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Analiza SNP jest jedng z najnowszych metod stosowa-
nych do identyfikacji osobniczej w genetyce sgdowe;j.
Jest coraz czesciej stosowana w praktyce, zwtaszcza
w analizach silnie zdegradowanego materiatu dowodowego,
dlatego tez wymaga odpowiednich danych populacyjnych.
W pracy przedstawiono wyniki badan populacyjnych, prze-
prowadzonych metodg minisekwencjonowania, w postaci
bazy populacyjnej regionu Polski centralnej, obejmujgce;j
500 alleli w zakresie 5 loci SNP (rs2294067, rs2282160,
rs2070764, rs2277216, rs1063739).

SNP analysis is one of the most contemporary methods for
personal identification in forensic genetics. Itis increasingly
more frequently used in forensic practice, especially for
analyses of highly degraded DNA samples from crime
scenes and thus it requires suitable population data.
The aim of this study was to develop a central Poland
population database consisting of 500 alleles in a range
of 5 SNP biallelic loci (rs2294067, rs2282160, rs2070764,
rs2277216, rs1063739). DNA fragments were amplified
in one multiplex PCR reaction and SNPs were identified
in a minisequencing reaction. The combined PD of the
pentaplex was 0.9907147657. This makes the pentaplex
a good screening method for forensic applications.

Stowa kluczowe: SNP. baza populacyjna, Polska
centralna
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WSTEP

Markery SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
to utrwalone mutacje punktowe DNA, powstaja-
ce w wyniku tranzycji lub transwersji. Wystepujg
w catym genomie ludzkim, w DNA jgdrowym i mi-
tochondrialnym, zarbwno w regionach kodujgcych,
jak i niekodujagcych. Sg doskonatym narzedziem
do identyfikacji osobniczej oraz badan pokrewien-
stwa, dzieki czemu sg wykorzystywane w genetyce
sgdowej. Przede wszystkim majg znacznie nizszy
wskaznik mutacyjnosci niz powszechnie stosowane
w genetyce sadowej markery STR i VNTR, co ma
istotne znaczenie w analizach spornego ojcostwa
[1, 2]. Ponadto charakteryzujg sie polimorfizmem
binarnym, dzieki czemu sg znacznie fatwiejsze do
walidacji niz markery STR i VNTR, gdyz dokfadne
okreslenie czestosci alleli w przypadku markerow
SNP nie wymaga zgenotypowania tak duzej grupy
0so6b, jak to ma miejsce w przypadku STR i VNTR
[3]. SNP moga by¢ genotypowane przy uzyciu no-
woczesnych technologii i bardzo wydajnych metod,
ktorych jest coraz wiecej, a ich automatyzacja ma
zastosowanie w tworzeniu duzych baz profili gene-
tycznych przestepcow [4]. Najwiekszg zaletg tych
markerow jest jednak to, ze podczas ich analizy
amplifikacji poddawane sg bardzo krotkie fragmenty,
najczesciej ponizej 100 pz, co sprawia, ze sg one
idealnym narzedziem do badan antropologicznych
i Sladdéw biologicznych z miejsc przestepstw, umoz-
liwiajg bowiem analize bardzo matych ilosci DNA,
ktory dodatkowo moze by¢ silnie zdegradowany [5].
Metoda z uzyciem SNP moze zatem zminimalizowac
problemy zwigzane z identyfikacjg zdegradowanego
materiatu biologicznego, gdzie zastosowanie metod
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opartych na analizie STR nie daje zazwyczaj zado-
walajgcych wynikow.

Celem prezentowanej pracy byto opracowanie
bazy populacyjnej centralnej Polski, sktadajgcej
sie z 500 alleli, w zakresie 5 loci SNP (rs2294067,
rs2282160, rs2070764, rs2277216, rs1063739) [6].

MATERIAL | METODY

Materiat do utworzenia bazy populacyjnej stanowity
probki krwi pobrane od 250 niespokrewnionych osob
biorgcych udziat w standardowych badaniach identy-
fikacyjnych w Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sgdowe;
Uniwersytetu Medycznego w t.odzi. DNA wyizolowano
metodg kolumienkowa z zastosowaniem zestawu
Sherlock AX (A&A Biotechnology). Kompleksowa re-
akcja amplifikacji zostata przeprowadzona z uzyciem
pieciu par starterow, obejmujgcych nastepujgce loci
SNP: rs2294067, rs2282160, rs2070764, rs2277216,
rs1063739 [6]. Produkty PCR zostaly oczyszczone za
pomocg zestawu kolumienek ultrafiltracyjnych MiniE-
lute® (Qiagen). Minisekwencjonowanie przeprowadzo-
no z uzyciem zestawu ABI Prism® SnaPshot™ (Applied
Biosystems). Produkty minisekwencjonowania, po
oczyszczeniu zestawem DyeEx® (Qiagen), zostaty
rozdzielone w poliakrylamidowym zelu denaturujgcym
w sekwenatorze ABI Prism 377 z uzyciem LIZ™ 120
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jako wewnetrznego standardu wielkosci. Genotypo-
wanie przeprowadzono za pomocg programu Gene
Scan™. Analiza statystyczna, ktorg przeprowadzono
przy uzyciu programow komputerowych GDA [7] i DLP
(8], objeta zgodnosc¢ z prawem Hardy'ego-Weinberga
(exact p) oraz parametry przydatnosci pentapleksu
SNP w standardowych analizach genetyki sgdowe;:
tj. heterozygotycznos¢ obserwowang i oczekiwang
(Het obs.; Het exp) oraz jej btad [9], wspdtczynnik
informaciji o polimorfizmie (PIC) [10], minimalng i mak-
symalng [11] oraz $rednig szanse ojcostwa (PI) [12],
site dyskryminacji (PD) [13] oraz site wykluczenia dla
pefnych (PE, ) [14] i niepetnych trojek (PE, ) [15].

WYNIKI | DYSKUSJA

Opracowano baze, skifadajgcg sie z 500 alleli.
Tabela | przedstawia uzyskany rozktad czestosci
wystepowania poszczegolnych wariantow allelicz-
nych badanych SNP w populacji regionu todzkiego.
Ocena testem exact wykazata zgodnos$¢ z prawem
Hardy’'ego-Weinberga we wszystkich /oci. tacz-
na sita dyskryminacji pentapleksu SNP wyniosta:
PD,., = 0,9907147657. tgczna sita wykluczenia
dla trojek osiggneta wartosc: PE = 0,628877578,
natomiast w sprawach bez matki wyniosta: PE, = =
0,4495078358.

Ryc. 1. Schemat reakcji minisekwencjonowania, czyli wydiuzania startera o jeden komplementarny znakowany dideok-

syrybonukleotyd.

Fig. 1. Minisequencing process, i.e. Single Base Extension Reaction scheme.
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Parametry statystyczne, obliczone dla kazdego
SNP, zostaly przedstawione w tabeli I. Najczestszy
profil, jaki otrzymano w zakresie 5 badanych SNP, miat
czestose: f, = 0,033 czyli genotyp taki wystgpowat
u jednej na 30 0s6b, natomiast profil najrzadszy miat
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czestosc: f_ = 0,00012. Oznaczato, ze wystepowalt
on u jednej na 8297 osob. Srednia czestos¢ profilu
wyniosta 0,0089, czyli profil ten oznaczono u 1 na
283 osoby

Tabela I. Parametry statystyczne bazy populacyjnej 500 alleli dla poszczegdinych markerow SNP, obliczone za pomocag

programow GDA i DLP

Table |. Statistical parameters of every SNP counted for population database of 500 alleles using GDA and DLP

programs.
Allel P Het PE PI

Locus Allele |exact test PD exp obs btad PIC trio duo min drednia  max
C

rs2294067 0,803 0,621 |0,493 (0,484 |0,02 |0,371 |0,186 |0,121 |0,890 |0,987 |2,283
G
T

rs2070764 0,900 0,608 |0,488 (0,488 |0,02 [0,369 |0,184 |0,119 |0,862 |0,977 |2,281
A
A

rs1063739 0,602 0,625 |0,501 (0,520 |0,02 |0,3756 |0,187 |0,125 |0,992 |1,002 |2,016
C
G

rs2282160 0,381 0,625 |0,499 (0,468 |0,02 |0,374 |0,187 |0,124 |0,943 |0,998 |2,128
A
C

rs2277216 0,404 0,494 0,382 (0,360 |0,02 |0,308 |0,154 |0,073 |0,672 |0,810 |3,906
T

Wykres na ryc. 2 pokazuje rozkfad czestosci pro-
fili w zakresie 5 SNP w populacji regionu tédzkiego.
Najwiecej profili, wystepujgcych w bazie 250 0sob,
miesci sie w zakresie czestosci 0,001-0,01.

Ryc. 2. Rozktad czestosci profili w zakresie 5 SNP w popu-
lacji 250 mieszkancow centralnej Polski.

Fig. 2. A distribution of genetic profiles frequencies in the
range of 5 SNP loci among 250 subjects from the central
Poland population.
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Badane w pracy markery SNP roznity sie cze-
stosciami alleli wystepujgcymi w populacji Polski
centralnej w poréwnaniu z innymi populacjami, np.
badanymi w ramach projektu HapMap Project, tj.:
60 europejczykow (HapMap-CEU) [16], 45 Chin-
czykow z Pekinu (HapMap-HCB) [17] i 60 Nige-
ryjczykow (HapMap-YRI) [18]; populacja japonska
(JBIC) [19], czy grupa CEPH (Centre d’Etude du
Polymorphisme Human) [20]. Rdznice te przedsta-
wiono w tabeli l.

Powyzsze dane $wiadczg o przydatnosci mar-
kerow SNP do badan populacyjnych. Bialleliczny
charakter uktadéw SNP sprawia, ze baza sktadajaca
sie z 500 alleli jest wystarczajgcg bazg populacyjng,
ktdra z powodzeniem moze zosta¢ wykorzystana
do obliczen statystycznych zarowno w badaniach
dowodow rzeczowych, jak i ojcostwa.
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Tabela Il. Porownanie czestosci alleli pieciu loci SNP w populacii centralnej Polski oraz 6 innych populacjach.
Table Il. A comparison of allele frequency of five SNP loci between the central Poland population and six other populations.

Czestosci wg baz populacyjnych
Frequencies according to population databases

Bazy populacyjne 3 4
Population databases 1 2[3] [24] [19] 5(20] 622]  |7[23]
Liczba alleli w bazie
Number of alleles 500 204 184 120 90 120 1276-1496

G 0,562 0,637 - 0,412 0,614 0,170 0,556
rs2294067

C 0,438 0,363 - 0,588 0,386 0,830 0,444

A 0,420 0,446 - 0,308 0,422 0,525 0,453
rs2070764

T 0,580 0,554 - 0,692 0,578 0,475 0,547

A 0,496 0,392 0,660 - - - -
rs1063739

C 0,504 0,608 0,340 - - - -

A 0,530 0,544 - 0,558 0,511 0,746 0,493
rs2282160

G 0,470 0,456 - 0,442 0,489 0,254 0,507

T 0,256 0,520 - 0,208 0,467 0,500 0,483
rs2277216

C 0,744 0,480 - 0,792 0,533 0,500 0,517
1 — 250 niespokrewnionych mieszkancow Polski centralnej — populacja badana

2 — 102 niespokrewnionych Japonczykéw

3 — CEPH — grupa 92 niespokrewnionych mieszkancow stanu Utah
4 — HapMap-CEU - grupa 60 Europejczykow pochodzacych z potnocnej Europy
5 — HapMap-HCB - grupa 45 niespokrewnionych Chinczykéw z Pekinu

6 — HapMap-YRI — grupa 60 Nigeryjczykow

7 — JBIC — grupa niespokrewnionych Japonczykdw, zmienna w zaleznosci od SNP
tj.. 748 dla rs2294067, 653 dla rs2070764, 744 dla rs2282160 i 638 dla rs2277216

1 - 250 unrelated subjects from central Poland

2 — 102 unrelated Japanese

3 — CEPH — group of 92 unrelated subjects from Utah
4 — HapMap-CEU — group of 60 North Europeans

5 — HapMap-HCB — group of 45 unrelated Chinese from Beijing

6 — HapMap-YRI — group of 60 Nigerians

7 — JBIC — unrelated Japanese, different for every SNP — 748 for rs2294067, 653 for rs2070764, 744 for rs2282160 and

638 for rs2277216
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