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Streszczenie

Badania polimorfizmu chromosomu Y s3 wykorzystywane w opiniach z zakresu genetyki sgdowej od ponad 20 lat.
Ostatnie zalecenia Komisji ds. DNA przy Migdzynarodowym Towarzystwie Genetyki Sadowej (ISFG) dotyczace stoso-
wania markeréw chromosomu Y ukazaly sie w 2006 r. Celem niniejszego opracowania jest przypomnienie, uporzadko-
wanie i uzupelnienie istniejacych rekomendacji w zakresie analizy polimorfizmu chromosomu Y do celéw sagdowych
o wykorzystywane w praktyce standardy, nowe mozliwosci technik badawczych oraz aktualne rozwigzania stosowane
w analizie statystycznej. Zalecenia dostosowano zwlaszcza do realiéw sporzadzania opinii z zakresu genetyki sagdowej
w Polsce. Polskojezyczna Grupa ISFG rekomenduje, aby przedstawione wytyczne staly sie standardem obowigzujacym
wszystkie polskie laboratoria prowadzace badania polimorfizmu chromosomu Y do celé6w sadowych.

Stowa kluczowe: haplotypy chromosomu Y, krétkie powtdrzenia tandemowe, polimorfizmy pojedynczych
nukleotydéw, populacja polska, iloraz wiarygodno$ci, wytyczne ISFG-PL.
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Abstract

Y chromosome typing has been performed in forensic genetic practice for more than 20 years. The latest reccommenda-
tions of the DNA Commission of the International Society of Forensic Genetics (ISFG) concerning the application of
Y-chromosomal markers in forensic genetics were published in 2006. The aim of this report is to recapitulate, system-
atise and supplement existing recommendations on the forensic analysis of polymorphism of the Y chromosome with
standards already implemented in practice, new capabilities linked to the development of research techniques as well
as current solutions used in statistical analysis. The recommendations have been adapted specifically to aspects related
to the preparation of expert opinions in the field of forensic genetics in Poland. The Polish Speaking Working Group
of the ISFG believes that the presented guidelines should become a standard implemented by all Polish laboratories
performing Y chromosome typing for forensic purposes.

Key words: Y chromosome haplotypes, short tandem repeats, single nucleotide polymorphisms, Polish population,

likelihood ratio, ISFG-PL guidelines.

Wstep

Nierekombinujaca czg$¢ chromosomu Y (non-
-recombining Y — NRY) stanowi fragment genomu
specyficzny dla plci meskiej, przekazywany z poko-
lenia na pokolenie bez rekombinacji jako najwiekszy
haplotyp w ludzkim genomie. Poniewaz NRY obej-
muje prawie caly chromosom Y (95%) [1], w wigk-
szosci opracowan dotyczacych wykorzystania jego
polimorfizmu w genetyce sadowej okresla si¢ go po
prostu ,chromosomem Y” i takie uproszczenie za-
stosowano rdwniez w niniejszych zaleceniach.

Ze wzgledu na swoje unikatowe cechy chromo-
som Y zajmuje szczegélne miejsce w genetyce s3-
dowej [2]. Jego specyficznoé¢ dla plci meskiej czyni
go preferowanym narzedziem do wykrywania i roz-
nicowania materialu genetycznego pochodzacego
od mezczyzn w mieszaninach DNA kobiety i mez-
czyzny — nawet wowczas, gdy udzial meskiej frak-
¢ji w badanym materiale biologicznym jest zniko-
my. Z kolei dziedziczenie chromosomu Y z ojca na
syna bez rekombinacji pozwala na jego wykorzysta-
nie w ustalaniu pokrewienstwa w linii meskiej, np.
w ustalaniu ojcostwa w sytuacji, gdy material od do-
mniemanego ojca jest nieosiggalny i zamiast niego
w badaniu uczestniczg jego krewni w linii meskie;j.

Wspomniany brak rekombinacji w obrebie chro-
mosomu Y powoduje koniecznos¢ analizy wynikéw
badania polimorfizmu markeréw zlokalizowanych
na tym chromosomie w formie haplotypu i wyklu-
cza mozliwo$¢ mnozenia przez siebie czestosci lub

Introduction

The non-recombining part of the Y chromosome
(non-recombining Y — NRY) is a male-specific re-
gion of the genome passed along from generation
to generation without recombination as the largest
haplotype in the human genome. Since the NRY
spans almost the entire Y chromosome (95%) [1],
most studies on the application of the NRY poly-
morphism in forensic genetics refer to this fragment
of the Y chromosome simply as the Y chromosome.
This generalisation will also be used in the present
recommendations.

Based on its unique features, the Y chromosome
has found a special place in forensic genetics [2].
On account of its male specificity, it is the preferred
tool for the detection and differentiation of genetic
material originating from men in male and female
DNA mixtures, even if the proportion of the male
DNA fraction in the studied biological material is
negligible. In addition, since the Y chromosome is
passed from father to son without recombination,
it can be used for determining kinship in the male
line, for example for establishing paternity in situa-
tions when genetic material from the alleged father
is unavailable and hence his relatives in the male line
participate in paternity testing.

Because of the absence of recombination with-
in the Y chromosome, it is necessary to analyse the
results of studies evaluating the polymorphism of
markers located on this chromosome in the form
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ilorazéw wiarygodnosci dla poszczegolnych mar-
keréw chromosomu Y w celu szacowania wartosci
dowodu z badania jego polimorfizmu w genetyce
sadowe;j.

Nazewnictwo markerdow i alleli

Wytyczne dotyczace nazewnictwa markerow
mikrosatelitarnych (krétkich powtérzen tandemo-
wych, short tandem repeats — STR) chromosomu Y
i ich alleli zostaly szczegélowo omodwione w re-
komendacjach Komisji ds. DNA przy Miedzyna-
rodowym Towarzystwie Genetyki Sadowej (DNA
Commission of the International Society for Forensic
Genetics - ISFG) [3, 4] i uznaje si¢ je za obowiazu-
jace. Polskojezyczna Grupa Robocza ISFG zaleca
jednak dwie zmiany w stosunku do oryginalnych
wytycznych. Decyzja o rekomendacji odmiennego
od zalecanego przez ISFG sposobu nazywania alleli
wynika z powszechnosci takiego podejscia w narze-
dziach wykorzystywanych rutynowo w genetyce sg-
dowej do analizy polimorfizmu chromosomu Y, tj.
w komercyjnych zestawach do amplifikacji marke-
réw Y-STR, i w referencyjnych bazach haplotypow
Y-STR.

Pierwsze zalecenie — zmiana
w odniesieniu do dotychczasowych
wytycznych

W 2006 r. Komisja ds. DNA przy ISFG okresli-
ta locus GATA H4 jako fragment obejmujacy dwa
blisko potozone loci: GATA H4.1 i GATA H4.2. Lo-
cus GATA H4.2 nie wykazuje polimorfizmu u ludzi
[4] i nie podlega amplifikacji przy uzyciu starteréw
uzywanych w zestawie AmpFISTR Yfiler [5], ktdry
jest jednym z najpowszechniej wykorzystywanych
narzedzi do analizy polimorfizmu Y-STR w labora-
toriach genetyczno-sagdowych. Przy nazywaniu alle-
li GATA H4.1 amplifikowanych za pomocg zestawu
AmpFISTR Yfiler Komisja ds. DNA przy ISFG zale-
cifa zliczanie wszystkich jednostek czteronukleoty-
dowych, zaréwno tych wykazujacych polimorfizm,
jak i tych o stalej sekwencji. Zalecenia te nie zostaly
jednak wprowadzone do praktyki. Wszystkie ko-
mercyjne zestawy do analizy polimorfizmu Y-STR,
do ktérych wiaczono ten marker, a takze Referencyj-
na Baza Danych Haplotypéw STR Chromosomu Y
(Y-Chromosome STR Haplotype Reference Database
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of a haplotype, and there is no possibility to mul-
tiply the frequencies or likelihood ratios for in-
dividual Y chromosome markers in order to es-
timate the value of evidence based on the study of
the polymorphism of this chromosome in forensic
genetics.

Nomenclature of markers and alleles

Guidelines for the nomenclature of microsat-
ellite markers (short tandem repeats — STR) of the
Y chromosome and their alleles have been described
in detail in the recommendations prepared by the
DNA Commission of the International Society for
Forensic Genetics [3, 4], and widely recognised.
However, the Polish Speaking Working Group of
the ISFG proposes two changes to the recommenda-
tions issued by the ISFG DNA Commission. The de-
cision to recommend a different method of naming
alleles to that proposed by the ISFG stems from the
widespread use of this approach in tools routinely
employed in forensic genetics to analyse the Y chro-
mosome polymorphism, i.e. in commercial kits for
the amplification of Y-STR markers and in reference
databases of Y-STR haplotypes.

First recommendation — change to
existing guidelines

In 2006, the ISFG DNA Commission defined
the locus GATA H4 as a fragment comprising two
closely located loci: GATA H4.1 and GATA H4.2.
GATA H4.2 is a locus that does not exhibit poly-
morphism in humans [4], and is not amplified us-
ing primers contained in the AmpFISTR Yfiler kit
[5], which has become one of the most widely used
tools for the analysis of Y-STR polymorphism in fo-
rensic genetic laboratories. In the naming of GATA
H4.1 alleles amplified using the AmpFISTR Yfiler kit
the ISFG DNA Commission recommended count-
ing all four-nucleotide units, both those exhibiting
polymorphism and those with a constant sequence.
However, these recommendations have not been in-
corporated into practice. All commercially available
kits for the analysis of Y-STR polymorphism con-
taining this marker, as well as the Y-Chromosome
STR Haplotype Reference Database (YHRD), make
use of the simplified allele nomenclature based on
the number of repeat units (TAGA) , whereas the
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- YHRD) wykorzystuja uproszczone nazewnictwo
alleli oparte na liczbie jednostek repetytywnych
(TAGA) , za$ polimorficzny locus GATA H4.1 okre-
slany jest po prostu jako GATA H4.

W celu ujednolicenia nomenklatury w opi-
niach uwzgledniajacych ten marker zaleca
sie¢ uzywanie nazewnictwa powszechnie
stosowanego w praktyce, tj. nazwy GATA
H4 jako nazwy markera oraz nazw alleli
opartych na liczbie jednostek repetytyw-
nych (TAGA) .

Drugie zalecenie — zmiana
w odniesieniu do dotychczasowych
wytycznych

W dokumentach opublikowanych w latach 2001
i 2006 Komisja ds. DNA przy ISFG zalecila stoso-
wanie facznika w zapisie alleli markeréw wieloko-
pijnych. Do zestawdéw komercyjnych dostepnych na
rynku wiaczone zostaty dwa takie markery: DYS385
i DYF387S1. Przy wymienianiu alleli obserwowa-
nych w badanej prébce w opiniach z zakresu gene-
tyki sadowej powszechnie stosowane s3 przecinki,
ktore wykorzystuje rowniez baza YHRD w przypad-
ku alleli markeréw DYS385 i DYF387S1.

W zwiazku z powyzszym w przypadku mar-
kerow wielokopijnych oraz duplikacji mar-
keréw jednokopijnych zaleca si¢ rozdziela-
nie zaobserwowanych alleli przecinkami,
np. DYS385*11,14. Jesli obserwowany jest
tylko jeden allel markera, ktory zwykle wy-
kazuje wiecej niz jeden allel, zaleca si¢ po-
dawanie w opinii tylko jednego, zaobserwo-
wanego allelu zamiast np. jego podwajania
(DYS385*11 zamiast DYS385*11,11).

Opracowane przez Komisje ds. DNA przy ISFG
rekomendacje z 2001 i 2006 r. dotycza nomenkla-
tury alleli Y-STR oznaczanych na podstawie obser-
wowanej dtugosci produktu PCR przy uzyciu elek-
troforezy kapilarnej. Obecnie w genetyce sadowej
popularnos$¢ zyskuje badanie polimorfizmu DNA
za pomocg technik sekwencjonowania wysokoprze-
pustowego (high-throughput sequencing — HTS),
zwanego roéwniez masowym sekwencjonowaniem
réwnoleglym (massively parallel sequencing — MPS)
lub sekwencjonowaniem nastepnej generacji (next-

polymorphic locus GATA H4.1 is simply referred to
as GATA H4.

Therefore, in order to harmonise the no-
menclature, it is recommended that foren-
sic opinions including this marker employ
the nomenclature which is commonly used
in practice, i.e. GATA H4 as the name of the
marker and allele names based on the num-
ber of repeat units (TAGA) .

Second recommendation — change to
existing guidelines

In documents published in 2001 and 2006, the
ISFG DNA Commission recommended using a hy-
phen in the notation of alleles of multi-copy mark-
ers. Commercial kits available on the market incor-
porate two such markers: DYS385 and DYF387S1.
When listing alleles observed in the test sample in
forensic genetic expert opinions, commas are widely
used. This system is also employed in the YHRD for
the alleles of the markers DYS385 and DYF387S1.

Therefore, in the case of multi-copy mark-
ers, as well as duplication of single-copy
markers, it is recommended that the ob-
served alleles are separated by commas, e.g.
DYS385*11,14. If only one allele is observed
of the marker which typically shows more
than one allele, it is recommended that
only the single observed allele is specified
in expert opinions instead of, for example,
the double notation (DYS385*11 instead of
DYS385%11,11).

The 2001 and 2006 recommendations developed
by the ISFG DNA Commission relate to the nomen-
clature of the Y-STR alleles determined on the ba-
sis of the observed length of the PCR product using
the method of capillary electrophoresis. At pres-
ent, DNA polymorphism is increasingly common-
ly investigated in forensic genetics using the tech-
niques of high-throughput sequencing (HTS), also
referred to as massively parallel sequencing (MPS)
or next-generation sequencing (NGS). Also, further
kits are developed to enable the analysis of human
STR polymorphism, including the Y chromosome,
specifically for applications in forensic genetics.
HTS is a technology which normally provides far
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-generation sequencing — NGS). Opracowywane s3
kolejne zestawy, ktore umozliwiajg analiz¢ polimor-
fizmu STR czlowieka, w tym chromosomu Y, pod
katem zastosowan w genetyce sadowej. Techno-
logia HTS zwykle dostarcza zdecydowanie wiecej
informacji o polimorfizmie DNA w badanym re-
gionie STR w postaci roznic w liczbie i strukturze
nieregularnych jednostek repetytywnych czy zmian
nukleotydéw w samej sekwencji STR i regionach
flankujacych, co generuje trudnosci w stworzeniu
prostego i uniwersalnego nazewnictwa obserwowa-
nych wariantéw genetycznych. W 2016 r. Komisja
ds. DNA przy ISFG opublikowata ogélne zalecenie,
aby opracowana w przysztos$ci nomenklatura alleli
STR oznaczanych metoda HTS byla kompatybilna
z obowiazujaca od lat nomenklaturg alleli oznacza-
nych metoda elektroforezy kapilarnej [6]. Do tych
zalecenn dofaczono sekwencje referencyjne marke-
réw STR chromosomu Y powszechnie wykorzysty-
wanych w genetyce sadowe;.

Sekwencjonowanie technika HTS umozliwia
wykazanie w badanym materiale genetycznym
obecnosci dwdch lub wiegcej alleli izometrycznych,
czyli alleli o réznych sekwencjach, ktére posiadaja
identyczng dlugos$¢ i identyczng nazwe i ktére w ba-
daniu polimorfizmu STR z uzyciem elektroforezy
kapilarnej widoczne sg jako jeden allel.

W zwiazku z zaleceniem Komisji ds. DNA
przy ISFG, aby nomenklatura alleli STR
oznaczanych metoda HTS byla kompatybil-
na z nomenklatura alleli oznaczanych me-
toda elektroforezy kapilarnej, w przypadku
alleli izometrycznych zaleca si¢ stosowanie
w opiniach zapisu tylko z jednym allelem.
Jesli obecnos¢ alleli izometrycznych zostata
wykorzystana do poréwnania profili, analizy
statystycznej i opracowania opinii, informa-
cja o ich obecnosci i wykazanych réznicach
w sekwencji powinna zosta¢ umieszczona
w nawiasie po nazwie allelu w tabeli z haplo-
typem Y-STR lub w formie przypisu pod ta-
bela odnoszacego sie do markera, w ktorym
wykazano allele izometryczne.

Populacja referencyjna

Do szacowania wartos$ci dowodu z badania poli-
morfizmu Y-STR nalezy postugiwac si¢ baza YHRD.

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 1-18

more information about DNA polymorphism in the
studied STR region in the form of differences in the
number and structure of irregular repeat units or
nucleotide changes in the STR sequence itself and
in the flanking regions, which leads to difficulties in
the development of simple and universal nomencla-
ture for the observed genetic variants. In 2016, the
ISFG DNA Commission published the general rec-
ommendation that the future nomenclature for STR
alleles determined by the HTS method should be
compatible with the nomenclature for alleles deter-
mined by capillary electrophoresis which has been
in use for years [6]. The recommendations were ac-
companied by reference sequences of the STR mark-
ers of the Y chromosome widely applied in forensic
genetics.

HTS sequencing provides an opportunity to ex-
amine genetic material for the presence of two or
more isometric alleles, i.e. alleles with different se-
quences which have identical lengths and an identi-
cal name, and are visible as a single allele in the anal-
ysis of STR polymorphism based on the technique
of capillary electrophoresis.

In relation to the recommendation issued
by the ISFG DNA Commission that the no-
menclature of STR alleles evaluated by HTS
should be consistent with the nomenclature
of alleles determined by capillary electro-
phoresis, a notation with just one allele is
recommended for isometric alleles in the
preparation of forensic opinions. If the
presence of isometric alleles is used for the
comparison of profiles, statistical analysis
and preparation of expert opinions, infor-
mation on their presence and differences
identified in the sequence should be placed
in parentheses after the allele name in the
table with the Y-STR haplotype or as a foot-
note under the table, referring to the marker
in which the isometric alleles are detected.

Reference population

The value of evidence obtained by examining the
Y-STR polymorphism should be estimated by refer-
ring to the YHRD. Due to the fact that a significant
proportion of the Y-STR haplotypes deposited in the
YHRD is constituted by rarely observed haplotypes,
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Z uwagi na fakt, Ze znaczng cze$¢ zgromadzonych
w niej haplotypéw Y-STR stanowig haplotypy rzad-
ko obserwowane, warto$¢ dowodowa dla chromo-
somu Y zalezy w duzym stopniu od wielkosci proby
populacyjnej. Przykladowo, dla haplotypu Y-STR,
ktéry nie zostal zaobserwowany w bazie YHRD,
warto$¢ dowodowa bedzie tym wigksza, im wiecej
zbadano chromosoméw Y z populacji referencyj-
nej. W celu zwigkszenia liczebnosci prob popula-
cyjnych pod katem statystycznej oceny wartosci
dowodu z badann DNA w bazie YHRD stworzono
metapopulacje stanowigce grupy populacji wyka-
zujacych relatywnie male odleglosci genetyczne
haplotypéw Y-STR. Mozliwos$¢ analizy statystycz-
nej na podstawie struktury genetycznej haplotypéw
Y-STR zostala uwzgledniona w rekomendacjach
Komisji ds. DNA przy ISFG [4]. W bazie YHRD
populacje polska zaliczono do metapopulacji
wschodnioeuropejskiej wraz z innymi populacjami
pdinocnej Stowianszczyzny, a takze Stowencami,
Litwinami i Lotyszami [7].

Liczne dane sugeruja odrebnos¢ genetyczng
haplotypéw Y-STR w populacji polskiej wzgle-
dem innych populacji stowianskich, a takze Litwi-
néw i Lotyszy moéwiacych jezykami baltyckim [8,
9]. Przypuszczalnie wynika ona z istotnych réznic
miedzypopulacyjnych w wystepowaniu haplogrup
chromosomu Y [10, 11]. Ponadto w ostatnich latach
liczebnos$¢ bazy YHRD znaczaco wzrosla, rowniez
dla populacji polskiej, co eliminuje koniecznos¢
stosowania metapopulacji obejmujacych bliskie, ale
jednak genetycznie odrebne populacje.

W zwiazku z powyzszym zaleca sie, aby do
opiniowania wynikow analizy polimorfi-
zmu Y-STR na podstawie bazy YHRD sto-
sowac jako populacje referencyjna baze ha-
plotypow Y-STR z Polski.

Polskojezyczna Grupa Robocza ISFG zaleca tez, by
laboratoria genetyczno-sagdowe w Polsce regularnie
przekazywaly haplotypy Y-STR oznaczane w ramach
dzialalnosci ustugowej i badan naukowych do bazy
YHRD w celu dalszego zwigkszania ich liczebnosci.

Poniewaz pula haplotypéw Y-STR w populacjach
z roznych regiondéw Polski wykazuje homogennos¢
[12], nie ma konieczno$ci stosowania lokalnych baz
haplotypéw Y-STR w typowych sytuacjach dotycza-
cych mezczyzn z polskiej populacji. W przypadku
0sob z populacji innych niz polska (np. kiedy po-

the evidential value for the Y chromosome depends
to alarge extent on the size of the population sample.
For example, for a Y-STR haplotype which has not
been observed even once in the YHRD, the eviden-
tial value will be greater proportionally to the grow-
ing number of examined Y chromosomes from the
reference population. In order to increase the size of
population samples for the statistical assessment of
the value of evidence from DNA testing, a number
of metapopulations were established in the YHRD,
representing groups of populations characterised by
relatively small genetic distances of the Y-STR hap-
lotypes. The possibility of statistical analysis based
on the genetic structure of Y-STR haplotypes has
been included in the recommendations of the ISFG
DNA Commission [4]. In the YHRD, the Polish
population has been classified among the Eastern
European metapopulations along with other north-
ern Slavic populations as well as the Slovenes, Lithu-
anians and Latvians [7].

However, multiple data indicate genetic dis-
tinctiveness of the Y-STR haplotypes in the Polish
population compared to other Slavic populations,
as well as Lithuanians and Latvians speaking Baltic
languages [8, 9], which probably arises from signif-
icant interpopulation differences in the occurrence
of the Y chromosome haplogroups [10, 11]. In ad-
dition, the size of the YHRD has increased signifi-
cantly in recent years, also for the Polish population,
which eliminates the need to rely on metapopula-
tions comprising close but nevertheless genetically
distinct populations.

Therefore, it is recommended that a da-
tabase of the Polish Y-STR haplotypes is
employed as a reference population in the
preparation of forensic opinions incorpo-
rating the results of Y-STR polymorphism
analysis based on the YHRD.

At the same time, the Polish Speaking Working
Group of the ISFG recommends that forensic genet-
ic laboratories in Poland should regularly transfer
Y-STR haplotypes from the Polish population (de-
termined as part of their research projects and com-
mercial services) to the YHRD in order to further
increase the number of Y chromosome haplotypes
occurring in Poland.

Since the pool of Y-STR haplotypes in popula-
tions living in different regions of Poland is homo-
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zwany o ojcostwo pochodzi z kraju, w ktérym matka
dziecka przebywala w okresie koncepcyjnym) wska-
zane byloby przeprowadzenie dodatkowej analizy
statystycznej profilu Y-STR na podstawie bazy ha-
plotypow dla najblizszej populacji w odniesieniu do
pochodzenia badanego mezczyzny.

Zakres badan

W bazie YHRD mozna oszacowac warto$¢ dowo-
dowa z badania polimorfizmu chromosomu Y, opie-
rajac si¢ na réznych zestawach markeréw Y-STR.
Liczbe haplotypow z populacji polskiej oznaczonych
réznymi zestawami markeréw Y-STR i zdeponowa-
nych w bazie YHRD przedstawiono w tabeli I.

Wigksza liczba zbadanych markeréw Y-STR wig-
ze si¢ z wigkszg sitg dyskryminacji, zatem w prak-
tyce korzystne jest stosowanie zestawdw o jak naj-
wiekszej liczbie markerdw. Z tabeli I wynika jednak,
ze w bazie YHRD znajduje si¢ stosunkowo niewiele
haplotypéw oznaczonych najnowszymi zestawami
do identyfikacji, ktére umozliwiaja jednoczesna
analize ponad 20 markeréw Y-STR, tj. zestawami
PowerPlex Y23 i AmpFISTR Yfiler Plus. W zwigz-
ku z tym warto$¢ dowodu z badania polimorfi-
zmu chromosomu Y dla tych zestawéw wydaje sie
dos¢ ograniczona. Z kolei zestaw AmpFISTR Yfiler
o nieco mniejszej liczbie markeréw oferuje prawie
5 tysigcy chromosomoéw Y do poréwnania w bazie
YHRD, co odpowiada prawie 60% wszystkich chro-
mosomow Y z populacji polskiej obecnych w bazie.

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 1-18

geneous [12], there is no need to use local Y-STR
haplotype databases in typical situations involving
male representatives of the Polish population. In sit-
uations involving men from populations other than
Polish (e.g. when the defendant in a paternity case
comes from a country in which the child’s mother
stayed during the period of conception), it might be
advisable to conduct an additional statistical analysis
of the Y-STR profile based on the database of haplo-
types for the nearest population in relation to the or-
igin of the man whose paternity is to be adjudicated.

Scope of analysis

Using the YHRD, it is possible to estimate the ev-
idential value of the analysis of the Y chromosome
polymorphism based on various sets of the Y-STR
markers. The number of haplotypes in the Polish pop-
ulation determined with different sets of Y-STR mark-
ers and included in the YHRD is shown in Table I.

The greater the number of examined Y-STR
markers, the higher the power of discrimination,
so0 in practice it appears beneficial to use kits with
the largest possible number of markers. However, as
the Table I shows, the YHRD contains relatively few
haplotypes analysed by the latest identification kits
supporting simultaneous analysis of more than 20
Y-STR markers (i.e. PowerPlex Y23 and AmpFISTR
Yfiler Plus kits). Consequently, the value of evidence
based on the examination of Y chromosome poly-
morphism using these kits appears to be fairly limit-

Tabela 1. Poréwnanie liczby haplotypéw z populacji polskiej oznaczonych réznymi zestawami markeréw
Y-STR i zdeponowanych w bazie YHRD (wersja R61 z 24 czerwca 2019 r.)

Table I. Comparison of the number of haplotypes from the Polish population, determined using different sets of
Y-STR markers and deposited in the YHRD (version R61, 24 June 2019)

Nazwa zestawu markeréw Y-STR | Liczba markeréw Liczba haplotypéw Udziat w stosunku do liczby
Name of set of Y-STR markers Y-STR z populagji polskiej w bazie | haplotypéw minimalnych
Number of Y-STR YHRD (%)
markers Number of haplotypes from Proportion in relation to
the Polish population in the the number of minimal
YHRD haplotypes (%)
Haplotyp minimalny 8 7974 100
Minimal haplotype
PowerPlex Y 11 5041 63
AmpFISTR Yfiler 16 4683 59
PowerPlex Y23 22 873 11
AmpFISTR Yfiler Plus 25 653 8
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typing
Z tego wzgledu zaleca sie, aby w opiniach
z zakresu genetyki sadowej wykorzystywac
standardowy, minimalny zestaw do ana-
lizy polimorfizmu Y-STR skladajacy sie
z 16 markerow amplifikowanych przy uzy-
ciu zestawu AmpFISTR Yfiler, tj. DYS19,

DYS385, DYS389I, DYS389II, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS437,
DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,
DYS458, DYS635 i GATA H4.

Do oznaczenia tych 16 markeréw stuza zestawy
oferowane przez réznych producentéw, dzieki cze-
mu biegly wykonujacy badania nie jest ograniczony
do jednego zestawu.

Jesli analiza polimorfizmu Y-STR opiera si¢ na
wynikach sekwencjonowania nastepnej generacji,
dopuszczalne jest opracowywanie ekspertyz z za-
kresu genetyki sadowej na podstawie 13 markeréw
Y-STR wchodzacych w sklad zestawu AmpFISTR
Yfiler, z pomini¢ciem markeréw DYS393, DYS456
i DYS458. Nie wiaczono ich do niektérych zestawow
do oznaczania haplotypéw Y-STR metoda HTS sto-
sowanych w polskich laboratoriach genetyczno-
-sagdowych.

Przy poréwnywaniu uzyskanych profili Y-STR
z bazg YHRD wskazane jest przeprowadzenie do-
datkowych poréwnan, opierajac si¢ na haplotypach
obejmujacych mniejsza liczbe markerow, dla ktorych
w bazie YHRD dostepnych jest wigcej chromoso-
moéw Y (tabela I) w celu zwigkszenia wartosci dowo-
dowej. Wynikiem o najwiekszej wartosci dowodo-
wej jest ten, ktory dla danej populacji daje najnizsza
czesto$¢ identycznych haplotypéw wséréd poréwny-
wanych profili. Przy poréwnywaniu profili Y-STR
z bazg danych z pominieciem czgs$ci markerow zale-
cane jest jednak wykluczenie z analizy statystycznej
pasujacych haplotypow z bazy YHRD réznigcych sie
w zakresie tych markeréw, ktére zostaly pominigte
przy przeszukiwaniu bazy danych [13].

Przyktad: Oznaczony u badanego mezczyzny
haplotyp 16 markerow Y-STR (Yfiler) pojawia sig
w populacji polskiej w bazie YHRD z czestoscig ob-
serwowang 0/4683 haplotypy. Dodatkowe porow-
nanie z bazg YHRD w zakresie 8 markeréw Y-STR
(haplotyp minimalny) wskazuje, ze identyczny profil
Y-STR wystepuje w populacji polskiej z czgstoscig ob-
serwowang 1/7974 haplotypy. W naszym przyktadzie
zaktadamy, ze dla pasujgcego haplotypu minimalne-

ed. In contrast, the AmpFISTR Yfiler kit containing
a slightly smaller number of markers provides — for
the purpose of comparison with the YHRD - a total
of nearly 5,000 Y chromosomes, which accounts for
close to 60% of all Y chromosomes from the Polish
population deposited in the database.

For this reason, 16 markers amplified
with the AmpFISTR Yfiler kit, i.e. DYS19,

DYS385, DYS3891, DYS389II, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS437,
DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,

DYS458, DYS635 and GATA H4, are recom-
mended as the standard minimum set for
the analysis of Y-STR polymorphism used
in forensic genetic opinions.

The set of 16 markers can be determined using
kits offered by a variety of manufacturers, so that an
expert conducting the examination is not limited to
one Kkit.

If the analysis of Y-STR polymorphism is based
on the results of next generation sequencing, it is
an acceptable procedure to prepare forensic genetic
opinions on the basis of 13 Y-STR markers includ-
ed in the AmpFISTR Yfiler kit, without the markers
DYS393, DYS456 and DYS458. These markers have
not been incorporated into some of the kits used for
the determination of Y-STR haplotypes based on the
HTS method which are used in forensic genetic lab-
oratories in Poland.

When comparing the derived Y-STR profiles with
the YHRD, in order to improve the evidential value,
the advised procedure is to conduct additional com-
parisons based on haplotypes consisting of a smaller
number of markers, for which more Y chromosomes
are available in the YHRD (Table I). The result with
the highest evidential value is the one which - for
a given population - gives the lowest frequency of
identical haplotypes among the compared profiles.
However, when comparing Y-STR profiles with the
database with the omission of some markers, it is
recommended that the statistical analysis excludes
from the YHRD matching haplotypes that differ
with respect to the markers that were omitted when
searching the database [13].

Example: The haplotype of 16 Y-STR markers
(Yfiler) determined in a man undergoing genetic tests
occurs in the Polish population in the YHRD with the
observed frequency of 0/4683 haplotypes. An addition-
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g0 z bazy YHRD jest dostepna informacja o allelach
markerow spoza haplotypu minimalnego wchodzg-
cych w sktad zestawu Yfiler. Poniewaz pasujgcy ha-
plotyp minimalny rézni sig od haplotypu oznaczonego
u badanego mezczyzny w markerach niewchodzgcych
w zakres haplotypu minimalnego, haplotyp ten wy-
kluczamy z analizy statystycznej, odejmujgc go od
liczby obserwaciji w danej populacji. Uzyskujemy za-
tem czestos¢ obserwowang 0/7974, ktéra ma wigkszg
wartos¢ dowodowq niz czestos¢ obserwowana uzy-
skana dla catego zestawu Yfiler.

Obecnie baza YHRD nie pozwala na wglad
w pozostale allele haplotypow Y-STR, ktore w prze-
szukiwanym zakresie sa zgodne z analizowanym
profilem DNA, dlatego przy ocenie wartosci dowo-
du z badan genetycznych na podstawie bazy YHRD
wystarczy oszacowanie czestosci haplotypu Y-STR
w danej populacji przy uzyciu oznaczonego haplo-
typu oraz haplotypéw obejmujacych mniejszg liczbe
markeréw i wybranie wyniku o najwiekszej wartosci
dowodowe;j.

Jesli istnieje koniecznos$¢ rozrdéznienia mate-
rialu biologicznego pochodzacego od mezczyzn
spokrewnionych w linii meskiej na podstawie ana-
lizy polimorfizmu chromosomu Y, wskazane jest
rozszerzenie badania o szybko mutujace markery
Y-STR (rapidly mutating Y-STR - RM Y-STR) [14].
Markery RM Y-STR zostaly wlaczone do najnow-
szych zestawoéw do analizy polimorfizmu Y-STR:
zestaw PowerPlex Y23 zawiera dwa takie markery
(DYS570, DYS576), zas zestaw AmpFISTR Yfiler
Plus sze$¢ (DYS449, DYS518, DYS570, DYS576,
DYS627, DYF387S1). Réwniez do zestawu ForenSeq
opartego na technologii HTS wiaczono cztery mar-
kery szybko mutujgce (DYS570, DYS576, DYS612,
DYF387S1). Mimo wysokiego wspofczynnika mu-
tacji pelen zestaw 13 opisanych dotad markeréw
RM Y-STR daje 19,5% prawdopodobienstwa zaob-
serwowania réznicy miedzy ojcem a synem; praw-
dopodobienstwo to rosnie, jesli badanie dotyczy
mezczyzn o mniejszym stopniu pokrewienstwa, np.
biologicznych braci. Dla poréwnania: niezawieraja-
cy markeréw szybko mutujacych zestaw AmpFISTR
Yfiler umozliwia rozréznienie haplotypéw Y-STR
ojca i syna zaledwie w 4,7% przypadkow [15].

Jesli material genetyczny jest silnie zdegradowa-
ny, uzyskany np. ze szczatkéw kostnych, w badaniu
polimorfizmu Y-STR mozliwe jest zaobserwowa-
nie profilu szczatkowego, a nawet braku jakich-
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al comparison with the YHRD performed for 8 Y-STR
markers (minimal haplotype) shows that an identical
Y-STR profile occurs in the Polish population with the
observed frequency of 1/7974 haplotypes. In this ex-
ample, it is assumed that for a matching minimal hap-
lotype from the YHRD, information is available about
allele markers outside the minimal haplotype which
are included in the Yfiler kit. Since the matching min-
imal haplotype is different from the haplotype deter-
mined in the man under study in the markers outside
the range of the minimal haplotype, this haplotype is
removed from statistical analysis by subtracting it from
the number of observations in a given population. The
resulting observed frequency is 0/7974, which demon-
strates a higher evidential value than the observed fre-
quency obtained for the entire Yfiler kit.

Since the YHRD currently does not provide insight
into the other alleles of the Y-STR haplotypes, which
in the evaluated range are consistent with the analysed
DNA profile, when assessing the value of evidence
obtained from genetic testing based on the YHRD, it
suffices to estimate the frequency of the Y-STR haplo-
type in a particular population using the determined
haplotype and haplotypes comprising fewer markers,
and selecting the result with the highest evidential val-
ue for the preparation of a forensic opinion.

If there is a need to differentiate biological ma-
terial obtained from males related in the male line
by analysing Y chromosome polymorphism, it is
advisable to extend the analysis to include rapid-
ly mutating Y-STR markers (RM Y-STR) [14]. RM
Y-STR markers have been incorporated into the
latest Y-STR polymorphism analysis kits: Pow-
erPlex Y23 contains two such markers (DYS570,
DYS576), while AmpFISTR Yfiler Plus has six such
markers (DYS449, DYS518, DYS570, DYS576,
DYS627, DYF387S1). Four rapidly mutating mark-
ers (DYS570, DYS576, DYS612, DYF387S1) have
also been added to the ForenSeq kit based on the
HTS technology. Despite a high mutation rate, the
complete set of 13 RM Y-STR markers described to
date offers 19.5% probability of identifying a differ-
ence between father and son; the level of probabili-
ty increases in men with a lower degree of kinship,
e.g. biological brothers. For comparison, the Amp-
FISTR Yfiler kit (not containing any rapidly mutat-
ing markers) makes it possible to differentiate the
Y-STR haplotypes of father and son in just 4.7% of
cases [15].
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dla celéw sadowych

kolwiek produktow amplifikacji. W takiej sytuacji
informacji o chromosomie Y badanego materialu
biologicznego moze dostarczy¢ badanie polimor-
fizmu pojedynczych nukleotydow (single nucleoti-
de polymorphism - SNP). Obecnie na rynku nie
ma gotowych komercyjnych zestawéw do analizy
polimorfizmu SNP chromosomu Y, dlatego bada-
nie markeréw Y-SNP wymaga stosowania metod
opracowanych we wlasnym zakresie lub juz opu-
blikowanych i zwalidowanych przez laboratorium.
Haplotypy chromosomu Y zdefiniowane przez
markery Y-SNP s3g okreslane mianem haplogrup
i pochodza od wspoélnego przodka. Haplogrupy
chromosomu Y wykazuja wysoki stopien specyficz-
nosci populacyjnej, co moze zosta¢ wykorzystane
np. w przewidywaniu pochodzenia biogeograficz-
nego sprawcy przestepstwa. W pracach naukowych
powszechnie wykorzystuje si¢ dwa rodzaje nomen-
klatury haplogrup chromosomu Y: hierarchicz-
n3, wykorzystujaca naprzemiennie litery i liczby
w celu okreslenia doktadnej lokalizacji w drzewie
filogenetycznym ludzkiego chromosomu Y, oraz
skrocong, zawierajaca informacje o gléwnej haplo-
grupie (jednej z 21 oznaczanych wielkimi literami
Y i A-T) i terminalnej (filogenetycznie najmiod-
szej) mutacji definiujacej dang haplogrupe [16,
17]. Poniewaz nomenklatura hierarchiczna haplo-
grup chromosomu Y zalezy od liczby poznanych
dotad polimorfizméw Y-SNP, ktéra nieustannie si¢
zmienia, obecnie odchodzi si¢ od jej stosowania.
Na przykliad jedna z czestszych haplogrup w popu-
lacji polskiej zgodnie z nomenklaturg hierarchicz-
ng nosita nazwe E3b w 2002 r. i E1b1b1 w 2008 r.,
posiada natomiast jedng, niezmienng nazwe skro-
cong E-M35. Jesli badanie obejmuje markery de-
finiujagce podhaplogrupy oznaczonej haplogrupy,
w ktorych nie wykryto alleli zmutowanych, nazwa
skrocona jest poszerzana o t¢ informacje. Przykla-
dowo, nazwa R-M17*(xM458) oznacza haplogrupe
R-M17, w ktérej nie wykryto allelu zmutowanego
w markerze M458, ktéry z kolei definiuje haplo-
grupe R-M458 stanowiaca podhaplogrupe haplo-
grupy R-M17.

Zaleca sie, aby wynik analizy polimorfizmu
Y-SNP w badaniach z zakresu genetyki s3-
dowej byl przedstawiany w postaci listy
badanych polimorfizméw Y-SNP i ozna-
czonych alleli oraz haplogrupy nazwanej

If the genetic material is highly degraded, for
example derived from bone remains, the analysis of
Y-STR polymorphism may reveal a residual profile
or even the absence of any amplification products.
If this is the case, information about the Y chro-
mosome of the biological material under study can
be obtained by analysing single nucleotide poly-
morphism (SNP). As there are currently no ready-
made commercial kits for analysing the Y chromo-
some SNP, in practice the determination of Y-SNP
markers requires the application of in-house or
published methods validated by the testing labora-
tory. Haplotypes of the Y chromosome defined by
Y-SNP markers are referred to as haplogroups, and
they come from a common ancestor. Haplogroups
of the Y chromosome show a high degree of pop-
ulation specificity. This feature can be used, for ex-
ample, for predicting the biogeographical origin of
crime perpetrators. Two types of nomenclature are
commonly used in scientific papers to describe the
haplogroups of the Y chromosome: hierarchical,
using alternating letters and numbers to determine
the exact location in the phylogenetic tree of the
human Y chromosome; and abbreviated, contain-
ing information about the main haplogroup (one of
21, denoted with the capital letters Y and A-T) and
the terminal (phylogenetically the youngest) muta-
tion defining a given haplogroup [16, 17]. Since the
hierarchical nomenclature of haplogroups of the
Y chromosome depends on the number of known
Y-SNP polymorphisms, which constantly chang-
es, it is used less and less frequently. For example,
one of the more prevalent haplogroups in the Pol-
ish population was called E3b in 2002, and E1b1bl
in 2008, according to the hierarchical nomencla-
ture, while it invariably has the same abbreviated
name E-M35. If a study involves markers defining
the sub-haplogroups of the analysed haplogroup in
which no mutated alleles were detected, the abbre-
viated name is extended to include this information.
For example, the name R-M17*(xM458) denotes the
haplogroup R-M17 in which no mutant allele was
detected in the marker M458 which, in turn, defines
the haplogroup R-M458 (a sub-haplogroup of the
haplogroup R-M17).

It is recommended that the outcome of
Y-SNP analysis in forensic genetic tests is
presented in the form of a list of examined
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zgodnie z nomenklatura skrécong. Jezeli do
analizy statystycznej wynikow wykorzysta-
no czesto$¢ oznaczonej haplogrupy w danej
populacji, nalezy poda¢ zrédlo (np. publi-
kacje naukowa), z ktorego zaczerpnieto in-
formacje o czestosci.

Analiza profilu Y-STR pochodzacego od
jednej osoby

Przy analizie i interpretacji wyniku analizy po-
limorfizmu Y-STR pochodzacego od jednej osoby,
zwlaszcza w celu wykluczenia mieszaniny, nalezy
wzigé pod uwage nastepujace zjawiska:

1. Wigkszos¢ markeréw Y-STR posiada jeden allel
(tzw. markery jednokopijne). Istnieje jednak licz-
na grupa markeréw, ktorych startery amplifikuja
zwykle wigcej niz jeden locus chromosomu Y (tzw.
markery wielokopijne). Jednym z nich jest DYS385
wchodzacy w sklad najczesciej wykorzystywanych
w praktyce zestawéw do analizy polimorfizmu
Y-STR, ktéry posiada zwykle dwa allele. Innym
przykladem jest DYF387S1 wchodzacy w sklad
zestawow AmpFISTR Yfiler Plus i ForenSeq, ktdry
réwniez wykazuje zwykle dwa allele, cho¢ w jego
przypadku stosunkowo czgsto obserwuje sie trzy,
a niekiedy nawet cztery allele [18].

Wystapienie tylko jednego allelu DYS385 lub

DYF387S1 czgsto interpretowane jest jako obec-

no$¢ dwoch identycznych alleli i taki podwojony

zapis (np. DYS385%11,11) jest wykorzystywany

w bazie YHRD. Poniewaz przyczyna wystapie-

nia tylko jednego allelu w przypadku markeréw

wielokopijnych (dwa identyczne allele lub brak
amplifikacji jednego locus, np. na skutek dele-
cji) czesto jest nieznana, zaleca si¢ stosowanie

w opiniach zapisu tylko z jednym allelem (np.

DYS385*11). Komisja ds. DNA przy ISFG zaleca,

aby nomenklatura alleli STR oznaczanych meto-

da HTS byta kompatybilna z nomenklaturg alleli
oznaczanych metoda elektroforezy kapilarnej,
zapis z jednym allelem powinien by¢ stosowa-
ny réwniez w przypadku wystapienia alleli izo-
metrycznych i dodatkowo uzupelniony o infor-
macje¢ o ich obecnosci i wykazanych réznicach

w sekwencji (w nawiasie po nazwie allelu w tabeli

z haplotypem Y-STR lub w formie przypisu pod

tabela odnoszacego si¢ do markera, w ktérym
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Y-SNP polymorphisms and identified al-
leles, and a haplogroup designated accord-
ing to the abbreviated nomenclature. If the
frequency of the determined haplogroup in
a given population is used for the statistical
analysis of results, the source (e.g. a pub-
lished scientific paper) from which data on
the frequency is taken should be quoted.

Analysis of the Y-STR profile originating
from one person

When analysing and interpreting the outcome
of analysis of the Y-STR polymorphism originat-
ing from one person, especially in order to exclude
a mixture, the following aspects must be taken into
consideration:

1. Most Y-STR markers typically have one allele
(the so-called single-copy markers). However,
there is also a numerous group of markers where
primers, as a rule, amplify more than one locus
on the Y chromosome (the so-called multi-co-
py markers). One of these markers is DYS385,
which is included in the most widely used kits
for the analysis of Y-STR polymorphism, and
which usually has two alleles. Another example
is DYF387S1, an element of the AmpFISTR Yfiler
Plus and ForenSeq kits. DYF387S1 also typically
has two alleles, though three or even four alleles
are quite common in this marker as well [18].
The occurrence of just one allele DYS385 or
DYF387S1 is frequently interpreted as the pres-
ence of two identical alleles, and this double no-
tation (e.g. DYS385%11.11) is used in the YHRD
database. Since the cause of occurrence of just one
allele in multi-copy markers is often unknown
(two identical alleles or lack of amplification of
one locus, for example due to deletion), it is rec-
ommended that a notation with just one allele (e.g.
DYS385*11) is applied in forensic expert opinions.
Since the ISFG DNA Commission recommends
that the nomenclature used for STR alleles eval-
uated by the HTS method is consistent with the
nomenclature of alleles determined by capillary
electrophoresis, the notation with a single allele
should also be used if isometric alleles are found,
and it should be additionally provided with in-
formation on their presence as well as differences
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typing
wykazano allele izometryczne), jesli obecnos¢
alleli izometrycznych zostala wykorzystana do
poréwnania profili, analizy statystycznej i opra-
cowania opinii.

2. W przypadku niektérych markeréw jednokopij-
nych obserwuje si¢ duplikacje lub nawet triplika-
cje. Wigkszo$¢ duplikacji stanowig allele réznigce
sie jedna jednostka repetytywna (83% w amery-
kanskiej bazie haplotypéw Y-STR) [13].

3. Niektdére duplikacje moga dotyczy¢ wiekszych
fragmentéw chromosomu Y, co przejawia si¢
w postaci duplikacji markeréw jednokopijnych
zlokalizowanych blisko siebie na chromosomie.

4. Delecja fragmentu chrosomomu Y skutkuje bra-
kiem amplifikacji danego markera i jest okreslana
jako allel zerowy. Mutacja w miejscu przylacza-
nia startera takze moze prowadzi¢ do wystapie-
nia allelu zerowego. Taki allel powinien by¢ po-
twierdzony przez druga niezalezng amplifikacje.
Jednoczesnie nalezy wykluczy¢ jako mozliwa
przyczyne braku amplifikacji wypadnigcie locus
(locus dropout) z powodu zbyt malej ilosci DNA
uzytej do reakgcji, jego degradacji lub obecnosci
inhibitoréw.

5. Niektore delecje moga dotyczy¢ wiekszych frag-
mentéw chromosomu Y, co ujawnia si¢ jako brak
amplifikacji markeréw zlokalizowanych blisko
siebie na chromosomie.

Prég stochastyczny nie ma zastosowania w przy-
padku jednokopijnych markeréw Y-STR. Duplika-
cje sa bardzo rzadkie, w zwiazku z tym niewykrycie
drugiego allelu w przypadku duplikacji nie wpltywa
istotnie na wynik analizy statystycznej [13]. Dla
wielokopijnych markeréw Y-STR nalezy wyznaczy¢
prog stochastyczny identycznie jak dla heterozygot
w przypadku markeréw autosomalnych.

Analiza mieszanych profili Y-STR

Osoby o fenotypie kobiety moga wykazywacd
obecnos¢ petnego lub czesciowego profilu Y-STR
np. na skutek translokacji, wrodzonych zaburzen
rozwoju plci lub operacji zmiany plci. Genetyczno-
-sagdowe badanie polimorfizmu dlugosci fragmentu
genu amelogeniny u zdrowych mezczyzn z delecja
tego genu na chromosomie Y dostarcza wyniku,
ktéry wskazuje na ple¢ zenska. Na 37454 mezczyzn,
ktérych profile zgromadzone sg w krajowej bazie
danych DNA, delecja genu amelogeniny na chro-

identified in the sequence (in parentheses after the
allele name in the table with the Y-STR haplotype
or as a footnote under the table, referring to the
marker in which the isometric alleles were detect-
ed), in cases where the presence of isometric alleles
was used for the comparison of profiles, statistical
analysis and preparation of a forensic opinion.

2. In some single-copy markers, duplications or
even triplications are reported. Most duplications
are alleles differing in one repeat unit (83% in the
US database of Y-STR haplotypes) [13].

3. Some duplications may involve larger fragments
of the Y chromosome, which manifests itself as
duplications of single-copy markers located close
together on the chromosome.

4. Deletion of a fragment of the Y chromosome re-
sults in the lack of amplification of a given mar-
ker, and it is referred to as the zero allele. A mu-
tation at the primer attachment site may also lead
to the zero allele. Such an allele should be con-
firmed by a second independent amplification.
At the same time, it is necessary to rule out locus
dropout due to insufficient amount of DNA used
for the reaction, DNA degradation or the presen-
ce of inhibitors as a possible cause for the absence
of amplification.

5. Some deletions may involve larger fragments of
the Y chromosome, which is manifested as the
lack of amplification of markers lying close toge-
ther on the chromosome.

The stochastic threshold does not apply to sin-
gle-copy Y-STR markers. Duplications are very rare,
so failure to detect the second allele in the case of
duplication does not significantly affect the outcome
of statistical analysis [13]. For multi-copy Y-STR
markers, a stochastic threshold should be deter-
mined identically as for heterozygotes in the case of
autosomal markers.

Analysis of mixed Y-STR profiles

Individuals with a female phenotype may be
found to have a complete or partial Y-STR profile,
for example because of translocation, congenital
sex development anomalies, or sex reassignment
surgery. Forensic genetic examination of polymor-
phism in the length of the amelogenin gene frag-
ment in healthy men with deletion of this gene on
the Y chromosome yields a result indicating the
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mosomie Y pojawila si¢ 9 razy, zatem wystepuje
ona u mezczyzn w Polsce z czgstoscia okoto 0,024%.
Z tego wzgledu polimorfizm Y-STR nalezy oznaczy¢
w materiale poréwnawczym pobranym od wszyst-
kich osob, od ktorych moze pochodzi¢ DNA zawar-
ty w mieszaninie, w ktdérej wykryto allele Y-STR,
niezaleznie od plci fenotypowej lub genetycznej ba-
danych oséb.

Prébke DNA uznaje si¢ za pochodzacg od wig-
cej niz jednego mezczyzny, jesli zaobserwowano
dwa lub wigcej alleli w przypadku dwdch lub wiecej
markeréw jednokopijnych [13]. Przy takiej interpre-
tacji nalezy wzia¢ pod uwage mozliwos¢ duplikacji
wigkszego fragmentu chromosomu Y, obejmujacego
markery zlokalizowane blisko siebie na chromoso-
mie. Dodatkowo za obecno$cia mieszaniny moze
przemawia¢ obecnos$¢ alleli znacznie réznigcych sie
liczbg jednostek repetytywnych (wigkszos¢ dupli-
kacji ujawnia sie jako allele réznigce sie tylko jedna
jednostka repetytywna).

Haplotyp Y-STR pochodzacy od jednej oso-
by moze by¢ odtworzony przy analizie mieszaniny
DNA jako wyraznie odznaczajacy sie¢ wysokoscia
pikéw profil wigkszosciowy (ewentualnie réwniez
mniejszosciowy) lub w przypadku prébek intym-
nych, w ktérych wykryto mieszanine o zblizonej
wysokosci pikéw, poprzez wykluczenie z profilu
mieszanego alleli pochodzacych od wytypowanej
osoby w sytuacji, gdy zaklada si¢ obecnos¢ jej DNA
w mieszaninie (np. alleli ofiary). Takie odtworzone
haplotypy Y-STR pochodzace z jednego zrédia (od
jednego dawcy) moga by¢ uzyte do celow porow-
nawczych.

Mieszaniny alleli Y-STR, w ktorych nie da si¢ wy-
rézni¢ pojedynczych profili, moga by¢ bezposred-
nio uzyte do wykluczenia obecno$ci w mieszaninie
DNA osoby, od ktérej badany jest material porow-
nawczy, jedli allele tej osoby nie s3 obecne w miesza-
ninie. Obliczenie ilorazu wiarygodnosci (likelihood
ratio — LR) dla obecnosci chromosomu Y wskazanej
osoby w takiej mieszaninie jest mozliwe np. przy
uzyciu narzedzia ,,Y-STR Mixture Calculation’, do-
stepnego na stronie internetowej YHRD.

Analiza statystyczna

Jesli pelny lub cze$ciowy profil Y-STR pocho-
dzacy od jednej osoby, ktéry zaobserwowano w ba-
danym materiale biologicznym jako profil bez cech

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 1-18

female sex. In 37,454 men whose profiles are de-
posited in the national DNA database, deletion of
the amelogenin gene on the Y chromosome appears
9 times, so it occurs in Polish men at the approxi-
mate frequency of 0.024%. For this reason, Y-STR
polymorphism should be evaluated in reference
material obtained from all individuals whose DNA
may be present in the mixture in which Y-STR al-
leles were identified, regardless of the phenotypic or
genetic sex of the examined individuals.

A DNA sample is considered to come from more
than a single male if two or more alleles are observed
for two or more single-copy markers [13]. This in-
terpretation should take into account the possibility
of duplication of a larger fragment of the Y chromo-
some, covering markers located close to each other
on the chromosome. An additional factor suggesting
a mixture is the presence of alleles with significantly
different numbers of repeat units (most duplications
present as alleles that differ in just one repeat unit).

The Y-STR haplotype derived from one person
can be reconstructed in the analysis of a DNA mix-
ture as a majority profile clearly distinguishable by
the height of peaks (possibly also a minority profile)
or - in intimate samples where a similar peak height
was detected in the mixture - by excluding from the
mixed profile the alleles originating from the select-
ed person in situations when the presence of their
DNA in the mixture is presumed (e.g. alleles of the
victim). Such reconstructed Y-STR haplotypes orig-
inating from one source (from a single donor) can
be used for comparative purposes.

Mixtures of Y-STR alleles in which individual
profiles cannot be identified, can be employed di-
rectly to exclude the presence in the mixture of DNA
of the person whose reference material is analysed,
if that person’ alleles are not present in the mixture.
Calculating the likelihood ratio (LR) for the pres-
ence of the Y chromosome of a specified individual
in such a mixture is possible, for example, using the
“Y-STR Mixture Calculation” tool which is available
on the YHRD website.

Statistical analysis

If the full or partial Y-STR profile of a single per-
son observed in the examined biological material
as a profile without the characteristics of a mixture
or a separable constituent of a mixture is consistent
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dla celéw sadowych
mieszaniny lub dajacy sie wyodrebni¢ sktadnik mie-
szaniny, jest zgodny z profilem Y-STR materiatu po-
réwnawczego, nalezy oszacowac czesto$¢ obserwo-
wang i czestos$¢ oczekiwang (prawdopodobienstwo
zaobserwowania profilu Y-STR) w populacji na pod-
stawie danych z odpowiedniej bazy populacyjne;j.

Czesto$¢ obserwowana wyrazona jest wzorem
n/N, gdzie n oznacza liczb¢ obserwacji w danej po-
pulacji, za$§ N oznacza liczbg zbadanych haplotypow
z danej populacji zdeponowanych w bazie YHRD.
Wynika z tego, ze jesli badanego haplotypu Y-STR
nie zaobserwowano ani razu w bazie danych, cze-
sto§¢ obserwowana przyjmuje wartos¢ 0.

Aktualnie baza YHRD umozliwia oszacowanie
czestosci oczekiwanej z uzyciem 3 réznych metod:

o jako czestos¢ powiekszong (augmented frequen-
cy), ktéra odpowiada czestosci obserwowanej po
dodaniu do bazy danych zaobserwowanego ha-
plotypu i wyrazona jest wzorem (n + 1)/(N + 1),
gdzie liczba 1 odpowiada badanemu haplotypowi
(dzigki uwzglednieniu we wzorze badanego ha-
plotypu czgsto$¢ powigkszona nigdy nie przyj-
muje wartosci 0),

« na podstawie metody kappa, ktéra uwzglednia
udzial unikatowych haplotypéw (zaobserwowa-
nych tylko jeden raz) w prébce populacyjnej [19],

« na podstawie metody DL (discrete Laplace — dys-
kretny model Laplace’a), ktéra uwzglednia roz-
kiad alleli w populacji.

Najwazniejszym ograniczeniem stosowania cze-
stosci powigkszonej do opiniowania wynikéw ana-
lizy polimorfizmu Y-STR jest bezposrednia zalez-
nos$¢ wartosci dowodu z badania chromosomu Y od
wielkosci bazy danych. Problem ten omijaja metody
kappa i DL, ktére poddajg analizie uzyta baze danych
i na podstawie wystepowania pojedynczych haploty-
pow lub rozkladu alleli w populacji szacujg czestos¢
oczekiwang badanego haplotypu Y-STR. Mimo ze
metoda DL zostala niedawno zarekomendowana do
badan genetyczno-sadowych w Niemczech [20, 21],
ma ona kilka istotnych ograniczen, ktére uniemoz-
liwiajg jej uniwersalne wykorzystanie w praktyce.
W bazie YHRD jest ona dostepna tylko dla dwoch
wybranych zestawéw markeréw Y-STR (haplotyp
minimalny i zestaw AmpFISTR Yfiler) wylacznie na
poziomie metapopulacji. Ponadto nie jest mozliwe
jej uzycie w przypadku czesciowych profili DNA,
w ktérych brakuje informacji chocby dla jednego
markera, a takze w przypadku haplotypéw Y-STR

with the Y-STR profile of the reference material, the

observed and expected frequency (probability of

observing the Y-STR profile) must be determined in
the population on the basis of data from an appro-
priate population base.

The observed frequency is expressed by the for-
mula n/N, where n is the number of observations in
a given population, and N is the number of exam-
ined haplotypes from a given population that are
deposited in the YHRD. It follows that if an exam-
ined Y-STR haplotype is not observed even once in
the database, the observed frequency assumes the
value of 0.

Currently, the YHRD enables estimation of the
expected frequency using three different methods:

« as augmented frequency, corresponding to the
frequency observed after adding the observed
haplotype to the database and expressed by the
formula (n + 1)/(N + 1), where the number 1 re-
presents the studied haplotype (by including the
studied haplotype in the formula, augmented fre-
quency never takes the value of 0),

« Dbased on the kappa method, which takes into ac-
count the proportion of unique haplotypes (ob-
served only once) in the population sample [19],

o based on the DL (discrete Laplace) method,
which takes into account the distribution of alle-
les in the population.

The most important limitation in using augment-
ed frequency for the preparation of expert opinions
regarding results of Y-STR polymorphism analysis is
the direct relationship between the value of evidence
based on the Y chromosome examination and the
size of the database. This problem can be bypassed
by using the kappa and DL methods which analyse
the database used and estimate the expected fre-
quency of the Y-STR haplotype under study based
on the occurrence of individual haplotypes or the
distribution of alleles in the population. Although
the DL method has recently been recommended for
genetic and forensic studies in Germany [20, 21],
it has several significant limitations that hinder its
widespread practical application. In the YHRD, it is
available only for two selected sets of Y-STR mark-
ers (minimal haplotype and AmpFISTR Yfiler kit),
exclusively at the metapopulation level. Further-
more, the method cannot be employed for partial
DNA profiles that lack information for even a single
marker, for Y-STR haplotypes determined using the
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oznaczanych przy uzyciu zestawu ForenSeq, ktéry
nie obejmuje trzech markeréw z zestawu AmpFISTR
Yfiler, w tym jednego markera z haplotypu minimal-
nego (DYS393). Nie jest réwniez mozliwe bezposred-
nie oszacowanie czgstosci oczekiwanej metodg DL
w populacji polskiej. Natomiast poprawnos¢ zalozen
metody kappa w szacowaniu prawdopodobienstwa
wystapienia haplotypu chromosomu Y potwierdzajg
najnowsze analizy [22].

Polskojezyczna Grupa Robocza ISFG zaleca
stosowanie w ekspertyzach z zakresu gene-
tyki sadowej metody kappa do szacowania
prawdopodobienstwa zaobserwowania pro-
filu Y-STR w populagji i odpowiadajacego
mu ilorazu wiarygodnosci.

W przypadku zgodnosci migdzy profilem Y-STR
wykrytym w materiale dowodowym a profilem
Y-STR z materiatu poréwnawczego iloraz wiarygod-
nosci LR oblicza si¢ jako stosunek prawdopodobien-
stwa zaobserwowania identycznych profili - przy
zalozeniu, ze pochodzg z jednego zrédta (przyjmuje
warto$¢ 1) - do prawdopodobienstwa, ze zaobser-
wowany w materiale dowodowym profil pochodzi
od innej osoby z danej populacji, niespokrewnionej
z mezczyzng, od ktérego pobrano material porow-
nawczy, za$ zgodnos$¢ profili jest jedynie dzietem
przypadku (réwnego czgstosci oczekiwanej haploty-
pu Y-STR). Wartos¢ LR stanowi zatem odwrotnos¢
czestosci oczekiwanej. Jesli w badaniach uzyskano
profil czesciowy, ktory pasuje do profilu z materiatu
poréwnawczego, analiza statystyczna powinna doty-
czy¢ wylacznie profilu obejmujacego markery Y-STR
o oznaczonych allelach. Pojedyncza réznica wyklucza
pochodzenie profili Y-STR od jednego mezczyzny.

W ustalaniu pokrewienstwa w linii meskiej
w przypadku identycznych haplotypéw Y-STR ilo-
raz wiarygodnosci LR oblicza si¢ jako stosunek
prawdopodobienstwa zaobserwowania identycz-
nych profili przy zalozeniu, ze np. badane dziecko
jest synem badanego mezczyzny (zaklada si¢ war-
to$¢ 1, ktéra pomija rzadkie zjawisko mutacji), do
prawdopodobienstwa, ze np. chromosom Y dziecka
pochodzi od innego, niespokrewnionego mezczy-
zny z danej populacji (réwnego czestosci oczekiwa-
nej haplotypu Y-STR). Postepowanie przy oblicza-
niu LR w takiej sytuacji wyglada zatem identycznie
jak w przypadku zgodnosci profili Y-STR miedzy
materialem dowodowym a materialem poréwnaw-

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 1-18

ForenSeq kit, which does not contain three markers
from the AmpFISTR Yfiler kit including one mark-
er from the minimal haplotype (DYS393). Also, the
method provides no basis for directly estimating the
frequency expected in the Polish population. Fur-
thermore, the assumptions of the kappa method
in estimating the probability of occurrence of the
Y chromosome haplotype have been demonstrated
as correct by the latest analyses [22].

For this reason, the Polish Speaking Work-
ing Group of the ISFG recommends using
the kappa method in forensic genetic expert
opinions to estimate the probability of ob-
serving the Y-STR profile in the population,
and the corresponding likelihood ratio.

If there is a match between the Y-STR profile
found in the evidence material and the Y-STR pro-
file in the reference material, the likelihood ratio LR
is calculated as the ratio of the probability of observ-
ing identical profiles on the assumption that they
originate from a single source (taking the value of 1)
to the probability that the profile observed in the ev-
idence material comes from another person in a giv-
en population, unrelated to the man from whom the
reference material was collected, and the match of
the profiles is merely coincidental (equal to the ex-
pected frequency of the Y-STR haplotype). The LR
value is, therefore, the inverse of expected frequency.
If examinations yield a partial profile matching the
profile from the reference material, statistical anal-
ysis should be performed exclusively for the profile
including Y-STR markers with determined alleles.
A single difference excludes the possibility that the
Y-STR profiles originate from the same man.

When determining kinship in the male line in
cases with identical Y-STR haplotypes, the likeli-
hood ratio LR is calculated as the ratio of the proba-
bility of observing identical profiles on the assump-
tion that, for example, the examined child is the son
of the examined man (the value of 1 is assumed,
which disregards the rare phenomenon of muta-
tion), to the probability that, for example, the child’s
Y chromosome comes from another unrelated male
from a given population (equal to the expected fre-
quency of the Y-STR haplotype). The procedure for
calculating LR in such situations is hence identical
to that adopted when there is a match in the Y-STR
profiles between the evidence material and the refer-
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czym: iloraz wiarygodnosci LR stanowi odwrotnos¢
czestosci oczekiwanej.

W przypadku zaobserwowania réznic miedzy ha-
plotypami Y-STR w badaniu pokrewienistwa nalezy
w liczniku (wyrazajagcym prawdopodobienstwo, ze
np. haplotyp dziecka pochodzi od badanego mez-
czyzny) uwzgledni¢ wspolczynnik mutacji (muta-
tion rate — p) [23]. Wspdlczynniki mutacji markerow
Y-STR obliczone na podstawie danych z wielu badan
dostepne sg w internetowej bazie YHRD. W najprost-
szym przypadku pojedynczej mutacji jednokrokowej
zaobserwowanej u domniemanego syna, licznik we
wzorze na LR (prawdopodobienstwo przekazania
synowi haplotypu z zaobserwowana mutacjg) za-
miast warto$ci 1 przyjmuje postac p - Y2, gdzie licz-
ba % odpowiada udzialowi skrécen lub wydluzen
alleli STR wsérdd obserwowanych mutacji (badania
pokazuja, ze skrdcenia i wydluzenia wystepuja row-
nie czgsto i stanowig po polowie obserwowanych
mutacji markeréw STR). Przy wystapieniu dwoch
mutacji jednokrokowych licznik we wzorze na LR
ulega odpowiedniej modyfikacji i przyjmuje posta¢
W - Y2 -, - %, gdzie p i W, oznaczajg wspotczynniki
mutacji zmutowanych markeréw Y-STR.

W przypadkach dalszego pokrewienstwa w linii
meskiej prawdopodobienstwo pojawienia si¢ muta-
cji markera Y-STR roénie proporcjonalnie do liczby
transmisji chromosomu Y. Jesli w badaniu uczestni-
czy dwoch domniemanych braci lub domniemany
dziadek i domniemany wnuk, licznik we wzorze na
LR nalezy pomnozy¢ przez 2 (badanych mezczyzn
dzielg dwie transmisje chromosomu Y), jesli zas np.
badany jest domniemany stryj i domniemany brata-
nek, nalezy licznik pomnozy¢ przez 3.

Poniewaz mutacje wielokrokowe alleli STR ob-
serwowane sg znacznie rzadziej niz mutacje jed-
nokrokowe, w przypadku zaobserwowania muta-
cji dwukrokowej nalezy licznik we wzorze na LR
zmniejszy¢ proporcjonalnie do czestosci mutacji
wielokrokowych wsréd wszystkich zaobserwowa-
nych mutacji. Prowadzone dotad badania czestosci
mutacji Y-STR obejmowaly stosunkowo malto par
ojciec-syn, aby moéc wiarygodnie oceni¢ czgstosé
tak rzadkiego zjawiska jak mutacja wielokrokowa
allelu STR. Dostepne sa natomiast wyniki szeroko
zakrojonych badan mutacyjnosci markeréw STR
zlokalizowanych na autosomach. Badanie, ktdre ob-
jeto 1587 mutacji mikrosatelitow autosomalnych,
wykazalo, ze mutacje wielokrokowe pojawiaja sie

ence material: the likelihood ratio LR is the inverse
of expected frequency.

If differences between Y-STR haplotypes are ob-
served in kinship analysis, the numerator (expressing
the probability that, for example, the child’s haplotype
comes from the examined man) should also include
the mutation rate (u) [23]. The Y-STR marker muta-
tion rates calculated with data from multiple studies,
are available online in the YHRD. In the simplest case
of one single-step mutation observed in the alleged
son, the numerator in the LR formula (i.e. the prob-
ability of passing the haplotype containing the ob-
served mutation to the son) instead of the value of 1
assumes the form of yu - %5, where Y% corresponds to
the proportion of shorter or longer STR alleles among
the observed mutations (studies show that shortening
and lengthening occur with the same frequency and
account for half of the mutations observed in STR
markers). When two single-step mutations occur, the
numerator in the LR formula is modified accordingly,
taking the form of p - % - p,- %, where p and y, are
mutation rates of mutated Y-STR markers.

In cases of more distant kinship in the male line,
the probability of occurrence of a Y-STR marker
mutation rises in proportion to the number of trans-
missions of the Y chromosome. If a genetic exami-
nation involves two alleged brothers or an alleged
grandfather and an alleged grandson, the numera-
tor in the LR formula should be multiplied by 2 (the
distance between the examined men is equal to two
transmissions of the Y chromosome) but, for exam-
ple, in the case of an alleged uncle and an alleged
nephew, the numerator should be multiplied by 3.

In view of the fact that multi-step mutations of
STR alleles are observed far less frequently than sin-
gle-step mutations, if a two-step mutation is detect-
ed, the numerator in the LR formula should be de-
creased in proportion to the frequency of multi-step
mutations among all observed mutations. Studies
on Y-STR mutation frequencies conducted to date
have included relatively few father-son pairs to be
able to assess reliably the frequency of multi-step
mutation of the STR allele, which is a very rare phe-
nomenon. On the other hand, the results of exten-
sive studies investigating the mutation potential of
the STR markers located on the autosomes are avail-
able. A study including a total of 1,587 mutations of
autosomal microsatellites has shown that multi-step
mutations occur 33 times less frequently than sin-
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33 razy rzadziej niz mutacje jednokrokowe [24]. Po-
niewaz nie ma jakichkolwiek podstaw do zalozenia
réznic w mechanizmie mutacji markeréw STR au-
tosomoéw i chromosomu Y, obserwacje poczynione
dla markeréw autosomalnych mozna bezposrednio
przenies¢ na markery Y-STR, mnozac licznik we
wzorze na LR przez '/, jedli wyniki analizy polimor-
fizmu Y-STR sugeruja mutacje dwukrokows.

Obliczenie ilorazu wiarygodnosci LR w ustalaniu
pokrewienstwa w linii meskiej na podstawie profili
Y-STR jest mozliwe przy uzyciu narzedzia ,,Y-STR Kin-
ship-Index Calculation” dostepnego przez internetowa
baze danych YHRD. Program ten umozliwia oblicze-
nie wartosci LR w ustalaniu pokrewienistwa na podsta-
wie czestosci haplotypéw Y-STR w metapopulacjach
i uwzglednia jedynie mutacje jednokrokowe.

Czestosci profilu i wartosci LR dla haplotypu
Y-STR mnozy sie przez odpowiednie warto$ci uzy-
skane dla markeréw zlokalizowanych na innych
chromosomach i dla mitochondrialnego DNA - za-
réwno w analizie $ladéw biologicznych pod katem
pochodzenia zawartego w nich DNA od wytypowa-
nej osoby, jak i w badaniu pokrewienstwa [13].

Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.
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gle-step mutations [24]. As there are no grounds to
assume any differences in the mechanism underly-
ing the mutation of STR markers of the autosomes
and the Y chromosome, the observations made for
autosomal markers can be directly extrapolated to
the Y-STR markers by multiplying the numerator in
the LR formula by "/,  if the results of the Y-STR pol-
ymorphism analysis suggest a two-step mutation.

Calculation of the likelihood ratio (LR) in deter-
mining kinship in the male line based on the Y-STR
profiles is possible with the “Y-STR Kinship-Index
Calculation” tool which can be accessed online via
the YHRD. The application is suitable for calculating
the LR value in kinship analyses based on the Y-STR
haplotype frequencies in metapopulations, and it in-
corporates exclusively single-step mutations.

The profile frequencies and LR values for the
Y-STR haplotype are multiplied by appropriate values
obtained for the markers located on other chromo-
somes and for mitochondrial DNA, both in the analy-
sis of biological traces seeking to establish whether the
DNA contained in the biological material comes from
the suspected person, and in kinship analyses [13].
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