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1. WPROWADZENIE

Rozwazania zaprezentowane w niniejszej rozprawie pochodzg z nurtu dynamicznie
rozwijajacej si¢ genetyki molekularnej, ukierunkowanej zgodnie z tematem pracy na
polimorfizm chromosomu Y w populacji m¢zczyzn. Tematyka ta zaliczana jest do nauk
interdyscyplinarnych, gdyz tgczy w sobie zagadnienia zwigzane z badaniami genetycznymi
wykonywanymi przez specjalistyczne laboratoria genetyczne (gtdéwnie nakierowanymi na
nauki sagdowe) oraz dalsze postgpowanie realizowane przez wymiar sprawiedliwos$ci
1 organy $cigania. Przedmiotem prowadzonych badan jest proba populacyjna mezczyzn
z potnocno-wschodniej Polski z uwzglednieniem specyfiki chromosomu Y. Badania te
koncentrujg si¢ na analizie zréznicowania wewnatrzpopulacyjnego i mi¢dzypopulacyjnego
z wykorzystaniem zestawu 27 markeréw DNA chromosomu Y — okreslanego jako
haplotyp Y27. Celem pracy jest analiza, poréwnanie oraz podsumowanie
zidentyfikowanych réznic w haplotypach DNA mezczyzn z tego regionu, co pozwala na

wyciagnigcie wnioskow dotyczacych charakterystyki genetycznej badanej populacji.

2. CHROMOSOMY PLCI

Prawie kazda ludzka komorka, z wyjatkiem krwinek czerwonych, zawiera jadro
komorkowe. DNA (kwas deoksyrybonukleinowy) w jadrze komoérkowym jest Scisle
upakowany w strukturach zwanych chromosomami. Dodatkowym elementem tworzacym
chromosom sg bialka ochronne, tzw. histony. Na genom jadrowy czlowieka sktadajg si¢ 23
pary chromosoméw, w tym 22 pary chromosomow autosomalnych i 1 para chromosomow
ptci (allosoméw). Ple¢ zenska charakteryzuje genotyp XX, ktéry wynika z obecnosSci
dwoch chromosomow X, natomiast u m¢zczyzn wystepuje genotyp XY, ztozony z jednego
chromosomu X i jednego chromosomu Y. W standardowych badaniach identyfikacyjnych
stosowane sg zestawy markerow autosomalnych, jednak okreslenie pici mozliwe jest
dzigki analizie markerow zlokalizowanych na chromosomach ptciowych. Cho¢ markery

autosomalne stanowig podstawe¢ identyfikacji osob, mitochondrialny DNA (mtDNA),



dziedziczony wytacznie w linii matczynej, rowniez jest uzywany w takich analizach.
Podobnie chromosom Y, przekazywany z ojca na syndéw, jest cennym narzedziem
w genetyce sagdowej, szczegolnie w badaniach dotyczacych linii meskich. Ze wzgledu na
swo0j] specyficzny sposob dziedziczenia, chromosom Y odgrywa kluczowa role

w identyfikacji me¢zczyzn w przypadkach, gdy analiza autosomalna jest niewystarczajgca.

Chromosomy zawieraja w swojej strukturze regiony DNA kodujacego i DNA
niekodujgcego. Region kodujacy znany jest pod nazwg genu i1 zajmuje si¢ on
przekazywaniem informacji niezb¢dnych komorkom do produkcji biatek. Geny sktadaja
si¢ z eksonow (zawieraja sekwencje kodujace biatko) i introndw (sekwencje wtracone).
Geny stanowig jedynie okoto 5% ludzkiego genomowego DNA. Reszt¢ materialu

genetycznego budujacego chromosom wypelniajg regiony niekodujace.

DNA
region kodujgcy region niekodujgcy
~5 % ~95 %
eksony introny

Rycina 1. Ni¢ DNA zawiera regiony kodujgce oraz regiony niekodujace. Region kodujacy

tworzg eksony 1 introny.

Termin locus (w liczbie mnogiej — loci) oznacza lokalizacj¢ lub pozycje genu badz
markera DNA w chromosomie. W regionach niekodujacych genomu ludzkiego, mozna
znalez¢ markery polimorficzne, ktore wykazuja réznorodno$¢ pomiedzy osobami.
Odmienne formy jednego genu, markera genetycznego lub locus okreslane sg jako allele.
Heterozygotyczne allele, to dwa rdézne allele w danym locus homologicznej pary
chromosomow. W odréznieniu od nich allele, ktére sg identyczne w okreslonym locus
homologicznej pary chromosoméw okres$lane sg jako homozygotyczne. Komplet genow

danej osoby, wlgcznie z wariantami genetycznymi, odziedziczony po obojgu rodzicach, to



genotyp. Komplet oznaczonych cech panelu markeréw genetycznych nosi nazwe profilu
DNA. Profilowanie DNA jest z kolei procesem okreslania genotypu, mieszczacego sig
w okreslonych loci wzdhuz tancucha DNA. Podczas profilowania DNA, w celu
potwierdzenia lub wykluczenia tozsamosci genetycznej danej osoby w pordwnaniu z dang
probka, oznaczanych jest od kilkunastu do kilkudziesigciu loci / markeréw. Im wigksza
liczba zastosowanych markerow, tym mniejsza szansa przypadkowego dopasowania
pomiedzy niespokrewnionymi osobami. Szacuje si¢, ze ponad 99,7 % sekwencji bp (par
zasad) jest powtarzalna w globalnej populacji ludzkiej. Jedynie pozostate okoto 0,3 %
(czyli okoto 10 milionéw nukleotydow) powoduje, ze jesteSmy unikatowi. Obecnos¢
r6znorodnych regiondéw DNA w genomie ludzkim, umozliwia wykorzystanie informacji

DNA w identyfikacji cztowieka [1].

W komorkach somatycznych chromosomy wystepuja w formie diploidalnej, co
oznacza obecno$¢ dwodch homologicznych kopii kazdego chromosomu — matczynej
i ojcowskiej. Natomiast gamety, zarowno meskie (plemniki), jak i zenskie (oocyty),
charakteryzuja si¢ haploidalno$cia, co zapewnia przekazanie jednego zestawu
chromosomoéw do zygoty podczas zaptodnienia, umozliwiajac rekombinacj¢ i powstanie
diploidalnego genomu. Ten mechanizm jest kluczowy dla zachowania stabilno$ci
genetycznej oraz réznorodno$ci genetycznej w populacjach, co ma istotne znaczenie
réwniez w kontekscie analiz genetyki sadowej, w szczegdlnosci w badaniach opartych na
markerach Y-STR (ang. Y-chromosomal Short Tandem Repeat). Stanowig one
powtarzajace si¢ krotkie (od 2 do 6 par zasad) sekwencje DNA, ktore znajduja si¢

w okreslonych miejscach na chromosomie Y.

3. CHROMOSOM Y

Typowo dziecko dziedziczy po matce losowo po jednym z 22 chromosomow
autosomalnych, chromosom X oraz je] mtDNA. Po ojcu dziedziczy natomiast losowo po
jednym z 22 chromosomoéw autosomalnych oraz jeden z chromosomow pici X lub Y,
ojciec nie przekazuje mtDNA [2]. W Kkariotypie czlowieka chromosom Y zawiera
najmniejszg liczbe 568 genow [3] bedac rowniez czwartym z najmniejszych, po 21., 22.
1 19. [2]. Wskazuje to, Ze jest wielokrotnie mniejszy od drugiego chromosomu plci, jakim

jest chromosom X [3]. Jego dlugos¢ wynosi 62.460.029 nukleotydow [2]. Wedlug bazy



Ensembl (v86), potencjat do kodowania biatek ma zaledwie 71 genow chromosomu Y,
z ktérych tylko 27 koduje rozne biatka, natomiast reszta genéw koduje biatka nalezace do
tej samej rodziny. Dhugi i krotki niekodujacy RNA jest kodowany przez 109 genow
(waznym ich zadaniem jest wplyw na regulacje ekspresji gendw). Sposrod ogotu 568
genow, 388 uznano za pseudogeny. Podsumowujgc, nalezy podkreslic, ze wiele
przeznaczen tych gendéw nie jest do konca okreslonych i wymaga walidacji [3].
Chromosom Y zawiera na swoich koncach regiony pseudoautosomalne, ktore rekombinuja
z regionami homologicznymi chromosomu ptci X. Pozostala cze¢$§¢ okoto 95 % diugosci
chromosomu jest znana, jako nierekombinujaca czgs¢ chromosomu Y (NRY, ang.
Nonrecombining Portion of the Y chromosome). NRY jest przekazywany w niezmienionej
postaci z ojca na syna (wyjatkiem s3a mutacje). Do $ledzenia meskich rodowodow
genetycznych mozna wykorzysta¢ polimorfizmy genetyczne typu STR i SNP (polimorfizm
pojedynczego nukleotydu, ang, Single Nucleotide Polymorphism) wystepujace wzdtuz
NRY. SNP to rodzaj zmiennosci w DNA, ktory polega na r6éznicy w jednym nukleotydzie
(A, T, C lub G) miedzy osobnikami tego samego gatunku lub migdzy odpowiadajacymi
sobie chromosomami tego samego organizmu. Tego rodzaju zmiany s3 najczestszg forma
réznic w naszym materiale genetycznym. Dzieje si¢ tak, gdyz sa one przekazywane z ojca

na syna w stanie nienaruszonym, wyjatek stanowi mozliwos¢ wystgpienia mutacji [2].

Haplogrupa, to genetycznie zdefiniowana grupa chromosoméw Y, dziedziczonych
w linii meskiej, ktore wykazuja wspolne pochodzenie filogenetyczne ustalone na
podstawie specyficznych markerow genetycznych, takich jak SNP. Zaklasyfikowanie
kazdego chromosomu Y do konkretnej haplogrupy mozliwe jest poprzez markery
genetyczne, glownie SNPy [3]. Utworzono specjalne Y Chromosome Consortium (YCC),
dotyczace chromosomu Y, podczas ktorego zebrano wszystkie filogenetycznie
informacyjne SNPy, a nastepnie uporzadkowano je i stworzono na podstawie metody
parsymonii drzewo pokazujace rozktad wariantow SNP. Do kazdej uznanej haplogrupy,
przypisano unikatowa nomenklature [3, 4]. Polimorfizm chromosomu Y jest m.in.
wykorzystywany w badaniach pokrewienstwa w linii meskiej, sladow kryminalistycznych
(w szczegdlnosci zwigzanych z napascig na tle seksualnym), szczatkow historycznych
1 pochodzacych z dzialan wojennych 1 masowych katastrof, §ledzenia rodowodow

1 migracji ludnosci.

Markery Y-SNP sg istotnym narzedziem w genetyce sadowej, szczegélnie przy

analizach wymagajacych okreslenia pokrewienstwa w linii ojcowskiej z duza precyzja.



Dzi¢ki swojej stabilnos$ci i niskiej czgstotliwos$ci mutacji, markery te umozliwiajg doktadne
Sledzenie pokrewienstwa meskiego, co ma szczegolne znaczenie W analizach
genealogicznych i biogeograficznych [5]. Czgsto$ci mutacji dla markerow Y-STR wynosi
$rednio od 3,78 x 107 do 7,44 x 1072, natomiast czesto$¢ mutacji dla Y-SNP wynosi
$rednio 1 x 107°. Odczytane warto$ci ukazuja znaczaco niski wskaznik mutacji Y-SNP
w porownaniu do Y-STR, bo az 1 do 30.000.000 Y-SNP. Pod wzgledem konstruowania
struktury genetycznej populacji, potaczenie oznaczen markerow genetycznych Y-STR

I Y-SNP oraz ich analiza sg wyjatkowo cenne [2].

4. MARKERY CHROMOSOMU Y

Jeden z najpopularniejszych markerow pici — gen amelogeniny (AMEL) zostat
wlaczony w sktad wigkszosci komercyjnych zestawéw STR DNA do oznaczania
polimorfizmu markeréw autosomalnych. Intron 1 homologu AMEL na chromosomie X
(AMELX) wykazuje delecje sze$ciu nukleotydow z w stosunku do intronu 1 homologu
AMELY, co skutkuje amplifikacja produktow PCR o dtugosci odpowiednio 106 i 112 pz
u mezcezyzny oraz 106 pz u kobiety [6]. Obecnie dostgpne wielomarkerowe zestawy
markerow autosomalnych, takie jak GlobalFiler (Thermo Fisher Scientific), uwzgledniaja
alternatywne markery plci czg$ciowo minimalizujac ryzyko diagnostyczne zwigzane
z mozliwoscig wystepowania delecji obejmujacych locus amelogeniny lub mutacji w jego
regionach flankujgcych [7]. W kolejnych latach w praktyce genetyczno-sadowej pojawity
si¢ multipleksowe zestawy przeznaczone do oznaczania markerow STR chromosomu Y.
Analogicznie do markerow autosomalnych, analiza regionu chromosomu Y oparta jest na
amplifikacji specyficznych marker6w STR metoda PCR, a nastgpnie na rozdziale
fragmentéw DNA metoda elektroforezy kapilarnej z detekcja fluorescencji. Po
przeanalizowaniu za pomocg oprogramowania surowych danych  powstaje
elektroferogram, ktory sktada si¢ z serii pikow reprezentujacych produkty amplifikacji
poszczegdlnych markerow. Na ich podstawie oprogramowanie mierzy m.in. dlugosci
fragmentéw 1 wysokosci ich pikdw. Otrzymane warto$ci sg nastgpnie przetwarzane
1 przeliczane na liczbe powtorzen zawartych w kazdym amplikonie. Na podstawie drabiny

allelicznej amplifikowanym produktom PCR przypisywane sa numery alleli [8].



Posrod licznie dostepnych komercyjnie zestawdéw do oznaczania markeréw Y-STR
mozna wymieni¢: Yfiler, Yfiler Plus, YFiler Platinum (prod. Thermo Fisher Scientific),
PowerPlex Y, PowerPlex Y23 (prod. Promega), STRtyper-27, Investigator Argus Y-28 QS
Kit (prod. Qiagen), Peoplespot GoldenEye Y-Plus (prod. Peoplespot), SurelD PathFinder
Plus (prod. SurelD), AGCU Y37 (prod. AGCU ScienTech Incorporation). Zasadniczo
roznig si¢ one mi¢dzy soba sktadem i liczba markerow. Odpowiednio, 37 markerow
zawiera AGCU Y37; 28 markerow - Investigator Argus Y-28 QS Kit; 27 markerow -
Yfiler Plus, YFiler Platinum, STRtyper-27, Peoplespot GoldenEye Y-Plus, SurelD
PathFinder Plus; 23 markery - PowerPlex Y23; 17 markerow - Yfiler oraz 12 markerow -
PowerPlex Y. Dodatkowo w pigciu zestawach (PowerPlex Y23, Yfiler Plus, STRtyper-27,
Investigator Argus Y-28 QS Kit oraz YFiler Platinum) wystepuja RM Y-STR (ang. rapidly
mutating Y-STR), czyli markery szybkomutujace. Z tych interesujacych dla pracy
zestawow, zestaw PowerPlex Y23 zawiera trzy markery RM Y-STR: DYS570, DYS576
i DYS643. Natomiast zestaw Yfiler Plus zawiera az siedem markerow RM Y-STR, dwa te
same, co poprzedni zestaw, czyli DYS570 i DYS576, a takze pig¢ dodatkowych: DY S449,
DYS460, DYS518, DYS627 oraz DYF387Sla/b [9, 10, 11]. Wsrdd tych zestawow
wystepuja markery wielokopijne, do ktorych naleza marker DYS385 i DYF387S1. Marker
DYS385 wystepuje w kazdym z wymienionych wyzej zestawow Y-STR, natomiast marker
DYF387S1 zostat dotaczony w zestawie Yfiler Plus [9, 10, 11]. W praktyce laboratoryjnej
medycyny sadowej korzystne jest stosowanie zestawdéw o jak najwickszej liczbie
markeréw, gdyz wigksza liczba zbadanych markerow Y-STR stanowi o wigkszej sile

dyskryminacji [10].
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5. POLIMORFIZM STR W BADANIACH CHROMOSOMU Y

5.1 Krotka historia odkry¢ polimorfizmow chromosomu Y

Polimorfizm chromosomu Y zostat odkryty w 1985 roku [12]. Ciekawostka jest,
jak opisuje w swoim artykule de Knijff, Ze poczatkowo naukowa spoteczno$¢ nie docenita
wartosci chromosomu Y, co wyrazato si¢ w zartobliwych sugestiach dotyczacych jego
zwigzku z nietypowymi cechami jak ,,Zdolnos$¢ do identyfikacji samolotow (DC10) ,, czy
,Preadolescencyjna fascynacja Arachnida i Reptilia (MOM-4U) w 1993 roku”. W 1995
roku Roewer i wsp. [13] zmapowali pierwsze krotkie powtorzenia tandemowe (STR) na
chromosomie Y, a cztery lata pdzniej pojawil si¢ pierwszy ,,minimalny” zestaw Y-STR
obejmujacy 8 markerow. W latach dziewigcdziesigtych genotypowanie chromosomu Y
odbywato si¢ gltéwnie przy pomocy autorskich protokoléw PCR dla markerow Y-STR.
Jednoczesnie do 2002 roku ponad 150 laboratoriow na catym $wiecie otrzymato protokoty
multipleksowej reakcji PCR oraz inne niezbedne informacje referencyjne. Dato to
poczatek komercyjnym zestawom Y-STR, ktore pojawily si¢ w sprzedazy w 2003 roku
umozliwiajgc jednoczesne powielanie 12 loci Y-STR. W 1996 roku w Berlinie odbyta si¢
pierwsza mig¢dzynarodowa konferencja naukowa ,,1st Y-Chromosome User Workshop”.
Konferencja stata si¢ cyklicznym wydarzeniem obejmujacym zakresem oprocz
chromosomu Y takze mitochondrialny DNA, stuzac jako platforma do wymiany wiedzy,

danych i opinii mi¢gdzy badaczami z dziedziny genetyki sadowej [12].

5.2Y-STR w roéznych zastosowaniach

Polimorfizm chromosomu Y, zwlaszcza w medycynie sadowej, zwigzany jest
analizg markerow DNA chromosomu Y na potrzeby badania pokrewienstwa, $ladow
biologicznych, identyfikacji cztowieka oraz genetyki populacyjnej. Chromosom Y jest
dziedziczony z ojca na syna, a jego unikalne cechy sprawiaja, ze jest przydatny w wielu
zastosowaniach genetyki sadowej. Polimorfizmy chromosomu Y, gtéwnie odnoszg si¢ do

zmian w sekwencji DNA, a precyzyjniej piszac, w okre$lonych regionach chromosomu Y.
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Te zmiany dotycza np. krotkich powtorzen tandemowych — STR oraz polimorfizmu

pojedynczych nukleotydow — SNP.

Warto zwréci¢ uwage na to, ze polimorfizmy chromosomu Y to jedynie cze$¢
analizy DNA w genetyce sadowej. Stanowiac uzupelnienie badan innych markerow
genetycznych, np. autosomalnych, przyczyniaja si¢ do poszerzenia mozliwos$ci
identyfikacyjnych lub wykrywczych [1, 4, 7, 8, 10, 14, 15]. Tandemowe sekwencje
powtarzalne w DNA charakteryzujace si¢ znacznym polimorfizmem s3a szeroko
rozpowszechnione w ludzkim genomie. Zastosowanie odpowiednio dobranych markerow
genetycznych umozliwia analize sekwencji DNA w celu mapowania badan,
diagnozowania choréb oraz okre§lania tozsamo$ci osob [16]. Krotkie powtdrzenia
tandemowe (STR, ang. Short Tandem Repeats) sktadaja si¢ z fragmentow o dlugosci od
dwoch do szesciu par zasad. Amplifikacja tych fragmentow wyizolowanego DNA jest
mozliwa dzigki powszechnie stosowanej metodzie PCR (ang. Polymerase Chain
Reaction). Popularnos¢ markerow STR w genetyce sagdowej wynika z ich zdolnosci do
identyfikacji nawet przy niewielkiej ilosci zdegradowanego DNA, co czyni je
nieocenionym narzedziem w badaniach kryminalistycznych [17]. W badaniach $ladow
biologicznych, takich jak te pozyskane w przypadku napasci seksualnych, wykorzystuje
si¢ polimorfizm krotkich powtorzen tandemowych specyficznych dla chromosomu Y (Y-
STR) w celu analizy haplotypow meskich. Y-STR odgrywaja kluczowa rol¢ w sytuacjach,
gdzie DNA meski jest obecny w mieszaninie z DNA zZenskim, co czesto wystepuje
w takich przypadkach. Wysoka czutos¢ i selektywnos¢ tej metody pozwala na skuteczne
oznaczenie meskiego profilu genetycznego nawet w obecnos$ci przewazajacej ilosci DNA
zenskiego. Analiza haplotypow Y-STR umozliwia weryfikacj¢ udzialu podejrzanych
mezezyzn, a takze identyfikacje sprawcow poprzez lini¢ ojcowska, co stanowi istotne
narzedzie w genetyce sagdowej w kontekscie §ledztw kryminalnych. Metoda ta umozliwia
rowniez oszacowanie liczby mezczyzn uczestniczagcych w danym zdarzeniu. Ponadto
dostarcza istotnych danych i wskazowek, ktore moga wspomoc identyfikacj¢ nieznanych
sprawcow. Dzigki wysokiej specyficznos$ci analizy markeréw Y-STR mozliwe jest
ujawnienie i oznaczenie profilu genetycznego mezczyzny. Stanowi to cenne narzegdzie
w badaniach kryminalistycznych i rekonstrukcji przebiegu zdarzen. Jednym z istotnych
zastosowan marker6ow RM Y-STR w analizie genetyki sadowej jest mozliwos¢
rozrdznienia mg¢zczyzn spokrewnionych w tej samej linii, na podstawie wykrytych mutacji.

Haplotypy markerow Y-STR s3a rowniez wykorzystywane w sprawach spornego ojcostwa,
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stanowigc narzg¢dzie do identyfikacji pokrewienstwa w linii meskiej. Badania genetyczne
przeprowadzane sa migdzy innymi w celu identyfikacji oséb z tzw. ,,przesztosci”’, na
przyktad w kontekscie analiz szczatkéw historycznych, archeologicznych, czy szczatkow
0sOb pochodzacych z Katastrof masowych lub dziatan wojennych. W tego rodzaju
analizach oznaczenia haplotypéow chromosomu Y sg szczegoélnie przydatne, poniewaz
umozliwiaja rekonstrukcje linii ojcowskiej, co moze by¢ kluczowe przy ustalaniu
tozsamosci zmartych, szCzegolnie jako uzupehienie lub zastgpienie metod identyfikacji
opartych na markerach autosomalnych. Metody te znajdujg roOwniez zastosowanie przy
identyfikacji ofiar masowych katastrof oraz osob zaginionych, kiedy dostep do materiatu
genetycznego jest ograniczony, a analiza Y-STR moze dostarczy¢ istotnych informacji
0 pochodzeniu biogeograficznym i genealogicznym [7]. W zakresie zainteresowania
genetyki populacyjnej badania polimorfizméw chromosomu Y moga dostarczy¢
doktadniejszych informacji odnos$nie réoznorodnosci genetycznej oraz struktury populacji.
Jest to przydatne w zrozumieniu wzorcOw migracyjnych w antropologii i genetyce
populacyjnej. Obecnie coraz czesciej analiza DNA chromosomu Y uzywana jest jako
narzedzie genealogii sadowej w celu identyfikacji oséb lub szczatkéw historycznych
0 nieznanym pochodzeniu lub do rozwigzania zagadek z historii, ktore nie znalazty
rozstrzygnigcia. Poprzez porownanie profili STR chromosomu Y genealodzy sagdowi moga
sledzi¢ linie ojcowskie oraz identyfikowac postacie historyczne poprzez probki pobrane od
obecnie zyjacych potencjalnych meskich potomkow. W genetyce sadowej dla poprawnej
interpretacji wynikow badan pokrewienstwa, ze wzgledu na szerokie zastosowanie loci
STR, kluczowe jest poznanie ich czestosci mutacji. W sytuacjach, gdy wystepuja
niezgodnosci migdzy poréwnywanymi haplotypami, réznice te sg brane pod uwage przy

okreslaniu stopnia prawdopodobienstwa pokrewienstwa analizowanych oséb [6].

5.3 Efektywnos¢ badan nad chromosomem Y w badaniach genetyczno-

sagdowych

Badania nad chromosomem Y w genetyce sagdowej charakteryzuja si¢ wysoka
efektywnoscia, szczegdlnie w kontek$cie identyfikacji meskich linii genetycznych oraz
analizy materialu dowodowego zawierajagcego mieszaniny DNA zenskiego 1 meskiego.

Wykorzystanie zaawansowanych zestawow markeréw, takich jak Yfiler Plus, oraz
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przestrzeganie mie¢dzynarodowych standardow 1 procedur walidacyjnych, znaczaco
przyczyniaja si¢ do skutecznosci tych badan [18]. Dodatkowo, standardy i procedury
stosowane w badaniach genetyczno-sadowych wymagaja akredytacji laboratoriow zgodnie
z normg ISO/IEC 17025, co gwarantuje ich wiarygodno$¢, niezawodnos$¢ 1 odtwarzalnos¢.
Jest to niezbedne do zapewnienia prawidtowosci oznaczania profili DNA, co ma
bezposrednie przelozenie na jakos¢ 1 efektywno$¢ analiz genetyczno-sadowych [19].
Polskojezyczna Grupa Robocza Miedzynarodowego Towarzystwa Genetyki Sadowej
(ISFG-PL) zaleca wykorzystanie metody kappa do szacowania prawdopodobienstwa
obserwacji profilu Y-STR w populacji, a przez to oceny wartosci dowodowej analizy
porownawczej uzyskanych oznaczen. Metoda ta pozwala na oszacowanie czestosci
wystepowania okre§lonych haplotypow Y-STR, co jest istotne dla oceny wartosci
dowodowej przy ustalaniu pokrewienstwa oraz w analizach kryminalistycznych. Warto$¢
wspotczynnika przypadkowej zgodnosci (LR, ang. Likelihood Ratio), czyli stosunku
prawdopodobienstwa obserwacji identycznych profili genetycznych, jest z zasady

odwrotnoscig oczekiwanej czgstosci haplotypu [10].

6. BADANIA POPULACYJNE W GENETYCE SADOWEJ]

Oznaczanie markeréw STR na chromosomie Y stanowi jedno z kluczowych
narzedzi stosowanych w genetyce sadowej, ze wzgledu na jego wysoka skuteczno$¢
1 szybko$¢ w rozwigzywaniu kwestii zwigzanych z ustaleniem spornego ojcostwa, analiza
probek biologicznych, identyfikacja os6b o nieznanej tozsamos$ci oraz badaniami
pokrewienstwa. Technika ta, ze wzgledu na dziedziczenie chromosomu Y w linii m¢skiej
bez rekombinacji, odgrywa szczegélng role w analizach genealogicznych oraz

w przypadkach weryfikacji pokrewienstwa w linii ojcowskie;j.

Baza YHRD (Referencyjna Baza Danych Haplotypow Chromosomu Y, ang.
Y-chromosome Haplotype Reference Database) jest globalnym, dostepng w internecie baza
stuzacg do przechowywania i analizowania haplotypow Y-STR, stanowiagc szczegdlnie
przydatne narzedzie w genetyce sadowej. Zawiera zbiory haplotypow Y-STR me¢zczyzn
przyporzadkowane do réznych populacji i subpopulacji, co umozliwia poréwnanie profili
genetycznych na chromosomie Y w kontekscie geograficznym i etnicznym. YHRD jest

wykorzystywana gléwnie w celu oceny czestotliwosci wystgpowania danego haplotypu
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w populacji referencyjnej, co pozwala na precyzyjne oszacowanie wartosci dowodowej
wynikoéw analizy Y-STR. Dzigki poszerzajacym si¢ zasobom bazy mozliwe jest wsparcie
I ukierunkowanie procesow identyfikacyjnych, ustalania tozsamosci i pokrewienstwa

w przypadkach sgdowych oraz zawezenie listy 0sob podejrzanych w sprawie [9, 11, 15].

Obecny podzial w bazie YHRD obejmuje siedem nastepujacych metapopulacji:
afrykanska, euroazjatycka, wschodnioazjatycka, afroeuroazjatycka, Indian amerykanskich,
Eskimosow Aleutow oraz mieszane (oznacza to rézne populacje przodkow, ich rowny
wysoki udziat) [9]. Aby wykorzysta¢ w badaniach wrazliwo$¢ markerow Y-STR na
zréznicowanie mi¢dzypopulacyjne, nalezy odpowiednio pogrupowac haplotypy w oparciu
0 pochodzenie populacji dawcy. Otrzymang probke mozna przypisa¢ do metapopulacji
celem jej segregacji poprzez podziat zgodny z pochodzeniem geograficznym, lub zgodny
tacznie z pochodzeniem demograficznym, jezykowym i genetycznym. Podziat
kontynentalny (inaczej geograficzny) jest prostszy i nie potrzebuje dodatkowych testow,
natomiast przy podziale zlozonym z trzech uwarunkowan (demografia, jezyk
i pochodzenie genetyczne), w celu otrzymania doktadnych informacji ich dotyczacych
przydatne jest zastosowanie zaawansowanych analiz statystycznych i metod
filogenetycznych. W tym kontekscie szczegélnie uzyteczne sg metody takie jak analiza
klastrow (np. metoda hierarchiczna lub K-§rednich) oraz analiza gléwnych sktadowych
(PCA, ang. Principal Component Analysis), ktore pozwalaja na identyfikacje grup na
podstawie wieloczynnikowych danych demograficznych, jezykowych i genetycznych [9,
20, 21].

Badania populacyjne w genetyce sadowej koncentrujace si¢ na chromosomie Y
odgrywaja kluczowa role w rozumieniu historii demograficznej, migracji ludno$ci oraz
w identyfikacji osobowej. Chromosom Y ze wzgledu na sposob dziedziczenia w linii
ojcowskiej i szczegdlnie niskg czestosé rekombinacji stanowi wyjatkowe narzedzie do
Sledzenia historii meskiej linii genetycznej w populacjach ludzkich. Badania te
wykorzystuja dwa gléwne typy markerow: krotkie tandemowe powtdrzenia (STR)
i polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (SNP), ktéore umozliwiajg precyzyjne
konstruowanie haplotypéw 1 haplogrup rzucajac $wiatto na ewolucyjne Sciezki
I demograficzne historie populacji. Wspoétczesne badania, takie jak projekt 1000 Genomow
(ang. 1000 Genomes), ujawnity duzg zmiennos$¢ w obrebie chromosomu Y dostarczajac nie
tylko wiedzy na temat przesztych migracji i zmian populacyjnych, ale rowniez otwierajac

nowe perspektywy w rozwigzywaniu przypadkéw kryminalnych 1 w identyfikacji
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szczatkow. Przykladem jest badanie przeprowadzone w Bosni 1 Hercegowinie, ktore
skupiato si¢ na przewidywaniu haplogrup na podstawie Y-STR, co ma kluczowe znaczenie
dla zrozumienia struktury populacji i jej historii migracyjnej. Z kolei innowacyjne
podejscia, takie jak analiza wysokorozdzielcza loci STR na chromosomie Y, umozliwiajg
szczegblowe typowanie genetyczne, ktore znajduje zastosowanie w genetyce sadowe;.
Badania, jak te przeprowadzone w Turcji i w Barcelonie, ukazuja réznorodnosc
haplotypéw chromosomu Y i ich czesto$ci, co moze by¢ wykorzystane do precyzyjnej

identyfikacji 0s6b oraz do analizy genealogicznej [7, 22, 23, 24, 25, 26].

6.1. Analiza r6znorodnosci polimorfizmu chromosomu Y w réznych grupach

etnicznych i geograficznych Europy

Chromosom Y wykazuje zmienno$¢ w odniesieniu do grup etnicznych
I rozmieszczeniu geograficznemu w Europie. Ciekawie zostalo to pokazane w pracy
Grochowalskiego i wsp. [27], gdzie zaprezentowana zostala pelna analiza zmiennoS$ci
chromosomu Y wspotczesnej meskiej populacji Polski. Byto to pierwsze tego typu badanie
populacji polskiej, przeprowadzone na tak duzym zestawie danych (2705 oséb), ktore
obejmowato informacje genetyczne dotyczace mieszkancow wszystkich wojewodztw,
czyli pierwszego poziomu administracyjnego kraju, oraz znacznej wigkszosci jego
powiatoéw, czyli drugiego poziomu. Ponadto dostepne dane zostaty podzielone na klastry
odpowiadajgce bardziej naturalnym regionom geograficznym. Dwustanowe haplogrupy
chromosomu Y zostaly sklasyfikowane 1 zwizualizowane za pomocg map interpolacji.
Potwierdzono, ze polska populacja charakteryzuje si¢ wysokim stopniem jednorodnosci,
przy czym tylko niewielkie rdznice genetyczne obserwowano na poziomie regionalnym.
Uzycie klasteryzacji regionalnej jako alternatywy dla powiatéw i wojewddztw zapewnito
bardziej szczegblowy obraz struktury genetycznej populacji. Zidentyfikowane
w niniejszym badaniu rdéznice regionalne podkreslaja wazno$¢ dodatkowego podziatu
populacji wedlug kryteriow kulturowych 1 etnicznych w takich badaniach, a nie tylko
wedlug regionalizacji geograficznej lub administracyjnej. To badanie stanowito wazny
krok w kierunku zrozumienia skomplikowanej mozaiki genetycznej Polski, podkreslajac
jednoczesnie jednorodno$¢ genetyczng narodu przy jednoczesnym uznaniu drobnych

r6znic regionalnych. Znaczenie tych odkry¢ wykracza poza czysto naukowe aspekty,
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oferujac cenne wskazowki dla badan antropologicznych, historycznych, a takze medycyny

sadowej oraz stopniowo wdrazanej w Polsce medycyny personalizowanej [27].

W celu ustalenia przodkow najczesciej wykonywanym badaniem jest okres$lenie
haplogrupy chromosomu Y. Dziedziczenie chromosomu Y tylko w linii ojcowskiej
(przekazywanie z ojca na syna) pozwala odczyta¢ lini¢ genetyczng siggajaca wielu lat
wstecz az do odleglej czasowo prehistorii. Mezczyzna, ktory zapoczatkowat historie
powstania chromosomu Y prawdopodobnie zyt w Afryce Centralnej, 60 tysiecy do nawet
80 tysiecy lat temu. Dotychczas wyrozniono 25 podstawowych wersji chromosomu Y.
W Europie wyodrebniono wystgpowanie 12 typéw. Mozliwa jest identyfikacja populacji,
poprzez badanie DNA zlokalizowanego na chromosomie Y spos$rod wystepujacych na

catym $wiecie 636 grup ludnosci populacji meskie;.

Nomenklatura haplogrup chromosomu Y zaczyna si¢ od znaku literowego
w przedziale od A do R. Nastepnie podgrupy oznakowane sa matymi literami i cyframi.
Specyficzne zmiany w kodzie genetycznym, inaczej polimorfizm, definiuja przynalezno$¢
do danej haplogrupy [28]. Najczesciej wystepujacymi haplogrupami w Polsce s3g R1ai R1b
[28, 29]. Jednakze haplogrupa Rla wykazuje wystgpowanie na terenie Polski powyzej 60
%. Natomiast R1b jest znaczaco mniejsza i obejmuje obszar zachodniej czgéci regionu
Polski. Dzielac haplogrupe R1b na podgrupy wystepujace w Europie, a szczegdlnie dla
naszych potrzeb, w Polsce, uzyskano: R1b — S21, R1b — S28, R1b — L21, R1b — DF27,
R1b — ht35 [28, 29, 30].

Nalezy skonstatowaé, ze genetyka sadowa wykorzystujac polimorfizmy
chromosomu Y stanowi fascynujgce polaczenie historii populacji, genetyki sadowej
I biologii ewolucyjnej, dostarczajac narzgdzi do glebszego zrozumienia naszej przesztosci

oraz umozliwiajac postepy w naukach sagdowych i kryminalistycznych.

6.2. Walidacja producenta

Walidacja wyrobu jest udokumentowanym procesem polegajacym na sprawdzeniu
poprawnosci produktu poprzez dostarczenie dowodu, ktory potwierdza spetnienie
okreslonych i pozgdanych wymagan. Walidacja zestawu Yfiler Plus, ktorg przeprowadzit

jego producent (Thermo Fisher Scientific), obejmuje szereg testow w celu okreSlenia
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czutosci, specyficznos$ci, powtarzalnosci oraz odpornosci zestawu na czynniki zewngtrzne,
jak np. zanieczyszczenia i degradacja DNA. Badania przeprowadzone przez producenta
wskazaty, ze zestaw Yfiler Plus jest w stanie wykryé DNA meski w ilo$ciach tak niskich,
jak 60 pg. Jest to wynik porownywalny lub lepszy od poprzednich wersji zestawow Y-STR
[31, 32]. Zestaw ten jest rowniez odporny na interferencje zwigzane z obecno$cig DNA
zenskiego pozwalajac na skuteczng analize probek o niskie] proporcji ilosciowej DNA
meskiego do zenskiego. Producent przeprowadzit takze badania nad specyficzno$cia
zestawu, analizujgc mozliwos¢ amplifikacji innych loci chromosomoéw autosomalnych lub
mitochondrialnych. Wyniki potwierdzily wysoka specyficzno$¢ zestawu dla chromosomu
Y, minimalizujac ryzyko amplifikacji niespecyficznych produktéw. Testy powtarzalnosci
i odtwarzalnosci wykazaty zgodno$¢ wynikow miedzy réznymi laboratoriami oraz
w roznych warunkach analitycznych, co potwierdza wiarygodnos$¢ zestawu w rutynowej

analizie sgdowej [31, 32, 33, 34].

6.3. Walidacja wewnetrzna

Walidacja wewnetrzna kazdego zestawu do analizy DNA jest niezbedna, aby
potwierdzi¢ jego przydatnos¢ w specyficznych warunkach lokalowych i technicznych
danego laboratorium z wykorzystaniem rdznej aparatury. Istotnym elementem walidacji
wewnetrznej jest takze analiza populacyjna wykonywana w celu oceny skuteczno$ci
w badaniach identyfikacyjnych oraz uzyskania bazy oznaczonych haplotypow
umozliwiajacej wiarygodne obliczenia wartosci dowodowej w badaniach genetyczno-
sagdowych [35, 36, 37].
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7. BAZY DANYCH DNA

7.1. Geneza

Wprowadzenie analizy DNA do medycyny sadowej znaczaco przyczynito si¢ do
rozwoju tej dziedziny oferujgc nowe perspektywy. Intensywne zainteresowanie nowg
technologia spowodowato jej szybkie wdrozenie w laboratoriach kryminalistycznych
w Europie. Jednakze, brak standaryzacji wykorzystywanych systemow oraz ich rutynowe
stosowanie utrudniaty porownywanie wynikéw migdzy laboratoriami. W zwigzku z tym
pojawila si¢ konieczno$¢ ujednolicenia metod, co zapoczatkowano poprzez wspotprace
czolowych europejskich laboratoriow kryminalistycznych. Podjeto takze decyzje
o stworzeniu baz danych DNA, ktore miaty na celu usprawnienie dzialania systemow
organoOw S$cigania I wymiaru sprawiedliwosci poprzez skuteczniejsze rozwigzywanie
przestepstw. Proces ten rozpoczeto od tworzenia lokalnych baz DNA, a nastepnie
w wyniku wprowadzenia technologii amplifikacji krotkich powtorzen tandemowych
(markery STR) pojawity si¢ nowe mozliwo$ci opracowania solidnych, Krajowych baz
danych DNA. Wielka Brytania w 1995 roku uchwalita przepisy zezwalajace na utworzenie
pierwszej oficjalnej krajowej bazy danych DNA obejmujacej zarowno profile DNA
zebrane z miejsc przestgpstwa, jak i profile DNA skazanych osob. Pozostate kraje wzigty
przyktad z Wielkiej Brytanii, jednak w czgsci z nich ustawodawstwo ograniczyto dostep
do ilosci 1 rodzajow danych, a co za tym idzie, zmniejszylo skuteczno$¢ baz danych.
Obecnie, powszechne stosowanie komercyjnych zestawoéw markerow STR przyczynito si¢
do ujednolicenia systemow stosowanych do badan DNA w Europie. Zaowocowato to
perspektywami na utworzenie wspdlnej i1 skutecznej ogoélnoeuropejskiej bazy danych.
Niestety istniejgce przepisy prawa utrudniajg swobodng wymiane profili DNA pomiedzy
bazami krajowymi [38].

7.2. Cel bazy danych

Jak podaja liczne definicje, baza danych jest zbiorem usystematyzowanych
informacji (danych), zorganizowanych w okreslong strukture, zwykle przechowywanych

w formie elektronicznej w systemie komputerowym, badz w formie tradycyjnej np. na
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papierze [39, 40, 41]. Bazy danych STR s3 nieocenionym narzedziem w egzekwowaniu
prawa dzigki wykorzystaniu do identyfikacji osob [38]. Gtownym celem tworzenia baz
danych DNA jest porownanie profili DNA os6b z profilami zebranymi w trakcie badan
materialu dowodowego. Powodzeniem tworzenia tego typu baz danych jest ciggle ich
uzupeknianie o nowo oznaczone profile genetyczne. W Polsce baza danych DNA jest
tworzona na podstawie profili DNA podejrzanych i skazanych za przestgpstwo, natomiast
ich usunigcie nastgpuje po uniewinnieniu lub po 35 latach od skazania [42]. Aby zawarto$¢
kazdej bazy danych mogla zosta¢ przygotowana, zweryfikowana lub zaprezentowana
nalezy poczyni¢ znaczne naklady, zaréwno jako$ciowe, jak i iloSciowe. Bardziej ztozona
baza danych moze mie¢ dziesiatki lub nawet setki tabel, z ktorych kazda ma duzg liczbe
rekordow, w przeciwienstwie do jednej lub dwoéch tabel w prostej bazie danych. Chociaz
wiekszos¢ wspotczesnych baz danych obstuguje rowniez przechowywanie danych
binarnych, w tym obrazéw, dzwigku i wideo, bazy danych pracuja przede wszystkim
z danymi tekstowymi i numerycznymi. Do cech okreslajagcych poprawng baze¢ danych
zaliczymy: niepodzielno$¢ danych pierwotnych, brak nadmiarowosci, integralnoseé,

spojnosé, przemyslany uktad tabel, itp. [43].

7.3.  Wybrane bazy danych DNA

7.3.1. YHRD (Y-Chromosome STR Haplotype Reference Database)

YHRD, czyli Referencyjna Baza Danych Haplotypow Y-STR, zostata zainicjowana
przez naukowcoéw z Uniwersytetu Charit¢é w Berlinie 1 uruchomiona w 2000 roku.
Przedsiewzigcie to jest wynikiem wspolnej pracy 31 instytucji  sagdowych
i antropologicznych z catej Europy [44]. Baza YHRD rozdziela populacje na 33
metapopulacje na podstawie Kryteriow geograficznych i jezykowych, wg dwoch zaktadek:
“GeoSearch” — podzial wedlug pochodzenia geograficznego i “PopSearch” — podziat
wedlug pochodzenia jezykowego, genetycznego i demograficznego populacji badanej [9,
44]. To wszechstronne narzedzie wspiera badania sgdowe i antropologiczne dostarczajgc
informacji na temat haplotypéw chromosomu Y z calego $wiata. Naukowcy i genetycy
sagdowi uzywaja YHRD do $ledzenia linii ojcowskich, badania migracji populacji i jako

pomocy w identyfikacji szczatkdéw poprzez poréwnywanie profili chromosomu Y [9].
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Aktualna wersja YHRD (wydanie 69) zawiera 349.750 profili w minimalnym zestawie
markerow (DYS19, DYS3891, DYS389II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393,
DYS385). Dla zestawu YFiler Plus z 27 markerami (DYS576 DYS3891 DYS635
DYS38911 DYS627 DYS460 DYS458 DYS19 YGATAH4 DYS448 DYS391 DYS456
DYS390 DYS438 DYS392 DYS518 DYS570 DYS437 DYS385 DYS449 DYS393
DYS439 DYS481 DYF387S1 DYS533) liczba profili  wynosi  106.444
(yhrd.org/pages/resources/stats, dostgp 30.09.2024) [11].

7.3.2. NDNAD (The United Kingdom National DNA Database) w Wielkiej Brytanii

Wystepujaca pod oficjalng nazwa the UK National Criminal Intelligence DNA
Database utworzona w 1995 roku jest jedng z najdtuzej funkcjonujacych i najwigkszych
baz danych profili DNA na $wiecie, bedac kluczowym narzgdziem w dziataniach organow
$cigania umozliwiajagcym identyfikacje podejrzanych oraz wspierajace proces skazywania
sprawcOw przestepstw. Zawiera profile osob skazanych za przestepstwa, a takze probki
zebrane z miejsc przestepstw. Baza ta odgrywa znaczaca role w rozwiktaniu przestepstw w
tym spraw, ktore pozostawaty nierozwigzane przez lata. Catkowita aktualna liczba profili
probek zanotowanych w NDNAD wynosi 7.269.527 (www.gov.uk/government/statistics/
national-dna-database-statistics, dostep 30.06.2024) [45].

7.3.3. The Sorenson Molecular Genealogy Foundation (SMGF) Database

Zanim zostata wchlonigta przez platform¢ Ancestry.com w 2012 roku, SMGF
udostepniala publicznie dostgpng baze danych, ktéra obejmowata dane Y-DNA
i mitochondrialnego DNA. Chociaz przestala jest juz aktywnie utrzymywana jako
oddzielna jednostka i nie jest dostepna w swojej pierwotnej formie (www.smgf.org),
zebrane dane znaczaco przyczynily si¢ do badan genealogii genetycznej. Sorenson
Molecular Genealogy Foundation (SMGF) utrzymywata wczesniej obszerng baze danych,
zawierajacg ponad 100.000 probek DNA oraz rodowody rodzinne. Ta baza danych byta
polaczona z informacjami genealogicznymi 1 genetycznymi, umozliwiajgc osobom

$ledzenie ich przodkéw poprzez analizy DNA chromosomu Y i mtDNA.
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7.3.4. The International Society of Genetic Genealogy (ISOGG) Y-DNA Haplogroup Tree

ISOGG utrzymuje aktualizowane drzewo haplogrup Y-DNA, ktore, chociaz nie jest
baza danych haplotypoéw, shuzy jako odniesienie do zrozumienia klasyfikacji i relacji
migdzy haplogrupami Y-DNA. Jest to istotne narzgdzie dla genealogdéw genetycznych
i badaczy (https://isogg.org/tree). Strona ISOGG koncentruje si¢ na klasyfikacji haplogrup
Y-DNA 1 jest regularnie aktualizowana przez grupe¢ wolontariuszy i ekspertow w celu
odzwierciedlenia najnowszych odkry¢ w dziedzinie genetyki. Kazda linia drzewa
haplogrup Y-DNA zawiera haplogrupe lub subklade, a takze odpowiednie markery SNP,

ktére sa uzywane do okreslenia przynaleznosci probki do konkretnej subklady.

7.3.5. GenBank

GenBank zarzadzany przez National Institutes of Health (NIH, ttum. Narodowe
Instytuty Zdrowia) jest obszerng baza danych zawierajaca sekwencje genetyczne zglaszane
przez badaczy z calego $wiata. Obejmuje szeroki zakres sekwencji, w tym sekwencje
chromosomu Y. Pomimo, ze jest to przede wszystkim baza danych sekwencji
nukleotydowych, moze by¢ cennym narzedziem dla naukowcoéw poszukujacych
specyficznych sekwencji chromosomu Y do celow badawczych. Aktualna liczba sekwencji
w bazie danych GenBank wynosi ponad 2,45 miliarda, ktore zawierajg ponad 17 bilionow
baz nukleotydowych. Dane te pochodza z ostatniej aktualizacji bazy (NCBI), ktora jest

regularnie uaktualniana co dwa miesigce (Www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

7.3.6. The 1000 Genomes Project

Projekt 1000 Genomow, ktorego glowne fazy zakonczono do 2015 roku,
obejmowat sekwencjonowanie genomow 2504 oséb pochodzacych z 26 réznych populacji
na calym $wiecie, W tym dane chromosomu. Uczestnicy projektu reprezentowali roézne
grupy geograficzne i etniczne, co miato na celu stworzenie wszechstronnej mapy
zmienno$ci genetyczne] czlowieka, umozliwiajacej lepsze zrozumienie globalnej
roznorodnosci genomowej. Dane z tego projektu sg swobodnie dostepne do badan
i stanowiag cenng baz¢ do zrozumienia ludzkiej rdéznorodnosci genetycznej

(www.internationalgenome.org/1000-genomes-summary/).
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7.3.7. YFull YTree

YFull oferuje usluge interpretacji i analizy sekwencji chromosomu Y, konstruujac
drzewo haplogrup Y na podstawie danych z sekwencjonowania Y 0 wysokiej
przepustowosci. Zasob ten jest przydatny dla me¢zczyzn, ktorych Y-DNA byt
sekwencjonowany na wysokim poziomie rozdzielczosci i ktorzy chca sprawdzi¢ jaka jest
lokalizacja ich specyficznego haplotypu w obszernym drzewie zawierajacym haplogrupy.
Aktualna liczba profili w bazie YFull YTree to kilkadziesigt tysiecy probek, ktore sa
regularnie aktualizowane co 1-1,5 miesigca, a kazda wersja drzewa ma swojg unikalng
numeracj¢ 1 date wydania (Nebula Genomics; nebula.org/blog/yfull-tutorial/;
yfull.com/tree/).

7.3.8. The US Y-STR Database

Baza danych US Y-STR zostala opracowana przez potaczenie zasobow The
National Center for Forensic Science (NCFS, thum. Narodowe Centrum Nauk Sgdowych)
w Stanach Zjednoczonych z bazami danych online prowadzonymi przez Uniwersytet
Arizony, Applied Biosystems Inc., ReliaGene Inc. oraz Promega Corporation. Baza ta
oferuje narzedzia umozliwiajace uzyskanie czgstosci haplotypéw Y-STR, ktore sg
potrzebne do oceny danych w badaniach sgdowych i pokrewienstwa. The US Y-STR
Database, wspierana finansowo przez US National Institute of Justice i zarzadzana przez
NCFS, podlega ciagtym aktualizacjom. Wersja 4.1 tej bazy zawiera 35.295 haplotypow,
z ktorych 26.683 wystepuje w zakresach zestawow Yfiler i Yfiler Plus. Zestaw Yfiler Plus
zawiera dodatkowe 10 loci w stosunku do pierwotnych 17 zawartych w zestawie Yfiler, co
zwieksza zdolnos¢ dyskryminacji oraz moze pomédc w rozstrzyganiu przypadkow blisko
spokrewnionych mezczyzn [46]. Baza danych US Y-STR od 2018 roku zawiera 35.658
haplotypow Y-STR, ktore zostaly wygenerowane przez rozne laboratoria, w tym

kryminalistyczne, akademickie, a takze komercyjne.
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7.3.9. Ensembl

Jest to platforma umozliwiajgca badania w zakresie genomiki porownawczej,
ewolucji, réznorodnosci sekwencji 1 regulacji transkrypcyjnej obejmujaca zaréwno
krggowce, jak i wybrane organizmy modelowe. Platforma ta zajmuje si¢ opisywaniem
genow, wykonuje analizy wielokrotnych dopasowan, ocenia funkcje regulacyjne
i gromadzi informacje o chorobach. Wsérdéd dostepnych przydatnych narzedzi Ensembl
znajduja si¢ BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool), BLAT (ang. BLAST-like
alignment tool), BioMart oraz VEP (ang. Variant Effect Predictor) dla obstugiwanych
gatunkow. Zapewnia dostep do danych genetycznych, w tym kompletnych sekwencji
chromosomu Y, umozliwiajac analiz¢ jego struktury i genoéw. Narzedzia dostgpne na
stronie Ensembl umozliwiajg doglgbng analize genéw znajdujacych si¢ na chromosomie Y
[47]. Aktualna liczba zsekwencjonowanych gatunkow w bazie danych Ensembl wynosi
271 (ensembl.org/index.html, dostep 16.08.2024)

7.3.10. National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Jest migdzynarodowa bazg danych zawierajacg informacje o strukturze biatek,
sekwencji DNA i mapach genetycznych. Na jednej z jej podstron znajdziemy Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM). Jest to obszerna i wiarygodna baza obejmujaca
katalog ludzkich genéw w relacjach z fenotypami, zwtaszcza chorobowymi. Jest dostepna
publicznie z informacjami i danymi aktualizowanymi na biezaco. NCBI (thum. Narodowe
Centrum Informacji Biotechnologicznej) zarzadza wieloma bazami danych biologicznych,
w tym bazg Gene Expression Omnibus (GEO), ktora gromadzi dane dotyczace ekspresji
gendéw. Dane te sg anonimowo przesylane przez naukowcdéw i badaczy z calego $wiata.
Umozliwia tym samym dostep do szerokiego zakresu informacji dotyczacych ekspres;ji
genow w réznych warunkach badawczych i systemach biologicznych. Liczba konkretnych
profili w tej bazie nie zostala okre§lona w dostepnych zrodtach, jak oficjalna strona NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).
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7.3.11. Y-STR POLSKA

Inicjatywa "Y-STR Polska' to projekt z udzialem wielu o$rodkow, majacy na celu
utworzenie bazy danych haplotypéw Y w polskiej populacji, obejmujacej 16 loci systemu
AmpFISTR Yfiler. Polska baza danych Y-STR, opublikowana w 2011 roku, miala
w zatozeniu shuzy¢ m.in. do oceny wartosci dowodowej w genetyce sagdowej. Baza
zawierata wstepnie 1600 haplotypéw Y-STR z regionow Lodzi, Warszawy 1 Szczecina.
Miata by¢ systematycznie rozwijana i dostepna publicznie na stronie www.genetyka-
sadowa.pl, wspierajac obliczenia wartoSci dowodowej oznaczen Y-STR w populacji
Polski. Wedtug obecnie dostepnych informacji, projektu nie mozna odszuka¢ na podane;j

stronie internetowej, prawdopodobnie zostat zawieszony lub porzucony [48, 49].

7.3.12. Krajowa Baza Danych DNA (KBD DNA) w Polsce

Krajowa Baza Danych o nazwie GENOM funkcjonuje od 2007 roku i jest
wykorzystywana gtownie w celach kryminalistycznych, do gromadzenia i przetwarzania
profili DNA na uzytek organdéw S$cigania 1 wymiaru sprawiedliwosci. Zgodnie z trescig
Ustawy z dnia 29.08.1997 r. o ochronie danych osobowych jej administratorem jest
Komendant Glowny Policji. Baza ta przyczynita si¢ do rozwigzania wielu spraw
kryminalnych 1 identyfikacyjnych, dzigki mozliwosci automatycznej wymiany danych
DNA z partnerami zagranicznymi oraz prowadzonym pracg legislacyjnym
i organizacyjnym. Zgodnie z ustawa o Policji baza stuzy przetwarzaniu informacji
dotyczacych m.in. os6b wymienionych w art. 74 i art. 192a Kodeksu postgpowania
karnego (k.p.k.), 0sdb o tozsamosci nieustalonej oraz usitujagcych ukry¢ swoja tozsamosé
(osoby NN), a takze zwlok o tozsamosci nieustalonej (zwloki NN), $ladow
kryminalistycznych o pochodzeniu nieprzypisanym do sprawcow ($lady NN), a takze osob
stwarzajacych zagrozenie publiczne. Wedlug dostgpnych informacji KBD DNA zawiera
obecnie okoto 70 tysigcy profili, w tym 83% stanowig profile osob wymienionych w art.
74 k.p.k., natomiast okoto 12% stanowig profile sladow NN. Pozostate 5% to profile os6b

i zwtok NN oraz osob zaginionych i spokrewnionych z zaginionymi [50].
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7.4. Rola baz danych DNA w genetyce sadowej

Rola oraz rozwo6j baz danych DNA w polskiej genetyce sagdowej obejmuja wiele
kluczowych aspektow, poczawszy od ich historycznych poczatkdéw, poprzez ramy
regulacyjne, az po wspodlczesne wyzwania oraz przyszte perspektywy zwigzane z ich
doskonaleniem i wykorzystaniem w praktyce kryminalistycznej. Genetyka sgdowa
w Polsce zaczela dynamicznie rozwijaé si¢ po pierwszym zastosowaniu badan DNA do
celow sagdowych w 1989 roku. Kluczowym momentem dla genetyki sagdowej byto odkrycie
regiondw krotkich tandemowych powtdérzen (STR) w 1991 roku, co przyczynito si¢ do
intensywnego rozwoju tej dziedziny. Wykorzystanie analiz DNA stato si¢ nieodzownym
narzgdziem w identyfikacji sprawcoéw przestepstw, ofiar zbrodni, analizie pokrewienstwa
i ustalaniu tozsamosci osob. Markery STR wykorzystywane w profilowaniu genetycznym,
zlokalizowane s3 gléwnie w niekodujacych regionach genomu. Ich analiza podlega
Scistym regulacjom prawnym na calym $wiecie, co ma na celu zapewnienie
odpowiedniego standardu bezpieczenstwa i ochrony danych genetycznych [19]. Polskie
regulacje prawne dotyczace genetyki sadowej opierajg si¢ na systemie specjalizacji
wprowadzonym w 2013 roku, z pierwszym programem specjalizacyjnym zatwierdzonym
w 2016 roku. SpecjaliSci w tej dziedzinie musza posiada¢ nie tylko odpowiednia wiedzg
i kwalifikacje, ale rowniez spetnia¢ wysokie standardy rzetelnosci naukowo-badawczej.
Polskie przepisy, w tym Kodeks postepowania karnego, zobowigzuja do prowadzenia
analiz materialu dowodowego zgodnie z aktualnym stanem wiedzy w zakresie
kryminalistyki i medycyny sadowej [19]. Oprocz badan genetycznych, wazna rolg
odgrywaja bazy danych DNA, w tym bazy eliminacyjne, zawierajace profile osob
mogacych by¢ zrodlem tzw. kontaminacji krzyzowej §ladow. Takie bazy majg kluczowe
znaczenie dla identyfikacji sprawcow i1 podkreslaja potrzebg zrownowazonego podejscia
miedzy wykorzystaniem nowych technologii a ochrong prywatnosci i danych osobowych.
Rekomendacja Europejskiej Sieci Instytutow Nauk Sadowych (ENFSI, ang. The European
Network of Forensic Science Institutes) jasno wskazuje, ze kazda baza danych DNA
powinna zawiera¢ rowniez bazy eliminacyjne, co ma zasadnicze znaczenie dla

skutecznosci i wiarygodnosci analiz genetycznych [51].

Markery chromosomu Y, nazywane rowniez markerami liniowymi lub
haploidalnymi, wyr6zniaja si¢ brakiem rekombinacji oraz liniowym modelem

dziedziczenia. Te wiasciwosci wptywaja na metodologie pobierania probek i metode
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raportowania czestosci, ktora, cho¢ opiera si¢ na uniwersalnych zasadach genetyki
populacyjnej i statystyki, wymaga specyficznego podej$cia z uwagi na petne powigzania
mi¢dzy markerami w haplotypie Y-STR. W konsekwencji, zasada iloczynu,
charakterystyczna dla analiz autosomalnych, nie znajduje zastosowania przy szacowaniu
czestosci cech chromosomu Y, co z kolei wymusza stosowanie obszernych baz danych
referencyjnych haplotypow do przeprowadzenia niezbednych obliczen [51, 52, 53]. YHRD
bedaca najwigkszg i Scisle monitorowang bazag danych haplotypoéw chromosomu Y,
odgrywa kluczowa rol¢ w procesie identyfikacji genetycznej. Jej projekt zostat
skonstruowany tak, by umozliwi¢ przechowywanie, aktualizowanie i1 udostepnianie danych
0 haplotypach pobranych z szerokiego spektrum populacji lokalnych, oferujagc tym samym
analitykom dostep do informacji niezbednych dla celéw sadowych. Baza ta nie tylko
utatwia rozpowszechnianie danych o czesto$ci wystepowania konkretnych haplotypow, ale
rowniez zawiera narzedzia wspierajagce analiz¢ efektow podstruktury populacii,
interpretacje zgodnos$ci miedzy profilami Y-STR, a takze integracje wspolczynnikéw
prawdopodobienstwa w analizach mieszanin DNA, co ma znaczenie przy formutowaniu
opinii genetyczno-sagdowych. Dodatkowo, proces tworzenia YHRD opiera si¢ na
bezposrednim przesytaniu danych z akredytowanych laboratoriow, gdzie kazda przestana
probka populacji podlega weryfikacji pod katem oryginalnosci, otrzymuje unikalny numer
akcesyjny, a nastepnie jest poddawana kontroli jakosci. W ramach procedury publikacji,
zgloszenia do YHRD sg udostgpniane publicznie. Dostgp do tych danych mozliwy jest
poprzez funkcje wyszukiwania, ktéore umozliwiajg filtrowanie wpisOw na podstawie
haplotypow, populacji, autorow lub unikalnych numeréw akcesyjnych. Proces ten
podkresla otwartos¢ 1 dostepnos¢ naukowej wspdlpracy, umozliwiajagc szerokie
wykorzystanie zgromadzonych danych w celach badawczych i1 sadowych. YHRD
przyczynia si¢ do wzmacniania badan w dziedzinie identyfikacji genetycznej, utatwiajac

wymiane wiedzy 1 wspotprace miedzynarodowsg [52, 53].
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Il CEL PRACY

1. Walidacja wewnetrzna metody amplifikacji enzymatycznej (PCR) 1 oznaczania
profili 27 loci STR chromosomu Y (Y-STR) cztowieka przy zastosowaniu zestawu
Yfiler Plus PCR Amplification Kit.

2. Analiza polimorfizmu haplotypéw i ocena parametrow biostatystycznych 27 loci
Y-STR w probie populacyjnej pochodzacej z Polski potnocno-wschodniej.

3. Porownawcza 1 filogenetyczna analiza migdzypopulacyjna oparta na ocenie
genetycznych odleglosci miedzy populacja Polski pn-wsch. a wybranymi

populacjami europejskimi.

1l MATERIAL I METODY

1. MATERIALY

Analizie poddano probki DNA izolowane z anonimizowanych wymazow nabtonka
wewnetrznej strony policzkow lub probek krwi zasuszonej na bibule pobranych od 534
niespokrewnionych ochotnikéw plci meskie; w wieku od 16 do 62 lat, zamieszkujacych
péinocno-wschodni region Polski. Wszystkie zakwalifikowane do badania zadeklarowaty
polskie pochodzenie i miejsce urodzenia w poétnocno-wschodniej czesci kraju. Na
wykorzystanie wymazoéw oraz krwi do przedmiotowych analiz laboratoryjnych od
wszystkich badanych uczestnikéw uzyskano podpisane $wiadome zgody. Na wykonanie
badan uzyskano zgode niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy
Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku o numerze APK.002.40.2021. Wszystkie etapy
realizacji projektu zostalty wykonane w Zaktadzie Medycyny Sadowej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku.
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2. WYPOSAZENIE I ODCZYNNIKI

Sprzet laboratoryjny:

« komora laminarna (Holten)

« Wwstrzgsarka typu vortex (Eppendorf)

o Dblok grzejny

o wiréwka 5424 (Eppendorf)

« 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
« GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

« pipety automatyczne (Eppendorf)

Odczynniki:

« GeneMATRIX Bio-Trace DNA Purification Kit (EURX)

« Quantifiler Human Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific)
« Yfiler Plus PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific)

« Powerplex Y23 System (Promega)

« woda do PCR wolna od nukleaz

« formamid dejonizowany (Thermo Fisher Scientific)

« standard wielkosci LIZ 600 v.2.0 (Thermo Fisher Scientific)

o standard wielkos$ci ILS 600 (Promega)

« polimer POP-4 do 3500 (Thermo Fisher Scientific)



3. METODY

3.1. Pobieranie materiatu i izolacja DNA

Wymazy nabtonka jamy ustnej pobierano na jalowe wymazoéwki poprzez
pocieranie wewnetrznej strony jamy ustnej. Krew na bibule pobierano przez naktucie skory
palca nakluwaczem, nast¢pnie material pozostawiano do wyschnigcia w temperaturze
pokojowej. Ekstrakcje materialow biologicznych przeprowadzono przy uzyciu zestawu
GeneMATRIX Bio-Trace DNA Purification Kit (EURX) zgodnie z instrukcjg producenta.

3.2. Ocena ilo$ciowa i jako$ciowa

Ekstrakty DNA oznaczano iloSciowo metoda PCR w czasie rzeczywistym przy
uzyciu zestawu Quantifiler Human DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific)
1 termocyklera 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) zgodnie z instrukcja
producenta. Zestaw Quantifiler wykorzystuje technologic qPCR (iloSciowa reakcja
taficuchowa polimerazy) do precyzyjnego pomiaru ilo$ci ludzkiego DNA. Zestaw ten
zawiera: mieszaning reakcyjng zawierajaca polimeraz¢ Taq, dNTPs, jony magnezu oraz
inne skfadniki niezbedne do amplifikacji DNA, specyficzne sondy 1 startery
zaprojektowane w celu specyficznej amplifikacji ludzkiego DNA, co minimalizuje ryzyko
amplifikacji DNA z innych zrédet, wzorce kalibracyjne umozliwiajgce utworzenie krzywej
standardowej, co umozliwia dokladna kwantyfikacjec DNA w probkach badawczych.
Poprzez kwantyfikacje DNA rozumiemy posrednie oObliczanie ilosci DNA przez pomiar

fluorescencji barwnika interkalujacego do podwojnych nici kwasu nukleinowego.

3.3. Charakterystyka zestawu Yfiler Plus

Zestaw Yfiler Plus PCR Amplification Kit charakteryzuje si¢ zdolnoscig do
réznicowania, ktora uzyskano dzigki nowym, wysoce zmiennym markerom. Zostat
zaprojektowany tak, aby radzit sobie z probkami zdegradowanymi oraz zawierajacymi

inhibitory PCR. Poprawia to znaczaco precyzj¢ 1 skutecznos$¢ analizy DNA. Zestaw
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zawiera komplet odczynnikéw potrzebnych do oznaczen genotypu w zakresie 27
polimorficznych loci Y-STR: DYS576, DYS389l, DYS635a/b, DYS3891l, DYS627,
DYS460, DYS458, DYS19, YGATAH4, DYS448, DYS391, DYS456, DY S390, DY S438,
DYS392, DYS518, DYS570, DYS437, DYS385a/b, DYS449, DYS393, DYS439,
DYS481, DYF387Sla/b i DYS533, obejmujacych 17 markeréw zestawu Yfiler PCR
Amplification Kitoraz 10 dodatkowych, w tym siedem markerow szybkomutujacych
(RM) z czestoécig powyzej 1x102. W Tabeli 1 przedstawiono zakresy obserwowanych
alleli wzorcowych poszczegolnych loci Yfiler Plus wchodzacych w sktad drabiny

allelicznej oraz ich znaczniki fluorescencyjne.

Tabela 1. Drabina alleliczna Yfiler Plus zawierajaca znaczniki alleli loci zestawu Yfiler

Plus wyznakowane pigcioma r6znymi fluorochromami.

Fluorochrom locus Allele
6 FAM (niebieski) DYS389I 9-17
DYS389ll 24 -35
DYS576 10-25
DYS627 11-27
DYS635 15-30
VIC (zielony) DYS19 10-19
DYS391 5-16
DYS448 14-24
DYS458 11-24
DYS460 7-14
Y GATA H4 8-15
NED (z6tty) DYS390 17-29
DYS392 4-20
DYS438 6-16
DYS456 10-24
DYS518 32-49
TAZ (czerwony) DYS385 a/b 32-49
DYS437 10-18
DYS449 22-40
DYS570 10-26
SID (fioletowy) DYF38751 a/b 30-44
DYS393 7-18
DYS439 6-17
DYS481 17-32
DYS533 7-17
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3.4. Amplifikacja i genotypowanie

Zastosowano warunki PCR zgodnie z protokolem zalecanym przez producenta
zestawu Yfiler Plus w aparacie GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).
Amplifikacje przeprowadzono w 28 cyklach PCR (9600 Emulation Mode). Wszystkie
reakcje przeprowadzono w obecnos$ci kontroli pozytywnej (DNA Control 007) i kontroli
negatywnej (test odczynnikowy). Elektroforez¢ kapilarng 1 genotypowanie
przeprowadzono w sekwenatorze Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems) przy
uzyciu oprogramowania GeneMapper® ID-X v.1.5 w oparciu o standard wielko$ci GS600-
LIZ v.2 [31, 54].

Metoda elektroforezy kapilarnej polega na rozdziale DNA w kapilarach
wypetlionych polimerem. Obdarzone ujemnym ladunkiem fragmenty DNA migruja
w kapilarach od katody do anody. Polimer stanowi barier¢ dla pokonujacych go produktow
PCR, stawiajac silniejszy opor fragmentom o wickszej dlugosci. Analizator posiada
wbudowany laser wzbudzajacy barwniki fluorescencyjne, ktorymi wyznakowane zostaty
startery PCR. Emisja fluorescencji odczytywana jest za kazdym razem, Kiedy w okienku
detekcji pojawia si¢ allel. Oprocz produktow PCR poprzez kapilary migruje wewnetrzny
wzorzec wielko$ci wyznakowany odregbnym barwnikiem. Wzgledem tego standardu

odbywa si¢ pomiar dtugosci alleli badanego profilu genetycznego.

3.5. Analiza statystyczna

Analizg statystyczng, opartag na 534 wygenerowanych profilach, przeprowadzono
przy uzyciu programu STRAF 2.1.5 (STR Analysis for Forensics) [55]. Program STRAF
jest narzedziem online, ktore umozliwia analizg¢ statystyczng danych dotyczacych
markerow STR w genetyce sadowej, wizualizacje graficzng wynikow oraz oceng struktury
populacji w kontekscie chromosomu Y. Jedng z waznych funkcji STRAF jest analiza
glownych sktadowych (ang. Principal Content Analysis, PCA), ktéra moze byc¢
wykorzystana do badania podstruktur populacyjnych. W przypadku Y-STR, PCA pozwala
na identyfikacje klastrow genotypow, co moze by¢ przydatne w przewidywaniu
przynaleznosci do haplogrup. W tym przypadku, doktadnos¢ analizy jest ograniczona do

zakresu dostgpnych danych referencyjnych, na ktoérych opiera swoje prognozy. Ostateczne
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potwierdzenie haplogrupy wymaga poszerzenia zakresu badan, na przyktad poprzez

typowanie SNP.

Czestosci alleli DYF387S1, DYS385 i DYS389 obliczono metodg bezposredniego
zliczania. Czgsto$ci haplotypow obliczono poprzez bezposrednie zliczanie. Okre§lono
liczbe singletonow, czyli haplotypéw zaobserwowanych tylko raz w badanej probie.
Zdolnos$¢ do dyskryminacji DC (Discrimination Capacity) obliczono jako liczbe réznych
haplotypéw podzielong przez -calkowita liczbe probek (pomijajagc  wielokrotnosé
powtarzalnych haplotypéw). Obliczono nast¢pujgce parametry przydatnosci w genetyce
sagdowej: GD (Gene Diversity) — wspotczynnik zréznicowania genowego/haplotypowego,
PIC (Polymorphism Information Content) — wskaznik informacji o polimorfizmie, MP
(Match Probability) — prawdopodobienstwo dopasowania, HMP (Haplotype Match
Probability) — prawdopodobienstwo dopasowania haplotypu, PD (Power Of

Discrimination) - sita dyskryminacji.
Obliczone wskazniki statystyczne wynikajg z nastepujacych wzorow:
HMP = Y p?, gdzie pito czestosé haplotypu [56],

GD = (z=)(1— I, (p:)?), gdzie N i pi to odpowiednio liczebnosé probki i czestosé
alleli (dla markerow dwuallelicznych DYF387S1, DYS385 i DYS389 obliczano
bezposrednio odejmujac liczbg powtodrzen allela mniejszego od liczby powtoérzen allela

wigkszego) [56],

PIC =1—-Y1,pf — XI5 X141 207 p, gdzie pii pjto czestodci alleli [57],

MP = Y,(G;)?, gdzie Gi jest czestoscig wystepowania genotypu i w danym locus [58],
PD =1-— MP.

Dodatkowo dzigki narzedziom udostepnionym na stronie YHRD (https://yhrd.org/,
dostep 07.03.2023) przeprowadzono analize wariancji molekularnej AMOVA (ang.
Analysis of Molecular Variance) oraz analiz¢ skalowania wielowymiarowego MDS (ang.
Multidimensional Scaling), ktore sg wykorzystywane do analizy odlegtosci genetycznych
pomiedzy populacjami na podstawie haplotypéw Y-STR w oparciu o obliczenia
wspotczynnika FST. Analiza MDS postuzono si¢ w celu graficznego przedstawienia
dystanséw genetycznych miedzy wybranymi populacjami na podstawie zrdéznicowania

rozktadow haplotypéw Y-STR. Analiza MDS pozwala na wizualizacje danych
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genetycznych w postaci wykresoOw, ukazujac relacje migdzy populacjami w przestrzeni
wielowymiarowej. Te analizy mozna przeprowadza¢ przy uzyciu danych z YHRD,
z dostepem do haplotypoéw z wybranych populacji referencyjnych, tak jak to wykonano
W niniejszej pracy. Wykorzystano dane udostepnione dla populacji: Grenlandia [78],
Irlandia [79], Litwa [80], Serbia [81], Chorwacja [82], Dania [83], Niemcy [84], Wegry
[85], Wiochy [86,87], Niderlandy [88], Federacja Rosyjska (Rosja) [89,90], Stowenia [91],
Szwajcaria [92], Belgia [93,94], Austria [95,96], Hiszpania [97], Wielka Brytania [98].
Drzewo filogenetyczne zostalo zrekonstruowane stosujgc algorytm neighbor-joining [99]

wykorzystujac program T-REX [100].

IV WYNIKI

1. WALIDACJA - WPROWADZENIE DO ZAGADNIENIA

Walidacja jest procesem oceny i potwierdzeniem, ze dany zestaw lub procedura
dziata zgodnie z zamierzeniem 1 jest odpowiednia do planowanego zastosowania.
W genetyce sadowej, walidacja dotyczy np. testowania zestawoéw do analizy DNA.
Zapewnia, ze zostang spetnione wymagania takie jak: doktadno$¢, powtarzalnos¢, czutosé
oraz specyficznos¢. Walidacja odbywa si¢ w dwoch gtownych etapach. Jednym z nich jest
walidacja producenta, podczas ktorej zestaw testowany jest na szerokg skale
w kontrolowanych warunkach. Drugim etapem jest walidacja wewngtrzna, ktora jest
prowadzona w laboratoriach przed wprowadzeniem nowej metody, w warunkach
rutynowego uzytkowania zestawu. Wprowadzenie nowego zestawu do badan DNA
w laboratorium wymaga przeprowadzenia walidacji w celu potwierdzenia, ze zastosowana
technologia zapewnia oczekiwane wyniki oraz umozliwia ocen¢ warunkow, w ktorych te

wyniki sg uzyskiwane, a takze okresla ograniczenia technologiczne [59, 60, 61, 62].
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1.1. Protokot walidacji wewnetrznej zestawu Yfiler Plus opracowany na potrzeby
Pracowni DNA ZMS UMB

Identyfikator metody: Yfiler Plus. Miejsce wykonywania pracy: Pracownia DNA Zaktadu
Medycyny Sadowej UMB

1. Dane dotyczace obiektu (probki)

Materiat biologiczny r6znego pochodzenia zawierajacy ludzki materiat genetyczny.

2. Celi zakres zastosowania metody wraz z opisem procedury walidacji

Okres$lenie parametréw badawczych zestawu Yfiler Plus stuzacego do identyfikacji
genetycznej w oparciu o oznaczenia markerow typu STR zlokalizowanych na
chromosomie Y. Sprawdzenie wydajnosci, czutosci, balansu heterozygotycznego,
zgodnosci i jako$ci profili DNA oznaczonych za pomocg zestawu Yfiler Plus ma na celu

uzyskiwanie wiarygodnych, powtarzalnych wynikéw badan genetycznych.

Walidacj¢ przeprowadzono w oparciu o wytyczne International Society for Forensic
Genetics (ISFG), The European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI) oraz
Scientific Working Group for DNA Analysis Methods (SWGDAM) [60, 63, 64, 65].

3. Metodyka
DNA ze §ladow biologicznych izolowany byl przy pomocy zestawu GeneMATRIX Bio-
Trace DNA Purification Kit (Eurx). Oceng ilosciowa DNA przeprowadzono przy uzyciu

zestawu Quantifiler DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific).

Elektroforeze i genotypowanie prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta oraz wg.
procedur badawczych: PB-01 Badanie polimorfizmu STR DNA czlowieka w S$ladach
biologicznych, wyd. 6 i PB-02 Badanie polimorfizmu STR DNA cztowieka na potrzeby

ustalania pokrewienstwa, wyd. 6 rutynowo stosowanych w Pracowni DNA ZMS UMB.

4. Materiat badawczy

Control DNA 9947A, DNA Control 007, drabiny alleli w sktadach zestawow Yfiler Plus
i1 Powerplex Y23, typowe $lady biologiczne badane w Pracowni DNA ZMS UMB.
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5. Zatozenia metodyczne
Szczegotowe zatozenia metodyczne przeprowadzonych badan realizowano zgodnie

z ponizszymi punktami:

1. Precyzja — stopien zgodnosci migdzy wynikami uzyskanymi w oparciu o t¢ samg
metode 1 na tej samej probce przy wielokrotnym powtarzaniu oznaczen. Badanie
polega na sprawdzeniu powtarzalno$ci oraz odtwarzalnosci wynikéw w ramach badan
prowadzonych w tym samym laboratorium.

2. Ustalenie czulo$ci, parametrow progdéw analizy (poziomu oznaczalnosci LOQ,
poziomu wykrywalnosci LOD, progu stochastycznego ST) i balansu
heterozygotycznego, ktore pozwola na uzyskiwanie wiarygodnych i powtarzalnych
wynikéw genotypowania.

3. Analiza mieszanin — okre$lenie najmniejszej proporcji mieszaniny DNA kobiety
1 mezczyzny, dla ktorej moze by¢ oznaczony petny profil sktadnika mniejszosciowego.

4. Pordwnanie zgodnosci i jakosci profili DNA $ladow biologicznych oznaczonych za
pomocg zestawu standardowo stosowanego w Pracowni DNA, tj. PowerPlex Y23,

z profilami otrzymanymi za pomocg walidowanego zestawu Yfiler Plus.

6. Wartosci cech charakterystycznych metody

Tabela 2. Warto$ci cech charakterystycznych metody Y filer Plus

Wartos¢
Cecha TAK/NIE

cechy
Precyzja (powtarzalnos¢, odtwarzalnosc) + zadowalajgca
Czutos¢ + zadowalajgca
Parametry progéw analizy + zadowalajgca
Analiza mieszanin + zadowalajgca

Poréwnanie wynikéw sladow biologicznych w obrebie walidowanych .
+ zadowalajaca

zestawow
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7.

Ocena metody (porownanie cech charakterystycznych metody z wymaganiami)

Precyzja wyznaczona doswiadczalnie odpowiada wymaganiom zawartym w zalozonym
kryterium akceptacji. Zaobserwowano prawidlowe, wspotmierne proporcje alleli
pomi¢dzy wszystkimi badanymi loci zestawu Yfiler Plus. Wartosci trzykrotnych

odchylen standardowych $rednich dlugosci alleli nie przekroczyty 0,5 bp.

Dla zestawu Yfiler Plus przy iloéci DNA w zakresie 1,000 - 0,125 ng uzyskano
wiarygodne wyniki i oznaczono pelne profile genetyczne. Liczba nieoznaczonych
markeréw wzrastata przy stezeniu 0,062 ng i ponizej tej wartosci. Przy stezeniu 0,031
ng oznaczono pojedyncze markery, ponizej tej warto$ci zas otrzymane wyniki nie

kwalifikowaty sie do interpretacji.

Poziom wykrywalnosci (LOD) okreslono na 50 rfu, poziom oznaczalnosci (LOQ)
okreslono na 150 rfu. Warto$§¢ ST, stosowana przy interpretacji profili Yfiler Plus,

zostala okreslona na poziomie 550 rfu.

Dla zestawu Yfiler Plus utrate alleli obserwowano przy proporcji ilosci DNA mgskiego
1 zenskiego 1:1000. Przy wigkszej dysproporcji zjawisko to wystepowato z wigksza

czegstoscia. Przy proporcji 1:8000 nie oznaczono haplotypow Y-STR.

W  warunkach laboratoryjnych czuto§¢ wyznaczona doswiadczalnie odpowiada

wymaganiom zawartym w zatozonym kryterium akceptacji.

Dla wszystkich analizowanych §ladéw biologicznych odnotowano zgodne oznaczenia
wszystkich odpowiadajacych markerow Yfiler Plus oraz Powerplex Y23. Jako$¢ profili

na elektroferogramach analizowanych probek byta porownywalna.

Podsumowanie uzyskanych wynikow badan walidacyjnych pozwala na stwierdzenie, iz

zestaw Yfiler Plus PCR Amplification Kit moze by¢ stosowany w badaniach

prowadzonych na potrzeby przedmiotowej pracy doktorskiej.
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1. Badanie czutosci i balansu heterozygotycznego (PHR)

Cel testu:

1. Okreslenie najmniejszej, mozliwej do wykrycia ilosci matrycy DNA w prébcee,
wystarczajacej do uzyskania petlnego profilu DNA, powyzej wyznaczonego progu

oznaczalno$ci.

2. Badanie balansu heterozygotycznego (PHR). Parametr ten dla loci heterozygotycznych
wyraza si¢ % ilorazu wysokosci piku nizszego i piku wyzszego, zgodnie ze wzorem:

wpn

PHR= x100%

wpw

gdzie: PHR — balans heterozygotyczny, wpn — wysokos¢ piku nizszego, wpw — wysokos$¢ piku wyzszego

3. Okreslenie przedziatow pomiedzy minimalnym i maksymalnym stezeniem matrycy

DNA w reakcji PCR, w obrebie ktérych metoda zapewnia wiarygodne wyniki.

Do reakcji amplifikacji zestawem Yfiler Plus jako matryce DNA uzyto Control DNA 007
(Thermo Fisher Scientific) w ilosciach: 1,000, 0,500, 0,250, 0,125, 0,062, 0,031, 0,016 i
0,008 ng.

Reakcje dla kazdego rozcienczenia wykonywano trzykrotnie.

Wyniki przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Wyniki oznaczen rozcienczen Control DNA 007 po amplifikacji zestawem Yfiler Plus.

DYS456 DYS390 DYS438 DYS392 DYS518




2. Okreslenie parametrow progow analizy (LOQ, LOD, ST).

LOQ (poziom oznaczalnosci) - warto§¢ RFU (relatywnych jednostek fluorescencji),
przekroczenie ktorej uwazane jest za jednoznaczne potwierdzenie obecnosci fragmentu

DNA wyznakowanego danym barwnikiem fluorescencyjnym w badanej probce.

LOD (poziom wykrywalno$ci) - najnizsza warto§¢ RFU, przekroczenie ktorej uwazane jest
za potwierdzenie mozliwosci obecnosci fragmentu DNA wyznakowanego danym

barwnikiem fluorescencyjnym w badanej probce.

Wynik otrzymany przy progu wykrywalno$ci zostaje uznany za wiarygodny przy jego

potwierdzeniu w co najmniej dwoch z trzech powtdrzen amplifikacji.

ST (prég stochastyczny) - wartos¢ RFU, powyzej ktorej mozna zatozy¢ brak wypadania

siostrzanego allela w dwuallelicznym locus (DYS385 i DYF387S1).

Wyniki przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Poziomy LOQ, LOD i ST.

126 (B, G, R)
LoQ

148 (Y, P)

36 (B, R, P)
LOD

48 (G, Y)

560 dla LOQ
ST

465 dla LOD

3. Analiza mieszanin — okreslenie proporcji DNA zenskiego i mgskiego w mieszaninach,

dla ktérych moze by¢ oznaczony pelny profil sktadnika mniejszosciowego.

Do reakcji amplifikacji zastosowano DNA Control 007 (frakcja meska &) i Control DNA
9947A (frakcja zenska @) (ThermoFisher Scientific) w proporcjach przedstawionych
w Tabelach 51 6.
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Tabela 5. Proporcje mieszanin DNA @ : & do amplifikacji zestawem Yfiler Plus.

Frakcja zeniska Frakcja meska

1 1

1 10

1 100
1 500
1 1000
1 2000
1 4000

1 8000




Tabela 6. Wyniki analizy mieszanin @ : & po amplifikacji zestawem Yfiler Plus.

DYS456 DYS390 DYS438 DYS392 DYS518




4. Poroéwnanie zgodnosci 1 jakosci profili DNA oznaczonych za pomocg zestawow Y filer

Plus i PowerPlex Y23.

Kryterium akceptacji:

Zgodnos¢ wynikow badan genetycznych w zakresach odpowiadajgcych loci walidowanego

zestawu.

Badaniom poddano 10 sladow biologicznych zabezpieczonych z réznego rodzaju materiatu
biologicznego (krew ptynna, plamy krwi, plamy $liny, plamy nasienia, wlosy katagenowe,
tkanka kostna). Uzyskane wyniki oceniono pod wzgledem zgodnosci cech i jakoSci

oznaczonych profili genetycznych w poréwnywalnych zakresach.

5. Badanie precyzji

Kryterium akceptacji:

Warto$¢ trzykrotnego odchylenia standardowego S$rednich dhlugosci alleli nie powinna

przekroczy¢ 0,5 bp.

Powtarzalnos¢ — stopien zgodno$ci wynikow kolejnych pomiarow dla tej samej probki, w tym
samym analizatorze, przy uzyciu tych samych odczynnikow 1 w tych samych warunkach

srodowiskowych.

Do reakcji uzyto drabing alleli dofaczong do zestawu. Probki poddano rozdzialowi
elektroforetycznemu w os$miu powtorzeniach. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie
wyliczajac $rednig arytmetyczng w bp dla kazdego allela oraz odchylenie standardowe (SD)

x 3. Wyniki przedstawiono w Tabeli 7.
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Tabela 7. Srednie dtugosci alleli drabiny zestawu Yfiler Plus (elektroforeza powtorzona 8x).

Marker

allel $rednia SD Marker allel $rednia SD
10 72551 0,19 17 171,25 0,16
11 76,73 0,15 18 175,27 0,14
12 80,92 0,11 19 179,32 0,15
13 85,01 0,09 20 191,71 0,14
14 89,09 0,12 21 195,76 0,13
15 93,16 0,12 22 199,80 0,12
16 97,22 0,11 23 203,79 0,11
17 101,33 0,03 24 207,75 0,12
18 105,41 0,08 25 211,72 0,15
19 109,45 0,10 26 215,79 0,11
20 113,47 0,14 27 219,83 0,16
21 117,35 0,13 28 223,87 0,13
22 121,22 0,12 29 227,72 0,14
23 12511 0,14 30 231,90 0,11
24 129,03 0,15 24 235,78 0,15
25 132,97 0,16 25 239,90 0,12
9 146,86 0,11 26 244,01 0,11
10 150,96 0,13 27 248,11 0,15
11 154,98 0,15 28 252,10 0,10
12 159,10 0,11 29 26517 0,17
13 163,32 0,10 30 269,25 0,08
14 167,23 0,12 31 273,25 0,17
15 7251 0,19 32 277,37 0,10
16 76,73 0,15 33 281,29 0,11
17 80,92 0,11 34 285,18 0,12
15 85,01 0,09 35 289,32 0,12
16 89,09 0,12 11 293,29 0,16
16 139,51 0,01 DYS518 34 34045 0,14
17 143,46 0,05 DYS518 35 344,53 0,08
18 147,53 0,08 DYS518 36 348,62 0,14
19 151,61 0,11 DYS518 37 352,69 0,13
20 155,57 0,11 DYS518 38 356,77 0,17
21 159,49 0,01 DYS518 39 360,83 0,13
22 163,43 0,13 DYS518 40 364,85 0,19
23 167,38 0,11 DYS518 41 368,90 0,13
24 171,30 0,07 DYS518 42 372,89 0,14
9 183,99 0,17 DYS518 43 376,90 0,15
10 188,14 0,08 DYS518 44 380,94 0,12
11 192,21 0,08 DYS518 45 385,00 0,13
12 196,17 0,13 DYS518 46 389,07 0,13
13 200,24 0,16 DYS518 47 393,13 0,19
14 204,19 0,10 DYS518 48 397,17 0,19
15 208,17 0,11 DYS518 49 401,20 0,14
16 212,15 0,09 10 97,96 0,10
17 216,19 0,13 11 102,08 0,04
18 220,28 0,17 12 106,20 0,11

Marker

allel $rednia SD

12

13

14

15

12

13

14

15

16

17

18

16

17

18

10

11

12

13

14

11

12

13

14

15

11

12

13

14

15

16

17

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

328,67

332,57

336,43

340,29

344,17

348,08

352,02

356,00

359,87

363,62

367,47

371,34

375,20

379,04

79,47

83,66

87,84

92,03

96,20

100,33

104,57

108,72

120,11

123,95

127,81

131,69

135,60

170,53

174,54

178,62

182,70

186,71

190,75

194,83

206,94

209,92

212,88

215,90

218,96

221,99

225,01

228,00

231,05

234,02

237,03

240,07

0,14

0,17

0,14

0,19

0,25

0,18

0,23

0,27

0,23

0,25

0,13
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0,11
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0,10
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0,17
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389,56
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397,64
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126,16

130,13
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206,32

210,30
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233,23

237,26

241,31

245,38

249,58
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257,52
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0,11
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0,11

0,12

0,14
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0,13

0,17

0,14
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Odtwarzalno$¢ — stopien zgodnosci wynikow kolejnych pomiarow dla tej samej probki,
w tym samym analizatorze, przy uzyciu tych samych odczynnikdéw i w réznych odstepach

czasowych.

Do reakcji uzyto drabing alleli dolgczong do zestawu. Osiem probek poddano trzy razy
osobnym rozdzialom elektroforetycznym. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie
wyliczajac $rednig arytmetyczng w bp dla kazdego allela oraz odchylenie standardowe (SD)

x 3. Wyniki przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Srednie dlugosci alleli dla oémiu probek drabiny Yfiler Plus (elektroforeza

powtdrzona 3X).

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6 Probka 7 Probka 8
Marker
érednia SD  $rednia SD $rednia SD $rednia SD $rednia SD érednia SD érednia SD  érednia SD

10 72,49 022 7246 020 7246 006 7251 022 7253 0,20 7250 0,13 72,50 0,28 72,46 0,08
11 76,71 0,05 76,70 005 76,69 003 76,71 020 76,73 019 76,73 023 76,73 0,19 76,73 0,05
12 80,86 0,19 80,87 0,17 809 005 809 003 8092 015 80,89 0,03 8092 0,16 80,89 0,03
13 84,98 0,13 8494 018 8500 0,11 8502 0,16 8503 0,14 84,99 0,09 84,99 0,13 84,99 0,16
14 89,06 0,10 89,04 0,15 89,12 0,14 89,05 0,14 8912 0,11 89,08 0,02 89,09 0,09 89,09 0,05
15 93,14 0,22 93,14 0,09 9320 023 9314 027 9315 0,08 9311 0,06 9315 011 93,15 0,15
16 97,19 0,21 97,20 006 97,27 023 97,22 023 97,24 0,21 97,20 0,08 97,21 0,08 97,23 0,06
17 101,27 0,22 101,28 0,22 101,31 0,05 101,32 0,05 101,31 0,06 101,28 0,22 101,31 0,05 101,30 0,05
18 105,37 0,17 105,35 0,25 105,38 0,09 10537 0,20 105,39 0,18 105,38 0,10 105,40 0,09 105,37 0,22
19 109,40 0,15 109,40 0,24 109,38 0,17 109,41 0,09 109,42 0,22 109,43 0,12 109,45 0,09 109,43 0,15
20 113,38 0,29 113,41 0,14 113,41 0,14 113,47 0,15 113,44 0,26 113,41 0,14 11347 0,15 11342 0,13
21 117,28 0,21 117,31 0,24 117,29 0,17 117,35 0,18 117,32 0,25 117,31 0,24 117,33 0,17 117,34 0,22
22 121,16 0,20 121,16 0,20 121,17 0,20 121,23 0,19 121,16 0,20 121,16 0,21 121,16 0,20 121,18 0,32
23 125,01 0,14 125,06 0,20 125,09 0,18 125,09 0,21 125,06 0,18 12507 0,22 12505 0,21 125,07 0,35
24 128,94 0,09 128,95 0,26 128,98 0,24 129,02 0,37 129,00 0,15 128,99 0,17 128,99 0,22 128,98 0,34
25 132,89 0,26 132,88 0,11 132,92 0,33 132,93 0,36 132,89 0,17 132,90 0,17 132,92 0,28 132,93 0,35
9 146,83 0,09 146,89 0,15 146,84 0,05 146,89 0,10 146,83 0,09 146,88 0,11 146,88 0,13 146,91 0,11
10 150,95 0,06 150,99 0,16 150,93 0,05 150,97 0,03 150,92 0,12 150,97 0,12 150,97 0,12 151,00 0,08
11 155,00 0,14 155,05 0,00 154,95 0,05 154,99 0,17 154,96 0,03 154,99 0,15 154,99 0,15 155,01 0,05
12 159,13 0,16 159,10 0,03 159,10 0,03 159,12 0,21 159,10 0,03 159,10 0,03 159,10 0,03 159,10 0,02
13 163,32 0,18 163,33 0,14 163,31 0,03 163,31 0,05 163,29 0,05 163,29 0,05 163,29 0,08 163,36 0,08
14 167,27 0,15 167,26 0,20 167,22 0,06 167,23 0,09 167,19 0,08 167,22 0,11 167,28 0,16 167,24 0,03
15 171,27 0,21 171,27 0,20 171,26 0,10 171,26 0,24 171,23 0,08 171,24 0,08 171,29 0,23 171,31 0,06
16 175,31 0,16 17529 0,20 175,30 0,19 175,27 0,19 17526 0,05 175,26 0,05 175,30 0,30 175,29 0,12
17 179,33 0,20 179,30 0,03 179,29 0,02 179,30 0,03 179,30 0,03 179,30 0,03 179,30 0,29 179,37 0,18
15 191,70 0,16 191,70 0,08 191,69 0,11 191,66 0,06 191,74 0,15 191,70 0,08 191,72 0,05 191,71 0,00
16 195,76 0,00 19574 0,05 19574 0,05 19572 0,03 19578 0,16 19574 0,05 19575 0,03 19577 0,17

17 199,79 0,02 199,79 0,02 199,79 0,02 199,79 0,02 199,83 0,18 199,79 0,02 199,79 0,02 199,83 0,18
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328,62

332,49

336,38

340,23
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347,98

351,93

355,92

359,81

363,58

367,44

371,31

375,06
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382,80

386,67

79,48

83,67

87,87
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96,26

100,40

104,60
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223,81
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231,86
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239,89

244,01

248,06

252,08

265,22

269,27

273,26

277,41

281,33

285,21

289,35

293,28

297,11

301,08

304,92

309,03

324,73

328,65

332,57

336,36

340,23

344,14

348,06

351,98

355,95

359,80

363,55

367,41

371,29

375,13

378,99

382,82

386,71

79,48

83,69

87,89

92,03

96,20

100,35

104,58

0,16

0,11
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0,11

0,30

0,29

0,11
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0,20
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0,13

0,05
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239,89

244,00
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252,10
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351,94

355,93

359,81

363,57

367,42

371,28

375,11
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245,42

249,61

253,66

257,58

261,56

265,58

269,62

273,65

277,69

281,75

285,76

289,77

293,68

297,70

301,62

305,58

309,57

313,59

325,68

329,79

333,86

337,87

341,87

345,94

350,01

354,06

358,10

362,18

366,18

370,18

374,15

378,18

382,20

386,25

0,12

0,12

0,13

0,16

0,21

0,03

162,80

178,16

182,21

186,27

190,20

194,24

198,42

202,36

206,30

210,25

225,12

229,10

233,24

237,28

241,34

245,40

249,57

253,57

257,55

261,54

265,55

269,65

273,62

277,71

281,72

285,74

289,69

293,69

297,65

301,64

305,60

309,58

313,63

325,69

329,77

333,80

337,82

341,85

345,93

349,99

354,02

358,09

362,15

366,16

370,22

374,21

378,21

382,25

386,25

0,06

0,11

0,14

0,09

0,09

0,11

0,11

0,26

0,18

0,23

0,35

0,17

0,17

0,16

0,14

0,18

0,02

0,16

0,11

0,15

0,11

0,10

0,06

0,03

0,06

0,17

0,12

0,06

0,11

0,20

0,18

0,14

0,17

0,09

0,07

0,06

0,21

0,05

0,25

0,15

0,26

0,10

0,15

0,23

0,30

0,15

162,78

178,15

182,25

186,28

190,22

194,26

198,42

202,41

206,29

210,27

225,17

229,18

233,23

237,26

241,35

245,43

249,60

253,60

257,57

261,53

265,54

269,60

273,57

277,71

281,72

285,71

289,67

293,68

297,61

301,64

305,58

309,61

313,66

325,71

329,76

333,81

337,85

341,85

345,94

350,03

354,06

358,13

362,16

366,20

370,22

374,21

378,21

382,20

386,27

0,13

0,11

0,06

0,05

0,09

0,17

0,13

0,11

0,14

0,03

0,15

0,20

0,12

0,11

0,14

0,21

0,05

0,25

0,12

0,16

0,11

0,28

0,11

0,26

0,13

0,11

0,10

0,10

0,03

0,02

0,15

0,08

0,12

0,11

0,07

0,05

0,02

0,19

0,07

0,14

0,18

0,10

0,15

0,23

0,18

0,19

162,78

178,16

182,22

186,26

190,18

194,24

198,41

202,41

206,32

210,32

225,07

229,11

233,23

237,23

241,34

245,38

249,53

253,56

257,57

261,55

265,58

269,63

273,66

277,70

281,76

285,75

289,71

293,64

297,61

301,58

305,58

309,59

313,63

325,68

329,75

333,78

337,80

341,85

345,96

350,00

354,11

358,13

362,12

366,18

370,16

374,16

378,17

382,18

386,27

0,20

0,10

0,14

0,12

0,15

0,14

0,11

0,15

0,11

0,20

0,03

0,05

0,24

0,10

0,13

0,15

0,19

0,17

0,10

0,11

0,15

0,18

0,11

0,05

0,03

0,20

0,06

0,11

0,09

0,17

0,12

0,16

162,70

178,16

182,25

186,27

190,20

194,27

198,42

202,42

206,32

210,32

225,10

229,14

233,23

237,26

241,34

245,36

249,57

253,60

257,57

261,53

265,56

269,61

273,60

277,72

281,75

285,76

289,66

293,64

297,63

301,60

305,55

309,52

313,63

325,68

329,76

333,83

337,82

341,88

345,91

349,99

354,08

358,14

362,19

366,18

370,22

374,19

378,18

382,20

386,25

0,23

0,22

0,25

0,12

0,11

0,15

0,22

0,17

0,05

0,06

162,80

178,16

182,21

186,27

190,20

194,27

198,42

202,36

206,34

210,31

225,07

229,12

233,25

237,29

241,34

245,40

249,54

253,59

257,50

261,53

265,54

269,57

273,58

277,71

281,72

285,73

289,68

293,63

297,66

301,57

305,60

309,58

313,63

325,72

329,79

333,82

337,79

341,84

345,92

349,97

354,03

358,10

362,15

366,11

370,16

374,14

378,14

382,17

386,28

162,79

178,20

182,21

186,26

190,18

194,28

198,42

202,41

206,35

210,28

225,10

229,11

233,23

237,26

241,33

245,38

249,57

253,54

257,50

261,50

265,54

269,61

273,61

277,71

281,75

285,74

289,70

293,63

297,64

301,56

305,53

309,49

313,55

325,68

329,75

333,78

337,79

341,88

345,92

349,99

354,08

358,14

362,14

366,17

370,20

374,17

378,14

382,20

386,25

0,09

0,29

0,17

0,05

0,02

0,21

0,11

0,09

0,20

0,05

0,11

0,08

0,08

0,10

0,16

0,19

0,15

0,08

0,12

0,10

0,19

0,09

0,06

0,08

0,18

0,16

0,07

0,17

0,14

162,80

178,25

182,25

186,29

190,23

194,25

198,44

202,39

206,37

210,33

225,07

229,10

233,22

237,25

241,32

245,38

249,57

253,56

257,56

261,55

265,57

269,58

273,60

277,71

281,70

285,73

289,70

293,68

297,65

301,60

305,52

309,54

313,56

325,69

329,79

333,80

337,82

341,89

345,91

349,97

354,04

358,09

362,16

366,15

370,18

374,15

378,16

382,21

386,25

0,14

0,07

0,10

0,14

0,09

0,08
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DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS393

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS439

DYS481

DYS481

DYS481

DYS481

DYS481

DYS481

DYS481

DYS481

DYsS481

DYS481

DYS481

DYsS481

DYsS481

DYsS481

DYS481

DYS481

DYF387S1

DYF387S1

DYF387S1

DYF387S1

DYF387S1

DYF387S1

38

39

40

10

11

12

13

14

15

16

17

18

10

11

12

13

14

15

16

17

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

390,31

394,38

398,41

90,27

94,30

98,44

102,58

106,83

110,73

114,76

118,68

122,50

126,52

130,47

134,49

150,16

154,23

158,36

162,43

166,55

170,50

174,51

178,60

182,65

186,66

190,74

194,81

206,94

209,88

212,87

215,92

218,94

222,00

225,01

227,96

231,01

233,98

237,02

240,00

243,11

246,22

249,32

252,30

264,62

268,51

272,39

276,35

280,22

284,01

0,05

0,17

0,14

0,08

0,02

0,12

0,14

0,11

0,06

0,17

0,15

0,12

0,12

0,15

0,02

0,05

0,09

390,33

394,42

398,41

90,25

94,27

98,43

102,57

106,85

110,80

114,82

118,68

122,50

126,55

130,52

134,53

150,20

154,28

158,36

162,43

166,57

170,51

174,53

178,60

182,66

186,68

190,74

194,79

206,91

209,90

212,84

215,89

218,94

221,98

224,98

227,98

230,99

234,01

237,00

240,07

243,14

246,19

249,25

252,21

264,62

268,49

272,42

276,37

280,25

284,05

0,21

0,23

0,26

0,07

0,06

0,06

0,08

0,05

0,02

0,14

0,08

0,06

0,02

0,06

0,15

0,12

0,14

0,08

0,17

0,14

0,26

0,10

0,09

0,18

0,15

0,21

0,18

0,00

0,00

0,24

0,17

0,11

0,05

0,03

0,19

0,12

0,03

0,03

0,11

0,20

0,39

0,37

0,36

0,37

0,34

390,30

394,31

398,33

90,30

94,36

98,49

102,61

106,84

110,75

114,76

118,69

122,52

126,58

130,56

134,56

150,14

154,22

158,36

162,38

166,53

170,49

174,50

178,62

182,66

186,70

190,77

194,81

206,94

209,89

212,86

215,91

219,00

222,01

225,03

227,99

231,03

234,00

237,01

240,00

243,10

246,22

249,31

252,28

264,65

268,56

272,38

276,33

280,22

284,02

0,20

0,24

0,09

0,08

0,09

0,11

0,12

0,09

0,06

0,06

0,03

0,09

0,23

0,09

0,10

0,11

0,21

0,29

0,08

0,06

0,10

0,05

0,10

0,15

0,05

0,05

0,16

0,10

0,05

0,08

0,11

0,06

0,00

0,08

0,17

0,16

0,30

0,27

0,25

0,23

0,32

0,30

390,29

394,32

398,32

90,27

94,30

98,45

102,58

106,87

110,75

114,79

118,72

122,52

126,58

130,56

134,52

150,18

154,28

158,41

162,45

166,57

170,49

174,53

178,62

182,67

186,68

190,73

194,79

206,94

209,92

212,90

215,89

218,94

221,96

224,96

227,98

231,01

234,01

237,02

240,04

243,11

246,18

249,21

252,22

264,72

268,59

272,50

276,43

280,29

284,06

0,21

0,03

0,09

0,11

0,24

0,17

0,11

0,03

0,10

0,06

0,20

0,08

0,13

0,00

0,15

0,14

0,11

0,08

0,06

0,17

0,10

0,11

0,08

0,05

0,18

0,14

0,09

0,26

0,02

0,20

0,05

0,03

0,19

0,13

0,06

0,15

0,09

0,38

0,18

0,34

0,23

0,20

0,36

390,35

394,34

398,38

90,33

94,34

98,50

102,62

106,84

110,79

114,79

118,68

122,50

126,58

130,53

134,51

150,13

154,23

158,36

162,37

166,53

170,47

174,52

178,56

182,66

186,68

190,75

194,82

206,93

209,88

212,87

215,89

218,94

221,97

225,03

227,99

231,03

234,00

237,02

240,04

243,14

246,19

249,25

252,23

264,71

268,57

272,45

276,42

280,32

284,04

0,22

0,18

0,06

0,10

0,15

0,14

0,08

0,07

0,08

0,12

0,11

0,26

0,10

0,14

0,11

0,11

0,18

0,11

0,17

0,17

0,10

0,21

0,12

0,40

0,33

390,31

394,36

398,41

90,26

94,27

98,43

102,57

106,82

110,77

114,79

118,65

122,51

126,56

130,53

134,55

150,18

154,26

158,36

162,47

166,56

170,51

174,53

178,60

182,66

186,68

190,74

194,79

206,95

209,90

212,87

215,89

218,94

221,98

225,00

228,00

231,01

233,99

237,04

240,04

243,10

246,20

249,25

252,23

264,65

268,56

272,46

276,44

280,29

284,04

390,31

394,34

398,34

90,27

94,31

98,49

102,60

106,87

110,78

114,78

118,68

122,47

126,57

130,52

134,50

150,18

154,29

158,39

162,47

166,56

170,49

174,54

178,63

182,69

186,70

190,76

194,83

206,93

209,91

212,87

215,89

218,94

222,01

225,04

228,03

231,03

234,04

237,05

240,11

243,16

246,24

249,25

252,22

264,68

268,60

272,49

276,44

280,36

284,14

0,12

0,20

0,09

0,08

0,19

0,09

0,10

0,12

0,12

0,05

0,11

0,11

0,12

0,23

0,23

0,19

0,16

0,05

0,23

0,06

0,10

0,06

0,11

0,24

0,38

0,31

390,27

394,33

398,35

90,32

94,33

98,51

102,63

106,88

110,81

114,81

118,72

122,54

126,61

130,53

134,53

150,21

154,28

158,41

162,44

166,59

170,55

174,56

178,65

182,68

186,69

190,77

194,85

206,94

209,92

212,89

215,89

218,93

221,95

224,97

227,96

231,00

233,98

237,00

240,04

243,10

246,23

249,25

252,25

264,69

268,55

272,46

276,42

280,25

284,11
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DYF387S1 36

DYF387S1 37

DYF387S1 38

DYF387S1 39

DYF387S1 40

DYF387S1 41

DYF387S1 42

DYF387S1 43

DYF387S1 44

DYS533

DYS533

DYS533

DYS533

DYS533

DYS533

DYS533

DYS533

DYS533

DYS533

DYS533

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

287,84

291,75

295,55

299,57

303,22

307,17

311,04

314,97

319,02

338,54

342,57

346,67

350,74

354,83

358,84

362,91

366,91

370,95

374,97

378,95

287,86

291,75

295,53

299,60

303,29

307,20

311,06

315,05

319,10

338,50

342,54 0,

346,63

350,72

354,79

358,87

362,92

366,94

370,91

374,95

378,95

287,84

291,76

295,55

299,60

303,30

307,19

311,09

315,09

319,10

338,57

342,66

346,75

350,73

354,84

358,91

362,93

366,94

370,92

374,99

378,99

287,87

291,80

295,55

299,60

303,32

307,23

311,12

315,09

319,10

338,56

342,63

346,70

350,77

354,82

358,87

362,93

366,91

370,94

374,94

378,95

287,94

291,84

295,58

299,60

303,32

307,23

311,11

315,08

319,15

338,53

342,65

346,72

350,80

354,82

358,92

362,95

366,95

370,95

375,01

378,99

287,92

291,80

295,54

299,64

303,32

307,24

311,13

315,09

319,14

338,54

342,57

346,65

350,74

354,80

358,87

362,88

366,92

370,97

374,96

378,95

287,95

291,85

295,64

299,64

303,30

307,23

311,07

315,05

319,14

338,54

342,57

346,68

350,77

354,86

358,88

362,91

366,94

370,93

374,98

378,96

287,93

291,80

295,60

299,61

303,29

307,24

311,07

315,04

319,15

338,56

342,57

346,66

350,73

354,81

358,85

362,88

366,90

370,90

374,95

378,96

6. Obecnos¢ pikoéw stutter

Obecno$¢ pikow stutter jest rezultatem ,,poslizgu” polimerazy podczas amplifikacji DNA.

Najczesciej wystepujacy stutter jest o jedng jednostke powtdrzeniowa krotszy od gldéwnego

piku. Ponadto moga pojawiac si¢ stuttery niestandardowe, krotsze (n- lub minus stutter) lub

dhuzsze (n+ lub plus stutter) o niepeing jednostke powtorzeniowa. Ze wzgledu na fakt, iz piki

stutter s3 artefaktami mogacymi wptywac na poprawnos$¢ interpretacji uzyskanych wynikow

przeprowadzono analiz¢ majaca na celu ustalenie procentowego udziatu pikow stutter

w odniesieniu do pikow gtownych w poszczegolnych uktadach walidowanego zestawu Yfiler

Plus. Uzyskane wyniki przedstawiono w ponizszej tabeli:
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Tabela 9. Sredni procent minus i plus stutter dla loci zestawu Y filer Plus.

marker

sredni % minus stutter

srednia % plus stutter

DYS576

DYS389I
DYS635
DYS389lI
DYS627
DYS460
DYS458
DYS19
YGATAH4
DYS448
DYS391
DYS456
DYS390
DYS438
DYS392
DYS518
DYS570
DYS437
DYS385a/b
DYS449
DYS393
DYS439
DYS481
DYF387S1

DYS533

11,02

7,57

8,28

13,03

9,18

7,06

10,34

9,32

7,83

2,14

6,67

12,13

8,43

3,94

10,68

18,95

11,25

5,64

10,24

17,21

10,11

6,67

20,21

9,74

8,27

1,32

0,93
1,17
0,97
0,91
1,24
1,02
1,36
0,89
0,82
1,11
2,12
1,24
1,07
6,75
2,37
1,72
0,86
1,39
1,78
2,13
1,39
3,02
nieokreslony

2,17
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Kryterium akceptacji: wartosci % pikow stutter w odniesieniu do gtéwnych pikéw zblizona

do wartos$ci uzyskanych podczas badan walidacyjnych producenta zestawu Y filer Plus.

VI.

VIL.

VIII.

WNIOSKI Z WALIDACIJI

W  warunkach laboratoryjnych czutos¢ zestawu Yfiler Plus wyznaczona
doswiadczalnie odpowiada wymaganiom zawartym w zatozonym kryterium

akceptacji.

Dla zestawu Yfiler Plus przy ilosci DNA w zakresie 1,000 — 0,125 ng uzyskano
wiarygodne wyniki i oznaczono pelne profile genetyczne. Liczba nieoznaczonych
markerow wzrastata przy stezeniu 0,062 ng i ponizej tej wartosci. Przy stezeniu
0,031 ng oznaczono pojedyncze markery, ponizej tej warto$ci za$ otrzymane

wyniki badan nie kwalifikuja si¢ do interpretacji.

Wartos¢ ST, stosowana przy interpretacji profili Yfiler Plus, zostata okreslona na

poziomie 550 rfu.

Poziom detekcji (LOD) okreslono na 50 rfu, poziom detekcji (LOD) okreslono na
150 rfu. Wartos¢ ST stosowana przy interpretacji profili Yfiler Plus zostata

okreslona na poziomie 550 rfu.

Dla zestawu Yfiler Plus utrat¢ alleli sktadnika mniejszosciowego (zenskiego)
zaobserwowano przy proporcji ilo§ci DNA meskiego i zenskiego 1:1000. Przy
wiekszej dysproporcji zjawisko to wystepowato z wigkszg czestotliwoscig. Przy

proporcji 1:8000 nie oznaczono markeréw Y-STR.

W warunkach laboratoryjnych czuto$¢ wyznaczona do$wiadczalnie odpowiada

wymaganiom zawartym w zatozonym kryterium akceptacji.

Dla wszystkich analizowanych $ladow biologicznych odnotowano zgodne
oznaczenia wszystkich odpowiadajacych markerow Yfiler Plus oraz PowerPlex
Y23. Jako$¢ profili na elektroferogramach analizowanych probek byla

poréwnywalna.

W warunkach Pracowni DNA ZMS UMB precyzja wyznaczona do$wiadczalnie

odpowiada wymaganiom zawartym w zatozonym kryterium akceptacji.
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Zaobserwowano prawidlowe, wspotmierne proporcje dtugosci alleli (pb)

w zakresach wszystkich markerow zestawu.

IX. Badania udzialu procentowego pikow stutter w odniesieniu do pikéw gtownych
pozwolily na stwierdzenie, ze pokrywaja si¢ one z badaniami walidacyjnymi
producenta zestawu i umozliwiaja uzycie ustawien fabrycznych filtrow stuzacych

do automatycznej eliminacji pikow stutter.

2. OBLICZENIA STATYSTYCZNE

W badaniach przeprowadzonych na populacji m¢zczyzn z poéinocno-wschodniej Polski
z wykorzystaniem zestawu Yfiler Plus obejmujacego 27 markerow zlokalizowanych na
chromosomie Y stwierdzono wysoka zdolno$¢ dyskryminacyjng calego zestawu, wynoszaca
0,9925. Oznacza to, ze zestaw ten pozwala na skuteczne rozréznianie linii meskich w badanej
populacji. Wartosci parametrow przydatnosci poszczegdlnych markerow w badaniach
genetyczno-sadowych przedstawiono w Tabeli 10. W grupie markerow o wartosScCi
zroznicowania genowego powyzej 0,800 znalazty si¢ DYS518, DYS627, DYS481 i DY S449
co $wiadczy o ich wysokiej przydatnos¢ w genetyce sadowej. W badanej probie populacyjnej,
wsrdd 534 przeanalizowanych haplotypow, 526 haplotypow (98,5%) zostalo wykrytych tylko
raz. Cztery haplotypy pojawily si¢ dwukrotnie. Ten wysoki odsetek unikalnych haplotypow
jest korzystnym wskaznikiem sity dyskryminacji badanych markerow Y-STR w populacji
Polski podtnocno-wschodniej. Warto§¢ DC markerow zestawu Yfiler Plus dla populacji
mezczyzn z Polski poinocno-wschodniej wynosi 99,25%. W locus DYS481 wykazano
najwigkszg liczbg roznych alleli (15) przypadajaca na marker, natomiast najmniejsza (4 allele)
stwierdzono dla DYS391. Wartosci zréznicowania genowego (GD) przekraczaja 0,5 dla
wszystkich markeréw oprocz DYS392, DYS393, DYS437 1 DYS448 (gdzie GD zawiera si¢
w zakresie 0,420-0,481), za$ dla 13 markerow (48,1%) nawet 0,7. Warto zauwazy¢, ze
w trzech (DY S449, DYS518 1 DYS627) spos$rdd siedmiu markerow szybkomutujacych, GD
przekracza 0,84, za§ w pozostatych 0,76. Najwyzsza warto§¢ GD obliczono dla DYS518
(0,86) nalezacym do grupy RM, za$ najnizsze GD réwne 0,42 wykazano dla DYS392. Nalezy
zaznaczyC, ze przy poréwnywaniu wartosci GD z zestawu Yfiler Plus, celowo zostaty
pomini¢te trzy markery kilkualleliczne, tzw. markery wielokopijne (DYF387S1a/b,
DYS385a/b oraz DYS3891 i DYS389II). Wartos¢ PIC zawiera si¢ w zakresie od 0,389
(DYS518) do 0,841 (DY S393).
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Tabela 10. Parametry biostatystyczne loci zestawu Yfiler Plus w probie populacyjnej 534

mezczyzn z regionu Polski pn-wsch.

locus Nall GD PIC MP PD
DYF387S1* 9 0,781 0,766 0,220 0,780
DYS19 6 0,744 0,699 0,257 0,743
DYS385 13 0,778 0,772 0,223 0,777
DYS389 8 0,633 0,568 0,368 0,632
DYS390 7 0,675 0,623 0,327 0,673
DYS391 4 0,546 0,442 0,456 0,544
DYS392 9 0,420 0,393 0,581 0,419
DYS393 6 0,425 0,389 0,576 0,424
DYS437 5 0,456 0,403 0,545 0,455
DYS438 7 0,611 0,546 0,390 0,610
DYS439 7 0,700 0,646 0,302 0,698
DYS448 8 0,481 0,435 0,520 0,480
DYS449* 12 0,841 0,820 0,161 0,839
DYS456 8 0,747 0,705 0,254 0,746
DYS458 11 0,736 0,687 0,266 0,734
DYS460 6 0,572 0,507 0,429 0,571
DYS481 15 0,843 0,823 0,158 0,842
DYS518* 13 0,859 0,841 0,143 0,857
DYS533 6 0,545 0,494 0,456 0,544
DYS570* 11 0,784 0,749 0,218 0,782
DYS576* 12 0,764 0,729 0,238 0,762
DYS627 13 0,845 0,826 0,157 0,843
DYS635 7 0,599 0,565 0,402 0,598
YGATAH4 5 0,633 0,570 0,369 0,631
Legenda: Nall — liczba obserwowanych alleli w markerze, GD (Gene Diversity) —

wspotczynnik zréznicowania genowego/haplotypowego, PIC (Polymorphism Information
Content) — wskaznik informacji o polimorfizmie, MP (Match Probability) -
prawdopodobienstwo dopasowania, PD (Power Of Discrimination) — sita dyskryminacji, *

markery RM (szybkomutujace)
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Analiza molekularnej wariancji (AMOVA) pozwala zrozumie¢ strukture i poziom
genetycznego zréznicowania populacji. W celu poréwnania populacji Polski pn-wsch. z 18
wybranymi populacjami europejskimi obliczono wartosci wspotczynnika utrwalenia FST
(ang. fixation index) miedzy wszystkimi parami populacji na podstawie czestosci haplotypow
Y-STR udostepnionych poprzez stron¢ yhrd.org. Wartos¢ FST jest miarg zroznicowania na
skutek wystepowania wewngtrznej struktury genetycznej (subpopulacji) lub rdznic
genetycznych miedzy populacjami i stanowi odzwierciedlenie wariancji frekwencji alleli
pomiedzy poréwnywanymi grupami. Generalnie, wyzsze wartosci FST wyrazaja wigksze
zroznicowanie migdzypopulacyjne. Uzyskang macierz odlegto$ci genetycznych przedstawia

Tabela 11. Wszystkie wyniki porownan byty istotne statystycznie przy poziomie p=0,05.

Tabela 11. Wartosci FST (ponizej przekatnej) i odpowiadajagce im wartosCi p (powyzej
przekatnej) w analizie AMOVA dla par populacji.

Populat Pola Croa Denm Germ Greenl Hung Irela Italy Lithu Netherl Russia Serb Slove Spai Unite Clus
ion nd tia ark any and ary nd ania ands n ia nia n d ter
Federa Kingd 1
tion om
Poland - 0,00 0,000 0,000 0,0000 0,000 0,00 0,00 0,000 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
00 0 0 0 00 00 0 00 00 00 0 00
Croatia 0,10 - 0,000 0,000 0,0000 0,000 0,00 0,00 0,000 0,0000 0,0057 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
80 0 0 0 00 00 0 00 00 00 0 00
Denmar | 0,09 0,12 - 0,008 0,0000 0,000 0,00 0,00 0,000 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
k 50 90 3 0 00 00 0 00 00 00 0 00
German | 0,08 0,13 0,006 - 0,0000 0,000 0,00 0,00 0,000 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
y 47 66 5 0 00 00 1 00 00 00 0 00
Greenla 0,23 0,19 0,157 0,148 - 0,000 0,00 0,00 0,000 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
nd 09 00 7 3 0 00 00 0 00 00 00 0 00
Hungar 0,06 0,04 0,087 0,084 0,1470 - 0,00 0,00 0,000 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
y 99 82 9 2 00 00 0 03 00 00 0 00
Ireland 0,27 0,30 0,174 0,109 0,2711 0,294 - 0,00 0,001 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
02 69 1 8 7 00 1 00 00 00 0 00
Italy 0,18 0,20 0,057 0,040 0,1673 0,133 0,11 - 0,001 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
38 43 5 7 9 29 1 00 00 00 0 00
Lithuani | 0,04 0,19 0,084 0,073 0,2284 0,110 0,25 0,14 - 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
a 28 14 7 8 6 47 54 00 00 00 0 00
Netherl 0,21 0,25 0,076 0,047 0,1918 0,206 0,04 0,03 0,164 - 0,0000 0,00 0,00 001 0,101 0,01
ands 19 35 9 6 3 77 66 1 00 00 84 0 43
Russian 0,05 0,07 0,064 0,069 0,1470 0,030 0,23 0,12 0,070 0,1637 - 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00
Federat 49 79 8 2 0 3 31 29 4 00 00 00 0 00
ion
Serbia 0,13 0,00 0,141 0,146 0,1768 0,044 0,34 0,20 0,202 0,2570 0,0743 - 0,00 0,00 0,000 0,00
25 97 5 5 9 02 57 3 00 00 0 00
Sloveni 0,03 0,02 0,061 0,063 0,1584 0,014 0,26 0,13 0,093 0,1842 0,0275 0,04 - 0,00 0,000 0,00
a 67 97 5 8 2 75 87 2 23 00 0 00
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Drzewo filogenetyczne skonstruowane metodg taczenia sgsiadow (NJ, ang. neighbor-

Y-STR

joining) odzwierciedla pokrewienstwa

analizowanych populacji (Rycina 2).

Denmark

Germany

Cluster_1

United_Kingdom

Italy

Russia

Netherland

Hungary

Slovenia

filogenetyczne

Lithuania

Poland

miedzy

Greenland

haplotypami

Serbla

!Croatia

Spain

Ireland

Rycina 2. Drzewo filogenetyczne neighbor-joining (NJ) wykreslone na podstawie macierzy

odlegtosci FST badanej populacji i 17 populacji europejskich.

W celu dalszego zbadania zalezno$ci genetycznych miedzy badang populacja

a wybranymi populacjami europejskimi, na podstawie wartosci FST sporzadzono wykres

MDS (Rycina 3) ilustrujacy rozmieszczenie badanej populacji oraz 17 wybranych populacji

europejskich w przestrzeni wielowymiarowej.
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Rycina 3. Wykres MDS wykreslony na podstawie macierzy odleglosci FST badanej populacji

i 17 populacji europejskich.

Uzyto dwoch wymiaréw do reprezentacji

danych: pierwszy wymiar roznic

genetycznych (ang. Dimension 1) reprezentowany na osi X oraz drugi wymiar rdznic

genetycznych (ang. Dimension 2) reprezentowany na osi Y. Na wykresie pojawia si¢ rowniez

informacja o warto$ci stress, ktora jest miarg dopasowania modelu MDS oceniajaca

rozbiezno$¢ miedzy danymi rzeczywistymi a danymi obliczonymi w nowej przestrzeni).

Obliczona wartos¢ 0,03844 (ponizej 0,05) sugeruje, ze model prawidlowo oddaje struktury

genetyczne danych. Populacje sa przedstawione jako punkty na wykresie, a w ich utozeniu

mozna dopatrywac si¢ odzwierciedlenia rzeczywistego rozmieszczenia biogeograficznego.
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Oba wykresy wyraznie obrazuja filogenetyczne zrdznicowanie pomiedzy ludnoscig Europy
wschodniej 1 zachodniej. W$rdd analizowanych populacji Polacy wykazujg wysoki stopien
pokrewienstwa genetycznego z Litwinami, Stowencami i Rosjanami. Populacje Europy
zachodniej sg zgrupowane w co najmniej dwie struktury filogenetyczne umiejscowione
w oddaleniu od populacji Europy centralnej i wschodniej. Hiszpania i Wlochy, a po
przeciwnej stronie Serbia i Chorwacja, sa oddalone od grupy centralnej, co moze sugerowac
unikalne cechy genetyczne tych populacji. Szczegdlnie mate zréznicowanie wykazano
miedzy populacjami Belgi¢, Austri¢ i Szwajcari¢, ktére przy zadanym progu parametru
FST=0,01 tworza zgrupowanie oznaczone jako Cluster 1. Ludno$¢ Grenlandii wyrdznia si¢
szczegolnie wsrdd innych grup, bedac najbardziej oddalong genetycznie jak i geograficznie

od pozostatych porownywanych populacji.

V OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Obserwujac obowigzujace zalecenia przygotowywane w jednostkach i podmiotach
standaryzujacych, ktére dziatajg, kierujac si¢ zasadami przygotowywanymi i polecanymi
przez Migdzynarodowe Towarzystwo Genetyki Sadowej (ISFG), minimalna liczba probek
Y-chromosomowych STR reprezentatywna dla danej grupy populacyjnej stanowi 400
niespokrewnionych osobnikdéw ptci meskiej. Natomiast przy probkach autosomalnych liczba
wzrasta do minimum 500 probek [67]. Odpowiednio duza baza danych Y-STR jest kluczowa
w genetyce sadowej, poniewaz umozliwia doktadniejsze oszacowanie czgsto§ci wystepowania
haplotypow. Im wigksza baza, tym lepsza jakos¢ analizy na poziomie statystycznym, co jest
istotne zaro6wno w identyfikacji jak i w porownaniach migdzypopulacyjnych. Przyktadem jest
baza YHRD, ktora zawiera tysigce haplotypow, ktéra znaczaco zwigksza dokladnos¢
identyfikacji w badaniach sadowych [11, 68]. Zaprezentowana przeze mnie baza populacyjna
haplotypow dla zestawu 27 markeréw Y-STR (Thermo Fisher Scientific), jest pierwsza takiej
wielko$ci bazg opracowang dla populacji Polski potnocno-wschodniej, wystarczajaco liczng
w odniesieniu do obowiazujacych standardow, okreslonych przez ISFG, nawet w kontekscie
catej populacji Polski. Jak dotad, obecna baza przedstawiajaca populacje polska zamieszczong
w bazie YHRD, zawiera 653 haplotypy Y-STR, obejmujac swym zasiggiem populacje calej
Polski. Zostata ona zbadana i1 uzupetniona stosunkowo niedawno: oprocz 496 haplotypow 27
Y-STR dodanych przez Wozniaka w dniu 27 pazdziernika 2016 roku (numer akcesji
YA004147), pozostate 157 haplotypow zostaly dodane przez zespot pod kierownictwem
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Branickiego 22 marca 2002 roku (numer akcesji YA003124). Ze wzgledu na to, ze zestaw
Yfiler Plus  firmy Thermo Fisher Scientific zostal wprowadzony w 2015 roku,
prawdopodobnie system bitgdnie umiescit 157 haplotypéw z numeru akcesji YA003124
w zaktadce 27 Y-STR [11]. Dzi¢ki temu, baza haplotypéw z obecnej pracy doktorskiej ma
szans¢ by¢ najwigkszg i najbardziej aktualng zbadang liczba haplotypéw dla populacji Polski,
umieszczong w ogdlnoswiatowe]j publicznie dostepnej bazie YHRD o najwigkszej liczbie
haplotypow Y-STR. Zaprezentowana w tej pracy baza populacyjna, zbiera dane dla 534
haplotypéw z regionu Polski péinocno-wschodniej. Liczba zgromadzonych probek przekracza
minimalng zalecang przez ISFG ilos¢ 400 probek. Od wprowadzenia zestawu Yfiler Plus
mingto juz 9 lat, a baza YHRD zawiera tylko 653 haplotypy z populacji polskiej,
a praktycznie po doktadniejszej analizie — 496 haplotypow. Opracowane dane wzbogacg t¢
bazg¢ o 534 haplotypy z regionu Polski potnocno-wschodniej. Jest to niezwykle istotne,
poniewaz wigksza liczba haplotypéw znaczaco poprawi precyzje i1 wiarygodno$¢ analiz
genetycznych. Rozszerzenie bazy YHRD o nowe haplotypy przyniesie kilka waznych

korzys$ci. Wérdd nich warto wymieni¢ m.in.:

e Zwicgkszenie roznorodnosci danych zwiekszy genetyczng réznorodnos¢ w bazie
YHRD i pomoze w lepszym zrozumieniu genetycznej struktury populacji polskie;j.

e Polepszenie doktadnosci analiz sadowych poprzez doktadniejsze dopasowanie profili
DNA, a w efekcie skuteczniejsza identyfikacje sprawcOw przestgpstw oraz
wykluczenia niewinnych osob.

e \Wsparcie badan genealogicznych poprzez bardziej precyzyjne i szeroko zakrojone
analizy genealogiczne.

e Zwigkszenie reprezentatywnosci i wiarygodnosci danych dotyczacych populacji
Polski [2, 6, 7, 9, 18, 27].

W poprzednich pracach opisujacych populacje Polski, zarowno w zakresie polimorfizmow
autosomalnych, mtDNA jak i Y-STR, podkreslano wysoki stopien jej homogeniczno$ci pod
wzgledem rozktadow. Na podstawie wynikow AMOVA wykazano, ze wigkszo$¢ wariancji
genetycznej w populacji polskiej wynika z rdznic wewnatrz populacji, a nie mi¢dzy jej
subpopulacjami.[6, 27, 48, 69, 70, 75, 101, 102]. W szeroko zakrojonej analizie obejmujace;j
wyniki oznaczen Y-SNP dla 2705 probek zidentyfikowano regionalne roznice genetyczne
migdzy subpopulacjami Polski, szczegdlnie w wojewodztwie todzkim [27]. Nalezy takze
zauwazy¢, ze juz na poziomie tzw. ,.haplotypu minimalnego” populacja poétnocno-wschodniej

regionu Polski wykazuje pewne wewngtrzne zroznicowanie w obrebie struktury genetycznej
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z uwagi na wystepowanie domieszek mniejszosci etnicznych 1 religijnych [75]. Nalezy
przypuszczac, ze poszerzenie zakresu markerow i technik badawczych pozwoli na bardziej
szczegdtowa analize regionalnych réznic genetycznych. Y-STR sg bardziej zmienne i moga
lepiej oddawac¢ roznice w obrgbie krotszych okresow czasu, natomiast Y-SNP moga lepiej
uchwyci¢ dlugoterminowe tendencje w badaniach o wigkszej skali oraz zasiggu.
Wykorzystanie roznych zestawoéw markerdéw takze prowadzi do roznic w wynikach obliczen
warto$ci wskaznikow biostatystycznych, takich jak GD, PD i FST. Szybkomutujace markery
uzywane w oObecnej pracy moga majg wplyw na wyzsze wskazniki zréznicowania
genetycznego, w poréwnaniu do bardziej konserwatywnych markeréw. Srednia wartos¢ GD
dla badanego zestawu jest wysoka (0,667), co potwierdza jego skuteczno$¢ w rdéznicowaniu
linii meskich [70]. Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniej publikowane doniesienia dla
innych subpopulacji Polski [71, 72, 73] w zakresie zroznicowania genetycznego oraz

potwierdzajg stabilnos¢ 1 powtarzalno$¢ wynikow przeprowadzonych analiz genetycznych.

Wyniki AMOVA zobrazowane przy pomocy filogramu oraz wykresu MSD wskazuja
na bliskie pokrewienstwo populacji Polski z populacjami wschodniej / centralnej Europy,
z wyraznym oddaleniem od populacji zachodnioeuropejskich. Najwigksze odlegtosci
genetyczne zaobserwowano mig¢dzy populacja Polski a populacjami Irlandii i Hiszpanii, co
zgodne jest z wynikami poprzednich badan populacyjnych z wykorzystaniem zestawu Yfiler
Plus [70]. Spojnos¢ wynikow jest potwierdzeniem wysokiej jednorodno$ci genetycznej
populacji polskiej oraz skutecznosci zestawu w analizie roznorodnosci haplotypowej Y-STR.
Wyniki obu badan wskazuja na potrzebe dalszych badan genetycznych, zwtlaszcza
w konteksécie porownania z innymi populacjami europejskimi [74]. Wyniki obu tych prac
podkreslajg znaczenie wykorzystania markerow Y-STR w analizach genetyczno-sadowych,
zwlaszcza w kontek$cie identyfikacji indywidualnej oraz okre$lania pochodzenia
geograficznego. Analiza zroznicowania genetycznego w réznych regionach Polski dostarcza
cennych danych, ktore mogg by¢ wykorzystane w praktyce sgdowej, zwlaszcza w sprawach
dotyczacych identyfikacji biologicznej. Rozpatrujac unikalny haplotyp dla chromosomu Y
mamy na mysli taki, ktory jest obserwowany tylko raz w pojedynczej populacji.
Przeciwienstwem jest wspdlny haplotyp, ktory wystepuje wiecej niz jeden raz w obregbie
populacji lub migdzy populacjami. Rozpatrujagc filogenezg¢ chromosomu Y w Europie,
zauwazono przewage Eul8 i Eul9. Oba wywodza si¢ z jednego M173. Pomimo tego
wspoOlnego pochodzenia, Eul8 zajmuje najwicksza czgs¢ w krainie Baskow (pogranicze

Hiszpanii 1 Francji) oraz przewaza w Europie Zachodniej. Natomiast im dalej na wschod
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Europy, tym jego wystepowanie si¢ zmniejsza. We Wschodniej Europie nastepuje
odwrotno$¢ i Eul9 osigga przewage nad Eul8. Tym samym najwigksze wystepowanie Eul9

zaprezentowano w Polsce, Ukrainie i na Wegrzech [66].

Potnocno-wschodnia cze$¢ Polski, wchodzaca obecnie w sklad wojewddztwa
podlaskiego 1 wiaczona do panstwa polskiego dopiero w XX wieku, charakteryzuje sig¢
najwickszym w kraju zrdéznicowaniem struktury narodowo$ciowej i wysokim odsetkiem
mniejszosci narodowych 1 etnicznych. Powtarzalno$¢ tych samych haplotypow sugeruje nieco
mniejszg roznorodnos¢, co moze by¢ wynikiem struktury populacji, a nawet efektu
zatozyciela. Obecno$¢ tych samych haplotypoéw obniza sile dyskryminacji, ale jednoczesnie
dostarcza waznych informacji o lokalnej genetyce tej populacji. W pracy Pepinskiego i wsp.
[75] dotyczacej zmiennos$ci linii meskich na terenie Polski poéinocno-wschodniej stwierdzono
istotne statystycznie rdéznice w obrebie struktury genetycznej grup etnicznych oraz
zasugerowano, ze powinny one by¢ brane pod uwage w ocenie wartosci dowodowej na
potrzeby ekspertyz genetyczno-sadowych [75]. Nalezy zauwazy¢, ze cytowane badanie
obejmowalo mniejsza liczbg¢ loci, w tym tzw. minimalny haplotyp europejski (DYS19,
DYS389I/11, DYS390, DYS391, DYS385a/b, DYS392, DYS393) oraz trzy dodatkowe loci
(DYS437, DYS438 i DYS439). Mniejsza liczba markeréw z pewnoscig nie pozwolita na
uzyskanie wysokiej skumulowanej wartosci GD. Natomiast dodatkowe loci przyczynity si¢
do wzrostu réznorodnosci genetycznej o 1,37% w stosunku do minimalnego haplotypu
europejskiego. Oprocz wickszej liczebnosci proby populacyjnej i Szerszego zakresu
markeréw, wyniki uzyskane na potrzeby niniejszej pracy dotyczyly takze loci 0o wysokiej
mutacyjnosci (RM), jak DYF387S1 1 DYS518, co oznacza, ze zmiany w liczbie powtorzen
(alleli) w tych markerach moga nastapi¢ stosunkowo czesto w krotkich przedziatach czasu
ewolucyjnego (na przyktad w ciggu kilku pokolen). Roznice te moga sugerowac stosunkowo
niedawne zrdznicowanie genetyczne mi¢dzy rodzinami lub osobami. Rozwazajac
powtarzalno$¢ haplotypow oraz tto genetyczne opisane w tej pracy, czterokrotne powtarzanie
si¢ tych samych haplotypow w wigkszej probie moze sugerowaé pewne zjawiska rodzinne lub
klasteryzacj¢ w populacji. Mimo to, duza préba pozwala na osiggni¢cie wysokiej zdolno$ci
dyskryminacji. W pracy Pepinskiego i wsp. [75] zidentyfikowanie pigciu powtarzajacych sig
haplotypow mimo mniejszej liczebnos$ci proby $swiadczy o proporcjonalnie podobnym
poziomie powtarzalnosci do tego, ktory zaobserwowano w niniejszej analizie. Obie prace,
mimo réznic w wielkosci proby, liczbie loci i uzytym oprogramowaniu, dostarczajg

komplementarnych informacji na temat haplotypéw Y-STR w populacji meskiej z Polski.
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Praca doktorska wyrdznia si¢ wigkszg liczbg probek i1 markerow, co pozwala na bardziej
szczegdtowy analizg roznorodnosci haplotypow. Natomiast praca Pepinskiego 1 wsp. udziela
cennego spojrzenia na mniejszg populacje o wysokiej réznorodnosci. W obu badaniach
zaobserwowano wysokg réznorodnos¢ genetyczng, co odzwierciedla duza ztozonos¢
genetyczna badanych populacji. Znalezione drobne réznice w powtarzalno$ci haplotypow

mogg wynika¢ z metodologii lub regionalnych réznic w populacji.

Porownanie uzyskanych wynikow z publikacja Diaz-Lacava i wsp. [76] w konteks$cie
poréwnania danych uzyskanych dla populacji Polski péinocno-wschodniej w odniesieniu do
populacji innych krajow europejskich w oparciu 0 metody AMOVA i MDS, pozwala
wyodrebni¢ roznice i podobienstwa w strukturze genetycznej. W cytowanej analizie populacja
polski zostata wskazana jako cze¢$¢ wigkszego Klastra genetycznego Europy wschodniej
(klaster 17), ktory obejmuje rowniez Litwe, Wegry, Ukraing i inne kraje tego regionu. Wyniki
badan geostatystycznych pokazuja, ze populacje krajow Europy wschodniej sg genetycznie
podobne na podstawie niskich wartoéci FST, a jednocze$nie wyraznie oddalone od populacji

Europy zachodniej.

W ramach stosowania procedur badawczych zgodnie z wymaganiami normy ISO
17025 laboratorium badawcze utrzymujace system zarzadzania jako$cig powinno potwierdzi¢
odpowiednio$¢ uzytej metody badawczej do zamierzonego zastosowania poprzez wykonanie
wewngtrznych testow walidacyjnych. Zakres walidacji powinien odpowiada¢ zakresowi
wymaganemu przez dane zastosowanie lub obszar zastosowania w warunkach lokalowych
i technicznych konkretnego laboratorium. Wyniki testow walidacyjnych zestawu Yfiler Plus
PCR Amplification Kit przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy pordéwnano
z badaniami Gopinath i wsp. [32] oraz Watahiki i wsp. [77] przeprowadzonymi zgodnie
z migdzynarodowymi standardami (SWGDAM, ENFSI, ISFG) zapewniajgc spOjnosé
podejécia do walidacji na poziomie globalnym. W tych pracach przedstawiono wspolne
elementy oraz réznice w podejsciu do walidacji, opisujac szczegdétowo kluczowe parametry,
takie jak czutos$¢, specyficzno$é, powtarzalno$¢ oraz tolerancja na inhibitory. Obie prace
zgodnie wykazaly zdolno$¢ zestawu Y filer Plus do generowania pelnych profili genetycznych
przy niskich stezeniach meskiego DNA, pelne profile uzyskano juz przy minimalne;j ilosci
125 pg DNA, co wskazuje na wysoka czutos¢ zestawu. W obu badaniach analizowano
rowniez czulo$¢ zestawu przy réznych stezeniach DNA, potwierdzajac, ze ponizej wartosci
0,031 ng dochodzito do czgsciowej utraty (wypadania) alleli Y-STR. Potwierdzono rowniez

wysokg specyficzno$¢ zestawu dla meskiego DNA, mimo obecno$ci wysokich proporcji
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DNA zenskiego w probkach mieszanych. W pracy Gopinath i wsp. wykazano zdolnos¢
zestawu do amplifikacji pelnych profili me¢skich nawet w obecnos$ci 3 ng DNA zenskiego, co
podkresla wysoka specyficznosé zestawu dla meskiego DNA. Potwierdzono, ze zestaw Y filer
Plus pozwala na uzyskanie spojnych i powtarzalnych wynikow, cech kluczowych w genetyce
sagdowej. Istotng rdznicg mi¢dzy poroéwnywanymi metodami walidacji jest podejscie do
analizy mieszanin DNA. Praca doktorska bardziej szczegétowo badata rézne proporcje
mieszanin DNA zenskiego 1 meskiego, dochodzac do wniosku, ze zestaw Yfiler Plus
napotyka trudnosci w detekcji haplotypow Y-STR przy duzych proporcjach DNA zenskiego
(powyzej 1:1000), a to prowadzi do czestszej utraty alleli. W pracy Watahiki i wsp. [77]
pomimo tego, ze analizowano mieszaniny, wi¢kszy nacisk potozono na poréwnanie wynikow
z r6éznych analizatorow genetycznych oraz wptyw inhibitorow PCR na wydajnos$¢ zestawu.
W obu cytowanych pracach badano wptyw takich inhibitorow jak hematyna i kwas
huminowy, jednak praca Watahiki i wsp. zawiera bardziej szczegétowe dane, jak stgzenia
tych substancji, przy ktorych obserwowano utrate markerow. Niniejsza praca nie zawiera
szczegdtowych badan nad wptywem inhibitoréw, stanowi to wyrazng réznice w metodologii.
Praca Gopinath i wsp. [32] wyrdznia si¢ bardziej zaawansowang analizg optymalizacji
protokotoéw, korzystajac z technik Design of Experiments (DoE) do dostrajania parametrow
takich jak stezenie magnezu czy warunki termiczne cykli PCR. Takie podejsScie nie zostato
szczegdtowo uwzglednione w niniejszej pracy doktorskiej ani tez w badaniach Watahiki
i wsp. [77]. Mimo wielu podobienstw, prace r6znig si¢ w zakresie szczegotowosci analiz oraz
badanych parametrow. W niniejszej pracy oraz w badaniach Watahiki i wsp. [77]
koncentrowano si¢ glownie na praktycznych aspektach stosowania zestawu w réznych
kontekstach laboratoryjnych, podczas gdy Gopinath i wsp. [32] oferuje bardziej rozbudowang
walidacje z uwzglednieniem badan nad mieszaninami i inhibitorami PCR. Wszystkie te
badania dostarczaja istotnych informacji na temat wszechstronnosci i elastyczno$ci zestawu
Yfiler Plus, podkreslajac jego przydatnos¢ do szerokiego spektrum zastosowan w genetyce

sadowe;.

W niniejszej pracy dokonano analizy réznorodnosci haplotypéw Y-STR w populacji
péinocno-wschodniej Polski z zastosowaniem zaawansowanego zestawu Yfiler Plus. Wyniki
potwierdzity wysoka przydatno$¢ tego narzedzia do analiz genetyczno-sadowych, szczegdlnie
w kontekscie matych ilosci meskiego DNA w mieszaninach z duza przewagg DNA
zenskiego. Jest to istotne w sprawach kryminalistycznych, zwtaszcza dotyczacych §ladow

pochodzacych z przestepstw o podtozu seksualnym. Zebrana baza danych, obejmujaca 534
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haplotypy, znaczaco wzbogaca globalng baze YHRD, przyczyniajac si¢ do wickszej
reprezentatywnosci i doktadnosci analiz genetycznych w populacji polskiej. Przeprowadzone
poréwnania z innymi populacjami europejskimi, wykazaly wysoki stopien homogenicznosci
genetycznej populacji Polski oraz jej bliskie pokrewienstwo z populacjami Europy
Wschodniej. Wyniki badan wskazuja na potrzebe dalszego rozszerzania bazy danych
0 dodatkowe regiony i populacje, co moze przyczyni¢ si¢ do jeszcze bardziej precyzyjnych
analiz i wnioskéw w badaniach genetyki sagdowej. W przyszio$ci warto rozwazy¢ poszerzenie
badan na najnowszy wystepujacy w bazie YHRD modul jakim jest Ymax. Modut ten
reprezentuje wszystkie dostepne markery wystepujace w bazie YHRD. Obecnie populacja

polska nie zawiera zadnego haplotypu z modutu Ymax.

VI WNIOSKI

1. Podsumowanie uzyskanych wynikow badan walidacyjnych pozwala na stwierdzenie,
iz zestaw Yfiler Plus PCR Amplification Kit moze by¢ stosowany w identyfikacyjnych
badaniach genetycznych wykonywanych w Pracowni DNA ZMS UMB.

2. Wysoka zdolno$¢ do dyskryminacji zestawu Yfiler Plus, z wartoscia DC na poziomie
99,25%, czyni go skutecznym narzedziem w analizach sladow DNA w badaniach
kryminalistycznych, szczegdlnie w przypadkach matych ilosci meskiego DNA
w obecnos$ci duzej ilosci DNA zZenskiego. Rozszerzenie bazy YHRD o dodatkowy
zestaw haplotypéw z Polski potnocno-wschodniej zwigksza jej roéznorodnosé

genetyczng, co ma bezposredni wptyw na dyskryminatywnos$¢ i precyzje wyszukiwan.

3. Wyniki AMOVA zobrazowane przy pomocy filogramu oraz wykresu MSD wskazuja
na bliskie pokrewienstwo populacji Polski z populacjami wschodniej / centralnej

Europy, z wyraznym oddaleniem od populacji zachodnioeuropejskich.
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VII STRESZCZENIE

Niniejsza praca doktorska dotyczy analizy genetycznej mezczyzn zamieszkujacych poinocno-
wschodnig Polske, z wykorzystaniem zestawu Yfiler Plus, ktory umozliwia badanie 27
markerow Y-STR, w tym siedem markeréw szybkomutujacych, na podstawie ktorych
mozliwa jest analiza r6znicujgca mezczyzn spokrewnionych w linii ojcowskiej. W badaniu
przeanalizowano probki DNA 534 niespokrewnionych mezczyzn w wieku od 16 do 62 lat.
Probki DNA pochodzity z wymazow nabtonka jamy ustnej oraz krwi zasuszonej na bibule.
Ekstrakcje¢ DNA przeprowadzono z uzyciem zestawu GeneMATRIX Bio-Trace DNA
Purification Kit, a ocena jakosci 1 ilo$ci materialu DNA zostata wykonana za pomocg zestawu
Quantifiler Human DNA Quantification Kit. Wyniki walidacji zestawu Yfiler Plus wykazaty,
ze metoda spelnia wszystkie wymagania postawione w zatozonych kryteriach akceptacji.
Czulo$¢ analizy, wyznaczona doswiadczalnie, odpowiadata zalozonym normom, co
potwierdzono w pelnych profilach genetycznych uzyskanych dla zakresu DNA od 1,000 do
0,125 ng. Ponizej st¢zenia 0,062 ng liczba nieoznaczonych markerow wzrastala, a przy
stezeniu 0,031 ng oznaczano jedynie pojedyncze markery, co czynito te wyniki
nieodpowiednimi do interpretacji. Warto$¢ ST dla interpretacji profili Yfiler Plus ustalono na
poziomie 550 rfu, natomiast poziom wykrywalnosci LOD - zostat okreslony na 50 rfu,
a poziom oznaczalnosci LOQ na 150 rfu. Analiza proporcji DNA meskiego do zenskiego
wykazata, ze przy stosunku 1:1000 utrata alleli sktadnika mniejszosciowego (zenskiego) byta
zauwazalna, a przy proporcji 1:8000 nie oznaczono markeréw Y-STR. Wyniki badan
wskazuja réwniez na wysoka zgodnos¢ wynikow uzyskanych przy uzyciu zestawow Yfiler
Plus oraz PowerPlex Y23. Jako$¢ profili elektroforetycznych byla poréwnywalna, co
$wiadczy o precyzji i czutosci metody. Uzyskane wyniki badan walidacyjnych pozwalajg na
stwierdzenie, i1z zestaw Yfiler Plus PCR Amplification Kit w zakresie przydatnosci
w identyfikacyjnych badan genetycznych wykonywanych w Pracowni DNA ZMS na UMB,
przeszedl walidacje¢ pozytywnie. Badania walidacyjne sa zgodne z wytycznymi SWGDAM.
Analizy wielowymiarowego skalowania (MDS) oraz wariancji molekularnej (AMOVA)
wykazaty bliskie pokrewienstwo genetyczne z populacjami Litwy, Wegier 1 Rosji.
Dodatkowo, badania wzbogacity globalng baze¢ YHRD o 534 nowe haplotypy, co zwicksza
precyzj¢ analiz genetycznych w kontek$cie badan genetyczno-sadowych oraz
genealogicznych. Zastosowanie zestawu Yfiler Plus okazato si¢ skutecznym narzedziem
w analizach kryminalistycznych, szczegdlnie przy badaniu sladow zawierajagcych mate ilosci

meskiego DNA. Wysoka zdolno$¢ dyskryminacyjna zestawu, z wartoscia DC na poziomie
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99,25%, potwierdza jego uzyteczno$¢ w praktyce genetyki sadowej. Wyniki badan sugeruja
konieczno$¢ dalszych analiz na wigkszych probach z innych regionow Polski, co pozwolitoby
uzyskac jeszcze bardziej szczegdtowy obraz zréoznicowania genetycznego populacji. Odkrycia
dotyczace chromosomu Y pomagaja nie tylko w rozumieniu historii ewolucyjnej
1 demograficznej ludzkos$ci, ale rowniez wnosza znaczacy wklad w genetyke sadowa,
umozliwiajac doktadniejszg identyfikacje 1 analiz¢ w konteks$cie prawnym i historycznym.
Wraz z postgpem technologicznym i metodologicznym, badania te nadal beda ewoluowac,

oferujagc nowe mozliwosci i perspektywy w wielu dziedzinach nauki.

GENETIC POLYMORPHISM OF 27 Y-CHROMOSOME DNA
MARKERS IN A POPULATION  SAMPLE FROM
NORTHEASTERN POLAND

VIII ABSTRACT

This doctoral dissertation focuses on the genetic analysis of men residing in northeastern
Poland using the Yfiler Plus kit, which allows for the study of 27 Y-STR markers, including
seven rapidly mutating markers, enabling the differentiation of men related through the
paternal line. In the study, DNA samples from 534 unrelated men aged 16 to 62 were
analyzed. The DNA samples were collected from buccal epithelial swabs and dried blood on
filter paper. DNA extraction was performed using the GeneMATRIX Bio-Trace DNA
Purification Kit, and the quality and quantity of the DNA material were assessed using the
Quantifiler Human DNA Quantification Kit. The results of the Yfiler Plus kit validation
demonstrated that the method met all the criteria set in the acceptance guidelines. The
sensitivity of the analysis, determined experimentally, matched the established standards, as
confirmed by full genetic profiles obtained for DNA quantities ranging from 1,000 ng to
0.125 ng. Below the concentration of 0.062 ng, the number of undetected markers increased,
and at 0.031 ng, only single markers were detected, making these results unsuitable for
interpretation. The ST value for interpreting Yfiler Plus profiles was set at 550 rfu, while the
limit of detection (LOD) was established at 50 rfu, and the limit of quantification (LOQ) at
150 rfu. The analysis of male-to-female DNA ratios revealed that at a ratio of 1:1000, the loss
of alleles from the minority component (female) was noticeable, and at a ratio of 1:8000, Y-

STR markers were not detected. The study results also indicated high concordance between
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the results obtained using the Yfiler Plus and PowerPlex Y23 kits. The quality of the
electrophoretic profiles was comparable, indicating the precision and sensitivity of the
method. The results of the validation studies allow for the conclusion that the Yfiler Plus PCR
Amplification Kit, in terms of its suitability for genetic identification studies conducted at the
UMB DNA Laboratory, passed the validation successfully. The validation studies comply
with  SWGDAM guidelines. Multidimensional scaling (MDS) and molecular variance
(AMOVA) analyses demonstrated a close genetic relationship with the populations of
Lithuania, Hungary, and Russia. Additionally, the research enriched the global YHRD
database with 534 new haplotypes, increasing the precision of genetic analyses in forensic and
genealogical contexts. The use of the Yfiler Plus kit proved to be an effective tool in forensic
analyses, particularly in the study of traces containing small amounts of male DNA. The high
discriminatory power of the kit, with a DC value of 99.25%, confirms its usefulness in
forensic genetics practice. The study results suggest the need for further analyses on larger
samples from other regions of Poland, which would provide an even more detailed picture of
the genetic diversity of the population. Discoveries related to the Y chromosome not only aid
in understanding the evolutionary and demographic history of humanity but also make a
significant contribution to forensic genetics, enabling more accurate identification and
analysis in legal and historical contexts. As technological and methodological advancements
continue, these studies will evolve, offering new opportunities and perspectives in many fields

of science.
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