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Abstract

159 samples from the South-West Poland population were typed for seven bi-allelic, autosomal SNP (single nucleotide polymor-
phism) markers. All forensic parameters, allele frequencies as well as HWE were calculated for each SNP. The heptaplex-SNP
panel includes the following loci: rs2013526, rs730249, rs1063739, rs727206, rs643788, rs999842 and rs877228. The created
SNP multiplex might be considered as a useful alternative method for forensic identification purposes, particularly for challeng-
ing samples such as degraded or low copy number DNA present in forensic evidence and archival tissues. The 7-locus SNP multi-

plex can also act as a supplementary test to the currently available paternity testing techniques.
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1. Population samples

To determine the allele frequencies of 7 SNPs,
159 unrelated DNA samples were collected from adult
persons living in South-Western Poland (DNA Bank,
Molecular Technique Unit of Medical University of
Wroclaw).

2. Selection of SNP loci

Five SNP loci were selected according to dbSNP
(www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) and data published by
Vallone et al. [12]. Two SNP loci were selected ac-
cording to dbSNP (rs1063739: chromosome 8, refer-
ence allele T; rs643788: chromosome 11, reference
allele T). The SNP selected were at least 50 mega-
bases apart.

3. DNA extraction

Blood samples were extracted using the QIlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen), according to the manufacturer’s
instructions (QIAamp DNA Mini Kit and QlAamp DNA
Blood Mini Kit Handbook 02/2003).

4. Multiplex amplification of DNA fragments

The sets of primers used in PCR and SNaPshot
reactions are shown in Table I. The exact chromo-
somal locations were ascertained using BLAST
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) and dbSNP
(www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). The heptaplex PCR re-
action was performed in a volume of 10 ul, containing
1.0 pl template DNA, 5 pl Multiplex PCR Master Mix
(Qiagen), 1.0 pl mixture of 14 primers with final con-
centration 0.3 uM of each and 3 pl H,O. The thermal
cycling program was carried out on a GeneAmp 9700
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TABLE I. SETS OF PRIMERS USED IN PCR AND SNaPshot REACTION

SNP Sequence of primers PCR SNaPshot Final Melting
product  product concentration temperature
size [bp] size [nt] in SNaPshot

reaction
[nmol]
rs1063739F 5" GGAGCCAGGCGGTGAGG 3° 37 18 50.0 60
rs1063739R 5 ACCTTCGCCCTCAGTCCAT 3° 20 60.0 60
rs643788F 5" GATATCGAATGGAGAAGGTGA 3° 40 22 50.0 60
rs643788R 5 CAGATCCTGGGCAGTGCC 3° 19 70.0 60
rs2013526F 5 GAGACTACAAGTTCAAATATACTAAA 54 33 65.0 64
CTATTC 3°

rs2013526R 5" GCCAGATTCTACCAGGATCAG 3° 22 70.0 64

rs730249F 5" GACTGACTGACTGAACTTCCTGATAT 71 37 40.0 66
GGGAATCAAA 3

1s730249R 5" GAGACTGACTGTATATAACCAGAAGG 35 50.0 66
AACACTCA 3°

rs877228F 5" GAGACTGACTGACTGACTGACTACAC 82 44 15.0 62
AGTTTGGAGTGACCCAA 3°

rs877228R 5" GACTGACTGACTGACTGATGGAGATT 39 30.0 64
CTGGACATTCCA 3°

rs727206F 5" GACTGACTGACTGACTGACTGACTGA 91 49 20.0 64
CTGTCACCCTCAGAGCCCAGAA 3’

rs727206R 5 GAGACTGACTGACTGACTTCCTGTTTT 43 30.0 64
CTGTTATATTCTGCT 3°

r$s999842F 5"GAGACTGACTGACTGACTGACTGACTG 114 62 40.0 64
ACTGACTGACTAGTATGCTTTTGCAAAA
GGTCCA 3°

r$s999842R 5" GAGACTGACTGACTGACTGACTGACT 53 50.0 64

GACTGGATGAAAATCTCGCACCATCT 3°

(Applied Biosystems) using the following conditions:
one cycle at 95°C for 15 min, followed by 30 cycles at
94°C for30s, 57°C for 90 s, 72°C for 90 s, and final ex-
tension at 72°C for 10 min. After multiplex amplifica-
tion, unincorporated primers and dNTPs were
removed by enzymatic treatment. 1.4 ul of Exo-SAP
enzyme cocktail, consisting of Exonuclease I (Exo I,
0.4 U/ul, Fermentas) and Shrimp Alkaline Phospha-
tase (SAP, 0.2 U/ul, Fermentas) in the ratio 1:10 was
used to purify each 4 pl of PCR template. Samples
were mixed briefly and incubated at 37°C for 30 min
and then at 80°C for 15 min to inactivate the enzymes.

5. Minisequencing

A multiplex primer extension reaction was carried
out in a total volume of 5 ul using 1.5 pl of ABI Prism®
SNaPshot " Multiplex Ready Reaction Mix (Applied
Biosystems), 2.5 pl water, 0.5 pl of PCR template, and
0.5 ul stock solution of extension primers, which con-
tained empirically balanced primers (Table I). Exten-
sion reactions were incubated as follows: 25 cycles at
96°C for 10 s, 57°C for 5 s, and 60°C for 30 s. Excess
fluorescently-labelled ddNTPs were inactivated by ad-
dition of 0.4 ul SAP (1 U/ul). Samples were mixed
briefly and incubated at 37°C for 60 min, then at 80°C
for 15 min.
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6. Electrophoresis

A 1 pl aliquot of each SAP-treated primer exten-
sion product was diluted in 10 pl Hi-Di" formamide
and 0.4 ul GS 120 LIZ internal size standard (Applied
Biosystems) and after heat denaturation, analyzed on
the 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) us-
ing filter set E5. Samples were injected electrokineti-
cally for 4 s at 1 kV. Separations were performed in
approximately 20 min on a 36 cm capillary array using
polymer POP-4"" (Applied Biosystems). After electro-
phoresis, the data were analyzed by GeneMapper 1D
v. 3.2 software (Applied Biosystems).

7. Analysis of data

The data were analyzed with Power Stats v.12 soft-
ware [6]. The power of discrimination (PD) was calcu-
lated according to Jones [7] and National Research
Council Report I1 (1996). The power of exclusion (PE)
was calculated according to Weir [13] and Fung et al. [3].
The polymorphism information content (P/C) was cal-
culated according to Botstein et al. [1]. Divergence
from Hardy-Weinberg expectations (HWFE) was deter-
mined by the y” test. Allele frequencies, MP — match-

ing probability, Ho — observed heterozygosity, He —
expected heterozygosity, and p-value were included.

8. Results and discussion

All forensic parameters, allele and genotype fre-
quencies, as well as HWE are provided in Table II.
No deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were
observed in any locus (P > 0.05). The following he-
terozygosities were observed: 152013526 (60.4%),
rs730249 (55.3%), rs1063739 (49.1%), rs727206
(48.4%), rs643788 (46.5%), 1999842 (46.5%) and
rs877228 (43.4%). The power of discrimination of the
7-locus SNP multiplex system is PDyo = 0.998. The
cumulative power of exclusion for this test system is
PE 1= 0.778. All calculated forensic parameters (he-
terozygosity, PD, PIC, PE) confirmed the informative
role of the investigated markers. Thus they can be suc-
cessfully used in DNA typing, paternity testing or pop-
ulation studies.

Currently, STRs (short tandem repeats) markers
are widely used in forensic medicine. The advantages
of SNP typing in forensic genetics are also well know
and include a wider choice of high-throughput plat-
forms, lower mutation rates, lower amplicon size and

TABLE II. ALLELE AND GENOTYPE FREQUENCIES AND OTHER FORENSIC PARAMETERS FOR EACH SNP

IN THE SOUTH-WEST POLAND POPULATION

Parameter rs1063739  rs643788 rs2013526  rs730249 rs877228 1s727206 rs999842
Allele C [%)] 50.3 34.6 42.1 49.1 58.2 63.2 59.1
Allele T [%] 49.7 65.4 57.9 50.9 41.8 36.8 40.9
Genotype CC 0.258 0.1132 0.119 0.214 0.365 0.390 0.359
Genotype CT 0.491 0.4654 0.604 0.553 0.434 0.48 0.465
Genotype TT 0.251 0.4214 0.277 0.233 0.201 0.126 0.176
MP 0.370 0.407 0.455 0.406 0.362 0.402 0.376
PE 0.179 0.159 0.295 0.239 0.136 0.174 0.159
PD 0.630 0.593 0.545 0.594 0.638 0.598 0.624
PIC 0.37 0.35 0.37 0.37 0.37 0.36 0.37

Ho 49.1 46.5 60.4 553 43.4 48.4 46.5

He 50.0 45.2 48.8 50.0 48.7 46.5 48.3
HWE (p-value) p>0.99 p>0,975 p>0,975 p>0,975 p>0,90 p>0,975 p>0,975
PDotal 0.998

PE11 0.778

MP — matching probability, PE — power of exclusion, PD — power of discrimination, P/C — polymorphic information content, Ho — ob-
served heterozygosity, He — expected heterozygosity, PDi1 — power of discrimination of 7 SNP loci, PEi, — power of exclusion of

7 SNP loci.

Problems of Forensic Sciences 2010, vol. LXXXII, 200-205



Heptaplex SNP — an allele frequencies database of the South-West... 203

improved analysis of degraded samples. Therefore SNPs
are being considered for a potentially useful role in fo-
rensic human identification [2, 8, 9, 10, 11, 12]. The
mentioned papers are only a small part of the total pub-
lications concerning the role of SNP in forensic genet-
ics. All of them support utilization of SNPs for foren-
sic identification purposes.

The novel Heptaplex-SNP analysis system might
be a good alternative method when STRs fail to give
results, especially for challenging samples such as
bones, teeth and highly degraded tissue commonly en-
countered in mass-disasters.
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HEPTAPLEKS SNP — ROZKEAD CZESTOSCI ALLELI WYBRANYCH
POZYCJI TYPU SNP W POPULACJI DOLNOSLASKIEJ

1. Proébki populacyjne

W celu okreslenia czgstosci wystgpowania alleli 7 po-
zycji typu SNP zebrano probki DNA od 159 niespo-
krewnionych dorostych os6b zamieszkujacych teren po-
hudniowo-zachodniej Polski (Bank DNA, Zaktad Tech-
nik Molekularnych Medycznego Uniwersytetu we Wro-
ctawiu).

2. Wyboér loci SNP

Pig¢ loci SNP wybrano na podstawie analizy danych
zawartych w bazie dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP)
oraz danych opublikowanych przez Vallone i in. [12].
Dwa loci SNP wybrano na podstawie analizy danych za-
wartych w bazie dbSNP (rs1063739: chromosom 8, allel
odniesienia — T; rs643788: chromosom 11, allel odnie-
sienia — T). Wybrane /oci SNP oddalone sa od siebie co
najmniej o 50 milionéw par zasad.

3. Ekstrakcja DNA

Probki krwi izolowano z zastosowaniem zestawu
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), stosujac si¢ do zale-
cen producenta (QIAamp DNA Blood Mini Kit Hand-
book 02/2003).

4. Amplifikacja DNA metoda multipleks PCR

Zestawy starterow zastosowanych do reakcji PCR oraz
SNaPshot przedstawiono w tabeli I. Szczegoly dotyczace
ich potozenia na chromosomach ustalono przy pomocy
programu BLAST (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat)
oraz informacji zawartych w bazie dbSNP (www.ncbi.
nlm.nih.gov/SNP). Reakcj¢ PCR umozliwiajaca jedno-
czesna amplifikacj¢ 7 loci SNP (heptapleks) prowadzono
w catkowitej objetosci roztworu 10 pl i sktadat si¢ on
z 1 pl matrycowego DNA, 5 ul mieszaniny reakcyjnej
Multiplex PCR Master Mix (Qiagen), 1 pl mieszaniny
14 starterow o ostatecznym stg¢zeniu kazdego rownym
0,3 uM oraz 3 ul H,O. Reakcje amplifikacji prowadzono
przy uzyciu aparatu GeneAmp 9700 (Applied Biosys-
tems), stosujac nastepujacy profil temperaturowy: 95°C
przez 15 min (1 cykl), a nastgpnie 30 cykli: 94°C przez
30 s, 57°C przez 90 s, 72°C przez 90 s i wydluzanie
koncowe — 72°C przez 10 min. Po reakcji amplifikacji
metoda multipleks PCR niewykorzystane startery oraz

nukleotydy usuwano metoda enzymatyczna. W tym celu
1,4 pul mieszaniny enzymow Exo-SAP zlozonej z egzonu-
kleazy I (Exo1, 0,4 U/ul, Fermentas) oraz alkalicznej fos-
fatazy (SAP, 0,2 U/ul, Fermentas) potaczonych w sto-
sunku 1:10 dodano do 4 pl produktu PCR. Prébki krétko
mieszano i inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 min,
a nastgpnie w temperaturze 80°C przez 15 min w celu in-
aktywacji enzymow.

5. Minisekwencjonowanie

Multipleksowa reakcje wydtuzania startera prowadzono
w catkowitej objgtosci mieszaniny reakcyjnej 5 ul skia-
dajacej si¢ z 1,5 pl odczynnika ABI Prism”® SNaPshot
Multiplex Ready Reaction Mix (Applied Biosystems),
2,5 ul wody, 0,5 pl produktu PCR i 0,5 pl wyjsciowej
mieszaniny starterow wydluzajacych ztozonej zawiera-
jacej startery o doswiadczalnie dobranych stezeniach (ta-
bela I). Reakcje wydhuzania startera prowadzono w na-
stepujacych warunkach temperaturowych: 25 cykli — 96°C
przez 10s, 57°C przez 5 s 1 60°C przez 30 s. Nadmiar zna-
kowanych fluorescencyjnie dideoksynukleotydéw usu-
wano, dodajac 0,4 pul SAP (1 U/ul). Probki po krotkim
wirowaniu inkubowano w temperaturze 37°C przez 60 min,
a nastepnie w temperaturze 80°C przez 15 min.

6. Elektroforeza

1 pl produktu wydluzania startera oczyszczonego za
pomoca enzymu SAP rozpuszczano w 10 pl formamidu
(Hi-Di™ formamide) oraz 0,4 pl wewngtrznego stan-
dardu dlugosci GS 120 LIZ (Applied Biosystems) i po
denaturacji cieplnej poddawano rozdzialowi elektrofo-
retycznemu z zastosowaniem analizatora genetycznego
3130 (Applied Biosystems) z filtrem ES. Probki pod-
legaty elektrokinetycznej iniekcji przez 4 s przy napigciu
1 kV. Rozdziat prowadzono przez 20 min przy uzyciu ze-
stawu kapilar o dtugosci 36 cm i zelu POP-4™ (Applied
Biosystems). Po elektroforezie analizowano dane, uzy-
wajac programu GeneMapper ID v. 3.2 software (Ap-
plied Biosystems).

7. Analiza danych
Uzyskane dane analizowano z zastosowaniem pro-

gramu PowerStats v 1.2 [6]. Sil¢ roznicujaca (PD) obli-
czano wedlug Jonesa [7] 1 wytycznych zawartych w Na-
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tional Research Council Report II (1996). Sitg wyklucza-
jaca (PE) obliczano wedtug Weira [13], Funga i in. [3].
Wspotezynnik zawartosci polimorfizmu (PIC) obliczano
wedtug Botsteina i in. [1]. Odstgpstwo od stanu row-
nowagi Hardy’ego-Weinberga (HWFE) badano za pomoca
testu °. W obliczeniach uwzgledniono réwniez czgstosci
alleli, prawdopodobienstwo zgodnos$ci (MP), obserwo-
wana heterozygotycznos¢ (Ho), oczekiwana heterozy-
gotyczno$¢ (He) oraz wartosci p.

8. Wyniki i dyskusja

Wszystkie wspotczynniki istotne dla celow sadowych,
czestosci alleli 1 genotypow oraz dane na temat hete-
rozygotycznosci obserwowanej i oczekiwanej (HWE)
przedstawiono w tabeli II. W zadnym z badanych /oci nie
stwierdzono odstgpstwa od stanu rownowagi Hardy’-
ego-Weinberga (P> 0.05). Uzyskano nastgpujace wyniki
heterozygotycznosci analizowanych markerow: rs2013526
(60,4%), 13730249 (55,3%), 151063739 (49,1%), 15727206
(48,4%), 13643788 (46,5%), 1s999842 (46,5%), 1s877228
(43,4%). Sita r6znicujaca panelu multipleksowego ztozo-
nego z 7 loci typu SNP PDyy,; = 0.998.

Laczna sita wykluczenia dla opracowanego testu
PE( 1= 0.778. Wyniki uzyskane dla wszystkich obliczo-
nych wspotczynnikow sadowych (heterozygotycznose,
PD, PIC, PE) potwierdzity informatywno$¢ badanych
markerow genetycznych, wskazujac na ich uzytecznosé
w profilowaniu DNA w kryminalistyce, analizie spor-
nego ojcostwa oraz badaniach populacyjnych. Obecnie
w badaniach medyczno sadowych powszechnie stosowa-
ne sg markery typu STR (ang. short tandem repeats). Za-
lety badania markerow typu SNP w genetyce sadowej sa
réwniez znane i nalezy do nich mozliwo$¢ wigkszego
wyboru platform analitycznych o duzej przepustowosci,
nizsze tempo mutacji, mniejsze rozmiary amplifikowa-
nych fragmentow DNA i wigksze mozliwosci analizy
probek narazonych na duza degradacjg. Markery typu
SNP uznaje si¢ wigc jako potencjalnie uzyteczne w ba-
daniach identyfikacyjnych cztowieka prowadzonych dla
celéw sadowych [2, 8, 9, 10, 11, 12]. Nalezy zauwazy¢,
ze zacytowane prace stanowia zaledwie niewielki utamek
publikacji pos§wigconych znaczeniu polimorfizmu SNP
w genetyce sadowej. Wszystkie zwracaja uwage na uzy-
tecznos¢ analizy polimorfizmu SNP do sadowych badan
identyfikacyjnych. Przedstawiony nowy test do jedno-
czesnej analizy siedmiu pozycji typu SNP moze stanowic¢
pomocna alternatywe w sytuacji, gdy badania markerow
typu STR koncza si¢ wynikiem negatywnym, zwtaszcza
w przypadku probek szczegolnie wymagajacych, jak kos-
ci, zgby lub silnie zdegradowane tkanki, cz¢sto bgdace
przedmiotem badan w sprawach katastrof z duza liczba
ofiar.
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