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WYKAZ SKROTOW

%2p _, Radioaktywny izotop fosforu

ALS — Alternatywnezrodio swiatta &ng. Alternative Light Sourge
ASO — Hybrydyzacja z sondami allelospecyficznymi

CCD — Matryca CCD (angCharge Coupled Deviege

cDNA — komplementarny DNA

Ct, Cp— Cykl progowy — poziom tta

DC — Wskanik dyskryminacji (angDiscrimination capacity
dNTP — Deoksynukleotydy

FRET— Proces transferu energii

Ft — Maksymalna fluorescencja emitowana
G + C— Zwigzek guanina — cytozyna
GD — Zrdznicowanie w obgbie uktadéw (angGene Diversity

GDB — Human Genome Database
HapMap Project» Haplotypowa Mapa Ludzkiego genomu

HD — Zroznicowanie w obgbie haplotypow (ang-aplotype Diversity
HLA-DQa — antygen zgodnii tkankowe;j

ID — Numer referencyjny SNPs (np. rs17222279)

LD — Nieréwnowaga spezen (ang.Linkage Disequilibrium

MALDI-TOF MS — Spektrofotometria masowa meggdnizacji laserowej
MGB — Minor Groove Binder

MRNA — Matrycowy RNA (angMessenger RNA



NCBI — National Center for Biotechnology Information
NRY — Non-recombining Region of the Y chromosome

OLA — Technika ligacji nukleotydéw (an@ligonucleotide Ligation Assay

PARl} Pseudoatosomalny region na chromosonhid X
PAR2

PCOs— Cykliczne oligonukleotydy

PCR— Reakcja Lacuchowa Polimerazy (angolymerase Chain Reactipn
PSA— Antygen prostaty

Real-time PCR~ Reakcja Lacuchowa Polimerazy w czasie rzeczywistym
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RT-PCR— Odwrotna transkrypcja PCR (ariReverse Transcription Polymerase Chain
Reaction)
SNP— Polimorfizm pojedynczego locus

SRY — Sex- determining Region Y
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STR-PCR— Analiza krotkich tandemowych powtorzenetody PCR

SYBR Green - organiczny zwjzek chemiczny (6Hz7N4S")
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YCC — The Y Chromosome Consortium

Y-SNP — Polimorfizm pojedynczego locus na chromosomie Y

Y-STR — Krotkie tandemowe powtdrzenia na chromosomie Y



WSTEP

W ostatniej dekadzie rozwdj technik molekularnycbkazuje na rewolucyjn
transformagj w diagnostyce medycznej oraz w medycynigosvej [189].

Naukowcy zajmujcy Sk inzynierig genetycza przez wiele lat pracowali nad
uzyskaniem odpowiedniej Boi DNA do celéw analitycznych. Inspiracphytla metoda
nasladowania procesu replikacji zachadego w komaérce w warunkadh vitro. Dzigki
temu powstata metoda powielania, czyli amplifikd@]NA metodami laboratoryjnymi
[111, 138].

Kary Mullis z pomog swoich wspétpracownikow wyizolowat z bakterii
Thermus aquaticuszyjgcej na co dzie w gomcych zrodtach, odporp na wysokie
temperatury polimergazDNA, enzym staacy do syntezy, a czasem naprawy DNA
w komorce [138]. Badania zostaly przeprowadzonegeaie kodujcym [-globing
w diagnostyce anemii sierpowatej [111, 137, 138]1985r. wykorzystatet cecly do
zaprojektowania procesu, ktory w efekcie pozwolia ramplifikacg krétkich
fragmentow DNA. Metoda ta nazywa¢cPCR (ang. Polymerase Chain Reaction) —
reakcja tacuchowa polimerazy. Natg wspomnié, ze Kary Mullis przywrocit do
zycia metod juz wczeniej znam. Podstawowe zasady reakcji PCR zostaty bowiem
opisane przez Kleppego i Khokaw 1971r [106]. Z kolei Artur Kornberg w 1955 roku
odkryt enzym, polimeraz DNA. Byt to pierwszy krok do poznania molekularhyc
mechanizméw replikacji. Reakcja replikacji kataliama przez biokatalizator, jakim
jest polimeraza, polega na praytaniu wolnych nukleotydow do jednoniciowej
struktury taicucha DNA. Od okrdonego kaca 3' w kierunku kaca 5' do istniejcej
nici bedacej matrycowy dolgczane s na zasadzie komplementa¢op trifosforany
nukleotydow. Po patzeniu z matryg tworzy sé typowa struktura dwuniciowego
DNA [111, 156]

Reakcja tacuchowa polimerazy ma na celu begeanio amplifikow& gen lub
fragment DNA znajdujcy sk w prébie po wcz@iejszej ekstrakcji oraz izolacji DNA
[189, 208]. Etapy PCR to: denaturacja podwojnej DINA, hybrydyzacja starterow
(przytaczenie primeréw - annealing), amplifikacja DNA (ef@acja) oraz chtodzenie.
Cykl powtarza si od 20 do 50 razy w zalmosci od ilosci materiatu, ktéry chce si
uzyska.
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Ryc. nr 1.1 Etapy reakcji PCR [245].

Cechy reakcji PCR, takie jak specyficddooraz czutéé, pozwolity na
uzyskanie wielu kopii matrycowego DNA, nawet w $tamlegradaciji, co skionito
naukowcow do zastosowania tej reakcji w medycyrjdowej do bada sladéw
biologicznych [137, 138]. W 1988r. po raz pierwszy medycynie sdowej
przeprowadzono reakcjPCR, badac polimorfizm loci HLA-DQu na szcatkach
3 letniej dziewczynki [15, 66, 184, 185].

Pocatkowo reakog PCR przeprowadzono przegczne dodawanie polimerazy
do kazdego cyklu oraz zmiany temperatur weieach wodnych. W latach 80- tych
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pokazaly s3 pierwsze komercyjne termocyklery, gdzie umieszozarate plastikowe
probéwki w metalowych blokach [137, 138]. Na pousea reakcji PCR powstata
metoda PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-timeRpPCktéra réni sic od
klasycznego PCR tynze posiada system monitogay, ktory pozwalasledzic reakcg
PCR przy pomocy techniki fluorescencyjnej [137].

Na pocatku lat 90-tych Higuchi i wspotpracownicy stworzyliystem do
detekcji produktow PCR podczas ich gromadzenia. detoda ta zawierala
w mieszaninie reakcyjnej interkadgh czasteczk bromku etydyny [51]. W reakcji
uzyto zmodyfikowanego termocyklera z #ligvoscia napromieniowania proby
swiattem UV, nasipnie detekcja sygnatu fluorescencyjnego odbyta z pomog
kamery CCD. Minusem tej metody, oprocz rakotwoérczdgiatania odczynnikéw, byta
detekcja fluorescencji generowanej przez niespenyé produkty, ktGra sumowata: si
z fluoresceng badanej préby [51, 189, 208]. Interkalacja jestnggkiem stworzenia
stabilnych wjzan pomiedzy DNA a ré@nymi ligandami. Na przykiad, etydyna
interkaluje m¢dzy sgsiadupcymi nukleotydami wzdha DNA, powodujc lokalne
rozkrecenie o 26°[245].

W kolejnych pracach barwnik bromek etydyny zpgino mniej toksycznym
zwigzkiem i bardziej specyficznym barwnikiem fluorescgnym SYBR Green | [73].
W pd&zniejszym etapie dgki specyficznym sondom molekularnym udoskonalono

metod real-time PCR, zwkszapc doktadn&c¢ oraz czutéc reakcji PCR [73].

1.1. Real-time-PCR

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym charakteryzujetysn, ze amplifikacja
oraz detekcja amplifikowanego produktu przeprowadzg rownoczénie w tej samej
probéwce, co ogranicza ryzyko zanieczyszczenia skaaca czas reakcji. larwazna
zaley tej metody jest mdiwosc¢ ilosciowej analizy produktow amplifikacji uzyskanych
w kazdym cyklu reakcji tacuchowej polimerazy poprzez detekfjuorescencji. Emisja
fluorescencji uzyskana w reakcji jest proporcjoaatio ilgci amplifikowanego DNA
[62, 126, 228].

Technika real-time PCR w genetycglewej pozwala na pomiar #oi DNA,
sekwencji DNA na chromosomach X i Y oraz mitochaaldiego DNA [174]. Metoda
ta pozwala réwnie na szybk identyfikacg innych gatunkéw, mikroorganizmoéw oraz
patogendw, co ma istotne znaczenie w genetymovwee] w badaniu materiatu

znalezionego po dtugim uptywie czasu [22].



W poczatkowych cyklach reakcji amplifikacji powolne powaglie produktu jest
rownoznaczne z niskim poziomem emisji fluorescendjra przedstawiona jest jako
tto (ang. Bacground) [19, 23, 54, 133, 228]. W gasych etapach zwkszapca se
ilos¢ produktéw PCR jest proporcjonalna do emitowangpriéscencji. Cykl, w ktérym
fluorescencja przekracza poziom tta, nazywany gtiem progowym Ct lub Cp
(ang. Threshold cycle lub Crossing point). W tymklaybadana matryca zostaje
amplifikowana a emitowana fluorescencja agai maksymalp wartas¢ Ft
(ang. Fluorescence treshold) [16, 19, 54, 93, 128, 133, 228, 229].

Od cyklu progowego zaczynagsivczesna faza logarytmiczna PCR. Imzeze
stezenie matrycy na pogiku reakcji PCR, tym mniej cykli potrzeba, aby moc
emitowanej fluorescencji przekroczyta poziom ttaD§R Poroéwnywanie Ct proby
badanej z krzyw wzorcows pozwala na uzyskanie informacji o liczbie kopikwencji
analizowanej. Krzywa wzorcowa powstaje na podstapoedwnywania wartai Ct
uzyskanych dla szeregow prob zawigegch r@ne ilosci badanej matrycy [19, 125,
132, 133, 228].

Metoda real-time PCR ma liczne zastosowanieday innymi w badaniach nad
ekspresj mRNA, przy obliczaniu iléci kopii DNA, ilosci kopii transgenicznych,
w badaniach dyskryminacji allelicznej oraz w potwieeniu danych uzyskanych na
mikromacierzach [247]. Meted t¢ stosuje si rOwniez z dwym powodzeniem
w diagnostyce molekularnej, w mikrobiologii kliniegj i zywnaosciowej, w onkologii
klinicznej, w terapii genowej oraz medycyniglewej [62, 125, 228].

PCR w czasie rzeczywistym posiada ograniczenigdzyi innymi trudnéc
zaprojektowania eksperymentu, standaryzacji prdéoko metody, wyboru
odczynnikOw, przygotowania matrycy oraz analizyyadm Jeeli ktorykolwiek z tych
czynnikow zostanie nieprawidtiowo dobrany, otrzymanaiki mog doprowadzt do
btednych wnioskow [51, 153, 173].

Wazny jest sposOb zabezpieczenia materiatu, transporzechowywanie. Na
jakos¢ matrycy, ktéra zostanie poddana badaniu, ma réwmiptyw zastosowana
metoda izolacji; powinna ldyona wolna od inhibitoréw odwrotnej transkrypcjaarod

nukleaz (wane przy diugim przechowywaniu) [16, 24].



1.1.1. Etapy reakcji real-time
Parametry amplifikacji ¢ zaleene od matrycy, primerow oraz zastosowanego

termocyklera. Reakcja PCR zawiera gpgjace etapy:
v denaturagj podwajnej nici DNA,
v hybrydyzac} starteréw oraz amplifikagjDNA,
v’ topnienie,
v chiodzenie.

1.1.1.1. Denaturacja podwadjnej nici DNA
Denaturacja DNA polega na rozdzieleniu podwodjnegi DNA na dwie

pojedyncze nici poprzez zerwaniegaan wodorowych pomdzy niémi. Denaturag
przeprowadza siw temperaturze 94°C - 95°C przez 0,5 - 2 min. \Wiayi, kiedy
matrycowy DNA jest bogaty w GC, ten etap ina przedhay¢ od 3 do 4 min. W ten
sposob rozdzielone nici DNAgggotowe do nagpnego etapu - przygzenia starterow
[151, 220].

1.1.1.2. Hybrydyzacja starteréw oraz amplifikacja INA

Temperatura annealingu powinna¢by 5°C nisza od temperatury topnienia
primeréw. Przyiczenie starterOw przeprowadza girzez 0,5 — 2 min. Przewmie
temperatura gczenia starterbw oscyluje aoizy 50°C a 60°C. Primeryadza si¢
komplementarnie do pojedynczej nici DNA odnka 5' [151, 220]. Po annealingu
temperatura rmie do 72°C, pozwala¢ na optymalg prag polimerazy DNA. Czas
polimeryzacji, zwany te elongacy, zaley od wielkaci amplifikowanego fragmentu.
Przyjmuje s¢, ze na odcinek 1000 nukleotydow polimeraza Taq pbtrel minuty
[151, 220]. Na tym etapie kKozy st pierwszy cykl. Aby namng¢ badany fragment
DNA do dalszych bada powtarza si ten cykl okoto 25 do 50 razy w zatesci od
uzytej matrycy [220].

1.1.1.3. Temperatura topnienia - Tm
Wzrost temperatury w PCR powoduje destabiliggmydwojnej struktury DNA
wywotujac rozdzielenie nici. Temperatymw ktérej 50% DNA ulega denaturacji, nazywa
sie temperatuy topnienia DNA — Tm. Temperatura topnienia zgled diugdci badanej
czagsteczki DNA oraz sekwencji nukleotydowej. W dobdmdbranych warunkach reakcji

PCR, oligonukleotyd tworzy komplementarstruktug z docelowym DNA. Pojedyncze
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miejsce, w ktdorym zasady nie twarzgary, uniemealiwia tworzenie hybrydy. Aby
osiggmg¢ taki poziom precyzji warunkow, temperatura inkybacusi by tuz poniej

temperatury topnienia oligonukleotydu.

1.1.1.4. Chiodzenie
Po etapie amplifikacji — dziatania polimerazy Taq temperaturze 72°C,
temperatura zostaje oliona (do okoto 4°C) i w ten sposOb przerywa prac
polimerazy oraz zachowuje w odpowiednich warunkacbdukt PCR do dalszych
bada [151, 220].

1.1.2. Detekcja fluorescencji — produktéw PCR metagireal-time

Systemy detekcji sygnatu fluoroscencyjnego mdgc rozne. Pocgtkowo
zastosowano niespecyficgmetod detekcji fluorescencji zayciem bromku etydyny.
P&niej wprowadzono bardziej specyfiegznmetod detekcji emisji fluorescencji
z wykorzystaniem sond oligonukleotydowych oznakoyehn na  kacu
5' 32P, natomiast pomiar produktéw zwmanych z tym radioizotopem okazalk si
trudnym etapem, wymaggaym rozdzialu chromatograficznego [23]. Wprowadeeni
sond fluorogenowych pgtzyto dwie metody w badaniach z polimefapierwsz
opar na ilgciowym pomiarze fluorescencji w czasie rzeczywistyan drug
z mazliwoscig identyfikacji docelowego DNA poprzez anagliemisji fluorescencji po
reakcji PCR [23].

1.1.2.1.Detekcja fluorescencjuzyciem SYBR™ Green |

Pierwsza reakcja real-time PCR przeprowadzona faoatd 997r. przez Ririe K
M i Wittwera C [49, 249]. Fluorochrom SYBR Greenjdst barwnikiem, ktory
interkaluje w najmniejszym rowku ggteczki DNA i emituje fluorescencje tylko w
momencie zZwgjzania st z podwojnym tacuchem DNA.
Metoda jest bardzo ekonomiczna, natomiast tak jakreypadku bromku etydyny,
barwnik ten interkaluje do kdej dwuniciowej czsteczki DNA, w tym réwnig do
niespecyficznych produktow PCR. W takiej sytuacjo pgakamczeniu procesu
amplifikacji przeprowadza sianaliz krzywej topnienia produktow w mieszaninie
reakcyjnej [228]. Krzywa topnienia powstaje w wymikodnoszenia temperatury do

95°C z réwnoczesnym wykresem fluorescencji. Wramvzestem temperatury poziom



fluorescencji etapowo zmniejszag.siEfekt ten spowodowany jest wzrostem ruchu
czasteczek zwgzanego barwnika [22, 24, 228].

W momencie, kiedy temperatura mieszaniny reakcypsggnie wartdé, przy
ktorej nici DNA rozdzielagg sig, czyli temperatuy topnienia produktu (ang. melting
temperature, Tm), @ateczki fluorochromu uwalnigjsic a fluorescencja gwattownie
spada [62, 125, 228]. Temperatury topnienia posgdngch produktow $ cennym
zrodtem informacji o specyficzioi reakcji. Amplikon, ktéry nas interesuje, ma zweyk
wyzszg temperatuy topnienia ni dimery starteréw. Nie jest ona jednak 28ya nk
80°C [24, 54, 125, 173, 228].
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Ryc. nr 1.2.Zasady reakcji PCR systemem fluorescencyjnym SYBR#@en |.

Inne fluorochromy o dziataniu podobnym do SYBR™ @&rel to:
SYBR™Gold, YoYo™-1, Yo-Pro™-1, Amplifluor™ oraz LUX primers [23].

1.1.2.2. Sondy molekularne
Inng formg detekcji fluorescencji metgdeal-time PCR gsondy hybrydyzujce
takie, jak: TagMan, Beacons, Scorpions, SimpleRgpb&clipse™, Cyclicons™
i inne. Ich dziatanie opieracsina reakcji FRET (ang. Fluorescent Resonant Energy
Transfer) - procesie transferu energii fluoresdenggdnego fluorochromu do drugiego
[35, 152, 189, 193, 228].



Teoria FRET zostata opracowywana przez Theodorat&@r w latach 40-tych.
Pierwsze badania biologiczne, w ktérych wykorzystaRRET przeprowadzono
w 1970r. w analizie biatek. W potowie lat 80-tychacztku 90-tych powstaty pierwsze
publikacje z wykorzystaniem FRET do badgenetycznych DNA [41, 55, 63]. Proces
FRET powstaje wtedy, kiedy sonda z¢ksz energa, nazywan dawa ,Reporter”,
przekazuje fluorochrom do znajdogj st blisko sondy z nisk energy, nazywan
biorca — wygaszacz ,Quencher’. W ten sposéb energia posfazekazana
z jednego barwnika do drugiego a dodatkowo w tealeizy elongacji polimeraza
degraduje sorddzieki swojej aktywnd¢ 5— 3' egzonukleazy [41, 94], uwalniaj
.Reportera” dawe, ktory w momencie oddzielaniagsod ,Quenchera” - wygaszacza
emituje fluorescengj Sygnat fluorescencji powstaje tylko wtedy, kiedpnda
hybrydyzuje komplementarnie do sekwencji matrycawBiNA, w tym przypadku jest
to sonda ,Reporter". Fluorescencja generowana wdya cyklu reakcji jest

proporcjonalna do ikei produktu amplifikowanego (ryc. nr 1.3) [23].
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Ryc. nr 1.3 Zjawisko FRET.

Sondy molekularneasto oligonukleotydy oznakowane jednym fluorochromem
dawg na kacu 5', ktory przekazuje fluorescea@raz jednym fluorochromem biayrc
na kaicu 3', ktory absorbuje fluoresceacjwolniorg przez fluorochrom dawec

Powszechnie stosowane barwniki nané&o 5'-reporterowe” to: FAM
(6-karboksylofluoresceina), TET (tetrachloro-6-kakbylo-fluoresceina) oraz VIC
(nazwa zastrzmna przez ABI, USA) [189, 228].



Do barwnikow wykorzystanych na kou 3' — ,wygaszacze” nalg TAMRA
(6-karboksylotetrametylorodamina)  oraz DABCYL  [kwas 4-(4'-dimetylo-
aminofenyloazo) benzoesowy] [152, 228]. W ostatr@fach pojawity si na rynku
inne barwniki wygaszacze, takie jak BHQ™-1 i BHQ™2 firmy Biosearch
Technology's oraz Epoch's Eclipse Dark. Wygaszaezeharakteryzyj si¢ tym, ze
posiadaj niskie tto fluorescencyjne, co w efekcie pozwalka wuzyskanie vwekszej
specyficznéci oraz szerokiego zakresu absorbancji, izimdajgcego analiz
multipleksowg [23].

Najczsciej stosowanym wygaszaczem jest DABCYL, ponizwaoze on
znajdowa si¢ bardzo blisko sekwencji ,, Reporter”, co pozwalaspaawne przekazanie
energii. Wywany jest on rownie do syntezy oligonukleotydéw ,Reporter”
i, Quencher” typu Beacons [23].

Waznym czynnikiem w reakcji PCR z sondami molekularnyest wybor
optymalnego stenia primerow oraz sond, ktore pozwoha sledzenie poziomu
fluorescencji [126, 152, 153]. Ponieavdosciowy pomiar kopii DNA rowna si do
poziomu fluorescencji w kalym cyklu, dlatego temperatura topnienia sond powin
by¢ wyzsza od temperatury topnienia oczekiwanej w badapyébach [243].

Zaleca s}, aby temperatura topnienia sond byta o 5°C - 10izsza od
temperatury topnienia primerow w tej samej nici DN@ekwencja docelowa me sk
znajdow& w dowolnym miejscu amplifikowanej sekwencji DNAatomiast sondy
powinny by zlokalizowane daleko od primeréw, aby zmniefseywalizacg sonda —
primer [243].

1.1.2.2.1. Sondy TagMan
Sondy te s oligonukleotydami o diugei ok. 20 — 30 pz. Mana je nazwa

»sondami hydrolizujcymi”, ktére przez aktywni& egzonukleazow powoduy emisg
fluorescencji oraz rozdzielpond , Reporter” i sond, ,, Quencher”. Podczas kdego
cyklu PCR sonda rozpoznaje komplementarny fragni@NAA i wigze st z nim
pomidzy miejscami przyczania starterow. Podczas fazy logarytmicznej PCR
w kazdym cyklu wraz ze wzrostemegenia produktu hybrydyzuje z nim gagej sondy.

W trakcie degradacji uwalniacsiluorochrom a efektem tego wia@dym kolejnym cyklu
jest zwekszenie sj poziomu fluorescencji (ryc. nr 1.4) [8, 54, 128261153, 228, 229].
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Ryc. nr 1.4 Proces dziatania Sondy Hybrydyzcgj typu TagMan.

Inne ,sondy hydrolizujce” to sondy na bazie lantanowcéw. Technologiarapie
sie na czasowym multipleksowym dziataniu zwkéw lantanowcow technikreal —
time PCR, wykorzystdp proces transferu energii z jednego fluorochrommwdigiego
(FRET), natomiast esteczki lantanowcow utrzymyj bardzo diugo aktywrio
fluorescencyjn, co pozwolito na wykorzystanie zyzkow tych metali jako dawcow
energii.[23].

1.1.2.2.2. Sondy Beacons

Sondy te s oligonukleotydami z jedn czasteczlg z fluorochromem i drug
z wygaszaczem ha kdym kaicu. R&nig si¢ od sond TagMan tynre do wzbudzenia
fluorescencji nie potrzebayjaktywnaci egzonukleazy [8, 54, 125, 153, 189, 228].
Kiedy s wolne w mieszaninie reakcyjnej, to przyjrauprme ,szpilki do wtoséw”
(posiadag dwa ramiona z komplementarnymi sekwencjami) [1949, umaliwia
zblizenie fluorochromoéw, pozwalgie na wygaszenie przez dawltuorescencji biorcy.
W obecnéci komplementarnej sekwencji matrycy sonda rozwijaig
i hybrydyzuje do niej. Barwnik oddala¢siod wygaszacza, co urmdavia emisg
fluorescencji (ryc. nr 1.5) [8, 54, 125, 126, 1338, 229].
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Ryc. nr 1.5.Dziatanie sondy hybrydyzggej typu Beacons.

Sondy typu Beacons stosuje 8 badaniach interakcji biatko - DNA, w detekcji
enzymatycznego podzialu ssDNA, wsledzeniu technik real-time PCR
wewngtrztkankowej hybrydyzacji mRNA oraz w analizie mgjtapoprzez badania
polimorfizmu pojedynczego locus [23].

Specyficzné¢ sond molekularnych typu Beacons pozwala na doktadn
wykrywanie chromosomu Y w blastomerach oraz w mRNA pojedynczych
komorkach [23].

1.1.2.2.3. Sondy Scorpions

Detekcg specyficznej sekwencji primera oraz produktu PGRga s¢ poprzez
jeden nukleotyd. Sonda, w momencie kiedy nie hymyge, przyjmuje forra ,szpilki
do wiloséw”. Fluorochromakzy st do 5' kaica, ktéry znajduje si naprzeciwko
quenchera zwrzanego do kaca 3' [189]. Sekwencja¢pi jest komplementarna do
produktu elongacji primera, do ktérego sonda jextylpczona. Pomidzy kaicem
5' a 3' znajduje sispecyficzny starter, ktory nie amplifikuje giraz blokuje polimeraz
DNA i wygaszacz fluorescenciji [8, 54, 126, 228,229

Hybrydyzacja sondy z komplementarnym fragmentem DOddvoduje otwarcie
struktury w formie szpilki, a tym samym oddalenieofochromu od wygaszacza,
wzbudzenie oraz rejestracjfluorescencji. Fragment blokigy prae polimerazy
zapobiega wydtaniu kaica 3' produktu PCR (ryc. nr 1.6) [126, 228].
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Ryc. nr 1.6.Schemat przedstawigjy dziatanie sond typu Scorpions.

Sondy Scorpions wykorzystang do detekcji mutacji poprzez badania SNP, do
analizy ludzkich papillomawirusow oraz do zmicowania patogennych grzybow

zyjacych w rglinach [23].

1.1.2.2.4. Sondy SimpleProbe®

Sonda SimpleProbe® to pojedynczy oligonukleotyd gzemy z zielonym
barwnikiem na kéacu 5 lub 3. Cgsteczka zawieragg fluorochrom emituje
fluorescenai w chwili hybrydyzacji z docelow sekwenci DNA. Nalezy wziag¢ pod
uwag koniec sekwencji wokot zeézonej sondy SimpleProbe®. Guanozyny znajckj
sie w komplementarnej sekwencji mpgotencjalnie redukowasygnat fluorescencyjny
sondy SimpleProbe®. Innym vwaym czynnikiem jest diuggé amplikonu. Do reakciji
z sond SimpleProbe® zaleca ¢siamplikon o dlugéci od 100 do 200 pz [123].
Zastosowanie sond SimpleProbe® jestng) megdzy innymi w badaniach SNPs.
Ostatnie pospy w metodzie real-time PCR opiegagic na systemach pozwadaych
uzysk& rezultaty bezp@ednio z mieszaniny reakcyjnej, zmieg@jmetod@ real-time
PCR na mniej czasochtogoraz mniej pracochtonn Przy pomocy powiszych sond
stworzono test LightSNiP, ktéry opiera sia Polimorfizmie Pojedynczego Nukleotydu
(SNP) znajduyjcego s w GenBanku fittp://www.ncbi.nlm.nih.goy/[243].

W skfad testu LightSNiP wchodzi SimpleProbe® zawmjigy sondy
fluorescencyjne oraz primery. Sondy hybrydyzpjzy pomocy procesu FRET (ryc. nr
1.7).

12



Ryc. nr 1.7. Dziatanie oraz efekt zestawu LightSNiP z spBimpleProbe® [243].

1.1.2.2.5. Sondy Eclipse™

Sondy te mayj liniowa forme. Wygaszacz fluorescencji (quencher) zawieraamat
sekwenags zmodyfikowanych nukleotydéw, nazywamminor groove binder — MGB
I przylaczorg na kaicu 5' wygaszacza. Na kou 3' znajduje sifluorochrom. Sondy te
maozna porowna do sond hydrolizacych. Obecn@& MGB na kacu 5' i dziatanie
polimerazy Taq powoduje powstanie formy Eclips€[23

Technologia MGB ma ogromne zastosowanie w real-tir@R, poniewa
Z tatwascia mazna zaprojektowd zestaw primeréw potrzebnych do analizy trudnych
regionow ludzkiego genomu; partycypacja w reakagjiodyfikowanych nukleotyddw
moze zlikwidowa& przeszkody, ktére magpowstd w wyniku obecnéci sekwenciji
sond bogatych w A, T lub G [23].

Wygaszacz z MGB w wkszym stopniu redukuje tlto w poréwnaniu
Zz powszechnie zastosowanymi wygaszaczami, takikiTAMRA™ |ub DABCYL
(ryc. nr 1.8) [23, 175].
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Ryc. nr 1.8 Schemat przedstawiggy dziatanie sond typu Eclipse™.

1.1.2.2.6. Sondy Cyclicons™.

Sondy te znane rownigako - cykliczne oligonukleotydy (PCOs). Opieraje
na dziataniu dwoéch fragmentow sond zawigoggh dwa kdce 3' 1 dwa
konce 5'. Jeden z segmentéw PCO jest komplementarrigagmentu matrycy DNA,
drugi segment nazywany zabezpiege@in jest krotszy, posiada od 5 do
8 nukleotydow oraz jest pseudo komplementarny dac&o3' i kaca 5 sondy
niekomplementarnej do matrycy DNA, nazywanej pris@nda (ang. antisense). Przed
hybrydyzacgy PCOs formuj wewrgtrzmolekularne struktury pseudo — cykliczne,
w rezultacie powstaje komplementasomigdzy sond zabezpieczafa | sond

antisense (ryc. nr 1.9) [23].

hv \L/

”M- /N

matryca

Ryc. nr 1.9.Schemat przedstawigiy dziatanie sond typu Cyclicons™.

taczenie kacow 3' - 3' mgdzy PCOs zwiksza stabiln& nukleazy na kacu
3, podczas gdy pseudo - cykliczne struktury nacko5' dostarczaj dodatkowej
stabilngci nukleazy na kacu 3', blokugc nukleazy na kicu 5' [23].

Jezeli sonda zabezpieczap jest komplementarna do dea 5' sondy

.antisense” lub sondy-primer, oba oligonukleotydgstan catkowicie zwjzane
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poprzez 4czenie 3' - 3'. Jeli sonda zabezpiecaap jest komplementarna do daa
3' sondy —primer, oba oligonukleotydy zostaratkowicie zwjzane poprzezatzenie
5'-5'[23].

Dawca energii przgcza s¢ do wolnego kaca sondy zabezpieczagj - 3' lub
5' oraz biorca energii zwie st do zasady wewgtrz sondy - primer. Obecié
komplementarnej sekwencji matrycowego DNA w reakpfiwoduje, ze struktura
cykliczna sformowana przez oligonukleotydy otwisig rozdzielagc fluorochrom od

~gquencher” i tym samym emitag fluorescengj [23, 95].

1.1.3. Optymalizacja reakcji PCR

Optymalna reakcja amplifikacji zale od r&nych czynnikow takich jak: wybor
primeréw, temperatury orazesenia odczynnikbw w buforze. Najprosisdrogs do
optymalizacji reakcji PCR, ma@ odpowiedny pag primerow, jest zmiana gtenia
MgCl, lub temperatury annealingu. Program reakcji PC&ati bardzo wany
czynnik do optymalizacji. GZ#ciej wprowadzone g zmiany w temperaturze
annealingu, natomiast rzadziej zmieniana jesi¢iloykli, czas kadego z nich oraz
temperatura [27, 65, 192, 205, 231].

1.1.3.1. &enie jonéw Mg?

Stezenie jondw Mg2 moze mie€ wplyw na przyjczenie primerow, temperatur
oddzielenia nici od matrycy oraz od produktu PGpecyficzndé produktu, powstanie
artefaktu primer-dimer oraz aktyws§toi specyficzné¢ enzymu. Polimerazy wymagaj
wolnych jondw magnezu do doktadnego zx@nia matrycowego DNA, primeréw oraz
nukleotydéw. Reakcja PCR m® zawierd od 0,5 do 2,5 mM magnezu ponad ogélne
stezenie dNTP. Obecr$é EDTA oraz innych inhibitoréw reakcji w roztworzeimperow
lub matrycowego DNA me zakidct optymalry aktywnaé jondw magnezu [27, 65,
192, 231].

1.1.3.2. Przydczenie primeréw (ang. annealing)
Temperatura i diug@é czasu przyczenia primeréw zaky od zawartéci
zasadowej, diugmi oraz s¢zenia primerow. Temperaitopnienia starteréw oblicza
siec wedtug wzoru: [2n (A + T) + 4n(G + C)] - 5 [184], gdzie n oznacza liezb

okreslonych nukleotydow. Primery powinny zawiérad 18 do 30 zasad, zawaio
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nukleotydow G - C powinna stanaivdod 20% do 60% w sekwencji primerOw oraz
temperatura topnienia powinnadlgyodobna. Obowzujgca temperatura annealingu jest
o 5°C niisza od prawdziwej Tm primeréw. Poniewaolimeraza jest aktywna
w szerokim zakresie temperatur, elongacja primelgdzie maliwa przy niskich
temperaturach, wliczag w to etap annealingu [37]. Ogdlnie, temperaturaealingu
w zakresie od 55°C do 72°C daje najlepsze rezultajecane stenie primerow
(0,2 uM) do annealingu pozwala w krotkim czasieska§ oczekiwany rezultat [27, 65,
231].

Ze zwkkszeniem temperatury annealingu wzrastazliwos¢ prawidtowego
przylaczenia primeréw oraz redukcja nieprawidtowe] elajiganukleotydéw przy
koncu 3'. Dlatego rygorystyczne przestrzeganie tentpgraannealingu, przede
wszystkim w trakcie pierwszych kilku cykli, me poméc we wzrzie dokladnéci
metody [231].

1.1.3.3. Czas elongacji primerow

Czas elongacji zaly od dlugdci i stzenia sekwencji docelowej oraz
temperatury. Elongacja primeréw jest dokonywangy pemperaturze 72°C, poniewva
jest bliska optymalnej temperatury aktywob polimerazy. Szacuje @i ze przy
temperaturze 72°C praygzap sic od 35 do 100 nukleotydéw w zatessci od buforu,
pH, stzenia soli oraz rodzaju matrycowego DNA [37, 84].idkgzenie czasu elongacji
0 jedmy minuk przy 72°C jest wystarczfje, zeby uzyska produkt o dtugéci 2 kb
i moze by przydatne we wczeaiejszych cyklach, jeeli ilos¢ substratu jest bardzo
niska oraz w ostatnich cyklach wtedy, kiedgzehie produktu przekraczaggénie
enzymu (1 nM) [27, 65, 192, 231].

1.1.3.4. Czas i temperatura denaturaciji
Najczstsz przyczyry nieudanej reakcji PCR jest niekompletna denataracj
matrycy lub produktu PCR. Denaturacji w typowych rwekach dokonuje si
w temperaturze 95°C przez 30 sekund lub 97°C pizesekund, natomiast wgza
temperatura oraz digzy czas magby¢ odpowiednie dla sekwencji bogatych w pary
G + C. Planujc parametry etapu denaturacji nglevziag¢ pod uwag czas i temperater

aktywnaici  polimerazy. Istnieje  midiwos¢  czesciowe] utraty  aktywnéci
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enzymatycznej, z tego powodu Taq Polimeraza czakstawana jest na kou, jako
ostatni sktadnik mieszaniny reakcyjnej do PCR BX,,192, 231].

1.1.3.5. llé¢ cyKkli
Optymalna ilé¢ cykli zalecana do reakcji zahe od stzenia matrycowego DNA
wtedy, kiedy inne parametry reakcji zostaty zoptlpmavane. Najczsciej popetniany
btad polega na zaprogramowaniu zazeju liczby cykli. Taka sytuacja nie
doprowadzt do uzyskania niespecyficznych produktéw, a z kateita ilg¢ cykili
w programie utrudnia uzyskanie oczekiwanegeaestia produktu PCR [65, 231].

Tabela nr 1.1.1lo$¢ czgsteczek DNA do uzyskania oraz zalecana liczba cykli

Docelowa ilg¢ Zalecana
CZSteczek | jicsba cyKii
3x1C¢ 25-30
1, 5x10¢ 30-35
1x1C 35-40
50 40 - 45

1.1.3.6. Primery

Optymalne stzenie primerow szacuje ¢simigdzy 0,1 a 0,5 puM. Stenie
primeréw weksze, nk zalecane, ma spowodowa& kumulacg niespecyficznych
produktéw oraz mee zwkkszy prawdopodobigstwo powstania artefaktow
okreslonych jako primer — dimer. Aby uzyskgak najweksz specyficzné¢ reakcji
PCR primery powinny zawie¢aod 15 do 25 nukleotydéw oraz posiaael 40 do 60 %
zawartgci par G/C [132]. Temperatura topnienia primerowwvpma znajdowa si
miedzy 55°C a 60°C [65, 128, 192, 205, 231].

1.1.3.7. Enzym polimeraza Taq

Enzym polimeraza Taq toleruje wysokie temperat@ptymalnej aktywngci
tego enzymu oczekiamozna w temperaturze gdzy 72°C - 80°C [185, 231].
Polimeraza Taq jest aktywna rowhnie/ temperaturze pokojowej, co te prowadzt
do powstania niespecyficznych produktow reakcji POWR takiej sytuacji zaleca ¢i
przed rozpooxiem reakcji PCR poddaenzym polimeragz wysokiej temperaturze
(ang. hot start) celem zgkiszenia specyficzriai reakcji [37, 66].

Rozwdj biotechnologii pozwolit na #he modyfikacje tego enzymu. Firma
Applied Biosystems wprowadzita na rynek enzym AmatiGold®, ktéry jest
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nieaktywny w temperaturze pokojowej, a rozpoczymajs dziatanie po wsgpnej
inkubacji w 95°C przez 10 minut [13, 66]. Taki ,hetart” zmniejsza mdiwosé
powstania niespecyficznych zygkow, ktore mog powsta& przy niskich temperaturach
[66, 135].

Zalecane stzenie Taq DNA polimerazy znajdujegsimi¢gdzy 1 a 2,5 jednostek
(U) na 100 pl reakcji. Kiedy optymalizujemy PCR, ina testowa skzenie enzymu
w zakresie od 0,5 do 5 U/100.dezeli skezenie enzymu jest za wysokie, mogic
pojawic niespecyficzne produkty w tle, azgdi stzenie enzymu jest za niskie, pma
nie uzyska oczekiwanej iléci produktu PCR [65, 128, 205, 231].

1.1.3.7.1. FastStart DNA Master HybProbe

FastStart DNA Master HyProbe przeznaczony jestrdoypna LightCycler® 2.0
System. Z odpowiednimi primerami oraz sondami zedsen pozwala na specyficzn
i czuly detekcg produktéw PCR oraz na doiowy pomiar okrélonej sekwencji DNA.
Dodatkowo mana okrégli¢ genotyp w analizie Polimorfizmu Pojedynczego Locus
(SNPs) oraz w badaniach nad mutacjami [243]. Zegtemydatny jest rownie do
dwuetapowego RT-PCR. Razem z LightCycler® UracilAOBlycosylaz zapobiega
powstaniu kontaminacji podczas reakcji PCR. Zagsidgtania zestawu LightCycler®
FastStart DNA Master HybProbe u#tiviajg jego zastosowanie w amplifikacji oraz
detekcji kadej sekwencji DNA i cDNA (komplementarny DNA). Doowyzszego
zestawu wane jest dopasowanie warunkdéw reakcji PCR, zaproyedie
prawidtowych starteréow oraz paisond do kadej sekwencji. Wielk& amplikonu,
ktory chcemy analizowa nie powinien przekraczal kb. Optymalne wyniki uzyskuje

sie przy ditugdci produktu maksymalnie do 700 pz [243].

1.1.3.8. Matrycowy DNA

llos¢ DNA wymagana do reakcji PCR jest zala od czuléci zastosowanej
metody. W genetyceadowej ilos¢ DNA uzyskana zesladéw biologicznych jest
stosunkowo mata. Dagine komercyjne zestawy wymagao bada DNA o stzeniu
miedzy 0,5 ng a 2,5 ng DNA celem uzyskania optymalmyghikow. Taka ilé¢ jest
rownoznaczna 166 — 833 kopiom haploidalnego gendudzkiego (jedna kopia
genomu ludzkiego posiada okoto 3 pg DNA) [64]. ¢Wéizai¢ analiz genetyczno-
sadowych mana przeprowadzibadajc mniej niz 100 pg DNA lub 33 kopii genomu
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ludzkiego [59, 61, 66], natomiast interpretacja ikgw maze zostéd ograniczona,

kiedy badamy mniejgzilos¢ DNA.

1.1.3.9. Inhibitory reakcji PCR

Jednym z najestszych problemow spotykanych w analizie genetyczno
sgdowej to obecn& inhibitorow reakcji PCR [189, 226]. Metody izola€)NA nie
zawsze pozwalajna uzyskanie czystego DNA, pozostaggapieczystéci, ktore mog
ograniczy dziatanie polimerazy Taq [12, 189].

W grupie potencjalnych inhibitoréw znajdugic: hemoglobina krwi [2, 3, 34,
48, 108, 171, 189]; solediciowe i polisacharydy znajdage s¢ w kale oraz
w roslinach [66, 114, 134, 171, 183]; prochnica z glétmpze by inhibitorem reakcji
PCR w analizie materialu kostnego) [66, 102, 21&l]2mocznik [1, 66, 103, 113,
171]; melanina z wioséw i skoéry [47]; wysokiezgnie jonOw wapnia i magnezu [1];
wysokie s¢zenie EDTA dodanego do izolacji DNA z 4@ [108].

1.2. Badania na chromosomie Y w medycynigdowe;j

Chromosom Y sktada iz okoto 60 milionéw par zasad. Jest jednym
Z najmniejszych chromosoméw ludzkiego genomu (tythoomosomy 21 i 223s
mniejsze). Okoto 2,5 Mpz na koach chromosomu Y ulega rekombinaciji
z chromosomem X. 35 do 36 Mpz stanowi euchromatyraz 27% chromosomu
Y (9,5 Mpz) zostato sekwencjonowane [26].®&za czs¢ chromosomu Y — 95% nie
ulega rekombinacji. Region ten nazywa BIRY (ang. Non — recombining Y), zawiera
haploidalny DNA, ktory dziedziczy sw linii meskiej. Na chromosomie Y znajdugie
dwa pseudo - autosomalne regiony (PAR), w ktérya@dchedzi rekombinacja
z homologicznym regionem chromosomu X. Jeden zorggv nazywany PAR1
znajduje st na krotkim ramieniu (Yp) chromosomu Y i jego dilégszacuje si ha
okoto 2,5 Mb. Drugi region pseudoautosomalny PAR@jduje s§ na dtugim ramieniu
(Yq) chromosomu Y i jest mniejszy o jeden Mb w pen@niu z regionem PARL1 [80,
149]. Region decydagy o pici SRY zaczyna siw pozycji okoto 2,56 Mb w genie
amelogeniny AMEL Y ado 6,70 Mb na chromosomie Y [26]. Na pat&ai lat 90-tych
zostat opisany region decyday o pici, nazywany réwniegenem SRY [201].

Badania genetyczne na chromosomie Y w medycyueveej zostaly pierwszy
raz przeprowadzone w latach 70-tych metddminescencji mikroskopowej, di

ktdrej naukowcy zidentyfikowali chromosom Y w m@éde dowodowym [149, 170,
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174]. W pé@niejszym okresie rozwdj genetyki molekularnej politwoa zastosowanie
lepszych metod wykrycia chromosomu Y, badaatelitarny DNA [206]. Reakcja PCR
okazata si przelomem w genetycadowej, rozszerza¢ zakres badana chromosomie
Y, w rezultacie czego wykryto inne regiony tegoarhosomu [227] jak na przykiad
gen amelogeniny [4].

Badania na chromosomie Y mauze zastosowanie w medycynigdewej [71],
m.in. w analizach:

v dotyczcych przemocy seksualnej,
v pokoleniowych oraz ewolucyjnych,
4 identyfikacyjnych,

4 w ustalaniu ojcostwa,

v populacyjnych.

W sprawach o ustalenie ojcostwa, w sytuacji, kigghawdopodobigstwo
ojcostwa (PI) uzyskane w analizie z markerami aut@nymi jest niskie (ponej
miliona), mana rozszerzy je poprzez zastosowanie markerow STR zna@gh sé
na chromosomie Y, przy badaniu domniemanego ojcdziecka pici mgskiej.
W przypadku, kiedy domniemany ojciec jest niggalny, woOwczas analiza
Y-STR krewnych domniemanego ojca w linii ¢gkiej pozwala uzyska profil
genetyczny tego giczyzny w zakresie chromosomu Y oraz porogvoayskane cechy
z domniemanym synem [26].

Badania STR na chromosomie Y magtotne znaczenie w analizaétadow
biologicznych w sprawach dotygzych przemocy seksualnej. Zwtaszcza w sytuacjach,
gdzie w analizie autosomalnych loci uzyskano miesgaDNA kobiety i nezczyzny

trudne do identyfikaciji.

1.2.1. Markery chromosomu Y oraz iclokalizacja chromosomalna

Na pocatku lat 90-tych Lutz Roewer z zespotem kolegéw abigierwszy
polimorficzny marker na chromosomie Y i nazwat ge2¥H39. Obecnie znany jest
jako marker STR DYS19 [28, 178]. W kolejnych latacawdj metod oraz technologii
genetycznej pozwolit na wykrycie krétkich powtaegdjch s¢ fragmentow DNA na
chromosomie Y [28]. W 2002 roku badania potwiendzilostpnas¢ blisko
30 markeréw STR. Na pogtku 2003 roku uzyskano informacp istnieniu ponad
200 markeréw, dogpnych w Genomowej Bazie Danych (ang. GDByw.gdb.org.
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W ten sposéb uzyskujemy informaap sekwencji tych markeréw oraz otrzymujemy
wazne narzdzie do badabazy danych sekwencji DNA [28].
Rozw0j genetyki molekularnej w ostatnich 20 latggzwolit na rozszerzenie

zakresu badagenetycznych z ayciem markeréw na chromosomie Y w medycynie

sagdowej [30].
Tabela nr 1.2.Rozwdj Y markeréw w ostatnich latach [28].

Rok Markery Ref.

1992 | DSY19 [178]

1994 YCAI a/b, YCAIl a/b, YCAIIl a/b (DYS413),[130]
DXYS156

1996 DYS389l/1l, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 | [179]
DYF371, DYS425, DYS426 [88]

1997 DYS288, DYS388 [99]

1998 DYS385 a/b [196]

1999 | A7.1(DYS460), A7.2 (DYS461), A10, C4, H4 [225

2000 DYS434, DYS435, DYS436, DYS437, DYS43811]
DYS439

2001 DYS441, DYS442 [80]

2002 DYS443, DYS444, DYS445, DYS462, DYS446¢31]
DYS447, DYS448, DYS449, DYS450, DYS45§[17]
DYS453, DYS454, DYS455, DYS456, DYS458;
DYS459 a/b, DYS463, DYS464 a/b/c/d, DYS468176]
DYS596 (+129) GBD

2003 | DYS597-DYS645 (+50) GBD

Markery na chromosomie Y o charakterystyce haplotyfgrupa pojedynczych
alleli umieszczonych w egiych miejscach chromosomu, ktéres swspdlnie
przekazywane z jednego pokolenia do drugiego, ap SNPsS), majistotne znaczenie
w badaniach populacyjnych [130]. Podstawaywup; markeréw niezédnych do bada
populacyjnych zlokalizowa mozna wzdhi calego chromosomu Y. Markery z cech
haplotypow takie jak DYS393 i DYS19 znajdwgie w krotkim ramieniu (p), na diugim
ramieniu chromosomu Y (q) sytuujeesDYS391, DYS389 I/ll, DYS390, DYS385 a/b
oraz DYS392 [28]. Markery znajdige s¢ na kacach krétkiego ramienia blisko
pseudoatosomalnego regionu chromosomu Y wskama wysol sktonnag¢ do
rekombinacji z chromosomem X [37, 68, 149]. Na gfagl, marker DYS393 ma swo;j
odpowiednik na chromosomie X: oznaczony jako maike€¥ S267 [28, 45].
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Na chromosomie Y znajduj si¢ palindromiczne regiony, ktore ulegaj
duplikacji. W takim loci po amplifikacji uzyskujemgiwa allele. Na przyktad marker
DYS385 znajduje gina dwoch miejscach dlugiego ramienia chromosom&égiony

te rozdzielonesgo 40 000 pz, co w efekcie po amplifikacji daje dwzne allele [28].

1.2.1.1. Badania przy @yciu markerow Y-STR

Badania na chromosomie Y przy pomocy markeréow STEegyowadza gi
réznymi metodami, w zalmosci od maliwosci laboratoryjnych, celu badaoraz
badanego materiatu. Powszechnie stosowana metadadycynie sdowej polega na
rozdziale fragmentéw amplifikowanego DNA w polu lgteforetycznym [28]. Do
kazdej proby dodany jest standard wielkbw zaleznosci od oczekiwanego produktu
oraz do kadej elektroforezy drabinka alleliczna, ktéra pozavala poréwnywanie
wielkosci fragmentu DNA badanego z wielayg alleli w drabince [28, 57].

Na rynku @ dostpne r@ne zestawy komercyjne pozwajeg¢ na anali
markeréw na chromosomie Y. Rozwo0j oraz wzrosicilanarkerow Y-STR w ostatniej
dekadzie pozwolity na dokfadniezanaliz genetyczno - glowg. Zakres wielkdci
markerow STR na chromosomie Y znajdujersi¢dzy 100 pz a 500 pz.

Tabela nr 1.3.Zestawy komercyjne do analizy markerow Y-STR [28].

Zrodio Zestaw Rok Markery STR
ReliaGene Y-Plex™6 2001 DYS393, DYS19, DYS389ll, DYS390,
Technologies DYS391iDYS385 a/b
USA Y-Plex™5 2002| DYS389l, DYS389ll, DYS439, DYS438 i
DYS392
Y-Plex™12 2003 DYS392, DYS390, DYS385a/b, DYS393

DYS389I, DYS391, DYS389ll,
Amelogenina, DYS19, DYS439 i DYS43§

Serac, genRes®DYSplex-1 2002 DYS390, DYS39I, DYS385a/b,
Niemcy Amelogenina i DYS53891/1

genRes®DYSplex-Z 2002 DYS392, DYS3993, DYS19 i D8HAI

Promega PowerPlex®Y 2003 DYS391, DYS3891, DYS439, DYS389ll,
Corporation DYS438, DYS437, DYS19, DYS392,
DYS393, DYS390 i DYS385a/b
Biotype, MenPlex® Argus Y-| 2004 DYS393, DYS390, DYS385a/b, DYS391,

Niemcy MH DYS19, DYS389I, DYS392 i DYS389ll
Applied Y-filer™ 2004 DYS456, DYS3891, DYS390, DY S389ll,
Biosysrems DYS458, DYS19, DYS385a/b, DYS393,

DYS391, DYS439, C4, DYS392H4,
DYS437, DYS438 i DYS448.
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Pierwszy dosipny multiplex do bada metod STR-PCR na chromosomie
Y, Y-Plex™6, zawierat 6 markeréw i zostal opracoveywy przez ReliaGene
Technology USA w styczniu 2001r. W lipcu 2002r.sema firma wyprodukowata kit
Y-Plex™5 zawierajcy 5 markerow a ju we wrzéniu 2002r. opracowata zestaw
Y-Plex™12 z 12 markerami. Rowmiav 2002r. niemiecka firma Serac opracowywata
2 zestawy markerow Y-STR zawiegeg 4 i 5 markerow (Tab. nr 1.3) [28, 202].

W 2003r. firma Promega® wprowadzita na rynek kit rkesdw Y-STR
zawierajicy 12 loci, w ktérym po raz pierwszy znajdowat sowy marker, tj. DYS437.
(Tab. nr 1.3) [28].

W 2004r. firma Biotype z Niemiec opracowata zestawieragcy 9 markerow
Y-STR. W tym samym roku Applied Biosystems wprowiadzestaw 16 markerow
Y-STR, w ktorym po raz pierwszy pojawity esimarkery DYS456, DYS458, C4,
DYS392, H4, DYS437 i DYS448 (Tab. nr 1.3) [28].

i
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Ryc. nr 1.11 Drabinka alleli do zestawu Y-filer flrmy Appllelalosystems. Kolor niebieski —
barwnik 6-FAM zawierajcy uktady DYS456, DYS389I, DYS390 oraz DYS389lIl.
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Ryc. nr 1.12 Drabinka alleli do zestawu Y-filer firmy Applied Bsgstems. Kolor zielony —
barwnik VIC zawierajcy uklady DYS458, DYS19 oraz DYS385.
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Ryc. nr 1.13 Drabinka alleli do zestawu Y-filer firmy Appliedi@systems. Kolor czarny —
barwnik NED golty) zawierajcy uktady DYS393, DYS391, DYS439, DYS635 oraz DY339

EDvsasT 1 E—pvsasE ] Eovsaas

Ryc. nr 1.14 Drabinka alleli do zestawu Y-filer firmy Appliedi@&ystems. Kolor czerwony —
barwnik PET zawierafy uktady YGATAH4, DYS437, DYS438 oraz DYS448.

1.2.3. Badania populacyjne polimorfiau markeréw Y-STR

Profile genetyczne uzyskane w znych regionach naswiecie stosujc
9 markeréw Y — STR z ceglthaplotypdw pozwolity na stworzenie bazy danychitp:h
/I www.ystr.org Powy:szy zestaw zawiera naptijgce markery: DYS19, DYS385,
DYS390, DYS390, DYS391, DYS392 i DYS393. Stanovahe w medycynieaslowej
haplotyp minimalny. W p#niejszym okresie zostat poszerzony o dwa loci YRST
[196].

Dostpne bazy danych znajdujsie na stronach internetowych [28]:
www.yhrd.org gdzie opisano badania wykonane na 224 populacfecBwiecie,
natomiast stronawww.ystr.org zawiera dane o badaniach na 94 populacjach
europejskich [180]; na 30 regionalnych populacj&tinow Zjednoczonych - nagj na
uwadze ranorodnd¢ tej ostatniej [96, 98] oraz na 22 populacjach tgzjach [118].
Wyniki bada na populacji Stanéw Zjednoczonych umieszczono mé@wna stronach

internetowych: www.reliagene.confi202] i www.promega.com

24



Na stronach internetowych www.ybase.ongyw.ysearch.org www.smgf.org

znajdup si¢ dane z badagenealogicznych dokonanych na caluiecie.

1.3. Polimorfizm Pojedynczego NukleotyduS(NP)

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu to utrwalone nkowe zmiany
w sekwencji DNA, powstate w wyniku tranzycji lub transwersji [8].
W genomie cztowieka liczba SNPs jest ogromna. Wagkazwstpna liczba to ponad
2 miliony [66, 119, 218], mage istotne znaczenie w badaniach populacyjnych oraz
w diagnostyce medycznej w kierunku badaad chorobami genetycznymi [26].
Przyszid¢ bada genetycznych w medycynie adowe] jest $cisle zwigzana
z polimorfizmem pojedynczego nukleotydu. Uzyskangniki nie wskazuy na
obecnd¢ artefaktow (stutters), co ma potencjalne znaczera@alizie mieszanin DNA.
Badania przeprowadzong & petni zautomatyzowanmetod, co skraca czas badania
oraz pracy laboratoryjnej. Najwaiejszy z& zalety SNPs jest mdiwos¢ uzyskania
produktu PCR mniejszego Mil00 pz, co ma ogromne znaczenie przy analizie
zdegradowanego DNA.

Badajc jeden SNP, uzyskujemy maksymalnie dwa allelep@eoduje,ze sita
dyskryminacji jest w stosunku do badaystemem STR niska. Do poréwnywalnej
analizy 13 loci STR jest potrzebna analiza, 25 &olegci SNP [30]. Inne badania
wskazug, ze wyniki uzyskane przy badaniu 50 SNPs stagowad 20% do 50%
informacji genetycznej uzyskanej w porownaniu dalay 12 loci STR [60]. &
SNPs potrzebnych do analizy #eo by rozna; zalena od stopnia polimorfizmu
badanych SNPs. Badaj od 50 do 100 SNPs mwa oczekiwé, ze uzyskana sita
dyskryminacji lgdzie zblzona do sity dyskryminacji analizy od 10 do 16 I&TR
[28, 58].

Loci SNPs mog sie znajdow& w regionie kodujcym i niekodugcym biatko
w ludzkim genomie. Usytuowane w regionie kagym pozwalaj na badania
diagnostyczne choréb genetycznych oraz farmakogerstch [204]. Natomiast,
wicksza¢ SNPs znajduje siw regionie niekoducym w ludzkim genomie i odgrywa
wazng rolg w badaniach genetyczno - populacyjnych oraz wiyeaesdowej.

Przewaajaca ilos¢ SNPs znajduje siw bazie danych w Centrum Narodowym
Informacji Biotechnologicznej (National Center fBrotechnology Information, NCBI
dbSNP) [53, 66, 129, 219].
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1.3.1. Rola markerow Y-SNPs w genetycadowej

Analiza markerow SNPs na chromosomie Y dostarczangjainformaciji
genetyczno-glowe] w sytuacjach, kiedy badamy DNA w stanie ddgca lub kiedy
analizujemy mieszangnDNA kobiety i nezczyzny, gdzie il6¢ DNA kobiety jest dao
wigksza od iléci DNA mgzczyzny [115].

Interpretacja wynikdéw uzyskanych przy badaniu SMBschromosomie Y jest
bardzo tatwa, poniewauzyskujemy tylko jeden allel.

Miedzynarodowa grupa naukowcow: Michael Hammer 2z Urswtetu
w Arizonie, Peter Underhill z Uniwersytetu w Stamfpie, Mark Jobling
z Uniwersytetu w Leicester oraz Chris Tyler SmitlUmiwersytetu w Oxfordzie na
czele uporzdkowata list haplogrup chromosomu Y w Konsorcium Chromosomu
Y (ang. Y Chromosome Consortium, YCC) oraz opubligta g w lutym 2002r
w czasopimie Genome Research [28]. Haplogrupa to grupa dstyno podobnych
genach. R#nice genetyczne mag powstd w wyniku mutacji genetycznych
zachodzcych co kilkaset lat w markerach SNPs [89, 211].

Uporzzdkowane haplogrupy pozwolity na stworzenie drzewaeglogicznego
chromosomu Y, w ktdrym zostato opisanych ponad Riaflelicznych markerow oraz
153 r&nych haplogrup. Zostato ono zaktualizowane w sierf@003r. przez Marka
Joblinga i Chrisa Tylera Smitha oraz w 2008r. pro@akowcow z Uniwersytetow

w Arizonie i Stanfordzie [246].

maaz

m207 m&
P :
- =
Ryc. nr 1.15 Nomenklatura haplogrup opracowanych przez YCGdianarker posiada swoje

haplogrupy (A-T). Haplogrupa R, a dokfadniej R1HR1cechuje populagjKaukask, z ktorej
pochodzi populacja Europejska [28].
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Informacje na temat kadej haplogrupy mima uzysk& miedzy innymi na

stronach internetowych: www.ycc.biosci.arizona.edu  www.decodeme.com

i WWW.is0QgQg.org

W pracy Juana J. Sancheza i inni [188, 189] zostzmalizowanych
35 SNPs na chromosomie Y, gdzie z 29 SNPs przeastaw haplogrupy
w populacji europejskiej. Badaniom poddanoz&akbl Y-SNPs populacji Stanow
Zjednoczonych (badania przeprowadzone przez MiahaeF. Hammera
i wspotpracownikéw). W efekcie powstata baza danggtpopulacii [72]. Vallone oraz
Butler zbadali 50 Y-SNPs przy zastosowaniu 8 meakgw [216]

Badania SNPs przeprowadzone na chromosomie Y iiteemondrialnym DNA
(mtDNA) pomogly naukowcomsledzi migracg populacji [91, 143] oraz na
stworzeniu nowy rodowod obecnych mutacji oraz itmyoazliwych do powstania
w przyszigci [90, 174].

1.3.1.1. Wybdr SNPs na chromosomie Y

Wybér SNPs do badagenetycznoglowych jest trudnym zadaniem. Human
Genome Projekt w 2002r. stworzyt napméejsz grupe SNPs lub ID opartych na
statusie walidacji, polimorfizmie, jakoi sekwencji, technologii stosowanej oraz
sprzzenia [154].

Istnieje wiele czynnikow, ktore nade wzigé pod uwag przy wyborze SNPs
w zaleznosci od projektu bada Korzystajc ze strony internetowej, na ktorej znajduje
siec baza SNPs, natg zwréc uwag na wystpujace allele (zmiana nukleotydowa),
region w chromosomie, gdzie wgptije, pozyat ze zmiag nukleotydowg oraz poziom
heterozygotnéci naszego SNPs [115, 154].

Sprzzenie jest jednym z najwaiejszych czynnikbw w wyborze SNPs do
analizy. Aktualne badania wykazujze kiedy dochodzi do nierdwnowagi sgren
(ang. Linkage Disequilibrium: LD), pojawtgjsiec wyrazne bloki w ludzkim genomie.
Ta zmienné&¢, zakres oraz dystrybucja LD wadych populacjach nie jest do faa
zbadana [154].

Obecnie meéna znale¢ duzg ilos¢ Y-SNPs w publikacjach agdowo-
medycznych, ktore dostarczainformacji na temat badanych SNPs, natomiast gtron
internetowe s zrodiem wiedzy o SNPs wcagiej niebadanych [154].

Dodatkowo przy wyborze SNP nalewzig¢ pod uwag:

v/ organizm, na ktérym planujemy przeprowdadaadania,
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v ilos¢ powtdrzeé wystepowania wybranego SNP w genomie,
v' walidacg SNPs.

Ta ostatnia cecha gra wa role w badaniach genetyczngeowych. Wybrane
markery SNPs w tej dziedzinie powinny posiadhra site dyskryminacji do analiz
mieszanin DNA oraz badaopulacyjnych [115, 154].

Obecnie wyboru SNPs na chromosomie Yzme dokond, korzystagc z baz
danych, ktére zawierajszerolg oraz doktads informacg o Y-SNPs w zakenosci od

zastosowane] metody laboratoryjnejww.ncbi.nlm.nih.gov/SNR/www.snp.cshl.org/

www.ensembl.org/itp. [154, 199].

1.3.2. Metody analiz markerow SNPs

Pod koniec lat 90-tych, w wyniku diugiej pracy naulcéw z DOE
(Departament of Energy Office) oraz NIH (Nationalstitutes of Healht) Human
Genome, powstata mapa SNPs zawigajponad 100 000 markerow. Przedstawione
zostaty rownie metody identyfikacji SNPs oraz najbardziej typokexlugce regiony
w wigkszdaici zidentyfikowanych genach [56, 233].

W 1999r. Konsorcja Farmaceutyczne z Arthurem L.ddabm na czele wykryty
300 000 SNPs, w @aiejszym okresie przedstawiono ponad milion [563]23

llos¢ SNPs w ludzkim genomie, ich tatéfoi raczej ograniczony polimorfizm
zainteresowaly naukowcow podatekm rozwoju diagnostyki medycznej [204].
Markery SNPs, stosowane w celu identyfikacji genbaangaowanych w choroby
genetyczne, posiadgpotencjalne znaczenie w analizie farmakogenetyd2064].

W genetyce gdowej analiza komercyjnie depinych markerow STR dotyczy
zakresu midzy 100 a 600 pz. Wyboru SNPs nglelokon& w nizszym zakresie —
ponizej 100 pz (wielké¢ amplikonu) tak, aby analiza trudnego materiatu
(zdegradowany DNA) byta nitwa.

Metody analizy SNPs charakteryzigiec wysokim poziomem automatyzacji, co
pozwala na szykki doktadry analiz. Natomiast odczynniki potrzebne do analiz SNPs
nadal § bardzo kosztowne.

Do bada identyfikacyjnych, w ustalaniu ojcostwa oraz ponawczych
dowoddw rzeczowych, istotna jest analiza kilku SNRswigcej ich zastosujemy, tym
wigksze lgdzie prawdopodobiestwo uzyskania wysokiego polimorfizmu zidhego do
rezultatu uzyskanego metpd8TR. Whze st to jednak z trudriwia przy wyborze

optymalnych warunkéw reakciji [8].
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Nie ma idealnej metody genotypowania SNPs. Wybdoadedniej metody do
bada zalery od posiadanego spit. Do analiz w genetycegdowej wymagany jest
odpowiednio dobrany multiplex oraz wysoka dokiadnev interpretacji wynikow
[204].

Zastosowane metody wykrywania SNPs dzgi na cztery grupy:
v" hybrydyzacja (ASO),
v' elongacja (wydtzanie starterow),
v' metoda oparta na dziataniu ligazy — OLA (ang. Qligdeotide Ligation Assay),

v’ inwazyjny podziat.

1.3.2.1. Hybrydyzacja — ASO

Metoda hybrydyzacji, zwana ZeASO (ang. Allele Specific Oligonucleotide
Hybridization), wedlug Rabioneta i Estivilla (1999piera s na hczeniu
komplementarnych, znakowanych specyficznych sondndtrycy DNA zawierajcej
polimorficzne miejsce. Sondy przekazenergé¢ poprzez proces FRET [204].

Woczeniej metod te uzywano do analizy Southern blot lub Dot blot.
Oligonukleotydy zawiergjod 15 do 21 par zasad. Oparta na nich metoda pazvea
wykrywaniu miejsca ze zmigmukleotydovq. Metoda ASO ma podstawowe znaczenie
w badaniach przy zastosowaniu SNPs, w genotypowarsizm w Projekcie Ludzkiego
Genomu (Human Genome Projekt) [204].

Sondy Oligonukleotydowe madoy¢ znakowane radioaktywnie, enzymatycznie

oraz fluorescencyjnie [204].

1.3.2.1.1. Proces FRET

Proces transferu energii z jednego fluorochromuddagiego (Fluorescence
resonance energy transfer — FRET) omowiony zostalinkcie -1.1.2.2..

Badanie Polimorfizmu Pojedynczego Nukleotydu (SNR)y zastosowaniu tego
procesu mgna przeprowadzi w LightCycler firmy Roche®. Dwie specyficzne
sekwencje oligonukleotyddwa svyznakowane fluorescencyjnie [8, 204].

W oparciu o zjawisko FRET lub metpASO dziataj rowniez sondy omawiane
w punkcie -1.1.22..

Jedny z zalet metody hybrydyzacji jest brak pracy labamgnej po reakcji PCR,
poniewa detekcja oraz PCRy przeprowadzone rOwnoczee, co znacznie skraca czas
pracy [204].
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1.3.2.1.2. Detekcjadhescencyjna i mikromacierze DNA

Metoda polega na hybrydyzacji krétkich oligonukigtiiw zwigzanych
z podizem statym zwanym mikromacierzz produktem PCR oznakowanym
fluorescencyjnie oraz zawiegaym sekwengj ze zmiag nukleotydows. Technika ta
pozwala na rownoczegnanaliz kilku SNPs [20, 204]. Natomiast wydafto
hybrydyzacji oraz stabilfo powstagcych produktow zaley nie tylko od stopnia
polimorfizmu, lecz take od sekwencji otaczgjej SNPs [35, 204]. W zwzku z tym
mog Sie pojawi trudnaci z wybraniem optymalnych warunkow reakcji do
rownoczesnej analizy kilku SNPs. Ten problem zostalwigzany poprzez system
GeneChip, firmy Affymetryx, poprzez stosowanie spAGO do kadego SNP [204].

Technile te stosuje si do genotypowania dej ilosci SNPs, co przekracza

obecne magiwosci genetyki gdowej.

1.3.2.2. Elongacja (wydtanie starteréw)

Metoda wydtiania starterow (ang. Primer Extension) pozwala oHiphexows
analiz SNPs. Oparta jest na umigjosci enzymu polimerazy do wtzenia
specyficznych deoksyrybonukleotyddéw do komplememggaisekwencji matrycowego
DNA [112, 181, 182, 204, 216].

Istniejg rozne warianty reakcji opartej na zasadzie wydhia starteréw:
v" minisekwencjonowanie,
v’ allelospecyficzne wydtenie,
v’ pirosekwencjonowanie.
1.3.2.2.1. Minisekwencjonowanie

W procesie minisekwencjonowania allele primer razyoapcy reakcg

w sekwencji matrycowego DNA natychmiasfcdy st i jest wydtwany poprzez
polimeraz DNA, ktéra zawiera nukleotyd komplementarny do ipokficznego
miejsca [103, 201, 206].
Wiekszai¢ metod do analizy SNPs wymaga przeprowadzenia $nggezej reakcji
PCR. Przed metagdminisekwencjonowania, aby zredukawaadmiar odczynnikow
reakcji PCR i uzyska specyficzny produkt, zalecagsiowniez przeprowadzenie tej
reakcji [201].
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1.3.2.2.1.1. Metoda SNaPshot
Obecnie na rynku istnigj rozne technologie oparte na bazie metody
minisekwencjonowania. Firma Applied Biosystemg e zestaw SNaPshot w postaci
multiplexu. Dzeki niemu rozdziat produktéw PCR przeprowadza gioprzez
elektroforez kapilarp na analizatorach genetycznych (rowniej firmy). Mozna
zaprojektowéa nawet 10 multiplexéw, co pozwala na uzyskanie wynilO SNPs
rownoczénie [182, 185, 186, 201].

1.3.2.2.1.2. Metoda MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (ang. Matrix-assisted laser desorption-ionization time-of
flight mass spectrometry), zwanaztspektrofotomety masow, jest konfigurag
spektrofotometréw magddta jonow MALDI oraz analizatora TOF [201, 212].

MALDI (ang. Matrix Assisted Laser Desorption lorisa — MALDI) jest
tagodry metody, jonizacji laserowej, ktéra z dobrarenergy nie doprowadza do
fragmentacji cgsteczek, lecz tylko do ich oddzielania ze specjapraygotowane;
matrycy. Matryca absorbuje enerdasera i przekazuje do analizowanych @steczek
[201, 212].

TOF (ang. Time Of Flight TOF), analizator jonéw, ktory przy pomocy impulsu
elektrycznego wprowadza jony do komory analizatgdgie zaczyna sipomiar m/z
(masa w stosunku do tadunku) oparty na zasadeiee wzrostem masy gsteczkowej
jonow wydtuwza sk ich czas przelotu [201].

Spektrofotometr MALDI — TOF pozwala na bezpaming detekc skiadu
populacji casteczek o diych masach. Jego zastosowanie w badaniach gengticzn
przy wyciu markerbw SNPs polega na zwaniu sond z dNTPs przez reakcj
wydtuzenia, powodujc zwigkszenie ranic masowych ngidzy allelami SNPs [18, 50,
204, 217].

1.3.2.2.1.3. Mikromacierze
System ten opiera eitez na reakcji wydtaania starterow [147, 200, 204].
Metoda polega na naniesieniu matrycowego DNA nakptygawierajca specyficzne
sondy molekularne. Detekcja ngstije przez pomiar emisji fluorescenciji [8, 28, 147]
Istnieg dwa rodzaje mikromacierzy: cDNA oraz oligonukledmwe [92]. Na

mikromacierzach cDNA zablokowang gtugie fragmenty DNA. Proces ten ma miejsce
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na powierzchni membran, szkta lub silikonu [92] kkdmacierze oligonukleotydowe s
wytwarzane w procesie syntezy na statej powierzckiigonukleotydy s kroétkie
(10 - 80 pz), co pozwala na okienie zmian na poziomie ekspresji genow, araliz
SNPs, wykrywanie nowych transkryptow, badanie psdwe metylacji oraz innych
zmian epigenomicznych [92, 147, 204].

Mikromacierze do badaSNPs w jednym eksperymencie uiliwiajg analiz
kilkuset mutacji i polimorfizmow, jak te poznanie mechanizméw rozwoju chordb

genetycznych [92].

1.3.2.2.2. Allelospecyficzne wydkenie
Proces ten polega nazrocach efektywngéci wydtuzania polimerazy DNA
migdzy starterami ze zmiarlub bez zmiany na kmu 3'. Polimeraza DNA wydhy
tylko starter z kacem 3', ktory bdzie komplementarny do matrycowego DNA. Do
kazdego zanalizowanego SNP jest potrzebna para starteDetekcja produktu
reakcyjnego mize zosta dokonana poprzez mikromacierze z nukleotydami

oznakowanymi fluorescencyjnie [148, 204].

1.3.2.2.3. Pirosekwencjonowanie

W 1996 roku w Royal Institute of Technology w Sztoknie profesor Pal
Nyren, wraz ze swoim uczniem Mostafa Ronaghi, oprat nowatorsk technile
sekwencjonowania DNA — pirosekwencjonowanie [66].

Polega ona na sekwencjonowaniu DNA w czasie rzeistym. Do reakcji
wykorzystane $ cztery enzymy — polimeraza DNA, sulfurylaza, lwrg@za oraz
apiraza. Podczas syntezy DNA uwalnig pirofosforan (PPi). W wyniku kaskady
reakcji enzymatycznej dochodzi do emisjiatta a jego intensywrio zalezy od ilosci
wydalonego pirofosforanu a rownoémée od ilgci stworzonych sekwenciji
nukleotydow [203].

Pirosekwencjonowanie znalazto zastosowanie w takighlizach jak: badanie
sekwencji odcinkbw DNA, wykrywanie mutacji i polinfamow pojedynczych
nukleotydow, genotypowanie wirusow i bakterii czzdanie mitochondrialnego DNA
[203].
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1.3.2.3. Metoda OLA (ang. Oligonucleotide Ligeon Assay)

W tej metodzie dwa oligonukleotydy lub sondy o dig nie wikszej ni
20 nukleotydow hybrydyzuajz docelovy sekwenci DNA [208].

Technika OLA opiera sina wia&ciwosciach ligazy DNA, ktéra wicza s¢ do
nukleotydow stwarzag wigzanie kowalencyjne ratlzy dwoma oligonukleotydami [8].
Komponentami tej reakcji as trzy sondy oligonukleotydowe i dwie sondy
allelospecyficzne. Jedna sonda oligonukleotydovea k@emplementarna do sekwencji
z miejscem polimorficznym i réwnie jedna ze sond posiada na nko
3' nukleotyd komplementarny do miejsca ze zmiankleotydovd. Do przyhczenia
substratow z produktem dochodzi tylko wtedy, kiesbkwencje & komplementarne
migdzy soly [48].

Do bada, w ktorych mana zastosowametod OLA nalezg: analiza chorob
genetycznych o znanych mutacjach oraz analiza eatyg wirusowych
I bakteryjnych [48].

1.3.2.4. Inwazyjny podziat

Do tej reakcji wymagana jest para oligonukleotyddeden okrdony jest jako
oligonukleotyd ,atakujcy” (ang. Invader oligonucleotide) oraz drugi, kt@rzykcza
sic do matrycowego DNA zawiergjego nukleotyd czciowo komplementarny.
Oligonukleotyd ,atakujcy” jest komplementarny do sekwencji SNP znéem
3. Sonda posiada dwa regiony, jeden komplement@ong$NP na kacu 5' oraz drugi
niekomplementarny do regionu 5 SNP. Kiedy zasadiliana hczy sk
komplementarnie do zasady sondy, oligonukleotydaka#acy” w regionie 3' stwarza
struktug, ktdrg wykrywa endonukleaza, zwalnggj sond na kacu 5. Jeeli
endonukleaza nie wykryje struktury matrycy, to dgdzie do detekcji pojedynczego
miejsca mutacyjnego [94, 124, 131, 204].

1.4. Wstkpne badaniasladow biologicznych

Kazda komorka zawieraga pdro posiada dwie kopie ludzkiego genomu
I teoretycznie mgna uzyské petny profil genetyczny osobnika przy zastosowaniu
optymalnych metod laboratoryjnych [107, 120, 121].

Slady biologiczne przekazane przez Orga®eigania i Wiadze Wymiaru
Sprawiedliwdci do pracowni hemogenetycznej Zaktadu Medycyagdsvej wymagaj
wstepnych ogédzin, ktore maj istotne znaczenie w piiejszej interpretacji wynikow.
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Na przyklad w sprawach o zabdjstwo awe jest, by ustali czy w materiatach
zabezpieczonych do badanajduj sie slady krwi.

W sprawach dotyegych przemocy seksualnej istotne jest, aby potwiérazy
w materiatach przekazanych do badaajduj si¢ slady nasienia.

Dosktpne obecnie metody pozwajapwniez potwierdzé obecndé¢ krwi w kale,

obecnd¢ sliny i krwi oraz nasienia na #iych poditaach.

1.4.1. Metody wykrywaniasladdw krwi
Do wykrywaniasladéw, ktére mog zawier& krew, stosowaneggdzne metody:
v' niespecyficzne,
v' specyficzne.

Do niespecyficznych metod nate techniki z zastosowaniem Luminolu,
Benzydyny oraz testu Kastela-Mayera [169, 230], tanjch wynik pozytywny mae
okaz& si¢ falszywie pozytywny, natomiast wynik negatywny nednacznie mie
wskaza na brak krwi w badanyrladzie.

Wsrdéd powyzszych metod najbardziej czuta jest metoda z zastaisiem
Luminolu (3-amino-phthalhydrazide). R@ki niej] mazna uzyska wynik pozytywny na
obecnd¢ krwi nawet przy rozcigczeniu 1:1000 000 [230]. Natomiast vagest to,ze
mozna uzyska wyniki fatszywie pozytywne w badaniu materiatu Zemajgcegoslady
miedzi, jej stopdw orazelaza i kobaltu.

Metode wykorzystujca aktywndaci peroksydazy, rowniemozna zastosowado
wykrywania sladow krwi [66]. Casteczki hemoglobiny katalizpjhydrolize nadtlenku
wodoru, co w efekcie prowadzi do oksydacji sktadnthemicznego reakcji, zmienjgj
barwe [66, 70]. Przyklady skfadnikow, ktére ulegapksydacji to: leukomalachit
zielony (skrét: LMG), fenoloftaleina (test KastelaVayera), ktéra zabarwia ¢ina
rézowo oraz tetrametylbenzidyna (skrét: TMB), zabajgda s¢ na zielono [67, 80,
157]. Metoda ta nakly rowniez do niespecyficznych, poniewakazdy materiat
zawierajcy aktywna¢ peroksydazy mae d& falszywie pozytywny wynik. Do takich
materiatdw nalgy zaliczy¢ skoe i rosliny [66, 169, 214].

Obecnie na rynku dagine g testy bardziej specyficzne. Ich swoistooraz
latwos¢ zastosowania pozwala na szybkie oraz wygodne wigkrgemoglobiny krwi

w laboratorium lub w miejscu zdarzenia.
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W 1853r. Teichman i w 1912r. Takayama opracowalitotke opart na
powstaniu krysztatkbw pochoglzych od hemoglobiny krwi. Czerwony barwnik —
hemoglobina pod wptywem kwasu octowego i soli kuteg zamienia giw krysztatki
chloroheminy. Uwidocznienie tych krysztatkbw dokonametod mikroskopowy oraz
spektroskopow. Krysztatki heminy barw sie na kolory jasnobrunatny,
czerwonobrunatny lub prawie czarny [66, 219, 23B]. metodach specyficznych
wykorzystuje s technile spektrofotometryczn lub testy immunochromatograficzne
[76, 232]. Do powyszych testow naky test Hemcheck, Hem Select, Hexagon OBTI
test Hemophan, Hemastix® oraz RSID™blood [82, 1530]. Niestety, jeeli ilosé
ekstraktu (antygenu) jest zbytzy mana uzyskéa fatlszywie negatywne wyniki przy
zastosowaniu powsgzych testow immunochromatograficznych [230].

Testy inmunochromatyczne opierajsic na migracji przeciwciata przez
membrag zawierajca specyficzne miejsce, gdzie zachodzi reakcja imrogiczna.
Innymi stowy, slad, na ktérym podejrzewamy obedétokrwi, powinien zawiera
przeciwciato glikoforyg A — znajdugce s¢ nasciankach czerwonych komorek krwi.
Dodana proba do okienka testowego migruje przezbrem Jereli znajduje si krew
w $ladzie, zostaje zatrzymane przeciwciato. Jako wyrakytywny otrzymuje gidwie
kreski, jedm negatywn lub kontrolry, drugy pozytywry wskazujca na obecn& krwi

w materiale biologicznym [66, 82].

1.4.2. Metody wykrywaniasladéw nasienia

Slady nasienia réwnie mozna wykr$é przy zastosowaniu technik
laboratoryjnych. Pogtkowo w medycynie glowej stosowano metodnikroskopovy
do wykrywania plemnikéw przygotowanych w preparhtacaz zabezpieczonych na
wymazowkach. Nieobeck6d plemnikéw nie wskazuje jednak na brak nasienia.
Mezczyzni z azoospermilub z oligospermy mag mak lub zerow ilos¢ plemnikow,
co mazna potwierdzi przez badanie mikroskopowe. W praktyce taki oll@azrowadza
do bkdnych wnioskow w analizie genetyczngdsewej [67, 207]. Réwnie forma
dostarczaniasladéw biologicznych do badagenetycznych np. wymazy, utrudnia
przeprowadzenie wginych testow okrgajacych rodzaj zabezpieczonego materiatu.

Istniejg rézne metody wykrycia obecka markeréw biatkowych w plynie
nasiennym. WWod tych markeréw znajduje ¢sigamma - glutamylotranspeptydaza

(GGT),dehydrogenaza mleczanowa (LDH), cholina apermina. Powisze metody
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zostaty wycofane w medycynigdowej ze wzgjdu na wysokie gtenie tych markerow
w innych nargdach ciata ludzkiego [67].
Do testow wykrywania obecha nasienia mana zaliczy tez technilke pomiaru
aktywnaici kwasnej fosfatazy (AP) oraz test PSA (antygen specyfiqrostaty).
Metoda aktywnéci AP maze wykazywé falszywie pozytywne wyniki ze
wzgledu na to,ze kwana fosfataza znajduje esirowniez w innych wydzielinach

organizmu np. pochwowej [67, 167].

142.1. TestPSA

Test PSA opiera sina reakcji immunologicznej w celu wykrycia antygen
specyficznego dla prostaty. Sensabaugh w 1978 stkierdzit,ze PSA jest biatkiem
specyficznym, ktore posiadajmezczyzni, co sktonito specjalistdw kryminalistyki do
wykorzystania tego biatka do badavykrywania nasienia wiladach biologicznych
pozostawionych na miejscu przgsttwa [67, 197, 213]. Zalete] techniki jest toze
wykrycie antygenu PSA nie ma nic wspolnego z sdig plemnikow
w pozostawionyngladzie. Hochmeister i wspétpracownicy udowodnii, komercyjne
testy uywane w praktyce klinicznej nadapic do identyfikacji nasienia w praktyce
sgdowej [67, 75].

Niestety, obecnie przeprowadzone badania w tymuklar wskazuyj na
niespecyficzné tego testu, albowiem rowniar kobiet w wydzielinie z piersi wykryto
obecnd¢ antygenu PSA [14, 67, 191]. Wynik pozytywny w kieku obecngci
antygenu PSA mima take zaobserwowau pacjentéw chorych na nowotwor ptuc,
macicy 1 piersi [52, 67], podczas badaniazygka [67, 127] oraz moczu
[67, 127, 190]. llé¢ PSA zmienia si tez w zaleznosci od wieku ngzczyzny oraz od
jego stanu zdrowia. W przeime prostaty stwierdza ¢siznacznie zawyony poziom
PSA [67, 244].

1.4.2.2. Test RSID™ - Semen
Do innych metod immunochromatograficznych ngléest RSID™ - Semen
(ang. Rapid Stain Identification of Human SemengstT RSID wykrywa biatko
semenogeligy ktora znajduje si w pecherzykach nasiennych odpowiedzialnych za

ejakulacg. Test RSID™ - Semen opiera sia dziataniu dwoch ludzkich przeciwciat
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monoklonalnych semenogeliny. Test zalicza do testow immunochromatycznych,
ktOre opieraj sic na reakcji immunologicznej opisanej iy w punkcie 1.4.1.

Test ten ma najlepsze zastosowanie w wykrywaniuzkiego nasienia,
poniewa ujawnia tylko obecn@ biatka semenogeliny znajdeego st w plynie
nasiennym cztowieka, a nie w innych ptynach ustsgch oraz w nasieniu innych
zwierzt. Zaleca si uzycie do testu maksymalnie 20 ul nasienia lub wymézd

Z zabezpieczonym materiatem do bafgs, 141].

1.4.2.3. Technika ALS (ang. Alternative Light Soure)

Metoda oparta na alternatywnyurddle swiatta pozwala na uwidocznienie
plamy, co do ktérej jest podejrzeniee maze to by plama powstata z nasienia, krwi
lub z innych ptynéw biologicznych np. z wydzielimypochwy, potusgliny. Urzadzenie
to, pracugc w oparciu oswiatto o okralonej dtugaci emisji fluorescencyjnej oraz
specjalne filtry, pozwala na oldenie rodzaju zaplamie Fluorescencja przybiera
rézne odcienie bieli a zaplamienia wykagupierownomierny rozktad emisji [67].
Metoda ta pozwala na szybketekcg sladéw, natomiast ostatecznej identyfikatfidu
mozna dokoné tylko metodami biochemicznymi.

Technika ta wykorzystuje zasadwykrywania obecndxi enzymu kwaénej
fosfatazy wsladach zawiergpych nasienie. ldentyfikacjdladu jest maliwa wtedy,
kiedy stzenie tego enzymu jest wysokie w badanej plamie 5§, Jednak pomimo
niskiego s¢zenia enzymu w takich wydzielinach jélkna i wydzielina z pochwy mma
go wykry¢ technilg ALS [66, 178].
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2.

CEL PRACY

Porownanie metody z zastosowaniem barwnika éscencyjnego SYBR
Green | z metagl z wyciem sond molekularnych przy pomocy
LightCycler ® 2.0;

Opracowanie optymalnych warunkow do przeprovesuia reakcji PCR
metod, z zastosowaniem SYBR™ Green | oraz LightSNiP,roeleyskania
produktu amplifikacji na trudnym do opracowywania ateriale
biologicznym w genetyceadowej oraz dobdr optymalnegocstnia DNA
potrzebnego do przeprowadzenia analiz peaymi metodami;
Analizowanie przydatngi metody LightSNiIP z wybranymi Y-SNPs:
rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279, rsPA32617315821 oraz
rs17306671 w analizidladoéw biologicznych w poréwnaniu z wynikami
analiz uzyskanych meta6TR-PCR,;

Poréwnanie  wynikbw  uzyskanych  metpd LightSNiP  siedmiu
zastosowanych Y-SNP;

Opracowywanie bazy ¢gtasci wystpowania zastosowanych markerow

Y-SNPs w wojewodztwie wielkopolskim.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Materiat
Wykorzystano do bada

a)

b)

d)

Plamy bdace mieszanip krwi mezczyzny i kobiety, w proporcjach 1:5, 1:10,
1:20, 1:30, 1:50, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:150@@ 4:20000. Proby te zostaty
przygotowane w celu przeprowadzenia ¢pstych bada metod LightSNiP

z wybranymi Y- SNPs. Te same proby zostaly poddameniez reakcji STR-
PCR,

Plamy krwi i nasienia dugce mieszanij kobiety i nezczyzny. Powysze
mieszaniny rozlano na zoym podtau: na bibutach Whatmann® 3 mm i 2 mm
oraz na kompresie z gazy. Mieszaniny przygotowanaraporcjach 1:30, 1:50
oraz 1:100 § : ?), w celu wsgpnego sprawdzenia efektywdod metody
LightSNIiP oraz zastosowanych Y-SNPs;

Przygotowano rthe mieszaniny DNA w postaci wyizolowanego DNA
mezczyzny o sgzeniu 5,6 ng/pl i DNA kobiety o ateniu 5,3 ng/ul
w proporcjach: 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:15000 06a20000, w celu
sprawdzenia granicy czula metody real-time PCR z testem LightSNiP;
Wymazy z jamy ustne] oraz krew od 108 niespokiewych ngzczyzn
bioracych udziat w sprawach o ustalenie ojcostwa orad@bystanowice slady
biologiczne opracowane w Katedrze i1 Zaktadzie Mgdyc Ssdowej UM
w Poznaniu;

Slady biologiczne w postaci wymazéw oraz krwi polsjan od
niespokrewnionych oséb w sprawach do#ygyzh przemocy seksualnej, ktore
zostaly opracowane w Katedrze i Zaktadzie Medycggmgyowej w latach 2008-
2011 metod STR-PCR.

Wybrano 25 spraw, gdzie badano d&déw w postaci wymazéw z pochwy,
2 slady w postaci wymazéw z odbytu, Pady pozostawione na fragmentach
stanikéw, 2slady obecne na fragmentach spodni, 4ddéw na majtkach,
2 slady w postaci kacowek paznokci oraz materiat porownawczy poclgogz
od 6 nmezczyzn.

W wymienionych porzej sprawach uzyskano trugldo interpretacji mieszangn

DNA kobiety i mezczyzny lub tylko profil kobiety:
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Sprawa nr 1Zbadano 3 materiaty dowodowe w postaci fragmenttajtek (A, B i C),
gdzie wczéniej w badaniach STR-PCR z markerami znajdygmni sk w regionie
autosomalnym uzyskano trugdrdo identyfikacji mieszanin DNA. Powyzsze proby
poddano badaniu z zastosowaniem testu Hemophan begn®@ hemoglobiny

i w kazdej z nich uzyskano wynik pozytywny, natomiast haclde same proby za
pomog testu PSA na wykrywanie obecod enzymu prostaty otrzymano wyniki
negatywne.

Sprawa nr 2Zbadano 2 materiaty dowodowe (A i B) w postacimvagzdw z pochwy
oraz materiat porownawczy w postaci wymazow z jarsnej podejrzanego w sprawie
(C). Po wsgpnych ogtdzinach materiatu dowodowego uzyskano w prébach B\ i
pozytywny wynik podczas badania testem Hemophanobecné¢é hemoglobiny,
natomiast te same préby poddane badaniu testemnBS¥krywanie enzymu prostaty
daty wynik negatywny. Podczas badania materiatdwattowych metog STR-PCR

z markerami znajdggcymi Sk w regionie autosomalnym uzyskano trgdmlo
interpretacji mieszaninDNA.

Sprawa nr 3Wykorzystano do badajako materiat dowodowy wymaz z pochwy (A)
i wymaz z odbytu (B) oraz materiat porownawczy wstagi wymazow z jamy ustnej
podejrzanego (C). We wcadejszych badaniach przeprowadzonych mgt8@iR-PCR

z markerami znajdggymi sk w regionie autosomalnym w materialach w postaci
wymazow z pochwy i odbytu uzyskano traddo analizy mieszanin DNA. Nie
wykonano w tej sprawie wginych bada testem Hemophan, RSID lub PSA ze
wzgledu na mat ilos¢ dostarczonego materiatu do bada

Sprawa nr 4 Zbadano 3 materiaty dowodowe (A, B i C) w postagrmazow
z przedsionka pochwy-A, z&odka pochwy- B oraz ze sklepienia pochwy- C. Jako
material porownawczy zbadano wymazy z jamy ustmejepzanego w sprawie (D).
W badaniach metad STR-PCR 2z markerami znajdaymi sk w regionie
autosomalnym uzyskano trugrdo identyfikacji mieszanin DNA podczas badania
materialtu dowodowego. Nie wykonano w tej sprawietepsych bada testem
Hemophan, RSID lub PSA ze wedl na mat ilos¢ dostarczonego materiatu do bada
Sprawa nr 5W tej sprawie poddano badaniom dwa materiaty diomee w postaci
fragmentow majtek (A i B) oraz material porownawagypostaci wymazow z jamy
ustnej (C). Podczas badania materialu dowodowegmdne&STR-PCR z markerami

znajdugcymi sk w regionie autosomalnym uzyskano profile genetgcmudne do
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analizy. W wyniku przeprowadzonych wghych ogédzin materiatu dowodowego
A i B testem Hemophan na obegtohemoglobiny oraz testem PSA na obecno
enzymu prostaty uzyskano wyniki negatywne.

Sprawa nr 6Zbadano materiat dowodowy w postaci 3 wymazow chpey (A, B i C).
Uzyskane wyniki metagd STR-PCR z markerami znajdaymi sk w regionie
autosomalnym wskazaly w powszych probach profile genetyczne trudne do
interpretacji. Nie wykonano w tej sprawie wstych bada testem Hemophan, RSIiD
lub PSA ze wzgidu na ma} ilos¢ dostarczonego materiatu do bada

Sprawa nr_7:Zanalizowano wymaz z pochwy, w ktérym wgaej uzyskano profil
genetyczny trudny do interpretacji medo8 TR-PCR z markerami znajdaymi sk

w regionie autosomalnym. Nie wykonano w tej sprawisikpnego badania testem
Hemophan, RSID lub PSA ze wedl na mat ilos¢ dostarczonego materiatu do bada
Sprawa nr 8 Do bada wykorzystano dwa wymazy z pochwy (A i B), w ktdnyc
uzyskano trudsp do identyfikacji mieszanin DNA metody STR-PCR z markerami
znajdugcymi sk w regionie autosomalnym. Nie wykonano w tej speawistpnych
bada testem Hemophan, RSID lub PSA ze wdgl na mat ilos¢ dostarczonego
materiatu do bada

Sprawa nr 9 Przeprowadzono anatizdwéch wymazédw z pochwy: A- wymaz
Z przedsionka pochwy i B- wymaz z pochwy. Dodatkabadano 3 préby w postaci
fragmentéw majtek (C, D i E). W badaniach meto8TR-PCR z markerami
znajdugcymi sk w regionie autosomalnym uzyskano we wszystkictbach trudne do
interpretacji profile genetyczne. Nie wykonano Wdprawie wsipnych bada testem
Hemophan, RSID lub PSA ze wedl na ma} ilos¢ dostarczonego materiatu do bada
Sprawa nr 10 Poddano badaniom 4 wymazy z pochwy (A, B, C i B)ktérych
w wyniku przeprowadzonych batlanetody STR-PCR zestawem Y-filer (markery na
chromosomie Y) firmy Applied Biosystems nie uzysgoroduktu amplifikacji. Nie
wykonano w tej sprawie wginych bada testem Hemophan, RSID lub PSA ze
wzgledu na mat ilos¢ dostarczonego materiatu do bada

Sprawa nr 11Zbadano 2 wymazy z pochwy (A i B). W badaniachiode STR-PCR

z markerami znajdggymi sk w regionie autosomalnym uzyskano w obu probach
profile genetyczne trudne do interpretacji. Nie wyino w tej sprawie wginego
badania testem Hemophan, RSID lub PSA ze gdzgiha mat ilos¢ dostarczonego

materiatu do bada
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Sprawa nr 12 Przeprowadzono anadizna materiale dowodowym w postaci dwoch
fragmentow stanika (A i B), gdzie w wyniku badaykonanych metad STR-PCR

z markerami znajdggymi sk w regionie autosomalnym uzyskano mieszaridiNA
kobiety i mezczyzny trudg do identyfikacji. Wynik markera amelogeniny wskazy
na allele X,X (kobieta). Powgze proby poddano badaniu testem Hemophan na
obecnd¢ hemoglobiny i uzyskano wynik pozytywny, natomiagtzymano wynik
negatywny podczas analizy prob A i B testem RSID wygkrywania biatka
semenogeliny w ludzkim nasieniu.

Sprawa nr 13Zbadano materiat dowodowy w postaci wymazu z pgchW badaniach
metody STR-PCR z markerami znajdaymi sk w regionie autosomalnym uzyskano
trudny do analizy profil genetyczny. Wymaz poddabadaniu testem RSIiD do
wykrywania biatka semenogeliny w ludzkim nasienimyskupc wynik negatywny.
Sprawa nr 14Dotyczy badania trzech materiatbw dowodowych wtpoi fragmentow
majtek (A i B) oraz fragmentu spodni (C). Badaniatosh STR-PCR z markerami
znajdugcymi sk w regionie autosomalnym wykazaty w prébie A prajgnetyczny
kobiety, w probie B mieszargnDNA kobiety i mgzczyzny oraz w prébie C profil
genetyczny kobiety. Powgze préby poddano analizie testem Hemophan i ungska
wynik pozytywny. Nie przeprowadzono badania tesR®iD lub PSA.

Sprawa nr 15Poddano badaniu trzy materiaty dowodowe w pogtagmentéw majtek
(A i B) oraz fragmentu spodni (C). Badania meto8TR-PCR z markerami
znajdugcymi sie w regionie autosomalnym przy badaniu prob A, Bwykazaty trudg

do analizy mieszaninDNA. Przeprowadzono anatizestem RSIiD na obecfiobiatka
semenogeliny w ludzkim nasieniu we wszystkich pobbiauzyskano wynik negatywny,
natomiast podczas badania proby C testem Hemophawobecné hemoglobiny
otrzymano wynik pozytywny.

Sprawa nr 16 Wykorzystano do badawymaz z pochwy. Wyniki uzyskane me#od
STR-PCR wykazaty niekompletnmieszania DNA. Nie wykonano w tej sprawie
wstepnych bada testem Hemophan, RSID lub PSA ze wdgl na mad ilosc
dostarczonego materiatu do bada

Sprawa nr 17 Zbadano trzy wymazy z pochwy (A i B) oraz mateparéwnawczy
W postaci wymazow z jamy ustnejeptzyzny podejrzanego w sprawie. Mejo8TR-
PCR uzyskano w probie A profil kobiety, a w proliBe mieszanip DNA kobiety

I megzczyzny, gdzie w markerze amelogeniny nie uzyskdieuaY. Nie wykonano
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w tej sprawie wsipnych bada testem Hemophan, RSID lub PSA ze wdgl na mat
ilos¢ dostarczonego materiatu do bada

Sprawa nr_18Badaniom poddano cztery materiaty dowodowe w gmsivymazow
z pochwy (A, B, C i D), 2 materiaty dowodowe w mstkaicowek paznokci (E i F)
oraz materiat poréwnawczy w postaci wymazéw z jawomstnej pobranych od
mezczyzny podejrzanego w sprawie (G). Mefo8TR-PCR w badanym materiale
dowodowym uzyskano trugndo interpretacji mieszarngnDNA. Nie wykonano w tej
sprawie wsipnych bada testem Hemophan, RSID lub PSA ze wdgl na ma} ilos¢
dostarczonego materiatu do bada

Sprawa nr 19 Przeprowadzono badanie na probach w postaci wiwwaz pochwy
(A, Bi C). Metody STR-PCR uzyskano w tych prébach niekompgjetneszanig DNA
trudmg do identyfikacji. Nie wykonano w tej sprawie wshych bada testem
Hemophan, RSID lub PSA ze wedl na mat ilos¢ dostarczonego materiatu do bada
Sprawa nr 20 Zbadano materiat dowodowy w postaci wymazu z pggchgdzie
w badaniu metagd STR-PCR uzyskano trugndo analizy mieszanin DNA. Nie
wykonano w tej sprawie wginych bada testem Hemophan, RSID lub PSA ze
wzgledu na mat ilos¢ dostarczonego materiatu do bada

Sprawa nr 21 Zbadano materiat dowodowy w postaci fragmentéwteka(A i B).
Metodg STR-PCR uzyskano niekomplgtmieszanin DNA. Powysze proby poddano
badaniu testem RSID na obeéédiatka semenogeliny w ludzkim nasieniu i uzyskano
wynik pozytywny.

Sprawa nr 22 Zbadano dwa wymazy z pochwy (A i B). Wyniki uzgsie metog

STR-PCR wskazywatly na niekomplgtmieszanig DNA. Nie wykonano w tej sprawie
wstepnych bada testem Hemophan, RSID lub PSA ze wdgl na mad ilosc
dostarczonego materiatu do bada

Sprawa nr 23 Poddano analizie wymaz z odbytu (A) oraz wymapozhwy (B).
W powyzszej sprawie met@dSTR-PCR uzyskano trudrdo interpretacji mieszangn
DNA kobiety i nmezczyzny, ze wzgldu na przewzajaca ilos¢ materialu genetycznego
pochodzeniazenskiego. Nie wykonano w tej sprawie wshych bada testem
Hemophan, RSID lub PSA ze wedl na ma} ilos¢ dostarczonego materiatu do bada
Sprawa 24 Dotyczy badania 3 materiatbw dowodowych w postagrmazow
z pochwy (A, B i C), materialu dowodowego w postagmazu spod paznokci (D) oraz

materiatu poréwnawczego w postaci wymazéw z jantpajspodejrzanego w sprawie
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(E). W wyniku przeprowadzonych badmetody STR-PCR uzyskano trudmo analizy
mieszanig DNA podczas badania prob A, B, C i D. Wykonand ®SiD na obecng
biatka semelogeniny w ludzkim nasieniu na prébachBAi C i uzyskano wyniki
negatywne. Materialu dowodowego D nie poddano badatestem RSID.

Sprawa nr 25Zbadano dwa wymazy z pochwy (A i B). Wyniki uzgsie metogl STR-
PCR w regionie autosomalnym wskazywalty tylko nafipigenetyczny kobiety. Nie
uzyskano produktu amplifikacji z zastosowaniem awst Y-filer. Powysze wymazy

poddano badaniom testem PSA i otrzymano wynik poayy.

f) 52 proby w postaci krwi, fragmentow ¢dnia, skory z wilosami, kKei oraz
wilosOw pochodzcych od nieznanych oséb, dostarczonych do naszegtadi
Medycyny Sdowej w Poznaniu do badladentyfikacyjnych. W powxszych
probach ze wzgtu na wysoki stopie degradacji DNA nie uzyskano profilu
genetycznego NN o0s6b przy zastosowaniu markeréwsantalnych, co

uniemeliwito ich identyfikack.

3.2. Metody

3.2.1. Wgpne badaniasladéw biologicznych
Slady biologiczne dotyege spraw o przemocy seksualnej poddancspms
analizie na obecrs6 hemoglobiny oraz nasienia przy pomocy testébw Hdraop PSA
oraz RSiD, oméwionych w rozdziale4.

3.2.2. Izolacja DNA
Izolack DNA z wymazdw z jamy ustnej, z plam krwi naniesiom na bibule
Whatmann® 3mm oraz z plam krew-nasienie przeproamaznetod kolumienkowg
zestawem Sherlock AX firmy A&A Biotechnology wedtpgotokotu posipowania:
1) Wymazy poddano trawieniu przez 2 godz. z avgalows, buforem
lizujacym L 1.4 oraz roztworem Proteinazy K;
2) Po inkubacji préb naniesiono na kolumgnz zottym filtrem, a nasfpnie
wirowano 2 min. przy 10 000 obr/min. Ten etapzghdo usuwania
wigkszych zanieczyszcée pochodzacych z podiea oraz resztek

fragmentow tkanek;
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

Kolumre usungto a przescz, gdzie znajduje siDNA, przeniesiono do
niebieskiej kolumny celem oczyszczenia DNA. Npsie wirowano
2 min. przy 10 000 obr/min. w temperaturze 7°C;

Przegcz wylano i dodano buforu ptugzego K2. Wirowano 2 min. przy
10 000 obr/min. w temperaturze 7°C, czysihpowtérzono;

Przeniesiono kolungndo nowej probowki i dodano buforu elucyjnego
K3, wirowano 2 min. przy 10 000 obr/min. w temparae 7°C,
czynna¢ powtorzono;

Eluat zawieracy DNA przeniesiono do probowki eppendorf
o0 pojemndci 1,5 ml zawierajcej izopropanol oraz wzmachiacz
precypitacji, naspnie wirowano 20 min. przy 14 000 obr/min.
w temperaturze 7°C;

Po ostatnim wirowaniu supernatant oddzielono sado suszono
w temperaturze pokojowej przez odwrécenie probdddinasipnego
dnia (na dnie probdéwki powinien esipojawic niebieski osad, ktory
pozwolisledzié proces rozpuszczania DNA);

Osad rozpuszczono w 100 pl jatowej wody.

Wszystkich wirowa dokonano przy pomocy wirowki MPW-65R firmy MPW

med. Instruments. Bufory, Proteinaza K i kolumnitrdcyjne dostarczono wraz

z zestawem Sherlock AX, Firmy A&A Biotechnology.olack DNA z petnej krwi

dokonano metagorganiczi: chloroformowo — fenolow po uprzednim oczyszczeniu

fenolu mercaptoetanolem (firmy Sigma), 1M tris-H@H8, 0,5M EDTA pH 8 oraz

mieszanig chloroform: alkohol izoamylowy w stosunku 24:1.

W pierwszym dniu:

1)

2)
3)
4)

5)

Do 5 ml krwi (w falkonach o pojeméa 50 ml, firmy Sarstedt) dodano
25 ml roztworu Tritonu (firmy Sigma) i wody dejoanej w stosunku
1:100;

Préby wirowano 20 min. przy 3000 rpm w tempezud’C;

Supernatant wylano;

Do uzyskanego osadu dodano 35 ml buforu do I§{S&charoza, Tris
oraz MgC}), mocno wstrzsnieto;

Préby wirowano 20 min. przy 3000 rpm w tempezud’'C;
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6) Powtdrzono punkt nr 4 i 5zado uzyskania biatego osadu wolnego od
hemoglobiny (hemoglobina jest inhibitorem reakif®);

7) Wylano supernatant i dodano 3 ml zammreego buforu TEN (1 M Tris-
HCI, 5 M NaCl, 0,5 M EDTA pH 8);

8) Wstrasnicto az do rozpuszczenia brytki zammmnego buforu TEN,
a nasgpnie dodano waogldejonizowan do 34 pojemndci falkonu;

9) Ponownie wirowano 20 min. przy 3000 rpm w terapanze 4°C;

10) Znoéw dodano 3 ml zamionego buforu TEN, osad roztrzepano bagytk
Po wytrzsnieciu zostawiono ado osagniecia temperatury pokojowej;

11) Do kadej proby dodano 150 pl SDS (20%, Firmy Sigma) dra@ pl
Proteinazy K o stzeniu 10 mg/ml (Firmy Promega®)

12) Inkubowano w temperaturze 37°C przez noc.

Nastpnego dnia:

13) Proby wygto z cieplarki i pozostawiono do a@gniccia temperatury
pokojowej;

14) Dodano 1,5 ml nasyconego NaCl i 3 ml roztwanloroformu: alkoholu
izoamylowego w stosunku 24:1; mocno mieszano;

15) Wirowano 15 min. przy 3000 rpm w temperatypakojowej;

16) Gérm warstwe $ciggano przy pomocy pipety pasterowskie]
i przenoszono do probowki typu falkon o pojersgiol5 ml (firmy
Sarstedt);

17) Dodano 3 ml fenolu, mocno mieszano, wirowarmif przy 1000 rpm
w temperaturze pokojowej;

18) Etap 17 powtdrzono 3-krotnie;

19) Ponowniesciggano gorg faze i supernatant przenoszono do czystej
probdéwki typu falkon o pojemroi 15 ml (firmy Sarstedt);

20) Dodano 3 ml mieszaniny chloroformu: alkoholoamylowym
w stosunku 24:1, mocno mieszano, wirowano 3 mizy @000 rpm
w temperaturze pokojowej;

21) Etap 20 powtorzono 2-krotnie;

22) Sciagano pipet pasterowsk gorm warstwe i przeniesiono do falkonu —
50 ml (Sarstedt);

23) Dodano do % odjosci probowki zimny alkohol absolutny;
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24) Wytmcone DNA zebrano za pompc pipety automatycznej
z odpowiednj koncOwka i przeniesiono do sterylnej probowki typu
eppendorf o pojemnoi 1,5 ml;
25) DNA suszono przez 2 godz. w temperaturze mokej;
26) Dodano 300 pul jatowej wody dodej probdwki zawieragcej DNA.
Wirowania dokonano przy pomocy wirowki MPW-350R Ry MPW Med.
Instruments. Odczynniki do przydzania buforu do lysis, buforu TEN oraz do procesu
oczyszczania fenolu zakupiono w firmie Polskie Queczki Chemiczne (POCH S.A)).
Izolacji DNA z materiatu w postaci fragmentéw kogth dokonano przyayciu
powyzej omowionej izolacji fenolowej, po uprzednim skrasiu materialu kostnego
w cieklym azocie za pomacmiynka FreezerMill 6750 (Spex CertiPrep, Matuchen,
USA).
Zastosowano rownieizolacg kolumienkows za pomog zestawu GeneMatrix
Bone Purification Kit, Firmy EURXx Ltd. Etapy tejalacji byty nas¢pujace:
1) Umieszczono 0,4 g rozdrobnionejskbw probowce 2 ml dostarczonej
wraz z zestawem;
2) Dodano 800 ml buforu Lyse BN, worteksowano;
3) Dodano 40 pl Proteinazy K (w zestawie), worteksao;
4) Inkubowano w temperaturze 56°C, przez noc;
Nastpnego dnia:
5) Dodano 40 ul buforu aktywacyjnego BN do minikahy, pozostawiono
w temperaturze pokojowej dla zapewnienia komplaetneggczenia
buforem aktywacyjnym membrany minikolumny, a tym mgan
uzyskania maksymalnej wydagw wigzania DNA,
6) Dodano 800 pl buforu Sol BN, worteksowano;
7) Inkubowano w temperaturze 56°C, przez 10 min.;
8) Wirowano 5 min. przy 14 000 rpm;
9) Przeniesiono 1,2 ml supernatantu do nowej prébdypu Eppendorf
0 pojemndci 2 ml;
10) Dodano 600 ul 96% alkoholu, worteksowano;
11) Wirowano przez 2 min. przy 12.000 rpm;
12) Przeniesiono 600 ml supernatantu do minikojimiazacej DNA,;

13) Wirowano przez 2 min. przy 12 000 rpm;
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14) Wygto minikolumre, wylano przescz i umieszczono minikolungn
Z powrotem w probowce odbiegagj;

15) Powtoérzono kroki 12-14;

16) Przeniesiono pozost&osupernatantu do minikolumny, znajgicgj sk
w probdéwce odbieragej;

17) Wirowano przez 2 min. przy 12 000 rpm;

18) Powtdrzono krok nr 14;

19) Dodano 500 ul buforu plugzego Wash BNX1 do minikolumny
I wirowano przez 2 min. przy 12 000 rpm;

20) Powtdrzono krok 18;

21) Dodano 500 pl buforu ptugzego Wash BNX2 do minikolumny
I wirowano 3 min. przy 12 000 rpm;

22) Minikolumre umieszczono w nowej sterylnej probéwce typu Eppeind
0 pojemndci 2 ml;

23) Dodano 30-100 pl buforu do elucji (10mM Tri€&HpHS, 5) ogrzanego
do temperatury 70°C;

24) Minikolumre pozostawiono 5 min. w temperaturze pokojowej,

25) Wirowano minikoluma przez 2 min. przy 12 000 rpm;

26) Usun¢gto minikolumrg, zamknéto probowk;

DNA jest gotowe do dalszych analiz.
Wszystkich wirowa dokonano wirowk MPW-65R Firmy MPW Med.

Instruments. Bufory oraz odczynniki zostaty dostare razem z kitem firmy EURX.

3.2.3. Oczyszczanie DNA

Oczyszczania DNA dokonano zestawem doggagzania i oczyszczania DNA
przed i po reakcji PCR.

Do naszych badazaleca si wykonanie tej czynri@i rowniez przed reakgj
PCR ze wzgldu na due prawdopodobiestwo obecnéci zanieczyszcze ktore mog
si¢ znajdow& w probach dostarczonych do badapotencjalnie mog dziata, jako
inhibitory reakcji PCR.

Do tego procesu zastosowano kolumny filtracyjne @i Ultra 30k Montage®

PCR Centrifugal Filter Devices, firmy Millipore.

- Pojemnik z filtrem umieszczono w probdéwce dostanejovraz z zestawem;
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- Dodano 300 ul wody jatowej oraz 100 pl roztworu maajgcego DNA;
- Wirowano 15 min. przy 6000 rpm;
- Wyjeto pojemnik z filtrem (gdzie znajduje¢sDNA) z probowki, odwrocono
i wiozono do nowej probowki (w zestawie);
- Dodano do odwrdconego filtra 20 pl wody jatoweyj;
- Wirowano 2 min. przy 6000 rpm.
Uzyskany eluat jest gotowy do dalszych hada

Wirowano przy wirowl firmy Sigma 1-13.

3.2.4. Pomiar gtenia DNA

Pomiaru sjzenia DNA dokonano za pomgcSpektofotometru NanoDrop,
wersja ND-1000 V3.1.0, Firmy NanoDrop Technologles, USA.

Wyniki uzyskano w formie wykresu, gdzie porownujée sotrzymamn
absorbangj z dlugdcig fali zastosowanej do zmierzenia kwaséw nukleindwyc
Wyniki stezenia podane gsw jednostce ng/ul. Uzyskany wspotczynnik absorpanc
probki przy 260 i 280 nm pozwala na o¢@zystagci DNA (260 nm : 280 nm).

Spektrofotometr ten nie pozwala na pomiayzethia DNA pontej 0,1 ng/ul
W zwigzku z tym rozci@éczono 10 préb 100 razy.

3.2.5. Real-time PCR z barwnikiem SYBRBreen | - sY81
Do reakcji zastosowano YSNP — sY81 (Seielstad .40984l) (GBD n°S7694Q)
amplikon o dlugéci 209 pz, nalecy do haplogrupy E3a oraz markera M2
i znajdupcy sk w pozycji q11.222 na chromosomie Y. Sekwencje priw odszukano
na stronie internetoweyww.yhrd.org Zostaty one zsyntetyzowane przez #riniB®-
MOLBIOL, Niemcy:
Forward 5' aggcactggtcagaatgaag 3'
Reverse 5' aatggaaaatacagctcccc 3'
Primer Forward o gkeniu 129,6 uM:
- Odwirowano i dodano 1296 pul specjalnej wody do c¢gaRCR, otrzymujc
stezenie 100 pmol/ul, zworteksowano i zwirowano;
- Z przygotowanego roztworu, aby uzysksiczenie 25 pmol/ul, potrzebne do
reakcji PCR, pobrano 100 pl i rozpuszczono w 300wody do PCR
w oddzielnej probdéwce typu Eppendorf (firmy Sarsted
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Primer Reverse ogteniu 130,1 pM:
- Odwirowano i dodano 1301 pl wody do PCR, otrzygoigezenie 100 pmol/ul,
zworteksowano i zwirowano;
- Z przygotowanego roztworu, aby uzysksiczenie 25 pmol/ul, potrzebne do
reakcji PCR, pobrano 100 pl i rozpuszczono w 300wody do PCR
w oddzielnej probéwce typu Eppendorf (firmy Sarsted
Do uzyskania optymalnych parametréow reakcji PCRK jemperatura
przytaczenia starterow, dokonano amplifikazsi pomog MasterCycler Gradient, firmy
Eppendorf
Do tego etapu przygotowano 8 préb w 12 dotkachkphdto rowna si 96
prébom. Przygotowano mieszaaireakcyjm zawierajca:
- 6,25 pl Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Rentas Life
Sciences)
- 0,5 pul Forward Primer (TIB®Molbiol)
- 0,5 pl Reverse Primer (TIB®Molbiol)
- 4,25 nl HO do PCR (Fermentas Life Sciences)
Do kazdego dotka dodano 11,5 pl mieszaniny reakcyjnegj arpl matrycy DNA.
Wybrano nasipujace etapy PCR:
Temp.=94°C przez 7 min.;
Temp.= 95°C przez 10 sek.;
Temp.= 60°C przez 20 sek. (prmenie primerdw)
Gradient = 7°C % (do 67°C);
Temp. = 72°C przez 30 sek. (aktywé@rpolimerazy);
Replikacja 37 cykli;
Temp. = 72°C przez 2 min.;
Temp. = 94°C przez 1 min.;
Temp. = 40°C.
Analiz¢ przeprowadzono na LightTyper® firmy Roche® Diagitss
108 prob izolowanego DNA metgd organiczg — fenolows, metod
kolumienkowg zestawem Sherlock AX oraz metokblumienkow zestawem EURX do
kosci poddano reakcji amplifikacji z Y-SNP- sY81 i arwnikiem fluorescencyjnym
SYBR Green |.
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Przygotowano mieszanimeakcyjra do PCR w ildciach [159]:
- 6,25 pl Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Rentas Life
Sciences);
- 0,5 pl Forward Primer (TIB®Molbiol);
- 0,5 pl Reverse Primer (TIB®Molbiol);
- 4,25 ul HO do PCR (Fermentas Life Sciences).
Do kazdej kapilary o pojemni@i 20 pl (Roche® Diagnostics) dodano
11,5 pl mieszaniny reakcyjnej oraz 1 pl matrycy DNA
Kapilary umieszczono w statywie firmy Roche® Diagtics, zapewnigcym
odpowiedni niskg temperatuy reakcji. Kapilary wiaono do odpowiednich otworéw na
karuzeli firmy Roche® Diagnostics — 20 pl LightCsxe® Sample Carousel 2.0 oraz
zwirowano w wiréwce LCC Carousel Centrifuge 2.8nfy Roche® Diagnostics.
Reakcg amplifikacji przeprowadzono przyzyciu LightCycler® 2.0, firmy
Roche® Diagnostics naiezce fluorescencyjnej 530 w naptijacych warunkach:
- denaturacja wspna: 95°C przez 7 min.- 1cykl;
- amplifikacja: 95°C przez 0 sek., 64°C przez 15 s@&R°C przez 30 sek. —
40 cykli;
- topnienie: 95°C przez 0 sek., 50°C przez 0 seRC3Bzez 0 sek.;
- chlodzenie: 40°C przez 0O sek..
Analize temperatur topnienia przeprowadzono za paweersji programu 4.05,

firmy Roche® Diagnostics.

3.2.6. Metoda LightSNiP

Metoda ta pozwala na anali8NPs przy giyciu sond molekularnych typu FRET
(punkt 1.1.2.2.) oraz na uzyskanie genotypu badai8P opierac sk na dziataniu
sondy SimpleProbe®.

W niniejszej pracy wykorzystano 7 SNBsajdupcych s¢ na chromosomie Y,
testy LightSNiP zawierage Y-SNPs oraz sondy firmy TIB®Molbiol, Niemcy.
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Tabela. nr 3.1 Charakterystyka opracowanych Y SNPs.

Loci SNP Gen Lokalizacja Zmiana Diugosc¢ Referencje
chromosomalna nukleotydowa| produktu
PCR

rs3900 CYorfl5A] Yql1.222 C/IG 91 pz | Underhill et al. 1997
rs34442126 USP9Y Yqgll.21 CIT 112 pzl  Zerjal et al. 1997
rs17222279 NLGN4Y Yqll.221 AIG 77 pz | Underhill et. al. 1997
rs2032604 USP9Y Yqgll.21 GIT 61 pz Underhill et. al. 1997
rs11553055 ASMTL Yp11.32 G/A 101 pz | GenBank BM052639.1
rs1731582] intergenic Yql1.221 CIT 60 pz| Karafet et al. 2008
rs17306671 intergenic Yqll.21 T/A 52 pz| Karafet et al. 2008

Rs3900 znajduje sina chromosomie Y, w miejscu niekogleym biatko. Znany
jest rownie jako marker M9, nalecy do haplogrupy K. Zlokalizowago mana
w genie CYorfl5A, ktory naley do rodziny taxilini. Prawdopodobnie zygany jest
z regulacy transkrypcji osteoblastéw [248], natomiast ogdimekcje genu CYorf15A
pozostag do kaica nieznane. Pomimo to przypuszczg se geny CYorfl5A oraz
CYorf15B kodupj homologiczne biatka na koach amino-wglowych, odpowiednich
do genu CYorfl5. Dowodem na to jest ograniczenigdentyfikacji transkryptéw
w réznych miejscach [248].

Rs34442126 znajdujeesiv chromosomie Y, w miejscu niekodaym biatko.
Znany te, jako marker M46, nalgcy do haplogrupy N1C oraz N3, znajgity Sk
w genie USP9Y. Gen ten, jest odpowiedzialny za gsamvorzenia ponad 60 biatek
zwigzanych z ubikwityn - proteaz specyficzm, ktdra naley do grupy peptydaz-
cysteinowych C19 [117, 139]. Enzym ten katalizujewmtrztkankowy podziat
molekuty ubikwityni [7, 139]. Gen zlokalizowany few regionie AZF, nazywanym
czynnikiem azoospermii; uwa sk, ze bierze udziat w rozwoju plemnikéw.g¥czyzni,
ktorzy maj zaburzenia lub brak produkcji plemnikowesto maj delecg w regionie
AZF, zwlaszcza w genie USP9Y [139, 210].

Rs17222279 znajdujeesha chromosomie Y, w miejscu niekogeym biatko.
Znany jest te jako marker M467, naky do haplogrupy R1. Zlokalizowago mana
w genie NLGN4Y nalgzgcym do grupy gendw NLGN, ktére nazywajsic
neuroliginami i odgrywaj wazng role w rozwoju r@nego rodzaju synaps oraz s
mediatorami w specyficzioi synoptycznej [38]. Dziatanie genow NLGN potwirzad
sie w rozwoju systemu nerwowego. Mutacje w genach NBGNNLGN4 wykryto
u pacjentébw z rodzinnym autyzmem, w syndromie AgPexr oraz w oO¢izatosci

umystowej zwazanej z chromosomem X [92, 121].
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Rs2032604 na choromosomie Y rowinimnajduje sj w regionie niekoduacym
biatko. Mazna go nazwatez M172, naley do haplogrupy J2. Tak jak SNP rs34442126
znajduje st w genie USP9Y [139].

Rs11553055 me sk znajdow& na chromosomie Y i na chromosomie
X poniewa usytuowany jest w regionie pseudoautosomalnym (RARPAR 2), gdzie
moze dofé¢ do rekombinacji. Region ten powstaje podczas nyejgdzie dochodzi do
parowania rekombinacji z chromosomem X. W konselkojvegeny zlokalizowane
w rejonach PAR gdziedziczone w ten sam sposob jak geny autosomBWR1 jest
zlokalizowany na kacowym fragmencie krotkiego ramienia chromosomu (Yp)
a PAR2 na kacu diugiego ramienia (Yq). PAR1 i PAR2 zajmugdpowiednio 2600
I 320 kpz. SNP ten wygbuje w kodugcym regionie chromosomu Y w genie ASMTL,
ktory katalizuje reakej biosyntezy melatoniny, hormonu obagcego temperatar

ciata oraz utatwiajcego zasypianie [122, 177].

Rs17315821 i rs17306671 znajglupic w regionie intergenowym (ang.
intergenic region- IGR), odcinek sekwencji DNA zhgjca s¢ migdzy grupami
genéw. Region ten nie speint funkcje kontroli pobliskich gendéw, natomiast rola
wigksza¢ tych regiondw pozostaje nieznana. Pegsae Y-SNPs umieszczone s
w regionie niekodujcym biatko, poza grupami genow. Zazwyczaj takiewssicje
znajduj sic nad regionem kodagym biatko po stronie 5 jak wczeniej oméwiono
biorg udziat w ekspresji genéw na poziomie transkryf&ji31]. Rs17315821 znany jest
tez jako marker P123 a rs17306671 jako marker P125. $MPs nale do haplogrupy
1J [239, 240].

Wszystkie testy LightSNiP przygotowano dla 96 rgiakc

- probowk odwirowano (na dnie pojawitsiotty osad);

- dodano 100 pl D do PCR do probowki, zworteksowano i zwirowano;
- rozpipetowano po 25 ul do 4 probowek;

- przechowywano gotowe Y-SNPs do analizy w tempezatu20°C.

Bardzo wanym komponentem reakcji real-time PCR jest polimaraDo
analizy uyto zestawu LightCycler® FastStart DNA Master HybB, firmy Roche®
Diagnostics. Zestaw ten zawiera probéwk enzymem (LightCycler®Fast-Start
Enzyme 1la), probéwk z mieszanig reakcyjpy — primerami oraz sondami
(LightCycler®Fast —Start Enzyme 1b), probawk MgChL - 25 mM oraz HO PCR-

Grade. Caly kit przechowywano w temperaturze -20°C.
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Przed reakegj PCR przygotowano odpowiedni Master Mix wedtug pkotu

postpowania firmy Roche® Diagnostics.

3.2.6.1. Real-time PCR testemghtSNiP oraz Y-SNPs: rs34442126,
rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs172158
1 rs17306671.

Wedtug protokotu pogpowania dadczonego do testéw LightSNiP — rs3900,
LightSNiP-rs34442126, LightSNiP-rs17222279, LightBMs2032604, LightSNiP-
rs11553055, LightSNiP-rs17315821 i LightSNiP-rs1g@0L firmy TIB®Molbiol,
mieszanina reakcyjna powinnadlqyrzygotowana w nagbujacy sposob [160-167]:

- 14,4 ul-10,4 pl KD do PCR;
- 1 ul Reagent Mix (LightSNiP rs34442126, rs11553088900, rs17222279,
rs2032604, rs17315821 1irs17306671);
- 2 pl FastStart DNA Master;
- 1,6 ul MgClh (25mM);
- 1 pl-5 ul DNA (o stzeniu okoto 50 ng).
Zalecana kacowa obgtos¢ mieszaniny reakcyjnej — 20 pl.
Koncowe sgzenie MgC} w mieszaninie reakcyjnej — 3 mM.

Kapilary z mieszaninreakcyjr oraz DNA wiazono do odpowiednich otworow
w karuzeli firmy Roche® Diagnostics — 20 pl Lightlsr Sample Carousel 2.0 oraz
zwirowano w wiréwce LCC Carousel Centrifuge 2.0nii Roche® Diagnostics.

Reakcg amplifikacji przeprowadzono przyzyciu LightCycler® 2.0 firmy
Roche® Diagnostics naiezce fluorescencyjnej 530.

Parametry wedlug protokotu pepbwania firmy TIB® Molbiol:

- denaturacja - 95°C przez 10 min.klcy
- amplifikacja - 95°C przez 10 sek., 60°C przez 1R. 8ingle), 72°C przez

15 sek.- 45 cykli;

- topnienie - 95°C przez 20 sek., 40°C przez 20°CC8przez 0 sek. (0,2°C/s-
continuos) - 1 cykil,

- chtodzenie- 40°C przez 30 sek.
Analize temperatur topnienia przeprowadzono za pgMmeersji programu

wersji 4.05 Firmy Roche® Diagnostics. Przygotowameszanig reakcyjra w niskiej
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temperaturze za pompspecjalnego statywu. Wirowano za pomegrowki minispin,
firmy Eppendorf.

Jako kontra} negatywn uzyto H,O do PCR oraz DNA z pochodzenia
zenskiego.

3.2.6.1.1. Optymalizacja warunkoéw reakcji PCR

Celem otrzymania jak najlepszych rezultatdbw podczamlizy materiatu
w postaci sladow biologicznych optymalizagj przeprowadzono w zakresie §6b
matrycy DNA, ilasci jednostek polimerazy Taq, ¢senia MgCh oraz liczby cykli
termicznych. Po zmianie kdego parametru analizowano wydd&jéo procesu
amplifikacji. Do przeprowadzenia powgzych zmian skionita nas rmmowos¢
przystosowania tej metody do analiz genetycznadewych. Analiz przeprowadzono
z zastosowaniem Y-SNPs: rs34442126, rs115530590053s17222279, rs2032604,
rs17315821 i rs17306671.

- testowano nagpujace ilasci matrycy: 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,25, 0,5, 1,0
i 1,5 ng. Reszt sktadnikbw w mieszaninie reakcyjnej oraz parameteakcji
amplifikacji pozostawiono bez zmian (wedlug protihkgpostpowania opisanego
w rozdziale 3.2.6.1.)

- testowano nagpujace ilosci MgCl,: 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5
i 5,0 mM. Reszt skladnikbw w mieszaninie reakcyjnej oraz parameteakcji
amplifikacji pozostawiono bez zmian (wedlug protihkgpostpowania opisanego
w rozdziale 3.2.6.1.)

- zalecana il& cykli wedlug protokotu pogpowania to 45 cykili.
Przeprowadzono reakcamplifikacji w 40, 45, 50 i 55 cyklach.

3.2.7. Badania metod STR-PCR

Wszystkie préby poddane badaniom metbahtSNiP wczéniej zanalizowano
metody STR-PCR. W ten sposob ura byto sprawdZzi przydatné¢ wybranych SNPs
za pomog LightCycler ®, firmy Roche® w badaniach genetyczrgdowych.

Proby po izolacji chloroformem-fenolem oraz metdalumienkows poddano
amplifikacji przy zastosowaniu zestawéw PowerPle@®PowerPlex ®ESX17, firmy
Promega oraz zestawu AmpFISTR®Yfiler, firmy AppliBobsystems.

Warunki reakcji amplifikacji dla zestawu PowerPled&®

Stgzenie DNA zalecane do pracy z tym zestawem oscyhigelzy 0,5 ng a 1 ng.
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Tabela nr 3.2 Etapy oraz parametry reakcji amplifikacji zestaweowerPlex®16.

Wstepna 10 cykli Ostatnia| Chtodzenig
inkubacja elongacja
(denaturacj
DenaturacjaPrzykczenig Elongacja
primerow
95°C 94°C 60°C 70°C 60°C 4°C

11 min. 30 sek. 30 sek. 45 sek. | 30 min. o0

22 cykli

90°C 60°C 70°C
30 sek 30 sek. 45 sek.

Amplifikacje przeprowadzono w termocyklerze Gene Amp® PCR 8y$&@é00
wersja 3.09, firmy Applied Biosystems.

Préby po amplifikacji zestawem PowerPlex® 16, patggvano do elektroforezy
W hastpujacy sposob:

- mix reakcyjny zawiergpy 24,5 ul Hi-DI™ formamide (firmy Applied
Biosystems) i 0,5 ul standardu wiesko ILS Internal Lane Standard 600 (firmy
Promega);

- dodano do probéwki o pojemém 0,5 pl : 25 pl powsszego mixu reakcyjnego
oraz 1 pl amplifikowanego DNA,;

- przygotowano w ten sam sposob, co proby, drabaileliczry, dostarczos do
kazdego zestawu, w tym przypadku do PowerPlex®16 {fiRromega).
Fragmenty DNA uzyskane po amplifikacji rozdzielomozez elektroforez

kapilarrg w analizatorze genetycznym ABI PRISM 310, firmypApd Biosystems.
Zastosowano 4-kolorayv matryg do zestawu PowerPlex®16: barwnik
Fluorescency matrix (niebieski kolor), barwnik J@iatrix (zielony kolor), barwnik
TMR matrix @6ty kolor) oraz barwnik CXR matrix (czerwony kojor
Zastosowano modut GS STR POP4 (1 ml) A i wynikiademowano za pomac
programu GeneMapper® ID wersja 3.2. Firmy Appliedgystems.
Warunki reakcji amplifikacji dla zestawu PowerPIex8X17:
Zalecane stenie DNA do pracy zestawem ESX17 znajduje i zakresie okoto

0,5 ng.
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Tabela nr 3.3 Etapy oraz parametry reakcji amplifikacji przyswsowaniu zestawu
PowerPlex®ESX17.

Wstepna 30 cykli Ostatnia | Chiodzenie
inkubacja elongacja
(denaturacja)

Denaturacja Przyhczenie | Elongacja
primerow
96°C 94°C 59°C 72°C 60°C 4°C
2 min. 30 sek. 2 min. 90 sek. 45 min. )

Amplifikacj¢ przeprowadzono w termocyklerze Gene Amp® PCR 8y$&é00
wersja 3.09, firmy Applied Biosystems.

Préby po amplifikacji zestawem PowerPlex®ESX17, ygatowano do
elektroforezy kapilarnej w nagtujacy sposéb:

- mix reakcyjny zawieracy 24,5 pl Hi-DI™ formamide (firmy Applied
Biosystems) i 0,5 pl standardu wietkdo CC5 Internal Lane Standard 500 (firmy
Promega);

- dodano do probéwki o pojemém 0,5 pl : 25 pl powsszego mixu reakcyjnego
oraz 1 pl amplifikowanego DNA,

- przygotowano w ten sam sposob, co proby, drabaileliczry, dostarczosn do
kazdego zestawu, w tym przypadku do PowerPlex®ESX1ESi1l7 (firmy
Promega).

Fragmenty DNA uzyskane po amplifikacji rozdzielomozez elektroforez
kapilarrg w analizatorze genetycznym ABI PRISM 310, firmypApd Biosystems.

Zastosowano 5- koloragvmatrye do zestawu PowerPlex® ESX17: barwnik
Fluorescency matrix (niebieski kolor), barwnik J@tatrix (zielony kolor), barwnik
TMR-ET matrix ¢otty kolor), barwnik CXR-ET matrix (czerwony kolooraz barwnik
CC5 matrix (pomangzowy kolor).

Zastosowano modut GS STR POP4 (1ml) G5v2 i wyni&natizowano za
pomog programu GeneMapper® ID wersja 3.2., firmy Appl&idsystems.

Warunki reakcji amplifikacji dla zestawAmpFISTR®Yfiler:
Do amplifikacji powyszymi zestawami potrzebne jest okoto 0,1 ng wyizaloego
DNA.
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Tabela nr 3.4.Etapy oraz parametry reakcji PCR zastosowane stawe AmpFISTR®Yfiler.

Wstepna 30 cykili Ostatnia | Chlodzenie
inkubacja elongacja
(denaturacja)

Denaturacja Przylczenie | Elongacja
primeréw
95°C 94°C 61°C 72°C 60°C 4°C
11 min. 1 min. 1 min. 1 min. 80 min. L%

Amplifikacje przeprowadzono w termocyklerze Gene Amp® PCR 8y&@é00
wersja 3.09, firmy Applied Biosystems.

Po amplifikacji proby przygotowano do elektroforezyponizszy sposob:

- mix reakcyjny zawieragy 24,5 pl Hi-Di ™ formamide (firmy Applied
Biosystems) i 0,5 pul standardu wietko Gene Scan™ - 500 LIZ® Size Standard
(firmy Applied Biosystems), worteksowano i wirowano

- dodano do probéwki o pojemém 0,5 pl : 25 pl powsszego mixu reakcyjnego
oraz 1,5 pl amplifikowanego DNA,;

- przygotowano w ten sam sposoOb drabirafleliczry, dostarczos do kadego
zestawu, w tym przypadku do AmpFISTR®Yfiler (firmypplied Biosystems).
Fragmenty DNA uzyskane po amplifikacji rozdzielomozez elektroforez

kapilarrg w analizatorze genetycznym ABI PRISM 310, firmypAipd Biosystems.

Do elektroforezy kapilarnej wybrano odpowieginmatrye, 5-kolorowg do
zestawu AmMpFISTR®Yfiler: barwnik 6 - FAM (niebieskolor), VIC (zielony kolor),
NED (z6tty kolor), PET (czerwony kolor) oraz LIZ (pomarzowy kolor).

Zastosowano modut GS STR POP4 (1ml) G5v2 i wyni&naizowano za
pomog programu GeneMapper® ID wersja 3.2., firmy Appl&idsystems.

Do wszystkich elektroforez zastosowano polimer 40RR™), Kkapilary
o diugaci 47 cm i grubéci 50 pum oraz bufor do analizatora genetycznegsttony
z EDTA firmy Applied Biosystems.

Do przygotowania prob po amplifikacji do elektraday wyto probowki
o pojemndci 0,5 ml oraz gumowe korki firmy Polgen.

Wirowania dokonano wirdGwgkminispin, firmy Eppendorf.
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3.2.8. Analiza biostatystyczna
Czestasci allelicznej kadego loci Y-SNPs obliczono prgsmetod liczenia

wariantéw genowych. Wskaik réznicowania haplotypowego GD skalkulowano na
podstawie formuty: GD = I p;?, gdziep; stanowi czstaici haplotypu lub allelu [140,
150]. Wskanik dyskryminacji DC obliczono przy pomocy wzoruCD= H/N, gdzie

H jest ogdln iloscig badanych haplotypow oratiloscig badanych rwczyzn [99]oraz
wskaznik polimorfizmu genomowego lub haplotypowego HDickono na podstawie
wzoru: HD = N (1-Y % / N — 1 [99, 14Q] Celem analizy statystycznej jest
sprawdzenie przydatda wybranych Y-SNPs jako zestaw do badaopulacyjnych

oraz do analizy porownawczgadow biologicznych.
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4. WYNIKI

Technilp PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR)zmaouzyska
wyniki w krétkim czasie. Metoda LightSNiP pozwalaa rbadania Polimorfizmu
Pojedynczego Locus (SNP), co sklonito nas do tembimv tej metody oraz do
sprawdzenia jej przydatéa w badaniach genetyczngewych.

Poddano optymalizacji niektore sktadniki mieszaniegkcyjnej oraz parametry
reakcji PCR. W pierwszej kolejia przeprowadzono analiz zastosowaniem zaych
stezen matrycy DNA - 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,25, @® i 1,5 ng. Przy steniu
matrycy wynoszcym 0,5, 1,0 i 1,5 ng z zastosowaniem rs3444212611553055
uzyskano produkt amplifikacji. Z zastosowaniem (¥BOrs17222279, rs2032604,
rs17315821 i rs17306671 uzyskano produkt amplifikacz przy stzeniu DNA
0,075 ng. Optymalne gtenie MgCh uzyskano w zakresie gdzy 1,5 a 3,5 mM,.
Zwiekszenie ildci cykli do 50 skutkowato produktami amplifikacji probach z niskim
stezeniem DNA.

Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji wproveedz drobne zmiany
w mieszaninie reakcyjnej oraz dodano 5 cykli dgpetamplifikacji. Kaicowa objetos¢
mieszaniny reakcyjnej zmniejszono do 10 pl. Bad@ameprowadzono w nagiujacy
sposab:

= Mieszanina reakcyjna
- 5,2 ul KO do PCR;
- 0,5 pl Reagent Mix (LightSNiP rs34442126, rs11553053900,
rs17222279, rs2032604, rs17315821 i rs17306671);
- 1 pl FastStart DNA Master Hyprobe;
- 0,8 pl MgC} (25mM);
- 2,5 ul DNA.
= Parametry reakcji amplifikacji
- denaturacja — 95°C przez 10 min.- 1cykI;
- amplifikacja — 95°C przez 10 sek., 60°C przez 1R. §single),
72°C przez 15 sek. - 50 cyKli;
- topnienie — 95°C przez 20 sek., 40°C przez 20 $5KC przez 0
sek. (0,2°C/s-continuos) - 1 cykI;
- chtodzenie- 40°C przez 30 sek.
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W celu sprawdzenia czuia metody LightSNiP przygotowano kilka mieszanin
(w mikrolitrach) zawierajcych materiat pochodey od ngzczyzny i kobiety (krew)
w proporcjach: 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50, 1:1001000, 1:10000, 1:15000 oraz
1:20000 € : Q). Przeprowadzono badania z zastosowaniem testint3NP
I Y-SNPs: rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222232032604, rs17315821
i rs17306671.
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Ryc. nr 4.1 Temperatury topnienia uzyskane podczas badargazaminy DNA mazczyzny
I kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 oraz0lpbzy zastosowaniu LighSNiP — rs34442126.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esganiny DNA mzczyzny
i kobiety w proporcjach 1:100, 1:000, 1:10000, 5000 oraz 1:20000 testem
LightSNIP - rs34442126.
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Ryc. nr 4.2. Temperatury topnienia uzyskane podczas badaniazemény DNA mgzczyzny
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 orazZ01pbzy zastosowaniu LighSNiP — rs11553055.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esianiny DNA mzczyzny
i kobiety w proporcjach 1:100, 1:000, 1:10000, D0® oraz 1:20000 testem LightSNiP
—rs11553055.
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Melting Peaks
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Ryc. nr 4.3 Temperatury topnienia uzyskane podczas badargeazaminy DNA mzczyzny
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 ora&0lprzy zastosowaniu LighSNiP — rs3900.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esianiny DNA mzczyzny
i kobiety w proporcjach 1:100, 1:000, 1:10000, DA® oraz 1:20000 testem LightSNiP
—1rs3900.
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Ryc. nr 4.4 Temperatury topnienia uzyskane podczas badargazaminy DNA mazczyzny

i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50,0D, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu
LighSNiP —rs17222279.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esianiny DNA mzczyzny

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 teskéghtSNIP - rs17222279.
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Ryc. nr 4.5 Temperatury topnienia uzyskane podczas badargazaminy DNA mazczyzny
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50,0D, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu
LighSNIiP —rs2032604.
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Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esianiny DNA mzczyzny
i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 teskémhtSNIiP - rs2032604.
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Ryc. nr 4.6. Temperatury topnienia uzyskane podczas badargazaminy DNA mazczyzny
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50,0D, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu
LighSNiP —rs17315821.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esianiny DNA mzczyzny
i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 teskéghtSNiP - rs17315821.
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Ryc. nr 4.7. Temperatury topnienia uzyskane podczas badargegzaminy DNA mzczyzny
i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50,0D, 1:1000 oraz 1:10000 przy zastosowaniu
LighSNiP —rs17306671.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esganiny DNA mzczyzny
i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 teskémhtSNIP - rs17306671.
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Ryc. nr 4.8 Elektroforegram uzyskany podczas badania miesgddNA mezczyzny — kobiety
w stosunku 1:30 zestawem STR-PCR PowerPlex® ESRiZ§gotowana mieszanina materiatu
genetycznego w postaci krwi. Mua zaobserwowaw markerze amelogeniny brak allelu Y.
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Ryc. nr 4.9 Elektroforegram uzyskany podczas badania miesgafNA mezczyzny
I kobiety w stosunku 1:50 przy zastosowaniu zesta®TR-PCR PowerPlex®ESX17.
Przygotowana mieszanina materiatu genetycznegostapiokrwi.
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Przeprowadzono badania testem LightSNiP na przygotgch mieszaninach
materiatlu biologicznego pochodzenia ludzkiego w t@gs nasienia oraz krwi.
Mieszaniny mzczyzny (nasienie) i kobiety (krew) rozlano nazmgm podicu.
W stosunku 1:30 rozlano na bibule Whatmann® 3 mnstesunku 1:50 na bibule
Whatmann® 2 mm, a w stosunku 1:100 na kompresiazy.d>o analizy zastosowano
Y-SNPs: rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222282032604, rs17315821
i rs17306671.
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Ryc. nr 4.10 Temperatury topnienia uzyskane podczas badamgg@owanej mieszaniny
DNA mezczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:3050 oraz 1:100, rozlanych
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Wizan® 2mm oraz na kompresie
z gazy. Zastosowano LighSNiP —rs34442126.
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Ryc. nr 4.11 Temperatury topnienia uzyskane podczas badamgg@owanej mieszaniny
DNA mezczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:3050 oraz 1:100, rozlanych
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Wizan® 2mm oraz na kompresie
Z gazy. Zastosowano LighSNiP —rs11553055.
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Melting Peaks

0525
0485
0445
g ows.
§ 05
g 0.325]
g 0.285]
i
= 0205
S D185
T oazs]
0.085-
0.045

40 42 44 45 48 S0 S22 0S54 055 S5 B0 B2 B4 BB B8 FO0 F2 74 §B 78 80 &2 o4
Temperature (°C)

Ryc. nr 4.12 Temperatury topnienia uzyskane podczas badamgg@owanej mieszaniny
DNA mezczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:3050 oraz 1:100, rozlanych
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Wizan® 2mm oraz na kompresie
z gazy. Zastosowano LighSNiP — rs3900.
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Ryc. nr 4.13 Temperatury topnienia uzyskane podczas badamggptowane] mieszaniny
DNA mezczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:3050 oraz 1:100, rozlanych
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Wizan® 2mm oraz na kompresie
z gazy. Zastosowano LighSNiP —rs17222279.
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Ryc. nr 4.14 Temperatury topnienia uzyskane podczas badamgg@owanej mieszaniny
DNA mezczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:3050 oraz 1:100, rozlanych
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Wigain® 2mm oraz na kompresie
Z gazy. Zastosowano LighSNiP — rs2032604.
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Melting Peaks
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Ryc. nr 4.15 Temperatury topnienia uzyskane podczas badamgg@owanej mieszaniny
DNA mezczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:3050 oraz 1:100, rozlanych
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Wizan® 2mm oraz na kompresie

z gazy. Zastosowano LighSNiP —rs17315821.
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Ryc. nr 4.16 Temperatury topnienia uzyskane podczas badampgg@owanej mieszaniny
DNA mezczyzny (nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:3050 oraz 1:100, rozlanych
odpowiednio na bibule Whatmann® 3mm, na bibule Wizan® 2mm oraz na kompresie
Z gazy. Zastosowano LighSNiP —rs17306671.
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Ryc. nr 4.17 Elektroforegram uzyskany podczaé badania miesgamNA z nasienia
mezczyzny i krew kobiety w stosunku 1:30. Przygotowan&szanina rozlano na bibule
Whatmann® 3 mm. Zastosowano zestaw STR-PCR Pow&®PBBX17.
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Ryc. nr 4.18 Elektroforegram uzyskany podczas badania miesya@NA z nasienia
mezczyzny i krew kobiety w stosunku 1:50. Przygotowamgszanina rozlano na bibule
Whatmann® 2 mm. Zastosowano zestaw STR-PCR Pow&®PEBX17.
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Ryc. nr 4.19 Elektroforegram uzyskany podcias badania miesya@NA mezczyzny
(nasienie) i kobiety (krew) w stosunku 1:100. Patpgvana mieszanina rozlano na kompresie
Z gazy. Zastosowano zestaw STR-PCR PowerPlex®ESX17.
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Zbadano testem LightSNiP oraz Y-SNPs: rs2032604/3%5821 i rs17306671
rozne mieszaniny DNA w postaci wyizolowanego DNA c¢atzyzny
0 stzeniu 5,6 ng/ul i DNA kobiety o steniu 5,3 ng/ul w proporcjach: 1:100, 1:1000,
1:10000, 1:15000 oraz 1:20000, celem sprawdzemnigy czutdci metody real-time
PCR z testem LightSNiP.
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Ryc. nr 4.2Q Temperatury topnienia uzyskane podczas badamazaminy wyizolowanego od
mezczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:100, 1:1000 orazZl0000 przy zastosowaniu
LighSNiP —rs2032604.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy eseaniny DNA mzczyzny

i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 teskémphtSNIiP — rs2032604.
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Ryc. nr 4.21 Temperatury topnienia uzyskane podczas badamazaminy wyizolowanego od
mezczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:100, 1:1000 orazl0000 przy zastosowaniu
LighSNiP —rs17315821.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esganiny DNA mzczyzny
i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 teskéhtSNiP —rs17315821.
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Melting Peaks
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Ryc. nr 4.22 Temperatury topnienia uzyskane podczas badamazaniny wyizolowanego od
mezczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:100, 1:1000 orazZl0000 przy zastosowaniu
LighSNiP —rs17306671.

Nie uzyskano wyniku amplifikacji podczas analizy esganiny DNA mzczyzny
i kobiety w proporcjach 1:15000 oraz 1:20000 teskéghtSNiP — rs17306671.
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Ryc. nr 4.23 Elektroforegram uzyskany podczés badania miesyaniyizolowanego od
mezczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:30 z zastosowaneestawu AmpESTR®Yfiler.
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Ryc. nr 4.24 Elektroforegram uzyskany podcias badania miesyaniyizolowanego od
mezczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:50 z zastosowaneestawu AmMpESTR®Yfiler.
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Ryc. nr 4.25 Elektroforegram uzyskany podczas badania miesyaniyizolowanego od
mezczyzny i kobiety DNA w stosunku 1:10000 z zastosowa zestawu AmMpFSTR®Yfiler
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4.1. Wyniki uzyskane z barwnikiem SYBR-Greenl - sY81 oraz testem
LightSNiP - rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17279, rs2032604,
rs17315821 i rs17306671.

Jednym z celow mojej pracy byto porownanie cgcitooraz specyficzrii
dwoch metod. W pierwszych z nich zastosowano b&@¥BR Green I, w drugiej
sondy molekularne.

Celem dobrania optymalnych warunkéw reakcji PCR si81 dokonano
amplifikacji przy pomocy MasterCycler Gradient. Interpretacj wynikow
przeprowadzono w LightTyper®, gdzie uzyskano optymaemperatus przylgczenia
primeréw wynosaca 64°C.

Report for All Samples

LightTyper Data Analysis e

1600 =

Analysis Summary 1400 =
¢ 1200 =

————— 2
OB-May-2011 = L

Report Set Name: All Samples

Melti

Report Set Genotype Visual Summary

IMelting Peaks

I |o|(n|mljo|lo|o|»

Ryc nr 4.26 Raport wynikdw uzyskanych po amplifikacji z zasieraniem LightTyper®,
firmy Roche Diagnostics.

Badaniu poddano 108 prob z zastosowaniem barwrlikaereScencyjnego
SYBR Green I. Testem LightSNiP oraz wybranymi Y-SNPanalizowano przede
wszystkim te préby, w ktérych nie uzyskano produ&taplifikacji barwnikiem SYBR
Green |. Wykresy zostaly umieszczone w rozdzial®. Spis wykresow str.: 110-126.
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Tabela nr 4.1. Temperatury topnienia uzyskane podczas badaniapt®8 metod SYBR
Green | - sY81 oraz uzyskaneztnia DNA wszystkich préb. Temperatury topnieniaskane
z zastosowaniem testu LightSNiP oraz wybranymi YRSNW prébach, gdzie umieszczono
znak (-), nie uzyskano wyniku amplifikacji. Skrdb.rwskazuje na préby, ktérych nie poddano

badaniom.
Lp. <

zZ

o_

o

52

N

&
1 0,6
2 112
3 141,7
4 1,26
5 0,34
6 228,2
7 0,27
8 0,35
9 0,21
10 307,7
11 0,14
12 0,19
13 509
14 0,28
15 0,09*
16 1511
17 351
18 0,11
19 140
20 0,17
21 2025
22 123,4
23 0,09*
24 91,5
25 112,5
26 0,16
27 0,1
28 77,8
29 231,8
30 3180,5
31 1834,5
32 1559,9
33 0,3
34 110,7
35 0,4
36 1,8
37 0,8
38 1,0
39 0,06*
40 0,16
41 192,2
42 701,6
43 146,9
44 484,5

s 8
N e —~
N % - o
> |
n
55,
80,34
80,32 nb.
55,92
80,90
55,66
55,34
80,13
55,65
80,06 nb.
55,48
79,31
80,92 nb.
81,73 nb.
80,12 nb.
79,96
55,34
79,31
80,16 nb.
55,87
80,64
80,16 nb.
79,21
79,78 nb.
78,88
55,34
80,75
55,67
80,16 nb.
80,26
78,79 nb.
79,98

112 pz
Tm(°C)
rs11553055
101 pz
Tm(°C)
rs3900
91 pz
Tm(°C)
rs17222279
77 pz
Tm(°C)
rs2032604

(0]
o1

55,40
nb.
nb.

55,63
nb.
nb.
nb.
nb.

55,24

55,27

55,55
nb.

nb.

61 pz
Tm(°C)
rs17315821
60 pz
Tm(°C)
rs17306671
52 pz

57,73 60,98 @ 54,32
nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
56,87 60,96 54,37
57,77 60,82 | 54,04

nb. nb. nb.
57,00 56,07 58,80

nb. nb. nb!
57,10 60,92 53,91

nb. nb! nb.

57,81 | 60,86 | 53,96
56,67 60,97 54{26

nb. nb. nb.
57,10 60,61 54,02

56,70 | 60,58 | 53,98

nb. nb| nb.
nb. nb. nb.

57,90 60,79 54/03
nb. nb. nb.

56,47 60,82 53,94
nb. nb. nb.

nb. nb! nb.

57,66 60,70 54,13

nb. nb nb.

nb. nb. nb.

57,88 60,78 54,32
56,98 | 60,50 | 53,72

nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
nb. nb. nk.
nb. nb. nb.
nb. nb. nk.
57,82 55,86 54,26
nb. nb! nb.

56,49 60,09 53,88
57,30 54,31 5791
57,61 59,92 53,80
56,89 59,47 54|21
57,88 60,09 53,00
57,45 55,11 54,03
nb. nb. nb.
nb. nb| nb.
nb. nb. nb.
nb. nb| nb.
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

113,6
0,14
0,11
131,2
123,4
125,1
1,7

0,04
83,7
140
125,6
97,6
81,7
496,7
608,4
150
211,5
0,7
0,1
323,7
986,7
0,3
99,5
0,1
2221
97,1
0,5
234,1
1,2
0,05*
1548,1
90,6
1364,8
156,7
232,1
721,6
0,08*
0,02*
0,05
129
0,6
0,3
218,9
84,4
0,6
819,7
106,7
5,3
0,9
0,3
809,4
0,6
157,7
85,3
124,4

80,49

80,16
79,96
80,14

80,57
79,85
79,87
80,06
80,34
77,64
78,46
79,72
80,51

80,82
79,39

79,43

81,18
80,07

79,05

80,74
80,97

79,41
79,72

80,32
80,74

81,52
81,39
81,29

78,23
79,41

79,43

81,57
81,79
81,53

nb.
55,04
55,31
nb.
nb.
nb
55,35
nb.
nb.
nb.
nb.

nb.
nb.
nb.
55,93
nb.
nb.
nb.
nb.
nb.
55,78

nb.
nb.

nb.
nb.

nb.
nb.

nb.
55,12
nb.

nb.

nb.

55,65

nb.
nb.
nb.

nb.

59,98
nb.

nb.
nb.

nb.
nb.

nb.
nb.

nb.
nb.
nb.
60,86
59,18
nb.
nb.
nb.
60,56

nb.
59,68
nb.
60,59

nb.
nb.

nb.
nb.

nb.
nb.
60,15

nb.

60,34
nb.

nb.
nb.

nb.
57,82
58,24
nb.
nb.
nb.
59,19
nb.
nb.
nb.
59,30
58,24
57,79
nb.
nb.
nb.
58,01
49,22
nb.
nb.

nb.
58,39
58,06
58,80
58,41
nb.
58,68

nb.
nb.
49,72
59,28
58,39
59,38
58,38
58,96
59,39
58,16

58,23
nb.
58,15
58,01
47,42
nb.
59,63
58,85
58,24
58,62
57,88
59,70
nb.
nb.

nb.
59,02
59,69
nb.
nb.
nb
59,45
59,12
nb.
nb.
nb.
nb.

nb.
nb.
nb.
60,02
59,40
nb.
nb.
60,17
nb.
59,68
nb.
nb.
59,96
nb.
59,68
59,05
nb.
nb.
nb.
nb.
nb.
nb.
59,72
59,04
nb.
59,72
59,76
nb.
nb.

nb.
nb.
nb.

nb. nb. nb.
56,3 55,20 5845
56,24 @ 54,87 | 57,53
nb. nb! nb.
nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
57,61 54,72 | 57,56
57,06 54,74 57,86
nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
nb. nb. nk.
- 59,03 | 57,79
- 59,44 56,95
nb. nb. nb.
nb. nb. nb|.
nb. nb. nb.
57,83 59,42 56/87
57,78 59,77 | 56,96
nb. nb! nb.
nb. nb. nb.
56,67 59,79 53,96
nb. nb. nb.
57,19 54,89 57,31
nb. nb. nb.
nb. nb. nk.
56,76 59,55 | 55,09
nb. nb! nb.
56,52 60,43 | 54,25
57,69 62,32 54,55
nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
nb. nb. nh.
nb. nb. nb.
nb. nb. nh.
56,70 = 62,19 | 57,64
56,80 62,20 61,32
57,17 61,84 @ 61,57
nb. nb. nk.
57,07 60,84 | 57,69
57,05 60,37 57(29
nb. nb. nb.
nb. nb. nk.
- 62,70 | 57,13
- 62,78 57,50
nb. nb. nb.
56,72 57,79 57,20
57,34 @ 57,92 | 57,80
57,97 57,80 57,99
- 61,55 @ 55,75
56,26 56,47 59,40
nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
nb. nb. nb.
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100 | 563,5
101 | 766,1
102 0,4
103 0,2
104 | 122,7
105 0,8
106 309
107 | 0,07*
108 | 0,04*

*Proby rozciéczone

80,11 nb.
79,95 nb.
- 55,15
79,88 nb.
77,89 nb.

100 razy celem uzyskani

nb. nb.
nb. nb.

- 58,84
- 58,53

- 59,70
- 58,86

nb. nb.
- 47,78

- 58,68

nb.
nb.

60,38
nb.

60,45
59,65

nb.
nb.

55,90
nb.
56,76
56,24

nbl nb.

nb. nb.
61,57 55,36
61,67 @ 55,53
61,54 55,88
61,58 @ 55,36
nb nb.
56,53 | 55,55
61,81 59,44

ezenie DNA poniej 0,1 ng/ul.

Tab. nr 4.2. Przedstawia uzyskane temperatury topnienia poderadizy zastosowanych

Y-SNPs oraz odpowiednia do niej

zmgamukleotydovd - genotyp.

Y-SNPs Temperatury Uzyskany
topnienia genotyp
°C
rs34442126 ~55,48 T/T
rs11553055 ~60,16 G/G
rs3900 ~48,69 CIC
~58,67 G/G
rs17222279 ~57,18 A/A
~59,75 G/IG
rs2032604 ~57,10 T/T
rs17315821 ~55,40 C/C
~60,64 T/T
rs17306671 ~54,40 T/T
~58,08 A/A
4.2. Analizasladéw biologicznych metod LightSNiP.

Do bada testem LightSNiP oraz Y-SNPs rs34442126, rs11553053900,
rs17222279, rs2032604, rs17315821 i rs17306671 mmyktano proby ze spraw

dotyczcych przemocy seksualnej opracowanych w ZMS w Padmnaw ktorych

uzyskano trudgdo interpretacji mieszamgrDNA mgzczyzny i kobiety. Sprawy zostaty

opisane w rozdziald.1 - Materiat.

Kazda sprawe przedstawiono w oddzielnej tabeli, a poszczegdngkresy

zamieszczono w rozdzialer 9. Spis wykresOw— str.: 126-146. Skroty umieszczone

w tabelach oznaczgjB.A- brak amplifikacji, N.B- nie badano i W.M.-ywezerpanie

materiatu.
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< L0 & N > — o
< Te} ™ N P ™ ™
< — 0 N~ ] N~ N~
™ — = i %) i i
£ ¢ 2 < 2 ¢
A (fragment N.B B.A. genotyp | N.B B.A. genotyp | genotyp
majtek) GIG T/T AIA
B (fragment N.B genotyp | B.A. N.B. | genotyp | genotyp | genotyp
majtek) GIG T/T TT AlA

79



C (fragment N.B. | genotyp | genotyp | N.B. | genotyp | genotyp | genotyp
spodni) G/G GIG T/T TIT AlA
Test Hemophan — wynik pozytywny (w probach A, B)i C
SPRAWA 9 9 g 3 N N
NP5 s |8 2 N8 i 2
< o] o) N > = o
< To} ™ N Pt ™ ™
<t — %) N~ & N~ N~
(9] — =~ i %) i i
£ £ @ = @ £
A (fragment N.B. | genotyp | genotyp | N.B N.B genotyp | genotyp
majtek) G/G GIG T/T TIT
B (fragment N.B B.A. B.A. N.B N.B genotyp | genotyp
majtek) T T
C (fragment N.B. B.A. genotyp | N.B. N.B. genotyp | genotyp
spodni) GIG TIT T

Test Hemophan — wynik pozytywny ( w prébie C), nggay (w prébach A i B)
Test RSiD-Semen — wynik negatywny (w probach A ® i

SPRAWA Q Y x < N N
wie lg 18 |8 [§ |8 |B |8
< L0 & N > — o
< Te} ™ N 3 ™ ™
< — 0 N~ ] N~ N~
™M i = i ) i i
i i 2 = 2 .
Wymaz N.B N.B. B.A. N.B N.B. B.A. | genotyp
z pochwy T/T
SPRAWA © Ty) o < — —
< L0 S N > — o
< Te} ™ N 3 ™ ™
< — 0 N~ ] N~ N~
™M i = i %) i i
. i 2 = 2 i
A (wymaz N.B N.B. W.M W.M W.M W.M W.M
Z pochwy)
B (wymaz N.B N.B. genotyp| N.B N.B. genotyp | genotyp
z pochwy) GIG c/IC AIA
C (wymaz N.B. N.B. genotyp | N.B N.B. genotyp | genotyp
Z pochwy) G/G ciC A/A
SPRAWA Q 0 Q S N =
wiso g8 |8 |8 |g |B |8
<t ¥o) > N > — o
< Te} ™ N 3 ™ ™
< — 0 N~ ] N~ N~
™ i = i ) i i
i i 2 = 2 i
A (wymaz N.B N.B B.A. N.B. N.B genotyp | genotyp
z pochwy) TIT TIT
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B (wymaz N.B. N.B. | genotyp| N.B. N.B. | genotyp | genotyp
z pochwy) GIG T/T T/T
C (wymaz N.B. N.B. genotyp | N.B. N.B. genotyp | genotyp
z pochwy) GIG T/T T/T
D (wymaz N.B. N.B. | genotyp| N.B. N.B. | genotyp | genotyp
z pochwy) GIG T/T T/T
E (koncowki N.B. N.B. genotyp | N.B. N.B. genotyp | genotyp
paznokci) GIG T/T T/T
F (koacowki N.B. N.B. B.A. N.B. N.B. genotyp | genotyp
paznokci) T/T T/T
G (materiat N.B N.B genotyp| N.B N.B. genotyp | genotyp
poréwnawczy) G/G T/T TIT
SPRAWA | & i R 3 N ~
Nr 19 S ® S N o v @
<t Lo > N ™ — o
< To) ™ IV P ™ ™
<t — %) N~ & N~ N~
™ — = i %) i —
£ £ @ = @ £
A (wymaz N.B N.B genotyp | N.B. N.B genotyp | genotyp
z pochwy) GIG T/T T/T
B (wymaz N.B N.B genotyp | N.B N.B genotyp | genotyp
z pochwy) GIG T/T T/T
C (wymaz N.B N.B genotyp | N.B N.B genotyp | genotyp
z pochwy) GIG T/T TIT
SPRAWA 9 Y [ < N N
nr2o e 8 N |8 i 3
< e} o) N S = o
< To) ™ N P ™ ™
<t — %) N~ & N~ N~
™ — = i %) i —
£ £ @ = @ £
Wymaz N.B N.B genotyp| N.B N.B genotyp | genotyp
z pochwy GIG T/T TIT
SPRAWA Q9 L9 o < N N
w21 g8 |8 |[R |8 |8 |8
<t L0 o) N S i o
<t Te} ™ N 3 ™ ™
< — %) N~ I N~ N~
™ — = — %) — i
£ £ . = . £
A (fragment N.B genotyp | B.A. genotyp | W.M W.M W.M
majtek) G/G G/G
B (fragment N.B. | genotyp| B.A. genotyp | W.M W.M. W.M
majtek) G/G G/G

Test PSA- wynik pozytywny ( w prébach A i B)
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SPRAWA

& |8 e |3 N S
Nr 22 — o o ~ 3 oo} ©
N ™ o N ~ To) ©
< Lo o)) N ™ — o
< Te} ™ N P ™ ™
< — n N~ ] N~ N~
(92] i = i %) i i
. i 2 = 2 i
A (wymaz N.B genotyp B.A. N.B genotyp | genotyp | genotyp
z pochwy) GIG TIT TIT TIT
B (wymaz N.B genotyp B.A. N.B genotyp | genotyp | genotyp
z pochwy) GIG TIT TIT TIT
SPRAWA 9 0 g < N N
nresoo e 8 N |8 i 3
< ] o) N > = o
< To} ™ N Pt ™ ™
<t — %) N~ & N~ N~
™ — = — %) — —
£ £ . = 4 £
A (wymaz N.B genotyp| B.A. N.B N.B genotyp | genotyp
z odbytu) GIG c/IC A/A
B (wymaz N.B genotyp| B.A. N.B N.B genotyp | genotyp
z pochwy) G/G c/C AIA
SPRAWA © 1o o < < <
Nr 24 N 2 o N 3 @ ©
< L0 S N > — o
<t Te} ™ N P ™ ™
< — %) N~ ] ™~ N~
™M i = i %) i i
. i 2 = 2 i
A (wymaz N.B genotyp | B.A. N.B B.A. genotyp | genotyp
z pochwy) GIG TIT TIT
B (wymaz N.B. | genotyp | genotyp | N.B. | genotyp | genotyp | genotyp
z pochwy) G/IG GIG T/T TT T/T
C (wymaz N.B. | genotyp | genotyp | N.B. B.A. genotyp | genotyp
Z pochwy) GIG GIG T/T T/T
D (wyskrobiny | N.B. | genotyp | genotyp | N.B. B.A. genotyp | genotyp
spod paznokci) GIG GIG TIT TIT
E gmaterialr N.B. | genotyp | genotyp | N.B. | genotyp | genotyp | genotyp
poréwnawczy) GIG GIG TIT TIT TIT

Test RSID — semen- wynik negatywny (w probach A®B
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SPRAWA 9 iy o < N N
NnN2s ] |8 |8 [N |8 2 2
< Ty) & N S — o
< Lo o™ N o ™ ™
< — %] N~ & N~ N~
™M i = i %) i i
£ ¢ £ < £ £
Wymaz N.B. N.B. N.B. N.B. N.B. genotyp | genotyp
z pochwy TIT TIT

4.3. Analiza zdegradowanego DNA metadLightSNiP.
Badaniom poddano 52réby pochodgzce od NN mgzczyzn. Materiat genetyczny

wyizolowano z fragmentow kostnych, skéry z wiosarkiwi w zaawansowanym
stopniu hemolizy oraz fragmentéw tkanki ¢driiowej. Pobrano réwnie do bada
rzeple kolanowg oraz skég z wiosami mumii znajdgpej se od 1930r. w muzeum
Katedry i Zaktadu Medycyny#8lowej w Poznaniu.

W badanych prébach nie uzyskano produktu amplifikatym samym profilu
genetycznego metgdSTR- PCR prawdopodobnie ze wahh na wysoki poziom
degradacji materiatu pobranego ze zwiok (dalekaupiete procesy gnilne) w trakcie
sekcji zwtok w ZMS w Poznaniu.

Do analizy zastosowano Y-SNPs: rs3900, rs11553685,222279, rs2032604,
rs17315821 i rs17306671. Wykresy paszych bada przedstawiono w rozdziale
nr 9. Spis wykreséw.Str.: 146-150.

Tabela nr 4.3. Temperatury topnienia oraze¢sénia DNA uzyskane podczas analizy 6 préb
pochodzacych od NN ngzczyzn testem LightSNiP — rs11553055.

Préby — materiat | Tm uzyskana podczas badania meted Stezenie
do badai LightSNiP — rs11553055 DNA
°C ng/ul
1 (fragment kéci 60,00 4.6
ramiennej)
2 (fragment kéci 60,01 11,7
udowej)
3 (fragment kéci 59,82 3,2
ramiennej)
4 (4 zby) 59,96 7,9
5 (krew) 59,85 31,7
6 (fragment skory Brak produktu amplifikacji 1,6
Z wlosami)
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Tabela nr 4.4. Temperatury topnienia orazesénia DNA uzyskane podczas analizy 6 préb
pochodacych od NN ngzczyzn testem LightSNiP-rs2032604.

Préby — materiat Tm uzyskana podczas badania Stezenie
do badan metody LightSNiP — rs2032604 DNA
°C ng/ul
6 (fragment skory Brak produktu amplifikacji 1,6
Z wlosami)
7(fragment mgsnia) 58,35 5,9
8 (fragment kdéci 58,25 4.4
ramiennej)
9 (krew) 59,07 9,2
10 (wiosy) 58,45 5,4
11 (fragment kéci 58,76 24,9
udowej)

Tabela nr 4.5. Temperatury topnienia oraz esénia DNA uzyskane podczas analizy

zmumifikowanych zwiok znajdagych s¢ w Katedrze i Zaktadzie Medycynya&owej UM

w Poznaniu. Reakej PCR przeprowadzono przyzyciu testu LightSNiP oraz rs17222279

i rs2032604.
Zmumifikowane | Tm uzyskana podczas| Tm uzyskana podczag Stezenie
zwioki badania metody badania metody DNA
LightSNiP — LightSNiP — ng/ul
rs17222279 rs2032604
°C °C
12 (fragment 59, 17 58, 34 5,9
rzepki
kolanowej)
13 (fragment Brak produktu Brak produktu 0,7
skory amplifikacji amplifikacji
Z wlosami)

Tabela nr 4.6. Temperatury topnienia orazegenia DNA uzyskane podczas analizy 39 préb

pochodacych od NN rezczyzn testem LightSNiP — rs17315821 oraz rs17306671

Proby — materiat Tm uzyskana Tm uzyskana Stezenie
do badan podczas badania podczas badania DNA
metoda LightSNiP — | metodg LightSNiP — ng/ul
rs17315821 rs17306671
°C °C
14 (krew) 62,67 61,30 0,9
15 (fragment kéci 62,75 61,52 3,2
ramiennej)
16 (fragment kéci 57,81 56,73 0,6
srodstopia)
17 (krew) 57,90 55,76 23,8
18 (krew) 57,78 55,42 12,5
19 (fragment skory Brak amplifikacji Brak amplifikacji 0,4
Z wlosami)
20 (fragment 61,52 55,61 6,8
miesnia)
21 (fragment 61,58 55,55 9,7
migsnia)
22 (fragment rzepki 61,63 55,82 0,6
kolanowej)
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23 (whosy) 61,51 55,46 8,7

24 (krew) 61,49 55,57 2,4
25 (zab) 61,76 55,75 0,4
26 (fragment skory Brak amplifikacji Brak amplifikacji 0,1
z wlosami)
27 (whosy) 61,53 55,72 4,6
28 (fragment kdci 56,45 55,62 0,9
srodstopia)
29 (fragment mgsnia 61,54 55,79 0,3
ze spalonych zwiok)
30 (krew) Brak amplifikacji Brak amplifikacji 0,8
31 (krew) 61,57 55,75 76,4
32 (fragment 56,50 55,36 0,5

wyrostka sutkowa-
tego potylicznego)

33 (krew) 61,62 55,60 45,3
34 (krew) 56,60 53,98 12,2
35 (fragment 60,76 53,94 10,5
miesnia)
36 (fragment kaci 60,61 53,97 0,3
udowej)
37 (fragment 60,72 54,00 2,6
miesnia)
38 (krew) 60,65 53,91 5,9
39(2 zhy) 60,70 54,22 1,1
40 (fragment 60,82 54,05 0,8

wyrostka sutkowa-
tego potylicznego)

41 (fragment kdci 60,97 54,35 4,2
udowej)
42 (krew) 60,96 54,36 32,4
43 (3 zby) 60,79 54,07 0,7
44 (fragment skory Brak amplifikacji Brak amplifikacji 1,2
z wiosami)
45 (wtosy) 60,78 53,82 6,3
46 (krew) 60,50 53,75 18,6
47 (fragment rzepki 60,54 53,80 0,7
kolanowej)
48 (krew) 60,76 54,02 19,7
49 (krew) 60,77 53,92 12,5
50 (wiosy) 60,72 58,45 34,0
51 (fragment mgsnia Brak amplifikacji Brak amplifikacji 3,5
ze spalonych zwiok)
52 (2 zby) 61,50 58,42 0,5

4.4. Genotypy uzyskane oraz obliczenia statystyczne
Jednym z celéw prezentowanej pracy bylo utworzebazy populacyjnej
w zakresie 6 badanych loci Y-SNPs w wojewodztwielkopolskim. W tym celu

zgenotypowano 108 ¢guczyzn. Analizie poddano genotypy uzyskane podczamiia
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préb przedstawionych w tabeli 4.1, to jest 23 ket profile — w 6 badanych loci
SNPs (rozdziat 4.1) oraz dodatkowo poddano reakajplifikacji testem LightSNiP
i wybranymi Y-SNPs 85 préb. Przeprowadzono agalizostatystyczg wszystkich
6 opracowywanych Y-SNPs, usytuowanych w regionekadupcym biatko, traktujc
je jako zestaw.

Tabela nr 4.8. Haplotypy uzyskane podczas badaniu zastosowany@NRs w populacji
wielkopolskiej. Ht — ildc uzyskanych haplotypéw, n —ilobadanych rgzczyzn.
(*2]

O < — —

sz N ~ o AN N~

Ht | n | czestosé S S I\ © %8 8
< Ior) o S = o

< ™ o 3 ™ ™

~ (%) N~ I N~ N~

™ el - %) — —

£ @ = £ @

1 41 0,379 T G G T T T
2 |4 0,037 T C G T C A
3 /12 0,111 T G G T C A
4 |1 0,009 T C A T T T
51 0,009 T G A T T T
6 |9 0,083 T G G T T A
7 2 0,018 T C G T T A
8 | 8 0,074 T C G T T T
9 |12| 0,111 T G G T C T
10 10| 0,092 T G A T T A
11 1 0,009 T C A T C T
12 3 0,027 T C G T C T
13 1 0,009 T C G T C A
14 1 0,009 T G A T C A
15 1 0,009 T C A T C A
16 1 0,009 T C A T C T

DC=0,1500
HD=0,8200

Tabela nr 4.9. Polimorfizm, czstas¢ wysipowania danego allelu w poszczegélnych Y-SNPs
oraz GD gskanik roznicowania haplotypowego lub allelicznegSjednia warté¢ GD
obliczona zostata bez GD rs34442126 i rs2032604.

Srednia wartéé

Y-SNPs | polimorfizm Czestasé GD = 13 p? GD
rs3444212q C T 0,000| 1,000 0,0000

rs3900 C G 0,204 0,796 0,3248
rs17222279 A G 0,150| 0,850 0,2550 38,5%
rs2032604 G T 0,000 1,000 0,0000
rs17315821 C T 0,450| 0,550 0,4950
rs17306671 A T 0,370| 0,630 0,4662
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5. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Obecnie w genetycesdowej badanialadow biologicznych & przeprowadzane
przy pomocy markerow STR poprzez elektroferekapilary w analizatorach
genetycznych. Markery te pozwalapa analiz fragmentow DNA w zakresie od
100 pz do 500 pz, co me ograniczy interpretag; wynikow lub uzyskanie profilu
genetycznego badanyckladow. Spotykamy gi z taky sytuacy wtedy, kiedy do
opracowywania mamy materiat o wysokim stopniu degcg oraz trudne do analizy
mieszaniny DNA.

W sprawach dotyegych przemocy seksualnej, weakszaci przypadkow, iléé
DNA kobiety jest duo wicksza od iléci DNA podejrzanego w sprawie gactzyzny.
Analiza sladéw do sprawy o gwalt z zastosowaniem markerovR S¥ regionie
autosomalnym wskazuje na niekompigtirudrg do interpretacji mieszangnDNA
dwoch osob, w ktorej nawet marker amelogeniny prege profil kobiety - X,X
(ryc. nr 4.8.). Majc do analizy materiat porownawczy sprawcy lub spéam; istnieje
dwe prawdopodobiestwo dokonania kompletnej interpretacji uzyskanyeieszanin
DNA kobiety i nezczyzny, natomiast w sytuacji braku paowyych materiatow
poréwnawczych napotykamy na trudoiow analizie wynikow [115].

Badania SNPs w zakresie pzgji 150 pz umgliwiajg uzyskanie profilu
genetycznego ze zdegradowanego materiatu genetywzié3] oraz w analizie
mieszanin DNA nazczyzny i kobiety. Wybor SNPs, w tym przypadku naochosomie
Y, moze dostarcz§ brakupcych informacji genetycznych nieginych do analizy
takich mieszanin DNA. llg zastosowanych markeréw SNPs o wysokim polimorfezmi
pozwoli na rozwizanie problemu identyfikacyjnego [30, 179]. Diggaamplikonu
markeréw SNPs ma istotne znaczenie w przypadkuizgnatiegradowanego DNA.
Przyjmuje s, ze odcinek DNA, owingty wokot nukleosomu o diugoi mniejszej ni
150 pz, jest mniej podatny na degradagjwyniku tworzenia wjzaa kowalencyjnych
Z histonami (w ten sposoéb stworzy scchrona przed dziataniem nukleaz) [8, 43].

Analiza SNPs znalazta ogromne zastosowanie w d&go® medycznej chordob
genetycznych [60]. Przyszéw genetyce glowejscisle zwigzana jest z analizZSNPs
ze wzgkdu na maliwos¢ badania krétkich fragmentow DNA. Podczas Wiadalery
wzigé¢ jednak pod uwagcharakterystyczny dla markeréw SNPs niski polinzonf Aby
uzyska& site dyskryminacji na poziomie 12 loci STR z bazy CODialery do bada
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uzy¢ co najmniej 40 markerow SNPs [30], cogé st z trudndciami projektowania
eksperymentu oraz wysokimi kosztami analizy.

Istniejg rozne metody analizy SNPs, w zatesci od projektu bada oraz
poziomu automatyzacji laboratorium. W tej pracy wylystano technik real-time
PCR z zastosowaniem barwnika SYBR Green | - sY8az otestu LightSNiP
zawierajcego sondy molekularne dziajeg na bazie procesu FRET [23, 41].
Wielkos¢ fragmentéw Y-SNPs zastosowanych w tej pracy znejdig miedzy 112 pz
a 52 pz, co umdiwito uzyskanie produktow amplifikacji ze zdegradanego materiatu
oraz w duym stopniu rozwjzato problem interpretacji mieszanin DNA, w ktorych
dominuje materiat genetyczny kobiety w stosunku dwaterialu genetycznego
mezczyzny.

Przydatné¢ testu LightSNiIiP nie zostalta wcreej sprawdzona
pod latem bada s$ladéw biologicznych w genetyceadowej i to sklonito nas do
podicia dziata w tym kierunku.

Waznym aspektem w genetycedewej, jest sizenie DNA dodanego do reakcji
PCR. Wiadomo,ze ilos¢ otrzymanego materiatu genetycznego po izolacji DRA
sladéw biologicznych przekazanych do badast bardzo mata, a dodatkowo rgle
wzig¢ pod uwag ewentualne dziatanie inhibitorow reakcji PCR [B88]. Te wszystkie
czynniki skfaniag nas do udoskonalania oraz wprowadzania coraz zymlisoraz
bardziej specyficznych metod, baor pod uwag reguty walidacji metod w genetyce
sadowej opracowywane przez SWGDAM - Naukpvirupe Roboca do Metod
Analizy DNA (ang. Scientific Working Group on DNA nalysis Methods)
[26, 28, 44, 233].

Innym napotykanym problemem przy opracowywasiadow biologicznych
w sprawach o przemocy seksualnej jest etapepmgth bada identyfikacyjnych
obecndci nasienia. Metody zastosowane w tym celu nie zawdag jednoznaczny
wynik, a mata ilé¢ materiatu biologicznego do badaakazuje ominricie tego etapu
bada aby pozyskajak najwikszej ilgsci materiatu do analizy.

W dostarczonym przez firgn TIB® Molbiol protokole bada [160-166],
wprowadzono drobne zmiany wstge LightSNiP celem otrzymania jak nagkszej
ilosci produktow amplifikacji z materialu genetycznegpracowywanego w naszym

laboratorium.
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Stgzenia polimerazy i MgGl pozostawiono bez zmian. Zredukowano o p@tow
objetos¢ mieszaniny reakcyjnej dodaj do kadej reakcji 7,5 pl oraz 2,5 ul DNA oraz
w etapie amplifikacji zwgkszono ilé¢ cykli do 50.

Przygotowano rine rozciéczenia zawiergce material genetyczny giczyzny
I kobiety w postaci krwi w celu sprawdzenia testightSNiP z wybranymi Y-SNPs:
rs34442126, rs11553055, rs3900, rs17222279, rsPA326817315821 i rs17306671.
Uzyskano produkt amplifikacji w  przygotowanych nzasinach DNA
w postaci krwi mgzczyzny i kobiety w stosunku 1:5, 1:10, 1:20, 1:360, 1:100,
1:1000 i 1:10000 z zastosowaniem najmniejszych ©o wdelkasci Y-SNPs -
rs17222279 (77 pz), rs2032604 (61 pz), rs17315& pz) i rs17306671 (52 pz)
(ryc. nr 4.4. — 4.7.), natomiast przyzyciu Y-SNPs: rs34442126, rs3900 oraz
rs11553055 uzyskano produkt amplifikacji w pasgych mieszaninach DNA
megzczyzny i kobiety tylko w proporcjach 1:5, 1:10, @;2:30 oraz 1:50 (ryc. nr 4.1. —
4.3.). Wybor Y-SNPs o wiellkgi ponizej 80 par zasad umliwia przy zastosowaniu
metody real-time PCR detekdPNA pochodzenia gskiego w mieszaninie, gdzie o
DNA kobiety jest 0 10000 razy wksza od iléci DNA mezczyzny.

Dodatkowo poddano badaniom technikSTR-PCR oraz zestawem
PowerPlex®ESX17 powgze proby o rozciezeniu 1:30 i 1:50 (ryc. nr 4.8 — 4.9.),
w ktorych uzyskano mieszarifdNA mezczyzny i kobiety. Takie elektroforegramy s
trudnym zadaniem do analizy w sprawach dafggeh przemocy seksualnej, w ktérych
mozna zaobserwowabrak allelu Y w markerze amelogeniny oraz dodatkallele
w pojedynczych markerach. Analiza markerow STR m@mosomie Y w powsszym
przypadku daje wynik negatywny, poniewa probie sizenie ngskiego DNA jest
niskie.

W tym samym celu przygotowano mieszaniny DNA w tpos nasienia
meskiego i krwi kobiety w trzech rozaiezeniach: 1:30, 1:50 i 1:100, rozlanych na
réznym podtau. Przeprowadzono anajitestem LightSNiP oraz Y-SNPs: rs34442126,
rs11553055, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs1231%8rs17306671. Uzyskano
produkt amplifikacji we wszystkich badanych probdgyc. nr 4.10. — 4.16.). Analiza
uzyskanych elektroforegramow podczas badania psmygh mieszanin metgdSTR-
PCR wskazuje na mieszaniidDNA dwoch osob (ryc. nr 4.17. — 4.18). W markerze

amelogeniny mzna zaobserwowa obecné¢ allelu Y we wszystkich badanych

89



mieszaninach. Podie, na ktérym zostaty rozlane przygotowane mieszanitie
utrudnito etapu oceny wynikow.

Otrzymano wynik amplifikacji w przygotowanych miesgnach mgzczyzny
I kobiety w postaci wyizolowanego DNA w proporcjatti00, 1:1000 i 1:10000 testem
LightSNIP oraz rs2032604, rs17315821 i rs173066yd. fir 4.19. — 4.21.), natomiast
nie uzyskano produktu amplifikacji podczas analippwyzej przygotowanych
mieszanin w proporcjach 1:5000 i 1:20000, co pativia wczeéniej badan granie
czutdici tej metody — mieszanina DNA1:10000;.

Obecnie na rynku istnigjrézne metody, ktdre mma zastosowado wykrycia
obecnéci meskiego DNA w badanej prébce. Zestaw Quantiffety Human Male
DNA firmy Applied Biosystems do ikciowego oznaczania DNA pochodzenia
mgskiego jest jedm z nich. Technologia ta pozwala na wykryciezehie DNA
w zakresie midzy 0,023 ng/ul a > 50 ng/ul z zastosowaniem lies-PCR i opiera gi
na dziataniu sond TagMan® [168]. Przed wyborem po#g metody zaleca ¢si
przeprowadzenie dyferencjalnej ekstrakcji DNA (andifferential lysis), ktora
w sprawach o przemocy seksualnej pozwoli na selekityizolacg meskiego
i zenskiego DNA w badanej prébie. Jedueknie zawsze rezultaty tej izolacjy s
specyficzne, w zwizku z tym pozostaje problem interpretacji mieszandNA
mezczyzny i kobiety. Ekstrakcja ta jest rowhaiezasochtonna oraz pracochtonna [85].

Dodatkowo nalgy wzig¢ pod uwag fakt, ze nasienie poddane badaniomzeo
pochodz¢ od nezczyzny cierpicego na azoospergilub bgdacego po zabiegu
wazektomii. W takiej sytuacji zastosowanie izolacjyferencyjnej jest zune,
natomiast @ycie zestawu Quantifilé! Y Human Male DNA mege dostarczy
informacji o ilasci meskiego DNA w mieszaninie, w ktorejegsenie DNA pochodzenia
zenskiego jest dio wigksze tak, aby w naginym etapie — amplifikacji zestawem
markeréw znajduacych s¢ na chromosomie Y, uzyskaeten profil ngzczyzny [170].

Badania przeprowadzone w tym kierunku wykazuje analiza zestawem
AmpFLSTR® Yfiler™ firmy Applied Biosystems pozwala na ygkanie petnego
profilu mezczyzny podczas analizy mieszaniny DNA#tzyzny i kobiety w proporcji
nawet powyej 1:1000 oraz rowniewtedy, kiedy sfzenie DNA ngskiego wynosi tylko
62,5 pg [85, 136]. Inne badania wskazuja maliwos¢ petnej detekcji profilu
genetycznego ticzyzny w mieszaninie, w ktorej dominuje materiainggczny

kobiety w proporcji do 1:1200 zestawem PowerPlex®Ystem firmy Promega®
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Corporation [110]. Podobne badania technikal-time PCR systemem PowerPlex®
HY firmy Promega® pozwolity na wykrycie DNA pochoslzia meskiego.
Analizowano mieszaniny w postaci wyizolowanego DN#ezczyzny i kobiety
w roéznych proporcjach. Metad tg uzyskano produkt amplifikacji rownie
w maksymalnej badanej proporgjiL:1000G. [109].

W badaniach, gdzie uzyskujemy tradmo interpretacji mieszanin DNA
mezczyzny i kobiety zastosowanie Y-SNPs @0 mig€ potencjalne znaczenie
w kierunku rozwgzania problemu obecia allelu Y w markerze amelogeniny.

Wybrane w tym celu SNPs na chromosomi@oga charakteryzowasie niskim
polimorfizmem, poniewa map stuzy¢ tylko wykryciu obecnéci DNA mgskiego
w badanymsladzie. Naley natomiast wzj¢ pod uwag ilos¢ zastosowanych Y-SNPs,
aby sita dyskryminacji rownata ¢isile dyskryminacji jednego markera STR,
w tym przypadku amelogeniny.

Pierwszym etapem badania technikal-time z zastosowaniem barwnika SYBR
Green | oraz sY81 byto sprawdzenie optymalnej teatpey annealingu — przydzenia
starterow. W tym celu korzystano z technologii geatl termicznego przy pomocy
MasterCycler® gradient. Przewiduje¢size optymalna temperatura pragtenia
primeréw oscyluje neidzy 55°C a 72°C [27, 65, 78]. Gradient temperatknedony
w naszym eksperymencie wyniést od 60°C do 67°C.skago optymaln temperatuy
annealingu wynosza 64°C. Teoretycznie temperatura annealingu primgoéwinna
by¢ o 5C nisza od ich temperatury topnienia [27, 65, 78].
W praktyce, aby uzyskaspecyficzny produkt, temperaguannealingu dobiera i
indywidualnie [234]. Zbyt niska temperatura annagli powoduje powstanie
niespecyficznych produktow, a z kolei zastosowamysokiej temperatury powoduje
brak produktu amplifikacji [234]. Najlepiej w takiesytuacji przeprowadzi
amplifikacje przy zastosowaniu termocyklera gradientowego,jatigoznacznie ustéli
temperatuy annealingu, oszedzapc koszty i czas analizy.

Optymalry temperatuf annealingu do badaz sY81- 64°C, sprawdzono za
pomog, LightTyper®, firmy Roche Diagnostics. Technilajest bardzo podobna do
real-time PCR. W LightTyper® mma przeprowadzi analiz SNPs oraz
zoptymalizowa warunki reakcji PCR poprzez kalkulacgtzenia primerow, jonow

Mg* oraz innych sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej P@Rdatkowo LightTyper®
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zawiera specjalny program umdiviajacy projektowanie primerow oraz sond
molekularnych do danego fragmentu DNA, ktéry plamy amplifikowd.

Po amplifikacji gradientowej ta sama plytka zé@stpoddana analizie topnienia
w LightTyper®. Temperatgy w ktérej uzyskano najwecej specyficznych produktéw,
nalezy zinterpretowa jako optymalg temperatuy annealingu starterow.

Uzyskane wyniki przy badaniu 108 prébegozyzni) barwnikiem SYBR® Green
| oraz sY81 wskazugj na jeda temperatuy topnienia wynosga ~80°C. Uzyskana
temperatura topnienia rowrie zostala potwierdzona analiz przeprowadzom
w LightTyper®.

Technika real-time PCR z zastosowaniem barwnik@® Green | - sY81
pozwolita na uzyskanie produktu amplifikacji w 6@d6pach, co stanowi 55,5%
badanych prob. W 44 probach uzyskano wynik ampldjk o stzeniu DNA do
500 ng/ul, natomiast w 16 probach o0 e¢zehiu powyej 500 ng/ul,
(tab. nr4.1.), (ryc. nr 5.1.).

44
50
o 45
ilosc préb 40
35
30 | O SybrGreen 1, sY81 (209pz)
25
20 9
15 4
10 1 g 1 0
5 Vil o
0| T
s §°° s & s & < ng/ul
V8 »‘9'& pr\;, x@@ @»?’ %0,3,

Ryc. nr 5.1. Zakres sizenia DNA oraz proby, w ktérych uzyskano produkt &fikaciji
barwnikiem SYBR Green | oraz sY81.

Technika z barwnikiem interkabhgym pozwala na szylkinterpretagj wynikow,
a dodatkowo nie wie st z dwymi kosztami analizy. Na podstawie otrzymanych
wynikbw mazna stwierdat, ze zakres, w ktorym uzyskano nagaej produktéw
amplifikacji (w 44 prébach), nie odpowiada naszynctzekiwaniom - od
78 ng/ul do 500 ng/ul, poniewaviadomo,ze stzenie DNA izolowanego zé&ladow
biologicznych jest niskie. Zastosowanie tej metodgze okazé sic mato pomocne
w rozwigzywaniu problemu wykrycia obecém DNA mgzczyzny w badanyndladzie.

W prébach, w ktérych wykazanoe¢senie DNA medzy 0,02 — 2 ng/ul, nie

uzyskano produktu amplifikacji z zastosowaniem lrakee SYBR Green | oraz sY81.
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W 16 probach uzyskano ¢genie DNA powyej 500 ng/ul. Aby uzyska
wymagane do reakcji real-time PCR barwnikiem SYBEB®Reen | firmy Fermentas
stezenie DNA (do 500 ng), wszystkie préby zostaty reaczone tak, aby moc podda
je reakcji PCR z powaszym barwnikiem.

Nalezy przyja¢, ze badano rownie t3 metody DNA pochodacy ze sladow
biologicznych (prawdopodobna degradacja opracowggarDNA) oraz,ze wybrany
Y-SNP zawiera 209 pz, co dodatkowo wptywa na brakldikacji badanego materiatu.

Do najczsciej stosowanych barwnikdéw w technice real-time RGRzy SYBR®
Green |. Jednym z powoddéw jego populdaiojest to, ze spektrum emitowanej
fluorescencji jest rownoznaczny ze zmaniem z podwojnnicia DNA [23]. Natomiast
SYBR® Green | charakteryzujeestym, ze wigze st z kazdg podwdjry czasteczlg
DNA, co w efekcie mae dawé niespecyficzne produkty reakcji PCR [23].

Reakcja z ayciem barwnika SYBR® Green | wymaga optymalizatyalezy
zwrac& uwag na r@ne czynniki, ktére potencjalne mpglecydowd o dokfadnéci
oraz specyficznaei reakcji PCR. Cgsteczki DNA dodane do mieszaniny reakcyjnej
posiadaj rézne temperatury topnienia w zatesci od zawartéci nukleotydéw G - C,
diugcéci amplikonu, struktury DNA (dwukdlowej Ilub trzeciorgdowej) oraz
zaplanowanych skiadnikbw do mieszaniny reakcyjn2B].] Analizupc krzywe
topnienia uzyskane w naszej pracy w wyniku zastesiav SYBR® Green |, mma
zaobserwowa rozne poziomy fluorescencji, co wskazuje na dodatk@amplifikacg
niespecyficznych produktow PCR. Poniewaczekiwana temperatura topnienia
badanego fragmentu DNA wynosi ~80°C, ina bylo wyselekcjonowa nasze
oczekiwane wyniki — specyficzne produkty PCR (myc5.2), ktére zostaty dodatkowo
sprawdzone przy pomocy LightTyper®.
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Ryc. nr 5.2 Uzyskano specyficzne produkty amplifikacji tylko2 prébach (wykresy koloru
zielonego i czerwonego). Reszta to niespecyficzodykty reakcji PCR.
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Wynik amplifikacji zalery rowniez od ilosci DNA dodanego do reakcji PCR. Na
przyktad sekwencja o wielkoi 200 pz w ludzkim genomie (3.3 x *Iifiz) stanowi okoto
0.000006% catego DNA [23]. To znaczye okoto milion razy wjcej DNA jest
potrzebne, aby utrzymarowng ilos¢ kopii w reakcji (1 pg ludzkiego genomowego
DNA = 3.04 x 16 czasteczek) [23]. Najaxciej popetnianym kydem jest dodanie zbyt
dwzo plazmidowego DNA lub za mato genomowego DNA daliag PCR [23]. Jeeli
numer casteczek docelowe] sekwencji jest znany, wtedy aadReal-time PCR jest
niepotrzebna [23]. Niemniej jednak optymalnasdlowyjsciowego DNA powinna
wynosi wiecej niz 10* kopii, generujc G po 25-30 cyklach z kmowym stzeniem
DNA nie wiecej niz 10 ng/ul [23].

Innym wewretrznym czynnikiem reakcji PCR, ktory nalewziag¢ pod uwag,
jest inhibicja. Izolowany DNA do badagenetycznosgowych pochodzi z tych
zrodet, w zwizku z tym mae zawierd réznego rodzaju inhibitory reakcji PCR [1-3,
34, 40, 47, 102, 103, 108, 113, 114, 134, 171, .18®)iep metody, ktdére pozwalaj
zmniejszy dziatanie tyche inhibitoréw. Jeds z nich jest ,FOLT” PCR (formamide
low temperature), gdzie amplifikacji dokonuje; ddezpdrednio z petnej krwi bez
wstepnych etapow takich jak izolacja DNA [23, 145]. tdéa ta dziata na zasadzie
zmniejszenia iléci biatka koagulacji, pozwalgg, aby jak najwicej DNA zostalo
amplifikowane [23]. Inhibitory takie jak fragmenfaddNA — apoptoza (programowana
smier¢ komérkowa) [64, 155, 203], pozost&to antykoagulanta heparyny [12],
sktadniki hemoglobiny lub mioglobiny strawione pezenzym proteinaza K [9] mag
negatywnie wptya¢ na wydajnéc reakcji PCR [9].

Istniejg inhibitory dziatajce bezpérednio na etap denaturacji, na funkcj
primeréw (annealingu) oraz enzym polimerazy [28)yZdwa ilos¢ DNA dodana do
reakcji PCR dodatkowo mie dziat& jako inhibitor reakcji PCR [28]. Iké DNA do
analizy jest zmienna i prawdopodobnie&zjej wigze st z czynnikami hamgpymi
reakcg w trakcie procesu oczyszczania DNA [28].Zda polimeraza me inaczej
reagowa na r&ne inhibitory, dlatego tewarto sprawdzakazdy etap analizy DNA,
testupc kilka enzymow polimerazy, aby zastoséwaajbardziej wydajny [28].
Dodatkowo faza ,plateau” reakcji PCR jest efektemp#fikacji produktow DNA,
ktore hamuj enzym polimerag [28, 36, 102]. Efekt ten nie zosta wykorzystany do
zwiekszenia specyficzroi polimerazy poprzez dodawanie oligonukleotydoword

dziatap podobnie jak enzym [28, 43]. Oligonukleotydy, jakezpdrednie inhibitory
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polimerazy ze stat dysocjacy oraz z niskim zakresem pikomolowym, efektywnie
blokuja aktywnd¢ polimerazy do 25°C, natomiast przestaiziata jako inhibitory
w temperaturze powgj 40°C [28].

Celem pozyskania lepszych wynikow technileal-time PCR mma ségna¢ po
nowe bardziej specyficzne znaczniki interkabg. W ostatnich latach pojawityesha
rynku inne barwniki takie jak LCGreen® Plus, Eva&r®
i Cromofy™ m.in.. Technika Real-time z zastosowanieCGreen® Plus polega na
dziataniu oligonukleotydéw nieoznakowanych fluoestyjnie w  obecriwi
nasyconego DNA (saturating) z barwnikiem, w tymypedku LCGreen® Plus. Po
amplifikacji uzyskujemy dwie mniejsze temperatuoprtienia nalegce do sond oraz
wickszg temperatuy wskazugca topnienie badanego amplikonu. Metoda nie jest
kosztowna, za to jest specyficzna i przy posiadardpowiedniej aparatury mpa
w jednym eksperymencie uzyskgenotyp kilu loci SNPs [49, 249].

EvaGreen® jest barwnikiem o wysokiej stabfitioopracowanym do analizy
DNA metody real-time PCR w systemie HRM (ang. High-resolutibNA melting
curve analysis). Znacznik tenage st z casteczly DNA przez mechanizm , release -
on - demand” (zwolnienie nazadanie), sktada ei z dwoch barwnikow
monomerycznych, ktore aktywjsie w momencie zwjzania s¢ z podwojm nicig
DNA. Jest bardziej specyficznyn8YBR® Green | mgna go zastosowaw wigkszym
stezeniu, uzyskujc lepszy sygnat [104].

Analizie poddano real-time PCR testem LightSNiP ieaapcym specyficzne
sondy molekularne, primery oraz wybrane Y-SNPs,egez wszystkim te proby,
w ktorych nie uzyskano produktu amplifikacji barkieim SYBR® Green |, w celu
sprawdzenia przydatia tej metody w kierunku badandladéw biologicznych.

W 47 probach otrzymano produkt amplifikacji w zadieestzenia DNA medzy
0,02 a 2 ng/ul, co nie mi& istotne znaczenie w analizidaddw biologicznych
w genetyce glowej. Dodatkowo naly wzig¢ pod uwag, ze przeprowadzenie real-
time PCRsladu biologicznego z zastosowaniem Y-SNPs dokosigjpo izolacji DNA,
w zwigzku z tym nie tracimy materialu do dalszych hadaa tym etapie mma ju

wykry¢é obecndci materiatu genetycznego pochodzenigkiego.
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Ryc. nr 5.3. Przedstawia poszczegolne wyniki uzyskanezastosowaniem wybranych
Y-SNPs podczas analizy proby ezsniu DNA w zakresie mdzy 0,02 a 2 ng/pl.
Analizujagc powyszy rycine mozna zaobserwowa ze najmniej produktow
amplifikacji w zakresie stenia DNA medzy 0,02 ng/ul a 2 ng/pl uzyskano przy
uzyciu Y-SNPs: rs34442126 (112 pz) oraz rs115530581 (pz). Zastosowanie
mniejszych o pary zasad Y-SNPs: rs3900 (97 pz)7282279 (77 pz), rs2032604
(61 pz), rs17315821 (60 pz) oraz rs17306671 (52pzjvolito na uzyskanie wkszej
ilosci produktéw amplifikacji w prébach o niskime¢geniu DNA, co ma istotne
znaczenie w analiziéladow biologicznych. Badania nad czédi techniki real-time
PCR z zastosowaniem SNPs wskazug maliwos¢ otrzymania petnego profilu przy
stezeniu matrycy DNA porej 250 pg (0,25ng) [78]. W innych eksperymentach
z kolei otrzymano peten profil zzyciem SNPs metaedpirosekwencjonowania oraz
SNaPshot podczas analizy matrycowego DNA @zestiu 500 pg [222].
Zastosowanie rownietechniki real-time PCR systemem Plexor® HY firPgomega®
pozwolito na wykrycie DNA pochodzeniagskiego o sizeniu mniejszym od 3,8 pg,
natomiast metad STR-PCR z #iyciem systemu PowerPlex®16 uzyskano peten profil
genetyczny rezczyzny przy sizeniu DNA wynoszcym 500 pg oraz systemem
PowerPlex® Y o steniu DNA na poziomie 170 pg. Na podstawie uzyskhnyc
wynikbw w  powyszej pracy wnioskowano,ze w mieszaninie DNA,
w ktorej poziom materiatu genetycznego pochodzesaiskiego wynosi 95%, analiza
STR-PCR nie dostarczy informacji o materiale getmtym pochodzenia ¢skiego
[110]. Ciekawg jest praca, w ktorej przeprowadzono analiPCR w niskich
objetosciach mieszaniny reakcyjnej na poziomie od 800 pg3dpg. Wykryto peten
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profil genetyczny nwczyzny metod SNaPshot (Applied Biosystems) przyzsniu
DNA 50 pg [74].

100%
100% B rs17306671 (52 pz)

] 83,00% B rs17315821 (60 pz)
T 75,00% O rs2032604 (61 pz)
192,00% B rs17222279 (77 p2)

=54'00% o (97 pZ)

0,
I55,OM B rs11553055 (101 pz)
55,50%

W rs34442126 (112 pz)
O SYBR Green -sY81 (209 p2)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Ryc. nr 5.4 Wydajnag¢ metody real-time PCR z zastosowanym barwnikienYBS® Green |
oraz sond molekularnych — test LightSNiP.

Obserwugc rycine nr 5.4. mana zauway¢, ze wydajnd¢ techniki real-time
z barwnikiem SYBR® Green | jest procentowo zbtia do uzyskanych wynikéw
metody z zastosowaniem sond molekularnych oraz Y-SNP&igogti okoto 100 pz.
Interesugce g prace, gdzie porownywano dwie metody: jgdnzastosowaniem tego
barwnika i drug z uzyciem sond molekularnych. Wnioskowarie, metoda z xyciem
SYBR® Green | jest bardziej doktadna, poniewayskane wykresy wykazaty ykiszy
spad liniowy, co wjze st z wickszy specyficznécia tej metody [23, 51, 194]. Jednak
metoda z zastosowaniem sond hybrydyzygh w naszej pracy okazata fvardziej
specyficzna od metody zzyciem barwnika SYBR® Green | oraz pozwolita na
uzyskanie produktu amplifikacji podczas badanigbpré niskim s¢zeniu DNA. Jeeli
warunki reakcji PCR zostaty dobrane prawidtowo tmee sond oligonukleotydowych
odbywa s¢ w formie specyficznej do badanej sekwencji DNAnymi stowy, leda
hybrydyzow& do komplementarnej nici DNA [113].

Brak amplifikacji z zastosowaniem Y-SNPs: rs34442bPaz rs11553055 mogta
by¢ spowodowana dtugoia badanych amplikonéw (pz) oraz ewentualnymi
inhibitorami reakcji PCR. Wielk& uzyskanego allelu Y w markerze amelogeniny
metody STR-PCR wynosi okoto 100 pz, tzn. mnief mjowyzsze Y-SNPs, co nme
ttumaczy brak amplifikacji przede wszystkim w badanym miaierdowodowym.

Analiza temperatur topnienia (Tm) uzyskanych z cgakeal-time PCR loci
Y-SNPs rs34442126, rs11553055 i rs2032604 wskazajgeden genotyp, natomiast
uzyskano dwie Tm podczas badania rs17222279, rs3900315821 oraz rs17306671,

co naley interpretowa jako dwa genotypy.
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W rozdziale 4.7 zostaty podsumowane w formie tab&liniki uzyskane
z wyciem testu LightSNiP oraz wybranymi Y-SNPs podczaslizy 25 spraw
dotyczicych przemocy seksualnej opracowywanych w KatedZaktadzie Medycyny
Sadowej UM w Poznaniu, w latach 2008 - 2011. Celento byykrycie obecnéci
materialu genetycznego ¢atzyzny w trudnych do analizy mieszaninach DNA
uzyskanych metadSTR-PCR. Do realizacji tego zadania wykorzystauhnike real-
time PCR.

Kazdy opracowany test LightSNiP w tej pracy zostat reggktowany na
96 reakcji (TIB® Molbiol). Aby zbada jak najwecej prob skladniki mieszaniny
reakcyjnej zostaly zredukowane o potgwco pozwolito na opracowanie jak
najwickszej ilasci prob. Poniewa metoda LightSNiP nie zostata wéneéj sprawdzona
w analizie sladoéw biologicznych, nafato ustalé optymalne warunki oraz ifci
sktadnikow potrzebnych do reakcji PCR, przez caagno czs¢ odczynnikédw na
pocatku tego eksperymentu. W zygku z t sytuacy niektore sprawy nie zostaly
zanalizowane metadLightSNiP. Wygciowa ilos¢ DNA, jaka uzyskano do badaze
sladéw biologicznych, jest stosunkowo mata, co r@wniograniczyto analig
wszystkich prob.

Analiza sSladow biologicznych

== produkty amplifikacji =fii=ilos¢ badanych sladéw biologicznych

rs3900

=250 Sladow rs17315821 rs17306671

53 $ladow

rs11553055
48 sladow___

=

17315821
rs2032604

f 49 sladéw
22 sladowf 4
A rs2032604
s 14 sladéw

Slag 17572279
1slad

* 1517306671
51 sladow

rs34442126 4
12 sladow y

Ryc. nr 5.5. Czerwona linia przedstawia ogdlnlos¢ badanychséladéw biologicznych
w poszczegolnych zastosowanych Y-SNPs, natomiekina linia ilég¢ sladow biologicznych,
w ktorych uzyskano produkt amplifikacji techaikeal — time PCR.

Najlepsze rezultaty podczas analifgdow biologicznych testem LightSNiP oraz
wybranymi Y-SNPs otrzymano z zastosowaniem rs17315&0 pz) i rs17306671
(52 pz). Analiz z rs17222279 przeprowadzono tylko w jednej spradogyczcej
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przemocy seksualnej. Pomimo to ima zauway¢, ze wybor markerow SNPs
o wielkasci ponizej 100 pz (ryc. nr 5.5.) pozwolito na uzyskaniedarktu amplifikaciji
ze sladéw biologicznych i tym samym stwierdzenie obd&cnonaterialu genetycznego
pochodzenia gskiego w badanymiladzie. Na tym etapie nalatoby wzi¢ pod uwag
mozliwos¢ zastosowania tej metody wraz z odpowiednimi SNBschromosomie
Y, jako pomocne nagzlizie w analizie mieszanin DNA kobiety ietitzyzny otrzymane
podczas analizy markerow STR — PCR.

Najciekawsze wyniki otrzymano podczas analizy spraw3, 4 i 9. Wyniki
uzyskane podczas analiz sprawy nr 3ladzie A — wymazy z pochwy, wskazupa
dwa genotypy — C/C i G/G (dwie temperatury topragnco mana interpretowa jako
mieszanig DNA dwdch nezczyzn oraz genotyp uzyskany podczas badania miateria
poréwnawczego - C to C/C. Analiagj wyniki otrzymane z zastosowaniem LightSNiP
— rs17306671 podczas badasiadow biologicznych (A, B i C) w postaci wymazéw
Z pochwy oraz materialu poréwnawczego (D) stagoydh spraw nr 4 mana
zauway¢, ze genotyp uzyskany podczas analizy proby D jesy iod genotypu
uzyskanego podczas badania prob A, B i C. W sprawi@ w sladzie D w postaci
fragmentu majtek uzyskano réwniedwa genotypy — dwie temperatury topnienia
uzywajgc rs3900 oraz rs17315821. W sprawie nr 24zd¢akauwaono interesujce
wyniki. Podczas analizyladu B - wymazu z pochwy - otrzymano genotyp C/C,
a w sladzie C — wymaz z pochwy oraz $adzie D - wyskrobiny spod paznokci (tej
samej kobiety, caélad B) uzyskano genotyp G/G. Tm uzyskana podczatarba
materiatlu poréwnawczego w postaci wymazéw z jantpejspodejrzanego w sprawie
mezczyzny wskazuje na genotyp G/G. Jednak, aby poadierotrzymane wyniki
(sprawy nr 3, 4, 9 i 24) nalg przeprowadzi badania z zyciem dodatkowych, bardziej
polimorficznych, Y-SNPs (co najmniej 50) [30, 204].

Analizujgc sprawy, w ktérych wykonano wgine badania stwierdzenia obegrio
nasienia lub hemoglobiny wéladzie biologicznym, mmna zauwayé, ze wynik
negatywny tyche testéw nie wyklucza obecsed materialu genetycznego pochodzenia
meskiego. W sprawach nr 1, 12 i 15 uzyskano pozytywwynik badania testem
Hemophan na obec&® hemoglobiny, natomiast podczas anakiadow dotyczcych
powyzszych spraw otrzymano wynik negatywny w testacholbecndé nasienia (PSA
I RSID - Semen). Testem LightSNiP uzyskano prodarkiplifikacji z zastosowaniem
Y-SNPs rs11553055 (101 pz), rs3900 (97 pz), rs208461 pz), rs17315821 (60 pz)
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1 rs17306671 (52 pz). Test PSA jest testem niespzaym. Wynik dodatni obecrioi
antygenu prostaty nioa uzyska nie tylko u mzczyzn [14, 67, 191]. Wynik
negatywny tego testu me by konsekweng niskiego sfzenia antygenu PSA
w badanymsladzie [75]. W sprawie nr 12 otrzymano wynik negaty testem RSIiD-
Semen. Test ten jest bardzo specyficzny w kierumidarywania biatka semelogeniny
w nasieniu ludzkim. Negatywny rezultat badanytidéw mae powstda w wyniku
zbyt matej lub zbyt diej ilosci tego biatka w prébie - efekt ,Hook”. Sytuacjartenze
da¢ fatszywie negatywne wyniki spowodowane nadnyeitoscia antygenu dodanego
do reakcji [141]. Prace naukowe prowadzone w tyerdaku wskazuaj ze analizuc
wiecej niz 3 ul ptynu nasiennego, memy uzyska fatszywie negatywny wynik testu
RSiD-Semen. Aby rozwra ten problem zalecaesrozcienczy¢ badag proke 20 razy

i powtOrzy test [141]. Inne ciekawe eksperymenty wskazig negatywny wynik testu
RSiD-Semen podczas analizy wymazow z pochwy poltargd 3 do 9 dnia po
stosunku seksualnym bez stosowania prezerwatyveye gdwnie: nie uzyskano profilu
genetycznego giczyzny podczas analizy metpdl-STR [141].

Okazuje sj, ze mana otrzymdé wynik pozytywny testow PSA i RSID i nie
uzysk& petnego profilu genetycznego ¢mezyzny metod STR-PCR z #yciem
markeréw w regionie autosomalnym oraz na chromosomi Dokonane badania
wskazuj, ze pozytywne wyniki tyche testow mena otrzyma w ciggu 4 dni po
stosunku seksualnym (dot. analiza wymazow z poclg]) Rezultat ten zwgzany jest
z dhuzszy zywotncscia plemnikédw w poréwnaniu z innymi skfadnikami ptynu
nasiennego [10, 77]. Inne badania przeprowadzongyn@azach z pochwy pobranych
w roznych dniach od momentu stosunku seksualnego wskazjkompletny profil
genetyczny nzczyzny mana uzyskéd w ciggu 24 godzin po stosunku seksualnym.
Jezeli prOba zostata zabezpieczona po 48 godzinachstodunku seksualnego,
otrzymanie kompletnego profilu genetycznegezazyzny metod STR-PCR jest trudne
do osagniccia [10].

W analizowanych sprawach nr 1, 12 i 14 uzyskanoikvyozytywny badania
testem Hemophan. Moa domniemywg ze badanglady mogty stanowé mieszaniny
DNA w postaci krwi kobiety i rzczyzny lub krew jednej osoby i inny materiat
biologiczny naleacy do drugiej osoby. W sprawach nr 2, 21 i 25 otrago wynik
pozytywny testem PSA, co potwierdzono podczas bhadgoh spraw testem LightSNiP
oraz rs11553055, rs2032604, rs17222279, rs1731i582Y306671.
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W sprawach nr 5, 13 i 24 uzyskano wynik negatyvasfit Hemophan (sprawa nr 5)
oraz wynik negatywny testu PSA i RSID-Semen na pb&cnasienia a mimo to
otrzymano produkt amplifikacji metgd LightSNiP oraz rs11553055, rs3900
rs2032604, rs17315821 i rs17306671.

Wyniki uzyskane podczas analizy materiatu (rozdZiat) w postaci ranych
fragmentow kostnych, rdnia, skéry z wiosami oraz wtoséw i krwi techaikeal-time
PCR z zastosowaniem wybranych Y-SNPs pozwolity stalenie pfci nieznanych osob.
W powyzszych probach, ze wzglu na wysoki stopie degradacji badanego materiatu,
otrzymanie profilu genetycznego meto8TR-PCR byto niemdiwe. Zaobserwowano
brak produktu amplifikacji podczas analizy matewat dowodowych w postaci
fragmentow skor z wiosami. Rezultat tenz@doy¢ zwigzany z obecniia inhibitoréw
reakcji PCR, w tym przypadku melaniny. Jej wysodzipm w skérze oraz we wtosach
moze hamowa reakcg PCR [47]. W naszej pracy uzyskano wynik amplififk&NA
testem LightSNIP oraz zastosowanymi Y-SNPs podczzglania materiatu
genetycznego NN @iczyzn w zakresie atenia DNA medzy 0,1 ng/ul
a 76 ng/ul, w tym od 0,1 do 0,9 ng/ul stanowitgzehie DNA opracowywanych
materiatbw kostnych. Podobne prace naukowe wskamaj maliwos¢ uzyskania
petnego profilu DNA podczas analizy materialu wysategradowanego oe¢séniu
< 200 pg z zastosowaniem markerow SNPs oraz miniSm&ed, spektrofotometrii
gazowej - MALDI-TOF MS [42, 50, 109]. Inne pracéalei przedstawiaj peten profil
genetyczny z zastosowaniem metody SNaPshot orazgiiwwvencjonowania podczas
badania prob o steniu DNA 500 pg [224]Zastosowanie metody pozwajegj bada
polimorfizm pojedynczego locus w materiale wysodegradowanym mi@ dostarcz§
brakupcej informacji genetycznej [189, 195]. Miwo$¢ analizy krotkich amplikondw
PCR oraz zastosowanie ponad d4gsi markerow SNPs me mi& potencjalne
znaczenie w analizie identyfikacyjnej [21, 57, 158)3, 223]. Rekomendacja nr
8 przygotowana przez Nlizynarodow Komisje Sgdowo - Genetyczn (ISFG — DNA
Commission of the International Society for Foreasizenetics) zaleca zastosowanie
innych bada takich jak mtDNA, Y-STR oraz SNPs w sytuacji, kyaazyskanie profilu
genetycznego metgd5TR-PCR jest nienaiwe [158].

Badania populacyjne przeprowadzono na 108 prébagi, pochodzcych od

niespokrewnionych gtczyzn z wojewoddztwa wielkopolskiego. Analiza reaté PCR
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testem LightSNiP wykazata obeddéalleli T, G/C, A/IG, T, C/T i AIT odpowiednio dla
rs34442126, rs3900, rs17222279, rs2032604, rs12315817306671.

Zaobserwowano 16 haplotypow, w tym 7 pojedynczydid( Ht5, Htll, Ht13,
Htl4, Htl15 i Ht16). Najogstszy haplotyp (Htl) uzyskany w 41 probach wpyste
Z czstaécia wynoszaca 0,379. U 7 badanych ¢giczyzn otrzymano rine haplotypy
Z czstadscig wystpowania - 0,009 (tab. nr 4.8.) (ryc. nr 5.6.).

45 -
00,009

41

o 00,018
30 - 2 00,027
25 O 0,037
20 @ 0,074
15 - ; 3 9 10 = 0,083
1(5) ] 5 3 4 I I = 0,092

0 |_| B e T s B ] | l | | | | m0,111

= 0,379
0,009 0,018 0,027 0,037 0,074 0,083 0,092 0,111 0,379

Ryc. nr 5.6.Rozkiad cestasci haplotypdéw w zakresie 6 Y-SNPs w populacigizezyzn regionu
wielkopolskiego.

Sita dyskryminacji badanego zestawu wyniosta DCE500,srednia warté¢ GD
(wskaznik réznicowania haplotypowego) wyniosta 38,5% oraz wsika polimorfizmu
genomowego (HD) wyniést 82,0%.

Najmniejszymi polimorficznymi Y-SNPs w populacji @lkopolskiej okazaly si
rs34442126 i rs2032604, w ktorych uzyskano jedemotyp we wszystkich badanych
prébach, co w efekcie obiyto wartasci wszystkich badanych wskaikow (GD, DC
i HD). Najbardziej polimorficznym Y-SNPs okazak sis17315821 (GD = 0,4950),
nastpnie rs17306671 (GD = 0,4662), rs3900 (GD = 0,328y rs17222279 (GD =
0,2550).

4 | 4 |
3 | 3 |
HcC mA
O rs17315821 O rs17306671
1 1
0 50 100 150 0 50 100 150
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5 O rs3900 2 ] O rs17222279
1 | 1 ]
0 50 100 150 0 50 100 150
7 ] 7 ]
1 or 1 oT
6 1 EC 6 [ 0G
5 ] | O rs34442126 5 1 | 0 rs2032604
1 ] 1 ]
0 50 100 150 0 50 100 150

Ryc. nr 5.7. Pordwnanie rozkltadéw egtdsci alleli badanych 6 Y-SNPs w populacji Polski
Zachodniej (1) z populagjEuropejsk (2), Chirska (3), Japasky (4), Afro — Amerykaska (5),
Kaukaslg (6) oraz Tureck (7).

Badane Y-SNPs a0i3 sic pod wzgédem czstcsci alleli wysepujacych
w populacji Polski Zachodniej w poréwnaniu z innypopulacjami, np. badanymi
w ramach projektu HapMap tj.: 60 niespokrewniongcinopejczykéw (HapMap-CEU)
[233], 46 niespokrewnionych Gidizykow z Pekinu (HapMap-HCB) [233],
46 niespokrewnionych JapczykOow z Tokyo (HapMap-JPT) [233] dla rs17315821
i rs17306671 [239, 240]. Reszbadanych SNPs (rs3900, rs17222279, rs34442126,
rs2032604) [236, 237, 238, 241, 242] poréwnano xigspokrewnionych giczyzn
populacji Tureckiej [198] ze 115 niespokrewnionymezczyznami populacji Afro-
Amerykaiskiej i 114 niespokrewnionymi ¢uczyznami populacji Kaukaskiej [216]
(ryc. nr 5.7).

Metoda real-time PCR w dym stopniu okazata siprzydatna w analiziéladow
biologicznych z zastosowaniem Y-SNPs, pozwgalaja uzyskanie wyniku w prébach
Z niskim s¢zeniem DNA (0,02 - 2 ng/ul). Natg rowniez wrécic uwag na wyniki
analizy biostatystycznej 6 badanych Y-SNPs, gdzgskana wartd& GD (0,3850)
miesci sie w zakresie 0,3536 do 0,8296, odpowiednio dla nmréakeY-STR: DYS393
I DYS385 a/b [86].Rezultaty te, wskazgj ze uzyskana sita dyskryminacji badanego

zestawu odpowiada sile dyskryminacji 1 markera YRSTDYS393). Ujawniona
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zmiennd¢ w obrbie haplotypow, wynosza 0,8200, $wiadczy o tym, ze
prawdopodobigstwo iz 2 niespokrewnionych giczyzn lgdzie miato ten sam profil
genetyczny w zakresie 6 badanych Y-SNPs wynosiOD,1&n.,ze na 10 badanych
megzczyzn 2 mog miec ten sam profil genetyczny.

W zwigzku z tym naleatoby wzié¢ pod uwag mazliwos¢ zastosowania badanego

zestawu 6 Y-SNPs tylko w badaniach przesiewowychewetyce sdowej. Jednate
uzyskana wart® HD wskazuje na mdiwos¢ wykluczenia 82% badanychetitzyzn
Z wyciem powyszego zestawu tznze na 100 badanych¢itzyzn okoto 80 z nich
moze mig€ rézny haplotyp i tym samym nie on stayé do wstpnej oceny
identyfikacji osobniczej, natomiast na podstawieyskanej sity dyskryminacji
(porownywalna do 1 markera Y-STR) nalejednak zw¢kszy¢ tg wartas¢ poprzez
dodawania do analizy innych polimorficznych markerd’-SNPs. Zastosowanie
krétkich loci Y-SNPs metag real-time PCR w analiziesladéw biologicznych
dotyczicych spraw o przemocy seksualnej dostarczyto namonacznej informacji na
temat obecniri materialu genetycznego pochodzeniaskiego w badanynsladzie.
Dodatkowo nalgy pamkttaé, ze dokonane badania ty@hsladow metod STR-PCR
daty negatywny wynik; jednalke aby przeprowadi petrg analiz poréwnawcg
musimy badéa co najmniej 50 Y-SNPs.
Prace badawcze w tym kierunku wskazue sita dyskryminacji 50 markerow SNPs
rowna s¢ sile dyskryminacji 12 loci STR [30]. Do przeprowasia bada
w ustalaniu ojcostwa sita dyskryminacji jednego keas STR rowna si sile
dyskryminacji 5 SNPs, zado analizysladow biologicznych sita dyskryminacji jednego
markera STR rowna gisile dyskryminacji 2,6 SNPs [30]. Inne badania yapyjne
przeprowadzone we Wioszech poréwnance gilyskryminacji uzyskanej podczas
analizy zestawu 8 markerow Y-STR zgsilyskryminacji 37 Y-SNPs. Pierwszym
zestawem otrzymano sildyskryminacji wynosgcag 99,94%, natomiast zestawem Y-
SNPs wynosgg 82,24%. Wnioskowanoze uzyskana sita dyskryminacji drugiego
zestawu nie zwkszyta sity dyskryminacji pierwszego, w z@ku z tym gidbwna
przydatng¢ markeréw Y-SNPs w praktyce genetyczndewnej polega na nitiwosé
wykorzystania uzyskanych danych w analizie pochodegeograficznego badanych
mezczyzn [71, 142].

Markery SNPs charakteryzuj sic niskim polimorfizmem w poréwnaniu

z markerami STR, natomiast niektore z nich wykazuajniejszy wspotczynnik
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mutacyjny w stosunku do markeréw STRO® YSNPs,~10° Y-STR [28, 39, 97, 101,
172]. Ta ostatnia cecha SNPs - znady¢h s¢ w regionie niekoduagcym, teoretycznie
pozwala na uzyskanie wynikow bardziej pewnych pgtérk dziedziczenia mianowicie,
maoze pomoéc w analizie pokrewistwa takie jak identyfikacji ofiar katastrofy masew
[5, 25, 105]. Na podstawie innych badaauwaono pewne nieoczekiwane minusy
korzystania z loci SNPs w genetycglswe] tj. uzyskano niski poziom
informatyczndci badanych SNPs (okoto 50) w poréwnaniu z 16 8Rs [5, 25].

W przyszigci analiza SNPs nmie odgrywa istotrg role w badaniach, takich jak
MtDNA, Y-SNPs, informatycznych markerow charaktejyzych naszych przodkéw
oraz w analizie cech fenotypowych. Badania w regiokodupcym mae poméc
w oddzieleniu wspdélnego miejsca HV1/HV2 mitochoatiego DNA [25, 32, 33],
natomiast Y-SNPs charakteryzgie niskim polimorfizmem — w zalaaosci od badanej
populacji, co ogranicza anaizdentyfikacyjnej. Ich zastosowanie znalazto miejsc
w badaniach nad pochodzeniem etnicznym [25, 216} liMos¢ przewidywania cech
przodkow oraz charakterystyki fenotypowe, takick jolor wtoséw [69] lub kolor
oczu [209] stanowi kolejne zastosowanie SNPs, cprzyszigci moze dostarczy
dodatkowej informacji w sprawach genetyczidesvych.

Obecnie analizy SNPs nie dokonuje sutynowo w laboratoriachgdowych
I w najblizsze] przysziéci autosomalne markery STRs najprawdopodobniej nie
zostanm zasgpione autosomalnymi markerami SNPs [25]. W gaku z powyszym
uzytecznd¢ markerow SNPs powinna btale badana dla zrozumienia ich cech oraz
przydatngci i tym samym umgiwienia stworzenia wspoélnej platformy
technologicznej tatwo dogtnej w genetycesgslowej [25].

Metoda real-time PCR jest jegla metod pozwalagych na badanie polimorfizmu
pojedynczego locus. Wyniki uzyskane w tej pracywpetdzap jej przydatnécé
w analizie genetycznadowej, co mae by istotne w kierunku stworzenia procedur

postpowania w badaniach nad SNPs.
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6. WNIOSKI

Metoda real-time PCR z barwnikiem SYBR® Grees¥81 okazata gimniej
specyficzna w porownaniu z metpdz zastosowaniem specyficznych sond
oligonukleotydowych — LightSNiP:
» Zakres sizenia DNA, w ktérym uzyskano produkty amplifikacjietod
SYBR® Green | oraz sY81, znajduje sniedzy 78 ng/ul a 3200 ng/ul,
= Zakres sfzenia DNA, w ktorym uzyskano produkty amplifikaofistem
LightSNIP oraz zastosowanymi Y-SNPs znajdugersiedzy 0,02 ng/ul
a 5 ng/ul,
= Metoda real-time z zastosowaniem SYBR Green | mewala na
genotypowanie;
Warunki reakcji PCR takie jak temperatura arimga dla SYBR Green | —
sY81 ustalono na 64°C, natomiast jeglypmiary wprowadzon dla testu
LightSNiP oraz zastosowanych Y-SNPs bylo ¢ksrzenie ildci cykli
amplifikacji do 50;
Uzyskano produkt amplifikacji z ayciem testu LightSNiP oraz zastosowanych
7 Y-SNPs podczas analizy zdegradowanego materedatgcznego nieznanych
0sOb. Otrzymane wyniki pozwolity ustélitylko ptet jako meska. Powysza
metoda okazata sipomocna w wykryciu obecdo materialu genetycznego
pochodzenia gskiego oraz w interpretacji mieszanin DNA Kkobiety
I me¢zczyzny uzyskanych metad6TR-PCR,;
Wielkos¢ produktu PCR uzyskanego z zastosowaniem Y-SNPsisto#nhe
znaczenie w analiziéladéw biologicznych w genetycegdowej. Im mniejszy
badany fragment Y-SNPs, tym lepsze rezultatgmaouzyska podczas analizy
metod, real-time PCR testem LightSNiP;
Stopiev polimorfizmu analizowanych markeréw Y-SNPs pozwaia ich
wykorzystanie w badaniach przesiewowydhdow biologicznych. Wskanik

polimorfizmu genomowego (HD) wynidst 82%.
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7. STRESZCZENIE

W praktyce bada genetycznoglowych interpretacja wynikow otrzymanych
metody STR-PCR, gdzie uzyskano mieszanidNA kobiety i nezczyzny nie nalgy do
latwych etapow w naszej pracy. W sprawach datypzh przemocy seksualnej,
w wiekszas¢ przypadkow ilé¢ DNA pochodzeniaenskiego w poréwnaniu z ¢ggkim
jest duo wicksza. W zwizku z tym analiza m@ zostéd nieprawidtowo
przeprowadzona.

Wstepne badania identyfikacyjndaddw biologicznych w kierunku obecitd
nasienia nie zawsze wskazuja jednoznaczny wynik. 6 materiatu do badajest tak
mata, ze wskazane jest omyuie wstpnego etapu badacelem pozyskania jak
najwickszej ilgci materialu do analizy. Ponadto wiefko markerow STR-PCR
dostpnych na rynku znajduje esimiedzy 100 a 500 pz, co me ograniczy analiz
mieszanin DNA oraz materialtu wysoce zdegradowandgp. kaci). Dobor
odpowiednich SNPs, w tym przypadku na chromosomjemze utatwt analiz
rezultatéw otrzymanych w sprawach doyozch przemocy seksualnej.

Obecnie metody wykorzystywane do analizy SNRBsr&ne. W tej pracy
wykorzystano technikreal-time PCR, kt6ra pozwala na szylikterpretacj wynikow.
Zastosowano dwa systemy fluorescencyjne: SYBR Gtemiaz test LightSNiP. Ten
ostatni zawiera sondy typu Simple®Probe, primegzomarkery Y-SNPs o diu§ai
amplikonu od 52 pz do 112 pz. Przeprowadzono anakiem ustalenia optymalnych
warunkéw reakcji PCR obu systeméw. Badano 108 mobastosowaniem tyeh
metod. Porownywano zastosowane metody podesiegh czutdci i wydajnaci.

Poddano analizie réwnietestem LightSNiP oraz wybranymi Y-SNRtady
biologiczne nalggcych do spraw, dotygeych przemocy seksualnej oraz poddano
analizie materiat genetyczny pochadg od nieznanych giczyzn opracowanych
w Katedrze i Zaktadzie Medycyny&owej w okresie od 2008r. do 2011r.

Wyniki uzyskane 2z zastosowaniem pasgego testuswiadcz o jego
przydatndci do bada identyfikacyjno-porownawczych. Markery Y-SNPs paiiy na
wykrycie materiatu genetycznego pochodzenigkrego w mieszaninach DNA oraz na
uzyskanie produktu amplifikacji podczas analizynisil zdegradowanego materiatu
genetycznego.

Utworzono bag populacyjm regionu wielkopolskiego w zakresie 6 badanych loci

Y-SNPs. Sita dyskryminacji badanego zestawu wyai®®E = 0,1500srednia warté¢
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GD (wsk&nik rdoznicowania haplotypowego) wyniosta 38,5% oraz wiska
polimorfizmu genomowego (HD) wynidst 82%. Chacrta dyskryminacji zestawu nie
daje wystarczafpej wartéci dowodowej, metoda ta me by jednak dobrym

narzdziem, stiagcym do badd przesiewowych zdegradowanego materiatu
dowodowego.
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8. SUMMARY

In practice forensic testing, interpretation oé ttesults obtained by STR-PCR
method, where a mixture of male and female DNAdsappeared an easy stage in our
work. In most cases involving sexual violence, dheount of female DNA compared to
male DNA is much larger; therefore the analysis'tcéme properly carried out.
Preliminary studies’ identifying biological tracesemen doesn’t always show a clear
result. The amount of test material is so smalt th&s desirable to bypass the initial
identification test to obtain the largest possialmount of material for analysis. In
addition, the size of the STR-PCR markers betwe@d b and 500 pb or highly
degraded material (e.g. bone) can further limitdhalysis of DNA mixture. Selection
of suitable SNPs, in this case on the Y chromosamey facilitate the analysis of
results obtained in cases of sexual violence.

Currently, the methods used to analyze the polyhismp at a single locus are
different. In this work the technique of real-tirRER allows for rapid interpretation of
results.

Two fluorescent systems: SYBR® Green | and a tegitENIP containing probes
Simple®Probe, primers and Y-SNPs selected for amopllength: 52 bp — 112 pb were
used. Analysis was performed to determine the @itioonditions for both PCR
systems. 108 samples were tested using these msethmthods were compared in
terms of sensitivity and efficiency. Also analyzedth LightSNiP test and Y-SNPs
selected biological traces belonging to the cadeserual violence and the genetic
material from unfamiliar males developed in the &&ment of Forensic Medicine in
the period since 2008 to 2011. Results obtaineagusiis test prove there suitability in
identification and comparative studies. Y-SNPs raeskallowed the detection of
product of amplification highly degraded geneticenial.

The database of Wielkopolska region was createadhtesix tested Y-SNPs loci.
Discrimination power of the test set was DC = 0(1,58verage GD (Gene diversity)
was 38,5% and the rate of genomic polymorphism (M@s 82%. Although the
discrimination power of the set doesn't provideisignt probative value, this method
can be a good tool, used for the screening of degranaterial.
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Ryc. nr 9.1. Temperatury oraz krzywy topnienia uzyskane przyaoéu prob 2 i 3
z barwnikiem SYBR Greenl oraz sY81. Na wykresieznao zaobserwowaniespecyficzne
produkty PCR — dodatkowe piki.
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Ryc. nr 9.2 Temperatury oraz krzywy topnienia uzyskane pragtamiu préb 6, 10, 13, 16, 17
i 19 z barwnikiem SYBR Greenl oraz sY81.
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Ryc. nr 9.3 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pegjaliu prob 21, 22, 24, 25, 28,
29, 30, 31, i 32 z barwnikiem SYBR Greenl oraz sY81
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Ryc. nr 9.4 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pegjainiu prob 34, 41, 42, 43, 44,
45, 48, 49, 50 i 53 z barwnikiem SYBR Greenl ordg@k
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Ryc. nr 9.5 Temperatury oraz krzywe topnienia topnienia uaypskprzy badaniu prob 54 i 55
zestawem z barwnikiem SYBR Greenl oraz sY81.
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Ryc. nr 9.6. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pemyaiu prob 56, 57, 58, 59, 60
i 61 z barwnikiem SYBR Greenl oraz sY81.
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Ryc. nr 9.7. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pegjaliu prob 64, 65, 67, 69, 70,
72,75,76, 77,781 79 z barwnikiem SYBR GreemzoisY81.
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Ryc. nr 9.8 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pagaiu préb 80, 84, 87, 88
1 90 z barwnikiem SYBR Greenl oraz sY81.
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Ryc. nr 9.9 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pegjaliu prob 91, 95, 97, 98, 99,
100, 101, 104 i 106 z barwnikiem SYBR Greenl orégls
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Ryc. nr 9.1Q Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania préb 1, 4, 5, 7, 8,
9,11, 12, 14i 15 przy zastosowaniu LightSNiP34d312126.
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Ryc. nr 9.11 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane patealania préb 18, 20, 23,
26, 27 1 33 przy zastosowaniu LightSNiP- rs34442126
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Ryc. nr 9.12. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podbadania préb 36, 37, 38, 40
i 46 przy zastosowaniu przy zastosowaniu LightSNiB34442126.
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Ryc. nr 9.13 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbaaania préb 47, 51, 62, 73
I 86 przy zastosowaniu LightSNiP —rs34442126.
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Ryc. nr 9.14 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pabzalania préb 93 i 103 przy
zastosowaniu LightSNiP — rs34442126.
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Ryc. nr 9.15 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania prob 1, 4, 5, 7, 8,
9,11, 12, 14, 15, 18, 20, 23, 26, 27, 33, 35, 3B przy zastosowaniu LightSNiP -rs11553055.
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Ryc. nr 9.16 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane paibzaania prob nr 38, 40, 46,
62, 63, 68, 71, 73, 81 i 86 przy zastosowaniu LSHhP - rs11553055.
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Ryc. nr 9.17 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pabzaania przy zastosowaniu
LightSNiP - rs3900: préby 1, 4 i 5. Na wykresie zma zaobserwowadwie temperatury
topnienia, co wskazuje na dwa genotypy.
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Ryc. nr 9.18 Temperatury oraz krzywe topnienia topnienia uaysk podczas badania przy
zastosowaniu LightSNiP - rs3900: proby 7, 9, 11, 12 15 i 18. Na tej rycynie mpa
zaobserwowadwa genotypy.
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Ryc. nr 9.19 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania przy zastosowaniu
LightSNiIP - rs3900: proby 23, 27, 33, 35, 36, 33, 30 i 46.
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Ryc. nr 9.2Q Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaania przy zastosowaniu
LightSNiP - rs3900: proby 47, 51 i 56.
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Ryc. nr 9.21 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaalania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs3900: proby nr 57 i 58.
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Ryc. nr 9.22 Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskanych pasicbadania przy
zastosowaniu LightSNiP - rs3900: préba nr 20.
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Ryc. nr 9.23 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania przy zastosowaniu
LightSNiP - rs3900: proby 26, 40, 62, 63, 68, B9, 77. Na wykresie mima zaobserwowa

dwie temperatury topnienia, co wskazuje na dwa tygyo
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Ryc. nr 9.24 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs3900: proby 71, 73, 78, 79, 80, 8, &3 i 84.
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Ryc. nr 9.25 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaania przy zastosowaniu
LightSNiP - rs3900: proby nr 86, 88 i 90. Na wykeesiazna zaobserwowadwie temperatury

topnienia, co wskazuje na dwa genotypy.
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Ryc. nr 9.26 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania przy zastosowaniu
LightSNiP - rs3900: préby nr 92, 93, 97, 102 i 103.
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Ryc. nr 9.27. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania przy zastosowaniu
LightSNiP - rs3900: préby nr: 104, 105, 107 i 10& wykresie mgna zaobserwowadwie
temperatury topnienia, co wskazuje na dwa genotypy.
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Ryc. nr 9.28 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaalania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs17222279: préby nr 1,4, 7,9, 12i 1
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Ryc. nr 9.29. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane podbadania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs17222279: préby nr 14, 15, 18 i 20.
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Ryc. nr 9.3Q Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaania przy zastosowaniu
LightSNIP -rs17222279: proby nr 5, 23 i 27. Na wadie mana zauway¢ dwie temperatury

topnienia, co wskazuje na dwa genotypy.
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Ryc. nr 9.31 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs17222279: proby nr 26, 33, 35, 36,3, 39, 46, 47, 51, 52, 62, 63, 66, 68 i 71.
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Ryc. nr 9.32 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs17222279: préby nr 40, 73, 74 i 81.
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Ryc. nr 9.33 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs17222279: préby nr 82, 85, 86, 10®7 1108.
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Ryc. nr 9.34 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaalania przy zastosowaniu
LightSNiP - rs2032604: préby nr1, 4,5, 71 9.
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Ryc. nr 9.35 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs2032604: proby nr 11, 12, 14, 15,2@j 23.
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Ryc. nr 9.36 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzalania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs2032604: préby nr 26, 27, 33, 35,36 38.
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Ryc. nr 9.37. Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane palbzaania przy zastosowaniu
LightSNIP - rs2032604: préby nr 39, 40, 46, 47,%4,,62, 63, 66, 68, 71, 73 i 74.
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Ryc. nr 9.38 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane piastasowaniu LightSNiP -
rs2032604 podczas badania préby nr 81, 82, 88&32, 93, 94, 96, 105i 107.
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Ryc. nr 9.39 Temperatura topnienia uzyskana przy zastosowhightSNiP - rs2032604
podczas badania préby nr: 108.
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Ryc. nr 9.4Q Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pistasowaniu LightSNiP —
rs17315821 podczas badania préby nr 1, 4, 5,771,912, 14, 15, 18, 20, 23, 26, 27 i 33.
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Ryc. nr 9.41 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pistasowaniu LightSNiP —
rs17315821 podczas badania proby nr 35, 36, 37138840, 46, 47, 51, 52, 57, 58, 62, 63, 66
| 68.

Melting Peaks Helting Curves

Fluorescence (530)

» pg////// \

e\ _\  —

00 % 6 €92 4% B0 QH6RDRKEEDD Y
Temperature (‘C)

R EEEEE N EE R E ]
Temperature ()

Ryc. nr 9.42 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pstasowaniu LightSNiP —
rs17315821 podczas badania préby nr 71, 73, 7A3Bi93.
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Ryc. nr 9.43 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pistasowaniu LightSNiP —
rs17315821 podczas badania préby nr 82, 83, 8 88B690.
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Ryc. nr 9.44 Temperatury oraz krzywe topnienia uzyskane pistasowaniu LightSNiP —
rs17315821 podczas badania préby nr 94, 95, 96,110R 104, 105, 107 i 108.
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Ryc. nr 9.45. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane pratozawaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania préby nr 1, 4, 5,771,912, 14, 15, 18, 20, 23, 26, 27 i 33.
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Ryc. nr 9.46. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane pratozawaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania préby nr 35, 36, 338810, 46, 47, 51, 52, 62, 63, 66 i 68.
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Ryc. nr 9.47. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane pratosawaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania préby nr 71, 73, 74 i 81
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Ryc. nr 9.48. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane pratozawaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania préby nr 82, 83 i 85.
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Ryc. nr 9.49. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane pratosawaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania préby nr 86, 89 i 90.
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Ryc. nr 9.50. Temperatura oraz krzywe topnienia uzyskane pratosawaniu LightSNiP-
rs17306671 podczas badania préby nr 92, 93, 94,125,103, 104, 105, 107 i 108.
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Ryc. nr 9.163 Temperatury topnienia uzyskane podczas analiggdld pochodzcych od NN
mezczyzn — proby nr 27, 28, 29, 31, 32, 33 i 34 tedtgghtSNiP — rs17315821. Tabela nr 4.20.
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—1rs17315821. Tabela nr 4.20.
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Ryc. nr 9.165 Temperatury topnienia uzyskane podczas analiggdB pochodzcych od NN
mezczyzn — proby nr 14, 15 i 16 testem LightSNiP 7&{16671. Tabela nr 4.20.
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Ryc. nr 9.166 Temperatury topnienia uzyskane podczas analizyr@d pochodgcych od NN
mezczyzn — proby nr 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25,287 29, 31, 32 i 33 testem LightSNiP —
rs17306671. Tabela nr 4.20.
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Ryc. nr 9.167 Temperatury topnienia uzyskane podczas analizyr@b pochodgcych od NN
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Tabela nr 4.20.
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Ryc. nr 9.168 Temperatury topnienia uzyskane podczas analiggdB pochodzcych od NN
mezczyzn — proby nr 45, 46, 47, 48, 49, 50 i 52 tedtgghtSNiP — rs17306671. Tabela nr 4.20.

150



10. PISMIENICTWO

1. Abu Al-Soud W, Radstrom P. Capacity of nine thertabke DNA polymerases to
mediate DNA amplification in the presence of PCiRhibiting samplesApplied
and Environmental Microbiologf1998), 64: 3748-3753.

2. Akane A, Matsubara K, Nakamura H, Takahashi S, Kaxki Identification of the
heme compound copurified with deoxyribonucleic-g@MA) from bloodstains, a
major inhibitor of polymerase chain - reaction (BGinplification. Journal of
Forensic Sciencél994),39: 362-372.

3. Akane A, Matsubara K, Nakamura H, Takahashi S, Kanki. Purification of
forensic specimens for the polymerase chain-readfRCR) analysisJournal of
Forensic Sciencél993), 38: 691-701.

4. Akane A, Shiono H, Matsubara K, Nakahori Y, SekiNagafuchi S, Yamada M,
Nakagome Y. Sex identification of forensic specismday polymerase chain re
action (PCR): two alternative method=arensic Science Internation§1991) 49:
81-88.

5. Amorim A, Pereira L. Pros and cons in the use ofPSNn forensic kinship
investigation: a comparative analysis with STRerensic Science International
(2005), 150: 17-21.

6. Ayoubi, TAY, Van de Ven, WJM. Regulation of genepesssion by alternative
promotersFaseb Journa(1996), 10: 453-460.

7. Baarends WM, van der Laan R, Grootegoed JA. Speafipects of the ubiquitin
system in spermatogenesi®urnal of Endocrinological Investigatiof2000), vol.
23, no. 9.

8. Babol-Pokora K, Préniak A, Jacewicz R, Berent J. Baza 500 alleli SNP
w populacji centralnej PolskiArchiwum Medycyny ¢gelowej i Kryminologii
(2008) 58: 27-31

9. Belec L, Authier J, Eliezer-Vanerot MC, Piedouillét Mohamed AS, Gherardi
RK. Myoglobin as a polymerase chain reaction (P@R}bitor: A limitation for
PCR from skeletal muscle tissue avoided by the afs€hermus thermophilus
polymeraseMuscle Nervg1998), 21: 1064-1067.

151



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Benschop Corina CG, Wiebosh Danielle C, Kloosternfde D, Sijen T.
Post-coital vaginal sampling with nylon flocked ®©saimproves DNA typing.
Forensic Science International: Genet{@910),4: 115-121

Betz A, Bassler G, Dietl G, Steil X, Weyermann GAu& W. DYS STR analysis
with epithelial cells in a rape cagerensic Science Internationf2001) 118:126.
Beutler E, Gelbart t, Kuhl W. Interference of hepawith the polymerase chain
reaction Biotechnique£1990),9: 166.

Birch DE, Kolmodin L, Laird WJ, McKinney N, Wong Young KKY. Simplified
hot start PCRNature(1996), 381, 445-446.

Black M, Magklara A, Obiezu C, Levesque M, Suthed®, Tindall D, Young C,
Sauter E, Diamandis E. Expression of a prostatsecsted protein, human
glandular kallikrein (hK2), in breast tumours and normal breast secretions.
British Journal of Cance(2000), 82: 361-367.

Blake E, Crim D, Mihalovich J, Higuchi R, Walsh Bxlich H. Polymerase chain-
reaction (PCR) amplification and human-leukocyteigam (HLA)-DQ-alpha
oligonucleotide typing on biological evidence saesptasework experience.
Journal of Forensic Scien¢&992), 37: 700-726.

Bonetta L, Tyagi S, Marras S A. Primer time forlyie@me PCR.Naturals Methods
(2005, 4: 305-312.

Bosch E, Lee AC, Calafell F, Arroyo E, Hennemard® Knijff P, Jobling MA.
High resolution Y-chromosome typing: 19 STRs anmudifin three multiplex
reactionsForensic Science Internationé2002),125:42.

Braun A, Little DP, Koster H. Detecting CFTR gene@tations by using primer
oligo base extension and mass spectromé&tipical Chemistry(1997) 43:1151-
1158.

Bubner B, Baldwim IT. Use of real-time PCR for detening copy number and
zygosity in transgenic plantBlant Cell Report$2004),23: 263-271

Budowle B, Planz JV, Campbell RS, Eisenberg AJ. giginnucleotide
polymorphism and microarray technology in forerggnetics — development and
application to mitochondrial DNA:orensic Science Revidia004), 21-36.

152



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Budowle B. Twelve short tandem repeat loci Y chrepme haplotypes: Genetics
analysis on populations residing in North Ameri€arensic Science International
(2005),150: 1-15.

Bustin SA, Benes V, Nolan T, Pfaffl MW. Quantitadi real-time RT-PCR — a
perspectiveJournal of Molecular Endocrinolog§2005), 34 597-601

Bustin SA, Nola T. A-Z of Quantitative PCRJL Biotechnology Serieg2004),
Rozdziat 5: str. 147-148. Rozdziat 6: str. 219, 8#9-231. Rozdziat 7: str. 283-
284, str. 302. Rozdziat 10: str. 400, 407-409, 418-

Bustin SA. Absolute quantification of MRNA usirgat-time reverse transcription
polymerase chain reaction assaj@urnal of Molecular Endocrinologf2000), 25:
169-193.

Butler JM, Coble MD, Vallone PM. STRs vs. SNPs:utjots on the future of
forensic DNA testingForensic Science, Medicine and Patholdg907), 3: 200-
205.

Butler JM. Forensic DNA typing. Biology, Technolo@nd Genetics of STR
Markers — second editiorElsevier Academic Pre2005).

Butler JM. Forensic DNA Typing: Biology and techogy behind STR markers.
Laboratory validationElsevier Academic Pre¢2001).

Butler JM. Recent Developments in Y-Short Tandenpdaé and Y-Single
Nucleotide Polymorphism AnalysiBorensic Science Revig®003), vol. 15, n°2.
Butler JIM. Short tandem repeat typing technologs=d in human identity testing.
Biotechniqueg2007), 43: Sii-Sv

Chakraborty R, Stivers DN, Su B, Zhong Y, Budowle Bie utility of short
tandem repeat loci beyond human identification: liogpions for development of
new DNA typing systemd<£lectrophoresig1999), 20:1682-1696

Chonzy M. Gen strukturalny-ewolucja pgjia i dylematy Nauka(2009), 3: 57-
108

Coble MD, Just RS, O'Callaghan JE, Letmanyi IHeRsein CT, Irwin JA, Parson
TJ. Single nucleotide polymorphism over the entt®NA genome that increase
the power of forensic testing in Caucasiai#ernational Journal of Legal
Medicine(2004), 118: 137-146.

153



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Coble MD, Vallone PM, Just RS, Diegoli TM, Smith BBarsons TJ. Effective
strategies for forensic analysis in the mitochcaldrDNA coding region.
International Journal of Legal Medicin@006), 120: 27-32.

Comey CT, Koons BW, Presley KW, Smerick JB, SolskiaCA, Stanley D M.
DNA extraction strategies for amplified fragmenhdéh polymorphism analysis.
Journal of Forensic Scien¢@994), 39: 1254-12609.

Conner BJ, Reyes AA, Morin C, Itakura K, Teplitz RiVallace RB. Detection of
sickle cell beta S-globin allele by hybridizationthvsynthetic oligonucleotides.
Proceedings of the National Academy of Scie(t@83) 80: 278-282.

Dang C, Jayasena SD. Oligonucleotyde inhibitorsTafl polymerase facilitate
detection of low copy number target by PCRuwrnal of Molecular Biology
(1996): 264:268-278.

Daquila RT, Bechtel LJ, Videler JA, Eron JJ, Goazy, Kaplan JC. Maximizing
sensitivity and specificity of PCR by preamplificat heating.Nucleic Acids
Research{1991), 19: 3749-3749.

Davey C, Tallafuss A, Washbourne P. DifferentiapEession of Neuroligin Genes
in the Nervous System of Zebrafidbevelopmental Dynamid®010) 239:703—
714

de Knijff P. Messages through bottlenecks: Ondatybined use of slow and fast
evolving polymorphic markers on the human Y-chroome The American
Journal of Human Geneti¢2000), 67:1055.

Defranchis R, Cross NCP, Foulkes NS, Cox TM. A pbtmhibitor of taq
polymerase copurifies with human genomic DNMucleic Acids Researd1988),
16: 10355-10355.

Didenko Vladimir V. DNA Probes using FluorescenasBnance Energy Transfer
(FRET): Designs and ApplicationBiotechnique$2001), 31(5): 1106-1121.
Dixon LA, Dobbins AE, Pulker HK, Butler JM, ValloneM, Coble MD, Parson
W, Berger B, Grubwieser P, Mogensen HS, MorlingN¥glsen K, Sanchez JJ,
Petkowski E, Carracedo A, Sanchez-Diz P, Ramos4EuBrion M, Irwin JA, Just
RS, Loreille O, Parson TJ, Syndercombe-Court D,n8ttbr H, Stradmann-
Bellinghausen B, Bender K, Gill P. Analysis of fcially degraded DNA using
STRs and SNPs-results of a collaborative EuropE®NAP) exerciseForensic
Science InternationgR006), 164(1): 33-44.

154



43. Dixon LA, Murray CM, Archer EJ, Dobbins AE, Koumi Bill P. Validation of a
214ocus autosomal SNP multiplex for forensic identificatipnrposesForensic
Science InternationgR005) 154: 62—77.

44. Drabik J. Opracowanie zestawow markeréw miniSTRena jego przydatsoi w
identyfikacji genetycznej cziowiekaRozprawa doktorska, Zaktad Medycyny
Sdowej UM w Biatymstoku. Promotor dr hab. n. medoWiPepiiski. (2010).

45. Dupuy BM, Gedde-Dahl T, Olaisen B. DXYS267: DYS388l its X chromosome
counterpartForensic Science Internation2000), 112, str.111.

46. Dziegelewski M, Simich JP, Rittenhouse-Olson K. d6& chromosome Probe as
an Aid in the Forensic Proof of Sexual Assadiburnal of Forensic Science
(2002), 47(3): 601-604.

47. Eckhart L, Bach J, Ban J, Tschachler E. Melanirdbireversibly to thermostable
DNA polymerase and inhibits its activitiochemical and Biophysical Research
Communication$2000),271: 726-730.

48. Eggerding FA. A one-step amplification and oligolewtide ligation procedure for
multiplex genetic typingGenome Researqi995),4:337-345

49. Erali M, Palais R, Wittwer C. SNP Genotyping by blmled Probe Melting
Analysis.Methods of Molecular Biologf2008) 429: 199-206.

50.Fei Z, Ono T, Smith LM. MALDI-TOF mass spectrometriyping of single
nucleotide polymorphisms with mass-tagged ddNTRscleic Acids Research
(1998) 26:2827-2828.

51. Fernandez F, Gutierrez J, Sorlozano A, Romero Bdlp M J, Ruiz-Cabello F.
Comparison of the SYBR Green and the hybridizapavbe format for real-time
PCR detection of HHV-@Viikrobiological Researq2006) 161: 158-163.

52. Fortier A, Nelson B, Grella D, Holaday J. Antiangémic activity of prostate-
specific antigenJournal of the National Cancer Institu(@999), 91: 1635-1640.

53. Frazer KA, Ballinger DG, Cox DR, Hinds DA, Stuve LGibbs RA. A second
generation human haplotype map of over 3.1 milibéPS Nature (2007) 449:
U851-U853.

155



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Freeman WM, Walker SJ, Vrana KE. Quantitative RTRP@itfalls and potential
Biotechnique$1999), 26: 112-125

Ghosh SS, Eis PS, Blumeyer K, Fearon K, Millar [¥eal time kinetics of
restriction endonuclease cleavage monitored byrdkgence resonance energy
transfer.Nucleic Acids Researqi994) 22: 3155-3159.jj

Gibbs RA, Belmont JW, Hardenbol P, Willis TD, Yu JFlxang HM. The
International HapMap Projedtlature(2003), 426: 789-796.

Gill P, Brenner C, Brinkmann B, Budowle B, Carrage¥ Jobling MA, de Knijff
P, Kayser M, Krawczak M, Mayr W R, Morling N, Olais B, Pascali V, Prinz M,
Roewer L, Schneider PM, Sajantila A, Tyler-Smith[MNA Commission of the
International Society of Forensic Genetics: recomaiations on forensic analysis
using Ychromosome STRBorensic Science Internationé2001), 124: 5-10.

Gill P, Werrett DJ, Budowle B, Guerrieri R. An asseent of whether SNPs will
replace STRs in national DNA databases--joint aersitions of the DNA
working group of the European Network of Forensae8ce Institutes (ENFSI)
and the Scientific Working Group on DNA Analysis tleds (SWGDAM).
Journal of the Forensic Science Socig904), 44(1):51-53.

Gill P, Whitaker J, Flaxman C, Brown N, BuckletonAh investigation of the
rigor of interpretation rules for STRs derived frdess than 100 pg of DNA.
Forensic Science Internationé2000),112: 17-40.

Gill P. An assessment of the utility of single reatide polymorphisms (SNPs) for
forensic purposesnternational Journal of Legal Medicin@001),114: 204-210.

Gill P. Application of low copy number DNA profilgy Croatian Medical Journal
(2001), 42: 229-232.

Ginzinger DG. Gene quantification using real-tinuantitative PCR: An emerging
technology hits the mainstreaixperimental Hematologi2002) 30:503-512
Glazer AN, Mathies RA. Energy-transfer fluoresceresgents for DNA analyses.
Biotechnology(1997), 8: 94-102.

Golenberg EM, Bickel A, Weihs P. Effects of higlibagmented DNA on PCR.
Nucleic Acids Resear@fi996), 24: 5026-5033.

Gonzalez Andrade F. Nuevas Técnicas molecular€eagtica Médica y Forense.

Ensayosnédicos sobre Genétidattp://www.doctorfabricio.com(2006).

156



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Goodwin W, Linacre A, Hadi S. An Introduction torEasics Genetics — second
edition.Essentials of Forensic Science, The Forensic SeiSociety(2011).
Gorzkiewicz M, Wdaniak M, Grzybowski T, tuczak S, Linkowska K, Daca P
Identyfikacja nasienia w zaplamieniach krwawych zyciem alternatywnego
zrodta swiatta i przesiewowych testow biochemicznychrchiwum Medycyny
Sdowej i Kryminologii(2008) 58: 182-187.

Graves JA, Wakefield MJ, Toder R. The origin andoletton of the
pseudoautosomal regions of human sex chromosd#uesan Molecular Genetics
(1998) 7: 1991-1996

Grimes EA, Noake PJ, Dixon L, Urquhart A. Sequepoéymorphism in the
human melanocortin 1 receptor gene as an india#tahe red hair phenotype.
Forensic Science Internationé2001), 122: 124-129.

Grodsky M, Wright K, Kirk PL. Simplified prelimingrblood testing: an improved
technique and a comparative study of methddsirnal of Criminal Law and
Criminology and Police Scien¢&951), 42: 95-104.

Hammer M, Redd AJ. Forensipplications of Y Chromosome STRs and SNPs.
Cumulative Technical Report, 2000-1J-CX-K006. Ciahi Mikrobiology and
Infection(2000) 10: 190-212

Hammer MF, Chamberlain VF, Kearney VF, Stover Daiyh G, Karafet T, Walsh
B, Redd AJ. Population structure of Y chromosomePShaplogroups in the
United States and forensic implications for conding Y chromosome STR
databaseds-orensic Science Internation006), 164: 45-55.

Haugland R. The Handbook of Fluorescent ProbesReskarch Productslinth
Edition. Molecular Probes, Indittp://www.probes.com(2002).

Heinrich M, Braun T, Sénger T, Saukko P, Lutz-Bayedr5, Schmidt U. Reduced
— volume and low-volumen typing of Y-chromosomalF&\to obtain Finnish Y-
chromosomal compound haplotypdsternational Journal of Legal Medicine
(2009), 123: 413-418.

Hochmeister MN, Budowle B, Rudin o.,Gehrig C, BaterThali M, Dirnhofer R.
Evaluation of prostate-specific antigen (PSA) mesmbr test assays for the
forensic identification of seminal fluidlournal of Forensic Sciencd999), 44:
1057-1060.

157



76. Hochmeister MN, Budlowe B, Sparkes R, Rudin O, @efir, Thali M, Schmidt
L, Cordier A, Dirnhofer R. Validation studies of anmmunochromatographic 1-step
test for the forensic identification of human bloddurnal of Forensic Science
(1999),44(3): 597-602.

77. Hoobs MM, Steiner MJ, Rich KD, Gallo MF, Warner Macaluso M. Vaginal
swab specimen processing methods influence perfaenaof rapid semen
detection tests: a cautionary taantraception(2010), 82:291-295.

78. Hughes-Stamm SR, Ashton KJ, van Daal A. Assessmr@nDNA degradation
and the gentyping success of highly degraded samipliernational Journal of
Legal Medicing2011), 125: 341-348.

79. Hunt AC, Corby C, Dodd BE. The identification of hans stains — a critical
survey.Journal of Forensic Medicin€l960),7: 112-130.

80. lida R, Tsubota E, Matsuki T. Identification andachcterization of two novel
human polymorphic STRs on the Y-chromosommernational Journal of Legal
Medicine(2001) 115: 54.

81.lida R, Tsubota E, Sawazaki K, Masuyama M, Matshikivasuda T, Kishi K.
Characterization and haplotype analysis of the molphic Y-STRs DYS443,
DYS444 and DYS445 in a Japanese populatioternational Journal of Legal
Medicine(2002), 116: 191.

82. Independent Forensics Rapid Stain Identificatiohwhan blood (RSiD™-blood),
Protoko6t metody.

83. Independent Forensics Rapid Stain Identification haiman semen (RSID™-
semen)Protokét metody.

84.Innis MA, Myambo KB, Gelfand DH, Brow MAD. DNA segucing with
Thermus aquaticus DNA polymerase and direct segugraf polymerase chain
reaction-amplified DNA. Proceedings of the National Academy of Sciences
(1988), 85: 9436-9440.

85. Integrated use of the Quantifiler™ Y human male Di#antification kit and
AmpFISTR® Yfiler™ PCR amplification kit in sexual asshukases.
www.appliedbiosystems.com

86. Jacewicz R, gHrzejczyk M, Bbol-Pokora K, Rjtek J, Ossowski A, Berent J.
Zastosowanie 16 markerow Y-STR w populacji Polslenttalnej. Roczniki
Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczec@d®7), 53, suppl. 2: 95-101.

158



87

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

.Jamain S, et al. Mutations of the X-linked genesoding neuroligins NLGN3 and
NLGN4 are associated with autisMatural Genetic§2003), 34: 27-29.

Jobling MA, Samara V, Pandya A, Fretwell N, BermascB, Mitchell RJ,
Gerelsaikhan T, Dashnyam B, Sajantila A, Salo PakaNori Y, Disteche CM,
Thangaraj K, Singh L, Crawford MH, Tyler-Smith Ce&urrent duplication and
deletion polymorphisms on the long arm of the Yochosome in normal males.
Human of Molecular Geneti¢d996) 5: 1767.

Jobling MA, Tyler-Smith C. Fathers and sons: thehidcnosome and human
evolution.Trends of Geneticdl995) 11:449.

Jobling MA, Tyler-Smith C. New uses for new happeyg the human
Y-chromosome, disease and selectibrends of Genetid®000), 16:356.

Jobling MA, Tyler-Smith C. The human Y chromosoraa: evolutionary marker
comes of ageNature(2003),4: 598-612.

Kaczmarczyk M, Bartoszcze M. Mikromacierze DNA - vidp Narzdzie
w Wykrywaniu Czynnikdéw Biologicznych. Przeghd Epidemiologiczny(2006)
60: 803-811.

Kainz P. The PCR plateau phase-Towards and unddmstpof its limitations.
Biochimica et Biophysica Ac{2000), 1494: 23-27.

Kaiser MW, Lyamicheva N, Ma W, Miller C, Neri B, FoL. A comparison of
eubacterial and archaeal structure — specific ¥3necleasesThe Journal of
Biological Chemistry{1999) 274: 21387-21394.

Kandimalla ER, Agrawal S. Cyclicons as hybridizatlmased fluorescent primer-
probes: synthesis, properties and application ial Reme PCR.Bioorganic and
Medicinal Chemistry2000), 8: 1911-1916.

Kayser M, Brauer S, Schadlich H, Prinz M, Batzer Ndmmerman PA, Boatin
BA, Stoneking M. Y chromosome STR haplotypes aral dknetic structure of
U.S. populations of African, European, and HispamcestryGenome Research
(2003), 13: 624-634.

Kayser M, Brauer S, Weiss G, Schiefenhovel W, Unillel?, Shen P, Oefner P,
Tommaseo-Ponzetta M, Stoneking M. Reduced Y-chromes but not
mitochondrial DNA, diversity in human population®m west New Guinealhe
American Journal of Human Geneti@)03) 72: 281.

159



98. Kayser M, Brauer S, Willuweit S. Online Y-chromosalnshort Tandem Repeat
Haplotype Reference Database (YHRD) for U.S. pdpana. Journal of Forensic
Sciencg2002), 47(3): 513-519.

99. Kayser M, Caglia A, Corach D, Fretwell N, Gehrig Graziosi G, Heidorn F,
Herrmann S, Herzog B, Hidding M, Honda K, Jobling Kfawczak M, Leim K,
Meuser S, Meyer E, Oesterreich W, Pandya A, PaWorPenacino G, Perez-
Lezaun A, Piccinini A, Prinz M, Schmitt C, SchneideM, Szibor R, Teifel-
Greding J, Weichhold GM, de Knijff P, Roewer L. Hation of Y-chromosomal
STRs: a multicenter studinternational Journal of Legal Medicin@l997) 110:
125.

100. Kayser M, Caglia A, Corach D, Fretwell N, Gehring Graziosi G et al.
Evaluation of Y-chromosomal STRs: a multicentedgtunternational Journal of
Legal Medicing1997), 110 (125-133), 141-149.

101. Kayser M, Roewer L, Hedman M, Henke L, Henke J,uBraS, Kruger C,
Krawczak M, Nagy M, Dobosz T, Szibor R, de Knijff ®oneking M, Sajantila A.
Characteristics and Frequency of Germline Mutatian®icrosatellite Loci from
the Human Y-chromosome, as Revealed by Direct ®hten in Father/Son
Pairs.The American Journal of Human Genei{2600) 66: 1580.

102. Kermekchiev MB, Kirilova LI, Vail EE, Barnes WM. Mants of Taqg DNA
polymerase resistant to PCR inhibitors allow DNApdification from whole blood
and crude soils sampldsucleic Acids Researd2009), 37: e40.

103. Khan G, Kangro HO, Coates PJ, Heath RB. Inhibiteffects of urine on the
polymerase chain-reaction for cytomegalovirus DNAournal of Clinical
Pathology(1991) 44: 360-365.

104. Khan G. Detection of aacA-aphD, gadk marA, floR and tetAgenes from
multidrug-resistant bacteria: comparative analysisreal-time multiplex PCR
assays using EvaGreen® and SYBR®Green | djéslecular and Cellular
probes(2011), doi:10.1016/j.mcp.

105. Kidd KK, Pakstis Aj, Speed WC, Grigorenko EL, KagursL, Karoma NJ,
Kungulilo S, Kim JJ, Lu RB, Odunsi A, Okonofua FarRas J, Schulz LO,
Zhukova OV, Kidd JR. Developing a SNP panel forefwic identification of
individuals.Forensic Science Internationé2006), 164(1): 20-32.

160



106. Kleppe K, Ohtsuka E, Kleppe R, Molineux |, Khorak#s. "Studies on
polynucleotides. XCVI. Repair replications of sheynthetic DNA's as catalyzed
by DNA polymeraseslournal of Molecular Biology(1971), 56: 341-361.

107. Kloosterman AD, Kersbergen P. Efficacy and limifsgenotyping low copy
number DNA samples by multiplex PCR of STR loBirogress in Forensic
Geneticq2003),9: 795-798.

108. Kreader CA. Relief of amplification inhibition in R with bovine serum
albumin or T4 gene 32 proteiApplied and Environmental Microbiolody996),
62: 1102-1106.

109. Krenke BE, Nassif N, Sprecher CJ, Knox C, Schwahyt Storts DR.
Developmental validation of real-time PCR assay fibre simultaneous
guantification of total human and male DNRorensic Science International:
Geneticq2008) 3:14-21.

110. Krenke BE, Viculis L, Richard ML, Prinz M, Milne SQ.add C, Gross AM,
Gornall T, Frappier JRH, Eisenberg AJ, Barna Clantla XG, Adamowicz M S,
Budowle B. Validation of male-specific, 12 - loctisorescence short tandem
repeat (STR) multipleX-orensic Science Internationé2005), 151: 111-124

111. Krzemiew P. Real Time PCR w sthie diagnostyki wirusologicznej.
http://bicinfo.mol.uj.edu.pl

112. Kuppuswamy MN, Hoffmann JW, Kasper CK, Spitzer &88pce SL, Bajaj S P.

Single nucleotide primer extension to detect geneliseases: experimental
application to hemophilia B (factor 1X) and cysfibrosis genesProceedings of
the National Academy of Scien¢@991), 88: 1143-1147.

113. Lantz PG, Abu al-Soud W, Knutsson R, Hahn-Hager8al Radstrom P.
Biotechnical use of polymerase chain reaction focrabiological analysis of
biological samplesBiotechnology Annual Rewig&000), 5: 87-130.

114. Lantz PG, Matson M, Wadstrom T, Radstrom P. RemovaPCR inhibitors
from human faecal samples through the use of aeagutwo-phase system for
sample preparation prior to PCBaurnal of Microbiological Method§1997), 28:
159-167.

115. Lareu MV, Ruiz-Ponte C. Genotyping SNPs with thghtCycler.Methods in
Molecular Biology. Forensic DNA Typing ProtocdZ005), vol. 297.

161



116. Laumonnier, F. et al. X-linked mental retardation @utism are associated with
a mutation in the NLGN4 gene, a member of the diginofamily. The American
Journal of Human Geneti¢2004), 74: 552-557

117. Lee KH, Song GJ, Kang IS. Ubiquitin-specific prateaactivity of USP9Y, a
male infertility gene on the Y chromosom®&eproduction, Fertility and
Developmen(2003), vol.15, no. 1-2: 129-133.

118. Lessig R, Willuweit S, Krawczak M. Asian online YFR haplotype reference
databased.egal Medicine(2003), 5: 160-163.

119. Levy S, Sutton G, Ng, PC, Feuk L, Halperg AL, WaleBP. The diploid
genome sequence of an individual hunflns. Biology(2007), 5: 2113-2144.

120. Li HH, Cui XF, Arnheim N. Direct electrophoretic etion of the allelic state
of single DNA — molecules in human sperm by usihg polymerase chain —
reaction. Proceedings of the National Academy of Sciencesh@fUnited of
America(1990) 87: 4580-4584.

121. Li HH, Gyllensten UB, Chui XF, Saiki RK, Erlich HAArnheim N.
Amplification and analysis of DNA — sequences img& human-sperm and
diploid-cells.Nature(1998) 335: 414-417.

122. Lien S, Szyda J, Schechinger B, Rappold G, Arnh&im Evidence for
Heterogeneity in Recombination in the Human Psewidsamal Region: High
Resolution Analysis by Sperm Typing and Radiatigripitti Mapping. The
American Journal of Human Geneti@&)00), 66: 557-566.

123. Louise JG, Lance DB, Michelle AM, Joseph ED, WiiidBD. Optimization of
LightTyper Genotyping AssayBiochemica, n°® 3(2005).

124. Lyamichev V, Mast AL, Hall JG, Prudent JR, KaiserWwW Takova T.
Polymorphism identification and quantitative dei@tt of genomic DNA by
invasive cleavage of oligonucleotide prob8&tural Biotechnology(1999), 17:
292-296.

125. Mackay IM, Arden KE, Nitsche A. Real-time PCR iralbgy. Nucleic Acids
Research{2002),30: 1292-1305

162



126. Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology labmry. Clin.
Mikrobiology and Infectious Diseas€&004), 10(3): 190-212.

127. Malatesta M, Mannello F, Luchetti F, Marcheggiani Gondemi L, Papa S,
Gazzanelli G. Prostate-specific antigen synthasissecretion by human placenta:
a physiological kallikrein source during pregnandyne Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolis2006), 85: 317-321.

128. Masahiro Hiratsuka, Naoko Tsukamoto, Yumiko Konrdasoyuki Nata,
Masaki Hashiyada, masato Funayama, Michinao Miziudgakensics Assessment
of 16 Single Nucleotide Polymorphisms Analized bybHdyzation Probe Assay.
The Tohoku Journal of Experimental Medic{@005) 207: 255-261

129. Masumeci L, Arthur JW, Cheung FSG, Hoque A, Lippn@rReichardt JKV.
Single Nucleotide Differences (SNDs) in the dbSNi#Rablase may lead to errors in
genotyping and haplotyping studié¢tuman Mutation2010),31: 67-73.

130. Mathias N, Bayes M, Tyler-Smith C: Highly informati compound haplotypes
for the human Y-chromosomiduman of Molecular Geneti¢4994),3: 115.

131. Mein CA, Barratt BJ, Dunn MG, Siegmund T, Smith AHRsposito L.
Evaluation of single nucleotide polymorphism typimgth invader on PCR
amplicons and its automatio@enome Researd¢2000) 10: 330-343.

132. Mikula M, Dzwonek A, Jagusztyn-Krynicka K, Ostrowsl. Quantitative
detection for low levels of Helicobacter pylori @ction in experimentally infected
mice by real-time PCRMVikrobiology Method$2003), 55: 351-359

133. Mocellin S, Rossi CR, Marincola FM. Quantitativealime PCR in cancer
research Archivum Immunologiae et Therapia ExperimentdB903) 51: 301-
313.

134. Monteiro L, Bonnemaison D, Vekris A, Petry KG, Betrd, Vidal R. Complex
polysaccharides as PCR inhibitors in feces: Hehctdr pylori modelJournal of
Clinical Microbiology(1997),35: 995-998.

135. Moretti T, Koons B, Budowle B. Enhancement of PQRpéfication yield and
specificity using AmpliTag Gold ™ DNA polymerasBiotechniqueg1998) 25:
716-722.

136. Mulero JJ, Chang ChW, Calandro LM, Green RL, LiJéhnson CL, Hennessy
LK. Development an Validation of the AmpETR® Yfiler™ PCR amplification

163



kit: A male specific, single amplification 17 Y-STiRRultiplex systemJournal of
Forensic Scienc€006) 51: 64-75

137. Mullis K, Faloona F, Scharf S, Saiki R, Horn G, iéhl H. Specific enzymatic
amplification of DNA in vitro — the polymerase chareaction.Cold Spring
Harbor Symposia on Quantitative Biolo4986), 51: 263-273.

138. Mullis K, Faloona F. Specific synthesis of DNA intre via a polymerase-
catalyzed chain-reactioMethods in Enzymolod987), 155: 355-350.

139. Navarro-Costa P, Plancha CE, Goncalves J. Gen&geation of the AZF
regions of the human Y chromosome: Thriller of éilfor Male (In) fertility?.
Nucleic Acids Researd2010),30: 1292-1305

140. Nei M. in: Molecular Evolutionary Genetic&olumbia University PressNew
York(1987), p. 179.

141. Old J, Schweers B, Boonlayangoor PW, Reich K. Dywalental Validation
Studies of RSID-Semen Lateral Flow Immunochromatpiic strip test for the
forensic detection of Seminal Fluithdependent Forensi¢2006), IL 60148

142. Onofri V, Alessandrini F, Turchi C, Fraternale Budgemi L, Pesaresi M,
Tagliabracci A. Y-chromosome genetic structureub-sApennine populations of
Central Italy by SNP and STR analydisternational Jouranl of Legal Medicine
(2007), 121: 234-237.

143. Pakendorf B, Stoneking M. Mitochondrial DNA and HamEvolution.Annual
Review of Genomics and Human Gendi2f5), 6: 165-183

144. Palumbi SR, Cipriano F. Species identification gspjenetic tools: the value of
nuclear and mitochondrial gene sequences in whatsetvation. Journal of
Heredity(1998),89(5): 459-464.

145. Panaccio M, Georgesz M, Lew M. Folt PCR: A simpl€R protocol for
amplifying DNA directly from whole bloodBiotechnique$1993), 14: 238-243.
146. Pascali VL, Dobosz M, Brinkmann B. Coordinating Nreamosomal STR
research for the courtmternational Journal of Legal Medicind999), 112: 1.

147. Pastinen T, Kurg A, Metspalu A, Peltonen L, Syvadéh Minisequencing: a
specific tool for DNA analysis and diagnostics diganucleotide arraysGenome
Researci{1997) 7: 606-614.

164



148. Pastinen T, Raitio M, Lindroos K, Tainola P, Pe#torl, Syvanen AC. A system
for specific, high — throughput genotyping by alalpecific primer extension on
microarraysGenome Researd2000) 10: 1031-1042.

149. Pearson PL, Bobrow M. Definitive evidence for thbhors arm of the
Y chromosome associating with the X chromosomendumeiosis in the human
male.Nature(1970),226: 959-961.

150. Pepiiski W, Niemcunowicz-Janica A, Skawronska M, Koc-awska E, Janica
J, Soltyszewski I. Y-chromosome STR haplotypes alteles in the population
sample of Old Believers residing in the NortheastEoland.Forensic Science
International (2004), 143: 65-68.

151. Peters IR, Helps CR, Hall EJ. Real-time RT-PCR:saberations for efficient
and sensitive assay desigournalof Immunology Method2004) 286: 203-217

152. Pfaffl M, Geogieva TM, Geogiev IE. Real-time RT-PQGRiantification of
insulin — like growth factor (IGF)-1 , IGF-1 recept, IGF-2, IGF-2 receptor ,
insulin receptor, growth hormone receptor, IGF-bigdproteins 1, 2 and 3 in the

bovine speciesDomestic Animal Endocrinolog2002) 22: 91-102.

153. Pherson MJ, Moller SG. Undrestanding P@tas Scientific publisher000)
2:9-21

154. Philips C. Using online database of developing $iNfPkers of forensic interest.
Methods in Molecular Biology, Forensic DNA Typingptcols(2005), vol. 297.

155. Pikaart MJ, Villeponteau B. Suppression of PCR dginoption by high levels of
RNA. Biotechnique$1993), 14: 24-25.

156. Podstawy polimerazowej reakcji nleuchowej PCR (Polymerase Chain
Reactionhttp://gmwh.replubika.pl/index/linki.htm

157. Poon H, Elliott J, Modler J, Fregau C. The usearhhstix® and the subsequent

lack of DNA recovery using the promega DNA IQ™ systJournal of Forensic
Sciencg2009),54:1278-1286.

158. Prinz M, Carracedo A, Mayr WR, Morling N, Parsond, TSajantila A,
Scheithauer R, Schmitter H, Schneider PM. DNA Coission of the
International Society for Forensic Genetics (ISFEgcommendations regarding
the role of forensic genetics for disaster victidentification (DVI). Forensic
Science International Geneti¢2007), 1. 3-12.

165



159. Protokot Maxima® SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2xermentas.

160. Protokot testu LightSNiP —rs11553055, TIB®Molbiol.

161. Protokot testu LightSNiP —rs17222279, TIB®Molbiol.

162. Protokot testu LightSNiP —rs17306671, TIB®Molbiol.

163. Protokot testu LightSNiP —rs17315821, TIB®Molbiol.

164. Protokot testu LightSNiP —rs2032604, TIB®Molbiol

165. Protokot testu LightSNiP —rs34442126, TIB®Molbiol.

166. Protokot testu LightSNiP —rs3900, TIB®Molbiol.

167. Przybylski Z. Zastosowanie elektroforezy aglu skrobiowym do wykrywania
kwasnej fosfatazy w gdowo - lekarskich badaniach nasienia. Rozprawa
doktorska. Zbiory biblioteki Uniwersytetu Medycznego im. Karol
Marcinkowskiego w Poznan{i967).

168. Quantifiler™ human DNA quantification kit. Quantdr™ Y human male DNA

guantification kitwww.appliedbiosystems.com

169. Quickenden TI, Creamer JI. A study of common ireshces with the forensic
luminol test for bloodLuminescenc€001), 16: 295-298.

170. Radam G, Strauch H. Limuneszenzmikroskopischer Wach des Y
chromosoms in  Knochenmarkzellen — eine neue Methoaer
Geschlechtsbestimmung an Leichenmateriéfiminal.  Forens. Wissensch.
(1973),6:149-151.

171. Radstrom P, Knutsson R, Wolffs P, Lovenklev M, ltadi;n C. Pre-PCR
processing — strategies to generate PCR-compatd#amples. Molecular
Biotechnology2004), 26: 133-146.

172. Raitio M, Lindroos K, Laukkanen M, Pastinen T, 8Smtn P, Sajantila A,
Syvanen AC. Y-Chromosomal SNPs in Finno—-Ugric-SpepkPopulations
Analyzed by Minisequencing on Microarraydenome Researq®001) 11: 471-
482.

166



173. Ramakers C, Ruijter JM, Deprez RHL. Assumptiee analysis of
guantitative real-time polymerase chain reactioGRIP dataNeuroscience Letters
(2003) 339: 62-63

174. Rapley R, Whitehouse DMolecular ForensicsAlonso A, Garcia O. Real-time
guantitative PCR in forensic science. (2007), rcedd¥, str.: 59-60.

175. Real-time PCR and high performance pathogen detecilGB Eclipse Probe
Systemwww.amershambiosciences.com

176. Redd A J, Agellon A B, Kearney V A, Contreras V Karafet T, Park H, de

Knijff P, Butler JM, Hammer MF. Forensic value of hovel STRs on the human

Y-chromosomeForensic Science Internationé2002) 130: 97.

177. Ried K, Rao E, Schiebel K, Rappold GA. Gene dugleca as a recurrent theme
in the evolution of the human pseudoautosomal redinisolation of the gene
ASMTL. Human Molecular Genetiqd.998) 7(11): 1771-1778

178. Roewer L, Epplen JT. Rapid and sensitive typingasénsic stains by PCR
amplification of polymorphic simple repeat sequence case workForensic
Science Internationgll992) 53: 163.

179. Roewer L, Kayser M, Dieltjes P, Nagy M, Bakker Baticzak M, de Knijff P.
Analysis of molecular variance(AMOVA) of Y-chromase-specific
microsatellites in two closely related human popates. Human Molecular
Geneticq1996) 5: 1029.

180. Roewer L, Krawczak M, Willuweit S. Online referendatabase of European Y-
chromosomal Short Tandem Repeat (STR) haplotygésensic Science
International(2001)118: 106-113.

181. Ronaghi M, Karamohamed S, Pettersson B, Uhlen MelNY. Real-time DNA
sequencing using detection of pyrophosphate releésalytical Biochemistry
(1996) 242: 84-89.

182. Ronaghi M, Uhlen M, Nyren P. A sequencing methodeldaon real-time
pyrophosphate Sciencg1998),281: 363-365.

183. Rouhibakhsh A, Priya J, Periasamy A, Hag QMI, MalatG. An improved
DNA isolation method and PCR protocol for efficiendetection of
multicomponents of begomovirus in legum@surnal of Virological Methods
(2008) 147: 37-42.

167



184. Saiki R, Bugawan T, Horn G, Mullis K, Erlich H. Alyais of enzymatically
amplified beta-globin and HLA-DQ-alpha DNA with elié-specific
oligonucleotide probe®Nature(1986) 324: 163-166.

185. Saiki RK, Gelfand DH, Stoffel S, Scharf SJ, Higudkj Horn GT. Primer-
directed enzymatic amplification of DNA with a theystable DNA-polymerase.
Sciencg1988),239:487-491.

186. Salas A, Quintans B, Alvarez-Iglesias V. SNaPshgpiflg of Mitochondrial
DNA Coding Region VariantsMethods in Molecular Biology, Forensic DNA
Typing Protocolg2005), vol. 297.

187. Sanchez A, Bullejos M, Burgos M, Hera C, JimeneDRyz de la Guardia R.
High sequence identity between the SRY HMG box #msnand insectivores.
Mammalian GenomgL996),7: 536-538.

188. Sanchez JJ, Bdrsting C, Hallenberg C, Buchard Ané&tedez A, Morling N.
Multiplex PCR minisequencing of SNPs - a model vdghY chromosome SNPs.
Forensic Science Internationé2003),137: 74-84.

189. Sanchez JJ, B@rsting C, Morling N. Typing of Y am@some SNPs with
multiplex PCR methodsMethods in Molecular Biology, Forensic DNA Typing
Protocols(2005), vol. 297.

190. Sato I, Sagi M, Ishiwari A, Nishijima H, Ito E, MakT. Use of the ,SMItESt”
PSA card to identify the presence of prostate-$jgeantigen in semen and male
urine.Forensic Science Internationé2002), 127: 71-74.

191. Sauter E, Babb J, Daly M, Engstrom P, Ehya H, Ntalic Diamandis E.
Prostate-specific antigen production in the femaleast: association with
progesteroneCancer Epidemiol biomarke(d4998), 7: 315-320.

192. Sawicki W. Kwasy nukleinowe, izolacja, analiza, dpit. Katedry
Mikrobiologi i zZywnaci Akademii Rolniczej w  Szczecinig2005)
http://www.scribd.com/doc/51070985/Technika-PCR

193. Schmittgen TD. Analysis of relative gene expressiata using real-time
guantitative PCR and the 2(-Delta Delta C (T)). Met, Methods(2001), 25: 402-
408.

194. Schmittgen TM, Zakrajsek BA, Mills AG, Gorn V, SiegMJ, Reed MW.

Quantitative Reverse Transcription — Polymerasencteaction to study mRNA

168



decay: comparison of endpoint an real-time methddslytical Biochemistry
(2000), 285: 194-204.

195. Schneider PM, Klaus B, Wolfgang RM, Walther P. Sdialysis of artificially
degraded DNA-results of collaborative European @ser Forensic Science
Internationa.(2004) 139: 123-134.

196. Schneider PM, Meuser S, Waiyawuth W, Seo Y, Ritt@erTandem repeat
structure of the duplicated Y-chromosomal STR lo@S385 and frequency
studies in the German and three Asian populatiéoensic Science International
(1998) 97: 61-70

197. Sensabaugh G. Isolation and characterization a&naes-specific protein from
human seminal plasma: a potential new marker fmeseidentificationJournal of
Forensic Scienc€l978), 23: 106-115.

198. Serdar T, Sema D. Y-SNP haplogroups in the Antglgpulation in Turkish
Republic.Romaniam Journal of Legal Medicif2009), 17(1): 59-68.

199. Sherry ST, Ward MH, Kholodov M, Baker J, Phan L,i@siski EM. dbSNP:
the NCBI database of genetic variatidfucleic Acids Researgf2001),29: 308-
311.

200. Shumaker JM, Metspalu A, Caskey CT. Mutation detecby solid phase
primer extensionHuman Mutation$1996),7: 346-354.

201. Sinclair AH, Berta P, Palmer MS, Hawkins JR, Gitfif§ BL, Smith MJ, Foster
JW, Frischauf AM, Lovell-Badge R, Goodfellow PN.g&ne from the human sex-
determining region encodesa protein with homolagg tonserved DNA-binding
motif. Nature(1990), 346: 240-244.

202. Sinha SK, Budowle B, Arcot SS. Development anddadion of multiplexed y-
chromosome STR genotyping system , Y-PLEX™ 6, forefisic casework.
Journal of Forensic Scien¢@003),48: 1-11.

203. Stomski R. Analiza DNA — teoria i praktykaVydawnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznan{@008) str. 131-139; str. 435; str. 560-563.

204. Sobrino B, Carracedo A. SNP Typing in Forensic GieseA Review.Methods
in Molecular Biology, Forensic DNA Typing Protoc¢®)05) vol. 297.

205. Span M. Pitfalls in gPCR, Primer and probe desigmd asynthesis.
http://www.bioscience-events.com/leipzig/Span-Eemtec-qPCR-Leipzig.pdf

169



206. Stalvey JR, Erickson RP. An improved method foredgtg Y chromosomal
DNA. Human Geneti€1987), 76: 240-243.

207. Steinman G. Rapid spot test for identifying suspgcsemen specimens.
Forensic Science Internationél995), 72: 191-197.

208. Studznska A, Tyburski J, Daca P, Tretyn A. PCR w czasexzywistym. Istota
metody i strategie monitorowania przebiegu realRiptechnologia 1(2008), 80:
71-85

209. Sturm RA, frudakis TN. Eye colour: portals into migntation genes and
ancestryTrends of Genetic®004), 20(8): 327-332.

210. Sun C, Skaletsky H, Birren B. An azoospermic mathwa de novo point
mutation in the Y-chromosomal gene USP®ature Genetic$1999), vol. 23, 4:
429-432.

211. Surma R. HaplogrupyVydanie 3 bird Project€2010).

212. Syvanen AC, Aalto-Setala K, Harju L, Kontula K, ®ddnd H. A primer-
guided nucleotide incorporation assay in the geuioty of apolipoprotein E.
Genomicg1990) 8: 684-692.

213. Test diagnostyczny in vitro do profesjonalnegoytiiu w celu stwierdzania
obecndci nasienia poprzez poétdoiowe wykrywanie PSA (swoistego antygenu
sterczowego). Seratec® PSA Semiquant (opis orapkast).

214. Tobe SS, Watson N, Nic Daeid N. Evaluation of sigsomptive test for blood
their specificity, sensitivity, and effect on higiolecular-weight DNAJournal of
Forensic Sciencg€007), 52: 102-109.

215. Tsai YL, Olson BH. Detection of low numbers of be@l-cells in soils and
sediments by polymerase chain-reactidpplied and Environmental Microbiology
(1992), 58: 754-757.

216. Vallone PM, Butler JM. Y-SNP typing of U.S. Africakmerican and Caucasian
samples using allele-specific hybridization andmeni extension.Journal of
Forensic Sciencé004), 49(4): 723-732.

217. Vallone PM, Fahr K, Kostrzewa M. Genotyping SNPsingsa UV-
photocleavable oligonucleotide in MALDI-TOF MSMethods in Molecular
Biology. Forensic DNA Typing Protocdl8005), vol. 297.

170



218. Venter JC, Adams MD, (2001) Myers EW, Li PW, MuRal, Sutton GG. Initial
sequencing and analysis of the human gendfature(2001), 291: 1304-1351.

219. Vikler K, Lednev IK. Analysis of body fluids for fensic purposes: from
laboratory testing to non-destructive rapid conéitary identification at a crime
sceneForensic Science Internationé2009),188: 1-17.

220. Ward CL, Dempsey MH, Ring CJA. Design and perforogartesting of
guantitative real time PCR assays for influenzand 8 viral load measurement.
Journal of Clinical Virology(2004) 29:179-188.

221. Watson RJ, Blackwell B. Purification and charaaation of a common soil
component which inhibits the polymerase chain reactCanadian Journal of
Microbiology (2000), 46: 633-642.

222. Wei Wei, Hai-Bo Luo, Jing Yan, Yi-Ping Hou. Explog of new Y-
chromosome SNP loci using Pyrosequencing and thePShbt methods.
International Journal of Legal Medicin@011), DOI 10.1007/s00414-011-0603-4.

223. Westen AA, Matai AS, LAros JF, Maeiland HC, Jaspkrde Leeuw WJ, de
Knijff P, Sijen T. Tri-allelic SNP markers enablaadysis of mixed and degraded
DNA samplesForensic Science International: Genet{@909), 3(4): 233-241.

224. Wetton JH, Tsang KW, Khan H. Inferring the popwdatiof origin of DNA
evidence within the UK by allele-specific hybridiman of Y-SNPs.Forensic
Science InternationgR005), 152: 45-53.

225. White PS, Tatum OL, Deaven LL, Longmire JL: New, leagpecific
microsatellite markers from the human Ychromoso@enomics1999), 57: 433.

226. Wilson IG. Inhibition and facilitation of nucleiccal amplification.Applied and
Environmental Microbiology1997), 63: 3741-3751.

227. Witt M, Erickson RP. A rapid method for detectioh Yo-chromosomal DNA
from dried blood specimens by the polymerase cheaction.Human Genetic
(1989), 82: 271-274.

228. Wittwer CT, Herrmann MG, Moss AA, Rasmussen RP. thoous
Fluorescence Monitoring of Rapid Cycle DNA Ampldigon. BioTechniques
(1997) 22: 130-138.

229. Wong ML, Medrano JF. Real-time PCR for mRNA quantittn. BioTechniques
(2005), 39: 75-85.

171



230. Wojcikiewicz J. Ekspertyzaglowa- zagadnienia wybran®ficyna a Walters
Kluwer businessNarszawa (2007), str. 356.

231. www.au.poznan.pl/kbib/klamecka.pdf. klameckak.

232. www.fbi.gov/hag/lab/fsc/backissu/july2000/codis2aat

233. www.hapmap.nchi.nlm.nih.gov

234. www.katbiolkom.amp.edu.plMirostaw Andrusiewicz.

235. www.kryminalistyka.fr.pl.

236. www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cqi?rs32604
237. www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11553055
238. www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cqi?rs=17222279
239. www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cqi?rs=17306671
240. www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=17315821
241. www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cqi?rs=34442126

242. www.ncbhi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cqi?rs=3900

243. www.roche.pl
244, www.seratec.com

245. www.wikipedia.org

246. www.ycc.biosci.arizona.edu

247. Wyczalkowska-Tomasik A,Zegarska J. tfcuchowa reakcja polimerazy
W czasie rzeczywistym - zastosowanie w badaniaakkavaych i diagnostyce
medycznejPrzeghd Lekarski(2009),66 : 4.

248. Yu VWC, Gauthier C, St-Arnaud R. Inhibition of ATRdanscriptional activity
by FIAT/y-taxilin modulates bone mass accruahnals of the New York Academy
of Science$2006), vol. 1068, 1: 131-142.

249. Zhou L, Errigo RJ, Lu H, Poritz MA, Seipp MT, Witaw C. Snapback Primer
Genotyping with Saturating DNA Dye and Melting Aysik. Clinical Chemistry
(2008), 54: 10, 1648-1656.

172



