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Abstract

The general aim of the present study was to develop and optimise a real-time PCR (RT-PCR) based method of determination of
human nuclear DNA concentration that could be utilized in forensic genetics laboratories. The study material consisted of human
DNA as well as DNA from nineteen different vertebrate species. The developed quantitative test is based on amplification of the
Alu Yb8 repetitive sequence specific for human DNA. It was shown that measurement of the nuclear DNA concentration is linear
in the range from 200 ng/pl to 0.02 ng/ul and that appropriate precision and accuracy are ensured for samples which have DNA
concentration above 2 pg/ul. The method should therefore be considered as very sensitive since it allows determination of DNA
concentration at the level of the single haploid cell. A performed validation study indicated that in general amplification of animal
DNA is negligible and it was also found that in the case of the (closely related to humans) chimpanzee species, an amplification
signal of the Alu YbS8 is not present at all. The performed experiments showed that the developed method of determination of hu-
man nuclear DNA concentration is very sensitive, reliable and highly specific and therefore can be a valuable tool utilized in fo-
rensic examinations.
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1. Introduction examinations with molecular biology techniques,

DNA concentration should be evaluated beforehand.

In forensic genetics studies accurate determination
of DNA concentration in biological samples is an im-
portant issue as the amount of template DNA may af-
fect the ensuing PCR amplification of STR loci [3].
This problem is addressed for instance by Standard 9.3
of the DNA Advisory Board (DAB) [4] regarding
quality assurance in forensic genetics laboratories
which specifies that “a laboratory should have and ap-
ply procedures of determination of human DNA con-
centration in analysed samples”. Therefore, in all sam-
ples which are to be subjected to amplification or other

Many different techniques have been used for years
for the purpose of measurement of DNA concentra-
tion. They include very simple UV spectrometry based
methods as well as recently developed approaches
based on quantitative PCR reactions. Due to the spe-
cific nature of studied biological material, more so-
phisticated methods are required (in forensic genetics)
which allow determination of not just total DNA con-
centration, but also human DNA in particular, which is
most frequently the subject of forensic analyses. Inap-
propriate template DNA concentration used for the
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PCR reaction usually leads to numerous different in-
terpretation problems. In the case of use of excess of
template DNA, additional fractions may be observed.
The ratio of the n to n + 1 fraction increases as a result
of incomplete adenylation, the percentage of stutter
peaks rises and also the balance between alleles in par-
ticular loci may be changed. On the other hand, defi-
ciency of template DNA may cause incomplete DNA
profiles, overrepresentation of short amplicons and
false homozygotes [10]. One of the methods used for
determination of human DNA concentration is a semi-
quantitative slot-blot technique. This method uses
a DNA probe which is specific to the alpha-satellite
DNA sequence characteristic for Human and Primate
DNA and present on human chromosome 17. The
method utilizes radioactive labelled probes, is rela-
tively time-consuming but sensitive. It enables deter-
mination of single and double stranded DNA at the
level of approximately 10-20 pg [15]. This method is
implemented in commercial kit Quantiblot Human
Quantitation Kit manufactured by Applied Biosys-
tems. The other commercially available kit used for
determination of human DNA concentration is Pro-
mega’s AluQuant based on the luminometric method.
This kit allows measurement of the DNA amount on
the basis of Alu sequences, which are present in many
copies in the human genome, and enables high preci-
sion in the range of 0.1-50 ng [8]. There are also meth-
ods of determination of human DNA concentration
which implement the end-point PCR reaction for am-
plification of single STR loci [6]. In this case, the PCR
reaction is used for amplification of target DNA from
analysed samples and reference samples of known
DNA concentration which are used for drawing a cali-
bration curve. The sensitivity of such a method is as-
sessed to be at the level of about 100 pg of DNA.

It seems that methods based on real-time PCR
should be considered as the most reliable techniques of
determination of human DNA concentration in foren-
sic genetics. This stems from the fact that only DNA
which has actually been subjected to amplification in
spite of the action of unfavourable factors such as in-
hibitors (hem, humic acid, tannin) or heavily degraded
DNA, is measured. In this way not only the DNA
amount, but also the quality of template DNA is taken
into account. This method is implemented in commer-
cially available kits used for determination of human
DNA concentration: Quantifiler and Quantifiler Y ba-
sed on amplification of the hTERT or SRY, respec-
tively [1]. The sensitivity of these kits was assessed to
be at the level of 20 pg of human DNA, i.e. about 3 so-
matic cells.

The present paper is an attempt to adapt the method
of specific determination of human DNA amount by
application of amplification of Alu sequences. Alu ele-
ments are 300 bp long retrotransposon DNA sequen-
ces which during the last 65 million years have been
duplicated in the human genome to above 1 million
copies and currently comprise more than 10% of hu-
man DNA. It has been verified that PCR amplification
of multi-copy Alu sequences is a more sensitive
method of determination of nuclear DNA concentra-
tion than typical procedures based on the hybridisation
technique (e.g. slot blot). PCR amplification of Alu se-
quences also retains all the advantages of the single-
plex PCR reaction, e.g. amplicons have the same size
and melting temperature. Moreover, amplicons are
short enough (69 bp for Yb8) to overcome difficulties
related to degradation of template DNA. In general
Alu elements are specific for Primates, including man.
However, some evolutionarily younger subgroups of
the Alu family, such as Ya5 and Yb8 are exclusively
specific to the human genome [13].

This paper presents results of a study performed on
Alu Yb8 sequences. The Alu Yb8 which is actually
amplified from many identical target loci dispersed in
the human genome gives a homogenous PCR product.
Thus, this multi-template amplification has all the ad-
vantages of a singleplex PCR reaction. In the present
study, Alu Yb8 sequences were analysed using the
real-time PCR approach on the basis of a procedure
developed by Walker and co-workers [14] which al-
lows multiplex analysis of Alu Yb8 nuclear sequences
as well as additional mitochondrial and Y chromo-
some loci. The present paper shows results of experi-
ments carried out in order to optimise conditions of
a monoplex method of determination of human DNA
concentration based on RT-PCR and a TagMan probe.
The study addressed such issues as determination of
experimental conditions of the procedure and assess-
ment of the reliability of the obtained results. The
method was optimised from the point of view of appli-
cation to medico-legal examinations.

2. Materials and methods
2.1. Samples

The study was conducted using three types of DNA
standards: 1) human DNA included in the Quantifiler
Human DNA Quantification Kit (Applied Biosystems) —
concentration 200 ng/ul, 2) human DNA standard
9947A (Promega) — concentration 10ng/ul, 3) human
DNA extracted from male peripheral blood using the
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non-enzymatic method [7]. The latter was first sub-
jected to DNA quantitation using the fluorimetric
method with PicoGreen dye and Fluoroscan Ascent F1
apparatus (Thermolabsystem).

Human peripheral blood and peripheral blood de-
posited on cotton material collected from cat (Felis
catus), dog (Canis familiaris), horse (Equus caballus),
rat (Rattus norvegicus), sheep (Ovis avies), goat (Capra
hircus), mouse (Mus musculus), swan (Cygnus olor)
was subjected to DNA extraction using the non-enzy-
matic method according to Lahiti et al. [7]. In the case
of cow (Bos taurus), pig (Sus scrofa domestica), rabbit
(Oryctolagus cuniculus), duck (Anas discors), roe deer
(Odocoileus virginianus), boar (Sus scrofa), fox
(Vulpes vulpes), chicken (Gallus gallus), turkey
(Meleagris gallopavo) and salmon (Salmo salar),
DNA was extracted from muscular tissue using pro-
teinase K digestion and double extraction with phe-
nol-chloroform-isoamyl alcohol. Hair roots provided
by the zoo in Gdansk Oliwa were used for chimpanzee
(Pan troglodytes) DNA extraction.

2.2. Primers and probes used for real-time PCR

All experiments were conducted using primers and
probes described in a study by Walker and co-work-
ers [14]. The oligonucleotides were synthesised by
Applied Biosystems and the sequences were as fol-
lows:

— primer 1: 5>CTTGCAGTGAGCCGAGATT 3’;

— primer 2: 5’GAGACGGAGTCTCGCTCTGTC 3’;

— TagMan probe: 5’ VIC
ACTGCAGTCCGCAGTCCGGCCT 3’ MGBNFQ.

2.3. Chemicals used for real-time PCR

All RT-PCR reactions were done using commer-
cial kits from Applied Biosystems: Quantifiler Human
DNA Quantification Kit, SYBR"® Green RT-PCR Re-
agents and TagMan® Universal PCR Master Mix. Ex-
periments with Quantifiler kit used for quantitation of
DNA concentration were performed according to the
manufacturer’s recommendations. Determination of nu-
clear DNA concentration and examination of melting
curves were performed using RT-PCR with fluores-
cent dye SYBR Green 1. The reaction mixtures con-
sisted of: 1.25 ul of SYBR Green PCR Buffer (1 x),
0.125 U of UNG, 1 uM of both primers, 0.5 mM dNTP
Mix, 5.0 mM of MgCl,, 0.625 U of AmpliTaq Gold
DNA polymerase, template DNA and water up to the
final volume of 12.5 pl.

The mixture used for nuclear DNA quantitation us-
ing the monoplex reaction consisted of TagMan Uni-

versal PCR Master Mix (1 x), 1 uM of both primers,
TagMan probe (100 nM), template DNA and water up
to 12.5 pl.

2.4. Quantitation of DNA concentration using
real-time PCR

DNA quantitation using the real-time PCR method
was conducted using the 7900 HT Fast Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Amplifications were
carried out in a total volume of 12.5 pl using 96-well
reaction plates (Applied Biosystems). Standard curves
were prepared using consecutive dilutions of DNA
standard. Positive control samples of known DNA
concentration and negative controls (NTC) containing
water instead of template DNA were amplified in each
experiment. All real-time PCR reactions were pre-
pared using high quality purified water (Baker B. V.)
filtered with 0.2 pum filters (Schleicher & Schuell). All
pipettes and tubes used for preparation of reaction
mixtures were sterilised in a UV transmitter (Herolab).
DNA amplification was conducted using the following
conditions: 50°C/2 min, 95°C/10 min and 50 cycles of
95°C/15 s and 60°C/1 min. Furthermore, in experi-
ments studying melting curves of PCR products with
SYBR Green I dye, after the amplification reaction,
denaturation of the obtained products was additionally
performed. The products were heated at a rate of 2°C
per minute from 60 to 95°C. Analysis of results was
performed with ABI PRISM 7900HT Sequence De-
tector Software (Applied Biosystems). Separate stan-
dard curves were used for determination of DNA
concentration in analysed samples in all conducted ex-
periments. Correlation coefficients in each case were
higher than 0.99.

3. Results and discussion
3.1. Selection of the analysed sequences

The basic criterion of selection of target DNA se-
quences used in experiments with quantitative PCR is
to exclude the possibility of their variation. Therefore,
it is desirable to use human DNA sequences which are
highly conserved for both nucleotide composition and
number of copies. Analysis of these kinds of DNA se-
quences guarantees that the result of quantitative de-
terminations is not dependent on an individual’s par-
ticular genotype. Examinations based on multi-copy
DNA sequences allow quantitative analyses to be con-
ducted with smaller amounts of template DNA. Al-
though DNA samples that originate from various
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individuals may differ according to the actual number
of copies of dispersed repetitive elements, which are
very numerous in the human genome, these differ-
ences are negligible [9]. In the present work, quantita-
tive measurements were based on the Alu Yb8 se-
quence, which is highly conserved and occurs in the
human genome in many copies. This sequence was
previously used in the multiplex PCR assay designed
by Walker and co-workers [14]. So far, 1852 sequen-
ces of Alu Yb8 have been identified in the human ge-
nome. 75% of these elements are conserved (i.e. pre-
sent in all individuals) and the remaining 25% vary in
different individuals [2]. Therefore, a single haploid
genome contains approximately 1389 conserved se-
quences and 463 loci of Alu YbS8, which optionally
may be present in DNA. Thus, by extrapolation, the
single diploid cell should contain as many as 2778 and
926 of these sequences respectively. Alu elements
which are present in the human genome in many cop-
ies seem to be perfect for DNA quantitation. The se-
quence Alu intra-Yb8 which was used in our experi-
ments is 69 bp long and is specific for the human ge-
nome [14]. It contains a repetitive 7 bp region charac-
teristic for the subfamily Yb, which is a target site for
the TagMan probe and a specific nucleotide for the
subfamily Yb8, which is complementary to the nucleo-
tide at the 3° end of the first primer.

3.2. Specificity of amplification

In order to perform relevant amplification of the
target DNA sequence, the applied PCR primers must
be specific in order to avoid amplification of pseudo-
genes or other related sequences. An important issue is
appropriate amplicon size, which should be in the
range between 50 to 150 bp. Short amplicons are more
desirable because they allow more efficient amplifica-
tion and are crucial in the case of heavily degraded
DNA [5]. In order to confirm specificity of amplifica-
tion of the nuclear Alu intra-Yb8, a real-time PCR ex-
periment was conducted with SYBR Green I inter-
calating dye and specific primer pair, which enabled
analysis of melting curves of the generated products.
In order to demonstrate changes of fluorescence emis-
sion, melting curves were drawn as a negative first de-
rivative of the measured signal (—dF/dT). This differ-
entiable function allows us to define the most narrow
temperature range with the highest fluorescence change
visible on the chart as a single peak. The peak indicates
the point of transformation of the dsDNA into ssDNA
(Figure 1). The properly optimised PCR method should
reveal only one amplicon, which is visible as a single
signal on the DNA melting curve [5, 12].
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Fig. 1. Graph showing the correlation between the fluores-
cence and melting temperature of the Alu Intra-YbS8 se-
quence for three human DNA concentrations (Panel A) and
melting curve of the Alu Intra-Yb8 sequence for three hu-
man DNA concentrations (Panel B).

Analysis of dissociation curves for Alu Yb8 per-
formed for three different template DNA concentra-
tions shows that 7, is close to 79°C and indicates the
presence of only one PCR product for this amplifica-
tion reaction using this primer set. However, the ob-
tained peak is relatively wide. This may indicate hetero-
geneity of the generated sequence, which may be a re-
sult of, for example, substitution of a single nucleotide
or amplification of DNA elements from a closely re-
lated Alu subfamily. The obtained results indicate that
the tested PCR reaction is specific for the target se-
quence under optimal conditions. Detailed examina-
tion of the melting curve reveals no additional peaks
from potential primer dimmers, which means that
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primer concentrations were properly optimised and the
assay is not affected by error caused by unspecific
primer hybridisations.

3.3. Calibration curve and determination of degree
of its linearity

The number of copies of the sequence that is stud-
ied using real-time PCR determines the absolute amount
of DNA specified in mass units. The results of these
tests are evaluated using the standard curve method,
which relies on comparative analysis of the fluores-
cence signal measured for each quantified sample and
standards of known DNA concentrations analysed
during the same experiment. The linearity of the tested
real-time PCR reaction was verified by amplification of
serial dilutions of DNA standard. The analysis encom-
passed the following DNA concentrations: 200 ng/pl,
100 ng/pl, 20 ng/ul, 5 ng/pul, 1 ng/ul, 0.2 ng/ul,
0.02 ng/ul, 0.002 ng/ul. The obtained Ct values were
used for preparation of calibration curves for this nu-
clear DNA assay (Figure 2). DNA concentrations in
the analysed samples were determined by ABI 7900
software and were based on comparisons of Ct values
obtained for these samples and the calibration curve
reflecting a correlation between Ct values and amounts
of DNA standards.
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Fig. 2. Calibration curve reflecting the relation between Ct
value and amount of DNA standard. Correlation coeffi-
cient = 0.9996. Standard curve declivity value = 3.5472. Ef-
ficiency of the reaction = 0.9138 (theoretical efficiency of
PCR reaction calculated according to [11]).

The method of determination of DNA concentra-
tion based on analysis of the Alu Yb8 sequence was
found to reveal a wide range of detectable concentra-
tions spread across six orders of magnitude from
200 ng to 2 pg. The correlation coefficient characteris-

tic for the obtained standard curve is at a high level
(0.9996) and this confirms the high usefulness of the
verified RT-PCR method for determination of DNA
concentration in a very wide range of DNA amounts.
Obtaining such a high value for the correlation coeffi-
cient shows that the RT-PCR assay performed effi-
ciently under reduced volume of reaction mixture,
which equalled 12.5 pl. This modification was intro-
duced because of economic reasons. The observed sen-
sitivity of the test is similar to that noted for the same
Alu sequence analysed in duplex (nDNA and mtDNA)
and triplex (nDNA, mtDNA and Y-DNA) by Walker
and co-workers (1 pg) [14]. Figure 3 presents kinetics of
the reaction depending on the PCR cycle and different
DNA concentrations from 200 to 0.002 ng/pl.
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Fig. 3. The dependence of fluorescence characteristic for
VIC® marker on number of cycles of PCR reaction calcu-
lated for samples containing DNA concentrations: 200, 100,
20, 5, 1, 0.2, 0.02, 0.002 ng and respective values of Ct:
12.05, 13.04, 15.31, 17.75, 19.98, 22.65, 26.03, 29.78.

The result Ct = 15 obtained for DNA concentration
20 ng/pul shows the high efficiency of the assay. More-
over, the Ct value 29.78 obtained for template concen-
tration 0.002 ng/ul shows the high sensitivity of the
method, which allows detection of DNA contained in
merely one haploid cell. Such a high sensitivity is ob-
viously the result of the high number of Alu copies
characteristic of a single human genome.

3.4. Species specificity of the RT-PCR DNA
quantitation assay

One of the crucial elements of validation of meth-
ods in forensic genetics is demonstration of the species
specificity (of the given method). The STR loci used
for genetic identification purposes are specific for hu-
man and Primate DNA. When validating the RT-PCR
method, it was checked whether nDNA primers are
species specific for the human genome. To accomplish
this, DNA extracted from several common domestic,

Problems of Forensic Sciences 2006, LXVIII, 351-361



356

A. Mirowska, R. Pawtowski

wild and farmed animal species and chimpanzee was
subjected to analysis. Examinations encompassed
15 species of mammals (including chimpanzee), 2 spe-
cies of birds and one species of fish. The results are
summarised in Figure 4.
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Fig. 4. Study on species specificity of nDNA amplification
using the RT-PCR assay. In this experiment, 5 ng of DNA
extract from human and 18 different animal species was ana-
lysed. The graph shows the correlation between Ct value and
the species of origin of the amplified DNA. NTC —non tem-
plate control.

A weak fluorescence signal was noted for the ana-
lysed Alu sequence in the case of 8 animal species
(horse, deer, mice, dog, cat, rat, sheep, goat). How-
ever, the amplification signal in the case of these spe-
cies was found to be approximately at the level of the
negative control (NTC), which gives a positive signal
only in cycle 32. This means that the theoretical amount
of DNA corresponding to this result equals merely
0.45 pg, and this value is much lower than the previ-
ously established sensitivity of the RT-PCR assay and
might not be the result of the real presence of DNA.
If results obtained for the negative control are consid-
ered as reflecting the detection limit, all values found
below such a limit ought to be treated as background.
Such noises may be caused for instance by minimal
signal related to incomplete fluorescence quenching of
the reporter markers. Higher values of Ct were ob-
served in the case of rat and sheep DNA samples. This
result is partially concordant with another study on
Alu Yb8 sequences [14]. In that study, an amplifica-
tion signal stronger than for NTC was also noted in the
case of some animal samples. The results of the experi-
ment with animal DNA are also concordant with the
results of another study performed on Alu sequences
used as a target in an RT-PCR assay [9]. In that study
amplification of non-primate animal DNA occurred
with an efficiency corresponding to 0.5 pg of human
DNA.

Therefore it was verified that the tested method of
quantitative analysis of nuclear DNA is a very sensi-
tive and reliable technique which allows determina-
tion of DNA concentration at the level of a single
haploid cell. Moreover, since negative amplification is
observed for the chimpanzee, which is a very close rel-
ative to the human species, this indicates that the
method is very specific for human DNA.
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OZNACZANIE STEZENIA JADROWEGO DNA METODA TECHNIKI PCR

W CZASIE RZECZYWISTYM

1. Wstep

Pomiar ilosci DNA w probkach pochodzacych z ma-
terialu biologicznego jest niezwykle istotnym zagadnie-
niem dla genetyki sadowej m.in. ze wzglgdu na pra-
widlowa amplifikacje loci typu STR technika PCR [3].
Zagadnieniu temu pos$wigcony jest takze standard 9.3
DAB [4] dotyczacy kontroli jako$ci pracy laboratoriow
genetyki sadowej, ktéry mowi, ze ,,laboratorium powin-
no posiada¢ i stosowac procedury oznaczania st¢zenia
DNA czlowiecka w analizowanych probkach”. W tym
celu probki przygotowywane do amplifikacji lub badan
z zastosowaniem innych technik biologii molekularnej
winne by¢ poddawane pomiarom stezenia DNA. Od sze-
regu lat dostgpnych jest wiele metod pomiaru ilo§ci DNA,
od spektrofotometrii UV poczynajac, a na technikach
ilosciowego PCR konczac. Ze wzgledu na specyfike bada-
nego materialu genetyka sadowa wymaga zastosowania
bardziej wysublimowanych metod pozwalajacych na ok-
reslenie nie tylko catkowitego stgzenia DNA, ale w szcze-
golnosci DNA czlowieka, ktory to material jest naj-
czgsciej przedmiotem analiz. Uzycie niewlasciwej ilo$ci
DNA do reakcji PCR prowadzi zazwyczaj do licznych
trudnosci interpretacyjnych. W przypadku uzycia nad-
miaru DNA pojawiaja si¢ migdzy innymi dodatkowe
frakcje, zwigksza si¢ udziat frakcji n w stosunku do n + 1
w wyniku niepelnej adanylacji, wzrasta procentowy
udzial pikoéw typu stutter oraz znaczacej zmianie ulega
wzajemny stosunek alleli pomiedzy poszczegdlnymi /oci.
Z kolei uzycie zbyt matej iloSci DNA prowadzi do po-
wstawania niekompletnych profili, dajac nadreprezen-
tacje krotkich amplikonéw 1 homozygot [10]. Do metod
pozwalajacych na oznaczenie stgzenic DNA cztowieka
nalezy migdzy innymi poétilosciowa technika slot-blot
wykorzystujaca sond¢ DNA swoista dla sekwencji DNA
alfa satelitarnego czlowieka i naczelnych obecna na
17 chromosomie czlowieka. Ta dosy¢ czasochtonna me-
toda nalezy do stosunkowo czulych, dajac mozliwo$¢
wykrycia DNA zaréwno jedno-, jak i dwuniciowego na
poziomie ok. 10-20 pg [15] przy zastosowaniu sond zna-
kowanych radioaktywnie. Na tej wlasnie metodzie oparty
jest komercyjny zestaw Quantiblot Human Quantitation
Kit firmy Applied Biosystems. Innym komercyjnym ze-
stawem do pomiaru DNA czlowieka metoda luminono-
metryczna jest zestaw AluQuant firmy Promega. Zestaw
ten umozliwia pomiar DNA w oparciu o powtdrzenia
typu Alu wystepujace w duzej ilosci w ludzkim genomie
i pozwala na oznaczenie stgzen DNA w zakresie
0,1-50 ng [8]. Do innego typu metod pomiaru st¢zenia
DNA czlowicka naleza metody powielania pojedynczych

loci typu STR oparte na reakcji PCR typu end-point [6].
W metodzie tej powieleniu ulegaja zarowno badane
probki, jak i probki o znanym stgzeniu, ktore stuza do
wykreslenia krzywej kalibracyjnej. Czulo$¢ metody sza-
cuje sig na ok. 100 pg DNA.

Wydaje sig, ze do najbardziej wiarygodnych metod
pomiaru ilosci DNA czlowiceka naleza metody oparte na
technice PCR w czasie rzeczywistym. Wynika to z faktu,
ze pomiarowi ulega tylko ten DNA, ktéry faktycznie pod-
daje si¢ amplifikacji nawet pomimo dziatania nieko-
rzystnych czynnikdéw, jakimi sa m. in. inhibitory (hem,
kwas humusowy, tanina) czy silnie zdegradowany DNA.
Tym sposobem podczas pomiaru uwzglednia si¢ nie tyl-
ko ilo$¢, ale réwniez i jako§¢ matrycowego DNA. Na tej
metodzie oparte sa komercyjne zestawy do pomiaru
ilosci DNA czlowieka: Quantifiler jak i Quantifiler Y
oznaczajace odpowiednio /oci hTERT oraz SRY [1].
Czulto$¢ tych metod szacowana jest na ok. 20 pg ludz-
kiego DNA, czyli ok. 3 somatycznych komorek.

Niniejsza praca jest proba adaptacji metody swoiste-
go oznaczania ilosci DNA czlowieka z zastosowaniem
amplifikacji sekwencji Alu. Elementy Alu sa retrotrans-
pozonami o dlugosci 300 pz powielonymi do ponad 1 mi-
liona kopii w ludzkim genomie przez ostatnie 65 mi-
lionéw lat, stanowiac wigcej niz 10% sekwencji ludz-
kiego DNA. Stwierdzono, ze amplifikacja metoda PCR
wystepujacych w wielu kopiach sekwencji Alu jest bar-
dziej czuta metoda ilo§ciowego pomiaru jadrowego DNA
niz typowe procedury oparte na technice hybrydyzacji
(np. slot blot) przy jednoczesnym zachowaniu zalet PCR
dla pojedynczego lokusa. Przyktadowo, amplifikowane
produkty maja jednakowa wielko$§¢ i temperaturg top-
nienia. Ponadto amplikony te sa wystarczajaco krotkie
(69 pz dla YbS), aby pokona¢ trudnosci zwiazane z uszko-
dzeniem lub degradacja matrycowego DNA. Elementy
Alu charakterystyczne sa dla genomu naczelnych (rzad:
Primates) 1 cztowieka. Natomiast niektore z mtodszych
ewolucyjnie podrodzin tej grupy, takie jak Ya5 i YDbS, sa
specyficzne tylko dla ludzkiego genomu [13].

W doswiadczeniach opisanych w niniejszej pracy za-
stosowano wlasnie sekwencj¢ Alu YbS8. Jej amplifikacja
nastegpujaca jednoczesnie z wielu loci ludzkiego genomu
daje w efekcie jednorodny produkt, a wige reakcja ta, wy-
korzystujac wiele takich samych sekwencji, posiada
wszystkie zalety eksperymentu monopleksowego. Prze-
prowadzone badania oparte zostaly na powielaniu sek-
wencji Alu Yb8 metodqa PCR w czasie rzeczywistym,
ktora wykorzystat Walker i in. [14] w reakcji PCR typu
multipleks (kompleksowy PCR) oznaczajacej zar6wno
jadrowy, mitochondrialny, jak i DNA z chromosomu Y.
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Niniejsza praca jest proba zastosowania opisanej sek-
wencji typu Alu do ilosciowego oznaczania DNA czlo-
wieka metoda RT-PCR w zmodyfikowanych warunkach
eksperymentalnych z zastosowaniem reakcji monopleks
oraz sondy typu TagMan. Zakres badan obejmowat usta-
lenie eksperymentalnych warunkow procedury przepro-
wadzenia metody, jak i oceng wiarygodnosci wynikow
pomiaréw. Zamierzeniem podj¢tych badan bylo rowniez
wyznaczenie takich uniwersalnych parametréw reakcji,
aby metode¢ t¢ mozna bylo wykorzysta¢ do celow me-
dyczno-sadowych.

2. Materialy i metody
2.1. Badane probki

Jako standardy ilosci DNA wykorzystywano ludzki
DNA o stezeniu 200 ng/pl, wchodzacy w sktad zestawu
Quantifiler Human DNA Quantification Kit (Applied
Biosystems), ludzki DNA o stgzeniu 10 ng/ul (9947A,
Promega) oraz ludzki DNA wyizolowany z krwi obwod-
owej mezezyzn metoda nieenzymatyczna [7]. Jego stg-
zenie wyznaczono przy uzyciu metody fluorymetryczne;j
z zastosowaniem barwnika PicoGreen i aparatu Fluoro-
skan Ascent FL firmy Themolabsystem.

Analizie poddano probki ludzkiego DNA izolowane
metoda nieenzymatyczna wg Lahiriego i in. [7] oraz
DNA pochodzacy od kota (Felis catus), psa (Canis fami-
liaris), konia (Equus caballus), szczura (Rattus norve-
gicus), owcy (Ovis avies), kozy (Capra hircus), myszy
(Mus musculus), tabedzia (Cygnus olor) izolowany z krwi
obwodowej naniesionej na bibulg filtracyjng. DNA po-
chodzacy od krowy (Bos taurus), $wini (Sus scrofa do-
mestica), krolika (Oryctolagus cuniculus), kaczki (Anas
discors), sarny (Odocoileus virginianus), dzika (Sus
scrofa), lisa (Vulpes vulpes), kurczaka (Gallus gallus),
indyka (Meleagris gallopavo) i lososia (Salmo salar)
izolowano z migéni, stosujac trawienie proteinazg K
i podwojna ekstrakcje¢ mieszaning fenol-chloroform-al-
kohol izoamylowy. DNA pochodzacy od szympansa
(Pan troglodytes) wyizolowano z cebulek wlosow (ma-
terial udostgpniony dzigki uprzejmosci Ogrodu Zoolo-
gicznego w Gdansku Oliwie).

2.2. Startery i sondy do PCR w czasie rzeczywistym

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono z zastoso-
waniem starteréw i sondy opisanych w pracy Walker
i in. [14]. Syntez¢ oligonukleotydéw przeprowadzono
w firmie Applied Biosystems przyjmujac nastgpujace
sekwencje:

— starter 1: ’>CTTGCAGTGAGCCGAGATT 3’
— starter 2: ’GAGACGGAGTCTCGCTCTGTC 3’;

— sonda typu tagman: 5’VIC
ACTGCAGTCCGCAGTCCGGCCT 3° MGBNFQ.

2.3. Odczynniki do PCR w czasie rzeczywistym

Do badan technika RT PCR wykorzystywano nastg-
pujace zestawy odczynnikow firmy Applied Biosystems:
Quantifiler Human DNA Quantification Kit, SYBR®
Green RT-PCR Reagents oraz TagMan® Universal PCR
Master Mix. Oznaczenia ilo§ci DNA z zastosowaniem
zestawu Quantifiler prowadzono wg zalecen producenta.

Oznaczanie ilosci DNA jadrowego i badanie krzy-
wych topnienia prowadzono metoda RT PCR z zastoso-
waniem fluoroscencyjnego markera SYBR Green I
w mieszaninach reakcyjnych zawierajacych nastgpujace
koncowe objetosci odczynnikow: SYBR Green PCR Bu-
for (1 x) 1,25 ml, UNG 0,125 U, oba startery o stgzeniu
1 uM, dNTP Mix 0,5 mM, MgCl,, 5,0 mM, polimeraze¢
DNA AmpliTaq Gold 0,625 U oraz matrycowy DNA
1 wodg uzupetniajaca mieszaning reakcyjng do 12,5 pl.

Kazda probka badana przy uzyciu reakcji mono-
pleksowych dla jadrowego DNA zawierata mieszaning
o nastgpujacym sktadzie: TagMan Universal PCR Master
Mix (1 x), oba startery o stezeniu 1 uM, sondg typu Tag-
Man (100 nM) oraz matrycowy DNA i wodg uzupet-
niajaca mieszaning reakcyjna do 12,5 pl.

2.4. Pomiar ilosci DNA metoda PCR w czasie
rzeczywistym

Pomiary stgzenia DNA metoda PCR w czasie rze-
czywistym prowadzono, stosujac aparat do PCR w czasie
rzeczywistym firmy Applied Biosystems 7900 HT Fast
Real Time PCR System. Amplifikacje¢ prowadzono w ob-
jetosci 12,5 ml na 96-studzienkowej plytce reakcyjnej
(Applied Biosystems). Krzywe standardowe przygoto-
wano z zastosowaniem kolejnych rozcienczen standardu
ilosci DNA. Ponadto w kazdym eksperymencie prze-
prowadzono amplifikacj¢ kontroli pozytywnej o znanej
ilosci DNA i kontroli negatywnej (NTC), zastgpujac roz-
twor DNA rownowazng objgtoscia wody. Do wszystkich
mieszanin reakcyjnych badanych metodqa PCR w czasie
rzeczywistym stosowano wod¢ o wysokim stopniu czys-
tosci (Baker BV) przesaczona przez saczki 0,2 mm
(Schleicher & Schuell). Pipety oraz proboéwki Eppen-
dorfa stuzace do sporzadzania mieszanin reakcyjnych
kazdorazowo wyjatawiano w emiterze promieniowania
UV firmy Herolab.

Amplifikacje DNA prowadzono w nast¢pujacych wa-
runkach: 50°C/2 min, 95°C/10 min, a nastepnie 50 cykli
95°C/15 s 1 60°C/1 min. Ponadto w do$wiadczeniach ba-
dajacych krzywe topnienia produktéw PCR z wykorzys-
taniem barwnika SYBR Green I dodatkowo po ukon-
czeniu amplifikacji przeprowadzono denaturacj¢ pow-
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statych produktow, podgrzewajac je z szybko$cia 2°C na
minute od 60 do 95°C.

Analiz¢ wynikdéw przeprowadzono za pomoca pro-
gramu komputerowego ABI PRISM 7900HT Sequence
Detector Software (Applied Biosystems). Dla kazdego
eksperymentu stworzono oddzielne krzywe standardowe,
aby wyznaczy¢ ilosci DNA w kazdej nieznanej probce.
Wspotczynnik korelacji dla krzywej standardowej w kaz-
dym eksperymencie byt wigkszy niz 0,9900.

3. Wyniki i dyskusja
3.1 Wybdr amplifikowanych sekwencji

Podstawowym kryterium wyboru docelowych sek-
wencji DNA dla doswiadczen z uzyciem ilo§ciowego
PCR jest wykluczenie mozliwosci ich polimorfizmu,
a zatem pozadane jest, by byly to sekwencje dobrze kon-
serwowane w ludzkim genomie zardwno pod wzglgdem
sktadu nukleotyddw, jak i liczby kopii. Dzigki temu wy-
nik takich oznaczen ilo§ciowych nie bedzie zalezny od
genotypu badanej osoby.

Sekwencje obecne w badanym genomie w wielu ko-
piach pozwalaja na pomiary ilo$ciowe przy uzyciu mniej-
szej ilo§ci matrycy. Mimo ze probki DNA pochodzace od
poszczegodlnych oséb moga rozni¢ si¢ pod wzgledem
liczby kopii takich elementow, w przypadku rozsianych,
powtorzonych sekwencji bardzo licznie wystgpujacych
w ludzkim genomie, to fluktuacje takie sa malo znaczace
[9]. W niniejszej pracy do oznaczen ilo$ciowych wy-
brano dobrze konserwowana i wystgpujaca w wielu ko-
piach w ludzkim genomie sekwencje Alu YDbS.
Zastosowanie tej sekwencji w reakcji kompleksowego
PCR opisali Walkeriin. [14]. Aktualnie zidentyfikowano
obecnos¢ 1852 elementéw Yb8 w genomie czlowieka,
z ktorych 75% jest konserwowana (obecna u wszystkich
osobnikow), a 25% z nich wykazuje polimorfizm pod
wzgledem wystegpowania [2]. Zatem na jeden haploi-
dalny genom przypada okoto 1389 utrwalonych sekwen-
¢ji1463 loci polimorficznych, ktére moga, lecz nie musza
zawiera¢ Alu Yb8. Przeliczajac te wartoSci na zawarto$é
w pojedynczej, diploidalnej komorce, otrzymujemy od-
powiednio 2778 i1 926 elementow. Elementy Alu wyste-
pujace w wielu kopiach w ludzkim DNA wydaja si¢
idealne do pomiaréw jego ilosci. Amplifikowana w eks-
perymentach RT-PCR sekwencja intra-Alu Yb8 o dtu-
gosci 69 pz jest specyficzna tylko dla genomu cztowieka
[14]. Posiada powtdrzony region dlugosci 7 pz w miejscu
hybrydyzacji sondy TagMan charakterystyczny dla pod-
rodziny Yb i specyficzng zasadg na koncu 3’ pierwszego
ze starterow, charakterystyczna dla podrodziny YbS.

3.2. Potwierdzenie specyficznosci amplifikacji

Aby przeprowadzi¢ amplifikacj¢ tylko wyznaczone-
go odcinka DNA, para starterow uzytych do reakcji PCR
musi by¢ specyficzna dla docelowej matrycy, aby zapo-
biec powielaniu pseudogenéw lub innych pokrewnych
sekwencji. Istotnym parametrem jest wybor amplikonu
o wielko$ci mieszczacej si¢ w zakresie od 50 do 150 pz.
Kroétkie amplikony sa bardziej pozadane ze wzglgdu na
wyzsza wydajnos¢ amplifikacji oraz w przypadku silnie
zdegradowanego DNA [5]. Aby potwierdzi¢ docelowa
specyficznos¢ amplifikacji sekwencji genomowej Alu
Intra-Yb8, przeprowadzono reakcj¢ PCR w czasie rze-
czywistym z zastosowaniem barwnika interkalujacego
SYBR Green I i starterow specyficznych dla wyzej wy-
mienionej sekwencji oraz wykonano analiz¢ krzywych
topnienia powstalych produktow. Aby bardziej uwidocz-
ni¢ zmiany emisji fluorescencji, krzywe topnienia wy-
kreslono jako ujemna pierwsza pochodng mierzonego
sygnatu (—dF/dT). Ta funkcja rézniczkowa pozwala na
wytypowanie najwezszego przedziatu temperatury o jak
najwigkszej zmianie fluorescencji widocznej na tym wy-
kresie jako pojedynczy pik wskazujacy na moment przejs-
cia dsDNA w formg ssDNA (rycina 1). Wlasciwie opra-
cowana metoda PCR powinna charakteryzowac si¢ obec-
noscia jednego amplikonu, a tym samym jednego sygnatu
na krzywej topnienia DNA [5, 12].

Analiza krzywych dysocjacji sekwencji Alu Yb8
przeprowadzona dla trzech roznych stezen DNA matry-
cowego wskazuje, ze T, jest bliska 79°C oraz na obec-
no$¢ tylko jednego produktu PCR dla tej reakcji przy
uzyciu danej pary starterow. Jednak pik ten jest stosun-
kowo szeroki. Moze to §wiadczy¢ o heterogennosci tej
sekwencji, wynikajacej np. z substytucji jednego nukleo-
tydu lub o amplifikacji elementéw z blisko spokrew-
nionej podrodziny Alu. Innymi slowy, badana reakcja
jest specyficzna wzgledem docelowej sekwencji dla op-
tymalnych warunkéw do$wiadczenia. Analiza krzywej
topnienia wykazuje rowniez brak pikéw pochodzacych
od ewentualnych dimeréw utworzonych przez hybrydy-
Zujace startery, co oznacza, iz stezenia tych ostatnich zo-
staty dobrane wlasciwie, a sam pomiar nie jest obarczony
bledem spowodowanym niespecyficzna hybrydyzacja
starterow.

3.3. Krzywa kalibracyjna i okreslenie zakresu jej
prostoliniowosci

Liczba kopii sekwencji badanej metoda PCR w czasie
rzeczywistym okresla bezwzgledna ilos¢ DNA wyzna-
czona w jednostkach masy. Do kalkulacji wynikow uzys-
kanych w tych oznaczeniach stosowana jest metoda
krzywej standardowej, w ktorej sygnat fluorescencji mie-
rzony dla kazdej badanej probki poréwnywany jest z po-
miarami otrzymanymi w tym samym eksperymencie dla
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znanych ilo§ci DNA. Aby wyznaczy¢ zakres prostoli-
niowosci badanej reakcji PCR w czasie rzeczywistym,
przeprowadzono amplifikacj¢ szeregu rozcienczen stan-
dardowego DNA o stezeniach wynoszacych 200 ng/ml,
100 ng/pl, 20 ng/ul, 5 ng/ul, 1 ng/pl, 0,2 ng/ul,
0,02 ng/ul, 0,002 ng/ul. Na podstawie otrzymanych wy-
nikow (wartosci Ct) utworzono krzywa kalibracyjna dla
jadrowego DNA (rycina 2). Stezenia badanych probek
wyznaczane byly przez oprogramowanie ABI7900, ktore
poréwnywato ich wartosci Ct z krzywa kalibracyjna be-
daca zaleznoS$cig Ct od stezen standardow ilosci DNA.

Oznaczenie stgzen DNA oparte na sekwencji Alu
Yb8 wykazalo szeroki zasieg wykrywanych st¢zen
mieszczacy sig¢ na poziomie szesciu rzgdow wielkosci od
200 ng do 2 pg. Uzyskana krzywa standardowa charakte-
ryzuje si¢ wysokim wspoétczynnikiem korelacji (0,9996),
co dodatkowo potwierdza ogromna przydatnos¢ badanej
metody RT-PCR do pomiaru st¢zenia DNA w bardzo
szerokim zakresie. Uzyskanie tak wysokiego wspotczyn-
nika korelacji jest tym bardziej istotne, ze reakcje
RT-PCR prowadzono w bardzo zredukowanej objetosci
mieszaniny reakcyjnej (12,5 ml), majac na celu obnizenie
kosztow pojedynczego oznaczenia. Uzyskana czutos¢
badanej reakcji jest zblizona do tej (1 pg), jaka obserwo-
wali Walker i in. [ 14] dla tej samej sekwencji Alu, jednak
w reakcjach dupleksowych (nDNA i mtDNA) i triplekso-
wych (nDNA, mtDNA i1 Y-DNA).

Rycina 3 przedstawia kinetyke reakcji w zalezno$ci
od cyklu PCR oraz dla réznych stezen DNA od 200 do
0,002 ng/pl.

O bardzo wysokiej wydajnosci reakcji $§wiadczy
uzyskanie warto$ci Ct =15 dla stezenia DNA 20 ng/ul.
Natomiast wartos¢ Ct = 29,78 otrzymana dla stezenia
DNA matrycowego wynoszacego 0,002 ng/ml jest do-
wodem ogromnej czuto$ci metody pozwalajacej na wy-
krywanie ilosci DNA wystgpujacego zaledwie w jednej
haploidalnej komorce. Jest to bezsprzecznie wynikiem
ogromnej liczby kopii Alu przypadajacej na ludzki ge-
nom.

3.4. Potwierdzenie gatunkowej specyficznos$ci
oznaczania DNA cztowieka metoda RT-PCR

Jednym z bardzo istotnych elementéw walidacji me-
tod w genetyce sadowej jest wykazanie ich swoistosci ga-
tunkowej. Stosowane do identyfikacji osobniczej loci
typu STR sa specyficzne dla DNA cztowieka oraz na-
czelnych. Walidujac metod¢ RT-PCR, sprawdzono, czy
startery dla nDNA sa swoiste gatunkowo dla genomu
cztowieka. W tym celu badaniom poddano DNA pocho-
dzacy od kilkunastu réoznych powszechnie spotykanych
gatunkoéw zwierzat domowych, dzikich, hodowlanych
oraz szympansa. Badaniom poddano 15 gatunkow ssa-
koéw (w tym szympansa), 2 gatunkow ptakow i 1 gatunku
ryby. Wyniki badan ilustruje rycina 4.

Sygnat fluorescencji dla sekwencji Alu wykazat DNA
8 gatunkow zwierzat (kon, jelen, mysz, pies, kot, szczur,
owca, koza). Jednak amplifikacja tych probek ksztat-
towata si¢ w przyblizeniu na poziomie kontroli nega-
tywnej (NTC), ktora daje pozytywny sygnal dopiero
w 32 cyklu. Teoretyczna ilos¢ DNA jej odpowiadajaca
wynosi 0,45 pg, a zatem jest to warto§¢ duzo nizsza od
wyznaczonej czutosci RT-PCR i niekoniecznie musi od-
powiadaé rzeczywistym wynikom. Jezeli wyniki dla kon-
troli negatywnej mozna przyja¢ za granicg wykrywal-
nosci eksperymentu, to wszystkie uzyskane warto$ci
znajdujace si¢ ponizej niej nalezy uzna¢ za poziom tla.
Takie szumy moga by¢ spowodowane np. minimalnym
sygnalem wynikajacym z niecatkowitego wygaszenia
fluorescencji znacznikow reporterowych. Wyzsze war-
tosci Ct obserwowano dla DNA szczura i barana. Sa to
wyniki czg$ciowo zgodne z innymi badaniami wyko-
rzystujacymi te same sekwencje Alu YbS8 [14], w ktorych
uzyskano amplifikacje sekwencji Alu w probkach ze
zwierzegcym DNA o sygnale przewyzszajacym kontrole
negatywna. Wyniki uzyskane w eksperymencie ze zwie-
rzgcym DNA zbiezne sg rowniez z innymi do§wiad-
czeniami RT-PCR wykorzystujacymi sekwencje Alu ja-
ko matryce [9], gdzie amplifikacja materiatu pochodza-
cego od zwierzat (nienalezacych do rzgedu naczelnych)
ksztattowata si¢ na poziomie odpowiadajacemu 0,5 pg
ludzkiego DNA.

Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze badana metoda
ilociowego oznaczania DNA jadrowego cztowicka na-
lezy do bardzo czulych i wiarygodnych metod wykrywa-
jacych stezenia DNA na poziomie jednej haploidalnej
komorki. Co wigceej, poddane amplifikacji probki DNA
sympansa (gatunku w duzym stopniu spokrewnionego
z czlowiekiem) daja wynik negatywny, co wskazuje na
wysoki stopien specyficznosci metody dla gatunku czto-
wieka.
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