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Streszczenie

Zrédto pochodzenia DNA w éladzie nigdy nie jest znane z catg pewnoscia, mimo iz profil dowodowy moze byé
zgodny z profilem DNA danej osoby z populacji. Metody statystyczne, w tym iloraz wiarygodnosci, pozwalajg
oszacowac site dowodowg uzyskanego wyniku oraz oceni¢ stosunek szans miedzy konkurencyjnymihipotezami,
dotyczacymipochodzenia profilu lub mieszaniny DNA. W rezultacie stosowanie analiz opartych nametodach pro-
babilistycznych wydaje sie logicznie uzasadnione oraz pozwala zmiejszy¢ subiektywizm w interpretacji wynikow
badan. Doktadne poznanie i zrozumienie zasad dziatania oraz ograniczen narzedzi wykorzystywanych do statys-
tycznych interpretacji wynikbw badan sladéw biologicznych w kryminalistyce jest kluczowym etapem poprze-
dzajagcym formutowanie wnioskéw ptyngcych z tych analiz. Proces sprawdzenia wydajnosci programu LRmix
Studio oraz wiarygodnosci i powtarzalnosci wynikéw obejmowat pojedyncze profile oraz mieszaniny od dwéch
i trzech oséb. Wykonano 1971 poréwnan z profilami referencyjnymi. Okre$lono poprawno$¢ generowanych
prawdopodobienstw warunkowych oraz wyznaczono ograniczenia w postaci liczby zjawisk drop-out w profilu
dowodowym, kt6rych przekroczenie moze generowac fatszywe wartosci LR.

Stowa kluczowe: mieszaniny DNA, iloraz wiarygodnosci, LRmix Studio, walidacja, genetyka sagdowa

Wstep

Analiza sladéw zawierajgcych DNA od dwéch lub wie-
cej 0so6b jest jednym z najtrudniejszych wyzwanh stoja-
cych przed biegtymi z zakresu genetyki sgdowej. Tego
rodzaju $lady wymagajg specjalistycznej wiedzy, do-
skonatego warsztatu badawczego oraz zachowania
szczegolnej ostroznosci przy formutowaniu wnioskow.
Do biegtego nalezy prawidtowe oszacowanie warto-
Sci dowodu z badan i przedstawienie wyniku w spo-
s6b logiczny i przejrzysty dla organu procesowego, ale
przede wszystkim zgodny ze standardami przyjetymi
w Srodowisku genetykdéw sgadowych. W Swietle szyb-
kiego rozwoju metod i narzedzi biostatystycznych Ko-
misja DNA Miedzynarodowego Towarzystwa Genetyki
Sadowej (ang. International Society for Forensic Ge-
netics — ISFG) przekonuje, ze wtasciwg metodg oceny
wartosci dowodu z badan DNA jest metoda probabili-
styczna oparta na ilorazie wiarygodnosci (ang. Likeli-
hood Ratio — LR) (Gill i in., 2012), szczegblnie w przy-
padku analiz dotyczgcych mieszanin DNA od dwéch
i wiecej oséb, zwtaszcza gdy ilo$¢ pochodzacego od
nich matrycowego DNA jest niewielka (Coble i in.,
2016).

Analiza przeprowadzana za pomocg modeli proba-
bilistycznych opartych na szacowaniu wartosci ilorazu
wiarygodnosci polega na ocenie ustalen z badan ge-
netycznych w odniesieniu do alternatywnych hipotez
(Hp — hipotezy prokuratora i H, — hipotezy obroncy) do-
tyczacych pochodzenia DNA w $ladzie, sformutowa-
nych przy uwzglednieniu okolicznosci przestepstwa
lub wskazanych przez organ procesowy. Wspotczynnik
wiarygodnosci mierzy site wsparcia, jakg zapewniajg
ustalenia z badan w celu rozréznienia konkurencyjnych
hipotez kryminalistycznych bedgcych przedmiotem za-
interesowania. Jest naukowo akceptowanym i logicz-
nie uzasadnionym sposobem prezentowania wnio-
skoéw z badan genetycznych (Haned i in., 2015). Po
sformutowaniu hipotez analiza matematyczna jest jed-
nak bardzo ztozona i mozna jg wykonac¢ jedynie za po-
mocg specjalistycznego oprogramowania (Coble i in.,
2016).

LRmix Studio to system ekspercki przeznaczo-
ny do statystycznej oceny profili DNA, umozliwiaja-
cy okredlenie warto$ci dowodowej dowolnego profilu
DNA ze szczeg6lnym uwzglednieniem ztozonych mie-
szanin DNA (Haned, Jong, 2016). Model statystyczny
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Tab. 1. Symulowane mieszaniny DNA z odpowiadajgcymi im iloéciami DNA.

Na przyktad prébka numer 0.5 zawiera trzy komponenty, A, B i C. Kolumna Drop-out zawiera liczbe alleli z odpowiednich
komponentow mieszaniny, ktére nie sg obecne w probce (to znaczy majg wysoko$¢ piku ponizej progu wykrywania
wynoszgcego 50 RFU), na przyktad probka 1.1 ma kombinacje profili referencyjnych (D, E, F) z ze zjawiskami drop-out (0, 3, 2).
Kolumna ,,Powyzej ST” oznacza sktadniki symulowanych mieszanin DNA, dla ktérych wszystkie wysokosci alleli byty powyze;j
progu stochastycznego (tu powyzej 200 RFU). Warto$ci w nawiasach w kolumnie ,,Probki” oznaczajg liczbe powtorzen.

Probki miessljaar:ii:lll()lN A Degradacja DNA (pg) Drop-out Powyzej ST
0.1 (3) (A, B) (150, 30) 0,3/0,10/0,6 brak
0.2 (3) (A, B) Nie (300, 30) 0,4/0,15/0,8 A
0.3 (3) (A, B) (30, 150) 5,0/4,0/6,0 brak
0.4 (3) (A, B) (30, 300) 5,0/7,0/14,0 B
0.5 (3) (A, B, C) (150, 6, 30) 0,19,13/2,27,22/0, 26, 11 brak
0.6 (3) (A, B, C) (150, 30, 30) 0,4,8/0,7,8/0,5,12 brak
0.7 (3) (A, B, C) Nie (300, 6, 30) 0,22,11/0,23,11/0, 23, 14 A
0.8 (3) (A, B, C) (300, 30, 30) 0,7,13/0,7,14/0,8, 13 A
0.9 (M, N, O) (500, 250, 250) 0,0,4 M
0.10 (S, P, R) (500, 250, 50) 0,0,8 S}
0.11 (A, B) (100, 40) 6, 16 brak
0.12 (C, D) (100, 40) B, 1% brak
0.12_11 (C, D) (100, 40) 2,10 brak
0.14 (G, H) Tak (100, 40) 4,27 brak
0.14_1I (G, H) (100, 40) 1,10 brak
0.15 (1, J) (100, 40) 9, 29 brak
0.15_1I (1, J) (100, 40) 0, 11 brak
0.16 (A, B) (250, 40) 8, 27 brak
0.17 (C, D) (250, 40) 2,21 brak
0.17_11 (C, D) Tak (250, 40) 0,12 C
0.19 (G, H) (250, 40) 0,13 G
0.20 (1, J) (250, 40) 0,15 brak
0.22 (C, D) (40, 100) 16,5 brak
0.22_11 (C, D) Tak (40, 100) 26, 2 brak
0.24 (G, H) (40, 100) 10,6 brak
0.25 (1, J) (40, 100) 15,0 brak
0.27 (C, D) (40, 300) 18,0 brak
0.28 (E, F) Tak (40, 300) 21,8 brak
0.28_lI (E, F) (40, 300) 21,8 brak
0.30 (1, J) (40, 300) 17,0 brak
1.1 (D, E, F) (100, 40, 40) 0,3,2 brak
2.1 (G, H, ) (100, 40, 40) 0,4,0 brak
3.1 J, K, L) (100, 40, 40) 0,3,6 brak
4.1 (M, N, O) Nie (100, 40, 40) 1,6, 11 brak
5.1 (S,P.R) (100, 40, 40) 2,2,4 brak
6.1 (W, T, U) (100, 40, 40) 1,7,0 brak
71 X,Y, 2 (100, 40, 40) 1,4, 1 brak
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Tab. 1. cd.

Probki miessttl:i:"gN A Degradacja DNA (pg) Drop-out Powyzej ST
1.2 (D, E, F) (250, 40, 40) 1,14,9 brak
2.2 (G, H, 1) (250, 40, 40) 0,2,5 G
3.2 U, K L) (250, 40, 40) 0,7,6 brak
4.2 (M, N, O) Nie (250, 40, 40) 0,0,7 M
5.2 (S,P.R) (250, 40, 40) 0,2,5 S
6.2 (W, T, V) (250, 40, 40) 0,9,3 brak
7.2 XY, 2) (250, 40, 40) 0,3,5 X
1.3 D, E, F) (250, 250, 40) 0,0,7 D
2.3 G, H, 1) (250, 250, 40) 0,0,7 G
3.3 U, K L) (250, 250, 40) 0,0, 11 J
4.3 (M, N,0) Nie (250, 250, 40) 0,0, 10 brak
5.3 (S, P, R) (250, 250, 40) 0,0, 11 S
6.3 (W, T, U) (250, 250, 40) 2,0,6 brak
7.3 XY, 2 (250, 250, 40) 0,0,9 brak
1.4 (D, E, F) (500, 40, 40) 0,7, 4 D
2.4 (G, H, 1) (500, 40, 40) 0,3,10 G
3.4 U, K, L) (500, 40, 40) 0,7,9 brak
4.4 (M, N, O) Nie (500, 40, 40) 0,1,9 M
54 (S, P, R) (500, 40, 40) 0,6,5 S
6.4 (W, T, U) (500, 40, 40) 0,6,2 w
7.4 XY, 2) (500, 40, 40) 0,4,7 X
1.5 (D, E, F) (500, 250, 40) 0,0,7 D
25 G, H, 1) (500, 250, 40) 0,0,8 G
35 U, K L) (500, 250, 40) 0,0, 4 J
45 (M, N, O) Nie (500, 250, 40) 0,0,3 M, N
55 (S, P.R) (500, 250, 40) 0,0, 4 S
6.5 (W, T, U) (500, 250, 40) 0,0,2 w
7.5 X,Y,2) (500, 250, 40) 0,0,5 X

przyjety w oprogramowaniu LRmix Studio uwzglednia  Materiaty
oznaczenie alleli i liczbe sktadnikbw mieszaniny DNA.  Profilowanie STR

Model taki okreslany jest jako jakosciowy ciagty (ang.
qualitative continuous model) (ENFSI, 2015). Program
umozliwia obliczanie ilorazéw wiarygodnos$ci dla pro-
fili i mieszanin DNA z wieloma skfadnikami i replika-
cjami, a takze uwzglednia efekty stochastyczne zwia-
zane z PCR, takie jak drop-out i drop-in (Haned, Gill,
2011). W niniejszym artykule opisujemy badania ma-
jace na celu walidacje wewnetrzng programu LRmix
Studio przeprowadzong w ramach rekomendacji Komi-
sji DNA ISFG (Coble i in., 2016) oraz ENFSI (ENFSI,
2015). Projektujgc doswiadczenia walidacyjne, wspar-
to sie przyktadami zaprezentowanymi przez @yvind
Bleka (Bleka i in., 2016).

Profile DNA generowano przy zastosowaniu zestawu
odczynnikow PowerPlex Fusion 6C (Promega) oraz ter-
mocyklera GeneAmp PCR System 9700 (Applied Bio-
systems). Liczba cykli amplifikacji wynosita 29. Produk-
ty reakcji PCR poddano elektroforezie kapilarnej przy
uzyciu analizatora genetycznego ABI PRISM® 3130xI
(Applied Biosystems). Analize otrzymanych wynikdéw
przeprowadzono za pomocg programu GeneMap-
per ID-X 1.4 (Applied Biosystems), stosujgc prég anali-
zy na poziomie 50 RFU oraz prog stochastyczny (ang.
Stochastic Treshold — ST) na poziomie 200 RFU.
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Profile DNA — baza probek
Prébe badawczg stanowito 27 pojedynczych profi-
li DNA, 32 mieszaniny DNA od dwdch oséb i 48 mie-
szanin DNA od trzech oséb, utworzonych przez zmie-
szanie prébek referencyjnych (o znanych profilach
DNA) od 24 niespokrewnionych os6b z populacji pol-
skiej (tabela 1). Dodatkowo dane wykorzystane do we-
wnetrznych badan walidacyjnych obejmowaty wyniki
profilowania DNA z seryjnie rozcienczonej probki refe-
rencyjnej (1-0,03 ng) amplifikowanej w dwéch powto-
rzeniach. Wykorzystany materiat biologiczny stanowity
probki krwi pobrane w ramach realizacji projektu NEXT
(DOB-BIO7/17/01/2015). Badania uzyskaty zgode Ko-
misji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego w Kra-
kowie (KBET/122/6120/11/2016). Mieszaniny przygo-
towano przez zmieszanie dwoch i trzech sktadnikéw
w r6znych proporcjach, stosujgc sktadniki o duzej za-
wartosci matrycowego DNA (500 pg, 300 pg, 250 pg na
sktadnik) oraz jeden lub dwa sktadniki o niskiej zawar-
tosci matrycowego DNA (100 pg, 40 pg, 30 pg, 6 pg na
sktadnik). Prébki o numerach od 0.1 do 0.8 amplifiko-
wano w trzech powtérzeniach, tzn. wykonano trzy od-
dzielne amplifikacje z tego samego izolatu DNA. Prébki
o numerach od 0.11 do 0.30 byty dodatkowo poddane
procesowi degradacji przez siedmiogodzinng ekspozy-
cje na Swiatto stoneczne (Yoon i in., 2000). Wyniki pro-
filowania DNA zostaty wyeksportowane z GeneMapper
ID-X i zaimportowane do LRmix Studio w wersji 2.1.3.
We wszystkich zbadanych mieszaninach DNA ob-
serwowano zjawisko drop-out, czyli wypadanie alle-
li. Liczbe wypadajgcych alleli okre$lono przez zliczenie
tych alleli, ktérych korespondujace allele (odpowiedni-
ki) w profilu referencyjnym miaty w symulowanych mie-
szaninach wysoko$¢ ponizej 50 RFU (homozygoty li-
czono dwukrotnie).

Metody

Formufta likelihood ratio (LR)

Aby oszacowac site wartosci dowodowej w celu usta-
lenia, czy DNA osoby pozostajgcej w zainteresowaniu
(ang. Person Of Interest — POI) jest sktadnikiem prob-
ki E, zastosowano nastepujaca formute likelihood ra-
tio (LR):

_ P(ElHp)
P(E|H)

(1) LR , gdzie

H o DNA w prébce pochodzi od osoby pozostajgcej
w zainteresowaniu (POI),

H,: DNA w prébce pochodzi od innej nieznanej, niespo-
krewnionej z POl osoby

Do oceny efektéw stochastycznych wykorzysta-
no model drop-out/drop-in zaimplementowany w pro-
gramie LRmix (Haned i in., 2015). Powyzszy model
oprécz sformutowania wspomnianych hipotez, ktére
bedg oceniane za pomocg ilorazéw prawdopodobien-
stwa, wymaga okreslenia dodatkowych parametrow
wejsciowych:

— czestosci wystepowania alleli w populacji docelo-
wej, wykorzystywanych do obliczania prawdopodo-
bienstw genotypéw w profilach nieznanych oséb,

— korekty F_ stuzgcej do korygowania niepewnosci
w zakresie czestosci alleli ze wzgledu na strukture
subpopulaciji,

— prawdopodobienstwa drop-out, ktére przektada sie
na prawdopodobienstwo, ze wypadty wszystkie al-
lele hipotetycznego dawcy w ramach danej hipotezy,

— prawdopodobienstwa drop-in, czyli prawdopodo-
bienstwa, ze allel/allele niewyjasnione przez hipo-
tetycznych dawcdédw w ramach danej hipotezy beda
fatszywym allelem/allelami (niepochodzacym od
zadnego z dawcow) (Haned i in., 2012).

W trakcie przeprowadzanych obliczen korekte F_
ustawiono na poziomie 0,01, natomiast prawdopodo-
bienstwo drop-in na poziomie 0,05. Warto$¢ ta odpo-
wiada oczekiwanemu wystgpieniu jednego allela wyni-
kajgcego ze zjawiska drop-in na 20 loci, ktbry moze sie
pokrywac z allelami pochodzgcymi od realnych skfad-
nikéw mieszaniny DNA (Haned i in., 2012). Do przepro-
wadzanych obliczen wykorzystano czestosci alleli opra-
cowane przez European Network of Forensic Science
Institutes (ENFSI) dla populacji europejskiej (Welch i in.,
2012). W zakresie pieciu markerow, dla ktérych cze-
stosci alleli nie zostaty ujete w bazie ENFSI, wykorzy-
stano dane opracowane przez producenta zestawu
PowerPlex Fusion 6C (Promega) (Steffen i in., 2017).

Prawdopodobienstwo drop-out dla kazdej miesza-
niny DNA szacowano metodg symulacji Monte Carlo,
zaimplementowang w programie LRmix Studio, z wy-
korzystaniem liczby 1000 symulacji przeprowadzanych
w ramach kazdej z hipotez. Zgodnie z metodologia za-
wartg w publikacji: Haned i in. (2015), zatozono, ze
oszacowana wartos¢ prawdopodobiehstwa drop-out
jest taka sama dla wszystkich sktadnikow mieszani-
ny DNA, z wyjgtkiem sytuacji, gdy jeden ze skfadni-
kow mieszaniny mozna uzna¢ za znany — K (known).
Wowczas dla tego sktadnika zatozono zerowg warto$¢
prawdopodobienstwa drop-out.

Program LRmix Studio w wyniku symulacji Monte
Carlo wyznacza granice rozktadu prawdopodobiehstwa
drop-out w zakresie od 5 do 95 percentyla (Gill, Haned,
2013). Podczas analiz statystycznych iloraz wiarygod-
nosci obliczano, pozostajagc przy podejéciu konserwa-
tywnym, ktére jest uzyciem mniejszego kwantyla roz-
ktadu wartosci LR jako miary warto$ci dowodowej.
W wigkszosci przypadkdw raportowano LR odpowiada-
jacy w rzeczywistosci percentylowi 5% rozktadu praw-
dopodobienstwa drop-out uzyskanego w wyniku symu-
lacji Monte Carlo.

Projekt doswiadczen

Przeprowadzajgc poszczegblne analizy statystyczne
dla kazdej symulowanej mieszaniny DNA (czyli dla kaz-
dej z 80 mieszanin DNA skomponowanych z 24 probek
referencyjnych), osobe pozostajgcg w zainteresowaniu
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(POI) potraktowano po kolei jako kazdg z 24 prébek
referencyjnych, co dato 24 poréwnania na mieszani-
ne DNA. Analizy statystyczne przeprowadzono zgod-
nie z zatozeniami:

POI+UN+UN POI+UN

@ LR = lub LR = , gdzie

POI — osoba pozostajgca w zainteresowaniu,
UN - osoba nieznana

Dla 37 mieszanin DNA jeden z ich sktadnikbw moégt
by¢ warunkowany a priori jako ,,osoba znana” — K. Pro-
file tych sktadnikdw miaty wszystkie wysokosci alle-
li powyzej progu stochastycznego, czyli powyzej 200
RFU. Dato to dodatkowych kilkadziesiat porownan dla
kazdej z 37 mieszanin, wedtug ponizszych wzoréw:

K+POI K+POI
@) LR = . LR = ,
2 UN K+ UN
K+POI+UN K+POI+UN .
LR =——— LR = ——— gdzie
3 UN K+ 2 UN

POI — osoba pozostajgca w zainteresowaniu,
UN - osoba nieznana,
K - osoba znana.

Ostatecznie przeanalizowano 208 poréwnan, w kto-
rych POl jest prawdziwym sktadnikiem mieszaniny
DNA, oraz 1712 poréwnan, w ktérych POI nie jest praw-
dziwym sktadnikiem mieszaniny DNA.

Wyniki i dyskusja

Analiza pojedynczych profili DNA

Ocene pojedynczych profili DNA w programie LRmix
Studio przeprowadzono zgodnie ze wzorem (1). War-
toéci LR raportowane przez program LRmix Studio

dla 27 pojedynczych profili DNA, dla ktérych genoty-
py w kazdym locus byty jednoznaczne (bez drop-out),
otrzymano w zakresie od 1,58 x 10 do 1,32 x 10%
(tj. wartosci log10(LR) raportowane byty w zakresie od
28,54 do 32,14). Wielokrotna analiza tego samego pro-
filu DNA na walidowanym programie dawata powta-
rzalne wyniki.

Analiza mieszanin DNA

Poréwnywano wartosci LR dla mieszanin DNA i po-
jedynczych profili DNA, w ktérych osoba pozostajgca
w zainteresowaniu (POI) jest prawdziwym sktadnikiem
dla obu tych typéw prébek. Zgodnie z oczekiwaniem
iloraz wiarygodnosci dla wszystkich analizowanych
mieszanin DNA w zadnym przypadku nie byt wiekszy
od ilorazu wiarygodnosci uzyskanego dla pojedyncze-
go profilu DNA osoby pozostajgcej w zainteresowaniu.
Ponadto wielokrotna analiza tych samych mieszanin
DNA na walidowanym programie dawata powtarzalne
wyniki.

Badanie wydajnosci modelu

W celu weryfikacji wydajno$ci modelu zaimplemento-
wanego w LRmix Studio wykorzystano wyniki profilo-
wania DNA seryjnie rozciehczonej probki referencyjnej
(tabela 2). Wykazano, iz raportowane przez program
LRmix Studio wartosci LR oszacowywane zgodnie ze
wzorem (1) dla pojedynczych profili DNA obnizaty sie
odpowiednio wraz ze zmniejszajgcg sie iloscig matryco-
wego DNA w prébce (1-0,03 ng), tj. od warto$ci maksy-
malnej dla petnego profilu (log10(LR) = 29,21) w kierun-
ku wartosci LR = 0, wynikajacej z wystgpienia zjawiska
drop-out (Taylor, 2014). Po uwzglednieniu w oblicze-
niach szacowanego przy uzyciu symulacji Monte Car-
lo prawdopodobienstwa drop-out wszystkie wyniki LR
uzyskane dla niepetnych profili DNA miaty warto$¢ do-
datnig, wspierajac hipoteze Hp. Jednoczesnie, zgod-
nie z oczekiwaniem, uzyskiwano odpowiednio nizsze

Tab. 2. Wynik oszacowania wartoéci LR dla pojedynczych profili DNA powstatych w wyniku seryjnego rozcienczenia jednej
probki DNA w dwéch powtérzeniach: a, b.

" ONA () oo Log10(LR) " ontwa PO)
1a 0 29,21 0
1b 0 29,21 0

0,5a 1 27,33 0,01
0,5b 0 29,21 0
0,25a 3 24,31 0,02
0,25b 5 24,71 0,03
0,125a 11 19,64 0,18
0,125b 7 20,66 0,09
0,06a 19 11,23 0,36
0,06b 22 10,81 0,44
0,03a 34 5,16 0,68
0,03b 26 9,46 0,50
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Tab. 3. Wyniki analizy biostatystycznej dla trzech probek amplifikowanych w trzech powtoérzeniach: a, b, c.

Nr probki S o e o LogtO(LR) | g e e

0.8a 0,7,13 5,73

0.8b B 0,7, 14 6,56 8,46

0.8¢ 0,8,13 4,86

0.6a 0,4,8

0.6b © 0,7,8 2,03 3,43

0.6c 0,5,12 [ 162 |

0.4a 7,0 6,73

0.4b A 6,0 6,05 4,63

0.4c 14,0 [172 ]

wartosci LR dla niepetnych profili, w miare nasilajgce-
go sie zjawiska drop-out, a szacowane wartosci praw-
dopodobienstwa drop-out wzrastaty proporcjonalnie
do zwiekszajgcej sie liczby wypadajgcych alleli w kolej-
nych rozcienczeniach probki.

Badanie probek w kilku powtdérzeniach

W badaniach wykorzystano wyniki profilowania mie-
szanin DNA od trzech oséb, amplifikowanych w trzech
powtdrzeniach. Analizy statystyczne dokonywane
byty osobno dla poszczegdélnych profili DNA uzyska-
nych z niezaleznych amplifikacji tego samego ekstrak-
tu DNA, a nastepnie przeprowadzono réwnoczeshe
analizy trzech powtérzen amplifikacji tej samej prob-
ki. W przypadku niskiej ilosci matrycy DNA w prob-
ce efekty stochastyczne w kolejnych powtérzeniach
PCR tej samej prébki powodujg duze zrdéznicowanie

w wysokosci pikow, balansie heterozygotycznym oraz
w liczbie zjawisk drop-out (Gill i in., 2000; Benschop
iin., 2011). W odniesieniu do profili DNA wykazujacych
drop-out jednoczesna analiza statystyczna trzech po-
wtorzeh amplifikacji w LRmix Studio, uwzgledniajgca
ten sam sktadnik POI, zapewniata w wiekszo$ci przy-
padkow wyzszg wartos¢ LR, niz gdy kazde powtérze-
nie byto analizowane osobno (tabela 3). Wynik LR dla
tacznej analizy byt tym wiekszy od wartosci LR uzyski-
wanych dla pojedynczych wynikow badan, im bardziej
jednorodne byty poszczegélne wyniki szacowane dla
kolejnych trzech powtérzen. Gdy natomiast wyniki po-
wtérnych badan sg rozbiezne, wynik LR dla tgcznej ich
analizy moze by¢ mniejszy niz wartosci LR uzyskiwane
dla pojedynczych wynikéw badan, co wida¢ na przy-
ktadzie probek oznaczonych numerem 0.4.

Log10 LR of dla prawdziwego sktadnika mieszaniny DNA
— metoda konserwatywna
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Ryc. 1. Wyniki porownan, w ktérych probka od osoby pozostajgcej w zainteresowaniu jest prawdziwym sktadnikiem
mieszaniny DNA (czyli H_ jest prawdziwa). Obliczenia warto$ci LR byty prowadzone z zastosowaniem metody
konserwatywnej. Przypadki fatszywie negatywne zostaty ujete w pomaranczowa ramke.
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Tab. 4. Wszystkie przypadki mieszanin DNA, dla ktérych wyniki analizy statystycznej po uwzglednieniu prawdziwego
sktadnika daty warto$¢ LR < 1.

POl to osoba pozostajgca w zainteresowaniu. DNA —ilos¢ DNA dla kazdego ze sktadnikbw mieszaniny, z pogrubiong czcionkg
wskazujgcg POI. Drop-out — liczba obserwacji wystagpienia zjawiska drop-out alleli, liczona dla POI. LR — warto$¢ ilorazu

wiarygodnosci oszacowana za pomocg LRmix Studio.

Nr probki POI DNA (pg) Liczba zjawisk drop-out LR
6.1 T 100:40:40 1,7,0 0,4
2.3 I 250:250:40 0,0,7 4e-06
3.3 L 250:250:40 0,0, 11 1e-04
1.2 E 250:40:40 1,14,9 0,23
5.3 R 250:250:40 0,0, 11 3e-05
2.4 I 500:40:40 0,3,10 0,0012
3.4 L 500:40:40 0,7,9 0,03
1.5 E 500:250:40 0,0,7 0,001
2.2 I 250:40:40 0,2,5 0,9
25 I 500:250:40 0,0,8 4e-05
0.5 B 150:6:30 0,19, 13 3e-06
0.7a B 300:6:30 20, 22, 11 1e-04
0.8a C 300:30:30 0,6,13 0,005
0.2b B 300:30 0,15 0,02
0.5b B 150:6:30 2,27,22 2e-04
0.5¢ B 150:6:30 0, 26, 11 8e-06
0.6a C 150:30:30 0,4,8 0,5
0.6c C 150:30:30 0,5,12 0,02
0.7b B 300:6:30 0, 23, 11 3e-05
0.8b C 300:30:30 0,7,14 2e-4
0.7b B 300:6:30 0, 23, 11 9e-05
0.14 H 100:40 4,27 2e-05
0.15 J 100:40 9,29 0,0162
0.16 B 250:40 8, 27 1e-04
0.19 H 250:40 0,13 0,5
0.25 I 40:100 15,0 0,0088
0.27 C 40:300 18,0 0,3
0.30 I 40:300 17,0 0,1102
0.17 D 250:40 2,21 0,02

Wskazania fatszywie negatywne (LR < 1|H R jest
PRAWDZIWA)

Badanie inklinacji programu probabilistycznego do fat-
szywie negatywnych wykluczeh obejmuje test czuto-
&ci systemu i odnosi sie do oceny zdolno$ci programu
do niezawodnego szacowania wartosci LR wspierajg-
cych zatozenia co do obecnosci DNA pochodzacego
od rzeczywistej osoby w wynikach profilowania DNA
(Scientific Working Group on DNA Analysis Methods,
2016; Moretti i in., 2017). Rycina 1 pokazuje wyniki LR

dla poréwnan, w ktérych POI byt prawdziwym sktadni-
kiem mieszanin DNA. Obliczenia wartosci LR byty pro-
wadzone z zastosowaniem metody konserwatywne;.
Dla 20 mieszanin DNA od trzech os6b (na 144 anali-
zowane) uzyskano wartosci LR ponizej 1, podczas gdy
DNA osoby, ktérej analiza dotyczyta (POI), jest praw-
dziwym sktadnikiem danej mieszaniny (Hp jest praw-
dziwa), a zatem dla powyzszych przypadkéw uzyska-
no wyniki fatszywie negatywne. Na rycinie 1 wyniki te
ujete sg w pomaranczowg ramke. Dla mieszanin DNA
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od dwoéch os6b uzyskano 10 takich przypadkéw (na
64 analizowane). Wszystkie przypadki fatszywych wy-
kluczen (LR < 1|H o jest ,PRAWDZIWA”) zaprezentowa-
no w tabeli 4. Fatszywie negatywne wyniki LR scharak-
teryzowano jako ograniczenie programu, dotyczg one
jednak szczegolnej kategorii mieszanin DNA — zawsze
gdy udziat POl w mieszaninie byt rowny wartosci 40 pg
badz mniejszy.

Wskazania fatszywie pozytywne (LR > 1/Hp jest
FAtSZYWA)

Rycina 2 pokazuje wyniki LR dla poréwnan, w ktérych
POl nie jest prawdziwym sktadnikiem mieszaniny DNA.
Na 1712 wykonanych poréwnan nie stwierdzono wska-
zan fatszywie pozytywnych, tj. wynikbw z dodatnimi
wartosciami LR (wartosci LR nieco powyzej jednego),
w sytuacji gdy DNA osoby pozostajgcej w zaintereso-
waniu nie jest prawdziwym sktadnikiem danej miesza-
niny (H, jest prawdziwa). Obliczenia LR byty prowa-
dzone z zastosowaniem metody konserwatywnej. Na
rycinie 2 mozna zaobserwowac, iz zaden z wynikéw
nie przekracza granicznej wartosci LR = 1 oznaczonej
czerwong linig.

Wartosé¢ LR jako funkcja wypadania alleli

Zjawisko drop-out ma ogromny wptyw na interpretacje
profili genetycznych oznaczonych ze $ladow zabez-
pieczonych z miejsca przestepstwa, stwarzajgc ryzy-
ko fatszywych inkluzji lub wykluczen. Programy pro-
babilistyczne, takie jak LRmix Studio, przeznaczone
szczegolnie dla probek z niewielka iloscig DNA, mogg
pozwoli¢ laboratorium na poszerzenie zakresu inter-
pretacji mieszanin DNA o takie wtasnie przypadki. Na-
dal jednak nie jest mozliwe poddanie wszystkich zto-
zonych mieszanin DNA analizie probabilistycznej.
Jesli profil dowodowy znajduje sie ponizej okreslone-
go poziomu lub wypadta zbyt duza liczba alleli, jego

interpretacja wcigz moze by¢ niemozliwa (Coble i in.,
2016). Podczas badan walidacyjnych niezwykle istotne
jest okreslenie liczby zjawisk drop-out, przy ktdrej mie-
szanina DNA nie kwalifikuje sie juz do interpretacji za
pomocg modeli probabilistycznych. Na rycinach 3 i 4
przedstawiono, w jaki sposéb wartoéci LR oszacowa-
ne metodg konserwatywng z uzyciem programu LRmix
Studio powigzane sg z liczbg zjawisk drop-out (dla pro-
filu POI) w przypadkach, w ktérych POI jest rzeczy-
wistym sktadnikiem mieszaniny DNA (Hp jest praw-
dziwa), a wskazania programu pozostaty negatywne.
Gdy Hp jest prawdziwa, limit dla obserwacji wartosci
LR > 1 uzyskanych za pomocg LRmix Studio wyno-
sit do 4 zjawisk drop-out dla mieszanin DNA od trzech
0s6b i do 12 zjawisk drop-out dla mieszanin DNA od
dwoch oséb. Wyznaczone limity stanowig najmniejsza
liczbe zjawisk drop-out obserwowang w wynikach pro-
filowania DNA, powyzej ktorej odnotowano fatszywie
negatywne wartosci LR < 1. Wynik analizy statystycz-
nej profili DNA z wiekszg liczbg zjawisk drop-out moze
by¢ niewiarygodny.

Whioski

Proces sprawdzenia wydajnosci modelu jakosciowego
oraz wiarygodnosci i powtarzalnosci wynikéw raporto-
wanych przez program LRmix Studio obejmowat poje-
dyncze profile DNA oraz mieszaniny od dwoch i trzech
0s06b o0 znanych profilach DNA. Celem badan byto okre-
Slenie ilorazu prawdopodobienstwa dla szerokiego za-
kresu poroéwnan $ladéw typu LT-DNA (ang. low templa-
te DNA), ktérych jakos¢ sprawia najwieksze trudnosci
interpretacyjne. Z tego wzgledu przygotowano probki
przez zmieszanie dwéch i trzech sktadnikébw w r6znych
proporcjach, stosujgc sktadniki o duzej zawartosci ma-
trycowego DNA (500 pg, 300 pg, 250 pg) oraz zawsze
jeden lub dwa sktadniki o niskiej zawartosci matryco-
wego DNA (100 pg, 40 pg, 30 pg, 6 pg). Dodatkowo

Log10 LR dla nieprawdziwych sktadnikow mieszaniny DNA — metoda konserwatywna
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— | R =1

¢ Prawdziwy sktadnik
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Ryc. 2. Wyniki porownan, w ktérych POI nie jest prawdziwym sktadnikiem mieszaniny DNA (H 5 jest nieprawdziwa). Obliczenia
wartoéci LR byty prowadzone z zastosowaniem metody konserwatywnej. Czerwong linig zaznaczono warto$¢ LR = 1.
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Liczba zjawisk drop-out w mieszaninie DNA dla POI

Ryc. 3. Sposéb powigzania wartosci LR z liczbg zjawisk drop-out dla POI, w przypadkach gdy POI jest rzeczywistym
sktadnikiem mieszaniny DNA od trzech oséb.
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Liczba zjawisk drop-out w mieszaninie DNA dla POI

Ryc. 4. Sposéb powigzania wartosci LR z liczbg zjawisk drop-out dla POI, w przypadkach gdy POI jest rzeczywistym
sktadnikiem mieszaniny DNA od dwéch oséb.

niektére probki poddawano procesowi degradacji, tak
aby badane mieszaniny DNA jak najlepiej odzwiercie-
dlaty realne $lady zebrane z miejsca zdarzenia. Dzie-
ki temu uzyskano niekompletne profile z nasilonym
zjawiskiem drop-out oraz locus drop-out (brak amplifi-
kacji catego locus), ktére to zjawiska sg powszechnie
obserwowane w badaniach sladéw typu LT-DNA (Gill,
Buckleton, 2010; Buckleton i in., 2016). Badania wali-
dacyjne obejmowaty 250 poréwnan dla rzeczywistych
sktadnikéw prébek oraz 1712 poréwnan dla sktadnikoéw

niebedacych prawdziwymi komponentami mieszanin
DNA. Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych ba-
dan pokazaty, ze program LRmix Studio dziatat zgodnie
z oczekiwaniami. Okreslane przez program prawdopo-
dobienstwa genotypoéw byty adekwatne do przewidy-
wan, a wyniki statystyczne powtarzalne i uzasadnione.

Wyznaczenie ograniczen programu probabilistycz-
nego w ramach wewnetrznej walidacji jest kluczo-
we dla ustalenia zakresu profili DNA, ktére moga byé
przez laboratorium poddawane analizie statystycznej.
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Z tego wzgledu kazdy fatszywy wynik scharaktery-
zowano jako ograniczenie programu (przy zatozeniu
LR = 1 jako wartosci progowej). Na 1712 przeprowa-
dzonych testéw, 86% prawdziwych sktadnikéw mie-
szanin DNA uzyskato wyniki LR wspierajgce hipoteze
wigczenia, a 100% fatszywie wybranych POI uzyska-
to wyniki LR wspierajgce hipoteze wykluczenia. Tym
samym walidowana metoda spetnia warunek, wedtug
ktérego powinno sie dgzyé do minimalizowania licz-
by fatszywie pozytywnych dopasowan. Jednoczesnie
potwierdzono, iz zastosowanie metody konserwatyw-
nej w obliczeniach statystycznych (Bleka i in., 2016),
a takze analiza mieszanin DNA w multipleksach STR
zawierajgcych przynajmniej 23 uktady STR, ograni-
cza wystepowanie wynikow fatszywie pozytywnych,
zarébwno w przypadku mieszanin dwusktadnikowych,
jak i trzysktadnikowych. Minimalizowanie fatszywie po-
zytywnych wskazan jest osiggane kosztem nieznacz-
nego wzrostu wynikéw fatszywie negatywnych (Bleka
iin., 2016). Jednak w kazdym przypadku fatszywe wy-
kluczenia POI dotyczyty ztozonych pod wzgledem ja-
kosciowym mieszanin DNA od dwéch i trzech oséb,
w ktorych prawdziwy sktadnik (POI) miat niskie steze-
nie matrycowego DNA w reakcji PCR.

Przeprowadzone badania walidacyjne dowodza, ze
LRmix Studio mozna z powodzeniem wdrozy¢ do la-
boratorium kryminalistycznego jako wiarygodne na-
rzedzie stuzace do interpretaciji wynikdéw profilowania
genetycznego za pomocg modeli probabilistycznych
opartych na szacowaniu wartoéci ilorazu wiarygodno-
Sci. Ocena statystyczna moze dotyczy¢ zarbwno kom-
pletnych profili genetycznych, jak i wynikow badan $la-
dow LT-DNA. Stosowanie tej metody pozwala biegtym
z zakresu genetyki sgdowej oming¢ koniecznos¢ po-
dejmowania binarnych decyzji w przypadku wystgpie-
nia efektu stochastycznego i alleli podprogowych. Wa-
lidowany program ogranicza tym samym subiektywizm
oceny uzyskanych wynikéw oraz sprzyja standaryzaciji
formutowanych wnioskéw.

Zrodta rycin i tabel: autorzy
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