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Streszczenie

Na przestrzeni ostatnich lat spore zainteresowanie w wielu dziedzinach nauki budzg polimorfizmy pojedynczego nu-
kleotydu (single nucleotide polymorphisms — SNP) analizowane przy uzyciu najnowoczesniejszych technologii. Sa one
powszechnie wykorzystywane jako markery identyfikacji genéw lezacych u podloza wielu ztozonych chordb. Przyczy-
niaja si¢ takze do wykorzystywania potencjalu farmakogenomiki w odniesieniu do réznic w odpowiedzi na stosowane
leki. Ponadto wykazano wysoka przydatno$¢ SNP w genetyce sadowej, m.in. w sprawach kryminalnych, identyfikacji
ofiar katastrof oraz przy ustalaniu ojcostwa i pokrewienstwa. Z uwagi na niskie tempo mutacji SNP sg bardzo przy-
datne jako markery w analizach pokrewienstwa. W ogromnej wiekszosci przypadkow analizy na bazie powszechnie
wykorzystywanych zestawow markeréw krétkich powtdrzen tandemowych (short tandem repeats — STR) dostarczaja
dowody o wysokiej mocy statystycznej, jednak notuje si¢ takze wyniki niejednoznaczne. Dzieje si¢ tak w zlozonych
analizach pokrewienstwa badz w przypadkach problematycznych, np. zwiazanych z mutacjami, ktdre sg specyficzne
dla stosowania STR. Obecnie niektére laboratoria medycyny sadowej wykorzystuja SNP jako uzupelnienie analizy
STR w czesci przypadkow. Celem pracy jest przedstawienie wybranych analizowanych przez przypadkéw oraz naj-
nowszych danych dotyczacych jednej z metod aktualnie wykorzystywanych w tej dziedzinie, czyli facznej analizy STR
i autosomalnych SNP, przy ustalaniu pokrewienstwa. W tym celu przeprowadzono przeglad i poréwnanie wynikéw
badan wykonanych przez rézne grupy badawcze.

Stowa kluczowe: medycyna sagdowa, genetyka sadowa, identyfikacja cztowieka, polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu, SNPforID, mutacja.

Abstract

Some emerging technologies are used as strategies for the analyses of single nucleotide polymorphisms (SNPs) that
have attracted much interest in recent years, applied to various scientific areas. They have been extensively used as
markers to identify genes that underlie complex diseases and also to realize the potential of pharmacogenomics in re-
lation to different drug responses. Additionally, SNPs have been shown to be very useful in forensic genetics resolving
all kinds of legal problems, namely crime cases, disaster victim identification and paternity and kinship investigation
testing. The low mutation rate of SNPs, makes these markers very suitable for relationship testing. In the great major-
ity of the cases, analyses with the widely used sets of STR markers provide powerful statistical evidence but some of
them remain with ambiguous results. Those include cases with complex pedigrees or cases with some problems, like
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mutations, that are inherent to the use of STRs. At this time several forensic laboratories are using SNPs especially to
complement the study of STRs in some of their casework cases. This paper intends to analyze some of our casework
examples and to providea data update on the joint use of STRs and autosomal SNPs in the evaluation and kinship cal-
culation, one of the strategies currently used for this purpose, namely reviewing and comparing results published by

various working groups.

Key words: legal medicine, forensic genetics, human identification, single nucleotide polymorphisms, SNPforID, mutation.

Wprowadzenie

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (single
nucleotide polymorphisms — SNP) stanowig znaczng
cze$¢ polimorfizméw obecnych w ludzkim genomie.
Liczbe SNP szacuje sie na 10-11 mln, co oznacza, ze
SNP wystepuje $rednio co 275 par zasad (pz) [1, 2].
Zazwyczaj SNP stanowia formy bialleliczne, a $rednie
tempo mutacji w danej pozycji pary zasad jest wyjat-
kowo niskie (od 10-7 do 10-9). Z tego wzgledu SNP
sg szeroko wykorzystywane w analizie demograficznej
historii populacji czlowieka. Badane sg réwniez zalez-
nosci miedzy markerami SNP a niektérymi cechami
i chorobami [3-6].

Oprocz zastosowan miedzy innymi w badaniach ge-
netycznych dotyczacych pochodzenia etnicznego, cech
fizycznych (7, 8] i nieprawidlowosci molekularnych [6],
w ciagu ostatniego dziesieciolecia SNP zyskaty réwniez
istotne znaczenie w medycynie sagdowej. W niektorych
laboratoriach SNP s3 stosowane jako niezwykle warto-
$ciowe markery w rutynowej analizie przypadkéw, przy
identyfikacji ludzi oraz ustalaniu pokrewienistwa [9, 10].
Wigkszos¢ placéwek wykorzystuje SNP jako markery
uzupehniajace, jednak s réwniez sytuacje, w ktorych
stanowig one optymalng, a niejednokrotnie jedyna,
metode analizy [9, 11]. Dzieje sie tak, gdy DNA charak-
teryzuje si¢ znacznym stopniem degradacji. W takich
przypadkach analiza STR czgsto konczy si¢ niepowo-
dzeniem. Znacznie wigksza szanse na uzyskanie wyni-
kéw daje wowczas wykorzystanie markeréw SNP [11,
12] ze wzgledu na mozliwos¢ ich amplifikacji na bardzo
krétkich amplikonach (< 100 pz). Ponadto z uwagi na to,
ze w rutynowych analizach wykorzystywane sg zestawy
STR przeznaczone do amplifikacji 15-17 STR, nalezy
przyjaé, ze pojedyncza mutacja wystapi w jednym z loci
typowanych w takich zestawach w ok. 3% wszystkich
mejoz [1]. Dla poréwnania w SNP mutacje wystepuja

Introduction

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are
the more abundant class of polymorphisms in the
human genome and are estimated to be 10-11 mil-
lion with an average of 1 SNP per 275 base pairs
(bp) [1, 2]. Most SNPs are bi-allelic, and the aver-
age mutation rate at a particular base pair position
is extremely low (approximately 10-7 to 10-9). For
these reasons, SNPs have been widely used to trace
the demographic history of human populations
and for association studies between SNP markers
and some traits and diseases [3-6].

In the last decade, SNPs have been given special
attention in forensic medicine, tending to continue,
since they are used in genetic research concerning
ethnic origin, physical traits [7, 8], and molecular
pathology [6], among others. SNPs are also being
used by some laboratories in routine casework
investigations, for human identification purpos-
es and relationship testing, and have proved to be
very valuable markers [9, 10]. In these laboratories
SNPs are mainly used as supplementary markers,
but there are situations where SNPs may be the
best and often the only alternative of choice [9,
11]. Some of these situations include cases where
the DNA is highly degraded, in which frequently
STR analysis fails. In those cases, there is a much
higher chance of obtaining results with the use of
SNP markers [11, 12]. This is because SNPs may
be amplified on very short amplicons (< 100 bp).
Furthermore, as STR kits that amplify 15-17 STRs
are commonly used in routine work, one mutation
is expected to occur in one of the loci typed with
these kits in approximately 3% of all meiosis [1].
In contrast, mutations occur 100,000 times less
frequently in SNPs than in STRs, and inconsisten-
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100 tys. razy rzadziej niz w STR, a niezgodnosci wywola-
ne mutacjami w Joci SNP s3 niezwykle rzadkie [13]. Pro-
jekt sekwencjonowania 1000 genoméw (1000 Genomes
Project) wykazal, ze za znaczng wigkszo$¢ obserwowane;j
réznorodnosci genetycznej (zaréwno miedzyosobnicze;j,
jak i miedzypopulacyjnej) odpowiadaja rzadkie warianty
[14]. Podobnie jak inne warianty strukturalne, takie jak
np. delecja, duplikacja czy insercja, wieksze od SNP, SNP
mozna podzieli¢ na podstawie czestosci rzadszego allela
(minor allele frequency - MAF) na czeste i rzadkie. Jako
punkt odciecia przy definiowaniu rzadkich SNP czesto
przyjmuje si¢ wartos¢ MAF ponizej 0,05 [3]. W gene-
tyce sadowej uznaje si¢ natomiast, ze w rzadkich SNP
warto§¢ MAF przekracza 1% [2]. Ta warto$¢ odcigcia
nie ma jednak szczegdlnego znaczenia biologicznego.
Roznice w czestotliwosci wystepowania alleli SNP moga
by¢ warunkowane licznymi czynnikami demograficzny-
mi, takimi jak dobor i wielkos¢ populacji. Czg$¢ badaczy
jest jednak zdania, Ze podstawowa przyczyna wigkszej
badz mniejszej czestosci alleli jest jednak czynnik czaso-
wy [15]. Relatywne znaczenie czestych i rzadkich SNP
dla fenotypu jest przedmiotem intensywnych dyskusji.
Potwierdzono, ze wiekszo$¢ cech mendlowskich oraz
szkodliwych mutacji wystepuje rzadko. Niektore badania
wskazuja z kolei, ze pewne cechy ciagle: wzrost, cisnienie
krwi itp., w ktérych rozklad fenotypéw w populacji wyka-
zuje zmienno$¢ w obrebie pewnego kontinuum, mozna
wyjasni¢ obecnoscig czestych SNP [5]. W niektdrych ba-
daniach stwierdzono, ze SNP oraz warianty strukturalne
majg czesto charakter swoisty dla danej populacji, czyli
wystepuja wylacznie w obrebie pojedynczej populacji.
Takie SNP mogg mie¢ znaczenie przy przyporzadkowy-
waniu charakterystycznych fenotypéw oraz podatnosci/
odpornosci na choroby poszczegélnych populacji [6].
Tym samym czestotliwosci SNP sg warunkowane wyste-
pujacymi w czasie zjawiskami mutacji, selekcji oraz dryfu.

W badaniach ojcostwa wykorzystuje si¢ profile gene-
tyczne analizowanych os6b w celu poréwnania wzgled-
nego ilorazu prawdopodobienstwa (likelihood ratio - LR)
dla dwéch ewentualnosci. W liczniku umieszcza si¢
prawdopodobienstwo wystapienia obserwowanych ge-
notypdw przy zalozeniu, ze badany mezczyzna jest oj-
cem, a w mianowniku mozliwo$¢ wystapienia obserwo-
wanych genotypow przy zalozeniu, ze ojcem jest losowy
(niespokrewniony) mezczyzna. W ogromnej wigkszosci
przypadkow analizy przeprowadzane przy uzyciu po-
wszechnie wykorzystywanych zestawéw markeréw STR
(krotkich powtorzen tandemowych) zapewniaja wysoka
moc statystyczng z wyraznym wskazaniem jednej z alter-

cies caused by mutations in SNP Joci are extreme-
ly rare [13]. The 1000 Genomes Project showed
that rare variants account for a large majority of
the existing genetic diversity between individuals
as well as within populations [14]. SNPs as other
structural variants such as deletions, duplications,
insertions, among others, larger than SNPs, are
classified into common and rare based on minor
allele frequencies (MAF). A widely used cut-off
for defining rare SNPs being a MAF of less than
0.05 [3]. But in forensic genetics it is considered
that in a rare SNP the MAF is greater than 1%
[2]. However, this cut-off does not have any spe-
cial biological relevance. Differences in SNP allele
frequencies might be influenced by various de-
mographic factors like selection and population
size, but some scientists think that time is the
major cause for the increase or decrease of allele
frequencies [15]. The relative phenotypic impor-
tance of common and rare SNPs is highly debat-
ed. Most of the Mendelian traits and deleterious
mutations have been shown to be rare while sev-
eral studies suggest that some continuous traits,
like height, blood pressure and others, in which
the distribution of phenotypes in the population
vary along a continuum, might well be explained
in terms of common SNPs [5]. Some studies have
also shown that SNPs and structural variants are
often ‘population-specific’ — that they have been
found to occur only in a single population. These
SNPs might be important in assigning character-
istic phenotypes and disease susceptibility/pro-
tection to a population [6]. Therefore, SNP fre-
quencies are affected by mutation, selection and
drift phenomenon occurring over time.

In paternity testing the genetic profiles of the
individuals are used to compare the relative like-
lihood ratios (LR) of two probabilities: on the nu-
merator the probability of observed genotypes,
given the tested man is the father, and on the de-
nominator the probability of observed genotypes,
given a random man (being unrelated) is the fa-
ther. In the great majority of the cases, analyses
with the widely used sets of short tandem repeat
markers (STRs) provide powerful statistical ev-
idence, favoring one of the alternative hypothe-
ses. Nevertheless, there are some situations where
the final statistical result is ambiguous, namely in
cases of common paternity investigation of trios
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natywnych hipotez. Istnieja jednak sytuacje, w ktérych
koncowy wynik analizy statystycznej jest niejednoznacz-
ny. Dzieje sie tak w standardowych badaniach ojcostwa
obejmujacych trzy osoby (trio: domniemanego ojca,
matke i dziecko), jesli obliczona wartos¢ LR wynosi < 10
000. W razie wykrycia jednej lub dwdch niezgodnosci
genetycznych miedzy dzieckiem a domniemanym(i) ro-
dzicem(-ami) rozstrzygniecie analizowanej sprawy moze
by¢ trudne. Niezgodnos$ci mogg by¢ skutkiem mutacji lub
wskazywag, ze jeden z domniemanych rodzicéw nie jest
faktycznym rodzicem biologicznym. Gdy domniemany
ojciec wykazuje niezgodny genotyp w kilku Joci, mozna
uzyskac bardzo wysoki wskaznik ojcostwa przy wykorzy-
staniu pozostatych uktadéw. Innym rodzajem problema-
tycznej sytuacji jest analiza przy niepelnych danych, np.
gdy zamiast domniemanego ojca analizie poddawani s3
inni krewni w linii ojcowskiej, np. jego domniemany brat,
ojciec, syn badz inny krewny. W pierwszym przypadku,
czyli przy obecnosci jednej lub dwdch niezgodnosci alle-
licznych, mozna racjonalnie przyjaé, iz domniemany oj-
ciec jest faktycznie bliskim krewnym ojca biologicznego
(synem, ojcem lub bratem). Inng sytuacja tego typu jest
uzyskiwanie profili czesciowych w analizach obejmuja-
cych DNA o wysokim stopniu degradacji, na przyklad
przy identyfikacji os6b na podstawie szczatkéw kostnych.
W przypadkach, w ktorych uzyskane wyniki odznaczaja
si¢ niewystarczajacg mocg statystyczng, jednym z popu-
larnych rozwigzan jest rozszerzenie zestawu analizowa-
nych markeréw [16-18]. Inng opcja jest zastosowanie
markeréw liniowych, jednak nie zawsze metoda ta po-
zwala uzyska¢ rozstrzygajacy wynik [19]. W niektorych
analizach przy ustalaniu ojcostwa spo$rod krewnych
mozna tez wykorzystywa¢ szybko mutujace Y-STR [20].
W tym kontekscie wielu autoréw wskazuje na zasadnosé
stosowania markerdw biallelicznych (takich jak SNP) jako
markeréw z wyboru, poniewaz charakteryzujg si¢ one
wyzszg stabilnoscig i nizszym tempem mutacji niz STR.
Nalezy zaznaczy¢, ze przy zastosowaniu SNP - z uwagi na
nizsze tempo mutacji - w niektérych przypadkach wyni-
ki sg nadal niejednoznaczne [21].

Do celéw analizy sadowej wykorzystywane sg dwa
rodzaje markeréw binarnych: SNP oraz polimorfizmy
insercyjno-delecyjne (indele). Indele stanowia lepiej do-
pasowany uktad typowania, poniewaz w analizie tego
typu wykorzystywana jest bezposrednio amplifikacja
PCR, a nastepnie detekcja metodg elektroforezy kapilar-
nej, przy pojedynczym transferze miedzy probéwkami,
z zastosowaniem takiej samej metodologii jak w trady-
cyjnych zestawach STR, w ktorych istnieje bezposrednia
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(alleged father, mother and child), if the calculat-
ed LR is < 10 000. If one or two genetic inconsis-
tencies is detected between a child and his alleged
parent(s) in a relationship case, it can be difficult
to draw a conclusion. The inconsistencies might
be due to mutations or, alternatively, indicate that
one of the alleged parents may not be thetrue bi-
ological parent. When the alleged father shows
incompatible genotypes at a few number of loci,
a very high paternity index may be achieved with
the remaining systems. Other ambiguous situa-
tions emerge if deficient cases families are under
investigation, like in cases where instead of the
alleged father we have other relatives from the
paternal line to analyze, like his alleged brother,
father, son or other. In the first type of cases, those
with one or two allelic inconsistencies, the possi-
bility that the alleged father is actually a close rela-
tive of the biological father (son, father or brother)
can reasonably be raised. Another situation can
occur if partial profiles are obtained when highly
degraded DNA is analyzed for instance in identi-
fication cases arising from skeletonized remains.
In all cases, when the obtained statistical evidence
is considered not sufficient, one common practice
is to extend the set of analyzed markers [16-18].
Lineage markers are also an option, but some-
times are also not sufficient to reach to a con-
cluding result [19]. In some cases, when applied,
rapidly mutating Y-STRs could be used to resolve
paternity relatives [20]. In this context, bi-allelic
markers such as SNPs, have been suggested and
used, as markers of choice by many authors, as
they are more stable markers with lower mutation
rate than STRs. However it should be expected
that, with SNPs, because of the lower mutation
rate, some cases would remain ambiguous [21].
Two kinds of binary markers with nearly
identical characteristics: single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) and insertion/deletion poly-
morphisms (indels) have been used for forensic
purposes. The indels have a better-suited typing
system since it directly uses a PCR amplification
followed by capillary electrophoresis detection,
thus reducing tube transfers to one, using the
same methodology as traditional STR kits with
a direct relationship between signal strength and
the DNA input. The only difference is that foren-
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zalezno$¢ miedzy silg sygnalu a wejsciowym DNA. Je-
dyna réznica polega na tym, iz w typowaniu SNP do ce-
16w sadowych metoda wydluzania starteréw (SNaPshot)
przeprowadzane s3 dwie reakcje.

W ramach kilku zespoléw badawczych opracowano
szereg oznaczen typu multipleks na bazie autosomalnych
SNP, przeznaczonych miedzy innymi do analizy pocho-
dzenia przodkéw [8], identyfikacji [22] oraz badan fe-
notypowych [23]. Na przyktad w konsorcjum SNPforID
(www.snpforid.org) powstata metoda typowania SNP do
identyfikacji czlowieka, ktora umozliwia amplifikacje 52
SNP z minimalnych ilo$ci genomowego DNA [13-24].
Wszystkie loci SNP amplifikowano w ramach jednej
reakcji PCR, a SNP analizowano przy wykorzystaniu
dwoch reakeji wydluzania fancucha o jedna zasadg (sin-
gle base extension — SBE) oraz elektroforezy kapilarne;.
Produkty reakcji SBE analizowano metoda elektroforezy
kapilarnej.

Selekgji loci SNP do multipleksu SNPforID dokony-
wano na podstawie zdefiniowanych kryteriéw gtéwnych,
z uwzglednieniem SNP wykazujacych wysoki polimor-
fizm w wigkszosci populacji ludzkich (heterozygotycz-
nos$¢ > 0,32). SNP niebedace w réwnowadze sprzezen,
SNP niezwigzane z funkcjami komérkowymi ani loci
STR wykorzystywanymi powszechnie w badaniach
z zakresu genetyki sagdowej, a ostatecznie wszystkie SNP
mozna bylo podda¢ amplifikacji metodg PCR w ramach
pojedynczej reakcji [24]. Istnieja réwniez doniesienia
opisujgce inne oznaczenia SNP, np. mikromacierze, ktdre
umozliwiajg typowanie znacznie wiekszej liczby SNP niz
SNaPshot. Metody te czesto wymagaja jednak stosowa-
nia urzadzen, ktére nie sg dostepne w wiekszosci labora-
toriéw medycyny sadowej [25].

Opublikowano takze kilka opracowan naukowych
prezentujacych wyniki symulacji z wykorzystywaniem
autosomalnych SNP jako uzupelniajacych lub gléwnych
markeré6w w badaniach pokrewienstwa [9, 21, 26, 27].
Dostepne s3 jednak tylko nieliczne prace opisujace przy-
padki analizy ojcostwa, w ktdrych obliczono wartosci
LR lub wskaznika ojcostwa (PI) przed i po zastosowaniu
analizowanych SNP [19, 28, 29]. W niektdrych z tych do-
niesiert badano indele nalezace do innej klasy SNP [30].

Niniejsza praca zawiera przeglad i poréwnanie wy-
nikéw analiz z wykorzystaniem zestawu autosomalnych
SNP jako uzupelnienia wynikéw uzyskanych z laborato-
riow wykorzystujacych tradycyjne zestawy STR w bada-
niach ojcostwa, w ktdrych ostateczny wynik jest niejedno-
znaczny ze statystycznego punktu widzenia. W analizach
wykorzystywano zestaw autosomalnych SNP, uwzgled-

sic SNP typing with SNaPshot primer extension
methodology employs two reactions.

Various autosomal SNP multiplexes have been
developed by some working groups, for different
applications: ancestry determination [8], human
identification [22], and phenotypic studies [23].
The SNPforID consortium (www.snpforid.org)
developed a SNP typing assay for human identi-
fication purposes that made it possible to ampli-
fy 52 SNPs from diminutive amounts of genomic
DNA [13-24]. All SNP loci were amplified in one
PCR reaction and the SNPs were analyzed by two
single base ex- tension (SBE) reactions and capil-
lary electrophoresis. The SBE products were ana-
lyzed by Capillary electrophoresis.

The selection of the SNP loci in the SNPforID
multiplex, was made based on some main crite-
ria and included SNPs with high polymorphism
in most human populations (heterozygosity >
0.32): SNPs that were not in linkage disequilib-
rium, SNPs not associated with cellular functions
or with STR loci commonly used in forensic ge-
netics investigations and finally all SNPs could
be amplified by PCR in one reaction [24]. There
are also reports that use other SNP assays, such
as microarrays, that type far more SNPs than the
SNaPshot assay, but these methodologies often
need other equipment’s that most of the common
forensic laboratories do not have [25].

There are some published scientific papers
that present some simulation results concern-
ing the use of autosomal SNPs as supplementary
markers or as sole markers in kinship testing [9,
21, 26, 27]. However, there are very few report-
ed concrete cases of paternity investigation with
calculated values of LRs or Paternity Indexes (PI)
before and after the use of analyzed SNPs [19, 28,
29]. Besides, in some of them another class of
SNPs where studied, the indels [30].

In this study, we sought to review and com-
pare the results of employing a set of autosomal
SNPs to complement the results obtained by lab-
oratories that use routine batteries of STRs in pa-
ternity investigations where the final statistical
result is ambiguous. These employed a set of au-
tosomal SNPs in the analyzes, and included cases
where the final statistical result was ambiguous,
in which the hypothesis of the alleged father may
be, in fact, a close relative of the biological father.
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niajac przypadki, w ktorych koncowy wynik statystyczny
byt niejednoznaczny, a domniemanym ojcem mogt by¢
bliski krewny ojca biologicznego. Badano réwniez przy-
padki, w ktérych SNP byly wykorzystywane jako uzupel-
nienie rutynowego typowania STR.

Materiat i metody

Przeprowadzono przeglad literatury pod katem pu-
blikacji wykorzystujacych dane pochodzace z potaczonej
analizy STR i SNP. Cho¢ uplynat stosunkowo dlugi okres
od opracowania multiplekséw SNP przeznaczonych do
badan identyfikacyjnych czlowieka (np. 52-pleksu), do-
stepnych jest niewiele opracowan dotyczacych zastoso-
wan tych markeréw w konkretnych przypadkach. Na
potrzeby badania dokonano kompilacji i poréwnania
opisanych w literaturze przypadkéow. Uwzgledniono
réwniez siedem opublikowanych przypadkéw, ktore
zostaly przez nas przeanalizowane w ramach rutynowe;j
praktyki [31].

W przypadku zlozonej analizy siedmiu rodzin z na-
szej praktyki typowanie przeprowadzono pierwotnie
przy wykorzystaniu konwencjonalnych markeréw STR
z zestawow Identifiler (AB) i PowerPlex 16 (Promega).
W trzech sposrdd rodzin wsréd analizowanych trio wy-
kazano niezgodnosci w jednym Iub dwéch STR ze wzgle-
du na domniemang obecno$¢ mutacji (rodzina 1 - F1,
rodzina 2 — F2 i rodzina 7 - F7) wywolujacych obnizenie
wskaznikéw ojcostwa. W pozostalych analizowanych
rodzinach domniemany ojciec nie byt obecny, a w ba-
daniach uwzgledniono krewnych z linii ojcowskiej: do-
mniemanego dziadka ze strony ojca oraz domniemane-
go wujka (rodzina 3 - F3), dwoch synéw domniemanego
ojca z inng matka, co do ktdrych nie zachodzily watpli-
wosci odnosnie ojcostwa (rodzina 4 — F4), domniemanej
babki ze strony ojca (rodzina 5 - F5) oraz jednego syna
domniemanego ojca, o niekwestionowanym ojcostwie
(rodzina 6 - F6) (ryc. 1.).

DNA z prébek wyekstrahowano przy zastosowaniu
nieznacznie zmodyfikowanej wersji metody ekstrakcji
Chelex [32]. Oceng ilosciowa przeprowadzono na pod-
stawie reakcji PCR w czasie rzeczywistym, przy wykorzy-
staniu zestawu QuantifilerTM Human DNA Quantifica-
tion Kit (AB) oraz aparatu ABI PRISM® 7500 Sequence
Detection System (AB). We wszystkich analizowanych
rodzinach przebadano Iacznie 52 autosomalne SNP me-
toda reakgji fannicuchowej polimerazy (PCR), a nastepnie,
zgodnie z powyzszym opisem, przeprowadzono dwie nie-
znacznie zmodyfikowane reakcje wydtuzania lanicucha
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Some casework cases that included SNPs as an ap-
proach to complement routine STR typing were
also analysized.

Material and methods

A revision of the literature concerning the use
of the joined information obtained from STRs and
SNPs analysis was made. Although it has been
some years since the time when some SNPs mul-
tiplexes were developed for human identification
purposes, as is the case of the 52-plex, there are few
studies that report concrete applications of these
markers to specific cases. The reported cases were
resumed and compared. Seven of our routine cases
already published [31] were also compiled.

The seven complex families from our casework
that were already reported were first typed using
conventional STR markers with the Identifiler
(AB) and PowerPlex 16 (Promega) kits. The first
three families concerned trios that show incom-
patibilities in one or two STR, due to alleged mu-
tations (Family 1 - F1, Family 2 - F2 and Family
7 - F7) leading to reduced paternity indexes. In the
other families the alleged father was absent and we
disposed of other relatives from the paternal line:
the alleged paternal grandfather and alleged uncle
(Family 3 - F3), two undoubted sons of the alleged
father with a different mother (Family 4 - F4), the
alleged paternal grand-mother (Family 5 - F5) and
a single undoubted son of the alleged father (Fam-
ily 6 - F6) (Fig. 1).

DNA from the samples was extracted us-
ing a slightly modified version of the Chelex ex-
traction method [32]. Quantification was achieved
by real-time PCR using the QuantifilerTM Hu-
man DNA Quantification Kit (AB) and the ABI
PRISM* 7500 Sequence Detection System (AB). In
all these families a total of 52 autosomal SNPs were
analyzed by polymerase chain reaction (PCR) fol-
lowed by two single base extension (SBE) reactions
as previously described, with slight modifications
[23] after STR typing as mentioned. SBE products
separation was performed by capillary electropho-
resis, using an ABI Prism 3130x] Genetic Analyzer
(AB), with 36 cm capillary arrays and POP-4 poly-
mer (AB). Analysis was made using GeneMapper
ID-X. Allele calls were made manually.
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STR

Wysoki poziom polimorfizmu
Highly polymorphic

Wysoka moc dyskryminacyjna
High discrimination power

Wysoki wskaznik mutacji
High mutation rate

Rutynowe stosowanie
Routinely used

Multipleksacja
Multiplexing

Istotne wyszkolenie
i doswiadczenie
Much training & experience

Rozstrzyganie niemal wszystkich
analizowanych przypadkéw
Resolve almost all the requested
cases

Analiza mieszanin
Mixture analysis

tacznie
Combined

Rozstrzyganie przypadkéw
o ztozonym pokrewienstwie
Resolution of complex
kinship cases

Okreslone przypadki analizy DNA
o wysokim stopniu fragmentacji (DVI,
identyfikacja ,starego” DNA, m.in. kosci
i niektére przypadki kryminalne)
Particular cases with highly fragmented
DNA (DVI, identification from ancient
DNA:s like bones and some criminal cases)

Wyzsze wartosci PI/LR prowadzace do
wnioskéw o mocniejszej podstawie
Increased PI/LR results leading to strongly

supported conclusions

Nowe metodologie
New methodologies

SNP

Niski poziom polimorfizmu
Low polymorphism

Niska moc dyskryminacyjna
Low discrimination power

Niski wskaznik mutacji
Low mutation rates

Analiza prébek o wysokim
stopniu degradacji
i ztozonych relacji
pokrewierstwa
Degraded samples analysis
& complex relations

Rozstrzyganie okreslonych
przypadkéw
Resolve specific cases

Mozliwos¢ automatyzacji
Prone to automation

Wysoki stopieri multipleksacji
High degree multiplexing

Ryc. 1. Charakterystyka metod bazujgcych na STR, SNP oraz potaczenia obu metod
Fig. 1. Summary of the features involving the analysis of STRs, SNPs or a combination of both

o jedng zasade (SBE) [23] po typowaniu STR. Produkty
reakcji SBE rozdzielono metoda elektroforezy kapilarnej
za pomocg aparatu ABI Prism 3130x] Genetic Analyzer
(AB), przy wykorzystaniu macierzy kapilarnych 36 cm
i polimeru POP-4 (AB). Analizy wykonano przy pomo-
cy oprogramowania GeneMapper ID-X. Typowanie al-
leli przeprowadzono recznie.

Po zastosowaniu 52-pleksu SNP obliczono wskazni-
ki ojcostwa (PI) przy uzyciu oprogramowania Familias
[33], biorac pod uwage informacje o STR oraz 52 SNP
jako odrebnych oznaczen oraz faczac wyniki obu ozna-
czen w jeden profil genetyczny przy wykorzystaniu
dostepnych w literaturze czestotliwosci tych markeréw
w prébcee populacji z potnocnej Portugalii [34], przy za-
tozeniu niezaleznosci wszystkich markeréw.

Analizujac polimorfizmy DNA, §cisle przestrzegano
rekomendacji Miedzynarodowego Towarzystwa Gene-
tyki Sadowej (ISFG) w zakresie zalecanej nomenklatu-
ry i wytycznych odnosnie do kontroli jakosci i obliczen
statystycznych [10].

After applying the 52plex SNP assay, calcula-
tions of paternity indexes (PI) were made using
the software Familias [33] considering the infor-
mation of STRs and of the 52 SNPs as stand-alo-
neassays, and joining the two assays on a single
genetic profile, using the previous published fre-
quencies for those markers in a population sam-
ple of the North of Portugal [34], assuming that
all the markers are independent.

The recommendations of the International So-
ciety of Forensic Genetics (ISFG) on the analysis
of DNA polymorphisms were strictly followed
which included the use of recommended nomen-
clature and guidelines regarding quality control
and statistical calculations [10].

Results

A review of the literature that presents a num-
ber of concrete examples of joining the information
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Wyniki

Publikacje opisujace konkretne przyklady tacznego
wykorzystywania danych pochodzacych z analizy STR
i SNP zestawiono w tabeli I. W 47,3% analizowanych
przypadkéw (9 na 19) wartos¢ PI uzyskana wylacznie
na podstawie analizy markeréw SNP byta zblizona do
warto$ci bazujacej wylacznie na STR - badz od niej
wyzsza. W kazdym z opisanych przypadkéw wartos¢ PI
uzyskana tylko na podstawie markeréw SNP byta zbli-
zona lub wyzsza od wartosci obliczonej na podstawie
wylacznie STR, w zaleznoéci od liczby dodatkowych
SNP w odniesieniu do liczby STR oraz ich ogélnej hete-
rozygotycznosci. Nawet uwzgledniajac nieliczne przy-
padki zestawione w tabeli I, istnieja sytuacje, w ktorych
multipleks SNP dostarcza mniej informacji niz multi-
pleksy STR. Whniosek ten sygnalizowaly juz niektore
wczesniejsze badania symulacyjne [21, 26]. Czes¢ au-
toréw przeprowadzila réwniez symulacje w przypad-
kach, w ktérych badana relacja jest odlegta o kilka stop-
ni, obejmujac kilka pokolen i galezi, w celu ustalenia
dla identyfikowanych w parach powigzan okreslonych
warto$ci granicznych, po ktérych przekroczeniu anali-
za STR uzupelniona o jednakowsy liczbe dodatkowych
STR i/lub dwukrotnie wigksza liczbe SNP w istotnej
wiekszosci przypadkéw nie pozwoli na zadowalajace
rozstrzygniecie analizowanej sytuacji. Niezbedne jest
wowczas uzyskanie dodatkowych danych genetycz-
nych od badanych oséb [35].

Wartosci PI osiggniete po uzyskaniu dodatkowych
informagji z réznych zestawéw markeréw SNP wyko-
rzystywanych w réznych laboratoriach byty jednak bar-
dzo przydatne we wszystkich analizowanych przypad-
kach (tab. I). Mozna zatem jednoznacznie stwierdzic,
ze dodatkowe wykorzystanie SNP moze zwiekszac po-
ziom ufnosci przy interpretacji wynikow w wielu trud-
nych przypadkach dotyczacych pokrewienstwa, ktore
analizowano poczatkowo przy uzyciu rozszerzonego
badania STR lub typowania MiniSTR albo Y-STR [36].
Jest to szczegdlnie istotne w przypadkach dotyczacych
rodzicielstwa lub identyfikacji osoby, w ktérych anali-
zowane s3 kompleksowe probki DNA pozyskiwanego
z kosci i zebow.

Na szczegélng uwage zastuguja przypadki wy-
kazujace jedng lub dwie mutacje jednoetapowe na
przestrzeni pokolen, w ktérych zastosowanie typo-
wania SNP przy zignorowaniu danych STR zwiek-
szylo wartos¢ PI o co najmniej dwa rzedy wielkosci.
Moze wynikac to z tego, iz multipleks wykorzysta-
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from STRs and SNPs is shown in Table I. In 47,3%
(9 in 19) of the total number of analyzed cases,
the PI value obtained only with the SNP markers
was similar or higher than the obtained with STRs
alone. In each reported case, the obtained PI value
based only in the information taken from the SNP
markers was similar or higher than the obtained
with STRs alone, depending on the number of ad-
ditional SNPs compared with the number of STRs
and their overall heterozigozity. Even with the few
cases presented in Table 1, there are situations
where the SNP multiplex is less informative than
the STR multiplexes. In some previous simulation
studies this conclusion was already predicted [21,
26]. Some authors also have made simulations in
cases where the examined relationship is distanced
by several degrees of separation across multiple
generations and pedigree branches in order to find
the limits of pairwise relatedness beyond which
STRs supplemented by an equal number of sup-
plementary STRs and/or twice as many SNPs will
not resolve the claim satisfactorily in a significant
proportion of cases. In these cases much more ge-
netic information must be obtained from the tested
individuals [35].

However, the PI values obtained after the ad-
ditional information from the diverse sets of SNP
markers, used by the different laboratories, in all
the analyzed cases (Table I) was very useful. This
clearly illustrates that the addition of SNPs can
help to reach a higher degree of confidence in the
interpretation of many challenging relationship
tests that were first processed using extended STR
and, in some cases MiniSTR or Y-STR typing [36].
This is particularly important in parentage or iden-
tification cases that involve the analysis of complex
DNA samples extracted from bones and teeth.

Special attention is given to cases that display
one or two single-step mutations across genera-
tions on which the application of SNP typing, ig-
noring STR data, increased the PI by at least two
magnitude orders. This is may be due to the fact
that the applied SNP typing multiplex, the SNPfor-
ID-52plex, provides a higher statistical power on
European populations than the 15 to 16 human
identity STRs contained on the frequent employed
amplification kits [25]. Moreover, it is highly un-
likely that any parent-to-child mutation would be
spotted since the mutation rate of SNPs is on aver-
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Tabela I. Wykaz przypadkéw opisanych w pracach objetych przegladem, w ktérych autosomalne SNP wyko-
rzystywano jako markery uzupetniajace typowanie STR

Table 1. Resume of the casework reported in the reviewed literature where it was used the autosomal SNPs as
supplementary markers to STR typing

Opublikowane przypadki Wskaznik ojcostwa (PI)

Reported cases Paternity index (P1)

Bfrsting i wsp. (2012) [9] 18 STR 43 SNP tacznie
Bfrsting et al. (2012) [9] Combined

2 domniemanych ojcéw
2 alleged fathers

LR = P(EIH1) / P(EIH2)t 2,90E+03 2,80E+9 7,80E+12
tHT1: AF1 jest ojcem. H2: AF2 jest ojcem.
LR = P(EIH1) / P(EIH2)t

tH1: AF1 is the father. H2: AF2 is the father.

Philips i wsp. (2012) [35] 21 STR tacznie
Philips et al. (2012) [35] Combined
LR = P(EIH1) / P(EIH2)t 4.63E+04 * 4.04+E07
tH1: Wujek jest ojcem. H2: Osoba niespokrewniona

jest ojcem.

LR = P(EIHT1) / P(EIH2)+
tH1: The Uncle is the father. H2: Unrelated is the
father.

LR = P(EIH1) / P(EIH2)t 1,12+E07 * 3,53E+08
tH1: Zmarty jest ojcem. H2: Osoba niespokrewniona
jest ojcem.

LR = P(EIH1) / P(EIH2)t

tH1: The Deceased is the father. H2: Unrelated is the

father.

Trio z dwiema niezgodnosciami (CSF1PO + D19S433) 2,03E+05 * 1,89E+10
Trio with two incompatibilities (CSF1PO + D19S433)

Schwark i wsp. (2012) [29] 17 STR 50 SNP

Schwark et al. (2012) [29]

P.Trio 1 — brak mutacji 1,53 E+08 2,14E+07 *
P.Trio 1 — no mutations

P.Trio 2 — brak mutacji 7,32E+07 1,41E+05 *
P.Trio 2 — no mutations

P.Trio 3 — brak mutacji 5,13E+07 2,35E+06 *
P.Trio 3 — no mutations

P.Trio 4 — 2-etapowa mutacja ojcowska (D251338) 2,22 E+03 1,10 E+06 *
P.Trio 4 — 2-step paternal mutation (D251338)

P.Trio 5 — 1-etapowa mutacja ojcowska (FGA) 8,71E+04 1,65E+08 *
P.Trio 5 — 1-step paternal mutation (FGA)

P.Trio 6 — dwie 1-etapowe mutacje ojcowskie 3,22E+01 6,32 E+08 *
(VWA+PentaD)

P.Trio 6 — two 1-step paternal mutations (VWA+PentaD)

Ibarra i wsp. (2013) [36] STR + MiniSTR 52-pleks tacznie
Ibarra et al. (2013) [36] 52-plex Combined
Przypadek 1. (U + C + M) 9,98E+02 1,02E+01 1,02E4+04

Case 1 (U+C+M)
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Opublikowane przypadki
Reported cases

Wskaznik ojcostwa (PI)
Paternity index (P1)

Przypadek 2. (B + C + M) 1,64E+03 9,53E+01 1,56E+04
Case2 (B+C+ M)

Przypadek 3. (Kos¢ + C + M) 8,77E+01 1,22E+06 1,07E+08
Case 3 (Bone + C + M)

Przypadek 4. (Kos¢ + C + M) brak wynikéw 1,11E+04 1,11E+04
Case 4 (Bone + C + M)

Lindner i wsp. (2014) [19] 23STR+16Y-STR 50 SNP

Lindner et al. (2014) [19]

Domniemany ojciec 7,15E+06 6,32E+08 *
STR: 2 niezgodnosci

Y-STR: 1 niezgodnos¢

SNP: 0 niezgodnosci

Putative father

STRs: 2 mismatches

Y-STRs: 1 mismatch

SNPs: 0 mismatch

Nasze ztozone przypadki [31] 18 STR 52-pleks tacznie
Our complex cases [31] 52-plex Combined
F1 (1Mut D251338) 2,00E+03 1,29E+02 2,84E+05
F2 (2Mut FGA i SE33) 2,96E+03 1,18E+01 3,50E+04
F3 (GF +2U +C+ M) 1,19E+03 4,12E+00 4.92E+03
F4 (25(M1) + C(M2)) 2,41E+02 7,31E+00 1,76E+03
F5 (GM + C + M) 1,55E+02 9,43E+02 1,46E+06
F6 (B + C + M) 3,87E+03 1,76E+01 681E+04
F7 (1Mut D165539) 6,13E+03 9,71E+05 5,96E+09

GF — domniemany dziadek ze strony ojca; U — domniemany(-a) wujek/ciotka po stronie ojca; B — domniemany brat; C — dziecko; M —
matka; S — syn domniemanego ojca; GM — domniemana babka ze strony ojca; Mut — niezgodnosc przeniesienia STR

* brak danych

GF - Alleged Paternal Grand-father; U — Alleged Paternal Uncle/Aunt; B — Alleged Brother; C — Child; M — Mother; S — Son of the
alleged father; GM — Alleged Paternal Grand-Mother; Mut — Inconsistency in STR transmission

* no available data

ny do typowania SNP (SNPforID-52plex) zapewnia
wyzszg moc statystyczng w populacjach europejskich
niz 15-16 STR umozliwiajacych identyfikacje czlo-
wieka, ktore s3 zawarte w czesto wykorzystywanych
zestawach do amplifikacji [25]. Za wysoce niepraw-
dopodobne nalezy uzna¢ wykrycie mutacji w linii
rodzic-dziecko, poniewaz tempo mutacji SNP jest
$rednio o 5 rzedow wielko$ci nizsze niz STR [13]. Do-
datkowo we wszystkich przypadkach uzyskane war-
tosci PI — wyzsze dzigki polaczonej analizie STR/SNP
— dostarczyly wiarygodnego potwierdzenia hipotezy
o ojcostwie. Wyniki takie byly zgodne z przewidywa-
niami, poniewaz oprdcz wyjatkowo niskiego tempa

age five magnitude orders lower than STRs’ [13].
Additionally, in all these cases, the combined STR/
SNP increased PI results lead to a strongly sup-
ported hypothesis of paternity. These results were
expected, since besides SNPs show extremely low
mutation rates, these methodologies accomplish
the multiplexing of a great number of markers.
Moreover, these markers have been selected to
cover all chromosomes amply distributed across
the genome in order to ensure finding recombi-
nation-born differences even among members of
complex inbred pedigrees [10]. Even with the new
developed kits like the GlobalFiler kit (AB), case-
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mutacji SNP metodologie te umozliwiajg analize typu
multipleks obejmujaca duzg liczbe markeréw. Marke-
ry te zostaly dobrane w taki sposdb, aby uwzgledni¢
wszystkie chromosomy o wysokim rozktadzie w obre-
bie genomu w celu identyfikacji réznic powstatych na
skutek rekombinacji nawet wsrdd czlonkéw ztozonych
ukladéw pokrewienstwa o wysokim inbredzie [10].
Skomplikowane przypadki, w ktérych mozna stosowac
alternatywne markery SNP, zdarzaja si¢ nawet wtedy,
gdy stosuje si¢ nowo opracowane zestawy badawcze,
np. GlobalFiler kit (AB), poniewaz markery ujete w ta-
kich nowych zestawach analizowano juz w niektérych
uprzednio opublikowanych przypadkach [19].

Dyskusja i wnioski

W medycynie sagdowej, a zwlaszcza w genetyce sado-
wej, powszechne jest ustalanie rodzicielstwa na podsta-
wie testow z udziatem bliskich krewnych rzeczywistego
ojca biologicznego. W niniejszej pracy uwzgledniono
jeden przypadek, w ktérym testami w kierunku domnie-
manego ojcostwa objeto brata faktycznego ojca. Ztozo-
ne badania rodzicielstwa tego typu zawsze wiaza si¢ ze
zwiekszonym ryzykiem blednego potwierdzenia ojco-
stwa. W jednym z pierwszych opublikowanych badan
brazylijskich [37] przeanalizowano przypadki wyklu-
czenia ojcostwa przy wykorzystaniu zestawu 40 autoso-
malnych SNP. We wszystkich przypadkach poza jednym
stwierdzono dodatkowe niespdjnosci w markerach bial-
lelicznych, zgodne z wczesniejszymi wynikami. Tylko
w analizowanym trio 2 sposrod 20 autosomalnych STR
mialy charakter wykluczajacy i nie stwierdzono niezgod-
nosci w zadnym z loci panelu SNPforID. Z opublikowa-
nych rezultatéw (tab. I) wynika, ze w wielu sposrod ba-
danych zlozonych przypadkéow, w ktérych stwierdza sie
jeden lub dwa markery wykluczajace, mozna podwyz-
szy¢ obliczone wskazniki PI, analizujagc SNP. W symulo-
wanych poréwnaniach przy uzyciu 52-pleksu SNPforID
uzyskano réwniez 2 falszywe wyniki dopuszczajace oj-
costwo [27].

Inny rodzaj zfozonych testéw na ustalenie rodziciel-
stwa dotyczy przypadkéw, w ktorych ojciec nie zyje,
a analizie poddawany jest domniemany wujek ze strony
ojca, dziadek/babka badz rodzenstwo pelne lub przyrod-
nie. W drugim rodzaju przypadkéw analiza STR cze-
sto daje niskie wartosci PI. Jak wynika z zestawionych
w tabeli I szesciu badan przeprowadzonych przez rézne
zespoly badawcze, informacje uzyskane dzieki SNP sta-
nowig skuteczny sposéb na podwyzszenie uzyskanego

work with chalenging results, where alternative
SNP markers can be used, tend to happen, be-
cause the markers included in these new kits were
already analyzed in some of the previuos reported
cases [19].

Discussion and conclusions

In forensic medicine, namely in forensic ge-
netics, it is comnmon to deal with parentage test-
ing in the presence of close relatives of the true
biological father. In this work one case where the
brother of the true father was tested as the AF is
reviewed. These complex paternity investigations
have always represented an increased risk of re-
porting false inclusions of paternity. In one of the
first reported studies by a Brazilian group [37],
cases of paternity exclusions were analyzed with
a set of 40 autosomal SNPs. In all cases, except
one, there were found to be additional inconsis-
tencies in these bi-allelic markers, supporting the
previous results. Only in a trio, 2 out of 20 au-
tosomal STR were exclusionary, none of the SN-
PforID panel loci were inconsistent. As it can be
observed in the reported results (Table I), many
of these complex cases where one or two exclu-
sionary markers are observed, are studied and the
respective PI calculations can be incremented by
SNP analysis. An experience with the SNPforID
52-plex has also revealed two false inclusions of
paternity in simulated comparisons [27].

Another type of complex parentage testing are
the cases where the father is already deceased,
their relatives are analyzed, as an alleged pater-
nal uncle, a grand-father/mother or a full or half
siblings. In these second type of cases, is frequent
to reach low PI values after STR are analyzed. As
can be seen by the six reported studies by various
working groups presented in Table I, the SNPs in-
formation represents a good approach to increase
the previously obtained PI, at least for some cases
[21].

The last class of cases that often result in low
LR or PI are those that involve the analysis of de-
graded materials which leads to incomplete STR
profiles. These are very frequent in the identifica-
tion of very decomposed or skeletonized human
remains. Some of these cases are reported in the
literature, where SNPs are very useful to comple-
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inng metodg wskaznika PI, przynajmniej w niektorych
analizach [21].

Ostatnig grupe przypadkow, w ktorych czesto uzy-
skuje si¢ niskie wartosci LR lub PI, stanowia analizy
materialéw o wysokim stopniu degradacji, skutkujace
opracowaniem niekompletnych profili STR. To zjawi-
sko wystepujace bardzo czesto przy identyfikacji silnie
rozlozonych lub zeszkieletowanych szczatkéw ludzkich.
W niektorych przypadkach opisanych w literaturze SNP
okazaly sie przydatne jako uzupelnienie innych danych
w zaleznosci od zrodia analizowanych probek DNA oraz
stopnia degradacji/zanieczyszczenia materiatu [9, 11].

Poniewaz markery te s3 mniej podatne na mutacje, sa
bardzo przydatne przy ustalaniu rodzicielstwa pomimo
niewielkiej liczby analizowanych przypadkéw opisanych
w literaturze. Wniosek ten potwierdzajg badania symu-
lacyjne. W zwiazku z nizszym tempem mutacji niejed-
nokrotnie zdarza sie¢, iz wyniki uzyskane wylacznie na
podstawie SNP sg nizsze od wynikéw analizy STR [27].

Badania z wykorzystaniem SNP majg jeszcze jedna
zalete. Wprawdzie sa pracochlonne, jednak mozna je
automatyzowa¢, np. stosujac platformy do pipetowa-
nia. Analize autosomalnych SNP mozna takze przepro-
wadzi¢ przy uzyciu metodologii SNaPshot. Uzyskane
znakowane fluorescencyjnie fragmenty rozdzielane sa
metody elektroforezy kapilarnej. Te metody analityczne
s3 bardzo proste we wdrozeniu w wigkszosci funkcjonu-
jacych laboratoriéw genetyki sadowej na $wiecie, ponie-
waz wiekszos¢ placdwek jest wyposazona w automatycz-
ne sekwencery. Metody te wydaja si¢ korzystne takze ze
wzgledu na nizszy ogdlny koszt analizy w przeliczeniu na
badang probke.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze pomimo poten-
cjalnych trudnosci, jakie moga wystepowac¢ w niektorych
analizowanych przypadkach (zwlaszcza jesli informacje
uzyskane na podstawie analizy SNP s3 niepelne), SNP
sg bardzo przydatnym uzupelnieniem STR jako marke-
réw identyfikacji i pokrewienstwa genetycznego. Liczbe
loci SNP wykorzystywanych do badan oraz dobér SNP
mozna optymalizowa¢ w miar¢ wzrostu dostepnosci da-
nych populacyjnych. Przykladowo, niektére z markerow
zawartych w opracowanym przez konsorcjum SNPforID
SNP-pleksie obejmujacym 52 autosomalne SNP moga
nie by¢ niezalezne. Loci te moga by¢ réwniez przydatne
jako uzupetnienie loci STR w tych przypadkach z zakre-
su medycyny sadowej, w ktorych uzyskiwane sg niskie
wartosci LR (jak pokazano na ryc. 1.). Kilku badaczy
korzystalo réwniez z innych markeréw, m.in. liniowych,
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ment sole information, depending on the source
of the analyzed DNAs and on the degree of their
degradation/contamination [9, 11].

The fact that these markers are less prone to
mutation makes them very useful in parentage
testing despite the reduced number of concretely
analyzed and reported cases in the literature. This
has also been predicted by simulation studies. As
a result of this lower mutation rate it can also be
seen that the information that results from SNPs
alone, sometimes is lower than those obtained
from STR analysis [27].

Other advantages of studying SNPs may in-
clude the fact that their analysis, despite being
laborious, is prone to automation, with the possi-
bility of using pipetting platforms. Also the anal-
ysis of autosomal SNPs can be achieved by the
application of a SNaPshot methodology, followed
by capillary electrophoresis (CE) separation of
the resulting fluorescent labeled fragments. These
analysis methodologies are very easy to imple-
ment in most of the existing Forensic Genetic
laboratories around the world almost all of them
equipped with automated sequencers. Further-
more, these strategies are also attractive due to
the associated reduced overall cost per analyzed
sample.

In conclusion, despite there being some diffi-
culties that can arise in some cases, especially if
the information after the study of SNPs is still not
enough, we believe that SNPs are very useful to
complement STRs as markers of human identi-
fication and genetic relatedness. The number of
SNP loci used for testing and the selected SNPs
can be improved as more population data be-
comes available. For instance, some of the mark-
ers included in the developed autosomal 52 SNP-
plex by the SNPforID Consortium, may not be
independent. These loci can also usefully supple-
ment the use of STR loci in forensic casework that
sometimes leads to low LR values as summarized
in Fig. 1. Furthermore, other markers have been
used by several authors, including lineage mark-
ers that may be considered as more prone to the
real mutation rate as it is the case of the Y chro-
mosome associated markers [38-40].

Additionally, as some authors are beginning
to report, with some degree of investment, new
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ktore jednak mozna uzna¢ za bardziej podatne na mu-
tacje, podobnie jak markery powigzane z chromoso-
mem Y [38-40].

Jak wskazuja niektére nowe doniesienia, rozwoj tej
dziedziny przelozy si¢ na opracowanie nowych strategii
badawczych umozliwiajacych analizowanie wigkszych
zestawow markeréw biallelicznych. Najnowsza me-
todologia badan, znana jako sekwencjonowanie no-
wej generacji, dzigki wykorzystaniu zaawansowanych
urzadzen obliczeniowych do analizy danych, umozliwi

approaches that will permit us to analyze greater
sets of these bi-allelic markers. This new method-
ology, the next generation sequencing (NGS), with
the help of advanced computational devices for the
analysis of the produced data, will permit other ap-
plications in Forensic Genetics like mitochondrial
DNA analysis, that is used since the early 1990s, but
that will be faster and easier to integrate the results,
and even in other Medico Legal areas like sudden
death among other interesting uses [41, 42].

inne zastosowania w dziedzinie genetyki sadowej, np.
analize DNA mitochondrialnego. Badania tego typu sa
wprawdzie wykonywane od poczatku lat 90. XX wie-
ku, jednak mozna oczekiwaé przyspieszenia i uspraw-
nienia integracji wynikéw oraz nowych zastosowan
medyczno-sadowych np. w badaniach przypadkéow
naglych zgonéw [41, 42].
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