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1 Wstep

Genom cztowieka sktada si¢ w ponad 99% z genomu jadrowego oraz genomu
mitochondrialnego. W sklad genomu jadrowego wchodzg 22 pary chromosomow
autosomalnych oraz dwa chromosomy determinujace pte¢. Ludzkie DNA stanowi okoto
3 miliardow par zasad. Ponad 99,7% jest wspolna dla wszystkich ludzi. Tylko 0,3%
czyli ok. 10 milionéw par zasad czyni kazdego z nas wyjatkowym 1 niepowtarzalnym
[1]. Badaniami DNA zajmuje si¢ genetyka, z ktorej w latach osiemdziesigtych
ubieglego wieku wyodrebnila si¢ genetyka sadowa. Rozwija si¢ ona w intensywnym
tempie za sprawa wdrazania nowych technik identyfikacyjnych, dzigki rozwojowi
informatyki oraz globalnej wymianie danych [2]. Genetyka sagdowa analizuje zmiennos¢

genetyczng m.in. w aspekcie identyfikacyjnym oraz analiz pokrewienstwa.

1.1 Historia poznania polimorfizméw genomu ludzkiego

Za ojca genetyki powszechnie uwaza si¢ zakonnika Grzegorza Mendla, ktory badat
model dziedziczenia cech, nazywanych pdzniej allelami. Miato to miejsce w 1865 roku.
W 1990 roku Karl Landsteiner opisat uktad grupowy ABO, a nastepnie w 1940 uktad
Rh. Udokumentowal on zréznicowanie w zakresie cech grupowych antygenow krwi

wystepujace w populacji [3].

Kolejnym waznym etapem bylo rozszyfrowanie budowy podwdjnej helisy DNA
przez Jamesa Watsona, Francisa Cricka oraz Rosalid Franklin w 1953 roku. W latach
sze$¢dziesigtych 1 siedemdziesigtych XX kolejno odkryto enzymy restrykcyjne
1 opracowano technike Southern blot. Frederick Sanger opracowat metode
sekwencjonowania DNA. W 1980 przeprowadzono pierwsza analize polimorficznego

lokus metoda Southern blot [3, 4].

Nastgpnym przelomowym wydarzeniem bylo opracowanie przez Karego Mullisa
w 1983 roku reakcji tancuchowej polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction - PCR).
Technika ta umozliwia analiz¢ w oparciu o pojedyncze komorki. Pierwsze uzycie
techniki PCR w genetyce sadowej dotyczylo polimorfizmu HLA DQa. Zapoczatkowalo
to analize krotkich tandemowych powtorzen (ang. short tandem repeats - STR), ktore sa

uzywane w rutynowej pracy po dzi$ dzien [3].



Wkrétce potem, bo w 1985 roku w Europie Alec Jeffreys opracowat multilokusowe
sondy molekularne, ktére pozwalaja analizowa¢ jednocze$nie wiele polimorfizmoéw
zmiennej liczby tandemowych powtorzen, w skrocie VNTR (ang. variable numer
tandem repeat), przez co otrzymywany jest unikalny dla kazdego kod fragmentow
DNA. Znany jest on pod nazwa genetyczny odcisk palca (ang. DNA fingerprint). Rok
p6zniej uzyto tej metody do rozwigzania pierwszej imigracyjnej sprawy oraz ustalenia
ojcostwa. Ta technika ma swoje ograniczenia, gdyz wymaga stosunkowo duzo
materiatu biologicznego i nie pozwala na przeprowadzenie analizy zdegradowanego
DNA. Taki material dowodowy bardzo czesto jest jedynym materialem dostepnym
w sprawach kryminalistycznych. Poza tym analiza Jeffreys’a jest rowniez bardzo
czasochtonna 1 kosztochlonna. Pierwszy raz analiza DNA przeprowadzona tg metoda
zostala wykorzystana w sadzie w sprawie Colina Pitchforka skazanego za zabdjstwo 1
gwalt dwoch nastolatek. Jednoczesnie w tej samej sprawie uniewinniono mezczyzne,

ktory wezesniej byt niestusznie oskarzony [5].

Poczawszy od 2008 roku podjeto miedzynarodowy konsorcjalny projekt poznania
1000 ludzkich genoméw (1000 Genomes Project Consortium) [6]. Projekt ten jest
sukcesywnie poszerzany o analize kolejnych genoméw. Celem projektu jest
zrozumienie 1 poznanie ludzkiego DNA, korelacja miedzy genotypem a fenotypem,
zgromadzenie informacji w bazach danych, udoskonalanie technik wykorzystywanych
w analizach, z uwzglednieniem kwestii etycznych, spotecznych oraz prawnych. Projekt
ten przyczynit si¢ do poznawania nowych markerow, jakimi sg polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu (SNP) oraz polimorfizmy insercyjno-delecyjne (InDel), co
umozliwito ich wykorzystywanie w genetyce sagdowej [3, 6, 7].

Projekt sekwencjonowania ludzkich genoméw do 2015 roku ukazat istnienie 84,7
mln polimorfizméw pojedynczych nukleotydow (SNP), 3,6 mIn krétkich insercji badz
delecji (InDel) oraz 60 tys. innych wariancji. Badania zostaty przeprowadzone na 2 504
osobach z 26 r6znych populacji z uzyciem najnowszych technik [8].

Konstruowanie baz danych DNA stalo si¢ jednym z wazniejszych elementow w
zakresie badan identyfikacyjnych. Dzigki temu mozliwa jest szybsza identyfikacja
przestepcow, poszukiwanie o0sOb zaginionych oraz mig¢dzynarodowa wspolpraca.
Zbierane s3 profile DNA zloZzone z markeréw regionow krotkich tandemowych

powtorzen typu STR (Short Tandem Repeat), ktore w wickszosci nie sg regionami



kodujacymi, sa natomiast bardzo dobrze wystandaryzowane w aspekcie technik i

zakresow badawczych [3].

1.2 Polimorfizmy genetyczne wykorzystywane w badaniach identyfikacyjnych

W ludzkim genomie znajduje si¢ wiele sekwencji DNA, ktore si¢ powtarzaja,
wigkszos$¢ tych sekwencji spotykamy w intronach, czyli fragmentach genow, ktore nie
koduja informacji fenotypowej. Sekwencje repetytywne sg zréznicowane pod wzgledem
dhugosci jednostki powtarzanej oraz ilosci powtarzanych jednostek [9]. Dilugie
powtarzane jednostki moga mie¢ nawet od kilkuset do kilku tysiecy par zasad. Takie
dlugie jednostki sa zwykle nazywane satelitarnym DNA 1 znajdujg si¢ w poblizu
centromeréw [9]. Sredniej dtugosci jednostka repetytywna, ktora stanowi od 8 do 100
powtarzanych par zasad nazywana jest mini-satelitg, badZ regionem VNTR [9].

Polimorfizmy krétkich powtorzen tandemowych to mikrosatelity (STRs), czy tez
proste powtdrzenia sekwencyjne (SSRs). Wystepuja one gldéwnie w czesci niekodujace]
genomu cztowieka, zarowno w obrebie 22 autosomow oraz 2 chromosoméw plci. Maja
jednostki repetytywne stanowigce od 2 do 7 par zasad, wielko$¢ ich czasteczek miesci

si¢ zazwyczaj od 50 do 300 par zasad [9,10].

Liczba powtarzanych jednostek moze r6zni€ si¢ pomigdzy poszczegdInymi osobami.
Polimorfizmy te oznaczane sa z zastosowaniem techniki PCR oraz elektroforezy
w systemie detekcji fluorescencyjnej [9]. Kilkadziesigt regionow typu STR moze by¢
wykorzystywane w analizach z zakresu genetyki sadowej [10]. Ich znaczenie w tej
dziedzinie jest kluczowe, poniewaz sekwencje STR sg podstawg baz danych profili
DNA [11]. Dzieki daleko posunietej standaryzacji zakreséw i technik analizy STR,

mozliwe jest porownywanie wynikow uzyskanych w odrgbnych laboratoriach [10].

Polimorfizmy krotkich tandemowych powtérzen w zalezno$ci od ilo$ci powtdrzen
modulu repetytywnego dzielimy na: di-, tri-, tetra-, czy pentanukleotydowe
powtorzenia. W identyfikacji genetycznej najwigksze znaczenia majg tetranuklotydowe
jednostki repetytywne. Polimorfizmy te tworza rdézne kategorie: proste powtdrzenia
zawierajace identyczne sekwencje powtarzalne, zlozone powtorzenia zawierajace dwa
lub wigcej sasiadujacych prostych powtorzen, kompleksowe powtdrzenia sktadajace sie

z kilku jednostek repetytywnych réznej dtugosci oraz sekwencji, hiperzmienne ztozone



powtdrzenia. Ostatnia kategoria nie jest wykorzystywana w badaniach genetycznych w
zwigzku z klopotami z nazewnictwem oraz rozbieznos$cig pomiaréw w laboratoriach.
Istnieja rowniez mikrowarianty, w ktorych wystepuja niekompletne jednostki

repetytywne [9].

W badaniach z dziedziny genetyki sadowej wykorzystywane sg STR-y glownie 0
rozmiarze 100-400 par zasad. Sita dyskryminacji jest bardzo duza szczegdlnie, gdy
analizie poddawanych jest kilkanascie loci jednocze$nie, wysoka jest rowniez czulos¢
badania. Kolejng zaleta badan regiondéw STR jest ich stosunkowo niski koszt, oraz
fatwos¢ analizy [10]. Do analizy zdegradowanego DNA wykorzystuje si¢ miniSTR-y,
dla ktorych uzyskujemy zredukowane rozmiarowo amplikony. Tetranukleotydowe
powtorzenia sg najpopularniejszymi markerami, ktorymi zajmuje si¢ genetyka sadowa.

Istnieje az 256 mozliwych kombinacji 4 zasad azotowych w tych powtdrzeniach [9].

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu oznaczany skrotem SNP (ang. single
nucleotide polymorphism) jest to zmiana pojedynczego nukleotydu w sekwencji DNA
powstata na skutek mutacji. SNP-y sa wynikami bledow replikacji DNA podczas
mejozy. To zjawisko jest do§¢ powszechne w ludzkim DNA, SNP-y mozna je znalez¢
w regionach kodujacych oraz niekodujacych. Cze$¢ z nich koduje informacje
genetyczng decydujacg o fenotypie, np. o kolorze oczu, wlosow, skoéry. Produkty reakcji
PCR regionéw SNP mogg stanowi¢ nawet ponizej 100 par zasad, dzigki temu sg one
bardziej oporne na degradacje [10]. Nie obserwujemy produktow typu ,.stutter”, tj.
amplikondéw, ktére sg zazwyczaj o jedno powtorzenie krotsze od prawdziwego allela
1 utrudniajg interpretacjec wynikow analizy [11]. Mozliwe sa rowniez badania
okreslajace pochodzenie osoby z okreslonej populacji i regionu na podstawie zestawu
markeréw typu SNP. Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow sa glownie bialleliczne,
co oznacza w praktyce wystepowanie dwdoch mozliwych alleli oraz trzech mozliwych
genotypow (dwie homozygoty oraz jedna heterozygota). Probleméw moze nastrgczad
interpretacja zanieczyszczonego DNA. SNP-y sg znacznie mniej informatywne od STR-
ow, dlatego tez wymagana jest analiza znacznie wigkszej ich liczby aby uzyskaé
porownywalng warto$¢ dowodows. Profil DNA odpowiadajacy wartosci dowodowej
13-15 STR-0w uzyskujemy w zakresie 25-45 SNP-ow. Mutacje wystgpuja w tych
polimorfizmach znacznie rzadziej niz w STR-ach, tj., 1 raz na ok. 100 000 000. Badania

SNP staly sie¢ przedmiotem zainteresowan wielu naukowcow, kilkadziesigt milionow



odkrytych polimorfizmoéw zostalo juz opisanych i znalazto si¢ w bazach danych [12].
Tym niemniej analiza SNP-6w jest bardziej czasochlonna i kosztowniejsza niz analiza

STR-6w [10].

Polimorfizmy typu Copy Number Variants (CNVs) nazywane roOwniez
polimorfizmami liczby kopii (ang. copy number polymorphisms) sa kolejna poznang
zmiennos$ciag w obregbie ludzkiego DNA. Polimorfizm ten moze powsta¢ w wyniku
inwersji, duplikacji, delecji badz nawet przeniesienia czg$ci informacji genetycznej do
innego regionu w genomie [13]. Polimorfizmy te zaprezentowano réwniez w sposob
graficzny na rycinie 1. Z regionami CNV zwigzane moga by¢ okreslone cechy
fenotypowe czy tez choroby na skutek wystgpienia duplikacji czy wigkszych delecji
[14]. CNV-y stanowig okoto 12% genomu czlowieka. Badania pokazujg, ze najczesciej
w genomie wystepuja mate delecje 1 duplikacje (ponizej 20 kb) [14]. Na rycinie 1
przedstawiono schemat polimorfizméw w zakresie zmiennej liczby kopi w genomie
(CNVs). Zaprezentowany jest tutaj model insercji (wstawienie dodatkowej sekwencji),
delecji  (usunigcie sekwencji), inwersji (przestawienie sekwencji), duplikacji
(powtorzenia sekwencji) oraz copy-number variant (wielokrotnego powtdrzenia danej

sekwencji obecnej w genomie podstawowym).

Genom podstawowy -
Insercja g
Delecja J
Duplikacja ! -

Copy-number variant -I

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy struktur¢ polimorfizméw w zakresie zmiennej

liczby kopi w genomie (CNVs).



CNV-y, ktére maja mate rozmiary oraz ich warianty w zakresie zmiennej liczby
kopii, ktore obejmuja tylko insercj¢ badz delecje nazywane sa polimorfizmami
insercyjno-delecyjnymi w skrocie InDel (Insertion Deletion Polymorphism) czy tez DIP
(Deletion Insertion Polymorphism).

1.3 Badania w zakresie markerow insercyjno-delecyjnych

Polimorfizmy genetyczne, w tym réwniez polimorfizmy insercyjno-delecyjne moga
by¢ wykorzystywane do badania pokrewienstwa, w tym ojcostwa, badania os6b
zaginionych, identyfikacji szczatkow o0sob zmartych (ofiar pozarow, eksplozji,
wypadkéw drogowych, katastrof naturalnych oraz spowodowanych dziataniem

czlowieka) [7, 15-18].

Juz z pojedynczej komorki mozliwa jest identyfikacja DNA ludzkiego, a pigtnascie
komorek wystarczy, aby uzyskac¢ dobrej jakosci profil genetyczny w standardowych
warunkach. Materiat do badan stanowig komorki, ktore zawierajg ludzkie DNA: krew,
wlosy, fragmenty tkanek (np. naskorek), ptyny z jam ciata, wydzieliny ($lina, nasienie)

oraz wydaliny (mocz, kat).

Polimorfizmy genetyczne mozna roéwniez wykryé w materiale, ktory ulegt juz
znacznemu rozktadowi (kosci, zgby, zaparafinowane tkanki). Mozliwa jest identyfikacja
osoby w oparciu o badanie produktéw codziennego uzytku: szczoteczki do zebow,
szminki badz niedopatkéw papierosow. W badaniach genetyczno-sagdowych pomocne
sg roOwniez badania DNA ro$lin i zwierzat, ktore mogg by¢ przydatne w powigzaniu

sprawcy z ofiarg czy tez miejscem zdarzenia kryminalnego [16, 18-21].

Kolejnym zastosowaniem analizy zmiennosci jest identyfikacja pochodzenia
biogeograficznego, poniewaz okre§lone populacje wykazuja podobng dystrybucje

okreslonych zestawow cech DNA [7, 15-18].

1.4 Badania w zakresie markeréw insercyjno-delecyjnych

Polimorfizmy insercyjno-delecyjne nazywane inaczej InDel badz DIP sa
polimorfizmami, w ktorych dana sekwencja jest wstawiana albo wycinana. W genomie
czlowieka stanowig one okoto 15-20% wszystkich do tej pory odkrytych

polimorfizméw. Okolo 36% znajduje si¢ w egzonach, promotorach i intronach genow.



Istnieje kilka podziatow polimorfizmow insercyjno-delecyjnych: insercje/delecje
pojedynczej pary zasad, monomeryczne rozbudowane pary zasad, sktadajace si¢ z 2-15
powtdrzen par zasad, insercje transpozondéw, zawarcie roznych sekwencji DNA w
przedziale 2-29989 dhlugosci par zasad. Znakomita cze$¢ polimorfizméw nalezy do
ostatniej klasy, przy czym prawie wszystkie (99%) zawieraja sekwencje insercyjno-
delecyjne ponizej 100 par zasad. Genetyka sgdowa wykorzystuje polimorfizmy, ktorych
dhugos¢ wynosi do 160 par zasad, a element delecyjno/insercyjny stanowi od 4 do 22
par zasad [22].

Insercje/delecje pojedynczej pary zasad stanowig blisko 30% wszystkich
polimorfizméw [22]. Potozenie InDel jest wyznaczone przez numer HLD (human locus
deletion/ insertion polymorphism), ktory koreluje z numerem RefSNP (rs) [22, 23].
Istotnym aspektem w identyfikacji genomu ludzkiego jest wybor odpowiednich
markerow. Do badan wykorzystywane sg polimorfizmy bialleliczne oddalone od siebie
0 przynajmniej 10 Mbp (100 000 000 bp), z odpowiednig sitg wykluczenia, niekodujace
[17]. Cechami pozwalajacymi stosowa¢ je w badaniach sg zmniejszone rozmiary
amplikondéw, dzigki czemu moga by¢ analizowane probki ze zdegradowanym
materiatem, prosta analiza dzigki wykorzystaniu techniki PCR oraz detekcji przy
pomocy elektroforezy kapilarnej [17,24]. Kolejng zaleta tych polimorfizmow jest to, ze
jest mozliwo$¢ wykrycia wielu z nich jednoczes$nie (multiplex) oraz majg niski
wspolezynnik mutacji (<2x10°) [7]. Dzigki temu doskonale najada sie do badan z
dziedziny genetyki sagdowej. Ilo$¢ etapow analizy, jakie trzeba przej$¢, aby otrzymac
wynik jest niewielka, a koszt badan stosunkowo maty [17]. W otrzymanym wyniku nie
ma mikrowariantow oraz produktow PCR typu ,,stutter” [25]. Pelny profil genetyczny
mozliwy jest do uzyskania przy ilosci 63 pg DNA, natomiast optymalna ilo§¢ DNA
stanowi 0,2-0,5 ng [21]. W tabeli 1 przedstawiono parametry 30 polimorfizméw
insercyjno-delecyjnych w tym: numer w zestawie, chromosom, polozenie w
chromosomie, motyw insercyjny/delecyjny, numer dbSNP. Polimorfizmy insercyjno-
delecyjne maja rowniez wady: nie wszystkie sg informatywne dla populacji,
zanieczyszczenie probki i zbyt duza ilos¢ DNA, tj. powyzej 1 ng moze spowodowaé

trudnosci w analizie, a tym samym generowac btedny wynik [18, 26].
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Kit No. Chromosom potozenie dbSNP identifier Polozenie w chr. | Motyw

HLD77 7 110,727,223 rs1611048 7931.1 TAAG

HLD45 2 169,898,519 rs2307959 2g31.1 CACG
HLD131 7 154,035,495 rs1611001 7936.2 TGGGCTTATT
HLD70 6 97,564,842 rs2307652 6016.1 AGCA
HLD111 17 16,025,713 rs1305047 17pl11.2 CACA

HLD6 16 54,249,331 rs1610905 16q13 GCAGGACTGGGCACC
HLD58 5 76,780,823 rs1610937 5q14.1 AGGA

HLD56 4 108,109,222 rs2308292 4925 TAAGT
HLD118 20 25,226,470 rs16438 20p11.1 CCCCA

HLD92 11 101,984,628 rs17174476 11g22.2 GTTT

HLD93 12 93,200,037 rs2307570 12922 ACTTT

HLD99 14 57,119,834 rs2308163 14923.1 TGAT

HLD88 9 98,037,732 rs8190570 9922.32 CCACACAAAGA
HLD101 15 87,665,320 rs2307433 15026.1 GTAG

HLD67 5 155,594,834 rs1305056 5033.2 CTACTGAC
HLD136 22 35,739,831 rs16363 22q13.1 TGTTT
HLD133 8 41,111,225 rs2067235 3p22.1 CAACCTGGATT
HLD97 13 30,226,384 rs17238892 13g12.3 AGAGAAAGCTGAAG
HLD40 1 54,490,780 rs2307956 1p32.3 GGGACAGGTGGCCACTAGGAGA
HLD128 1 193,144,970 rs2307924 1031.3 ATTAAATA
HLD39 1 92,010,480 rs17878444 1p22.1 CCTAAACAAAAATGGGAT
HLD84 8 120,016,982 rs3081400 8024.12 CTTC

HLD83 8 19,134,059 rs2308072 8p22 AAGG
HLD114 17 3,916,882 rs2307581 17p13.3 TCCTATTCTACTCTGAAT
HLD48 2 99,447,993 rs28369942 2911.2 GACTT
HLD124 22 34,031,900 rs6481 22g12.3 GTGGA
HLD122 21 33,582,626 rs8177524 21922.11 GAAGTCTGAGG
HLD125 22 24,080,816 rs16388 22g11.23 ATTGCC

HLD64 5 66,250,256 rs1610935 5012.3 GACAAA

HLD81 7 94,885,086 rs17879936 7921.3 GTAAGCATTGT

Tabela 1. Charakterystyka wykorzystanych w pracy polimorfizmoéw insercyjno-

delecyjnych opracowana na podstawie [30]

Markery InDel moga stanowi¢ uzupetniajaca metode oznaczen do polimorfizmow
STR, szczegodlnie, gdy konieczne jest poszerzenie zakresu badan lub mamy do

czynienia z niskoczasteczkowym DNA [27].

Do badania polimorfizméw insercyjno-delecyjnych wykorzystywany jest w zakresie
genetyki sadowej m. in. zestaw Investigator DIPplex (Qiagen, Niemcy). Ten zestaw

pozwala jednoczesnie analizowa¢ 30 biallelicznych markeréw typu InDel
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rozmieszczonych na ponad 19 autosomach oraz amelogening - gen, ktéry ma

zastosowanie w identyfikacji pici.

2 Cele pracy

Celem pracy jest analiza populacyjna oraz ocena przydatnosci zestawu Investigator
DIPplex (Qiagen) zawierajacego 30 loci typu InDel: HLD6, HLD39, HLD40, HLDA45,
HLDA48, HLD56, HLD58, HLD64, HLD67, HLD70, HLD77, HLD81, HLD83, HLD84,
HLD88, HLD92, HLD93, HLD97, HLD99, HLD101, HLD111, HLD114, HLD118,
HLD122, HLD124, HLD125, HLD128, HLD131, HLD133, HLD136 w badaniach
genetyczno-sagdowych w centralnej Polsce. Poszczegolnymi sktadowymi pozwalajagcymi

zrealizowaé wyzej wymieniony cel s3:

I. Analiza rozktadow alleli w pelnym zakresie markerow zastawu Investigator DIPplex

oraz porownanie otrzymanych wynikow z innymi populacjami Polski, Europy i $wiata.

II. Analiza miedzypopulacyjna oparta na genetycznym oszacowaniu stopnia
pokrewienstwa genetycznego pomiedzy populacja centralnej Polski a innymi

populacjami z catego §wiata.

III. Ocena przydatnos$ci do badan 1 wartosci dowodowej poszczegdInych markeréw oraz
calego multipleksu w oparciu o wyliczone parametry statystyczne oraz ocena

wspotczynnika wsobnosci.

IV. Weryfikacja praktycznej przydatnosci zestawu Investigator DIPplex w oparciu o
analiz¢ spraw dochodzenia ojcostwa przeprowadzanych w Pracowni GenetyKi
Medycznej 1 Sadowej z podzialem na ekspertyzy wykluczajace i1 potwierdzajace

ojcostwo.

3 Material i metodyka

3.1 Material

Materiat badawczy stanowily wymazy z wewnetrzne] strony policzka. Zostal on
pobrany od 80 niespokrewnionych oso6b, w tym od 38 kobiet i 42 mezczyzn,

urodzonych w wojewodztwie 1o6dzkim centralnej Polski, uczestniczacych w 43
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sprawach spornego ojcostwa, przeprowadzonych w Pracowni Genetyki Medycznej
i Sadowej Zakladu Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Na
wykorzystanie probek DNA w postaci wymazow do przedmiotowych analiz uzyskano
zgode badanych, badz w przypadku oséb niepelnoletnich zgode ich opiekunéw
prawnych. Na wykorzystanie wyzej wymienionych materiatdbw do analizy i zestawien
biostatystycznych uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy UM w Lodzi nr
RNN/294/16KE z dnia 06.12.2016r.

3.2 Metodyka badan

Material genetyczny w postaci komorek nablonka z wewnetrznej strony jamy ustnej
uzyskano pobierajagc na jalowe wymazowki. Nastepnie do czasu izolacji materiat
zabezpieczono w temperaturze -20°C. Czyste DNA do analiz uzyskano dzigki izolacji
metodg kolumienkowg z wykorzystaniem zl6z w postaci membran jonowymiennych
z zestawu Sherlock AX, zgodnie z instrukcjg producenta (A&A Biotechnology, Polska)
[28].

Oceng jakosciowg 1 ilosciowg wyizolowanego DNA dokonano za pomoca zestawu
do reakgji real-time PCR - PowerQuant™ System firmy Promega zgodnie z protokotem

producenta [29].

Multipleksowa reakcja tancuchowej polimerazy zostala przeprowadzona
w termocyklerze GeneAmp PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
przy uzyciu zestawu Investigator DIPplex firmy Qiagen. Catkowita ilo$¢ mieszaniny
amplifikacyjnej stanowita 25 ul, przy czym zawierala 0,2-0,5 ng matrycowego
badanego DNA oraz mieszanine starterow specyficznych dla 30 loci autosomalnych:
HLD6, HLD39, HLD40, HLDA45, HLD48, HLD56, HLD58, HLD64, HLD67, HLD70,
HLD77, HLD81, HLD83, HLD84, HLD88, HLD92, HLD93, HLD97, HLD99,
HLD101, HLD111, HLD114, HLD118, HLD122, HLD124, HLD125, HLD128,
HLD131, HLD133, HLD136 oraz genu odpowiedzialnego za identyfikacj¢ pfci-
amelogeniny (AMG). Cala procedura zostala przeprowadzona zgodnie z zaleceniem

producenta [30].

Detekcja polimorfizméw insercyjno-delecyjnych zostala przeprowadzona przy
pomocy elektroforezy kapilarnej oraz detekcji pieciokolorowej fluorescencyjnej w
sekwenatorze 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, USA) w odniesieniu

do wzorca wielkosci BTO (BTS) i wzorca alleli DNA (Allelic Ladder) dostarczonych
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przez producenta. Analiza DNA odbyta si¢ przy uzyciu oprogramowania GeneMapper
ID-X wersja v.1.2 (Thermo Fisher Scientific, USA) [30]. W celu potwierdzenia
prawidlowo wykonanego badania, analiz¢ przeprowadzano w obecnosci kontroli
ujemnej oraz dodatniej zgodnie z zaleceniami Komisji Miedzynarodowego

Towarzystwa Genetyki Sagdowej (ISFG) [31-33].

3.3 Analiza statystyczna polimorfizmow insercyjno-delecyjnych

Prawo Hardy’ego i Weinberga stuzy do oceny pomigdzy uzyskanym rozkladem
genotypow a rozktadem alleli. Jezeli obserwowana czgsto$¢ genotypow jest zblizona do
oczekiwanej czesto$ci genotypéw wyliczonej na podstawie obserwowanej czestosci
alleli to populacja znajduje si¢ w stanie rownowagi Hardy’ego i Weinberga. Stan
rownowagi jest charakterystyczny dla populacji o duzej liczebnosci, w ktorej nastgpuje
kojarzenie losowe oraz nie zachodzg mutacje [34, 35]. Gdy dwa allele oznaczymy jako
B ib, aich czestos¢ fz i f, to otrzymamy trzy mozliwe genotypy: BB, Bb, bb. Przy

takich zatozeniach w populacji w stanie rownowagi sg nastepujace zalozenia:
fo+fr=1 (fg + fp)? = fg® + 2 fafy + 2

Oprogramowanie GDA wykorzystano do oceny stanu réwnowagi Hardy’ego i
Weinberga z wykorzystaniem doktadnego testu Fishera. Wyniki dokfadnego testu
Fishera z pordéwnania rozkladow oczekiwanego 1 obserwowanego genotypoéw
generujagce poziom prawdopodobienstwa p>0,05 moéwig 0 braku statystycznie
zmiennych réznic pomiedzy powyzszymi rozktadami w populacji badanej. Gdy poziom
prawdopodobienstwa wynosi p<0,05, to wskazuje on na odstepstwa od rownowagi
Hardy’ego i Weinberga [36, 37]. Zastosowanie poprawki Bonferroniego przy
wielokrotnych  poréwnaniach  modyfikuje poziom istotnosci lub  wartos¢

prawdopodobienstwa [38].

Wskaznik wsobno$ci (inbredu) oznaczany symbolem ¢ (theta) wskazuje na
okreslong ilo$¢ wspodlnych przodkow w populacji. Mozna go obliczy¢ korzystajac
z heterozygotycznosci obserwowanej 1 oczekiwanej. Przedzial jego wartosci znajduje
si¢ w granicach od -1 do 1. Wartosci dodatnie wskazuja na wystepowanie w populacji
przewagi homozygot co moze $wiadczy¢é o wystgpowaniu subpopulacji. Wartosci
ujemne moéwia o nadmiarze heterozygot, ktore moga by¢é spowodowane
wystepowaniem rzadkich alleli. Warto$¢ 0 oznacza rownowage Hardy’ego i Weinberga
[39, 40].
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Do analizy parametrow uzytecznos$ci markerow uzyskanych zestawem Investigator
DIPplex wykorzystano oprogramowania biostatystyczne: PowerMarker wersja v. 3.25
[41], GDA (Genetic Data Analysis) wersja v. 1.0 [37, 42] i arkusz Power Stats wersja
v.1.2 [43]. Obliczono nastgpujace parametry przydatnosci:

v' Liczba alleli- Allele No. (ang. Allele Number)

v' Czestos¢ glownego allela- MAF (ang. Major Allele Frequency)

v Heterozygotyczno$¢- HET (ang. Heterozygosity), ktora odpowiada
heterozygotycznosci obserwowanej- HET gps

v' Zmienno$¢ genowa- GD (ang. Gene Diversity)

v" Prawdopodobienstwo zgodnosci- MP (ang. Matching Probability), tj.
prawdopodobienstwo powtorzenia si¢ profilu DNA w populacji.

v' Sila  dyskryminacji- PD (ang. Power of Discrimination), tj.
prawdopodobienstwo, ze dwie losowo wybrane osoby z populacji nie begda
miaty takiego samego profilu DNA.

v' Sila wykluczenia- PE (ang. Power of Exclusion)

<

Typowy indeks ojcostwa- TPI (ang. Typical Paternity Index)
v' Wskaznik informacji o polimorfizmie- PIC (ang. Polymorphism Information
Content)

Przeprowadzono takze analiz¢ dystansow genetycznych poroéwnujagc badang
populacje centralnej Polski z wybranymi populacjami Europy i1 $wiata. Macierz
odleglo$ci genetycznych opracowano zgodnie z algorytmem podanym przez Reynolds i
wsp. [40] w programie Power Marker wersji v. 3.25 [41]. Kolejnym etapem byto
zobrazowanie dystansow opartych o uzyskang matryce w programie GDA wersja v.1.0
[37] korzystajac z programu TreeView [44]. Otrzymane rozklady alleli populacji
centralnej Polski poréwnano z rozkladami populacji Europy i §wiata, aby tego dokonaé
skonstruowano radialne drzewo dystanséw genetycznych. Dodatkowo dla lepszego
zwizualizowania odlegloSci pomiedzy poszczegdlnymi populacjami wykonano

skalowanie wielowymiarowe w programie STATISTICA wersja v.12.5 [45].
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4 Wyniki badan

4.1 Analiza populacyjna i por0wnawcza

Rozktady uzyskane od 80 niespokrewnionych oséb obu pici urodzonych na terenie
wojewodztwa todzkiego Polski Centralnej postuzyly do wykonania badania
populacyjnego rozktadu 30 markeréw InDel wchodzacych w sktad multipleksu
Investigator DIPplex firmy Qiagen. Kolejnym etapem analizy bylo pordéwnanie z
innymi  wybranymi populacjami Europy i $wiata. Na rycinie 2 pokazany jest
przyktadowy profil DNA jednej z badanych oso6b. Uzyskany on zostal w odniesieniu do
wzorca InDel przedstawionego na rycinie 3.

[D111+]  [De+] [Dss+] [Ds6+]

78 91 104 117 130

24000
16000
8000
: A

143

D118+ |[D92- D93+ D99+ | |Dss- D88+| |[D1o1+
91 104 117 130 143
18000+
12000 I
SOOOI
(o]
[Dag+] [D114+] [D124+][D122-] [D125+] [D6a+]

130 143

91 104 117
6900
4600
2300
ol 4 1 V.
D39-| D40+ D84+

[D136+] [D133-] [D97-] [Dao-[po7+ |
D128-

Rycina 2. Wyniki badan polimorfizmu insercyjno-delecyjnego w zakresie 30 uktadow
wchodzacych w skfad multipleksu Investigator DIPplex (Qiagen) znakowanych

czterema barwnikami fluorescencyjnymi uzyskane dla przyktadowego me¢zczyzny.
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Rycina 3. Wzorzec polimorfizméw insercyjno-delecyjnych w obrebie 30 markerow
autosomalnego DNA oraz genu amelogeniny z zestawu Investigator DIPplex (Qiagen)

znakowany czterema barwnikami fluorescencyjnymi.

Na rycinie 4 zaprezentowano cz¢stos¢ markerow insercyjno-delecyjnych w populacji
regionu todzkiego reprezentowanej przez 80 niespokrewnionych osob. Populacje
centralnej Polski, stanowiacg jedng z najbardziej jednolitych populacji rasy kaukaskiej
w Europie, poréwnano z innymi populacjami Europy, dla ktorych byly dostgpne dane
obejmujace komplet 30 markerow InDel wchodzacych w sktad zastawu Investigator
DIPplex, tj.: Polski, Danii, Niemiec, Litwy, Finlandii, Stowenii, Czech, Portugalii,
potnocno-wschodnich  Wioch, Turcji, Hiszpanii (w tym rowniez populacji kraju
Baskow), Iraku, Ameryki Potnocnej (populacja Afroamerykanow), Urugwaju, Brazylii,
Somalii, Tajwanu, Potudniowej Korei, Tybetu, Chin, oraz Wegier (jedynie dla tej
ostatniej populacji brakuje danych dla uktadow HLD6, HLD136) [7, 16, 17, 23, 25, 26,
27, 46-55].
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Czestosc 30 markerow InDel

Delecja
M Insercja

Rycina 4. Czestos¢ wystepowania insercji/delecji 30 markerow InDel multipleksu Investigator DIPplex w probie populacyjnej liczacej 80

niespokrewnionych 0sob z badanego regionu t6dzkiego Polski Centralne;j
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Marker PL-tODZ | POLSKA
POZ. PISM. - 46
Liczba os. INS (2) 80 122
HLD77 0,5750 0,5779
HLD45 0,5625 0,5328
HLD131 0,5500 0,6189
HLD70 0,5563 0,5000
HLD6 0,5625 0,5492

HLD111 0,5563 0,5246
HLD58 0,6000 0,4262
HLD56 0,6625 0,6680
HLD118 0,5250 0,4098
HLD92 0,4000 0,4180
HLD93 0,5563 0,5369
HLD99 0,5688 0,5943
HLD88 0,3938 0,4303
HLD101 0,4688 0,5820
HLD67 0,6188 0,6066
HLD83 0,5125 0,4713
HLD114 0,3813 0,3115
HLD48 0,6188 0,5615
HLD124 0,6375 0,6393
HLD122 0,4500 0,4549
HLD125 0,4938 0,4221
HLD64 0,5188 0,5369
HLD81 0,3313 0,4426
HLD136 0,3938 0,4672
HLD133 0,6250 0,5123
HLD97 0,5750 0,4959
HLD40 0,4250 0,5041
HLD128 0,5188 0,4549
HLD39 0,3625 0,4180
HLD84 0,5375 0,5369

PORTUGALIA| LITWA |StOWENIA | FINLANDIA | WLOCHY | AFRO-USA
7 48 48 55 49 17
108 110 157 151 200 260
0,4444 0,5909 0,6019 0,5331 0,4425 0,3788
0,5463 0,5273 0,5478 0,5132 0,4975 0,4154
0,5602 0,6000 0,5828 0,5662 0,5825 0,7654
0,5509 0,5045 0,5382 0,5132 0,5450 0,8712
0,4583 0,5864 0,5127 0,5795 0,4775 0,4038
0,5602 0,5364 0,5478 0,5331 0,5825 0,3750
0,4769 0,5909 0,5573 0,5199 0,4875 0,1673
0,7269 0,6455 0,6274 0,6159 0,6350 0,5404
0,3981 0,4682 0,4586 0,3609 0,4375 0,2942
0,4583 0,4045 0,3981 0,4139 0,4600 0,3038
0,4769 0,4591 0,5255 0,6093 0,5450 0,4923
0,5741 0,6409 0,5764 0,7417 0,5450 0,6058
0,5000 0,5091 0,4172 0,4801 0,5250 0,6750
0,4630 0,5364 0,4618 0,5331 0,4025 0,7673
0,6296 0,6136 0,5860 0,5993 0,5775 0,6904
0,5139 0,3773 0,4650 0,5199 0,5075 0,6077
0,4213 0,4045 0,3599 0,3940 0,4100 0,7750
0,5926 0,5818 0,5446 0,7086 0,5350 0,7212
0,5833 0,6955 0,6561 0,5530 0,6900 0,2212
0,3750 0,4182 0,4745 0,4934 0,5000 0,3635
0,5417 0,4909 0,5191 0,5066 0,4125 0,2788
0,5463 0,5000 0,5605 0,6126 0,6025 0,7769
0,3935 0,4091 0,4554 0,5960 0,4300 0,5192
0,5463 0,5045 0,4936 0,4834 0,5200 0,7788
0,5278 0,5682 0,5223 0,5828 0,5425 0,3154
0,4907 0,5773 0,5000 0,4735 0,5025 0,4096
0,5231 0,4318 0,4650 0,3576 0,5175 0,7000
0,4074 0,5045 0,4968 0,5927 0,4425 0,6577
0,3935 0,3773 0,3694 0,3146 0,3875 0,5596
0,6713 0,5000 0,5541 0,5232 0,5225 0,6115

SOMALIA

NIEMCY

PD KOREA CHINY1 | CHINY2 HISZPANIA
52 27 53 25
373 210 236 71
0,4611 0,4952 | 0,4640 0,4014
0,5898 0,5786 | 0,6525 0,5352
0,3606 0,3357 | 0,3347 0,5000
0,6340 0,5857 | 0,5636 0,6127
0,4316 0,4690 | 0,4682 0,5070
0,0724 0,0929 | 0,0911 0,5000
0,3324 0,3381 0,4025 0,5423
0,5282 0,5286 | 0,5508 0,7535
0,9504 0,9143 | 0,9555 0,4155
0,4209 0,4714 | 0,4555 0,4859
0,6059 0,6024 | 0,5593 0,5070
0,9142 0,8762 | 0,8644 0,5986
0,5080 0,5524 | 0,5530 0,4225
0,4330 0,4976 | 0,4661 0,5141
0,6823 0,6595 | 0,7542 0,6268
0,3968 0,3810 | 0,3814 0,5915
0,2869 0,3119 | 0,2352 0,4859
0,3767 0,4024 | 0,4428 0,5563
0,5563 0,5833 | 0,5826 0,6479
0,2627 0,2738 | 0,2331 0,4014
0,3552 0,3833 | 0,3517 0,4648
0,8552 0,7976 | 0,8602 0,5986
0,8727 0,8810 | 0,8305 0,4225
0,5818 0,5738 | 0,5275 0,5563
0,3753 0,3667 | 0,3623 0,6268
0,3298 0,3262 | 0,3390 0,5211
0,6260 0,6905 | 0,6737 0,4085
0,3472 0,2905 | 0,3496 0,4507
0,1273 0,1286 | 0,1165 0,4014
0,7560 0,7167 | 0,7606 0,6056

Tabela 2. Zestawienie czestosci wystgpowania insercji dla 30 markerow InDel multipleksu Investigator DIPplex w 22 populacjach

niespokrewnionych osob z badanego regionu t6dzkiego Polski Centralnej [7,16,17,23,25,27,46-53,55].
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4.2 Analiza parametréw i przydatnosci

Rozktad cech genetycznych w probie populacyjnej 80 niespokrewnionych osob
regionu 1odzkiego postuzyt do obliczen biostatystycznych, ktore skladaja si¢ na
charakterystyke badanej populacji, w tym réwniez wartosci prawdopodobienstwa do
oceny rownowagi Hardy’ego i Weinberga, wspotczynnika wsobno$ci oraz parametrow
przydatnosci kazdego z badanych 30 markerow. Zestawienie obliczonych parametrow

pokazuje tabela 3.

Locus HLD77 HLD45 | HLD131 | HLD70 HLD6 HLD111 | HLDS58 HLD56 | HLD118 | HLD92 Locus
MAF 0,5750 0,5625 0,5500 0,5563 0,5625 0,5563 0,6000 0,6625 0,5250 0,6000 MAF
HET 0,4500 0,5250 0,5000 0,5375 0,5000 0,5375 0,4500 0,5250 0,6000 0,4750 HET

GD 0,4888 0,4922 0,4950 0,4937 0,4800 0,4472 0,4988 0,4800 0,4937 0,4905 GD
MP 0,3650 0,3960 0,3800 0,4020 0,3830 0,4020 0,3740 0,4410 0,4410 0,3830 MP
PD 0,3950 0,3190 0,2580 0,4640 0,3820 0,4610 0,2610 0,5060 0,4160 0,4250 PD
PE 0,3530 0,2830 0,3950 0,5260 0,4160 0,4500 0,4730 0,4980 0,2390 0,4270 PE

TPI 0,9100 1,0500 1,0000 1,0800 1,0000 1,0800 0,9100 1,0500 1,2500 0,9500 TPI
PIC 0,3693 0,3711 0,3725 0,3718 0,3711 0,3718 0,3648 0,3472 0,3744 0,3648 PIC
() 0,0855 | -0,0604 | -0,0038 | -0,0825 | -0,0096 | -0,0825 ( 0,0688 | -0,1679 | -0,1970 | 0,0167 (]

HWE 0,3787 0,6548 1,0000 0,4863 1,0000 0,4978 0,4863 0,2281 0,1164 0,8158 HWE
Locus HLD93 HLD99 HLD88 | HLD101 | HLD67 HLD83 | HLD114 | HLD48 | HLD124 | HLD122 | Locus
MAF 0,5563 0,5688 0,6063 0,5313 0,6188 0,5125 0,6188 0,6188 0,6375 0,5500 MAF
HET 0,5125 0,5375 0,4875 0,5875 0,4875 0,5250 0,4375 0,4875 0,4250 0,4750 HET
GD 0,4937 0,4905 0,4774 0,4980 0,4718 0,4997 0,4718 0,4718 0,4622 0,4950 GD
MP 0,3880 0,4050 0,3920 0,4320 0,3970 0,3890 0,3780 0,3970 0,3840 0,3680 MP
PD 0,3310 0,4870 0,4010 0,2190 0,2520 0,1240 0,2580 0,4640 0,3820 0,4610 PD
PE 0,4050 0,7180 0,2730 0,5000 0,2910 0,3530 0,2830 0,3950 0,5260 0,4160 PE

TPI 1,0300 1,0800 0,9800 1,2100 0,9800 1,0500 0,8900 0,9800 0,8700 0,9500 TPI
PIC 0,3718 0,3702 0,3635 0,3740 0,3605 0,3748 0,3605 0,3605 0,3554 0,3725 PIC
() -0,0319 | -0,0895 | -0,0148 [ -0,1735 | -0,0270 ( -0,0444 | 0,0789 | -0,0270 | 0,0867 0,0467 P

HWE 0,8223 0,5001 1,0000 0,1203 0,8206 0,8175 0,3380 0,8199 0,4838 0,8222 HWE

Locus | HLD125 | HLD64 HLD81 | HLD136 | HLD133 | HLD97 HLD40 | HLD128 | HLD39 HLD84 Locus
MAF 0,5063 0,6188 0,6688 0,6063 0,6250 0,5750 0,5750 0,5188 0,6375 0,5375 MAF
HET 0,5875 0,5375 0,3625 0,4875 0,5250 0,4250 0,5500 0,5375 0,4500 0,5250 HET
GD 0,4999 0,4993 0,4430 0,4774 0,4688 0,4888 0,4888 0,4993 0,4622 0,4972 GD
MP 0,4300 0,3970 0,3920 0,3920 0,4200 0,3570 0,4150 0,3970 0,3920 0,3910 MP
PD 0,2610 0,5060 0,4160 0,4250 0,3310 0,4870 0,4010 0,2190 0,2520 0,1240 PD
PE 0,4500 0,4730 0,4980 0,2390 0,4270 0,4050 0,7180 0,2730 0,5000 0,2910 PE

TPI 1,2100 1,0800 0,7800 0,9800 1,0500 0,8700 1,1100 1,0800 0,9100 1,0500 TPI
PIC 0,3750 0,3746 0,3449 0,3635 0,3589 0,3693 0,3693 0,3746 0,3554 0,3736 PIC
[ -0,1691 | -0,0703 | 0,1879 | -0,0148 | -0,1138 ( 0,1366 | -0,1191 | -0,0703 | 0,0327 | -0,0497 ()

HWE 0,1775 0,649 | 0,1255 | 1,0000 | 0,2347 | 0,2573 | 0,3635 | 0,6616 | 0,8093 | 0,6556 HWE
MAF-major allele frequency, HET-observed heterozygosity, GD-gene diversity, MP-matching probability,
PD-power of discrimination, PE-power of exclusion, TPI- typical paternity index,
PIC-polymorphism information content, @-coancestry coefficient, HWE-Hardy and Weinberg equilibrium -
probability values of the exact test based on the 2300 shufflings.
The combined values of the 30 loci: MP= 8,19x10™*?, PD= 0.99999999999918
PE= 0.99846024255029. The average value of @=-0,0304
*Statistically not significant after Bonferroni's correction adjusted to multiple testing
(0,05/30=0.0024 as an acceptable significance level)

Tabela 3. Parametry biostatystyczne oraz analiza réwnowagi Hardy’ego i Weinberga
dla 30 markerow InDel zestawu Investigator DIPplex ujawnione na podstawie analizy

prob pochodzacych od 80 niespokrewnionych osob z Polski Centralnej.
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Wartos$ci heterozygotycznosci z populacji regionu t6dzkiego poréwnano z warto§ciami
heterozygotycznosci obserwowanymi w innych populacjach: Polski [46], Danii [16],
Niemiec [47], Litwy [48], Stowenii [48], Wegier [54], Czech [26], Portugalii [7], Wtoch
[49], Iraku [48], Turcji [48], Hiszpanii [25], Finlandii [55], Ameryki Po6inocnej
(populacja Afroamerykanow) [17], Urugwaju [50], Brazylii [51], Somalii [55], Tajwanu
[46], Korei Poludniowej [52], Tybetu [27] oraz Chin [53]. Analiz¢ poréwnawcza
zestawiono na rycinach 5- 13.
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Ryciny 5-7. Poréwnanie wartosci heterozygotycznosci uzyskanych dla markeréw
zestawu Investigator DIPplex w badanej populacji regionu t6dzkiego z innymi

populacjami Polski i §wiata
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Ryciny 8-10. Poréwnanie wartos$ci heterozygotycznosci uzyskanych dla markeréw

zestawu Investigator DIPplex w badanej populacji regionu t6dzkiego z innymi

populacjami Polski i §wiata
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Ryciny 11-13. Poréwnanie wartos$ci heterozygotycznosci uzyskanych dla markeréw
zestawu Investigator DIPplex w badanej populacji regionu tdédzkiego z innymi

populacjami Polski i §wiata
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Na kolejnych rycinach 14-21 zestawiono ze sobg uzyskane parametry oceniajace silg
dyskryminacji (PD) w populacji regionu t6dzkiego oraz: Polski [46], Portugalii [7],
Finlandii [55], Wegier [54], Wloch [49], Czech [26], Niemiec [47], Hiszpanii [25],
kraju Baskow [25], Urugwaju [50], Brazylii [51], Somalii [55], Tajwanu [46], Korei
Potudniowej [52], Tybetu [27], Chin [53] oraz Turcji [48].
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Rycina 14-16. Porownanie warto$ci sity dyskryminacji (PD) uzyskanych dla markerow

zestawu Investigator DIPplex w populacji regionu t6dzkiego z innymi populacjami
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Rycina 17-19. Poréwnanie wartosci sity dyskryminacji (PD) uzyskanych dla markerow

zestawu Investigator DIPplex w populacji regionu t6dzkiego z innymi populacjami
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Na kolejnych rycinach 20-25 zestawiono ze sobg uzyskane wskaznik informacji o
polimorfizmie (PIC) w populacji regionu t6dzkiego oraz: Polski [46], Portugalii [7],
Finlandii [55], Wegier [54], Wioch [49], Czech [26], Niemiec [47], Hiszpanii [25],
kraju Baskow [25], Urugwaju [50], Somalii [55], Tajwanu [47], Korei Poludniowe;]
[52], Tybetu [27], Chin [53].
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Rycina 20-22. Porownanie wartosci wskaznika informacji o polimorfizmie (PIC)
uzyskanych dla markeréw zestawu Investigator DIPplex w populacji Polski z innymi

populacjami
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Rycina 23-25. Porownanie wartosci wskaznika informacji o polimorfizmie (PIC)
uzyskanych dla markeréw zestawu Investigator DIPplex w populacji Polski z innymi

populacjami.

Na nastepnych rycinach 26-31 zestawiono ze sobg uzyskane wartosci
prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci (MP) w populacji regionu 16dzkiego
oraz: Polski [46], Portugalii [7], Finlandii [55], Wegier [54], Wioch [49], Czech [26],
Niemiec [47], Hiszpanii [25], kraju Baskow [25], Urugwaju [50], Brazylii [51], Somalii
[55], Tajwanu [46], Korei Potudniowej [52], Tybetu [27], Chin [53].
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Rycina 26-28. Porownanie prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci (MP)

uzyskanych dla markeré6w zestawu Investigator DIPplex w populacji Polski z innymi

populacjami
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Rycina 29-31. Porownanie warto$ci prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci

(MP) uzyskanych dla markeréw zestawu Investigator DIPplex w populacji

innymi populacjami

Polski z

Na kolejnych rycinach 32-34 zestawiono ze sobg uzyskane wartosci sity wykluczenia

(PE) w populacji regionu t6dzkiego oraz: Polski [46], Portugalii [7], Finlandii [55],
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Wioch [49], Hiszpanii [25], kraju Baskow [25], Urugwaju [50], Brazylii [51], Somalii
[55], Tajwanu [46], Korei Potudniowej [52] oraz Chin [53].
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Rycina 32-34. Zestawienie wartosci sity wykluczenia (PE) oceniajacej przydatnosc
badanych markeréw do badan ojcostwa w populacji Polski w zestawieniu z innymi

populacjami Europy i $wiata
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Na rycinach 35-37 porownano ze sobg uzyskane wartosci typowego indeksu

ojcostwa (TPI) w populacji regionu t6dzkiego oraz: Polski [46], Portugalii [7], Wtoch
[49], Brazylii [23], Tajwanu [46], Korei Poludniowej [52], Czech [26], Wioch [49] oraz

Chin [53].
18 Typowy indeks ojcostwa-TPI mtOD7 3
e B POLSKA
B PORTUGALIA
HTAJWAN
B PD KOREA
= CHINY
I CZECHY
B PD BRAZYLIA
B WEOCHY
HLD77 HLD45 HLD131 HLD70 HLD6 HLD111 HLD58 HLD56 HLD118 HLD92
18 Typowy indeks ojcostwa-TPI B 0D} 36
i'j | W POLSKA
1:2 | I I x B PORTUGALIA
10 B TAJWAN
08 | W PD KOREA
0,6 | M CHINY
04 | W CZECHY
02 - | MPDBRAZYLIA
0,0 ' | BWLOCHY
HLD93 HLD99 HLD88 HLD101 HLD67 HLD83 HLD114 HLD48 HLD124 HLD122
ig Typowy indeks ojcostwa-TPI mtOD7 37
1:5 H POLSKA
14 B PORTUGALIA
12 HTAJWAN
10 M PD KOREA
0.8
06 m CHINY
0.4 m CZECHY
0,2 B PD BRAZYLIA
0,0 B WEOCHY
HLD125 HLD64 HLD81 HLD136 HLD133 HLD97 HLD40 HLD128 HLD39 HLD84

Rycina 35-37. Zestawienie wartosci typowego indeksu ojcostwa (TPI) uzyskanych dla

30 markerow InDel zestawu Investigator Qiagen w populacji regionu Iodzkiego

z innymi populacjami Europy i $wiata

31



4.3 Analiza dystanséw i filogenezy

Z uzyskanych rozkladow czestosci alleli w populacji Polski Centralnej regionu
t6dzkiego w zakresie 30 polimorfizmoéw insercyjno-delecyjnych zestawu Investigator
DIPplex skonstruowano macierz, na podstawie, ktorej wyznaczono drzewo radialne
dystansow genetycznych z zastosowaniem metody przylgczania sgsiadow - NJ (ang.
Neighbour-Joining). Skonstruowane drzewo radialne przedstawiono na rycinie 38.
Panstwa uzyte do analizy pordwnawczej to: Polska, Dania, Czechy, Niemcy, Litwa,
Finlandia, Stowenia, Czechy, Portugalia, pdtnocno-wschodniej czesci Wioch, Turcja,
Hiszpania, Irak, Ameryka Poinocna (populacja Afroamerykanow), Urugwaj, Brazylia,
Somalia, Tajwan, Poludniowa Korea, Tybet oraz Chiny [7, 16, 17, 23, 25, 26, 27, 43-
55]. Dodatkowo dla lepszego zwizualizowania odleglo$ci pomiedzy poszczegdlnymi
populacjami wykonano skalowanie wielowymiarowe w programie STATISTICA
wersja v.12.5 [45].
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Rycina 38. Radialne drzewo skonstruowane w oparciu o dystans genetyczny dzielgcy
populacje Polski od innych populacji $wiata z uzyciem metody przylaczania sgsiada,

skonstruowany w oparciu o rozktad 30 markerow InDel zestawu Investigator DIPplex
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Rycina 39.

Skalowanie wielowymiarowe obrazujace dystans genetyczny pomiedzy
badang populacja Polski Centralnej a innymi populacjami Europy i1 §wiata na wykresie

dwuwymiarowym, uzyskanym w oparciu o rozktad 30 markerow zestawu Investigator

DIPplex w programie STATISTICA v.12.5
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Rycina 40. Skalowanie wielowymiarowe obrazujace dystans genetyczny pomiedzy
badana populacja Polski a innymi populacjami Europy na wykresie trojwymiarowym

uzyskane w oparciu o rozktad 30 markerow insercyjno-delecyjnych
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4.4 Analiza spraw ojcostwa

Analizie poddano facznie 40 spraw spornego ojcostwa w zakresie 30 markerow
InDel zestawu Investigator DIPplex, z czego 10 spraw z wykluczeniem ojcostwa, ktore
uzyskano w oparciu, 0 co najmniej 3 wykluczajace markery oraz 30 spraw
z potwierdzeniem ojcostwa. Sprawy wczesniej badano w zakresie w zakresie 15-23
uktadow STR, i zakonczyly si¢ one wydaniem opinii wykluczajacej ojcostwo wzgledem
badanego dziecka w co najmniej 4 ukladach, badz potwierdzajacej ojcostwo
z prawdopodobienstwem graniczacym z pewnos$cig, tj. minimum 99,9999% zgodnie
z wytycznymi Komisji Genetyki Sadowej PTMSIK [33]. Przydatnos¢ uktadu do badan
ojcostwa zestawiono z wybranymi parametrami przydatnosci obliczonymi na podstawie

uzyskanego rozkladu cech obserwowanego w badanej populacji.

Na rycinie 41 pokazany zostal wykres przedstawiajacy skuteczno$¢ wykluczania
ojcostwa w zakresie 30 badanych markeréw insercyjno-delecyjnych, oszacowang na

podstawie analizy 10 spraw z wytaczeniem ojcostwa.

Na rycinie 42 zobrazowany zostal wykres przedstawiajacy skutecznos$¢ oraz liczbe
odnotowanych niezgodnosci pomiedzy domniemanym ojcem a dzieckiem po badaniu
systemem 30 loci zestawu Investigator DIPplex w sprawach, w ktorych ojcostwo

zostato wylgczone.
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Rycina 41. Porownanie skutecznosci wykluczania ojcostwa uzyskanych dla
poszczegolnych markerow InDel zestawu Investigator DIPplex w oparciu o analizg 10

spraw z wykluczeniem ojcostwa.
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Odsetek spraw z wykluczeniem
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Rycina 42. Odsetek spraw z wykluczeniem ojcostwa uzyskanych w zakresie od 3 do 9
loci insercyjno-delecyjnych po badaniu zestawem Investigator DIPplex w populacji

Polski centralnej.

5 Omowienie wynikow i dyskusja

5.1 Analiza populacyjna i porownawcza

Analizie poddano lacznie 160 alleli oznaczone u 80 niespokrewnionych 0s6b
urodzonych w regionie t6dzkim uzywajac zestawu Investigator DIPplex. Pomimo,
ze polimorfizmy insercyjno-delecyjne nie sg uzywane w rutynowej pracy, doskonale
spisuj¢ si¢ one przy identyfikacji probek zdegradowanych oraz stanowig uzupetnienie

w sprawach spornych podnoszac warto§¢ dowodowa badania [15,21].

Biorac pod uwage czgsto$¢ wystepowania insercji/delecji z ryciny 4, mozna
zauwazy¢, iz markery: HLD77, HLD45, HLD131, HLD70, HLD6, HLD111, HLD118,
HLD93, HLD99, HLD101, HLD83, HLD122, HLD125, HLD64, HLD97, HLD40,
HLD128 oraz HLDS84, charakteryzuja si¢ podobnym procentem delecji i insercji.
Natomiast markery HLD58, HLD56, HLD67, HLD48, HLD124, HLD133 w populacji
t6dzkiej charakteryzuja si¢ przewaga insercji. Pozostate markery tj. HLD92, HLDSS,
HLD114, HLD81, HLD136 i HLD39 wykazuja przewage delecji.
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Do analizy porownawczej wykorzystano uzyskane rozklady cech dla 80
niespokrewnionych 0sob z regionu t6dzkiego Polski Centralnej oraz dane dostepne dla
Europy i $wiata uzyskane po badaniu zestawem Investigator DIPplex. Polacy naleza do
populacji Stowian tak samo jak Czesi, Ukraincy Stowacy czy tez Rosjanie. Populacja
Polski uwazana jest za jedng z najbardziej homogennych populacji srodkowo-
wschodniej cze$ci Europy. Badania mitochondrialnego DNA oraz chromosomu Y nie
wykazaly znacznych réznic pomigdzy Stowianami. Populacje z roznych czgsci Europy
sa genetycznie bardziej zblizone do siebie niz populacje pochodzace z roéznych
kontynentow [56, 57]. W tabeli 2 zaprezentowano zestawienie czgstosci wystepowania
insercji dla 30 markerow InDel multipleksu Investigator DIPplex w 22 populacjach w
zestawieniu z badang populacjg z regionu t6dzkiego Polski Centralnej. W tej tabeli
mozna zaobserwowac, ze populacje azjatyckie charakteryzujag si¢ zblizonymi
warto$ciami obecno$ci insercji w badanych 30 markerach zestawu Investigator
DIPplex, podobnie populacje europejskiec wykazuja w tym zakresie pewne
podobienstwo [7, 16, 25-27, 46-49, 52-55]

5.2 Analiza parametrow i przydatnosci

W oparciu o uzyskany rozktad 160 alleli pochodzacy od 80 niespokrewnionych osob
urodzonych w regionie 10dzkim Polski Centralnej obliczono zestaw parametrow, ktére
sktadajg si¢ na charakterystyke genetyczng populacji oraz okreslaja przydatnosé
multipleksu Investigator DIPplex w badaniach z zakresu genetyki sadowej. Parametry te
znajduja si¢ w tabeli 3. Uzyskany rozkfad genotypow w zakresie kazdego z badanych
30 markeréw zestawu Investigator DIPplex wskazuje na stan rownowagi Hardy’ego-
Weinberga (HWE) w badanej populacji. Wartosci wskaznikow inbredu pokazane
w tabeli 2 znajduja si¢ w przedziale -0,197 do 0,188. Srednia wartoécia dla badane;j
populacji jest -0,025. Jest to wynik znacznie nizszy od 0,01, jaki rekomenduje FBI jako
graniczng warto$é tego wspolezynnika. Swiadczy to o braku wsobnosci w obrebie

populacji centralnej Polski, podobnie jak w innych duzych populacjach europejskich

[58].

Z obliczen zebranych w tabeli 3 wynika, Zze najwyzsze wskazniki zmienno$ci
w zakresie heterozygotycznosci, zmiennosci genowej, sily dyskryminacji, sily
wylaczenia, indeksu ojcostwa, wskaznika polimorfizmu oraz najnizsze warto$ci
prawdopodobienstwa przypadkowe] zgodno$ci zanotowano w populacji Polski

centralnej dla markeréw: HLDI118, HLD101, HLD125, HLD40, HLD70, HLD111,
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HLD99, HLD64, HLD128, HLD45, HLD56, HLD83, HLD133, HLD84, HLD92,
HLD122, HLD97, HLD39, HLD124. Dzi¢ki warto$ciom, jakie wymazuja te parametry
mozna je uzna¢ za najbardziej przydatne w kontek$cie genetyki sadowej. Markerami,
ktore daja najmniejszag warto$¢ dowodowa sa natomiast: HLD77, HLD88, HLD67,
HLD114, HLD48, HLDI136. Markerem, ktory najstabiej wypada wsréd

poréwnywanych 30 markeréw zestawu Investigator DIPplex jest marker HLD8L1.

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze z wyjatkiem ukladow HLDS56, HLD92,
HLD124, HLD64, HLD133 najwyzsze wartosci parametrow przydatnosci koreluja
z najbardziej zrownowazonym rozkladem dwoch alleli, tj. czestoscig alleli jak

najbardziej zblizong do wartosci 0,5 (MAF).

Wartosci przydatnosci parametrow, jakie uzyskano dla 30 markerow InDel badanej
populacji Polski Centralnej zestawiono z dostgpnymi danymi dla populacji Europy i1
$wiata, tj. innej populacji Polski [46], Danii [16], Niemiec [47], Litwy [48], Stowenii
[48], Wegier [54], Czech [26], Portugalii [7], Wloch [49], Iraku [48], Turcji [48],
Hiszpanii [25], Finlandii [55], Ameryki Ponocnej (populacja Afroamerykanow) [17],
Urugwaju [50], Brazylii [51], Somalii [55], Tajwanu [46], Korei Potudniowej [52],
Tybetu [27] oraz Chin [53]. Na rycinach 5-13 pokazano zestawienie parametru
przydatnosci, jaka jest heterozygotycznos¢. Populacja europejska, na ktorg sktadaja si¢
populacje Polski [46], Danii [16], Niemiec [47], Litwy [48], Stowenii [48], Wegier
(tutaj brak danych dla HLD6 i HLD136) [54], Czech [26], Portugalii [7], Wloch [49],
Turcji [48], Hiszpanii [25] oraz Finlandii [55] zostala przedstawiona na wykresach
znajdujacych si¢ na rycinach 5-10. Nizsza heterozygotycznoscia w porownaniu do
pozostatych populacji charakteryzuje si¢ populacja Litwy 1 Niemiec pod wzgledem
markera HLD131, populacja Polski i Czech wzgledem markerow HLD6, HLD111 1
HLD39, populacja Turcji wzgladem markerow HLD45, HLD56 i HLD125, populacja
Finlandii pod wzgladem markera HLD99, populacja Iraku pod wzgladem HLD136 i
HLD133. Wyzsza heterozygotyczno$¢ na tle analizowanych populacji wykazata si¢
Dania pod wzgledem markera HLD124 oraz populacja Hiszpanii pod wzgledem
markerow HLDS81 oraz HLD128. Znaczne rozbiezno$ci wystepuja na wykresach, gdzie
uwidoczniona jest heterozygotyczno$¢ dla populacji $wiata w tym Urugwaju, Brazylii,
Somalii, Ameryki Potnocnej, Tajwanu, Korei Potudniowej, Tybetu oraz Chin. Znacznie
nizsza heterozygotyczno$¢, zwykle nieprzekraczajaca 30% wykazuja populacje
azjatyckie pod wzgledem markeréw: HLD111, HLD118, HLD99, HLD64, HLDS81 oraz
HLD39. Populacje wywodzace si¢ z Afryki charakteryzuja si¢ nizsza

heterozygotycznoscia pod wzgledem HLD70, HLDS5S8, HLDI101, HLDI124 oraz
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HLD136. Populacje Ameryki Poludniowej sa stosunkowo podobne pod wzgledem

heterozygotycznos$ci do badanej populacji Polski.

Kolejnym ocenianym parametrem jest sita dyskryminacji (PD), ktora okresla
prawdopodobienstwo, ze dwie losowo wybrane osoby z populacji nie bgda miatly
takiego samego profilu DNA. Na rycinach 14-16 pokazane jest poréwnanie tego
parametru wsrod populacji europejskich w tym: Polski [46], Portugalii [7], Finlandii
[55], Wegier [54], Wioch [49], Czech [26], Niemiec [47], Hiszpanii [25], kraju Baskow
[25]. Badana populacja pochodzaca z regionu t6dzkiego charakteryzuje si¢ stosunkowo
niskg sitg dyskryminacji w zakresie wszystkich badanych markeréw. Taki wynik moze
by¢ spowodowany mato liczng populacja badang (80 osob). Inna populacja Polski [46]
W wiekszosci markeréw rowniez wykazuje nizszg warto$¢ sity dyskryminacji, a w
zakresie markerow HLDS58, HLD93, HLD99, HLD83, HLD125 ORAZ HLDI136
wykazuje znacznie wyzszg sile dyskryminacji w porownaniu do pozostatych populacji
Europy. Na rycinach 17-19 zestawiono populacje $wiata. Wyraznie mozna
zaobserwowac tutaj wyzszg site dyskryminacji w populacji Tajwanu [46], szczegOlnie
dla markeréw HLD56, HLD114, HLD48, HLD64 oraz HLD133, ale tez znacznie nizsza
warto$¢ w tej samej populacji dla markerow HLD111, HLD92, HLD99, HLD83,
HLDS81, HLD136, HLD40, HLD128 oraz HLD84. Kraje Azji rowniez wykazuja niska
site dyskryminacji markera HLD111 1 HLD39.

Kolejnym poréwnywanym markerem byt wskaznik informujacy o polimorfizmie
(PIC) pokazany na rycinach 20-25. Na pierwszych trzech rycinach znalazly si¢
populacje europejskie: Polski [46], Portugalii [7], Finlandii [55], Wegier [54], Wioch
[49], Czech [26], Niemiec [47], Hiszpanii [25], kraju Baskow [25]. Pod wzgledem tego
parametru wszystkie populacje z wyjatkiem populacji Czech charakteryzujg si¢
podobienstwem. Natomiast, jezeli przeanalizuje si¢ pozostale ryciny 23-25 z
populacjami z calego $wiata, mozna na nich zaobserwowaé nizsze wartosci dla
populacji azjatyckich pod wzgledem markerow HLD111, HLD118, HLD99, HLD64,
HLD81 oraz HLD39.

Prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci (MP) pokazane na rycinach 26-31 w
populacji europejskiej rowniez wykazuje podobienstwo, jedynie populacje Finlandii
[55] i Wegier [54] wykazuja wyzsze wartosci tego parametru. Z kolei populacje z
azjatyckich krajow w tym: Tajwanu [46], Korei Poludniowej [52], Tybetu [27] oraz
Chin [53] charakteryzuja si¢ znacznie wyzszymi parametrem dla markerow HLDI111,

HLD118, HLD99, HLD64 oraz HLD39.
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Na rycinach 32-34 zaprezentowano parametr site wykluczenia (PE). Badana
populacja z regionu t6dzkiego charakteryzuje si¢ znacznie wigksza sita wykluczenia w
poréwnaniu do wszystkich porownywanych populacji. Kraje azjatyckie charakteryzuja
si¢ znacznie nizsza sila wykluczenia markeréw HLD111, HLD118, HLD99, HLD114,
HLD122, HLD64, HLD81, HLD39 oraz HLD84, podobnie jak populacja Somalii [55].

Pod wzglgdem typowego indeksu ojcostwa (TPI) zawartego na wykresach 35-37
populacje europejskie [7, 46, 49] wykazuja podobienstwo do populacji badanej z
regionu t6dzkiego. Wyzszy indeks wykazuje populacja czeska [26] pod wzgledem
kazdego markera. Populacje azjatyckie wykazuja znacznie nizszy typowy indeks

ojcostwa dla markeréw HLD111, HLD118, HLD99, HLD64, HLD81 oraz HLD39.

Laczna warto$¢ sity dyskryminacji (PD) dla badanego zestawu loci wyniosta
0.99999999999918, a skumulowane prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci
(MP) 8,19x10™*2. Dany profil DNA pojawi sic w badanej populacji rednio w jednym
przypadku na 1,2x10™ osob. Niskie wartosci MP uzyskano w badaniach dla populacji
Polski [46] czy tez Danii [16], odpowiednio 7,98 x 10™ oraz 3,3 x 10™%. Shen i wsp.
[53] obliczyli taczng wartos¢ dla 30 badanych polimorfizméw insercyjno-delecyjnych
oraz 21 polimorfizméw STR, co dato faczng wartos¢ prawdopodobienstwa przodkowe;j
zgodnos$ci jest na poziomie 2,652 x 10%. Skumulowane parametry statystyczne
$wiadczg o przydatnosci badanego zestawu Investigator DIPplex w analizach z zakresu

genetyki sgdowe;.
5.3 Analiza dystansow i filogenezy

Uzyskane rozklady cech uzyskane dla badanej populacji Polski w zestawieniu z
rozktadami cech uzyskanymi w populacjach: Litwy, Dani, Finlandii, Urugwaju,
Niemiec, Stowenii, Wioch, Portugalii, Hiszpanii, Brazylii, Turcji, Iraku, Tajwanu,
Tybetu, Chin, Korei Potudniowej, Somalii oraz Ameryki P6inocne;j (populacja
Afroamerykanow) [7, 16, 17, 23, 25, 26, 27, 46-55] postuzyty do skonstruowania
matrycy odleglosci genetycznych pomigdzy populacjami. Na jej podstawie wykreslono
radialne drzewo skonstruowane w oparciu o dystans genetyczny dzielacy badang
populacje Polski od innych populacji $wiata z uzyciem metody przylaczania sgsiada.
Galezie drzewa radialnego umieszczone na rycinie 38 taczace badane populacje
pokazuja, iz najdluzsze dystanse genetyczne dzielg badang populacje Polski od
populacji Afryki, Afroamerykandéw oraz Azji [17, 27, 46, 52, 53, 55]. Kolejnymi
odleglymi populacjami sa: Urugwaj [50], Brazylia [23, 51], Irak [48] oraz Turcja [48].
Najkrotszy dystans genetyczny dzieli badang populacje Polski od kolejno: Litwy [48],
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Niemiec [47], Polski [46], Danii [16], Finlandii [55] oraz Stowenii [48].
Trojwymiarowy wykres dla populacji Europy odzwierciedla w przyblizeniu dystans
geograficzny dzielacy te populacje. Wykresy na plaszczyznie dwu i tréjwymiarowe]
potwierdzaja tezg, ze populacje Europy sa znacznie bardziej zblizone do siebie

genetycznie w poréwnaniu do porownywanych populacji z innych kontynentow.

5.4 Analiza spraw ojcostwa

Oceniono przydatno$¢ zestawu Investigator DIPplex do analiz ojcostwa na podstawie
ekspertyz o ustalenie spornego ojcostwa wykonanych w Pracowni Genetyki Medycznej
1 Sagdowej ZMS UM w Lodzi.

Na rycinie 43 zaprezentowano wykres przedstawiajacy skuteczno$¢ wykluczenia
ojcostwa w zakresie 30 badanych markerow InDel. Jak wynika z tego wykresu
markerami, ktore daty najwigkszg liczbe wykluczen, tj. w 4 sprawach sposrod 10
analizowanych spraw z wykluczeniem ojcostwa sg: HLD6, HLDS58, LD93 oraz HLDS8I1.
Najnizszg skuteczno$cig wylaczenia okazaty si¢ natomiast loci HLD131, HLD118,
HLD99, LD101, HLD67, HLD114, HLDI124, HLDI125, HLD40, w ktorych nie
odnotowano podstawy do wykluczenia ojcostwa z zadnej z 10 spraw, gdzie badano
me¢zczyzne, ktory nie byt ojcem dziecka. Z uwagi jednak na stosunkowo malg ilo$¢
analizowanych spraw uzyskane wyniki wymagajg potwierdzenia w oparciu o Szerszy

zakres analiz ojcostwa.

Z kolei na rycinie 41 zaprezentowano uzyskang liczb¢ wykluczen w zakresie
badanego multipleksu Investigator DIPplex. Analiza tego wykresu wykazuje na to, ze w
najwickszym odsetku spraw z wykluczeniem, wynoszacym po 30% odnotowano
wykluczenie w zakresie 3 badz wykluczenie w 4 badanych loci InDel. Odnotowano
réwniez sprawy z wykluczeniem w 5, 6, a nawet 9 badanych loci InDel. Biorac pod
uwage wszystkie 10 analizowanych spraw z wykluczeniem ojcostwa nalezy przyjac, ze
srednio po badaniu zestawem 30 markerow insercyjno-delecyjnych uzyskamy

wykluczenie w zakresie 4 lub 5 markerow.
W 30 sprawach potwierdzajacych ojcostwo nie ujawniono mutacji w regionach DIP.

W zwiazku z malg liczbg spraw badanego ojcostwa (40 spraw), w zaro6wno, jesli
idzie o sprawy wykluczajace ojcostwo (10 spraw), jak i potwierdzajace ojcostwo 30
spraw analiza oceniajaca przydatnos$¢ zestawu Investigator DIPplex powinna zosta¢ w
przysztosci poszerzona o znacznie wigksza liczbe analiz ojcostwa.
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6 Whnioski

Analiza rozktadu 160 alleli pochodzacych od 80 niespokrewnionych osob obu pici
pochodzacych z regionu 16dzkiego Polski Centralnej przeprowadzona w zakresie
kazdego z 30 InDel: HLD6, HLD39, HLD40, HLD45, HLD48, HLD56, HLDS5S,
HLD64, HLD67, HLD70, HLD77, HLD81, HLD83, HLD84, HLD88, HLD92, HLD93,
HLD97, HLD99, HLD101, HLD111, HLD114, HLD118, HLD122, HLD124, HLD125,
HLDI128, HLD131, HLD133, HLD136 badanych za pomoca zestawu multipleksowego

Investigator DIPplex, pozwolifa na:

l. Wygenerowanie rozktadow, ktore znajduja si¢ w rownowadze Hardy’ego-
Weinberga w obregbie badanego multipleksu, co daje podstawe do uzywania zestawu
Investigator DIPplex w ekspertyzach z zakresu genetyki sadowej oraz obliczen tacznej
warto$ci dowodowe;.

Il.  Miedzypopulacyjna analiza poréwnawcza rozktadow alleli pozwolita na ocene
stopnia pokrewienstwa pomiedzy badang populacja Polski Centralnej a innymi
populacjami Europy i $wiata. W przyblizeniu odzwierciedla ona dystans geograficzny
dzielacy porownywane populacje oraz stanowi pomocne narzedzie w badaniach
biogeograficznych.

1. Wartosci obliczonych parametrow statystycznych pozwalaja uszeregowac
badane markery w zakresie ich przydatnosci do badan w populacji Polski Centralnej
zaczynajac od najsilniejszego (HLDS56) do najstabszego (HLD84) pod wzgledem sity
wykluczenia 1 sity dyskryminacji, a tagczne wartosci tych parametrow dla zestawu 30
badanych  markeréw  wynosza  odpowiednio 0,998460242550294 oraz
0,99999999999918. Niska srednia wartos¢ wspotczynnika wsobnosci ¢= -0,0304
potwierdza niezalezno$¢ dziedziczenia w badanej populaciji.

V. Ocena praktycznej przydatnosci zestawu Investigator DIPplex w kontek$cie
przeprowadzonych spraw ojcostwa z podzialem na ekspertyzy potwierdzajace i
wykluczajace ojcostwo potwierdza duza uzytecznos$¢ badanych markeréw InDel do tego
celu. Zestaw ten moze by¢ pomocny w trudnych ekspertyzach, ktére wymagaja

poszerzenia zakresu badan.
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7 Streszczenie

Praca przedstawia badanie 80 osobowej proby populacyjnej niespokrewnionych osob
z regionu t6dzkiego Polski Centralnej, pozwalajace na oceng czgstosci wystepowania
okreslonych cech w zakresie badanych polimorfizméw insercyjno-delecyjnych
autosomalnego DNA, bedacych w sktadzie zestawu Investigator DIPplex. Uzyskany
rozktad genotypéw oraz alleli wskazuje na niezalezne dziedziczenie markerow.
Wykazanie zgodnos$ci rozkltadéw z rownowagg Hardy’ego-Weinberga daje mozliwosé
uzycia zebranych danych populacyjnych jako bazy pozwalajacej przeprowadzié

obliczenia warto$ci dowodowej analiz z zakresu genetyki sgdowe;j.

Porownanie rozktadow cech dla populacji z Europy i $wiata pozwolito na ujawnienie
okreslonych rozkladow dla kazdego z analizowanych markerow. Jednoczes$nie
odnotowano znaczne réznice w czestosciach alleli oraz parametrach statystycznych w
oddalonych terytorialnie populacjach. Uzycie techniki radialnych drzew umozliwito
pokazanie dystansu genetycznego dzielacego badang populacje od innych populacji
Europy 1 $§wiata. Jest on tym wigkszy im wiekszy jest dystans geograficzny dzielagcy
populacje. Wykonana analiza filogenetyczna pokazuje z pewnym przyblizeniem liczbe
wspolnych przodkow oraz kolejnos¢ rozejs¢ populacji, co moze stanowic
o przydatnosci markeréw InDel do wustalenia przyblizonego pochodzenia

biogeograficznego.

Najwyzsze wskazniki zmiennosci z zakresie heterozygotycznosci, sity
dyskryminacji, zmiennosci genowej, sity wylaczenia, indeksu ojcostwa, wskaznika
polimorfizmu 1 najnizsze warto$ci prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci
zaobserwowano dla markeréw: HLD70, HLD56, HLD48, HLD64, HLD97. Sprawia to,
ze te markery sg najbardziej przydatne dowodowo w zakresie badan genetyczno-
sadowych. Markerami dajagcymi najmniejsza warto§¢ dowodowg okazaly si¢ natomiast

loci: HLD101, HLD83, HLD114, HLD84.

Wysokie wartos$ci parametréw przydatnosci tj.: sily wylaczenia i sity dyskryminacji
wynoszace odpowiednio 0,998460242550294 oraz 0,99999999999918 oraz niska
srednia warto$¢ wspotczynnika wsobnosci ¢ = -0,0304 daja podstawy do uznania
markeroéw z zestawu Investigator DIPplex jako przydatnego narzedzia przy identyfikacji

0s0b oraz analiz pokrewiefistwa.

Analizy spraw ojcostwa wykonanych w Pracowni Genetyki Medycznej i Sadowej

ZMS UM Lo6dzZ dokumentuje $rednig skuteczno$¢ wylaczania ojcostwa na poziomie 4,6,
42



co znaczy, ze $rednio wykluczamy ojcostwo w zakresie 4-5 markerow wchodzacych
w sklad zestawu Investigator DIPplex. Nie odnotowano natomiast mutacji przy
przekazaniu cech rodzic-dziecko w sprawach, w ktorych wczesniej potwierdzono

ojcostwo z prawdopodobienstwem graniczacym w pewnoscia, tj powyzej 99,9999%.

Wysoka sita dyskryminacji oraz inne parametry przydatnosci badanych markeréow
InDel zestawu Investigator DIPplex dajg podstawy do wykorzystywania tego zestawu
jako wsparcie markerow typu STR przy rozwigzywaniu trudnych spraw z zakresu

identyfikacji 0sob oraz analizy pokrewienstwa.
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9 Spis rycin

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy strukturg polimorfizméw w zakresie zmiennej
liczby kopi w genomie (CNVSs).

Rycina 2. Wyniki badan polimorfizmu insercyjno-delecyjnego w zakresie 30
ukladow wchodzacych w sktad multipleksu Investigator DIPplex (Qiagen)
znakowanych  czterema  barwnikami  fluorescencyjnymi  uzyskane dla
przyktadowego mezczyzny.

Rycina 3. Wzorzec polimorfizméw insercyjno-delecyjnych w obrebie 30
markerow autosomalnego DNA oraz genu amelogeniny z zestawu Investigator
DIPplex (Qiagen) znakowany czterema barwnikami fluorescencyjnymi,
Investigator DIPplx Handbook For multiplex amplification of 30
deletion/insertion polymorphisms, plus Amelogenin, 2014, 11, 58

Rycina 4. Czegsto$¢ wystepowania insercji/delecji 30 markerow InDel multipleksu
Investigator DIPplex w probie populacyjnej liczacej 80 niespokrewnionych 0sob z
badanego regionu Polski Centralnej

Rycina 5-7. Porownanie wartosci heterozygotycznosci (HET) uzyskanych dla
markerow z zestawu Investigator DIPplex w badanej populacji regionu todzkiego
z innymi populacjami Polski i $wiata

Rycina 8-10. Porownanie warto$ci heterozygotycznosci (HET) uzyskanych dla
markerow z zestawu Investigator DIPplex w badanej populacji regionu todzkiego
z innymi populacjami Polski i $wiata

Rycina 11-13. Porownanie warto$ci heterozygotycznosci (HET) uzyskanych dla
markerow z zestawu Investigator DIPplex w badanej populacji regionu todzkiego
z innymi populacjami Polski i $wiata

Rycina 14-16. Porownanie wartosci sity dyskryminacji (PD) uzyskanych dla
markerow zestawu Investigator DIPplex w populacji regionu t6dzkiego z innymi
populacjami

Rycina 17-19. Poroéwnanie wartosci sity dyskryminacji (PD) uzyskanych dla
markeréw zestawu Investigator DIPplex w populacji regionu 16dzkiego z innymi

populacjami
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Rycina 20-22. Poréwnanie wskaznika informacji o polimorfizmie (PIC)
uzyskanych dla markeréw zestawu Investigator DIPplex w populacji Polski z
innymi populacjami

Rycina 23-25. Poréwnanie wskaznika informacji o polimorfizmie (PIC)
uzyskanych dla markerow zestawu Investigator DIPplex w populacji Polski z
innymi populacjami

Rycina 26-28. Poréwnanie prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci (MP)
uzyskanych dla markeréw zestawu Investigator DIPplex w populacji Polski z
innymi populacjami

Rycina 29-31. Poréwnanie prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci (MP)
uzyskanych dla markerow zestawu Investigator DIPplex w populacji Polski z
innymi populacjami

Rycina 32-34. Zestawienie sily wykluczenia (PE) oceniajacej przydatnosc
badanych markerow do badan ojcostwa w populacji Polski w zestawieniu z
innymi populacjami Europy i $wiata

Rycina 35-37. Typowy indeks ojcostwa (TPI) uzyskany w zakresie 30 markerow
InDel zestawu Investigator Qiagen w populacji regionu lodzkiego oraz w
populacjach Europy 1 $wiata

Rycina 38. Radialne drzewo skonstruowane w oparciu o dystans genetyczny
dzielacy populacje Polski od innych populacji $wiata z uzyciem metody
przylaczania sgsiada skonstruowany w oparciu o rozktad 30 markeréow InDel
zestawu Investigator DIPplex

Rycina 39. Skalowanic wielowymiarowe obrazujagce dystans genetyczny
pomigdzy badang populacjg Polski Centralnej a innymi populacjami Europy i
Swiata na wykresie dwuwymiarowym, uzyskanym w oparciu o rozklad 30
markerow zestawu Investigator DIPplex w programie STATISTICA v.12.5
Rycina 40. Skalowanie wielowymiarowe obrazujace dystans genetyczny
pomigdzy badang populacja Polski a innymi populacjami Europy na wykresie
trojwymiarowym uzyskane w oparciu o rozklad 30 markerow insercyjno-
delecyjnych

Rycina 41. Porownanie skuteczno$ci wylaczania ojcostwa uzyskanych dla
poszczegolnych markerow InDel zestawu Investigator DIPplex w oparciu o

analiz¢ 10 spraw z wykluczeniem ojcostwa
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20. Rycina 42. Odsetek spraw z wykluczeniem ojcostwa uzyskanych w zakresie od 3
do 9 loci insercyjno-delecyjnych po badaniu zestawem Investigator DIPplex w
populacji Polski centralnej.
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10 Spis tabel

1. Tabela 1. Charakterystyka wykorzystanych w pracy polimorfizméw insercyjno-
delecyjnych opracowana na podstawie [30]

2. Tabela 2. Zestawienie czgstosci wystepowania insercji dla 30 markeréw InDel
multipleksu Investigator DIPplex w 22 populacjach niespokrewnionych o0sob z
badanego regionu t6dzkiego Polski Centralnej [7,16,17,23,25,27,46-53,55].

3. Tabela 3. Parametry biostatystyczne oraz analiza rownowagi Hardy’ego i Weinberga
dla 30 markerow InDel zestawu Investigator DIPplex ujawnione na podstawie

analizy prob pochodzacych od 80 niespokrewnionych osob z Polski Centralnej
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