
1. In tro duc tion

The in tro duc tion of the mul ti plex PCR tech nique
has made si mul ta neous, quick and ro bust am pli fi ca -
tion of many DNA loci pos si ble [3, 5, 10, 11, 13, 16,
21, 22]. Re pro duc ible DNA typ ing of STR mark ers re -
quires high res o lu tion sep a ra tion and the use of an ap -
pro pri ate in ter nal siz ing stan dard. In ter nal stan dard
DNA frag ments should mi grate in a pre dict able man -
ner and should have mo bil ity, which is a func tion of
their mo lec u lar weight. In fo ren sic ge net ics, DNA siz -
ing pre ci sion is much more im por tant than siz ing ac cu -
racy when com par ing sam ples and when a match of
DNA pro files has to be de clared. As pre ci sion of anal -
y sis in creases, so too does con fi dence in DNA typ ing.
Bad pre ci sion can cause two iden ti cal length DNA
frag ments to be typed as two dif fer ent al leles or, con -

versely, it can cause two dif fer ent al leles to be read as
iden ti cal ones. One of the most fre quently used in ter -
nal DNA stan dards for DNA frag ment length mea sure -
ments is the GS500. How ever, sev eral stud ies have
shown that the inter-gel reproducibility for com plex
STRs mea sured against the in ter nal stan dard GS500
us ing ABI310 is not suf fi cient for con fi dent typ ing of
al leles [1, 7, 8]. High pre ci sion is ex tremely im por tant
when dis crim i nat ing al leles dif fer ing 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 com par i son of DNA frag ments which may
dif fer in length by as lit tle as 1 nu cle o tide re quires
stan dard de vi a tions of 0.17 (1/6 = 0.17) nu cle o tide to
en sure as cer tain ment of a match or ab sence of match
be tween the tested al leles with 99.27% prob a bil ity.
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Among the main fac tors af fect ing pre ci sion of res o lu -
tion of DNA frag ments are the type of poly mer and in -
ter nal stan dard, and also the type of lo cus tested.
Cur rently used CE meth ods for mul ti plex PCR al leles
de tec tion are based on com par i son of un known al leles
to allelic lad der stan dards, cal i brated us ing a ded i cated 
in ter nal DNA stan dard like GS500 (e.g. Profiler Plus,
SGM Plus, Identifiler, SEfiler). In our ex pe ri ence, this
marker does not al low sat is fac tory pre ci sion to be
achieved in cases where un am big u ous dif fer en ti a tion
of al leles dif fer ing by 1 or 2 bps is necessary, as in the
case of the very polymorphic SE33 locus. 

The main pur pose of the per formed ex per i ments
was to in ves ti gate the in flu ence of al ter na tive in ter nal
stan dards on pre cise iden ti fi ca tion of STR al leles pres -
ent in com mer cially avail able kits. Sev eral other in ter -
nal DNA siz ing stan dards have re cently ap peared on
the mar ket. These in clude, for in stance, ILS400 and
ILS600, which are char ac ter ised in com par i son to the
com monly used GS500 in ter nal stan dard by a higher
num ber of more equally dis trib uted frag ments. We de -
cided to com pare the pre ci sion and ac cu racy of DNA
typ ing us ing com mer cially avail able mul ti plex sys -
tems con tain ing com plex STR loci with three DNA
internal standards: the GS500, ILS400 and ILS600. 

2. Ma te ri als and meth ods

2.1. Ana lysed sam ples 

Profiler Plus and SGM Plus allelic lad ders were
used as a source of se quenced DNA frag ments. Pro -
filer Plus allelic lad der con tains 118 al leles (10 loci) in
a DNA frag ment range from 107 to 341 bp. SGM Plus
allelic lad der con tains 159 al leles (11 loci) in a DNA
frag ment range from 107 to 353 bp.

In or der to as sess the size dis tri bu tion of the DNA
frag ments ob tained by the cap il lary elec tro pho re sis
method on the ABI310 ap pa ra tus, mul ti ple in jec tions
of the same sam ple (allelic lad der) were car ried out.
Sam ples were in jected at least 15 times on the same ca -
p il lary (within-cap il lary pre ci sion) or at least 35 times
on dif fer ent cap il lar ies and dif fer ent gel batches (inter- 
cap il lary pre ci sion). GS500, ILS400 and ILS600 siz -
ing stan dards were used to com pute the size of the
tested allelic ladders.

2.2. Cap il lary elec tro pho re sis on ABI310 Ge netic
Analyser

1 ml of allelic lad der was mixed with 12 ml of
deionised formamide (Amresco, USA) and 1 ml of in -

ter nal DNA size stan dard GS500 la belled with ROX
(PE USA) or In ter nal Lane Stan dard 400 (ILS400) or
ILS 600 la belled with CXR (Promega, USA). Be fore
elec tro pho re sis, sam ples were de na tu red for 3 min at
95°C and sub se quently snap-cooled on ice. Elec tro -
pho retic sep a ra tions were con ducted in an ABI Prism
310 Ge netic Analyser, PE Ap plied Bio systems USA.
The sam ples were run on 47 cm long cap il lar ies (20–
350 in jec tions) filled with de na tur ing poly mer POP4
or POP6. For POP4 and POP6 poly mers, GSSTRPOP4 
mod ule with fil ter F and SeqPOP6 Rapid mod ule with
fil ter A were used re spec tively. The sep a ra tions were
run for 24 min at 15 kV, 9 mA and 10 mW for POP4
poly mer and 36 min at 15 kV, 9 mA and 10 mW for
POP6 poly mer. Ap pli ca tion of a new in ter nal stan dard
la belled with CXR re quired the cre ation of a new ma trix. 

The cap il lary elec tro pho re sis data were ana lysed
us ing the com puter pro gram GeneScan v. 2.1 (PE).
The local southern method was used as a size call ing
method. For cal i bra tion curve con struc tion with
GS500 as an in ter nal stan dard (35–500 bp), all DNA
frag ments were used ex cept 250 bp. In the case of ILS
400 and 600, all fragments were used.

2.3. Sta tis tics

For pur poses of com par i son, the ob tained se ries of
data were sub jected to sta tis ti cal cal cu la tions. 

The stan dard de vi a tion, Pearson’s cor re la tion co ef -
fi cient and RSQ co ef fi cient (square of the Pearson cor -
re la tion co ef fi cient of two data sets) were cal cu lated
us ing Ex cel. 

3. Re sults and dis cus sion

3.1. Siz ing pre ci sion of Profiler Plus 
and SGM Plus loci with GS500 and ILS600
in ter nal stan dards in POP4 poly mer

It has been shown that inter-gel or inter-cap il lary
reproducibility (ABI310) for com plex highly poly -
mor phic STRs mea sured against the GS500 is not suf -
fi cient for con fi dent typ ing of al leles dif fer ing in size
by 1 bp only [9, 18, 23]. There is no sim ple de pend -
ence of pre ci sion anal y sis on al lele size or type or re -
peat se quence. It was ob served [23], for in stance, that
in the case of VWA and CSF1PO loci con tain ing the
same re peat se quence (AGAT), la belled with the same
flu o res cent marker (JOE), pre ci sion for CSF1PO
(281–317 bp size range) is al most 3 times better than
for the VWA lo cus (127–167 bp size range). Bad pre -
ci sion for highly dis crim i nat ing loci con tain ing long
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al leles dif fer ing in size by 1 and 2 bps could lead to al -
leles mistyping and severe legal consequences.

Fig ure 1 shows com par i son of siz ing pre ci sion of
Profiler Plus loci ana lysed with GS500 and ILS600 in -
ter nal stan dards for inter-cap il lary runs. For all ana -
lysed loci, pre ci sion ob tained with ILS600 was signifi - 
cantly better than with GS500. In the case of ILS600,
SD val ues 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 val ues with in creas ing al lele lengths was
ob served and sur pris ingly no such trend was ob served
for ILS600, where all ob tained SD val ues were pres ent
within the nar row range of 0.1 nt.

Sim i lar re sults were ob tained for loci pres ent in an -
other com monly used kit, SGM Plus. SD ranges and
av er age SD val ues 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 ana lysed SGM Plus loci ex cept FGA al leles, ob -
served SD val ues were be low 0.15 nt (with ILS600).
Val ues above 0.15 nt in the case of the FGA lo cus were 
ob served only in 9 out of 28 ana lysed al leles and al -
most all were pres ent for very large FGA al leles,
which are very rarely ob served in pop u la tions. 

3.2. Cor re la tion of re ten tion time with al lele sizes
for three ana lysed in ter nal DNA stan dards 

It was shown that if better cor re la tion of in ter nal
stan dard DNA lengths with peak ar rival time ex ists,
then better cal i bra tion curves and thereby siz ing can be 
achieved [14, 15, 24]. Fig ure 2 shows the cor re la tion
be tween re ten tion time and size for three in ter nal stan -
dards run on POP4 polymer.

Non-lin ear cor re la tion be tween re ten tion time and
size (mo lec u lar weight) of GS500 DNA frag ments was 
ob served. The cal cu lated cor re la tion co ef fi cient was
0.9985 (Fig ure 2 up per panel). Pearson’s cor re la tion
co ef fi cient for the ILS600 was sim i lar to the GS500
(R2 = 0.9974). The best lin ear ity was ob tained for the
ILS400. The cal cu lated cor re la tion co ef fi cient was al -
most 1 (R2 = 0.9996). A pos si ble cause of the low est
RSQ co ef fi cient (square of the Pearson cor re la tion co -
ef fi cient of two data sets) for the ILS600 is the non-lin -
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Fig. 1. Siz ing pre ci sion of Profiler Plus allelic lad ders with
GS500, ILS600 in ter nal stan dards  and POP4 ma trix. Loci
pres ent in blue (panel A), yel low (panel B) and green (panel
C) allelic lad ders. Y axis – SD, X axis – DNA length in bps.
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Fig. 2. Com par i son of re ten tion times vs. frag ment size plots
for three in ter nal DNA stan dards: GS500 (panel A), ILS400
(panel B) and ILS600 (panel C) run on POP4 ma trix.



ear mi gra tion of the last two DNA frag ments pres ent in 
in ter nal stan dard (550 and 600 bps). 

For op ti mal cal cu la tion of mo lec u lar size, Gene -
Scan re quires two cal i bra tions of DNA frag ments
above the lon gest al lele pres ent in the ana lysed sam ple
(South ern lo cal method). In the case of the Promega
and Ap plied Biosystems mul ti plex kits (ex cept for
PowerPlex16 from Promega), the lon gest al leles are sig -
nificantly be low 400, so anal y sis in the range of 400 bps
is suf fi cient to ful fil the soft ware re quire ments.

The in flu ence of dif fer ent in ter nal stan dards on siz -
ing ac cu racy was also ana lysed. Vari a tion in siz ing ac -
cu racy mainly de pends both on the in ter nal size
stan dard used and on the STR sys tem stud ied. To ob -
tain in for ma tion about how the GS500 in flu ences the
ac cu racy of the ProfilerPlus loci, true al lele sizes were
plot ted against those ob tained with the GS500. The
same pro ce dure was used to com pare val ues ob tained
us ing the ILS600. A very high cor re la tion was ob -
served be tween the true sizes and the sizes ob tained
with both in ter nal stan dards (Fig ure 3); how ever, in
the case of the GS500 the av er age size dif fer ence be -
tween ac tual and ob served sizes was al most 2 nt and in
the case of the ILS600, al most 5 nt. So, the ILS600
gives better pre ci sion of anal y sis than the GS500, but
worse siz ing ac cu racy. From the fo ren sic ge net ics
point of view, the first is much more important than the 
second. 

3.3. Ef fect of ma trix type on pre ci sion anal y sis
and elec tro pho retic res o lu tion 

An other fac tor af fect ing pre ci sion, spe cific to cap -
il lary elec tro pho re sis, is the sep a ra tion ma trix used to
fill the cap il lary [12, 24]. The ef fect of two com mer -

cially avail able ma tri ces (POP4 and POP6) on pre ci -
sion anal y sis was in ves ti gated. These ex per i ments were
per formed for SGM Plus allelic lad der. A change of
the sep a ra tion ma trix (POP6) and mod ule (SeqPOP6
rapid A), in creased sep a ra tion time to 55 min utes, but
the im prove ment in siz ing pre ci sion was very sig nif i -
cant. Ta ble I show a com par i son of av er age and max i -
mal siz ing pre ci sion val ues ob tained with GS500 and
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Fig. 3. Cor re la tion of Profiler Plus loci true sizes (Y-axis)
with those ob served (X-axis) us ing the GS500 (panel A) and
ILS600 (panel B).

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

Internal
standard/
matrix

SD SGM Plus loci

D3 VWA D16 D2 XY D8 D21 D18 D19 TH01 FGA D3

GS500/
POP4

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

Max 0.185 0.226 0.209 0.195 0.194 0.282 0.194 0.244 0.133 0.187 0.329 0.185

GS500/
POP6

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

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/
POP4

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

Max 0.091 0.082 0.105 0.106 0.085 0.102 0.075 0.119 0.063 0.059 0.216 0.091

ILS600/
POP6

Av. 0.042 0.031 0.045 0.047 0.043 0.041 0.037 0.039 0.034 0.028 0.043 0.042

Max 0.057 0.056 0.075 0.084 0.045 0.053 0.071 0.067 0.057 0.039 0.090 0.057

Av. – av er age.



ILS600 and both ma tri ces. It was ob served that for
both GS500 and ILS600 sig nif i cantly better pre ci sion
was ob tained with POP6 than with POP4. In the ana -
lysed in ter nal stan dard/ma trix com bi na tions, the av er -
age pre ci sion in creased in the fol low ing di rec tion:
GS500/POP4 (0.195 bp), GS500/POP6 (0.096 bp),
ILS600/POP4 (0.08 bp), ILS600/POP6 (0.039 bp).
Com par i son of the av er age SD val ues for the same in -
ter nal stan dards and dif fer ent ma tri ces shows that re -
place ment of GS500 with ILS600 im proves pre ci sion
about two fold.

Im ple men ta tion of POP6 im proves not only pre ci -
sion but also the res o lu tion of al leles dif fer ing by 1 bp.
Pre ci sion and res o lu tion for both gels were tested for
TH01 9.3 and 10 al leles (SGM Plus allelic lad der), us -
ing both in ter nal stan dards and separation polymers.

Us ing the POP4 ma trix, the 9.3 and 10 al leles are
re solved ap prox i mately in 40% (Fig ure 4), so Geno -
typer soft ware eas ily de tects two dif fer ent al leles. The
pre ci sion ob tained with the ILS600, as was ob served
pre vi ously, is at least two times better than that ob -
served for the GS500. When sep a ra tion was per formed 
on a POP6 ma trix, the 9.3 and 10 peaks were re solved
ap prox i mately in 70% giv ing much better elec tro pho -
retic res o lu tion than with POP4 (Fig ure 4). It is worth
emphasising that the ob served TH01 allelic lad der
DNA sizes were 2 bp lon ger for the POP6 than POP4
ma trix. In gen eral, the sizes of all al leles pres ent in
SGM Plus allelic lad ders were in the case of the POP6
ma trix at least 1 bp lon ger than in the case of the POP4
ma trix (data not shown).

Better res o lu tion of STR al leles is es pe cially im -
por tant in the case of com plex se quence com po si tion
STRs like D21S11, HumFGA etc. Ow ing to very good
pre ci sion (ILS600, POP4) we were able to de tect in
a rou tinely ana lysed ref er ence sam ple a very rare allelic
vari ant in the D21S11 lo cus: 33.1. GeneScan anal y -
sis showed the pres ence of an off-lad der al lele
(218.58 bp) ex actly one nu cle o tide lon ger than the
33 al lele (217.62 bp) and one nu cle o tide shorter than
al lele 33.2 (219.60 bp). The vari ant al lele was se -
quenced in both di rec tions us ing the BigDye Ter mi na -
tor Se quenc ing Kit (Applera, USA) and the fol low ing
re pet i tive se quence was found: (TCTA)5-(TCTG)-
6-CR-(TCTA)13-A-TCTA [19]. Ac cord ing to the In -
ter na tional So ci ety for Fo ren sic Ge net ics rec om men -
da tions the al lele was as signed as 33.1 [2, 17].

4. Sum mary

As in the pre vi ously shown ex am ples, use of POP6
in creases pre ci sion siz ing sub stan tially. One of the
pos si ble ex pla na tions of the better pre ci sion is a higher 
con cen tra tion of the sep a ra tion ma trix and a better
siev ing ef fect of POP6 than POP4 gel. 

As was shown, the in ter nal DNA stan dard and sep -
a ra tion ma trix have a very strong ef fect on pre ci sion of 
anal y sis us ing cap il lary elec tro pho re sis. Sub sti tu tion
of ILS600 for GS500 or POP6 for POP4 gives im -
proved pre ci sion with sim i lar av er age SD val ues, so
this means that ei ther of these sub sti tu tions gives an
equiv a lent ef fect. So, the cu mu la tive ef fect of the in -
ter nal stan dard (ILS600) and ma trix type (POP6) im -
proves av er age pre ci sion ap prox i mately four times.
The very high pre ci sion ob tained with the ILS600 as
an in ter nal DNA stan dard or ap pli ca tion of POP6 ma -
trix al lows pre cise and con fi dent dis crim i na tion of al -
leles dif fer ing in size by one nu cle o tide, which is very
im por tant from the fo ren sic ge net ics point of view.
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1. Ws têp

Wpro wad zenie me tody PCR typu mul tip leks umo ¿li -
wi³o jed noc zesn¹, szybk¹ i wy dajn¹ am plifikacjê wie lu
loci DNA [3, 5, 10, 11, 13, 16, 21, 22]. W celu  zapew -
nienia pow tarzalnoœci ge not ypo wan ia ma rke rów typu
STR, ko nieczne jest za stos owa nie od pow iedni ch wa run -
ków elekt rofo ret ycz nych o wy sok iej ro zdz ielczoœci oraz
od pow iedni ego we wnê trzne go stan dardu d³ugoœ ci. Frag -
menty DNA stan dardu wewn êtrz nego po winny  migro -
waæ w sp osób prze wid ywa lny, a ich tem po mi grac ji
po winno byæ funk cj¹ masy mo lek ula rnej. W ba dan iach
ge net yczno-s¹do wych, gdy stwier dzana jest zgodno œæ
pro fili DNA, pre cyz ja po miaru d³ug oœci fr agme ntów
DNA w po równ ywanych pr óbka ch jest znacz nie wa¿ ni -
ej sza ni¿ dok³adnoœæ, z jak¹ okreœ lono d³ugoœæ  posz -
czególnych al leli. Wraz ze wzro stem pre cyz ji anal izy
roœn ie równ ie¿ za ufan ie do wy ników ge not ypo wan ia.
 Nis ka pre cyz ja mo¿e pro wad ziæ do b³êdn ego oznac zenia
dwóch fragm entów DNA o ta kiej sa mej d³ug oœci jako
dw óch ró ¿nych al leli lub prze ciwn ie, frag menty DNA
o ró¿n ej d³ugoœ ci mog¹ zost aæ nie praw id³owo oznac zone
jako ten sam al lel. Jed nym z naj czêœciej sto sow any ch
wew nêt rzn ych sta nda rdów DNA s³u¿¹cych do po miaru
d³ug oœci fr agme ntów DNA jest GS500. Ni ektó re ba dan ia 
przy po rów naniu wy nik ów uzys kany ch dla ró¿n ych ¿eli
wy kaza³y jed nak, ¿e przy za stos owa niu GS500  powta -
rzalnoœæ po miar ów d³ug oœci fr agme ntów DNA w przy -
padku z³o¿on ych uk³adów typu STR mo¿e byæ  nie wy -
star czaj¹ca do wia ryg odne go oznac zania al leli [1, 7, 8].

Wy soka pre cyz ja jest szc zeg ólnie istotna, gdy za -
chod zi ko niec znoœæ zr ó¿ni cowania al leli ró ¿ni¹cych siê
d³ug oœci¹ o 1 lub 2 pary za sad. Loci za wier aj¹ce tego typu 
al lele za warte s¹ na przyk³ad w ze staw ach Pro fil er Plus,
SGM Plus, Po werP lex i SE fil er [4, 6, 7, 20]. 

Poró wnan ie d³ugoœ ci frag ment ów DNA, które ró¿ni¹
siê za led wie o 1 nu kleo tyd, wy maga od chyl enia stan dar -
d owe go o wart oœci 0,17 (1/6 = 0,17) nu kleo tydu w ce lu
za pewn ienia z 99,27% pr awdo podo bieñstwem zgod-  noœ -
ci lub bra ku zgo dnoœci pom iêdzy te stow any mi  alle lami.

Po œród g³ów nych cz ynn ików wp³ywaj¹cych na  pre -
cyzjê roz dzia³u fra gmentów DNA znaj duj¹ siê: ro dzaj
po lim eru, ro dzaj stan dardu wewn êtrz nego, jak równ ie¿
te stow ane go lo kus. Sto sow ane obecn ie do oznac zania al -
leli anal izo wan ych w re akc jach typu mul tip leks PCR me -
tody elekt rofo rezy ka pil arnej (CE) po leg aj¹ na po rów -
na niu fr agmentów DNA do dra bin al lel iczny ch, kt óre ka -

lib ruje siê po przez za stos owa nie we wnêt rzn ego stan dar -
du d³ugoœ ci, np. GS500 (Pro fil er Plus, SGM Plus, Identi -
fi ler, SE fil er). Z do œwi adczeñ au tor ów ni niejs zej pra cy
wy nika, ¿e ten stan dard d³ugoœ ci w przy padku se kwen -
ato ra ABI310 nie um o¿li wia uzys kania od pow ied ni ej
pre cyz ji w przy padku, gdy ko niecz ne jest jed no - znacz ne
zró¿n icowanie al leli ró ¿ni¹cych siê o 1 lub 2 pa ry za sad, jak
to ma miej sce w przy padku wy soce po lim or fi cznego lo kus
SE33 wchodz¹cego w sk³ad ze stawu SE fil er.

G³ów nym ce lem prze prow adz onych eksp erym ent ów
by³a ocena wp³ywu ró¿n ych wewn êtrznych stan dardów
d³ugoœ ci na prec yzjê oznac zania al leli uk³adów typu STR
za wart ych w do stêp nych ze staw ach do ident yfi kac ji ge -
net ycznej. Ostatn io w sprzed a¿y po jawi³y siê  alterna -
tywne we wnê trzne stan dardy d³ugoœ ci DNA, miêd zy in -
nymi ILS400 i ILS600, kt óre w po rów naniu do po w -
szechn ie sto sow ane go GS500, cha rakt ery zuj¹ siê wy¿ sz¹ 
liczb¹ bar dziej rów nomiernie roz³o¿o nych fra gmentów
DNA. Prze prow adz one ba dan ia po zwoli³y na oc enê pre -
cyz ji i dok³adn oœci anal izy DNA z za stos owa niem do -
stêp nych w han dlu zes tawów do ident yfi kac ji ge ne t ycz-
nej za wier aj¹cych z³o¿ one loci typu STR wz glêd em
trzech wewnêtrznych standardów DNA: GS500, ILS400
i ILS600. 

2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Ba dane pr óbki

Jako Ÿród³o zsekwen cjon owa nych fragmen tów DNA
wy kor zyst ano dra biny al lel iczne z ze sta wów Pro fil er
Plus i SGM Plus. Dra bina al lel iczna wchodz¹ca w sk³ad
ze stawu Pro fil er Plus za wiera 118 al leli (10 loci), kt óre
mieszcz¹ siê w prze dziale od 107 do 341 par za sad. Dra -
bina al lel iczna wchodz¹ca w sk³ad ze stawu SGM Plus za -
wiera 159 al leli (11 loci), kt óre mieszcz¹ siê w prze dziale
od 107 do 353 par za sad. 

Wie lok rotne in iekc je tej sa mej pr óbki (dra biny  alle -
licznej) na apar acie do elekt rofo rezy ka pil arnej ABI310
po zwoli³y na oszac owa nie rozk³adu oznac zony ch d³u -
goœ ci fragm entów DNA. Próbki pod dane zo sta³y co naj -
mniej 15-krot nej in iekc ji z za stos owa niem tej sa mej ka -
pi lary (pre cyz ja dla po jed yncz ej ka pil ary) oraz co naj -
mniej 35-krot nej z za stos owa niem ró ¿nych ka pil ar i ró ¿ -
ny ch par tii ¿elu (pre cyz ja dla ró¿ nych ka pil ar). Po miar
d³ug oœci al leli obecn ych w te stow any ch dra bin ach  alle -
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licznych pro wad zono z wy kor zyst aniem st and ardów d³u -
g oœci GS500, ILS400 i ILS600.

2.2. Elekt rofo reza ka pil arna z wy kor zyst aniem
 analizatora ge net yczne go ABI310

1 ml dra biny al lel icznej mie szano z 12 ml de jon izo -
wan ego for mam idu (Amres co, Sta ny Zjed noc zone) i 1 ml
wewn êtr znego stan dardu d³ugoœ ci GS500 zna kow ane go
flu ores cency jnym barw nik iem ROX (AB, Sta ny Zjed -
noc zone) lub z 1 ml wewn êtr znego stan dardu d³ugoœ ci
ILS400 lub ILS600 (oby dwa zna kow ane barw nik iem
 fluorescencyjnym CXR; Pro mega, Sta ny Zjed noc zone).
Przed roz dzia³em elekt rofo ret ycz nym próbki de nat uro -
wano przez 3 mi nuty w tem per atu rze 95°C, a nas têp nie
ch³od zono lo dem. El ektroforezê pro wad zono z za stos o -
wa niem anal iza tora ge net yczne go ABI Prism 310 (Ap -
plied Bio syst ems, USA). Pró bki roz dziel ano przy za sto -
so wan iu ka pil ar o d³ug oœci 47 cm (u¿ ywa nych do 20–
350 in iekc ji) wype³nio nych ¿el em de nat uruj¹cym POP4
lub POP6. W przy padku ¿elu POP4 sto sow ano modu³
GSSTRPOP4 oraz filtr F, a w przy padku ¿elu POP6
modu³ Seq POP6 Ra pid oraz filtr A. Roz dzia³y elekt rofo -
ret ycz ne pro wad zono przez 24 mi nuty przy 15 kV, 9 mA
i 10 mW dla POP4 i 36 mi nut przy 15 kV, 9 mA i 10 mW
dla POP6. Za stos owa nie no wych st andardów zna kow a -
ny ch CXR wy maga³a stwo rzen ia no wych ma tryc. Dane
elekt rofo ret ycz ne anal izo wano, u¿yw aj¹c pro gramu Ge -
neScan v. 2.1. Do ob lic zania d³ug oœci fr agm entów DNA
sto sow ano met odê so uthern lo cal. W przy padku stan -
dardu wewn êtrz nego GS500 (35–500 pz) do stwo rzen ia
krzy wej ka lib racy jnej wy kor zyst ywano wszyst kie frag -
menty DNA z wyj¹tkiem frag mentu o d³ugoœ ci 250 pz.
W przy padku stan dard ów ILS400 i ILS600 wy kor zyst y -
wano wszyst kie frag menty DNA.

2.3. Ob lic zenia sta tys tyczne

W celu prze prow adz enia anal izy poró wna wczej
uzys kane dane pod dano ob lic zeni om sta tys tycznym. Od -
chyl enie stan dard owe, wspó³czyn nik ko rel acji Pe ars ona
oraz wspó³czyn nik RSQ (kwa drat wspó³czyn nika  ko re -
lacji Pe ars ona dw óch ze sta wów da nych) ob lic zano z za -
sto s owa niem programu Excel.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Pre cyz ja oznac zania d³ugoœci loci za wart ych
w ze staw ach Pro fil er Plus i SGM Plus 
z za stos o wa niem we wnêt rzn ych st anda rdów
GS500 i ILS600 i ¿elu POP4

Wy kaz ano, ¿e gdy po rów nyw ane s¹ wy niki uzys kane
dla ró¿n ych ¿eli lub ka pil ar (ABI310), po wta rzalnoœæ

wy nik ów po miaru z³o¿ onych wy soce po lim orfi cznych
uk³adów typu STR przy za stos owa niu stan dardu GS500
jest nie wys tarcz aj¹ca do wia ryg odne go oznac zania al leli
ró ¿ni¹cych siê d³ug oœci¹ o 1 pz [9, 18, 23]. Nie stwier -
dzono pro stej zal e¿noœci pre cyz ji anal izy od d³ugoœ ci al -
lela lub typu se kwenc ji po wtar zalnej. Za obs erwo wano na 
przyk³ad [23], ¿e w przy padku loci VWA i CSF1PO za -
wier aj¹cych t¹ sam¹ se kwen cjê po wtar zaln¹ (AGAT)
i zna kow any ch tym sa mym barw nik iem flu o res cency -
jnym (JOE), pre cyz ja cha rakt ery sty czna dla CSF1PO (al -
lele w za kres ie 281–317 pz) jest pra wie trzy krotn ie wy¿-
 sza ni¿ dla lo kus VWA (al lele w za kres ie 127–167 pz).
Nie wys tarcz aj¹ca pre cyz ja anal izy wy soce ró ¿ni cuj¹cych 
loci za wier aj¹cych al lele ró ¿ni¹ce siê d³u g oœci¹ o 1 lub
2 pz mo¿e pr owa dziæ do b³êd nego  ozna czania al leli,
a w efekc ie powa¿ nych kon sek wencji praw nych. 

Ry cina 1 przed staw ia porów nanie pre cyz ji po miaru
d³ug oœci loci wchodz¹cych w sk³ad ze stawu Pro fil er Plus
anal izo wan ych z za stos owa niem st anda rdów GS500
i ILS600 dla roz dzia³ów elekt rofo ret ycz nych pro wad zo -
ny ch na ró¿ nych ka pil ara ch. Dla wszyst kich  ana lizowa -
nych loci uzys kana pre cyz ja by³a znacz¹co wy¿sza dla
ILS600 ni¿ dla GS500. W przy padku stan dardu ILS600
uzys kano wart oœci od chyl enia stan dard owe go w za kres ie 
0,06–0,16 pz, pod czas gdy dla GS500 0,17–0,75 pz. Dla
GS500 ob serw owa no wzrost wartoœci od chyl enia stan -
dard owe go wraz ze wzro stem d³ugoœ ci al leli, pod czas
gdy zja wis ko to nie mia³o miej sca dla ILS600, w przy -
padku któr ego wszyst kie wartoœ ci od chyl enia  stan dar -
dowego za wiera³y siê w w¹skim prze dziale 0,1 pz.

Po dobne wy niki uzys kano dla loci wchodz¹cych
w sk³ad po pul arne go ze stawu SGM Plus. Uzys kane za -
kre sy i œr ednie wa rtoœ ci od chyl eñ stan dard owy ch wy -
nios³y 0,08–0,33 pz i 0,195 pz dla GS500 oraz 0,01–
0,23 pz i 0,08 pz dla ILS600. 

W przy padku wszyst kich anal izo wan ych loci SGM
Plus z wyj¹tkiem al leli FGA, uzys kane wart oœci  od chy -
lenia stan dard owe go dla ILS600 by³y ni¿s ze ni¿ 0,15 pz.
Wart oœci prze krac zaj¹ce 0,15 pz, które za obs erwo wano
dla lo kus FGA, stwier dzono dla za led wie 9 sp oœr ód
28 anal izo wan ych al leli, w wi êks zoœci pr zyp adków dla
bar dzo d³ugich al leli FGA, kt óre bar dzo rzad ko wyst ê -
puj¹ w populacjach.

3.2. Ko rel acja cza su re tenc ji z d³ug oœci¹ al leli 
dla trzech anal izo wan ych wewn êtr zny ch
 standardów DNA

Jak wykazano, wy¿sza korelacja d³ugoœci  wew -
nêtrznego standardu DNA z czasem pojawiania siê piku
prowadzi do uzyskania lepszej krzywej kalibracyjnej,
a w kon sek wencji do wy¿szej precyzji pomiaru d³ugoœci
[14, 15, 24]. Rycina 2 prezentuje korelacjê pomiêdzy
czasem retencji a d³ugoœci¹ dla trzech standardów wew -
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nêt rznych poddawanych rozdzia³owi elekt ro fo ret ycz ne -
mu z zastosowaniem ¿elu POP4.

W przy padku frag ment ów DNA wchodz¹cych w sk³ad
stan dardu GS500 za obs erwo wano nie lin iow¹ kor ela cjê
pom iêd zy ich cza sem re tenc ji a d³ug oœci¹ (masa cz¹stecz -
kowa). Ob lic zony wspó³czyn nik ko rel acji ró wna³ siê
0,9985 (ry cina 2, pa nel gó rny). Wspó³czyn nik ko rel acji
Pe ars ona uzys kany dla ILS600 by³ po dobny jak dla
GS500 (R2 = 0,9974). Na jwy¿ sz¹ li niow oœæ uzys kano dla 
stan dardu ILS400. Uzys kany wspó³czyn nik ko rel acji by³
bli ski 1 (R2 = 0,9996). Praw dop odo bn¹ przy czyn¹ uzys -
kania najn i¿sz ej wart oœci wspó³czyn nika RSQ (kwa d rat
wspó³czyn nika ko rel acji Pe ars ona dw óch ze sta wów da -
nych) dla ILS600 by³a nie lin iowa mi grac ja dw óch  ostat -
nich fragme ntów DNA obecn ych w tym stan dard zie
(550 i 600 pz). 

W celu opty maln ego po miaru d³ug oœci, pro gram Ge -
neScan wy maga dw óch pu nkt ów po miar owy ch dla fr -
agme ntów DNA po wy¿ej najd³u¿ szego al lela obecn ego
w anal izo wan ej prób ce (tzw. me toda so uthern lo cal).
W przy padku dost êpny ch zest awów mul tip lekso wych
firm Pro mega i Ap plied Bio syst ems (z wyj¹tkiem Po -
werP lex16 fir my Pro mega) d³ugo œci najd³u¿s zych al leli
znaj duj¹ siê znacz nie poni¿ ej 400 pz, a za tem  ana liza
w za kres ie 400 pz spe³nia wymagania programu. 

Ocen ie pod dano rów nie¿ wp³yw ró¿ nych sta nda rdów
wew nêt rznych na pre cyz jê po miaru d³ug oœci.  Zró¿ ni -
cowanie pre cyz ji po miaru d³ug oœci za le¿y przede wszyst -
kim od sto sow ane go wew nêt rzn ego stan dardu d³ugoœ ci
oraz ba dan ego uk³adu STR. W celu uzys kania in form acji
na te mat wp³ywu stan dardu GS500 na prec yzjê po miaru
d³ug oœci loci za wart ych w ze staw ie Pro fil er Plus, praw -
dziwe d³ugoœ ci al leli nak³ad ano na d³ug oœ ci  oz na czone
przy za stos owa niu GS500. W taki sam sp osób poró wna -
no wa rtoœ ci uzys kane przy za stos owa niu ILS600. Stwier -
dzono bar dzo wy sok¹ ko relacjê po miêdzy rze czyw ist ymi 
d³ugo œcia mi al leli a d³ug oœc iami  ozna czonymi z za stos o -
wa niem obu st anda rdów  wew nêtrz nych (ry cina 3). Na le -
¿y jed nak zwr óciæ uwa gê, ¿e w przy padku GS500 œred nia 
ró¿n ica d³ugoœ ci pomi êdzy rze czyw ist ymi a ob ser wo -
wan ymi d³ug oœci ami wy nosi³a pra wie 2 pz, a w przy -
padku stan dardu ILS600 pra wie 5 pz. Oznac za to, ¿e
za stos owa nie ILS600 daje wy ¿sz¹ pr ecyz jê anal izy od
GS500, lecz wi¹¿e siê z ni¿sz¹ do k³adno œci¹ okre œle nia
d³ugoœci. Z punktu widzenia  gene tyki s¹dowej pierwszy
parametr jest znacznie bardziej istotny ni¿ drugi. 

3.3. Wp³yw ro dzaju ¿elu na pr ecyz jê anal izy
i  rozdzielczoœæ elekt rofo ret yczn¹

Innym czynnikiem wp³ywaj¹cym na precyzjê analizy, 
szczególnie w przypadku elektroforezy kapilarnej, jest
rodzaj polimeru wykorzystywanego do wype³nienia ka -
pi l ary [12, 24]. Badaniom poddano wp³yw dwóch  do -
stêp nych w handlu ¿eli (POP4 i POP6) na precyzjê

 ana lizy. Do przeprowadzenia tych eks pery mentów
wykorzy stano drabinê alleliczn¹ wchodz¹c¹ w sk³ad
zestawu SGM Plus. Zmiana ro dzaju ¿elu stosowanego do 
roz dzia³u elektroforetycznego (na POP6) i modu³u  ana -
lizy (na SeqPOP6 rapid A) wyd³u¿y³a czas rozdzia³u do
55 mi nut, co jednak przyczyni³o siê do znacznej poprawy
precyzji oznaczania d³ugoœci. Tabela I przedstawia po -
równanie œrednich i maksymalnych wartoœci precyzji
oznaczania d³ugoœci alleli uzyskanych dla standardów
GS500 i ILS600 i obu rodza jów ¿eli. 

Za obs erwo wano znacz¹co wy¿sz¹ precyzjê anal izy
dla POP6 ni¿ dla POP4 zaró wno w przy padku GS500, jak 
i ILS600. Dla anal izo wan ych kom bin acji stan dard wew -
n êtrzny/¿el œred nia pre cyz ja anal izy ros³a w na st ê puj¹ -
cym kie runku: GS500/POP4 (0,195 pz), GS500/POP6
(0,096 pz), ILS600/POP4 (0,08 pz), ILS600/POP6
(0,039 pz). Por ówna nie œre dnich war toœci odc hyleñ stan -
dard owy ch uzys kany ch dla tych stan dard ów wew n êtrz -
nych i ró¿n ych ro dza jów ¿eli po kaz uje, ¿e zast¹pie nie
stan dar du GS500 przez ILS600 po praw ia precyzjê oko³o
dwukrotnie.

Wprowadzenie ¿elu POP6 nie tylko poprawia pre -
cyzjê analizy, ale równie¿ rozdzielczoœæ alleli ró¿ni¹cych 
siê o 1 pz. Precyzjê i rozdzielczoœæ dla obu ¿eli (POP4
i POP6) testowano w oparciu o allele 9.3 i 10 uk³adu
TH01 (drabina alleliczna SGM Plus) z wykorzystaniem
obu standardów wewnêtrznych. Przy zastosowaniu ¿elu
POP4 allele 9.3 i 10 podlega³y rozdzia³owi w oko³o 40%
(rycina 4), co bez trudu pozwala³o programowi  Geno -
typer na oznaczenie dwóch ró¿nych alleli. Jak wykazano
wczeœniej, precyzja uzyskana za pomoc¹ standardu
ILS600 by³a co najmniej dwukrotnie wy¿sza od  ob ser -
wowanej dla standardu GS500. Gdy rozdzia³ elekt ro fo -
ret ycz ny prowadzono z zastosowaniem ¿elu POP6, allele
9.3 i 10 podlega³y rozdzia³owi w oko³o 70%, daj¹c znacz -
nie lepsz¹ rozdzielczoœæ elektroforetyczn¹ ni¿ w przy -
pad ku POP4 (rycina 4). Warto zauwa¿yæ, ¿e ob serwo -
wane d³ugoœci alleli TH01 obecnych w drabinie DNA
by³y o 2 pz d³u¿sze dla POP6 ni¿ dla POP4. Za sadn iczo
d³ugoœci alleli obecne w zestawie SGM Plus by³y w przy- 
pad ku sto sow ania ¿elu POP6 co najmniej o 1 pz d³u¿ s ze
ni¿ w przypadku stosowania ¿elu POP4 (dane  nie pre -
zentowane).

Za pewn ienie wy sok iej ro zdz ielczoœci al leli uk³adów
typu STR jest sz cze gólnie istotne w przy padku loci o z³o -
¿on ej se kwenc ji, jak D21S11, Hum FGA itd. Dzi êki bar -
dzo wy sok iej pre cyz ji (ILS600, POP4) mo¿ liwe by³o
oznac zenie w ru tyn owo anal izo wan ej prób ce  po rów naw -
czej bar dzo rzad kiego wa riantu al lel iczne go 33.1 w lo kus 
D21S11. Anal iza prze prow adz ona z za stos owa niem pro -
gramu Ge neScan wy kaza³a ob ecn oœæ al lela poza dra bin¹
(218.58 pz) dok³ad nie o 1 nu kleo tyd d³u¿ szego od al lela
33 (217.62 pz) i o 1 nu kleo tyd kr ótsz ego od al lela 33.2
(219.60 pz). Nowy wa riant zo sta³ pod dany se kwen c jono -
wan iu obu nici DNA z za stos owa niem ze sta wu Big Dye
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Ter min ator Cyc le Sequ enc ing Kit (Ap ple ra, Sta ny Zjed -
noc zone), co po zwoli³o na id enty fikacjê na stêp uj¹cej se k -
wenc ji po wtar zalnej: (TCTA)5 (TCTG) 6-CR-(TCTA)13-
A-TCTA [19]. Zgod nie z re ko m enda cja mi  Miêdzyna -
rodowego To war zyst wa Ge net yki S¹do wej, al lel ten zo -
sta³ oznac zony jako 33.1 [2, 17].

4. Podsumowanie

Jak wynika z wczeœniej przedstawionych przy k³a -
dów, za stos owa nie ¿elu POP6 znacz¹co podnosi pre cyzjê 
pomiaru d³ugoœci. Jednym z mo¿liwych wyjaœnieñ tego
faktu jest wy¿sze st ê¿en ie ¿elu i wy nik aj¹ce st¹d lepsze
w³aœciwoœci przesiewowe ¿elu POP6 w porównaniu do
POP4. Jak wykazano, precyzja analizy przy za sto s owa -
niu elektroforezy kapilarnej zale¿y w is totny sposób od
wewnêtrznego standardu d³ugoœci DNA oraz ro dzaju ¿e -
lu. Zast¹pienie standardu GS500 przez ILS600 lub ¿elu
POP4 przez POP6 podnosi precyzjê przy podobnych
œrednich wartoœciach odchylenia standardowego, co oz -
na c za, ¿e ju¿ jedna z tych zamian daje równowa¿ny efekt. 
Oznacza to, ¿e ³¹czny efekt wynikaj¹cy z zastosowania
standardu wewnêtrznego ILS600 i ¿elu POP6 poprawia
precyzjê oko³o czterokrotnie. Bardzo wysoka precyzja
uzyskana przy u¿yciu standardu ILS600 lub te¿  wyko -
rzystanie ¿elu POP6 pozwala na precyzyjne i nie budz¹ce
w¹tpliwoœci wyodrêbnienie alleli ró¿ ni¹ cych siê  d³ugo œ -
ci¹ o zaledwie 1 parê zasad, co jest nie zwyk le istotne
z punk tu widzenia genetyki s¹dowej.     
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