATATTAATATCC ATCAGCCTGGGCAACACCATAAAG
64. DO7L147 147834762 147834829 AAGG 0.874 GTTTTCCCAGTCACGACAGGT GTTTCTTCTCTTCAACTACAGTGCA
TGAGGCAGGAGAATAATTTA TTTGC
65. DO7L32. 2322 232212 AGAT 927 GTTTTCCCAGTCACGACCCAG
071323 32322098 32322123 G 0.9 CCTGGOCAACAAAGGCCAA | GACTACTTGTGAGATTGAAACTG
66. DO7L521 52117027 52117114 AAAAG 0.846 GTTTTCCCAGTCACGACGCAA GTTTCTTTGCAGGTTGTGTCTTAGT
CATGACGAAACCCCAT ACTCA
67. GTTTTCCCAGTCACGACTGTG
DO7L666 66614710 66614768 AGAT 0.890 TTTTGCCTGTTAGAAATGT AGAAAAGAAGGGAAATGTGCTTT
68. GTTTTCCCAGTCACGACGCCT
D0O7L806 80619368 80619395 AAT 0.857 CTAATCCCAGCACTTT CCGATTTCATCACCCACCAGT
69. D07L884 8843423 8843469 AAT 0.892 GTTTTCCCAGTCACGACCCTAT
GTAACAAACCTGCGCG AGTATCAAGAGGTGGAGCTTTT
70. DO7L960 96057619 96057670 AGAT 0.860 GTTTTCCCAGTCACGACTGTC GTTTCTTCCAAGGGGCAATAGGTA
CAGCCTCTTTTCAGGA GGG
71. DO8L104 104599628 104599699 AAAG 0.882 GTTTTCCCAGTCACGACGTAT TTCATCAGAAATATTGGTGCATAG
TACCCTGATACCAAAACCAAA T
72. DO8L110 11069866 110169932 AAAG 0.892 GTTTTCCCAGTCACGACAGTC GTTTCTTAGCCTTCAATATGAGGT
CTAGCTACTCCAGGGG GGTCT
73. D0O8L120 120874740 120874787 AAT 0.842 GTTTTCCCAGTCACGACGGTG GTTTCTTAGTTCACTGTTGTCCATG
GGATTACAGGCACGAG CcT
74. DO8L120 120482221 120482298 AGAT 0.849 GTTTTCCCAGTCACGACACCC GTTTCTTTTGGTCACACAGTCAACT
CATGACAGAAGTTTACCT CTAA
75. DO8L135 135277346 135277386 AAAG 0.931 GTTTTCCCAGTCACGACTGCA GTTTCTTCCACTAATACATCCCTTA
GTGAGTCGAGATGGC CACAAATTGA
76. DO8L375 37591980 37592035 AAGG 0.874 GTTTTCCCAGTCACGACCAGA GTTTCTTTGTTACCCAGCAGATACA
GCTGAGATCGCGCC TTTGTG
77. DO8L836 83634636 83634683 AAT 0.849 GTTTTCCCAGTCACGACGCCA GTTTCTTTGAATCCACTTGCAGTAC
AAGTCTTGTTTTCAGGC ACTTTA
78. DO8L980 98003782 98003831 AAT 0.839 GTTTTCCCAGTCACGACCACA GTTTCTTCCAAAATCCACCAAACTC
AATTAGCTGGGCGTGG TAGGG
79. D09L134 134707976 134708036 AAAG 0.913 GTTTTCCCAGTCACGACGGGT | GTTTCTTGCTGCTATTTCTTTTCCTC
GACAGAGCAAGACTACA GGC
80. DO9L159 15944824 15944885 AAAG 0.862 GTTTTCCCAGTCACGACCTTTA | GTTTCTTATTGTGCACATGTACCCT
TTCTAGGCAGAGCATGGTAG AAAACTT
81. DO9L182 18289134 18289190 AGAT 0.845 GTTTTCCCAGTCACGACTGGG GTTTCTTAAGATGCCCAGCTACTTG
TTCTCCAAAGAAATAGAACC GTTA
82. DO9L762 76286311 76286361 AGAT 0.856 GTTTTCCCAGTCACGACGATG GTTTCTTAGTATACCTGAAGAAAA
GAGCAAAGAGACAGTTATTTC | AGGGGTTG
83. GTTTTCCCAGTCACGACAGGT
D0O9L794 79452358 79452393 AAT 0.897 CAAGCOATTGAGACCA CAGCATGTCAGATACTTCCTGC
84. D10L126 12644895 12644923 AAT 0.859 GTTTTCCCAGTCACGACGGAC GTTTCTTGCAACAGGGCGAGACTC
CCACAGTGACTCCCAT T
85. GTTTTCCCAGTCACGACGCGG
D10L300 30059574 30059640 AAG 0.872 CCAGATCACITGAGAT CCTGGGTGAGAGAGCAAGAC
86. D10L311 31112493 31112549 AAT 0.881 GTTTTCCCAGTCACGACTAGG GTTTCTTGCTCTGGGTGTGTGTGC
AGCATGGTTTGAGCCC A
87. D10L616 61690083 61690113 AAAT 0.872 GTTTTCCCAGTCACGACGGGA | GTTTCTTCAGGAGAATGGCGTGAA
CTTGGGAAAGGGAGGA Cccc
88. D10L677 67704607 67704690 AGAT 0.845 GTTTTCCCAGTCACGACAGGC GTTTCTTTCTCCTTTAGCTGTTACTT
TTGTTTCATAGACTCCAGT ACCT
89. D10L963 96378219 96378266 AAT 0.859 GTTTTCCCAGTCACGACCTGC GTTTCTTTAGCCCGGGAGACAGTG
CTGGGGAAATGGGTG AG
90. D11L161 16147363 16147423 AAGG 0.841 GTTTTCCCAGTCACGACAGAA GTTTCTTTGTGGATTGATGCTTGG
TACAAACTCAAGCCCAAAGA CCA
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Lp. Locus Poczatek Koniec Motyw Het. Starter forward (5’-3’) Starter reverse (5’-3’)
91. D11L499 49957927 49958012 AAAAT 0.857 GTTTTCCCAGTCACGACGAGG GTTTCTTGTATGGTGGTGGGCAAC
CTGAGACACGAGAATCT TGT
92. D111932 93285609 93285652 AAT 0.881 GTTTTCCCAGTCACGACTTCA
AACTCCCAGCCTCAGG ATCCCAGCTACTCAGGAGGC
93. D12L115 115894994 11589507 AAAAG 0.908 GTTTTCCCAGTCACGACATTA GTTTCTTGTGGTCAGACTTCCTATT
GCTGGATGTGGTGGCG GTTCCT
94. D12L1 130925947 130925994 AAT 871 GTTTTCCCAGTCACGACGGGT
30 309259 3092599 08 OACAGAGCRAGACT TTCCTTCTTTCTCGTCCTTGTAA
95. D12L131 13174142 13174180 AAC 0.870 GTTTTCCCAGTCACGACCGGA GTTTCTTACCAAGCCCATGTAAGG
GCTTGCAGTGTG AGC
96. D12L434 43428051 43428122 AAAG 0.868 GTTTTCCCAGTCACGACAGAG GTTTCTTTGTGAGCCTGTGTATGTT
GCAGGAGGATAGCTTGA CATCA
97. GTTTTCCCAGTCACGACGGCA
D12L441 44101186 44101246 AAAG 0.893 ACACATCATIGGGCAT TGTTTGTTTGCTTATACCAACAGG
98. D12L616 6166647 6166693 AAT 0.873 GTTTTCCCAGTCACGACCCCA
CGTAGCTCCCAAGTAG GAGGGCAGGAGTTCGAGAC
99. GTTTTCCCAGTCACGACAGAC
D12L630 63076807 63076866 AAT 0.877 TACAGECAGGTACCACT ACAAGATGTGGTACGTGGTCA
100. D12L794 79458707 79458779 AAAG 0.862 GTTTTCCCAGTCACGACTCTCT | GTTTCTTCAGCGTGCAAACCCTTA
TATTCCCTCAGCCCCA GAG
101. D12L908 90823354 90823397 AGAT 0.870 GTTTTCCCAGTCACGACGCAC GTTTCTTTGCTACCCTCTCTTTCTG
ATCTAGTAAACACTACCTAGC AAACA
102. GTTTTCCCAGTCACGACTAAT
D13L385 38541503 38541569 AAGG 0.936 CTTCOATITCTGCTOTAACAR AGGATTATTCTGGATTATCGGGG
103. D13L459 45923472 45923533 AAAG 0.853 GTTTTCCCAGTCACGACTTCTT | GTTTCTTTCTGTCCATTACAGATCA
ACAACTTTCTTCGGTGTAGG TGAAAAA
104. D13L516 51688743 51688784 AGAT 0.834 GTTTTCCCAGTCACGACTTCTC | GTTTCTTACTCCTCATGTTGTACGT
ATTCCTCCCTGCACC TAGAGT
105. D13L576 57688832 57688897 AAGG 0.853 GTTTTCCCAGTCACGACTGGG GTTTCTTGGTGCTAAACATCATTAA
GAACAGAGTGAGACT TCATCAGA
106. D14L194 19452207 19452256 AAT 0.850 GTTTTCCCAGTCACGACGAGG
TCAAGGCTGCAGTGAG ATGATCTGTTCTCTCTCTGGAAGC
107. D141276 27688436 27688493 AAAG 0.881 GTTTTCCCAGTCACGACTGTTC | GTTTCTTTAGCTGGACTTGGTGGC
AGTTCTTTGTTCTCCATTT G
108. D14L364 36424694 36424723 AAT 0.857 GTTTTCCCAGTCACGACGAGC GTTTCTTCACACACATGAACTCAAC
CAAGATCACGCCACT CCAC
109. D14L372 37229537 37229597 AAGG 0.861 GTTTTCCCAGTCACGACTCGC GTTTCTTCAGTATGGAGCTGGCAG
TCCTGGGATGTGCC GAC
110. GTTTTCCCAGTCACGACAGCT
D141409 40925722 40925767 AAT 0.919 ACTTGTGGGACCOAGE TTGGACTCACTGTAGGCTCA
111. D14L . GTTTTCCCAGTCACGACGCTT
41699 69965306 69965379 AAGAG 0.858 CACTTTCCTCAGATOGE GAAATTAGCTGGGTGTGGTGG
112. D14L781 78104645 78104678 AAT 0.838 GTTTTCCCAGTCACGACCTGC GTTTCTTCCAGGAGTTCAAGACCA
AGCCTTGACCTCCTG GCC
113. D14L785 78588181 78588247 AAAG 0.840 GTTTTCCCAGTCACGACGAGA | GTTTCTTAGCAAGAATGAAGGCGG
GTAAGTACATCCTGCTGAG AAAG
114. D141953 95326741 95326782 AAAG 0.878 GTTTTCCCAGTCACGACTGCT GTTTCTTTCAGGAGTTCGAGGTTG
ATTTCTACTGTGGTTTGGT CAG
5. D15L258 25895801 25895861 AGAGG 0.802 i:;g:::f:géigéiggi& GTTTCTTTAATGCAGGTGGTATAA
G TTCAGTCC
116. D15L296 29670028 29670068 AAT 0.861 GTTTTCCCAGTCACGACCAGT GTTTCTTCCTCCTTTGTTCCAGCCA
GAGCCAAGATCGTACCA AC
117. D15L495 49591907 49591992 AAAG 0.900 GTTTTCCCAGTCACGACTAGT GTTTCTTGCACGTATTATAAGACTG
TTTCATGGGATTGTATGGTTT ACCACAT
118. D15L752 75225761 75225807 AGAT 0.901 GTTTTCCCAGTCACGACGATC TGCACTTTCAGTATTCAGTTAAGG
ACTTGAGGCCAGGAGT C
119. D16L104 10466424 10466477 AAAG 0.869 GTTTTCCCAGTCACGACACAA GTTTCTTTGAAATCATGCCACTGTA
GAAAAGAAAAGGGGCTCC CTCCA
120. D16L 12 AGAT- GTTTTCCCAGTCACGACTGTT
61547 5475067 5475123 J— 0.869 COGGTTITGOTOTATGAA GTGAGCCAAGATCGCACC
121. D16L554 55495723 55495777 AAAG 0.906 GTTTTCCCAGTCACGACTGAA GTTTCTTACAGAGTGAGACCTTCC
TACTTGTAAAACACCTGGCA AAGAG
122. D16L732 73202111 73202178 AAAG 0.872 GTTTTCCCAGTCACGACCCCC GTTTCTTAGTCTGCATTTCTACAAC
ATAAATGCCAGCCTTTTA AAAACA
123. D17L172 17264525 17264552 AGAT 0.833 GTTTTCCCAGTCACGACACCT GTTTCTTCAAGCTTGCCAAACTCTT
ACTTAACCTTATTCTACCAAC CA
124. D17L255 25565619 25565687 AAAG 0.835 GTTTTCCCAGTCACGACCTGA GTTTCTTGGGGAAGAAGTAATGAC
GCAATAGAGTGAAACTGCCT AATGAGTA
125. D17L388 38838897 38838962 AAAG 0.844 GTTTTCCCAGTCACGACAGGA | GTTTCTTCTGAGTGACAGAGTGAG
AGTGACATCAAGAACAATAG ACTCCAT
126. D17L432 43294887 43294947 AAGG 0.864 GTTTTCCCAGTCACGACGCAA GTTTCTTAACAGAGCAAGACTCCA
GAGATCTTTCCTTTCTTTCC TCTCG
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Lp. Locus Poczatek Koniec Motyw Het. Starter forward (5’-3’) Starter reverse (5’-3’)
127. | D18L119 11940262 11940333 AAAG 0.869 GTGAAACCCCATCTCTGCTA | GCCTTGTGTCTATTAAACTCTACTA
128. D18L4991 49913945 49914013 AAGG 0.906 GTTTTCCCAGTCACGACTAAA GTTTC CATTGCAGCAGAATAT
TTACAGGAGACCAGAGAGCG | TTGAAAGAG
129. D18L4995 49954178 49954264 AAGG 0.838 GTTTTCCCAGTCACGACCAGG GTTTCTTCAGCTGCGTGAGATAAT
GTCCAAGGCCAAGTT ACTTTGA
130. D18L689 68913552 68913599 AAT 0.871 GTTTTCCCAGTCACGACACCA
TTGACTCACTGLCCAA GGCTGAGGTGAAGGATTGCT
131. D19L240 2408989 2409030 AAT 0.857 GTTTTCCCAGTCACGACGTGG GTTTCTTACAGAATCAGAGAATAA
GAGGCTCCATCTCAA TGCAGACC
132. D191298 29876730 29876796 AAAG 0.878 GTTTTCCCAGTCACGACAGAC | GTTTCTTCCACAGAGCAAGATCTC
TTCACTTCCTCCAAGATCAG ATCTAAA
133. D19L762 7628330 7628391 AAT 0.859 GTTTTCCCAGTCACGACAGTC | GTTTCTTTGGGTGACAGAGTGGGA
ACAGTTGCTTCACTTGTTT TCT
134, D19L901 9011984 9012055 AAAAT 0.811 GTTTTCCCAGTCACGACCTGG | GTTTCTTCTCTTCATTGGTCTCACG
TGTGCAGTAAGACTATGTTTC | TCTG
135. D20L110 60909810 60909839 AGGGCG 0.903 GTTTTCCCAGTCACGACCCGC
CAATGTCACACCGG GTTTCTTCACTCGCTCGTCCCAGAC
136. D20L193 19302989 19303073 AAGG 0.873 GTTTTCCCAGTCACGACGCTTT | GTTTC GGAAATTCTGTTAGGA
GTCTATGTAAGGTGCTCC CCATGTC
137. D20L226 22677741 22677821 AAGAG 0.903 GTTTTCCCAGTCACGACCTGT
GAAAACCTGAGGLCCT GCAACGTAGGAGAGAGAGGG
138. D21L110 11077556 11077590 AAAT 0.868 GTTTTCCCAGTCACGACATGC GTTTCTTAGCTGCATTAGCCCCTAA
CTTGCTTCAAAGGTCAG CA
139. D211291 29133704 29133778 AAAG 0.856 GTTTTCCCAGTCACGACGGTG GTTTCTTGAAAGAGGGTAAGAGA
AAGGCACTCAAGAGATATTTA | CAGAAGAGC
140. D21L317 31706806 31706875 AGAT 0.854 GTTTTCCCAGTCACGACTGAA GTTTCTTTGGTTTCCTTGAGTTTCC
TAGTGTTTGGCCTCTCTCA AGGT
141. | D221375 37566130 37566172 ATCC 0.889 GTTTTCCCAGTCACGACTATG
CTGCCTGGTATGTGCC CACACCCCATCTCTTCTGCA
142. | D22L505 50519439 50519487 AAAG 0.897 GTTTTCCCAGTCACGACAGCC
TAGAATGTAACTCACGCA TGGGGTTTCACTATGTTGGCC
143. [TATCla
[TGTClb CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D352406 [CGTCIc 0.986 | GACGTGGGGCAGTTTGAGTC | GAGCCACATGGAGAGGCTTTAG
[CATC]d TGACC
144, [TATC]a-
DIN10 230905363 230905429 ATe 0.937 TAACGGGAATTGACCAGGTA | GGTAGAGATGGAAGAAAATCCCC
[TATClb GGC ATA
145. DO7L5211 52117027 52117114 AAAAG 0.9 GTTTTCCCAGTCACGACATTG GTACTCATTCAAGTGAATAATTCAT
AGAATTCAATACTTTGATAC ATG
146. D19L298 29876730 29876796 AAAG 0.9 GTTTTCCCAGTCACGACAGAC
TTCACTTCCTCCAAGATCAG GCACACCAGGCTAAGAAAGTTGG
147. D12L131 13174142 13174180 AAC 0.9 GTTTTCCCAGTCACGACTTGTT
CAAGATTTTAAGTGTGG CTGCGGATGCTGCCCCACGA
148. DO3L101 101684290 | 101684317 AAT 0.8 GTTTTCCCAGTCACGACCTTGT
CATGGGTGATAAGTA CACAAAGTACCTAATGCCTGGC
149. DO5L105 105979402 105979440 AAT 0.8 GTTTTCCCAGTCACGACACTC
CTAGAACAAGTAAGATCACC GCCAGGGGACAACAGTGAAA
150. D215205 39819523 39819659 GATA 0.848 GTTTTCCCAGTCACGACGCCA
TTACCATATGAGTTAGTC CAAATCTTGAACTCATCCTC
151 D02L234 234570270 | 234570328 AAAG 0.9 f;g%cgiﬁgcﬁfgscﬂﬁ\% AGCTGTGGTTGGCGATCATT
152. D15L752 75225761 75225807 AGAT 0,901 GTTTTCCCAGTCACGACGATC TGCACTTTCAGTATTCAGTTAAGG
ACTTGAGGCCAGGAGT ¢
153. DO1L679 6792427 6792507 AAAG 0.9 GTTTTCCCAGTCACGACGGAT
GACAGTGTGGGTTCTCT GCTACTCGGGAGGCTGA
154. D04L164 164955214 | 164955271 AGAT 0.9 iggigféfgg\giﬁg gGA GTGGTGTTTGGTTTTCTATTCCCA
155. D06L815 81581236 81581302 AGAT 0.8 GTTTTCCCAGTCACGACCAAT
CAGTAATGAAAATGTTATC CATGGTGGGTGGGTGGATG
156. D185386 68127490 68127652 AAAG 0.952 GTTTTCCCAGTCACGACTGAG
TCAGGAGAATCACTTGGAAC CTCTTCCATGAAGTAGCTAAGCAG
157. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D155822 27390752 27390811 AGAT 0.9 GACAGTCAACAGTCTCAGAG | GTACATGATGAGCTGCTTCTC
ACC
158. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D8A29 138636482 | 138636536 | AAAGG 0.922 GACGAGCATGGAGTATCTGT | GGGAGAGAGGGCACTTAGAGT
GAAGC
159. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D1IN23 | 129963384 | 129963453 | GAGAA 0911 | GACCCAGTTCAAGGTTAGCCA | CCTACATGGAACATGTTATGAC
GG
160. [AGAT]a CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D251360 17310718 17310801 | [AgaCb 0.936 GACTAGAGTCAATGTATTATG | GATTGATGGGGTCTTTGTTCAAGG
[AGAT]c AAACCTG
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Lp. Locus Poczatek Koniec Motyw Het. Starter forward (5’-3’) Starter reverse (5’-3’)
161. [TAGAla
[TAGT]b
[TACAlc
[TAGAId
D4A38 92191665 92191716 [TACA]e 0.947 giggé‘?gﬁigfgﬁfg:? : AGTCAAAAGTCTCCAATAGAACCT
[TAGAIf oot TTC
[TACAlg
[TGGAJf
[TACAlg
[TAGA]h
162. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D3A65 32165284 32165331 AGAT 0.8 GACGCCCTCGATTCTCAAAAT | CACTACACAAGCATAGTCAG
GC
163. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
DIN21 80115411 80115486 AAAG 0.9 GACGCATACAAACTTTTGCTT | TTGCTGTGTAGAATTTCTATCTTT
GAATG
164. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D12N15 44101186 44101246 AAAG 0.8 GACGTAGGCAACACATCATTG | GAAATTAAGTCACATCACCAGAC
GGCATTG
165. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D15N26 95280196 95280281 AGAT 0.8 GACGACATAAAGATACAGAG | CACTCACTGAACAGGCGAAAAGC
ACAGAC
166. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D12N3 115894994 | 115895070 | AAAAG 0.8 GACGTGAGACTCCATCTGAAA | GCAAGGAGTCAAGACTTCCAG
GAGAGAA
167. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
DaN70 120055406 | 120055461 | AGAT 0.9 GACCACATAAATAGATGCAAC | GTTGCTGAGTGACAACTCAG
CTCTACC
168. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D5N72 173748145 | 173748190 AGAT 0.8 GACCCTAGATGAGACACAAA | GGGATTTCTTGACCTCCATAGCC
GGGATTG
169. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D1IN52 | 132008458 | 132008526 AGAT 0.7 GACCTTGGTGTGGCATAGGA | CTGTCCTTGGGCATCAGCTCC
ATTTGTC
170. [TATCla
reTclb CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D115236 19259601 19259719 [[:é\ggz 0.907 GACGAGGTGCAAGAATGTCT | GTTTCTACAGTGCATTGTATACG
(ccenle GTCTGTC
[TCCAIf
171. [GAAAJa
-A- CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
DeN71 132397638 | 132397707 | [GAAA]b 0.989 GACGTGAATGCACACTATATG | GAACAGGCAGGATGTAATGCAAC
-AA- ATGG
[GAAAJC
172. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D14N56 41415668 41415710 AGAT 0.9 GACGATAAACACAGGAATAA | CTTAAGAAAATTTCTGTCCCAAG
AGCTAG
173. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D2N43 42072419 42072494 AGAT 0.9 GACGTTTTGAGACTCGGACTC | GAGCTGAAATGCACTGTGTATTAG
CCAAG
174. | D8s1132 | 107328920 | 107329002 TCTA 0.867 GGCTAGGAAAGGTTAGTGGC | TATTGCTCGAAAGAGAGAGGG
175. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
D3Nel1 89050930 89051003 AAAG 0.9 GACCATAGGATTTGGCAATG | GTAAGCCTTTATTGACTACACTG
GATCATG
176. D13S742 25282949 25283113 AAAG 0,891 GTTTTCCCAGTCACGACGGGC GGGCTAGGAATGGAAATAGGTTG
’ TAGGAATGGAAATAGGTT TAC
177. CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
DIN16 218178446 | 218178512 | AAGAG 0.9 GACCAATTATGTTCAAGAGGG | CCTTCTTTCTCTACCTTGAAGAC
AGGAAATG
178. [TTCCla
DSA2 10640552 106405617 | [CTTTIb- 9491 | CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
shze 06405526 064056 c 0549 GACATAGCTGAAGCATGTGC | |1 1CTCTTTGCATTATAC
[CTTTIc
179. (TATCla GTTTTCCCAGTCACGACCGCC
D753038 21266718 21266793 [TACCIb 0.9270 | AGGGTTTTCCCAGTCACGACC | GAAAATCATCCTGTGTGCTTTCCCC
[CACC]c TGGAGCTGCATAGTGTCCTTT
180. GTTTTCCCAGTCACGACTGGA
DO4L164 | 164955214 | 164955271 | AGAT 0.9 GTTTTCCCAGTCACOACTG GTGGTGTTTGGTITTCTATTCCCA
181. D191L298 29876730 29876796 AAAG 0.878 GTTTTCCCAGTCACGACAGAC GTTTCTTCCACAGAGCAAGATCTC
TTCACTTCCTCCAAGATCAG | ATCTAAA
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Lp. Locus Poczatek Koniec Motyw Het. Starter forward (5’-3’) Starter reverse (5'-3')

e D3N54 70651745 70651840 [G/:\::A i 0.9137 GTTTTCCCAGTCACGACCTCC CAGAATATGCATCIGTACAT
[GAAA]b AATAAGCAGAAAGAG

183. | D10S2325 12793050 12793125 TCTTA 0.8380 2;1;%5&61:222 ACOOCC | rcommnomncerrerennoce

4.2 Testowanie zaprojektowanych starterow do amplifikacji loci STR z
wykorzystaniem metody M13-tailing

Dla wszystkich loci STR wskazanych w tabeli nr 1 zaprojektowano i zamdwiono startery do
reakcji PCR. Do startera forward na koricu 5’ dotgczono sekwencje jednego z dwdch starterow

M13(-40) lub M13(-47), umozliwiajgcg wykorzystanie posredniej metody znakowania
produktow PCR jak w pkt. 3.6 (Ryc. 3).

Miejsce wigzania startera forward Locus STR Miejsce wigzania startera reverse

| |

MTYROwY ]
DNA
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Ryc. 3 Schemat reakcji PCR z wykorzystaniem metody M13-tailing. W pierwszym cyklu reakcji locus STR jest
amplifikowane z wykorzystaniem starteréw forward wydtuzonego o sekwencje startera M13 i reverse (1). W
kolejnych cyklach reakcji jedna z nici matrycowego DNA jest syntetyzowana z uzyciem fluorescencyjnie
znakowanego startera M13. Dzieki uzyciu fluorescencyjnie znakowanego startera M13 produkty reakcji moga
by¢ analizowane na drodze elektroforezy kapilarnej.

Sekwencje starteréw opracowywano z wykorzystaniem programéw komputerowych

wskazanych w pkt. 3.5. Specyficznos¢ i wydajnos¢ dziatania zaprojektowanych starteréw w
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reakcji PCR weryfikowano poprzez amplifikacje danego locus z wykorzystaniem izolatow DNA
od pojedynczych oséb, metodg M13-tailing (pkt. 3.6) i analize elektroforegraméw mieszaniny
poreakcyjnej (pkt. 3.13). Startery kwalifikowano do dalszych prac, jezeli wydajnosc¢ reakcji PCR
byta wysoka i analizowane piki elektroforetyczne w ukfadzie heterozygotycznym miaty
wysokos¢ minimum 2000 RFU dla zastosowanego analizatora genetycznego ABI3130XL, a
takze jesli w elektroforegramie nie znajdowaty sie dodatkowe, niepozgdane produkty reakcji
(artefakty). Dodatkowym kryterium akceptacji starterow byty niskie piki elektroforetyczne
amplikonéw typu stutter nie mogace przekracza¢ 20% wysokosci prawidtowego piku
elektroforetycznego odpowiadajgcego rzeczywistemu allelowi badanego locus STR. Startery
reverse, dla ktorych w elektroforegramie obserwowano rozdwojone piki elektroforetyczne
modyfikowano dodajgc do 5’ korica startera sekwencje PIG-tail GTTTCTT promujacg korcowa
adenylacje produktéw reakcji PCR (pkt. 3.7). W przypadku uzyskania zbyt niskiej wydajnosci
reakcji PCR lub zaobserwowania artefaktdw startery projektowano od nowa i poddawano je
kolejnej weryfikacji poprzez wykonanie reakcji PCR i ponowng analize elektroforegraméw. W
przypadku niemoznosci uzyskania pozgdanych wynikéw amplifikacji po trzykrotnej prébie
zmiany sekwencji starteréw taki locus eliminowano z dalszych prac badawczych. Do kolejnego

etapu badan przesiewowych ze 183 wstepnie wybranych loci zakwalifikowano 172 loci STR.

4.3 Szacowanie heterozygotycznosci loci STR w populacji polskiej

Wyselekcjonowane 172 loci STR zostaty poddane badaniu przesiewowemu w celu weryfikacji
ich polimorfizmu w populacji polskiej oraz okreslenia rozpietosci locus, czyli zakresu dtugosci
alleli. Do badan przesiewowych wykorzystano metode M13-tailing oraz weczesniej

opracowane startery.

Szacowanie heterozygotycznosci loci STR przeprowadzono wykonujac po cztery reakcje PCR
dla kazdego analizowanego locus STR. Jako matrycy do kazdej reakcji PCR uzyto mieszaniny
DNA pochodzacej od 50 losowo wybranych oséb z populacji polskiej, innych dla kazdej z
czterech reakcji PCR (pkt. 3.8). W ten sposéb w czterech reakcjach PCR zamplifikowano tacznie
allele wszystkich badanych loci STR znajdujgce sie w genomach 200 badanych oséb. Na
podstawie analizy elektroforegraméw szacowano czestos¢ wystepowania alleli w populacji

polskiej oraz heterozygotycznosé badanych loci STR metodg opisang w pkt. 3.14. W celu oceny

34



doktadnos$ci metody wykonano badania przesiewowe dla 13 loci CODIS, dla ktorych czestosci

wystepowania alleli w populacji polskiej oraz heterozygotycznosé sg znane.

Wartosci heterozygotycznosci loci CODIS obliczone w ramach badan przesiewowych
przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej byty wysoce zgodne z wartosciami
heterozygotycznosci tych loci w populacji polskiej znanymi z danych literaturowych (Ossowski
iin., 2017). Przyktadowe wyniki badan przesiewowych oraz obliczenia czestosci wystepowania
alleli dla dwdch loci CODIS D18S51 oraz vWA przedstawiono ponizej, odpowiednio na ryc. 4 i

w tab. 3 oraz naryc. 5iw tab. 4.

allel 23

' | ye:

Ryc. 4. Badania przesiewowe locus D18S51. Rysunek zawiera cztery elektroforegramy z amplifikacjg locus
D18S51 dla czterech mieszanin pulowanego DNA pochodzacego od 50 niespokrewnionych ze sobg oséb kazda.
Rozktad pikéw elektroforetycznych oraz pole ich powierzchni w zatozeniu metody ma odpowiadac ich rozktadowi
w populacji polskiej. Na elektroforegramach wskazany jest najkrétszy zidentyfikowany w puli DNA pochodzgcego
od 200 oséb allel 9 wystepujacy w populacji polskiej z czestoscia 0,1% oraz najdtuzszy zidentyfikowany w dwdch
elektroforegramach allel 23 wystepujgcy w populacji polskiej z czestoscig 0,2%.
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Tabela 3. Wyniki badan przesiewowych locus D18S51. W tabeli w kolejnych kolumnach wskazano allele locus

D18S51, pola powierzchni pikéw elektroforetycznych odpowiadajgcych poszczegdlnym allelom w ujeciu

procentowym w stosunku do sumy pdl powierzchni wszystkich pikow elektroforetycznych w elektroforegramie

w kazdej z czterech mieszanin DNA (Mieszanina DNA nr 1-4), srednig wartos¢ stosunku pola powierzchni piku do

pol powierzchni wszystkich pikéw w elektroforegramie dla czterech mieszanin DNA, znang czestos$¢

wystepowania alleli w populacji polskiej wg Ossowski i in. 2017. W dolnym wierszu wskazano wartosci

heterozygotycznosci dla locus D18S51 obliczone na podstawie badan przesiewowych przeprowadzonych w

niniejszej rozprawie oraz wskazane w publikacji Ossowski i in., 2017.

Allel locus | Mieszanina | Mieszanina | Mieszanina | Mieszanina srednia wy:tz:::):faénia

D18S51 DNAnNnr1l DNA nr 2 DNAnr3 DNA nr 4 1-4. allelu

9 - -- 2,19 - 0,55 0,1

10 2,26 - 2,44 1,28 1,49 0,7

11 2,04 2,63 2,75 4,60 3,00 1,9
12 14,2 15,06 14,88 12,95 14,27 9,20
13 11,93 10,50 11,10 12,60 11,53 9,20
14 14,54 10,03 14,22 11,62 12,60 15,15
15 8,49 14,19 14,52 14,22 12,86 17,85

15.2 1,46 - - - 0,36 -

16 16,45 11,00 12,82 14,50 13,56 18,45
17 10,14 16,06 11,41 13,30 12,73 12,00
18 8,50 5,03 10,61 5,49 7,40 6,650
19 7,25 7,80 3,80 1,38 5,06 3,90
20 2,7 4,30 0,71 2,88 2,65 2,40
21 - 1,75 4,74 2,43 2,23 1,30
22 - 1,05 2,33 2,73 1,52 0,80
23 - 0,62 0,87 - 0,37 0,20
Heterozygotycznos¢ 88,7% 88,83
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Ryc. 5. Badania przesiewowe locus VWA. Rysunek zawiera cztery elektroforegramy z amplifikacjg locus
vWA dla czterech mieszanin pulowanego DNA pochodzgcego od 50 niespokrewnionych ze sobg oséb
kazda. Rozktad pikéw elektroforetycznych oraz pole ich powierzchni w zatozeniu metody ma
odpowiadac ich rozktadowi w populacji polskiej. Na elektroforegramach wskazany jest najkrétszy
zidentyfikowany w puli DNA pochodzacego od 200 osdb allel 14 wystepujgcy w populacji polskiej z
czestoscig 0,1% oraz najdtuzszy zidentyfikowany w dwéch elektroforegramach allel 20 wystepujgcy w
populacji polskiej z czestoscig 1,9%. W badaniach przesiewowych nie zidentyfikowano allelu 13
wystepujacego w populacji polskiej z czestoscia 0,5%.
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Tabela 4. Wyniki badan przesiewowych locus vVWA. W tabeli w kolejnych kolumnach wskazano allele
locus VWA, wielkosci pikow elektroforetycznych odpowiadajacych poszczegdlnym allelom w ujeciu
procentowym w stosunku do sumy wielkosci wszystkich pikéw elektroforetycznych w
elektroforegramie w kazdej z czterech mieszanin DNA (Mieszanina DNA nr 1-4), srednig wartos¢
stosunku wielkosci piku do wielkosci wszystkich pikéw w elektroforegramie dla czterech mieszanin
DNA, czestos¢ wystepowania alleli locus D18551 w populacji polskiej wg. Ossowski i in. 2017. W
dolnym wierszu wskazano wartosci heterozygotycznosci dla locus VWA obliczone na podstawie badan
przesiewowych oraz wskazane w publikacji (Ossowski i in., 2017).

Allel locus | Mieszanin | Mieszanin | Mieszanin | Mieszanin srednia wyii::t:::/ini
VWA aDNAnrl [ aDNAnr2 | aDNAnr3 | aDNAnr4 1-4. a allelu
13 - - - - - 0,5
14 8,87 6,3 10,4 8,66 8,56 9,00
15 14,29 17,98 17,40 5,04 13,68 10,60
16 22,81 22,13 20,35 23,88 22,29 17,90
17 24,08 23,42 24,66 25,82 24,50 30,20
18 22,42 22,80 25,67 23,69 23,64 22,80
19 4,86 5,46 1,56 12,9 6,19 7,00
20 2,67 1,89 - - 1,14 1,90

21 - - - - - -
22 - - - - - -
Heterozygotycznosé 80,36% 80,50%

Srednia réznica w heterozygotycznosci wyznaczonej dla 13 loci CODIS metodg opracowang
W niniejszej pracy a heterozygotycznoscia tych loci w populacji polskiej znang z literatury
(Ossowski i in. 2017) dla wszystkich 13 analizowanych loci CODIS wyniosta 2,57%.
Najwiekszg réznice wynikéw zaobserwowano w przypadku locus D55818 wynoszaca 7,64%,
za$ najmniejszg w przypadku loci D18S51 oraz VWA: odpowiednio 0,13% oraz 0,17%. Dane
dotyczace heterozygotycznosci 13 loci CODIS obliczonej na podstawie badan przesiewowych

oraz rzeczywistej heterozygotycznosci tych loci zostaty zestawione w tabeli nr 5.
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Tabela 5. Heterozygotycznos¢ 13 podstawowych loci CODIS (CSF1PO, THO1, TPOX, vWA, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA), obliczona na podstawie
czestosci wystepowania alleli w populacji polskiej (Ossowski et al., 2017) - Het., w poréwnaniu do
heterozygotycznosci oszacowanej przy zastosowaniu metody badan loci STR opisywanej w niniejszej

pracy (Het. N=200).

Locus CODIS Het. Het. N=200
CSF1PO 0,725 0,7546
THO1 0,7533 0,7169
TPOX 0,6167 0,6367
VWA 0,8050 0,8033
D3S1358 0,805 0,7828
D55818 0,6817 0,7581
D75820 0,7767 0,8055
D8S1179 0,79 0,8289
D13S317 0,79 0,7995
D165539 0,7333 0,7755
D18S51 0,8870 0,8883
D21S11 0,8383 0,8197
FGA 0,845 0,854

Wykorzystujgc opracowang w niniejszej pracy metode szacowania heterozygotycznosci
przeprowadzono badania przesiewowe dla wszystkich wyselekcjonowanych 172 loci STR.
Elektroforegramy z badaf  przesiewowych dla dziesieciu wybranych nowo
scharakteryzowanych loci STR (D14L699, D16L554, D0O1L217, D02L142, D0O3L109, DO5L140,
D14L276, DO7L134, D01L228, DO5L169) zostaty przedstawione na rycinach 6-15. Wartosci
czestosci wystepowania alleli dla tych loci w populacji polskiej wyznaczone na podstawie

badan przesiewowych zostaty wskazane w tabeli nr 6.
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Ryc. 6 Locus D14L699. W obrebie locus zidentyfikowano 13 alleli. Rozpietos¢ locus (réznica dtugosci
pomiedzy najdtuzszym, a najkrétszym zidentyfikowanym allelem) wyniosta 62 pz.
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Ryc. 7. Locus D16L554. W obrebie locus zidentyfikowano 17 alleli. Rozpietos$¢ locus wyniosta 78 pz.
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Ryc. 8 Locus DO1L217. W obrebie locus zidentyfikowano 15 alleli, rozpietos¢ locus wyniosta 41 pz.
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Ryc. 9. Locus D02L142. W obrebie locus zidentyfikowano 20 alleli, rozpietos¢ locus wyniosta 60 pz.
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Ryc. 10 Locus D0O3L109. W obrebie locus zidentyfikowano 13 alleli, rozpietos¢ locus wyniosta 38 pz.
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Ryc. 11 Locus DO5L140. W obrebie locus zidentyfikowano 14 alleli, rozpietos¢ locus wyniosta 58 pz.
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Ryc. 12 Locus D14L276. W obrebie locus zidentyfikowano 14 alleli, rozpietos¢ locus wyniosta 55 pz.
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Ryc. 13 Locus DO7L134. W obrebie locus zidentyfikowano 13 alleli, rozpietos¢ locus wyniosta 94 pz.
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Ryc. 14 Locus D01L228. W obrebie locus zidentyfikowano 19 alleli, rozpietosé locus wyniosta 56 pz.
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Ryc. 15 Locus DO5L169 W obrebie locus zidentyfikowano 14 alleli, rozpietos¢ locus wyniosta 46 pz.
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Tabela 6. Czestosci alleli w przyktadowych 10 loci STR, ktére zostaty wybrane do zaprojektowania

dwdch reakcji multipleks-PCR. Czestosci wystepowania alleli w populacji polskiej zostaty obliczone

metodg opracowang w niniejszej pracy doktorskiej (pkt. 3.14). Allel jest definiowany przez dtugosé

amplikonu w pz. DNA nr 1-4 oznacza czesto$¢ wystepowania danego allelu w puli 50 testowanych

0s0b.
Locus Allel DNAnr1 DNA nr 2 DNA nr3 DNAnr4 Srednia 1-4
383 0 0,0638 0,0348 0,0000 0,0332
388 0,0373 0,0000 0,0139 0,0369 0,0220
393 0,0262 0,0000 0,0239 0,0906 0,0352
398 0,0157 0,0378 0,0338 0,0000 0,0218
403 0,0891 0,1438 0,1493 0,1762 0,1396
408 0,2096 0,1373 0,1801 0,1074 0,1586
D14L699 414 0,0982 0,1600 0,1632 0,1158 0,1343
419 0,2534 0,1524 0,1065 0,1443 0,1642
424 0,0747 0,1265 0,1174 0,1225 0,1103
429 0,0570 0,0616 0,0657 0,0822 0,0666
434 0,0537 0,0346 0,0836 0,0839 0,0639
439 0,0511 0,0292 0,0279 0,0403 0,0371
444 0,0000 0,0530 0,0000 0,0000 0,0132
247 0,1569 0,1406 0,1617 0,1273 0,1466
251 0,0757 0,1837 0,1481 0,1964 0,1510
255 0,0513 0,0965 0,0428 0,1816 0,0930
259 0,0155 0,0344 0,0206 0,0255 0,0240
263 0,0603 0,0483 0,1367 0,0664 0,0779
D16L554 267 0,0495 0,0333 0,0958 0,0417 0,0551
272 0,0728 0,1007 0,0701 0,1179 0,0904
276 0,0697 0,0529 0,0608 0,0654 0,0622
280 0,2649 0,0712 0,0172 0,0334 0,0967
287 0,0672 0,0405 0,0288 0,0266 0,0408
2901 0,0634 0,1168 0,0328 0,0411 0,0635
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Locus Allel DNAnNr1 DNA nr 2 DNAnr3 DNAnr4 Srednia 1-4
295 0,0308 0,0535 0,1697 0,0249 0,0697
299 0,0222 0,0277 0,0149 0,0520 0,0292
338 0,0105 0,0000 0,0057 0,0088 0,0062
341 0,0741 0,0330 0,0330 0,0537 0,0484
344 0,0643 0,0437 0,1377 0,2198 0,1164
347 0,0729 0,1041 0,0710 0,1153 0,0908
350 0,1182 0,1282 0,1348 0,0344 0,1039
353 0,1265 0,0932 0,1004 0,0483 0,0921
356 0,2015 0,2314 0,2014 0,1683 0,2007
D01L217 359 0,1228 0,1484 0,1306 0,1357 0,1344
362 0,0463 0,0773 0,0621 0,0486 0,0586
365 0,0750 0,0494 0,0699 0,0759 0,0676
368 0,0000 0,0000 0,0000 0,0618 0,0154
369 0,0692 0,0414 0,0277 0,0000 0,0346
372 0,0088 0,0390 0,0145 0,0231 0,0213
375 0,0100 0,0035 0,0114 0,0063 0,0078
378 0,0000 0,0076 0,0000 0,0000 0,0019
233 0,1847 0,0000 0,0000 0,0000 0,0462
236 0,2049 0,0426 0,0344 0,1107 0,0981
240 0,0780 0,0601 0,0601 0,0540 0,0631
242 0,0000 0,0000 0,0400 0,0000 0,0100
244 0,0399 0,0196 0,0440 0,0000 0,0259
D02L142
246 0,0459 0,0321 0,1344 0,0421 0,0636
248 0,0365 0,0622 0,0513 0,0237 0,0434
250 0,0000 0,0182 0,0000 0,0144 0,0082
252 0,0504 0,0293 0,0303 0,0372 0,0368
256 0,0114 0,0493 0,0783 0,0530 0,0480
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Locus Allel DNAnNr1 DNA nr 2 DNAnr3 DNAnr4 Srednia 1-4
259 0,0421 0,1678 0,0564 0,0000 0,0666
260 0,0000 0,0000 0,0000 0,0380 0,0095
263 0,0400 0,0415 0,0000 0,0968 0,0446
265 0,0000 0,0000 0,0000 0,0166 0,0041
267 0,0266 0,0116 0,0000 0,0000 0,0095
269 0,0529 0,0158 0,0734 0,0614 0,0509
273 0,0575 0,1678 0,0705 0,0705 0,0916
277 0,0924 0,1804 0,1951 0,2529 0,1802
281 0,0368 0,1017 0,0601 0,1288 0,0819
284 0,0000 0,0000 0,0716 0,0000 0,0179
385 0,0000 0,0000 0,0459 0,0000 0,0115
387 0,0000 0,0000 0,0645 0,0184 0,0207
388 0,0140 0,0364 0,0000 0,0000 0,0126
389 0,0000 0,0000 0,0000 0,0690 0,0172
390 0,0171 0,0424 0,0126 0,0000 0,0180
393 0,0521 0,0734 0,0598 0,0230 0,0521
396 0,1414 0,1490 0,1334 0,0483 0,1180
398 0,0000 0,0000 0,0000 0,1552 0,0388
399 0,0966 0,1099 0,0781 0,0000 0,0711

DO3L109
401 0,0000 0,0000 0,0000 0,1011 0,0253
402 0,1440 0,1287 0,1327 0,0000 0,1013
404 0,0000 0,0000 0,0000 0,0874 0,0218
405 0,1985 0,1697 0,1134 0,0000 0,1204
407 0,1671 0,1275 0,1756 0,1172 0,1469
409 0,0000 0,0000 0,0000 0,1713 0,0428
410 0,1198 0,0775 0,1419 0,0000 0,0848
412 0,0000 0,0000 0,0000 0,1264 0,0316
413 0,0495 0,0554 0,0251 0,0000 0,0325
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Locus Allel DNAnNr1 DNA nr 2 DNAnr3 DNAnr4 Srednia 1-4
415 0,0000 0,0000 0,0000 0,0483 0,0121
416 0,0000 0,0212 0,0171 0,0000 0,0096
418 0,0000 0,0000 0,0000 0,0345 0,0086
419 0,0000 0,0088 0,0000 0,0000 0,0022
304 0,0266 0,0555 0,1029 0,0099 0,0487
308 0,0161 0,0231 0,0588 0,0293 0,0318
317 0,0512 0,0565 0,0927 0,1515 0,0880
321 0,0710 0,0578 0,0745 0,0613 0,0662
325 0,0576 0,0625 0,0966 0,0854 0,0755
329 0,2088 0,1674 0,1505 0,1108 0,1594
333 0,1229 0,1236 0,1299 0,0970 0,1184
DO5L140
337 0,0731 0,0808 0,0446 0,0561 0,0636
341 0,0892 0,1196 0,0000 0,0774 0,0715
342 0,0000 0,0000 0,0830 0,0000 0,0207
346 0,0532 0,0555 0,0389 0,1789 0,0816
350 0,1138 0,0808 0,0753 0,0648 0,0837
354 0,1039 0,1038 0,0206 0,0433 0,0679
358 0,0126 0,0131 0,0316 0,0345 0,0229
463 0,0144 0,0158 0,0000 0,0000 0,0076
467 0,0380 0,0167 0,0542 0,0000 0,0272
471 0,0905 0,1676 0,0919 0,2085 0,1396
475 0,1210 0,0522 0,0314 0,1713 0,0940
D14L276 479 0,1558 0,0834 0,1140 0,0439 0,0993
483 0,1493 0,1302 0,1640 0,1148 0,1396
487 0,1423 0,0885 0,1625 0,0871 0,1201
492 0,0933 0,0765 0,1201 0,1356 0,1064
496 0,0438 0,0847 0,1298 0,0766 0,0837
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Locus Allel DNAnNr1 DNA nr 2 DNAnr3 DNAnr4 Srednia 1-4
500 0,0543 0,1459 0,0589 0,0754 0,0836
504 0,0415 0,0558 0,0733 0,0535 0,0560
508 0,0280 0,0307 0,0000 0,0225 0,0203
512 0,0221 0,0190 0,0000 0,0107 0,0130
517 0,0059 0,0328 0,0000 0,0000 0,0097
440 0,0164 0,0224 0,0000 0,0000 0,0097
445 0,0289 0,0234 0,0353 0,0000 0,0219
450 0,0791 0,0511 0,0000 0,0000 0,0326
451 0,0000 0,0000 0,0418 0,0797 0,0304
456 0,0989 0,1688 0,3027 0,1626 0,1832
461 0,1864 0,1140 0,0753 0,1077 0,1208
466 0,0505 0,0889 0,0797 0,0379 0,0642
DO7L134
471 0,2207 0,1496 0,1956 0,2650 0,2077
476 0,1030 0,1805 0,0327 0,1683 0,1211
481 0,1255 0,1278 0,0684 0,1197 0,1103
486 0,0402 0,0506 0,0422 0,0592 0,0481
492 0,0505 0,0229 0,0340 0,0000 0,0268
497 0,0000 0,0000 0,0540 0,0000 0,0135
502 0,0000 0,0000 0,0383 0,0000 0,0096
244 0,0000 0,0127 0,0000 0,0000 0,0032
247 0,0061 0,0096 0,0194 0,0216 0,0142
250 0,0288 0,0400 0,0881 0,0284 0,0463
253 0,0126 0,0160 0,0176 0,0335 0,0199
D01L228
256 0,0042 0,0180 0,0113 0,0176 0,0128
259 0,0173 0,0434 0,0450 0,0696 0,0438
262 0,0354 0,0560 0,0297 0,0724 0,0484
265 0,0385 0,0147 0,0730 0,0377 0,0409
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Locus Allel DNAnNr1 DNA nr 2 DNAnr3 DNAnr4 Srednia 1-4
268 0,0523 0,0447 0,0425 0,0759 0,0539
271 0,1112 0,0998 0,0644 0,1283 0,1009
274 0,2509 0,1570 0,0820 0,1120 0,1505
277 0,1783 0,0847 0,1470 0,0966 0,1266
280 0,0754 0,0785 0,1019 0,0611 0,0792
283 0,0386 0,0970 0,1158 0,0946 0,0865
286 0,0500 0,0841 0,0335 0,0974 0,0662
289 0,0407 0,0632 0,0687 0,0252 0,0494
292 0,0303 0,0511 0,0428 0,0236 0,0369
295 0,0184 0,0296 0,0174 0,0046 0,0175
299 0,0109 0,0000 0,0000 0,0000 0,0027
341 0,0149 0,0349 0,0000 0,0201 0,0175
344 0,0337 0,0921 0,1167 0,0541 0,0741
347 0,0178 0,0142 0,0076 0,0129 0,0131
350 0,2671 0,1673 0,1082 0,1899 0,1831
353 0,0519 0,0300 0,0173 0,0531 0,0381
356 0,0571 0,1079 0,0314 0,0572 0,0634
359 0,1904 0,2997 0,2088 0,1735 0,2181

DO5L169
362 0,1020 0,0000 0,0000 0,1349 0,0592
363 0,0000 0,1188 0,1380 0,0000 0,0642
366 0,0661 0,0213 0,0414 0,0805 0,0523
369 0,0767 0,0371 0,0784 0,1559 0,0870
372 0,0838 0,0768 0,1388 0,0380 0,0844
375 0,0297 0,0000 0,1134 0,0299 0,0432
378 0,0088 0,0000 0,0000 0,0000 0,0022

Badania przesiewowe wykazaty heterozygotycznosé badanych loci w zakresie 0,611-0,939. Na

podstawie tych danych, z puli 172 badanych loci wybrano 50 najbardziej polimorficznych do
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opracowania metody Kinfinder. Lista loci oraz ich szacowana heterozygotyczno$¢ zostaty

zamieszczone w tabeli nr 6.

Szacowana heterozygotycznos¢ 50 najbardziej polimorficznych loci wytypowanych do
opracowania metody KinFinder zawierata sie w przedziale 0,8105-0,9390. Najnizszg
heterozygotycznoscig w tej grupie cechowaty sie loci D121908 (0,8105), D0O7L147 (0,8112)
oraz D10L126 (0,8261), najwyzszym za$ wskaznikiem heterozygotycznosci charakteryzowaty
sie loci D13L742 (0,9390), D15L495 (0,9353) oraz D8A26 (0,9345). Srednia
heterozygotycznos¢ dla wszystkich 50 wytypowanych loci oszacowana na podstawie badan

przesiewowych wyniosta 0,8762.
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Tabela 7. Heterozygotycznos¢ 50 loci wytypowanych do zestawu Kinfinder wskazana w bazie
STRCatalog/WebSTR lub w danych literaturowych (Het. STRCat.) dla populacji $wiatowej oraz
heterozygotycznos¢ obliczona na podstawie przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej badan
przesiewowych dla populacji polskiej (Het N=200) dla grupy 200 osdéb.

Locus Het. STRCat. | Het N=200 Locus Het. STRcat. Het N=200
D12L908 0,870 0,818 DO03L109 0,869 0,917
DO7L147 0,847 0,830 DO01L217 0,875 0,888
D10L126 0,859 0,843 DO7L134 0,874 0,872
D17L255 0,835 0,873 D14L785 0,84 0,869
D16L732 0,872 0,859 D02L221 0,861 0,863
D211291 0,856 0,851 D14L699 0,858 0,885
D04L885 0,863 0,844 D02L114 0,9 0,870
D17L432 0,864 0,920 DO5L113 0,858 0,899
D12L794 0,862 0,854 D14L276 0,881 0,898
D12L630 0,877 0,855 D01L267 0,889 0,850
D8S1132 0,867 0,833 D1N16 0,9 0,874
D06L106 0,864 0,890 DO3L115 0,894 0,904
DO7L101 0,836 0,865 DO5L140 0,902 0,911

D10S2325 0,838 0,856 D02L142 0,887 0,917
DO5L169 0,876 0,881 D3N54 0,9137 0,875
D20L226 0,903 0,863 D16L554 0,906 0,905

D2N43 0,9 0,833 D12S391 0,874 0,862
D753048 0,927 0,894 D02L174 0,911 0,922
DO05L207 0,884 0,887 D3A57 0,8 0,934
DO7L144 0,880 0,891 D3N61 0,9 0,900
D01L215 0,879 0,854 DO01L569 0,863 0,901
D141953 0,878 0,851 D8A26 0,9491 0,909
D09L159 0,862 0,866 D15L495 0,900 0,905
D03L194 0,883 0,861 D13S742 0,891 0,911
D08L110 0,892 0,832 D1S1656 0,874 0,880
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4.4 Opracowanie dwdéch multipleksowanych reakcji PCR do jednoczesnej

amplifikacji 50 loci STR

Ze 172 loci STR, ktére poddano badaniom przesiewowym wybrano 50 loci o najwyzszym
poziomie heterozygotycznosci do opracowania dwéch reakcji multipleks-PCR (multipleks A i
multipleks B), umozliwiajgcych analize dtugosci alleli w probkach ludzkiego DNA. W przypadku
21 loci sekwencje starteréow do reakcji multipleks-PCR byty takie same lub miaty minimalnie
zmodyfikowang sekwencje nukleotydowsg, z usunietym sztucznym starterem M13 na koricu
5’, jak te zastosowane w badaniach przesiewowych (tabela nr 2). Dla pozostatych 29 loci
startery zostaty znaczgco zmienione lub zaprojektowane na nowo z uwzglednieniem
wczesniej okreslonych zakreséw dtugosci amplikonow, aby zapewni¢ skuteczne
multipleksowanie reakcji i unikng¢ mozliwosci nakfadania sie alleli réznych loci STR
wyznakowanych tym samym barwnikiem fluorescencyjnym. Dodatkowo w celu umozliwienia
identyfikacji ptci badanej osoby zaprojektowano startery do amplifikacji locus amelogeniny
(AMEL) i wiaczono je do reakcji multipleks-PCR A. Startery forward wykorzystane w reakcjach
multipleks PCR byty znakowane na korcu 5 jednym z nastepujgcych barwnikdw
fluorescencyjnych: 6-FAM, HEX, ROX lub TAMRA (pkt. 3.8), startery reverse nie byty

znakowane fluorescencyijnie.

Kompatybilno$¢ starteréw w reakcji multipleks-PCR sprawdzano in silico (pkt. 3.5), a takze
empirycznie poprzez wykonanie reakcji multipleks-PCR i ocene specyficznosci i wydajnosci
reakcji poprzez analize elektroforegraméw. W przypadku uzyskania niskiej wydajnosci reakc;ji
dla ktéregokolwiek z loci zwiekszano stezenie starteréw dla tego locus w mieszaninie
reakcyjnej, a w przypadku braku poprawy wydajnosci projektowano startery od nowa.
Modyfikacji lub zmiany sekwenc;ji starteréw dokonano takze w przypadkach, gdy w reakgc;ji
multipleks-PCR pojawiaty sie artefakty lub rozdwojone piki elektroforetyczne, wskazujgce na
niepetng adenylacje koricowego produktu reakcji. Takie problemy zaobserwowano dla pieciu
loci: DO1L569, D02L174, DO3L194, D14L276 i D14L785. W tych przypadkach startery reverse
zostaty wydtuzone na koncu 5’ o sekwencje GTTTCTT (tzw. PIG-tail), co skutecznie zwiekszyto
wydajnos¢ koncowej adenylacji amplikonéw i wyeliminowato problem generowania

rozdwojonych pikéw elektroforetycznych dla tych loci.
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Obie reakcje multipleks-PCR zostaty zaprojektowane w taki sposdb, aby pomiedzy
amplikonami poszczegdlnych loci, wyznakowanych tym samym barwnikiem fluorescencyjnym
w tej samej reakcji multipleks-PCR istniaty przerwy od okoto 10 do okoto 20 pz. Te przerwy
zostaty zaprojektowane na wypadek istnienia w populacji niezidentyfikowanych rzadkich
alleli, krétszych lub dtuzszych niz najkrétszy lub najdtuzszy allel zidentyfikowany w badaniach
przesiewowych przeprowadzonych na pulach DNA. Przerwy byty réwniez istotne w kontekscie
ewentualnych drobnych zmian w sekwencjach starterow, jesli wymagatyby one np.
wydtuzenia na koricu 5’ o siedmionukleotydowa sekwencje PIG-tail GTTTCTT wspomagajaca

korncowg adenylacje amplifikowanych fragmentéw DNA (pkt. 3.7).

Ze wzgledu na planowang komercjalizacje zestawu, w obu reakcjach multipleks-PCR
zarezerwowano miejsce dla jednego z loci systemu CODIS: D1S1656 w multipleksie A i
D12S391 w multipleksie B. Wtgczenie tych dwdch loci, po jednym w kazdym multipleksie,
miato na celu umozliwienie kontroli obiegu badanych prébek w laboratorium. Dzieki temu w
kolejnych badaniach mozliwe byto poréwnanie profilu genetycznego badanej osoby w
zakresie tych loci z profilem uzyskanym przy uzyciu komercyjnych zestawdéw odczynnikdw,
obejmujacych loci CODIS. Umozliwito to weryfikacje, czy DNA amplifikowane w rdéznych
reakcjach multipleks-PCR pochodzito od tej samej osoby, co pozwalato wykluczy¢ ewentualne

przypadkowe pomylenie prébek w trakcie procesu laboratoryjnego.

Analiza elektroforegraméw reakcji multipleks-PCR z uzyciem réznych komercyjnych zestawdw
odczynnikéw do amplifikacji DNA (Type-it Microsatellite PCR Kit firmy Qiagen oraz HOT
FIREPol® MultiPlex Mix firmy Solis Biodyne) wykazata, ze zestaw Type-it Microsatellite PCR Kit
nie amplifikowat wydajnie dwdch loci STR (DO5L140 i D02L17) nawet pomimo wielokrotnych
prob modyfikacji warunkéw reakcji zalecanych przez producenta zestawu oraz zwiekszenia
stezenia starteréw do amplifikacji tych loci w mieszaninie reakcyjnej. Dopiero uzycie zestawu
HOT FIREPol® MultiPlex Mix pozwolito na uzyskanie wystarczajgco efektywnej amplifikacji
tych loci (Ryc. 16). Dalsze badania prowadzono z uzyciem zestawu odczynnikéw HOT FIREPoI®

MultiPlex Mix.
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Ryc. 16 Elektroforegramy przedstawiajgce skutecznos¢ amplifikacji loci STR w reakcji multipleks-PCR
przy uzyciu zestawu HOT FIREPol® MultiPlex Mix (lewa sekcja) oraz Type-it Microsatellite PCR Kit
(prawa sekcja). Wzrost wydajnosci amplifikacji byt najbardziej widoczny dla loci DO5L140 i DO2L174
(zaznaczonych na czerwono), gdzie warto$¢ RFU wzrosta 7,5-krotnie z 160 RFU (zestaw Type-it
Microsatellite PCR Kit (Qiagen) do 1200 RFU (zestaw HOT FIREPol® MultiPlex Mix (Solis Biodyne) w
przypadku locus DO5L140 oraz 4,5-krotnie w przypadku locus D02L174, z 200 RFU do 900 RFU.

AL

Kolejnym etapem optymalizacji parametréw reakcji multipleks-PCR byto dostosowanie stezen
starterow w celu zbalansowania intensywnosci sygnatéw fluorescencyjnych amplikonéw.
Czes¢ par starteréw pozostata na standardowym poziomie, co oznacza, ze dodawano je w
stezeniu 0,05 uM. Najwieksze modyfikacje wprowadzono dla starteréw amplifikujgcych loci
D10S2325, D14L699, D02L174 i DO5L140, w przypadku ktérych stezenia starteréow zwiekszono
szesciokrotnie oraz dla locus D17L432, w przypadku ktérego stezenie starteréw zwiekszono
siedmiokrotnie do stezenia 0,35 uM. Zmiany stezen starterow dla wszystkich loci STR

amplifikowanych w reakcjach multipleks PCR A i B zostaty przedstawione w tabeli nr 8.
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Tabela 8. Modyfikacje stezen starteréw dla kazdego locus wchodzgcego w sktad multipleksow A i B.

,1x” oznacza stezenie kazdego z pary starteréw danego locus (forward i reverse) w mieszaninie

reakcyjnej réwne 0,05 uM. Wartos$¢ liczbowa w rubryce stezenie starteréw oznacza mnoznik stezenia

wyjsciowego kazdej pary starteréw dla wskazanego locus.

Multipleks A Multipleks B
Locus Stqienlie Barwnik . Locus Steien’ie Barwnik .
starterow fluorescencyjny starterow fluorescencyjny

D04L885 1x 6-FAM DO09L159 3x 6-FAM
D14L953 1,5x 6-FAM D02L221 2,5x 6-FAM
D06L106 1,5x 6-FAM D02L142 3x 6-FAM
D16L554 1,5x 6-FAM D8A26 3x 6-FAM
D01L267 1,5x 6-FAM DO5L113 1,5x 6-FAM
DO3L115 1x 6-FAM D14L276 3,5x 6-FAM

D2N43 1x 6-FAM D17L255 1x HEX
D12L794 2X HEX D20L226 1x HEX
D02L114 2x HEX D08L110 5,5x HEX
D1S1656 4x HEX D16L732 1,5x HEX
DO5L169 3x HEX D01L217 2x HEX
D14L699 6x HEX DO03L109 2x HEX

D3A57 4x HEX D07L144 5x HEX
D851132 4x TAMRA D753048 2,5x TAMRA

D3N61 2x TAMRA D12S391 2x TAMRA
DO5L140 6x TAMRA DO03L194 4x TAMRA
D13S742 3x TAMRA DO7L101 4x TAMRA
D02L174 6x TAMRA D10L126 3,5x TAMRA
D17L432 7x TAMRA D3N54 2x ROX

Amel 3x ROX D01L215 1,5x ROX

D1N16 2x ROX D12L908 1x ROX
D15L495 2x ROX D07L147 2x ROX
D21L291 3x ROX D12L630 4x ROX
D14L785 2X ROX D10S2325 6x ROX
DO5L207 2x ROX D07L134 3x ROX
DO01L569 3x ROX
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Po wprowadzeniu wszystkich powyzszych zmian uzyskano finalne warunki dla obu reakgji

multipleks-PCR A i B, ktére umozliwiajg jednoczesng analize 50 loci STR oraz markera pfci —

amelogeniny. Diugosci poszczegdlnych amplikondw w zaprojektowanych multipleksach

mieszczg sie w zakresach 66-534 pz (tabele nr 9-10).

Tabela 9. Dtugos$ci motywu powtdrzonego w locus STR oraz zakres dtugosci amplikondw w reakc;ji

multipleks-PCR A.

Locus D:zﬁ::f:nn;j?ts‘!rﬁu Zakres diugo(iczi)amplikonéw Kanat detekc]i
D04L885 3 66,93 - 90,44 6-FAM
D141953 4 139,2- 176,41 6-FAM
D06L106 4 191,51 - 222,13 6-FAM
D16L554 4 242,82 - 299,43 6-FAM
D01L267 4 313,9- 361,97 6-FAM
DO3L115 4 383,56 - 426,6 6-FAM

D2N43 4 440,0 - 487,18 6-FAM
D12L794 4 101,86 - 140,77 HEX
D02L114 3 152,06 - 217,16 HEX
D1S1656 4 217,37 - 264,88 HEX
DO05L169 3 308,39 - 345,22 HEX
D14L699 5 383,1-454,1 HEX

D3A57 4 464,1 - 505,68 HEX
D8S1132 4 135,83 - 172,02 TAMRA

D3N61 4 204,58 - 255,39 TAMRA
DO5L140 4 268,12 - 322,21 TAMRA
D13s742 4 344,02 - 390,09 TAMRA

D2L174 4 407,74 - 448,05 TAMRA
D17L432 4 469,49 - 506,12 TAMRA

Amel - 105-111 ROX

D1N16 4 141,07 - 180,74 ROX
D15L495 4 206,15 - 268,48 ROX
D21L291 4 284,49 - 324,46 ROX
D14L785 4 336,97 - 382,48 ROX
D05L207 4 394,94 - 436,14 ROX
DO01L569 4 447,41 - 506,9 ROX

57



Tabela 10. Dtugosci motywu powtdrzonego w locus STR oraz zakres dtugosci amplikondw w reakcji

multipleks-PCR B.

Locus Dtugosc m.(.)tywu Zakres dtugosci amplikonow w pz Kanat detekcji
sekwencji STR

D09L159 4 122,05 - 154.03 6-FAM
D02L221 4 165,43 - 202,61 6-FAM
D02L142 4 228,67 - 288,31 6-FAM

D8A26 4 300,38 - 357,44 6-FAM
DO5L113 4 389,29 - 441,77 6-FAM
D14L276 4 462,7-533,11 6-FAM
D17L255 4 105,92 - 144,21 HEX
D20L226 5 154,14 - 207,58 HEX
D08L110 4 221,91 - 267,11 HEX
D16L732 4 276,28- 321,65 HEX
D01L217 3 341,55 - 384,75 HEX
DO03L109 3 396,61- 439,12 HEX
D07L144 5 447,6 - 515,31 HEX
D753048 4 148,18 - 187,91 TAMRA
D12S391 4 204,56 - 256,17 TAMRA
D01L228 3 273,93 - 324,95 TAMRA
DO03L194 4 333,74 - 381,06 TAMRA
DO7L101 5 410,74 - 464,99 TAMRA
D10L126 3 474,56 - 502,18 TAMRA

D3N54 4 102,92 - 147,43 ROX
D01L215 4 162,12 - 197.52 ROX
D12L908 4 221,07 - 249,2 ROX
DO7L147 4 260,19 - 298,85 ROX
D12L630 3 319,1 - 346,82 ROX
D10S2325 5 361,07 - 415,32 ROX
D07L134 5 440,21 - 533,26 ROX
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W kazdym z czterech kanatéw detekcji kazdej z obu reakcji multipleks-PCR analizowanych

jest od 5 do 7 loci STR (ryc.17).
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Ryc. 17 Elektroforegramy dwodch reakcji multipleks-PCR z rozdziatem na kanaty detekcji dla
amplikonédw wyznakowanych 6-FAM (niebieski), HEX (zielony), TAMRA (czarny) oraz ROX (czerwony).
Lewe segmenty przedstawiajg elektroforegramy multipleksu A, zas prawe multipleksu B.
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Ryc. 18. Elektroforegramy reakcji multipleks-PCR A (lewy segment) i multipleks-PCR B (prawy

segment) w czterech kanatach detekcji.

Opracowang metode analizy biologicznego pokrewienstwa Kinfinder przetestowano na

wszystkich badanych izolatach DNA, pochodzgacych od niespokrewnionych ze sobg oséb z

populacji polskiej. Badania populacyjne nie wykazaty zadnych nieprawidtowosci dziataniu

metody Kinfinder. W oparciu o te wyniki wyznaczono czestosci alleli badanych loci w populacji

polskiej, a takze obliczono heterozygotycznosc¢ loci STR (Tabela 11).

Tabela 11. Poréwnanie szacowanej heterozygotycznosci loci STR w badaniach przesiewowych (Het.

Badania przesiewowe) oraz heterozygotycznosci oznaczonej na podstawie badan populacyjnych (Het.

Badania populacyjne). Rdznica pomiedzy wartosciami heterozygotycznosci uzyskanymi w dwdéch

réznych badaniach jest wyrazona w procentach (%)

Locus o Het. I:%adania Bal-(liztr.\ia Locus Ré3nica Het. I:%adania Het. Bada.nia

Réznica | przesiewowe T przesiewowe | populacyjne
D12L908 0,75 0,818 0,8105 D03L109 3,22 0,917 0,8848
D07L147 1,88 0,83 0,8112 D01L217 0,25 0,888 0,8855
D10L126 1,69 0,843 0,8261 D07L134 1,36 0,872 0,8856
D17L255 3,97 0,873 0,8333 D14L785 1,73 0,869 0,8863
D16L732 1,73 0,859 0,8401 D02L221 2,5 0,863 0,888
D21L291 0,93 0,851 0,8417 D14L699 0,98 0,885 0,8948
D04L885 0,2 0,844 0,842 D02L114 2,5 0,87 0,895
D17L432 7,7 0,92 0,843 DO5L113 0,3 0,899 0,896
D12L794 0,81 0,854 0,8459 D14L276 0,06 0,898 0,8986
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D12L630 0,32 0,855 0,8518 D01L267 4,3 0,85 0,8993
D851132 2,2 0,833 0,855 D1IN16 2,8 0,874 0,902
D06L106 3,18 0,89 0,8582 DO3L115 0,02 0,904 0,9042
D07L101 0,28 0,865 0,8622 DO5L140 0,59 0,911 0,9051
D10S2325 0,81 0,856 0,8641 D02L142 1,17 0,917 0,9053
DO5L169 1,19 0,881 0,8691 D3N54 3,64 0,875 0,9114
D20L226 0,71 0,863 0,8701 D16L554 1,11 0,905 0,9161
D2N43 3,92 0,833 0,8722 D12s391 1,9 0,862 0,881
D7S3048 2,03 0,894 0,8737 D02L174 0,4 0,922 0,918
DO5L207 1,3 0,887 0,8745 D3A57 1,1 0,934 0,923
D07L144 1,53 0,891 0,8757 D3N61 2,71 0,9 0,9271
D01L215 2,24 0,854 0,8764 D01L569 2,67 0,901 0,9277
D14L953 2,85 0,851 0,8795 D8A26 2,55 0,909 0,9345
DO9L159 1,49 0,866 0,8809 D15L495 3,03 0,905 0,9353
DO03L194 2,2 0,861 0,883 D13S742 2,8 0,911 0,9390
DO08L110 2,62 0,832 0,8582 D1S1656 1,52 0,88 0,8952

Srednia heterozygotycznosc¢ 50 loci STR oznaczona na podstawie badar populacyjnych
wyniosta 0,8807 (88,07%) przy sredniej hetrozygotycznosci loci wyznaczonej na podstawie
badan przesiewowych wynoszacej 0,8762 (87,62%). Srednia réznica w heterozygotycznosci
locus oznaczonej w badaniach populacyjnych i przesiewowych dla 50 badanych loci STR

wyniosta 1,875%.

4.5 Analiza czutosci metody Kinfinder

Opracowang metode Kinfinder do genotypowania ludzkiego DNA w zakresie 50 wysoce
polimorficznych loci STR poddano testom czutosci, stosujgc w reakcjach multipleks-PCR Ai B
rézne ilosci DNA cztowieka: od 0,125 ng do 2 ng (pkt. 3.10) (Ryc. 19 A-l). Testy wykazaty, ze
peten profil genetyczny w obu multipleksach uzyskano juz przy amplifikacji probki
zawierajgcej 0,125 ng ludzkiego DNA, co odpowiada ilosci DNA znajdujacej sie w okoto 20

komadrkach somatycznych (ryc. 19).
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Ryc. 19. Analiza czutosci obu reakcji multipleks-PCR (multipleks A - lewy segment, multipleks B - prawy
segment). Elektroforegramy przedstawiajg wynik amplifikacji DNA dla prébek zawierajgcych izolat
DNA Control DNA 007 (Thermofisher) w nastepujacej ilosci: A- 0.125ng; B- 0.25ng; C- 0.5ng; D-0.75ng;
E- 1ng; F- 1.25ng; G- 1.5ng; H- 1.75ng; |- 2ng.
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4.6 Opracowanie drabiny allelicznej

Drabina alleliczna jest elementem zestawu odczynnikdéw stuzgcym prawidtowej identyfikacji

alleli bez wzgledu na warunki elektroforezy kapilarnej i typu analizatora genetycznego, na

ktéorym przeprowadzane sg analizy profilowania genetycznego badanych oséb. Drabiny

alleliczne poszczegdlnych loci STR w zestawie Kinfinder zostaty skonstruowane w sposdb

opisany w pkt. 3.16. Poprawnos$¢ skonstruowania drabiny byta weryfikowana poprzez analize

elektroforegramow. W szczegdlnos$ci weryfikowano czy w drabinie allelicznej obecne s3

wszystkie amplifikowane allele, czy wysokos¢ pikow elektroforetycznych odpowiadajgcych

poszczegdlnym allelom jest wyréwnana oraz czy w drabinie allelicznej nie znajduja sie

artefakty reakcji PCR moggce utrudnié interpretacje elektroforegramoéw. Drabiny alleliczne

wybranych loci STR wraz z opisem przedstawione sg na rycinach 20-24.

Ryc. 20.

Ryc. 21. Drabina alleliczna locus D2N43. W drabinie allelicznej znajduja sie amplikony 13 alleli.

e U S S N A A, v B T ——
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Ryc. 22. Drabina alleliczna locus D14L785. W

po lewej stronie pikéw elektroforetycznych sg efektem niepetnej adenylacji produktéw reakcji PCR.

drabinie allelicznej znajduja sie amplikony 11 alleli. Wybrzuszenia

Y 2> e AP P, .

Ryc. 23. Drabina alleliczna locus D14L699. W drabinie allelicznej znajduja sie amplikony 15 alleli.

Ryc. 24. Drabina alleliczna dla locus D12L794. W drabinie allelicznej znajdujg sie amplikony 13 alleli. Po lewej

stronie widoczny jest artefakt - pik elektroforetyczny o innej morfologii niz produkty reakcji PCR. Artefakt jest

prawdopodobnie efektem niedostatecznego oczyszczenia fluorescencyjnie znakowanego startera forward

przez dostawce startera do reakcji PCR.
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4.7 Sekwencje nowo opracowanych loci STR

W celu weryfikacji poprawnosci amplifikacji wtasciwych loci STR, a takze w celu identyfikacji
liczby jednostek tandemowo powtdrzonych dla amplikonu o okreslonej diugosci, produkty
PCR sekwencjonowano metodg Sangera. Do sekwencjonowania wybrano amplikony
pochodzace od osdb homozygotycznych dla analizowanego locus STR. Sekwencjonowanie loci
STR przeprowadzono dla obu nici DNA uzywajgc do sekwencjonowania nieznakowanych
starterow forward i reverse (pkt. 3.17) Na rycinach nr 25-27 przedstawiono przyktady
elektroforegramow reakcji sekwencjonowania trzech loci STR: D01L217, DO1L569 oraz

D07L144, zawierajgcych odpowiednio powtdrzenia tri-, tetra- oraz pentanuklotydowe.

AABA Gr\ nGnr\GGniiiGn AN NNNNNNNNNNC C TCTTCTTCTTCTTCTTCTTICTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTICTTCTTCTTCCTCTGNATAATCTTTGAATC
90 100 110 120 130 140 150
mli "’ AMMI N ﬂ“ i
R
itphiheb ittt bttt b e
130 140 170 180 190 200 210 220 230 240
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Ryc. 25. Elektroforegramy przedstaW|aJace sekwencje allelu locus D01L217 sktadajgcy sie z 23
powtdrzern tandemowych motywu trinukleotydowego AAG/TTC. Obie reakcje sekwencjonowania
wykonano dla tego samego izolatu DNA. Goérny elektroforegram przedstawia reakcje
sekwencjonowania z uzyciem startera forward, dolny z uzyciem startera reverse.
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Ryc 26. Elektroforegramy przedstawiajgce sekwencje allelu locus D0O1L569 sk’fadajch sie z 17

powtdrzern motywu trinukleotydowego AAAG/TTTC. Obie reakcje sekwencjonowania wykonano dla
tego samego izolatu DNA. Gorny elektroforegram przedstawia reakcje sekwencjonowania z uzyciem
startera forward, dolny z uzyciem startera reverse.

rGT GN___G__AGNG _____ C____C____C____C____C____C____C____C____C____C____C____C____C____C____CNHGGCGHG C__G__C GTCGCT CnGC
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hhmmmlm mll.sm.um.mmmmununmmmmuuuuunnuummm nlu nhm il
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Ryc. 27. Elektroforegramy przedstawmmce sekwenqe aIIeIu Iocus D07L144 sktadajaca sie z 14

powtdrzen tandemowych motywu pentanukleotydowego AAAAG/TTTTC. Obie reakcje
sekwencjonowania wykonano dla tego samego izolatu DNA. Gérny elektroforegram przedstawia
reakcje sekwencjonowania z uzyciem startera forward, dolny z uzyciem startera reverse.

W przypadku pieciu loci STR (D12L794, D01L267, D13S742, DO3L109 oraz D14L699) w
sekwencji wykryto polimorfizm typu SNP (ryc. 28, 29). Analiza sekwencji tych pieciu loci w
serwisie Genome Data Viewer NCBI potwierdzita wystepowanie zidentyfikowanych wczesniej

polimorfizméw SNP w sekwencjach genomowych.
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Ryc. 28. Elektroforegram przedstawiajacy sekwencje tandemowo powtdrzong locus D12L794.

W obrebie sekwencji tandemowo powtdrzonej zidentyfikowano polimorfizm typu SNP G/C.
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Ryc. 29. Elektroforegram przedstawiajgcy sekwencje tandemowo powtdrzong locus DO1L267.
W obrebie sekwencji tandemowo powtdrzonej zidentyfikowano zmiane dwéch jednostek motywu
powtorzonego TTTC na TTCC.

4.8 Analiza informatywnosci metody Kinfinder

Biologiczne pokrewienstwo miedzy badanymi osobami analizowano poprzez obliczenie
ilorazu wiarygodnosci (LR, Likelihood Ratio). LR pozwala okresli¢, ktére z dwdch zatozen —
pokrewienstwo lub jego brak — jest bardziej prawdopodobne na podstawie wprowadzonych
do programu danych w postaci profili genetycznych badanych oséb oraz na podstawie

czestosci wystepowania alleli analizowanych loci w populacji polskie;j.

Obliczenia LR przeprowadzono dla 21 loci systemu Globalfiler, standardowo
wykorzystywanego w badaniach pokrewieAstwa przez Laboratorium Diagnostyki

Molekularnej GenMed oraz dla 69 loci obejmujgcych system Globalfiler (21 loci) i Kinfinder
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(50 loci), z czego dwa loci sg wspdlne dla obu metod.

Analizy biostatystyczne dotyczace biologicznego pokrewienstwa oraz symulacje tych analiz
przeprowadzono za pomocg programu KinBN v1.1.2 (Morimotoiiin., 2020), jak opisano w pkt.
3.15. Symulacje wynikéw pokrewienstwa wykonano dla nastepujacych relacji: rodzic-dziecko
(pierwszy stopien pokrewienstwa), petne rodzenstwo, wujek-siostrzeniec (drugi stopien
pokrewienstwa) oraz kuzyn-kuzyn (trzeci stopien pokrewienstwa) (tabele nr 12-15). Celem
tych symulacji byto okreslenie informatywnosci i przewidywanie spodziewanych wynikéw

badan pokrewienstwa w réznych relacjach rodzinnych.

Wszystkie symulacje wykonano dla zestawu 21 loci STR (20 loci CODIS oraz locus SE33)
wykorzystywanych w komercyjnym systemie Globalfiler oraz dla zestawu 69 loci STR, w tym
21 loci systemu Globalfiler oraz 48 nowych loci STR systemu Kinfinder. Dla kazdej relacji

rodzinnej i dla kazdej hipotezy (H1 i H2) wykonano po 10 000 symulacji.

Tabela 12. Symulowane wyniki badan biologicznego pokrewienstwa w relacji rodzic-dziecko dla oséb
spokrewnionych w tej relacji (H1) oraz oséb niespokrewnionych (H2) otrzymywane dla metody analizy
21 loci STR (Globalfiler) i 69 loci STR (Globalfiler + Kinfinder). “min.” i “maks.” oznaczajg minimalny i
maksymalny wynik LR osiggniety w 10 tysigcach symulacji. Progi wynikéw 5%, 25%, 75%, 95% wskazujg
najwyzszy wynik LR uzyskany we wskazanej grupie procentowej najnizszych wynikéw LR. Mediana jest
wartoscig Srodkowa otrzymanych wynikow.

Analiza biologicznego pokrewiernistwa relacji rodzic - dziecko vs osoby niespokrewnione
Globalfiler (21 loci STR) Globalfiler + Kinfinder (69 loci STR)
Prog Stosunek Stosunek Prog Stosunek Stosunek
wynikéw pr:ilwdopodo- F)r:j\wdopodo- wynikéw pr?wdopodo- Pr:ilwdopodo-
bierstw LR (H1) bierstw LR (H2) bienstw LR (H1) bierstw LR (H2)
min. 431 0 min. 1,91x10%* 0
5% 1,52x10° 0 5,00% 2,71x10% 0
25% 2,79x10° 0 25,00% 1,61x10%° 0
mediana 2,90x107 0 mediana 7,64x1030 0
75% 2,55x108 0 75,00% 3,93x10%2 0
95% 1,01x10% 1,17x10%° 95,00% 1,39x10% 0
maks. 1,48x1012 2,78x10° maks. 1,55x10% 0

Tabela 13. Symulowane wyniki badan biologicznego pokrewierstwa w relacji petne rodzeristwo dla
0s6b spokrewnionych w tej relacji (H1) oraz oséb niespokrewnionych (H2) otrzymywane dla metody
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analizy 21 loci STR (Globalfiler) i 69 loci STR (Globalfiler + Kinfinder). “min.” i “maks.” oznaczajg
minimalny i maksymalny wynik LR osiggniety w 10 tysigcach symulacji. Progi wynikow 5%, 25%, 75%,
95% wskazujg najwyzszy wynik LR uzyskany we wskazanej grupie procentowej najnizszych wynikéw
LR. Mediana jest wartoscig Srodkowa otrzymanych wynikow.

Analiza biologicznego pokrewienstwa w relacji petne rodzenstwo vs osoby niespokrewnione
Globalfiler (21 loci STR) Globalfiler + nowo opracowana metoda (69 loci STR
Prog Stosunek Stosunek Prog Stosunek Stosunek
wynikéw pr:i\wdopodo- przf\wdopodo- wynikéw pr:i\wdopodo- przi\wdopodo-
bienstw LR (H1) bienstw LR (H2) bienstw LR (H1) bienstw LR (H2)
min. 4,35x103 1,49x10°10 min. 1,37x108 0
5,00% 74,6 2,75x108 5,00% 4,8x10%7 0
25,00% 2,32x10* 8,79x107 25,00% 1,93x10%2 6,61x10%2
mediana 2,01x106 1,24x105 mediana 8,96x10%° 2,50x1020
75,00% 1,37x108 1,85x10* 75,00% 1,64x10%8 2,08x10V7
95,00% 7,42x10% 1,30x10? 95,00% 1,33x10% 5,79x10°%
maks. 8,64x10%4 1,47x103 maks. 4,89x10%0 1,10x1011

Tabela 14. Symulowane wyniki badan biologicznego pokrewienstwa w relacji pokrewienstwa drugiego
stopnia dla oséb spokrewnionych w tej relacji (H1) oraz oséb niespokrewnionych (H2) otrzymywane
dla metody analizy 21 loci STR (Globalfiler) i 69 loci STR (Globalfiler + Kinfinder). “min.” i “maks.”
oznaczajg minimalny i maksymalny wynik LR osiggniety w 10 tysigcach symulacji. Progi wynikéw 5%,
25%, 75%, 95% wskazujg najwyzszy wynik LR uzyskany we wskazanej grupie procentowej najnizszych
wynikéw LR. Mediana jest wartoscig srodkowg otrzymanych wynikow.

Analiza biologicznego pokrewienstwa relacji drugiego stopnia vs osoby niespokrewnione
Globalfiler (21 loci STR) Globalfiler + nowo opracowana metoda (69 loci STR)
. Stosunek Stosunek B} Stosunek Stosunek
Prog Prog
wynikéw prawdopodo- prawdopodo- wynikéw prawdopodo- prawdopodo-
y biestw LR (H1) | bieristw LR (H2) ¥ biefistw LR (H1) | biefistw LR (H2)
min. 1,05x102 4,07x10° min. 1,1 3,37x1013
5,00% 0,6 6,28x10* 5,00% 536 1,34x1010
25,00% 7,35 6,23x103 25,00% 3,30x10° 2,14x10°8
mediana 71,4 3,18x102 mediana 1,13x107 1.9x107
75,00% 391 0,2 75,00% 2,16x10° 6,51x10®
95,00% 9,02x103 2,75 95,00% 9,91x10% 2,02x10°3
maks. 4,88x10° 124 maks. 1,52x1014 11,4

Tabela 15. Symulowane wyniki badan biologicznego pokrewienstwa w relacji pokrewienstwa trzeciego
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stopnia dla oséb spokrewnionych w tej relacji (H1) oraz oséb niespokrewnionych (H2) otrzymywane
dla metody analizy 21 loci STR (Globalfiler) i 69 loci STR (Globalfiler + Kinfinder). “min.” i “maks.”
oznaczajg minimalny i maksymalny wynik LR osiggniety w 10 tysigcach symulacji. Progi wynikéw 5%,
25%, 75%, 95% wskazujg najwyzszy wynik LR uzyskany we wskazanej grupie procentowe] najnizszych
wynikéw LR. Mediana jest wartoscig srodkowg otrzymanych wynikow.

Analiza biologicznego pokrewienstwa relacji trzeciego stopnia vs osoby niespokrewnione
Globalfiler (21 loci STR) Globalfiler + nowo opracowana metoda (69 loci STR)
. Stosunek Stosunek . Stosunek Stosunek
Prog Prog
wynikéw prawdopodo- prawdopodo- wynikéw prawdopodo- prawdopodo-
y bieristw LR (H1) bieristw (H2) ¥ biefistw LR (H1) | bieristw LR (H2)
min. 4,55x102 1,60x102 min. 4,05x102 1,05x104
5,00% 0,29 5,20x102 5,00% 0,46 6,35x10*
25,00% 1,03 0,16 25,00% 12,4 4,48x103
mediana 2,93 0,34 mediana 158 2,2x102
75,00% 9,4 0,78 75,00% 1,11x103 0,15
95,00% 61,5 3,2 95,00% 2,85x10* 1,93
maks. 8,28x103 94,8 maks. 2,72x10° 33,1

4.9 Wdrozenie metody Kinfinder do biezacej pracy laboratorium

genetycznego

Nowo opracowana metoda analizy 50 loci STR w dwdch reakcjach multipleks-PCR zostata
nazwana metoda Kinfinder i zostata wdrozona do rutynowej pracy Laboratorium Diagnostyki
Molekularnej GenMed. Do dnia 30.09.2024 r. metoda Kinfinder zostata wykorzystana w
ponad trzydziestu badaniach biologicznego pokrewienstwa realizowanych zaréwno na
zlecenie sadow powszechnych jak i klientéw indywidualnych. Zdecydowana wiekszos¢ badan
dotyczyta analizy biologicznego pokrewieristwa w relacji drugiego stopnia (25% wspdlnego
autosomalnego DNA u badanych osdéb, np. wuj-bratanek, dziadek - wnuk, przyrodnia siostra,
przyrodni brat), ale wykorzystano te metode réowniez w bardziej skomplikowanych

i nietypowych sprawach, z ktorych trzy wybrane sprawy opisane sg ponizej.

4.9.1 Sprawa nr 1 - disomia jednorodzicielska

Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed otrzymato zlecenie przeprowadzenia
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standardowego testu ojcostwa na potrzeby sprawy sgdowe] dotyczacej ustalenia ojcostwa.
Otrzymano wymazy z policzkéw od trzech oséb zaangazowanych w badanie (dziecko, matka,
domniemany ojciec) i przeprowadzono standardowg analize 21 autosomalnych loci STR przy
uzyciu zestawu GlobalFiler. Analiza profili genetycznych badanych os6b ujawnita trzy
niezgodnosci genetyczne pomiedzy badanym mezczyzng a dzieckiem, ktdre stanowity
podstawe do wykluczenia biologicznego ojcostwa mezczyzny wzgledem badanego dziecka.
Bardziej szczegdtowa analiza profili genetycznych wykazata, ze te wszystkie trzy niezgodnosci

wystgpity w uktadach TPOX, D25441 i D2S1338, ktoére znajdujg sie na chromosomie 2.

Te trzy niezgodnos$ci mogty by¢ spowodowane albo brakiem biologicznego pokrewieristwa
miedzy domniemanym ojcem a dzieckiem, albo rzadkim zjawiskiem genetycznym znanym
jako disomia jednorodzicielska (ang. uniparental disomy), w tym przypadku dotyczaca
chromosomu 2. Disomia jednorodzicielska to zjawisko, w ktérym para homologicznych
chromosoméw pochodzi od jednego rodzica. Aby doktadniej zbada¢ i rozwigzaé te sprawe,
przeprowadzono szerszg analize genetyczng angazujgc do badan zespoty naukowcow z
Instytutu Ekspertyz Sadowych z Krakowa, Zaktadu Medycyny Sadowej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego ze Szczecina oraz Uniwersytetu Jagielloniskiego z Krakowa. Analiza
obejmowata facznie 53 loci STR, w tym sze$¢ nowo scharakteryzowanych w niniejszej pracy
loci STR chromosomu 2, a takze 32 markery insercji-delecji i 94 polimorfizmy pojedynczego

nukleotydu (SNP).

Badanie wykazato, ze wszystkie obserwowane niezgodnosci w markerach DNA miedzy
domniemanym ojcem a dzieckiem byly ograniczone do chromosomu 2. Ostatecznie
doprowadzito to do potwierdzenia biologicznego ojcostwa, ujawniajgc jednoczesnie obecnos¢
disomii jednorodzicielskiej matczynej. Wyniki tego badania zostaty opublikowane w

czasopismie naukowym , Genes” (Donieciin., 2021).
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4.9.2 Sprawa nr 2 - analiza pokrewienstwa w sprawie spadkowej

Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed otrzymato od jednego z wielkopolskich
sgdéw rejonowych postanowienie o zasiegnieciu opinii biegto-sgdowej w sprawie ustalenia
biologicznego pokrewienstwa dwoch osdb: osoby A (mezczyzna) i osoby B (kobieta), ktdra
byta uwazana za jego ciotke. Celem byto ustalenie ojcostwa zmartego mezczyzny (osoba C)
wobec mezczyzny A w sposéb posredni poprzez analize DNA jego zyjacej siostry (osoba B) i
ustalenie czy badane osoby A i B sg spokrewnione w relacji bratanek-ciotka. Poczgtkowo
przeprowadzono standardowe badanie pokrewienstwa poprzez analize 21 loci STR przy
zastosowaniu komercyjnego zestawu GlobalFiler. Analiza wykazata wynik nierozstrzygajacy -

LR=1,2.

Aby uzyska¢ bardziej jednoznaczne wyniki badan wykorzystano metode Kinfinder i tym
samym analiza zostata rozszerzona do 68 loci STR. Rozszerzona analiza wykazafa
prawdopodobieistwo pokrewienstwa LR=0,79 dla relacji ciotka-bratanek co réwniez jest
wynikiem nierozstrzygajagcym. Jednoczesnie analiza pordwnawcza profili genetycznych
badanych oséb A i C wykazata wysokie prawdopodobieristwo biologicznego pokrewieristwa
(LR=207,1) dla relacji pokrewienstwa trzeciego stopnia. Wyniki tego badania mogty
wskazywaé, ze zmarty mezczyzna i badana kobieta nie byli petnym rodzenstwem, lecz
rodzenistwem przyrodnim (mieli wspdlnego jednego rodzica). Ze wzgledu na charakter relacji

rodzinnej nie mogty zostaé wykorzystane analizy loci STR chromosoméw Xi Y.

Realizujgc postanowienie sgdu nalezato kierowac sie przepisami polskiego prawa, ktére w
postepowaniu cywilnym nakazujg biegtemu podjecie czynnosci jedynie w zakresie
okres$lonych w postanowieniu sadu i nieprzekazywanie w sporzgdzonej opinii zadnych innych
informacji odnosnie przebiegu realizacji ekspertyzy, o ktérych biegty powziat informacje w
trakcie realizacji opinii, a o ktdre nie pytaty strony postepowania. Majgc na uwadze te
okolicznosci przekazano sedziemu prowadzgcemu sprawe watpliwosci co do wynikdw analizy
DNA i wydajac opinie przekazano, ze wynik jest niejednoznaczny i jednoczes$nie zasugerowano
potrzebe pozyskania materiatu biologicznego od zmartego mezczyzny (osoba B) na drodze
ekshumacji zwtok. Uzyskanie profilu genetycznego zmartego pozwolitoby na uzyskanie
jednoznacznego wyniku Swiadczgcego o pokrewienstwa badanych oséb (A i B) lub jego braku

bez koniecznosci badania DNA zyjgcej siostry zmartego. Sad przychylit sie do sugestii i w
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kolejnym postanowieniu zarzadzit wykonanie ekshumacji zwtok i pobranie materiatu
biologicznego od zmartego celem ustalenia biologicznego ojcostwa wzgledem osoby A.
Czynnosci zwigzane z ekshumacja zwtok zostaty wykonane i z materiatu biologicznego w
postaci fragmentéw skéry pochodzacej od zmartego wyizolowano DNA i poréwnano profile
genetyczne obu oséb (A i B) w zakresie 69 loci STR, czyli z uzyciem zestawu komercyjnego

Globalfiler rozszerzonego o loci w zestawie Kinfinder.

Analiza porédwnawcza profili genetycznych w rozszerzonym zakresie wykazata stosunek
prawdopodobieristw LR wynoszacy 1,38x103! (1,38 razy dziesie¢ trzydziestej pierwszej

potegi), co ostatecznie potwierdzito ojcostwo zmartego mezczyzny wobec osoby A.

Dodatkowo, juz wytgcznie dla potrzeb sprawdzenia przydatnosci metody Kinfinder w
badaniach biologicznego pokrewienstwa przeprowadzono analize poréwnawczg profili
genetycznych zmartego mezczyzny (osoba B) i badanej kobiety (osoby C), biorgc pod uwage
dwie hipotezy: petne rodzenstwo i rodzenstwo przyrodnie. Analiza biostatystyczna
przeprowadzona za pomocg programu KinBN potwierdzita biologiczne pokrewienstwo (LR =
4,34x10°) dla relacji rodzenstwa przyrodniego. Z kolei analiza poréwnawcza dla relacji
petnego rodzeristwa wykazata wynik LR = 1,66x107, co ostatecznie potwierdzito wcze$niejsze
przypuszczenie, ze zmarty mezczyzna i badana kobieta byli rodzenstwem przyrodnim (mieli

jednego wspdlnego rodzica).

4.9.3 Sprawa nr 3 - rzadka mutacja w badaniu ojcostwa

Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed otrzymato od klienta indywidualnego
standardowe zlecenie wykonania badania biologicznego ojcostwa. Klient przestat do
laboratorium wymazy z policzka pobrane od siebie oraz swojego domniemanego dziecka, z
ktdrych nastepnie wyizolowano DNA i oznaczono profile genetyczne badanych oséb w
standardowym zakresie 21 loci STR system Globalfiler. Analiza wykazata zgodnos$¢ genetyczna
w zakresie 20 loci STR i jedng niezgodno$s¢ w locus SE33. Niezgodnos¢ w zakresie
pojedynczego locus jest najczesciej spowodowana mutacjg locus STR i zwykle nie stanowi
podstawy do wykluczenia ojcostwa, a jedynie obniza kocowy wynik prawdopodobieristwa

pokrewienstwa, jednakze w tym przypadku charakter potencjalnej mutacji obnizyt tgczny
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wynik parametru szansy ojcostwa (PI) do wartosci 0,04 co wskazywato na brak pokrewienstwa
pomiedzy badanymi osobami. Profil genetyczny w zakresie locus SE33 dla ojca zostat
oznaczony jako uktad homozygotyczny 33,33, zas dla dziecka rowniez jako homozygotyczny,
ale z allelami 25.2,25.2. Czesto$¢ mutacji ojcowskiej dla tego locus wyznaczona na podstawie
51610 analiz pokrewienstwa i wskazana w raporcie AABB (American Association of Blood

Banks) z 2004 r. wynosi 0,62% (www.aabb.org/sa/facilities/Pages/relationshipreports.aspx).

Parametr ten dotyczy jednak mutacji prowadzacych do skrocenia lub wydtuzenia
dziedziczonego allelu o jeden motyw powtdrzenia tandemowego. Mutacje prowadzace do
utraty lub zyskania dwdch lub wiecej jednostek motywu tandemowo powtdrzonego sg duzo
rzadsze. W opisywanym przypadku mogto doj$¢ do utraty duzego fragmentu sekwencji
tandemowo powtdrzonej zawierajgcego ponad 7 powtdrzen tetranukleotydowych sekwencji
co jest zjawiskiem ekstremalnie rzadkim. Model matematyczny programu DNAStat wersja 2.1
(Berent, 2010), ktory jest rutynowo stosowany w Laboratorium Diagnostyki Molekularnej
GenMed zaktadat, ze taka mutacja cechuje sie czestoscig nizszg niz 1/1 000 000, co obnizyto
konncowy wynik analizy 21 loci STR do LR=0,04 i wskazywato na to, ze bardziej prawdopodobny

jest brak pokrewienstwa pomiedzy badanymi osobami niz ich pokrewienstwo.

Z uwagi na fakt, ze zjawisko mutacji o takim charakterze wystepuje ekstremalnie rzadko,
wzieto pod uwage okolicznosé, ze otrzymany wynik analizy moze nie by¢ efektem zjawiska
mutacji, a rezultatem wystgpienia zjawiska odziedziczenia przez badane dziecku allelu
zerowego (ang. null allele). Allel zerowy to allel, ktéry jest obecny w genomie, ale nie ulega
amplifikacji w reakcji PCR i tym samym nie jest obserwowany w elektroforegramie (Kline i in.,
2011). Najczestszg przyczyng zaistnienia takiego zjawiska jest mutacja punktowa w miejscu
wigzania startera, ktora moze powodowac brak amplifikacji tego allelu. Jesli dana osoba jest
heterozygotyczna i ma mutacje w miejscu wigzania startera dla jednego z alleli, wowczas w
badaniu zostanie zgenotypowana jako homozygota. W opisywanym przypadku zaréwno
domniemany ojciec jak i syn byly osobami homozygotycznymi w obrebie locus SE33. Biorgc
pod uwage, ze locus SE33 jest silnie polimorficzny i jego homozygotycznos$é w populacji
polskiej wynosi ok. 6,3%, obecnos¢ u dwdch badanych niespokrewnionych oséb ukfadu
homozygotycznego (o ile hipoteza o braku pokrewienstwa pomiedzy badanymi osobami
bytaby prawdziwa) jest mato prawdopodobna (0,4%). Ta okoliczno$¢ uprawdopodobniata

hipoteze, ze brak wspdlnego allelu u badanego mezczyzny i dziecka w obrebie locus SE33
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moze by¢ wynikiem odziedziczenia allelu zerowego, a nie mutacji.

Jednym z rozwigzan mogacym rozstrzygna¢ kwestie domniemanego pokrewienstwa
pomiedzy badanymi osobami mogtaby by¢ analiza loci STR chromosomu Y, jednakze nawet
uzyskanie petnej zgodnosci haplotypu Y u badanych meiczyzn nie uprawniatoby do
stwierdzenia, ze badany mezczyzna jest ojcem dziecka z prawdopodobienstwem graniczgcym
z pewnoscig. Zwykle profil genetyczny chromosomu Y jest wspdlny dla wszystkich mezczyzn
linii ojcowskiej wobec czego nie jest mozliwe rozréznienia, ktéry z mezczyzn w linii ojcowskiej

jest ojcem dziecka.

Majgc na uwadze powyzsze okolicznosci zdecydowano sie wykorzysta¢ metode Kinfinder do
analizy dodatkowych autosomalnych loci STR. Wynik badan ojcostwa uzyskany
z uwzglednieniem prawdopodobiefstwa rzadkiej mutacji wyniést LR = 19x10%

co jednoznacznie potwierdzito ojcostwo badanego mezczyzny.
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5. Dyskusja

5.1 Kryteria wyboru loci STR do badan pokrewienstwa

Pierwszym etapem prac realizowanym w ramach doktoratu wdrozeniowego byt wybodr
nowych loci STR do wykorzystania w metodzie Kinfinder. W niniejszej pracy wykorzystano
dane dotyczgce zmiennosci sekwencji mikrosatelitarnych w ludzkim genomie, pochodzgce z
projektu ,1000 Genomes” zagregowane w bazach danych STRCatalog oraz WebSTR.
Informacje zebrane w ramach tego projektu oferujg ogromny potencjat dla badain nad
genetyka populacyjng (Okazakiiin. 2020). Na etapie badan obejmujgcych selekcje najbardziej
polimorficznych loci STR genomu ludzkiego zidentyfikowano kilka problemoéw, ktére mogg
stanowi¢ przeszkody w poszukiwaniu nowych wysoce polimorficznych loci STR w bazie danych
projektu 1000 Genomes. Jednym z nich byto ograniczenie technologiczne zwigzane z
dostepnymi w bazie danymi, ktdre byty pozyskiwane metodg sekwencjonowania nastepnej
generacji (NGS) opartg na sekwencjonowaniu krétkich fragmentéw DNA (100 pz). Metoda ta
ogranicza mozliwos$¢ identyfikacji potencjalnie polimorficznych, ale jednoczesnie dtugich loci
STR (Tangiin., 2017; Frontanillaiin., 2022). Powodem takiego stanu rzeczy jest wybdr metody
sekwencjonowania i charakter sekwencji tandemowo powtdérzonych. Zeby méc poprawnie
zsekwencjonowaé locus STR koniecznym jest otrzymanie odczytéw zawierajgcych petna
sekwencje tandemowo powtdérzong wraz z sekwencjami flankujgcymi sekwencjonowany
locus STR (Rajan-Babu i in., 2021). W przypadkach, w ktérych uda sie zsekwencjonowac¢ w
pojedynczych odczytach jedynie sekwencje flankujgcy oraz czes¢ sekwencji tandemowo
powtérzonej nie jest mozliwe okreslenie, jak dtugi fragment sekwencji tandemowo
powtdérzonej zostat zamplifikowany i zsekwencjonowany. Zatem metoda sekwencjonowania
krétkich odczytéw umozliwia jedynie identyfikacje alleli locus STR, w ktérych diugosc

fragmentu zawierajgcego powtorzenia tandemowe jest krétsza niz 100 pz.

W praktyce nawet dla krétszych loci STR, zawierajgcych sie w przedziale dtugosci 50-80 pz,
przy gtebokosci sekwencjonowania 30x zastosowanej w projekcie 1000 Genomes, okazato sie

problematyczne uzyskanie odczytu zawierajgcego petng sekwencje obu alleli locus STR.

Baza STRCatalog agregujaca dane uzyskane w Projekcie “1000 Genomes” dotyczace loci STR
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zawiera sekwencje 1092 genomdéw osOb z populacji swiatowej (1000 Genomes Project
Consortium, 2012), jednakie z powodu wykorzystania technologii sekwencjonowania
krétkich odczytow dane dotyczgce dtugosci loci STR badanych oséb sg niepetne (Gymrekiiin.,
2016; Read i in., 2023). Dla wiekszosci loci STR spetniajacych kryteria wskazane w pkt. 2.1
niniejszej pracy bazy STRCatalog oraz WebSTR zawieraty jedynie dane dotyczgce ok. 100-200
alleli i rzadko przekraczaty liczbe 300 alleli. Powyzsze ograniczenia zastosowanej technologii
sekwencjonowania kroétkich odczytow powodowaty, ze w bazie STRCatalog nie zostaty
uwzglednione loci zawierajgce sekwencje tandemowo powtdrzong dtuzszg niz 100 pz w tym
m.in. najdtuzsze z loci CODIS takie jak: locus FGA z zakresem dtugosci: 13-51 powtdrzen
tetranuklotydowych, locus D21S11 z zakresem 24-38 powtdrzen tetranuklotydowych, a takze

locus SE33 z zakresem 4-37 powtdrzen tetranukleotydowych.

Dodatkowym wyzwaniem zwigzanym z technologia sekwencjonowania krétkich odczytow
jest nadreprezentacja krotkich alleli w bazie danych 1000 Genomes w pordwnaniu z dfuzszymi
allelami tego samego locus. Wynika to z faktu, ze rezultaty sekwencjonowania fragmentéw

zawierajgcych wyfgcznie motyw powtdrzony sg odrzucane na etapie sktadania genomow.

Powyzsze ograniczenia spowodowaly, ze wybdr potencjalnych loci STR byt ograniczony,
jednakze mimo tego udato sie zidentyfikowaé w grupie stosunkowo krétkich loci STR takie,
ktére wykazywaty zatozone w niniejszej pracy doktorskiej parametry pozwalajgce na
wykorzystanie ich do opracowania metody badania pokrewienistwa w dalszych relacjach
rodzinnych. Nalezy mie¢ rowniez na uwadze, ze krétkie, ale wysoce polimorficzne loci STR sg
bardziej przydatne w badaniach pokrewienistwa z wykorzystaniem metody multipleks-PCR niz
loci z dtugimi allelami o takiej samej heterozygotycznosci, poniewaz krétkie sekwencje
tandemowo powtdrzone generujg nizsze artefakty typu stutter (Leclair i in. 2004), a takze
cechuja sie srednio nizszym wspoétczynnikiem mutacji (Steely i in. 2022: Verbiest i in., 2023)
co znaczgco utatwia zaréwno analize wynikéw badan jak i pdzniejsze wnioskowanie w

sprawach biologicznego pokrewienstwa.

W ramach prac prowadzonych w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej, dane zagregowane
w bazie STRCatalog zostaty wykorzystane do wstepnej selekcji 155 loci STR wykazujgcych

odpowiednie parametry predestynujgce te loci do wykorzystania w opracowaniu nowej
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metody badania pokrewienstwa. Jednym z podstawowych kryteriéw wyboru loci STR na tym

etapie byta dtugos¢ motywu tandemowo powtdrzonego, wynoszaca od 3 do 5 par zasad.

Kolejnym kryterium wyboru loci STR byta maksymalna heterozygotycznos¢ danego locus w
populacji Swiatowej. Do dalszych analiz wybierano jedynie loci o heterozygotycznosci
przekraczajgcej 80% - 85% w populacji Swiatowej. Waznym czynnikiem byta réwniez podobna
dystrybucja alleli danego locus w rdéznych populacjach kontynentalnych. Przyjecie tego
dodatkowego kryterium wynikato z faktu, ze zgodnie z zatozeniami niniejszej pracy
doktorskiej, zaplanowane badania zostang wykonane na DNA pochodzagcym od osdéb
z populacji polskiej. W przypadku niektérych loci mogto sie okazaé, ze mimo wysokiej
heterozygotycznosci w populacji polskiej, w innych populacjach zmiennos¢ genetyczna tego
samego locus bytaby nizsza. Przyjecie kryterium podobnego rozktadu alleli w populacjach
kontynentalnych zwiekszato prawdopodobienstwo, ze loci beda miaty podobng wartos¢

informacyjng takze w innych populacjach krajowych.

Trzecim kryterium wyboru loci STR byt brak sekwencji zawierajgcej powtdrzenia mono- i
dinukleotydowe w sekwencjach flankujgcych locus STR. Obecnos¢ takich sekwencji w
amplikonie powodowataby powstawanie artefaktéw typu stutter (Fazekasiin., 2010), co jest
zjawiskiem bardzo niekorzystnym przy interpretacji elektroforegramow reakcji PCR.
Zasadniczo odrzucano z dalszych badan loci, ktére zawieraty sekwencje z powtdrzeniami
mononukleotydowymi dtuzszg niz 7 pz lub sekwencje z powtdrzeniami dinukleotydowymi
dtuzszg niz 20 pz, jednakie w przypadku niektérych dobrze rokujgcych wysoce
polimorficznych loci STR (np. D02L234) zdecydowano sie na empiryczne sprawdzenie czy
sekwencja mono- lub dinukleotydowa nieco dtuzsza niz w zatozonym kryterium bedzie
rzeczywiscie generowata artefakty w takiej liczbie, ktdora utrudniataby interpretacje
otrzymywanych wynikéw. Po analizie wynikow wobec duzej reprezentacji innych wysoce
polimorficznych loci STR, wybrano jedynie loci nie sprzezone z sekwencjami zawierajgcymi

powtdrzenia mono- i dinukleotydowe.

Czwartym kryterium wyboru loci STR byt brak obecnosci sekwencji wielokrotnie
powtdérzonych w genomie w sekwencjach flankujgcych locus STR. Obecnos¢ takich sekwencji

mogtaby powodowaé powstawanie artefaktdw w reakcji PCR (Hommelsheim i in., 2014),
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a takze obnizenie wydajnosci amplifikacji poprzez zuzywanie starteréw oraz trifosforandw
deoksyrybonukleotydéw do amplifikacji produktéw niespecyficznych (Ruiz-Villalba i in.,

2017).

Ostatnim istotnym kryterium wyboru locus byta jego rozpieto$é, czyli réznica dtugosci
sekwencji pomiedzy najkrétszym i najdtuzszym allelem danego locus wystepujgcym w
populacji. Pierwotnie zatozono, ze kryterium granicznym bedzie rozpietos$¢ locus mniejsza niz
100 pz, jednak w trakcie postepdw badan przesiewowych zmieniono to kryterium do 80 pz.
Akceptacja loci STR o duzej rozpietosci byftaby niekorzystna ze wzgledu na trudnos¢ w
multipleksowaniu reakcji PCR. Biorgc pod uwage wykorzystanie czterech kanatéw
fluorescencji do detekcji amplikondéw oraz zatozenie, ze dtugos$¢ amplikondw wszystkich loci
powinna zawiera¢ sie w przedziale 60-550 pz wykorzystanie loci STR o matej rozpietosci
pozwalato na umieszczenie wiekszej liczby loci w dwdch opracowywanych reakcjach
multipleks-PCR. Przyjecie wymienionych kryteriéw pozwolito na wybranie tgcznie 183 loci STR
genomu ludzkiego spetniajgcych wszystkie wymienione kryteria i przeprowadzenie badan
przesiewowych majgcych na celu okreslenie heterozygotycznosci oraz zakresu dtugosci alleli
tych loci. Przyktadowa analiza sekwencji dwdch loci STR: D02L234 oraz D3A57 oraz wyniki

amplifikacji tych loci wraz z komentarzem przedstawione sg na rycinach 30 31.
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Ryc. 30. Analiza sekwencji nukleotydowej (A) oraz wyniki amplifikacji locus D02L234 dla DNA
pochodzacego od pojedynczej osoby (B) oraz dla mieszaniny DNA pochodzgcego od 50 oséb (C).
Analiza sekwencji nukleotydowej w programie Genome Data Viewer (NCBI) wskazuje obecnosé dwéch
sekwencji tandemowo powtdrzonych: sekwencje podkreslong zielong linig zawierajgca 14 powtdrzen
motywu teranukleotydowego AAAG oraz sekwencje podkreslong czerwong linig zawierajacg cigg 14
adenin (14 A). Niebieskie linie oraz prostokaty znajdujgce sie w polu pod sekwencjg nukleotydowa
oznaczajg wystepowanie insercji/delecji, natomiast czerwone prostokaty oznaczajg miejsca
wystepowania polimorfizméw SNP. Optymalnym sposobem amplifikacji tego locus bytoby
zaprojektowanie startera w sekwencji znajdujacej bezposrednio przy locus STR z powtdrzeniami
tetranukleotydowymi omijajgc amplifikacje ciggu mononukleotydowego (14 A) jednak ze wzgledu na
wystepowanie w tej sekwencji szeregu polimorfizméw zaprojektowanie startera w tym miejscu jest
niewskazane. Zaprojektowanie startera obejmujacego amplifikacje sekwencji 14 A powoduje
generowanie w reakcji PCR duzej liczby artefaktdw stutter, co utrudnia analize elektroforegraméw. Ze
wzgledu na powyzsze okolicznosci locus D02L234 odrzucono z dalszych prac zmierzajgcych do
opracowania reakcji multipleks-PCR.
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Ryc. 31. Analiza sekwencji nukleotydowej (A) oraz wyniki amplifikacji locus D3A57 dla DNA
pochodzacego od pojedynczej osoby (B) oraz dla czterech mieszanin DNA pochodzgcego od 50 oséb
natozonych na siebie (C). Analiza sekwencji nukleotydowej w programie Genome Data Viewer (NCBI)
wskazuje obecnos$¢ dwdch sekwencji tandemowo powtdrzonych sprzezonych ze sobg: sekwencji
zawierajgcej powtdrzenia tetranukleotydowe GAAA (czerwone podkreslenie) oraz GGAA (niebieskie
podkreslenie) oraz sekwencji zawierajgcej powtdrzenia dinukleotydowe GA (zielone podkreslenie).
Sekwencja zawierajgca powtdrzenia dinukleotydowe GA réwniez wykazuje polimorfizm dtugosci, a
takze zawiera wtrgcone jedno powtdrzenie motywu AA co redukuje liczbe amplikonéw typu stutter
generowang poprzez amplifikacje tej sekwencji (B). Analiza elektroforegramow z badan
przesiewowych wskazuje na wysokg polimorficznosé locus D3A57.

85



5.2 Badania przesiewowe wybranych loci STR genomu ludzkiego

Omodwione wczesniej ograniczenia w danych z sekwencjonowania NGS w bazie 1000
Genomes spowodowaty, ze koniecznym etapem prac stata sie weryfikacja polimorficznosci

oraz zakresu dtugosci alleli wybranych 183 loci STR poprzez realizacje badan laboratoryjnych.

Na etapie planowania prac badawczych rozwazano dwa sposoby weryfikacji
heterozygotycznosci wyselekcjonowanych loci STR w populacji polskiej, ktére pozwolityby
wybrac najbardziej przydatne loci do badan pokrewienstwa. Metodologicznie oczywistym
rozwigzaniem bytoby wykonanie genotypowania reprezentatywnej grupy oséb z populacji
polskiej w zakresie 183 badanych loci poprzez wykorzystanie pojedynczych reakcji PCR, a
nastepnie okreslenie czestosci wystepowania alleli analizowanych loci w populacji polskiej
oraz wyznaczenie heterozygotycznosci loci. Niestety takie podejscie wigzatoby sie z
koniecznoscig wykonania tysiecy reakcji PCR i rozdziatéw elektroforetycznych co znaczaco
podniostoby koszty realizacji projektu. Dlatego w niniejszej rozprawie doktorskiej
zastosowano innowacyjne podejscie do oszacowania polimorfizmu wytypowanych loci
poprzez wykonanie analizy dla kazdego z 183 badanych STR na czterech pulach izolatéw DNA
pochodzacych od piecdziesieciu 0sdb z populacji polskiej kazda, ktdére zostaty zmieszane w
réwnych stezeniach. Czestosci wystepowania alleli w populacji polskiej miaty zostaé okreslone
na podstawie analizy ilosciowej i jakosciowej amplikondéw. Zgodnie z zatozeniami tej metody,
stosunek pola powierzchni piku elektroforetycznego danego allelu do sumy powierzchni
wszystkich pikéw elektroforetycznych miatby odzwierciedlaé czestos¢ wystepowania allelu w
badanej grupie piecdziesieciu osdb. Takie podejscie umozliwito znaczace ograniczenie liczby
reakcji PCR i rozdziatéw elektroforetycznych, co przyczynito sie do oszczednosci czasu i
kosztéw analiz. Poniewaz proponowana metoda badan przesiewowych byta nowa dla wiedzy
zweryfikowano jej poprawnos$¢ i przydatnos¢ dla celéw rozprawy doktorskiej wykonujgc
badania przesiewowe na spulowanych izolatach DNA dla 13 loci CODIS, powszechnie
stosowanych w rutynowej genetyce sadowej (Hares, 2015), dla ktérych czestosé

wystepowania alleli w populacji polskiej jest znana (Wrdébel i in., 2019; Ossowski i in., 2017).

Badanie to wykazato, ze Srednia réznica miedzy heterozygotycznoscig okreslong w badaniach
przesiewowych  metodg zaproponowang Ww niniejszej rozprawie  doktorskiej

a heterozygotycznoscia wyznaczong na podstawie analizy pojedynczych oséb, podang
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w literaturze naukowej (Ossowski i in., 2017), wyniosta zaledwie 2,57%. Réznice te uznano za
nieistotng dla tego etapu badan, poniewaz badania przesiewowe na tym etapie doktoratu
wdrozeniowego miaty na celu jedynie rozrdznienie loci o wysokiej polimorficznosci
(z heterozygotycznoscig >80%) od tych o mniejszej polimorficznosci (heterozygotycznosé 60%
-80%). Doktadny rozktad alleli w populacji oraz heterozygotycznos¢ badanych loci zostaty

wyznaczone na pdézniejszym etapie badan po opracowaniu reakcji multipleks-PCR.

Zastosowane podejscie, polegajace na jednoczesnej amplifikacji alleli wystepujacych u 50
0s6b okazato sie eksperymentalnie bardzo wydajne i czute, o czym swiadczy wykrycie bardzo
rzadkiego allelu 15.2 w locus D18S51 (ryc. 32), co dowiodto, ze analiza pulowanego DNA od

50 osdb pozwala na identyfikacje pojedynczych alleli w prébce.

D18551_DMAmixture_d4 |

Ryc. 32. Elektroforegram przedstawia zamplifikowane allele locus D18S51. Matryce DNA do reakgcji
PCR stanowita mieszanina DNA pochodzacego od 50 osdb z populacji polskiej. Rzadki allel 15.2 zostat
oznaczony symbolem ,*”.

Analiza pulowanego DNA pochodzgcego od wiekszej liczby oséb mogtaby utrudnic¢
identyfikacje rzadkich alleli ze wzgledu na obnizenie wysokosci piku elektroforetycznego dla

takiego allelu i mozliwo$¢ pomylenia go z pikiem typu stutter lub innym artefaktem reakc;ji.

Badania przesiewowe zrealizowane w niniejszej pracy przy zastosowaniu nowatorskiej

metody szacowania heterozygotycznosci wykazaty, ze analiza nawet niekompletnych danych
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uzyskanych z projektu 1000 Genomes moze prowadzi¢ do identyfikacji niezwykle cennych w
konteks$cie badan pokrewienstwa loci STR, ktére sg duzo bardziej informatywne niz loci STR
systemu CODIS. Dodatkowo, zastosowana w pracy szybka i oszczedna metoda posredniego
znakowania produktu PCR poprzez M13-tailing okazata sie wysoce efektywna zaréwno pod
wzgledem wydajnosci amplifikacji, jak i oszczednosci reagentédw. Zdaniem autora rozprawy
doktorskiej opracowane podejscie moze by¢ z powodzeniem stosowane w badaniach

przesiewowych loci STR innych organizmdéw eukariotycznych.

Wyniki pracy pokazujg, ze zastosowane dane wstepne i opracowana de novo metoda
szacowania polimorfizmu loci STR, umozliwity zweryfikowanie heterozygotycznosci
wytypowanych loci w populacji polskiej. Zgodnie z wczesniejszymi zatozeniami potwierdzono,
ze obserwowana heterozygotycznosc czesci loci STR jest wyzsza niz raportowana w bazie
projektu 1000 Genomes oraz w bazach STRCatalog i WebSTR, co potwierdzito ograniczenia
zastosowanej w projekcie 1000 Genomes technologii sekwencjonowania krétkich odczytéw

w analizie polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych genomu ludzkiego.

5.3 Opracowany zestaw Kinfinder

Zdecydowanie najtrudniejszym zadaniem pracy doktorskiej byto zaprojektowanie dwdch
reakcji multipleks-PCR umozliwiajgcych jednoczesng analize 25 loci STR w kazdej z nich.
Projektowanie reakcji multipleks-PCR stanowi wyzwanie, poniewaz konieczne jest
jednoczesne spetnienie wielu wymagan (Markoulatos i in., 2002; Elnifro i in., 2000).
Kluczowym elementem reakcji multipleks-PCR jest opracowanie starterow PCR, ktdre
zapewnig efektywng amplifikacje alleli wszystkich analizowanych w tej reakcji loci STR. Aby
zagwarantowac wydajng amplifikacje, startery muszg zosta¢ zaprojektowane tak, aby nie
hybrydyzowaty z innymi starterami w tej samej reakcji. (Xie i in., 2022). Biorgc pod uwage, ze
w opracowywanych reakcjach znajdowata sie mieszanina 50 (multipleks B) lub 52
oligonukleotydéw (multipleks A), to liczba potencjalnych oddziatywan starter-starter w reakgc;ji
multipleks-PCR A wyniosta 4950, zas dla reakcji multipleks B liczba ta wyniosta 5051. W
praktyce manualne sprawdzenie niepozgdanych oddziatywan dla kazdej pary starterow w
reakcji przy takiej liczbie amplifikowanych produktow jest niemozliwe i koniecznym staje sie

wykorzystanie specjalistycznego oprogramowania (Ganschow i in., 2019; Guo i in., 2021). W
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trakcie prac badawczych opisanych w niniejszej pracy, do identyfikacji potencjalnych
niepozadanych oddziatywan pomiedzy starterami wykorzystano programy MultiPLX oraz
Autodimer (pkt. 3.5). Wykorzystanie tych programéw umozliwito identyfikacje potencjalnych
niepozadanych oddziatywan pomiedzy projektowanymi starterami co znacznie usprawnito

prace przy projektowaniu reakcji multipleks-PCR.

Kolejnym istotnym warunkiem jest zastosowanie starteréw o zblizonej temperaturze
przytaczania (annealingu) do matrycy (Sintiin., 2012). Przy projektowaniu reakcji multipleks-
PCR przyjeto zgodnie z zaleceniami innych autoréw (Xu i in., 2012; Sint i in., 2012), ze
najodpowiedniejszg bedzie temperatura rowna 60 st.C. przy tolerancji +/- 5st.C. W niektorych
przypadkach do 5' korica starteréow dodawano siedmionukleotydowg sekwencje PIG-tail:
GTTTCTT (Brownstein i in., 1996). Wydtuzenie starterow o te sekwencje nie wptywato

negatywnie na wydajnos¢ reakcji.

Dodatkowym utrudnieniem jest koniecznos¢ takiego zaprojektowania starteréw, aby
amplikony dla poszczegdlnych loci miaty odpowiedni zakres dtugosci, a produkty amplifikacji
alleli z jednego locus nie naktadaty sie na allele innego locus w tym samym kanale
fluorescencyjnym detekcji (Schilz i in., 2004). Ze wzgledu na spodziewang koniecznos¢
modyfikacji sekwencji niektérych starterow oraz na mozliwo$¢ wystgpienia w populacji
niezidentyfikowanych w badaniach przesiewowych rzadkich alleli wykraczajgcych dtugoscia
poza oznaczony zakres dfugosci locus zdecydowano sie na zaprojektowanie przerw pomiedzy
amplikonami alleli amplifikowanych loci o dtugosci 10-20 pz, ktdre okazaty sie wystarczajace,
co wykazaty analizy prowadzone w wyniku wdrozenia metody Kinfinder w Laboratorium

Diagnostyki Molekularnej GenMed.

Kolejnym istotnym aspektem branym pod uwage przy projektowaniu reakcji multipleks-PCR
byta identyfikacja polimorfizméw typu SNP w sekwencjach wigzania starteréw do matrycy
mogacych powodowac zjawisko alleli zerowych (ang. null alleles) (Kline i in., 2011). Zjawisko
wystepowania alleli zerowych byto juz wielokrotnie obserwowane w komercyjnych
odczynnikach do identyfikacji osobniczej takich jak AmpFISTR Identifiler kit (Applied
Biosystems) (Dauber i in., 2008; Mizuno i in., 2008) lub PowerPlex® 21 System (Promega) (Yao

i in., 2018). Czesto obserwowane zjawisko alleli zerowych w locus D8S1179 w populacji
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filipinskiej doprowadzito firme Applied Biosystems do zmiany starteréow dla tego locus w
zestawie do identyfikacji osobniczej AmpFISTR Profiler Plus PCR amplification kit (Leibelti in.,
2003). Ze wzgledu na powszechnos¢ wystepowania polimorfizmow SNP w sekwencjach
flankujacych loci STR (ryc. 31) zaprojektowanie starteréw w miejscach nie zawierajgcych
polimorfizméw SNP byto niemozliwe. Zeby zminimalizowaé mozliwoé¢ wystgpienia zjawiska
alleli zerowych w opracowywanych reakcjach multipleks-PCR projektowano startery w
miejscach sekwencji flankujgcych niezawierajgcych polimorfizméw SNP lub o czestosci

wystepowania SNP w populacji Swiatowe] nie wyzszej niz 0,0002 (pkt. 3.5).

Koniecznosc¢ spetnienia wszystkich tych wymagan jednoczesnie znacznie komplikowata proces
projektowania starterdw, a zmiana kazdego startera powodowata koniecznos¢ ponownej
analizy wszystkich parametrow reakcji. W trakcie projektowania reakcji multipleks-PCR
wielokrotnie zmieniano sekwencje starteréw, zmieniano zakresy dtugosci amplikonéw loci
STR, a nawet wymieniono dwa loci pomiedzy multipleksami A i B. Wydajno$¢ reakcji
multipleks-PCR nie byfa rowna dla wszystkich loci wobec czego konieczna okazata sie zmiana

stezen starterow (tabela 8).

5.4 Sekwencje opracowanych loci STR

Znajomosc¢ sekwencji alleli i liczby powtdrzen tandemowych byty niezbedne do przyjecia
nomenklatury dla wszystkich alleli. W przypadku alleli typowych, tzn. réznigcych sie dtugoscia
motywu powtdrzonego, do nazwania alleli wystarczyto poznanie sekwencji jednego z alleli. W
przypadku pieciu sekwencjonowanych loci (D12L794, D01L267, D13S742, DO3L109 oraz
D14L699) zidentyfikowano polimorfizm sekwencji nukleotydowej przy braku polimorfizmu

dtugosci (ryc. 28 i 29).

Polimorfizm sekwencji nukleotydowej alleli o tej samej dtugosci jest zjawiskiem znanym
i dotyczy rowniez loci CODIS (Zhang i in., 2018; Dai i in., 2019). Polimorfizméw SNP nie
prowadzacych do zmiany dtugosci sekwencji nie da sie zaobserwowac¢ wykorzystujgc
standardowg analize dtugosci amplifikowanych fragmentéw, jednak moze by¢ ona
obserwowana przy zastosowaniu metody sekwencjonowania NGS (Novroski i.in. 2019), ktéra
powoli znajduje zastosowanie w niektdrych badaniach z zakresu genetyki sgdowej (Bgrsting i

Morling, 2015; Alvarez-Cubero i in., 2017). Ewentualne wykorzystanie w przysztosci
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technologii NGS w standardowych badaniach polimorfizmu loci STR zwiekszytoby jeszcze

bardziej informatywnos¢ analizy tych samych loci w badaniach pokrewieristwa.

5.5 Heterozygotycznos¢ opracowanych loci STR w populacji polskiej

Czestos¢ wystepowania alleli 50 wysoce polimorficznych loci STR w populacji polskiej
analizowano przy wykorzystaniu reakcji multipleks-PCR A i B. Badania populacyjne
potwierdzity wysoka heterozygotycznos¢ badanych loci STR (tabela nr 16). Najwyiszg
zmiennoscig w populacji polskiej sposréd wybranych loci cechowaty sie loci D8A26, D15L495,
D13S742 o heterozygotycznosci odpowiednio: 0,9345, 0,9353, 0,939. Wyniki wskazuja, ze te
loci sg zblizone do heterozygotycznosci locus SE33, uznawanego za najbardziej polimorficzne
locus ludzkiego genomu wykorzystywane w genetyce sadowej (Santos i in., 2023; Bhinder i
in., 2018) i cechujgce sie w populacji polskiej heterozygotycznoscig od 93,4% do 95,4%
(Wojtkiewicz i in., 2016; Jacewicz i in. 2008; Wrdbel i in. 2019). Badania populacyjne wykazaty
zdecydowanie wyzszg heterozygotycznosé 50 analizowanych loci STR wchodzacych w skfad
systemu Kinfinder w populacji polskiej (srednia heterozygotycznos¢ = 88,07%) w poréwnaniu
do heterozygotycznosci loci CODIS (Srednia heterozygotyczno$¢ = 78,95%) (Wrdbel i in.,
2019). Heterozygotycznos$¢ 50 loci STR opisanych w niniejszej pracy w poréwnaniu do loci

CODIS przedstawiono na ryc. 33.
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Ryc. 33. Heterozygotycznos$¢ loci STR systemu CODIS (z6tty) oraz loci STR zawartych w zestawie
Kinfinder (niebieski). Dwa najbardziej polimorficzne loci CODIS: D125391 D1S1656 (zielony) zostaty
rowniez wigczone do metody Kinfinder w celu kontroli przebiegu procesu laboratoryjnego badania
probek DNA oraz ograniczenia mozliwosci pomytki prébek przez personel laboratoryjny poprzez
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mozliwo$¢ pordwnania profili genetycznych w obrebie tych loci z profilem genetycznym uzyskanym z
uzyciem komercyjnego zestawu do identyfikacji osobnicze;j.

Badania populacyjne potwierdzity przydatnosé i doktadnosé nowo opracowanej metody
badan przesiewowych w szybkiej estymacji heterozygotycznosci loci mikrosateliatarnych.
Srednia réznica w heterozygotycznosci oszacowanej w badaniach przesiewowych i
heterozygotycznosci wyznaczonej na podstawie wynikdw badan populacynych wyniostfa
1,875%. Tak niska réznica w uzyskanych wynikach jest akceptowalna i jest mniejsza niz
pomiedzy wartosciami heterozygotycznosci niektérych loci wskazanymi w réznych
badaniach populacyjnych dla populacji polskiej dla tego samego locus; przyktadowo
heterozygotycznos¢ locus TPOX w publikacji (Wrdébel i in., 2019) wynosi 0,579, natomiast w
publikacji (Jacewicz i in., 2007) wynosi 0,604, co oznacza rdznice 2,5%. Wartosci
heterozygotycznosci 50 loci STR wskazane w bazie STRCatalog, oszacowane na podstawie
badan przesiewowych oraz wyznaczone na podstawie badan populacyjnych zestawione sg w

tabeli 16.
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Tabela 16. Heterozygotycznos¢ 50 loci STR wchodzgcych w sktad metody Kinfinder. Het. 1 oznacza

heterozygotycznos¢ wykazang w bazach danych STRCatalog/WebSTR dla populacji Swiatowej lub

w danych literaturowych dla populacji krajowych, Het.2 oznacza heterozygotycznos$¢ wykazana

w badaniach przesiewowych dla populacji polskiej, Het.3 oznacza heterozygotycznos¢ loci wykazang

w badaniach populacyjnych dla populacji polskiej.

Locus Het. 1 Het. 2 Het. 3 Locus Het. 1 Het. 2 Het. 3
D121L908 0,87 0,818 0,8105 DO3L109 0,869 0,917 0,8848
DO7L147 0,847 0,83 0,8112 DO1L217 0,875 0,888 0,8855
D10L126 0,859 0,843 0,8261 DO7L134 0,874 0,872 0,8856
D17L255 0,835 0,873 0,8333 D14L785 0,84 0,869 0,8863
D16L732 0,872 0,859 0,8401 DO2L221 0,861 0,863 0,888
D21L291 0,856 0,851 0,8417 D14L699 0,858 0,885 0,8948
D04L885 0,863 0,844 0,842 DO2L114 0,9 0,87 0,895
D17L432 0,864 0,92 0,843 DO5L113 0,858 0,899 0,896
D12L794 0,862 0,854 0,8459 D14L276 0,881 0,898 0,8986
D12L630 0,877 0,855 0,8518 DO1L267 0,889 0,85 0,8993
D8S1132 0,867 0,833 0,855 DiIN16 0,9 0,874 0,902
D06L106 0,864 0,89 0,8582 D03L115 0,894 0,904 0,9042
DO7L101 0,836 0,865 0,8622 DO5L140 0,902 0,911 0,9051
D10S2325 0,838 0,856 0,8641 D02L142 0,887 0,917 0,9053
DO5L169 0,876 0,881 0,8691 D3N54 0,9137 0,875 0,9114
D20L226 0,903 0,863 0,8701 D16L554 0,906 0,905 0,9161

D2N43 0,9 0,833 0,8722 D12S391 0,874 0,862 0,881
D7S3048 0,927 0,894 0,8737 DO2L174 0,911 0,922 0,918
DO5L207 0,884 0,887 0,8745 D3A57 0,8 0,934 0,923
D07L144 0,88 0,891 0,8757 D3N61 0,9 0,9 0,9271
DO1L215 0,879 0,854 0,8764 DO1L569 0,863 0,901 0,9277
D14L953 0,878 0,851 0,8795 D8A26 0,9491 0,909 0,9345
DO9L159 0,862 0,866 0,8809 D15L495 0,9 0,905 0,9353
D03L194 0,883 0,861 0,883 D13S742 0,891 0,911 0,9390
DO8L110 0,892 0,832 0,8582 D1S1656 0,874 0,88 0,8952

93



5.6 Symulacje badan pokrewienstwa z wykorzystaniem metody Kinfinder

W celu oceny przydatnosci metody Kinfinder w badaniach pokrewiernstwa wykonano
komputerowe symulacje badania pokrewienstwa dla czterech relacji rodzinnych; rodzic -
dziecko, petne rodzenstwo, relacja drugiego stopnia oraz relacja trzeciego stopnia. W
badaniach poréwnano informatywnosé metody wykorzystujgcej system Globalfiler rutynowo
stosowany w badaniach pokrewiedstwa w laboratoriach genetyczno-sgdowych oraz
potgczenie systemu Globalfiler z metodga Kinfinder umozliwiajgcy tgczng analize 69 loci STR.

Symulacje wykonano z wykorzystaniem programu komputerowego KinBN.

Symulacje wykazaty, ze standardowa analiza 21 loci STR (Globalfiler) jest wystarczajgca do
zastosowania w badaniach ojcostwa (mediana LR = 2,90x10’) oraz w badaniach
pokrewieristwa w relacji petne rodzeristwo (mediana LR = 2,01x10°) co pokrywa sie z danymi
literaturowymi (Inoue i in., 2016). Dane literaturowe wskazujg rowniez, ze analiza 21 loci STR
jest niewystarczajaca w badaniach pokrewieAstwa w relacji drugiego i trzeciego stopnia
(Tamuraiin., 2015). Wyniki symulacji analiz pokrewienstwa przedstawione w niniejszej pracy
potwierdzajg ten poglad, mediany spodziewanych wynikéw badan pokrewienstwa dla relacji
drugiego i trzeciego stopnia pokrewienstwa uzyskiwane przy zastosowaniu analizy 21 loci STR
(Globalfiler) wynosza odpowiednio: 71,4 oraz 2,93. Co jest réwniez istotne analiza 21 loci w
badaniach pokrewienstwa drugiego i trzeciego stopnia jest obarczona ryzykiem uzyskania
wynikow fatszywie pozytywnych. Wyniki analiz statystycznych wykazaty, ze w badaniu
pokrewienstwa drugiego stopnia przy analizie 21 loci STR (Globalfiler) mozliwe jest
otrzymanie dla o0séb spokrewnionych wyniku LR = 1,05x102 co z duzym
prawdopodobieistwem wskazuje na brak pokrewienstwa pomiedzy badanymi osobami. Z
kolei w przypadku badania oséb niespokrewnionych mozliwe jest otrzymanie wyniku LR=
1,24x10? co z duzym prawdopodobiefistwem wskazuje na pokrewieristwo tych oséb. W
przypadku rozszerzonej analizy 69 loci STR (Globalfiler + Kinfinder) problem ten nie wystepuje.
Potgczenie metod Kinfinder i Globalfiler wykazato doskonatg przydatnos¢ w badaniach
drugiego stopnia i dobrg przydatnos¢ w badaniach pokrewienstwa w relacji trzeciego stopnia

(mediany LR odpowiednio: 1,13x107 i 158).

Metoda Kinfinder moze by¢ réwniez przydatna przy identyfikacji ofiar katastrof masowych,

ofiar wojen i totalitaryzmoéw, a takze osdb zaginionych. W takich przypadkach profil
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genetyczny osoby zmartej lub zaginionej poréwnywany jest z bazg profili genetycznych
krewnych oséb zaginionych (Prinz i in. 2007). Bazy profili DNA krewnych nie zawsze obejmujg
profile genetyczne rodzicow lub dzieci osdb zaginionych, dlatego w niektdrych przypadkach
konieczne jest przeprowadzenie analizy dalszych stopni pokrewiefAstwa. W takich badaniach
kluczowa jest wysoka informatywnos¢ analizy genetycznej (Hartman i in., 2011; Prinz i in.,
2007). Wysoka informatywnos$¢ metody Kinfinder w analizie pokrewienistwa drugiego stopnia
(mediana LR = 1,13x107) sugeruje, ze moze ona by¢ przydatna nawet przy poréwnywaniu

profili genetycznych w duzych bazach danych zawierajgcych tysigce profili.

5.5 Wdrozenie metody Kinfinder do rutynowej pracy laboratorium
genetycznego.

Metoda Kinfinder, jest obecnie rutynowo stosowana w Laboratorium Diagnostyki
Molekularnej GenMed zaréwno w badaniach $wiadczonych na rzecz klientéw
indywidualnych, jak i w sprawach sgdowych w postepowaniu spadkowym oraz w sprawach o
ustalenie ojcostwa. Zastosowanie metody Kinfinder umozliwito uzyskanie jednoznacznych
wynikéw potwierdzajgcych lub wykluczajgcych biologiczne pokrewienstwo w przypadkach, w
ktorych dostepne komercyjnie rozwigzania okazywaty sie niewystarczajgce. Do momentu
ztozenia pracy doktorskiej metoda zostata zastosowana w Laboratorium Diagnostyki
Molekularne GenMed ponad trzydziesci razy, kazdorazowo pozwalajagc na uzyskanie
rozstrzygajacego wyniku biologicznego pokrewienstwa. Obecnie z jej stosowania
przeszkolono trzech genetykéw sgdowych pracujgcych w laboratorium. Wdrozenie metody
przebiegto sprawnie, bez potrzeby zakupu nowego sprzetu, korzystajgc wytgcznie z istniejgcej
aparatury laboratorium. Obecnie badania z wykorzystaniem tej metody i realizowane w
Laboratorium Diagnostyki Molekularne GenMed obejmujgce analize 72 markeréw DNA (69
loci STR oraz loci amelogeniny, DYS391, i Y-indel) oferowane sg przez podmioty zewnetrzne
bedace partnerami firmy, w tym przez lidera badan diagnostycznych na polskim rynku spétke
Diagnostyka S.A (link) oraz ich podmiot zalezny Zdrowegeny.pl sp. z o0.0. (link). Kolejnym
krokiem w rozwoju opracowanej metody bedzie produkcja zestawu odczynnikéw Kinfinder i

ich sprzedaz do wykorzystania w zewnetrznych laboratoriach.
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6. Wnioski

1. Baza danych projektu 1000 Genomes zawiera istotne informacje odnosnie do
polimorficznych loci STR, jednakze dane sg niepetne. Baza zawiera petne informacje na temat
krétkich loci STR, dtugie sekwencje sg nieobecne lub dane sg tym silniej znieksztatcone im

locus zawiera dtuzsze allele.

2. Baza WebSTR (https://webstr.ucsd.edu/) jest doskonatym narzedziem do wyszukiwania

potencjalnie polimorficznych sekwencji STR w genomie ludzkim.

3. Genom cztowieka zawiera duzg liczbe polimorficznych loci STR, jednak elementy ich
sekwencji flankujgcych, takie jak obecnos¢: sekwencji wielokrotnie powtdrzonych w genomie,
sprzezonych sekwencji zawierajgcych powtdrzenia mono- i dinukleotydowe oraz sekwencji
wykazujgcych wysoki polimorfizm w populacji utrudniajgcy zaprojektowanie starteréw moze

utrudnia¢ lub nawet uniemozliwia¢ wykorzystanie tych loci w badaniach pokrewienstwa.

4. Opracowana w tej rozprawie doktorskiej, nowatorska metoda badan przesiewowych
umozliwia szybka selekcje polimorficznych loci STR zawierajgcych powtdérzenia tri- tetra-
i pentanukleotydowe. Ze wzgledu na uniwersalne wtasciwosci sekwencji STR, metoda ta moze
by¢ wykorzystana do testowania polimorfizmu loci STR u innych organizméw w trakcie
opracowywania analogicznych metod badania pokrewiedstwa zwierzat hodowlanych,

identyfikacji odmian roslin i in.

5. Opracowanie reakcji multipleks PCR jest trudnym wyzwaniem rosngcym wraz z liczbg
produktéw generowanych w reakcji, jednak stworzenie reakcji do jednoczesnej analizy 25 loci

STR jest mozliwe.

6. Srednia heterozygotyczno$¢ nowo scharakteryzowanych loci STR wykorzystywanych
w metodzie Kinfinder w populacji polskiej wynosi 88,07% i jest znaczgco wyzisza niz

heterozygotycznos$¢ loci CODIS wynoszaca 78,95%.

7. Sekwencjonowanie alleli STR sugeruje, ze przynajmniej czes¢ z nich oprdocz polimorfizmu

dtugosci sekwencji wykazuje takze polimorfizm sekwencji nukleotydowej.

8. Nowo opracowana metoda analizy pokrewienstwa Kinfinder wykorzystujgca analize 50

wysoce polimorficznych loci STR cechuje sie bardzo wysoka informatywnosciag w badaniach
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pokrewienstwa.

9. Metoda Kinfinder wykorzystuje analize autosomalnych loci STR, a przez to nie ma
ograniczen zwigzanych z analizg chromosomow ptci, wobec czego mozna jg wykorzystaé w

badaniach pokrewienistwa w dowolnej relacji rodzinnej.

10. Wdrozenie metody Kinfinder w laboratoriach genetycznych jest bezproblemowe, gdyz
metoda wykorzystuje powszechnie stosowang w laboratoriach genetyczno-sgdowych

technologie reakcji PCR w multipleksie w potgczeniu z elektroforezg kapilarna.
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