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Najczestsze zjawiska wystepujace podczas analizy profili DNA
w multipleksowych systemach STR

Wstep

Metody badan stosowane na potrzeby genetyki sado-
we| awoluowaly na przestrzeni lat od metod mikraskopo-
wych przez serologiczne do wspdlezesnie stosowanych
metod biologil molekulamej. Najczescie] stosowang me-
todg w kryminalistycznych badaniach genetycznych jest
analiza DNA w multipleksowych systemach STR (short
tandem repeats) oparta na reakcji PCR (polymerase chain
reaction) oraz rozdziale namnozonych fragmentow DNA
w automatycznym analizatorze podezas kapilarnej elek-
troforezy wykarzystujgeej zjawisko fluorescanc)l. Zebrane
przez detektor sygnaty fluorescencii 3 nastepnie analizo-
wane komputerowe, co pozwala na okreslenie, jakie pro-
dukty PCR sg obecne w badanej probce oraz ile ich jest.
FPoszczegolnym produktom PCR przyplsywane sa sym-
bole liczbowe cdpowladajace liczbie jednostek repatytyw-
nych abecnych w namnozonym fragmencie DNA. Mozli-
we jest to dzigkl pordwnaniu diugosct fragmentu DNA do
wzorca w postaci tzw. drabiny alleli zawlerajgce| poznane
I zsekwencjonowane allela. Uzyskiwany obraz umoZliwia
zdefiniowanie fragmentdw DNA réznigcych sig jedna para
zasad przy wysokiej precyzji analizy.

Prezny rozwoj metodologil badarn genetycznych na po-
trzeby medyoyny sgdowaj wymusza szczegdtows opraco-
wanie precyzyjnych kryteridw analizy uzyskanych wynikéw
w aspekcie sgdowym. Kryteria te nie wynikajg tylko z zasad
dobrej prakiyki laboratoryjngj, ale przede wszystkim maja
na celu zapewnienie wiarygodnoscl uzyskanych wynikdw.
Ponadio system zarzqdzania jakoscig w laboratoriach wy-
musit stosowanie matodyk | procedur, w kidrych zawarte sg
wszystkie istolne z punktu widzenia analizy uzyskiwanych
wynlkdw badan aspekty. Diatego tez istnigje clagta potrzeba
doskonalenia | precyzowania zasad analizy danych DNA,
Marzedziami stuzgcymi do tego sa wytyezne | normy for-
mulowane przez srodowiska naukowe opisujace mozliwie
dokladnie istotne czynniki wptywajgee na wyniki badan ge-
netycznych, ktdre powinny by wziete pod uwage podczas
ich analizy. Diatego tez w artykule opisann najezescia] poja-
wiajace sig zjawiska genetyczne, z jakimi mala do c2ynienia
eksperci wykonujgey kryminalistyczng analize profiil STR,

Prawidiowa intarpretacia profilu DMNA powinna uwzgled-
nia¢ nastepujace zjawiska genetyoczne: piki n i n + 1

amplifikacie preferencyina; stuttery; degradacie DNA; efekt
stochastyczny; nadmierng amplifikacje; naktadanie sie allell;
mutacje obszaru wigzania primerdw; mutacje somatyczne;
trisomie, translokacje i duplikacje; mieszaniny DNA,

Plkinin+1

Rzeczywista diugoss allela ocznaczana jest jako pik n.
Dotgozenie dodatkowej zasady adeniny przez enzym po-
limeraze na koficu etapu wydtuZania moze daé produkt
PCR o jedng zasade wigkszy ni2 rzeczywista diugose da-
nego allela, czyli pik 7 + 1. Parametry amplifikacji w rmulti-
pleksowych zestawach STH sg tak ustalone, aby ulatwiad
powstawanie pikow n + 1 dia wszystkich loci w czasie
ostatniego cyklu wydiuzanla, ktdrego rezultatem jest za-
zwycza| profil sktadajacy sie z pojedynczych pikdw allel
{n+ 1). Jezeli wiec powstaja pikl n, to pojawiaja sie one
w potgczeniu z pikami n+ 1, w ktdrym relatywna intansyw-
nosé sygnalu 1 pod wzgledem wysokosc | pola jest nizsza
niz 7+ 1 {ryc. 1)

Amplifikacja preferencyjna

Amplifikacja preferencyjna to zjawisko polegajace na
tym, iz jeden allel w locus heterozygotycznym jest am-
plifikowany z wigkszg wydajnoscig niz drugi, przez co
otrzymuje sig pare allell heterozygotycznych o réznych
wysokoSciach | polach powigrzchni pikow. Amplifikacia
preferancyjna moze wystapié we wszystkich loci. Za-
zwycza| jednak chserwuje sie jg w loci o wysokis] masie
czgsteczkowe|, najbardzie] narazonych na degradacie
{rye. 2). Przy bardzo zdegradowanych prébkach lub w wy-
padku pikéw o wysokoscl ponize] 300 RFU roinica w wy-
sokoscl plkow moze siagad nawet 70%.

Przy braku rdwnowagi powiarzchni piku w locus he-
terozygotycznym naleiy rozwalyé nastepujace czynniki:
« rrownowaenie wysokosci pikdw,

«  morfologie pikow,

»  odlegiost migdzy allelami — zazwyczaj allele o niskie]
masia czgsteczkows) amplifikujg sie z wigkszg wydaj-
noscig,

PROBLEMY KAYMINALISTYKI 273(1) 2013



£ PRAKTYEI

180

&aa_|
- 's
200 | n pik
SN .
b ¥
Dye/Bample Mimutes Siee

Aye. 1. Elektroforegrarm ukazuidcy marfologig oikiw nin+ 1w locus viWA
Fig. 1. Elsctrophoragram with i and n+ T paak momholagy in VWA iocus
£l (rye, 1-18): avtorzy

= wydajnosé amplifikacii — zazwyczaj slabo amplifikowane
prabki sa mnie| zrownowazone {efekt stochastyczny),

* podciggniecie (zjawisko pul-ug) jednego allela przez
drugi spowoduje zawyZenie pola podciggnigtego piku,

= degradacie w calym profilu,

= moiliwosé wykonania profilu mieszaniny lub konta-
minacii,

*  mutacje obszaru preylaczania primera,

« somatyczng mutacje homozygoty,

+  ftrisomig 2 : 1.

s

29

18246] q— sonseriearie — o [B405

n+1plk

Rye. 2. Preyktad ampliikacy preferancyjne] w locus D251338
Fig. 2. Examplea of praferenfial amplificalion in D257338

Stuttery

Stuttery 53 to prazki artefakiowe powsiajace podczas
wydiuzania nici w frakcie amplifikacji na skutek poslizgu
enzymu polimerazy, Dokladny mechanizm poslizgu nie
jest znany, ale uwaza sig, Ze jest on wynikiem jednego
Z dwoch zjawisk: czesciowego stapiania sie nitki w czasie

n pik

| — T T e —— —
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wydiuzania, po ktdrym nastepuje ponowne przyigczanie
komplementarme] sekwenc)i docelowe| w nieocdpowied-
niej pozycji (2 przesunieciem o jedng albo dwie jednostki
powtdrzen), powstaje wowczas petelka i fragment skra-
ca sie, przylgczania w zlej pozycji niepeinych produktow
PCR przed wydiuzeniem enzymu,

Wynikiem posiizgu jest tworzenie niewielkig] ilosci
produkiow PCR, ktdre sq o jedng jednostke powtorzenia
mnigjsze niz prawdziwy produkt alleli | cbserwuje sig je
jako mnigjszy pik 3 (locus D2251045) lub 4 pary zasad
przed prawdziwym pikiem allela (rye. 31, Pole pikéw stutte-
row dla kazdego locus jest kazdorazowo okreslane w pro-
cesie walidacji. Produkty w postaci stutterdw zazwycza]
wystepujg w wiekszej ilosci | powstajg duzo czesciej, kiedy
prébka jest nadmiernie amplifikowana lub przeprowadzo-
no zbyt duzo cykli PCR.

Stutter moze wystgpowal tylko dla jednego allela
w danym locus. Dodatkowe piki stutterdw moéna zaob-
serwowal 2 pz przed glownym pikiem allela. Zwane sa
one czesto stutteraml 2 pz — przypuszczalnie przyczyng
ich cbecnoscl moze byé renaturacja DNA.

Ponadto mogg pojawit sie réwniez stuttery 8 pz przed
prawdziwym allelem w locus D351358 (moiliwe jest tak-
e zaobserwowanie ich 12 pz przed prawdziwym allelem).
Takie stuttery 8 pz zdaja sig zwigzane z nadmiernie am-
plifikowanymi probkami i majg mnigjsza powierzchnig niz
stuttery 4 pz (stutter 12 pz jest mniejszy niz 4 pz) (ryc. 4).
Dokiadny mechanizm ich powstawania nie jest znany.

Mozliwe jest takze wykrycie stuttera wigkszego o jed-
na jednostke powtdrzenia niz gtowny pik allela {ryc. 5).

Przy zbyt malej ilosci DNA (fow copy number— LCN) to
zjawisko moze zaistnied, gdy piki stutterdw bedg wyZsze
niz oznaczone w procesie walidacgji.

46
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Rye. 3. Elektroforagramy ukazujges stutter piki w locus 0351358
Flg. 3. Electrophoregrams with sluftars in 0351358
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Byc. 4. Elekiroforegram przedstawiajgey podpratek A pz w locus DES1179
Fig. 4. Electropharagram with -8bp siutier in DESTI79
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Ryc. 5. Elextroloregram preedstawiajgcy stutter +4 pz w locus D195433
Fig. 5. Elactmphovegram with +4bp stufter in D185433
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Prébki zdegradowane

Podczas reakcji PCR probek zdegradowanych moke
wystepowad zjawisko zwane wypadaniem alleli. Wystepu-
je ono najczescie] w locl o wysokie] masie czgsteczkows).

W zdegradowanych probkach nadmierna amplifikacja
moze byé widoczna tylko w |ednym albo dwach loci, pod-
czas gdy pozostale locl mogg dawac duzo stabsze sygna-
fy, czesto ponizej progu (ryc. 6).

Malezy zwrdcié uwage, Ze podobny obraz moga wy-
wotad inhibitory reakeji PCR. Majczedcle] spotykane inhi-
bitory PCR to: barwniki, hem i chalax.

Efekt stochastyczny

Efekt stochastyczny rozumiany jest jako niepoigda-
ne zjawisko charakterystyczne dia reakcji PCR mogace
wystapit losowo podczas badania zbyt mate| llosci DNA
(LCM). Moze on polegad na nadmierng] amplifikacji w lo-
cus heterozygotycznym (niezbalansowanie pikdw), wy-
padnigciu wiasciwego (drop-ouf) lub wstawieniu innego
przypadkowego allelu (drop-in).

W trakcie prowadzonych badan walidacyjnych powi-
nien zostad wyznaczony prog stochastyczny definiowany
Jako wysokosé sygnatu (w AFU) pochodzacego z matry-
cowego DNA poddawanego amplifikacji, ponize] ktdrego
obsenwuje sie brak zbalansowania allell na rekomendowa-
nym poziomie w |locus hetarozygotycznym, tj. wzrost dys-
proporcji w wysokosclach pikdw wsrdd alleli siostrzanych.
Analiza wynilow ponize] tego progu powinna byc preepro-
wadzona z zachowaniem szczegolne| ostroznosci, Nalezy
rowniez rozwakys, czy takie wyniki sa na tyle wiarygodne,
2eby zakwalifikowad je do analizy statystyczne|,

Nadmierna amplifikacja

Madmierna amplifikacja ma mig|sce, kiedy do reakcii
PCR doda sig zbyt duia lloéé matrycowego DNA lub jezeli
przeprowadzl sig za duzo cykli PCR. Probkg uwaza sig za
nadmiernie amplifikowana, Jezell wysokosci alleli produk-
thw sa Srednio wisgksze niz 8000 AFU. Tratna kwantyfika-
cja i metodologia reakeji PCR powinny zapobiec amplifika-
cji nadmlerng| ilogcl DNA. Z nadmiemie amplifikowanymi
probkami wigze sig zbyt duza liczba plkéw artefaktowych,
duze piki n, a takze czeste wystepowanie zaklocen w tle
| podcigganie w innych kolorach (zjawisko pul-up), Mad-
mierna (logé DMNA mo2e doprowadzic do powstania allel|
o sptaszczonym wiarzchotku, Sygnal jest tak intensywny,
ze wykracza poza skale, Piki maja morfologie z odcigtymi
wierzeholkami, co oznacza, 2e wislkosd piku nie odpowia-
da jego punktowi centralnemu (rye. 7).

Jeieli pik daje nadmiernie amplifikowany sygnal, pro-
gram moze podaé btedng informacje na temat wysokosci
piku | pola powierzchni.

Nakiadanie sig alleli

Poszczegolneg allele oznaczone rdEnymi barwnikami
malg takie same rozmiary w parach zasad, dlatego nale-
2y dokonaé rozréznienia miedzy allelami | podeiggnigeiem
kolorow (zjawisko pufi-ug) (ryc, B).

Madmiemie amplifikowane prabki i zie matryce moga
przysparzat probleméw interpretacyjnych z powodu na-
kiadania sig alleli.

Aby utatwié rozréznienie miedzy prawdziwym pikiem al-
leli | podciagnieciem kolordw (pwll-ug), nalezy sprawdzic:
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Amplifikacja preferencyjna
w locus D251338

Aye. 6. Typowy cdegradawany profi 7 preferancyjng ampsikaciy loces D2S1338

Flg, B, Typical degreded profite with (257330 prefeveniial ampification
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Rye. 7. Elekiroforegramy przedsiawlajgos allel o sptaszczonym wisrzchollee w loci D351358 | DBS1173
Flg. 7. Electrophoragrams with flat aliale in D351358 and DES1179
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= wydajnos¢ amplifikacil — czy zastosowano dobry plik
malrycy, poniewas podcigganie zazwyczaj nie wystepu-
je w prabkach, ktdre nie sg nadmiernie ampliflkowans;

*  [jakos¢ matrycy — jezeli plik matrycy jest zly, nawet
probki o niskiej wydajnosci amplifikacji bedg wykazy-
waly podciagnigcie;

+ liczbe skanow pikow — piki podciggnigte zazwyczaj +5
shkanow od prawdziwego piku;

*  kolejno$é barwnikow w widmie — roznica barw zazwy-
czaj oznacza, & podciggnigcie bedzie zachodzito
w ckraélone] kolejnosci, czyli nisbieski podeigga zielany
barwnik, a dopiero polem 2oity. Diatego zazwyczaj nie
widuje sig zoftego podciggniecia pod niebieskim, jezeli
nie zaobserwowano jednoczesnie zielonego piku;

= heterozygotycznost — podciagniecie zazwycza| wyste-
puje w obu allelach w locus heterozygotyeznym:

+  morologig piku = typowy podciggnigty pik nie ma mor-
fologii piku allela. Zazwyczaj Jest to zaostrzony poje-
dynczy pik niepoprzedzony pikiem n | bez stuttera.
Jadnakie w wypadku bardzo nadmiermie amplifikowa-
nych probek stuttery | piki n allzll moga same powodo-
wal podciggniecie. przez co piki podciggniete mogs
wygladaé tak, jakby miaty morfologie alleli.

Mutacje obszaréw przylaczania primerow

Mutacje obszardw przylgczania primerow w DMNA ma-
trycowym maja niskorzystny wplyw na wydajnosé reakei
PCR. Mutacja w jednej z 20-30 zasad w cbszarze przyla-
czania spowoduje, 2e primer preyigcza sie mnig] wydajnie
niz do allela niezmutowanego lub nie przytacza sie wea-
le (allel zerowy). Czesciowe przylaczenie da amplifikacie
preferencyjng na korzysd allela niezmutowanego. Pik
zmutowanego allela mode mied pole od 0 do 100% pola
piku nigzmutowanego. Problem mozna rozwigzad przez
zastosowanie systemu do profilowania DMA wykorzystu-
jacego inne obszary przylaczania primerow.

W rdznych regionach namnaanych fragmentdw DMNA
mutacie punktowe mogg rdznie sig objawiac w obrazie
slektroforatycznym:

«  punktowa mutacja w regionie STR DNA docelowago
nie ma wplywu na wydajnosé amplifikacii;

= punkiowa mutacja w regionie flankujgeym docelowego
DNA nie ma wphiwu na wydafnoss amplifikac]i;

*  punktowa mutacja wystepujaca w obszarze przykacza-
nia primera, komplementarmym do kofica 3° primera
uniemozliwi etap wydtuzania | powstanie allel zerowy;

«  punkiowa mutacia wystepujaca w obszarze przyiacza-
nia primera spowoduje mniejszg wydajnosé przylacza-
nia — dany allel bedzie mial mnigjsze pole pod pikiem
(ryc. 9}

W rdéznych regionach namnazanych fragmentdw DNA
delecje (wypadniecia) moga sie roznie objawiac w obrazie
elektroforatycznym:

* calkowita delecja locus spowoduje niewykrycie 2adne-
go piku z powedu utraty regionu docelowego DNA;

» delecja obszaru przylgczania primera uniemozliwi
przylaczenie primera i wydiuzanie, przez co wystapi
brak piku;

+  czesciowa delecja obszaru przylgczania primera spo-
woduje mnigjszg wydajnoéé przytaczania i dla danego
allela pole pod pikiem bedzie zredukowane;

«  oZesciowa delecja obszaru przytaczania, acznie 2 da-
lecjg obszan komplemantamego do konca primera 3'
uniemozliwi etap wydiuzania | powstanie allel zerowy;

« wewneatrzna delecja w obszarze STR spowoduje po-
wstanie piku o nizsze] masie czasteczkowej (ryc. 10).
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Aye. 8. Mozliwe lokalizacje punkdowes] mutacil w profilu STR DMNA
Fig. 8. Possible sites of point mutation in ST OMA profile
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Rye. 10. Moziwe ekalizacie deleci w profilu STH DNA
Fig. 10. Possite delation sifes in STH DNA profips

Mutacje somatyczne

Mutacja DNA moze wystgpié w czasie stadidw rozwo-
jowych danej tkanki, tworzac w tkance populacja komo-
rek zawierajaca zmutowany allel. Zazwyezaj jeden allel
mutuje o jedna jednostke powtérzenia (ryc. 11). Komdrki
w catej tkance bedg zawieraly jeden niezmutowany allel
i drugi allet w formie zmutowane] albo niezmutowans]. Ten
tvp mutacji okresla sig jako mutacie somatyczng. Mutacja
somatyczna moze wystapic tylko w jednej tkance, przez
co rdEne thkanki beda miaty rézny skiad alleli,

50
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Ryc. 11. Elakdroforegram preedsiawiajgey mutacie somatyceng w kacus FGA
Fig. 11. Electrophoregram with somatie mutation in FSA focus

Mutacje somatyczne moga objawiad sie jako:

»  Pik allela, ktdremu jako niszmutowanemu allelowi towa-
rzyszg dwa mniejsze piki. Zazwyczaj suma pdl pod ma-
lymi pikami jest rowna polu piku niezmutowanego. Ta
forma mutacii somatycznej jest wynikiem mutacjl jed-
nego allela z locus heterozygotycznego, kidry jest wi-
doczny w formie dwoch pikow rozne| wielkosci, przez co
otrzymuje sig trzy piki o roznych rozmiarach (ryc. 12),

Ryc. 12. Disgram przedstawlalqcy rmutacjs somatycang z rozrdEnialnym pi-
kiarn niszrmutocwanym

Fig. 12. Diagram representing somallc mufalion with discemible non-my-
lalid peak

*  Dwa piki alleli o podobnych polach, ktére mozna okre-
slic jako allele niezmutowane z trzecim, matym pikiem.
Ta forma mutac] somatyczna| jest wynikiem mutac)i
jednego allela z locus heterozygotycznego, przez co
powstaja dwa piki alleli réinej wislkogci, 53 wieg trzy
piki (ryc. 13).

Siak otz d

L] B

Rye. 13. Diagramy ukazujges mutacie somatyczng z nieroerdznialmym pis
kiesm niszmutowanym

Fig. 13. Disgram rapresenlivg sormalic matation with indiscemible nansmuy-
lafed peak

*  Dwapikialleli, ktére wykazuja brak rdwnowagi. Taforma
mutacji somatyczneg] jest wynikiern mutacji jednego al-
lela 2 locus homozygotycznego, przez co powstajg dwa
piki rozne] wielkosai | w locus widaé dwa piki (ryc. 14).
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Ryc. 14. Diagramy ukazujaee rmutacjs somatyczng locus hamazygotycs.
nego
Fig. 14. Diagrams represaniing somalic muaton of homozygotic loows

Trisomie, translokacije, duplikacje

Trisomie alleli, translokacje | duplikacje wywotujg zwie-
lokratnienie sygnaldw | objawiajg sie jako trzy piki o podob-
nych rozmiarach albo jako dwa piki o proporgji rozmiardw
2:1 (ryc. 15). Ponlewaz wszystkie trzy mutacje objawiajg
sig tak samo, nie mozna ich rozrdznid {ryc. 18),

i | Brak mutacii m Trisomia
Ryyc. 15. Diagram przedstawiajycy iisomis, translokacle | dupikaciy
Fig. 15. D¥agram rapresanting rsomy, lranslocation and duslication
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Rye. 16. Eleldroforegram prredstawijgcy mosiwg trisomig, transiokacis
i duplikacie w locus D21

Fig. 16. Electrophoragram reprosenting possibils insomy, frensiocation and
duptication in D21

Mieszaniny DNA

Analiza mieszanin DNA w ostatnich latach stata sie bar-
dzo istotna | obejmuje obszeme zagadnienle, kidre z tego
wzglgdu zostanie przedstawione w odrebnym anykule.
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Streszczenie

Obecnie miczmiervie watna jest standaryzacia postepowsinii i in-
terpretacyi wymikdw badadt gemetyeznyck, Kidra powinna wiweglpdnicg
jednolite reguiy obowigzuface podrzas analizy profili DNA, Narzgdzia-
mii sheqoym do fego sq wytycze | normy formulonane przez Srodo-
sk mankoroe opisuigos modliwie dokfadwie fsfofme coynniks wphmomggos
rit ki badin geretyeznych,

Dlatego tez w artykule preedstunione. majrzpscisy pojauriigee sig
zfaiska genetyczne (oikd min + 1, amplifikace preéferencyjng, shuttery,
degradacje DNA, ¢fekt stochastyezny, nadmierng antplifikacte, nakdada-
nie sig alleli, mutncge obszary wigzanta primerdus, nidice sometyczne,
ricomie, translokicie | duplikaciel, z fakin majg do coynienin eksperet
podezas kryperinalisfyczenef analizy profili ST,

Stowa kluezowe: multipleksenue systerny STR, artefakty reakcji
PCR, profilomanis DMNA

Suirmneary

Presently, the stanidisation of operating procadures in interpreto-
tHon of DN A enalytical results is extremely important and i shall incli-
de'a uniform set of principles to be followed during the analyses of DNA
profiles, The tosls wtilized to this end invalve guidelines and standards
forntulated by scienfists whe previsely describe essential factors inflizen-
cing DINA analytical resulls,

Therefore, the paper presents the most often DNA phenamena (n
el w +1 peaks, preferentinl amplification, stulters, DNA degradation,
stochastic effect, excessive amplification, alleles cverall, primer binding
sites mutation, somadc mutation, trisomy, translocation and dupli-
cation} to be encoumfered by experts during forensic analysis of 5TR
profiles.

Keywords: pmaltiplex STR systems, PCR reaction arfifacts, DNA
profiling
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