
1. In tro duc tion

In fo ren sic ge net ics stud ies ac cu rate de ter mi na tion
of DNA con cen tra tion in bi o log i cal sam ples is an im -
por tant is sue as the amount of tem plate DNA may af -
fect the en su ing PCR am pli fi ca tion of STR loci [3].
This prob lem is ad dressed for in stance by Stan dard 9.3 
of the DNA Ad vi sory Board (DAB) [4] re gard ing
qual ity as sur ance in fo ren sic ge net ics lab o ra to ries
which spec i fies that “a lab o ra tory should have and ap -
ply pro ce dures of de ter mi na tion of hu man DNA con -
cen tra tion in ana lysed sam ples”. There fore, in all sam-
ples which are to be sub jected to am pli fi ca tion or other 

ex am i na tions with mo lec u lar bi ol ogy tech niques,
DNA con cen tra tion should be eval u ated be fore hand.
Many dif fer ent tech niques have been used for years
for the pur pose of mea sure ment of DNA con cen tra -
tion. They in clude very sim ple UV spec trom e try based 
meth ods as well as re cently de vel oped ap proaches
based on quan ti ta tive PCR re ac tions. Due to the spe -
cific na ture of stud ied bi o log i cal ma te rial, more so -
phis ti cated meth ods are re quired (in fo ren sic ge net ics)
which al low de ter mi na tion of not just to tal DNA con -
cen tra tion, but also hu man DNA in par tic u lar, which is 
most fre quently the sub ject of fo ren sic anal y ses. In ap -
pro pri ate tem plate DNA con cen tra tion used for the
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PCR re ac tion usu ally leads to nu mer ous dif fer ent in -
ter pre ta tion prob lems. In the case of use of ex cess of
tem plate DNA, ad di tional frac tions may be ob served.
The ra tio of the n to n + 1 frac tion in creases as a re sult
of in com plete adenylation, the per cent age of stut ter
peaks rises and also the bal ance be tween al leles in par -
tic u lar loci may be changed. On the other hand, de fi -
ciency of tem plate DNA may cause in com plete DNA
pro files, overrepresentation of short amplicons and
false homo zy gotes [10]. One of the meth ods used for
de ter mi na tion of hu man DNA con cen tra tion is a semi -
quantitative slot-blot tech nique. This method uses
a DNA probe which is spe cific to the al pha-sat el lite
DNA se quence char ac ter is tic for Hu man and Pri mate
DNA and pres ent on hu man chro mo some 17. The
method uti lizes ra dio ac tive la belled probes, is rel a -
tively time-con sum ing but sen si tive. It en ables de ter -
mi na tion of sin gle and dou ble stranded DNA at the
level of ap prox i mately 10–20 pg [15]. This method is
im ple mented in com mer cial kit Quantiblot Hu man
Quanti tation Kit man u fac tured by Ap plied Bio sys -
tems. The other com mer cially avail able kit used for
de ter mi na tion of hu man DNA con cen tra tion is Pro -
mega’s AluQuant based on the luminometric method.
This kit al lows mea sure ment of the DNA amount on
the ba sis of Alu se quences, which are pres ent in many
cop ies in the hu man ge nome, and en ables high pre ci -
sion in the range of 0.1–50 ng [8]. There are also meth -
ods of de ter mi na tion of hu man DNA con cen tra tion
which im ple ment the end-point PCR re ac tion for am -
pli fi ca tion of sin gle STR loci [6]. In this case, the PCR
re ac tion is used for am pli fi ca tion of tar get DNA from
ana lysed sam ples and ref er ence sam ples of known
DNA con cen tra tion which are used for draw ing a cal i -
bra tion curve. The sen si tiv ity of such a method is as -
sessed to be at the level of about 100 pg of DNA. 

It seems that meth ods based on real-time PCR
should be con sid ered as the most re li able tech niques of 
de ter mi na tion of hu man DNA con cen tra tion in fo ren -
sic ge net ics. This stems from the fact that only DNA
which has ac tu ally been sub jected to am pli fi ca tion in
spite of the ac tion of un fa vour able fac tors such as in -
hib i tors (hem, humic acid, tan nin) or heavily de graded
DNA, is mea sured. In this way not only the DNA
amount, but also the qual ity of tem plate DNA is taken
into ac count. This method is im ple mented in com mer -
cially avail able kits used for de ter mi na tion of hu man
DNA con cen tra tion: Quantifiler and Quantifiler Y ba -
sed on am pli fi ca tion of the hTERT or SRY, re spec -
tively [1]. The sen si tiv ity of these kits was as sessed to
be at the level of 20 pg of hu man DNA, i.e. about 3 so -
matic cells. 

The pres ent pa per is an at tempt to adapt the method 
of spe cific de ter mi na tion of hu man DNA amount by
ap pli ca tion of am pli fi ca tion of Alu se quences. Alu el e -
ments are 300 bp long retrotransposon DNA se quen -
ces which dur ing the last 65 mil lion years have been
du pli cated in the hu man ge nome to above 1 mil lion
cop ies and cur rently com prise more than 10% of hu -
man DNA. It has been ver i fied that PCR am pli fi ca tion
of multi-copy Alu se quences is a more sen si tive
method of de ter mi na tion of nu clear DNA con cen tra -
tion than typ i cal pro ce dures based on the hy bridi sa tion 
tech nique (e.g. slot blot). PCR am pli fi ca tion of Alu se -
quences also re tains all the ad van tages of the single -
plex PCR re ac tion, e.g. amplicons have the same size
and melt ing tem per a ture. More over, amplicons are
short enough (69 bp for Yb8) to over come dif fi cul ties
re lated to deg ra da tion of tem plate DNA. In gen eral
Alu el e ments are spe cific for Pri mates, in clud ing man.
How ever, some evolutionarily youn ger sub groups of
the Alu fam ily, such as Ya5 and Yb8 are ex clu sively
spe cific to the hu man ge nome [13].

This pa per pres ents re sults of a study per formed on
Alu Yb8 se quences. The Alu Yb8 which is ac tu ally
am pli fied from many iden ti cal tar get loci dis persed in
the hu man ge nome gives a ho mog e nous PCR prod uct.
Thus, this multi-tem plate am pli fi ca tion has all the ad -
van tages of a singleplex PCR re ac tion. In the pres ent
study, Alu Yb8 se quences were ana lysed us ing the
real-time PCR ap proach on the ba sis of a pro ce dure
de vel oped by Walker and co-work ers [14] which al -
lows mul ti plex anal y sis of Alu Yb8 nu clear se quences
as well as ad di tional mi to chon drial and Y chro mo -
some loci. The pres ent pa per shows re sults of ex per i -
ments car ried out in or der to op ti mise con di tions of
a monoplex method of de ter mi na tion of hu man DNA
con cen tra tion based on RT-PCR and a TaqMan probe.
The study ad dressed such is sues as de ter mi na tion of
ex per i men tal con di tions of the pro ce dure and as sess -
ment of the re li abil ity of the ob tained re sults. The
method was op ti mised from the point of view of ap pli -
ca tion to med ico-le gal ex am i na tions. 

2. Ma te ri als and met hods

2.1. Sam ples

The study was con ducted us ing three types of DNA 
stan dards: 1) hu man DNA in cluded in the Quantifiler
Hu man DNA Quan ti fi ca tion Kit (Ap plied Biosystems) –
con cen tra tion 200 ng/µl, 2) hu man DNA stan dard
9947A (Promega) – con cen tra tion 10ng/µl, 3) hu man
DNA ex tracted from male pe riph eral blood us ing the
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non-en zy matic method [7]. The lat ter was first sub -
jected to DNA quantitation us ing the fluorimetric
method with PicoGreen dye and Fluoroscan As cent Fl
ap pa ra tus (Thermolabsystem). 

Hu man pe riph eral blood and pe riph eral blood de -
pos ited on cot ton ma te rial col lected 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 sub jected to DNA ex trac tion us ing the non-en zy -
matic method ac cord ing to Lahiti et al. [7]. In the case
of cow (Bos taurus), pig (Sus scrofa domestica), rab bit 
(Oryctolagus cuniculus), duck (Anas discors), roe deer 
(Odocoileus virginianus), boar (Sus scrofa), fox
(Vulpes vulpes), chicken (Gallus gallus), tur key
(Meleagris gallopavo) and salmon (Salmo salar),
DNA was ex tracted from mus cu lar tis sue us ing pro -
teinase K di ges tion and dou ble ex trac tion with phe -
nol-chlo ro form-isoamyl al co hol. Hair roots pro vided
by the zoo in Gdansk Oliwa were used for chim pan zee
(Pan trog lo dytes) DNA ex trac tion.

2.2. Prim ers and pro bes used for real-time PCR

All ex per i ments were con ducted us ing prim ers and
probes de scribed in a study by Walker and co-work -
ers [14]. The oligonucleotides were syn the sised by
Ap plied Biosystems and the se quences were as fol -
lows:
– primer 1: 5’CTTGCAGTGAGCCGAGATT 3’;
– primer 2: 5’GAGACGGAGTCTCGCTCTGTC 3’;
– TaqMan probe: 5’VIC

ACTGCAGTCCGCAGTCCGGCCT 3’ MGBNFQ.

2.3. Chem i cals used for real-time PCR

All RT-PCR re ac tions were done us ing com mer -
cial kits from Ap plied Biosystems: Quantifiler Hu man
DNA Quan ti fi ca tion Kit, SYBR® Green RT-PCR Re -
agents and TaqMan® Uni ver sal PCR Mas ter Mix. Ex -
per i ments with Quantifiler kit used for quantitation of
DNA con cen tra tion were per formed ac cord ing to the
man u fac turer’s rec om men da tions. De ter mi na tion of nu-
clear DNA con cen tra tion and ex am i na tion of melt ing
curves were per formed us ing RT-PCR with flu o res -
cent dye SYBR Green I. The re ac tion mix tures con -
sisted of: 1.25 µl of SYBR Green PCR Buffer (1 ´),
0.125 U of UNG, 1 µM of both prim ers, 0.5 mM dNTP
Mix, 5.0 mM of MgCl2, 0.625 U of AmpliTaq Gold
DNA poly mer ase, tem plate DNA and wa ter up to the
fi nal vol ume of 12.5 µl. 

The mix ture used for nu clear DNA quantitation us -
ing the monoplex re ac tion con sisted of TaqMan Uni -

ver sal PCR Mas ter Mix (1 ´), 1 µM of both prim ers,
TaqMan probe (100 nM), tem plate DNA and wa ter up
to 12.5 µl. 

2.4. Quantitation of DNA con cent rati on using
real-time PCR

DNA quantitation us ing the real-time PCR method
was con ducted us ing the 7900 HT Fast Real Time PCR 
Sys tem (Ap plied Biosystems). Am pli fi ca tions were
car ried out in a to tal vol ume of 12.5 µl us ing 96-well
re ac tion plates (Ap plied Biosystems). Stan dard curves 
were pre pared us ing con sec u tive di lu tions of DNA
stan dard. Pos i tive con trol sam ples of known DNA
con cen tra tion and neg a tive con trols (NTC) con tain ing
wa ter in stead of tem plate DNA were am pli fied in each
ex per i ment. All real-time PCR re ac tions were pre -
pared us ing high qual ity pu ri fied wa ter (Baker B. V.)
fil tered with 0.2 µm fil ters (Schleicher & Schuell). All
pi pettes and tubes used for prep a ra tion of re ac tion
mix tures were steri lised in a UV trans mit ter (Herolab). 
DNA am pli fi ca tion was con ducted us ing the fol low ing 
con di tions: 50oC/2 min, 95oC/10 min and 50 cy cles of
95oC/15 s and 60oC/1 min. Fur ther more, in ex per i -
ments  study ing melt ing curves of PCR prod ucts with
SYBR Green I dye, af ter the am pli fi ca tion re ac tion,
de na tur ation of the ob tained prod ucts was ad di tion ally 
per formed. The prod ucts were heated at a rate of 2oC
per min ute from 60 to 95oC. Anal y sis of re sults was
per formed with ABI PRISM 7900HT Se quence De -
tec tor Soft ware (Ap plied Biosystems). Sep a rate stan -
dard curves were used for de ter mi na tion of DNA
con cen tra tion in ana lysed sam ples in all con ducted ex -
per i ments. Cor re la tion co ef fi cients in each case were
higher than 0.99. 

3. Re sults and di scuss ion

3.1. Se lec tion of the anal ysed sequ enc es

The ba sic cri te rion of se lec tion of tar get DNA se -
quences used in ex per i ments with quan ti ta tive PCR is
to ex clude the pos si bil ity of their vari a tion. There fore,
it is de sir able to use hu man DNA se quences which are
highly con served for both nu cle o tide com po si tion and
num ber of cop ies. Anal y sis of these kinds of DNA se -
quences guar an tees that the re sult of quan ti ta tive de -
ter mi na tions is not de pend ent on an in di vid ual’s par -
ticular ge no type. Ex am i na tions based on multi-copy
DNA se quences al low quan ti ta tive anal y ses to be con -
ducted with smaller amounts of tem plate DNA. Al -
though DNA sam ples that orig i nate from var i ous
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indi viduals may dif fer ac cord ing to the ac tual num ber
of cop ies of dis persed re pet i tive el e ments, which are
very nu mer ous in the hu man ge nome, these dif fer -
ences are neg li gi ble [9]. In the pres ent work, quan ti ta -
tive mea sure ments were based on the Alu Yb8 se -
quence, which is highly con served and oc curs in the
hu man ge nome in many cop ies. This se quence was
pre vi ously used in the mul ti plex PCR as say de signed
by Walker and co-work ers [14]. So far, 1852 se quen -
ces of Alu Yb8 have been iden ti fied in the hu man ge -
nome. 75% of these el e ments are con served (i.e. pre -
sent in all in di vid u als) and the re main ing 25% vary in
dif fer ent in di vid u als [2]. There fore, a sin gle hap loid
ge nome con tains ap prox i mately 1389 con served se -
quences and 463 loci of Alu Yb8, which op tion ally
may be pres ent in DNA. Thus, by ex trap o la tion, the
sin gle dip loid cell should con tain as many as 2778 and
926 of these se quences re spec tively. Alu el e ments
which are pres ent in the hu man ge nome in many cop -
ies seem to be per fect for DNA quantitation. The se -
quence Alu intra-Yb8 which was used in our ex peri-
ments is 69 bp long and is spe cific for the hu man ge -
nome [14]. It con tains a re pet i tive 7 bp re gion char ac -
ter is tic for the subfamily Yb, which is a tar get site for
the TaqMan probe and a spe cific nu cle o tide for the
subfamily Yb8, which is com ple men tary to the nu cle o -
tide at the 3’ end of the first primer.

3.2. Spec i fic ity of am plif ica tion

In or der to per form rel e vant am pli fi ca tion of the
tar get DNA se quence, the ap plied PCR prim ers must
be spe cific in or der to avoid am pli fi ca tion of pseudo -
genes or other re lated se quences. An im por tant is sue is 
ap pro pri ate amplicon size, which should be in the
range be tween 50 to 150 bp. Short amplicons are more
de sir able be cause they al low more ef fi cient am pli fi ca -
tion and are cru cial in the case of heavily de graded
DNA [5]. In or der to con firm spec i fic ity of am pli fi ca -
tion of the nu clear Alu intra-Yb8, a real-time PCR ex -
per i ment was con ducted with SYBR Green I inter -
calating dye and spe cific primer pair, which en abled
anal y sis of melt ing curves of the gen er ated prod ucts.
In or der to dem on strate changes of flu o res cence emis -
sion, melt ing curves were drawn as a neg a tive first de -
riv a tive of the mea sured sig nal (–dF/dT). This dif fer -
entiable func tion al lows us to de fine the most nar row
tem per a ture range with the high est flu o res cence change
vis i ble on the chart as a sin gle peak. The peak in di cates 
the point of trans for ma tion of the dsDNA into ssDNA
(Fig ure 1). The prop erly op ti mised PCR method should
re veal only one amplicon, which is vis i ble as a sin gle
sig nal on the DNA melt ing curve [5, 12].

Anal y sis of dis so ci a tion curves for Alu Yb8 per -
formed for three dif fer ent tem plate DNA con cen tra -
tions shows that Tm

 is close to 79°C and in di cates the
pres ence of only one PCR prod uct for this am pli fi ca -
tion re ac tion us ing this primer set. How ever, the ob -
tained peak is rel a tively wide. This may in di cate het ero-
geneity of the gen er ated se quence, which may be a re -
sult of, for ex am ple, sub sti tu tion of a sin gle nu cle o tide
or am pli fi ca tion of DNA el e ments from a closely re -
lated Alu subfamily. The ob tained re sults in di cate that
the tested PCR re ac tion is spe cific for the tar get se -
quence un der op ti mal con di tions. De tailed ex am i na -
tion of the melt ing curve re veals no ad di tional peaks
from po ten tial primer dim mers, which means that
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Fig. 1. Graph show ing the cor re la tion be tween the flu o res -
cence and melt ing tem per a ture of the Alu Intra-Yb8 se -
quence for three hu man DNA con cen tra tions (Panel A) and
melt ing curve of the Alu Intra-Yb8 se quence for three hu -
man DNA con cen tra tions (Panel B).

A
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primer con cen tra tions were prop erly op ti mised and the 
as say is not af fected by er ror caused by un spe cific
primer hy bridi sa tions. 

3.3. Cal i bra tion cu rve and de term ina tion of de gree 
of its li nea rity

The num ber of cop ies of the se quence that is stud -
ied us ing real-time PCR de ter mines the ab so lute amount
of DNA spec i fied in mass units. The re sults of these
tests are eval u ated us ing the stan dard curve method,
which re lies on com par a tive anal y sis of the flu o res -
cence sig nal mea sured for each quan ti fied sam ple and
stan dards of known DNA con cen tra tions ana lysed
dur ing the same ex per i ment. The lin ear ity of the tested
real-time PCR re ac tion was ver i fied by am pli fi ca tion of
se rial di lu tions of DNA stan dard. The anal y sis  encom-
passed the fol low ing DNA con cen tra tions: 200 ng/µl,
100 ng/µl, 20 ng/µl, 5 ng/µl, 1 ng/µl, 0.2 ng/µl,
0.02 ng/µl, 0.002 ng/µl. The ob tained Ct val ues were
used for prep a ra tion of cal i bra tion curves for this nu -
clear DNA as say (Fig ure 2). DNA con cen tra tions in
the ana lysed sam ples were de ter mined by ABI 7900
soft ware and were based on com par i sons of Ct val ues
ob tained for these sam ples and the cal i bra tion curve
re flect ing a cor re la tion be tween Ct val ues and amounts
of DNA stan dards. 

The method of de ter mi na tion of DNA con cen tra -
tion based on anal y sis of the Alu Yb8 se quence was
found to re veal a wide range of de tect able con cen tra -
tions spread across six or ders of mag ni tude from
200 ng to 2 pg. The cor re la tion co ef fi cient char ac ter is -

tic for the ob tained stan dard curve is at a high level
(0.9996) and this con firms the high use ful ness of the
ver i fied RT-PCR method for de ter mi na tion of DNA
con cen tra tion in a very wide range of DNA amounts.
Ob tain ing such a high value for the cor re la tion co ef fi -
cient shows that the RT-PCR as say per formed ef fi -
ciently un der re duced vol ume of re ac tion mix ture,
which equalled 12.5 ml. This mod i fi ca tion was in tro -
duced be cause of eco nomic rea sons. The ob served sen -
si tiv ity of the test is sim i lar to that noted for the same
Alu se quence ana lysed in du plex (nDNA and mtDNA)
and tri plex (nDNA, mtDNA and Y-DNA) by Walker
and co-work ers (1 pg) [14]. Fig ure 3 pres ents ki net ics of 
the re ac tion de pend ing on the PCR cy cle and dif fer ent
DNA con cen tra tions from 200 to 0.002 ng/ml.

The re sult Ct = 15 ob tained for DNA con cen tra tion
20 ng/ml shows the high ef fi ciency of the as say. More -
over, the Ct value 29.78 ob tained for tem plate con cen -
tra tion 0.002 ng/ml shows the high sen si tiv ity of the
method, which al lows de tec tion of DNA con tained in
merely one hap loid cell. Such a high sen si tiv ity is ob -
vi ously the re sult of the high num ber of Alu cop ies
char ac ter is tic of a sin gle hu man ge nome.

3.4. Spe cies spe cif ici ty of the RT-PCR DNA
qu ant ita tion assay

One of the cru cial el e ments of val i da tion of meth -
ods in fo ren sic ge net ics is dem on stra tion of the spe cies 
spec i fic ity (of the given method). The STR loci used
for ge netic iden ti fi ca tion pur poses are spe cific for hu -
man and Pri mate DNA.  When val i dat ing the RT-PCR
method, it was checked whether nDNA prim ers are
spe cies spe cific for the hu man ge nome. To ac com plish 
this, DNA ex tracted from sev eral com mon do mes tic,
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Fig. 3. The de pend ence of flu o res cence char ac ter is tic for
VIC® marker on num ber of cy cles of PCR re ac tion cal cu -
lated for sam ples con tain ing DNA con cen tra tions: 200, 100,
20, 5, 1, 0.2, 0.02, 0.002 ng and re spec tive val ues of Ct:
12.05, 13.04, 15.31, 17.75, 19.98, 22.65, 26.03, 29.78.

Fig. 2. Cal i bra tion curve re flect ing the re la tion be tween Ct
value and amount of DNA stan dard. Cor re la tion co ef fi -
cient = 0.9996. Stan dard curve de cliv ity value = 3.5472. Ef -
fi ciency of the re ac tion = 0.9138 (the o ret i cal ef fi ciency of
PCR re ac tion cal cu lated ac cord ing to [11]).



wild and farmed an i mal spe cies and chim pan zee was
sub jected to anal y sis. Ex am i na tions en com passed
15 species of mam mals (in clud ing chim pan zee), 2 spe -
cies of birds and one spe cies of fish. The re sults are
sum ma rised in Fig ure 4. 

A weak flu o res cence sig nal was noted for the ana -
lysed Alu se quence in the case of 8 an i mal spe cies
(horse, deer, mice, dog, cat, rat, sheep, goat). How -
ever, the am pli fi ca tion sig nal in the case of these spe -
cies was found to be ap prox i mately at the level of the
neg a tive con trol (NTC), which gives a pos i tive sig nal
only in cy cle 32. This means that the the o ret i cal amount
of DNA cor re spond ing to this re sult equals merely
0.45 pg, and this value is much lower than the pre vi -
ously es tab lished sen si tiv ity of the RT-PCR as say and
might not be the re sult of the real pres ence of DNA.
If re sults ob tained for the neg a tive con trol are con sid -
ered as re flect ing the de tec tion limit, all val ues found
be low such a limit ought to be treated as back ground.
Such noises may be caused for in stance by min i mal
sig nal re lated to in com plete flu o res cence quench ing of 
the re porter mark ers. Higher val ues of Ct were ob -
served in the case of rat and sheep DNA sam ples. This
re sult is par tially con cor dant with an other study on
Alu Yb8 se quences [14]. In that study, an am pli fi ca -
tion sig nal stron ger than for NTC was also noted in the
case of some an i mal sam ples. The re sults of the ex per i -
ment with an i mal DNA are also con cor dant with the
re sults of an other study per formed on Alu se quences
used as a tar get in an RT-PCR as say [9]. In that study
am pli fi ca tion of non-pri mate an i mal DNA oc curred
with an ef fi ciency cor re spond ing to 0.5 pg of hu man
DNA.

There fore it was ver i fied that the tested method of
quan ti ta tive anal y sis of nu clear DNA is a very sen si -
tive and re li able tech nique which al lows de ter mi na -
tion of DNA con cen tra tion at the level of a sin gle
hap loid cell. More over, since neg a tive am pli fi ca tion is 
ob served for the chim pan zee, which is a very close rel -
a tive to the hu man spe cies, this in di cates that the
method is very spe cific for hu man DNA. 
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1. Ws têp

Po miar il oœci DNA w pr óbkach po chodz¹cych z ma -
ter ia³u bio log iczne go jest nie zwyk le istotn ym za gadn ie -
ni em dla ge net yki s¹do wej m.in. ze wz glêdu na pra -
wid³ow¹ am plifikacjê loci typu STR tech nik¹ PCR [3].
Za gadn ieniu temu po œwiê cony jest ta k¿e stan dard 9.3
DAB [4] do tycz¹cy kon troli jak oœci pra cy lab o ratoriów
ge net yki s¹do wej, kt óry mówi, ¿e „la bor ato rium po win -
no po siad aæ i st osow aæ pro ced ury oznac zania stê ¿e nia
DNA cz³owieka w anal izo wan ych prób kach”. W tym
celu prób ki przy got owy wane do am plif ika cji lub ba dañ
z za stos owa niem in nych tech nik bio log ii mo lek u la rnej
win ne byæ pod daw ane po miar om st ê¿en ia DNA. Od sze -
regu lat dos têp nych jest wie le me tod po miaru il oœ ci DNA,
od spek trof oto met rii UV po czyn aj¹c, a na tech nik ach
iloœ cio wego PCR koñcz¹c. Ze wzgl êdu na spec yfi kê bada - 
nego ma ter ia³u ge net yka s¹dowa wy maga za stos owa nia
bar dziej wy sub limo wan ych me tod po zwal a j¹cych na ok -
reœl enie nie tyl ko ca³ko wit ego st ê¿e nia DNA, ale w szcze -
gólnoœci DNA cz³owieka, który to ma ter ia³ jest  naj -
czêœciej przed miot em anal iz. U¿yc ie nie w³aœci wej iloœ ci
DNA do re akc ji PCR pro wad zi za zwyc zaj do licz nych
trud noœci in terp reta cyj nych. W przy padku u¿yc ia nad -
miaru DNA po jaw iaj¹ siê mi êdzy in nymi do datk owe
frak cje, zwiê ksza siê udzia³ frak cji n w sto sunku do n + 1
w wy niku nie pe³nej ad an yla cji, wzra sta pro cent owy
udzia³ pików typu stut ter oraz zna cz¹cej zmia nie ulega
wza jemny sto sun ek al leli po miê dzy po szc zególnymi loci.
Z ko lei u¿ ycie zbyt ma³ej il oœci DNA pro wad zi do po -
wstaw ania nie komp letny ch pro fili, daj¹c nad rep rezen -
tacjê kró tki ch amp lik onów i ho moz y got [10]. Do me tod
po zwal aj¹cych na oznac zenie stê¿e nie DNA cz³owieka
nale¿y miêdzy in nymi pó³il oœc iowa tech nika slot-blot
wy kor zyst uj¹ca so ndê DNA swo ist¹ dla se kwenc ji DNA
alfa sa tel ita rnego cz³owieka i na czeln ych obecna na
17 chro mos omie cz³owieka. Ta do syæ cza soch³onna me -
toda na le¿y do sto sunk owo czu³ych, daj¹c mo¿ liwo œæ
wy kryc ia DNA za równo jed no-, jak i dwu nic iowe go na
po ziom ie ok. 10–20 pg [15] przy za stos owa niu sond zna -
kow any ch ra dioa kty wnie. Na tej w³aœ nie me tod zie oparty
jest ko merc yjny ze staw Qu ant i bl ot Hu man Qu ant ita tion
Kit fir my Ap plied Bio syst ems. In nym ko merc yjnym ze -
staw em do po miaru DNA cz³o wieka me tod¹ lu min ono -
met ryc zn¹ jest ze staw AluQ uant fir my Pro mega. Ze staw
ten um o¿liwia po miar DNA w oparc iu o powtó rzenia
typu Alu wystê puj¹ce w du¿ej iloœci w ludz kim ge nom ie
i po zwala na oznac zenie stê¿eñ DNA w za kres ie
0,1–50 ng [8]. Do in nego typu me tod po miaru st ê¿en ia
DNA cz³owieka nale¿¹ me tody  powie la nia po jed yncz ych 

loci typu STR oparte na re akc ji PCR typu end-po int [6].
W me tod zie tej po wiel eniu uleg aj¹ zaró wno ba dane
 prób ki, jak i pr óbki o zna nym stê ¿eniu, któ re s³u¿¹ do
wyk reœlenia krzy wej ka lib racy jnej. Czu ³oœæ me tody sza -
cuje siê na ok. 100 pg DNA. 

Wy daje siê, ¿e do naj bard ziej wia ryg odny ch me tod
po miaru il oœci DNA cz³owieka nale¿¹ me tody oparte na
tech nice PCR w cza sie rze czyw ist ym. Wy nika to z fak tu,
¿e po miar owi ulega tyl ko ten DNA, któ ry fak tyczn ie pod -
daje siê am plif ika cji na wet po mimo dzia³ania  nieko -
rzystnych czy nni ków, ja kimi s¹ m. in. in hib ito ry (hem,
kwas hu mus owy, ta nina) czy sil nie zde grad owa ny DNA.
Tym spo sob em pod czas po miaru uw zglê dnia siê nie tyl -
ko ilo œæ, ale rów nie¿ i jak oœæ ma tryc owe go DNA. Na tej
me tod zie oparte s¹ ko merc yjne ze stawy do po miaru
 iloœci DNA cz³owieka: Qu ant ifi ler jak i Qu ant ifi ler Y
oznac zaj¹ce od pow iednio loci hTERT oraz SRY [1].
Czu³oœæ tych me tod sza cow ana jest na ok. 20 pg ludz -
kiego DNA, czy li ok. 3 so mat yczny ch ko mór ek.

Ni niejs za pra ca jest prób¹ ad apt acji me tody swo iste -
go oznac zania iloœci DNA cz³owieka z za stos owa niem
am plif ika cji se kwenc ji Alu. Elem enty Alu s¹ re trot rans -
po zon ami o d³ug oœci 300 pz po wiel ony mi do po nad 1 mi -
liona ko pii w ludz kim ge nom ie przez ostatn ie 65 mi -
lio nów lat, sta nowi¹c wiê cej ni¿ 10% se kwenc ji ludz -
kiego DNA. Stwier dzono, ¿e am plif ika cja me tod¹ PCR
wy stêpuj¹cych w wie lu ko piach se kwenc ji Alu jest bar -
dziej czu³¹ me tod¹ il oœciowego po miaru j¹dro wego DNA 
ni¿ ty powe pro ced ury oparte na tech nice hy bryd yza cji
(np. slot blot) przy jed noc zesn ym za chow aniu za let PCR
dla po jed ynczego lo kusa. Przyk³ad owo, am plif iko wane
pro dukty maj¹ jed nak ow¹ wie lko œæ i tem per aturê top -
nien ia. Po nadto am plik ony te s¹ wy starc zaj¹co kr ótkie
(69 pz dla Yb8), aby po konaæ tr udnoœ ci zwi¹zane z uszko -
dze niem lub de grad acj¹ ma tryc owe go DNA. Elem enty
Alu cha rakt ery sty czne s¹ dla ge nomu na czeln ych (rz¹d:
Pri mat es) i cz³owieka. Na tom iast ni ekt óre z m³od szych
ewol ucy jnie pod rod zin tej gru py, ta kie jak Ya5 i Yb8, s¹
spe cyf iczne tyl ko dla ludz kiego ge nomu [13]. 

W do œwi adczeniach opis any ch w ni niejs zej pra cy za -
stos owa no w³aœ nie se kwen cjê Alu Yb8. Jej am plif ika cja
na stêp uj¹ca je dnoc zeœ nie z wie lu loci ludz kiego ge nomu
daje w efekc ie jed nor odny pro dukt, a wiêc re akc ja ta, wy -
kor zyst uj¹c wie le ta kich sa mych se kwenc ji, po siada
wszyst kie za lety eks per yme ntu mo nop lekso wego. Prze -
prow adz one ba dan ia oparte zo sta³y na po wiel aniu se k -
wenc ji Alu Yb8 me tod¹ PCR w cza sie rze czyw ist ym,
któr¹ wy kor zysta³ Wal ker i in. [14] w re akc ji PCR typu
mul tip leks (kom pleks owy PCR) oznac zaj¹cej zarów no
j¹dro wy, mi toc hondr ialny, jak i DNA z chro mos omu Y. 
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Ni niejs za pra ca jest prób¹ za stos owa nia opis anej se k -
wenc ji typu Alu do il oœcio wego oznac zania DNA cz³o -
wieka me tod¹ RT-PCR w zmo dyf iko wan ych wa runk ach
eks per yme ntal nych z za stos owa niem re akc ji mo nop leks
oraz son dy typu Taq Man. Za kres ba dañ obejm owa³  usta -
le nie eks per yme ntal nych war unk ów pro ced ury prze pro -
w adz enia me tody, jak i oc enê wi ary godnoœci wy nik ów
po mia rów.  Zamierze niem po djêt ych ba dañ by³o ró wnie¿
wy znac zenie ta kich uniw ersa lnych para metr ów re akc ji,
aby me todê tê mo ¿na by³o wy kor zystaæ do ce lów me -
dyczno-s¹do wych.

2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Ba dane pr óbki

Jako stan dardy iloœ ci DNA wy kor zyst ywano ludz ki
DNA o stê ¿eniu 200 ng/ml, wchodz¹cy w sk³ad ze stawu
Qu ant ifi ler Hu man DNA Qu ant ifi cat ion Kit (Ap plied
Bio syst ems), ludz ki DNA o stê ¿eniu 10 ng/ml (9947A,
Pro mega) oraz ludz ki DNA wy izol owa ny z krwi ob wod -
owej mê ¿cz yzn me tod¹ nie enz yma tyc zn¹ [7]. Jego stê -
¿en ie wy znac zono przy u¿ y ciu me tody flu orym etr ycznej
z za stos owa niem barw nika Pi coG reen i apar atu  Fluoro -
skan Ascent FL fir my The mol absy stem.

Anal izie pod dano pró bki ludz kiego DNA izol owa ne
me tod¹ nie enz yma tyc zn¹ wg La hir iego i in. [7] oraz
DNA po chodz¹cy od kota (Fe lis ca tus), psa (Ca nis  fami -
lia ris), ko nia (Equus ca ball us), szczu ra (Rat tus norve -
gicus), owcy (Ovis avies), kozy (Ca pra hir cus), my szy
(Mus mu scul us), ³ab êdzia (Cy gnus olor) izol owa ny z krwi
 obwo do wej na nies ionej na bibu³ê fil trac yjn¹. DNA po -
cho dz¹cy od kro wy (Bos tau rus), œwi ni (Sus scro fa do -
mes tica), kr óli ka (Oryctol agus cu nic ulus), kacz ki (Anas
di s cors), sar ny (Odo coi leus vir gin ianus), dzi ka (Sus
scro fa), lisa (Vul pes vul pes), kur czaka (Gal lus gal lus),
in dyka (Me lea gris gal lop avo) i ³osos ia (Sal mo sa lar)
izol owa no z miêœ ni, sto suj¹c tra wien ie pro tei naz¹ K
i podwójn¹ eks tra kc jê mie szan in¹ fe nol-chlo rof orm-al -
koh ol izoa mylo wy. DNA po chodz¹cy od szym pansa
(Pan tro glod ytes) wy izol owa no z ce bul ek w³osów (ma -
ter ia³ ud ost êpniony  dziê ki up rze jmoœci Ogrodu  Zoolo -
gicznego w Gda ñsku Oliw ie).

2.2. Star tery i son dy do PCR w cza sie rze czyw ist ym 

Wszyst kie eks per yme nty prze prow adz ono z za stos o -
wa niem st arte rów i son dy opis any ch w pra cy Wal ker
i in. [14]. Syn tezê oli gonukleotydów prze prow adz ono
w fir mie Ap plied Bio syst ems przyj muj¹c nastê puj¹ce
 sekwencje: 
– starter 1: 5’CTTGCAGTGAGCCGAGATT 3’;
– starter 2: 5’GAGACGGAGTCTCGCTCTGTC 3’; 

– sonda typu taqman: 5’VIC
ACTGCAGTCCGCAGTCCGGCCT 3’ MGBNFQ.

2.3. Od czynn iki do PCR w cza sie rze czyw ist ym 

Do bad añ tech nik¹ RT PCR wy kor zyst ywano na stê -
puj¹ce ze stawy od czyn ników fir my Ap plied Bio syst ems:
Qu ant ifi ler Hu man DNA Qu ant ifi cat ion Kit, SYBR®

Gre en RT-PCR Re agents oraz Taq Man® Univers al PCR
Ma ster Mix. Oznac zenia iloœci DNA z za stos owa niem
ze stawu Qu ant ifi ler pro wad zono wg zal eceñ pro duc enta. 

Oznac zanie iloœci DNA j¹dro wego i ba dan ie krzy -
wych top nien ia pro wad zono me tod¹ RT PCR z za stos o -
wa niem flu oros cency jnego mar kera SYBR Gre en I
w mie szan ina ch re akc yjny ch za wier aj¹cych na stêp uj¹ce
ko ñcowe objêtoœci od czyn ników: SYBR Gre en PCR Bu -
for (1 ´) 1,25 ml, UNG 0,125 U, oba star tery o stê¿ eniu
1 mM, dNTP Mix 0,5 mM, MgCl2, 5,0 mM, poli mer azê
DNA Am pliT aq Gold 0,625 U oraz ma tryc owy DNA
i wodê uzupe³niaj¹c¹ mies zaninê re akc yjn¹ do 12,5 ml. 

Ka ¿da pr óbka ba dana przy u¿ yciu re akc ji  mono -
pleksowych dla j¹dro wego DNA za wiera³a mi esza ninê
o nas têpuj¹cym sk³adzie: Taq Man Univers al PCR Ma ster 
Mix (1 ´), oba star tery o stê¿ eniu 1 mM, sondê typu Taq -
Man (100 nM) oraz ma tryc owy DNA i wodê uzu pe³ -
niaj¹c¹ mies zaninê re akc yjn¹ do 12,5 ml. 

2.4. Po miar il oœci DNA me tod¹ PCR w cza sie
 rzeczywistym

Po miary st ê¿en ia DNA me tod¹ PCR w cza sie rze -
czyw ist ym pro wad zono, sto suj¹c apar at do PCR w cza sie 
rze czyw ist ym fir my Ap plied Bio syst ems 7900 HT Fast
Real Time PCR Sys tem. Amp lifikacjê pro wad zono w ob -
jê toœ ci 12,5 ml na 96-stu dzienk owej p³ytce re akc yj nej
(Ap plied Bio syst ems). Krzy we stan dard owe  przygo to -
wano z za stos owa niem ko lejn ych ro zcie ñczeñ stan dardu
iloœ ci DNA. Po nadto w ka ¿dym eks per yme ncie prze -
prow adz ono  ampli fikacjê kon troli po zyt ywnej o zna nej
ilo œci DNA i kon troli ne gat ywnej (NTC), za stê puj¹c roz -
twór DNA ró wno wa¿n¹ ob jêt oœci¹ wody. Do wszyst kich
mie szan in  reak cyjnych ba dan ych me tod¹ PCR w cza sie
rze czyw ist ym sto sow ano wodê o wy sok im stop niu czys -
toœci (Ba ker BV) przes¹czon¹ przez s¹czki 0,2 mm
(Schle ic her & Schu ell). Pi pety oraz pr obó wki Eppen -
dorfa s³u¿¹ce do sporz¹dza nia mie szan in re akc yjny ch
 ka¿ dorazowo wy ja³awiano w emit erze pro mien iowa nia
UV fir my He rol ab.

Amp lifi kac jê DNA pro wad zono w nas têp uj¹cych wa -
runk ach: 50oC/2 min, 95oC/10 min, a na stêp nie 50 cy kli
95oC/15 s i 60oC/1 min. Po nadto w do œwia dczeniach ba -
daj¹cych krzy we top nien ia pro dukt ów PCR z  wykorzys -
ta niem barw nika SYBR Gre en I do datk owo po ukoñ -
cze niu am plif ika cji prze prow adz ono dena tura cjê pow -
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sta³ych pr oduktów, pod grzew aj¹c je z szy bkoœci¹ 2oC na
min utê od 60 do 95oC.

Ana lizê wyn ików prze prow adz ono za po moc¹ pro -
gramu kom put ero wego ABI PRISM 7900HT Sequ ence
De tector So ftware (Ap plied Bio syst ems). Dla ka¿ dego
eks per yme ntu stwo rzono od dzielne krzy we stan dard owe, 
aby wy zna czyæ iloœ ci DNA w ka¿d ej nie znan ej pró bce.
Wspó³czyn nik ko rel acji dla krzy wej stan dard owej w ka¿ -
dym eks per yme ncie by³ wiê kszy ni¿ 0,9900.

3. Wy niki i dys kus ja

3.1 Wyb ór am plif iko wan ych se kwenc ji

Pod staw owym kry ter ium wy boru do cel owy ch se k -
wenc ji DNA dla do œwiad czeñ z u¿ yciem il oœcio wego
PCR jest wy kluc zenie mo ¿liw oœci ich po lim orfi zmu,
a za tem po¿¹dane jest, by by³y to se kwenc je do brze kon -
serw owa ne w ludz kim ge nom ie za rów no pod wz glê dem
sk³adu nu kle otydów, jak i licz by ko pii. Dz iêki temu wy -
nik ta kich oz naczeñ il oœciowych nie bê dzie za le¿ny od
ge not ypu ba dan ej osoby.

Se kwenc je obecne w ba dan ym ge nom ie w wie lu ko -
piach po zwal aj¹ na po miary il oœci owe przy u¿ yciu mniej -
szej iloœci ma trycy. Mimo ¿e pr óbki DNA po chodz¹ce od 
po szczególnych osób mog¹ ró ¿niæ siê pod wz glêdem
licz by ko pii ta kich el ementów, w przy padku roz sian ych,
pow tórz onych se kwenc ji bar dzo licz nie wyst êpuj¹cych
w ludz kim ge nom ie, to fluk tua cje ta kie s¹ ma³o znacz¹ce
[9]. W ni niejs zej pra cy do ozn aczeñ ilo œciowych wy -
brano do brze kon serw owan¹ i wys têpuj¹c¹ w wie lu ko -
piach w ludz kim ge nom ie se kwe ncjê Alu Yb8.
Za stos owa nie tej se kwenc ji w re akc ji kom pleks owe go
PCR opis ali Wal ker i in. [14]. Ak tua lnie zi dent yfi kow ano 
ob ecno œæ 1852 el emen tów Yb8 w ge nom ie cz³owieka,
z który ch 75% jest kon serw owa na (obecna u wszyst kich
osobni ków), a 25% z nich wy kaz uje po lim orfi zm pod
wz glê dem wy stê powa nia [2]. Za tem na je den ha ploi -
dalny ge nom przy pada oko³o 1389 utrwal ony ch se k wen -
c ji i 463 loci po lim orfi cznych, kt óre mog¹, lecz nie musz¹ 
za wie raæ Alu Yb8. Prze lic zaj¹c te wart oœci na zawa rto œæ
w po jed yncz ej, di ploi dalnej ko mórce, otrzym uje my od -
pow iednio 2778 i 926 el eme ntów. Elem enty Alu wyst ê -
puj¹ce w wie lu ko piach w ludz kim DNA wy daj¹ siê
idea lne do pomi arów jego iloœ ci. Am plif iko wana w eks -
per yme ntach RT-PCR se kwenc ja in tra-Alu Yb8 o  d³u -
go œci 69 pz jest spe cyf iczna tyl ko dla ge nomu cz³owieka
[14]. Po siada po wtór zony re gion d³ug oœci 7 pz w miej scu
hy bryd yza cji son dy Taq Man cha rakt ery sty czny dla pod -
rod ziny Yb i spe cyf iczn¹ zas adê na koñ cu 3’ pierw szego
ze start erów, cha rakt ery sty czn¹ dla pod rod ziny Yb8.

3.2. Po twierd zenie sp ecyfic znoœ ci am plif ika cji

Aby pr zeprowadziæ am plifikacjê tyl ko wy znac zone -
go od cinka DNA, para st arte rów u¿ ytych do re akc ji PCR
musi byæ spe cyf iczna dla do cel owej ma trycy, aby  zapo -
biec po wiel aniu ps eudo gen ów lub in nych po krewn ych
se kwenc ji. Istotn ym pa ram etr em jest wy bór am plik onu
o wi elko œci mieszcz¹cej siê w za kres ie od 50 do 150 pz.
Kr ótkie am plik ony s¹ bar dziej po¿¹dane ze wzg lêdu na
wy¿ sz¹ wyd ajnoœæ am plif ika cji oraz w przy padku sil nie
zde grad owa nego DNA [5]. Aby pot wier dziæ do cel ow¹
sp ecy ficznoœæ am plif ika cji se kwenc ji ge nom owej Alu
In tra-Yb8, prze prow adz ono reak cjê PCR w cza sie rze -
czyw ist ym z za stos owa niem barw nika in terk aluj¹cego
SYBR Gre en I i sta rterów spe cyf iczny ch dla wy¿ ej wy -
mien ionej se kwenc ji oraz wy kon ano an ali zê krzy wych
top nien ia po wsta³ych pr oduktów. Aby bar dziej uwi docz -
niæ zmia ny emis ji flu ores cencji, krzy we top nien ia  wy -
kreœlono jako ujemn¹ pierwsz¹ po chodn¹ mie rzon ego
sy gna³u (–dF/dT). Ta funk cja ró¿n iczkowa po zwala na
wy typ owa nie na jwê ¿sz ego prze dzia³u tem per atu ry o jak
naj wiê ksz ej zmia nie flu ores cencji wi doczn ej na tym wy -
kres ie jako po jed ynczy pik wska zuj¹cy na mo ment  przejœ -
cia dsD NA w for mê ssD NA (ry cina 1). W³aœ ciw ie opra -
co wana me toda PCR po winna ch arak teryzowaæ siê ob ec -
n oœci¹ jed nego am plik onu, a tym sa mym jed nego sy g na³u 
na krzy wej top nien ia DNA [5, 12].

Anal iza krzy wych dy soc jacji se kwenc ji Alu Yb8
prze prow adz ona dla trzech ró¿nych stê¿eñ DNA  matry -
co wego wska zuje, ¿e Tm jest bli ska 79oC oraz na  obec -
noœæ tyl ko jed nego pro duktu PCR dla tej re akc ji przy
u¿ yciu da nej pary st arterów. Jed nak pik ten jest  stosun -
kowo sze roki. Mo¿e to œwi adc zyæ o het ero gennoœci tej
se kwenc ji, wy nik aj¹cej np. z sub styt ucji jed nego nu kleo -
tydu lub o am plif ika cji el emen tów z bli sko  spokrew -
nionej pod rod ziny Alu. In nymi s³owy, ba dana re akc ja
jest  specyficz na wzg lêd em do cel owej se kwenc ji dla op -
ty maln ych waru nków doœw iadc zenia. Anal iza krzy wej
top nien ia wy kaz uje ró wni e¿ brak pi ków po chodz¹cych
od ewent u al nych dimer ów utwor zony ch przez hy bryd y -
zuj¹ce star tery, co oznac za, i¿ stê¿e nia tych ostatn ich zo -
sta³y do brane w³aœ ciwie, a sam po miar nie jest obar czony
b³êdem spo wod owa nym nie spec yfi czn¹ hy bryd yza cj¹
 starterów.

3.3. Krzy wa ka lib racy jna i ok reœ lenie za kresu jej
pr osto liniowoœci

Licz ba ko pii se kwenc ji ba dan ej me tod¹ PCR w cza sie 
rze czyw ist ym okr eœla bez wzgl êdn¹ ilo œæ DNA  wyzna -
czo n¹ w jed nostk ach masy. Do kal kul acji wyn ików uzys -
kany ch w tych oznac zeni ach sto sow ana jest me toda
krzy wej stan dard owej, w któr ej sy gna³ flu ores cencji mie -
rzony dla ka¿ dej ba dan ej pr óbki po rów nywany jest z po -
miar ami otrzym any mi w tym sa mym eks per yme ncie dla
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zna nych ilo œci DNA. Aby wyz naczyæ za kres  prostoli -
nio woœci ba dan ej re akc ji PCR w cza sie rze czyw ist ym,
prze prow adz ono ampl ifik acjê sze regu roz cie ñczeñ stan -
dard owe go DNA o stê¿ enia ch wy nosz¹cych 200 ng/ml,
100 ng/ml, 20 ng/ml, 5 ng/ml, 1 ng/ml, 0,2 ng/ml,
0,02 ng/ml, 0,002 ng/ml. Na pod staw ie otrzym any ch  wy -
ni ków (wartoœ ci Ct) utwor zono krzyw¹ ka lib racy jn¹ dla
j¹dro wego DNA (ry cina 2). St ê¿e nia ba dan ych pr óbek
wy znac zane by³y przez oprog ramo wan ie ABI7900, które 
porów nywa³o ich warto œci Ct z krzyw¹ ka lib racy jn¹ bê -
d¹c¹ za le¿ noœci¹ Ct od st ê¿eñ st and ardów il oœci DNA.

Oznac zenie stê¿eñ DNA oparte na se kwenc ji Alu
Yb8 wy kaza³o sze roki zas iêg wy kryw any ch st ê¿eñ
miesz cz¹cy siê na po ziom ie sz eœciu rz êdów wi elko œci od
200 ng do 2 pg. Uzys kana krzy wa stan dard owa cha rakt e -
ry zuje siê wy sok im wspó³czyn nik iem ko rel acji (0,9996),
co do datk owo po twierd za ogromn¹ przydatnoœæ ba dan ej
me tody RT-PCR do po miaru st ê¿en ia DNA w bar dzo
sze rok im za kres ie. Uzys kanie tak wy sok iego wspó³czyn -
nika ko rel acji jest tym bar dziej istotne, ¿e reakcjê
RT-PCR pro wad zono w bar dzo zre duk owa nej obj êto œci
mie szan iny re akc yjnej (12,5 ml), maj¹c na celu ob ni¿ enie 
ko szt ów po jed ynczego oznac zenia. Uzys kana czu³oœæ
ba da nej re akc ji jest zb li¿ ona do tej (1 pg), jak¹ ob serw o -
wa li Wal ker i in. [14] dla tej sa mej se kwenc ji Alu, jed nak
w reakcjach dupleksowych (nDNA i mtDNA) i tri pleks o -
wy ch (nDNA, mtDNA i Y-DNA). 

Ry cina 3 przed staw ia kinet ykê re akc ji w za le¿ noœci
od cy klu PCR oraz dla ró ¿nych st ê¿eñ DNA od 200 do
0,002 ng/ml. 

O bar dzo wy sok iej wy daj noœci re akc ji œw iad czy
uzys kanie wart oœci Ct =15 dla stê¿ enia DNA 20 ng/ml.
Na tom iast wa rto œæ Ct = 29,78 otrzym ana dla stê¿en ia
DNA ma tryc owe go wy nosz¹cego 0,002 ng/ml jest do -
wod em ogromn ej czu³oœci me tody po zwal aj¹cej na wy -
kryw anie il oœci DNA wy stêp uj¹cego za led wie w jed nej
ha ploi dalnej ko mórce. Jest to bez sprzeczn ie wy nik iem
ogromn ej licz by ko pii Alu przy pad aj¹cej na ludz ki ge -
nom.

3.4. Po twierd zenie ga tunk owej sp ecyf icz noœci
oznac zania DNA cz³owieka me tod¹ RT-PCR

Jed nym z bar dzo istotn ych elemen tów wa lid acji me -
tod w ge net yce s¹do wej jest wy kaz anie ich sw ois toœ ci ga -
tunk owej. Sto sow ane do ident yfi kac ji osobn icz ej loci
typu STR s¹ spe cyf iczne dla DNA cz³owieka oraz na -
czeln ych. Wa lid uj¹c me todê RT-PCR, spraw dzono, czy
star tery dla nDNA s¹ swo iste  gatun kowo dla ge nomu
cz³owieka. W tym celu ba dan iom pod dano DNA po cho -
dz¹cy od kil kun astu ró¿ nych po wszech n ie spo tyk any ch
gat unk ów zwierz¹t do mow ych, dzi kich, ho dowl any ch
oraz szym pansa. Ba dan iom pod dano 15 ga tunk ów ss a -
ków (w tym szym pansa), 2 gatu nków pta ków i 1 ga tunku
ryby. Wy niki ba dañ ilus truje ry cina 4.

Sy gna³ flu ores cencji dla se kwenc ji Alu wy kaza³ DNA
8 ga tun ków zwierz¹t (koñ, jeleñ, mysz, pies, kot, szczur,
owca, koza). Jed nak am plif ika cja tych pr ó bek kszta³ -
towa³a siê w przybli¿eniu na po ziom ie kon troli  nega -
tywnej (NTC), kt óra daje po zyt ywny sy gna³ do piero
w 32 cy klu. Teo ret yczna ilo œæ DNA jej od pow iadaj¹ca
wy nosi 0,45 pg, a za tem jest to wa rtoœæ du¿o ni ¿sza od
wy znac zonej czu³oœci RT-PCR i nie kon iecznie musi od -
p owi adaæ rze czyw ist ym wy nik om. Je ¿eli wy niki dla kon -
troli ne gat ywnej mo ¿na przyj¹æ za granicê wy kryw al-
no œci eks per yme ntu, to wszyst kie uzys kane wart oœci
znaj duj¹ce siê poni ¿ej niej nale ¿y uznaæ za po ziom t³a.
Ta kie szu my mog¹ byæ spo wod owa ne np. mi nim alnym
sy gna³em wy nik aj¹cym z nie ca³ko wit ego wy gas zenia
flu ores cencji zna czni ków re port ero wych. Wy ¿sze  war -
toœci Ct ob serw owa no dla DNA szczu ra i ba rana. S¹ to
wy niki cz êœc iowo zgod ne z in nymi ba dan iami  wyko -
rzystuj¹cymi te same se kwenc je Alu Yb8 [14], w kt órych
uzys kano ampl ifik acjê se kwenc ji Alu w pr óbkach ze
 zwie rzêcym DNA o sy gnale pr zewy ¿szaj¹cym ko ntro lê
ne gat ywn¹. Wy niki uzys kane w eks per yme ncie ze  zwie -
rzêcym DNA zbi e¿ne s¹ rów nie¿ z in nymi  doœwiad -
czeniami RT-PCR wy kor zyst uj¹cymi se kwenc je Alu ja-
ko ma trycê [9], gdzie am plif ika cja ma ter ia³u po cho dz¹ -
cego od zwierz¹t (nienale¿¹cych do rzêdu  naczel nych)
kszta³towa³a siê na po ziom ie od pow iadaj¹cemu 0,5 pg
ludz kiego DNA. 

Re asum uj¹c, mo ¿na st wier dziæ, ¿e ba dana me toda
 iloœciowego oznac zania DNA j¹dro wego cz³owieka na -
le¿y do bar dzo czu³ych i wia ryg odny ch me tod wy kryw a -
j¹cych stê ¿enia DNA na po ziom ie jed nej ha ploi dalnej
kom órki. Co wiê cej, pod dane am plif ika cji pr óbki DNA
sym pansa (ga tunku w du ¿ym stop niu spo krewn ione go
z cz³owiek iem) daj¹ wy nik ne gat ywny, co wska zuje na
wy soki st opi eñ sp ecy ficznoœci me tody dla ga tunku cz³o -
wieka.            
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