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ABSTRACT: Studies were performed as recommended by the Scientific Working
Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM previously known as TWGDAM) com-
mittee to validate the AmpFISTR Profiler Plus PCR Amplification Kit for forensic
casework applications. Amplification products were detected using the ABIPRISM
310 Genetic Analyser. Various biological traces, stored for various time periods and
in different environmental conditions, were examined. They were blood, saliva and
semen stains incubated at high temperature and humidity and blood stains on vari-
ous substrata. The influence of two methods of DNA extraction from biological traces
and of various inhibitors on the specificity and efficiency of PCR amplification was
also tested. It was shown that the most useful method of DNA extraction from biolog-
ical traces is the classical phenol-chloroform method, which offers high recovery of
pure DNA. It was also observed that the DNA isolation method influences not only
the efficiency of DNA extraction, but also the proportion of heterozygous alleles and
the reciprocal balance of individual loci of the examined system.
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INTRODUCTION

Multiplex PCR systems have been used for establishing identity in foren-
sic medicine since 1993. The first of these systems put into practice in foren-
sic medicine was Quadruplex, containing loci: TC11, VWA, F13A and FES
[3, 4]. In the course of time other multiplex systems, which have been ap-
plied mainly in forensic genetics, were introduced. In 1997 the decaplex
AmpFLSTR Profiler Plus [8] was developed. The kit coamplifies 9 short tan-
dem repeat (STR) loci and the amelogenin gene fragment as a sex marker. In
accordance with SWGDAM instructions, every system put into practice in
forensic genetics requires detailed verification of its usefulness, and ascer-
tainment of factors influencing its credibility and reliability [5, 10, 11]. Pop-
ulation genetics of the 9 Profiler Plus loci in a population sample from north-
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ern Poland, the influence of DNA quantity on artefacts being made during
Profiler Plus loci amplification and the precision of determining of the di-
mensions of alleles of the examined system were presented in a previous pa-
per [7]. A variety of environmental studies have been performed, as forensic
samples are often exposed to different environmental conditions and sub-
stances that may degrade DNA or inhibit the amplification process [1, 9, 12].

The aim of this study was to continue the validation process of the
Profiler Plus kit enabling assessment of the influence of the DNA degrada-
tion process and substrata type on Profiler Plus loci amplification.

MATERIALS AND METHODS

Biological samples

Human blood and saliva samples were obtained from one female. The
same blood sample was used when studying the influence of substratum.
The human semen sample originated from a male volunteer.

DNA isolation and quantitation

DNA isolation from experimental biological stains was conducted using
the phenol-chloroform (F/CH) and/or Chelex-100 method [2, 13]. In some
cases, DNA extracts were purified on Microcon-100 (Millipore) columns.
DNA was quantified using the QuantiBlot kit (Perkin-Elmer USA), with use
of the chemiluminescent detection method (ECL, Amersham).

Amplification and detection of Profiler Plus system products

Amplification of Profiler Plus loci and separation of PCR products was
conducted as described before [7]. The optimal DNA concentration of 1.25ng
DNA /25 pl PCR mixture was used for the amplification. Peak height > 150
RFU (relative fluorescence units), was taken as the threshold value of allele
presence in the analysed electropherograms.

Influence of extreme environment conditions on blood, saliva and
semen stain degradation

Experimental blood, saliva and semen stains deposited on cotton were
stored at 56°C and 100% humidity for 30 days. To achieve 100% humidity,
stains were kept on Petri dishes floating on the water surface in tight closed
water baths. Material for the tests was sampled after 1, 5, 10, 15, 20 and
30 days of incubation.
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The influence of substratum type

Twelve experimental blood stains prepared using blood originating from
one woman were prepared on various substrata (two stains on each mate-
rial: jeans fabric, sandy coloured carpet, wood, black calf leather, rusty
metal and lumps of damp soil). The stains were stored for two months at
room temperature and humidity. One group of stains was extracted with
Chelex-100, and the other with the F/Ch method.

RESULTS AND DISCUSSION

Comparison of DNA stability in blood, saliva and semen stains
stored in extreme environmental conditions

The aim of the experiment was to investigate the influence of extreme
conditions (56°C and 100% humidity) on amplification of Profiler Plus loci in
various biological stains. In the case of blood stains, a complete DNA profile
was obtained after 1 day of incubation only. The achieved peak heights of all
Profiler Plus loci alleles exceeded 150 RFU, and calculated alleles ratio for all
examined heterozygotes (loci: D3S1358, HUMVWA, HUMFGA, D13S317,
D7S820, D21S11, D8S1179 and D18S51) exceeded 70%. After 5 days of blood
stain incubation, a drop in the amplification efficiency of long alleles, espe-
cially locus D7S820 (RFU < 150), was observed. The influence of temperature
and humidity was clearly visible in the case of blood stains incubated for 10
and 15 days. After 10 days only amplification of the amelogenin gene and loci:
D3S1358, HUMVWA, D8S1179 and D5S818 (RFU > 150) were achieved, and
after 15 days only the amelogenin gene (1408 RFU) and locus D8S1179 (RFU
< 150) were amplified (Figure 1). At the same time, there occurred a consider-
able reduction in proportions of alleles of the heterozygous locus D8S51179
(55.3%), which was not observed in the case of non-degraded material. After
20 days of incubation, no amplification of Profiler Plus loci was obtained.

In the case of the saliva stain, after 1 day of incubation at 56°C, a complete
DNA profile was obtained. A correct, proportional alleles ratio of all exam-
ined heterozygotes were also observed (over 70%). After 5 days of storing, a
decrease in efficiency of Profiler Plus loci amplification, and loss of locus
D7S820 was observed. In DNA isolated from the saliva stain incubated for
10 days, identification of the amelogenin gene and both alleles of VWA locus
was still possible (Figure 2). After 15 days, no amplification of Profiler Plus
loci was observed.

The semen stain was the most stable in the given conditions. After
10 days of incubation, amplification of all Profiler Plus loci was obtained
(Figure 3), and proportional heterozygous alleles ratio was over 70%. After
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Fig. 1. Influence of extreme conditions on blood stain degradation. Panels from 1-5:
1st, 5th, 10th, 15th and 20th day of degradation, respectively.

15 days of incubation of semen stain, a decrease in amplification efficiency of
loci: D21S11,D7S820,D13S317 (RFU < 150) was observed. After 20 days, an
amplification signal over 150 RFU was obtained only for the amelogenin
gene, and loci: D3S1358, D8S1179, D5S818 and HUMVWA. In the case of
HUMVWA, a clear differentiation of heterozygous alleles height ratio (49.7%),
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Fig. 2. Influence of extreme conditions on saliva stain degradation. Panels from 1—4:
1st, 5th, 10th, and 15th day of degradation, respectively.

was observed. When degradation time was prolonged to 25 days, the lower
allele was only 1/3 of the higher allele. Moreover, after that time, amplifica-
tion of the amelogenin gene, homozygotes at D5S818, D8S1179 loci and
heterozygote D3S1358, for which the calculated proportional alleles ratio
equalled 94.6%, was obtained. It seems that the unbalanced amplification
signal of heterozygous alleles, resulting from degraded DNA amplification,
may depend not only on time, and thus on DNA degradation level, but on the
examined locus type (HUMVWA versus D3S1358) as well. This effect may,
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Fig. 3. Influence of extreme conditions on semen stain degradation. Panels from 1-6:
1st, 10th, 15th, 20th, 25th and 30th day of degradation, respectively.

however, be partially or entirely caused by a stochastic effect. After 30 days
of incubation, no amplification signal of Profiler Plus loci was obtained. Dur-
ing the examination, much faster negative results of loci marked with NED
(D5S818, D13S317, D7S820) than other loci marked with 5-FAM and JOE

were observed.
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Similar phenomena, such as reduction of amplification signal, lack of am-
plification of the longest alleles and locus drop-outs were also observed as
a result of controlled treatment of DNA with DNA-ase I [6].

Influence of substratum and isolation method type on
amplification of DNA isolated from blood stains

The influence of the matrix type and the DNA extraction method on
Profiler Plus loci amplification was tested. Analysis of amplification prod-
ucts showed that in the case of DNA isolated using the phenol-chloroform
method from blood stains prepared on jeans fabric, carpet, leather and wood,
a complete and balanced DNA profile of 10 loci (Table I) was obtained. The
calculated alleles ratio for all heterozygotes present in the analysed sample
was over 70%. In the case of the Chelex-100 method, a decrease in the effi-
ciency of the examined loci amplification, as compared to the phenol-chloro-
form method, strong inhibition of long DNA fragments amplification (loci:
D13S317, D7S820, D18S51) and change in heterozygous alleles relation
(under 70%) (Table I), were often observed.

For DNA isolated from blood stains deposited on metal and soil, no posi-
tive amplification result was obtained by either of the used methods, even
with the additional purification of extracts with Microcon-100. This effect is
probably caused by the presence of strong PCR reaction inhibitors, such as
metal ions or humic acid, in DNA extracts. It is also possible that, during two
months storage of the blood stains on wet soil, considerable DNA degrada-
tion, hindering the amplification of even short DNA fragments (about
100bp), took place.
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WALIDACJA ZESTAWU PROFILER PLUS DO CELOW
SADOWYCH NA PODSTAWIE ZASAD SFORMULOWANYCH
PRZEZ GRUPE ROBOCZA SWGDAM

Agnieszka MACIEJEWSKA, Ryszard PAWELOWSKI

WSTEP

Metody umozliwiajace jednoczesng amplifikacje wielu ukladéw DNA (ang. multi-
plex PCR) stosowane sa w badaniach identyfikacyjnych prowadzonych w medycynie
sadowej od roku 1993. Pierwszy zestaw shuzacy do tego celu zawieratl cztery loci:
TC11, VWA, F13A 1 FES [3, 4]. Z biegiem czasu opracowano kolejne zestawy
umozliwiajace jednoczesna amplifikacje wielu loci, ktére wykorzystywano gtéwnie
w genetyce sadowej. W roku 1997 opracowano zestaw AmpFLSTR Profiler Plus
umozliwiajacy jednoczesna amplifikacje dziesieciu uktadéw DNA [8]. Zestaw zapew-
nia amplifikacje 9 loci typu STR oraz fragmentu genu amelogeniny w charakterze
markera pici. Zgodnie z zaleceniami grupy roboczej zrzeszajacej naukowcoéw zajmu-
jacych sie analiza DNA — SWGDAM (ang. Scientific Working Group on DNA Analy-
sis Methods), kazdy nowy system wprowadzany do rutynowego zastosowania w ge-
netyce sadowej wymaga szczegdtowej weryfikacji pod wzgledem jego uzytecznosci,
a takze okreslenia czynnikéw wplywajacych na jego wiarygodnoéé i niezawodnos$é
[5, 10, 11]. W odrebnej publikacji przedstawiono wyniki dotyczace genetyki popula-
cyjnej 9 loci typu STR zestawu Profiler Plus dla populacji Polski pélnocnej, wptywu
stezenia DNA na powstawanie artefaktow podczas amplifikacji z zastosowaniem
zestawu Profiler Plus oraz precyzji oznaczania dtugosci alleli badanych ukladow
DNA [7]. W zwigzku z tym, iz probki bedace przedmiotem badan sadowych czesto na-
razone sa na dziatanie r6znych warunkéw érodowiskowych oraz substancji, ktére
moga prowadzi¢ do degradacji DNA lub hamowania procesu amplifikacji [1, 9, 12],
przeprowadzono szereg eksperymentéw okreslajacych wplyw tego typu czynnikéow
na uzyskiwane wyniki. Celem niniejszych badan byta kontynuacja procesu walidacji
zestawu Profiler Plus umozliwiajaca ocene wplywu procesu degradacji DNA 1rodza-
ju podloza na amplifikacje loci wchodzacych w sklad tego zestawu.

MATERIALY I METODY

Probki biologiczne

Prébki krwi ludzkiej oraz §liny pochodzily od jednej kobiety. Te sama probke krwi
wykorzystano réwniez w do$wiadczeniach nad wplywem podloza. Probka nasienia
cztowieka wykorzystana w badaniach pochodzita od jednego ochotnika.

Izolacja i pomiar stezenia DNA

Izolacje DNA z przygotowanych §ladéw biologicznych prowadzono z zastosowa-
niem metody fenolowo-chloroformowej (F/CH) i (lub) metody opartej na zastosowa-
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niu zywicy Chelex-100 [2, 13]. W niektérych przypadkach ekstrakty DNA oczyszcza-
no przy pomocy kolumienek Microcon-100 (Millipore). Pomiar ilosci DNA prowadzo-
no z zastosowaniem zestawu QuantiBlot (Perkin-Elmer, Stany Zjednoczone) i chemi-
luminescencyjnej metody detekeji (ECL, Amersham).

Amplifikacja i detekcja produktow PCR zestawu Profiler Plus

Amplifikacje loci wchodzacych w sktad zestawu Profiler Plus i rozdziat elektrofo-
retyczny produktéw PCR prowadzono zgodnie z procedura opisana wcze$niej [7].
Reakcje amplifikacji prowadzono, stosujac optymalne stezenie 1,25 ng matrycy DNA
w 25 ul caltkowitej objeto$ci mieszaniny PCR. Jako warto$é progowa obecnosci alleli
w analizowanych widmach elektroforetycznych przyjeto wysokoéé pikéw = 150 RFU
(ang. relative fluorescence unit).

Wplyw ekstremalnych warunkéw srodowiskowych na degradacje plam
krwi, $§liny oraz nasienia

Doswiadczalne plamy krwi, §liny 1 nasienia przygotowane na bawetnie przecho-
wywano w temperaturze 56°C przy jednoczesnej 100% wilgotnos$ci powietrza przez
30 dni. Warunki 100% wilgotnoéci zapewniono, umieszczajac plamy w ptytkach Pe-
triego ptywajacych po powierzchni szczelnie zamknietych tazni wodnych. Prébki ba-
dawcze pobierano po 1, 5, 10, 15, 20 1 30 dniach inkubacji.

Wplyw rodzaju podloza

Dwanascie doéwiadczalnych plam krwi pochodzacej od jednej kobiety przygoto-
wano na réznych podlozach (po dwie plamy na kazdym materiale: tkanina dzinsowa,
dywan w kolorze piaskowym, drewno, czarna skéra wolowa, zardzewialy metal,
grudki wilgotnej soli). Plamy przechowywano przez dwa miesigce w temperaturze
1 wilgotnosci pokojowej. Jedna grupa plam poddana zostata ekstrakcji metoda z zas-
tosowaniem zywicy Chelex-100, druga metoda fenolowo-chloroformowa.

WYNIKI I DYSKUSJA WYNIKOW

Porownanie stabilno$éci DNA w plamach krwi, $liny i nasienia
przechowywanych w ekstremalnych warunkach $rodowiskowych

Celem niniejszego eksperymentu byla ocena wptywu ekstremalnych warunkéw
(56°C1100% wilgotnosci powietrza) na amplifikacje loci wchodzacych w sktad zesta-
wu Profiler Plus w réznych plamach biologicznych. W przypadku plam krwi, kom-
pletny profil DNA uzyskano wytacznie po 1 dniu inkubacji. Wysokosci pikow prze-
kroczyly warto$é 150 RFU w przypadku wszystkich alleli loci zestawu Profiler Plus,
a obliczone warto$ci proporcji wysokoséci alleli dla wszystkich analizowanych ukla-
déw heterozygotycznych (loci: D3S1358, HUMVWA, HUMFGA, D13S317, D7S820,
D21S11, D8S1179 i D18S51) przekroczyly 70%. Po 5 dniach inkubacji plam krwi
zaobserwowano obnizenie wydajno§ci amplifikacjyi dtugich alleli, zwlaszcza w przy-
padkulokus D7S5820 (RFU < 150). Wplyw temperatury i wilgotnos$ci byt wyraznie wi-
doczny w przypadku plam krwi poddanych 10 i 15 dniowej inkubacji. Po 10 dniach
pozytywne wyniki amplifikacji uzyskano wytacznie dla genu amelogeniny oraz loci:
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D3S1358, HUMVWA, D8S1179 1 D5S818 (RFU > 150). Po 15 dniach pozytywny sy-
gnat amplifikacji uzyskano wylacznie dla amelogeniny (1408 RFU) oraz lokus
D8S1179 (RFU < 150) — rycina 1. W przypadku tej probki zaobserwowano znaczaca,
redukcje wartosci proporcji wysokosSci alleli heterozygotycznego lokus D8S1179
(55,3%), czego nie obserwowano w przypadku materialu nie narazonego na degra-
dacje. Po 20 dniach inkubacji nie uzyskano amplifikacji dla zadnego uktadu DNA
zestawu Profiler Plus.

W przypadku plamy éliny po jednym dniu inkubacji w temperaturze 56°C uzyska-
no kompletny profil DNA w zakresie loci zestawu Profiler Plus. Zaobserwowano
réwniez prawidlowe, wspétmierne proporcje alleli wszystkich badanych uktadéw he-
terozygotycznych (wartosci przekraczaly 70%). Po 5 dniach przechowywania odnoto-
wano obnizenie wydajnoéci amplifikacji loci zestawu Profiler Plus oraz brak amplifi-
kacji lokus D7S820. W ekstraktach DNA plamy éliny poddanej 10 dniowej inkubacji
wcigz mozliwa byta amplifikacja lokus amelogeniny oraz obu alleli lokus VWA (ryci-
na 2). Po 15 dniach inkubacji nie uzyskano pozytywnego sygnalu amplifikacji dla
zadnego uktadu zestawu Profiler Plus.

Najbardziej stabilna w badanych warunkach okazata sie plama nasienia. Po
10 dniach inkubacji uzyskano pozytywne wyniki amplifikacji dla wszystkich ukta-
déw zestawu Profiler Plus (rycina 3), a warto$§¢ stosunku wysokoéci alleli heterozy-
got przekraczala 70%. Po 15 dniach inkubacji badanej plamy nasienia, zaobserwo-
wano obnizenie wydajno$ci amplifikacji w przypadku loci: D21S11, D7S820,
D13S317 (RFU < 150). Po 20 dniowej inkubacji sygnat amplifikacji przewyzszyt war-
tos¢ 150 RFU wylacznie w przypadku genu amelogeniny oraz loci: D3S1358,
D8S1179, D5S818 1 HUMVWA. Dla heterozygotycznego uktadu HUMVWA odnoto-
wano wyrazne zroznicowanie stosunku wysokosci alleli, ktérego warto$é wyniosta
49,7%. Po przedluzeniu czasu inkubacji do 25 dni wysoko$¢ allela nizszego nie prze-
kroczyta 1/3 wysokosci allela wyzszego. Po tym czasie uzyskano pozytywne wyniki
amplifikacji dla genu amelogeniny, homozygot w loci D5S8181 D8S1179 oraz hetero-
zygoty w lokus D3S1358, dla ktoérego obliczona warto§é proporeji obu alleli wyniosta
94,6%. Oznacza to, 1z niezrownowazony sygnat amplifikacji alleli dla loci heterozygo-
tycznych, zwigzany z amplifikacja zdegradowanego DNA, moze wynika¢ nie tylko
z samego czasu narazenia na degradacje, a zatem stopnia jej zaawansowania, ale
moze byé réwniez zalezny od typu lokus (HUMVWA versus D3S1358). Nie mozna
jednak wykluczy¢, iz taki wynik moze by¢ czeéciowo lub calkowicie wywotany efek-
tem stochastycznym. Po 30 dniach inkubacji uzyskano negatywny wynik amplifika-
¢ji dla wszystkich loci wehodzacych w sklad zestawu Profiler Plus. Przeprowadzone
eksperymenty wykazaly réwniez znacznie wczesniejsze uzyskiwanie negatywnych
wynikéw amplifikacji w przypadku loci znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym
NED (D5S818, D13S317, D'7S820) w poréwnaniu do innych loci znakowanych barw-
nikami 5-FAM i JOE.

Podobne zjawiska, jak obnizenie sygnatu amplifikacji, brak amplifikacji diuz-
szych alleli oraz catych uktadéw obserwowano takze w eksperymentach, w ktorych
DNA poddawano degradacji w sposéb kontrolowany z zastosowaniem DNA-zy I [6].
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Wplyw podloza i metody izolacji na amplifikacje DNA izolowanego
z plam krwi

W doéwiadczeniu ocenie poddano wplyw rodzaju podloza oraz metody ekstrakcji
DNA na amplifikacje loci zestawu Profiler Plus. Analiza produktéw amplifikacji wy-
kazata, ze w przypadku DNA izolowanego z zastosowaniem metody fenolowo-chloro-
formowej z plam krwi przygotowanych na tkaninie dzinsowej, dywanie, skoérze
idrewnie uzyskano kompletny i dobrze zbalansowany profil DNA w zakresie wszyst-
kich 10 loci (tabela I). Skalkulowane warto$ci proporcji alleli uktadéw heterozygo-
tycznych analizowanej probki przekroczyty 70%. W przypadku metody ekstrakeji po-
legajacej na zastosowaniu zywicy Chelex-100 zaobserwowano obnizenie wydajnoéci
amplifikacji badanych loci w poréwnaniu do prébek izolowanych z zastosowaniem
metody fenolowo-chloroformowej, jak réwniez negatywne efekty w postaci silnego
zahamowania amplifikacji dlugich fragmentéw DNA (loci D13S317, D7S820,
D18S51) oraz zmiany proporcji sity sygnatu alleli loci heterozygotycznych (ponizej
70%) — tabela I.

Dla DNA izolowanego z plam krwi naniesionych na metal oraz sél w przypadku
obu zastosowanych metod ekstrakcji uzyskano negatywny wynik amplifikacji. Po-
prawy nie uzyskano nawet po zastosowaniu dodatkowego oczyszczania probek z zas-
tosowaniem kolumienek Microcon-100. Efekt ten jest prawdopodobnie wywolany
obecnoscig w ekstraktach DNA silnych inhibitoréow reakeji PCR, takich jak jony me-
tali lub kwas huminowy. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze podczas dwéch miesiecy
doszto do znaczacej degradacji DNA zawartego w plamach krwinaniesionych na wil-
gotna sél, co uniemozliwilo amplifikacje nawet krétkich (ok. 100 pz) fragmentéw
DNA.



