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Wewnetrzna walidacja metody kwantyfikacji DNA
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Quantification Kit i aparatu 7500 Real-Time PCR System
wraz z oprogramowaniem Hid Real-Time PCR Analysis
Software V 1.1 w Zaktadzie Biologii Centralnego
Laboratorium Kryminalistycznego Policji

Streszczenie

Celem przedstawionych badan byto przeprowadzenie w Zaktadzie Biologii Centralnego Laboratorium Kry-
minalistycznego Policji walidacji wewnetrznej metody kwantyfikacji DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler®
Human DNA Quantification Kit firmy Applied Biosystems, stuzacego do oznaczania catkowitej ilosci DNA ludz-
kiego przy wspotpracy z aparatem 7500 Real-Time PCR System wraz z oprogramowaniem HID Real-Time PCR
Analysis Software v1.1. Wyboru parametréw istotnych z punktu widzenia rutynowo prowadzonych badan doko-
nano na podstawie zalecen grupy roboczej ds. DNA ENFSI, tj. Recommended Minimum Criteria of the Valia-
tion of Various Aspects of the DNA Profiling Process. Ocenie poddano: czutos¢, liniowos¢, zakres metody oraz
precyzje z uwzglednieniem powtarzalnoéci i odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej. Dodatkowo podijeto probe
ustalenia, czy zasadna jest kontynuacja analiz genetycznych, jezeli wskazania aparatu 7500 Real-Time dajg
wynik negatywny, tj. nie wykazaty obecnosci DNA jgdrowego przy jednoczesnych prawidtowych wskazaniach
dla kontroli wewnetrznej IPC. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw walidacyjnych stwierdzono, ze
zakres, w jakim walidowana metoda spetnita zadane wczesniej kryteria akceptacji, jest satysfakcjonujacy, bio-
rgc pod uwage specyfike badan wykonywanych w laboratorium. Niemniej bardzo uwaznie nalezy interpreto-
wac negatywne wskazania aparatu 7500 Real-Time PCR System, sugerujgce brak obecnosci DNA jadrowego
przy jednoczesnych prawidfowych wskazaniach dla kontroli wewnetrznej IPC. Okazuje sig bowiem, ze nie jest
zasadne odstgpowanie od dalszej analizy tego rodzaju prébek z uwagi na mozliwos¢ zastosowania nowych
bardzo czutych zestawow do amplifikacji DNA, ktdre niejednokrotnie pozwalajg na uzyskanie petnego profilu
DNA. Podsumowujgc, walidacja metody kwantyfikacji DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler® Human DNA
Quantification Kit i aparatu 7500 Real-Time PCR System wraz z oprogramowaniem HID REAL-TIME PCR Analysis
Software V1.1 zostata zakonczona pozytywnie, w zwigzku z czym metoda mogta zosta¢ wdrozona i by¢ rutynowo
wykorzystywana do oznaczania catkowitej ilosci DNA ludzkiego w prébkach biologicznych bedgcych przedmio-
tem badan kryminalistycznych w Zakfadzie Biologii CLKP.

Stowa kluczowe walidacja, kwantyfikacja DNA, Real-Time PCR, Quantifiler® Human DNA Quantification Kit

Wstep

Metody genetyki molekularnej znalazty zastosowa-
nie w rdoznorodnych badaniach z zakresu m.in.: eko-
logii, ewolucji organizmdw, onkologii, kryminalistyki.
Dane zawarte w markerach molekularnych (zmiennych
dziedzicznych cechach DNA, RNA i biatek) pozwalajg
zaréwno na wnioskowanie dotyczace genetyki popula-
cji, analizy rodzicielstwa i pokrewienstwa, jak i na iden-
tyfikacje osobniczg. Powszechnie stosowane techniki
biologii molekularnej cechuje m.in.: uniwersalnos¢

zastosowania do réznych organizmow (od wiruséw,
przez bakterie do cztowieka), doktadnos¢ uzyskiwa-
nych wynikow, krotki czas potrzebny na badania;
ponadto wymagajg sladowych ilosci materiatu biolo-
gicznego. Naukowcy w laboratoriach na catym swie-
cie opracowujg coraz to nowe metody, ktére majg za
zadanie dodatkowo usprawnic i skrocic¢ prace anality-
kéw. Dzigki temu uzyskuje sig wiarygodne informacie,
oszczedzajgc czas i materiat badawczy, jak rowniez
zmniejszajgc koszty analizy. Nowoczesna krymina-
listyka podagza za nowymi trendami, uwzgledniajgc
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wzrost efektywnosci i wydajnosci procesoéw oraz obni-
zenie kosztow. Dzisiejsze techniki $ledcze bazujg na
zaawansowanych metodach naukowych szczegdlnie
z zakresu biologii, co poprawia skutecznos¢ wykry-
wania sprawcow przestepstw. Na miejscu zdarzenia
technicy kryminalistyki zabezpieczajg szereg $ladéw
kryminalistycznych, w tym $lady biologiczne. Materiat
biologiczny, jaki trafia do pracowni biologicznych labo-
ratoriow kryminalistycznych, bardzo czesto cechuje
znaczny stopien degradacji DNA oraz wysoki stopien
zanieczyszczenia, co moze skutkowa¢ zarbwno matg
iloscig DNA, jak i jego stabg jakoscig. Trafna wstepna
ocena ilosciowa i jakosciowa probki DNA ma wptyw
na wynik koncowy analizy STR. Stagd niezwykle istot-
nym etapem badan dowodowego materiatu biologicz-
nego jest wiarygodne okreslenie ilosci ludzkiego DNA
oraz jego jakosci przez oceng mozliwosci wystepowa-
nia inhibitorow w badanej probce.

Poczatkowo oceny ilosci i jakosci wyizolowanego
DNA dokonywano przy uzyciu elektroforezy w zelu
agarozowym o niskim stezeniu, w ktérej DNA barwione
byto bromkiem etydyny — mutagenem interkalujgcym
w strukture DNA lub innymi barwnikami fluorescencyj-
nymi SYBR Gold, SYBER Safe, Gel Red, ktére Swiecg
w $wietle UV. Kolejng metodag byta hybrydyzacja ,Slot-
-Blot” z sondg swoistg dla ludzkiego DNA, ktora nie
byta doktadna i wymagata znacznego naktadu pracy.
P&zniej stosowano w laboratoriach niespecyficzng
metode fluorometrycznego iloSciowego oznaczania
DNA za pomocg aparatu Fluoroskan Ascent. Metoda
ta polegata na posrednim obliczaniu ilosci DNA przez
pomiar fluorescencji barwnika interkalujgcego do
podwajnych nici kwasu nukleinowego. Bioragc pod
uwage to, ze w praktyce $lady biologiczne to czesto
mocno zdegradowane ,trudne” materiaty archiwalne,
w ktérych oprécz DNA ludzkiego znajduje sie np. DNA
bakteryjne, wynik fluorometrycznego oznaczenia DNA
nie byt wiarygodny. Metoda ta jest niespecyficzna
wobec ludzkiego DNA i wyniki uwzgledniaty réwniez
DNA pochodzace z innego zrédta. Za negatywng
ceche metody mozna uznaé¢ rowniez rodzaj wykorzy-
stywanego barwnika (PicoGreen), ktéry ze wzgledu
na swoje wilasciwosci fizykochemiczne (interkala-
tor) jest bardzo silnym mutagenem. Inng stosowang
powszechnie metodg jest pomiar spekirofotome-
tryczny oparty na pomiarze absorbancji przy dtugosci
fali 230, 260, 280 nm. Otrzymane wartosci absorbanciji
sg przeliczane automatycznie przez aparat na steze-
nie i czysto$¢ biatkowg oraz organiczng. Do urza-
dzen wykorzystujgcych te technike mozna zaliczy¢
NanoDrop stuzacy do spektrofotometrycznej analizy
stezenia (ilosci) i czystosci (jakosci) wyizolowanego
materiatu typu DNA i RNA. Zakres stezen, w ktorym
oznaczenie spektrofotometryczne jest wiarygodne,
to ok. 10-3000 ng/ul, co czyni te metode mato precy-
zyjna lub niewystarczajgco czufa, jezeli chodzi o bada-
nia kryminalistyczne i ilosci potrzebne do analizy mar-
keréw STR.

Dopiero jedno z najnowszych osiggnie¢ biologii
molekularnej, metoda Real-Time PCR, czyli reakcja
tancuchowa polimerazy DNA w czasie rzeczywistym,
umozliwita precyzyjne rozrdznienie i 0znaczenie ilosci
produktu. Przy wykorzystaniu technik fluorescencyj-
nych mozliwe stafo si¢ monitorowanie ilosci produktu
w kazdym cyklu prowadzonej reakcji PCR. Najwigkszg
zaletg tej metody jest wysoka czutos¢, a takze szyb-
kos¢ i wydajnos¢ reakcji. Wadg metody Real-Time
PCR jest to, ze jak kazda reakcja PCR moze by¢ zakto-
cona przez pewne zwigzki chemiczne, zwane inhibi-
torami, czesto wystepujgce naturalnie w badanych
prébkach biologicznych (np. hemoglobing, mocznik,
kwasy humusowe czy barwniki z tkanin), jak rowniez
przez rozpuszczalniki organiczne (np. fenol, chloro-
form, alkohol) oraz przez sole (np. chlorek) uzywane
podczas ekstrakcji kwaséw nukleinowych. Jednak ta
pozornie negatywna cecha w przypadku badan kry-
minalistycznych moze zosta¢ wykorzystana, dajgc
niezwykle cenng informacje o jakosci badanej prébki
pozwalajgcg na optymalizacje amplifikacji w celu
pozbycia sie inhibitoréw reakcji PCR.

Firma Applied Biosystem wyszia naprzeciw wyma-
ganiom stawianym przez laboratoria kryminalistyczne,
ktére majg na co dzien do czynienia z bardzo trud-
nym materialem dowodowym, jakim sg probki bio-
logiczne, i stworzyfa trzy nowe zestawy: Quantifiler®
Human DNA Quantification Kit, Quantifiler® Y Human
Male DNA Quantification Kit oraz Quantifiler® Duo
DNA Quantification Kit, ktére wraz z aparatem 7500
REAL-TIME PCR SYSTEM z oprogramowaniem HID
REAL-TIME PCR ANALYSIS SOFTWARE V 1.1 prze-
znaczone sg do kwantyfikacji DNA w badaniach iden-
tyfikacyjnych prowadzonych w laboratoriach krymina-
listycznych).

Zgodnie z wytycznymi Naukowej Grupy Roboczej
ds. Analizy DNA (Scientific Working Group on DNA
Analysis Methods — SWGDAM) oraz z zaleceniami
Miedzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej w Nor-
mie PN-EN ISO/IEC 17025:2005 w pomieszczeniach
laboratoryjnych Zaktadu Biologii Centralnego Labo-
ratorium Kryminalistycznego Policji przed przystg-
pieniem do zastosowania nowej metody badawcze;j
przeprowadzono jej walidacje wewnetrzng [1, 2].
Przeprowadzit jg przeszkolony personel laborato-
rium; wykonano szereg doswiadczen, ktérych celem
byto sprawdzenie skutecznosci dziatania nowej
metody badawczej w warunkach danego laborato-
rium [3, 4].

Cel badan

Gtéwnym celem badan bylo przeprowadze-
nie w Zakfadzie Biologii Centralnego Laboratorium
Kryminalistycznego Policji walidacji wewnetrzne;j
metody kwantyfikacji DNA z wykorzystaniem zestawu
Quantifiler® Human DNA Quantification Kit firmy
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Applied Biosystems stuzgcego do oznaczania catko-
witej ilosci DNA ludzkiego wspétpracujgcego z apara-
tem 7500 Real-Time PCR System wraz z oprogramo-
waniem HID Real-Time PCR Analysis Software v1.1.

Dodatkowo podjeto prébe ustalenia, czy zasadna
jest kontynuacja dalszych analiz genetycznych, jezeli
wskazania aparatu 7500 Real-Time dajg wynik nega-
tywny, tj. nie wykazaty obecnosci DNA jgdrowego przy
jednoczesnych prawidtowych wskazaniach dla kon-
troli wewnetrznej IPC. Doswiadczenie to bylto istotne
z punktu widzenia ekonomiki zuzycia odczynnikéw.

Materiaty i metody

W przeprowadzonych doswiadczeniach wykorzy-
stano standard DNA bedgcy sekwencjg meskiego
DNA (pooled human male genomic DNA) o znanym
profilu i stezeniu wyjsciowym [200 ng/ul], dotgczony
do firmowego =zestawu odczynnikow Quantifiler
Human DNA Quantification Kit.

Ocene ilosciowg i jakosciowg DNA przeprowa-
dzono metodg Real-Time PCR przy uzyciu zestawu
Quantifiler® Human DNA Quantification Kit firmy
Applied Biosystems wspotpracujagcego z aparatem
7500 Real-Time PCR System wraz z oprogramowa-
niem HID Real-Time PCR Analysis Software v1.1.

Probki amplifikowano technikg multipleksowej
reakcji PCR przy uzyciu termocyklera GeneAmp PCR
System 9700 firmy Applied Biosystems z wykorzysta-
niem zestawu odczynnikéw: AmpFISTR NGM PCR
i AmpFISTR Y-filer PCR firmy Applied Biosystems oraz
ESI 17 Power Plex firmy Promega.

Rozdziat produktow reakcji PCR prowadzono przy
uzyciu sekwenatora kapilarnego ABI PRISM 3130xI
firmy Applied Biosystems z oprogramowaniem do
gromadzenia danych. Rozdziat probek przeprowa-
dzono z uzyciem dziesigciokrotnie stezonego Genetic
Analyzer Buffer z EDTA. Produkty rozdzielano w kapi-
larze o diugosci 36 cm wypetnionej denaturujgcym
nos$nikiem POP4™ firmy Applied Biosystems. Analize
wyniku przeprowadzono przy uzyciu programu Gene-
Mapper ID-X 1.1. firmy Applied Biosystems.

Opis walidowanej metody

Walidowana metoda jest specyficzna dla ludzkiego
DNA ze wzgledu na zastosowanie sondy TagMan
MGB. Oligonukleotydy zawierajgce na koncu 5’ flu-
orescencyjny barwnik reporterowy FAM (hybrydyzu-
jacy z docelowym ludzkim DNA) lub VIC (hybrydy-
zujgcy z wewnetrzng kontrolg pozytywnag), na koncu
3’ zawierajg czasteczke wygaszajgcg fluorescencije
(quencher). Sonda po zwigzaniu sie z komplemen-
tarng sekwencjg na etapie wydtuzania jest degrado-
wana przez polimeraze Ampli Taq Gold majaca aktyw-
nos¢ 5’-egzonukleazowg, wtedy fluorochrom ulega

oddzieleniu od wygaszacza. Nastepuje emisja Swiatta
fluorescencyjnego. Na podstawie ilosci przyrostu flu-
orescencji mierzona jest poczatkowa ilos¢ badanego
DNA. Im silniejsza fluorescencja, tym wieksza liczba
kopii badanego DNA, ktora jest monitorowana w kaz-
dym cyklu reakcji amplifikacji. Po pewnej liczbie cykli
reakcji poziom fluorescenciji przekroczy zdefiniowany
prég CT oznaczajagcy wejscie kinetyki reakcji w faze
wyktadniczego przyrostu produktu. Warto$¢ CT jest
wykorzystywana do obliczania ilosci badanego DNA
obecnego w mieszaninie na poczatku reakcji. W tym
celu sporzadza sie serie rozcienczen standardu DNA,
program oblicza wartoéci CT kwantyfikacji standar-
doéw, wedtug ktorych wyznacza krzywg standardowa.
Po reakcji amplifikacji wartoéci CT badanych prébek
przenoszone sg na krzywa i dzieki temu uzyskuje sie
informacje o stezeniu DNA w danej prébce.

Oprogramowanie HID REAL-TIME PCR ANALYSIS
SOFTWARE V 1.1 wyznacza lini¢ regresji przez przeli-
czenie najlepiej pasujgcych danych ilosci standardow.
Wzor okreslajgcy wartosé CT to (1):

CT =m[log (Qty)] + b (1),

gdzie:

m — nachylenie (s/op),

b — przeciecie linii Y (Y-intercept),

Qty — poczatkowa ilos¢ DNA.

Dlatego uzyskiwane dane analizowane sg wedtug
wskazah:

e wartosci R? definiowanej jako stopien bliskosci
dopasowania pomiedzy linig regresji krzywej stan-
dardowej i indywidualnych wartosci kwantyfikaciji
badanych préb. Wartos¢ 1,00 wskazuje na per-
fekcyjne dopasowanie pomigdzy krzywa regresiji
a punktami danych wartosci. Warto$¢ R? > 0,99
wskazuje na bardzo bliskie dopasowanie pomiedzy
krzywg standardowg a wartosciami kwantyfikacji
badanych prob. Jezeli R? < 0,98, nalezy sprawdzi¢
poprawnos¢ ustawien plytki (np. wartosci ilosci
standardow wpisanych podczas tworzenia doku-
mentu dla ptytki, poprawnosc¢ rozcienczen stan-
dardow), wyeliminowac¢ btedy oraz przeanalizowac
wyniki powtornie;

e nachylenia krzywej (slope) — mbéwigcej o wydajno-
Sci reakcji amplifikacji dla danego eksperymentu.
Nalezy pamieta¢, ze wartosci slope dla kazdego
zestawu odczynnikéw Quantifiler Human, Quanti-
filer Y, Quantifiler Duo sg roézne, przedstawiono je
w tabeli 1;

e Y-intercept wskazujgce na spodziewang wartosé
CT dla probki o ilosci = 1 (np. 1ng/ ul).
Sprawdzeniu jakosci i poprawnosci reakcji ampli-

fikacji oraz obecnosci inhibitorow w badanej probce

stuzg odczyty CT dla wewnetrznej kontroli pozytywnej

(IPC) [5].

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 284(2) 2014



Z PRAKTYKI

Tabela 1
Rekomendowane przez producenta wartosci slope
dla poszczegdlnych zestawéw odczynnikéw

Srednia
wartosé slope

Zalecany zakres

Kit o
wartosci slope

Quantifiler Human -2,9do -3,3 -3,1
Quantifiler Y -3,0do -3,6 -3,3
Quantifiler Duo -3,0do -3,6 -3,3

Opis walidowanego zestawu

Zestaw Quantifiler® Human DNA Quantification Kit
firmy Applied Biosystems stuzy do oznaczania cat-
kowitej ilosci ludzkiego DNA. W zestawie powielany
jest fragment DNA genomowego hTERT (human
telomerase reverse transcriptase gene) o dtugosci 62
par zasad. W sktad zestawu wchodzi: mix primeréw,
mix reakcyjny, standard DNA (pooled human male
genomic DNA - sekwencja meskiego DNA o zna-
nym profilu). Mix primeréw zawiera: pary zsyntetyzo-
wanych primeréw, wewnetrzng kontrole pozytywng
(IPC) oraz dwie sondy znakowane barwnikami repor-
terowymi FAM i VIC. Wewnetrzna kontrola pozytywna
(IPC) $wiadczy o poprawnosci procesu amplifikacii.
Po tym, jaka warto$¢ osigga CT IPC, mozna stwier-
dzi¢, czy prébka faktycznie nie zawiera DNA, czy
moze jest w niej inhibicja. Sonda z barwnikiem FAM
hybrydyzuje z docelowym ludzkim DNA, natomiast
sonda z barwnikiem VIC hybrydyzuje z wewnetrzng
kontrolg pozytywna. Mix reakcyjny zawiera w skfadzie:
polimeraze Ampli Tag Gold, dNTP, pasywny barwnik
ROX oraz bufor. W celu zminimalizowania mozliwosci
wystgpienia roznic w wynikach badan na potrzeby
badan walidacyjnych wykorzystano zestawy odczyn-
nikéw o jednym numerze serii.

Wyniki

Wyboru parametrow istotnych z punktu widze-
nia rutynowo prowadzonych badah dokonano na
podstawie zalecen grupy roboczej ds. DNA ENFSI,
tj. ,Recommended Minimum Criteria of the Valiation of
Various Aspects of the DNA Profiling Process”. Bada-
nymi parametrami byty: czutosc¢, liniowosc¢, zakres
metody, precyzja, w tym powtarzalnos¢ i odtwarzal-
nos¢ wewnatrzlaboratoryjna [2]. Uzyskane wyniki
omowiono ponizej.

Badanie czutosci

Badanie czutosci zostato wykonane w celu usta-
lenia, jakie zakresy stezern DNA ludzkiego sa wiary-
godnie oznaczane ilosciowo przez aparat 7500 REAL-
-TIME PCR System wraz z oprogramowaniem HID
REAL-TIME PCR Analysis Software v1.1 z wykorzysta-
niem zestawu Quantifiler® Human DNA Quantification
Kit. W eksperymencie walidacyjnym sporzadzono 10
rozcienczen standardu DNA o stezeniu wyjsciowym
200 ng/ul. Rozcienczenia od A do E zostaty oznaczone
trzykrotnie, rozcienczenia od F do J zostaly oznaczone
szesciokrotnie. Schemat rozcienczen standardu DNA
przedstawiono w tabeli 2. Za kryterium akceptacji czu-
tosci przyjeto zakres rekomendowany przez produ-
centa, tj. od 23 pg/ul do 50 ng/ul [7, 8].

Eksperyment wykazat, iz uzyskane wyniki badan ilo-
$ci ludzkiego DNA w zakresie stezen od 11,5 pg/ul do
75 ng/ul sa zblizone do ilosci zadanego DNA. Analiza
oparta na wartosciach mediany pozwala stwierdzic,
ze rozproszenie wynikow jest stosunkowo niewielkie,
co wskazuje na to, iz uzyskane wartosci sg zblizone.
Przy stezeniu 5,7 pg/ul i ponizej tej wartosci wskaza-
nia aparatu nie sg powtarzalne. Zestawienie wynikow
przedstawiono w tabeli 3 oraz na rycinach 1i 2.

Tabela 2
Schemat rozcienczen standardu DNA o stezeniu 200 ng/ul
Rozcienczenie Uzy;h??ﬂ?;ﬁ;mie Schemat rozcienczen pol;:l(t:czsl:zaeh
rozc. A 75 75 ul std. (200 ng/ul) + 125 ul H,0,, 3X
rozc. B 20 20 ul std.1 (50 ng/ul) + 30 ul H,O,, 3x
rozc. C 5 10 ul roze. B (20 ng/ul) + 30 ul H,O,, 3x
rozc. D 1 10 ul roze. C (5 ng/ul) + 40 ul H,O 3x
rozc. E 0,1 10 ul roze. D (1 ng/ul) + 90 ul H,O,, 3x
rozc. F 0,023 50 ul std. 7 (0,068 ng/ul) + 100 ul H,O,, 6x
rozc. G 0,0115 100 ul roze. H (0,023 ng/ul) + 100 ul H,O,, 6x
rozc. H 0,00575 100 ul roze. 1 (0,0115 ng/ul) + 100 ul H,O,, 6x
rozc. | 0,00288 100 ul roze. J (0,00575 ng/ul) + 100 ul H,O, 6x
rozc. J 0,00144 100 ul rozc. K (0,00288 ng/ul) + 100 ul H,O 6x
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Tabela 3

Czuto$¢ metody - mediana obliczonego stezenia DNA a zadane stezenie DNA w badanych probkach, mediana
CT, mediana CT IPC

Zadane Uzyskane | Mediana obliczonego Mediana Mediana
Prébka | stezenie DNA | stezenie DNA stezenia DNA CT cT CTIPC CT IPC
[ng/pl] [ng/pl] [ng/pl]
A 57,66867 22,794 28,459
A 75 58,49761 58,4976 22,773 22,77 28,250 28,25
A 59,71556 22,744 28,114
B 17,37836 24,506 27,077
B 20 19,11313 19,1131 24,370 24,37 27,077 27,08
B 19,66435 24,329 27,131
Cc 5,07792 26,261 27,127
Cc 5 4,97904 5,0123 26,290 26,28 27,182 27,13
C 5,01229 26,280 27,090
D 1,04971 28,511 27,363
D 1 1,00210 1,0021 28,578 28,58 27,481 27,48
D 0,91189 28,712 27,637
E 0,09604 31,924 27,658
E 0,1 0,08260 0,0960 32,140 31,92 27,596 27,60
E 0,09685 31,912 27,404
F 0,02024 34,146 27,580
F 0,02049 34,129 27,437
F 0,02550 33,817 27,348
F 0,023 0.02736 0,0230 33,716 33,97 27,306 27,38
F 0,00810 35,454 27,403
F 0,03360 33,423 27,296
G 0,01149 34,954 27,335
G 0,00535 36,047 27,341
G 0,00972 35,193 27,338
a 0,0115 0.00917 0,0094 35,276 35,23 27 448 27,39
G 0,01447 34,626 27,479
G 0,00706 35,649 27,575
H 0,00487 36,180 27,490
H 0,00122 38,158 27,379
H 0,00121 38,162 27,392
. 0,00575 0.00192 0,0019 37.512 37,51 27,268 27,36
H Undetermined 27,331
H 0,00967 35,201 27,229
| 0,00283 36,953 27,332
| 0,00258 37,086 27,258
| Undetermined 27,266
| 0,00288 0,00129 0,0027 38.077 37,02 27 355 27,34
| 0,00615 35,846 27,442
| Undetermined 27,520
J Undetermined 27,447
J Undetermined 27,457
J 0,00227 37,272 27,358
r 0,00144 0.00243 0,0023 37171 37,22 27,202 27,33
J Undetermined 27,213
J Undetermined 27,112
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Ryc. 1. Czufo$¢ metody dla przedziatu rozcienczen A-D.
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Ryc. 2. Czuto$¢ metody dla przedziatu rozcienczen E-J.

Na podstawie przeprowadzonych badan czufosci
stwierdzono, ze wyznaczony eksperymentalnie zakres
czutosci metody w CLKP miesci sie w przedziale ste-
zen od 11,5 pg/ul do 75 ng/ul DNA i spetnia zadane
kryteria akceptaciji.

Badanie liniowosci

Badang metode kwantyfikacji DNA charaktery-
zuje zaleznos¢ liniowa pomiedzy iloscig poczgtkowg
matrycy DNA a wartoscig CT, tj. cyklem, przy ktorym
powielanie zaczyna mie¢ charakter wyktadniczy. War-
tos¢ cyklu granicznego CT jest zalezna od kinetyki
reakcji i od poczgtkowego stezenia DNA. Zazwyczaj
wartos¢ CT jest momentem wejscia reakcji w faze
logarytmiczng przyrostu ilosci produktu.

Dla oznaczenia liniowosci metody wykorzystano
wyniki uzyskane w eksperymencie przeprowadzonym
w celu okreslenia zakresu czutosci opisanego powyzej.
Liniowos¢ metody poddano ocenie wedtug wspotczyn-
nika korelaciji liniowej R. Wspofczynnik korelaciji liniowej
R jest miarg zwigzku liniowego miedzy dwiema zmien-
nymi (np. stezeniem DNA a wartoscig CT). Im wspol-
czynnik korelaciji liniowej R jest blizszy 1, tym zalezno$¢
liniowa jest silniejsza. W tab. 4 przedstawiono kryteria
oceny wspotczynnika korelaciji liniowej R.

erm—— Tabela 4
Wartosci wspétczynnika korelacji R, a charakter

. zaleznosci liniowej

01— Wartosci wspoétczynnika PVETI
= - Zalezno$¢ liniowa
% korelacji R
KPP =
z <0,2 brak zwigzku liniowego
§ - 0,2-0,4 staba zalezno$¢
. | 0,4-0,7 umiarkowana zalezno$é

0,7-0,9 dosc¢ silna zaleznos¢
o |
A B c D >0,9 bardzo silna zaleznos$¢
Préby
lu.’auaﬂe stezenie DNA BMediana obliczonegostezenia CNA|

Za kryterium akceptacji przyjeto wartos¢ wspot-
czynnika korelacji R > 0,9, co miatoby wskazywac
na bardzo silng zalezno$¢ liniowg pomigdzy iloscig
poczatkowg matrycy DNA a wartoécig CT.

Uzyskane eksperymentalnie wyniki badania linio-
wosci przedstawiono graficzne na rycinie 3. Na wykre-
sie widoczny jest obszar z liniowg zaleznoscig miedzy
mediang obliczonego stezenia DNA a mediang CT.

Dla petnego zakresu stezern DNA — probki od A do
J wspotczynnik korelacji liniowej R uzyskany w bada-
niach wynosi: 0,999997. W zwigzku z powyzszym
nalezy stwierdzi¢, iz zadane kryterium akceptacji dla
badania liniowo$ci metody zostato spetnione w pet-
nym zakresie stezen.

Zakres metody

Na podstawie kompleksowej analizy wynikéw
badan czutodci i liniowosci wyznaczono eksperymen-
talnie zakres prawidtowego dziatania metody, tj. prze-
dziat miedzy maksymalnym a minimalnym stezeniem
DNA w badanej probce prawidlowo oznaczanym
przez aparat 7500 Real-Time PCR System. Ustalono,
iz w laboratorium Zakfadu Biologii zakres metody to
przedziat stezert DNA od 11,5 pg/ul do 75 ng/ul.

Precyzja

Precyzja to stopien zgodnosci migedzy pojedyn-

LINIOWO $C METODY

\ w
\ 24
\ 42 O
\ N g
\\ 28 2
\ 26
\ 24
\ 22

T
0,001 0.01 0.1 1 10 100

Mediana obliczonego geienia DNA [ng/pl] - skala logarytmiczna

Ryc. 3. Badanie liniowo$ci metody.
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czymi wynikami badania lub rozrzut wynikéw przy
zastosowaniu danej metody do wielokrotnie powta-
rzalnych, niezaleznych oznaczen tej samej probki.
Precyzje walidowanej metody ustalono poprzez zba-
danie powtarzalnosci uzyskiwanych wynikéw i zbada-
nie odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej. Precyzja
moze by¢ mierzona za pomocg odchylenia standar-
dowego, wzglednego odchylenia standardowego lub
wspofczynnika zmiennosci CV.

W prowadzonych doswiadczeniach za miarg precy-
zji przyjeto wartos¢ wspotczynnika zmiennosci (CV),
ktory jest stosunkiem odchylenia standardowego (SD)
i Sredniej obliczonych stezern DNA (X), wyrazonym
w procentach. Wz6r okreslajgcy wspoétczynnik zmien-
nosci to (2):

CV= SXD x 100 % ),
gdzie:
SD - odchylenie standardowe,
X — srednie obliczone stezenie DNA, gdzie X = 0.

Wspotczynnik zmiennosci informuje o zmiennosci
wynikéw, co pozwala na okreslenie wzglednej miary
ich rozproszenia. Za wynik precyzyjny uznaje sie taki,
dla ktérego warto$¢ CV nie powinna przekracza¢ 15%,
przy czym dla prébek o niskich stezeniach wartos¢ CV
moze dochodzi¢ do 20%, co swiadczytoby o dobrych
odczytach automatu [6, 7].

Powtarzalnosc¢ okresla stopieh zgodnosci oznaczen
stezenia DNA wykonanych w krotkich odstepach cza-
sowych przez tego samego analityka, w tych samych
warunkach pomiarowych (to samo urzadzenie badaw-
czo-pomiarowe, te same odczynniki, to samo labora-
torium). Badanie powtarzalnosci przeprowadzone
zostato dwukrotnie w trzydniowym odstepie przez
jednego analityka z szesciokrotnym oznaczeniem kaz-
dego z 6 rozcienczen o znanym stezeniu DNA, dzieki
czemu uzyskano 12 oznaczen dla kazdego z rozcien-
czen. Wyniki poddano analizie i obliczono srednie
stezenie DNA oraz odchylenie standardowe. Wyniki
badan powtarzalnosci przedstawiono w tabeli 5 oraz
na rycinach 4 i 5. Dodatkowo na rycinie 6 przedsta-
wiono zalezno$¢ $redniej wartosci CT od stezenia
DNA w badanych probkach, a na rycinie 7 srednie

Tabela 5
Powtarzalno$¢ wyrazona wartoscig wspotczynnika
zmiennosci (CV)

Prébka | Zadane stezenie | Wartos¢é wspoétczynnika
n=12 DNA [ng/pl]. zmiennosci (CV) [%]

B 20 7

C 5 8

D 1 5

E 0,1 20

F 0,023 41

G 0,0115 36

Badanie powtarzalnosci
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Ryc. 5. Powtarzalno$¢ dla przedziatu stezehn E-G.

wartosci CT kontroli wewnetrznej IPC, uzyskane przy
uzyciu kitu Quantifiler® Human DNA Quantification Kit.

Za Kkryterium akceptacji powtarzalnosci przyjeto
warto$¢ CV, ktéra nie powinna przekroczy¢ 20%.
Stwierdzono, iz walidowana metoda spetnia zadane
kryterium akceptacji powtarzalnosci wynikow dla pro-
bek w zakresie stezen od 0,1 ng/u do 20 ng/ul (prébki
od E do B).

Odtwarzalno$¢ to precyzja wynikow lub inaczej
zroznicowanie wynikow uzyskanych w ciagu wielo-
krotnego badania tej samej probki z zastosowaniem
tej samej metody przez roznych analitykow roznigcych
sie wiedzg i doswiadczeniem w odstepie czasowym,
a wiec w odmiennych warunkach otoczenia. Bada-
nie odtwarzalnosci przeprowadzono w trzydniowych
odstepach. Dwéch réznych analitykédw wykonato sze-
sciokrotne oznaczenie kazdego z 6 rozcienczen (roz-
cienczenia od B do G) o znanym stezeniu DNA, dzieki

Precyzja badania ludzkiego DNA
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Ryc. 6. Powtarzalno$¢ — zalezno$c¢ sredniej wartosci CT od
stezenia DNA w badanych préobkach.
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Precyzja IPC
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Ryc. 7. Powtarzalno$¢ - $rednie wartosci CT kontroli
wewnetrznej IPC, uzyskane przy uzyciu kitu Quantifiler®
Human DNA Quantification Kit.

czemu uzyskano 12 oznaczen dla kazdego z rozcien-
czen. Uzyskane wyniki poddano analizie i obliczono
srednie stezenie DNA oraz odchylenie standardowe.
Wyniki badan odtwarzalnosci przedstawiono w tabeli
6 oraz narycinach 8i 9.

Zakryterium akceptacji odtwarzalnosci przyjeto war-
tos¢ CV, ktora nie powinna przekroczy¢ 20%. Wyniki
spetniajgce to kryterium uznano za akceptowalne.
Stwierdzono, iz walidowana metoda spetnia zadane
kryterium akceptacji odtwarzalnosci wewnatrzlabora-
toryjnej wynikow w zakresie stezen DNA od 0,1 ng/u
do 20 ng/ul (prébki od E do B).

Nalezy pamigtac, iz od metody stosowanej w labo-
ratorium kryminalistycznym oczekiwane jest spetnie-
nie kryterium precyzji, stad istotna jest ocena tego

Tabela 6
Odtwarzalno$é wyrazona wartoscig wspéiczynnika
zmiennosci (CV)

Prébka | Zadane stezenie | Wartos¢ wspétczynnika
n=12 DNA [ng/ul] zmiennosci (CV) [%]
B 20 7
(] 5 8
D 11
E 0,1 13
F 0,023 21
G 0,0115 23
Badanie odtwarzalnosci
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Ryc. 8. Odtwarzalno$¢ dla stezen B-D.
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Ryc. 9. Odtwarzalnos¢ dla stezen E-G

parametru w badaniach walidacyjnych. Komplek-
sowa analiza wynikéw uzyskanych dla powtarzalnosci
i odtwarzalnosci pozwala stwierdzi¢, iz walidowana
metoda kwantyfikacji DNA jest precyzyjna w zakresie
stezen DNA od 0,1 ng/u do 20 ng/ul. Zestawienie wyni-
kéw uzyskanych dla powtarzalnosci i odtwarzalnosci
metody przedstawiono w tabeli 7.

Zasadnos$¢ dalszej analizy markeréw STR
w przypadku niewykrycia obecnosci DNA
jadrowego w probce

W ramach walidacji wewnetrznej kwantyfikaciji ilosci
DNA z wykorzystaniem zestawu Quantifiler® Human
DNA Quantification Kit i aparatu 7500 Real-Time PCR
System oraz oprogramowania HID Real-Time PCR
Analysis Software v 1.1 przeprowadzono dos$wiad-
czenie, ktérego celem byto ustalenie, czy zasadna
jest kontynuacja dalszych analiz genetycznych, jezeli
wskazania aparatu 7500 Real-Time dajg wynik nega-
tywny, tj. nie wykazaty obecnosci DNA jadrowego przy
jednoczesnych prawidiowych wskazaniach dla kon-
troli wewnetrznej IPC. Doswiadczenie to byto istotne
z punktu widzenia ekonomiki zuzycia odczynnikow.

Dalszej analizie markeréw STR poddano rozciehcze-
nia standardu DNA o stezeniu 0,0057 ng/ul i ponizej ste-
zenia 0,0057 ng/ul (rozcienczenia od H do J), dla ktorych
uzyskano negatywne wskazania aparatu. Do amplifikaciji
zostaty wykorzystane trzy komercyjne zestawy dostepne
obecnie na rynku: AmpFISTR NGM PCR i AmpFISTR
Y-filer PCR firmy Applied Biosystems oraz ESI 17 Power
Plex firmy Promega. Wyniki przeprowadzonego ekspe-
rymentu zostaly przedstawione w tabeli 8.

Amplifikacja przy uzyciu zestawu AmpFISTR NGM
PCR Applied Biosystem. Probki o stezeniu 5,75 pg/
ul — uzyskano czeg$ciowe profile, zauwazono wypada-
nie pojedynczych alleli (prébki H). Probki o stezeniu
2,88 pg/ul i 1,44 pg/ul — uzyskano pojedyncze uktady
(prébki i J).

Amplifikacja przy uzyciu zestawu Power Plex ESI
17 firmy Promega. Prébki o stezeniu 5,75 pg/ul -
uzyskano pefne profile STR-owe. Jedynie w jednej
prébce odnotowano wypadniecie jednego uktadu/
allelu (prébki H). Probki o stezeniu 2,88 pg/ul — w jed-
nej probce uzyskano petny profil, w dwdch prébkach
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Tabela 7
Precyzja - zestawienie wynikéw powtarzalnosci i odtwarzalnosci
. . | POWTARZALNOSC wartos¢ | ODTWARZALNOSC warto$é
Probka | Z2dane stezenie| " nnika zmiennosci | wspéiczynnika zmiennosci PRECYZJA
e okl (V) [%] (V) [%]
B 20 7 7 Metoda precyzyjna
Cc 5 8 8 Metoda precyzyjna
D 1 5 11 Metoda precyzyjna
E 0,1 20 13 Metoda precyzyjna
F 0,023 a1 21 Metoda mato precyzyjna
G 0,0115 36 23 Metoda mato precyzyjna
Tabela 8
Poréwnanie wynikéw amplifikaciji
Prébka Zadane[?‘t:;ﬁ?ie DNA Uzy;l:lT(;nsgt;;;liI;nie AmpF:’Sc':I': NGM ESI 17 Power Plex c_rfr:lzl:lséﬁ
H amel, 12/15 uktadéw | amel, 15/16 uktadéw | petny profil
H 0,00575 0,00315 amel, 13/15 ukiadéw | petny profil 15/16 uktadow
H amel, 14/15 uktadéw | petny profil petny profil
| 3/15 uktadow amel, 12/16 uktadow | 11/16 uktadow
| 0,00288 0,00215 5/15 uktadéw petny profil 9/16 uktadéw
| 4/15 uktadow amel, 14/16 uktadow | 9/16 ukiadow
J 4/15 ukladow amel, 13/16 ukiadoéw | 4/16 uktadow
J 0,00144 0,00078 1/15 uktadéw amel, 10/16 ukiadéw | 7/16 uktadow
J 1/15 uktadow amel, 11/16 uktadow | 12/16 uktadow

odnotowano wypadniecie od dwoch do czterech ukta-
déw (probki I). Prébki o stezeniu 1,44 pg/ul - dla jed-
nej probki uzyskano petny profil, w dwéch prébkach
odnotowano wypadniecie od dwoch do czterech ukta-
doéw (probki J).

Amplifikacja przy uzyciu zestawu AmpFISTR Y-fi-
ler PCR Applied Biosystems. Prébki o stezeniach
5,75 pg/ul — dla dwoéch probek uzyskano petne profile,
dla jednej probki profil czesciowy (probki H). Probki
o stezeniach 2,88 pg/ul i ponizej — uzyskano cze-
sciowe profile (prébki li J).

Przedstawione wyniki jednoznacznie wskazuja, ze
cho¢ aparat 7500 Real-Time PCR System nie wykryt
obecnosci DNA jgdrowego w probkach i dat odczyt
negatywny; odstepowanie od dalszej analizy mar-
kerow STR probki nie jest wtasciwe. W takich przy-
padkach nalezy kontynuowac¢ badania. Przyktadowe
wyniki w postaci elektroforegraméw zamieszczono na
rycinach ponizej (ryc. 10-14).

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw
walidacyjnych kwantyfikacji DNA z wykorzystaniem
zestawu Quantifiler® Human DNA Quantification Kit
i aparatu 7500 Real-Time PCR System wraz z opro-

gramowaniem HID REAL-TIME PCR Analysis Software

v 1.1 stwierdzono, ze:

e Walidowana metoda spetnia zatozone kryterium
akceptacji czutosci w zakresie stezen DNA od
11,5 pg/ul do 75 ng/ul. Zauwazono duzg rozbiez-
nos¢ wynikéw dla prob o niskim stgzeniu DNA.
Wptyw na powyzsze ma m.in.: zmiennos¢ wydajno-
sci amplifikacji zwigzana ze zbyt matg iloscig matry-
cowego DNA obecnego w badanych prébkach
oraz mozliwos¢ popetnienia bteddw manualnych
przez analityka przy sporzadzaniu rozcienczen
czy naktadaniu prob (tzw. btad pipetowania). Bio-
rac pod uwage, ze ilosci DNA rekomendowane do
analizy markeréw STR dla poszczegolnych zesta-
wow do amplifikacji DNA mieszczg sie w przedziale
od 0,5 do 2,0 ng/ul DNA, ustalony zakres czutosSci
metody kwantyfikacji DNA w probkach biologicz-
nych jest satysfakcjonujgcy dla prowadzonych
przez nasze laboratorium badan. W przypadku
prébek zawierajgcych DNA o stezeniu 0,1 ng/ul lub
ponizej konieczne jest dodanie do reakcji amplifika-
cji maksymalnej zalecanej objetosci ekstraktu DNA
w celu uzyskania jak najlepszych wynikow w anali-
zie markeréw STR.

e Walidowana metoda spetnia zatozone kryterium
akceptacji liniowosci w petnym zakresie stezenh
DNA, tj. od 1,44 pg/ul do 75 ng/ul.

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 284(2) 2014



[0S %3 [ ] DEDE )

[0 ) SSTEEE | BT ] DIEEST

l ‘ ”‘ Il f“ H

T ]

& &l g

Ryc. 10. Profil DNA prébki H [5,75 pg/ul] oznaczony w sys-

Ryc. 13. Profil DNA probki J [1,44 pg/ul] oznaczony w syste-

temie NGM. mie ESI 17 Power Plex.
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Ryc. 11. Profil DNA probki H [5,75 pg/ul] oznaczony w sys-
temie ESI 17 Power Plex.
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Ryc. 12. Profil DNA prébki | [2,88 pg/ul] oznaczony w syste-
mie ESI 17 Power Plex.

o Opierajgc sie na wynikach badania czufosci i liniowo-
Sci metody, wyznaczono eksperymentalnie zakres
prawidtowego dziatania metody w laboratorium.
Ustalono, iz walidowana metoda dziata prawidtowo
w zakresie stezen DNA od 11,5 pg/ul do 75 ng/ul.

g 8 8 %
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Ryc. 14. Profil DNA probki H [5,75 pg/ul] oznaczony w sys-

temie Y-filer PCR.

Od metod stosowanych w laboratorium kryminali-
stycznym oczekiwane jest spetnienie kryterium precy-
zji, stad niezwykle istotna jest ocena tego parametru
w badaniach walidacyjnych. Kompleksowa analiza
wynikow uzyskanych dla powtarzalnosci i odtwa-
rzalnosci miedzylaboratoryjnej pozwala stwierdzic,
iz walidowana metoda kwantyfikacji DNA jest precy-
zyjna w zakresie stezen DNA od 0,1 do 20 ng/ul.

W przypadku prébek, dla ktérych uzyskano nega-
tywne wskazania aparatu 7500 Real-Time PCR Sys-
tem, sugerujgce brak obecnosci DNA jgdrowego
przy jednoczesnych prawidiowych wskazaniach dla
kontroli wewnetrznej IPC, uzyskane wyniki badan
potwierdzajg koniecznos¢ prowadzenia dalszych
analiz markerow STR. Nie jest zasadne odstepo-
wanie od dalszej analizy probek z negatywnymi
wskazaniami aparatu, gdyz zastosowanie nowych
bardzo czutych zestawéw do amplifikacji DNA nie-
jednokrotnie pozwala na uzyskanie petnego profilu
DNA.

10
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Zrédta rycin i tabel

Ryciny: 1-14: autorki
Tabele: 1-8: opracowanie wiasne
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