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Najczestszg przyczyng problemdw zwigzanych z ana-
lizg Sladéw biologicznych jest znaczna degradacja
materiatu. Standardowo stosowane uktady STR majg
zbyt dtugie amplikony do skutecznej analizy zdegra-
dowanego DNA. W takich przypadkach dobrym roz-
wigzaniem jest zastosowanie markeréw o znacznie
krotszych amplikonach, czyli SNP. W prezentowane;j
pracy oceniono przydatno$¢ markerow SNP do iden-
tyfikacyjno-poréwnawczych analiz zdegradowanego
materiatu dowodowego w oparciu o0 specjalnie opra-
cowany zestaw 5 loci SNP (rs2294067, rs2282160,
rs2070764, rs2277216, rs1063739).

The most common cause of problems associated with
analyzing DNA extracted from forensic samples is their
high level of degradation. Such difficulties are caused
by the fact that STR markers have too large amplicon
sizes to be amplified in degraded DNA samples. Thus,
it is necessary to employ more efficient markers for
analyzing evidential samples. SNPs are ideal tools
for such purposes, for the SNP genotyping method
does not require large amplicon size, and thus
increases the possibility of amplifying degraded DNA
samples. Although single SNP is not polymorphic
enough, we can obtain sufficient results by examining
several SNPs. The aim of this study was to examine
the usefulness of the SNP-pentaplex (rs2294067,

rs2282160, rs2070764, rs2277216, rs1063739) for
forensic applications by analysing several forensic
cases, which were impossible to solve in a range
of STR markers because of highly degraded DNA.
DNA fragments were amplified in one multiplex
PCR reaction, which contained 5 primer pairs. SNPs
were subsequently identified in a minisequencing
reaction and gel electrophoresis in an ABI Prism 377
Sequencer. The research confirmed the usefulness
of SNP-pentaplex for forensic applications. Despite
employing mainly degraded and low copy number
DNA, full genetic profiles were obtained in almost
every sample. Although the discrimination power of
SNP-pentaplex is not sufficient for obtaining adequate
evidential value, it seems to be an ideal screening
method for forensic applications.

Stowa kluczowe: SNP, minisekwencjonowa-
nie, DNA zdegradowany, LCN DNA

Key words: SNP, minisequencing, degraded
DNA, LCN DNA

WSTEP
Najczestszg przyczyng probleméw zwigza-

nych z analizg Sladow biologicznych jest wy-
soki poziom degradacji badanego materiatu.

' Temat opracowany w ramach prac wtasnych Uniwersytetu Medycznego w todzi nr 502-11-373.
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Powszechnie stosowane w genetyce sgdowej
metody oparte sg na analizach wysoce poli-
morficznych uktadow typu STR. Markery STR,
dostepne w komercyjnych zestawach, umozli-
wiajgcych jednoczesng analize kilkunastu loci,
sg doskonatym narzedziem w ustalaniu pokre-
wienstwa oraz identyfikacji Sladéw biologicznych
w przypadku mato zdegradowanego materiatu
[1]. Niestety, materiatami dowodowymi bardzo
czesto sg zeszkieletowane szczatki, preparaty
archiwalne przechowywane w formalinie lub za-
topione w parafinie czy $lady kontaktowe, zatem
DNA jest zdegradowany lub wystepuje w slado-
wych ilosciach (LCN-DNA). Ponadto zdarzajg sie
dowody zniszczone lub zanieczyszczone z po-
wodu ztego przechowywania. To wszystko po-
woduje, ze standardowe metody nie wystarczajg
do przeprowadzenia skutecznej analizy i czesto
wymagajg powtorek, generujac niepotrzebne
koszty [2, 3]. Przyjmuije sie, ze w przypadku DNA
zdegradowanego, dtugosci amplikonow marke-
réw stuzgcych do jego identyfikacji powinny byc¢
mniejsze niz 150 pz. Podstawg tego twierdzenia
jest fakt, ze dtugos¢ odcinka DNA owinigtego
wokot nukleosomu wynosi ok. 150 pz. Istnieje
hipoteza, ze odcinek tej diugosci, dzieki two-
rzeniu wigzan kowalencyjnych z histonami, jest
chroniony przed dziataniem nukleaz i przez to
mniej narazony na degradacje [4].

Poniewaz przyczyng niepowodzen w zasto-
sowaniu uktadow STR do analiz zdegradowane-
go DNA sg duze rozmiary ich amplikonow, {j.:
150-450 pz, rozwigzaniem problemu sg markery
SNP, ktore majg znacznie krotsze amplikony,
dzieki czemu sg bardziej skuteczne w anali-
zach zdegradowanego DNA [3]. Markery SNP
stanowig najbardziej liczng grupe polimorficz-
nych markeréw identyfikacji. Pomimo niskiego
stopnia polimorfizmu posiadajg one wiele zalet,
dzieki ktorym sg wykorzystywane w wielu dzie-
dzinach, m.in. w medycynie, diagnostyce mo-
lekularnej czy farmakogenetyce [5-7]. SNP sg
takze doskonatym narzedziem do identyfikacji
osobniczej oraz badan pokrewienstwa, dzieki
czemu sg wykorzystywane w genetyce sgdowe;.
Metody z ich uzyciem sg odpowiednie do ana-
lizy zdegradowanego materiatu biologicznego
i minimalizujg problemy zwigzane z analizg
Sladéw biologicznych pochodzgcych z miejsc
przestepstw [8, 9]. Jedng z takich metod jest
minisekwencjonowanie, polegajgce na wydtuza-
niu startera o jeden nukleotyd komplementarny
do badanego SNP. Przewaga tej metody nad
klasycznymi badaniami z uzyciem uktadéw STR
wynika zatem z faktu, ze genotypowanie mar-
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keréw SNP nie wymaga tak duzych rozmiarow
amplikonow, jak to jest w przypadku markerow
STR. Chociaz markery SNP nie sg wysoce
polimorficzne, analiza statystyczna z uzyciem
zestawu kilkudziesieciu SNP pozwala na uzyska-
nie podobnych wynikow, co badanie kilkunastu
uktadow typu STR [10, 11].

Celem prezentowanej pracy byta ocena przy-
datnosci markeréw SNP do identyfikacyjno-po-
rownawczych analiz zdegradowanego materiatu
dowodowego w oparciu o zestaw 5 loci SNP,
w zakresie ktorego opracowano wczesniej baze
populacyjng centralnej Polski obejmujgcg 500
alleli [12].

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity probki bedace
przedmiotem standardowych analiz identyfi-
kacyjno-porownawczych przeprowadzanych
w Katedrze Medycyny Sadowej Uniwersytetu
Medycznego w todzi:

— material dowodowy w sprawie | stanowity
slady z obuwia podejrzanego przechowy-
wane w warunkach duzej wilgotnosci, nato-
miast materiat porownawczy — krew ofiary;

— materiatem dowodowym w sprawie Il byt
wymaz z ostrza umytego noza — prawdo-
podobnego narzedzia zbrodni, natomiast
materiatem poréwnawczym — krew ofiary.

DNA wyizolowano metodg kolumienkowg
z zastosowaniem zestawu Sherlock AX (A&A
Biotechnology). Multipleksowa reakcja am-
plifikacji zostata przeprowadzona z uzyciem
pieciu par starterow obejmujgcych nastepujgce
loci SNP: rs2294067, rs2282160, rs2070764,
rs2277216, rs1063739 [13]. Amplikony wszyst-
kich loci wchodzacych w skfad zestawu miaty
dfugosci ponizej 150 pz, a mianowicie: 123
pz, 99 pz, 93 pz, 85 pz i 71 pz. Produkty PCR
0Czyszczono za pomocg zestawu kolumienek
ultrafiltracyjnych MiniElute® (Qiagen), a nastep-
nie poddano je reakcji minisekwencjonowania
z uzyciem zestawu ABI Prism® SNaPshot™
(Applied Biosystems) oraz pojedynczych star-
teréw o roznej dtugosci (27 nt — 56 nt). Produkty
minisekwencjonowania 0Czyszczono z uzyciem
zestawu DyeEx® (Qiagen), po czym zostaty one
rozdzielone w poliakrylamidowym zelu denatu-
rujgcym w sekwenatorze ABI Prism 377 z uzy-
ciem LIZ™ 120, jako wewnetrznego standardu
wielkosci. Analize koncowg przeprowadzono
za pomocg programu Gene Scan™. CzestoSci
genotypow obliczono przy uzyciu programu
DNAStat wersja 1.0 [14].
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WYNIKI | DYSKUSJA

Opracowany zestaw zostat wykorzystany
do analizy 2 spraw, niemozliwych do zgenoty-
powania metodg standardowa, czyli z uzyciem
markerow STR, z powodu znacznej degradacji
materiatu dowodowego.

Sprawa |

Zadaniem biegtego byto okreslenie, czy
materiat, w postaci plamy na obuwiu podej-
rzanego, przechowywany w nieodpowiednich
warunkach, pochodzi od ofiary przestepstwa.
Standardowe badanie w zakresie 15 uktadéw
STR (zestaw Identifiler) nie dato odpowiedzi na
to pytanie, gdyz wysoka degradacja materiatu
dowodowego uniemozliwita identyfikacje profilu
genetycznego (ryc. 1). Materiat dowodowy oraz
poréwnawczy zostaly ponownie zanalizowane
w zakresie pieciu loci SNP. Tym razem w obu
przypadkach profil genetyczny byt petny i moz-
liwy do identyfikacji. Ponadto profil uzyskany
z analizy sladu byt zgodny z profilem porow-
nawczym w zakresie wszystkich 5 loci SNP (ryc.
2). Czestosc¢ profilu wyniosta f_, = 0,0186, co
oznacza, ze genotyp ten wystepuje u jednej na
54 osoby.
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Ryc. 1. Wyniki genotypowania w sprawie | w zakre-
sie 15 loci STR: a) krew poréwnawcza ofiary — profil
petny; b) materiat dowodowy — brak profilu.

Fig. 1. The genotyping results of Case | in a range of
15 STR loci: a) the full profile obtained in a reference
sample; b) an evidential sample — lack of the genetic
profile.
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Ryc. 2. Wyniki analizy w sprawie | w zakresie 5 loci
SNP: a) profil uzyskany z krwi porownawczej ofiary;
b) identyczny profil uzyskany z materiatu dowodo-
wego.

Fig. 2. The genotyping results of Case | in a range
of 5 SNP loci: a) the genetic profile obtained in the
reference sample; b) an identical genetic profile
obtained in the evidential sample.

Sprawa Il

Kolejna sprawa dotyczyta zgonu kobiety
z podejrzeniem udziatu osob trzecich. Do bie-
gtego nalezato sprawdzenie, czy na umytym
nozu, zabezpieczonym od meza denatki, sg
Slady krwi kobiety. Przeprowadzono analize
porownawczg wymazu z ostrza noza oraz krwi
denatki w zakresie 15 markerow STR, jednakze
w przypadku materiatu dowodowego sygnat
amplifikacji uzyskano jedynie dla 2 uktadéw STR
(ryc. 3), co uniemozliwito wydanie opinii w tej
sprawie. Material dowodowy i poréwnawczy
zostat nastepnie przeanalizowany w oparciu
o markery SNP. Profil uzyskany z wymazu byt
zgodny z profilem kobiety w zakresie wszystkich
5 loci SNP (ryc. 4). Na podstawie uzyskanych
wynikéw obliczono czestosc¢ profilu kobiety,
ktora wyniosta: = 0,0074. Znaczy to, ze profil
taki wystepuje Srednio u jednej na 134 osoby.

Wyniki badan, przeprowadzone z uzyciem ze-
stawu 5 markeréw SNP, $wiadczg jednoznacznie
0 jego przydatnosci do analizy zdegradowanego
DNA. Chociaz zestaw 5 markeréw SNP wydaje
sie by¢ mato informatywnym narzedziem do
analiz identyfikacyjno-poréwnawczych, to jed-
nak nie aspekt sity dyskryminacji tego zestawu
jest najwazniejszy. Pentapleks SNP jest dosko-
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Ryc. 3. Wyniki genotypowania w sprawie Il w zakre-
sie 15 loci STR: a) krew poréwnawcza ofiary — profil
petny; b) materiat dowodowy — profil czesciowy.
Fig. 3. The genotyping results of Case Il in a range of
15 STR loci: a) the full genetic profile obtained in the
reference sample; b) a partial genetic profile obtained
in the evidential sample.
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Ryc. 4. Wyniki minisekwencjonowania w sprawie
Il w zakresie 5 loci SNP: a) profil uzyskany z krwi
poréwnawczej ofiary; b) identyczny profil uzyskany
z materiatfu dowodowego.

Fig. 4. The minisequencing results of Case Il in a
range of 5 SNP loci: a) the genetic profile obtained in
the reference sample; b) an identical genetic profile
obtained in the evidential sample.
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natym zestawem do badan przesiewowych,
jedynym, jaki mozna zastosowacC do wysoce
zdegradowanego DNA. Zestawy STR stuzgce
do badan przesiewowych, czyli o podobnej sile
dyskryminacji, sktadajace sie z kilku markerow,
np. CTT czy FFFL [15,16] nie nadajg sie do ana-
lizy DNA zdegradowanego. Tymczasem badania
przeprowadzone z uzyciem pentapleksu SNP
dowodzg, ze nawet, gdy DNA jest tak zdegra-
dowany, ze analiza za pomocg markerow STR
nie daje zadnych wynikéw, w zakresie 5 SNP
mozna uzyskac petny profil genetyczny.

Oprocz SNP do badania zdegradowanego
materiatu biologicznego mogg takze stuzyc¢
tzw. miniSTR, czyli markery STR o skroconych
amplikonach [17]. Sg one bardziej przydatne do
badan zdegradowanego DNA niz STR. MiniSTR
majg jednak pewne ograniczenia, gdyz rozmiar
amplikonu nie moze by¢ mniejszy niz diugosc
sekwencji polimorficznej. Sekwencja ta, jak
wiadomo, jest diuzsza w markerach bardziej
polimorficznych, a wiec krétsze markery bedg
miaty nizszg site dyskryminacji, podczas gdy te
bardziej polimorficzne mogg by¢ za dtugie, by
amplifikacja powiodta sie. W kilku osrodkach
badawczych na swiecie przeprowadzono ba-
dania poréwnawcze markerow STR, miniSTR
i SNP, aby zweryfikowag, ktore z nich sg bardziej
przydatne do analiz zdegradowanego materiatu
dowodowego [3]. Z badan wynikato, ze zarébwno
miniSTR, jak i SNP sg o wiele bardziej przydat-
nymi markerami do analiz zdegradowanego
materiatu dowodowego niz STR. Nie wyjasniono
natomiast kwestii, ktére z tych dwéch typow sg
bardziej odpowiednie do analiz DNA zdegrado-
wanego, ograniczajgc sie do konkluzji, ze nie
zalezy to od typu markera, a od dtugosci am-
plikonu. Jednakze pewne réznice miedzy nimi
Swiadczg o tym, ze nalezy je stosowac w zalez-
nosci od ilosci i jakosci badanego materiatu. Mi-
niSTR sg odpowiednie do analizy mieszanin, co
jest niestety niemozliwe w przypadku markeréw
SNP, ze wzgledu na ich bialleliczny charakter.
Natomiast do badan bardzo zdegradowanego
materiatu, np. pochodzgcego od ofiar katastrof
masowych, bardziej odpowiednie sg markery
SNP, dzieki temu, ze sg bardziej czute i majg
krotsze amplikony [18]. MiniSTR wymagajg
wiekszych ilosci DNA niz SNP, dlatego moga by¢
niewystarczajgce podczas analizy sladowych
ilosci DNA, co ma miejsce w przypadku sladow
kontaktowych.

Markery SNP zyskujg coraz wieksze zna-
czenie w dziedzinie genetyki sgdowej. Pojawia
sie coraz wiecej publikacji na temat nowych
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mozliwosci, jakie daje analiza SNP, zaréwno
w przypadku zdegradowanego materiatu do-
wodowego, jak i trudnych, mutacyjnych spraw
o ustalenie ojcostwa. Wiele osrodkow w Europie
i na $wiecie stosuje uktady SNP do identyfikaciji
osobniczej. Powstaje coraz wigcej zestawow
stuzgcych do przeprowadzania takich analiz.
Niektore z nich sktadajg sie z niewielkiej liczby
markeréw, podobnie jak opisywany zestaw 5
uktadéw SNP, a mianowicie: z 6 SNP [11], 8
SNP [19], czy 16 SNP [20]. Sg jednak zestawy
wieksze, sktadajgce sie z 21 SNP [4], 24 mar-
keréw SNP [8], 35 SNP [21], 39 SNP [10], czy
52 markerow SNP [22], ktére z powodzeniem
mogg stuzy¢ do kompleksowej analizy mate-
rialu dowodowego, a niektére nawet do badan
ojcostwa.

WNIOSKI

Opracowany zestaw 5 markeréw SNP jest
odpowiedni do badan przesiewowych dowodow
rzeczowych, zwtaszcza w sprawach, gdzie ma-
teriat dowodowy jest zdegradowany i badanie
w zakresie uktaddéw STR jest nieskuteczne.
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