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wany w 3’ końcu. Powstałe w ten sposób frag-
menty (starter wydłużony o 1 dideoksynukle-
otyd) są rozdzielane na żelu i identyfikowane 
na podstawie barwy znacznika. 

Według Brennera [6] zastosowanie 4 SNP 
w badaniach ojcostwa daje podobną siłę dyskry-
minacji co użycie 1 układu STR, natomiast w ba-
daniach porównawczych śladów biologicznych 
1 układ STR można zastąpić 2,6 loci SNP. Tym 
samym, pomimo niskiej jednostkowej polimor-
ficzności, analiza statystyczna z użyciem ze-
stawu kilkudziesięciu SNP pozwala na uzyskanie 
podobnych wyników co badanie kilkunastu ukła-

dów typu STR [3, 4, 6]. Przykładowo w analizie 
śladów biologicznych zestaw SGM Plus może 
zostać zastąpiony zestawem 26 loci SNP. Meto-
da z użyciem SNP może zatem zminimalizować 
problemy związane z identyfikacją silnie zde-
gradowanego materiału biologicznego, gdzie 
zastosowanie metod opartych na analizie STR 
nie daje zadowalających wyników. 

Celem badań było praktyczne opracowanie 
i wdrożenie innowacyjnej metody analizy SNP 
do analiz identyfikacyjnych oraz opracowanie 
bazy częstości alleli wybranych pięciu SNP dla 
populacji centralnej Polski.

PENTAPLEKS SNP

Tabela I. Wielkość produktów amplifikacji i minisekwencjonowania badanego pentapleksu SNP.
Table I. PCR and minisequencing product sizes of SNP pentaplex.

SNP Allel Locus Produkt Wielkość produktu  Sekwencje starterów 
 Allele  amplifikacji minisekwencjonowania do minisekwencjonowania
   PCR  Minisequencing Sequences of primers 
   product size product size used for minisequencing
 
rs2070764 A/T 8q13,3 123 bp 35 nt 5’tttttgattgagctaaaaattatgaataactgat3’
 
rs2294067 G/C 8p23,3 99 bp 28 nt 5’aggctggctgggaaggggcctctgtgg3’
 
rs2282160 A/G 9p22 93 bp 50 nt 5’tttttttttttttttttttgggtcagagcaatacactct
     cttctcctcc3’
 
rs1063739 A/C 8q24,3 85 bp 42 nt 5’tttttttttttagcacaggtgaccggagccagg
     cggtgagg3’
 
rs2277216 T/C 10p13 71 bp 57 nt 5’ttttttttttttttttttttttttttgtctagcctca
     ccctcgcacctggaggcac3’

DNA wyizolowano metodą kolumienkową 
z zastosowaniem zestawu Sherlock AX (A&A 
Biotechnology). Multipleksowa reakcja amplifi-
kacji została przeprowadzona z użyciem pięciu 
par starterów (opracowanych wg 3,5,7), obej-
mujących następujące loci SNP: rs2294067, 
rs2282160, rs2070764, rs2277216, rs1063739. 
Amplifikowane fragmenty miały wielkość od 
71 bp do 123 bp (tabela I). Produkty PCR zo-
stały oczyszczone za pomocą zestawu ko-
lumienek ultrafiltracyjnych MiniElute® (Qia-
gen). Do minisekwencjonowania użyto ze-
stawu ABI Prism® SnaPshot™ (Applied Bio-
systems). Zastosowane w multipleksowej re-
akcji startery miały różną długość (27 nt – 56 
nt) co umożliwiało identyfikację badanych SNP 
poprzez rozdział elektroforetyczny. Produkty 
minisekwencjonowania, po oczyszczeniu ze-
stawem DyeEx® (Qiagen), zostały rozdzielone 

Ryc. 1. Schemat reakcji minisekwencjonowania.
Fig. 1. Minisequencing process scheme.

MATERIAŁ I METODY

Materiał do badań stanowiły próbki krwi pobrane 
od 80 niespokrewnionych osób biorących udział 
w standardowych badaniach identyfikacyjnych 
w Katedrze i Zakładzie Medycyny Sądowej Uni-
wersytetu Medycznego w Łodzi. 
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