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W prezentowanej pracy przedstawiono wyniki
uzyskane metodg LightSNiP z zastosowaniem 2 SNPs
znajdujacych sie na chromosomie Y przy badaniu
mieszanin materiatu genetycznego w postaci krwi
mezczyzny i kobiety w rdznych rozciefczeniach.
Wielko$¢ markerow STR-PCR dostepnych na rynku
znajduje sie miedzy 100 a 500 pz co moze ogra-
niczy¢ analize takich mieszanin DNA, gdzie ilos¢
meskiego DNA jest stosunkowo mata lub materiat
genetyczny do badan jest zdegradowany. Dobor
odpowiednich SNPs, w tym przypadku na chromo-
somie Y, moze dostarczy¢ informacji utatwiajgcej in-
terpretacje mieszanin DNA kobiety i mezczyzny.
Analize przeprowadzono przy pomocy LightCycler®
2.0, firmy Roche® Diagnostics.

The study presents the results obtained by
LightSNiP method with the use of 2 SNPs located
on Y chromosome. The purpose of this study was
examination of the mixture of the genetic material
in the form of male and female blood in different
dilutions. The size of available STR-PCR markers
is between 100 and 500 bp, which can limit
the possibility of DNA mixture analysis, where
the amount of male DNA is relatively low or the
genetic material is markedly degraded. Selection of
appropriate SNPs placed on Y chromosome can
provide information that will facilitate interpretation
of the female and male DNA mixture. The test was
performed on a Light Cycler 2.0, Roche Diagnostic.
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WSTEP

Przysztos¢ badan genetycznych w medycynie sa-
dowej jest Scisle zwigzana z Polimorfizmem Poje-
dynczego Locus (SNP), ktéry polega na zmianie
punktowej w sekwencji DNA. Zwany jest tez mu-
tacjg w wyniku tranzycji lub transwersji [1, 21.

W genomie cztowieka liczba SNPs jest ogromna,
majaca istotne znaczenie w badaniach populacyj-
nych oraz w diagnostyce medycznej w kierunku
badania chordb genetycznych [3]. Najwazniejsza
zaleta SNPs jest mozliwos¢ uzyskania produktu
reakcji PCR mniejszego niz 100 pz, co ma ogromne
znaczenie przy analizie zdegradowanego DNA. Ba-
dajac jeden SNP uzyskujemy maksymalnie dwa
allele [1, 3]. Sita dyskryminacji w stosunku do
badan systemem STR jest niska. Do poréwnywal-
nej analizy 13 loci STR jest potrzebna analiza 25
do 45 loci SNP [1, 4].

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym charakte-
ryzuje sie tym, ze amplifikacja oraz detekcja ampli-
fikowanego produktu, przeprowadzone sg réwno-
czeSnie w tej samej probdwce co ogranicza ryzyko
zanieczyszczenia. Inng wazng zaletg tej metody jest
mozliwosc¢ ilosciowej analizy produktow amplifikacji
uzyskanych w kazdym cyklu reakcji tancuchowej
polimerazy poprzez detekcje fluorescencji. Emisja flu-
orescencji uzyskana w reakcji jest proporcjonalna
do ilosci amplifikowanego DNA [1, 5, 6, 7, 81.
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W reakcji PCR w czasie rzeczywistym stosuje
sie rozne systemy detekcji sygnatu fluorescencyj-
nego. Sg to zwiazki fluorescencyjne (fluorochromy),
ktére znacznie podwyzszajg poziom emisji fluore-
scencji. Miedzy nimi znajduje sie SYBR Green | oraz
sondy specyficzne znakowane fluorochromami, do
ktérych zaliczy¢ nalezy sondy molekularne Beacons,
TagMan i typu Scorpions [1, 7, 8, 9, 10, 111.

Analiza markerow SNPs w genetyce sgdowej na
chromosomie Y dostarcza waznej informacji gene-
tycznej, w sytuacjach kiedy badamy DNA w stanie
degradacji lub analizujemy mieszanine DNA kobiety
i mezczyzny, w ktorej ilos¢ DNA kobiety jest duzo
wieksza od ilosci DNA mezczyzny.

Interpretacja wynikéw uzyskanych przy badaniu
Y-SNPs jest bardzo tatwa, poniewaz uzyskujemy
tylko jeden allel [12].

Obecnie wyboru SNPs na chromosomie Y mozna
dokonac poprzez wglad na strony internetowe, kté-
re zawierajg szerokg oraz doktadng baze SNPs w za-
leznosci od zastosowanej metody laboratoryjne;j:
www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/, www.snp.cshl.org,
www.ensembl.org/.
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Analiza oceny przydatnosci metody LightSNiP
oraz wybranych Y-SNPs w badaniu $ladéw biologi-
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cznych w postaci mieszanin krwi mezczyzny i kobie-
ty w réznych rozcienczeniach oraz poréwnanie z wy-
nikami analiz uzyskanych metodg STR-PCR.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowita mieszanina DNA
mezczyzny i kobiety w postaci plam krwi, w pro-
porcjach 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 oraz 1:50.

Metoda kolumienkowa pozwolita na izolacje
DNA z plam krwawych. Zastosowano w tym celu
kit Sherlock AX, firmy A&A Biotechnology. Uzyska-
ny DNA zostat oczyszczony oraz zageszczony przy
pomocy kolumienek filtracyjnych Amicon Ultra 30k
Montage® PCR Centrifugal Filter Devices, firmy
Millipore. Pomiar stezenia uzyskanego DNA wykona-
no przy pomocy spektrofotometru Nanodrop wersja
ND-1000 V3.1.0, Firmy NanoDrop Technologies,
Inc, USA.

Badania przeprowadzono przy pomocy techniki
real-time PCR, ktéra pozwala na szybkg interpreta-
cje wynikéw. Test LightSNiP zawiera primery, wybra-
ne Y-SNPs oraz sondy molekularne typu SimpleProbe®.
Dziatanie tych sond opiera sie na reakcji FRET (ang.
Fluorescent Resonant Energy Transfer) — procesu
transferu energii fluorescencji z jednego fluorochro-
mu do drugiego. Testy LightSNiP zamdwiono w fir-
mie TIB®Molbiol, Niemcy.

Tabela |. Przedstawia zastosowane Y-SNPs, gen na ktérym sie znajduja, lokalizacje chromosomalna,
zmiane nukleotydowg oraz wielkos¢ analizowanego amplikonu.
Table I.  Information about the Y-SNPs, name of the gene, location at the chromosome, nucleotide
polymorphism and amplicon size.
SNP Gen Lokalizacja Allel Dtugos¢ produktu PCR | Referencje
Gene chromosomalna Allele PCR product length References
Chromosomal
location
rs3900 CYorf15A Yql1.222 C/G 91 bp Skaletsky et al. (2003)
rs11553055 ASMTL Ypll.32 G/A 101 bp K. Ried et al. (1998)
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Sktad mieszaniny reakcyjnej:

e 1 ul H20 do PCR

* 0,5 ul Reagent Mix - rs3900 lub rs11553055

e 1 ul FastStart DNA Master (firmy Roche®
Diagnostics)

* 0,8 ul MgCl2 (25mM)

* 7,7 ul DNA

Reakcje amplifikacji przeprowadzono przy uzyciu
aparatu LightCycler® 2.0 firmy Roche® Diagnostics
na $ciezce fluorescencyjnej 530 w nastepujgcych wa-
runkach:

e denaturacja — 95°C przez 10 min — 1cykl

e amplifikacja — 95°C przez 10 s, 60°C przez

10 s (Single), 72°C przez 15s. — 45
cykli

* topnienie — 95°C przez 20 s, 40°c przez

20°C, 85°C przez O s (0,2°C/s-continuos)
-1 cykl
* chtodzenie — 40°C przez 30 s.

Analize temperatur oraz krzywych topnienia prze-
prowadzono za pomoca programu wersji 4.05 firmy
Roche® Diagnostics.

Préby poddano reakcji PCR systemem PowerPlex®
ESX 17, firmy Promega. Elektroforeze kapilarng prze-
prowadzono w analizatorze genetycznym ABI PRISM
310, firmy Applied Biosystems. Wyniki zostaty pod-
dane analizie przy pomocy programu GeneMapper®
ID wersja 3.2, firmy Applied Biosystems.
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WYNIKI

Metoda LightSNiP pozwala na badania Polimor-
fizmu Pojedynczego Locus co sktonito autorow do
sprawdzenia jej przydatnosci w badaniach genety-
czno-sgdowych.

Uzyskano produkt amplifikacji dla przygotowa-
nych mieszanin DNA mezczyzny i kobiety we wszy-
stkich badanych proporcjach 1:5, 1:10, 1:20,
1:30 i 1:50 metodg LightSNiP oraz Y-SNP
rs11553055.

Uzyskano produkt amplifikacji dla przygo-
towanych mieszanin DNA mezczyzny i kobiety
w badanych proporcjach 1:5, 1:10, 1:20 i 1:30
metodg LightSNiP oraz Y-SNP rs3900.

Temperatura topnienia przy analizie metodag
LightSNiP oraz Y-SNP rs11553055 przy badaniu
przygotowanych mieszanin DNA mezczyzny i ko-
biety wyniosta ~ 59,00°C.

Temperatura topnienia przy analizie metodag
LightSNiP oraz Y-SNP rs3900 przy badaniu przy-
gotowanych mieszanin DNA mezczyzny i kobiety
wyniosta ~ 58,00°C.

Uzyskane temperatury topnienia sg zgodne z ocze-
kiwanymi przy zastosowaniu badanych Y-SNPs
(protokot metody LightSNIP, firmy TIB®-Molbiol,
Niemcy).

Zestawem PowerPlex®ESX17 zbadano miesza-
niny DNA mezczyzny i kobiety tylko w proporcjach
1:30i 1:50.
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Ryc. 1.

Fig. 1.
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Przedstawia temperatury topnienia uzyskane z zastosowaniem metody LightSNiP-rs11553055
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The melting curves obtained with LightSNiP-rs 11553055 shown for comparison of various
dilutions of male and female DNA.
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Ryc. 2.

Fig. 2.
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Przedstawia temperatury topnienia uzyskane z zastosowaniem metody LightSNiP-rs3900

przy badaniu mieszaniny DNA mezczyzny i kobiety w roznych rozcieniczeniach.
The melting curves obtained with LightSNiP-rs 3900 shown for comparison of various

dilutions of female and male DNA.

2011 © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii, ISSN 0324-8267



166 Monica Abreu-Gfowacka, Matgorzata Koralewska-Kordel, Eliza Michalak, Czestaw Zaba, Zygmunt Przybylski Nr 2

Ryc. 3. Przedstawia elektroforegram uzyskany przy badaniu mieszaniny DNA mezczyzny i kobiety
w stosunku 1:30 przy zastosowaniu zestawu STR-PCR PowerPlex®ESX17.

Fig. 3. Electroforegram obtained during the test of male and female DNA mixture in the ratio
of 1:30, using STR-PCR PowerPlex®ESX17 set.
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Ryc. 4.  Przedstawia elektroforegram uzyskany przy badaniu mieszaniny DNA mezczyzny i kobiety
w stosunku 1:50 przy zastosowaniu zestawu STR-PCR PowerPlex®ESX17.

Fig. 4. Electroforegram obtained during the test of male and female DNA mixture in the ratio
of 1:30, using STR-PCR PowerPlex®ESX17 set.
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OMOWIENIE

Uzyskane wyniki nie wykazujg obecnosci arte-
faktow (stutters), co ma duze znaczenie w analizie
mieszanin DNA. Badania przeprowadzone sg w pet-
ni zautomatyzowang metoda, co skraca czas bada-
nia oraz pracy laboratoryjnej.

W wyniku przeprowadzonych badah metodg
STR-PCR przy zastosowaniu systemu Power Plex®
ESX17 uzyskano mieszanine DNA mezczyzny i ko-
biety w przygotowanych proporcjach 1:30 i 1:50.
Taki obraz czesto uzyskujemy w sprawach dotycza-
cych przemocy seksualnej opracowywanych w pra-
cowni Hemogenetycznej w ZMS w Poznaniu, w kto-
rych trudno jest jednoznacznie stwierdzié¢ obecnosé
allelu Y w markerze amelogeniny. Powstaje wtedy
problem identyfikacyjny, przede wszystkim w sytu-
acji, kiedy do analizy nie mamy materiatu poréw-
nawczego podejrzanego w sprawie.

W przypadku zilustrowanym wynikami na ryc.
3 uzyskano mieszanine DNA dwdéch oséb — mez-
czyzny i kobiety, lecz nie stwierdzono obecnosci
allelu Y w markerze amelogeniny. Potwierdzenie
obecnosci DNA mezczyzny w tej mieszaninie inng
metodg moze okazac sie istotne.

Metodg LightSNiP oraz wybranymi do niej Y-SNPs
wykryto obecno$¢ DNA mezczyzny w przygotowa-
nych mieszaninach DNA mezczyzny i kobiety w pro-
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