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Resum

En els Ultims anys, els métodes de seqlienciacié massiva han anat
evolucionant fins a abaratir els costos a preus que son assequibles fins
i tot per al public general. Tot i aixi, en genetica forense es segueixen
fent els perfilats de la mateixa manera que en els Ultims anys, amb
electroforesi capil-lar, que és un metode a cegues que només permet

distingir llargades diferents.

En aquest treball, es proposa la creacié d'un programa que permeti el
perfilat per STRs d'un individu a partir d'un arxiu amb la seva seqiliencia
completa, de manera que segueixi sent compatible amb els perfils
generats fins ara que estan emmagatzemats a les bases de dades

policials.

Paraules clau: STR, seqienciacio, perfilat.

Abstract

In the last years, massive sequencing has been evolving to the point
where analysis prices are affordable even to the common public.
Nonetheless, in genetic forensics, DNA profiling still uses the same
method as in the last few vyears, with the use of capillary

electrophoresis, which only distinguishes between different lengths.

This work pretends to create a program capable of doing the STR
profiling of a person using their complete filed sequence, making the
output compatible with the profiles done to the date with the old

method saved in the police databases.

Keywords: STR, sequencing, DNA profiling.






Index

8 I [ o1 oY [N oo [o J PP 1
1.1. - Genética forense i €1S STRS ....cviiiiiiiiiiiiii i 1
1.1.1. - ANQliSi A'STRS .ttt i e eeas 2
1.1.2. - CoDIS i les bases de dades d'STRS .......ccvviiiiiiiviiinnnnnn. 4
1.1.3. - La electroforesi capil-lar.......ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiceee e 4

3 A Y <Y [ U= o [ = o 1S 5
1.2.1. - La tercera generacid .....oooviiiiiiiiiii i i e 6

2. - HipOtesi i 0bJeCtiUS ..vviriiiii i i e 7
3. - Metodologia...ooi i s 8
3.1. - Format de fitXers ...oiiiiiiiii i 8
3.2. - Llenguatges i €NtOrNS...ccciiiiiiii i e 8
3.2.1. - Biopython e 9
3.2.2. - Pandas .o e 9
G T o = 9
3.3.-Basesdedades. ..o e 10
3.3.1. - GeNBaNK. .. 10
3.3.2. - STRbase i STRbase 2.0......ccoiiiiiiiiiiiiiii e 10

4. - Resultats i diSCUSSIO ...uiiriiiiiiiiiii e aaees 11
4.1.- DescripcCid del programa.....cccvvieiiieiiiiiiiii i neeaaeas 11
4.1.1. - Fitxers d'input del programa.....ccccvvviiiiiiiiiiiiiiennnnnns 12
4.1.2. - Algoritme per a tallar els loci patré i problema............ 13
4.1.3. - Biblioteques d'al-lels o allelic ladder .......................... 15
4.1.4. - Biblioteques per a un STR compleX........cccovvvvvvvvnnnnnn. 17
4.1.5. - Algoritme per a trobar I'al-lel ... 18

4.2. - Validacio del programa......c.ccovviiiiiiiiiiiiii e, 19



4.2.1. - Validacié de l'algoritme determinant d'al-lel................ 20

4.2.2. - Funcionalitat del programa sencer...........ccoveevvvnnennn. 21
S @] o ol [§ 1= [« PRI 23
6. - REfEIENCIES Lttt e 24
7.-WebsiBasesdedades ......ccooiiiiiiiiiiiii e 25
Annex 1: Llista d'informaicd CoDIS.......coceiiiiiiiiiiiiiiiieneaeeaens 1
Annex 2: Seqléncies artificials de validacid............ccooiiiiiinnnn. 1
Annex 3: Dades validacio algoritme .......cccvvviiiiiiii i 1

Annex 4: Alineaments exemple (HGO02) ......ccciiiiiiiiiiviiiiiiiiiinnees 3



1.- Introduccio

1.1.- Genetica forense i els STRs

Les mostres biologiques i la seva identificacié i individualitzacid sempre
han estat claus importants en les investigacions criminals, ja que saber
la procedéncia d'una mostra ens pot portar a deduir si un sospitos va
tocar I'arma d'un crim, o saber a qui pertanyen els fluids trobats en
una victima de violacié (1). No cal dir, doncs, que l'aparicié de les
primeres eines genetiques van suposar un gran avang en aquest camp,

i van forjar el que avui dia coneixem com "genética forense".

Ja l'any 1985, Alec Jeffreys va utilitzar per primer cop regions variables
del gen de la mioglobina per tal de discriminar individus (2,3). Aquesta
regid conté una sequiéncia de 33 nucleotids que es repeteix, fent que
amb una sonda marcada i enzims de restricci6 es pugui obtenir un
fragment amb una variacid notable de pes entre individus, técnica

anomenada Restriction Fragment Lenght Polimorphism o RFLP.

Més tard, amb la introduccio de les tecniques de PCR el 1986, es va fer
cada cop més senzill analitzar regions amb nombres de repeticid
variables fins i tot quan la concentracié d'ADN en la mostra era molt
baixa. Aix0, junt al descobriment de més polimorfismes, ha portat a

I'analisi d'STRs tal i com el coneixem avui dia.
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Figura 1. Classificacié de I'ADN genomic segons la seva estructura. Extret de l'article (4).



1.1.1.- Analisi d'STRs

Només una petita part de I'ADN son gens (regions que codifiquen per

a proteina) com es veu a la Figura 1. La resta, sén regions repetitives

i altres.

Per altra banda, també hi ha una petita part d'aquest ADN que sigui

variable entre individus, els anomenats polimorfismes. Aquestes zones

de I'ADN son I'objectiu dels estudis de genética forense, i les podem

separar en (3,5):

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs): Variacié d'un sol
nucleotid. Es la més comu, constituint un 90% de les variacions .
Insercions-delecions (Indels): Una petita variacio del nombre de
nucleotids deguda a que una part de la seqliéncia s'ha eliminat o
afegqit.

Elements transposables: Son seqiieéncies que poden copiar-se a
si mateixes i inserir-se en alguna altra regi6 de I'ADN. Un bon
exemple d'aquest tipus sén les repeticions Alu humanes, o Copy
Number Variations (CNVs), variacions de nombre de copia en
catala.

Altres elements repetitius: Sén repeticions d'una certa seqiiencia.
Normalment es divideixen en microsatel:lits i minisatel:lits ,
coneguts en anglés com a Short Tandem Repeats (STRs) i
Variable Number Tandem Repeats (VNTRs) respectivament.
L'Unica diferencia és el nombre de nucleotids de la repeticid, sent
més petits els STRs (entre 2 i 7 nucleotids) que els VNTRs (entre
15i 100).

Aqguestes Ultimes sén les que més han beneficiat a la genéetica forense,

donada la seva facilitat per a ser analitzades: Un canvi en el nombre

de nucleotids permet veure la diferencia entre dues mostres a partir



d'una electroforesi, una técnica que permet separar fragments d'ADN

segons la seva llargada.

En el camp de la genetica
forense, per tal d'obtenir
un perfil genetic Unic d'un
individu  s'utilitzen els
STRs en contraposicio als
VNTRs i CNVs

s'utilitzaven al

que
principi
(els RFLP). Aquests STRs
son repeticions d'entre 2 i
7 nucleotids, que poden

estar repetits entre 3 i 60

Locus STR simple: Ej. THO1: (AATG),,,

Locus STR compuesto: Ej. VWA: TCTA(TCTG), 4(TCTA),

Locus STR complejo: Ej. D21511: (TCTA), (TCTG), (TCTA),TA(TCTA),TCA(TCTA),
TCCATA(TCTA)., TC

Locus STR hipervariable: Alelo 20
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Ej. SE33: (AAAG),,
AA(AAA Ale

1
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b Hasta 15 unidades repetitivas ‘

Figura 2. Exemples dels diferents tipus d'STR. Extrets
del llibre (3).

cops (1,3,5). Es poden classificar de diverses maneres, pero al llibre

de Barrio i Crespillo (3), utilitzen la seglient classificacid, que també es

pot veure a la Figura 2:

STR simples: Contenen una Unica unitat repetitiva o motiu, que

es repeteix un nombre determinat de vegades sense
interrupcions (en tandem).

STR composts: Contenen dos o més motius que es repeteixen en
tandem.

STR complexos: Contenen diversos motius que es repeteixen en
tandem en diverses zones flanquejades per seqiéncies
invariables.

STR hipervariables: Sén STRs tant complexos com simples en els
que la distribucido dels motius en la zona contigua al STR és
altament diversa, creant diversos al-lels amb el mateix nombre

de repeticions.



1.1.2.- CoDIS i les bases de dades d'STRs

Un dels primers estandards en quan a STRs per a la formacié d'una
base de dades de perfils genétics, va ser creat per I'FBI I'any 1997 i es
va anomenar Combined DNA Indexing System (CoDIS). Consistia en
un conjunt de 13 STRs autosomics validats estadisticament per a tindre
una gran variabilitat entre individus: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51
y D21S11 (3).

Des de la creaci6 d'aquest estandard, s'han anat incorporant nous locus
d'STRs per a incrementar la capacitat de individualitzacié d'aquests. A
Europa, per exemple, es van afegir 5 STRs que no pertanyien al CoDIS
original, i finalment, el 2017, I'FBI va afegir-los junt a dos STRs més
(D2S1338, D19S433, D1S1656, D12S391, D2S441, D10S1248 i
D2251045) (3).

1.1.3.- La electroforesi capil-lar

Avui dia, per a la determinacid dels STR, es segueix, com ja hem
comentat fins ara, I'amplificacid dels loci especifics amb una PCR
multiplex seguida d'un métode de separacid, una electroforesi. Per tal
de poder fer tots els STR possibles, s'utilitzen primers marcats amb
fluorocroms diferents, i a distancies diferents del STR. Aix0 genera
fragments més pesats que separen les zones on poden apareixer
diferents STRs (3).

Aixd és possible gracies a lI'electroforesi capil-lar (EC). En una
electroforesi normal, s'acostuma a utilitzar un gel de poliacrilamida al
qual s'aplica un camp eléctric. Com que I'ADN és una molécula
carregada negativament, migra a través del polimer cap al pol positiu.
Com més llarga una cadena, més facilitat d'enredar-se amb la xarxa

de poliacrilamida, per tant més lent avanca.



En el cas d'una EC, aquest gel es troba dins un tub capil-lar d'entre 25
i 75 um. Aix0 permet nombrosos avantatges entre els que destaquen
un augment del voltatge que es pot fer cérrer dins el gel (fins a 20 kV),
fet que fa possible una major discriminacié de llargades, fins i tot
arribant al nivell de poder distingir fragments amb un sol nucleotid de
diferencia (3). El tub després passa per un detector que incideix Ilum
per activar els fluorocroms i detectar la llum produida per la mostra

per a mostrar-la posteriorment en un electroferograma.

Aguest métode, al ser purament basat en la llargada dels fragments,
no ens permet saber, dels possibles al:lels d'un locus d'un STR

hipervariable amb la mateixa llargada, quin s'esta analitzant.
1.2.- Seqlienciacio

Des del descobriment de les funcions de I'ADN, els investigadors han
intentat trobar maneres d'aconseguir la seqiéncia d'aquest. Els
primers intents es basaven en exonucleases especifiques, pero el 1997

va apareixer el metode de Sanger (6,7).

El métode consisteix en I'Us de nucleotids terminadors. Aix0 genera
fragments amb pesos creixents acabats en el nucleodtid en concret, que
es poden separar amb una electroforesi per a després poder escriure

I'ordre dels fragments.

Amb I'aparicié de la piroseqlienciacié durant la decada dels 90, va
sorgir una nova era sovint anomenada "seqlenciacié de nova
generacid" (NGS, en anglés). Aixo va portar al creixement de marques
com 454, Solexa, Illumina i Ion Torrent (6). Cada sistema utilitzava
una tecnologia lleugerament diferent, perd en general, eren metodes
gue encara que no poguessin sequenciar fragments molt llargs, podien
fer-ho en temps record, amb Illumina afirmant que podien seqilenciar

16 genomes en 3 dies.



Les NGS, pero, presenten un problema alhora de generar seqiéncies i
és que com que generen fragments curts (anomenats reads) que
després es "munten" en assemblatges, aquests han de trobar la
seqliéncia consens de tots els reads que se sobreposen. Es a dir, si hi
ha molta variacid entre aquests, la seqiéencia perd qualitat. A més,
aquests metodes només generen una lectura per cada cromosoma, és

a dir, que la seqlieéncia consens barreja els dos cromosomes.
1.2.1.- La tercera generacié

Amb aquest objectiu, va néixer una nova onada de metodes de
"seqlienciacid de molécula simple". Aquests es basen en seqlienciar
sense amplificar amb PCR préviament, és a dir, evitant les mutacions
gque es poden anar acumulant per errors de la polimerasa. Soén
exemples d'aquesta generacid, els métodes Single Molecule Real-Time
(SMRT) i Nanopore (6).

Aguests metodes, no només permeten una seqlienciacié més filedigne,
sind que a més permeten separar els dos cromosomes (el patern i el
matern), ja que el sistema utilitzat fa que els reads d'un mateix pouet
en SMRT o d'un mateix porus en Nanopore fossin de la mateixa

molécula.

Aix0, juntament a l'abaratiment de les técniques de seqlienciacid i la
facilitat d'execucié d'aquests, fa que sigui més practic i econdmic
realitzar una seqlienciaci6 de tot el genoma que no realitzar

I'electroforesi capil-lar a la mostra.

Tot i aixi, com que la seqlienciacié pot aportar més informacié sobre
els STRs que la EC i la majoria de bases de dades de I'actualitat estan
creats amb una nomenclatura adaptada a aquesta técnica, el canvi
haura de ser progressiu i la nomenclatura haura de ser compatible amb

la que s'utilitza en EC.



2.- Hipotesi i objectius

El sistema actual per a la creacié de perfils no ha canviat gaire en els

ultims anys, i la seva eficiéncia i velocitat tampoc.

Per altra banda, els sistemes de seqlienciacié sén cada cop més rapids

i accessibles. Per aquest motiu, la hipotesi d'aquest treball és:

e Si podem obtenir facilment la seqliéncia del genoma complert
d'un individu, el perfilat dels STRs es podria obtenir a partir

d'aquesta mitjancant eines informatiques.
D'aquesta manera, es plantegen els seglients objectius per al treball:

e Familiaritzar-se amb I'entorn informatic i els paquets necessaris
per a la creacio dels scripts.
e Crear un programa que, a partir d'una llibreria de seqliencies
patroé trobi els al-lels d'una serie de loci.
o Dissenyar un algoritme que obtingui l'al-lel d'un STR a
partir de la seqliéncia.
o Crear un script que permeti la creacié de la llibreria de
seqlencies patrd de cada loci.
o Adaptar el programa per a que el pugui utilitzar qualsevol
investigador.

e Validar aquest programa amb genomes de la base de dades.



3.- Metodologia

3.1.- Format de fitxers

Per tal d'acotar el treball, es va decidir que només s'utilitzaria arxius
en format FASTA (extensié ".fasta" o ".fna"). Aquest format es
caracteritza per la seva senzillesa. Un arxiu FASTA es pot llegir com un
arxiu de text, i cada seqiiéncia conté una linia de capgalera amb la
informacido necessaria, seguida de tota la seqiéncia en les linies
necessaries. Aquesta informacié (nom, teixit, procedencia, estudi,

etcetera) ve precedida pel simbol ">".

Els scripts generats per als diferents programes, escrits en Python,
tenen la extensid ".py", i es van obtindre a base de la exportacié dels
arxius ".ipynb" generats per I'entorn de treball jupyter. Pel que fa a la
resta d'arxius necessaris per al programa es va utilitzar el format
estandard de text (.txt) i en casos de llistes i taules, el format de
variables separades per coma (.csv). També es van utilitzar per tal de
generar els arxius de sortida. Com bé diu el seu nom, en aquest format

es tabulen els valors utilitzant el simbol de coma ",".
3.2.- Llenguatges i entorns

Per tal de realitzar el treball es va utilitzar principalment el llenguatge
Python, ja que té una sintaxis molt senzilla i esta altament estés en la
comunitat bioinformatica. A més, nombroses llibreries de funcions
s'han realitzat fins la data com ara el paquet principal en el que es basa

el programa: Biopython.

Python es pot utilitzar directament des de la terminal, pero es va
decidir que per tal de facilitar el seu Us es faria servir un entorn de
treball. En aquest cas, es va utilitzar I'entorn Jupyter. Aquest utilitza
un navegador per tal de mostrar una interficie que permet escriure el

codi, seccionar-lo, i fins i tot activar només una part.

8



3.2.1.- Biopython

Aquesta llibreria en qlestié, es una molt bona recopilacié de funcions
utils per a la bioquimica. Amb aquest paquet és possible guardar les
variables en forma d'un objecte nou anomenat "sequence" o "seq()",
el qual permet aplicar transcripcio, traduccio, o fins i tot fer la cadena

complementaria inversa d'una seqliéncia.

com alineaments de seqliencies tant de manera local com global, llegir

arxius amb sequliencies en diferents formats (FASTA, GenBank),
Les funcions més destacables d'aquest paquet son els seglients:

e SeqlO: Permet llegir arxius en format FASTA o GenBank i
generar un "SeqRecord", un objecte que inclou la seqliéncia, i
tota la informacié del gen.

e Entrez: Permet, sil'ordinador té xarxa, accedir a la base de dades
del GenBank i descarregar seqliencies.

e Align: Permet generar alineaments de dues seqiéncies tant de

manera global com de manera local.
3.2.2.- Pandas

Com ja s'ha comentat, es fara servir arxius separats per coma, i aixo
ens fa treballar amb dataframes. Un dataframe és com una taula, amb
files i columnes que tenen nom (index). El paquet Pandas permet llegir

els documents ".csv" i convertir la informacié de la taula en un
dataframe, a part de incloure diverses funcions que permeten treballar

amb aquests objectes.
3.2.3.-re

La llibreria de Python "re" (de I'anglés regular expressions) conté eines
de cerca. Aquest, perd, no és el motiu pel qual s'utilitza al treball: Ia
funcié search() es pot iterar, podent generar facilment una llista amb

tots els index en els que apareix la cadena de caracters.
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3.3.- Bases de dades
3.3.1.- GenBank

Com ja hem comentat, el paquet Biopython permet treballar amb la
base de dades del GenBank. Es una base de dades del National
Institute of Health (NIH) i amb seu electronica al National Center of
Biotecnology and Information (NCBI), que conté seqiéncies d'acids
nucleics de multitud d'éssers vius. Els arxius extrets d'aquesta base de

dades per a fer el treball s'expliquen en la seglent taula:

Nom ID accés Assembly | Tipus Observacions

GRCh38 | GCA_000001405.15 | Pseudohaploide | Projecte genoma de

(principal) referéncia

HG002 GCA_021951015.1 | Pseudohaploide | Utilitzat per fer proves
(principal)

HG00733 | GCA_003634875.1 | Diploide Utilitzat per fer proves

3.3.2.- STRbase i STRbase 2.0

STRbase és una base de dades on estan recopilats diferents tipus de
microsatél-lits, tant humans com d'altres especies d'interés. Per a
aguest treball hem utilitzat tant la versié original de la web, com la
nova, ja que aquesta ultima encara esta en la fase de prova i li falta

informaciod, perd conté algunes dades d'interés.

D'aquesta base de dades es van extreure els noms dels loci, els primers,
la informacid sobre el patré de repeticions (sobretot en STRs
complexos), l'al-lel del genoma de referéencia GRCh38.p12 i moltes

coses més que es poden veure a I'annex 1.

Per a aquest treball, només es van utilitzar els STR del CoDIS originals.
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4.- Resultats i discussio

GenBank

STR
Alignments STR_alignments.txt

STR

Ret Ref
genome genome
] | |

STR1 I | ladder 1
STR2 ladder 2 resumee
GRCh38_STR_dictionary.csv

literalignment.py
problem
ch_parser.p) genome
chromosome_cutter.py §$E ; unknown_STR.csv

Figura 3. Esquema de la relacio entre tots els fitxers i com cada script genera els fitxers de
sortida.

4.1.- Descripcié del programa
STR_list.csv

Allele_ladder_dic.p

chromosome_ids.txt
multiple_chromosomes.fna

output.csv

problem_genome.fna

El programa que es va consolidar, consta de tres executables Python
com es veu en la Figura 3. El programa inclou un fitxer de text,

README.txt amb les instruccions, com sol ser comu.

Com s'explica al fitxer, cada executable requereix que a la mateixa
carpeta s'hi posin els inputs necessaris amb els mateixos noms.

Aquests executables son els seglents:

e allele_ladder_dic.py: Aquest script genera biblioteques de tots
els al-lels dels STRs d'una llista (input STR_list.csv). Aquesta
biblioteca s'emmagatzema en un nou fitxer csv
(GRCh38_STR_dictionary.csv).

e chromosome_cutter.py: Permet analitzar un fitxer FASTA amb
tot el genoma per tal de generar un altre csv amb les seqliéncies
dels STRs de STR_list.csv tallades amb els mateixos primers que
la biblioteca del punt anterior, informacid que es guarda en

['arxiu unknown_STR.csv.
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e literalignment.py: A partir dels fitxers generats en els dos
programes anteriors, es pot executar aquest tercer script per a
obtenir dos fitxers de sortida:

o Un csv amb els al:-lels assignats al comparar amb les
biblioteques tal com s'obtindrien en un EC, per0 amb
observacions sobre possibles mutacions dins la seqiiéncia.

o Un arxiu de text amb els alineaments realitzats per a poder
analitzar les observacions de |'output anterior.

e FASTA parser: Es una carpeta que conté un quart script
(ch_parser.py) amb dos inputs (un FASTA amb més elements
dels que calen i una llista dels IDs que volem). Aquest programa
extra es va fer ja que tot i que el programa només pot processar
seqiencies haploides, és a dir, que per a un genoma diploide,
s'hauran de generar dos fitxers FASTA un amb cada meitat del
genoma complert. El programa funciona llegint els IDs de les
seqlencies i generen un FASTA amb només aquells. També
resulta util si el fitxer FASTA inclou o no té ordenades les

seqilencies.
4.1.1.- Fitxers d'input del programa

Com ja hem dit, els executables requereixen que dins la carpeta

existeixin certs fitxers que serveixen d'input per al programa.

Per una banda, calen els genomes: el genoma de referéncia i el de la
mostra que es vol perfilar. El primer dels dos, s'obté d'internet gracies
al modul Bio.Entrez ja que aixi el programa és més lleuger al fer que
la carpeta no contingui un FASTA de 3 GB. El genoma a perfilar, ha de
constar d'un Unic arxiu FASTA (problem_genome.fna) amb una entrada
per a cada cromosoma, amb IDs (allo que segueix el simbol ">"

alfanumericament creixents, és a dir, que els cromosomes estiguin

ordenats.
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Per altra banda, esta el llistat d'informacié dels STRs. STR_list.csv

consisteix en una taula (com podeu veure a l'annex 1) amb les

seglents entrades:

ID del STR: Merament informatiu, per a produir la taula final.
Cromosoma: El cromosoma al que pertany. Permet descarregar
nomes els cromosomes que calen.

Posicié: No aporta res, ja que es volia utilitzar en cas que cap
dels primers funcioni com s'explica al apartat 4.1.2.

GRCh38: L'al-lel de I'STR al genoma de referéncia.

Motiu: Els nucleotids que conformen el motiu de repeticid.
Primer Forward i Reverse: Han de ser els que tallen la seqlieéncia
del motiu que s'ha escrit, i no la complementaria (com s'explica
a la Figura 4).

Forma: Defineix I'estructura del STR, de manera que només amb
I'al-lel i el motiu, es pugui generar qualsevol dels al-lels possibles
(veure apartat 4.1.3).

Rang: Defineix el rang dels al-lels que s'han trobat fins ara. Es

poden utilitzar tant els rangs dels allelic ladders dels kits com la

informacié de STRbase.

4.1.2.- Algoritme per a tallar els loci patrd i problema

El programa chromosome_cutter.py consisteix en un conjunt de

tecniques per a tallar les
seqléncies dels STRs. Aquest,
pero, també ['utilitza el programa
allele_ladder_dic.py. El motiu de
treballar amb zones delimitades, és

purament técnic, ja que és més
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Primer F STR complement
reverse Primer R
complement
reverse
Primer R complement
reverse STR Primer F

complement

Figura 4. Esquema que representa la
seqgliéncia escrita (de dreta a esquerra) i les
dues possibilitats en que es pot trobar
I'STR.



senzill treballar amb aquestes que amb les entre 250 i 50 Mbp d'un
arxiu FASTA cromosomic.

reverse
Primer F STR complement

IE—— N —
M
L___________________ g
<
7<):l—h 1 =]
reverse
complement

]
]
-\v/

N

Primer R (positien r)

[ Take 400 bp downstreem of r ]

reverse
Primer F complement

#—:D —-[ local alignment forward concatenated with comp reverse ]

reverse
complement

Primer R

ATTACAGARGTCGGGGATGTGEAGGARTCTATCTATC TGTCTATCTATCTATCTATC TATCTATC TATCTATCTATC TATCTATC TATC TATCTATEAGACAGGGTC TTGCTC TG TCTCTETCTTTTTGGECTGOC
I I [REEE RN I I I I Il I
AT A ARG T C T GG A T T B A G G~ — = == = = = = == = = o o e TCTETCTTTTTGGGCTGCC

Figura 5. Esquema del funcionament del métode de tall per alineament. Com es pot veure, el
primer forward té una mutacid, pero aixo no evita que, a partir del primer reverse
I'alineament funcioni. També es pot veure com apareix la mutacio a l'alineament (simbolitzat
com un punt ".").

Els STR tal i com estan tipificats a la base de dades de STRbase, tot i
ser seqléncies repetitives en les dues cadenes del cromosoma, no

sempre es troben en la cadena que es troba seqienciada a GenBank.

A més, al disposar només d'una de les dues cadenes, com es pot
comprovar a la Figura 4, tampoc trobarem alla la seqliencia dels dos
primers alhora. Si trobem el forward, del primer reverse trobarem la

seqléncia complementaria inversa, i viceversa.

Per a acotar la zona de I'STR, es van pensar diferents métodes, pero
I'Us dels primers forward i reverse, es la millor opcid pel que fa a
velocitat de processament. Tot i aixi, en cas que hi hagués una mutacio
en la zona o algun primer aparegui en alguna altra zona del cromosoma,
el programa, que treballa amb seqliencies literals, no pot trobar la
seqléncia exacta i falla. En aquest cas es pot fer un alineament, tal

com es mostra a la Figura 5.

L'alineament es fa entre el cromosoma i una concatenacio del primer
forward + el complementari revers del reverse. Teodricament, el millor

alineament hauria de ser aquell on les zones de primer facin match i la

14



zona del mig (la seqiéncia de I'STR) com un gap. Per a propiciar aquest
tipus de resultat, I'alineament es fa local (sense gaps externs) i amb

un preu més punitiu per la obertura de gap (-4) que per I'extensio (-1).

Com ja hem explicat, aquesta opcid6 no només és extremadament
lenta, sind que pot portar al congelament del ordinador. Per aquest

motiu, abans de realitzar aquest alineament, s'ha d'acotar la zona.

Amb la intencié de fer el programa el més eficient possible, es va
pensar en l'algoritme de la Figura 6. Tot i aixi, encara queden forats
(senyalats en vermell a la figura) en el programa. Aquestes situacions
que no estan contemplades, son les que son menys probable de que

passin.

Pel que fa a velocitat, que el programa contacti amb la plataforma
Entrez del NCBI, faci una peticido per a descarregar un arxiu de mida
genomica, esperi a que la peticid s'accepti, i descarregui entre 250 i
50 MB a través del portal. Aquest problema es podria solucionar, en
futures modificacions del programa, amb la implementacié de I'eina
Blast. NCBIWWW que permet fer un BLAST fora de la web, la qual no
s'ha explorat en aquest treball perd podria ser una bona solucié a la

diversificacié de la Figura 6.
4.1.3.- Biblioteques d'al-lels o allelic ladder

Com ja s'ha comentat a la introduccié, d'STRs n'hi ha 3 tipus. La
majoria dels utilitzats per al perfilat genetic sén simples o compostos,

pero també hi ha algun de complex.
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[GATA], —(16) — ... GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA ...

B L 1 L o I L L ) A
.. GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA ...

[GACA]" [GATA]'“ — (16) — ... GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA ...

B I I O I o L Y A
.. GACA GACA GACA GACA GACA GACA GACA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA ...

3 7 2

J— ... CTTT CTTIT CTITT ---- ==-= TTTTCT CTTT CTTT CTTT CTTT CTTT CTTT CTTT CTCC CTTT CTIT ...
[CTTT), TTTTCT . - p—
[CTTT]m [CTTT], coe THEE TLEL HEH] ==== ==== 1] ==== ==== PEEE TUEE LEEE L Eer L b it ves

... CTTT CTTT CTTT CTTT CTTT TTTTCT ---= ==== CTTT CTITT CTTT CTTT CTTT CTCC CTIT CTTT ...
'[ 5 5 2
més nombras — (n=3; 0=2 --> m=16-3-2+-11=7) Maxim Score: 13 Query - Target=8-8=0

Figura 7. Exemples de formacié d'un STR a partir de la columna "form" de STR_list.csv per a
cada tipus de STR. En els exemples, s'ensenya com es forma I'al-lel artificial 16 d'STRs
simples i compostos i I'al-lel 13 d'STRs complex i a sota una seqtliencia problema alineada.

Per a la creacié de la biblioteca, es va utilitzar de patré el genoma de
referencia GRCh38.p14, del qual coneixem els al-lels dels loci de la
llista STR_list.csv. A partir d'aquest, es va obtindre la seqliencia pre-
STR, la post-STR, i entremig es van anar inserint diferents repeticions
del motiu, generant una biblioteca de seqliencies d'ordre creixent, com

es pot veure a la Figura 7 i a la Figura 8.

Pel que fa als STR simples o compostos, la manera en la que funciona
I'algoritme permet determinar I'al-lel amb una biblioteca que només
tingui un motiu, és a dir, interpretant els STR compostos com a simples

per a generar la biblioteca.

En el cas de les simples, si hi ha per exemple 9 repeticions, |'alineament

ja donara score maxim amb l'element de la biblioteca que tingui 9

Error Message
and continue
with next

(Mot intended)

more than one
copy for one of —'(Cnoosa the closest to the one found '—D se?t‘o;:ca

Too the pair
A e
Reverss Cut between F and R_rev sequence
Gomp. Rev. F.R.rev
Found any One
Gount A pair 4| Error Message
R.Frev and continue
Reverse l Use reverse complement with next
of the chromosome (Mot intended)
Forward No

Comp. Rev.

4|—-[ cut up to 400 bp upstream ] No
- !

local align the other primer Length makes

Which one? >—>Reverse sense?
Error Message T 'L Store
and continue One of each Found any cut up to 400 bp anwnstream] Yes * sequence

«— —
with next pair atall? Yas, one

(Not intended)

Figura 6. Esquema de l'algoritme per a decidir com acotar la seqliéncia.
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repeticions, perd en el cas dels compostos, la biblioteca només té
repeticions del primer motiu. En I'exemple de la figura, hi ha dos motius
(GACA i GATA, dels que s'utilitza GATA).

Com es veu a la figura, el programa fara l'alineament entenent les
repeticions que siguin del segon motiu com a mutacions, fent que
I'score maxim sigui el que tingui el mateix nombre d'al-lel que la

seqieéncia problema.

Aix0 és possible gracies a que l'alineador no penalitza les no-
coincidencies, i és un alineament global, de manera que necessita que
els extrems siguin el més alineat possible. Aixd fa que el primer que
pensi el programa en fer sigui una mutacid i no una indel. Tot i aixi,

seguim amb el problema de crear biblioteques per a al-lels complexos.
4.1.4.- Biblioteques per a un STR complex

En el cas de que no només hi hagi més d'un motiu, sind que apareguin
nucleotids lliures entre mig de les repeticions, fa que la creacié d'una
biblioteca amb tots els al-lels sigui impossible. Tot i aixi, es pot

aconseguir amb dues premisses i un seguit d'aproximacions:

e Per una banda, els STR complexos casi mai tenen poques
repeticions, de manera que es pot agafar la zona més constant,
i agregar-hi les repeticions apart. Per exemple, si el loci conté

tres Zones de repet|C|é Seqliéncia entre primers de GRCh38 )

L'STRensi AHel 1

I Allel 2

aillades per sequéncies ' ,
Al-lel 6
no repetitives, es pot | Mf‘lﬁf.ﬂ.g
, Figura 8. Esquema del funcionament de la
agafar la mes nombrosa formacié de la biblioteca.

i agafar des de I'al-lel més petit possible al més gros (a poder ser
dins el rang).
e El programa penalitza els indels, perd els pot posar, de manera

gue si el patro i el problema tenen les repeticions en altres llocs,
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el programa ho interpreta com a indel dins el propi STR, com es

veu al exemple de la Figura 7.

Amb aquestes premisses, es pot de manera deliberada generar una
expressié que el programa pugui fer variar des del al-lel més baix
trobat per a un loci, i afegir a partir d'aquest repeticions al final 0 a una
zona indicada del mig, sense que aix0 afecti massa al output del

programa.
4.1.5.- Algoritme per a trobar I'al-lel

Com ja hem explicat, un STR consisteix en una seqliéncia de nucleotids
que es repeteix. Amb aquesta premissa, es va pensar en diferents
maneres d'obtenir I'al-lel a partir de la seqliencia. Els metodes que es

van provar van ser els que s'expliquen a continuacio.

Al final, es va decidir utilitzar un meétode bastant més efectiu que els
anteriors i que no tenia perill de fallar cas que la seqliencia problema

a determinar contingui alguna mutacid, com es veura a l'apartat 4.2.1.

El meétode, consisteix en crear una biblioteca de seqlencies artificial
creades a partir d'un patré d'al-lel conegut, amb un nombre creixent
de repeticions. Un cop creada la biblioteca, fer un alineament amb cada
una de les seqiéncies. Aquest alineament es fa amb les segients

especificacions:

e Mode: Global (algoritme Needleman-Wunsch)
e Puntuacié per coincidéncia: +1 per bp
e Puntuacié per no-coincidencia: 0

e Puntuacié per gap intern: -1 per bp

Aquest format és punyent amb les obertures i extensions de
forats(gaps) dins la seqiéncia, cosa que fa que per a al-lels de la
biblioteca inferiors al problema a alinear, les poques coincidencies fan

gue la puntuacié dels alineaments sigui baixa, mentre que en el cas
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dels al-lels superiors, la creaci6 de gaps en la query baixara la

puntuacio, fent que I'al-lel més proper al de la seqliéncia problema sigui

el que major puntuacid tingui.
Segliéncia problema
(Exemple: al-lel 3.2)
Alineament amb tots els
al-lels de la biblioteca

Query (al‘lel del ladder)

Un cop trobat I'al-lel
més  probable, el

programa fa una série

[

Score
Max:
Allel 4

—

Gaps: 0

Gaps: 2

de tal

com

/Quemmmet:e comptatges

s'explica a

I Target (al-lel problema)

-2

3 |[31] [32|[33][ e mﬂaa 4.3

[
[
Al-lel 3.2

Figura 9. Esquema de com el programa tria el millor
alineament i com d'aquest es realitza l'ajust final. En
l'exemple, tenim l'al-lel 3.2, d'on treiem l'al-lel 4, al que es
resten 2 gaps per a trobar que es tracta del 3.2.

converteix en l'al-lel 11.3 o0 el 12.2.

continuacio, que
determinen Si la
seqiencia és I'al-lel

escollit (per exemple
12), o si s'ha generat

algun gap que el

Per tal de fer aquest ajust final, es compten els gaps de la query (patro

de la biblioteca) i se li resten els del target (seqiéncia problema) per

determinar com de diferent es
una de l'altra en llargaria i sumar
el resultat a I'al-lel escollit tal com
es mostra a la Figura 9. En cas
que hi hagués gaps en totes dues
gaps

contraresten els de l'altra.

cadenes, els d'una

4.2.- Validacié del programa

L'ideal per a poder validar aquest
programa seria un genoma del
qual sabéssim els STR segons el

metode tradicional. Aixo, pero, no
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Taula 1. Sortida del programa al analitzar el
genoma de referéncia.

STR id Allele | Observations

TPOX 8

D3S1358 | 16 There are 1 mutations in STR.
FGA 22

CSF1PO |13

D5S818 |11

D7S820 |13

D8S1179 | 13 There are 1 mutations in STR.
THO1 7

VWA 17 There are 5 mutations in STR.
D13S317 | 11

D16S539 | 11

D18S51 |18

D21S11 | 29 There are 6 mutations in STR.




és possible ja que les seqiéncies del GenBank que contenen tot el
genoma solen vindre d'estudis on només s'ha fet la seqiienciacio
massiva de tot un individu. Tot i aixi, com veurem més endavant, si

que s'ha aconseguit validar el funcionament de l'algoritme.

De totes maneres, es va pensar en utilitzar el propi genoma de
referéncia GRCh38 per a comprovar el funcionament del programa.
Gracies a la base de dades STRBase2.0, se saben els al-lels d'aquest,
de manera que es va poder comprovar, com es veu a la Taula 2, que
els al-lels trobats per al programa coincideixen amb els recollits de la

base de dades.
4.2.1.- Validacio de I'algoritme determinant d'al-lel

Per tal de comprovar la capacitat del métode de determinacié al-lélica,
es va agafar la seqiéncia del cromosoma 7 del genoma de referencia,
aixi com, del genoma HG002 d'un estudi de genoma complert (WGA),
un altre cromosoma 7 (ID de GenBank: CM039017.1) per tal de provar
el programa amb I'STR D7S5820.

Un cop obtingudes les seqiliencies de la zona utilitzant els mateixos
primers, es va copiar la seqléncia problema (CM039017.1) per a
generar artificialment mutacions, insercions, delecions, etcéetera, i
comprovar el potencial de I'algoritme. Totes les seqliencies basades en

la seqliencia problema es troben al annex 2.

Si ens fixem en les dades obtingudes al passar totes les variants (anar
a I'annex 3), podem veure que l'algoritme interpreta tots els gaps, tant
els que es formen dins com fora de I'STR, com els de dins, fent que el
resultat també contingui només la informacid que obtindriem del

metode tradicional (EC).

Per exemplificar tot aixo, podem comparar l'al-lel 11.3 amb I'al-lel 12
amb una delecié d'un nucleotid fora de la zona de I'STR. Tant si fem

aguesta delecid abans com si la fem després, a les taules es pot veure
20



com els gaps finals en tots tres casos donen "-1", el que significa que
en tots tres casos donen "11.3", cosa que seria compatible amb el que
donaria una EC. A més, podem veure que en cada cas, les posicions
del gap es troben abans, dins o després del rang de posicions de I'STR
(columna "STR postGaps" a la taula de l'annex). El programa final
permet trobar les zones on es generen diferéncies entre la seqliéncia
patrd i la problema, permetent posar informacié extra al output com
ara "hi ha indels dins I'STR" o "els indels de la seqliencia es
contraresten". D'aquesta manera, es manté la nomenclatura original
d'una EC. Tot i aixi, en futures edicions del programa es podria
considerar una nomenclatura que fos retrocompatible i que la

comunitat cientifica hagués estandarditzat.
4.2.2.- Funcionalitat del programa sencer

Per a comprovar la funcionalitat del programa, es va descarregar la
seqliencia FASTA de tot el genoma utilitzat a la validacié 4.2.1 (HG002).
Aquest assembly, pero, inclou

Taula 2. Sortida del programa al analitzar la
tambe fragments que no s'han seqiiéncia del genoma de HG002.

ubicat dins de Cap cromosOoma |stRid Allele | Observations

(els scaffolds). TPOX 8
D3S1358 | 16 There are 1 mutations in STR.

Un cop descarregat I'arxiu i copiat FGA >0

a la carpeta, es va analitzar amb |csr1ipo | 10

el programa i es van obtenir: Els |D5S818 |11

. D7S820 12
alineaments que es poden trobar
. D8S1179 | 13
a l'annex 4, i la taula de resultats ——
Some indel inside STR zone.
LRt ° There are 3 mutations in STR
que es pot veure a la Taula 2. :
VWA 16 There are 4 mutations in STR.

Aquesta taula ens ensenya, com |pi3s317| 11

es pot comprovar a l'annex, |D16sS539 11
D18S51 | 16

I'al-lel que hagués trobat una EC,

Some indel inside STR zone.
i com en alguns loci aquesta |P21S11 |31-2 |t1here are 5 mutations in STR.
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informacio es veu complementada amb mutacions i indels que fan que

al llegir els alineaments busquem directament aquests canvis.

Les mutacions de VWA i D21S11 sén d'esperar, ja que sén part d'un
altre motiu (STRs compostos), mentre que les del loci THO1 sén per
alguna insercid. Per a aquestes, i pensant de nou en una possible
millora del programa, es podria buscar una manera de fer que només
aguelles mutacions que no es produeixin arran del metode. Aixo0 es
podria fer mitjancant un llistat dels diferents motius que es poden

trobar en aquest loci i buscar-les a la "zona del STR".
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5.- Conclusio

Aquest treball ha permeés |'aprenentatge de les opcions que ddna
Python i el paquet de biopython alhora de realitzar un script que

compleixi amb el proposit que plantejavem als objectius.

Per altra banda, s'ha creat un programa que permet tant generar la
biblioteca d'al-lels a partir d'una llista d'STRs, com analitzar un genoma
haploide/pseudohaploide a partir d'aquesta biblioteca per a obtenir
I'al-lel de manera analoga al meétode original, a més d'informacié

addicional.

Aixi doncs, el programa resultant ha arribat a les expectatives,
permetent no només obtenir el mateix resultat teoric al que s'arribaria
amb el méetode tradicional de la electroforesi capil-lar, sind6 que a més
pot donar informacié valuosa alhora d'afegir més variants que les

normalment obtingudes.
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Annex 1: Llista d'informaicd CoDIS

'TCCATA' + s*(n-18)

id chromosome | position | GRCh38 | motif | primer F primer R form allele range [Ref.
CSFIPO (5 1E+11 13 AGAT [ AACCTGAGTCTGCCAAGGACTAGC TTCCACACACCACTGGCCATCTTC s'n 5-17 (8)
FGA 4 2E+11 22 CTTT | GCCCCATAGGTTTTGAACTCA TGATTTGTCTGTAATTGCCAGC 'TTTC*3 + 'TTTTTTCT' + s*(n-8) +| 12-53 (9)
'CTCC' + 'TTCC™*2
THO1 11 2E+09 7 AATG | GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT ATTCAAAGGGTATCTGGGCTCTGG s*n 1-14 (8)
TPOX 2 1E+09 8 AATG | CACTAGCACCCAGAACCGTC CCTTGTCAGCGTTTATTTGCC s'n 4-18 (10)
VWA 12 6E+09 17 TCTA | CCCTAGTGGATGATAAGAATAATCAGTATG | GGACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG | s*n 10-26 (9)
D3S1358 |3 5E+10 16 TCTA | ATGAAATCAACAGAGGCTTGC ACTGCAGTCCAATCTGGGT s'n 8-22 (11)
D5S818 5 1E+11 11 AGAT | GGTGATTTTCCTCTTTGGTATCC AGCCACAGTTTACAACATTTGTATCT sn 4-20 (11)
D78820 (7 8E+10 13 GATA | ATGTTGGTCAGGCTGACTATG GATTCCACATTTATCCTCATTGAC s'n 5-22 (11)
D8S1179 |8 1E+11 13 TCTA | TTTTTGTATTTCATGTGTACATTCG CGTAGCTATAATTAGTTCATTTTCA s‘n 5-20 (12)
D138317 |13 8E+10 11 TATC | ATTACAGAAGTCTGGGATGTGGAGGA GGCAGCCCAAAAAGACAGA s'n 5-17 (11)
D16S539 | 16 8E+10 11 GATA | GGGGGTCTAAGAGCTTGTAAAAAG GTTTGTGTGTGCATCTGTAAGCATGTATC s'n 4-17 (11)
D18s51 |18 6E+10 18 AGAA [ GAGCCATGTTCATGCCACTG CAAACCCGACTACCAGCAAC s'n 6-40 (9)
D21S11 (21 2E+10 29 TCTA | ATATGTGAGTCAATTCCCCAAG TGTATTAGTCAATGTTCTCCAG s13 + 'TA'+s*3 + 'TCA' + s*2 +|18-42 (13)




Annex 2: Seqliencies artificials de validacio

STR D7S820

Al-lel 12:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC
GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAGTT
TTT TATCTCACTAAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 11.3:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC
GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATGACAGATTGATAGTTT
TTTTTTATCTCACTAAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 12 amb delecié post STR:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC
GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAGTT
TTTTTTTATCTCAC-AAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 12.1:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC
GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATCAGATTGATAGT
TTT TTATCTCACTAAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 12 amb mutacié interna:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC
GATAGCTAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAGTT
TTTTTTTATCTCACTAAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 12 amb delecié pre STR:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTT-AGAACGAACTAAC
GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAGTT
TTTTTTTATCTCACTAAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 12 amb delecid interna:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC
GATAGATAGATAGAT-GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAGTTT
TTTTTTATCTCACTAAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 12 amb insercié post STR:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC
GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAGTT
TTTTTTTATCTCACTAAATGCAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 12 amb insercié pre STR:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGCGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTA
ACGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAG
TTTTTTTTTATCTCACTAAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

Al-lel 12 amb insercié interna:
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC
GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAG
TTTTTTTTTATCTCACTAAATAGTCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT



Annex 3: Dades validacié algoritme

STR D7S820
Al-lel 12:

Score STR postGaps Mut pos Gap pos
18 177.8  69-189 [138] [111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118]
11 185. 69-113 [138] [115, 116, 117, 118

13 189.
14 185.

69-121 [142] [119, 128, 121, 122
§9-125 [146] (119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126]

L}

12 193.8 69-117 [138] []
[
[

Your sequence is probably: 12

Al-lel 11.3:
Alelle Score STR postGaps Gap count Gap pos
178.8  69-109 7 [111, 112, 115, 116, 117]
186.8 69-113 3 [115, 116,
191.8@ 69-117 1 [116]
187.8@ 69-121 5 [116, 119, 122]
183.8  69-125 [116, 119, 122, 123, 124, 125, 136]

Your sequence is probably: 11.3

STR postGaps Gap count Mut pos Gap pos
18 . 69-109 9 [138] [111, 112, 115, 116, 117, 118, 146]
11 [138] [115, 116, 146]
12 191. [138] [146]
13 187. [142] [119, 12e, 158]
14 183. [146] [119, 128, 123, 124, 125, 126, 154]

wn

[ =I* ]

Your seguence is probably: 11.3

Al-lel 12.1:
Alelle Score 5TR postGaps Gap count Mut pos Gap pos
176.8  69-189 [139] [111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119]
184.8 69-113 [139] [115, 116, 117, 118, 119]
192.8 69-117 [139] [119]
191.8 [142] [12a, 122
187.8 [146] 120, 122, 123, 124, 125, 126]

Score S5TR postGaps Gap count Mut pos Gap pos

177.8  69-113 [138] [74, 75, 77, 78, 115, 116, 117, 118

185.8 69-117 [138] [74, 75, 77, 78]

192.8 69-117 [74, 138] [1

188.0 [74, 142] [119, 128, 121, 122

184.8 [74, 146] [119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126]

Alelle Score S5TR postGaps ap c t Gap pos

18 175.8 69-189 o [55, 111, 114, 115, 116, 117, 118
11 183.8 69-113 [55, 115, 118]

12 191.8 69-117 [55]

13 187.8 69-121 [55, 1139,

14 183.8

69-125 [55, 119, 12 2 123, 124, 125, 126]

Your sequence is probably: 11.3

Al-lel 12 amb delecid interna:

1



Alelle Score STR postGaps Mut pos Gap pos
178.8  69-112 [137] [84, 86, 87, 114, 115, 116, 117]
186.8 69-116 [137] [84, B6, 87]
191.8  69-117 [138] [84]

187.8 69-121 [142] [84, 119, 128, 121, 1

183.8  69-125 [146] [84, 119, 128, 121, 1

Your seguence is probably: 11.3

Score STR postGaps Gap count Mut pos Gap pos

175.8  69-189 [138] [111, 112, 116, 117, 118, 151,
183.8 69-113 [138] [115, 116, 5 1521

191.8 69-117 2 2 [138] [151, 152]

187.8 69-121 [142] [119, 128, 156]

183.8 69-125 [146] [119, 128, . 124, 125, 126, 159,

Your sequence is probably: 12.2

Score S5TR postGaps Gap count Gap pos

175.8  71-111 18 [31, 32 5, 116, 117, 118, 119,
183. 71-115 6 [31, 32 19, 128]

191. 71-119 2 2 [31, 32

187. 71-123 6 2 [31, 32 G 2 124]

183. 71-127 18 [31, 32 2 124, 125,

[}
@
[}
@

Your sequence is probably: 12.2

Score STR postGaps Gap count Mut pos Gap pos

183.8  69-115 [ [148] [99, 180,

191.8¢  69-119 2 [148] [99, 1@86]

193.8 69-121 2 [142] [99, 188]

189.8 69-125 [ [146] [99, 188, 12 2 2 126]

185.8  69-129 1@ [158] [99, 108, 12 2 25, 126, 127, 128, 129, 138]

Your seguence is probably: 12.2




Annex 4: Alineaments exemple (HG002)

TPOX:

(8)
GACTGGCACAGAACAGGCACTTAGGGAACCCTCACTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGTTTG
FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GACTGGCACAGAACAGGCACTTAGGGAACCCTCACTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGTTTG

D351358:

(16)
ATGTATCTATCTGTCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATGAGACAGGGTCTTGCTCTGTC
FEEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATGTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATGAGACAGGGTCTTGCTCTGTC

FGA:

(20)
CAGATTAAACTGTAACCAAAATAAAATTAGGCATATTTACAAGCTAGTTTCTTTCTTTCTTTTTTCTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTCCTTCCTTCCTTTCTTCCTTTCTTTTTT
CEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrereerrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAGATTAAACTGTAACCAAAATAAAATTAGGCATATTTACAAGCTAGTTTCTTTCTTTCTTTTTTCTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTCCTTCCTTCCTTTCTTCCTTTCTTTTTT

CSF1PO:

(10)
AGGTTGCTAACCACCCTGTGTCTCAGTTTTCCTACCTGTAAAATGAAGATATTAACAGTAACTGCCTTCATAGATAGAAGATAGATAGATTAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGGAAGTACTTAGAACAGGGTC
CEEEEEErrr et et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGTTGCTAACCACCCTGTGTCTCAGTTTTCCTACCTGTAAAATGAAGATATTAACAGTAACTGCCTTCATAGATAGAAGATAGATAGATTAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGGAAGTACTTAGAACAGGGTC

TGACACAGGAAATGCTGTCCAAGTGTGCACCAGGAGATAGTATCTGAGAAGGCTCAGTCTGGCACCATGTGGGTTGGGTGGGAACCTGGAGGCTGGAGAATGGGCT

FEEErrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrr et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGACACAGGAARATGCTGTCCAAGTGTGCACCAGGAGATAGTATCTGAGAAGGCTCAGTCTGGCACCATGTGGGTTGGGTGGGAACCTGGAGGCTGGAGAATGGGCT

D55818:

(11)
TTACGTAATATTTTGAAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGAGGTATAAATAAGGATACAGATAA
FEratrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e rr et e e e e e
TTATGTAATATTTTGAAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGAGGTATAAATAAGGATACAGATAA



D75820:

(12)

GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGT TTAGAACGAACTAACGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAGTTTTTTTTTATCTCACTAARATAG
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e
GAGTTATTTTAAGGTTAATATATATAAAGGGTATGATAGAACACTTGTCATAGT TTAGAACGAACTAACGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGACAGATTGATAGTTTTTTTTAATCTCACTAAATAG

TCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

FEEEEEEEr et e e e e e e e e e
TCTATAGTAAACATTTAATTACCAATATTTGGTGCAATTCT

D8S1179:

(13)
TATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATTCCCCACAGTGAAAATAATCTACAGGATAGGTARAATAAATTAAGGCATATTCACGCAATGGGATACGATACAGTGA
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rre e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATTCCCCACAGTGAAAATAATCTACAGGATAGGTAAATAAATTAAGGCATATTCACGCAATGGGATACGATACAGTGA

THO1:

(9)
CCAGCCTGGCCCACACAGTCCCCTGTACACAGGGCTTCCGAGTGCAGGTCACAGGGAACACAGAC--TCCATGG-TGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATG-AATGAATGAGGGAAATAAGGGAGGAACAGGCCAATGGGAATCACC
R R R R R e I R R R R R e R R R R R R R R R RN
CCAGCCTGGCCCACACAGTCCCCTGTACACAGGGCTTCCGAGTGCAGGTCACAGGGAACACAGACAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGGAATGAATGAGGGAAATAAGGGAGGAACAGGCCAATGGGAATCACC

VWA :
(16)
TGACTTGGATTGATCTATCTGTCTGTCTGTCTGTCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCCATCTAT
Frrrrrrrrrrrrrrrrr ettt et e e e e e e e e e e e e e e e
TGACTTGGATTGATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCCATCTAT

D135317:

(11)
GAGTTCATTTCTTTAGTGGGCATCCGTGACTCTCTGGACTCTGACCCATCTAACGCCTATCTGTATTTACAAATACATTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCAATCAATCATCTATCTATCTTTCTG
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGTTCATTTCTTTAGTGGGCATCCGTGACTCTCTGGACTCTGACCCATCTAACGCCTATCTGTATTTACAAATACATTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCAATCAATCATCTATCTATCTTTCTG

D16S539:
(11)
TGTACAAGTGCCAGATGCTCGTTGTGCACAAATCTAAATGCAGAAAAGCACTGAAAGAAGAATCCAGAAAACCACAGTTCCCATTTTTATATGGGAGCAAACAAAGGCAGATCCCAAGCTCTTCCTCTTCCCTAGATCAATACAGACAGACAG

Frrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e e e err e e rrrrerr e e er e rrr e e e e e e e e e e e e e et e e
TGTACAAGTGCCAGATGCTCGTTGTGCACAAATCTAAATGCAGAAAAGCACTGAAAGAAGAATCCAGAAAACCACAGTTCCCATTTTTATATGGGAGCAAACAAAGGCAGATCCCAAGCTCTTCCTCTTCCCTAGATCAATACAGACAGACAG

ACAGGTGGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATATCATTGAAAGACAAAACAGAGATGGATGATA

(RN R R R R R R R N NN R R AR AR R AR R AR AR R RN
ACAGGTGGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATATCATTGAAAGACAAAACAGAGATGGATGATA

4



D18S51:
(16)
CACTTCACTCTGAGTGACAAATTGAGACCTTGTCTCAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAAAGAGAGAGGAAAGAAAGAGAAAAAGAAAAGAAATAGTAGCAACTGTTATTG

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CACTTCACTCTGAGTGACAAATTGAGACCTTGTCTCAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAARAGAGAGAGGAAAGAAAGAGAAAAAGAAAAGAAATAGTAGCAACTGTTATTG

TAAGACATCTCCACACACCAGAGAAGTTAATTTTAATTTTAACATGTTAAGAACAGAGAGAAGCCAACATGTCCACCTTAGGCTGACGGTTTGTTTATTTGTGTT

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e rr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAAGACATCTCCACACACCAGAGAAGTTAATTTTAATTTTAACATGTTAAGAACAGAGAGAAGCCAACATGTCCACCTTAGGCTGACGGTTTGTTTATTTGTGTT

D21S511:

(31.2)
TGAATTGCCTTCTATCTATCTATCTATCTATCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTATCTATCTATATCTATCTATCTATCATCTATCTATCCATATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTAT
R o O o e B e B B e B B e B e B e R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R R R R RN R AR R R R R AR R R
TGAATTGCCTTCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCT~~~~ATCTATCTATATCTATCTATCTATCATCTATCTATCCATATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTAT

--ATCTATCGTCTATCTATCCAGTCTATCTACCTCCTATTAGTCTGTCT

=R e e e e e e e e e e e e e e e
CTATCTATCGTCTATCTATCCAGTCTATCTACCTCCTATTAGTCTGTCT
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