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Abstract

One of the critical elements strongly influencing correct DNA typing using capillary electrophoresis is precision of analysis.
Modern commercially available multiplex kits use highly discriminating STR systems containing alleles differing in size by 1 or
2 nucleotides. Confident distinguishing of such alleles requires high precision of analysis. In the case of commercially available
multiplex kits, unsatisfactory precision was observed. The main aim of this work was to compare precision and accuracy of DNA
typing using commercially available multiplex kits containing complex STR loci with three different DNA internal standards: the
GS500, ILS400 and ILS600. The influence of polymer type on accuracy and precision of analysis was also investigated. It was
found that application of commercially available internal lane standard ILS600 significantly improves analysis precision.
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1. Introduction

The introduction of the multiplex PCR technique
has made simultaneous, quick and robust amplifica-
tion of many DNA loci possible [3, 5, 10, 11, 13, 16,
21, 22]. Reproducible DNA typing of STR markers re-
quires high resolution separation and the use of an ap-
propriate internal sizing standard. Internal standard
DNA fragments should migrate in a predictable man-
ner and should have mobility, which is a function of
their molecular weight. In forensic genetics, DNA siz-
ing precision is much more important than sizing accu-
racy when comparing samples and when a match of
DNA profiles has to be declared. As precision of anal-
ysis increases, so too does confidence in DNA typing.
Bad precision can cause two identical length DNA
fragments to be typed as two different alleles or, con-

versely, it can cause two different alleles to be read as
identical ones. One of the most frequently used inter-
nal DNA standards for DNA fragment length measure-
ments is the GS500. However, several studies have
shown that the inter-gel reproducibility for complex
STRs measured against the internal standard GS500
using ABI310 is not sufficient for confident typing of
alleles [1, 7, 8]. High precision is extremely important
when discriminating alleles differing in size by 1 or
2 bps. Such systems are included for instance in the
Profiler Plus, SGM Plus, PowerPlex and SEfiler kits
[4,6,7,20].

Size comparison of DNA fragments which may
differ in length by as little as 1 nucleotide requires
standard deviations of 0.17 (1/6 = 0.17) nucleotide to
ensure ascertainment of a match or absence of match
between the tested alleles with 99.27% probability.
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Among the main factors affecting precision of resolu-
tion of DNA fragments are the type of polymer and in-
ternal standard, and also the type of locus tested.
Currently used CE methods for multiplex PCR alleles
detection are based on comparison of unknown alleles
to allelic ladder standards, calibrated using a dedicated
internal DNA standard like GS500 (e.g. Profiler Plus,
SGM Plus, Identifiler, SEfiler). In our experience, this
marker does not allow satisfactory precision to be
achieved in cases where unambiguous differentiation
of alleles differing by 1 or 2 bps is necessary, as in the
case of the very polymorphic SE33 locus.

The main purpose of the performed experiments
was to investigate the influence of alternative internal
standards on precise identification of STR alleles pres-
ent in commercially available kits. Several other inter-
nal DNA sizing standards have recently appeared on
the market. These include, for instance, ILS400 and
ILS600, which are characterised in comparison to the
commonly used GS500 internal standard by a higher
number of more equally distributed fragments. We de-
cided to compare the precision and accuracy of DNA
typing using commercially available multiplex sys-
tems containing complex STR loci with three DNA
internal standards: the GS500, ILS400 and ILS600.

2. Materials and methods
2.1. Analysed samples

Profiler Plus and SGM Plus allelic ladders were
used as a source of sequenced DNA fragments. Pro-
filer Plus allelic ladder contains 118 alleles (10 loci) in
a DNA fragment range from 107 to 341 bp. SGM Plus
allelic ladder contains 159 alleles (11 loci) in a DNA
fragment range from 107 to 353 bp.

In order to assess the size distribution of the DNA
fragments obtained by the capillary electrophoresis
method on the ABI310 apparatus, multiple injections
of the same sample (allelic ladder) were carried out.
Samples were injected at least 15 times on the same ca-
pillary (within-capillary precision) or at least 35 times
on different capillaries and different gel batches (inter-
capillary precision). GS500, ILS400 and ILS600 siz-
ing standards were used to compute the size of the
tested allelic ladders.

2.2. Capillary electrophoresis on ABI310 Genetic
Analyser

1 pl of allelic ladder was mixed with 12 ul of
deionised formamide (Amresco, USA) and 1 ul of in-

ternal DNA size standard GS500 labelled with ROX
(PE USA) or Internal Lane Standard 400 (ILS400) or
ILS 600 labelled with CXR (Promega, USA). Before
electrophoresis, samples were denatured for 3 min at
95°C and subsequently snap-cooled on ice. Electro-
phoretic separations were conducted in an ABI Prism
310 Genetic Analyser, PE Applied Biosystems USA.
The samples were run on 47 cm long capillaries (20—
350 injections) filled with denaturing polymer POP4
or POP6. For POP4 and POP6 polymers, GSSTRPOP4
module with filter F and SeqPOP6 Rapid module with
filter A were used respectively. The separations were
run for 24 min at 15 kV, 9 mA and 10 mW for POP4
polymer and 36 min at 15 kV, 9 mA and 10 mW for
POPG6 polymer. Application of a new internal standard
labelled with CXR required the creation of a new matrix.

The capillary electrophoresis data were analysed
using the computer program GeneScan v. 2.1 (PE).
The local southern method was used as a size calling
method. For calibration curve construction with
GS500 as an internal standard (35-500 bp), all DNA
fragments were used except 250 bp. In the case of ILS
400 and 600, all fragments were used.

2.3. Statistics

For purposes of comparison, the obtained series of
data were subjected to statistical calculations.

The standard deviation, Pearson’s correlation coef-
ficient and RSQ coefficient (square of the Pearson cor-
relation coefficient of two data sets) were calculated
using Excel.

3. Results and discussion

3.1. Sizing precision of Profiler Plus
and SGM Plus loci with GS500 and ILS600
internal standards in POP4 polymer

It has been shown that inter-gel or inter-capillary
reproducibility (ABI310) for complex highly poly-
morphic STRs measured against the GS500 is not suf-
ficient for confident typing of alleles differing in size
by 1 bp only [9, 18, 23]. There is no simple depend-
ence of precision analysis on allele size or type or re-
peat sequence. It was observed [23], for instance, that
in the case of VWA and CSF1PO loci containing the
same repeat sequence (AGAT), labelled with the same
fluorescent marker (JOE), precision for CSF1PO
(281317 bp size range) is almost 3 times better than
for the VWA locus (127-167 bp size range). Bad pre-
cision for highly discriminating loci containing long
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alleles differing in size by 1 and 2 bps could lead to al-
leles mistyping and severe legal consequences.

Figure 1 shows comparison of sizing precision of
Profiler Plus loci analysed with GS500 and ILS600 in-
ternal standards for inter-capillary runs. For all ana-
lysed loci, precision obtained with ILS600 was signifi-
cantly better than with GS500. In the case of ILS600,
SD values were in the range 0.06—0.16 nt and for
GS500 in the range 0.17-0.75 nt. For GS500, an in-
crease in SD values with increasing allele lengths was
observed and surprisingly no such trend was observed
for ILS600, where all obtained SD values were present
within the narrow range of 0.1 nt.
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Fig. 1. Sizing precision of Profiler Plus allelic ladders with
GS500, ILS600 internal standards and POP4 matrix. Loci
present in blue (panel A), yellow (panel B) and green (panel
C) allelic ladders. Y axis—SD, X axis — DNA length in bps.

Similar results were obtained for loci present in an-
other commonly used kit, SGM Plus. SD ranges and
average SD values were 0.08—0.33 nt and 0.195 nt for
GS500 and 0.01-0.23 nt and 0.08 nt for ILS600. For
all analysed SGM Plus loci except FGA alleles, ob-
served SD values were below 0.15 nt (with ILS600).
Values above 0.15 nt in the case of the FGA locus were
observed only in 9 out of 28 analysed alleles and al-
most all were present for very large FGA alleles,
which are very rarely observed in populations.

3.2. Correlation of retention time with allele sizes
for three analysed internal DNA standards

It was shown that if better correlation of internal
standard DNA lengths with peak arrival time exists,
then better calibration curves and thereby sizing can be
achieved [14, 15, 24]. Figure 2 shows the correlation
between retention time and size for three internal stan-

dards run on POP4 polymer.
]
500
400 /
£ 300 /
200 &
100 >
0 ; ; ; ,
10 15 20 25 30
min
500 - -
]

400

300

200

5
\\

100

0

10 20 25 30

min

/
15
700 1
/
M
5}7

600
500

o 400
300
200
100

0 . ; ; . .
10 15 20 25 30 35

min

b

Fig. 2. Comparison of retention times vs. fragment size plots
for three internal DNA standards: GS500 (panel A), ILS400
(panel B) and ILS600 (panel C) run on POP4 matrix.

Non-linear correlation between retention time and
size (molecular weight) of GS500 DNA fragments was
observed. The calculated correlation coefficient was
0.9985 (Figure 2 upper panel). Pearson’s correlation
coefficient for the ILS600 was similar to the GS500
(R* = 0.9974). The best linearity was obtained for the
ILS400. The calculated correlation coefficient was al-
most 1 (R* = 0.9996). A possible cause of the lowest
RSQ coefficient (square of the Pearson correlation co-
efficient of two data sets) for the ILS600 is the non-lin-
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ear migration of the last two DNA fragments present in
internal standard (550 and 600 bps).

For optimal calculation of molecular size, Gene-
Scan requires two calibrations of DNA fragments
above the longest allele present in the analysed sample
(Southern local method). In the case of the Promega
and Applied Biosystems multiplex kits (except for
PowerPlex16 from Promega), the longest alleles are sig-
nificantly below 400, so analysis in the range of 400 bps
is sufficient to fulfil the software requirements.

The influence of different internal standards on siz-
ing accuracy was also analysed. Variation in sizing ac-
curacy mainly depends both on the internal size
standard used and on the STR system studied. To ob-
tain information about how the GS500 influences the
accuracy of the ProfilerPlus loci, true allele sizes were
plotted against those obtained with the GS500. The
same procedure was used to compare values obtained
using the ILS600. A very high correlation was ob-
served between the true sizes and the sizes obtained
with both internal standards (Figure 3); however, in
the case of the GS500 the average size difference be-
tween actual and observed sizes was almost 2 nt and in
the case of the ILS600, almost 5 nt. So, the ILS600
gives better precision of analysis than the GS500, but
worse sizing accuracy. From the forensic genetics
point of view, the first is much more important than the
second.

3.3. Effect of matrix type on precision analysis
and electrophoretic resolution

Another factor affecting precision, specific to cap-
illary electrophoresis, is the separation matrix used to
fill the capillary [12, 24]. The effect of two commer-

.

295 /

245 L

195 o

145
- lf

95

95 145 195 245 295 345

295 o
) yd
- e

145 .._J'r

95 += T T T T T
95 145 195 245 295 345

Fig. 3. Correlation of Profiler Plus loci true sizes (Y-axis)
with those observed (X-axis) using the GS500 (panel A) and
ILS600 (panel B).

cially available matrices (POP4 and POP6) on preci-
sion analysis was investigated. These experiments were
performed for SGM Plus allelic ladder. A change of
the separation matrix (POP6) and module (SeqPOP6
rapid A), increased separation time to 55 minutes, but
the improvement in sizing precision was very signifi-
cant. Table I show a comparison of average and maxi-
mal sizing precision values obtained with GS500 and

TABLE I. AVERAGE AND MAXIMAL SD VALUES FOR SGM PLUS LOCI SEPARATED ON POP4 AND POP6 MATRICES

Internal  SD SGM Plus loci

f;?:iird/ D3I VWA DI6 D2 XY D8 D21 DI8 DI9 THOI FGA D3
GS500/  Av. 0.156 0.197 0.187 0.151 0.193 0.196 0.174 0.206 0.112 0.156 0.293 0.156
POP4 Max 0185 0226 0209 0.195 0.194 0282 0.194 0244 0.133 0.187 0329 0.185
GS500/  Av. 0.070 0.080 0.060 0.081 0.076 0.090 0.060 0.130 0.050 0.070 0.146 0.070
POP6  Max  0.090 0.100  0.070 0.108 0.091 0.150 0.100 0.230 0.070 0.090 0.280 0.090
ILS600/ Av. 0.079 0.054 0.073 0.076 0.077 0.080 0.050 0.081 0.048 0.045 0.143 0.079
POP4 Max  0.091 0082 0.105 0.106 0.085 0.102 0.075 0.119 0.063 0.059 0216 0.091
ILS600/ Av. 0.042 0.031 0045 0.047 0.043 0.041 0.037 0.039 0.034 0028 0.043 0.042
POP6 pMax  0.057 0.056 0075 0.084 0.045 0.053 0.071 0.067 0.057 0.039 0.90 0.057

Av. — average.
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ILS600 and both matrices. It was observed that for
both GS500 and ILS600 significantly better precision
was obtained with POP6 than with POP4. In the ana-
lysed internal standard/matrix combinations, the aver-
age precision increased in the following direction:
GS500/POP4 (0.195 bp), GS500/POP6 (0.096 bp),
ILS600/POP4 (0.08 bp), ILS600/POP6 (0.039 bp).
Comparison of the average SD values for the same in-
ternal standards and different matrices shows that re-
placement of GS500 with ILS600 improves precision
about twofold.

Implementation of POP6 improves not only preci-
sion but also the resolution of alleles differing by 1 bp.
Precision and resolution for both gels were tested for
THO1 9.3 and 10 alleles (SGM Plus allelic ladder), us-
ing both internal standards and separation polymers.

Using the POP4 matrix, the 9.3 and 10 alleles are
resolved approximately in 40% (Figure 4), so Geno-
typer software easily detects two different alleles. The
precision obtained with the ILS600, as was observed
previously, is at least two times better than that ob-
served for the GS500. When separation was performed
on a POP6 matrix, the 9.3 and 10 peaks were resolved
approximately in 70% giving much better electropho-
retic resolution than with POP4 (Figure 4). It is worth
emphasising that the observed THO1 allelic ladder
DNA sizes were 2 bp longer for the POP6 than POP4
matrix. In general, the sizes of all alleles present in
SGM Plus allelic ladders were in the case of the POP6
matrix at least 1 bp longer than in the case of the POP4
matrix (data not shown).
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Fig. 4. Effect of matrix type on resolution of two THO1 al-
leles (9.3 and 10) differing in size by 1 bp. Upper panel
POP4 matrix, bottom panel POP6 matrix.

Better resolution of STR alleles is especially im-
portant in the case of complex sequence composition
STRs like D21S11, HumFGA etc. Owing to very good
precision (ILS600, POP4) we were able to detect in
a routinely analysed reference sample a very rare allelic
variant in the D21S11 locus: 33.1. GeneScan analy-
sis showed the presence of an off-ladder allele
(218.58 bp) exactly one nucleotide longer than the
33 allele (217.62 bp) and one nucleotide shorter than
allele 33.2 (219.60 bp). The variant allele was se-
quenced in both directions using the BigDye Termina-
tor Sequencing Kit (Applera, USA) and the following
repetitive sequence was found: (TCTA)S-(TCTG)-
6-CR-(TCTA)13-A-TCTA [19]. According to the In-
ternational Society for Forensic Genetics recommen-
dations the allele was assigned as 33.1 [2, 17].

4. Summary

As in the previously shown examples, use of POP6
increases precision sizing substantially. One of the
possible explanations of the better precision is a higher
concentration of the separation matrix and a better
sieving effect of POP6 than POP4 gel.

As was shown, the internal DNA standard and sep-
aration matrix have a very strong effect on precision of
analysis using capillary electrophoresis. Substitution
of ILS600 for GS500 or POP6 for POP4 gives im-
proved precision with similar average SD values, so
this means that either of these substitutions gives an
equivalent effect. So, the cumulative effect of the in-
ternal standard (ILS600) and matrix type (POP6) im-
proves average precision approximately four times.
The very high precision obtained with the ILS600 as
an internal DNA standard or application of POP6 ma-
trix allows precise and confident discrimination of al-
leles differing in size by one nucleotide, which is very
important from the forensic genetics point of view.
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OCENA PRECYZJI OZNACZANIA SYSTEMOW TYPU MULTIPLEKS STR
METODA ELEKTROFOREZY KAPILARNEJ PRZY ZASTOSOWANIU
ROZNYCH WEWNETRZNYCH STANDARDOW DLUGOSCI

I RODZAJOW ZELI

1. Wstep

Wprowadzenie metody PCR typu multipleks umozli-
wilo jednoczesna, szybka i wydajna amplifikacje wielu
loci DNA [3, 5, 10, 11, 13, 16, 21, 22]. W celu zapew-
nienia powtarzalnosci genotypowania markeréw typu
STR, konieczne jest zastosowanie odpowiednich warun-
koéw elektroforetycznych o wysokiej rozdzielczosci oraz
odpowiedniego wewngtrznego standardu dtugosci. Frag-
menty DNA standardu wewngtrznego powinny migro-
waé w sposob przewidywalny, a ich tempo migracji
powinno by¢ funkcja masy molekularnej. W badaniach
genetyczno-sadowych, gdy stwierdzana jest zgodno$¢
profili DNA, precyzja pomiaru diugosci fragmentow
DNA w porownywanych probkach jest znacznie wazni-
ejsza niz dokladno$¢, z jaka okreslono dlugos¢ posz-
czegblnych alleli. Wraz ze wzrostem precyzji analizy
rosnie rowniez zaufanie do wynikdw genotypowania.
Niska precyzja moze prowadzi¢ do blednego oznaczenia
dwoch fragmentow DNA o takiej samej dlugosci jako
dwoch réznych alleli lub przeciwnie, fragmenty DNA
o roznej dtugosci moga zostac nieprawidtlowo oznaczone
jako ten sam allel. Jednym z najczgsciej stosowanych
wewngetrznych standarddow DNA shuzacych do pomiaru
dtugosci fragmentéw DNA jest GS500. Niektore badania
przy poréwnaniu wynikow uzyskanych dla réznych zeli
wykazaty jednak, Zze przy zastosowaniu GS500 powta-
rzalno$¢ pomiaréw dlugosci fragmentoéw DNA w przy-
padku ztozonych uktadow typu STR moze by¢ niewy-
starczajaca do wiarygodnego oznaczania alleli [1, 7, 8].

Wysoka precyzja jest szczegdlnie istotna, gdy za-
chodzi koniecznos$¢ zréznicowania alleli rozniacych sig
dhugoscia o 1 lub 2 pary zasad. Loci zawierajace tego typu
allele zawarte sa na przyktad w zestawach Profiler Plus,
SGM Plus, PowerPlex i SEfiler [4, 6, 7, 20].

Poréwnanie dlugosci fragmentéw DNA, ktore rdznig
si¢ zaledwie o 1 nukleotyd, wymaga odchylenia standar-
dowego o wartosci 0,17 (1/6 = 0,17) nukleotydu w celu
zapewnienia z 99,27% prawdopodobienstwem zgod- nos-
ci lub braku zgodno$ci pomigdzy testowanymi allelami.

Posréd gtéwnych czynnikéw wpltywajacych na pre-
cyzj¢ rozdziatu fragmentéw DNA znajduja sig: rodzaj
polimeru, rodzaj standardu wewngtrznego, jak rowniez
testowanego lokus. Stosowane obecnie do oznaczania al-
leli analizowanych w reakcjach typu multipleks PCR me-
tody elektroforezy kapilarnej (CE) polegaja na porow-
naniu fragmentéw DNA do drabin allelicznych, ktore ka-

libruje si¢ poprzez zastosowanie wewngtrznego standar-
du dhugosci, np. GS500 (Profiler Plus, SGM Plus, Identi-
filer, SEfiler). Z do§wiadczen autoréw niniejszej pracy
wynika, ze ten standard dlugosci w przypadku sekwen-
atora ABI310 nie umozliwia uzyskania odpowiedniej
precyzji w przypadku, gdy konieczne jest jedno- znaczne
zroznicowanie alleli rozniacych sig o 1 lub 2 pary zasad, jak
to ma miejsce w przypadku wysoce polimorficznego lokus
SE33 wchodzacego w sktad zestawu SEfiler.

Glownym celem przeprowadzonych eksperymentow
byta ocena wpltywu réznych wewnetrznych standardow
dlugosci na precyzje oznaczania alleli uktadow typu STR
zawartych w dostgpnych zestawach do identyfikacji ge-
netycznej. Ostatnio w sprzedazy pojawily si¢ alterna-
tywne wewngtrzne standardy dtugosci DNA, migdzy in-
nymi ILS400 i ILS600, ktére w poroéwnaniu do pow-
szechnie stosowanego GS500, charakteryzuja si¢ wyzsza
liczba bardziej rdownomiernie rozlozonych fragmentow
DNA. Przeprowadzone badania pozwolity na oceng pre-
cyzji 1 doktadnosci analizy DNA z zastosowaniem do-
stegpnych w handlu zestawow do identyfikacji genetycz-
nej zawierajacych ztozone loci typu STR wzgledem
trzech wewngtrznych standardéw DNA: GS500, ILS400
1 ILS600.

2. Materialy i metody
2.1. Badane probki

Jako zrédto zsekwencjonowanych fragmentow DNA
wykorzystano drabiny alleliczne z zestawow Profiler
Plus i SGM Plus. Drabina alleliczna wchodzaca w sktad
zestawu Profiler Plus zawiera 118 alleli (10 loci), ktére
mieszcza si¢ w przedziale od 107 do 341 par zasad. Dra-
bina alleliczna wchodzaca w sktad zestawu SGM Plus za-
wiera 159 alleli (11 loci), ktore mieszcza si¢ w przedziale
od 107 do 353 par zasad.

Wielokrotne iniekcje tej samej probki (drabiny alle-
licznej) na aparacie do elektroforezy kapilarnej ABI310
pozwolity na oszacowanie rozktadu oznaczonych dhu-
gosci fragmentow DNA. Probki poddane zostaty co naj-
mniej 15-krotnej iniekcji z zastosowaniem tej samej ka-
pilary (precyzja dla pojedynczej kapilary) oraz co naj-
mniej 35-krotnej z zastosowaniem réznych kapilar i r6z-
nych partii zelu (precyzja dla réznych kapilar). Pomiar
dtugosci alleli obecnych w testowanych drabinach alle-
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licznych prowadzono z wykorzystaniem standardow dtu-
gosci GS500, ILS400 i ILS600.

2.2. Elektroforeza kapilarna z wykorzystaniem
analizatora genetycznego ABI310

1 pl drabiny allelicznej mieszano z 12 ul dejonizo-
wanego formamidu (Amresco, Stany Zjednoczone) i 1 ul
wewngtrznego standardu dlugoséci GS500 znakowanego
fluorescencyjnym barwnikiem ROX (AB, Stany Zjed-
noczone) lub z 1 pl wewngtrznego standardu dtugosci
ILS400 lub ILS600 (obydwa znakowane barwnikiem
fluorescencyjnym CXR; Promega, Stany Zjednoczone).
Przed rozdziatem elektroforetycznym probki denaturo-
wano przez 3 minuty w temperaturze 95°C, a nastgpnie
chtodzono lodem. Elektroforeze prowadzono z zastoso-
waniem analizatora genetycznego ABI Prism 310 (Ap-
plied Biosystems, USA). Probki rozdzielano przy zasto-
sowaniu kapilar o dtugosci 47 cm (uzywanych do 20—
350 iniekcji) wypehionych zelem denaturujacym POP4
lub POP6. W przypadku zelu POP4 stosowano modut
GSSTRPOP4 oraz filtr F, a w przypadku zelu POP6
modut SeqPOP6 Rapid oraz filtr A. Rozdzialy elektrofo-
retyczne prowadzono przez 24 minuty przy 15 kV, 9 mA
110 uW dla POP4 i 36 minut przy 15 kV, 9 mA i 10 uyW
dla POP6. Zastosowanie nowych standardow znakowa-
nych CXR wymagata stworzenia nowych matryc. Dane
elektroforetyczne analizowano, uzywajac programu Ge-
neScan v. 2.1. Do obliczania dtugosci fragmentow DNA
stosowano metodg southern local. W przypadku stan-
dardu wewnetrznego GS500 (35-500 pz) do stworzenia
krzywej kalibracyjnej wykorzystywano wszystkie frag-
menty DNA z wyjatkiem fragmentu o dlugosci 250 pz.
W przypadku standardow 1LS400 i ILS600 wykorzysty-
wano wszystkie fragmenty DNA.

2.3. Obliczenia statystyczne

W celu przeprowadzenia analizy poréwnawczej
uzyskane dane poddano obliczeniom statystycznym. Od-
chylenie standardowe, wspotczynnik korelacji Pearsona
oraz wspotczynnik RSQ (kwadrat wspdtczynnika kore-
lacji Pearsona dwoch zestawow danych) obliczano z za-
stosowaniem programu Excel.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Precyzja oznaczania dtugosci loci zawartych
w zestawach Profiler Plus i SGM Plus
z zastosowaniem wewngtrznych standardow
GS500 1 ILS600 i zelu POP4

Wykazano, ze gdy porownywane sa wyniki uzyskane
dla réznych zeli lub kapilar (ABI310), powtarzalno$é

wynikéw pomiaru ztozonych wysoce polimorficznych
uktadow typu STR przy zastosowaniu standardu GS500
jest niewystarczajaca do wiarygodnego oznaczania alleli
rozniacych sig dtugoscia o 1 pz [9, 18, 23]. Nie stwier-
dzono prostej zalezno$ci precyzji analizy od dtugosci al-
lela lub typu sekwencji powtarzalnej. Zaobserwowano na
przyktad [23], ze w przypadku loci VWA 1 CSF1PO za-
wierajacych ta sama sekwencje powtarzalng (AGAT)
i znakowanych tym samym barwnikiem fluorescency-
jnym (JOE), precyzja charakterystyczna dla CSF1PO (al-
lele w zakresie 281-317 pz) jest prawie trzykrotnie wyz-
sza niz dla lokus VWA (allele w zakresie 127-167 pz).
Niewystarczajaca precyzja analizy wysoce roznicujacych
loci zawierajacych allele rozniace si¢ dlugoscia o 1 Iub
2 pz moze prowadzi¢ do bl¢dnego oznaczania alleli,
a w efekcie powaznych konsekwencji prawnych.

Rycina 1 przedstawia poréwnanie precyzji pomiaru
dtugosci loci wchodzacych w sktad zestawu Profiler Plus
analizowanych z zastosowaniem standardow GS500
i ILS600 dla rozdziatow elektroforetycznych prowadzo-
nych na réznych kapilarach. Dla wszystkich analizowa-
nych loci uzyskana precyzja byta znaczaco wyzsza dla
ILS600 niz dla GS500. W przypadku standardu ILS600
uzyskano warto$ci odchylenia standardowego w zakresie
0,06-0,16 pz, podczas gdy dla GS500 0,17-0,75 pz. Dla
GS500 obserwowano wzrost wartosci odchylenia stan-
dardowego wraz ze wzrostem dtugosci alleli, podczas
gdy zjawisko to nie miato miejsca dla ILS600, w przy-
padku ktorego wszystkie wartosci odchylenia standar-
dowego zawieraty si¢ w waskim przedziale 0,1 pz.

Podobne wyniki uzyskano dla /oci wchodzacych
w sktad popularnego zestawu SGM Plus. Uzyskane za-
kresy i $rednie warto$ci odchylen standardowych wy-
niosty 0,08-0,33 pz i 0,195 pz dla GS500 oraz 0,01—
0,23 pz 1 0,08 pz dla ILS600.

W przypadku wszystkich analizowanych loci SGM
Plus z wyjatkiem alleli FGA, uzyskane wartosci odchy-
lenia standardowego dla ILS600 byly nizsze niz 0,15 pz.
Wartosci przekraczajace 0,15 pz, ktore zaobserwowano
dla lokus FGA, stwierdzono dla zaledwie 9 sposrod
28 analizowanych alleli, w wigkszosci przypadkow dla
bardzo dtugich alleli FGA, ktoére bardzo rzadko wyste-
puja w populacjach.

3.2. Korelacja czasu retencji z dlugo$cia alleli
dla trzech analizowanych wewngtrznych
standardow DNA

Jak wykazano, wyzsza korelacja dhugo$ci wew-
ngtrznego standardu DNA z czasem pojawiania si¢ piku
prowadzi do uzyskania lepszej krzywej kalibracyjne;j,
a w konsekwencji do wyzszej precyzji pomiaru dtugosci
[14, 15, 24]. Rycina 2 prezentuje korelacj¢ pomigdzy
czasem retencji a dtugo$cia dla trzech standardow wew-
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netrznych poddawanych rozdziatowi elektroforetyczne-
mu z zastosowaniem zelu POP4.

W przypadku fragmentow DNA wchodzacych w skiad
standardu GS500 zaobserwowano nieliniowa korelacje
pomiedzy ich czasem retencji a dlugos$cia (masa czastecz-
kowa). Obliczony wspotczynnik korelacji réwnal sig
0,9985 (rycina 2, panel gorny). Wspotczynnik korelacji
Pearsona uzyskany dla ILS600 byl podobny jak dla
GS500 (R*=0,9974). Najwyzsza liniowos¢ uzyskano dla
standardu ILS400. Uzyskany wspotczynnik korelacji byt
bliski 1 (R* = 0,9996). Prawdopodobna przyczyna uzys-
kania najnizszej warto$ci wspotczynnika RSQ (kwadrat
wspolczynnika korelacji Pearsona dwoch zestawdw da-
nych) dla ILS600 byta nieliniowa migracja dwoch ostat-
nich fragmentow DNA obecnych w tym standardzie
(5501 600 pz).

W celu optymalnego pomiaru dtugosci, program Ge-
neScan wymaga dwoch punktéw pomiarowych dla fr-
agmentow DNA powyzej najdluzszego allela obecnego
w analizowanej probce (tzw. metoda southern local).
W przypadku dostgpnych zestawdéw multipleksowych
firm Promega i Applied Biosystems (z wyjatkiem Po-
werPlex16 firmy Promega) dlugos$ci najdluzszych alleli
znajduja si¢ znacznie ponizej 400 pz, a zatem analiza
w zakresie 400 pz spetnia wymagania programu.

Ocenie poddano rowniez wplyw réznych standardow
wewngtrznych na precyzj¢ pomiaru dlugosci. Zrdzni-
cowanie precyzji pomiaru dtugosci zalezy przede wszyst-
kim od stosowanego wewngtrznego standardu dtugosci
oraz badanego uktadu STR. W celu uzyskania informacji
na temat wptywu standardu GS500 na precyzj¢ pomiaru
dtugosci loci zawartych w zestawie Profiler Plus, praw-
dziwe dlugosci alleli naktadano na dlugosci oznaczone
przy zastosowaniu GS500. W taki sam sposob poréwna-
no warto$ci uzyskane przy zastosowaniu ILS600. Stwier-
dzono bardzo wysoka korelacj¢ pomigdzy rzeczywistymi
dtugosciami alleli a dtugo$ciami oznaczonymi z zastoso-
waniem obu standardéw wewngtrznych (rycina 3). Nale-
zy jednak zwréci¢ uwage, ze w przypadku GS500 $rednia
réznica dtugosci pomigdzy rzeczywistymi a obserwo-
wanymi dlugo$ciami wynosita prawie 2 pz, a w przy-
padku standardu ILS600 prawie 5 pz. Oznacza to, ze
zastosowanie ILS600 daje wyzsza precyzj¢ analizy od
GS500, lecz wiaze si¢ z nizsza doktadnoS$cia okreslenia
dhugosci. Z punktu widzenia genetyki sadowej pierwszy
parametr jest znacznie bardziej istotny niz drugi.

3.3. Wplyw rodzaju zelu na precyzje analizy
i rozdzielczos¢ elektroforetyczna

Innym czynnikiem wplywajacym na precyzj¢ analizy,
szczegolnie w przypadku elektroforezy kapilarnej, jest
rodzaj polimeru wykorzystywanego do wypetnienia ka-
pilary [12, 24]. Badaniom poddano wptyw dwdéch do-
stepnych w handlu zZeli (POP4 i POP6) na precyzje

analizy. Do przeprowadzenia tych eksperymentow
wykorzystano drabing allelicznag wchodzaca w sktad
zestawu SGM Plus. Zmiana rodzaju zelu stosowanego do
rozdziatu elektroforetycznego (na POP6) i modutu ana-
lizy (na SeqPOP6 rapid A) wydtuzyla czas rozdziatu do
55 minut, co jednak przyczynito si¢ do znacznej poprawy
precyzji oznaczania dtugosci. Tabela I przedstawia po-
réwnanie §rednich i maksymalnych wartosci precyzji
oznaczania dtugosci alleli uzyskanych dla standardow
GS500 i ILS600 i obu rodzajow zeli.

Zaobserwowano znaczaco wyzsza precyzj¢ analizy
dla POP6 niz dla POP4 zaréwno w przypadku GS500, jak
1 ILS600. Dla analizowanych kombinacji standard wew-
ngtrzny/zel $rednia precyzja analizy rosta w nastgpuja-
cym kierunku: GS500/POP4 (0,195 pz), GS500/POP6
(0,096 pz), ILS600/POP4 (0,08 pz), ILS600/POP6
(0,039 pz). Poréwnanie $rednich wartosci odchylen stan-
dardowych uzyskanych dla tych standardow wewngtrz-
nych i réznych rodzajow zeli pokazuje, ze zastapienie
standardu GS500 przez ILS600 poprawia precyzj¢ okoto
dwukrotnie.

Wprowadzenie zelu POP6 nie tylko poprawia pre-
cyzj¢ analizy, ale rowniez rozdzielczos¢ alleli rozniacych
si¢ 0 1 pz. Precyzjg i rozdzielczo$¢ dla obu zeli (POP4
i POP6) testowano w oparciu o allele 9.3 i 10 uktadu
THO1 (drabina alleliczna SGM Plus) z wykorzystaniem
obu standardow wewngtrznych. Przy zastosowaniu zelu
POP4 allele 9.3 i 10 podlegaty rozdziatowi w okoto 40%
(rycina 4), co bez trudu pozwalalo programowi Geno-
typer na oznaczenie dwoch réznych alleli. Jak wykazano
wczesniej, precyzja uzyskana za pomoca standardu
ILS600 byta co najmniej dwukrotnie wyzsza od obser-
wowanej dla standardu GS500. Gdy rozdziat elektrofo-
retyczny prowadzono z zastosowaniem zelu POP6, allele
9.3 110 podlegaly rozdziatowi w okoto 70%, dajac znacz-
nie lepsza rozdzielczos$¢ elektroforetyczna niz w przy-
padku POP4 (rycina 4). Warto zauwazy¢, ze obserwo-
wane dhugosci alleli THOL obecnych w drabinie DNA
byty o 2 pz dtuzsze dla POP6 niz dla POP4. Zasadniczo
dhugosci alleli obecne w zestawie SGM Plus byly w przy-
padku stosowania zelu POP6 co najmniej o 1 pz dluzsze
niz w przypadku stosowania zelu POP4 (dane niepre-
zentowane).

Zapewnienie wysokiej rozdzielczosci alleli uktadow
typu STR jest szczegolnie istotne w przypadku Joci o zto-
zonej sekwencji, jak D21S11, HumFGA itd. Dzigki bar-
dzo wysokiej precyzji (ILS600, POP4) mozliwe byto
oznaczenie w rutynowo analizowanej probce porownaw-
czej bardzo rzadkiego wariantu allelicznego 33.1 w lokus
D21S11. Analiza przeprowadzona z zastosowaniem pro-
gramu GeneScan wykazata obecnos¢ allela poza drabing
(218.58 pz) doktadnie o 1 nukleotyd dluzszego od allela
33 (217.62 pz) i o 1 nukleotyd krotszego od allela 33.2
(219.60 pz). Nowy wariant zostal poddany sekwencjono-
waniu obu nici DNA z zastosowaniem zestawu BigDye
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Terminator Cycle Sequencing Kit (Applera, Stany Zjed-
noczone), co pozwolilo na identyfikacj¢ nast¢pujacej sek-
wencji powtarzalnej: (TCTA)S(TCTG)6-CR-(TCTA)13-
A-TCTA [19]. Zgodnie z rekomendacjami Migdzyna-
rodowego Towarzystwa Genetyki Sadowe;j, allel ten zo-
stat oznaczony jako 33.1 [2, 17].

4. Podsumowanie

Jak wynika z wczeéniej przedstawionych przykla-
dow, zastosowanie zelu POP6 znaczaco podnosi precyzjg
pomiaru dlugosci. Jednym z mozliwych wyjasnien tego
faktu jest wyzsze stezenie zelu i wynikajace stad lepsze
wlasciwosci przesiewowe zelu POP6 w poréwnaniu do
POP4. Jak wykazano, precyzja analizy przy zastosowa-
niu elektroforezy kapilarnej zalezy w istotny sposob od
wewngetrznego standardu dtugosci DNA oraz rodzaju ze-
lu. Zastapienie standardu GS500 przez ILS600 lub zelu
POP4 przez POP6 podnosi precyzje przy podobnych
$rednich warto$ciach odchylenia standardowego, co oz-
nacza, ze juz jedna z tych zamian daje rownowazny efekt.
Oznacza to, ze taczny efekt wynikajacy z zastosowania
standardu wewnegtrznego ILS600 i zelu POP6 poprawia
precyzjg okoto czterokrotnie. Bardzo wysoka precyzja
uzyskana przy uzyciu standardu ILS600 lub tez wyko-
rzystanie zelu POP6 pozwala na precyzyjne i nie budzace
watpliwosci wyodrgbnienie alleli rézniacych sig¢ dlugos-
cig o zaledwie 1 parg¢ zasad, co jest niezwykle istotne
z punktu widzenia genetyki sadowe;.
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