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Analiza SNP jest jedng z najnowszych metod stosowa-
nych do identyfikacji osobniczej w genetyce sadowej,
zwtaszcza w analizach spraw nietypowych i w badaniach
silnie zdegradowanego materiatu dowodowego. W pra-
cy przedstawiono wyniki badan populacyjnych, przepro-
wadzone metodg minisekwencjonowania, z uzyciem pen-
tapleksu biallelicznych markeréw SNP (rs2294067,
rs2282160, rs2070764, rs2277216, rs1063739), dla po-
pulacji centralnej Polski.

SNP analysis is among the most contemporary method for
personal identification in forensic genetics, especially in
analyses of untypical cases and in studies of degraded DNA
samples from crime scenes. This paper shows the results of
Central Poland population studies carried out using
minisequencing and SNP-pentaplex, which contains 5 biallelic
loci rs2294067, rs2282160, rs2070764, rs2277216 and
rs1063739. DNA fragments were amplified in one multiplex
PCR reaction and SNPs were identified by the minisequencing
method. The combined PD was 0.9895253125, which makes
the pentaplex useful for forensic applications.
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WSTEP

SNP (single nucleotide polymorphism) to utrwa-
lone mutacje punktowe powstajgce w wyniku tran-

zycji lub transwersji. Wystepujg w catym genomie —
zardbwno w regionach kodujacych, jak i niekoduja-
cych — co 100-300 nukleotydéw [1]. Ich zastosowa-
nie w genetyce sgdowej umozliwia analize wysoce
zdegradowanego materiatu biologicznego dzieki
temu, ze amplifikacji poddawane sg znacznie krot-
sze fragmenty niz w przypadku uktadow STR. SNP
sa doskonatym narzedziem do badania $ladow
z miejsc przestepstw, ktére sg czesto silnie zdegra-
dowane i analiza uktadéw typu STR nie jest mozli-
wa [2]. Szansa znalezienia w zdegradowanym ma-
teriale genetycznym niezdegradowanego fragmentu
zawierajgcego SNP, o dtugosci kilkudziesieciu nu-
kleotydow, jest znacznie wieksza niz znalezienie
fragmentu kilkusetnukleotydowego z uktadami typu
STR, ktéry uda sie zamplifikowa¢. Metoda ta ma
wiekszg czutos$¢ od metod opartych na analizie ukfa-
dow typu STR, dzieki znacznie wiekszej ilosci po-
tencjalnych markeréw identyfikacji osobniczej, ja-
kimi sg SNP.

Do analizy SNP wykorzystano reakcje wydtuza-
nia starteréw, czyli minisekwencjonowanie. Jest to
zmodyfikowana reakcja sekwencjonowania i pole-
ga na wydtuzaniu specjalnie zaprojektowanych star-
terow [3, 5, 7] (tabela l) przy uzyciu znakowanych
fluorescencyjnie ddNTP [3, 4, 5]. Startery przyta-
czajg sie koncem 3’ do kazdego SNP, czyli tuz przed
miejscem mutacji, a nastepnie sg wydtuzane o je-
den komplementarny do SNP dideoksynukleotyd,
znakowany odpowiednim, w zalezno$ci od zasady,
fluorochromem (ryc. 1). Do startera moze sie przy-
taczy¢ tylko jeden ddNTP, poniewaz jest zabloko-

' Temat opracowany w ramach prac wtasnych Uniwersytetu Medycznego w todzi nr 502-11-373



Nr 4

wany w 3’ koncu. Powstate w ten sposob frag-
menty (starter wydifuzony o 1 dideoksynukle-
otyd) sg rozdzielane na zelu i identyfikowane
na podstawie barwy znacznika.

Wedtug Brennera [6] zastosowanie 4 SNP
w badaniach ojcostwa daje podobna site dyskry-
minacji co uzycie 1 uktadu STR, natomiast w ba-
daniach poréwnawczych sladow biologicznych
1 ukfad STR mozna zastgpi¢ 2,6 loci SNP. Tym
samym, pomimo niskiej jednostkowej polimor-
ficznosci, analiza statystyczna z uzyciem ze-
stawu kilkudziesigciu SNP pozwala na uzyskanie
podobnych wynikéw co badanie kilkunastu ukta-
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déw typu STR [3, 4, 6]. Przyktadowo w analizie
Sladéw biologicznych zestaw SGM Plus moze
zostac zastgpiony zestawem 26 loci SNP. Meto-
da z uzyciem SNP moze zatem zminimalizowaé
problemy zwigzane z identyfikacjg silnie zde-
gradowanego materiatu biologicznego, gdzie
zastosowanie metod opartych na analizie STR
nie daje zadowalajgcych wynikow.

Celem badan byto praktyczne opracowanie
i wdrozenie innowacyjnej metody analizy SNP
do analiz identyfikacyjnych oraz opracowanie
bazy czestosci alleli wybranych pieciu SNP dla
populacji centralnej Polski.

Tabela I. Wielkos¢ produktéw amplifikacji i minisekwencjonowania badanego pentapleksu SNP.
Table I. PCR and minisequencing product sizes of SNP pentaplex.

SNP Allel Locus | Produkt Wielkos¢ produktu Sekwencje starterow
Allele amplifikacji minisekwencjonowania do minisekwencjonowania
PCR Minisequencing Sequences of primers
product size | product size used for minisequencing
rs2070764 | A/T 8913,3 | 123 bp 35 nt S5'titttgattgagctaaaaattatgaataactgat3’
rs2294067 | G/C 8p23,3 | 99 bp 28 nt 5’aggctggctgggaaggggcctcetgtggl’
rs2282160 | A/G 9p22 93 bp 50 nt Sittttttttttttttttttgggtcagagcaatacactct
cttctectee3’
rs1063739 | A/C 8024,3 | 85 bp 42 nt 5tttttttttttagcacaggtgaccggagecagg
cggtgaggs’
rs2277216| T/C 10p13 | 71 bp 57 nt Sttttttttttttttttttttttttitgtctagectea
ccctcgeacctggaggceacd’

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

Primer Polymerase C
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MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity probkikrwipobrane
od 80 niespokrewnionych osob biorgcych udziat
w standardowych badaniach identyfikacyjnych
w Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sgdowej Uni-
wersytetu Medycznego w todzi.

DNA wyizolowano metodg kolumienkowg
z zastosowaniem zestawu Sherlock AX (A&A
Biotechnology). Multipleksowa reakcja amplifi-
kacji zostata przeprowadzona z uzyciem pieciu
par starteréw (opracowanych wg 3,5,7), obej-
mujacych nastepujace loci SNP: rs2294067,
rs2282160, rs2070764, rs2277216, rs1063739.
Amplifikowane fragmenty miaty wielkos¢ od
71 bp do 123 bp (tabela I). Produkty PCR zo-
staty oczyszczone za pomocg zestawu ko-
lumienek ultrafiltracyjnych MiniElute® (Qia-
gen). Do minisekwencjonowania uzyto ze-
stawu ABI Prism® SnaPshot™ (Applied Bio-
systems). Zastosowane w multipleksowej re-
akcji startery miaty r6zng dtugos¢ (27 nt — 56
nt) co umozliwiato identyfikacje badanych SNP
poprzez rozdziat elektroforetyczny. Produkty
minisekwencjonowania, po oczyszczeniu ze-
stawem DyeEx® (Qiagen), zostaty rozdzielone
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w poliakrylamidowym zelu denaturujacym w sekwe-
natorze ABI Prism 377 z uzyciem LIZ™ 120 jako
wewnetrznego standardu wielkosci. Analiza kohco-
wa — genotypowanie przeprowadzono za pomocg
programu Gene Scan™.

Analiza statystyczna, ktorag przeprowadzono przy
uzyciu programéw komputerowych GDA [9] i DLP
[10], objeta zgodnos¢ z prawem Hardy’ego-Wein-
berga (exact p) oraz parametry przydatnosci pen-
tapleksu SNP w standardowych analizach genetyki
sgdowej: tj. heterozygotycznos¢ obserwowang
i oczekiwang (Het obs.; Het exp) oraz jej btad [11],
wspotczynnik informaciji o polimorfizmie (PIC) [12],
minimalng i maksymalng [13] oraz $rednig szanse
ojcostwa (PI) [14], site dyskryminacji (PD) [15] oraz
site wykluczenia dla petnych (PE, ) [16] i niepet-
nych trojek (PE,, ) [17].

WYNIKI | DYSKUSJA

Utworzona baza populacyjna 5 loci SNP sktada
sie ze 160 alleli. Ocena testem exact wykazata zgod-
nos¢ z prawem Hardy’ego-Weinberga we wszystkich
loci. Tabela Il przedstawia uzyskany rozktad czesto-
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$ci wystepowania poszczegolnych wariantéw alle-
licznych badanych SNP oraz parametry statystycz-
ne obliczone dla kazdego SNP w obrebie populaciji
centralnej Polski. taczna sita dyskryminaciji PD_,,
pentapleksu SNP wyniosta 0,9895253125, natomiast
tgczna sita wykluczenia PE,_ dla tréjek osiggneta
warto$¢ 0,6200206292, a w sprawach bez matki PE
wyniosta 0,4353405089. Stwierdzono wystgpienie
nieznacznych réznic w czestosciach poszczegolnych
alleli w badanej populacji w poréwnaniu z populacjg
japonska [5] i bardziej znaczacych, zwtaszcza w ukta-
dzie rs2277216, w poréwnaniu z inng opublikowang
populacjg japoniska [3] (tabela Ill).

Zestaw pieciu SNP moze mie¢ zastosowanie
w analizie poréwnawczej dowoddw rzeczowych,
zwlaszcza gdy mamy do czynienia ze zdegrado-
wanym materiatem biologicznym i badanie z uzy-
ciem markerow STR, czy nawet bardziej skutecz-
nych w tego typu analizach markeréw miniSTR, nie
daje jednoznacznych wynikow. Do badania pokre-
wienstwa zestaw pieciu markerdw jest niewystar-
czajacy i nalezatoby go poszerzy¢, moze by¢ jed-
nak dobrym narzedziem pomocniczym w analizach
spraw nietypowych, takich jak przypadki mutacyj-
ne badz niepetne.

Tabela Il. Rozktad czestoéci alleli oraz parametry statystyczne badanych 5 loci SNP.
Table Il. The allele frequencies and statistical parameters of five SNP loci.

SNP Allel | Czestos¢ | p PD Het PIC PE Pl
Allele | Frequency exp obs  btad trio duo |[min $rednia max

rs2294067 | C 0,488 0,498 | 0,625 |0,503 0,55 0,04 [0,375| 0,187 0,125 |0,976 1,006 2,051
G 0,512

rs2070764 | T 0,625 0,343 | 0,608 |0,472 0,525 0,04 (0,359 | 0,179 0,110 |0,800 0,946 2,667
A 0,375

rs1063739 | A 0,488 0,653 | 0,625 |0,503 0,475 0,04 [0,375| 0,187 0,125 |0,976 1,006 2,051
C 0,512

rs2282160 | G 0,513 0,178 | 0,625 |0,503 0,425 0,04 [0,375| 0,187 0,125 |0,976 1,006 2,051
A 0,487

rs2277216 | C 0,794 0,084 | 0,494 |0,329 0,263 0,037(0,274 | 0,137 0,054 |0,630 0,746 4,848
T 0,206
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Tabela lll. Poréwnanie czestosci alleli pieciu loci SNP
w populacji centralnej Polski i dwéch populacji japon-
skich [3, 5].

Table Ill. Comparison of allele frequencies of five SNP
loci between central Poland population and two japane-
se populations [3, 5].

SNP Allel | Czestos¢ | Czestosc Czestose
Allele | Frequency | wg [3] wg [5]
Frequency | Frequency
(3] (5]
rs2294067 | G 0,512 0,637 0,556
C 0,488 0,363 0,444
rs2070764 | A 0,375 0,446 0,453
T 0,625 0,554 0,547
rs1063739 | A 0,488 0,392 -
C 0,512 0,608 -
rs2282160 | A 0,487 0,544 0,493
G 0,513 0,456 0,507
rs2277216 | T 0,206 0,520 0,483
C 0,794 0,480 0,517
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