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Wykaz stosowanych skrotow

ASFO - Amerykanskie Stowarzyszenie Odontologii Sagdowej (ang. American Society of
Forensic Odontology)

CODIS - system baz danych FBI (ang. Combined DNA Index System)

cM — centimorgan

DI — indeks degradacji (ang. Degradation Index)

DVI — identyfikacja ofiar katastrof (ang. disaster victim identification)

ESS — standardowy zestaw loci (ang. European Standard Set)

FTA — Flinders Technology Associates

FIGG — Genetyczna genealogia sadowa (ang. Forensic Investigative Genetic Genealogy)
GAFA - Gruzinskie Stowarzyszenie Antropologii Sadowej (ang. Georgian Association of
Forensic Anthropology)

GRDIP - Gruzinski Projekt Odzyskiwania, Dokumentacji i Identyfikacji (ang. Georgian
Recovery, Documentation, and Identification Project)

HV — regiony hiperzmienne (ang. hypervariable region)

IBD — wspotdzielenie alleli identycznych z pochodzenia (ang. identity by descent)

IBS — wspotdzielenie identycznych alleli (ang. identity by state)

ICMP — Migdzynarodowa Komisja ds. Os6b Zaginionych (ang. International Commission on
Missing Persons)

ICRC — Migdzynarodowym Komitetem Czerwonego Krzyza (International Committee of the
Red Cross)

IDFI — Instytut Rozwoju Wolnosci Informacji (ang. Institute for Development of Freedom of
Information)

11ISNP — informatywny identyfikacyjne polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. identity
informative Single Nucleotide Polymorphism)

ISFG — Migdzynarodowe Towarzystwo Genetyki Sadowej (ang. International Society for
Forensic Genetics)

LR —iloraz wiarygodnosci (ang. likelihood ratio)

LRc — faczny iloraz wiarygodnosci (ang. combined likelihood ratio)

MPS — masowe rownolegte sekwencjonowanie (ang. Massively Parallel Sequencing)

mtDNA — mitochondrialne DNA (ang. mitochondrial DNA)

NGS - sekwencjonowanie nastepnej generacji (ang. next generation sequencing)
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NRY - region nierekombinujacy chromosome Y (ang. Non-recombining Y-chromosome
region)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PUM - Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

RM - szybkomutujgce markery (ang. rapidly mutating)

RFLP - Polimorfizm dlugosci fragmentdéw restrykcyjnych (ang. Restriction Fragment Length
Polymorphism)

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)

SSR — proste powtdrzenia sekwencji (ang. Simple Sequence Repeats)

Stdev — odchylenie standardowe (ang. Standard deviation)

STR — krotkie powtdrzenia tandemowe (ang. short tandem repeats)

STRidER — referencyjna baza czgstosci identyfikacyjnych markeréw STR (ang. STRs for
Identity ENFSI Reference Database)

SWGDAM - Naukowa Grupa Robocza ds. Metod Analizy DNA (ang. Scientific Working
Group on DNA Analysis Methods).

X-STR — kroétkie powtdrzenia tandemowe zlokalizowane na chromosomie X (ang. X-
chromosomal Short Tandem Repeats)

YHRD - referencyjna baza haplotypéw chromosomu Y (ang. Y Chromosome Haplotype
Reference Database)

Y-STR — krotkie powtérzenia tandemowe zlokalizowane na chromosomie Y (ang. Y

chromosome short tandem repeats)
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Streszczenie w jezyku polskim

W pracy przedstawiono nowatorskie podejscie do identyfikacji NN szczatkéw ludzkich
na przyktadzie ofiar masowych egzekucji z okresu Wielkiego Terroru w Adzarii (Gruzja),
realizowanego w ramach miedzynarodowego projektu Georgian Recovery, Documentation and
Identification Project.

Celem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej bylo opracowanie i weryfikacja
schematu analitycznego umozliwiajacego skuteczng identyfikacje genetyczng NN zwilok
1 szczatkdw ludzkich z materialu archiwalnego. W tego typu sprawach problemem jest nie tylko
stopien zachowania materiatu biologicznego szczatkow, ale réwniez ograniczona dostepnosé
probek referencyjnych od krewnych ofiar, co stanowi wyzwanie dla bieglych wykonujacych
badania identyfikacyjne.

Materiat badawczy obejmowal 28 szkieletow me¢zczyzn ekshumowanych w 2021 roku
na terenie dawnej bazy wojskowej w Adzarii oraz probki biologiczne pobrane od 58 o0sob
nalezacych do 20 rodzin poszukujacych swoich bliskich. Do analizy laboratoryjnej
wykorzystano komercyjne zestawy odczynnikow do amplifikacji i oznaczania markerow STR
autosomalnych (GlobalFiler™) oraz markerow zlokalizowanych na chromosomie Y (Yfiler™
Plus). W badaniach wykorzystano roéwniez zestaw do amplifikacji markerow iiSNP (Precision
ID Identity) 1 ich sekwencjonowania z zastosowaniem NGS. Producentem tych odczynnikow
jest firma Thermo Fisher Scientific. Ponadto do badan wykorzystano nieskomercjalizowany
zestaw odczynnikoéw (KinFinder) opracowany przez Laboratorium Diagnostyki Molekularnej
GenMed sp. j. Analizy statystyczne zostaly wykonane z uzyciem oprogramowania Familias,
FamLink2, KinBN i pakietu pedbuildr w S$rodowisku R, umozliwiajacego symulacje
pokrewienstw i1 oceng sity dowodu dla ztozonych struktur genealogicznych.

Zastosowany schemat badawczy umozliwil uzyskanie jednoznacznych identytfikacji
dla wszystkich 17 rodzin poszukujacych krewnych znajdujacych si¢ na liscie egzekucyjnej
przypisanej do analizowanej jamy grobowe;j.

Symulacje IBD oraz analizy pokrewienstw pozwolity potwierdzi¢ relacje rodzinne
w wigkszosci przypadkow 1 ujawnily btedne zatozenia genealogiczne w kilku przypadkach.
Przeprowadzona analiza pochodzenia biogeograficznego potwierdzita zgodno$¢ genetyczng
badanej grupy z populacja gruzinska.

Integracja klasycznych i nowoczesnych metod genetycznych, wsparta poszerzong analiza
biostatystyczng, pozwolita na uzyskanie wiarygodnych wynikoéw identyfikacyjnych nawet

w warunkach ograniczonej ilosci 1 jako$ci materiatu biologicznego. Zastosowanie programow
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statystycznych oraz narzgdzi symulacyjnych (pedbuildr) umozliwito doktadniejsze
odwzorowanie rzeczywistych relacji rodzinnych, co znaczaco zwickszyto moc dowodowa
analiz. Zastosowane podejscie moze by¢ z powodzeniem implementowane w sprawach
identyfikacyjnych.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze opracowany zintegrowany model analityczny, taczacy
analizy STR, Y-STR i SNP z symulacjami pokrewienstw, skutecznie przezwyci¢za
ograniczenia tradycyjnych metod identyfikacyjnych genetycznych i pozwala na uzyskanie
wiarygodnych wynikéw nawet przy niskiej zawartosci DNA oraz w przypadkach dalszego
pokrewienstwa. Symulacje genealogiczne w $rodowisku R stanowig efektywne narzedzie
wspomagajace interpretacje¢ danych, a zastosowanie kilku niezaleznych programéw
statystycznych potwierdza spdjnos$¢ i powtarzalnos¢ uzyskanych wartosci LR. Wyniki badan
dowodza, ze skuteczna identyfikacja NN zwlok 1 szczatkow ludzkich z materiatow
archiwalnych, jest mozliwa mimo znacznego uptywu czasu od zgonu, pod warunkiem
zastosowania kompleksowego, wieloetapowego podejscia analitycznego. Opracowany model
moze stanowi¢ gotowy schemat dziatania w przysztych projektach dotyczacych identyfikacji

NN szczatkow ludzkich.
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Streszczenie w jezyku angielskim
Optimization of Genetic Identification Procedures for Unidentified Human Remains

This study presents a comprehensive approach to the identification of unknown human remains,
using the example of victims of mass executions during the Great Terror in Adjara (Georgia),
conducted within the framework of the international Georgian Recovery, Documentation and
Identification Project. The aim of the study was to develop and verify an analytical scheme
enabling effective genetic identification of historical victims. In such cases, the problem is not
only the degree of preservation of the biological material of the remains, but also the limited
availability of reference samples from the victims’ relatives, which poses a challenge for experts
conducting identification analyses.

The research material included 28 male skeletons exhumed in 2021 from the site of a former
military base in Adjara, as well as biological samples collected from 58 individuals representing
20 families searching for their missing relatives. Laboratory analyses were performed using
commercially available reagent kits for the amplification and detection of autosomal STR
markers (GlobalFiler™) as well as markers located on the Y chromosome (Yfiler™ Plus).
The study also employed a kit for amplifying iiSNP markers and sequencing them using NGS
(Precision ID Identity). All commercial reagents were manufactured by Thermo Fisher
Scientific. In addition, a non-commercial kit (KinFinder) developed by the Molecular
Diagnostics Laboratory GenMed sp. j. was used. Statistical analyses were carried out using
Familias, FamLink2, and KinBN, as well as the pedbuildr package in the R environment, which
allows for kinship simulations and the assessment of the strength of evidence for complex
genealogical structures.

The research scheme used in this study enabled conclusive identification of all 17 families
searching for relatives listed on the execution list associated with the analysed burial pit.

IBD simulations and kinship analyses confirmed family relationships in most cases and
revealed incorrect genealogical assumptions in several families. In addition, biogeographical
ancestry analysis was performed, which confirmed the genetic compatibility of the study group
with the Georgian population.

Integration of classical and modern genetic methods, supported by biostatistical analysis, allows
for reliable identification results even in conditions of limited quantity and quality of biological
material. The use of statistical software that take into account genetic linkage, combined with

simulation tools such as pedbuildr, enabled a more accurate representation of actual family
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relationships, which significantly increased the evidential value of the analyses. The proposed
approach can be successfully implemented in forensic identification cases.

The research shows that the developed integrated analytical model, combining STR, Y-STR
and SNP analyses with kinship simulations, effectively overcomes the limitations of traditional
identification methods and allows for reliable results even with low DNA quantities and in cases
of distant kinship. Genealogical simulations in the R environment proved to be an efficient tool
supporting data interpretation. The use of multiple independent statistical programs confirmed
the consistency and reproducibility of the obtained LR values. The results of the study prove
that effective identification of historical victims is possible despite significant postmortem
intervals, provided that a comprehensive, multi-step analytical approach is employed.
The developed model can serve as a basis for a standardized workflow for future projects

concerning the identification of unknown human remains.
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1. Wstep

Identyfikacja genetyczna nieznanych zwtok i szczatkéw ludzkich stanowi jedno z kluczowych
wyzwan wspotczesnej genetyki sadowej. W przypadkach, w ktorych materiat biologiczny ulega
znaczne] degradacji, a dostepni krewni znajduja si¢ w dalszych liniach pokrewienstwa,
skutecznos¢ klasycznych metod analizy genetycznej nie zawsze jest wystarczajace. Dlatego tez
w pracy skupiono si¢ na optymalizacji procesu identyfikacji, obejmujacej dobdér metod
badawczych, wykorzystanie modeli statystycznych, analizy pochodzenia biogeograficznego

oraz integracj¢ danych genealogicznych 1 historycznych.
1.1. Kontekst historyczny

Dane historyczne stanowig podstawe dla dziatan ekshumacyjnych i identyfikacyjnych.
Informacje zawarte w materiatach archiwalnych, w potaczeniu z wynikami badan
archeologicznych 1 antropologicznych, umozliwiaja formutowanie hipotez identyfikacyjnych
oraz dobdr odpowiedniego materiatu pordwnawczego.

Materiat badawczy pochodzit ze szczatkow 28 0s6b odkrytych w 2021 roku w masowym grobie
na terenie Adzarii (potudniowo-zachodnia Gruzja). Zaréwno analiza kontekstu
archeologicznego, jak 1 dostepne dokumenty archiwalne sugerowaly, ze mogty to by¢ ofiary
represji stalinowskich z lat 1937-1938. Z grobem powigzana zostata lista egzekucyjna z dnia
27 grudnia 1937 roku, obejmujaca 28 nazwisk, odpowiadajaca liczbie odnalezionych oséb.
Materiat porownawczy stanowily probki referencyjne pobrane od czlonkdéw rodzin osob

uznanych za zaginione w tamtym okresie.
1.1.1. Okres Wielkiego Terroru w Zwigzku Radzieckim

Zwiazek Radziecki od 1937 do 1938 byl miejscem masowych represji, a okres ten nazywany
jest okresem Wielkiego Terroru [1]. Brutalne dziatania panstwa przeciwko jego wlasnym
obywatelom mialo na celu wzbudzenie powszechnego strachu wsrod ludno$ci oraz
przeobrazenie wszystkich warstw spoleczno-ekonomicznych. Dziatania aparatu panstwa byty
skierowane zaro6wno przeciwko rzeczywistym jak i domniemanym wrogom wtadzy sowieckiej.
Represje dotknety zwyklych obywateli jak rowniez prominentnych dzialaczy partyjnych.
W represjach czynny udziatl brata kazda organizacja i urzad panstwowy wraz z przywodcami
republik, rowniez takich ktore posiadaty autonomi¢. W Zwigzku Radzieckim, pomimo
iz formalnie byt federacja narodowych republik radzieckich, w rzeczywistosci wtadza
1 gospodarka byta bardzo mocno scentralizowana i skupiona w Moskwie. Skala represji byta

potegowana takze przez podzeganie obywateli do zwracania si¢ przeciwko wspotobywatelom,
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oraz poprzez propagand¢ w mediach krajowych. Wiedza o wydarzeniach celowo nie byla
utrzymywana Ww tajemnicy. Relacje prasowe regularnie informowaty o kolejnych
aresztowaniach 1 procesach, przedstawiajac je jako pozytywny etap eliminowania wrogow
ludu. Na mocy rozkazu nr 00447 z dnia 30 lipca 1937 powotano tzw. ,,trojki” funkcjonariuszy
Ludowego Komisariatu Spraw Wewngtrznych ZSRR (NKWD). Byly to specjalnie powotane
komisje majace na celu szybkie rozpatrywanie spraw sadowych [2]. Stworzono dwie kategorie
oskarzonych: w pierwszej znajdowali si¢ ,,wrogowie ludu” - osoby ktore trafily na te liste byty
rozstrzeliwane; w drugiej kategorii znajdowaly si¢ osoby wrogie, lecz mniej aktywne niz
w pierwszej kategorii - osoby te trafiaty do obozdéw pracy (tagrow), co traktowano jako sposob
izolacji ,,w celu ochrony republiki radzieckiej przed wrogami klasowymi”. Dzigki dziataniu
»trojek’ skazania odbywaly si¢ planowo i masowo, czesto obejmujac rozstrzelania i deportacje
catych grup spotecznych. Niestety ustalenie doktadnej listy ofiar w dalszym ciggu nie jest
mozliwe.

Aparat bezpieczenstwa kontrolowat spoteczenstwo, cenzura ograniczata wolno$¢ slowa,
a wszelkie przejawy sprzeciwu wobec wiadzy byly brutalnie thumione. Ludzie byli aresztowani
bez wyrokow, przetrzymywani w wiezieniach, torturowani i czg¢sto mordowani a ich ciala
grzebano w bezimiennych dotach. Takie dziatania mialy nie tylko charakter represyjny, lecz
takze psychologiczny — wprowadzaty w spoteczenstwie atmosfere strachu i niepewnosci,
utrwalajac poczucie bezsilno$ci wobec panstwa [3]. Wedlug Wertha w tym okresie skazano na
$mier¢ 1 rozstrzelano 750 000 osob [4]. Z kolei wedtug Calleja rozstrzelano 1 mln oséb a 12

mln zostato uwiezionych w koloniach karnych [5].
1.1.2. Represje na terenie Adzarii - autonomicznym regionie Gruzji

W latach 30. XX wieku Adzaria, wowczas czgs¢ Gruzinskiej Socjalistycznej Republiki
Radzieckiej, wyrdzniala si¢ odmienng struktura etniczng 1 religijng niz wspodlczesna Gruzja.
Uksztattowanie to byto konsekwencja wielowiekowej obecnosci Imperium Osmanskiego, pod
ktorego panowaniem region pozostawat od XVI az do konca XIX wieku. W rezultacie znaczna
cze$¢ miejscowej ludnosci wyznawata islam sunnicki, cho¢ etnicznie mieszkancy ci stanowili
glownie nardd gruzinski. Lokalna grupa etnograficzna, zwana Adzarami, przez wiele pokolen
zachowata swoja odrebno$¢ kulturowa, jednoczes$nie pozostajac blisko spokrewniong
1jezykowo zwigzang z innymi grupami gruzinskimi.

Po rozpadzie Imperium Rosyjskiego sytuacja polityczna regionu ulegta zmianie. Traktat
z Karsu z 1921 roku przyznat Adzarii status autonomiczny w ramach tworzacej si¢ Gruzinskiej

Socjalistycznej Republiki Radzieckiej. Autonomia ta zostala pdzniej potwierdzona

18



w konstytucji z 1922 roku, a nast¢pnie utrzymana w konstytucji Zwigzku Socjalistycznych
Republik Radzieckich (ZSRR) z 1936 roku, co umocnito jej formalny charakter. Autonomia
Adzarii miala charakter terytorialno-polityczny i formalnie gwarantowala regionowi pewien
zakres samorzadnos$ci, obejmujacy lokalng administracjg, jezyk urzedowy oraz czeSciowa
ochrong tozsamosci etniczno-religijnej. W praktyce jednak autonomiczno$¢ regionu byla
bardzo ograniczona przez silnie scentralizowang administracj¢ sowiecka.

Zarzadzanie Adzariag odbywato si¢ z wykorzystaniem lokalnych organdéw partyjnych
1 panstwowych, podlegajacych bezposrednio Tbilisi i Moskwie. Najwazniejsze decyzje
polityczne, spoteczne oraz ekonomiczne byly podejmowane w oparciu o dyrektywy wiladz
centralnych. Region Adzarii miatl znaczenie strategiczne, wynikajace gltownie z jego
geopolitycznego potozenia. Bezposrednie sgsiedztwo z Turcja — krajem nalezacym
do odrebnego, niesowieckiego kregu polityczno-kulturowego — byto powodem szczegdlnego
zainteresowania organdw bezpieczenstwa panstwowego (NKWD) [6].

W okresie Wielkiego Terroru na terenie Gruzji aresztowano ponad 30 000 oséb z czego 9 000
zostato rozstrzelanych. Byli to w gtownej mierze cztonkowie miejskiej inteligencji lub osoby
posiadajace wladze lokalng [7]. Kary $mierci byly wykonywane gtownie w nocy na otwartym
terenie, w pewnej odlegto$ci od ludzkich siedzib. Skazani byli przywozeni z wigzien
zlokalizowanych w  Tbilisi, Batumi, Kutaisi i Sokhumi [8]. Egzekucje przeprowadzano
na podstawie list egzekucyjnych (Rys. 1), ktérych tre$¢ zawierajaca informacje obejmujace
m.in. datg, miejsce oraz dane osob skazanych pozwala obecnie na weryfikacj¢ danych

historycznych 1 podjgcie prob identyfikacji ofiar.
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Rys. 1. lista egzekucyjna, zrodto: archiwum GRDIP.

Z uwagi na intensywne kontakty mieszkancow Adzarii z rodzinami mieszkajacymi po stronie
tureckiej, duza czes$¢ ludnosci tego regionu postrzegana byta przez NKWD jako potencjalni
»szpiedzy” lub ,.element niepewny”. Fakt ten postuzyl jako uzasadnienie do intensyfikacji
represji w regionie. Obok dominujacej populacji gruzinskiej, w regionie zyty mniejsze grupy
etniczne: Ormianie, Rosjanie, Grecy, Turcy meschetynscy, a takze pojedyncze osoby innych
narodowosci, w tym Ukraincy, Polacy oraz Niemcy, ktorych status spoteczny i prawny
w okresie represji byl szczegdlnie zagrozony ze wzgledu na ich obce pochodzenie. Ofiarami
stali si¢ nie tylko przedstawiciele inteligencji czy dziatacze polityczni, ale takze duzg czgs¢
stanowili zwykli mieszkancy podejrzani o nielojalnos¢ wobec wladzy radzieckie;.

W zwiazku z powyzszym odsetek rozstrzelan i zsylek w Adzarii byt wyzszy niz w pozostatych
regionach Gruzji. Z zachowanych dokumentow wynika, ze w rejonie tym rozstrzelano
co najmniej 1050 oséb, w wigkszosci byli to miejscowi mieszkancy, jednak na listach
egzekucyjnych znaleziono 54 cudzoziemcéw, w tym m.in. Rosjan, Ukraincéw, Polakow,
Niemcow, Ormian, Grekow 1 Turkow.

Okres represji znaczaco wptynal na strukture demograficzng regionu, powodujac drastyczne
zmiany. Masowe egzekucje, deportacje oraz emigracje spowodowane strachem przed
przesladowaniami doprowadzity do znacznego zmniejszenia populacji oraz ostabienia wigzi

rodzinnych i spotecznych, ktorych efekty sa odczuwalne do dzis.
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Represje stalinowskie miaty dtugotrwate, negatywne konsekwencje dla spoteczno$ci regionu.
Ich pierwszym i bezposrednim efektem byta utrata lokalnych elit spotecznych, przedstawicieli
inteligencji, duchowienstwa oraz liderow spolecznosci lokalnych, ktérzy zostali zabici lub
zestani do obozdw pracy. Taki stan rzeczy doprowadzit do gwattownego zatamania struktur
spotecznych 1 kulturowych, poniewaz wyeliminowano osoby bedace nos$nikami lokalnej
tradycji, historii i pamigci kulturowej. Represje prowadzity takze do masowego rozbijania
rodzin, co skutkowato znaczacymi problemami spotecznymi, w tym utratg poczucia tozsamosci
oraz gltebokimi traumami indywidualnymi i zbiorowymi.

Efekty dlugofalowe tych wydarzen sg odczuwalne do dzis. Po odzyskaniu niepodlegtosci przez
Gruzje, w 1991 roku, mieszkancy Adzarii zacze¢li podejmowac proby przywrocenia utraconych
elementow kulturowych, odbudowania struktur spotecznych oraz odzyskania kontroli nad
wlasng tozsamos$cig poprzez dzialania obejmujace rdznorodne inicjatywy spoteczne,
edukacyjne oraz naukowe, majace na celu uswiadomienie spotecznosci lokalnej oraz calemu

spoteczenstwu gruzinskiemu rozmiaru dokonanych represji.
1.1.3. Ekshumacje 1 identyfikacje ofiar Wielkiego Terroru

Identyfikacja ofiar masowych egzekucji ma bardzo duze znaczenie, zaréwno
dla zainteresowanych rodzin ofiar jak i z punktu widzenia historycznego. Identyfikacja
szczatkow ludzkich a co za tym idzie ustalenie loséw o0sob, ktére padly ofiarg represji, pozwala
ich rodzinom na zamknigcie bolesnego rozdziatu w ich zyciu [9]. Zidentyfikowanie ofiar
pozwala réwniez na przeciwdzialanie historycznemu zapomnieniu 1 negacji faktu 1 skali
Wielkiego Terroru w Gruzji. Ponadto, zgodnie z miedzynarodowym prawem humanitarnym,
nalezy zapewni¢ szacunek i ochron¢ zwlok ofiar konfliktéw zbrojnych i politycznych poprzez
zabezpieczenie miejsca pochowku, oraz podjecie krokow zmierzajacych do identyfikacji
szczatkow 1 przekazania informacji o wynikach zyjacym krewnym ofiar [10].

Pierwsze poszukiwania miejsc pochéwkow ofiar Wielkiego Terroru rozpoczety sie¢ w latach
dziewigédziesiatych ubieglego wieku, ale z uwagi na zniszczenie archiwéw NKWD nie byly
one skuteczne. W 2012 r. Instytut Rozwoju Wolnosci Informacji (IDFI) opublikowat liste 3600
0s0b, ktore zostaly rozstrzelane w latach 1937-1938 na terenie Gruzji [11].

Na terenie Adzarii, jak rowniez w innych regionach Gruzji prowadzone sg r6ézne dziatania
na rzecz upamigtnienia ofiar repres;ji stalinowskich oraz szeroko pojetej edukacji historyczne;.
Przyktadem tego typu inicjatywy jest dziatalno§¢ muzealna, m.in. funkcjonujace w Batumi
Muzeum Represji Politycznych (Museum of Political Repression), ktore prowadzi dziatalnos§¢

edukacyjng, badawczg oraz upamigtniajacg wydarzenia okresu Wielkiego Terroru. Zadaniem
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muzeum jest dokumentowanie loséw ofiar represji, eksponowanie materialow archiwalnych
oraz organizacja wystaw i wydarzen publicznych.

Oprécz dziatan lokalnych, gruzinskie instytucje prowadza wspotprace z miedzynarodowymi
organizacjami pozarzadowymi i humanitarnymi. W szczegdlnosci nalezy wymieni¢ projekty
realizowane we wspotpracy z Miedzynarodowa Komisjg ds. Osob Zaginionych (International
Commission on Missing Persons — ICMP) oraz Migdzynarodowym Komitetem Czerwonego
Krzyza (International Committee of the Red Cross — ICRC), ktére pomagaja Gruzji
w identyfikacji ofiar, odnajdywaniu miejsc masowych pochowkoéw oraz w zapewnieniu
wsparcia rodzinom ofiar represji. Dzigki wspolpracy miedzynarodowej mozliwe jest wdrazanie
nowoczesnych metod antropologii i genetyki sadowej, co znaczaco zwicksza skutecznosé
identyfikacji odnajdywanych szczatkéw oraz pozwala na godne upamigtnienie ofiar represji.
Georgian Recovery, Documentation, and Identification Project (GRDIP) stanowi inicjatywe
kryminalistyczng majaca na celu systematyczne prowadzenie ekshumacji, analiz oraz
identyfikacji ofiar represji z okresu sowieckiego w Adzarii, w Gruzji. Projekt zaklada
odzyskiwanie 1 dokumentowanie szczatkow ludzkich przy zastosowaniu metod archeologii
sadowej, z zapewnieniem wlasciwej analizy antropologicznej i genetycznej. Poprzez integracje
historycznych list egzekucyjnych z danymi przekazanymi przez krewnych ofiar, GRDIP
dostarcza kluczowych dowodow dotyczacych dawnych naruszen praw cztowieka, jednoczesnie
dajac rodzinom dlugo oczekiwane odpowiedzi. Ponadto projekt realizuje migdzynarodowe
standardy ochrony os6b zmartych 1 umozliwia godny pochéwek zaréwno ofiar wyznania
chrzescijanskiego, jak 1 muzutmanskiego [12].

Podczas prac ekshumacyjnych prowadzonych przez Gruzinskie Stowarzyszenie Antropologii
Sadowej (GAFA) w sierpniu 2021 roku, na terenie dawnej bazy wojskowej z czasoéw ZSRR
w miejscowosci Khelvachauri (41°34'52.5"N 41°38'59.2"E - Rys. 2), przy wsparciu Michigan
State University oraz Texas State University, odkryto jamg¢ grobowa datowang na okres
Wielkiego Terroru, ktéra zawierala szczatki 28 mezczyzn (1937-1938) [13]. Liczba
ta odpowiadata jednej z list egzekucyjnych, co skionito miedzynarodowy i interdyscyplinarny
zespot do poszukiwania rodzin ofiar. Ze wzgledu na rozgtos medialny zglosito si¢ 20 rodzin
0sob ktore mogty zaging¢ w tym obszarze i czasie. W trzech przypadkach rodziny poszukiwaly
0s0b spoza listy egzekucyjnej (Rodziny 8, 9 1 15) jednakze jako iz nie byto pewnosci co do
zgodnosci listy z jamg grobowg pozostawiono te rodziny do dalszych analiz. GAFA zawarto
z Pomorskim Uniwersytetem Medycznym w Szczecinie (PUM) porozumienie, na mocy

ktérego materiat kostny pochodzacy ze szczatkdw odkrytych w Adzarii oraz material pobrany
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od potencjalnych rodzin ofiar zostat przekazany do laboratorium PUM w celu przeprowadzenia
analiz.

Od zbrodni mingto niemal 90 lat, a dostepni krewni byli najczegsciej spokrewnieni w drugim
1trzecim stopniu (np. wnuki, bratankowie, siostrzenice). Tak odlegle pokrewienstwo,
w potaczeniu z ograniczong iloscig 1 degradacja DNA jadrowego uzyskanego ze szczatkow,
stanowito istotng przeszkode dla wiarygodnej identyfikacji. Celem niniejszej pracy byto zatem
opracowanie i przetestowanie strategii umozliwiajacej skuteczng identyfikacj¢ na duza skalg
w sytuacjach, gdy dostepni sg jedynie dalsi krewni.
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Rys. 2. Mapa poglgdowa lokalizacji jamy grobowej (https://24timezones.com/Gruzja/mapa)

1.2. Metody genetyczne w identyfikacji osobnicze]

Identyfikacja genetyczna polega na poréwnaniu profilu DNA osoby badanej z profilem
referencyjnym uzyskanym bezposrednio od niej (np. w ramach postgpowania karnego
1 wprowadzonym do bazy danych) lub z uprawdopodobnionym profilem osoby zaginionej,
zabezpieczonym z jej przedmiotoOw osobistych, takich jak szczoteczka do zgbow, maszynka
do golenia czy odziez. W przypadkach, gdy materiatu takiego nie mozna uzyskac¢, pordwnania
dokonuje si¢ z profilami czlonkow najblizszej rodziny, najczesciej rodzicow badz dzieci,
rzadziej rodzenstwa [14].

Poczatki wykorzystania metod genetycznych w identyfikacji osobniczej si¢gaja roku 1985,
kiedy sir Alec Jeffreys opublikowal przetomowa prace dotyczaca tzw. ,,genetycznego odcisku
palca” (ang. DNA fingerprint). Pierwsze praktyczne zastosowanie badan DNA w identyfikacji
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sprawcy przestepstwa miato miejsce w 1986 roku w Wielkiej Brytanii [15]. Analiza dotyczyta
gwaltu i zabdjstwa dwoch dziewczat z miejscowosci Narborough (hrabstwo Leicestershire),
popelnionych w latach 1983 1 1986. W badaniu wykorzystano polimorfizm dlugosci
fragmentéw restrykcyjnych (RFLP), technik¢ oparta na cigciu nici DNA enzymami
restrykcyjnymi oraz rozdziale powstatych fragmentow w zelu agarozowym lub
poliakrylamidowym metoda elektroforezy [16]. Uzyskany uktad prazkéw stanowit profil DNA
danej osoby.

Kolejnym przelomem rozwoju genetyki byto opracowanie reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR). Metoda ta zostata po raz pierwszy zaprezentowana w 1984 roku przez Mullisa podczas
Zjazdu Naukowcow firmy Cetus Corporation (USA), a jej opis opublikowano rok pézniej [17].
Technika PCR, umozliwiajgca amplifikacj¢ wybranych fragmentéw DNA, w krotkim czasie
wyparla metod¢ RFLP z praktyki kryminalistycznej. Wspolczesnie identyfikacje genetyczne
opierajg si¢ glownie na analizie sekwencji mikrosatelitarnych krotkich powtorzen
tandemowych (STR) [18]. Loci STR stanowia krotkie, powtarzajace si¢ sekwencje sktadajace
si¢ zazwyczaj z dwoch do szedciu par zasad, ktore tworzaca fragmenty o dtugosci od 100 do 450
par zasad. Ze wzgledu na swoje rozmiary moga by¢ z powodzeniem analizowane nawet
w przypadku zdegradowanego DNA.

Dynamiczny rozwdj biologii molekularnej oraz technik analitycznych umozliwit znaczace
poszerzenie mozliwosci identyfikacyjnych. W badaniach sagdowych jednym z kluczowych
elementdw pozostaje ocena pokrewiefstwa pomigdzy analizowanymi osobami, co ma
szczegblne znaczenie zwlaszcza w przypadkach identyfikacji szczatkow ludzkich [19 - 21].
W takich sytuacjach pozyskanie odpowiedniego materiatu porownawczego bywa utrudnione,
a szanse powodzenia rosng wraz z bliskoscig pokrewienstwa. W zalezno$ci od rodzaju relacji
rodzinnych, dobiera si¢ odpowiednie zestawy markerow STR — autosomalnych lub
zlokalizowanych na chromosomach pici (Y, X), a w niektorych przypadkach wykonuje si¢
rowniez analiz¢ mitochondrialnego DNA (mtDNA) [22 - 26].

Niewatpliwg zaletag metod genetycznych jest mozliwos¢ ich skutecznego zastosowania nawet
w przypadkach, gdy od $mierci osoby do momentu ujawnienia szczatkéw minglo wiele
dziesigcioleci. W takich sytuacjach inne techniki — jak badania daktyloskopijne, wizualne
rozpoznanie przez rodzing czy analiza cech szczegdlnych — okazujg si¢ nieskuteczne z powodu
zaawansowanej degradacji tkanek. Jedynie w wyjatkowych przypadkach mozliwe jest
wykorzystanie elementow trwalych, np. odczytanie numeru seryjnego implantu [27].

Ze wzgledu na wysoki stopien polimorfizmu loci STR, prostote analizy dlugosci sekwencji

metoda PCR oraz relatywnie niski koszt, wtasnie ta technika stanowi obecnie podstawowa
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metode w badaniach kryminalistycznych i testach pokrewienstwa. Szacuje si¢, ze ponad 99,7%
ludzkiego genomu jest identyczne u wszystkich oséb, a zrdéznicowanie migdzyosobnicze
wynika z pozostatych 0,3%, obejmujacych gldwnie sekwencje niekodujace DNA [18].

W Polsce pierwsze zastosowanie badan DNA do celow ustalenia ojcostwa miato miejsce
w 1990 roku, kiedy Przybylski i Stomski przeprowadzili pionierska analiz¢ genetyczng w tej
dziedzinie [28].

1.2.1. Markery STR

Mikrosatelity, okre§lane rowniez mianem prostych powtorzen sekwencji (SSR) lub krotkich
powtdrzen tandemowych, stanowig fragmenty DNA zbudowane z krotkich motywow
nukleotydowych powielonych wielokrotnie w uktadzie tandemowym. Struktury tego typu
sa powszechnie spotykane w genomach organizmoéw eukariotycznych [29].

Pojecie ,,DNA satelitarnego” zostalo po raz pierwszy wprowadzone w 1961 roku w odniesieniu
do frakcji DNA wykazujacej odmienng gegstos¢ podczas wirowania w gradiencie chlorku cezu,
co pozwalato na jej odroznienie od gléwnej frakcji genomowej [30]. Termin ,,mikrosatelita”
pojawil si¢ znacznie pozniej — w 1989 roku — gdy Litt i Luty opisali w genomie cztowieka
tandemowo powtorzong sekwencje zawierajaca motyw TG, charakteryzujaca si¢ wysokim
stopniem polimorfizmu [31]. Pierwszy opis fragmentu ludzkiego DNA zawierajacego
powtdrzenia tandemowe pochodzi natomiast z roku 1984, kiedy Weller i wsp. zidentyfikowali
w genie mioglobiny sekwencje¢ ztozong z powtorzeh GGAT [32].

Ze wzgledu na wilasciwosci biologiczne mikrosatelit — dziedziczenie zgodne z prawami
Mendla, wysoki poziom polimorfizmu, czesto§¢ mutacji 1 duzg liczbe kopii w genomie —
stanowig one niezwykle uzyteczne markery molekularne. Wykorzystuje si¢ je w wielu
dziedzinach biologii: w genetyce sadowej do identyfikacji osob 1 ustalania pokrewienstwa [33,
34], w genetyce populacyjnej do badania zr6znicowania genetycznego i struktury populacji
[35], w hodowli ro$lin 1 zwierzat do kontroli pochodzenia i selekcji linii hodowlanych [36],
a takze w celu ochrony bioréznorodno$ci i monitorowania populacji gatunkdéw zagrozonych
[37]. Mikrosatelity sa rowniez istotnym narz¢dziem w biologii ewolucyjnej, gdzie pozwalaja
sledzi¢ procesy dryfu genetycznego 1 doboru naturalnego [38], a takze w antropologii
molekularnej 1 archeogenetyce, umozliwiajac rekonstrukcje pochodzenia i migracji dawnych
populacji ludzkich [39]. W zastosowaniach medycznych analiza loci STR wykorzystywana jest
w diagnostyce nowotworow [40], ocenie skuteczno$ci terapii, a takze w rozpoznawaniu chorob
neurodegeneracyjnych, takich jak plagsawica Huntingtona czy ataksje rdzeniowo-mozdzkowe

[41].
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Dynamiczny rozwdj metod biologii molekularnej, zwlaszcza techniki PCR oraz
sekwencjonowania, przyczynit si¢ do szybkiego rozszerzenia wiedzy o rozmieszczeniu
mikrosatelit w genomie czlowieka. Czestos¢ mutacji w loci mikrosatelitarnych jest od kilku do
wielu rzedow wielkos$ci wyzsza (102—107°) niz w przypadku klasycznych mutacji punktowych
[42]. W przeciwienstwie do zmian punktowych, ktére obejmuja pojedyncze nukleotydy,
mutacje mikrosatelitarne skutkuja utrata lub dodaniem catych jednostek powtdérzeniowych,
niekiedy wiecej niz jednej. Wysoka zmienno$¢ mikrosatelit koreluje bezposrednio z ich
polimorfizmem populacyjnym, co czyni je szczegolnie przydatnymi w analizach
identyfikacyjnych i badaniach pokrewienstwa.

W genomie cztowieka dominujg sekwencje z powtdrzeniami dinukleotydowymi, podczas gdy
motywy mono- i tetranukleotydowe wystgpuja rzadziej, a tri-, penta- 1 heksanukleotydowe —
najrzadziej [43]. Liczba powtdrzen w danym loci stanowi podstawe do okreslenia allela, czyli
wariantu genetycznego opisywanego wartosciami liczbowymi (np. 10, 14). Zestaw wszystkich
oznaczonych alleli w analizowanych loci STR tworzy profil genetyczny (genotyp) danej osoby
[18, str. 43-78].

Zmienno$¢ liczby powtorzen sprawia, ze mikrosatelity sa niezwykle informatywne 1 stanowig
jeden z najpewniejszych markeréw identyfikacyjnych [44]. Dla przyktadu, u jednej osoby
w okreslonym locus moga wystepowaé allele zawierajace 15 i 10 powtorzen motywu (np.
GATC), podczas gdy inna osoba bgdzie charakteryzowata si¢ catkowicie odmienng kombinacja
tych warto$ci. Ze wzgledu na ogromng liczbe mozliwych wariantéw, prawdopodobienstwo
wystagpienia identycznych profili STR u dwdch niespokrewnionych 0sob jest pomijalne [18, str.

871.
1.2.2. Autosomalne markery STR

Genom jadrowy cztowieka bez aberracji chromosomowych sktada si¢ z 22 par autosomow,
czyli chromosomow wystepujacych u obu pitci w identycznej liczbie i1 strukturze, oraz jednej
pary allosomow — chromosoméw pici. Lacznie w komorce somatycznej znajduje sie zatem 46
chromosomow. Taki zestaw cechuje komorki diploidalne, ktére posiadaja podwdjny komplet
chromosomow homologicznych. Odmienny typ komorek stanowig komorki haploidalne,
do ktorych zaliczamy gamety — plemniki 1 komorki jajowe. Kazda z nich zawiera pojedynczy
zestaw 23 chromosomow umozliwiajac przekazywanie informacji genetycznej w procesie
rozmnazania ptciowego.

Zgodnie z chromosomowg teorig dziedzicznos$ci, sformutowang w 1915 roku przez Morgana,

w momencie zaptodnienia w kazdej parze chromosomoéw homologicznych, zar6wno
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autosomalnych, jak i piciowych, jeden chromosom pochodzi od ojca (z plemnika), a drugi
od matki (z komorki jajowej). Skutkiem takiego mechanizmu dziedziczenia jest obecno$é
dwoch alleli dla kazdego uktadu typu STR zlokalizowanego na chromosomach autosomalnych
[18, str. 19-42].

Dla przyktadu, jesli matka w obrebie markera THO1 posiada genotyp 6,9, a ojciec 7,9, to ich
potomstwo moze odziedziczy¢ jedng z czterech kombinacji alleli: 6,7; 6,9; 7,9 lub 9,9.
W sytuacji, gdy badany osobnik otrzyma od kazdego z rodzicoOw rozny allel, uktad taki okresla
si¢ mianem heterozygotycznego. Z kolei przypadek, gdy oba allele sg identyczne, nazywany
jest homozygotycznym.

Autosomalne markery STR stanowig podstawg wspolczesnych analiz identyfikacyjnych oraz
badan pokrewienstwa. Warto$¢ dowodowa uzyskana z danego zestawu markerow STR zalezy
od liczby uwzglednionych loci, ich informatywnosci oraz jako$ci zastosowanych baz
populacyjnych. W analizach materiatu kostnego, gdzie czgsto uzyskuje si¢ jedynie czesciowe
profile DNA, dla zwigkszenia mocy dowodowej, w zaleznos$ci od analizowanego stopnia
pokrewienstwa, taczy si¢ dane pochodzace z autosomalnych STR =z markerami

zlokalizowanymi na chromosomach Y, X lub z sekwencjami mtDNA.
1.2.3. Markery STR chromosomu Y

W analizach chromosomu Y wykorzystuje si¢ markery obecne wytacznie w genomie meskim,
poniewaz sam chromosom Y wystepuje jedynie u osobnikow ptci meskiej. Charakterystyczne
dla tego chromosomu jest to, ze niemal cata jego dtugos¢ podlega dziedziczeniu w formie
niezmienionej, co okresla si¢ mianem regionu nierekombinujacego (NRY) [45]. Z uwagi
na brak homologicznej pary chromosomu Y u mezczyzn markery te okresla si¢ jako
haploidalne. Otrzymany zestaw alleli, czyli haplotyp chromosomu Y, przekazywany jest z ojca
na syna zasadniczo bez udzialu rekombinacji, dzigki czemu kolejne pokolenia linii meskiej
wykazuja niemal identyczne profile. Wyjatek stanowig sporadyczne mutacje, ktore sg zrodtem
jego naturalnej zmiennosci [18, str. 363-396].

Z uwagi na taki model dziedziczenia, chromosom Y stanowi charakterystyczny marker
genetyczny dla okreSlonej linii rodowej meskiej. Analizy obejmuja gtéwnie krotkie
powtdrzenia tandemowe zlokalizowane na chromosomie Y (Y-STR), analogiczne
do autosomalnych STR, lecz zlokalizowane w regionie NRY [46 - 48]. W wyniku analizy
uzyskuje si¢ pojedynczy allel dla kazdego locus, poniewaz chromosom Y wystepuje

w pojedynczej kopii. Wyjatek stanowig loci wielokrotne, powstate w wyniku duplikacji
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fragmentow chromosomu, jak np. uklad DYS385a/b (podwojny) czy DYS464a/b/c/d
(poczworny), w ktorych poszczegdlne litery oznaczaja kolejne kopie powtorzonego regionu.
Unikatowos$¢ chromosomu Y jako elementu wytacznie meskiego genomu sprawila, ze markery
Y-STR znalazly szerokie zastosowanie w genetyce sagdowe;.

Gltowng funkcja markerow Y-STR jest umozliwienie rozrézniania 0s6b wywodzacych si¢ z tej
samej linii meskiej, co znajduje zastosowanie zard6wno w identyfikacji sadowej,
jak 1 w badaniach genealogicznych [49]. Markery haploidalne s3 szczegdlnie przydatne
w analizach uzupehiajacych pokrewienstwo, np. w sytuacjach, w ktoérych brakuje materiatu
porownawczego od domniemanych rodzicow, a dostepny jest jedynie material od krewnych
pochodzacych z tej samej linii meskiej. Uzyskane haplotypy poddaje si¢ nast¢pnie analizie
statystycznej, zestawiajac ich czesto$¢ wystgpowania z danymi referencyjnymi zaczerpnigtymi
z odpowiednich baz populacyjnych [50].

Cho¢ warto$¢ dowodowa badan Y-STR jest nizsza niz analiz autosomalnych (ze wzgledu na
mozliwo$¢ wystepowania identycznych haplotypow u 0so6b niespokrewnionych), ich znaczenie
pozostaje istotne [51]. W praktyce kryminalistycznej markery chromosomu Y stosuje si¢
gléwnie w przypadkach, gdy w badanej probce wystgpuje mieszanina DNA pochodzacego od
mezczyzny i kobiety [52]. Jak wskazujg Yao oraz Qian i wsp. [53, 54], analiza Y-STR powinna
by¢ traktowana jako badanie przesiewowe we wszystkich sytuacjach, w ktérych podejrzewa sie¢
obecno$¢ meskiego DNA, ale nie jest ono mozliwe do wykrycia w klasycznej analizie
autosomalnych STR. Dzigki duzej czulo$ci tej metody mozliwe jest wykrycie nawet
niewielkich ilosci DNA mezczyzny w probkach zawierajacych znaczng przewage materiatu
zenskiego, co ma szczegolne znaczenie w sprawach dotyczacych przestgpstw seksualnych.
Komercyjne zestawy do analizy haplotypow chromosomu Y dostgpne na rynku obejmuja
od kilkunastu do ponad dwudziestu loci [55 - 57]. Zestawy te zawieraja zar6wno markery
o umiarkowanym poziomie mutacyjnosci jak 1 szybko mutujace markery, ktore pozwalaja
odréznia¢ od siebie haplotypy mezczyzn blisko spokrewnionych [52, 58, 59]. Zastosowanie
tych markerow znaczaco zwigksza rozdzielczos$¢ analiz w obrebie pojedynczych linii meskich,

poprawiajac ich warto$¢ dowodowa w praktyce sadowe;.
1.2.4. Markery STR chromosomu X

Dziedziczenie chromosomu X ma specyficzny charakter, odmienny od mechanizmu
obserwowanego dla autosomow. W przypadku dziedziczenia w linii matka—corka, proces
przebiega analogicznie do dziedziczenia chromosomoéw autosomalnych — matka przekazuje

swojemu potomstwu jeden z dwoch posiadanych chromosoméw X. Corka dziedziczy natomiast
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drugi chromosom X po ojcu. Mezczyzna, posiadajacy jeden chromosom X i jeden chromosom
Y, moze przekaza¢ chromosom X wylacznie swoim corkom, podczas gdy kobieta przekazuje
chromosom X wszystkim dzieciom, niezaleznie od ich pici [18, str. 389]. W konsekwencji syn
nie dziedziczy od ojca chromosomu X, natomiast kazda corka otrzymuje od ojca zawsze ten
sam chromosom X.

Ustalenie dziedziczonego allela po stronie ojca jest wiec proste, wiadomo, ktéry allel zostat
przekazany. W przypadku matki, ktéora dysponuje dwoma chromosomami X, nie ma
mozliwosci okreslenia z gory, z ktorego z nich pochodzi obserwowany allel. Co wigcej,
w trakcie mejozy chromosom X moze ulegaé procesowi crossing-over, podobnie jak
chromosomy autosomalne, co dodatkowo komplikuje analiz¢ dziedziczenia. Zjawisko
to prowadzi do rekombinacji 1 zmiennos$ci uktadu alleli na chromosomach X przekazywanych
corkom przez matki, co sprawia, ze markery chromosomu X nie dziedziczg si¢ w sposob tak
prosty, jak markery chromosomu Y, dla ktérego analizy genetyczno-sagdowe obejmuja
wylacznie region NRY [60].

Syn dziedziczy swdj jedyny chromosom X wytacznie od matki, dlatego w jego profilu
genetycznym mozna zidentyfikowac allel bedacy bezposrednim odzwierciedleniem jednego
z matczynych chromosomow X [18, str. 87].

Analizy oparte na markerach X-STR (ang. X-chromosomal Short Tandem Repeats) maja
szczegolng warto§¢ w badaniach genetycznych, gdyz umozliwiaja ocene niezaleznego
dziedziczenia okreslonych regiondow chromosomu X. Ze wzgledu na bliskie potozenie czgsci
markerow wzgledem siebie, wyrdznia si¢ tzw. grupy sprzezone (linkage groups), w ktérych
loci sg dziedziczone wspolnie w formie haplotypow, przekazywanych migdzy pokoleniami
[25].

Mimo Ze markery zlokalizowane na chromosomie X nie s3 tak powszechnie stosowane
w genetyce sadowej jak autosomalne STR czy markery Y-STR, ich przydatno$¢ w trudnych
przypadkach identyfikacyjnych zostala potwierdzona [61]. Analiza X-STR ma szczegodlne
znaczenie w sytuacjach, gdy dostgpny material poréwnawczy pochodzi od dalszych krewnych
lub gdy relacje rodzinne sa ztoZone.

Markery te znajduja zastosowanie m.in. w analizach pokrewienstwa w przypadkach spornych
lub nietypowych, takich jak sprawy o kazirodztwo, gdzie domniemanym ojcem dziecka pici
zenskiej jest pozwany me¢zczyzna badz jego syn lub w przypadkach spornego ojcostwa, gdy

dziecko jest dziewczynka oraz gdy watpliwos$ci dotycza ojcostwa wobec jednej z sidstr [23].
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1.2.5. Markery SNP

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) stanowi jeden z najpowszechniejszych rodzajow
zmienno$ci w genomie cztowieka. Polega on na podstawieniach puryn i pirymidyn, a takze
na insercjach i delecjach w obrebie pojedynczych par zasad. Tego rodzaju zmiennos¢
ma szerokie zastosowanie nie tylko w genetyce sadowej, lecz takze w badaniach
nad uwarunkowaniami genetycznymi wielu choréb [62].

W poréwnaniu z markerami STR, markery SNP wystepuja w znacznie wigkszej liczbie
w genomie ludzkim. Cechujg si¢ takze nizszym wspolczynnikiem mutacji oraz mozliwoscia
analizy bardzo krotkich amplikonow. Te wlasciwos$ci sprawiaja, ze markery SNP znalazly
zastosowanie w genetyce sadowej, szczegolnie w przypadkach dotyczacych identyfikacji
nieznanych szczatkow ludzkich, gdzie material DNA jest silnie zdegradowany [63].

Z uwagi jednak na bialleliczny charakter loci SNP, liczba markeréw koniecznych
do przebadania w celu uzyskania mocy dyskryminacyjnej poréwnywalnej z analiza loci STR
musi by¢ znacznie wigksza [64]. Pomimo tego ograniczenia, markery SNP oferuja istotne
korzysci techniczne, a mianowicie mogg by¢ analizowane przy uzyciu réznych metod, w tym
technologii mikromacierzy DNA wykorzystujacych zjawisko hybrydyzacji. Co istotne, proces
analizy SNP moze by¢ w duzym stopniu zautomatyzowany, co znaczaco zwicksza jego

wydajno$¢ 1 powtarzalno$¢ [18 str. 343; 65].
1.2.6. Analiza DNA mitochondrialnego

W kazdej komorce ludzkiego organizmu wystepuje od kilkudziesigciu do kilkuset
mitochondriow, z ktérych kazdy zawiera od czterech do dziesigciu kopii mtDNA [66].
Mitochondrialny DNA ma posta¢ kolistej czasteczki 1 charakteryzuje si¢ znacznie wigksza
odpornoscig na procesy degradacyjne niz DNA jadrowy [67, 68]. Duza liczba kopii tego
genomu sprawia, ze mozliwe jest uzyskanie materialu nadajacego si¢ do analizy nawet z bardzo
niewielkich ilosci zdegradowanego materialu  biologicznego. W  konsekwencji
sekwencjonowanie mtDNA bywa czgsto jedynym sposobem uzyskania profilu genetycznego
ze szczatkow ludzkich [69].

Mitochondria s3 poétautonomicznymi strukturami komorkowymi, ktorych pochodzenie
thumaczy teoria endosymbiozy — zakladajaca, ze powstaly one z dawnych wolnozyjacych
bakterii. W ich macierzy znajduje si¢ wtasny materiat genetyczny o dtugosci 16 569 par zasad,
kodujacy czes$¢ biatek tancucha oddechowego oraz czasteczki RNA: transportujace (tRNA)
1 rybosomalne (rRNA) [70]. W wigkszosci badan sgdowych analizie poddaje si¢ jedynie
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niewielki, niekodujacy fragment genomu mitochondrialnego — tzw. region kontrolny,
stanowigcy okoto 7% catkowitej dlugosci mtDNA. W jego obrebie wyrdznia si¢ trzy odcinki
0 podwyzszonym poziomie zmiennosci, zwane regionami hiperzmiennymi (HV, hypervariable
region): HV1 (pozycje nukleotydowe 16024—16365 w odniesieniu do tancucha L), HV2
(pozycje 73-340) oraz rzadziej analizowany HV3 (438-574) [71, 72].

W przeciwienstwie do genomu jadrowego, DNA mitochondrialny dziedziczony jest wylacznie
w linii matczynej. Oznacza to, ze wszystkie osoby spokrewnione poprzez matke — w tym jej
dzieci i rodzenstwo — posiadajg identyczng sekwencje mtDNA, o ile nie zaszly w niej mutacje
[73]. Ze wzglgdu na ograniczong skuteczno$¢ mechanizméw naprawczych mtDNA, jego
genom mutuje znacznie szybciej niz DNA jadrowy. Najwicksze miedzyosobnicze
zrdéznicowanie obserwuje si¢ w regionach kontrolnych HV1 i HV2 [74, 75].

W 2014 roku Komisja DNA Migdzynarodowego Towarzystwa Genetyki Sadowej (ISFG)
opublikowata zaktualizowane wytyczne dotyczace analizy mtDNA. Dokument zawierat
szczegotowe rekomendacje odnoszace si¢ zaréwno do dobrej praktyki laboratoryjnej, jak
1 wyboru analizowanych fragmentdéw, metod amplifikacji czy sekwencjonowania. Ujgto w nim
rowniez zasady stosowania sekwencji referencyjnych, interpretacji heteroplazmii,
przypisywania haplogrup oraz prowadzenia baz danych [76, 77]. Zalecenia te sa cyklicznie
uzupetniane i dostosowywane do pojawiajacych si¢ metod technologicznych [78].

W rutynowych analizach do sekwencjonowania regionéw hiperzmiennych mtDNA wciaz
powszechnie stosuje si¢ klasyczng metode enzymatyczng Sangera [79]. Technika ta umozliwia
szybkie odczytanie kolejnosci nukleotydow w badanym fragmencie 1 pozwala uzyskac
sekwencje o dlugosci od 25 do okoto 1200 par zasad [80].

W roku 2005 rozpoczeta si¢ nowa era w analizie materialu genetycznego — tzw.
sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS). Metody zwane roOwniez masowym
sekwencjonowaniem rownoleglym umozliwiaja uzyskanie bardzo licznych odczytow —
jednoczes$nie nawet milionéw krotkich fragmentoéw [81].

Wynik analizy mtDNA przedstawia si¢ w postaci listy pozycji nukleotydowych, w ktorych
wykazano roznice wzgledem $wiatowe] sekwencji referencyjnej, znanej jako revised
Cambridge Reference Sequence (rCRS), okreslanej rowniez mianem sekwencji Andersona —
od nazwiska autora pierwszej publikacji opisujacej petny genom mitochondrialny [18 str. 375-
388; 79, 82, 83].

Integralng cze$cig interpretacji wyniku jest wskazanie przebadanego zakresu sekwencji.

Przyktadowy zapis mutacji 73G, 315.1C bedzie mial rézng warto$¢ interpretacyjng
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w zalezno$ci od tego, czy analiza obejmowata jedynie region HV2, czy tez zarowno HV1 jak

i HV2 [84].
1.3. Analiza pochodzenia biogeograficznego

Pochodzenie biogeograficzne osobnika mozna okres$li¢ na podstawie analizy haplotypow
mtDNA lub chromosomu Y. Oba te markery, ktore sa dziedziczone odpowiednio w linii
matczynej 1 ojcowskiej, stanowiag istotne narzedzie w badaniach z zakresu genetyki
populacyjnej i identyfikacyjne;.

MtDNA, oprocz zastosowania w identyfikacji osob spokrewnionych w linii matczyne;j,
pozwala takze na oszacowanie pochodzenia biogeograficznego. Wynika to z duzego
zrdéznicowania sekwencji mtDNA pomiedzy populacjami, obserwowanego zaréwno w skali
kontynentow, jak 1 w obrgbie mniejszych regiondw [85]. Okreslenie haplogrupy mtDNA moze
by¢ dokonane poprzez analize pelnej sekwencji genomu mitochondrialnego lub identyfikacje
specyficznych mutacji allelicznych definiujacych dang haplogrupe [86]. W praktyce badan
identyfikacyjnych najczeSciej analizowane sa jednak fragmenty HVI 1 HVII regionu
kontrolnego, ze wzglgdu na ich wysoki stopien polimorfizmu i1 bogata baze danych
porownawczych.

Analogicznie, okreslenie haplogrupy chromosomu Y umozliwia wyznaczenie pochodzenia
biogeograficznego w linii ojcowskiej. Cho¢ najbardziej precyzyjna metoda byloby peine
sekwencjonowanie chromosomu Y, procedura ta wymaga duzej ilo$ci dobrze zachowanego
DNA jadrowego oraz znacznych naktadéw finansowych [87]. W przypadkach, gdy nie ma
potrzeby ustalenia szczegotowej subhaplogrupy, stosuje si¢ analize markerow typu Y-STR.
Naich podstawie mozna oszacowaé przynaleznos¢ do okreslonej haplogrupy przy uzyciu
ogolnodostepnych narze¢dzi bioinformatycznych, takich jak NEVGEN Genealogy Tools vI1.1.
[88].

Haplotypy zarowno mtDNA, jak 1 chromosomu Y mozna przyporzadkowa¢ do konkretnych
haplogrup, czyli grup wywodzacych si¢ od wspolnego przodka, ktore wystepuja z rézng
czestoscia w  poszczegdlnych populacjach, co umozliwia okreslenie geograficznego
pochodzenia danej osoby w linii matczynej lub ojcowskiej. Przyktadowo, rozktad haplogrup
mitochondrialnych w populacjach Afryki [89], rdzennych Amerykandéw [90] czy w rejonach
zachodniej 1 wschodniej Eurazji [91, 92] ro6zni si¢ znaczaco, co pozwala na do$¢ precyzyjne
przypisanie probki do danego obszaru biogeograficznego.

Dodatkowo mozliwe jest wyrdznienie bardziej szczegdlowych podgrup haplogrup, ktore

pozwalaja zawezié obszar pochodzenia do poziomu regionalnego, np. Europy Srodkowej lub
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Wschodniej. W interpretacji wynikow nalezy jednak zachowac ostrozno$¢ w odniesieniu
do populacji niejednorodnych genetycznie. W takich przypadkach, jak w populacjach Ameryki
Lacinskiej, obserwuje si¢ czesto zroznicowanie pochodzenia linii matczynej 1 ojcowskiej —
liniom zenskim pochodzacym od rdzennych mieszkancow kontynentu towarzysza linie meskie

wywodzace si¢ z Europy [93, 94].
1.4. Proces degradacji DNA

Proces degradacji kwasow nukleinowych rozpoczyna si¢ natychmiast po $§mierci organizmu.
W srodowisku, w ktérym nie wystepuja warunki sprzyjajace konserwacji, takie jak wysuszenie
lub zamarznigcie, rozktad tkanek postgpuje bardzo szybko. Pierwszym etapem jest autoliza,
bedaca konsekwencja braku tlenu niezb¢dnego do prowadzenia procesow metabolicznych,
co powoduje przejscie komorek na oddychanie beztlenowe i w konsekwencji prowadzi
do obnizenia pH cytoplazmy. Zakwaszenie wnetrza komorki skutkuje rozerwaniem bton
komoérkowych 1 uwolnieniem lizosomoéw, zawierajacych enzymy hydrolityczne, ktore
doprowadzaja do samorozpadu komorek [95 - 97].

W miar¢ postgpu autolizy dochodzi do uszkodzenia blony jadrowej, a w konsekwencji
do uwolnienia DNA, ktore staje si¢ podatne na dziatanie nukleaz — enzymoéw odpowiedzialnych
za rozcinanie wigzan fosfodiestrowych w strukturze kwasow nukleinowych. W degradacji tej
uczestniczg zaréwno endonukleazy, ktore przecinaja tancuch DNA wewnatrz czasteczki, jak
1 egzonukleazy, odcinajace nukleotydy od koncéw nici. Réwnoczesnie aktywnos$¢ proteaz
prowadzi do trawienia histonow, co sprzyja losowej fragmentacji genomu. Procesy te zachodza
najintensywniej w komorkach wrazliwych na niedotlenienie, szczegolnie narazone sg komoérki
osrodkowego uktadu nerwowego [95, 96].

Wraz z postepujaca degradacja tkanek migkkich dochodzi do rozerwania nici DNA, czgsto do
dlugo$ci ponizej; 200 par zasad, co znacznie utrudnia analiz¢ genetyczng materiatu
pochodzacego z wysoko zdegradowanych probek. Zdecydowanie wolniej rozktadowi ulega
DNA obecne w tkankach kostnych, co wynika z ochronnych wtasciwosci struktury kosci —
niskiej zawarto$ci wody, ograniczonego dostepu enzymoéw degradacyjnych oraz ostony przed
promieniowaniem ultrafioletowym, ktore moze powodowa¢ dimeryzacje zasad azotowych
1 uszkodzenia wigzan krzyzowych [98].

Oprocz czynnikéw fizycznych 1 chemicznych, duzy wplyw na rozklad DNA maja
mikroorganizmy takie jak bakterie, grzyby, a takze drobne bezkregowce. Produkowane przez
nie enzymy przyczyniajg si¢ do degradacji kwasow nukleinowych juz na wczesnych etapach

posmiertnych [99, 100]. Ponadto, w glebie zachodzg liczne reakcje chemiczne, takie jak
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procesy hydrolityczne i oksydacyjne, ktore, cho¢ postgpuja stosunkowo powoli, majg charakter
nieodwracalny [101, 102]. W odréznieniu od organizmu zywego, w ktérym istniejg systemy
naprawy DNA, po $mierci uszkodzenia te kumulujg si¢, prowadzac stopniowo do catkowitej
utraty informacji o pierwotnej sekwencji nukleotydowej [97].

Zjawiska oksydacyjne moga rowniez powodowaé powstawanie zmodyfikowanych zasad
azotowych, m.in. 8-hydroksyguaniny, ktora podczas replikacji jest blednie rozpoznawana przez
polimeraze jako adenina. W efekcie do nowej nici wbudowywana jest tymina, co prowadzi
do transwersji typu G—T [103, 104].

Do czynnikow $srodowiskowych o najwigkszym znaczeniu degradacyjnym zalicza si¢ odczyn
1 typ gleby, jej wilgotnos$¢ oraz dostgpnos¢ tlenu. Parametry te wptywaja na przebieg proceséw
chemicznych modyfikujacych strukturg puryn i pirymidyn — podstawowych sktadnikéw nici
DNA [97, 105].

Pomimo znacznego rozkladu materiatu biologicznego, technika PCR umozliwia amplifikacje
zachowanych fragmentoéw DNA, nawet w przypadku gdy ich dtugos¢ nie przekracza 100 — 200
par zasad [106]. W praktyce sagdowej takie szczatkowe sekwencje stanowiag czesto jedyne
zroédto materialu genetycznego mozliwego do wykorzystania w analizie identyfikacyjne;j.
Zgodnie z zaleceniami DNA Commission of the ISFG interpretacja wynikow uzyskiwanych
ze zdegradowanego materialu  wymaga szczegdlnej ostrozno$ci. Powinna  zostaé
przeprowadzona z uwzglednieniem ryzyka wystapienia zjawisk typu drop-out i drop-in,
co pozwala unikna¢ btednej kwalifikacji profili niepetnych i zwigksza wiarygodnos$¢ wnioskow

identyfikacyjnych [107, 108].
1.5. Proces identyfikacji osobniczej NN zwtlok 1 szczatkdéw ludzkich

Procedura postgpowania w przypadku ujawnienia NN zwlok lub szczatkow ludzkich wymaga
podjecia szeregu skoordynowanych dziatan ktorych nadrzednym celem jest uzyskanie
wystarczajacej liczby informacji pozwalajacych na ustalenie ich tozsamos$ci. W pierwszej
kolejnosci sg to: ogledziny miejsca ujawnienia zwlok, ogledziny sadowo-lekarskie NN zwtok
lub szczatkow ludzkich, pobranie odciskow linii papilarnych palcéw i1 dtoni oraz wykonanie
dokumentacji fotograficznej. Kolejnym etapem, po przewiezieniu do prosektorium, jest
przeprowadzenie sekcji zwlok w celu ustalenia okolicznosci i1 przyczyny zgonu. W przypadku
szczatkdéw ludzkich przeprowadza si¢ ogledziny z udzialem lekarza medycyny sadowej oraz
w miar¢ mozliwosci z udzialem antropologa. Na tym etapie uzasadnione jest sporzadzenie

pelnej dokumentacji fotograficznej, wykonanie badan obrazowych (RTG lub TK) oraz pobranie
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wyselekcjonowanego materiatu genetycznego. W niektorych przypadkach, na potrzeby badan
identyfikacyjnych, zabezpiecza si¢ i przeprowadza maceracj¢ czaszki.

Na potrzeby procesu identyfikacji niezbedne jest rowniez zgromadzenie danych obejmujacych
wszelkie dostepne informacje mogace przyczynic si¢ do ustalenia tozsamosci osoby zmarte;j.
Zbierane s3 dane dotyczace relacji rodzinnych, cech szczegélnych, dokumentacji
stomatologicznej i medycznej, zdjg¢ osoby zmartej, przedmiotow osobistych, odciskéw palcow
oraz obrazow radiologicznych. Na tym etapie istotne jest takze pozyskanie probek
referencyjnych od krewnych z najblizszej linii pokrewienstwa, poniewaz im dalsze
pokrewienstwo, tym mniejsze podobienstwo genetyczne. W wyjatkowych przypadkach w celu
uzyskania materialu pordownawczego konieczne jest na przyktad przeprowadzenie ekshumacji
cztonkéw rodziny zmartej osoby.

W zaleznosci od okolicznos$ci znalezienia zwlok stosuje si¢ rézne metody identyfikacji. Maja
one roézny stopien wiarygodnosci. Identyfikacje zwlok nalezy rozpocza¢ od metod najbardziej
wiarygodnych do tylko sugerujacych tozsamosé. W pierwszej kolejnosci jest to identyfikacja
daktyloskopijna, odontologiczna i genetyczna. W dalszej kolejnosci sa to dane medyczne,
tatuaze, blizny, implanty. Ostatnim etapem jest integracja danych co w zatozeniu ma umozliwi¢
jednoznaczng identyfikacj¢ osoby zmartej. Wazng role w procesie identyfikacji odgrywa
rowniez baza danych DNA [109].

W przypadku identyfikacji NN zwlok i szczatkow z materiatdéw archiwalnych, w szczegdlnosci
pochodzacych z masowych egzekucji lub pochoéwkoéw o charakterze represyjnym, klasyczny
schemat identyfikacji osobniczej NN zwlok ulega istotnym modyfikacjom. Proces ten
realizowany jest zazwyczaj wiele dekad po $mierci ofiar, w warunkach znacznego ubytku
danych ante-mortem (tac. przed $miercig) oraz przy ograniczonej dostgpnosci materiatu
poréwnawczego od najblizszych krewnych. W tego typu sprawach Zrédlem informacji sa
archiwa, listy represjonowanych, relacje rodzinne oraz dane genealogiczne rekonstruowane
na podstawie przekazow ustnych i1 dokumentow wtérnych — informacje te bardzo czesto
sg niepelne, fragmentaryczne. Jak wskazuja doswiadczenia polskich zespotéw prowadzacych
prace ekshumacyjne 1 identyfikacyjne ofiar represji totalitarnych, identyfikacja taka
ma charakter dtugofalowy 1 interdyscyplinarny, a jej skuteczno$¢ zalezy od $cislej integracji
danych archeologicznych, antropologicznych, historycznych i1 genetycznych [110].

Nalezy podkresli¢, ze w przypadku identyfikacji ofiar katastrof masowych stosuje si¢
wystandaryzowane metody postepowania rekomendowane przez Miedzynarodowsa
Organizacj¢ Policji (Interpol) dla wszelkiego rodzaju katastrof, niezaleznie od ich przyczyny

i skali[111, 112].
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Wyniki analiz genetycznych sg interpretowane z zastosowaniem modeli biostatystycznych,
ktoére pozwalaja oszacowaé tzw. site dowodu uzyskang na poparcie hipotezy o tozsamosci
osoby badanej. Obliczenia te oparte sg na szacowanej czgstosci wystepowania danego genotypu
w populacji oraz na prawdopodobienstwie jego przypadkowego powtorzenia u osoby
niespokrewnionej [18, str. 229-258]. Prawdopodobienstwo, ze dwie niespokrewnione osoby
beda posiadaty identyczne profile DNA, jest skrajnie niskie, co stanowi podstawe wysokiej
wiarygodnosci tej metody.

Na podstawie obliczen biostatystycznych formutowana jest koncowa opinia, ktorej
zasadniczym elementem jest jednoznaczne potwierdzenie lub wykluczenie tozsamos$ci osoby
badanej, badz — w przypadkach niejednoznacznych — wskazanie, ze dostepne dane nie
pozwalaja na ostateczne rozstrzygnigcie. Raportowanie wynikow analizy jest ujete

w wytycznych Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM) [113].
1.6. Genetyczne bazy populacyjne

W analizach genetycznych prowadzonych w kontekscie sadowym, zasadniczym elementem
zapewniajagcym wiarygodnos$¢ uzyskiwanych wynikow jest zastosowanie wtasciwych danych
referencyjnych, tj. baz populacyjnych, opisujacych czestosci alleli dla analizowanych
markeréw genetycznych. Wszystkie obliczenia biostatystyczne wykonywane sg na podstawie
wlasnie tych danych populacyjnych. By uzyska¢ prawidlowe wyniki nalezy odnie$¢ si¢
do wlasciwej populacji referencyjnej, a baza danych musi spetnia¢ rygorystyczne wymagania
pod wzgledem reprezentatywnosci proby oraz spetnia¢ okreslone kryteria statystyczne [114].
Czestosci alleli poszczegdlnych markeréw moga rézni¢ si¢ pomiedzy populacjami nawet
w obrebie tego samego regionu geograficznego, co wynika z czynnikow historycznych,
demograficznych i1 genetycznych, takich jak dryf genetyczny, efekty zatozyciela czy izolacja
populacyjna [115, 116]. Niewlasciwy dobor bazy referencyjnej moze prowadzi¢ do zanizenia
lub zawyzenia warto$ci wskaznikow statystycznych, a w konsekwencji — do blednej
interpretacji sity dowodu.

Zgodnie z zaleceniami DNA Commission of the ISFG populacyjne bazy danych powinny by¢
tworzone w oparciu o reprezentatywne probki pochodzace od osob niespokrewnionych,
zamieszkujacych dany obszar geograficzny, przy czym liczebnos¢ proby dla kazdego markera
powinna zapewnia¢ wiarygodne oszacowanie czestosci alleli [117]. Dane takie publikowane
sa w literaturze naukowej i rejestrowane w publicznych bazach, np. referencyjna baza czestosci

identyfikacyjnych markeréw STR (STRidER) [118].
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W przypadku analiz pokrewienstwa zaleca si¢ stosowanie bazy populacyjnej mozliwie
najbardziej zblizonej etnicznie i geograficznie do oséb badanych. W razie braku odpowiedniej
bazy mozna rozwazy¢ uzycie danych populacji zblizonej etnicznie do analizowanej, jednak
interpretacja wynikow powinna wtedy uwzglednia¢ mozliwe ograniczenia wynikajace z roznic
populacyjnych [115, 119]. Dobor wilasciwej bazy populacyjnej stanowi zatem integralny
element catego procesu analizy genetycznej i bezposrednio wptywa na rzetelno$¢ uzyskanych
wnioskow w kontekscie sagdowym i identyfikacyjnym.

Ponadto nalezy pamigtaé, ze w przypadku niepelnych profili genetycznych, istnieje ryzyko
przypadkowej zgodnosci profili genetycznych. Im mniej loci oznaczonych w profilu, tym
prawdopodobienstwo jest wyzsze, co stanowi komplikacje przy identyfikacji oraz jest

powaznym ograniczeniem badania [120].
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2. Zatozenia i cel pracy

Celem niniejszej pracy byta optymalizacja metod identyfikacji genetycznej NN zwlok
1 szczatkow ludzkich, ze szczegdlnym uwzglednieniem przypadkéw dalszego pokrewienstwa,
charakterystycznych dla badan identyfikacyjnych materiatu archiwalnego. Model ten zaktadat
kompleksowe podejscie obejmujace analiz¢ markerow autosomalnych, chromosomu Y oraz
markeréw SNP, a takze wykorzystanie narzedzi biostatystycznych i symulacyjnych do oceny
pokrewienstwa.

Badania oparto na rzeczywistym materiale kostnym pochodzacym z grobu masowego z okresu
Wielkiego Terroru, odkrytego w 2021 roku na terenie Adzarii w Gruzji, co pozwolito
zweryfikowac skuteczno$¢ stosowanych metod.

Zatozono, ze zastosowanie kilku niezaleznych zestawow markeréw (GlobalFiler™, KinFinder,
Yfiler™ Plus, Precision ID Identity) oraz wykorzystanie zrdéznicowanych algorytmow
obliczeniowych (Familias, FamLink, KinBN, pedbuildr) pozwoli na zwigkszenie
wiarygodnos$ci analiz i umozliwi rozstrzygnigcie przypadkow, w ktorych klasyczne metody
daja niejednoznaczne wyniki.

Przyjeto, ze kluczowym elementem procesu identyfikacji bedzie porownanie skuteczno$ci
réznych konfiguracji markerow oraz ocena ich przydatnos$ci w przypadkach gdzie dostgpny jest
zdegradowany materiat biologiczny i analizowane sg dalsze stopnie pokrewienstwa.

W pracy postawiono nastgpujace cele szczegdlowe:

1. Opracowanie schematu decyzyjnego pozwalajacego na maksymalne wykorzystanie

uzyskanego materialu DNA o réznym stopniu degradacji.

2. Ocena skutecznosci poszczego6lnych zestawow markeréw w kontek$cie materiatu
kostnego.
3. Weryfikacja mozliwosci zastosowania programu do symulacji pokrewienstw

1 wspomagania interpretacji wynikow w ztozonych strukturach genealogicznych.

4. Przeprowadzenie obliczen przy wykorzystaniu réznych programéw statystycznych
1 ocena ich przydatnosci.

5. Wypracowanie rekomendacji dotyczacych optymalnego zestawu metod 1 narzedzi dla

potrzeb identyfikacji genetycznej NN zwtlok 1 szczatkdw z materiatéw archiwalnych.
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3. Material i metody

3.1. Materiat badawczy

Materiat kostny pobrany ze szczatkéw zostal przetransportowany do laboratorium PUM:
21 fragmentéw lewych ko$ci skroniowych i siedem fragmentéw prawych kosci skroniowych.
Dodatkowo do analizy genetycznej przekazano fragment lewej kosSci piszczelowej i prawej
kosci ramiennej w celu potwierdzenia powigzan szkieletowych.

Probki referencyjne od 58 0sob nalezacych do 20 rodzin (oznaczonych jako Rodzina 1 —

Rodzina 20) rowniez przekazano do PUM.
3.2. Zastosowane metody badawcze

Wszystkie analizy laboratoryjne, z wyjatkiem elektroforezy dla zestawu KinFinder, zostaly
przeprowadzone w Zaktadzie Genomiki i Genetyki Sadowej PUM, dzialajacym zgodnie
z wymaganiami normy PN EN ISO/IEC 17025: 2018:02.

Analiz¢ fragmentéw za pomocg elektroforezy kapilarnej dla zestawu KinFinder
przeprowadzono w laboratorium GenMed dzialajacego zgodnie z wymaganiami normy PN EN
ISO/IEC 17025: 2018:02.

Analiza elektroforegramow zestawu KinFinder oraz analizy statystyczne zostaly
przeprowadzone w Katedrze 1 Zaktadzie Medycyny Sadowej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego.

Prace laboratoryjne zostaly przeprowadzone przy zachowaniu rygorystycznych protokotow
aseptycznych 1 antyseptycznych. Aby zminimalizowa¢ ryzyko zanieczyszczenia, przez caty
czas stosowano $rodki ochrony osobistej, w tym rgkawiczki nitrylowe, zargkawki, fartuchy
ochronne, maski jednorazowe 1 specjalne kombinezony do czyszczenia kosci. Ze wzgledu
na potencjalnie wysoki stopien degradacji materiatu badawczego 1 niskg zawartos¢ DNA,
procedury dekontaminacji przeprowadzono zgodnie ze standardami stosowanymi w genetyce
sadowej. Na kazdym etapie procesu zastosowano kontrole pozytywne (krew suchg
zabezpieczong na kartach Flinders Technology Associates (FTA) oraz kontrolne DNA zawarte
w komercyjnych zestawach) i kontrole negatywne (woda dejonizowana klasy molekularne;j).
Zaréwno probki pobrane z materialu dowodowego, jak 1 materiatly referencyjne byly
analizowane w dwoch powtoérzeniach. Te rygorystyczne srodki zapewnily wysokie standardy
kontroli zanieczyszczen, umozliwiajac wiarygodng analizg.

O ile nie zaznaczono inaczej, wszystkie etapy laboratoryjne przeprowadzono zgodnie

z protokotami odpowiednich producentow.
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Obliczenia statystyczne pokrewienstwa zostaly wykonane przy uzyciu dwoch programow
komputerowych — Familias oraz KinBN — ktére opieraja si¢ na odmiennych modelach analizy
statystycznej. Zastosowanie dwoch niezaleznych narzedzi umozliwito wzajemng weryfikacje
uzyskanych rezultatow 1 zwigkszyto wiarygodno$¢ wnioskow, ograniczajac ryzyko bledow
wynikajacych ze specyfiki pojedynczego modelu obliczeniowego. Z uwagi na brak gruzinskich
baz populacyjnych do obliczen statystycznych wykorzystano bazy zgodnie z dostepnoscia.
Dla obliczen z uzyciem GlobalFiler™ wykorzystano baze¢ Azerbejdzanska [121]. Dla zestawu
KinFinder, z uwagi na to, iz niedawno zostat wprowadzony do produkcji i nie jest jeszcze
dostepny komercyjnie, korzystano z bazy populacji Polski (GenMed, dane nieopublikowane)
z wykorzystaniem 48 markeréw spoza zestawu CODIS-ESS-SE33. Obliczenia oparte
o identyfikacyjnych markery SNP (iiSNP) zostaly wykonane z wykorzystaniem bazy
ogolnoswiatowej dostepnej na stronie https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/.

Analizy pokrewienstwa przy wykorzystaniu programu komputerowego Familias [122]
wykonano w sposob etapowy. W pierwszej kolejnosci dokonano porownan wszystkich profili
autosomalnych w zakladce programu do identyfikacji ofiar katastrof (DVI), a nast¢pnie
poglebiono obliczenia dla najbardziej prawdopodobnych dopasowan rodzin i szczatkow.
Roéwnolegle w arkuszu Excel zestawiono profile Y-STR, zgodnie z zasadami pordéwnan
i raportowania haplotypow SWGDAM [123], co pozwolito zidentyfikowa¢ jeden przypadek
zgodnosci, ktory nie zostal wskazany na podstawie markerdw autosomalnych. Obliczenia
statystyczne haplotypéw Y-STR zostaly wykonane przy uzyciu narzedzia dostgpnego
w referencyjnej bazie haplotypéw chromosomu Y (YHRD) [58], ktora stanowi
miedzynarodowy punkt odniesienia 1 standard w analizach poréwnawczych profili
chromosomu Y [124]. Obliczenia wykonano w oparciu o baz¢ 90 260 haplotypoéw oznaczonych
w zakresie Y17 z obszaru Euroazjatyckiego. Zakres analizy zostal wybrany zgodnie
z zaleceniami Polskojezycznej Grupy ISFG [125]. Wyniki obliczef stanowity punkt wyjscia
do dalszych analiz.

Dane uzyskane z analizy chromosomu Y wykorzystano takze do oceny sktadu haplogrup
chromosomoéw Y 0so6b odnalezionych w grobie zbiorowym oraz pordwnanie tych wynikoéw
z populacjami referencyjnymi z okolicznych regionéw. Celem tego etapu byta ocena
wiarygodnosci hipotezy historycznej dotyczacej pochodzenia tej grupy. Szacowanie haplogrup
chromosomu Y zostalo przeprowadzone bez dodatkowych kosztéw, poniewaz opierato
si¢ wylacznie na markerach uwzglgdnionych w zestawie Yfiler™ Plus.

W dalszej kolejnosci wytypowano rodziny i odpowiadajace im szczatki do badan

z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw KinFinder (GenMed). Kryterium kwalifikacji
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stanowila warto$¢ ilorazu wiarygodnosci (LR) ponizej 100 000 uzyskana w analizach STR
uktadow z GlobalFiler™. W jednym przypadku (Rodzina 12) z uwagi na niezgodnosci
w uktadach Y-STR pomiedzy czlonkami tej rodziny, rozszerzono analiz¢ o zestaw KinFinder
pomimo osiggni¢cia wartosci LR powyzej progu. W przypadkach o najnizszych wynikach
statystycznych analiz¢ uzupetniono o zestaw Precision ID Identity Panel (Thermo Fisher
Scientific) obejmujacy 90 autosomalnych markeréw SNP. Dla panelu SNP przyjeto kryteria
interpretacyjne zgodne z SWGDAM [126].

Wszystkie obliczenia prowadzono zaréwno przy =zatozeniu niezaleznosci markerow,
jak réwniez z uwzglednieniem sprze¢zen genetycznych, co pozwolito oceni¢ wpltyw tego
zjawiska na koncowe warto$ci LR. Uwzglednianie powigzan pomig¢dzy markerami jest
zagadnieniem istotnym, gdyz loci potozone blisko siebie na tym samym chromosomie nie
dziedzicza si¢ niezaleznie, lecz wykazujg tendencje do wspoétdziedziczenia w kolejnych
pokoleniach [116, p. 259] Zjawisko to okreslane jest mianem sprzezenia genetycznego
1 opisywane jest w jednostkach odleglosci genetycznej — centymorganach (cM) [127].
Uwzgledniono rowniez symulacje alternatywnych struktur genealogicznych w celu weryfikacji
uzyskanych dopasowan. Analizy te przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu pedbuildr,
ktéry umozliwia rekonstrukcje rodowodow oraz modelowanie prawdopodobienstw
wspoéltdzielenia alleli identycznych z pochodzenia. Réwnolegle, przy pomocy programu
Familias, wykonano symulacje rozktadu wartosci LR dla zadanych scenariuszy pokrewienstwa,
co pozwolilo na ocen¢ zgodno$ci uzyskanych wynikéw z teoretycznie oczekiwanymi
przedziatami wartosci.

Polaczenie obu podejs¢ — rekonstrukcji alternatywnych struktur rodzinnych oraz symulacji
wartosci LR — umozliwilo nie tylko wskazanie najbardziej prawdopodobnych relacji
rodzinnych, ale takze oceng¢ stabilno$ci wynikéw w Swietle potencjalnych wariantow

genealogicznych.
3.3. Przygotowanie materialu kostnego do izolacji DNA

Materiat kostny zostat oczyszczony mechanicznie z wykorzystaniem precyzyjnej miniszlifierki
1 jednorazowych tarcz szlifierskich. Nastepnie oczyszczone fragmenty kostne zostaly poddane
myciu za pomocg 0,5% Tween 20. Tak przygotowany materiat kruszono w cieklym azocie

z uzyciem mtynka kriogenicznego.
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3.4. Izolacja DNA

DNA wyekstrahowano z 25 mg proszku kostnego przy uzyciu zestawu Bone DNA Extraction
Kit oraz urzadzenia Maxwell® FSC Instrument (oba Promega).
DNA z materiatu referencyjnego zostalo wyekstrahowane przy uzyciu zestawu PrepFiler™

(Thermo Fisher Scientific).

3.5. Oznaczenie st¢zenia DNA, stopnia degradacji 1 obecnosci inhibitorow

reakcji PCR

Ilos¢ 1 jako$¢ wyizolowanego DNA oceniano przy uzyciu zestawu Quantifiler™ TRIO DNA
Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific), ktéry umozliwia iloSciowe oznaczenie zarowno
dhugich (T. Large, 214 pz), jak i1 krotkich (T. Small, 80 pz) fragmentéw ludzkiego DNA
autosomalnego, a takze fragmentu specyficznego dla chromosomu Y (75 pz), wykorzystujac
metod¢ PCR w czasie rzeczywistym z zastosowaniem sond TagMan. Marker specyficzny dla
ptci meskiej zostal wytaczony z niniejszego badania, poniewaz jego przydatno$¢ w analizie
materiatu  zdegradowanego jest istotnie ograniczona. Marker ten zostal pierwotnie
zaprojektowany gléwnie w celu wykrywania obecnos$ci sktadnika meskiego w préobee, jako
element zestawu przeznaczonego do celéw sadowych [128]. Wskaznik degradacji obliczano
jako stosunek wartosci T. Small do T. Large i wykorzystywano do oceny stopnia degradacji
DNA. Warto$¢ wskaznika degradacji powyzej 10 interpretowano jako wskazujacy wysoka
degradacje w probce, wartosci od 1 do 10 wskazywaly degradacj¢ od niewielkiej
do umiarkowanej. Obecno$¢ inhibitorow reakcji PCR w ekstrakcie okreslano na podstawie
wartosci Ct wewnetrznej kontroli PCR (IPC), przy czym wartos$ci rowne 31 lub wyzsze
wskazywaly na obecno$¢ inhibicji, zgodnie z wytycznymi producenta oraz wewnetrzng
walidacja. We wszystkich kolejnych etapach, jesli ekstrakty DNA nie spelnialy zalecanych
ilosci wejsciowych okreslonych w instrukcjach uzytkownika, stosowano maksymalna dostgpna

objetos¢ DNA.
3.6. Amplifikowanie fragmentow STR w systemie GlobalFiler™

Wyizolowany DNA amplifikowano metoda PCR z uzyciem zestawu licencjonowanych
odczynnikéw GlobalFiler™ (Thermo Fisher Scientific). Zestaw ten umozliwit identyfikacje
alleli dla 21 autosomalnych markerow STR (D3S1358, D1S1656, D2S441, D10S1248,
D13S317, D16S539, D18S51, D2S1338, CSF1PO, THO1, vWA, D21S11, D7S820, D5S818,
TPOX, D8S1179, D12S391, D19S433, SE33, D22S1045, FGA), jednego markera Y-STR
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(DYS391), markera insercji/delecji chromosomu Y (Y indel) oraz fragmentu genu

amelogeniny.
3.7. Amplifikowanie fragmentow STR w systemie KinFinder

System KinFinder (GenMed) umozliwia oznaczenie 50 loci STR (w tym 48 spoza zestawu
CODIS-ESS-SE33) zgrupowanych w dwoch multipleksach. Multipleks PCR A umozliwia
amplifikacje loci: D04L88S, D14L.953, D0O6L106, D16L554, DO1L267, DO3L115, D2N43,
D12L794, D0O2L114, D1S1656, DO5L169, D14L699, D3A57, D8S1132, D3N61, DOSL140,
D13S742, D2L174, D17L432, DIN16, D15L495, D21L291, D14L785, D05L297, DO1L569
oraz locus amelogeniny, natomiast multipleks PCR B: DO9L159, D02L221, D02L142, D8A26,
DO5L113, D14L276, D17L255, D20L226, DO8L110, D16L732, D01L217, DO3L109,
DO07L144, D7S3048, D12S391, D03L194, DO7L101, D10L126, D3N54, DO1L215, D12L908,
DO07L147, D12L630, D10S2325, DO7L134. Reakcje obu multipleksow przeprowadzono
w objetosci 10 ul — na ktorg sktadato sie 3 pl mieszanki enzymoéw (HOT FIREPol® MultiPlex
Mix, Solis Biodyne), 2 ul odpowiedniego zestawu starteréw (0,05 uM) oraz 1 ng matrycowego

DNA. Amplifikacje przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta [129].
3.8. Amplifikowanie fragmentéw STR w systemie Y filer™ Plus

Z wykorzystaniem zestawu Yfiler™ Plus (Thermo Fisher Scientific) amplifikowano 27
markeréw zlokalizowanych na chromosomie Y (DYS438, DYS627, DYS458, DYS437,
DYS391, DYS392, DYS635, DYS19, DYS390, DYS439, DYS456, DYS393, DYS449,
DYS387S1 ab, DYS576, DYS460, DYS533, DYS389 VI, DYS570, DYS385 ab, DYS481,
YGATA H4, DYS518, DY S448).

3.9. Konstruowanie bibliotek SNP w systemie Precision ID Identity

Precision ID Identity umozliwia oznaczenie 90 SNP autosomalnych (rs2046361, rs10776839,
1s354439, 15717302, 1rs993934, rs901398, rs4364205, rs6955448, rs560681, rs1490413
1s2076848, rs159606, rs10488710, rs9951171, rs729172, rs10773760, rs1335873, rs6444724,
rs214955, 15914165, rs2016276, rs740910, rs1736442, rs1357617, rs7520386, rs1523537,
1s964681, rs10495407, rs9905977, rs876724, rs2269355, rs2111980, rs10092491, rs321198,
1s2342747, 1s873196, rs12997453, rs1454361, rs1028528, rs4530059, rs2830795, rs727811,
rs1031825, rs1821380, rs1109037, rs1886510, rs7704770, rs2831700, rs1528460, rs740598,
rs7041158, rs1355366, rs907100, rs891700, rs917118, rs1463729, rs2292972, rs722098,
rs3780962, rs4288409, rs735155, rs445251, rs987640, rs737681, rs2040411, rs338882,
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rs430046, rs938283, rs1005533, rs1872575, rs1015250, rs6811238, rs251934, rs576261,
1s221956, 154847034, rs1979255, rs1058083, rs722290, rs733164, rs2056277, rs1493232,
rs13218440, rs1360288, rs719366, rs1382387, rs826472, rs1024116, rs1498553, rs1413212)
134 SNP chromosomu Y (rs20320L298, rs17269816P202, 1s2032602, rs17222573,
rs16981290, rs2534636, rs3911, rs9341278, 1rs35284970, rs2032673, rs2032636, rs17250845,
rs17842518, 152032652, 1s3848982P256, 1s9786139M479, 152032595, 1s2319818,
rs16980426, rs3900, 152032658, rs2033003, rs2032631, rs13447443, rs2032624, rs9786184,
rs4141886, rs17306671, 1s2032599, rs8179021).

Biblioteki zostaty przygotowane przy uzyciu Precision ID Identity Panel, Precision ID Library
Kit i [onCode™ Barcode Adapters (Thermo Fisher Scientific), z wykorzystaniem AMPure XP
Beads (Beckmann Coulter) na etapie oczyszczania. Nastepnie biblioteki zostaly poddane
kwantyfikacji przy uzyciu zestawu lon Library TagMan™ Quantitation Kit, rozcienczone do 30
pM, poddane dalszej obrébcee i1 zatadowane na chipy Ion 530™ przy uzyciu zestawu lon S5™
Precision ID Chef & Sequencing Kit za pomoca urzadzenia lon Chef™ (wszystkie Thermo

Fisher Scientific).
3.10.Analiza profili genetycznych

Amplifikaty uzyskane przy wykorzystaniu zestawoéw GlobalFiler™ oraz Y filer™ Plus poddano
elektroforezie w polimerze POP-4™ w aparacie 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific), przy zastosowaniu Data Collection Software v 4.3, a nastgpnie analizowano przy
uzyciu programu GeneMapper® ID-X Software v1.6 (Thermo Fisher Scientific),
z zastosowaniem progu 100 RFU (ang. Relative Fluorescem Unit, wzgledne jednostki
fluorescencji) zgodnie ze zwalidowana metoda.

Produkty amplifikacji zestawu KinFinder zostaly poddane -elektroforezie kapilarne;
w sekwenatorze ABI 3130 XL w polimerze POP-7™ (Thermo Fisher Scientific). Uzyskane
elektroforegramy analizowano przy uzyciu programu Microsatellite Analysis Software
(Thermo Fisher Scientific) dostepnego w chmurze Thermo Fisher Cloud — wedlug ustawien
standardowych.

Biblioteki 11SNP utworzone z =zastosowaniem Precision ID Identity Panel zostaty
zsekwencjonowane w systemie Ion GeneStudio™ S5 Prime, a nast¢pnie analizowane przy
uzyciu programu Torrent Suite™ Software v.5.18.1, przy czym analiza wtérna przeprowadzana
byta z uzyciem wtyczki HID Genotyper v.2.2., wedlug ustawien standardowych dla markerow

11SNP.
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3.11.Ustalanie haplogrup chromosomu Y

Profile Y-STR zostaly przeanalizowane przy uzyciu narzedzia statystycznego NEVGEN
Genealogy Tools vl.1.. Narzedzie to wykorzystuje bayesowski model czestosci alleli,
uwzgledniajac  wzajemng zalezno$¢ warto$ci markerow Y-STR [88]. Dla celow
porownawczych rozktady haplogrup w populacji gruzinskiej zaczerpnigto z opublikowanych
zestawow danych: dane z publikacji Schurra i wsp. [130] zostaly uzyte bezposrednio, natomiast
zestaw opublikowany przez Nasidze 1 wsp. [131] zostal najpierw wykorzystany do predykc;ji
haplogrup przy uzyciu NEVGEN, a nastepnie poddany analizie.

Przy obliczeniach zastosowano ustawienia ,,Batch calculate”: FTDNA order, wprowadzono
dane odnos$nie markerow dostgpnych w danym ustawieniu: DYS19, DYS385ab, DYS3891,
DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS460,
DYS481, DYS533, DYS570, DYS576, DYS635, DYS449, DYS456 1 DYS458 oraz GATA
H4.

Dla markerow GATA H4 wartosci alleli zostaty obnizone o 1 (np. jezeli allel miat warto$¢ 11,
wprowadzano 10), z uwagi na niezgodnos$¢ migdzy sposobem wywolywania alleli w systemach
FTDNA i Yfiler™ Plus.

Predykcje uzyskane przy uzyciu tego narzgdzia dla wymienionych markeréw opisywane
sg zazwyczaj przez dwa parametry:

- Probability (prawdopodobienstwo) — poczatkowe 100% prawdopodobienstwa przynalezno$ci
osoby do okreslonej haplogrupy jest dzielone pomiedzy wszystkie mozliwe haplogrupy,

- Fitness score (wspotczynnik dopasowania) — parametr oceniajagcy poprawnos$¢ danej
predykc;ji.

NEVGEN sugeruje, ze warto$¢ Fitness nalezy interpretowac rdznie w zaleznosci od haplogrupy
— warto$¢ 25 moze by¢ wystarczajaca dla ,,starszych” podgrup, podczas gdy nawet 60 moze
by¢ niewystarczajace dla niektorych ,,mtodszych” podgrup [132].

W niniejszym badaniu do analizy przyjeto jedynie wyniki, dla ktoérych Probability przekraczato
50%.

3.12. Wykorzystanie programu Familias

Do obliczen statystycznych pokrewienstwa pomig¢dzy analizowanymi osobami wykorzystano
program komputerowy Familias version 3.4 (Norwegia). Program, rozwijany przez grupe
badawczg z Norwegian University of Life Sciences oraz Norweskiego Instytutu

Kryminalistyki, jest szeroko wykorzystywany w genetyce sadowej zarOwno w analizach
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rutynowych, jak i w ztozonych przypadkach pokrewienstwa obejmujacych relacje dalszego
stopnia [122]. Bardzo istotny jest fakt, ze program zostat zwalidowany co potwierdza
prawidtowos$¢ uzyskiwanych wynikéw [133].
Program Familias jest narzedziem wykorzystywanym do szacowania ilorazu wiarygodnosci
oraz wartosci prawdopodobienstwa pokrewienstwa. Podczas analizy statystycznej,
konfrontowane sa ze soba dwie przeciwstawne hipotezy odnoszace si¢ do mozliwosci
pokrewienstwa pomiedzy analizowanymi osobami. Hipoteza HI, zakladajaca okreslony
stopien pokrewienstwa miedzy badanymi osobami, oraz hipoteza H2, zgodnie z ktora osoby
te nie s3 spokrewnione. ROwnanie wartosci LR zaklada poréwnanie prawdopodobienstw
ustalenia dowodu z badan genetycznych przy zatozeniu dwoéch alternatywnych hipotez (iloraz
dwoch prawdopodobienstw warunkowych).

Pr (dowdd|Hi)

Pr (dowéd|H2)

LR=

gdzie:

LR - likelihood ratio- iloraz wiarygodno$ci

Pr — prawdopodobienstwo

dowod — zestawy alleli (profile DNA analizowanych 0sob)

Hi: hipoteza 1- okreslajaca szukane pokrewienstwo

Ha: hipoteza 2- okres$lajaca brak zaktadanego pokrewienstwa

Nastepnie otrzymang warto$¢ przeksztalca si¢ na prawdopodobienstwo pokrewienstwa

korzystajac ze wzoru:

LR

LR+1
gdzie:

LR - likelihood ratio- iloraz wiarygodno$ci

P — prawdopodobienstwo pokrewienstwa

Funkcje programu:

Jedng z gléwnych cech programu jest zdolno$§¢ do wykonywania obliczen dla dowolnych
struktur rodowodowych, obejmujacych relacje pierwszego (np. ojciec—dziecko), drugiego (np.
pelne rodzenstwo, wuj—bratanek) 1 dalszego stopnia (np. kuzynostwo). Ponadto
oprogramowanie umozliwia wykonywanie obliczen z uwzglednieniem ewentualnych mutacji,
alleli zerowych czy wystapienia zjawiska drop out/drop in, co jest szczegélnie istotne
w analizach rodzin wielopokoleniowych, przypadkach katastrof masowych oraz w sytuacjach,

w ktorych dochodzi do identyfikacji szczatkow ludzkich o zdegradowanym materiale
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genetycznym. Uwzglednia takze strukture¢ populacyjng (populational substructure) za pomoca
wspotczynnika korekcyjnego 0 [134].

Oprécz wykonania obliczen statystycznych pokrewienstwa, program umozliwia takze
wykonanie symulacji przedziatlow wartosci LR dla zadanych relacji rodzinnych, dzieki czemu
mozna zweryfikowa¢ czy wynik uzyskany z obliczen miesci si¢ w przedziale oczekiwanych
rezultatdéw. Funkcja ta umozliwia rowniez sprawdzenie, bez wykonania badan genetycznych,
jak kolejne osoby z drzewa genealogicznego wptyng na wuzyskany wynik analizy
pokrewienstwa. Dzi¢ki czemu mozna ograniczy¢ badania do osob, ktore majg realny wptyw
na identyfikacje.

W programie dostepne sa takze moduty dedykowane analizom w przypadkach ofiar katastrof
masowych umozliwiajacy dokonanie przeszukan wigkszej liczby ofiar przy wykorzystaniu
zadanych relacji pokrewienstwa oraz modul Blind Search pozwalajacy na efektywne
analizowanie przypadkdéw o nieznanym stopniu pokrewienstwa.

Modele mutacyjne:

W przypadku stwierdzenia niezgodnosci alleli pomig¢dzy analizowanymi osobami zaktadano
mozliwo$¢ wystagpienia mutacji. Program daje mozliwo$¢ wybrania sposrdd pigciu réznych
modeli mutacyjnych:

Model 1: Equal probability (Simple): jest najprostszym modelem mutacji dostgpnym
w programie. Zaktada, ze wystagpienie mutacji jest niezalezne od czestosci danego allela oraz
od jego wariantu, np. mutacja wariantu 13 na 14 bedzie tak samo prawdopodobna jak mutacja
wariantu 13 na 17.

Model 2: Probability proportional to frequency (Stationary): prawdopodobienstwo mutacji
z jednego wariantu allela na drugi jest wprost proporcjonalne do jego czgstosci wystgpowania
oraz jest niezalezna od jego wariantu, np. czgstos¢ wystapienia w populacji allela 14 wynosi
0,01, a allela 15 wynosi 0,5, dlatego model ten zaktada, iz mutacja z allela 13 na allel 15 jest
bardziej prawdopodobna niz z wariantu 13 na 14.

Model 3 1 4: Stepwise (Unstationary) (Stationary): model ten bierze pod uwage zmiang liczby
sekwencji repetytywnej. Mutacja z wariantu 13 na warianty 12 lub 14 jest bardziej
prawdopodobna niz mutacja wariantu 13 na warianty 11 lub 15.

Model 5: Extended Stepwise: rozszerzona wersja modelu stepwise, dodatkowo uwzgledniajaca
roéznice miedzy mutacjami mikrowariantow.

Modele stacjonarne to takie, w ktorych proces mutacji nie zmienia rozkladu czestosci alleli
w kolejnych pokoleniach — populacja pozostaje w stanie rownowagi wzgledem macierzy

mutacji. Zapewniajg one stabilno$§¢ obliczen 1 spdjnos¢ rozktadoéw alleli w analizach
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wielopokoleniowych, podczas gdy modele niestacjonarne moga prowadzi¢ do niewielkich
odchylen w rozktadzie czestosci alleli w kolejnych generacjach [135].

Podczas obliczen stosowano standardowe wartosci parametréw dla alleli zerowych (null=0)
z uwagi na ich znikomy wptyw na wyniki [136].

Program korzysta z plikéw wsadowych w formacie tekstowym rozdzielonym znakami
tabulacji, ktore mozna wyeksportowaé bezposrednio z zastosowanego programu do analizy
profili genetycznych. Bazy czestosci rowniez sg publikowane w formie ktéorg mozna
zaimportowac do programu niemalze bez modyfikacji.

Pomimo szerokich mozliwo$ci analitycznych, program Familias posiada rowniez pewne
ograniczenia:

- brak wbudowanego modutu do analizy markeréw sprzezonych. W przypadku konieczno$ci
uwzglednienia sprzgzen genetycznych nalezy korzysta¢ z zewnetrznego oprogramowania,
dedykowany dla Familiasa jest program FamLink, a uzyskane wspotczynniki nalezy nastepnie
samodzielnie przemnozy¢ przez wartosci LR wyliczone w programie Familias. Procedura
ta, wykonywana recznie, zwigksza ryzyko popetienia bledow obliczeniowych.

- program nie umozliwia bezposredniego tworzenia graficznych reprezentacji hipotez. Zamiast
tego generuje skrypt tekstowy zawierajacy odpowiednie polecenia, ktore mozna zaimportowac

do $rodowiska R, gdzie mozliwe jest uzyskanie wizualizacji analizowanych relacji rodzinnych.
3.13. Wykorzystanie programu FamLink

FamLink jest narzedziem biostatystycznym wykorzystywanym w analizach pokrewienstwa,
umozliwiajgcym uwzglednienie sprz¢zenia genetycznego markerow w  obliczeniach
prawdopodobiefistwa  relacji rodzinnych. Zastosowanie programu w  badaniach
identyfikacyjnych pozwala na precyzyjniejsze oszacowanie prawdopodobienstwa
pokrewienstwa pomiedzy analizowanymi osobami poprzez uwzglednienie wspotdziedziczenia
alleli w obrebie chromosomow [137]. Oprogramowanie to zostalo opracowane w celu
rozszerzenia standardowych metod stosowanych w analizie relacji rodzinnych, w ktérych
domyslnie zaktada si¢ niezalezne dziedziczenie markerow. Uwzglednienie tego efektu pozwala
na uniknigcie blednych oszacowan wartosci ilorazu wiarygodnosci 1 prawdopodobienstwa
pokrewienstwa, ktore moga pojawic si¢, gdy ignorowane jest wspolne dziedziczenie markerow
znajdujacych si¢ blisko siebie na tym samym chromosomie, co moze prowadzi¢ do zaniZenia
lub zawyzenia warto$ci LR oraz btgdnej interpretacji sity dowodu [138].

Dziatanie programu opiera si¢ na algorytmie Lander—Green, powszechnie stosowanym

w analizach markerow powigzanych, ktoéry umozliwia modelowanie prawdopodobienstwa
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rekombinacji pomie¢dzy loci w obrebie analizowanego rodowodu. Algorytm ten pozwala na
precyzyjne uwzglednienie zjawiska rekombinacji i doktadne oszacowanie warto$ci LR dla
roznych scenariuszy pokrewienstwa. W klasycznych analizach genetycznych zaklada sig
niezalezne dziedziczenie loci markeréw STR, co uzasadnia stosowanie reguly mnozenia przy
obliczaniu Iacznego LR. Zalozenie to moze jednak zosta¢ naruszone w przypadku loci
zlokalizowanych blisko siebie na tym samym chromosomie, gdzie wystepuje sprzezenie
genetyczne, rozumiane jako ograniczona cz¢stos¢ rekombinacji migdzy markerami [139].
Odlegtos¢ genetyczna miedzy dwoma loci wyrazana w ¢cM, odpowiada prawdopodobienstwu
1% wystapienia rekombinacji podczas mejozy. Loci potozone blisko siebie moga wykazywac
niskg czesto§¢ rekombinacji, co skutkuje wspoétdziedziczeniem okreslonych uktadow alleli
(haplotypow) czesciej, niz wynikatoby to z zalozenia niezalezno$ci. Zjawisko to ma istotne
znaczenie w analizach pokrewienstwa, szczegélnie przy zastosowaniu rozbudowanych
zestawOw STR, w ktorych obecnosé sprzezonych loci zostata udokumentowana (np. D12S391
1 VWA na chromosomie 12). Nieuwzglednienie tego efektu moze prowadzi¢ do przeszacowania
warto$ci LR 1 zawyzenia sity dowodu [140].

W niniejszej pracy zastosowano oprogramowanie FamLink?2, bedace rozwinigciem pierwotne;j
wersji programu. W odroznieniu od FamLink, nowa wersja umozliwia jednoczesne
uwzglednienie kilku par sprzezonych loci. W FamLink 2 nalezy wprowadzi¢ pozycje markerow
w cM 1 przypisa¢ je do odpowiednich chromosomdéw, a program sam wylicza warto$¢
rekombinacji mi¢dzy markerami [141]. W przypadkach, w ktorych odlegtosci w cM nie byty
dostepne, zastosowano standardowy przelicznik miedzy fizyczng a genetyczng odlegloscia
1 Mb=1cM [142].

Wyniki obliczeh w FamLink2 prezentowane sa w postaci dwoch wartosci ilorazu
wiarygodno$ci: LR exact (z uwzglednieniem sprz¢zen) oraz LR unlinked (dla markeréw
niezaleznych). W celu korekty wynikdéw uzyskanych w programie Familias mozna wykorzysta¢
tzw. multiplication factor, obliczany jako iloraz LR exact 1 LR unlinked. Wartos¢
ta odzwierciedla kierunek 1 skale wptywu sprzezen na wynik:

— MF > 1 oznacza, ze wynik bez sprze¢zen jest niedoszacowany,

— MF < 1 wskazuje na przeszacowanie LR przy zatoZeniu niezalezno$ci markerow.

Uzyskany wspotczynnik mozna nastepnie zastosowa¢ do korekty wynikow z programu
Familias poprzez pomnozenie otrzymanej wartosci LR przez MF.

Do ograniczen programu nalezy zaliczy¢ stosunkowo niewielki zakres zaimplementowanych
modeli pokrewienstwa — w przypadku bardziej ztozonych relacji uzytkownik musi

samodzielnie zdefiniowac hipotezy, co nie jest objete walidacja autorow. W konsekwencji dla
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dalszych stopni pokrewienstwa, wigkszej liczby osoéb lub bardzo rozbudowanych zestawow
markeréw, program moze nie generowa¢ wynikow.

Wplyw sprzezen na uzyskiwane wartosci LR zalezy od kilku czynnikéw, w tym od liczby
1 rozmieszczenia markerow w multipleksie oraz od analizowanego stopnia pokrewienstwa
[139, 143].

Buckleton 1 Triggs wskazuja, ze istotny wplyw sprzezen obserwuje si¢ zwykle przy
odlegtosciach ponizej 5 c¢cM, cho¢ w niektorych przypadkach zauwazalne efekty moga
wystepowac takze przy dystansach do 50 cM [144]. W niniejszej pracy przyjeto wartos¢ 100
cM jako graniczng dla potencjalnego wystapienia efektow sprze¢zenia.

Z kolei Egeland i Sheehan zwracaja uwage, ze mimo iz sprz¢zenia majg ograniczone znaczenie
w standardowych analizach identyfikacyjnych, moga by¢ niezbedne przy rozrdznianiu
pewnych typow pokrewienstw, np. w przypadkach, gdy dostepne sa jedynie profile braci
przyrodnich analiza wytacznie niezaleznych markeréw nie pozwala odrézni¢ relacji typu

rodzenstwo przyrodnie od relacji typu wuj-siostrzeniec lub dziadek-wnuk [145].
3.14. Wykorzystanie programu KinBN

KinBN jest oprogramowaniem opracowanym przez Morimoto i wsp. [146] w Zakladzie
Medycyny Sadowej Uniwersytetu w Kioto, przeznaczonym do analizy pokrewienstwa
z uwzglednieniem sprzezen genetycznych i mutacji w oparciu o sieci bayesowskie. Program
posiada graficzny interfejs uzytkownika i zostal napisany w jezyku R. Umozliwia obliczanie
ilorazéw wiarygodnos$ci dla relacji rodzinnych z jednoczesnym uwzglednieniem sprzezen
pomigdzy loci, mutacji oraz efektu drop-out. W najnowszej wersji wprowadzono dodatkowo
mozliwo$¢ pracy w Srodowisku R oraz funkcje zapisu i odczytu projektow, co ulatwia
prowadzenie analiz w sposob powtarzalny i uporzadkowany.

Podstawg dzialania programu jest model sieci bayesowskiej, w ktorym allele 1 genotypy
reprezentowane s3 jako wezly, a zaleznosci migdzy nimi jako krawedzie. Program tworzy
probabilistyczny model dziedziczenia alleli pomig¢dzy osobami w analizowanym rodowodzie,
uwzgledniajac zar6wno zmienno$¢ mutacyjng, jak 1 mozliwo$¢ rekombinacji pomigdzy
markerami zlokalizowanymi blisko siebie. Dzigki zastosowaniu uogélnionego modelu
opartego na twierdzeniu Bayesa, KinBN umozliwia poroéwnanie dowolnych hipotez
pokrewienstwa (nie tylko pokrewienstwo vs. brak pokrewienstwa, ale takze np. pelne
rodzenstwo vs. rodzenstwo przyrodnie) oraz symulacje rozktadéw wartosci LR dla okreslonych

relacji rodzinnych.
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Uzytkownik przygotowuje trzy pliki wejsciowe w formacie CSV: profile osob analizowanych,
liczby obserwowanych alleli w populacji (na podstawie ktorych program estymuje czestosci
alleli z wykorzystaniem rozkltadu Dirichleta), czestosci mutacji (zastosowany jest podobny
model mutacji do Stepwise z Familias — nalezy poda¢ prawdopodobienstwo wystapienia
przesunigcia o konkretng liczbe powtdrzen dla kobiet i mezczyzn). Hipotezy H1 1 H2 tworzy
si¢ poprzez reczne zdefiniowanie struktury pokrewienstwa w postaci rodowodu. Wyniki
obliczen prezentowane sag w formie tabelarycznej oraz graficznej, z mozliwoscig eksportu
raportu w formacie CSV. Program moze rowniez przeprowadza¢ symulacje rozktadu LR dla
zatozonych relacji [147].

Warto$¢ recombination rate dla analizowanych zestawow zostata obliczona na podstawie
wzoru przedstawionego w pracy Chatre [148].

Zalety programu:

- intuicyjna obstuga i przejrzysty interfejs graficzny ulatwiajacy rozpoczecie pracy,

- mozliwo$¢ uwzglednienia sprzezen genetycznych, mutacji oraz allele drop-out,

- obliczenia dla dowolnych hipotez pokrewienstwa,

- mozliwo$¢ przeprowadzenia symulacji oraz wizualizacji wynikéw w formie graficzne;.
Ograniczenia programu:

- baza czgstosci alleli musi by¢ przygotowana w formie liczby wystapien alleli (nie czgstosci),
co wymaga dodatkowego przetworzenia danych, gdyz ogoélnodostepne bazy sa zazwyczaj
w formie czgstosci wystapienia,

- brak mozliwos$ci importu profilu zawierajgcego allel nieobecny w bazie — wymaga to recznej
edycji pliku zrodtowego,

- brak podgladu wezytanych profili i bazy alleli w interfejsie programu,

- brak mozliwos$ci zmiany nazw 0s6b — program narzuca nazwy dodawanych oséb bez profili
jako UK, co dla poczatkujacych uzytkownikéw moze stanowi¢ utrudnienie,

- koniecznos¢ wprowadzenia wartosci recombination rate, jesli nie sg dostepne w literaturze
nalezy je policzy¢ samodzielnie,

- ograniczenie do analizy maksymalnie dwdch hipotez w jednym projekcie,

- W sytuacji gdy wykonujemy analizy dla wigkszej liczby oséb program wykonuje obliczenia
tylko dla tych markeréw dla ktérych posiada wszystkie dane. W sytuacji gdy jedna osoba nie
posiada wartosci uktad w calej hipotezie jest pomijany. Z kolei w programie Familias
wykonywane sg obliczenia dla tego ukltadu z pominigciem osoby dla ktérej nie mamy petnych

danych,
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- brak mozliwo$ci dodania kolejnych oséb w trakcie analizy — wszystkie profile musza
znajdowac si¢ w jednym pliku wejSciowym.
KinBN stanowi istotne uzupetienie dost¢pnych narzedzi biostatystycznych, umozliwiajac

rownoczesne uwzglednienie mutacji, sprzezen i1 efektu drop-out w analizie pokrewienstwa.
3.15. Wykorzystanie programu pedbuildr

Zagadnienie rekonstrukcji drzew genealogicznych odgrywa istotng role w analizach
kryminalistycznych, zwtaszcza w przypadkach, gdy na podstawie profili genetycznych trzeba
ustali¢ czy osoby byly ze sobg spokrewnione. Dzigki wykorzystaniu dedykowanych narze¢dzi
bioinformatycznych mozliwe jest odtwarzanie struktur rodzinnych siggajacych nawet pieciu
pokolen wstecz [149].

Standardowe analizy pokrewienstwa nie uwzgledniaja pewnego stopnia spokrewnienia ze sobg
cztonkdéw populacji, réwniez na poziomie jej zatozycieli (tj. chowu wsobnego), co sprawia, ze
programy oparte na wspotdzieleniu alleli identycznych z pochodzenia — w tym pedbuildr — nie
odnoszg si¢ do tego zagadnienia [150].

Dopasowania uzyskane w programie Familias zostaly poddane weryfikacji za pomoca
symulacji alternatywnych struktur pokrewienstwa. Symulacje przeprowadzono z uzyciem
pakietu pedbuildr — narzedzia w jezyku R opracowanego przez Vigelanda, stuzacego do
rekonstrukcji struktur rodowodowych na podstawie danych o relacjach pokrewienstwa, profili
genetycznych oraz parametrow populacyjnych (https://github.com/magnusdv/pedbuildr).
Podczas interpretacji wynikow konieczna jest znajomos¢ zasad dziedziczenia markerow
genetycznych oraz rozroznienie alleli identity by state (IBS) 1 identity by descent (IBD).
W przypadku os6b niespokrewnionych posiadanie tych samych alleli oznacza IBS, natomiast
IBD odnosi si¢ do sytuacji, w ktorej allele u dwoch lub wigcej osobnikdéw sa identyczne,
poniewaz zostaty odziedziczone po wspdlnym przodku bez mutacji w kolejnych pokoleniach.
Na podstawie danych wejsciowych wyznaczane sa prawdopodobienstwa wspoéidzielenia
0, 1 lub 2 alleli przez parg¢ diploidalnych osobnikoéw. Prawdopodobienstwa te oznacza si¢
odpowiednio jako:

- ko — brak wspolnych alleli IBD,

- k1 — jeden allel IBD,

- k2 — dwa allele IBD

przy czym zachodzi zalezno$¢ ko + ki + k2 = 1.

Uzyskane wyniki przedstawiane sg graficznie w postaci tzw. trojkata IBD (IBD triangle) —

wykresu, na ktérym pozycja punktu odpowiada konkretnej konfiguracji IBD dla analizowane;j
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pary. Na osi x odwzorowana jest wartos¢ ko, na osi y — warto$¢ k2. Wierzchotki trojkata
reprezentujg trzy skrajne typy relacji:

- (0,0): pokrewienstwo rodzic—dziecko (k: = 1),

- (1,0): brak pokrewienstwa (ko = 1),

- (0,1): relacja identycznych blizniat (k2 = I).

Potozenie punktu w obrgbie trojkata umozliwia wizualng oceng, ktoére scenariusze
pokrewienstwa sg najbardziej zgodne z uzyskanymi wartosciami IBD. Przy analizie pelnego
rodzenstwa istnieje 25% prawdopodobienstwa, ze jedno petne rodzenstwo odziedziczy oba
allele drugiego rodzenstwa od wspolnych rodzicéw, 50% prawdopodobienstwo, ze rodzenstwo
odziedziczy IBD jeden allel rodzicielski drugiego, oraz 25% prawdopodobienstwo,
ze rodzenstwo nie odziedziczy zadnych alleli rodzicielskich drugiego rodzenstwa. Przyktadowe
stopnie pokrewienstwa wraz z odpowiadajagcymi szansami odziedziczenia alleli IBD

przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 1).

Tab. 1. Zaleznos¢ szansy odziedziczenia alleli IBD od stopnia pokrewienstwa

Relacja stop1e}1 kO kl k2
pokrewienstwa

blizniak jednojajowy - 0 0 1
rodzic - dziecko 1 0 1 0
rodzenstwo pelne 1 1/4 1/2 1/4
rodzefstwo 2 1 | 1 0
przyrodnie

wuj - bratanek 2 1/2 1/2 0
dziadek - wnuk 2 1/2 1/2 0
kuzyn 3 3/4 1/4 0
niespokrewniony - 1 0 0

zrodto: [116, str. 380]
Program pedbuildr czgsto wskazuje hipotezy rodzenstwa przyrodniego 1 dziadek — wnuk jako

réwnie prawdopodobne, co jest zgodne z teoretycznymi wartosciami IBD. W celu rozrdznienia
krewnych drugiego i dalszego stopnia pokrewienstwa konieczne jest zwickszenie liczby
analizowanych loci lub uwzglednienie dodatkowych oséb w analizie [151].

Pakiet umozliwia rowniez symulacje wszystkich mozliwych struktur pokrewienstwa pomigdzy
analizowanymi osobami oraz ich ocen¢ wedlug wartosci prawdopodobienstwa dopasowania.
Dzigki temu pedbuildr stanowi cenne narzedzie wspomagajace oceng wiarygodnosci przyjetych
hipotez pokrewienstwa i umozliwia ich ewentualng korekte.

Jako ograniczenia programu wskazano:

- analiza mozliwa jedynie dla markeréw posiadajacych petne dane dla wszystkich osob,

- brak graficznego interfejsu uzytkownika — obstuga odbywa si¢ poprzez polecenia w konsoli R.
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4. Wyniki
4.1. Rodzina 1

W analizie pierwszej rodziny wzi¢to pod uwage czterech wnukéw zaginionego (osoby 219,
221, 222 1 267) oraz jedna wnuczke (osoba 220), relacje przedstawiono ponizej (Rys. 3).
W przeszukaniu DVI wskazano dopasowanie do szczatkéw oznaczonych numerem 94.
Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaly dla tego dopasowania
wartos¢ LR = 18 729, ktéra po uwzglednieniu sprzezen genetycznych obnizyta si¢ do 13 150.
Réwnolegla analiza w programie KinBN data wartosci odpowiednio 22 600 (bez sprzezen)
116 000 (ze sprz¢zeniami).

W dalszej kolejnosci oznaczenia autosomalnych profili STR zostaly rozszerzone o zestaw
KinFinder, a obliczona warto$¢ LR w programie Familias wynosi 10 (bez sprz¢zen) oraz 24 dla
sprzezonych uktadow, natomiast w KinBN LR = 11 (bez sprzezen) oraz LR = 29
(ze sprzgzeniami).

Dodatkowo, analiza haplotypéw chromosomu Y wykazata pelng zgodno$¢ i warto$¢ LR = 190
117. Obliczono tgczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnychi Y-STR, LRc = 3,56-10°,
Symulacje rozktadu LR (Tab. 2) wskazuja, ze uzyskane wyniki dla zestawu GlobalFiler™
mieszcza si¢ w oczekiwanych przedziatach, cho¢ znajduja si¢ nieco ponizej mediany. Wynik
uzyskany dla zestawu KinFinder znajduje si¢ ponizej wskazanych w symulacjach.

Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikéw wykazal zestaw KinFinder (uwzgledniajac
niepetne oznaczenie profilu — 15 ukladéw z 50 uzyskal porownywalng moc z zestawami
GlobalFiler™ 1 PowerPlex® Fusion 6C), a najnizszg Precision ID Identity.

Analizy IBD przeprowadzone w pakiecie pedbuildr potwierdzity zgodnos¢ hipotezy o relacji
wnuk—dziadek pomiedzy osobami 219, 221, 222,267 a szczatkami 94. W przypadku osoby 220
uzyskano wyniki wskazujace na mozliwo$¢ alternatywnej relacji — siostry przyrodniej
pozostatych wnukéw — wspolna matka rézni ojcowie (Rys. 4, Rys. 51 Rys. 6).

Obliczenia statystyczne dla zestawu GlobalFiler™ wskazaly, ze hipoteza rodzenstwa
przyrodniego jest 154 razy bardziej prawdopodobny niz hipoteza Ze osoba 220 jest kuzynka
0s6b 219, 221, 222,267, oraz 1,8-10° razy bardziej prawdopodobne niz hipoteza, ze osoba 220
jest niespokrewniona z 219, 221, 222, 267. Wykonujac obliczenia statystyczne dla hipotezy
wskazanej w symulacji uzyskano wynik LR = 1,01-10°.

Obliczenia statystyczne dla zestawu Kinfinder wskazaty, ze hipoteza rodzenstwa przyrodniego
jest 5,15-10° razy bardziej prawdopodobny niz hipoteza Ze osoba 220 jest kuzynka osob 219,
221, 222, 267, oraz 2,61-10% razy bardziej prawdopodobne niz hipoteza, ze osoba 220 jest
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niespokrewniona z 219, 221, 222, 267. Wykonujac obliczenia statystyczne dla hipotezy

wskazanej w symulacji uzyskano wynik LR = 1,86-10°.
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Rys. 3. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 1

Tab. 2. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 1

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H?2 3,55-10° | 2,89-10° | 5,88-108 406,4 5,59-10'
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) 0 0,3039 | 6,33-10° 0 8,4
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 1,45-10° | 7,06-10" | 4,31-10° 1349 | 2,18-10"
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0,0109 | 1,19-10°% 0 0,1697
H 1 (TRUE) H2 7,97-107 | 1,21-107 | 1,86:10%2 | 6,71-10'2 | 3,64:108
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
KinFinder | 1 | (TRUE) H2 1,2:10 | 1,81-10° | 1,23-10° 1395 | 2,66-10'°
(uktady obecne
w profilu HI1 H 2 (TRUE) 0 0,0077 0 0 0,1592
szczatkdw nr 94)
Precision ID | H 1 (TRUE) H2 3001 3,90-105 | 6,42:10° | 5,759 | 6,37-10°
Identity H1 H 2 (TRUE) | 3,39-10° 2,44 0,091 | 1,76:10° | 70,44

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 4. Wykres trojkata IBD dla Rodziny 1 dla zestawu GlobalFiler™ i KinFinder
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Rys. 5. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny I dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 6. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 1 dla zestawu KinFinder

4.2. Rodzina 2

Rodzina druga obejmuje wnuka osoby zaginionej (nr 223), relacje przedstawiono w formie
drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 7).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerami 83, 84, 93,97 1 107. Analiza
haplotypéw chromosomu Y wykazata pelng zgodnos$¢ miedzy profilami 97 1 223, z wartoscig
LR = 189 665. Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaly dla tego
dopasowania warto$§¢ LR = 48, ktora po uwzglednieniu sprz¢zen genetycznych wzrosta do 49.
Analiza w programie KinBN data wartosci odpowiednio 54 (bez sprzezen) i 55
(ze sprze¢zeniami).

W dalszej kolejnosci oznaczenia autosomalnych profili STR zostaty rozszerzone o zestawy
KinFinder oraz Precision ID Identity.

Dla zestawu KinFinder obliczenia w programie Familias LR = 335 399 (bez sprzezen; dla tego
zestawu FamLink nie wykonal obliczen), natomiast w KinBN LR = 367 000 (bez sprz¢zen)
oraz LR =672 000 (ze sprz¢zeniami).

Dla zestawu Precision ID Identity obliczenia w programie Familias LR = 32 (bez sprz¢zen)
1 LR = 24 (ze sprz¢zeniami), a w KinBN odpowiednio LR =32 1 LR = 30.

Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc =9,77-10"3.
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Symulacje rozktadu LR (Tab. 3) wskazuja, ze uzyskane wyniki dla wszystkich zestawow
mieszcza si¢ w oczekiwanych przedziatach. Dla zestawu GlobalFiler™ wartos$ci znajdowaty
si¢ ponizej mediany, natomiast dla zestawdéw KinFinder 1 Precision ID Identity — powyzej
mediany. Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikéw wykazat zestaw KinFinder (nawet
uwzgledniajac niepelne oznaczenie profilu — 29 uktadéw z 50), a najnizszg Precision ID
Identity.

Analiza trojkatow IBD (Rys. 8) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw dla wszystkich

zestawow (Rys. 9, Rys. 10 1 Rys. 11) wykazujg zgodnos$¢ z zaktadanym pokrewienstwem.

%. O
[, O
7|
Rys. 7. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 2
Tab. 3. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 2

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev

H 1 (TRUE) H?2 60,95 2,43-10% 1,42-10* 0,3762 2,81-10°
GlobalFiler™

H1 H 2 (TRUE) 0,0264 1,151 2,478 0,0005 9,058
PowerPlex® | H1(TRUE) | H2 84,17 | 6,05-10* | 1,84-10° | 05267 | 1,34-106

Fusion 6C H1 H2(TRUE) | 00175 | 08611 1,658 0,0003 10,57
H 1 (TRUE) H2 231-107 | 8,7-10 | 1,01-10" | 1313 | 2,73-10'¢

KinFinder

H 1 H2 (TRUE) | 4,65-107 0,034 0,0016 2,11-10°10 0,8902

KinFinder | 1 | (TRUE) H?2 1,52-105 | 7,41-10° | 1,14-10° | 4627 | 8,54-10'°
(uktady obecne
w profilu H1 H 2 (TRUE) | 3,61-10° | 0,348 00712 | 3,9-10% | 6,167
szczatkow nr 97)
Precision ID H 1 (TRUE) H2 19,55 2227 997,9 0,3719 801,2
Identity HI1 H2(TRUE) | 0,0442 | 0,8663 3,097 0,0006 5,57

Zrédlo: opracowanie wlasne
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Rys. 8. Wykres trojkgta IBD dla Rodziny 2 dla zestawu GlobalFiler™, KinFinder i Precision ID Identity

Loglik =-129.01 LRyz=1 LRz =2 649
@, [ 1 @) . [ 1 9
97
TS
% 7
223 97 223 223
LR,.¢=2.649 LRy.5 = 2.649 LRy =487
O [ 1 O
a7
%
223 223 97
223 97

Rys. 9. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 2 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 11. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 2 dla zestawu Precision ID Identity



4.3, Rodzina 3

Rodzina trzecia obejmuje czworo wnukéw osoby zaginionej: osobe 224, bedaca synem
pierwszego syna osoby zaginionej, oraz osoby 225, 248 i 249, bedace dzie¢mi drugiego syna
osoby zaginionej. Osoba 225 pochodzi z jednego zwigzku, natomiast osoby 248 i 249 z innego
zwiazku drugiego syna, relacje przedstawiono ponizej (Rys. 12).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 106. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania warto$¢ LR = 4,1-10°, ktora
po uwzglednieniu sprzezeh genetycznych wzrosta do 7,28-10°. Rownolegta analiza
w programie ~ KinBN  dala  wartosci  odpowiednio  3,78-10° (bez  sprzezen)
16,53-10° (ze sprzezeniami). Analiza haplotypéw chromosomu Y wykazata petng zgodno$é
1 wartos¢ LR = 94 832. Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych
i Y-STR, LRc =3,89-10"".

Symulacje rozktadu LR (Tab. 4) wskazuja, ze uzyskane wyniki mieszczg si¢ w oczekiwanych
przedziatach 1 znajduja si¢ nieco powyzej mediany dla zestawu GlobalFiler™. Najwyzsza moc
dowodowa w symulacji wynikéw wykazatl zestaw KinFinder, a najnizsza Precision ID Identity.
Analiza trojkata IBD (Rys. 13) wykazuje zgodnos¢ z zaktadanym pokrewienstwem. Symulacje
mozliwych pokrewienstw (Rys. 14) wykazaty drobne roznice jednakze analizujac wszystkie
mozliwosci zaktadane na wstepie pokrewienstwo zostato poparte.

B—1—O
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Rys. 12. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 3
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Tab. 4. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 3

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H?2 5,11-10° 2,25-10° 1,29-10° 394,5 4,65-10'0
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) 0 0,0007 2,63-10¢ 0 0,0146
PowerPlex® | H1(TRUE) | H2 2,22:10° | 3,12:10" | 4,77-10° | 1201 | 9,8-10"
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0,0063 0 0 0,1182
H 1 (TRUE) H?2 6,03-10'® | 4,99-10> | 3,38-10* | 1,96-10" | 6,47-10%
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
Precision D | H1(TRUE) | H2 2931 | 1,36:10° | 1,01-10° | 4,194 | 2,06:107
Identity H1 H2 (TRUE) | 6,49-105 | 0,1884 | 00795 | 7,1-10° 2,82
Zrédlo: opracowanie wlasne
L
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Rys. 13. Wykres trojkqta IBD dla Rodziny 3
Loglik = -315.24 LRy z=1 LRyz=1
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275 248 249 108 225 248 249 224

Rys. 14. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 3
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4.4. Rodzina 4

Rodzina czwarta obejmuje dwoch wnukéw zaginionego (osoby 226 1 227), relacje
przedstawiono w formie drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 15).

Po przeszukaniu DVI nie stwierdzono dopasowan. Dodatkowo wykonano przeszukanie profili
Y-STR w wyniku ktorego stwierdzono zgodno$¢ pomiedzy profilami 226, 227 1 80 a wyliczona
warto$¢ LR = 189 665.

Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaly dla w/w dopasowania
warto$¢ LR = 0,32 (bez sprzg¢zen) oraz LR = 0,19 (ze sprz¢zeniami). Analiza w programie
KinBN data wartos¢ LR = 0,38 (bez sprzezen) oraz LR = 0,23 (ze sprz¢zeniami).

W dalszej kolejnosci oznaczenia autosomalnych profili STR zostaly rozszerzone o zestawy
KinFinder oraz Precision ID Identity.

Dla zestawu KinFinder obliczenia w programie Familias LR = 269 (bez sprzezen — niepetny
profil DNA, brak oznaczenia uktadéw sprzezonych), natomiast w KinBN LR = 103.

Dla zestawu Precision ID Identity obliczenia w programie Familias LR =34 061 (bez sprze¢zen-
program FamLink nie wykonat obliczen dla tej rodziny), a w KinBN odpowiednio LR =34 100
(bez sprzezen) i LR = 28 300 (ze sprzgzeniami).

Obliczono tgczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc¢ = 5,56-10'".
Symulacje rozktadu LR (Tab. 5) wskazuja, Zze uzyskane wyniki dla zestawu KinFinder mieszcza
si¢ w oczekiwanych przedziatach, znajduja si¢ jednak znacznie ponizej mediany ale powyzej
progu 5%. Zestaw GlobalFiler™ bardziej wspiera hipotezg o braku pokrewienstwa i miesci si¢
w przedziale 95% wynikéw dla braku pokrewienstwa, natomiast wynik uzyskany zestawem
Precision ID Identity byt znacznie powyzej wskazanych w symulacjach.

Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikéw wykazal zestaw KinFinder (uwzgledniajac
niepelne oznaczenie profilu — 16 uktadow z 50 zestaw ten miat nizsze wartosci niz PowerPlex®
Fusion 6C ale wyzsze niz GlobalFiler™), a najnizszg Precision ID Identity.

Analiza trojkatow IBD (Rys. 16) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw dla zestawow
KinFinder i1 Precision ID Identity (Rys. 18 i Rys. 19) wykazuja zgodno$¢ z zaktadanym
pokrewienstwem.

Trojkat IBD dla zestawu GlobalFiler™ wykazat brak pokrewienstwa pomiedzy profilem 80
a226, w symulacjach pokrewienstwa (Rys. 17) jako najbardziej prawdopodobne
pokrewienstwo wskazano brak pokrewienstwa, zakladany stopien pokrewienstwa zostal

wskazany jako drugi.
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Rys. 15. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 4

Tab. 5. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 4

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 8482 | 1,54-10° | 1,97-105 | 2,866 1,610
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 2,64-10° | 1,529 0,4651 0 23,98
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 1573 9,39-105 | 7,49-10° | 4,033 | 136107
Fusion 6C H1 H2 (TRUE) | 8,27-105 | 1,663 0,2439 0 43,38
H 1 (TRUE) H2 2,35:10° | 2,93-10'5 | 2,98-10" | 12-10° | 7,53-10'6
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 0,0048 | 5,03-10°1° 0 0,1495
KinFinder | | (TRUE) H2 1561 2,02:105 | 2,93-105 | 4,992 | 2,56-10
(uktady obecne
w profilu H1 H 2 (TRUE) 0 0,3063 | 0,3071 0 3,748
szczatkdéw nr 80)
Precision I | H 1 (TRUE) H2 53,28 1787 3301 0,8298 | 2,22-10*
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0119 1,828 2,029 | 3,31-10° | 31,5

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 16. Wykres trojkqgta IBD dla Rodziny 4 dla zestawu GlobalFiler™, KinFinder i Precision ID Identity
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Rys. 17. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 4 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 18. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 4 dla zestawu KinFinder
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Rys. 19. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 4 dla zestawu Precision ID Identity



4.5. Rodzina 5

W sktad piatej rodziny wchodzi dwéch wnukow zaginionego bedacych kuzynami (osoby 228
1236), relacje migdzy nimi przedstawiono ponizej (Rys. 20).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 102. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania wartos¢ LR =330 014, ktora
po uwzglednieniu sprzezen genetycznych wzrosta do 438 688. Analiza w programie KinBN
data wartosci odpowiednio 338 000 (bez sprzezen) i 447 000 (ze sprz¢zeniami). Analiza
haplotypéw chromosomu Y wykazala petng zgodnos$¢ a warto§¢ LR = 189 665. Obliczono
taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc = 6,26-10'°.

Symulacje rozktadu LR (Tab. 6) wskazuja, ze uzyskane wyniki mieszczg si¢ w oczekiwanych
przedziatach 1 znajduja si¢ powyzej mediany dla zestawu GlobalFiler™. Najwyzsza moc
dowodowa w symulacji wynikéw wykazat zestaw KinFinder, a najnizszg Precision ID Identity.
Analiza trojkata IBD (Rys. 21) wykazuje zgodnos¢ z zaktadanym pokrewienstwem. Symulacje
mozliwych pokrewienstw (Rys. 22) wykazaly drobne rdznice jednakze analizujac ograniczenia

programu mozna uzna¢ wskazania za trafne.
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Rys. 20. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 5
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Tab. 6. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 5

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H?2 2093 1,58-107 2,38-10° 2,829 3,49-108
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) 0,0007 0,7654 0,3949 2,08-10¢ 12,78
PowerPlex® | H1(TRUE) | H2 4826 4107 | 504:10° | 4,234 | 86510°
Fusion 6C H1 H2 (TRUE) | 0,0003 | 06908 | 0,1833 | 6,22-107 | 15,53
H 1 (TRUE) H?2 3,19-10'° | 1,32-10'7 | 3,5-10% 3,52-10° | 2,85-10™
KinFinder
H1 H2 (TRUE) | 1,9-101° 0,0002 3-10°¢ 5,1-10°% 0,0059
Precision D | H1(TRUE) | H2 2457 | 12810* | 3,55-10* | 1272 | 7,09-10%
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,003 2,184 1,021 | 7,65:10% | 60,11
Zrédlo: opracowanie wlasne
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Rys. 21. Wykres trojkqgta IBD dla Rodziny 5
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4.6. Rodzina 6

Rodzina szosta obejmuje troje wnuczat osoby zaginionej: wnuczke (osoba 229) oraz wnuka
(osoba 231) pochodzacych z jednego zwigzku, a takze wnuka (osoba 230) pochodzacego
z innego zwigzku tego samego syna zaginionego, relacje przedstawiono w formie drzewa
genealogicznego ponizej (Rys. 23).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 88. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaly dla tego dopasowania wartos¢ LR = 8 639, ktora
po uwzglednieniu sprz¢zen genetycznych wzrosta do 9 439. Analiza w programie KinBN data
wartos$ci odpowiednio 9 710 (bez sprzgzen) i 11 500 (ze sprzgzeniami). Analiza haplotypow
chromosomu Y wykazala petng zgodnos$¢ a warto$¢ LR = 189 665.

Oznaczenia profili STR autosomalnych zostaty rozszerzone o zestaw KinFinder. Obliczenia
w programie Familias wykazaly znaczny wzrost warto$ci LR do 237 619 (bez sprz¢zen) i 998
000 (ze sprzezeniami). Analiza w programie KinBN dla zestawu KinFinder data warto$ci
odpowiednio 1,32-10° (bez sprzezen) i 6,66-10° (ze sprzezeniami).

W trakcie szczegdtowej analizy uktadow STR zwrdcono uwage na wystapienie niezgodnosci
w locus D1701.2556. W analizowanym uktadzie wnuki posiadajg wartosci: 229 — 20, 24; 230 —
21, 21; 231 — 19, 20, co sugeruje, ze ich ojciec powinien mie¢ genotyp 21, 20, podczas gdy
w profilu szczatkow stwierdzono wartosci 19, 22. Aby zachowaé¢ mozliwos$¢ zaktadanego
pokrewienstwa, zalozono wystgpienie mutacji w tym locus z prawdopodobienstwem réwnym
0,002. W programie Familias zastosowano model mutacji Stepwise (Stationary).

Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc¢ = 3,89-10'%,
Symulacje rozktadu LR (Tab. 7) wskazuja, ze uzyskane wyniki zarowno dla zestawu
GlobalFiler™ jak i KinFinder mieszcza si¢ w oczekiwanych przedziatach i znajduja si¢ ponizej
mediany. Najwyzszg moc dowodowa w symulacji wynikéw wykazat zestaw KinFinder (nawet
uwzgledniajac niepelne oznaczenie profilu — 15 uktadéw z 50), a najnizszg Precision ID
Identity.

Analiza trojkata IBD (Rys. 24) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw (Rys. 25) dla zestawu
GlobalFiler™ wykazuja zgodno$¢ z zaktadanym pokrewienstwem, natomiast trojkat IBD

(Rys. 24) 1 symulacje pokrewienstw (Rys. 26) dla zestawu KinFinder wykazaty drobne réznice.
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Rys. 23. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 6
Tab. 7. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 6
Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 2,56-10% 1,54-107 1,6-107 71,8 1,25-10%
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) 0 0,511 0,0002 0 9,198
PowerPlex® H 1 (TRUE) H2 8,89-104 6,75-108 8,31-107 149,3 1,62-10'°
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0,0075 | 1,525-10° 0 0,0938
H 1 (TRUE) H2 1,99-10" | 5,73-10% | 5,54-10'% | 7,63-10° | 1,43-10%
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 2,56:10° 0 0 8,11-107
KinFinder | | (TRUE) H2 1,64-105 | 9,52-10% | 1,78-10° 1342 | 1,09-10'°
(uktady obecne
w profilu H1 H 2 (TRUE) 0 0,0207 0 0 0,5064
szczatkdéw nr 88)
Precision ID H 1 (TRUE) H2 390,6 3,71-10° | 5,44-10* 1,735 1,09-107
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0009 3,216 0,6129 | 4,98-107 | 9531

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 24. Wykres trojkqta IBD dla Rodziny 6 dla zestawu GlobalFiler™ i KinFinder
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Rys. 25. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 6 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 26. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 6 dla zestawu KinFinder

4.7. Rodzina 7

Rodzina si6édma obejmuje dwoch wnukéw zaginionego (osoby 256 1 257), relacje
przedstawiono w formie drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 27).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 98. Analiza haplotypow
chromosomu Y wykazata petng zgodnos¢ (LR = 190 556). Obliczenia statystyczne wykonane
w programie Familias wykazaly dla tego dopasowania warto§¢ LR = 509, ktora
po uwzglednieniu sprzgzen genetycznych zmalata do 429. Analiza w programie KinBN data
wartosci odpowiednio 595 (bez sprzezen) 1 502 (ze sprzgzeniami).

W dalszej kolejnosci oznaczenia autosomalnych profili STR zostaty rozszerzone o zestawy
KinFinder oraz Precision ID Identity.

Dla zestawu KinFinder obliczenia w programie Familias LR =305 342 (bez sprz¢zen; w profilu
dowodowym brak uktadow sprzezonych), natomiast w KinBN LR =263 000 (bez sprzezen).
Dla zestawu Precision ID Identity obliczenia w programie Familias LR = 34 (bez sprzezen —
program FamLink nie wykonat obliczen sprz¢zen dla tej rodziny), a w KinBN odpowiednio
LR=35iLR=53.

Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc = 1,01-10"°.
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Symulacje rozktadu LR (Tab. 8) wskazuja, ze uzyskane wyniki dla wszystkich zestawow

mieszczg si¢ w oczekiwanych przedziatach. Dla zestawdw GlobalFiler™ i Precision ID Identity

wartosci znajdowaty si¢ ponizej mediany, natomiast dla zestawu KinFinder— powyzej progu

95%. Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikow wykazatl zestaw KinFinder

(uwzgledniajac niepetne oznaczenie profilu — 15 uktadéw z 50 zestaw ten miat nizsze wyniki

niz GlobalFiler™), a najnizszg Precision ID Identity.

Analiza trojkatéw IBD (Rys. 28) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw dla wszystkich

zestawow (Rys. 29, Rys. 30, Rys. 31) wykazuja zgodnos$¢ z zaktadanym pokrewienstwem.
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Rys. 27. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 7

Tab. 8. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 7

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 785,7 | 2,64-10° | 2,32:105 | 3,731 2,410
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 3,54-10° | 03305 | 0,5225 0 3,369
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 1646 1,49-106 | 6,79-105 | 4,605 | 2,13-10
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0,74 0,1284 0 15,83
H 1 (TRUE) H2 24-10° | 1,73-10'5 | 2,95-10" | 6,53-10* | 3,16:10'
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 8,49-10° | 2,5-1012 0 0,0023
KinFinder | yj | (TRUE) H2 778 5,71-10* | 1,18-105 | 2,963 | 6,98-10°
(uktady obecne
w profilu H1 H 2 (TRUE) 0 0,5704 | 0,5196 0 7,319
szczatkdéw nr 98)
Precision 1o | H 1 (TRUE) H2 67,9 1419 4176 0,5341 9577
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,009 0,7288 2,11 3,52:105 | 5,074

Zrédlo: opracowanie wlasne
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Rys. 28. Wykres trojkqta IBD dla Rodziny 7 dla zestawu GlobalFiler™, KinFinder i Precision ID Identity
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Rys. 29. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 7 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 30. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 7 dla zestawu KinFinder
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Rys. 31. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 7 dla zestawu Precision ID Identity
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4.8. Rodzina 8

Rodzina 6sma obejmuje dwie wnuczki zaginionego (osoby 233 1 235), ktore sg siostrami,
relacje przedstawiono w formie drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 32).

Po przeszukaniu DVI stwierdzono dopasowanie do szczatkéw nr 86. Z uwagi na brak krewnych
w linii meskiej nie mozna potwierdzi¢ dopasowania za pomocg markeréw chromosomu Y.
Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaly dla tego dopasowania
wartos¢ LR = 47, ktoéra po uwzglednieniu sprzgzen genetycznych wzrosta do 55. Analiza
w programie KinBN data warto$ci odpowiednio 39 (bez sprzgzen) i 38 (ze sprz¢zeniami).

W dalszej kolejnosci oznaczenia autosomalnych profili STR zostaly rozszerzone o zestaw
KinFinder.

Dla zestawu KinFinder obliczenia w programie Familias LR = 0,14 (bez sprzgzen) i 0,44
(ze sprzezeniami), natomiast w KinBN LR = 0,31 (bez sprzezen) i 0,98 (ze sprzgzeniami).
Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci LRc = 6,6.

Symulacje rozktadu LR (Tab. 9) wskazuja, ze uzyskane wyniki dla zestawu GlobalFiler™
znajduja si¢ ponizej mediany, ale powyzej progu 5%. Wynik uzyskany dla zestawu KinFinder
wspiera drugg hipoteze, o braku pokrewienstwa pomiedzy Rodzing a szczatkami, i znajduje si¢
ponizej wartos$ci $redniej dla takich wynikow.

Najwyzsza moc dowodowg w symulacji wynikéw wykazal zestaw KinFinder (uwzgledniajac
niepelne oznaczenie profilu — 17 uktadow z 50 zestaw ten miat porownywalne wyniki
z zestawem GlobalFiler™), a najnizsza Precision ID Identity.

Analiza trojkatow IBD (Rys. 33) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw dla wszystkich
zestawOw (Rys. 34, Rys. 35) wykazuja niezgodno$¢ z zakltadanym pokrewienstwem —
pokrewienstwo pomigdzy osobami 233 i 235 jest potwierdzone, natomiast program wskazat
inne pokrewienstwo pomie¢dzy Rodzing a szczatkami.

Z uwagi na otrzymane wyniki oraz fakt, iz Rodzina 6sma poszukuje osoby spoza listy
egzekucyjnej, nie rozszerzano badan o zestaw Precision ID Identity dla tej rodziny,

a dopasowanie uznano za negatywne.
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Rys. 32. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 8

Tab. 9. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 8

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 813,2 1,46-10° 2,61-10° 2,814 1,38-10°
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 1,66:1073 0,6671 0,5937 0 13,48
PowerPlex® | H1(TRUE) | H2 1812 | 586:10° | 829-10° | 4,447 | 6,1-10°
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 6,488 0,2326 0 201,6
H 1 (TRUE) H2 3,87-10° 3,1-10™ | 5,04-108 | 2,38-10° | 7,24-10"
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 0,0002 5,67-10712 0 0,0055
KinFinder 1y rpyugy | w2 2365 | 14610 | 457105 | 6,713 | 342107
(uktady obecne
w profilu
szczatkow nr 86) H1 H 2 (TRUE) 0 0,8801 0,215 0 20,9
Precision D | H1(TRUE) | H2 47,78 1222 4989 | 0,6084 | 5199
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0094 | 0,8958 1,73 228105 | 6,738

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 34. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 8 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 35. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 8 dla zestawu KinFinder

49. Rodzina9

Rodzina dziewiata jako jedyna poszukiwata osoby spokrewnionej w linii bocznej. Matka osoby
zaginionej byla siostrg dziadka oséb 237 1 238. Osoby 237 1 238 sg kuzynami (ich ojcowie

sg bra¢mi), a relacje przedstawiono w formie drzewa genealogicznego (Rys. 36).
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Ustalono, ze rodzina poszukuje ofiary pici zenskiej. Wobec oznaczenia ptci wszystkich
analizowanych szczatkow jako meskiej, wykluczono mozliwo$¢ dopasowania genetycznego
w tym przypadku.

Jednakze, w celu oceny przydatnosci zastosowanych zestawow markerow, wykonano
symulacje wynikow analizy statystycznej mozliwych do uzyskania przy analizowanym stopniu
pokrewienstwa (Tab. 10).

Wyniki symulacji wskazujg, ze oczekiwana wartos¢ LR dla tego pokrewienstwa powinna
miesci¢ si¢ w przedziale od okoto 1 do 17 dla GlobalFiler™, od 1 do 241 dla KinFinder oraz
od 1 do 5 dla Precision ID Identity. Przy tak odleglym pokrewienstwie wszystkie zestawy
wykazuja niewielka site dyskryminacji.

O———O

Dziadek Babcia

Wujek Ciotka Ojciec Matka

b o

Kuzyn 1 Partnerka Kuzyna 1 Kuzyn 2 Partnerka Kuzyna 2 Ofiara

7 A

237 238

Rys. 36. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 9
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Tab. 10. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 9

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 1,611 5,392 16,54 0,3157 16,61
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) 0,5774 1,024 2,896 0,1358 2,248
PowerPlex® | H1(TRUE) | H2 1,641 11,52 23,42 0,327 174,9
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) | 0,5396 1,004 2,906 0,1259 2,042
H 1 (TRUE) H2 6,381 94,85 241,7 0,2362 873
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0,1993 0,8275 3,227 0,0128 2,246
Precision D | H1(TRUE) | H2 1,321 1,797 4,648 0,362 1,602
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,7531 1,003 2,752 0,1895 | 09122

Zrédlo: opracowanie wlasne
4.10. Rodzina 10

Rodzina 10 obejmuje dwie wnuczki osoby zaginionej (osoby 239 i 240), relacje przedstawiono
w formie drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 37).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerami 93, 94, 95. Dalsze obliczenia
wykonano dla najbardziej prawdopodobnego wskazania.

Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaly dla dopasowania z profilem
nr 93 wartos¢ LR = 590, ktéra po uwzglednieniu sprzgzen genetycznych wzrosta do 612.
Analiza w programie KinBN data warto$ci odpowiednio 677 (bez sprzezen) i 701
(ze sprzezeniami).

W dalszej kolejnosci oznaczenia autosomalnych profili STR zostaty rozszerzone o zestawy
KinFinder oraz Precision ID Identity.

Dla zestawu KinFinder obliczenia w programie Familias LR = 4 930 (bez sprzezen) i 2 958
(ze sprzezeniami), natomiast w KinBN LR = 6 050 (bez sprzg¢zen) oraz LR = 4 170
(ze sprzezeniami).

Dla zestawu Precision ID Identity obliczenia w programie Familias LR = 491 (bez sprzg¢zen-
program FamLink nie wykonatl obliczen sprzezen dla tej rodziny), a w KinBN odpowiednio
LR =491 1 LR = 545.

Obliczono laczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych LRc = 1,43-10°.

Symulacje rozktadu LR (Tab. 11) wskazuja, ze uzyskane wyniki dla wszystkich zestawow
mieszczg si¢ w oczekiwanych przedzialtach. Dla zestawow GlobalFiler™ 1 KinFinder wartosci
znajdowaly si¢ ponizej mediany, natomiast dla zestawu Precision ID Identity — powyzej

mediany, ale ponizej $redniej. Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikéw wykazat
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zestaw KinFinder (nawet uwzgledniajac niepelne oznaczenie profilu — 21 uktadow z 50),

a najnizsza Precision ID Identity.

Analiza trojkatéw IBD (Rys. 38) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw dla wszystkich

zestawow (Rys. 39, Rys. 40 1 Rys. 41) wykazuja zgodnos$¢ z zaktadanym pokrewienstwem.
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Rys. 37. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 10

Tab. 11. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 10

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 762.,8 4,15-105 | 2,8:10° 3,563 4,79-10°
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 1,1-10° | 0,4963 0,2897 0 8,536
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 1631 6,03-10° | 7,59-10° 3,627 7,26-10°
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0,7673 | 10,2191 0 17,25
H 1 (TRUE) H2 2,12:10° | 2,7-10" | 4,12:10" | 1,67-10° | 4,6:10%
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 3,81-105 | 2,36:10°1° 0 0,001
KinFinder | | (TRyUE) H2 1,05-10° | 4,64-106 | 42-10° 13,69 | 632107
(uktady obecne
w profilu H1 H 2 (TRUE) 0 0,0699 | 0,0658 0 0,7517
szczatkdéw nr 93)
Precision ID | H 1 (TRUE) H2 58,9 1512 2729 0,4359 | 2,64-10
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0111 0,897 1,343 3,75-10°7 11,06

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 39. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 10 dla zestawu GlobalFiler™
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4.11. Rodzina 11

Rodzina 11 obejmuje corke osoby zaginionej (osoba 296) oraz troje wnuczat: dwoje dzieci
pochodzacych ze zwiazku syna osoby zaginionej z osobg 255 (osoby 241 i 242) oraz jedno
dziecko z innego zwiazku syna osoby zaginionej (osoba 295), relacje przedstawiono w formie
drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 42).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 99. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania warto$é LR =4,62-10'3, ktora
po uwzglednieniu sprzezen genetycznych wzrosta do 8,58-10'%. Analiza w programie KinBN
data wartoéci odpowiednio 4,24-10'% (bez sprzezen) i 7,94-10'% (ze sprzezeniami). Analiza
haplotypow chromosomu Y wykazata pelng zgodno$¢ 1 wartos¢ LR = 189 665. Obliczono
taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc = 8,76-10'%.

Symulacje rozktadu LR (Tab. 12) wskazuja, ze uzyskane wyniki mieszczg si¢ w oczekiwanych
przedziatach i znajduja si¢ powyzej mediany dla zestawu GlobalFiler™. Najwyzsza moc
dowodowa w symulacji wynikéw wykazatl zestaw KinFinder, a najnizsza Precision ID Identity.
Analiza trojkata IBD (Rys. 43) oraz symulacji mozliwych pokrewienstw (Rys. 44) wykazaty
petna zgodnos¢ z zaktadanym pokrewienstwem.
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Rys. 42. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 11
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Tab. 12. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 11

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 3,27-10" | 3,99-10'6 | 543-10'5 | 8,87-107 | 8,88-10'7
GlobalFiler™
HI1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 5,36-102 | 1,49-10° | 1,72:10"7 | 1,29-10° | 3,45-10%'
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
H 1 (TRUE) H2 1,7-10% | 2,26-10° | 3,85-10° | 1,15-10% | 4,79-10%
KinFinder
HI1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
Precision > | H 1 (TRUE) H2 2,66-10° | 4,49-10"" | 3,67-10'" | 3,44:105 | 7,22-10"
Identity H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rys. 43. Wykres trojkqta IBD dla Rodziny 11

LRy.2= 1.694e+05 LR1.a=2.212e+05

Loglik=-315.49
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LRi.4= 6.385e+05 LRy.5= 2.844e+06
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Rys. 44. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 11
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4.12. Rodzina 12

Rodzina 12 obejmuje pigcioro wnukow osoby zaginionej: osoby 243 1244, bedace synami corki
osoby zaginionej, osobe 245, bedaca synem jednego z syndéw osoby zaginionej, oraz osoby 246
1247, bedace synami drugiego syna osoby zaginionej, relacje przedstawiono w formie drzewa
genealogicznego ponizej (Rys. 45).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 92. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania warto$¢ LR = 2,31-109,
Analiza w programie KinBN dala LR = 2,28-10° (bez sprzezen) i 4,5-10° (ze sprzezeniami).
W programie FamLink nie udato si¢ obliczy¢ sprze¢zen dla tej rodziny. Analiza haplotypow
chromosomu Y wykazata petng zgodno$¢ migdzy profilami 92 a 246, wartos¢ LR = 189 665.
Pomigdzy profilami 92 a 245 stwierdzono dwie niezgodno$ci w uktadach DY S437, DYS570,
a wyliczona warto$§¢ LR = 225. Pomigdzy profilami 92 a 247 stwierdzono dwie niezgodnosci
w uktadach DYS627, DYF387S1, a wyliczona warto$¢ LR = 15 (wyliczenia wykonano dla
zestawu Y27, gdyz Y17 nie obejmuje niezgodnych uktadow).

Z uwagi na niezgodnos$ci w profilach Y-STR oznaczenie dla tej rodziny zostaty rozszerzone
o zestaw KinFinder. Obliczenia w programie Familias wykazaly znaczny wzrost wartosci
LR do 2,38-10'°. Analiza w programie KinBN data warto$¢ 1,87-10'°. Dla Zestawu KinFinder
nie udalo si¢ obliczy¢ sprzezen w zadnym programie. Obliczono laczny iloraz wiarygodnosci
dla STR autosomalnych i Y-STR LRc = 1,04-10%.

Symulacje rozktadu LR (Tab. 13) wskazuja, ze uzyskane wyniki zarowno dla zestawu
GlobalFiler™ jak 1 KinFinder mieszczg si¢ w oczekiwanych przedziatach i znajdujg si¢ okolicy
mediany. Najwyzsza moc dowodowg w symulacji wynikow wykazal zestaw KinFinder (nawet
uwzgledniajac niepelne oznaczenie profilu — 21 uktadéw z 50), a najnizszg Precision ID
Identity.

Analiza trojkata IBD (Rys. 46) oraz symulacji mozliwych pokrewienstw (Rys. 47, Rys. 48)
zdaja si¢ potwierdza¢ pokrewienstwo w relacji wnuki — dziadek pomiedzy analizowanymi
osobami, jednakze mozna zauwazy¢ rdznice pomigdzy pokrewienstwem pomiedzy
poszczeg6lnymi wnukami. Po analizie uzyskanych wynikow mozna jednak przypuszczac,

ze pokrewienstwo wskazane przez wywiad srodowiskowy jest prawdopodobne.
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Rys. 45. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 12

Tab. 13. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 12

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H?2 7,51-10° | 1,11-10'" | 5,03-10'° 1532 1,73-10"2
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) 0 0,0532 | 2,99-10° 0 1,571
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 3,55-107 | 8,59-10" | 3,89-10'" | 1,2-10* | 1,83-10™
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0,0006 | 1,74-107 0 0,0088
H 1 (TRUE) H2 1,89-10% | 3,86-10% | 1,54-10%° | 1,75-10'¢ | 1,22:10%
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 2,12-10% 0 0 6,73-10%
KinFinder | 1 | (TRUE) H2 6,26:10° | 7,62:10'5 | 9,95-10"3 | 5,69-105 | 1,98-10"7
(uktady obecne
w profilu HI1 H 2 (TRUE) 0 1,06:107 0 0 1,91-10°
szczatkow nr 92)
Precision ID | H 1 (TRUE) H2 1,37-10* | 3,33-10° | 5,71-10° 20,95 3,26-107
Identity H1 H2 (TRUE) | 1,37-10° | 0,6008 0,034 | 3,94-10"° | 1539

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 46. Wykres trojkqta IBD dla Rodziny 12 dla zestawu GlobalFiler™ i KinFinder

Loglik =-345.48
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Rys. 47. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 12 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 48. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 12 dla zestawu KinFinder
4.13. Rodzina 13

Rodzina 13 obejmuje wnuka osoby zaginionej (osoba 250), relacje przedstawiono w formie
drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 49).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerami 81, 86, 91, 95, 96 i 105.
Analiza haplotypow chromosomu Y wykazatla jedna niezgodnos$¢ w ukladzie DY S456 profilu
szkieletu 96 z profilem osoby 250, a wartoscig LR = 788.

Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaly dla w/w dopasowania
warto$§¢ LR = 13 taka samg zaré6wna uwzgledniajac sprze¢zenia jak i1 zaktadajac niezaleznos$¢
uktadow. Analiza w programie KinBN dala warto$ci 14 bez sprzezen i1 ze sprz¢zeniami.

W dalszej kolejnosci oznaczenia autosomalnych profili STR zostaty rozszerzone o zestawy
KinFinder oraz Precision ID Identity.

Dla zestawu KinFinder obliczenia w programie Familias LR = 98 (bez sprzezen) i 110
(ze sprzezeniami), natomiast w KinBN LR = 107 (bez sprzgzen) oraz LR = 120
(ze sprze¢zeniami).

Dla zestawu Precision ID Identity obliczenia w programie Familias LR =3 299 (bez sprz¢zen)
oraz LR = 3 355 (ze sprzezeniami), a w KinBN odpowiednio LR =3 300 i LR =2 990.
Obliczono Iaczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc = 3,31-10°.
Symulacje rozktadu LR (Tab. 14) wskazuja, ze uzyskane wyniki dla zestawoéw GlobalFiler™

1 KinFinder mieszcza si¢ w oczekiwanych przedziatach. Zestaw GlobalFiler™ ponizej

&9



mediany, natomiast KinFinder powyzej mediany ale ponizej $redniej. Wynik uzyskany
zestawem Precision ID Identity byt wyzszy niz wskazany w symulacjach.

Najwyzsza moc dowodowg w symulacji wynikéw wykazal zestaw KinFinder (uwzgledniajac
niepetne oznaczenie profilu — 9 uktadéw z 50 zestaw uzyskat nizsze wyniki niz GlobalFiler™),
a najnizsza Precision ID Identity.

Analiza tréjkatow IBD (Rys. 50) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw dla zestawow
GlobalFiler™ i Precision ID Identity (Rys. 51 i Rys. 53) wykazuja zgodno$¢ z zaktadanym
pokrewienstwem. Pedbuildr dla zestawu KinFinder (Rys. 52) wskazal zakladany stopien

pokrewienstwa na drugiej pozycji, jako bardziej prawdopodobne uznat pokrewienstwo w relacji

rodzenstwo.

Tab. 14. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 13

¢[1

%

250

Synowa

Rys. 49. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 13

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 72,2 6,52:10* | 1,22-10* | 04554 | 1,57-10°
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 0,0208 0,5022 1,58 0,0005 3,014
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 94,34 1,69:-10* | 1,86:10* | 0,4951 | 1,48:10°
Fusion 6C H1 H2 (TRUE) | 0,0133 0,8851 1,303 0,0003 12,49
H 1 (TRUE) H2 4,83-10° | 1,28-10" | 4,61-10° | 75,06 | 2,67-10"
KinFinder
H1 H2 (TRUE) | 1,35-105 | 0,235 0,02217 | 1,32:10% 4,56
KinFinder | {1 (TRUE) H2 9,756 130,5 414,5 0,2554 758,4
(uktady obecne
w profilu H1 H2(TRUE) | 0,111 1,779 2,972 0,0055 24,48
szczatkdéw nr 96)
Precision ID | H 1 (TRUE) H2 19,48 203,7 696,6 0,4025 1055
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0374 1,116 2,277 0,0004 12,19

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 50. Wykres trojkgta IBD dla Rodziny 13 dla zestawu GlobalFiler™, KinFinder i Precision ID Identity
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Rys. 51. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 13 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 52. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 13 dla zestawu KinFinder
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Rys. 53. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 13 dla zestawu Precision ID Identity
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4.14. Rodzina 14

Rodzina 14 obejmuje wnuka osoby zaginionej (osoba 801) oraz dwoje prawnukow: osoby 251
1252, ktérzy sa kuzynami, relacje przedstawiono w formie drzewa genealogicznego ponizej
(Rys. 54).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerami 81 1 95. Analiza haplotypow
chromosomu Y wykazata peing zgodno$¢ miedzy profilami 95, 801 1 251, wartos¢ LR = 190
556. Pomigdzy profilami 95 a 252 stwierdzono jedng niezgodnosci w uktadzie DYS570,
awyliczona warto$¢ LR = 1 259 (wyliczenia wykonano dla zestawu Y27, gdyz Y17
nie obejmuje niezgodnego uktadu).

Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania
warto$¢ LR = 132, ktéra po uwzglednieniu sprzezen genetycznych wzrosta do 135. Analiza
w programie KinBN data warto$ci odpowiednio 155 (bez sprzezen) i 158 (ze sprzezeniami).
Oznaczenia profili STR autosomalnych zostaty rozszerzone o zestaw KinFinder. Obliczenia
w programie Familias wykazaly warto§¢ LR = 98, ktéra po uwzglednieniu sprzezen
genetycznych wzrosta do 205. Analiza w programie KinBN data wartos¢ odpowiednio 107
(bez sprzgzen) i 225 (ze sprzg¢zeniami). Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR
autosomalnych i Y-STR LRc =2,47-10°.

Symulacje rozktadu LR (Tab. 15) wskazuja, Ze uzyskane wyniki zaro6wno dla zestawu
GlobalFiler™ jak 1 KinFinder mieszcza si¢ w oczekiwanych przedziatach ale znajduja si¢
ponizej mediany. Najwyzszg moc dowodowa w symulacji wynikéw wykazat zestaw KinFinder
(uwzgledniajac niepelne oznaczenie profilu — 16 ukladow z 50 zestaw ten uzyskat nizsze
warto$ci niz GlobalFiler™), a najnizszg Precision ID Identity.

Analiza trojkatow IBD (Rys. 55) wykazuje na brak pokrewienstwa szkieletu z osoba 251,
symulacje mozliwych pokrewienstw dla zestawu GlobalFiler™ (Rys. 56) sugerujag wykonanie
obliczen tylko z osobg 801, natomiast symulacje pokrewienstw zestawu KinFinder (Rys. 57)
sugeruja wykonanie obliczen bez profilu 251. Wykonano obliczenia uwzgledniajace wskazania
pedbuildr i uzyskano nastepujace wyniki: Zestaw GlobalFiler™ bez profilu 251 LR= 630,
natomiast uwzgledniajac tylko profil 801 w obliczeniach uzyskano wartos¢ 445. Dla zestawu
KinFinder bez profilu 251 uzyskano LR = 352. Program pedbuildr wskazat pokrewienstwo
ktore znaczaco zwiekszyto wartos¢ LR, jednakze przy obliczeniach koncowych korzystano

z petnych danych $rodowiskowych odnos$nie struktury pokrewienstwa w tej rodzinie.
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Rys. 54. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 14

Tab. 15. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 14

—O

Partnerka Wnuka 2

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 406,8 | 7,29:10° | 1,49-10° 1,337 1,92:107
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 0,004 0,6031 0,9281 | 3,28:10° | 7,319
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 594,6 | 4,62:10° | 3,19:10° 1,805 7,29:107
Fusion 6C H1 H2 (TRUE) | 0,0021 2,386 0,4013 | 1,46:10° | 47,96
H 1 (TRUE) H2 1,62:10% | 4,75:10"* | 6,19:10'> | 5080 8,9-10'4
KinFinder
H1 H2 (TRUE) | 3,69:10% | 0,0053 0,0002 | 7,42:10"2 | 10,1361
KinFinder | | (TRUE) H2 302 2,07-105 | 1,93-10° 1,504 | 2,73-10°
(uktady obecne
w profilu H1 H2(TRUE) | 0,0038 | 06501 | 0,6605 | 2,65-10° | 10,25
szczatkdéw nr 95)
Precision D | H | (TRUE) H2 54,43 1789 6036 0,5408 | 1,16:10*
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0121 0,7705 1,289 | 5,83-10° | 8478

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 55. Wykres trojkqta IBD dla Rodziny 14 dla zestawu GlobalFiler™ i KinFinder
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Rys. 56. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 14 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 57. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 14 dla zestawu KinFinder

4.15. Rodzina 15

Rodzina 15 obejmuje dwoch wnukoéw (osoby 253 1 254), ktorzy sa kuzynami, relacje
przedstawiono w formie drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 58).

Po przeszukaniu DVI nie stwierdzono zadnego dopasowania. Rowniez przeszukanie profili
Y-STR nie przyniosto pozytywnych wynikow.

Z uwagi na otrzymane wyniki oraz fakt, iz rodzina 15 poszukuje osoby spoza listy
egzekucyjnej, nie rozszerzano badan dla tej rodziny.

W celu oceny przydatnos$ci zastosowanych zestawow, wykonano symulacje wynikow analizy
statystycznej mozliwych do uzyskania przy analizowanym stopniu pokrewienstwa (Tab. 16).
Wyniki symulacji wskazuja, ze oczekiwana warto$¢ LR powinna miesci¢ si¢ w przedziale
od okoto 2 do 2,45-10° dla GlobalFiler™, od 3,68:10° do 1,48-10'° dla KinFinder oraz
od 1 do 3,21-10* dla Precision ID Identity.
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Rys. 58. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 15

Tab. 16. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 15

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 2835 6,42:107 | 2,45-10° | 2,548 | 1,96-10°
GlobalFiler™
H1 H2(TRUE) | 0,0006 | 05286 | 02936 | 2,17-10° | 7,915
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 5070 131-107 | 1,14-107 | 5434 | 1,41-10°
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) | 0,0003 0,1566 | 0,1789 | 4,3-107 1,724
H 1 (TRUE) H2 5,72:101° | 1,83-10' | 1,48-10'° | 3,68-10° | 541:10"
KinFinder
H1 H2 (TRUE) | 1,45-10° | 10,0001 | 3,77-10° | 4,39-10"'5 | 0,0023
Precision I | H 1 (TRUE) H2 190,9 | 1,522:10* | 3,21-10* | 0,7689 | 121-10°
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0024 | 0,6973 1,081 | 539-10° | 747

Zrodto: opracowanie wlasne

4.16. Rodzina 16

Rodzina 16 obejmuje wnuka osoby zaginionej (osoba 258), relacje przedstawiono w formie
drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 59).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerami 88 1 91. Analiza haplotypow
chromosomu Y wykazala petng zgodno$¢ profilu szczatkow 91 z profilem osoby 258,
a wartoscig LR = 189 665.

Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaty dla w/w dopasowania
warto$¢ LR = 18 (bez sprzezen) oraz LR = 13 (ze sprz¢zeniami). Analiza w programie KinBN

dala te same wartosci.
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W dalszej kolejnosci oznaczenia autosomalnych profili STR zostaty rozszerzone o zestawy
KinFinder oraz Precision ID Identity.

Dla zestawu KinFinder obliczenia w programie Familias LR = 318 (bez sprze¢zen) i 224
(ze sprzezeniami), natomiast w KinBN LR = 323 (bez sprz¢zen) oraz LR = 227
(ze sprzgzeniami).

Dla zestawu Precision ID Identity obliczenia w programie Familias LR =5 094 (bez sprz¢zen)
oraz LR =3 652 (ze sprz¢zeniami), a w KinBN odpowiednio LR =5 090 1 LR = 3 920.
Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc = 5,53-10'2,
Symulacje rozktadu LR (Tab. 17) wskazuja, ze uzyskane wyniki dla zestawéw GlobalFiler™
i KinFinder mieszczg si¢ w oczekiwanych przedziatach. Zestaw GlobalFiler™ ponizej
mediany, natomiast KinFinder powyzej mediany ale ponizej $redniej. Wynik uzyskany
zestawem Precision ID Identity byl wyzszy niz wskazany w symulacjach.

Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikéw wykazal zestaw KinFinder (nawet
uwzgledniajac niepelne oznaczenie profilu — 18 uktadéw z 50), a najnizsza Precision ID
Identity.

Analiza trojkatow IBD (Rys. 60) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw dla zestawow
KinFinder i Precision ID Identity (Rys. 62 i Rys. 63) wykazuja zgodno$¢ z zaktadanym
pokrewienstwem. Pedbuildr dla zestawu GlobalFiler™ (Rys. 61) wskazat zaktadany stopien
pokrewienstwa na drugiej pozycji, jako bardziej prawdopodobne uznat pokrewienstwo w relacji

wujek - syn brata przyrodniego lub prawnuk.
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Rys. 59. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 16
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Tab. 17. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 16

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 4938 | 1,93-10* | 1,39-10° | 0,5423 | 3,29-10°
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 0,0281 2,991 1,667 0,0005 78,52
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 76,47 | 7,59-10* | 2,7-10* | 04351 | 1,99-106
Fusion 6C H1 H2 (TRUE) | 0,0162 1,424 1,655 0,0002 23,49
H 1 (TRUE) H2 3,39-105 | 4,11-10° | 5,23-10° | 5849 | 4,55-10'
KinFinder
H1 H2 (TRUE) | 9,29-10° | 0,03835 | 0,01757 | 1,42-10% | 0,5938
KinFinder |y | (TRUE) H2 156,5 | 4,79-10* | 4,69-10° | 0,8415 | 1,08-10°
(uktady obecne
w profilu H1 H2(TRUE) | 0,0133 | 06266 | 09844 | 0,0002 6,58
szczatkow nr 91)
Precision o | H 1 (TRUE) H2 21,5 259.6 909 0,3528 1409
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0472 0,647 2,538 0,0006 2,705

Zrodto: opracowanie wlasne

HU.G
X

Rys. 60. Wykres trdjkgta IBD dla Rodziny 16 dla zestawu GlobalFiler™, KinFinder i Precision ID Identity
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Rys. 61. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 16 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 62. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 16 dla zestawu KinFinder
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Rys. 63. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 16 dla zestawu Precision ID Identity

4.17. Rodzina 17

Rodzina 17 obejmuje dwie wnuczki osoby zaginionej (osoby 262 1263), bedace corkami corki
osoby zaginionej, wnuka (osoba 264) bedacego synem syna osoby zaginionej oraz osobg 265 —
matke osoby 264, relacje przedstawiono w formie drzewa genealogicznego ponizej (Rys. 64).
Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 105. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania warto§¢ LR = 82 155, ktora
po uwzglednieniu sprzgzen genetycznych zmalata do 72 896. Analiza w programie KinBN data
wartosci odpowiednio 89 900 (bez sprzezen) 1 80 100 (ze sprzezeniami).

Oznaczenia profili STR autosomalnych zostaty rozszerzone o zestaw KinFinder. Obliczenia
w programie Familias wykazaly warto§¢ LR = 804 697 (program FamLink nie wykonat
obliczen sprzezen dla tej rodziny). Analiza w programie KinBN dala warto§¢ odpowiednio
1,06-10° (bez sprzezen) i 8,26-10° (ze sprzezeniami). Obliczono tgczny iloraz wiarygodnosci
dla STR autosomalnych LRc¢ = 6,61-10°,

Symulacje rozktadu LR (Tab. 18) wskazuja, Zze uzyskane wyniki dla zestawu GlobalFiler™
mieszczg si¢ w oczekiwanych przedziatach ale znajduja si¢ ponizej mediany, natomiast wyniki

uzyskane dla zestawu KinFinder znajdujg si¢ ponizej 5%. Najwyzsza moc dowodowg
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w symulacji wynikow wykazal zestaw KinFinder (nawet uwzgledniajac niepetne oznaczenie
profilu — 30 uktadow z 50), a najnizszg Precision ID Identity.

Analiza trojkatow IBD (Rys. 65) oraz symulacje mozliwych pokrewienstw dla obu zestawow
(Rys. 66 1 Rys. 67) wykazaty zgodno$¢ z zakladanym pokrewienstwem (za wyjatkiem
pokrewienstwa pomiedzy osobami 262 i 263 dla ktorych wskazano mozliwos$¢ pokrewienstwa

w relacji rodzenstwa przyrodniego).
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Rys. 64. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 17

Tab. 18. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 17

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 246105 | 6,02-10° | 645-105 | 72,19 | 9,65-10°
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) | 1,79-10° | 02781 | 0,0098 0 7,743
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 6,21-10° | 1,94-10" | 3.81-10° | 203,1 | 3,1-10"
Fusion 6C HI1 H 2 (TRUE) 0 0,0136 | 10,0025 0 0,1674
H 1 (TRUE) H2 6,85-10' | 2,48-10%7 | 4,81-102 | 1,78:10"" | 7,68-10%
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 4,02-10% | 4,13-103 0 1,26-10°
KinFind
(uk%a:fyl hoer o | H1(TRUE) H2 6,86-10"° | 4,77-107 | 2,9-10' | 1,72-106 | 1,41-10"
profilu szczatkéw
or 105) H1 H 2 (TRUE) 0 7,53-10° | 5,53-10° 0 0,0017
Precision [0 | H 1 (TRUE) H2 1612 | 4,555-105 | 8,07-10° | 3,714 | 4,53-10°
Identity HI1 H2 (TRUE) | 0,0002 | 04265 | 02802 | 533-10% | 4,537

Zrodto : opracowanie wiasne
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Rys. 66. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 17 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 67. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 17 dla zestawu KinFinder

4.18. Rodzina 18

W sktad 18 rodziny wchodzi dwoch wnukéw osoby zaginionej (osoby 266 i 800), relacje
migdzy nimi przedstawiono ponizej (Rys. 68).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 84. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania warto$¢ LR = 134 502, ktora
po uwzglednieniu sprz¢zen genetycznych wzrosta do 161 779. Analiza w programie KinBN
dala wartosci odpowiednio 141 000 (bez sprzezen) i1 169 000 (ze sprze¢zeniami). Analiza
haplotypow chromosomu Y wykazala petna zgodnos¢ a wyliczona warto$¢ LR = 189 665.
Obliczono laczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc = 2,55-10'°,
Symulacje rozktadu LR (Tab. 19) wskazuja, ze uzyskane wyniki mieszczg si¢ w oczekiwanych
przedziatach, znajduja si¢ nieco ponizej progu 95% wynikoéw dla zestawu GlobalFiler™.
Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikow wykazat zestaw KinFinder, a najnizsza
Precision ID Identity.

Analiza trojkata IBD (Rys. 69) oraz symulacji mozliwych pokrewienstw (Rys. 70) wykazaly

zgodno$¢ z zaktadanym pokrewienstwem.
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Rys. 68. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 18

Tab. 19. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 18

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 7683 | 5,04-10° | 2,29:105 | 2297 | 8,02:106
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 9,67-10° | 0,1833 | 0,3081 0 1,888
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 1665 | 4,26:10° | 6,23-105 | 5,034 | 517-106
Fusion 6C HI1 H 2 (TRUE) 0 0,379 0,3357 0 6,26
H 1 (TRUE) H2 2,34-10° | 3,08:10' | 3,34-10" | 6,44-10* | 5,06-10'S
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 0,0868 | 5,02-10°"" 0 2,744
Precision Ip | H 1 (TRUE) H2 60,47 1553 4722 0,6415 | 1,59-10*
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0091 121 1,942 | 3,89-105 | 9,789

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 69. Wykres trojkgta IBD dla Rodziny 18

105



Loglik=-188.52 LRsz=1 LR:.2=2.002

L] O ] Z L1 o ]
A fé

84 266 200 266 200

LR:.4=38.16 LRs.5=38.16 LR:s=62.63
7y

O L O O [ O ]
O L Q /
7 Z, 7

84 266 200 266 200 200

Rys. 70. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 18

4.19. Rodzina 19

W skiad 19 rodziny wchodzi trzech wnukéw (osoby 122, 802 1 803) ktorzy sa kuzynami, relacje
migdzy nimi przedstawiono ponizej (Rys. 71).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 83. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania warto§¢ LR = 56 021, ktéra
po uwzglednieniu sprzezen genetycznych zmalata do 42 301. Réwnolegla analiza w programie
KinBN data warto$ci odpowiednio 63 400 (bez sprzezen) i 47 900 (ze sprz¢zeniami). Analiza
haplotypow chromosomu Y wykazata petng zgodnos$¢ 1 wartos¢ LR = 189 665.

Oznaczenia profili STR autosomalnych zostaty rozszerzone o zestaw KinFinder. Obliczenia
w programie Familias wykazaty warto§¢ LR = 214, ktéra po uwzglednieniu sprzezen
genetycznych spadta do 24. Analiza w programie KinBN data warto$¢ odpowiednio
1 (bez sprzezen) 1 0,5 (ze sprzgzeniami).

Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc = 2,27-10'2,
Symulacje rozktadu LR (Tab. 20) wskazuja, ze uzyskane wyniki mieszcza si¢ w oczekiwanych
przedziatach i znajduja si¢ nieco powyzej mediany dla zestawu GlobalFiler™. Dla zestawu
KinFinder uzyskany wynik znajduje si¢ ponizej wartosci dla 5% (jednakze powyzej 1%).

Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikow wykazat zestaw KinFinder (nawet
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uwzgledniajac niepelne oznaczenie profilu — 21 uktadéw z 50), a najnizsza Precision ID

Identity. Analiza trojkata IBD (Rys.

72) oraz

symulacje alternatywnych

struktur

rodowodowych (Rys. 73) w pakiecie pedbuildr dla zestawu GlobalFiler™ wykazaty zgodnos¢

pokrewienstwa pomiedzy profilami 83 i1 122, natomiast w przypadku profili 83 1 802 oraz 83

1 803 sugerowany byl odmienny stopien relacji (rodzenstwo, prawnukowie ofiary).

Natomiast symulacje dla zestawu KinFinder (Rys. 74) wykazaly za najbardziej prawdopodobng

relacje pomigdzy osobami 802 1 803 jako rodzenstwo, wnuki ofiary, natomiast wskazaty

na brak pokrewienstwa pomi¢dzy osobg 122 a ofiara.
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Rys. 71. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 19

Tab. 20. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 19

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 521-10° | 2,99-10° | 1,92-10% | 28,46 | 3,92:10°
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) | 9,89-106 | 0,1745 | 0,0536 0 3,285
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 2,09-10° | 4,91-10° | 8,63-10° 89,6 | 8,98:10'
Fusion 6C H1 H2 (TRUE) | 2,16:106 | 0,017 0,012 0 0,1871
H 1 (TRUE) H2 1,05-10'5 | 8,65-10% | 1,24-102' | 2,21-10° | 2,73-10%
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 3,07-10° | 6,87-10°" 0 9,59-10°
KinFinder | 1y ppypy H2 4,07-105 | 1-102 | 2,3-10' 322 3,02-10"
(uktady obecne
w profilu HI H2 (TRUE) | 2,31-10% | 0,0187 | 0,0016 0 0,3567
szczatkdéw nr 83)
Precision ID | H 1 (TRUE) H2 1555 7,87-10° | 4,7-10° 2,569 | 8,24-10
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0002 0,581 0,1652 | 1,19-107 | 14,09
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Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 72. Wykres trojkqta IBD dla Rodziny 19 dla zestawu GlobalFiler™ i KinFinder
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Rys. 73. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 19 dla zestawu GlobalFiler™
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Rys. 74. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 19 dla zestawu KinFinder

4.20. Rodzina 20

W sklad 20 rodziny wchodzi syn osoby zaginionej (osoba 439), relacje migdzy nimi
przedstawiono ponizej (Rys. 75).

Po przeszukaniu DVI dopasowano szczatki oznaczone numerem 85. Obliczenia statystyczne
wykonane w programie Familias wykazaty dla tego dopasowania warto$¢ LR = 898 654, ktora
po uwzglednieniu sprzezen genetycznych wzrosta do 900 451. Roéwnoleglta analiza
w programie KinBN data warto$¢ LR = 1,05-10°. Program KinBN nie wykazat zmian warto$ci
LR dla obliczen ze sprzgzeniami 1 bez sprz¢zen. Analiza haplotypow chromosomu Y wykazata
pelna zgodnos¢ 1 wartos¢ LR = 198 098. Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR
autosomalnych i Y-STR, LRc = 1,78-10"!.

Symulacje rozktadu LR (Tab. 21) wskazuja, ze uzyskane wyniki mieszcza si¢ w oczekiwanych
przedziatach, znajdujg si¢ nieco ponizej mediany, nieco powyzej progu 5% dla zestawu
GlobalFiler™., Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikow wykazat zestaw KinFinder,
a najnizsza Precision ID Identity.

Analiza trojkata IBD (Rys. 76) oraz symulacji mozliwych pokrewienstw (Rys. 77) wykazaty

zgodno$¢ z zaktadanym pokrewienstwem.
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Rys. 75. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 20

Tab. 21. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 20

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 5,02:107 | 6,32-10'" | 1,45-10' | 3,01-10° | 1,39-10"
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H?2 4,13-10% | 3,06-10'2 | 1,58-10'" | 2,81-10° | 9,27-10"3
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
H 1 (TRUE) H?2 1,14:10%* | 1,26:10% | 4,79-10% | 5,99-10% | 3,13-10%
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
Precision ID | H 1 (TRUE) H?2 2,34-10° | 2,39-10* | 3,84:10% | 1,26:10* | 2,41-10°
Identity H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
Zrédlo: opracowanie wlasne
™
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Rys. 77. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 20

4.21. Dodatkowe obliczenia

Ze wzgledu na uzyskanie niejednoznacznych wynikow analiz pokrewienstwa w odniesieniu
do cze¢sci rodzin, skierowano zapytanie do strony gruzinskiej w celu weryfikacji 1 ewentualne;j
korekty zalozen genealogicznych. W odpowiedzi kierownik projektu po stronie gruzinskiej
przekazata nastgpujace informacje:

- Rodzina 1 — wskazano, ze w przypadku osoby nr 220 stopief pokrewienstwa z poszukiwang
ofiarg pozostaje niepewny, a jego jednoznaczne okreslenie nie jest mozliwe. W celu uniknigcia
potencjalnych nieporozumien zalecano wytaczenie tej osoby z dalszych analiz statystycznych.
- Rodzina 8 — potwierdzono, iz rodzina ta nie poszukuje ofiary pochodzacej z analizowanej
jamy grobowe;j.

- Rodzina 9 — potwierdzono, ze rodzina poszukuje ofiary plci zenskiej, spoza listy egzekucyjne;j
- Rodzina 15 — potwierdzono i1z rodzina ta nie poszukuje osoby znajdujacej si¢ na liscie
egzekucyjnej przypisanej do badanego grobu.

- Rodzina 19 — zaktualizowano informacje dotyczace struktury genealogicznej; osoba nr 122
zostala zidentyfikowana jako syn pierwszego syna ofiary, natomiast osoby nr 802 i 803 jako
bracia, synowie drugiego syna ofiary.

- Pokrewienstwa pomiedzy pozostalymi rodzinami zostaty potwierdzone.
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W zwigzku z powyzszymi ustaleniami dokonano korekty przyjetych zatozen pokrewienstwa
oraz powtorzono obliczenia statystyczne dla rodzin nr 1 i 19. Zaktualizowane wyniki

przedstawiono ponizej.
4.21.1. Rodzina 1 po korekcie

Po konsultacjach ze strong gruzinska w Rodzinie 1 podczas analizy wzigto pod uwage czterech
wnukow zaginionego (osoby 219, 221, 222 1 267) a relacje przedstawiono ponizej (Rys. 78).
Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias dla zestawu GlobalFiler™ wykazaty
warto$¢ LR = 202 032, ktéra po uwzglednieniu sprzezen genetycznych wzrosta do 202 739
Rownolegta analiza w programie KinBN data warto$ci odpowiednio 221 000 (bez sprzg¢zen)
1222 000 (ze sprzezeniami).

Dla zestawu KinFinder obliczona warto§¢ LR w programie Familias wynosi 9 209 (bez
sprzezen) oraz 18 150 dla sprzezonych uktadow, natomiast w KinBN LR = 8 870 (bez sprzezen)
oraz LR =17 800 (ze sprzgzeniami).

LR Y-STR pozostal bez zmian = 190 117. Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR
autosomalnych i Y-STR, LRc = 3,54-10'%,

Symulacje rozktadu LR (Tab. 22) wskazuja, ze uzyskane wyniki dla obu zestawéw mieszcza
si¢ w oczekiwanych przedziatach, i znajduja si¢ powyzej mediany (KinFinder dla niepetnego
profilu).

Najwyzsza moc dowodowa w symulacji wynikéw wykazatl zestaw KinFinder (uwzgledniajac
niepetne oznaczenie profilu — 15 uktadéw z 50 uzyskal porownywalng moc z zestawami
GlobalFiler™ 1 PowerPlex® Fusion 6C), a najnizszg Precision ID Identity.

Analizy IBD przeprowadzone w pakiecie pedbuildr potwierdzity zgodnos¢ zaktadanej hipotezy

(Rys. 79, Rys. 80, Rys. 81).
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Rys. 78. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 1 po korekcie
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Tab. 22. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 1 po korekcie

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 8306 1,23-10° | 4,3-10° 42,85 9,67-106
GlobalFiler™
H1 H 2 (TRUE) 0 1,575 0,0012 0 33,04
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 2,25:104 | 3,57-107 | 1,15-107 | 56,36 | 7,96:108
Fusion 6C HI1 H 2 (TRUE) 0 0,0142 0 0 0,4024
H 1 (TRUE) H2 1,07-108 | 4,22-10'7 | 7,59-10'¢ | 9,31-10% | 9,13-10'8
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 0 0 0 0
KinFinder | 1 | (TRUE) H2 3480 2,82:10° | 3,17-10° | 24,46 5,5:10°
(uktady obecne
w profilu H1 H 2 (TRUE) 0 1,301 0 0 29,88
szczatkdéw nr 94)
Precision D | H | (TRUE) H2 211,8 | 2,22:10* | 2,69-10% 1,545 | 4,69-10°
Identity H1 H2 (TRUE) | 0,0007 1,406 1,431 1,71-107 15,4

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rys. 79. Wykres trojkqta IBD dla Rodziny 1 dla zestawu GlobalFiler™ i KinFinder po korekcie
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Rys. 80. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny I dla zestawu GlobalFiler™ po korekcie
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Rys. 81. Symulacje pokrewienstw dla Rodziny 1 dla zestawu KinFinder po korekcie

4.21.2. Rodzina 19 po korekcie

W sktad 19 rodziny wchodzi trzech wnukow ofiary: osoba 122 bedaca synem pierwszego syna
ofiary oraz osoby 802 i 803 bedace synami drugiego syna ofiary, relacje przedstawiono ponizej
(Rys. 82).

Obliczenia statystyczne wykonane w programie Familias wykazaly warto§¢ LR = 62 988 ktora
po uwzglednieniu sprzezen genetycznych wzrosta do 75 352. Réwnolegla analiza w programie
KinBN data wartosci odpowiednio 70 600 (bez sprzezen) i 84 300 (ze sprzezeniami).
Obliczenia w programie Familias dla zestawu KinFinder wykazaty wartos¢ LR =21 220, ktora
po uwzglednieniu sprzezen genetycznych spadta do 19 238. Analiza w programie KinBN data
warto$¢ odpowiednio 91 (bez sprzezen) i 86 (ze sprzgzeniami).

LR Y-STR nie ulegl zmianie 1 wynosi 189 665.

Obliczono taczny iloraz wiarygodnosci dla STR autosomalnych i Y-STR, LRc¢ = 2,54-10'%,
Symulacje rozktadu LR (Tab. 23) wskazuja, Ze uzyskany wynik jest nieco wyzszy niz mediana
dla zestawu GlobalFiler™. Dla zestawu KinFinder uzyskany wynik znajduje si¢ ponizej
mediany ale powyzej progu 5% (dla symulacji dla niepetnego profilu). Najwyzsza moc
dowodowg w symulacji wynikow wykazal zestaw KinFinder (nawet uwzgledniajac niepeine

oznaczenie profilu — 21 uktadow z 50), a najnizszg Precision ID Identity.
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W przypadku tej rodziny trojkat IBD i1 symulacje pokrewienstw nie ulegng zmianie, gdyz nie

zmienita si¢ liczba 0s6b w rodzinie.

B——O

Ofiara

Partnerka

sn1

Rys. 82. Drzewo genealogiczne dla Rodziny 19 po korekcie

Synowa 1

sn2

Synowa 2

2

802

Y
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Tab. 23. Symulacja wynikow analizy statystycznej dla Rodziny 19 po korekcie

Zestaw Hypothesis Versus Median Mean 95% 5% Stdev
H 1 (TRUE) H2 2,36-104 | 9,28-107 | 3,51-107 | 16,17 | 1,51-10°
GlobalFiler™
H1 H2 (TRUE) | 1,34-10% | 0,1422 | 0,0277 0 2,326
PowerPlex® | H 1 (TRUE) H2 8,95-10* | 5,77-10° | 1,5-10° 58,77 | 1,29-10'°
Fusion 6C H1 H 2 (TRUE) 0 0,1041 0,0122 0 1,516
H 1 (TRUE) H2 1,79-10™ | 1,43-10% | 2,21-10" | 7,12-10% | 3,36-10%
KinFinder
H1 H 2 (TRUE) 0 8,91-10° | 8,86-10° 0 2,29-10°
KinFind
(uk};flylgbzzne H 1 (TRUE) H2 14105 | 2,04-101 | 426:10° | 4112 | 3,74-10"
w profilu
szezatkéw nr 83) H1 H 2 (TRUE) 0 0,0162 | 0,0004 0 0,328
Precision Ip | H 1 (TRUE) H2 509 1,81-10° | 1,46-105 | 2,053 | 421-10°
Identity H1 H 2 (TRUE) | 0,0005 1,57 04969 | 448107 | 32,67

Zrodto: opracowanie wlasne

4.22. Pochodzenie biogeograficzne

Rozktad haplogrup chromosomu Y zaobserwowany u wszystkich 28 szczatkow z masowego

grobu w Adzarii silnie wskazywat na ich pochodzenie gruzinskie (Rys. 83).
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Rys. 83. Rozktady haplogrup chromosomu Y oraz oszacowanych haplogrup chromosomu Y szczgtkow
z masowego grobu w Adzarii, Gruzinow, Mingrelian i Svanow [130, 131].

Dominujacymi haplogrupami wérod analizowanych szczatkow byty G2a (35%) 1 J2al (20%),
obie szeroko rozpoznawane jako charakterystyczne dla populacji postugujacych si¢ jezykami
kartwelskimi i czgsto wystepujace u wspolczesnych Gruzinéw oraz Mingrelian [130, 152].
Niewielki odsetek stanowity haplogrupy typowe dla niegruzinskich populacji sgsiednich, takie
jak Rla, Q i Nla2 [153]. Rozklad obserwowanych haplogrup okazat si¢ bardzo zblizony
do struktury genetycznej populacji mingrelskiej, w ktorej odsetki G2a 1 J2a wynosza
odpowiednio okoto 45% 1 25% co jest zgodne z ogdlnym zestawem danych dla Gruzinow,
w ktorym dominujg linie G2a i J2a [130]. R6znit si¢ on od profilu Svanéw, gdzie G2a osiaga
okoto 70%. [130]. Pozorna niezgodno$¢ wynikéw uzyskanych przez Nasidze i wsp. [131] byta
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najprawdopodobniej spowodowana bardzo ograniczonym zestawem markeréw (zaledwie 9
Y-STR) uzytych w tamtym badaniu.

Na podstawie tych wynikdw potwierdzono wstgpng hipoteze dotyczaca gruzinskiego
pochodzenia 0s6b pochowanych w tej mogile, dostarczajac mocnych dowoddéw genetycznych

zgodnych z danymi historycznymi i demograficznymi.
4.23. Opracowanie schematu decyzyjnego doboru paneli markerow
genetycznych
Dobor zestawdéw markerow zastosowanych w analizie zostal przeprowadzony zgodnie
z opracowanym schematem decyzyjnym, przedstawionym na Rys. 84. Schemat ten

odzwierciedla sekwencyjne podejscie, w ktorym kolejne systemy byly wdrazane w zaleznosci

od wynikéw uzyskanych na wezesniejszych etapach obliczen statystycznych.

21 aSTR + BRAZAREIEY
* materiat porbwnawczy od

27 Y-STR wszystkich rodzin

» wszystkie ofiary i rodziny zaginionych,
dodatkowe u ktorych standardowa analiza nie

pozwolita na uzyskanie LR > 100 000 lub
48 STR w petni zgodnego profilu Y-STR

« ofiary i rodziny zaginionych,
- dla ktérych nie uzyskano
90 iiISNP jednoznacznego wyniku lub
wynik wzbudzat dodatkowe
watpliwosci

Rys. 84. Schemat decyzyjny

We wszystkich przypadkach analiz¢ rozpoczeto od paneli podstawowych: 21 autosomalnych
STR (GlobalFiler™) oraz 27 markeréw Y-STR (Yfiler™ Plus). Uzyskanie wartosci LR
przekraczajacej 100 000 oraz jednoczesne potwierdzenie w petni zgodnego haplotypu Y-STR
traktowano jako przestanke do uznania wyniku za wystarczajaco silny. Natomiast przypadki,
w ktorych warto§¢ LR nie przekraczata tego progu i/lub nie obserwowano jednoznacznego
dopasowania Y-STR, kierowano do rozszerzonej analizy z uzyciem 48 dodatkowych markerow
panelu KinFinder.

W sytuacjach, w ktérych nawet rozszerzona analiza STR nie byta wystarczajaca, zastosowano

dodatkowy panel obejmujacy 90 iiSNP (Precision ID Identity).
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Zastosowany schemat umozliwit uzyskanie jednoznacznych dopasowan genetycznych
dla wszystkich 17 rodzin poszukujacych krewnych znajdujacych sie na liscie egzekucyjne;j.
Natomiast zadna z rodzin poszukujacych oséb nieujetych na liscie egzekucyjnej nie uzyskata
wartosci LR wskazujacych na potencjalne dopasowanie juz na etapie panelu GlobalFiler™.
W Rodzinie 9 dodatkowym czynnikiem wykluczajagcym byl fakt poszukiwania kobiety,
podczas gdy analiza antropologiczna oraz oznaczenie plci genetycznej potwierdzity,
ze wszystkie 28 szczatkéw nalezaty do mezczyzn. Pozostate dwie rodziny spoza listy (RS
1 R15) skierowano do analizy rozszerzonej KinFinder, co rowniez nie dostarczylo dowodow
wskazujacych na pokrewienstwo — w potaczeniu z brakiem zgodnosci haplotypow Y-STR oraz
z danymi historycznymi sugerujacymi niskie prawdopodobienstwo pochowku tych osob
w badanej jamie doprowadzito do ich ostatecznego wykluczenia z dalszych analiz.

Z uwagi na szeroki zakres zastosowanych paneli wykonano dodatkowo analizg
zuwzglednieniem i bez uwzglgdnienia sprzezen genetycznych pomigdzy markerami.
Wiaczenie informacji o sprz¢zeniu nie powodowato zmian warto$ci LR przekraczajacych jeden
rzad wielko$ci, a w niektorych przypadkach prowadzito nawet do niewielkiego wzrostu
ocenianych warto$ci. Dla zachowania przejrzystosci prezentacji wynikow wszystkie wartosci
LR odnoszg si¢ do modeli zaktadajacych niezalezno$¢ dziedziczenia markerow.
Przedstawiony schemat decyzyjny pozwolit na prowadzenie analiz zgodnie z zasada
progresywnego zwigkszania mocy dowodowej — od paneli podstawowych, przez rozszerzone
STR, az po SNP — co umozliwilo maksymalizacj¢ skutecznosci identyfikacji przy

jednoczesnym zachowaniu efektywnosci ekonomicznej procesu analitycznego.
4.24. Omowienie wynikow badan

W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano 17 szczatkow ludzkich. Pierwszy etap
przyjetego schematu zakonczyt si¢ identyfikacja siedmiu osob, po drugim kroku liczba ta
wzrosta do 14, a dzigki dodaniu kroku trzeciego zakonczono na 17 identyfikacjach. Nie
stwierdzono dopasowania do rodzin poszukujacych o0sob spoza listy egzekucyjnej przypisanej
do analizowanej jamy grobowe;.

Identyfikacje uzyskane w pierwszym kroku schematu decyzyjnego:

- Rodzina 3 — szczatki 106,

- Rodzina 11 — szczatki 99,

- Rodzina 12 — szczatki 92.

- Rodzina 5 — szczatki 102,

- Rodzina 18 — szczatki 84,
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- Rodzina 20 — szczatki 85.

- Rodzina 1 — szczatki 94 — po konsultacjach ze strong gruzinska, uzyskano warto$¢ dowodowa
dla zestawu GlobalFiler™ na poziomie > 100 000 w zwigzku z czym, pomimo wczesniejszego
oznaczenia zestawu KinFinder dla tej rodziny mozna jg przypisa¢ do tej kategorii.

W pierwszych trzech przypadkach do identyfikacji wystarczytoby oznaczenie oparte wylacznie
na GlobalFiler™. W pozostatych czterech przypadkach identyfikacje wsparto na potaczonych
zestawach GlobalFiler™ i Yfiler™ Plus.

Identyfikacje uzyskane w drugim kroku schematu decyzyjnego:

- Rodzina 2 — szczatki 97,

- Rodzina 6 — szczatki 88,

- Rodzina 7 — szczatki 98,

- Rodzina 10 — szczatki 93,

- Rodzina 14 — szczatki 95,

- Rodzina 17 — szczatki 105,

- Rodzina 19 — szczatki 83

moc dowodowa uzyskana z zestawu GlobalFiler™ byla w powyzszych przypadkach
niewystarczajaca. Rozszerzenie badan o panel KinFinder umozliwilo osiggnig¢cie warto$ci
identyfikacyjnych dopiero po polaczeniu wynikow z obu zestawoéw (moc identyfikacyjna
samego zestawu KinFinder rowniez byta zbyt staba by stwierdzi¢ identyfikacje).

W przypadku Rodziny 14 wyniki uzyskane na podstawie GlobalFiler™ i KinFinder byly zbyt
niskie, aby przeprowadzi¢ identyfikacje. Dopiero uzupetnienie analiz o panel Yfiler™ Plus
pozwolito na uzyskanie wartosci LR powyzej progu identyfikacyjnego.

W przypadku rodzin 2, 7 i 10 w celu weryfikacji poprawnosci opracowanego schematu
decyzyjnego wykonano dodatkowo oznaczenia zestawem Precision ID Identity. Potaczenie
zestawoOw GlobalFiler™ i Precision ID Identity nie zapewnilo wystarczajacej mocy
dowodowej, co potwierdzito zastosowang kolejno$¢ wykorzystania zestawow odczynnikdw.
Identyfikacje uzyskane po trzecim kroku schematu decyzyjnego:

- Rodzina 4 — szczatki 80,

- Rodzina 13 — szczatki 96,

- Rodzina 16 — szczatki 91

W powyzszych przypadkach moc dowodowa uzyskana z potagczonych zestawoéw GlobalFiler™
1 KinFinder byla zbyt niska. Dopiero po dodaniu trzeciego panelu — Precision ID Identity —
uzyskano warto§ci LR wystarczajagce do identyfikacji. Analiza potaczonych zestawow

KinFinder i Precision ID Identity wykazata moc dowodowa powyzej progu dla rodzin 4 1 16,
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natomiast dla rodziny 13 warto$¢ ta pozostawata ponizej wymaganego poziomu. Nalezy
podkresli¢, ze w przypadku rodziny 4, opierajac si¢ wytacznie na zestawie GlobalFiler™,
nie uzyskano by nawet wskazania mozliwego dopasowania.

Symulacja wynikow obliczen statystycznych dla Rodziny 9 wskazata na ograniczong
przydatnos$¢ analizowanych zestawow w przypadku rozpatrywania pokrewienstwa IV stopnia

(dziecko kuzyna analizowanej osoby).
4.25. Analiza haplotypéw chromosomu Y

Sposrod 17 dopasowan, w 15 przypadkach zasadne bylo oznaczenie profili Y-STR za pomoca
zestawu Y filer™ Plus.
W 13 rodzinach wartosci LR oparte na haplotypach Y-STR przekraczaly 100 000, w jednym
przypadku wyniosty 94 000, a w jednym przypadku 788 (ze wzgledu na niezgodnosc
w uktadzie DYS456). Po uwzglednieniu mocy identyfikacyjnej potaczonych zestawow
GlobalFiler™ i Yfiler™ Plus stwierdzono, ze wartosci LRc powyzej 1 000 000 uzyskano
dla 13 rodzin. W pozostalych dwoch przypadkach dopiero rozszerzenie badan o KinFinder
lub Precision ID Identity umozliwito osiagniecie progu identyfikacji.
W 11 rodzinach stwierdzono petng zgodno$¢ haplotypow Y-STR.
W pozostalych przypadkach zaobserwowano pojedyncze niezgodnosci:
- Rodzina 6 — zgodno$¢ profilu 231 ze szczatkami 88; jedna niezgodno$¢ miedzy profilami
2301231 w uktadzie DY S390 (przyrost o jedno powtdrzenie);
- Rodzina 12 — zgodnos$¢ profilu 246 ze szczatkami nr 92;

-niezgodnos¢ miedzy profilami 246 a 245: DYS570 (-1 powtdrzenie), DYS437
(+1 powtorzenie),

-niezgodno$¢ miedzy profilami 246 a 247: DYS627 (-1 powtdrzenie), DYF387S1
(+1 powtorzenie).
- Rodzina 13 — niezgodno$¢ miedzy profilem 250 a szczatkami nr 96 w uktadzie DY S456
(—1 powtorzenie).
- Rodzina 14 — zgodno$¢ profili 801, 251 1 szczatkow nr 95; niezgodnos$¢ z profilem 252
w uktadzie DYS570 (-1 powtdrzenie).
Zaistniate roznice mozna interpretowac jako skutki mutacji mikrosatelitarnych, co zgodnie
z danymi literaturowymi jest naturalnym procesem, ktéory mimo, ze obnizyl uzyskane warto$ci

LR jednakze nie wplynat na proces identyfikacji [125].
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4.26. Przydatnos$¢ zestawo6w markerdéw

W analizach identyfikacyjnych podstawowym punktem odniesienia byt zestaw GlobalFiler™,
szeroko stosowany w praktyce genetyki sagdowej. Uzyskane z jego wykorzystaniem wartosci
LR charakteryzowaly si¢ stabilnos$cig i powtarzalno$cig, a w wigkszo$ci przypadkdéw miescilty
si¢ w oczekiwanych przedziatach symulacyjnych (Rys. 85.). Jedynie w przypadku Rodziny 4
uzyskano wynik ponizej warto$ci symulowanej. W sytuacjach bardziej ztozonych lub przy
dalszych relacjach rodzinnych wartosci te lokowaly si¢ jednak czesciej w dolnym zakresie

rozktadéw, co ograniczato ich moc dowodowa.
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Rys. 85. Wykres symulacji rozktadu wartosci LR i uzyskanych wynikow dla zestawu GlobalFiler™

Zestaw PowerPlex® Fusion 6C zostat wigczony do analiz jako przyktad innego, powszechnie
stosowanego komercyjnie panelu, pozwalajagcego poréwnaé uzyskane wyniki z odmiennym
systemem markerow. Uzyskane wartosci LR byly zblizone lub nieco wyzsze niz w przypadku
GlobalFiler™, co potwierdzito spojnos¢ analiz pomigdzy zestawami i podkreslito przydatnos¢
tego panelu jako punktu odniesienia w badaniach identyfikacyjnych.

Najwyzsza moc dowodowag sposrod zastosowanych paneli wykazywatl KinFinder,
co potwierdzity zaré6wno wyniki symulacji, jak 1 obliczenia rzeczywistych wartosci LR.
KinFinder zostal zwalidowany w GenMed do rutynowych badan z wykorzystaniem materiatu
porownawczego dobrej jakosci, jego zastosowanie do badan DNA pochodzacego z kosci nie
zostato do tej pory ocenione, co sprawia, ze zastosowanie tego zestawu w niniejszym badaniu

ma charakter eksploracyjny. Zestaw ten okazat si¢ szczegdlnie uzyteczny w analizach
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ztozonych genealogii i dalszych relacji rodzinnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze zestaw ten byt
bardziej podatny na wystepowanie zjawiska drop-out spowodowanego niska jakos$cig materiatu
genetycznego. W konsekwencji, w przypadku analizy materialu pobranego ze szczatkow
uzyskiwano niepetne profile genetyczne, przez co w czterech z 12 przypadkoéw uzyskano nizsze
warto$ci LR niz wynikajace z symulacji (Rys. 86). Dla symulacji przeprowadzonych przy
uzyciu zestawu markerow faktycznie uzyskanych w profilach analizowanych ofiar uzyskano
wyniki mieszczace si¢ w przedzialach (Rys. 87, Rys. 88). Jedynie dla Rodziny 17 uzyskano
wynik ponizej progu 5%, nalezy zauwazy¢ iz wynik ten nadal byt bardzo wysoki
(LR = 804 697). Mimo tego ograniczenia, nawet czesciowe profile dostarczaty wartosci
dowodowych poréwnywalnych, a nierzadko wyzszych niz w przypadku GlobalFiler™,
co potwierdza wysoka uzyteczno$¢ zestawu KinFinder w trudnych przypadkach

identyfikacyjnych.
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Rys. 86. Wykres symulacji rozkladu wartosci LR i uzyskanych wynikow dla zestawu KinFinder
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Rys. 87. Wykres symulacji rozkltadu wartosci LR przy uwzglednieniu markerow oznaczonych

dla danych szczatkow i uzyskanych wynikow dla zestawu KinFinder

Zestaw Precision ID Identity, obejmujacy panele SNP, charakteryzowat si¢ zdecydowanie
nizszymi warto$ciami LR niz panele STR. W trzech przypadkach wyniki uzyskane z obliczen
byly wyzsze niz oczekiwane w wyniku symulacji (Rys. 88), jednak og6lnie uzyskat on nizsze
warto$ci w porownaniu z innymi systemami. Jego zastosowanie miato zatem gtownie charakter
uzupehiajacy, zwlaszcza w sytuacjach, gdy moc dowodowa markeréw STR byta ograniczona.
Zaleta panelu SNP jest mozliwo$¢ uzyskania wiarygodnych wynikéw z préobek o obnizonej
jakosci DNA. Co istotne wyniki uzyskane z SNP we wszystkich analizowanych rodzinach
korespondowaty z tymi uzyskanymi z STR autosomalnych potwierdzajac zaktadane

pokrewienstwa.
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Rys. 88. Wykres symulacji rozktadu wartosci LR i uzyskanych wynikow dla zestawu Precision ID Identity

Analizy markerdw chromosomu Y z uzyciem zestawu Yfiler™ Plus okazaty si¢ szczeg6lnie
warto$ciowe przy weryfikacji zgodnosci w liniach meskich. Z uwagi na mechanizm
dziedziczenia haplotypéw Y-STR zestaw ten jest mniej informatywny niz zestawy
autosomalnych STR i nie pozwala na rozroznianie stopnia pokrewienstwa. Mimo
to w wybranych rodzinach, w tym zwlaszcza w przypadku Rodziny 4, analiza haplotypow

Y-STR wnosila informacje, ktorych nie dostarczyty panele autosomalne.
4.27. Przydatno$¢ zastosowanych programow

Do analiz identyfikacyjnych wykorzystano kilka narzedzi bioinformatycznych, ktore
wzajemnie si¢ uzupelniaty i1 umozliwialy zaréwno prowadzenie obliczen statystycznych,
jak 1 weryfikacj¢ uzyskanych wynikow.

Familias stanowitl podstawowe narzedzie do obliczen statystycznych, w tym przeszukan
masowych typu DVI, ktére nie sa dostgpne we wszystkich programach biostatystycznych.
Oprogramowanie pozwalalo na szybkie wytypowanie najbardziej prawdopodobnych
dopasowan oraz na obliczenia ilorazu wiarygodnosci przy roznych hipotezach pokrewienstwa.
Dodatkowo umozliwiato przeprowadzanie symulacji rozkladow LR dla okreslonych
scenariuszy rodzinnych, co bylo istotnym punktem odniesienia przy interpretacji uzyskanych
warto$ci. W niniejszym badaniu to wtasnie Familias peinil kluczowa rolg w etapie selekcji

1 weryfikacji wynikow.
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W analizach uwzgledniajacych sprzezenia genetyczne korzystano z programu FamLink, ktory
umozliwial uwzglednienie zalezno$ci migdzy markerami znajdujacymi si¢ blisko siebie na tym
samym chromosomie. Dzi¢ki temu uzyskiwane wartosci LR mogty by¢ oszacowane z wigkszg
precyzja, zwlaszcza w przypadku markeréw znajdujacych sie¢ w niewielkiej odleglosci
fizycznej. W praktyce FamLink byt uzywany w potaczeniu z programem Familias, dostarczajac
wspotczynnikoéw korygujacych, ktore nastgpnie przeliczano na koncowe wartosci LR.

KinBN stosowano réwnolegle do Familiasa w celu niezaleznej weryfikacji wynikéw. Cho¢
program nie oferuje modutu DVI, pozwalat na obliczenia LR zaréwno przy zatozeniu
niezaleznosci markerow, jak i przy uwzglednieniu sprzezen genetycznych. Zastosowanie
dwoch niezaleznych programéw pozwolilo na poréwnanie i weryfikacje uzyskanych wartos$ci
LR.

Pedbuildr miat znaczenie przede wszystkim w aspekcie weryfikacyjnym. Dzigki analizom
trojkata IBD oraz symulacjom alternatywnych struktur genealogicznych mozliwe bylto
wskazanie najbardziej prawdopodobnych relacji rodzinnych oraz weryfikacja uzyskanych
wynikow co w niektorych rodzinach umozliwito wykrycie innych scenariuszy pokrewienstwa
niz zaktadane. Program ten stanowil cenne uzupeknienie obliczen statystycznych.

Dzigki takiemu komplementarnemu podejsciu uzyskane wyniki byly bardziej wiarygodne,
a proces identyfikacji oparty na wielu zrodtach obliczeniowych pozwolit zminimalizowaé

ryzyko blednej interpretacji danych.
4.28. Ocena jakosci DNA 1 efektywnos$ci zestawow

W celu poréwnania skuteczno$ci zastosowanych zestawdéw odczynnikow poréwnano ilo$ci
wyizolowanego DNA, obliczony indeks degradacji oraz liczb¢ uzyskanych markerow
dla poszczeg6lnych probek (Tab. 24). Przy poréwnaniu analizowano tylko uktady autosomalne
dostepne w zestawach oraz nie uwzgledniono amelogeniny.

Dla wszystkich analizowanych probek nie stwierdzono obecnosci inhibitoréw reakcji (wartosci
Ct IPC miescily si¢ w normie).

Analiza wykazala, ze dla zestawu GlobalFiler™ w zdecydowanej wigkszosci przypadkéw (20)
uzyskano pelne profile genetyczne. W siedmiu przypadkach uzyskano 20 uktadow z 21. Tylko
w jednym przypadku uzyskano jedynie 14 w pelni oznaczonych ukladow. Byta to probka
dla ktorej uzyskano najmniejsza ilo§¢ DNA (ponizej 0,02 ng/ul).

Wskazuje to na wysoka czutos¢ zestawu oraz dobrg tolerancj¢ na degradacje materiatu.

W przypadku zestawu KinFinder liczba oznaczonych ukladow byta bardziej zréznicowana

(od 9 do 34). Ogolnie oznaczono 25 profili z materiatu kostnego przy wykorzystaniu tego
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zestawu 1 dla 10 przypadkéw uzyskano 21 lub wigcej w petni oznaczonych uktadow.
Zaobserwowano, ze wyzsze stezenia DNA sprzyjaty uzyskaniu bardziej kompletnych profili,
natomiast w probkach o niskiej ilo§ci DNA liczba oznaczonych markerow istotnie spadata.
Zaleznos¢ od indeksu degradacji byta mniej jednoznaczna — niektore probki o wysokim ID
dawaly lepszy wynik od prébek o umiarkowanej degradacji.

Zestaw Precision ID Identity Panel charakteryzowal si¢ najmniejsza wrazliwos$cig na jakos¢
11los¢ DNA. Lacznie oznaczono osiem profili dowodowych z czego w czterech przypadkach
oznaczono peine profile, w pozostatych liczba oznaczonych uktadow wahata si¢ od 87 do 89.
Podsumowujac, wyniki wskazuja, ze:

- ilo$¢ DNA pozostaje gtownym czynnikiem determinujgcym liczb¢ oznaczonych markerow,

- indeks degradacji ma mniejsze znaczenie dla zestawdw bazujacych na krétkich amplikonach
(Precision ID Identity), natomiast w umiarkowanym stopniu wptywa na KinFinder
1 GlobalFiler™,

- GlobalFiler™ wykazuje bardzo wysoka odporno$¢ na degradacje i pozwala na uzyskanie
dobrych jako$ciowo profili nawet z probek o niewielkiej zawartosci DNA,

- KinFinder jest bardziej wymagajacy iloSciowo, ale przy dostatecznej ilosci DNA dostarcza
duzej liczby markerow zwickszajacych moc dowodowa,

- Precision ID Identity okazuje si¢ najbardziej przydatny w probkach trudnych,
zdegradowanych, umozliwiajac uzyskanie uzytecznych wynikéw tam, gdzie klasyczne STR

daja profile niepetne.
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Tab. 24. Zestawienie ilosci oznaczonych uktadow i jakosci DNA

Stezenie T. Stezenie T. Liczba oznaczonych uktadow dla zestawu:
e Large Small Indeks . . - Precision ID
probki (ng/ul] [ng/ul] degradacji | GlobalFiler™ | KinFinder Identity

80 0,04138 0,26404 6,38 21 16 90
81 0,09964 0,27704 2,78 21 24 -
82 0,01511 0,08804 5,83 21 15 89
83 0,04091 0,10469 2,56 21 21 -
84 0,10950 0,58375 5,33 21 - -
85 0,09536 0,60510 6,35 21 - -
86 0,03709 0,15419 4,16 21 17 -
87 0,05801 0,48381 8,34 20 17 -
88 0,13614 0,52307 3,84 21 22 -
89 0,03510 0,27526 7,84 20 18 -
90 0,00678 0,01966 2,90 14 12 -
91 0,03484 0,07042 2,02 20 18 90
92 0,05276 0,61014 11,56 20 21 -
93 0,18653 0,78023 4,18 21 21 90
94 0,02496 0,22888 9,17 21 15 -
95 0,05800 0,22372 3,86 21 16 -
96 0,01545 0,03433 2,22 20 9 87
97 0,19707 0,82559 4,19 21 29 90
98 0,02777 0,19009 6,85 20 15 87
99 0,09636 0,30867 3,20 21 17 -
100 0,04178 0,21382 5,12 21 16 -
101 0,30352 1,45759 4,80 21 34 -
102 0,15153 0,58848 3,88 21 29 -
103 0,00919 0,14728 16,03 21 16 -
104 0,23226 0,73694 3,17 21 26 -
105 0,18092 0,63609 3,52 21 30 -
106 0,11862 0,33375 2,81 21 - -
107 0,02237 0,12370 5,53 20 13 88

Zrodto: opracowanie wlasne

128




5. Dyskusja

5.1.  Ocena stopnia degradacji materiatu kostnego 1 jego wplyw na uzyskane
wyniki

Stopien degradacji DNA w materiale kostnym stanowi jeden z kluczowych czynnikow
determinujgcych skuteczno$¢ analiz genetycznych. Proces degradacji DNA w materiale
kostnym zalezy w duzym stopniu od warunkéw srodowiskowych, w jakich szczatki byty
deponowane. Wilgotno$¢ gleby, dostep tlenu, aktywno$¢ mikroorganizméw oraz zmiany
temperatury w istotny sposob wptywaja zaréwno na tempo rozkladu struktur kostnych
1 obecnego w nich DNA. Matthiesen 1 wsp. wykazali, ze degradacja kolagenu i komponentu
mineralnego przyspiesza w warunkach wysokiej wilgotnosci [154]. Niekorzystne warunki
srodowiskowe prowadza rowniez do destabilizacji puryn i pirymidyn oraz przyspieszajg proces
deaminacji, bedacej jednym z najczes$ciej obserwowanych typow uszkodzen w DNA
pochodzacym z materiatéw archiwalnych [155]. Dodatkowo, kwasny odczyn gleby oraz
intensywne wahania temperatur sprzyjaja hydrolizie DNA 1 rozbijaniu dluzszych fragmentow
genomowych, co odzwierciedla zwickszony indeks degradacji obserwowany w materiale
kostnym.

Badania porownawcze fragmentow kostnych pochodzacych z réznych czgéci szkieletu
wykazaty, ze ich budowa istotnie wptywa na zachowanie DNA: kosci o wysokiej gestosci oraz
niskiej porowatosci takie jak cze$¢ skalista kosci skroniowej znacznie skuteczniej chronig
material genetyczny niz kosci dlugie czy zuchwa [156 - 158]. W analizach porownawczych
amplifikacji probek archeologicznych wykonanych przez Pilli i wsp. obejmujacych czesci
skaliste kosci skroniowych, zeby oraz kosci udowe, najwyzszy stopien amplifikacji oraz
najwyzsze stezenia DNA uzyskano wlasnie z czg$ci skalistych kosci skroniowych, a w dalszej
kolejnosci z zebow, natomiast najnizsze parametry obserwowano w przypadku kosci udowych
[159]. Wyniki te pozostaja w pelnej zgodnosci z obserwacjami poczynionymi w niniejszym
badaniu, w ktérym probki pobrane z czgsci skalistej kosci skroniowej charakteryzowaty sig
najwyzsza jakoscig profili genetycznych oraz najnizszymi wartosciami wskaznika degradacji,
podczas gdy z kosci dlugich nie udato si¢ uzyskac¢ produktow amplifikacji.

Pomimo wysokiej wartosci czesci skalistej kosci skroniowej, jej wykorzystanie w badaniach
genetycznych moze napotykaé ograniczenia natury etycznej i konserwatorskiej. Sprzeciw
zglaszany przez rodziny ofiar oraz antropologéw wynika przede wszystkim z koniecznos$ci

fragmentacji czaszki, co wigze si¢ z nieodwracalnym uszkodzeniem szczatkow i1 klasyfikowane

129



jest jako procedura inwazyjna. W odpowiedzi na te obawy zaproponowano alternatywne
podejscie polegajace na analizie proszku kostnego uzyskanego w wyniku kontrolowanego
wiercenia czesci skalistej, bez konieczno$ci pobrania catego fragmentu kostnego. Badanie
opublikowane przez Sirak i wsp. opisalo metod¢ wwiercania si¢ w podstawe czaszki,
pozwalajaca na minimalizacj¢ uszkodzen kos$éca przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej
efektywnos$ci izolacji DNA. Autorzy pordéwnali t¢ technike z klasycznym pobraniem
wypreparowanej czesci skalistej oraz z materiatem pozaczaszkowym na siedmiu szkieletach,
wykazujac, ze najwyzsze ilosci DNA uzyskiwano z wypreparowanej czesci skalistej metoda
tradycyjng, natomiast najnizsza skuteczno$¢ charakteryzowat material pozaczaszkowy.
Jednoczes$nie podkreslono, ze w sytuacjach, w ktorych petne wypreparowanie czgsci skalistej
nie jest mozliwe, metoda wiercenia podstawy czaszki stanowi istotnie lepsza alternatywe niz
pobieranie probek z innych fragmentow szkieletu [160].

Znaczenie minimalizacji destrukcji szczatkow ludzkich zostato rowniez podkreslone w pracy
Alpaslan-Roodenberg i wsp., w ktorej zaproponowano globalne wytyczne etyczne dotyczace
badan DNA na szczatkach ludzkich. Autorzy, reprezentujacy srodowiska antropologéw,
archeologéw 1 genetykow, wskazali konieczno$¢ ograniczania ingerencji w materiat kostny do
minimum, szczegdlnie w kontekscie badan szczatkéw o znaczeniu historycznym i kulturowym
[161].

Wyniki uzyskane z analizowanych w niniejszej pracy probek kostnych wykazaly szerokie
spektrum warto$ci DI, od probek umiarkowanie zdegradowanych po znacznie zdegradowane.
W probkach o wysokim DI obserwowano czestsze wystepowanie zjawisk typu drop-out
szczegolnie w obrebie markerow STR o dluzszych amplikonach. Zwigkszone ryzyko
artefaktow PCR oraz utraty alleli jest charakterystyczne dla sladow typu LT-DNA [108].
Zgodnie z zaleceniami DNA Commission of the ISFG interpretacja profili pochodzacych
z materialu zdegradowanego wymaga szczego6lnej ostrozno$ci, z uwzglednieniem progoéw
stochastycznych, prawdopodobienstwa wystapienia drop-out oraz stosowania metod

probabilistycznych przy ocenie wiarygodnosci wynikéw [107, 108].
5.2. Ocena skutecznosci markerow STR w identyfikacji NN zwlok
1 szczatkdéw ludzkich
Skuteczno$¢ autosomalnych markeréw STR w analizie materialu zdegradowanego jest
warunkowana przede wszystkim dhlugoscig amplikondéw, odpornoscig zestawu na dzialanie

inhibitoroéw oraz jako$cig zastosowanej chemii PCR. W analizowanym badaniu podstawowym

panelem byt GlobalFiler™, wykorzystujacy 21 autosomalnych STR o zréznicowanych
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dlugosciach amplikonéw, w tym kilka loci o charakterze miniSTR, co czyni go dobrze
przystosowanym do pracy z materialem archiwalnym.

Degradacja DNA w materiatach archiwalnych w pierwszej kolejnosci prowadzi do utraty
sygnatow w locus o najdtuzszych amplikonach, co jest zgodne z wynikami dotychczasowych
badan nad LT-DNA, w ktorych preferencyjna amplifikacja krétszych fragmentow stanowi
podstawowe ograniczenie w analizach STR [98, 108]. MiniSTR, czyli markery zaprojektowane
tak, aby produkt PCR nie przekraczal 150 pz, wykazujg wyrazng przewage w takich warunkach.
W literaturze wykazano, ze miniSTR umozliwiajg amplifikacjc DNA o bardzo wysokim
stopniu fragmentacji, generujac profile bardziej kompletne niz konwencjonalne allele STR
o dhugosci 200—450 bp, standardowo stosowane w systemach CODIS i ESS [162].

W $wietle tych obserwacji roznica w kompletnosci profili uzyskiwanych przy uzyciu
GlobalFiler™ i KinFinder pozostaje w pelni zgodna z przewidywaniami teoretycznymi. Panel
GlobalFiler™, zawierajacy liczne loci zoptymalizowane pod katem krotkich amplikonow,
osiggat wysoka kompletno$¢ profili nawet w probkach o podwyzszonym DI, natomiast panel
KinFinder okazat si¢ bardziej podatny na drop-out.

Inhibitory obecne w materiale kostnym (m.in. kwas humusowy, jony metali, produkty rozpadu
tkanek) moga znaczaco utrudnia¢ przebieg reakcji PCR, prowadzac do uzyskania niepelnych
profili lub artefaktéw amplifikacji. Zestaw GlobalFiler™ wykazuje wysoka odpornos¢ na
inhibitory, co potwierdzono w badaniach poréwnawczych, w ktorych petne profile uzyskano
przy stezeniach inhibitorow przewyzszajacych 150 pM hematyny 1 50-70 ng/puL kwasu
humusowego [163]. W kontekScie analiz materiatu archiwalnego, charakteryzujacego si¢
czgsto wspotwystepowaniem niskiej ilo§ci DNA 1 inhibitorow, jest to istotna zaleta.

Panel KinFinder, jako panel autorski, nie posiada danych walidacyjnych dotyczacych tolerancji
na inhibitory, a uzyskane wyniki wskazuja, ze w probkach o wysokim wskazniku degradacji
1 obecnosci inhibicji amplifikacja w panelu KinFinder ulegata zaburzeniom czgéciej niz
w GlobalFiler™. Roéznica ta jest zgodna z mechanizmem degradacji DNA, w ktorym krotsze
amplikony wykazuja wigkszg odpornos¢ na obecnos$¢ inhibitorow niz amplikony dtuzsze [164].
W ostatnich dekadach rozwoj genetyki sadowej znaczaco rozszerzyl mozliwosci identyfikacji
ludzkich szczatkow. Aby wyj$¢ poza ograniczenia standardowych zestawow markeréw STR,
takich jak 20 loci z Combined DNA Index System (CODIS) czy 13 loci z European Standard
Set (ESS) [165], opracowano szereg systemdéw multipleksowych obejmujacych markery spoza
tych zestawow [166 - 168]. Panel GlobalFiler™ zapewnia profil o wysokiej wartosci
informacyjnej w analizach pokrewienstwa pierwszego i drugiego stopnia, jednak w bardziej

odlegtych relacjach moze okaza¢ si¢ niewystarczajacy.
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Panel KinFinder, dzigki wigkszej liczbie wysoko polimorficznych markerow STR,
ma w zatozeniu zwicksza¢ moc dyskryminacyjng zestawu, zwlaszcza w ztozonych relacjach
genealogicznych, gdzie standardowe zestawy markerow wykazujg ograniczong przydatnosc,
lecz w przypadku materialu o wysokiej degradacji jego skutecznos$¢ okazata si¢ ograniczona
przez wysoki odsetek drop-out.

W probkach o relatywnie lepszej jakosci (nizsze DI, brak inhibitorow), panel KinFinder
dostarczat duza ilo$¢ dodatkowych danych zwigkszajacych moc statystyczng analiz LR.
Natomiast w probkach o gorszej jakosci obserwowano niepelne profile, przez co jego moc
dyskryminacji spadata, a do identyfikacji konieczne bylo zastosowanie paneli SNP.

Jak wskazano w podrozdziale 5.1, w przypadku materiatu zdegradowanego szczegdlnie istotne
jest uwzglednienie zjawisk typu drop-out, drop-in i zwigkszonego udzialu artefaktow
amplifikacji [107, 108]. Zjawiska te obserwowano rowniez w markerach STR w niniejszym
badaniu i byly one znacznie cze¢stsze w panelu KinFinder, co bezpos$rednio wynikato z wickszej
dtugosci amplikonow. W panelu GlobalFiler™ zjawiska te wystepowaly rzadziej i obejmowaty
gléwnie markery o dluzszych amplikonach, co rowniez pozostaje zgodne z danymi

literaturowymi.

5.3. Rola markeréw Y-STR w analizie linii ojcowskiej 1 ich przydatnos¢

w identyfikacji szczatkow ludzkich

Markery Y-STR stanowig kluczowe narzgdzie w analizie pokrewienstwa w linii ojcowskiej,
szczegblnie w przypadkach, w ktorych dostgpne probki referencyjne pochodza od cztonkow
dalszej rodziny lub gdy autosomalne analizy dostarczaja wynikdw niejednoznacznych.
Chromosom Y przekazywany jest niemal niezmieniony z ojca na syna, co umozliwia szybkie
wykluczenie lub potwierdzenie zgodnosci haplotypéw, nawet przy braku danych
autosomalnych o wystarczajacej] mocy dyskryminacyjnej. W materiale archiwalnym, silnie
zdegradowanym i czgsto charakteryzujacym si¢ niskg ilo$cig odzyskanego DNA jadrowego,
analiza Y-STR moze by¢ szczegdlnie przydatna, ze wzgledu na amplifikacje krotszych
fragmentow.

Wysoki stopien degradacji DNA prowadzi do fragmentacji genomu 1 preferencyjnej utraty
sekwencji o wigkszej dlugosci amplikonu [99, 100]. W kontekécie Y-STR oznacza to,
ze skuteczno$¢ amplifikacji zalezy przede wszystkim od dlugosci poszczegdlnych markeréw
oraz czulo$ci zastosowanego zestawu. Zestaw Y filer™ Plus, obejmujacy 27 loci Y-STR,
zaprojektowano tak, aby zmaksymalizowa¢ amplifikacje krotkich fragmentow DNA

1 zwigkszy¢ czuto$¢ w analizie probek zdegradowanych. Dane z literatury potwierdzaja,

132



ze Yfiler™ Plus charakteryzuje si¢ dobra skutecznosciag rowniez w materiale kostnym
o wysokim stopniu degradacji co potwierdzity dane uzyskane w niniejszym badaniu [132].

W niniejszym badaniu profile Y-STR zostaly wykorzystane jako narzgdzie potwierdzajace brak
zgodno$ci miedzy szczatkami a rodzinami poszukujacymi osoby ptci meskiej, jak rowniez
do jednoznacznego wykluczania relacji w przypadkach, w ktorych autosomalne profile byty
niepelne. Zbieznos¢ haplotypu Y jest w takiej sytuacji istotng przestanka do dalszej analizy
statystycznej, za$ niezgodno$¢, przy uwzglednieniu mozliwosci zajScia mutacji, jest
traktowana jako dowod braku pokrewienstwa w linii ojcowskie;.

Y filer™ Plus obejmuje zard6wno markery wolnomutujace, majace istotng warto$¢ informacyjng
w analizie populacyjnej, jak i loci 0 wyzszym tempie mutacyjnosci, przydatne w rozréznianiu
blisko spokrewnionych me¢zczyzn. W badaniach identyfikacyjnych znaczenie tych ostatnich
jest jednak ograniczone z uwagi na ryzyko, ze mutacje pojawia si¢ po stronie linii referencyjnej,
co moze prowadzi¢ do niezgodnosci profili, przez co nalezy wykazaé¢ szczegdlng ostroznos¢
w interpretacji pojedynczych niezgodnosci Y-STR [125].

Nowe generacje paneli Y-STR, takie jak RMplex, umozliwiaja znacznie skuteczniejsze
réznicowanie 0sob spokrewnionych w linii me¢skiej. W badaniach na populacji koreanskiej
wykazano, ze RMplex pozwolil na odréznienie az 50,7% par ojciec—syn na podstawie
co najmniej jednej mutacji, co stanowi wartos¢ ponad dziesi¢ciokrotnie wyzszg niz
w przypadku klasycznego zestawu PowerPlex® Y23 oraz okoto trzykrotnie wyzsza od Y filer™
Plus. Podobne wyniki uzyskano w badaniach europejskich, gdzie RMplex roznicowat 42% par,
podczas gdy Yfiler™ Plus — zaledwie 14%. [59, 169]. Te wyniki wskazuja, Ze szybkomutujace
markery Y-STR s3 narzedziem szczeg6lnie wartosciowym nie tyle do potwierdzania linii
ojcowskiej, ile do odrdzniania blisko spokrewnionych mezczyzn. Nalezy jednak podkreslic,
ze szybkomutujace markery Y-STR, z uwagi na dtugo$¢ amplikonéw wymagaja stosunkowo
dobrej jakosci DNA. Wyniki badan walidacyjnych wskazuja na zwigkszona podatnos¢ tych
markeréw na drop-out w przypadku znacznej degradacji materiatu. W efekcie, w materiale
archiwalnym ich zastosowanie moze by¢ ograniczone, natomiast w probkach referencyjnych
moga stanowi¢ cenne uzupetnienie analizy.

Zjawiska charakterystyczne dla LT-DNA, opisane w rozdziale 5.1 wystgpuja réwniez
w analizie Y-STR. Zgodnie z zaleceniami DNA Commission of the ISFG interpretacja profili
Y-STR uzyskanych z materiatlu zdegradowanego powinna uwzglgdnia¢ mozliwo$¢ mutacji
mig¢dzygeneracyjnych oraz zwigkszong czgstos¢ artefaktow w markerach o dhuzszych

amplikonach [107, 108].
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W niniejszym badaniu obserwowano kompletno$¢ profilu Y-STR w wiekszos$ci przypadkow.
Niezgodnosci alleli interpretowano jako mozliwe mutacje w linii ojcowskiej, a wykluczenie
opierano na wynikach obliczen statystycznych.

W oparciu o uzyskane dane mozna wyrdzni¢ trzy gtowne funkcje markerow Y-STR w analizie
szczatkéw z materiatu archiwalnego:

- potwierdzenie zgodnosci linii ojcowskiej tam, gdzie autosomalne LR bylo niewystarczajace.
- wykluczenie pokrewienstwa w linii ojcowskiej - uzyskanie niejednoznacznego wyniku
z analizy STR autosomalnych czesto jest weryfikowane przez profil Y-STR.

- potwierdzenie kierunku analiz w przypadkach niejednoznacznych wynikow STR
autosomalnych, zwtaszcza przy czesciowych profilach.

Jak wskazuja badania, obecno$¢ zarowno markerow wolnomutujacych, jak i szybkomutujacych
zwigksza jednoczes$nie zdolno$¢ réznicowania jak i ryzyko uzyskania pozornych niezgodnosci.
Mutacje jednokrokowe obserwowane w liniach meskich sg naturalng konsekwencja dynamiki
markeréw Y-STR — co potwierdzono w obu pracach dotyczacych RMplex, gdzie 97-98%
mutacji stanowity mutacje jednokrokowe. W $wietle tych obserwacji uzyskane w badaniu
niewielkie niezgodno$ci Y-STR moga stanowi¢ naturalng cze$¢ zmienno$ci haplotypdw

meskich, a nie wynik btedow analitycznych.

5.4. Wplyw doboru bazy populacyjnej na analiz¢ statystyczng oraz oceng

warto$ci dowodowej wynikow

Wiasciwy dobdr bazy populacyjnej stanowi jeden z wazniejszych elementow analizy
statystycznej w badaniach pokrewienstwa i identyfikacji szczatkow ludzkich. Warto$ci
czgstosci alleli wykorzystywane w obliczeniach LR sg bowiem specyficzne dla danej populacji,
a ich niewtasciwy dobor moze prowadzi¢ do btedow interpretacyjnych — réznice w czestosci
alleli moga wplywaé¢ na koncowa warto§¢ LR, szczegbdlnie w przypadkach obejmujacych
relacje dalszego stopnia lub czgsciowe profile STR [119, 120].

W badaniach porownawczych wykazano, ze bazy populacyjne rdéznig si¢ pod wzgledem
proporcji alleli nie tylko miedzy grupami etnicznymi, lecz rowniez wewnatrz jednego kraju lub
regionu. Praca Hedella 1 wsp. wykazata, ze dwie szwedzkie bazy referencyjne - pozornie
reprezentujace te¢ sama populacje - wykazywatly istotne roznice w czestosciach alleli na
poziomie pojedynczego locus [170]. Roznice te nie przekladaly sie istotnie na globalne
wskazniki podobienstwa populacji, jednak mialy wptyw na warto§¢ LR w pojedynczych
przypadkach, zwtaszcza tam, gdzie allele rzadkie byly obecne tylko w jednej z baz.

134



Brak wlasciwej populacji referencyjnej moze szczegdlnie utrudnia¢ interpretacj¢ wynikoéw
w przypadkach, w ktorych LR oscyluje w poblizu progu decyzyjnego [119]. Dotyczy to m.in.
rodzin, ktorych relacje sg odlegte, niepelne lub obarczone watpliwosciami co do poprawnosci
danych.

Z kolei badania Dash i wsp. wykazuja, ze wielko$¢ bazy populacyjnej ma bezposredni wplyw
na stabilno$¢ estymacji czestosci alleli i na wystepowanie rzadkich alleli w populacji. Analiza
czterech zbioréw danych (50, 100, 200 i 500 osob) wykazata, ze zwickszenie liczby probek:

- zwigksza liczbe unikalnych alleli,

- uyjawnia rzadkie warianty (w populacji Bahrajnu az 47 nowych alleli pojawito si¢ dopiero przy
n = 500),

- prowadzi do zmian w parametrach takich jak sita dyskryminacji (PD), wskaznik informacji
o polimorfizmie (PIC) 1 prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci (MP) [171].

Dla badan identyfikacyjnych ma to istotne znaczenie, poniewaz mate bazy referencyjne moga
przeszacowywac lub niedoszacowywacé czestosci rzadkich alleli, co bezposrednio przektada sie
na wartos¢ LR.

W niniejszym projekcie zastosowano bazy czestosci alleli zgodnie z dostgpnoscia dla
poszczegblnych zestawow uwzgledniajac mozliwie najblizsze geograficznie populacje
referencyjne: populacj¢ Azerbejdzanu dla GlobalFiler™, populacj¢ euroazjatycka dla Yfiler™
Plus, baze¢ ogoélnoswiatowg dla Precision ID Identity oraz populacj¢ polska dla panelu
KinFinder. Brak dedykowanych danych dla populacji nie wyklucza mozliwosci
przeprowadzenia wiarygodnej oceny statystycznej, jednak literatura wskazuje, ze roznice
miedzy populacjami moga w pewnych przypadkach wplywaé na wartosci LR, zwlaszcza
w analizach z udziatem alleli rzadkich [172]. Hedell i wsp. wykazali, Ze r6Znice migdzy bazami
mogg prowadzi¢ do zmian LR rzedu jednego—dwoch wielkosci, co nalezy mie¢ na uwadze przy
analizach uzyskanych wynikéw, szczegodlnie w sytuacjach uzyskania warto$ci zblizonej do
granicznej dla rozroznienia kategorii wynikow [170]. W niniejszej pracy najnizszy uzyskany
wynik wynosit 1,43-10°, dzieki czemu nawet przy uwzglednieniu obniZenia warto$ci
w zwigzku z uzyciem niewtasciwej bazy czestosci, uzyskano warto$¢ ponad zatozonym
progiem identyfikacji. Mozna zatem przyjac, ze wskazane identyfikacje, nawet pomimo braku

wlasciwych baz populacyjnych, nie sg falszywie pozytywne.
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5.5. Zastosowanie paneli SNP w identyfikacji NN zwlok i szczatkdéw
ludzkich

Postep technologiczny sekwencjonowania nastepnej generacji pozwolil na wlaczenie
markerow SNP do badan identyfikacyjnych, w tym w szczegolnosci do analiz pokrewienstwa
w dalszych liniach genealogicznych oraz do wspomagania identyfikacji szczatkow ludzkich
w przypadkach, w ktorych standardowa analiza STR nie dostarcza jednoznacznych wynikow
[164, 173 - 177]. Panele SNP dedykowane badaniom genealogicznym — zar6wno oparte na
hybrydyzacji (np. FORCE - wystepujacy zar6wno w wersji opartej na hybrydyzacji
jak 1 na amplikonach (QIAGEN)), jak 1 na amplikonach (np. ForenSeq™ Kintelligence
(QIAGEN)) - umozliwiaja uzyskanie informacji, ktore tradycyjne zestawy STR czgsto nie sg
w stanie dostarczy¢ w przypadku DNA silnie zdegradowanego, poddanego dziataniu
warunkow Srodowiskowych lub dostepnego jedynie w ograniczonej ilosci [178 - 180].

W niniejszym badaniu, istotne byto rozwazenie potencjalnej roli paneli SNP jako narzedzia
uzupetniajacego, zwlaszcza w przypadkach, w ktorych rekonstrukcja pokrewienstwa opiera
si¢ na analizie dalekich relacji lub gdy dostepny material referencyjny jest ograniczony. Wyniki
najnowszych badan wskazuja, ze zastosowanie tego typu paneli moze znaczaco zwigkszy¢
prawdopodobienstwo wykrycia zgodnos$ci rodzinne;.

Wprowadzenie technik okre§lanych jako FIGG (Forensic Investigative Genetic Genealogy)
umozliwito tworzenie drzew genealogicznych na podstawie IBD. Wymaga to jednak
dysponowania duza liczba markeréw SNP, zwykle od kilkudziesieciu do kilkuset tysiecy,
co jest typowe dla komercyjnych mikromacierzy, lecz nie zawsze mozliwe do uzyskania
z materiatu silnie zdegradowanego. Rozwigzaniem tego problemu stalo si¢ wykorzystanie
paneli o ograniczonej liczbie SNP, przystosowanych do pracy z probkami niskiej jakosci.
Przyktadem takiego rozwigzania jest zestaw Kintelligence, ktory obejmuje 9867
informatywnych markerow SNP, zaprojektowany tak, aby generowa¢ profile nadajace
si¢ do porownania z bazami genealogicznymi nawet przy niskiej ilosci 1 jakosci DNA. Z badan
Daniel 1 wsp. wynika, ze panel ten pozwala poprawnie klasyfikowa¢ relacje od pierwszego
do pigtego stopnia, przy czym relacje szdstego stopnia mogg stanowi¢ wyzwanie, co jest
zgodne z oczekiwaniami wynikajacymi z teorii dziedziczenia [ 179]. Metoda ta uchodzi rowniez
za odporng na obecnos¢ inhibicji oraz degradacje materiatu, co posiada zasadnicze znaczenie
w analizie szczatkow archiwalnych.

Alternatywg dla paneli opartych na amplifikacji jest podejscie wykorzystujace hybrydyzacyjne

wylapywanie fragmentdow DNA, co umozliwia analiz¢ nawet wtedy, gdy amplifikacja
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w klasycznych zestawach nie jest mozliwa. Przyktadem takiego rozwigzania jest panel FORCE,
obejmujacy ponad 5000 markeréw SNP, w tym 3931 SNP przeznaczonych do analiz
pokrewienstwa w dalszych liniach genealogicznych. Panel ten zostat przetestowany z uzyciem
materiatu  kostnego pochodzacego z ofiar Il wojny $wiatowej, a wiec materiatu
o charakterystyce silnie zdegradowanego DNA. Wyniki wykazaly mozliwos¢ poprawnego
okreslenia relacji od pierwszego do pigtego stopnia, z uzyskaniem wysokich wartosci LR oraz
wysokiej wiarygodnosci predykcji [178, 180].

W literaturze wskazuje si¢, ze wykorzystanie szerokich paneli SNP umozliwia identyfikacje
krewnych do czwartego lub pigtego stopnia, nawet w przypadku materialu silnie
zdegradowanego. Gorden i wsp. wykazali, ze panele obejmujace 25-95 tys. markerow SNP
pozwalaja na wiarygodne wnioskowanie o pokrewienstwie przy $redniej dlugosci fragmentow
DNA 32-170 pz. [181]. Udoskonalenia technologiczne, takie jak zastosowanie unikalnych
identyfikatorow molekularnych (UMI), istotnie poprawily czuto$¢ analiz SNP, umozliwiajac
prace z bardzo niskimi ilosciami DNA [180].

W niniejszej pracy zastosowano relatywnie niewielki panel SNP Precision ID Identity,
umozliwiajacy oznaczenie 90 autosomalnych SNP oraz 34 SNP chromosomu Y. Dobor tego
panelu wynikat z zalozen projektowych ukierunkowanych na maksymalizacje efektywnos$ci
ekonomicznej prowadzonych analiz, przy zalozeniu, ze markery SNP beda pehity role
uzupetniajaca wobec standardowych oznaczen autosomalnych STR. Uzyskane wyniki
pozostaja zgodne z danymi literaturowymi — panel SNP wykazywal wysoka skuteczno$¢
w analizie materialu archiwalnego, umozliwiajac uzyskanie petnych lub niemal pelnych profili
genetycznych nawet z silnie zdegradowanych probek, jednoczes$nie, ze wzgledu na ograniczong
liczbe analizowanych uktadow, uzyskiwane wartosci dowodowe pozostawaty relatywnie niskie

[65].

5.6. Integracja markerow STR, Y-STR 1 SNP w procesie identyfikacji

NN zwtok 1 szczatkow ludzkich z materiatu archiwalnego

W niniejszym projekcie wykorzystano réznorodne narzgdzia i techniki w celu maksymalizacji
liczby mozliwych identyfikacji, niezaleznie od stopnia pokrewienstwa. Kompleksowe
podejscie taczy zaawansowane narzedzia obliczeniowe z rozszerzonym zestawem markerow
genetycznych, aby przezwyciezy¢ ograniczenia standardowej analizy STR w badaniach
pokrewienstwa. Zastosowano podejscie wieloetapowe: wszystkie probki od ofiar i krewnych
zostaly poczatkowo przeanalizowane z wykorzystaniem 21 autosomalnych markeréw STR

(GlobalFiler™) oraz 27 markeréw Y-STR (Yfiler™ Plus). Przypadki, w ktorych nie uzyskano
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warto$ci LR > 100 000 i jednocze$nie nie stwierdzono petnej zgodnosci profili Y-STR, zostaty
nastgpnie ponownie przeanalizowane z wykorzystaniem dodatkowych 48 markeréw STR
(KinFinder). W przypadkach, ktore budzity watpliwosci interpretacyjne, zastosowano
dodatkowy panel 90 SNP. Schemat ten pozwolil na stopniowe zwigkszanie mocy
dyskryminacji w przypadkach, w ktérych nie uzyskano wystarczajacych wartosci LR.
Zintegrowane podejscie umozliwito uzyskanie wynikoéw o wysokiej warto$ci dowodowe;j
nawet w przypadkach, w ktorych pojedyncze systemy markerow okazywaty
si¢ niewystarczajace z powodu degradacji DNA, niepelnych profili lub ograniczonej liczby
krewnych dostgpnych do porownan. Jak wykazano, wiaczenie do obliczen zaré6wno profili
autosomalnych, jak i Y-STR oraz, w wybranych przypadkach, SNP, pozwalalo na uzyskanie
wyzszych wartos$ci ilorazu wiarygodnosci, zwigkszajac moc dyskryminacji metody.

Do czynnikdw mogacych przyczynia¢ si¢ do uzyskania wynikéw niejednoznacznych mozna
zaliczy¢: mutacje w STR autosomalnych lub Y-STR [182], niskie lub graniczne wartosci LR
[183], niekompletne profile NN zwlok [184], odlegle relacje biologiczne [185], relacje
w ktorych pokrewienstwo moze nie by¢ jednoznacznie ustalone (np. najwyzszy iloraz
wiarygodno$ci odpowiada konfiguracji pokrewienstwa innej niz zadeklarowana) [186] —
a takze inne niepewnos$ci zwigzane z konkretnymi przypadkami.

Wyniki potwierdzity, ze w sytuacjach dalekiego pokrewienstwa klasyczne zestawy STR
nie dostarczajg wystarczajacej mocy dowodowej. Podobne wnioski formutowali Zvénigorosky
1 wsp., wskazujac, ze brak jednoznacznie okre$lonej hipotezy relacji rodzinnych prowadzi
do niespojnosci statystycznych [187]. W niniejszym badaniu zastosowanie rozszerzonych
zestawow markerow, w polaczeniu z symulacjami pokrewienstw w srodowisku R, pozwolito
ograniczy¢ t¢ niepewnos¢.

W przypadku wielu rodzin integracja danych STR autosomalnych i Y-STR miata istotny wplyw
na wynik koncowy. Przyktadowo, w rodzinach, w ktorych LR dla systeméw autosomalnych
znajdowalo si¢ w zakresie warto$ci umiarkowanych, zgodnos¢ haplotypu Y-STR prowadzita
do znaczacego zwigkszenia tacznej wartosci sity dowodu. W praktyce oznaczato to, ze nawet
jesli same STR autosomalne nie dostarczaty wartosci jednoznacznych, wlaczenie markerow
Y-STR pozwalato na podj¢cie decyzji identyfikacyjnej zgodnej z kryteriami stosowanymi
w genetyce sagdowe].

We wszystkich analizowanych rodzinach gdzie mozliwe byto zastosowanie panelu Y-STR,
zostal on wykorzystany w celu weryfikacji wskazan uzyskanych z przeszukania DVI
z wykorzystaniem profili STR autosomalnych. W jednym przypadku dzigki oznaczeniu profilu

Y-STR nie doszto do uzyskania wyniku falszywie negatywnego, ktory zostatby uzyskany przy
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wykorzystaniu jedynie panelu GlobalFiler™. W przypadku Rodziny 9 analiza markeréw
chromosomu Y oraz markerow plci stanowita wazny czynnik potwierdzajacy brak zgodnos$ci
z zaktadang plcig poszukiwanej osoby.

Zastosowanie panelu SNP miato znaczenie uzupeilniajagce — zgodnie z przedstawionym
schematem decyzyjnym, panel ten wykorzystywano w sytuacjach, w ktérych relacje rodzinne
byly odlegle lub autosomalne STR nie zapewnialy wystarczajacej mocy dowodowej. W takich
przypadkach SNP wzmacnialy koncowa ocen¢ statystyczna, zwickszajagc wartos¢ LR
lub ograniczajac liczbe mozliwych scenariuszy pokrewienstwa.

Poréwnanie uzyskanych wynikow wskazato, ze konfiguracje obejmujace system Precision ID
Identity nie zawsze dawaly najwyzsze wartosci LR w polaczeniu z innymi zestawami
markeréow, a konfiguracje obejmujace GlobalFiler™ 1 Precision ID Identity nigdy
nie generowaty najwyzszych warto$ci. Wynikato to z faktu, ze Precision ID Identity stosowano
w najtrudniejszych przypadkach, wymagajacych dodatkowej weryfikacji. Pomimo ze panel
SNP w tym systemie zapewniat petne profile nawet w silnie zdegradowanym materiale, jego
warto$¢ informatywna dla bardziej odleglych relacji byta ograniczona. W takich sytuacjach
szersze panele SNP, obejmujace dziesigtki tysiecy markeréw, prawdopodobnie moga
dostarcza¢ bardziej wiarygodnych wynikow [173].

Pomimo ze literatura sugeruje istotny wptyw sprzezen genetycznych na analizg statystyczng
przy rozszerzonych zestawach markeré6w wyniki niniejszego badania wskazuja,
ze uwzglednienie sprzezen prowadzito do niewielkich zmian warto$ci LR [138]. W wiekszosci
analiz r6znice miescity si¢ w granicach jednego rzedu wielkosci lub byly nizsze, a w wielu
przypadkach skutkowaty nawet nieznacznym wzrostem LR (np. wzrost z 330 014 do 438 688
dla Rodziny 5; z 8 639 do 9 439 dla Rodziny 6).

Przeprowadzone analizy pokazaly réwniez, Ze interpretacja wynikow w przypadku loci
wykazujacych sprzezenie wymaga szczegdlne] ostroznosci. Programy wykorzystane
W niniejszej pracy, mimo korzystania z odmiennych zalozen modelowych, borykaja si¢
z podobnymi ograniczeniami dotyczacymi sposobu uwzgledniania sprzezen. W praktyce moze
doj$¢ do sytuacji, w ktorej trzy loci znajduja si¢ w niewielkiej odleglosci genetycznej od siebie,
przez co powinny by¢ traktowane jako uktady powigzane ze sobg [139, 188]. Jednak ze wzglgdu
na konstrukcje programow mozliwe jest jedynie zadeklarowanie sprzezenia pomiedzy dwoma
loci, podczas gdy trzeci, mimo iz biologicznie rdGwniez sprzezony, zostaje pomini¢ty w analizie,
w konsekwencji czego w pewnych przypadkach moze to prowadzi¢ do czeSciowej utraty
informacji 1 wptywaé na ostateczng wartos¢ LR. Ograniczenia te odzwierciedlaja szersze

wyzwanie opisywane w literaturze, zgodnie z ktorym niepelne hipotezy pokrewienstwa
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lub uproszczone zalozenia genetyczne moga prowadzi¢ do wynikdw niejednoznacznych
lub wprowadzajacych w btad [14, 185, 186]. Ponadto program FamLink wykazuje najlepsze
wyniki przy wykorzystaniu pokrewienstw zdefiniowanych przez tworcéw, w konsekwencji
czego nie uzyskano wynikow sprzezenia alleli dla niektorych bardziej skomplikowanych
pokrewienstw.

W praktyce oznacza to, ze chociaz wykorzystywanie sprzgzen jest uznawane za ,,dobra
praktyke” w analizach STR, to jego realny wptyw na wynik koncowy w badaniach szczatkow
zdegradowanych, charakteryzujacych si¢ czeSciowymi profilami i wysokim poziomem
drop-out, jest ograniczony. Moze wynikac¢ to z faktu, ze sprz¢zenia majg najwigksze znaczenie
w przypadku pelnych profili 1 duzej liczby wspoélnie dziedziczonych markerdéw, natomiast
w materiale kostnym uzyskuje si¢ zwykle nieregularne pokrycie poszczegdlnych loci. Dlatego
w niniejszym badaniu analizy wykonano przy zatozeniu niezalezno$ci dziedziczenia, a wyniki

obliczen uwzgledniajacych sprzgzenia zostaty wykorzystane tylko jako narzedzie pomocnicze.

5.7.  Ocena skutecznosci zastosowanych narzedzi statystycznych oraz

weryfikacja zalozen genealogicznych

W niniejszym badaniu wykorzystano kilka uzupelniajacych si¢ narzedzi analitycznych
do obliczania ilorazu wiarygodnosci oraz oceny relacji pokrewienstwa: Familias, KinBN,
pedbuildr oraz FamLink. Kazde z tych narzedzi wykorzystuje odmienny model statystyczny
116zny poziom tolerancji dla nieckompletnosci danych, co w przypadku pracy z materiatem
silnie zdegradowanym ma zasadniczy wptyw na uzyskane wartosci LR [134, 141, 147].
Skuteczno$¢ poszczegdlnych narzedzi nie wynika wylacznie z algorytmu statystycznego,
ale przede wszystkim z tego, jak oprogramowanie radzi sobie z czg¢sciowymi profilami,
z rozbiezno$ciami w kompletnosci profili migdzy osobami oraz z uwzglednianiem mutacji.
Familias dopuszcza brakujace dane u réznych osob oraz stosuje rézne modele mutacyjne.
Program ten radzi sobie z sytuacjami gdy profile referencyjne r6znig si¢ stopniem kompletnosci
lub gdy badany material zawierat liczne drop-outy.

KinBN stosuje podejscie bayesowskie 1 wymaga, aby wszystkie osoby mialy identyczny zestaw
markerow wejsciowych. Oznacza to, ze program nie wykona analizy gdy chociaz jedna osoba
ma niekompletne dane genetyczne — nawet pojedynczy brak allelu wyklucza mozliwos¢
uwzglednienia danego markera, a profile musza zosta¢ ograniczone do wspdlnie w pelni

oznaczonych uktadow, co zmniejsza ilos¢ dostepnej informacji.
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W wielu rodzinach skutkowato to znacznym obnizeniem warto$ci LR w stosunku do programu
Familias, co wynika nie z gorszego algorytmu, lecz z redukcji liczby markerow uzytych
w obliczeniach.

Dodatkowo, model KinBN jest bardziej wrazliwy na obecnos¢ rzadkich alleli, nie mozna
wprowadzi¢ do obliczen allela ktérego nie ma w bazie cze¢stosci.

Pedbuildr jako narzedzie z rodziny pedsuite koncentruje si¢ przede wszystkim na rekonstrukcji
drzew genealogicznych, symulacjach IBD, a co za tym idzie na ocenie zgodnos$ci struktury
rodzinnej z danymi obserwowanymi. Program ten nie stuzy do obliczen prawdopodobienstwa
pokrewienstwa ani ilorazu wiarygodnosci, jednak metoda ta jest cenna przy rekonstrukcji
rodzin o niejasnej strukturze genealogicznej. Do gléwnych ograniczen nalezy zaliczy¢ to iz
podobnie do KinBN wymaga pelnych profili wsadowych. W efekcie pedbuildr dobrze
sprawdza si¢ w analizach genealogicznych, lecz nie moze zastapi¢ klasycznego LR w sensie
dowodowym.

Wszystkie ograniczenia programow statystycznych pokazuja, ze w pracy z archiwalnym
materialem wyboér narzedzia ma realny wplyw na wynik, a stosowanie jednego
oprogramowania moze prowadzi¢ do zanizenia lub przeszacowania sity dowodowej hipotezy.
Wykorzystane programy pozwolily réwniez na zidentyfikowanie blednych deklaracji
pokrewienstwa w dostarczonych przez rodziny informacjach o pokrewienstwie.
Jest to szczegélnie istotne przy analizowaniu odlegtego pokrewienstwa w sprawach
archiwalnych, gdzie relacje rzeczywiste — z uwagi na uptyw czasu i odlegte relacje rodzinne
moga roznic¢ si¢ od relacji przedstawianych przez cztonkow rodziny.

Wykorzystanie zaawansowanych metod biostatystycznych 1 symulacyjnych okazato
si¢ kluczowe — symulacje przeprowadzone w pakiecie pedbuildr umozliwily identyfikacje
btednych zatozen genealogicznych oraz rozpoznanie relacji, ktére w klasycznych analizach
moglyby zosta¢ pominigte. Kwestia niespdjnosci z deklarowanym pokrewienstwem jest
przedmiotem dyskusji naukowej od wielu lat [189, 190], DNA Commission of the ISFG zaleca,
aby takich informacji nie ujawnia¢ [191]. Badania sugeruja, ze niezgodnosci mie¢dzy
pokrewienstwem biologicznym a deklarowanym moga wystgpowaé w niewielkim odsetku
rodzin [192], a prawdopodobienstwo ich wykrycia ro$nie wraz z liczbg analizowanych
generacji 1 wzrostem rozdzielczo$ci analitycznej.

W sprawach identyfikacyjnych bardzo czgsto zdarza si¢, ze pokrewienstwo pomigdzy
NN zwlokami i szczatkami ludzkimi a materiatem porownawczym jest niepewne lub nawet nie
jest znane [120]. Zdarzaja si¢ rowniez przypadki gdy wykonujac badania identyfikacyjne

uzyskiwany jest wynik negatywny, a po wykonaniu doktadniejszej analizy okazuje sie, ze
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zakladany stopien pokrewienstwa ro6znil si¢ od realnie wystepujacego pomiedzy
analizowanymi osobami. Roznica ta niekoniecznie oznacza brak pokrewienstwa pomiedzy
osobg referencyjng, ofiarg lub pozostalg czescig rodziny, lecz moze odzwierciedla¢ inny stopien
pokrewienstwa, ktory mogt ulec zatarciu na przestrzeni pokolen. Jest to zjawisko czeste
w sprawach, w ktorych od zdarzenia uptynety dekady — w tym przypadku od lat 1937-1938.
W sytuacjach masowych repres;ji lub kontekstu politycznego czgs$¢ rodzin nie posiadata wiedzy
o losach krewnych, a niektére informacje nie byly przekazywane nastepnym pokoleniom.
W takich okolicznosciach sporadyczne rdéznice pomiedzy relacjami deklarowanymi
a biologicznymi sg spodziewane. Stosujac wskazang w pracy metod¢ analizy mozna ograniczy¢

ryzyko popehienia btedu przy skomplikowanych sprawach.
5.8.  Analiza haplotypow Y 1 pochodzenia biogeograficznego

Istotnym elementem pracy byta takze analiza haplogrup chromosomu Y, ktora dostarczyta
mocnych dowoddéw na to, ze analizowany pochowek reprezentuje grupg pochodzenia
gruzinskiego, a nie prob¢ wieloetniczng z szerszego obszaru Kaukazu, przy czym jako
dominujace haplogrupy zidentyfikowano G2a1J2 [130]. Wynik ten jest spojny z historycznymi
przekazami dotyczacymi represji w Adzarii, ktére dotknely glownie miejscowg ludno$é
gruzinska [193].

Cho¢ etap ten nie stanowit krytycznego elementu procesu identyfikacji, dostarczyl on istotnych
danych  kontekstowych  potwierdzajacych  zgodno$§¢ genetyczng badanej grupy
z przewidywanym pochodzeniem ofiar, a jego zastosowanie bylo szczegdlnie uzasadnione
w przypadku, gdy tlo historyczne stanowito gtowne zrddto danych odniesienia. Ponadto analiza
haplogrup Y zostala wykonana bez dodatkowych kosztéw, gdyz opierata si¢ wylacznie

na markerach uzytych w innym etapie identyfikacji.

5.9. Znaczenie badan dla praktyki identyfikacyjnej 1 mozliwosci wdrozenia

modelu

Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu majg kluczowe znaczenie dla praktyki identyfikacyjne;j
NN zwtok 1 szczatkéw ludzkich z materialu archiwalnego oraz dla projektowania przysztych
procedur analitycznych w przypadkach masowych grobow, w ktorych materiat biologiczny jest
w wysokim stopniu zdegradowany, a dostepnos¢ probek referencyjnych ograniczona.
Zaprezentowany model — oparty na zintegrowanej analizie markeréw STR autosomalnych,

Y-STR oraz selektywnie stosowanych paneli SNP — stanowi propozycj¢ mozliwego standardu
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postepowania w tego typu projektach, taczac wysoka skuteczno$¢ analityczng, rozsadng
ekonomicznos$¢ oraz odpornos¢ na ograniczenia jakosciowe materiatu kostnego.
Przeprowadzone analizy wskazuja, ze autosomalne profile STR pozostaja bardzo efektywnym
1 praktycznym narzedziem identyfikacyjnym, szczegdlnie w kontekscie duzych projektow
obejmujacych material o r6znym stopniu zachowania. Wynika to z kilku czynnikow:

- zestawy takie jak GlobalFiler™ s3 powszechnie stosowane, zwalidowane, kompatybilne
z mig¢dzynarodowymi bazami populacyjnymi oraz wykazuja wysoka tolerancj¢ na degradacje.
- niski koszt uzyskania pojedynczego profilu - petny panel STR pozostaje tanszy niz wigkszos¢
obecnie stosowanych paneli SNP.

Zastosowanie rozszerzonych paneli STR dodatkowo zwigksza liczbe informatywnych
markerdéw, co moze by¢ metoda znacznie bardziej optacalng i skuteczng niz rutynowe si¢ganie
po SNP. W badaniu wykazano, ze wigksza liczba markeréw STR zapewnia wigksza wartos¢
informacyjna niz stosowanie nieduzych paneli SNP.

Markery Y-STR okazaty si¢ jednym z wazniejszych elementéw prezentowanego modelu,
umozliwiajac:

- szybkie wykluczenie relacji w linii ojcowskie;j,

- znaczace podniesienie wartosci LRc,

- weryfikacje btednych deklaracji rodzinnych.

W wielu przypadkach dopiero potaczenie STR autosomalnych z Y-STR pozwolito osiagnaé
warto$ci LR spetniajace kryteria jednoznacznej identyfikacji.

Oznacza to, ze zestawy Y-STR pozostaja nieodzownym komponentem praktycznego modelu
identyfikacyjnego, szczegolnie tam, gdzie liczba krewnych jest ograniczona lub gdy dostepni
sa wylacznie mescy potomkowie.

Wyniki analizy SNP potwierdzaja ich przydatno$¢ w przypadkach trudnych, zwtlaszcza
w odlegtych relacjach genealogicznych lub tam, gdzie badanie STR nie dostarczaty
wystarczajacej liczby markeréw. Jednak badanie wykazato rowniez, ze stosowanie paneli SNP
o niewielkiej liczbie markeré6w nie poprawia znaczaco mocy analitycznej w projektach
identyfikacyjnych opartych na materiale archiwalnym.

W konsekwencji modelem najbardziej optymalnym — zardwno logistycznie, jak i ekonomicznie
— pozostaje podejscie, w ktérym panele STR stanowig fundament identyfikacji, Y-STR pelnig
funkcj¢ narzedzia wspomagajacego, a SNP stosuje si¢ w przypadkach uzasadnionych, np. przy
dalszych relacjach lub niejednoznacznych profilach STR.
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Na podstawie uzyskanych wynikow mozliwe jest sformutowanie praktycznego modelu, ktory
moze sta¢ si¢ rekomendowanym standardem dla projektéw identyfikacyjnych obejmujacych

materiat kostny o niskiej jakos$ci.
5.10.Socjologiczny i etyczny wymiar badan

Identyfikacja ofiar masowych represji w Adzarii stanowi proces o glgbokim znaczeniu
spotecznym, etycznym i historycznym. W przypadku zbrodni popelnionych w latach 1937—
1938, ktorych skutki odczuwane sa w Gruzji do dzi$, dziatania te nie ograniczaja
si¢ do rekonstrukcji tozsamos$ci biologicznej - obejmuja roéwniez przywracanie ciaglosci
rodzinnej, odbudowe pamigci zbiorowej oraz dokumentowanie naruszen praw czltowieka.
W spoteczenstwie, ktore przez dziesigciolecia bylo pozbawione dostgpu do informacji o losie
ofiar represji, proces ujawniania prawdy ma fundamentalne znaczenie dla ksztaltowania
tozsamosci narodowej oraz budowania zaufania do instytucji panstwowych
1 miedzynarodowych.

Rekonstrukcja tozsamosci ofiar dziatan totalitarnych jest jednym z fundamentalnych
elementow prowadzacych do symbolicznej sprawiedliwosci 1 uznania cierpienia przeszlych
pokolen. Dostarcza rodzinom odpowiedzi, na ktére w wielu przypadkach czekano od blisko 90
lat, a rownoczes$nie przeciwdziala procesowi zapominania, utrwalajac wiedz¢ o zbrodniach
panstwa.

Istotnym aspektem socjologicznym jest rowniez integracja rodzin i spoteczno$ci lokalnych
w proces identyfikacji. Zbieranie materiatu poréwnawczego wymagato wspdlpracy z osobami,
ktore przez cale zycie pozostawaly w niewiedzy o losie swoich krewnych. Aktywne
zaangazowanie mieszkancow regionu, wsparcie organizacji spotecznych oraz zainteresowanie
medidow stworzyly nowe przestrzenie dialogu 1 spolecznego przepracowania traum
historycznych. W efekcie projekt identyfikacyjny stat si¢ nie tylko przedsiewzigciem
naukowym, lecz takze platformg wzmacniajacag lokalne poczucie wspolnoty
1 odpowiedzialnosci za pamig¢ o ofiarach [194, str. 324-361, 244-259].

W wymiarze etycznym identyfikacja ofiar masowych zbrodni wigze si¢ z koniecznoscia
zachowania szczegolnej wrazliwosci. Dotyczy to zardbwno prowadzenia badah genetycznych,
jak i publicznej prezentacji wynikow. Kazdy etap musi uwzglednia¢ godno$¢ ofiar, prywatnos¢
rodzin oraz odpowiedzialno$¢ wynikajaca z mozliwosci ujawnienia nieoczekiwanych
informacji o relacjach biologicznych. W sytuacjach, w ktdérych analiza ujawnia rozbieznos$ci

pomiedzy deklarowang a biologiczng strukturg pokrewienstwa, priorytetem pozostaje ochrona
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rodzin przed potencjalng stygmatyzacjg oraz przestrzeganie mi¢dzynarodowych standardow
poufnosci [9, 10].

Projekt identyfikacyjny w Adzarii posiada rowniez podstawowy wymiar humanitarny. Zgodnie
z praktyka GAFA i1 GRDIP, odnalezione i zidentyfikowane osoby podlegaja godnemu
pochéwkowi, uwzgledniajacemu tradycje religijne rodzin. Dla wielu spotecznosci
jest to pierwszy moment od dekad, w ktorym mozliwe jest zakonczenie procesu zatoby [13].
Wyniki przedstawionego projektu stanowig jedynie pierwszy etap szerszego programu
badawczego obejmujgcego lokalizacje 1 analiz¢ kolejnych masowych grobow z okresu
Wielkiego Terroru. W rejonie Batumi i okolicznych miejscowos$ci nadal istnieje wiele
niezbadanych lokalizacji, w ktdrych, zgodnie z przekazami historycznymi, mogg znajdowac si¢
kolejne ofiary represji. Do$wiadczenie zdobyte podczas analiz pierwszego grobu stworzy
podstawy metodologiczne do prowadzenia identyfikacji na pelng skale w przysztych
wykopaliskach. Uzyskane wyniki potwierdzaja skuteczno$¢ zastosowanej strategii genetyczne;j
w bardzo trudnych warunkach oraz podkres$laja znaczenie skoordynowanych dziatan w zakresie
pozyskiwania 1 weryfikacji materiatu poréwnawczego.

Wyniki niniejszej pracy podkreslaja, ze integracja klasycznych i nowoczesnych technik
genetycznych, wsparta analizg biostatystyczng, pozwala uzyska¢ wiarygodne wyniki
identyfikacyjne nawet przy pracy z materialem zdegradowanym. Co istotne, wigkszo$¢
zastosowanych metod moze by¢ realizowana przy uzyciu aparatury powszechnie dostgpne;j
w laboratoriach genetyki sadowej, co czyni zaproponowane rozwigzanie realnym do wdrozenia
w praktyce. Niniejsze badanie dowodzi, ze identyfikacje NN zwlok 1 szczatkow ludzkich
z materiatow archiwalnych moga by¢ skutecznie prowadzone w oparciu o zintegrowany model
wykorzystujacy systemy STR, Y-STR i SNP oraz symulacje pokrewienstw, stanowigc
modelowe rozwigzanie dla innych projektow o charakterze historycznym i humanitarnym.

Opracowany model dziatania moze zosta¢ wykorzystany dla kolejnych etapow dziatan GRDIP.
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6. Wnioski

1. Opracowany w niniejszej pracy schemat decyzyjny, umozliwia efektywne wykorzystanie
materialu DNA o zréznicowanym stopniu degradacji, typowy dla NN zwlok i szczatkéw
ludzkich. Zastosowane podejscie, obejmujace analizy autosomalnych markerow STR,
markerow Y-STR, rozszerzonych zestawow STR oraz markerow SNP, pozwolito na
przezwycig¢zenie ograniczen standardowych procedur identyfikacyjnych i zwigkszenie liczby
przypadkow, w ktorych mozliwe byto uzyskanie rozstrzygajacych wynikow.

2. Przeprowadzona analiza wykazata zr6znicowang skuteczno$¢ poszczegodlnych zestawow
markerow genetycznych w zaleznos$ci od stopnia degradacji materiatu kostnego. Zastosowany
standardowy zestaw markeréw genetycznych (GlobalFiler™) dostarczat dobrej jakos$ci profile
genetyczne, jednakze z uwagi na daleki stopien pokrewienstwa pomiedzy analizowanymi
ofiarami a materiatem poréwnawczym, uzyskiwane wyniki byty niewystarczajace by uzyskac
identyfikacj¢. Zastosowany rozszerzony panel markerow (KinFinder) byt zauwazalnie bardziej
wrazliwy na jako$¢ DNA, jednakze ze wzgledu na wysoka informatywno$¢ oznaczanych
markerdéw stanowit istotne uzupetnienie zestawu standardowego. Panel SNP wykazat bardzo
dobra odpornos¢ na niska jako§¢ DNA, dostarczajac petne lub prawie pelne profile genetyczne,
jednakze z uwagi na ich stosunkowo niewielka ilo$¢ (90) i informatywno$¢ stanowit on przede
wszystkim uzupelnienie zestawow standardowego 1 rozszerzonego w sytuacjach,
gdy oba te zestawy nie pozwalaly na uzyskanie wystarczajacych wynikow. Zintegrowane
podej$cie okazato si¢ skuteczne w przypadku probek o niskiej zawartosci DNA, gdzie
konwencjonalne metody zazwyczaj nie umozliwiaja uzyskania rozstrzygajacych wynikow,
szczegdlnie w przypadkach gdy jako material porownawczy dostepni sa jedynie krewni
dalszego stopnia.

3. Symulacje pokrewienstw wykonane w srodowisku R przy uzyciu pakietu pedbuildr
umozliwily odwzorowanie struktur pokrewienstwa 1 ocen¢ wiarygodno$ci wynikow
dla r6znych scenariuszy genealogicznych, stanowigc wartoSciowe narz¢dzie wspomagajace
interpretacje wynikéw analiz genetycznych w sprawach identyfikacyjnych. Zastosowanie
symulacji umozliwito ocen¢ wiarygodnos$ci uzyskiwanych wartosci statystycznych
dla alternatywnych scenariuszy pokrewienstwa. Analiza przypadkdw rodzinnych ujawnita,
ze rozbiezno$ci w deklaracjach genealogicznych moga by¢ istotnym zrodtem btgdnych
interpretacji, dlatego konieczna jest weryfikacja zaktadanego stopnia pokrewienstwa pomiedzy

analizowanymi osobami.
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4. Zastosowanie kilku niezaleznych programéw statystycznych do obliczen pokrewiefistwa
pozwolito na poréwnanie uzyskiwanych wynikow oraz oceng ich spojnosci. Uzyskane wartosci
LR charakteryzowatly si¢ wysokg zgodno$cig pomi¢dzy zastosowanymi narzgdziami, natomiast
obserwowane niewielkie roznice wynikaty gltoéwnie z odmiennych modeli statystycznych,
sposobdéw implementacji danych populacyjnych oraz przyjetych zatozen obliczeniowych.
Wyniki te potwierdzaja, ze zasadne jest stosowanie programow do obliczen statystycznych,
jednakze wybor konkretnego narzgdzia statystycznego lezy w gestii osoby wykonujacej
analizy.

5. Na podstawie uzyskanych wynikéw, w sprawach identyfikacji genetycznej NN zwtok
1 szczatkow ludzkich zarekomendowano schemat postgpowania przedstawiony w rozdziale
4.23. W szczeg6lno$ci wskazano zasadno$¢ taczenia analiz markerow STR 1 SNP
z zaawansowang oceng statystyczng. Przedstawiony sposob postgpowania zostat praktycznie
zweryfikowany w trakcie badan identyfikacyjnych ofiar Wielkiego Terroru na terenie Gruz;ji.
Uzyskane wyniki potwierdzaja mozliwos¢ skutecznej identyfikacji genetycznej nawet
po uptywie kilkudziesieciu lat od zgonu, pod warunkiem zastosowania kompleksowego
podejscia taczacego metody STR, analize biostatystyczng i modelowanie pokrewienstwa.
Opracowana konfiguracja metod i narzedzi zapewnia optymalny kompromis pomiedzy
kosztem analiz, iloScia uzyskiwanej informacji genetycznej oraz precyzja obliczen

pokrewienstwa, umozliwiajac skuteczng identyfikacje genetyczng ofiar historycznych.

147



7. PiSmiennictwo

[1] Khlevnyuk, O. (1995). The Objectives of the Great Terror, 1937-1938. In: Cooper, J.,
Perrie, M., Rees, E.A. (eds) Soviet History, 1917-53. Palgrave Macmillan, London. DOI:
10.1007/978-1-349-23939-9 7.

[2] Luarsabishvili, V., A brief history of the great terror in Georgia, Revista de Historia
Actual, tom 13, nr 14-15, str. 175-183, 2017.

[3] Tasarz, P. (2022). Funkcjonowanie systemow totalitarnych — wybrane aspekty. Res
Politicae, 14, str. 141-162. DOI: 10.16926/rp.2022.14.08.

[4] Werth, N. (2013). Przemysle¢ na nowo lata Wielkiego Terroru. W T. Kizny, Wielki
Terror 1937-1938 (str. 181). Warszawa.

[5] Gonzalez Calleja, E., (2012) Los Totalitarismos (str. 74). Sintesis Madryd.

[6] Avalishvili, L., Melkonian, E., Ismailov, E., Anchabadze, G. (2010). Stalinist Terror in
the South Caucasus. Caucasus Analytical Digest (22), DOI: 10.3929/ethz-a-006256278.

[7] Alawerdaszwili, D., Kukhalaszwili, E., Luarsabiszwili, W., Koller, S., Majewski, M.
i Tuszuraszwili, O. (2016). Wielki Terror w Sowieckiej Gruzji 1937-1938 represje wobec
Polakéw Polacy w Gruzji - Gruzini w Polsce (Tom 1). Instytut Pamigci Narodowe;.

[8] IDFI Exhibition - Repression of 1937-1938 in Georgia -Stalin (2012)
https://idfi.ge/en/exhibition-repression-of-1937-1938-in-georgia-stalin, (17.10.2025).

[9] Al Jazeera Thrown like animals’: Georgians identify victims in Stalin’s mass graves,
2024, https://www.aljazeera.com/features/2024/1/28/georgias-mass-graves-the-forensic-
experts-uncovering-victims-of-stalins-purge, (25.05.2025).

[10] ICRC Humanity after Life: Respecting and Protecting the Dead (2019).
https://www.icrc.org/en/document/humanity-after-life-respect-and-protection-dead, 15.05.2025
[11] Mchedlishvili, D. A. (2008). Listy stalinowskie z Gruzji.
http://www.nplg.gov.ge/gwdict/index.php?a=index&d=26. (15.05.2025).

[12] Georgian Recovery, Documentation, and Identification Project (2025).
https://gatanthro.github.io/GRDIP, (15.05.2025).

[13] IDFI Batumi Uncovering the Truth Mass Graves of the Great Terror (1937-1938) in
Batumi/Georgia (2024). https://idfi.ge/en/theses international conference uncovering_the
truth mass_graves of the great terror (1937 1938) in batumi_georgia, (15.05.2025).

[14] Budowle, B., Bieber, F., Eisenberg, A. (2005). Forensic aspects of mass disasters:
Strategic considerations for DNA-based human identification. Legal Medicine, 7(4), str. 230-
243. DOI: 10.1016/j.legalmed.2005.01.001.

148



[15] Butler, J. M. (2005). Forensic DNA Typing: Biology & Technology Behind STR
Markers. Elsevier Books.

[16] Powell, W., Morgante, M., Andre, C., Hanafey, M., Vogel, J., Tingey, S., Rafalski, A.
(1996). The comparison of RFLP, RAPD, AFLP and SSR (microsatellite) markers for
germplasm analysis. Molecular Breeding, 2(3), 225-238. DOI: 10.1007/BF00564200.

[17] Mullis, K. (1990). The Unusual Origin of the Polymerase Chain Reaction. Scientific
American, 262(4), str. 56-65. DOI: 10.1038/scientificamerican0490-56.

[18] Butler, J. M. (2010). Fundamentals of Forensic DNA Typing. Academic Press.
DOI: 10.1016/C2009-0-01945-X.

[19] Ossowski, A., Diepenbroek, M., Kupiec, T., Bykowska-Witowska, M., Zielinska, G.,
Dembinska, T., Ciechanowicz, A. (2016). Genetic Identification of Communist Crimes'
Victims (1944-1956) Based on the Analysis of One of Many Mass Graves Discovered on the
Powazki Military Cemetery in Warsaw, Poland. Journal of Forensic Sciences, 61(6), str. 1450-
1455. DOI: 10.1111/1556-4029.13205.

[20] Ossowski, A., Diepenbroek, M., Kupiec, T., Bykowska, M., Zielinska, G., Jasinski, M.,
March, A. (2016). The Polish Genetic Database of Victims of Totalitarianisms. Forensic
Science International, 258, str. 41-49. DOI: 10.1016/j.forsciint.2015.10.029.

[21] Kus, M., Ossowski, A., Zielinska, G. (2015). Example of genetic identifications of
victims of totalitarian regimes in Poland. Forensic Science International Genetics Supplement
Series, str. €356-e357. DOI:10.1016/j.fsigss.2015.09.141.

[22] Schoske, R., Vallone, P., Ruitberg, C., Butler, J. (2003). Multiplex PCR design strategy
used for the simultaneous amplification of 10 Y chromosome short tandem repeat (STR) loci.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, 375(3), str. 333-343. DOI:10.1007/s00216-002-1683-2.

[23] Szibor, R. (2007). X-chromosomal markers: past, present and future. Forensic Science
International Genetics, 1(2), str. 93-99. DOI:10.1016/j.fsigen.2007.03.003.

[24] Amorim, A., Fernandes, T., Taveira, N. (2019). Mitochondrial DNA in human
identification: a review. Peer J, str. €7314. DOI:10.7717/peerj.7314.

[25] Tillmar, A., Kling, D., Butler, J., Parson, W., Prinz, M., Shneider, P., Egeland, T.,
Gusmao, L. (2017). DNA Commission of the International Society for Forensic Genetics
(ISFG): Guidelines on the use of X-STRs in kinship analysis. Forensic Science International:
Genetics, 29, str. 269-275. DOI: 10.1016/j.fsigen.2017.05.005.

[26] Damato, E., Benjeddou, M., Davison, S. (2009). Evaluation of 21 Y-STRs for
population and forensic studies. Forensic Science International: Genetics Supplement Series,

2(1), str. 446-447. DOI: 10.1016/;.fs1gss.2009.08.091.

149



[27] INTERPOL Disaster Victim Identification Guide, 2023, https://www.interpol.int/
content/download/589/1ile/18Y 1344%20%20E%20DVI_Guide.pdf, (13.11.2025)

[28] Berent, J. (2003). Biostatystyczna interpretacja badan genetycznych w dochodzeniu
ojcostwa dla przypadkow bliskiego pokrewienstwa pozwanego me¢zczyzny 1 ojca
biologicznego. £.6dz : Akademia Medyczna.

[29] Li, Y. C,, Korol, A., Fahima, T., Beiles, A., Nevo, E. (2002). Microsatellites: genomic
distribution, putative functions and mutational mechanisms: a review. Molecular Ecology,
11(12), str. 2453-2465. DOI:10.1046/j.1365-294x.2002.01643..x.

[30] Kit, S. (1961). Equilibrium sedimentation in density gradients of DNA preparations
from animal tissues. Journal of Molecular Biology, 3(6), str. 711-716. DOI: 10.1016/S0022-
2836(61)80075-2.

[31] Litt, M., Luty, J. A. (1989). A hypervariable microsatellite revealed by in vitro
amplification of a dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin gene. American Journal
of Human Genetics, 44(3), str. 397-401.

[32] Weller, P., Jeffreys, A. J., Wilson, V., Blanchetot, A. (1984). Organization of the human
myoglobin  gene. EMBO  Journal, 3(2), str. 439-446. DOI:10.1002/j.1460-
2075.1984.tb01825.x.

[33] Zhang, Q., Zhou, Z., Wang, L., Quan, C., Liu, Q., Tang, Z., Liu, L., Liu, Y., Wang, S.
(2020). Pairwise kinship testing with a combination of STR and SNP loci. Forensic Science
International Genetics, 46, str. 102265. DOI:10.1016/j.fsigen.2020.102265.

[34] Wilkening, S., Chen, B., Hemminki, K., Forsti, A. (2006). STR markers for kinship
analysis. Human Biology, 78(1), str. 1-8. DOI:10.1353/hub.2006.0030.

[35] Schlétterer, C. (2000). Evolutionary dynamics of microsatellite DNA. Chromosoma
Focus (109), str. 365-371. DOI: 10.1007/s004120000089.

[36] Xu, L., Haasl, R., Sun, J., Zhou, Y., Bickhart, D., Li, J., Song, J., Sonstegard, T., Van
Tassell, C., Lewin, H., Liu, G. (2017). Systematic profiling of short tandem repeats in the cattle
genome. Genome biology and evolution, 9(1), str. 20-31. DOI: 10.2527/jam2016-0309.

[37] Muneer, A. (2014). Application of Microsatellite Markers in Conservation Genetics and
Fisheries Management: Recent Advances in Population Structure Analysis and Conservation
Strategies. Genetic Research International, str. 691759. DOI:10.1155/2014/691759.

[38] Takezaki, N., Nei, M. (2009). Genomic drift and evolution of microsatellite DNAs in
human populations. Molecular Biology and Evolution, 26(8), str. 1835-1840.
DOI:10.1093/molbev/msp091.

150


https://www.interpol.int/%20content/download/589/file/18Y1344%20%20E%20DVI_Guide.pdf
https://www.interpol.int/%20content/download/589/file/18Y1344%20%20E%20DVI_Guide.pdf

[39] Slatkin, M., Racimo, F. (2016). Ancient DNA and human history. Proceedings of the
National Academy of Science, 113(23), str. 6380-6387. DOI: 10.1073/pnas.1524306113.

[40] Boland, R., Goel, A. (2010). Microsatellite instability in colorectal cancer.
Gastroenterology, 138(6), str. 2073-2087. DOI:10.1053/j.gastro.2009.12.064.

[41] Brouwer, J., Willemsen, R., Oostra, B. (2009). Microsatellite repeat instability and
neurological disease. Bioessays, 31(1), str. 71-83. DOI:10.1002/bies.080122.

[42] Hodel, R., Segova-Salcedo, C., Landis, J., Crowl, A., Sun, M., Liu, X., Gitzendanner,
M., Douglas, N., Germain-Aubrey, C., Chen, S., Soltis, D., Soltis, P. (2016). The report of my
death was an exaggeration: A review for researchers using microsatellites in the 21st century.
Applications in Plant Sciences, 4(6), str. 1600025. DOI:10.3732/apps.1600025.

[43] Ellegren, H. (2004). Microsatellites: simple sequences with complex evolution. Nature
Reviews Genetics, 5(6), str. 435-445. DOI:10.1038/nrg1348.

[44] Evett, 1., Pope, S., Puch-Solis, R. (2016). Providing scientific guidance on DNA to the
judiciary. Science & Justice, 56(4), str. 278-281. DOI: 10.1016/j.scijus.2016.05.001.

[45] Cliffe, K. M., Day, A. E., Bagga, M., Siggens, K., Quilter, C. R., Lowden, S., Finlayson,
H. A., Palgrave, C. J., Li, N., Huang, L., Blott, S. C., Sargent, C. A. (2010). Analysis of the
non-recombining Y chromosome defines polymorphisms in domestic pig breeds: ancestral
bases identified by comparative sequencing. Animal Genetics, 41(6), str. 619-629. DOI:
10.1111/5.1365-2052.2010.02070.x.

[46] Ginalski, K., Rychlewski, L., Baker, D., Grishin, N. (2004). Protein structure prediction
for the male-specific region of the human Y chromosome. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 101(8), str. 2305-2310. DOI:10.1073/pnas.0306306101.

[47] Jain, M., Olsen, H., Turner, D., Stodart, D., Bulazel, K., Paten, B., Haussler, D.,
Huntington, W., Akeson, M., Miga, K. (2018). Linear assembly of a human centromere on the
Y chromosome. Nature Biotechnology, 36(4), str. 321-323. DOI:10.1038/nbt.4109.

[48] Krausz, C. G., Casamonti, E. (2017). Spermatogenic failure and the Y chromosome.
Human Genetics, 136(5), str. 637-655. DOI:10.1007/s00439-017-1793-8.

[49] Calacal, G. C., Delfin, F. C., Tan, M. M., Roewer, L., Magtanong, D. L., Lara, M. C.,
Fortun, R., Corazon A De Ungria, M. (2005). Identification of exhumed remains of fire tragedy
victims using conventional methods and autosomal/Y -chromosomal short tandem repeat DNA
profiling. The American Journal of Forensic Medicine and Pathology, 26(3), str. 285-291. DOI:
10.1097/01.paf.0000177338.21951.82

151



[50] Dettlaf-Kakol, A., Pawtowski, R. (2002). First Polish DNA "manhunt"-an application
of Y-chromosome STRs. International Journal of Legal Medicine, 116(5), str. 289-291.
DOI:10.1007/s00414-002-0320-0.

[51] Roewer, L. (2009). Y chromosome STR typing in crime casework. Forensic Science,
Medicine, and Pathology, 5(2), str. 77-84. DOI:10.1007/s12024-009-9089-5.

[52] Gusmao, L., Butler, J. M., Carracedo, A. M., Gill, P., Kayser, M., Mayr, W. R., Morling,
N., Prinz, M. K., Roewer, L., Tyler-Smith, C., Shneider, P. M. (2006). DNA Commission of
the International Society of Forensic Genetics (ISFG): An update of the recommendations on
the use of Y-STRs in forensic analysis. Forensic Science International, 157(2-3), str. 187-197.
DOI: 10.1016/j.forsciint.2005.04.002.

[53] Yao, H., Wen, S., Tong, X., Zhou, B., Du, P., Shi, M., Jin, L., Li, H. (2016). Y
chromosomal clue successfully facilitated the arrest of Baiyin serial killer. Science Bulletin, 61,
str. 1715-1717. DOI: 10.1007/s11434-016-1183-y.

[54] Qian, X., Hou, J., Wang, Z., Ye, Y., Lang, M., Gao, T., Liu, J., Hou, Y. (2017). Next
Generation Sequencing Plus (NGS+) with Y-chromosomal Markers for Forensic Pedigree
Searches. Scientific Reports, 7, str. 11324. DOI: 10.1038/s41598-017-11955-x.

[55] Thermo Fisher Scientific, 2025, https://documents.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/
manuals/MANO0030230-Y filerPlusPCRAmpKit-UG.pdf, (25.10.2025).

[56] Promega, 2025, https://pl.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/d0/
powerplex-y23-system-for-use-on-the-applied-biosystems-genetic-analyzers-protocol/,
(24.10.2025).

[57] Qiagen, 2025, https://www.qiagen.com/us/products/human-id-and-forensics/
investigator-solutions/investigator-argus-y-28-gs-Kkit, (25.10.2025).

[58] Willuweit, S., Roewer, L. (2015). The new Y Chromosome Haplotype Reference
Database. Forensic Science International: Genetics, 15, str. 43-48.
DOI:10.1016/j.fsigen.2014.11.024.

[59] Neuhuber, F., Dunkelmann, B., GrieBner, 1., Helm, K., Kayser, M., Ralf, A. (2022).
Improving the differentiation of closely related males by RMplex analysis of 30 Y-STRs with
high mutation rates. Forensic Science International: Genetics, 58, str. 102682. DOI:
10.1016/j.fsigen.2022.102682.

[60] Gomes, I., Pinto, N., Antao-Sousa, S., Gomes, V., Gusmao, L., Amorim, A. (2020).
Twenty Years Later: A Comprehensive Review of the X Chromosome Use in Forensic

Genetics. Frontiers in Genetics, 11, str. 926. DOI:10.3389/fgene.2020.00926.

152


https://pl.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/
https://www.qiagen.com/us/products/human-id-and-forensics/

[61] Kapinska, E., Wysocka, J., Cybulska, L., Rebata, K., Juchniewicz, P., Szczerkowska, Z.
(2012). Examples of application of X chromosomal markers in familial investigations and
personal identification. Archiwum Medycyny Sagdowej 1 Kryminologii, 62(3), str. 152-159.
[62] Branicki, W., Kupiec, T., Wolanska-Nowak, P. (2008). Badania DNA dla celow
sagdowych. Krakow: Instytut ekspertyz sadowych.

[63] Huang, E., Liu, C., Zheng, J., Han, X., Du, W., Huang, Y., Li, C., Wang, X., Tong, D.,
Ou, X., Sun, H., Zeng, Z., Liu, C. (2018). Genome-wide screen for universal individual
identification SNPs based on the HapMap and 1000 genomes databases. Scientific Reports, 8,
str. 5553. DOI: 10.1038/s41598-018-23888-0.

[64] Grandell, I., Samara, R., Tillmar, A. O. (2016). A SNP panel for identity and kinship
testing using massive parallel sequencing. International Journal of Legal Medicine, 130(4), str.
905-914. DOI:10.1007/s00414-016-1341-4.

[65] Butler Getting, K., Tillmar, A., Sturk-Andreaggi, K., Marshall, C. (2024). Review of
SNP assays for disaster victim identification: Cost, time, and performance information for
decision-makers. Journal of Forensic Science, 69(5), str. 1546-1557. DOI:10.1111/1556-
4029.15585.

[66] Taanman, J. W. (1999). The mitochondrial genome: structure, transcription, translation
and replication. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics, 1410(2), str. 103-123.
DOI: 10.1016/S0005-2728(98)00161-3.

[67] Igawa, K., Manabe, Y., Oyamada, J., Kitagawa, Y., Kato, K., Ikematsu, K., Nakasano,
I., Matsushita, T., Rokutanda, A. (2009). Mitochondrial DNA analysis of Yayoi period human
skeletal remains from the Doigahama site. journal of human genetics, 54, str. 581-588. DOI:
10.1038/jhg.2009.81.

[68] Holland, M. M, Fisher, D. L., Mitchell, L. G., Rodriquez, W. C., Canik, J. J., Merril, C.
R., Weedn, V. W. (1993). Mitochondrial DNA sequence analysis of human skeletal remains:
identification of remains from the Vietnam War. Journal of Forensic Sciences, 38(3), str. 542-
553, DOI: 10.1520/JFS13439]

[69] Goodwin, S., McPherson, J. D., McCombie, R. W. (2016). Coming of age : ten years of
next- generation sequencing technologies. nature reviews genetics, 17, str. 333-351. DOL:
10.1038/nrg.2016.49.

[70] St. John, J. C. (2014). Mitochondrial DNA. Its transmission from Gametes and
Embryos. Cibelli, W J., Gurdon, J., Wilmut, L., Jaenisch, R., Lanza, R., West, M. D., Campbell,
K. H., Principles of Cloning Second Edition (str. 429-439). DOI:10.1016/C2010-0-66663-6.

153



[71] Prifer, K., Stenzel, U., Hofreiter, M., Pddbo, S., Kelso, J., Green, R. E. (2010).
Computational challenges in the analysis of ancient DNA. Genome Biology, 11, str. R47. DOI:
10.1186/gb-2010-11-5-r47.

[72] Dabney, J., Knapp, M., Glocke, 1., Gansuage, M. T., Weihmann, A., Nickel, B.,
Valdiosera, C., Garcia, N., Pddbo, S., Arsuaga, J. L., Meyer, M. (2013). Complete
mitochondrial genome sequence of a Middle Pleistocene cave bear reconstructed from
ultrashort DNA fragments. Proceedings of the National Academy of Sciences, 110(39), str.
15758-15763. DOI:10.1073/pnas.1314445110

[73] White, D. J., Wolf, J. N., Pierson, M., Gemmell, N. J. (2008). Revealing the hidden
complexities of mtDNA inheritance. Molecular Ecology, 17(23), str. 4925-4942. DOI:
10.1111/5.1365-294X.2008.03982 .

[74] Meyer, S., Weiss, G., von Haeseler, A. (1999). Pattern of Nucleotide Substitution and
Rate Heterogeneity in the Hypervariable Regions I and II of Human mtDNA. Genetics, 152(3),
str. 1103-1110. DOI: 10.1093/genetics/152.3.1103.

[75] Davis, C., Peters, D., Warhauser, D., King, J., Budowle, B. (2015). Sequencing the
hypervariable regions of human mitochondrial DNA using massively parallel sequencing:
Enhanced data acquisition for DNA samples encountered in forensic testing. Legal Medicine,
17(2), str. 123-127. DOI:10.1016/j.legalmed.2014.10.004

[76] Gongalves, F. T., Cardena, M. M., Gonzalez, R. S., Krieger, J. E., Pereira, A. D.,
Fridman, C. (2011). The discrimination power of the hypervariable regions HV1, HV2 and
HV3 of mitochondrial DNA in the Brazilian population. Forensic Science International:
Genetics Supplement Series, 3(1), str. e311-e312. DOI: 10.1016/].fs1gss.2011.09.018

[777 Hwa, H. L., Ko, T. M., Chen, Y. C,, Lin, C. Y., Huang, Y. H., Tseng, L. H., Su, N. Y.,
Lee, J. C. (2012). Sequence polymorphisms of mtDNA HV1, HV2 and HV3 regions in eight
population groups living in Taiwan. Australian Journal of Forensic Sciences, 44, str. 243-252.
DOI: 10.1080/00450618.2011.650208.

[78] Grzybowski, T., Pawlowski, R., Kupiec, T., Branicki, W., Jacewicz, R. (2018).
Recommendations of the Polish Speaking Working Group of the International Society for
Forensic Genetics for forensic mitochondrial DNA testing. Archiwum Medycyny Sadowej
i Kryminologii, 68(4), str. 242-258. DOI:10.5114/amsik.2018.84532.

[79] Lyons, E. A., Scheible, M. K., Sturk-Andreaggi, K., Irwin, J. A., Just, R. S. (2013).
A high throughput Sanger strategy for human mitochondrial genome sequencing. BMC
Genomics, 14, str. 881. DOI: 10.1186/1471-2164-14-88.

154



[80] Sanger, F., Nicklen, S., Coulson, A. R. (1977). DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proceedings of the National Academy of Sciences, 74(12), str. 5463-5467. DOI:
10.1073/pnas.74.12.5463

[81] Bruijns, B., Tiggelaar, R., Gardeniers, H. (2018). Massively parallel sequencing
techniques for forensics: A review. Electrophoresis, 39(21), str. 2642-2654.
DOI:10.1002/elps.201800082.

[82] Kim, N.Y., Lee, H. Y., Park, S. J., Yang, W. 1., Shin, K. J. (2013). Modified midi- and
mini-multiplex PCR systems for mitochondrial DNA control region sequence analysis in
degraded samples. Journal of Forensic Science, 58(3), str. 738-743. DOI:10.1111/1556-
4029.12062.

[83] Chong, D. M., Calloway, C. D., Klein, S. B., Orrego, C., Buoncristiani, M. R. (2005).
Optimization of a duplex amplification and sequencing strategy for the HVI/HVII regions of
human mitochondrial DNA for forensic casework. Forensic Science International, 154(2-3), str.
137-148. DOI: 10.1016/j.forsciint.2004.09.128.

[84] Parson, W., Gusmao, L., Hares, D. R., Irwin, J. A., Mayr, W. R., Morling, N., Pokorak,
W. G., Prinz, M. K., Salas, A., Shneider, P. M., Parson, T. J. (2014). DNA Commission of the
International Society for Forensic Genetics: Revised and extended guidelines for mitochondrial
DNA typing. Forensic Science International: Genetics, 13, str. 134-142. DOL:
10.1016/j.fsigen.2014.07.010

[85] Luo, S., Valencja, A. C., Zhang, J., Lee, N. C., Slone, J., Gui, B., Wang, Li, Z., Dell, S.,
Brown, J., Chen, S. M., Chien, Y. H., Hwu, W. L., Fan, P. C., Wong, L. J., Atwal, P. S., Huang,
T. (2018). Biparental Inheritance of Mitochondrial DNA in Humans. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 115(51), str. 13039-13044. DOI: 10.1073/pnas.1810946115.
[86] Rock, A. W., Dur, A., van Oven, M., Parson, W. (2013). Concept for estimating
mitochondrial DNA haplogroups using a maximum likelihood approach (EMMA). Forensic
Science International Genetics, 7(6), str. 601-609. DOI:10.1016/j.fsigen.2013.07.005.

[87] Solé-Morata, N., Garcia-Fernandez, C., Urasin, V., Bekada, A., Fadhlaoui-Zid, K.,
Zalloua, P., Comas, D., Calafell, F. (2017). Whole Y-chromosome sequences reveal an
extremely recent origin of the most common North African paternal lineage E-M183 (MS81).
Scientific Report, 7(1), str. 15941. DOI: 10.1038/s41598-017-16271-y.

[88] NEVGEN Gentula, M. C., Nevski, A. (2025), https://www.nevgen.org/, (15.10.2025).
[89] Ely, B., Wilson, J. L., Jackson, F., Jackson, B. A. (2006). African-American
mitochondrial DNAs often match mtDNAs found in multiple African ethnic groups. BMC
Biology, 4, str. 34. DOI: 10.1186/1741-7007-4-34.

155



[90] Fagundes, N. J., Kanitz, R., Bonatto, S. L. (2008). A Reevaluation of the Native
American MtDNA Genome Diversity and Its Bearing on the Models of Early Colonization of
Beringia. PLOS One, 3(9), str. e3157. DOI:10.1371/journal.pone.0003157.

[91] Cardinali, 1., Bodner, M., Capodiferro, M. R., Amory, C., Migliore, N. R., Gomez, E.
J., Myagmar, E., Dashzeveg, T., Carano, F., Woodward, S. R., Parson, W., Perego, U. A.,
Lancioni, H., Achilli, A. (2022). Mitochondrial DNA Footprints from Western Eurasia in
Modern Mongolia. Frontiers Genetics, 12(8), str. 819337. DOI:10.3389/fgene.2021.819337.
[92] Derenko, M., Malyarchuk, B., Denisova, G., Perkova, M., Rogalla, U., Grzybowski, T.,
Khusnutdinova, E., Dambueva, 1., Zakharov, 1. (2012). Complete Mitochondrial DNA Analysis
of Eastern Eurasian Haplogroups Rarely Found in Populations of Northern Asia and Eastern
Europe. PLOS One, 7(2), str. €32179. DOI: 10.1371/journal.pone.0032179.

[93] Battaglia, V., Grugni, V., Perego, U. A., Angerhofer, N., Gomez-Palmieri, E. J.,
Woodward, S. R., Achilli, A., Myres, N., Torroni, A., Semino, O. (2013). The First Peopling
of South America: New Evidence from Y-Chromosome Haplogroup Q. PLOS One, 8(8), str.
€71390. DOI:10.1371/journal.pone.0071390.

[94] Chacoén-Duque, J. C., Adhikari, K., Fuentes-Guajardo, M., Mendoza-Revilla, J., Acuia-
Alonzo, V., Barquera, R., Quinto-Sanchez, M., Gémez-Valdés, J., Everardo Martinez, P.,
Villamil-Ramirez, H., Hiinemeier, T., Ramallo, V., de Cerqueira, C. S., Hurtado, M., Villegas,
V., Granja, V., Villena, M., Vésquez, R., Llop, E., Sandoval, J., Salazar-Granara, A. (2018).
Latin Americans show wide-spread Converso ancestry and imprint of local Native ancestry on
physical appearance. nature communications, 9, str. 5388. DOI: 10.1038/s41467-018-07748-z.
[95] Raszeja, S., Nasitowski, W., Markiewicz, J. (1993). Medycyna sagdowa. Podrecznik dla
studentow. Panstwowy Zaktad Wydawnictw Lekarskich.

[96] Wescott, D. J. (2019). Postmortem change in bone biomechanical properties: Loss of
plasticity. Forensic Science International, 300, str. 164-169. DOI: 10.1016/j.forsciint.2019.04.017.
[97] Lindahl, T. (1993). Instability and decay of the primary structure of DNA. Nature, 362,
str. 709-715. DOI: 10.1038/362709a0.

[98] Pokines, J., Symes, S. A. (2013). Manual of Forensic Taphonomy. CRC Press.

[99] Hofreiter, M., Jaenicke, V., Serre, D., von Haeseler, A., Pdibo, S. (2001). DNA
sequences from multiple amplifications reveal artifacts induced by cytosine deamination in
ancient DNA. Nucleic Acids Research, 29(23), str. 4793-4799. DOI: 10.1093/nar/29.23.4793.
[100] Marota, L., Basile, C., Ubaldi, M., Rollo, F. (2002). DNA decay rate in papyri and human
remains from Egyptian archaeological sites. American Journal of Biological Anthopology,

117(4), str. 310-318. DOI:10.1002/ajpa.10045.

156



[101] Zheng,J., Li, X., Shan, D., Zhang, H., Guan, D. (2012). DNA degradation within mouse
brain and dental pulp cells 72 hours postmortem. Neural Regeneration Research, 7(4), str. 290-
294. DOI:10.3969/j.issn.1673-5374.2012.04.009.

[102] Liu, L., Shu, X., Ren, L., Zhou, H., Li, Y., Liu, W., Zhu, C., Liu, L. (2007).
Determination of the early time of death by computerized image analysis of DNA degradation:
Which is the best quantitative indicator of DNA degradation? Journal of Huazhong University
of Science and Technology, 27(4), str. 362-366. DOI:10.1007/s11596-007-0404-7.

[103] Gilbert, T., Hansen, A. J., Willerslev, E., Rudbeck, L., Barnes, 1., Lynnerup, N., Cooper,
A. (2003). Characterization of Genetic Miscoding Lesions Caused by Postmortem Damage.
American Journal of Human Genetics, 72(1), str. 48-61. DOI:10.1086/345379.

[104] Gilbert, T., Willerslev, E., Hansen, A., Barnes, 1., Rudbeck, L., Lynnerup, N., Cooper,
A. (2003). Distribution Patterns of Postmortem Damage in Human Mitochondrial DNA.
American Journal of Human Genetics, 72(1), str. 32-47. DOI:10.1086/345378.

[105] Hoss, M., Jaruga, P., Zastawny, T. H., Dizdaroglu, M., Paabo, S. (1996). Damage and
DNA Sequence Retrieval from Ancient Tissues. Nucleic Acids Research, 24(7), str. 1304-1307.
DOI: 10.1093/nar/24.7.1304.

[106] Graham, E. A. (2007). DNA reviews: Ancient DNA. Forensic Science, Medicine and
Pathology, 3(3), str. 221-225. DOI:10.1007/s12024-007-9009-5.

[107] Gill, P., Gusmao, L., Mayr, W. R., Morling, N., Hande, H., Parson, W., Prieto, L., Prinz,
M., Schneider, H., Schneider, P., Weir, B. (2012). DNA commission of the International
Society of Forensic Genetics: Recommendations on the evaluation of STR typing results that
may include drop-out and/or drop-in using probabilistic methods. Forensic Science
International: Genetics, 6(6), str. 679-688. DOI: 10.1016/.fsigen.2012.06.002.

[108] Parys-Proszek, A., Marcinska, M., Branicki, W., Pawlowski, R., Kupiec, T.,
Grzybowski, T., Wozniak, M., Spolnicka, M., Jacewicz, R. (2020). Badanie $ladéw LT-DNA
— przeglad literatury i1 ogolne zalecenia Polskojezycznej Grupy Roboczej Migdzynarodowego
Towarzystwa Genetyki Sadowej (ISFG-PL). archiwum medycyny sadowej 1 kryminologii,
70(2-3), str. 103-123. DOI: 10.5114/amsik.2020.104489.

[109] INTERPOL How We  Work, 2025, https://www.interpol.int/How-we-
work/Forensics/Disaster-Victim-Identification-DVI, (11.11.2025).

[110] Szwagrzyk, K. (2017). Poszukiwanie ofiar systemu komunistycznego w Polsce.

Doswiadczenia i perspektywy. Ochrona Zabytkow, 2, str. 99-108.

157



[111] Brough, A. L., Morgan, B., Rutty, G. N. (2015). The basics of disaster victim
identification. Journal of Forensic Radiology and Imaging, 3(1), str. 29-37. DOI:
10.1016/j.jofri.2015.01.002.

[112] Lessig, R., Rothschild, M. (2012). International standards in cases of mass disaster
victim identification (DVI). Forensic Science, Medicine, and Pathology, 8(2), str. 197-199.
DOI:10.1007/s12024-011-9272-3.

[113] SWGDAM guidelines for reporting likelihood ratios, 2025,
https://www.swgdam.org/publications, (11.11.2025).

[114] Gill, P., Fereday, L., Morling, N., Shneider, P. M. (2006). The evolution of DNA
databases—recommendations for new European STR loci. Forensic Science International,
156(2-3), str. 242-244. DOI: 10.1016/j.forsciint.2005.05.036.

[115] Buckleton, J., Triggs, C. M., Walsh, S. J. (2005). Forensic DNA Evidence
Interpretation. CRC Press.

[116] Butler, J. M. (2015). Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Interpretation. San
Diego: Academic Press.

[117] Gjertson, D. W., Brenner, C. H., Baur, M. P., Carracedo, A., Guidet, F., Luque, J. A.,
Lessig, R., Mayr, W. R., Pascali, V. L., Prinz, M., Shneider, P. M., Morling, N. (2007). ISFG:
Recommendations on biostatistics in paternity testing. Forensic Science International: Genetics,
1(3-4), str. 223-231. DOI:10.1016/.fsigen.2007.06.006.

[118] Bodner, M., Bastish, 1., Butler, J. M., Fimmers, R., Gill, P., Gusmao, L., Morling, N.,
Phillips, C., Prinz, M., P. Shneider, M., Parson, W. (2016). Recommendations of the DNA
Commission of the International Society for Forensic Genetics (ISFG) on quality control of
autosomal Short Tandem Repeat allele frequency databasing (STRidER). Forensic Science
International Genetics, 24, str. 97-102. DOI:10.1016/j.fsigen.2016.06.008.

[119] Shneider, P. M. (2007). Scientific standards for studies in forensic genetics. Forensic
Science International, 165(2-3), str. 238-243. DOI:10.1016/j.forsciint.2006.06.067.

[120] Jabtonska-Milczarek, M., Frankowski, A. (2020). Latest Interpol reports on disaster
victim identification and the process of implementing international DVI standards in Poland.
Archiwum  Medycyny  Sadowej 1 Kryminologii,  70(2-3), str.  163-180.
DOI:10.5114/amsik.2020.104493.

[121] Aliyeva, A., Gellatly, V., Abbasov, M., Iyengar, A. (2021). Population genetic data for
21 autosomal STR loci in the Azerbaijani population using the GlobalFiler™ kit. International

Journal of Legal Medicine, 13S, str. 1789-1791. DOI: 10.1007/s00414-021-02610-2.

158



[122] Kling, D., Tillmar, A., Egeland, T. (2014). Familias 3 — Extensions and new
functionality. Forensic Science International: Genetics, 13, str. 121-127. DOI:
10.1016/j.fsigen.2014.07.004.

[123] SWGDAM Interpretation Guidelines for Y-Chromosome STR Typing by Forensic
DNA Laboratories, 2022, https://www.swgdam.org/publications, (11.11.2025).

[124] Roewer, L., Andersen, M. M., Ballantyne, J., Butler, J., Caliebe, A., Corach, D.,
D'Amato, M. E., Gusmao, L., Hou, Y., de Knijff, P., Parson, W., Prinz, M., Schneider, P.,
Taylor, D., Vennemann, M., Willuweit, S. (2020). DNA commission of the International
Society of Forensic Genetics (ISFG): Recommendations on the interpretation of Y-STR results
in forensic analysis. Forensic Science International: Genetics, 48, str. 102308. DOI:
10.1016/j.fsigen.2020.102308.

[125] Rebata, K., Branicki, W., Pawlowski, R., Spolnicka, M., Kupiec, T., Parys-Proszek, A.,
Wozniak, M., Grzybowski, T., Boron, M., Wrébel, M., Ciesielka, M., Ossowski, A., Jacewicz,
R. (2020). Zalecenia Polskojezycznej Grupy Migdzynarodowego Towarzystwa Genetyki
Sadowej dotyczace analizy polimorfizmu chromosomu Y dla celéw sadowych. Archiwum
Medycyny Sadowej i Kryminologii, 70(1), str. 1-18. DOI: 10.5114/amsik.2020.97833.

[126] SWGDAM Interpretation Guidelines for Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
Analysis by Forensic DNA Testing Laboratories, 2024, https://www.swgdam.org/publications,
(11.11.2025).

[127] Michels, V., Thibodeau, S., Thorland, E. (2005). Mendelian and Mitochondrial
Inheritance, Gene Identification, and Clinical Testing: Genetic Linkage. W V. Michels, S.
Thibodeau 1 E. Thorland, Peripheral Neuropathy (str. 1545-1560), DOI: 10.1016/B978-0-7216-
9491-7.X5001-7.

[128] Holt, A., Wootton, S. C., Mulero, J. J., Brzoska, P. M., Langit, E. i Green, R. (2016).
Developmental validation of the Quantifiler® HP and Trio Kits for human DNA quantification
in forensic samples. Forensic Science International: Genetics, 21, str. 145-157. DOI:
10.1016/j.fsigen.2015.12.007.

[129] Luczak, W. (2024). Opracowanie zestawu polimorficznych markeréw STR do
genotypowania ludzi oraz jego wdrozenie do analiz pokrewienstwa w dalszych relacjach
rodzinnych. Rozprawa Doktorska .

[130] Schurr, T. G., Shengelia, R., Shamoon-Pour, M., Chitanava, D., Laliashvili, S.,
Laliashvili Irma, Kibret, R., Kume-Kangkolo, Y., Akhvlediani, I., Bitadze, L., Mathieson, L.,
Yardumian, A. (2023). Genetic Analysis of Mingrelians Reveals Long-Term Continuity of

159



Populations in Western Georgia (Caucasus). Genome Biology and Evolution, 15(11), str. 198.
DOI: 10.1093/gbe/evad198.

[131] Nasidze, I., Schidlich, H., Stoneking, M. (2003). Haplotypes from the Caucasus, Turkey
and Iran for nine Y-STR loci. Forensic Science International, 137(1), str. 85-93.
DOI:10.1016/s0379-0738(03)00272-x.

[132] Szargut, M., Diepenbroak, M., Zielinska, G., Cytacka, S., Arciszewska, J., Jalowinska,
K., Pigtek, J., Ossowski, A. (2019). Is MPS always the answer? Use of two PCR-based methods
for Y-chromosomal haplotyping in highly and moderately degraded bone material. Forensic
Science International: Genetics, 42, str. 181-189. DOI: 10.1016/j.fsigen.2019.07.016.

[133] Drabek, J. (2009). Validation of software for calculating the likelihood ratio for
parentage and kinship. Forensic Science International: Genetics, 3, str. 112-118.
DOI:10.1016/j.fsigen.2008.11.005.

[134] Kling, D., Mostad, P., Egeland, T. (2017). Manual for Familias 3,
https://familias.name/Files/manualFamilias.pdf, (13.11.2025).

[135] Simonsson, 1., Mostad, P. (2016). Stationary mutation models. Forensic Science
International: Genetics, 23, str. 217-225. DOI: 10.1016/].fsigen.2016.04.005.

[136] Yang, D., Li , M. L., Wei, A. Q. (2024). Evaluating the effects of silent genes on
pairwise kinship testing. Forensic Science International, 365, str. 112290. DOI:
10.1016/j.forsciint.2024.112290.

[137] Kling, D., Egeland, T., Tillmar, A. (2012). FamLink — A user friendly software for
linkage calculations in family genetics. Forensic Science International: Genetics, 6, str. 616-
620. DOI:10.1016/j.fsigen.2012.01.012.

[138] Yang, D., Ma, S. X., Zhao, G. L., Gao, A., Xu, Z. K. (2024). Determining the effects of
genetic linkage when using a combination of STR and SNP loci for kinship testing. Legal
Medicine, 69, str. 102441. DOI: 10.1016/j.legalmed.2024.102441.

[139] Tillmar, A., Phillips, C. (2017). Evaluation of the impact of genetic linkage in forensic
identity and relationship testing for expanded DNA marker sets. Forensic Science International:
Genetics, 26, str. 58-65. DOI: 10.1016/j.fsigen.2016.10.007.

[140] O’Connor, K., Tillmar, A. (2012). Effect of linkage between vVWA and D12S391 in
kinship analysis. Forensic Science International: Genetics, 6, str. 840-844.
DOI:10.1016/j.fsigen.2012.03.008.

[141] Kling, D., Mostad, P., Tillmar, A. (2025). FamLink2 — A comprehensive tool for

likelihood computations in pedigrees analyses involving linked DNA markers accounting for

160



genotype uncertainties. Forensic Science International: Genetics, 74, str. 103150. DOL:
10.1016/j.fsigen.2024.103150.

[142] Nothnagel, M., Schmidtke, J., Krawczak, M. (2010). Potentials and limits of pairwise
kinship analysis using autosomal short tandem repeat loci. International Journal of Legal
Medicine, 124, str. 205-215. DOI:10.1007/s00414-009-0413-0.

[143] Egeland, T., Slooten, K. (2016). The likelihood ratio as a random variable for linked
markers in kinship analysis. International Journal of Legal Medicine(130), str. 1445-1456. DOI:
10.1007/s00414-016-1416-2.

[144] Buckleton, J., Triggs, C. (2006). The effect of linkage on the calculation of DNA match
probabilities for siblings and half siblings. Forensic Science International, 160, str. 193-199.
DOI:10.1016/j.forsciint.2005.10.004.

[145] Egeland, T., Sheehan, N. (2008). On identification problems requiring linked autosomal
markers. Forensic Science International: Genetics, 2, str. 219-225.
DOI:10.1016/j.fsigen.2008.02.006.

[146] Morimoto, C., Tsuji, H., Manabe, S., Fujimoto, S., Hirai, E., Hamano, Y., Tamaki, K.
(2020). Development of a software for kinship analysis considering linkage and mutation based
on a Bayesian network. Forensic Science International: Genetics(47), str. 102279. DOL:
10.1016/j.fsigen.2020.102279.

[147] Morimoto, C. (2024). KinBN v2.1.0 user manual, https://github.com/ChieMorimoto/
KinBN/blob/master/inst/manual/KinBN%20v2.1.0%20user%20manual.pdf, (14.10.2025).
[148] Chatre, V. (2013). How to calculate recombination fraction from Kosambi distance and
vice versa. Southern Institute of Forest Genetics. Pobrano z lokalizacji
https://vc.popgen.org/articles/Kosambi.pdf.

[149] Kirkpatrick, B., Li, S. C., Karp, R., Halperin, E. (2011). Pedigree Reconstruction Using
Identity by Descent. Journal of Computational Biology, 1811, str. 1481-1493.
DOI:10.1089/cmb.2011.0156.

[150] Vigeland, M. D. (2020). Relatedness coefficients in pedigrees with inbred founders.
Journal of Mathematical Biology(81), str. 185-207. DOI: 10.1007/s00285-020-01505-x.

[151] Wei, Y., Zhu, Q., Wang, H., Cao, Y., Li, X., Zhang, X., Wang, Y., Zhang, J. (2024).
Pairwise kinship inference and pedigree reconstruction using 91 microhaplotypes. Forensic
Science International: Genetics(72), str. 103090. DOI: 10.1016/j.fsigen.2024.103090.

[152] Gavashelishvili, A., Yanchukov, A., Tarkhnishvili, D., Murtskhvaladze, M.,
Akhvlediani, I., Kazanci, C. (2021). Landscape genetics and the genetic legacy of Upper

161


https://github.com/ChieMorimoto/

Paleolithic and Mesolithic hunter-gatherers in the modern Caucasus. Scientific Reports, 11, str.
17985. DOI: 10.1038/s41598-021-97519-6.

[153] Gavashelishvili, A., Chukhua, M., Sakhltkhutsishvili, K., Koptekin, D., Somel, M.
(2023). The time and place of origin of South Caucasian languages: insights into past human
societies, ecosystems and human population genetics. Scientific Reports, 13, str. 21133. DOI:
10.1038/s41598-023-45500-w.

[154] Matthiesen, H., Hoier Eriksen, A. M., Hollesen, J., Collins, M. (2021). Bone degradation
at five Arctic archaeological sites: Quantifying the importance of burial environment and bone
characteristics. Journal of  Archaeological Science, 125, Str. 105296.
DOI:10.1016/j.jas.2020.105296.

[155] HeierEriksen, A., KjergaardNielsen, T., Matthiesen, H., Carge, C., Hestbjerg Hansen,
L., Gregory, D. J., Turner-Walker, G., Collins, M. J., Thomas, M., Gilbert, P. (2020).
Bonebiodeterioration—The effect of marine andterrestrial depositional environments on early
diagenesis and bone bacterial community. PloSONE, 15, str. e0240512.
DOI:10.1371/journal.pone.0240512.

[156] Ibrahim, J., Brumfeld, V., Addadi, Y., Rubin, S., Weiner, S., Boaretto, E. (2022).
Thepetrous bonecontains high concentrations of osteocytes: One possible reason whyancient
DNAuisbetter preserved in this bone. PlosSONE, 17(10), str. €0269348. DOI:10.1371/journal.
[157] Kravanja, P., Golob, A., Concato, M., Leskovar, T., Zupanic Pajnic, 1. (2025). Effects
of different environmental factors on preservation of DNA in petrous bones: A comparative
study of two Slovenian archaeological sites. Forensic Science International, 371, str. 112495.
doi:doi.org/10.1016/j.forsciint.2025.112495.

[158] Haarkoétter, C., Vinueza-Espinosa, D., Galvez, X., Saiz, M., Medina-Lozano, M. L.,
Lorente, J. A., Alvarez, J. C. (2023). Acomparisonbetweenpetrous bone andtooth, femur and
tibia DNA analysis from degraded skeletal remains. ELECTROPHORESIS, 44, strony 1559-
1568. DOI:10.1002/elps.202300097.

[159] Pilli, E., Vai, S., Caruso, M. G., D'Errico , G., Berti, A., Caramelli, D. (2018). Neither
femur nor tooth: Petrous bone for identifying archaeological bone samples via forensic
approach. Forensic Science International, 283, strony 144-149.
DOI:10.1016/j.forsciint.2017.12.023

[160] Sirak, K. A., Fernandes, D. M., Cheronet, O., Novak, M., Gamarra, B., Balassa, T.,
Bernert, Z., Cseki, A., Dani, J., Gallina, J. Z., Kocsis-Buruzs, G., Kovari, ., Laszlo, O., Pap, L.,
Patay, R., Petkes, Z., Szenthe, G., Szeniczey, T., Hajdu T., Pinhasi, R. (2017). A minimally-

162



invasive method for sampling human petrous bones from the cranial base for ancient DNA
analysis. Biotechniques, 62(6), strony 283-289. DOI:10.2144/000114558

[161] Alpaslan-Roodenberg , S., Anthony, D., Babiker, H., Banffy, E., Booth, T., Capone, P.,
Deshpande-Mukherjee, A., Eisenmann, S., Fehren-Schmitz, L., Frachetti, M., Fujita, R.,
Frieman, C. J., Fu, Q., Gibbon, V., Haak, W., Hajdinjak, M., Hofmann, K., Holguin, B.,
Inomata, T., Kanzawa-Kiriyama, H., Keegan, W., Kelso, J., Krause, J., Kumaresan, G.,
Kusimba , C., Kusimba, S., Lalueza-Fox, C., Llamas, B., MacEachern, S., Mallick, S.,
Matsumura, H., Morales-Arce, A. Y., Matuzeviciute, G. M., Mushrif-Tripathy, V., Nakatsuka,
N., Nores, R., Ogola, C., Okumura, M., Patterson, N., Pinhasi, R., Prasad , S. P. R., Prendergast,
M. E., Punzo, J. L., Reich, D., Sawafuji, R., Sawchuk, E., Schiffels, S., Sedig, J., Shnaider, S.,
Sirak, K., Skoglund, P., Slon, V., Snow, M., Soressi, M., Spriggs, M., Stockhammer, P. W.,
Szécsényi-Nagy, A., Thangaraj, K., Tiesler, V., Tobler, R., Wang, C.-C., Warinner, C.,
Yasawardene, S., Zahir, M. (2021). Ethics of DNA research on human remains: five globally
applicable guidelines. Nature, 599(7883), strony 41-46. DOI:10.1038/s41586-021-04008-x
[162] Hatzer-Grubwieser, P., Miihlmann, R., Berger, B., Niederstitter, H., Pavlic, M. i Parson,
W. (2005). A new “miniSTR-multiplex” displaying reduced amplicon lengths for the analysis
of degraded DNA. International Journal of Legal Medicine, 120, strony 115-120.
DOI:10.1007/s00414-005-0013-6.

[163] Elwick, K., Mayes, C., Hughes-Stamm, S. (2018). Comparative sensitivity and inhibitor
tolerance of GlobalFiler® PCR Amplification and Investigator® 24plex QS kits for challenging
samples. Legal Medicine, 32, strony 31-36. DOI:10.1016/j.legalmed.2018.01.006.

[164] Cho, S.,Kim, M. Y., Lee,J. H., Lee, H. Y., Lee, S. D. (2020). Large-scale identification
of human bone remains via SNP microarray analysis with reference SNP database. Forensic
Science International: Genetics, 47, str. 102293. DOI: 10.1016/j.fsigen.2020.102293.

[165] Ludeman, M. J., Zhong, C., Mulero, J. J., Lagace, R. E., Hennessy, L. K., Short, M. L.,
Wang, D. Y. (2018). Developmental validation of GlobalFiler™ PCR amplification kit: a 6-
dye multiplex assay designed for amplification of casework samples. International Journal of
Legal Medicine, 132(6), str. 1555-1573. DOI:10.1007/s00414-018-1817-5.

[166] Huang, Y., Wang, M., Liu, C., He, G. (2024). Comprehensive landscape of non-CODIS
STRs in global populations provides new insights into challenging DNA profiles. Forensic
Science International: Genetics, 70, str. 103010. DOI: 10.1016/j.fsigen.2024.103010.

[167] Liu, Q.-L., Huang, K.-K., Wu, Y.-D., Zhao, H., Li, C.-T., Lu, D.-J. (2014). Genetic
polymorphism of 13 non-CODIS STR loci in three national populations from China.
Electrophoresis, 35(23), str. 3395-3401. DOI:10.1002/elps.201400290.

163



[168] Zhang,J., Zhang, J., Tao, R., Jiang, L., Chen, L., Li, X., Li, X., Li, C., Zhang, S. (2020).
A newly devised multiplex assay of novel polymorphic non-CODIS STRs as a valuable tool
for forensic application. Forensic Science International: Genetics, 48, str. 102341. DOI:
10.1016/j.fsigen.2020.10234.

[169] Jung,J. Y. Kim, E., Song, Y. W., Lee, D. G., Park, M. J., Lee, H. Y., Kayser, M., Ralf
A., Kim, E. (2025). Evaluation of RMplex system for differentiating father—son pairs using Y-
STRs in a Korean population. Forensic Science International: Genetics, 76, str. 103221.
DOI:10.1016/j.fsigen.2025.103221.

[170] Hedell, R., Nordgaard, A., Ansell, R. (2011). Discrepancies. Forensic Science
International: Genetics Supplement Series, 3, strony el35-e136.
DOI:10.1016/j.fsigss.2011.08.068.

[171] Dash, H. R., Shetkar, R., Al-Snan, N. R. (2025). Impact of population size on population
genetic analysis of Short Tandem Repeat (STR) allelic data, forensic and paternity parameters
and its effect on forensic DNA analysis. Forensic Science, Medicine and Pathology, 21, strony
511-521. DOI:10.1007/s12024-024-00907-3.

[172] Steele, C., Balding, D. (2014). Choice of population database for forensic DNA profile
analysis. Science and Justice, 54, strony 487-493. DOI:10.1016/j.scijus.2014.10.004.

[173] Turchi, C., Previdere, C., Bini, C., Carnevali, E., Grignani, P., Manfredi, A.,
Melchionda, F., Onofri, V., Pelotti, S., Robino, C., Sor¢aburu-Ciglieri, S., Tagliabracci, A.,
Fattorini, P. (2020). Assessment of the Precision ID Identity Panel kit on challenging forensic
samples. Forensic Science International:  Genetics, 49, str. 102400. DOI:
10.1016/j.fsigen.2020.102400.

[174] Antunes, J., Walichiewicz, P., Forouzmand, E., Barta, R., Didier, M., Han, Y., Perez, J.
C., Snedecor, J., Zlatkov, C., Padmabandu, G., Devesse, L., Radecke, S., Holt, C. L., Kumar,
S. A., Budowle, B., Stephens, K. M. (2024). Developmental validation of the ForenSeq®
Kintelligence kit, MiSeq FGx® sequencing system and ForenSeq Universal Analysis Software.
Forensic Science International: Genetics, 71, str. 103055. DOI: 10.1016/j.fsigen.2024.103055.
[175] Novorski, N. M., Cihlar, J. C. (2022). Evolution of single-nucleotide polymorphism use
in forensic genetics. WIREs Forensic Science, 4(6). DOIL: 10.1002/wfs2.1459.

[176] King, J. L., Churchill, J. D., Novorski, N. M., Zeng, X., Warshauer, D. H., Seah, L. H.
1 Budowle, B. (2018). Increasing the discrimination power of ancestry- and identity-informative
SNP loci within the ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit. Forensic Science International:

Genetics, 36, str. 60-76. DOI: 10.1016/j.fsigen.2018.06.005.

164



[177] Kim,J.J., Han, B. G, Lee, H. I, Yoo, H. W., Lee, J. K. (2010). Development of SNP-
based human identification system. International Journal of Legal Medicine, 124(2), str. 125-
131. DOI:10.1007/s00414-009-0389-9.

[178] Tillmar, A., Sturk-Andreaggi, K., Daniels-Higginbotham, J., Thomas, J. T., Marshall,
C. (2021). The FORCEPanel: AnAll-in-One SNP Marker Set for Confirming Investigative
Genetic Genealogy Leads and for General Forensic Applications. Genes, 12, str. 1968.
DOI:10.3390/genes12121968.

[179] Daniel, R., Raymond, J., Sears, A., Stock, A., Scudder, N., Padmabandu, G., Kumar, S.
A., Snedecor, J., Antunes J., Hartman, D. (2024). It’s all relative: A multi-generational study
using ForenSeq™ Kintelligence. Forensic Science International, 364, str. 112208.
DOI:10.1016/j.forsciint.2024.112208.

[180] Staadig, A., Hedman, J., Tillmar, A. (2023). Applying Unique Molecular Indices with
an Extensive All-in-One Forensic SNP Panel for Improved Genotype Accuracy and Sensitivity.
Genes, 14(4), str. 818. DOI:10.3390/genes14040818.

[181] Gorden, E. M., Greytak, E. M., Sturk-Andreaggi, K., Cady, J., McMahon, T. P.,
Armentrout, S., Marshall, C. (2022). Extended kinship analysis of historical remains using SNP
capture. Forensic Science International: Genetics, 57, str. 102636.
doi:https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2021.102636.

[182] Zak, K., Konarzewska, M. (2023). Analysis of short tandem repeat mutations in
paternity cases from Masovian Voivodeship provinces form years 2018-2022 based on
materials of the Department of Forensic Medicine, Medical University of Warsaw. Archiwum
Medycyny Sadowej 1 Kryminologii, 73(2), str. 139-148. DOI:
10.4467/16891716 AMSIK.23.012.18687.

[183] Pinto, N., Magalhaes, M., Conde-Sousa, E., Gomes, C., Pereira, R., Alves, C., Gusmao,
L., Amorim, A. (2013). Assessing paternities with inconclusive STR results: The suitability of
bi-allelic markers. Forensic Science International: Genetics, 7(1), str. 16-21. DOI:
10.1016/j.fsigen.2012.05.002.

[184] Mandape, S. N., Budowle, B., Mittelman, K., Mittelman, D. (2024). Dense single
nucleotide polymorphism testing revolutionizes scope and degree of certainty for source
attribution in forensic investigations. Croatian Medical Journal, 65(3), str. 249-260.
DOI:10.3325/cm;j.2024.65.249.

[185] Ge, J., Budowle, B. (2020). How many familial relationship testing results could be
wrong? PloS Genetics, 16(8), str. 1008929. DOI:10.1371/journal.pgen.1008929.

165



[186] Egeland, T., Vigeland, M. D. (2025). Kinship cases with partially specified hypotheses.
Forensic Science International: Genetics, 78, str. 103270. DOI: 10.1016/j.fsigen.2025.103270.
[187] Zvénigorosky, V., Sabbagh, A., Gonzalez, A., Fausser, J.-L., Palstra, F., Romanov, G.,
Solovyev, A., Barashkov, N., Fedorova, S., Crubézy, E., Ludes, B., Keyser, C. (2020). The
limitations of kinship determinations using STR data in ill-defined populations. International
Journal of Legal Medicine, 134, str. 1981-1990. DOI: 10.1007/s00414-020-02298-w.

[188] Fondevila, M., Santos, C., Phillips, C., Corracedo, A., Butler, J., Lareu, M. V., Vallone,
P. (2011). An assessment of linkage between forensic markers: core STRs, mini-STRs and
INDELSs. 22th International Symposium on Human Identification. Promega.

[189] Fasani, G., Gino, S., Sguazzi, G. (2023). Incidental Findings in Forensic Investigations:
A Narrative Review. Forensic Science, 3(2), strony 345-356. DOI:10.3390/forensicsci3020026.
[190] Parker, L. S., London, A. J., Aronson, J. D. (2013). Incidental findings in the use of
DNA to identify human remains: An ethical assessment. Forensic Science International:
Genetics, 7(2), strony 221-229. DOI:10.1016/j.fsigen.2012.10.002.

[191] Prinz, M., Carracedo, A., Mayr, W. R., Morling, N., Parson, T. J., Sajantila, A.,
Scheithauer, R., Schmitter, H., Schneider, P. M. (2007). DNA Commission of the International
Society for Forensic Genetics (ISFG): Recommendations regarding the role of forensic genetics
for disaster victim identification (DVI). Forensic Science International: Genetics, 1(1), strony
3-12. DOI:10.1016/j.fsigen.2006.10.003.

[192] Voracek, M., Haubner, T., Fisher, M. L. (2008). Recent Decline in Nonpaternity Rates:
A Cross-Temporal Meta-Analysis. Psychological Report, 103(3), strony 799-811.
DOI:10.2466/pr0.103.3.799-811.

[193] Skourtanioti, E., Jia, X., Tavartkiladze, N., Bitadze, L., Shengelia, R.,
Tushabramishvili, N., Aslanishvili, V., Gasparyan, B., Kandel, A. W., Naumann, D., Neumann,
G. U., Bianco, R. A., Métsch, A., Priifer, K., Lamnidis, T., Traverso, L., Ghalichi, A., Ellingvag,
S., Stockhammer, P. W., Krause, J., Ringbauer, H. (2025). The genetic history of the Southern
Caucasus from the Bronze Age to the Early Middle Ages: 5,000 years of genetic continuity
despite high mobility. Cell, 188(19), str. 5278-5294. DOI:10.1016/j.cell.2025.07.013.

[194] Zwolski, M., (2018). Poszukiwanie i identyfikacja ofiar zbrodni systemow totalitarnych
(Tom 35). Biatystok: Instytut Pamigci Narodowe;.

166



8. Opinia komisji Bioetycznej

Komisja Bioetyczna Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie zatwierdzila,
iz przedmiotowe badania nie wymagaja opinii Komisji Bioetycznej (KB.006.206.2024,
31.12.2024).

Uzyskano §wiadomg zgode wszystkich badanych i/lub ich opiekunéw prawnych.
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