
1. In tro duc tion

From the an a lyt i cal point of view, de ter mi na tion of
the amount of DNA in sam ples orig i nat ing from bi o -
log i cal ma te ri als is a crit i cal stage that af fects the re li -
abil ity of DNA pro fil ing by PCR as say, of ten lead ing
to nu mer ous artefacts [2, 7]. The most re li able meth -
ods of de ter min ing the amount of hu man DNA in clude
those based on the real-time PCR tech nique, which
mea sure gen u inely amplifiable DNA, in spite of the ef -
fects of such neg a tive fac tors as PCR in hib i tors or
highly de graded DNA. In the case of ex am i na tion of
bi o log i cal traces, a ma jor fac tor lim it ing the spe cial ist

in the course of a medicolegal DNA ex am i na tion is the 
amount of DNA; for this rea son, meth ods are em ployed
or sought which would al low the great est amount of
in for ma tion to be ob tained from the least amount of
DNA. Such meth ods in clude mul ti plex PCR tech niques
that have been ap plied for a long time (used in fo ren sic
DNA pro fil ing). Meth ods em ployed in DNA quantita -
tion usu ally re quire con sid er able amounts of DNA,
hence when mea sur ing the amount of DNA, RT-PCR-
based tech niques are in creas ingly fre quently used; they
are char ac ter ised by a very high sen si tiv ity [9]. 

The au thors (of the pres ent pa per) have based their
in ves ti ga tions on the method pro posed by Walker
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Ab stract 
The aim of the in ves ti ga tions was to de velop a novel method of si mul ta neous quan ti ta tive de ter mi na tion of hu man nu clear and
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monoplex ex per i ments in a sin gle re ac tion was de ter mined to ex ert no sig nif i cant ef fect on the re sults and the in ves ti ga tors dem -
on strated a sig nif i cant con sis tency be tween quan ti ta tive de ter mi na tions of the two ex am ined se quences. A very high sen si tiv ity
of the mul ti plex ex per i ment was en sured by de ter mi na tion based on the AluYb8 se quences, thanks to which it was pos si ble to de -
tect with due ac cu racy at least 2 pg of hu man DNA. The de scribed real-time PCR as say is sen si tive to the de gree of DNA frag -
men ta tion and for this rea son it con sti tutes a prog nos tic tool that is help ful in se lec tion of fur ther DNA an a lyt i cal meth ods. When
eval u at ing the spec i fic ity of the re ac tion, the au thors ob served that an i mal DNA sam ples did not re sult in con sid er able am pli fi ca -
tion; nor did they in ter fere with hu man DNA de ter mi na tions. Sum ming up, the de vel oped new method of mul ti plex PCR as say
not only pro vides re li able re sults of quan ti ta tive de ter mi na tions of nu clear and male Y-chro mo some DNA, but is also a source of
in for ma tion on the qual ity of the ex am ined ma te rial.
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et al. [13], con sist ing in a si mul ta neous am pli fi ca tion
of the Alu Yb8 and Y-DNA se quences by RT-PCR and 
al low ing anal y sis of both autosomal DNA and Y-chro -
mo some DNA. The pres ent re port is an at tempt to de-
 velop a method for spe cific de ter mi na tion of to tal hu-
man DNA con tent (nDNA) and male DNA (Y-DNA)
in a sin gle mul ti plex RT-PCR (nYDNA) re ac tion. To
de ter mine these com po nents, the au thors em ployed the 
Alu Yb8 se quence [5, 13] and the hu man Y chro mo -
some-spe cific se quence [13]. 

The aim of the pres ent in ves ti ga tions was to de -
velop a novel method of si mul ta neous quan ti ta tive de -
ter mi na tion of nu clear DNA and male Y-chro mo some
DNA by real-time PCR as say. The scope of the in ves -
ti ga tions en com passed both de ter mi na tion of ex per i -
men tal con di tions for the pro ce dure and as sess ment of
re li abil ity of re sults. A fur ther aim of the in ves ti ga -
tions was to de ter mine uni ver sal re ac tion pa ram e ters
al low ing ef fec tive ap pli ca tion in a medicolegal con -
text. 

2. Ma te rial and meth ods 

2.1. Sam ples 

The in ves ti ga tions were per formed us ing DNA quan-
titation stan dards and hu man and an i mal DNA sam -
ples, as has been de scribed pre vi ously [5]. DNA was
ex tracted by a non-en zy matic method [4] and DNA
con cen tra tion was de ter mined by fluorometry (Pico-
Green-based as say). 

2.2. Real time PCR prim ers and probes

Quantitation of hu man nu clear DNA was per for -
med us ing the prim ers and probe as de scribed in [5].
Quantitation of hu man male Y-chro mo some DNA was 
per formed em ploy ing prim ers and probe with the fol -
low ing se quences [13]: 
primer 1: 5’CACCTACTGTGCCAGACAATGTG3’
primer 2: 5’CCCATGCCATGTTTGTCATACT3’ 
probe: 5’NED TAGGCTCTAGGAATACAAAA3’
MGBNFQ. 

2.3. Real time PCR re agents 

RT-PCR as says us ing both TaqMan probes and
melt ing curves were car ried out em ploy ing com mer -
cially avail able kits and pre vi ously de scribed meth -
ods [5]. In the course of mul ti plex de ter mi na tion of
hu man nu clear DNA and Y-chro mo some DNA, the
 reaction mix ture con tained: TaqMan Uni ver sal PCR

Mas ter Mix (1 ´), both nDNA prim ers (0.1 µM),
Y-DNA prim ers (1 µM), VIC-la belled TaqMan probe
for nDNA (100 nM), NED-la belled TaqMan probe for
Y-DNA (250 nM), as well as ma trix DNA and wa ter to 
ob tain a re ac tion mix ture vol ume of 12.5 µl.

2.4. Real time PCR quantitation of DNA 

RT-PCR mea sure ments of DNA con cen tra tion
were per formed un der the pre vi ously de scribed con di -
tions [5], us ing an Ap plied Biosystems 7900 HT Fast
Real Time PCR Sys tem. Anal y sis of re sults of both
monoplex and mul ti plex de ter mi na tions was car ried
out us ing ABI PRISM 7900HT Se quence De tec tor
Soft ware (Ap plied Biosystems). Anal y ses of melt ing
curves and DNA stan dard curves were per formed as
de scribed pre vi ously [5]. 

2.5. De ter mi na tion of mul ti plex RT-PCR as say
sen si tiv ity 

In or der to de fine the min i mum amount of DNA at
which DNA con cen tra tion is de ter mi na ble in an nY
mul ti plex re ac tion, DNA stan dards were di luted to ob -
tain sam ples with the fol low ing con cen tra tion val ues:
2 ng/µl, 0.5 ng/µl, 0.25 ng/µl, 0.05 ng/µl, 0.025 ng/µl,
and 0.002 ng/µl, and the vol ume of the sam ples was
mea sured in dou ble de ter mi na tions. 

2.6. De ter mi na tion of the ef fect of an i mal DNA
ad mix ture on quantitation of nDNA 
and Y-DNA 

In ves ti ga tions were car ried out on a mix ture of
male Y-chro mo some DNA at three var i ous con cen tra -
tion val ues (0.5, 2 and 10 ng) with ap prox i mately 5 ng
of deer, horse or mouse DNA, as well as on a mix ture
of male Y-chro mo some DNA (10 ng) and chim pan zee
DNA (ap prox i mately 5 ng). 

2.7. De ter mi na tion of de graded DNA
con cen tra tion lev els us ing a Quantifiler kit
and a real time PCR mul ti plex as say 

To as sess the de pend ence be tween the re sults of
DNA con cen tra tion de ter mi na tions and the de gree of
DNA deg ra da tion, the au thors pre pared male Y-chro -
mo some DNA of vary ing de grees of deg ra da tion. High-
mo lec u lar DNA was de graded us ing the DNAfree
DNase Treat ment and Re moval Re agents (Ambion) in
keep ing with the man u fac turer’s rec om men da tions.
Di ges tion was car ried out for 2 to 120 min utes. Deg ra -
da tion ef fec tive ness was con firmed by elec tro pho re -
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sis. DNA con cen tra tion lev els for var i ous deg ra da tion
times were mea sured us ing the com mer cially avail able 
Quantifiler kit (Ap plied Biosystems) and a mul ti plex
RT-PCR (nYDNA) re ac tion. 

3. Re sults and dis cus sion 

3.1. Se lec tion of am pli fied se quences 

In the pres ent in ves ti ga tions, the au thors em ployed
the Alu Yb8 se quence, which is highly con ser va tive
and char ac ter ised by a high num ber of cop ies in the hu -
man ge nome; the se quence was de scribed by Walker et 
al. [13] and has been pre vi ously em ployed in DNA
quantitation by monoplex RT-PCR as says [5]. Quan ti -
ta tive mea sure ments of Y-chro mo some DNA were
based on am pli fi ca tion of the ho mol o gous re gion oc -
cur ring on both sex chro mo somes. The se lec tiv ity of
the ex per i ment for chro mo some Y only is as sured
through copy ing the frag ment of the se quence that
does not oc cur on chro mo some X due to de le tion. Pre -
cisely within the above men tioned mu ta tion, there is
a do main, to which a spe cific TaqMan probe and the
sec ond primer of the pair of PCR prim ers bind. A sig -
nif i cant is sue is the fact that de le tion of 90 nu cleo tides
oc curs solely in the hu man ge nome and thus a PCR re -
ac tion based on this se quence will not take place in the
case of hu man X chro mo somes, but may oc cur in the
ge nome of other pri mate spe cies (or der: Pri mates), ir -
re spec tively of sex [13]. 

3.2. Ver i fi ca tion of am pli fi ca tion spec i fic ity 

In ves ti ga tions of nDNA se quence am pli fi ca tion
spec i fic ity were pre vi ously car ried out in a monoplex
RT-PCR re ac tion [5]. To con firm the spec i fic ity of am -
pli fi ca tion of a se quence orig i nat ing from the Y chro -
mo some, the pres ent au thors car ried out a real-time
PCR re ac tion em ploy ing an in ter ca lat ing SYBR Green 
I dye and prim ers spe cific for the above-men tioned se -
quences, and also per formed an anal y sis of melt ing
curves of the re sul tant prod ucts [3, 5]. 

Anal y sis of dis so ci a tion curves for the se quence of
the ho mol o gous re gion on chro mo some Y car ried out
for three dif fer ent male Y-chro mo some DNA con cen -
tra tion val ues in di cates Tm

 amount ing to ap prox i -
mately 77°C and the pres ence of only one PCR prod -
uct for this re ac tion. The ob tained value of Tm closely
ap prox i mates the value ob tained for the Alu Yb8 se -
quence [5]. The ob served melt ing curve does not show
the pres ence of primer dimers, has a nar row melt ing
range and is char ac ter ised by a much higher ho mo ge -
ne ity as com pared to the Alu Yb8 se quence [5]. 

3.3. Cal i bra tion curve and de ter mi na tion 
of its lin ear range for Y-DNA 

To de ter mine the lin ear range of the in ves ti gated
real-time PCR re ac tion, the au thors am pli fied a se ries
of di lu tions of stan dard male Y-chro mo some DNA
with con cen tra tion val ues amount ing to pre cisely
200 ng/µl, 100 ng/µl, 20 ng/µl, 5 ng/µl, 1 ng/µl,
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Fig. 1. Graph il lus trat ing the de pend ence of flu o res cence on melt ing tem per a ture of the ho mol o gous re gion on chro mo some Y for 
three con cen tra tion val ues of male Y-chro mo some DNA (Panel A) and a se quence melt ing curve for the same se quence for three
DNA con cen tra tion lev els (Panel B). 



0.2 ng/µl, 0.02 ng/µl and 0.002 ng/µl. Based on the re -
sul tant Ct val ues, a cal i bra tion curve was plot ted for
Y-DNA (Fig ure 2). A com par i son of cal i bra tion
curves for Y-DNA and the Alu Yb8 se quence de -
scribed in the pre vi ous re port [5] re veals a dis tinct di -
ver gence of the range of their val ues. 

De ter mi na tions of DNA con cen tra tion val ues based
on the Alu Yb8 se quence re sulted in a much higher
range of de tected con cen tra tions – by six or ders of
mag ni tude, while de ter mi na tions em ploy ing the
Y-DNA se quence – by four or ders of mag ni tude only.
Thus, the dif fer ence be tween the lower detectability
limit of the two re ac tions, be low which the ob tained
re sults will not nec es sar ily be pre cise and cor re lated
with the stan dard curve, is ap prox i mately one hun -
dred-fold. This dif fer ence in sen si tiv ity chiefly stems
from the num ber of cop ies of the in ves ti gated se -
quences in the hu man ge nome, namely from the im -
mense num ber of cop ies of the Alu se quence (ap -
prox i mately 2800) and only one copy from chro mo -
some Y in a dip loid hu man ge nome. This fact is also
the cause of much faster Alu de tec tion and by the same 
to ken, a lower value of Ct (for 1 ng, Ct equals ap prox i -
mately 20) as com pared to the se quence of the male
Y-chro mo some (32 cy cles). Both stan dard curves are
char ac ter ised by a com pa ra ble, high cor re la tion co ef fi -
cient (0.9996 for nDNA and 0.9987 for Y-DNA). Lack 
of am pli fi ca tion of the ho mol o gous se quence of chro -
mo some Y for the two low est mea sure ment points may 
be ex plained by the fact that for such amounts of DNA

(0.02 ng and be low), a se quence with a sin gle copy per
hu man hap loid ge nome will ap pear as sev eral (max i -
mally six) cop ies only. On the other hand, a stan dard
re quire ment for a re ac tion based on real-time PCR is
de tec tion of at least 50 cop ies of the in ves ti gated se -
quence [6], al though ex per i ments have been re ported
in the lit er a ture with sen si tiv ity at the level of sin gle
DNA cop ies [8]. 

3.4. Op ti mi sa tion of mul ti plex nYDNA re ac tion
con di tions 

When de ter min ing con di tions for a mul ti plex re ac -
tion, it is de sir able to per form ap pro pri ate monoplex
re ac tions to find out whether there are any sig nif i cant
dif fer ences in am pli fi ca tion ef fi ciency of both ex per i -
ments and to com pare their pre ci sion and the ac cu racy
of mea sure ments of an equal amount of DNA in sep a -
rate test tubes. Only when the Ct val ues of both re ac -
tions are com pared, is it pos si ble to dis cern whether
there is a sig nif i cant ef fect ex erted by com bin ing the
two monoplex ex per i ments on the re sults of de ter mi -
na tions. Such a course of ac tion al lows avoid ance of
com pe ti tion for sub strates be tween the two PCR re ac -
tions, which could in ter fere with Ct val ues ob tained
for a less nu mer ous ma trix. An op ti mal so lu tion is
find ing such a con cen tra tion of re ac tion prim ers that
does not af fect the value of Ct when the Rn value is re -
duced. The re sults of ex per i ments [1] in di cate that
only de creas ing primer con cen tra tion be low 50 nM
strongly af fects the value of Ct. It has been dem on -
strated that em ploy ing prim ers with con cen tra tions of
10 nM and 6.6 nM in deed leads to ab sence of PCR re -
ac tion prod ucts. These ex per i ments (re sults not
shown) were aimed at re duc tion of nDNA primer con -
cen tra tions suf fi cient to equa lise the Ct val ues for both
de ter mi na tions. As a con se quence, the ap pro pri ate ap -
proach in or der to op ti mise the ex per i ment is  deter -
mination of a lim it ing primer con cen tra tion value
(100 nM) for the Alu se quence, while the Y-DNA re -
ac tion is car ried out un der stan dard con di tions (1 µM). 

A sep a rate is sue in op ti mi sa tion of a mul ti plex
PCR re ac tion is con cen tra tions of TaqMan probes.
The con cen tra tion val ues should be main tained at the
same level as in monoplex re ac tions, even while lim it -
ing primer con cen tra tions for one ma trix. Thanks to
such an ap proach, the gen er ated flu o res cence sig nal is
suf fi ciently strong to be reg is tered by mea sure ment
de vices. Fig ure 3 pres ents a com par i son of the course
of monoplex and du plex re ac tions for nDNA and
Y-DNA. 
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Fig. 2. Cal i bra tion curve il lus trat ing the de pend ence of
the Ct value on the amount of stan dard DNA of the ho mol o -
gous se quence on the Y chro mo some. Cor re la tion co ef fi -
cient = 0.9987. Slope of stan dard curve: –3.1833. Cal cu lated 
the o ret i cal ef fi ciency of PCR re ac tion = 1.0613. Am pli fi ca -
tion per formed for sam ples con tain ing DNA within the
range of 200 ng to 0.2 ng.



For both monoplex and mul ti plex re ac tions, the
curves il lus trat ing the de pend ence of the Ct value on
the amount of in ves ti gated DNA are rec ti lin ear over
the en tire mea sure ment range (Fig ure 3) and run par al -
lel, dif fer ing by a con stant value of DCt. 

Ex per i ments us ing quan ti ta tive PCR as says and
per formed as mul ti plex and monoplex re ac tions are
char ac ter ised by an al most iden ti cal re ac tion course
and ef fec tive ness (Ta ble I). Am pli fi ca tion of nu clear
DNA in the mul ti plex re ac tion ex hib ited a slightly
lower ef fec tive ness (by 4%) as com pared to the
monoplex re ac tion. The op po site was seen in the case
of male chro mo some Y DNA am pli fi ca tion, where the
com bi na tion of both re ac tions re sulted in a slight in -
crease in re ac tion ef fec tive ness (by 5%). 

TA BLE I. THE O RET I CAL EFFECTIVENESS VALUES

OF PCR AMPLIFICATION CALCULATED

FOR MONOPLEX AND MULTIPLEX nDNA

AND Y-DNA REACTIONS (CALCULATIONS

AS PREVIOUSLY DESCRIBED IN [5]). 

Reaction Theoretical
effectiveness

nDNA monoplex re ac tion 0.8942

Y-DNA monoplex re ac tion 0.8943

nDNA mul ti plex re ac tion 0.8504

Y-DNA mul ti plex re ac tion 0.9474

A de tailed anal y sis of the re sults in di cates that for
each con cen tra tion value, DNA am pli fi ca tion is char -
ac ter ised by a slightly in creased value of the Ct pa ram -
e ter in the mul ti plex as com pared to the monoplex
re ac tion. These data are, more over, in ac cor dance with 
the cal cu lated the o ret i cal ef fec tive ness val ues of both
re ac tions (Ta ble I). No sim i lar de pend ence can be
found for Y-DNA am pli fi ca tion. This phe nom e non
has been an tic i pated, since the lat ter re ac tion, in view
of the small num ber of cop ies of the in ves ti gated se -
quence, has the ad van tage of a ten times higher primer
con cen tra tion level in the ex per i ment. This ob ser va -
tion may be ex plained by an other hy poth e sis [11], ac -
cord ing to which the el e va tion of the Ct value for the
re ac tion in which VIC flu o res cence was mea sured is
a con se quence of Y-DNA flu o res cence spec trum blur -
ring in com bi na tion with an other marker (NED) in
a mul ti plex PCR as say. 

3.5. De ter mi na tion of sen si tiv ity of mul ti plex
real-time PCR as say 

Sen si tiv ity of anal y ses em ployed in fo ren sic lab o -
ra to ries is among the most sig nif i cant pa ram e ters of
the method. Ta ble II pres ents the re sults of stud ies on
sen si tiv ity of nDNA and Y-DNA quantitation in a multi-
plex re ac tion. 

Anal y sis of data pre sented in Ta ble II in di cates that 
for am pli fi ca tion of the in ves ti gated Alu se quence,
there is no di rect cor re la tion be tween mea sure ment
 accuracy and DNA quan tity over the range of 2 ng to
2 pg. The num ber of cop ies of the se quence cor re -
spond ing to 2 pg DNA is thus suf fi cient to ob tain re li -
able re sults of de ter mi na tions. This means that one
might suc cess fully de ter mine even lower DNA con -
cen tra tions; how ever, the above-men tioned level is
suf fi cient, since fo ren sic ge net ics al most ex clu sively
in ves ti gates STR-type, sin gle-copy se quences. An other
ob ser va tion can be made con cern ing mea sure ments of
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Fig. 3. Panel A: Curves il lus trat ing de pend ence of the Ct
value on the amount of DNA for nDNA monoplex and mul -
ti plex re ac tions. Panel B: Curves il lus trat ing de pend ence of
the Ct value on the amount of DNA for Y-DNA monoplex
and mul ti plex re ac tions. 



Y chro mo some se quences, where, as the amount of
ma trix de creases, so too does the ac cu racy of de ter mi -
na tion, re sult ing in a 200% er ror for the low est con -
cen tra tion value. Am pli fi ca tion of this sam ple gave
a Ct value equal ling ap prox i mately 39 and it does not
seem very likely that in fur ther PCR cy cles, smaller
amounts of DNA would be ca pa ble of pro duc ing a sig -
nif i cant flu o res cence sig nal for this de ter mi na tion. Re -
li able re sults were ob tained for stan dard DNA con -
centration of 25 pg, or – in other words – for ap prox i -
mately four so matic cells, which should be re garded as 
per fectly ad e quate ac cu racy in view of the amount of
DNA re quired for de ter mi na tions per formed with mul -
ti plex kits, such as SGMPlus or YFiler. 

3.6. Ver i fi ca tion of spe cies spec i fic ity of hu man
DNA de ter mi na tions by RT-PCR as say 

An ex tremely im por tant el e ment of val i da tion of
a method in fo ren sic ge net ics is its spe cies spec i fic ity.
To prove the spe cies spec i fic ity of the mul ti plex PCR
method, the au thors in ves ti gated genomic DNA orig i -
nat ing from 16 mam ma lian spe cies (in clud ing chim -
pan zees), two bird spe cies and one fish spe cies; the
ex per i ments were per formed un der stan dard con di -
tions (Fig ure 4). 

DNA of seven an i mal spe cies (horse, deer, mouse,
dog, cat, sheep, goat) in ves ti gated by a mul ti plex PCR
re ac tion, (in a sim i lar man ner as in a monoplex PCR
as say), ex hib ited a flu o res cence sig nal for the Alu se -
quence cor re spond ing to a con cen tra tion of 0.45 pg, or

de facto at the level of the back ground value. Higher
Ct val ues were ob served for rat and sheep DNA, which 
is in ac cor dance with other pre vi ous ob ser va tions [5,
6, 13]. 

Ex am i na tion of the spe cies spec i fic ity of the Y chro-
mosome se quence may be re garded as sig nif i cant in a
sin gle case only. Since the se quence is char ac ter is tic
for the ge nome of all pri mates, its pres ence was dem -
on strated in DNA of the chim pan zee (Pan trog lo -
dytes). On the other hand, a stron ger sig nal gen er ated
for the se quence in chim pan zee as com pared to an
iden ti cal amount of hu man DNA may be ex plained by
the fact that in the for mer spe cies, the se quence is pres -
ent on two sex chro mo somes (both X and Y) rather
than only on the Y chro mo some, as in hu mans. 
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TA BLE II. ASSESSMENT OF nYDNA REACTION SENSITIVITY OVER THE RANGE OF 2 ng TO 2 pg OF MATRIX DNA 

Sam ple
no.

Stud ied DNA amount 
[ng]

Ct for nDNA Mea sured for nDNA
[ng]

Ct for Y-DNA Mea sured for Y DNA
[ng]

1 2 17.89 4.226 31.33 2.733

2 2 18.46 2.919 31.44 2.520

3 0.5 20.63 0.711 33.31 0.653

4 0.5 20.68 0.688 33.48 0.577

5 0.25 22.33 0.236 34.26 0.328

6 0.25 22.16 0.263 34.34 0.310

7 0.05 24.27 0.067 37.61 0.029

8 0.05 24.47 0.058 36.9 0.048

9 0.025 25.72 0.026 37.07 0.041

10 0.025 25.96 0.022 37.18 0.039

11 0.002 28.71 0.003 38.99 0.010

12 0.002 28.37 0.004 – –

Fig. 4. Ex am i na tion of spe cies spec i fic ity of mul ti plex de ter -
mi na tion of nDNA and Y-DNA. 



3.6.1. Mea sure ment of DNA con cen tra tion 
in mix tures of hu man and an i mal DNA 

Since sam ples that are to be ex am ined in fo ren sic
ge netic lab o ra to ries con sti tute mix tures of not only hu -
man ge netic ma te rial, but also ma te rial orig i nat ing
from nu mer ous an i mal spe cies that come into con tact
with man, the au thors re solved to find out whether
there were any dif fer ences in mea sure ments per formed 
on sam ples con sist ing of DNA from many sources. To
de ter mine the level of in ter fer ence (the ef fect of an i -
mal DNA con tam i nat ing the sam ples), the in ves ti ga -
tors pre pared a se ries of mix tures com posed of hu man
and an i mal DNA (Ta ble III). 

The spec i fic ity of am pli fi ca tion of the stud ied DNA
se quences in PCR as says is de ter mined by primer
pairs. In mul ti plex real-time PCR, an ad di tional ver i fi -
ca tion of the spec i fic ity was ob tained by em ploy ing
TaqMan probes, whose ideal hy bridi sa tion to the ma -
trix in the course of this pro ce dure is a de ci sive fac tor
in gen er at ing the flu o res cence sig nal [1]. For this rea -
son, in spite of the pres ence of an i mal DNA in the ex -
am ined sam ples (ex clud ing DNA orig i nat ing from
pri mates), the re sults of hu man DNA quantitation, tak -
ing into con sid er ation de vi a tions char ac ter is tic for the
method, do not seem to be ei ther un der es ti mated,
which might re sult from in ter fer ence of alien DNA, or
over es ti mated, which might be a con se quence of si -
mul ta neous am pli fi ca tion of the ma te rial (Ta ble III).
To sum up con cern ing in ves ti ga tions of spe cies spec i -
fic ity of nYDNA by RT-PCR, one may state that the
com po nent which de tects male Y-chro mo some DNA
is not spe cific solely for the hu man ge nome. Nev er the -
less, as long as the re ac tion is an el e ment of the du plex, 
DNA orig i nat ing from other pri mates gen er at ing the
sig nal may be elim i nated from quan ti ta tive de ter mi na -
tions. 

3.7. Com par i son of meth ods of de graded DNA
quantitation us ing a Quantifiler kit 
and a mul ti plex real-time PCR re ac tion 

Since nu mer ous DNA sam ples en coun tered in fo -
ren sic ge netic lab o ra to ries con tain ma te rial that is
mod er ately or highly de graded (by en vi ron men tal fac -
tors, UV light, microbiologic ac tiv ity, nucleolytic en -
zymes), the in ves ti ga tors ex am ined the ef fect of such
deg ra da tion on the re sults of DNA quantitation, at the
same time com par ing the method un der de vel op ment
to a tech nique em ploy ing the com mer cially avail able
Quantifiler kit. 

In the past, in for ma tion on the qual ity of tested
DNA was ob tained solely on the ba sis of gel elec tro -
pho re sis. The pro ce dure is, how ever, char ac ter ised by
low sen si tiv ity, re quires a large amount of ma te rial to
be ex am ined, is not spe cific for hu man DNA, and
above all does not al low quan ti ta tive de ter mi na tions
[10]. Ta ble IV pres ents the de pend ence of the Ct value
on the de gree of DNA deg ra da tion for the Quantifiler
and nYDNA meth ods. 

As can be un equiv o cally in ferred from anal y sis of
the re sults, the high est rate of deg ra da tion of the tested
ma te rial (the high est in crease of the Ct value) was ob -
served within the ini tial two min utes of in cu ba tion
with DNase. Al most com plete deg ra da tion was achieved
af ter 120 min utes. The re sults of the ex per i ment were
in agree ment with the elec tro pho retic im age (re sults
not pre sented). 

Very sim i lar re sults of DCt were noted for par tic u -
lar stages of di ges tion in all the de ter mined amplicons
(Ta ble IV). This phe nom e non stems from the fact
(amongst oth ers) that the ex per i ment was per formed
on amplicons of ap prox i mately the same size (62 pz –
Quantifiler, 69 pz for the nu clear ge nome and 71 pz for 
chro mo some Y). Thus, the achieved re sults of mea -
sure ment are not com pletely pro por tional to the to tal
DNA con tent, be ing rather an in di ca tor of its deg ra da -
tion and pro vid ing in for ma tion on the amount of DNA
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TA BLE III. COMPOSITION OF INVESTIGATED MIXTURES OF HUMAN AND ANIMAL DNA

Sam ple
no. 

Amount of DNA [ng/ml] per 1 ml Wa ter Ex pected
amount 
of hu man
DNA

Mea sured amount of
DNA [ng/ml]

Human Deer Horse Mouse Chim pan zee for n 
DNA

for Y
DNA

1 10 approx. 5 approx. 5 approx. 5 approx. 5 – 2.5 3.527 3.486

2 2 approx. 5 approx. 5 approx. 5 – – 0.5 0.391 0.452

3 0.5 approx. 5 approx. 5 approx. 5 – – 0.125 0.076 0.203

4 10 – – – approx. 5 2 ml 2.5 2.644 12.566



in a sam ple which is fit for am pli fi ca tion at the mag ni -
tude level of ap prox i mately 60–70 pz [12]. It can thus
be stated that the de vel oped method is not com pletely
re li able, since its re sults de pend not only on the amount
of tested ma te rial, but also on its qual ity, which ac tu -
ally is an ad van tage of the de ter mi na tions in view of
their di ag nos tic value. Since nu mer ous mo lec u lar bi ol -
ogy meth ods are based on the PCR tech nique, the pre -
sented mul ti plex re ac tion pro vides a valu able source
of in for ma tion on the tested ma te rial. Nev er the less, in
view of the fact that highly de graded sam ples will
show a greater num ber of shorter rather than lon ger
DNA frag ments, the re sults of mea sure ments are de -
pend ent in this case on the length of the am pli fied se -
quence [11]. In such a case, PCR de ter mi na tions that
em ploy shorter amplicons clearly over es ti mate the quan-
tified amount of DNA, which is a phe nom e non with a
neg a tive im pact for sub se quent STR anal y ses, for
which the amplicon length ranges from 100 to 450 pz. 

Sum ming up, the method of quan ti fi ca tion of hu -
man nu clear DNA and male Y-chro mo some DNA is
highly sen si tive and re li able. The method de tects DNA 
con cen tra tion at the level of a sin gle hap loid cell
(nDNA) and is char ac ter ised by a very high spe cies
spec i fic ity, at the same time al low ing de ter mi na tion of
whether male Y-chro mo some DNA is pres ent in a given
sam ple, and if so, what amount is pres ent. 
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TA BLE IV. DEPENDENCE OF THE Ct VALUE ON DNA DEGRADATION TIME FOR THE QUANTIFILER AND nYDNA

METHODS 

Time of DNase
deg ra da tion (min)

Ct value
ob tained dur ing mea sure ment 
by Quantifiler kit

Ct value for nDNA 
ob tained by mul ti plex 
nYDNA PCR re ac tion

Ct value for Y-DNA
ob tained by mul ti plex 
nYDNA PCR re ac tion

0 24.50 14.01 26.96

2 26.18 16.31 29.03

20 26.29 16.46 29.06

35 26.55 16.91 29.27

60 27.59 19.89 31.68

120 33.27 24.52 36.32



mo some DNA: ap pli ca tion in hu man iden ti fi ca tion, An a -

lyt i cal Bio chem is try 2005, 337, 89–97. 
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1. Wstêp

Z anal ity cznego punk tu wi dzen ia po miar il oœci DNA
w pr óbkach po chodz¹cych z ma ter ia³u bio log iczne go jest 
kry tyczn ym etap em wp³ywaj¹cym na wiar ygodnoœæ pro -
fil owa nia DNA me tod¹ PCR, pro wadz¹c czê sto do po -
wstaw ania licz nych arte faktów [2, 7]. Do naj bard ziej
wia ryg odny ch me tod po miaru il oœci DNA cz³owieka na -
le¿¹ me tody oparte na tech nice PCR w cza sie  rzeczywis -
tym, któ re mierz¹ DNA fak tyczn ie pod daj¹cy siê am pli -
fi kac ji na wet po mimo dzia³ania nie kor zystny ch czy nni -
ków, ja kimi s¹ m.in. in hib ito ry re akc ji PCR czy sil nie
zde grad owa ny DNA. W przy padku ba dan ia œl adów bio -
log iczny ch jed nym z g³ówn ych czy nników ogran icz aj¹ -
cych anal ity ka pod czas s¹do wego ba dan ia DNA jest jego
il oœæ, z tego wiêc po wodu sto suje siê lub po szuk uje me -
tod um o¿liwiaj¹cych po zys kanie jak na jwi êksz ej il oœci
in form acji z jak naj mniejs zej ilo œci DNA. Do tego typu
me tod na le¿¹ od daw na sto sow ane me tody kom pleks o -
we go PCR u¿y wane do s¹do wego pro fil owa nia DNA.
Me tody sto sow ane do po miaru il oœci DNA za zwyc zaj
wy mag aj¹ znacz nych jego iloœci, st¹d te¿ do jego po -
miaru sto sow ane s¹ co raz cz êœciej tech niki oparte na
tech nice RT-PCR cha rakt ery zuj¹ce siê bar dzo wy sok¹
czu³oœci¹ [9]. 

W ba dan iach wy kor zyst ano me todê za prop ono wan¹
przez Wal kera i in. [13] po leg aj¹c¹ na jed noc zesn ej am -
plif ika cji se kwenc ji Alu Yb8 i Y-DNA me tod¹ RT-PCR
w cza sie rze czyw ist ym po zwal aj¹c¹ na an alizê za równo
DNA au tos oma lnego, jak i DNA z chro mos omu Y. Ni -
niejs za pra ca jest prób¹ oprac owa nia me tody swo istego
oznac zania ca³ko wit ej il oœci DNA cz³owieka (nDNA)
oraz DNA mê¿cz yzny (Y-DNA) w jed nej kom pleks owej
re akc ji RT-PCR (nYD NA). W celu oznac zenia tych kom-
 ponentów za stos owa no se kwen cjê Alu Yb8 [5,13] oraz
se kwen cjê swo ist¹ dla chro mos omu Y cz³owieka [13]. 

Ce lem ni niejs zej pra cy by³o oprac owa nie w³asnej me -
tody il oœc iowego jed noc zesn ego oznac zania stê¿e nia DNA
j¹dro wego i DNA z chro mos omu Y mê¿c zyz ny tech nik¹
PCR w cza sie rze czyw ist ym. Za kres ba dañ obejm owa³
zarów no ustal enie eks per yme ntal nych war unk ów pro -
ced ury prze prow adz enia me tody, jak i oc enê wi arygod -
noœci wy nik ów po mia rów. Za mier zeni em po djêt ych ba -
dañ by³o ok reœl enie uniw ersa lnych para metr ów re akc ji
po zwal aj¹cych na jej efekt ywne za stos owa nie w  kon -
tekœcie me dyczno-s¹do wym.

2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Ba dane pr óbki

Do ba dañ u¿ yto st and ardów il oœci DNA oraz pr óbek
DNA cz³owieka i zwierz¹t jak opis ano uprzedn io [5].
DNA izol owa no me tod¹ nie enz yma tyc zn¹ [4], a jego stê -
¿en ie oznac zano me tod¹ flu orym etr yczn¹ z Pi coG reen.

2.2. Star tery i son dy do PCR w cza sie  rzeczywistym 

Do pom iarów ilo œcio wych ludz kiego DNA j¹dro we -
go za stos owa no star tery i sondê jak poda no w [5]. Do po -
miaru il oœci owego ludz kiego DNA z chro mos omu Y
za stos owa no star tery i sondê o nast êpuj¹cych  sekwen -
cjach [13]: 
star ter 1: 5’CACCTACTGTGCCAGACAATGTG3’
star ter 2: 5’CCCATGCCATGTTTGTCATACT3’
son da: 5’NED TAGGCTCTAGGAATACAAAA3’
 MGBNFQ.

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

Ba dan ia tech nik¹ RT-PCR zaró wno z son dami typu
Taq Man,  jak i krzy we top nien ia, pro wad zono go tow ymi
ze staw ami oraz me tod ami opis any mi uprzedn io [5]. Pod -
czas kom pleks owe go oznac zania DNA j¹dro wego cz³o -
wieka oraz DNA z chro mos omu Y mie szan ina re akc yjna
za wiera³a: Taq Man Univers al PCR Ma ster Mix (1 ́ ), oba 
star tery dla nDNA  (0,1 µM), star tery dla Y-DNA (1 µM), 
sondê typu Taq Man dla nDNA zna kow an¹ VIC
(100 nM), son dê Taq Man dla Y-DNA  zna kow an¹ NED
(250 nM)  oraz ma tryc owy DNA i wodê uzupe³niaj¹c¹
mies zaninê re akc yjn¹ do 12,5 µl. 

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 czy -
w ist ym pro wad zono w wa runk ach jak opis ano  uprzed -
nio [5], 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. Ana lizê wyn ików pom iarów zar ówno  mono -
pleksowych, jak i kom pleks owy ch, prze prow adz ono za
po moc¹ urz¹dze nia ABI PRISM 7900HT Sequ ence De -
tector So ftware (Ap plied Bio syst ems). Anal izy krzy wych 
top nien ia oraz krzy we stan dard owe iloœ ci DNA two rzono 
jak uprzedn io [5].
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2.5. Wy znac zenie czu³oœci  kom pleks owej re akc ji
PCR w cza sie rze czyw ist ym

W celu wy znac zenia mi nim alne go po ziomu il oœci
DNA, przy kt órym mo ¿na oz nacz yæ jego st ê¿en ie w  re -
akc ji kom pleks owej nY, sporz¹dzo no roz cieñczenia sta n -
dardów DNA w celu  otrzym ania próbek o stê¿en iach:
2 ng/µl, 0,5 ng/µl, 0,25 ng/µl, 0,05 ng/µl, 0,025 ng/µl,
0,002 ng/µl i do kon ano po miaru ich il oœci, sto suj¹c pod -
wójne oznac zania.

2.6. Ba dan ie wp³ywu do mieszki DNA zwierz¹t 
na po miar il oœci nDNA i YDNA

Ba dan iom pod dano mie szan iny DNA mê¿ czyz ny
w trzech ró¿nych stê¿eniach (0,5, 2 i 10 ng) z oko³o 5 ng
DNA je len ia, ko nia lub my szy oraz mi eszaninê DNA
 mê¿ czyzny (10 ng) z DNA szym pansa (ok. 5 ng).  

2.7. Po miar st ê¿enia DNA zde grad owa nego 
przy u¿y ciu ze stawu Qu ant ifi ler i re akc ji
 kompleksowej PCR w cza sie rze czyw ist ym

W celu zba dan ia zal e¿n oœci wyn ików po miaru st ê¿eñ
DNA od stop nia jego de grad acji, przy got owa no DNA
mê¿c zyz ny o ró¿n ym stop niu de grad acji. Wy sok o cz¹ -
stecz kowy DNA de grad owa no z za stos owa niem ze stawu
DNAfree DNa se Trea tme nt and Re moval Re agents fir my 
Am bion w wa runk ach po lec any ch przez pro duc enta.
 Trawienie pro wad zono w prze dziale cza sow ym od 2 do
120 min. Sku tec znoœæ de grad acji po twierd zano me tod¹
elekt rofo ret yczn¹. Stê¿e nie DNA dla ró¿ny ch czasów de -
grad acji mie rzono za po moc¹ ko merc yjne go ze stawu Qu -
ant ifi ler (Ap plied Bio syst ems) oraz kom pleks owym PCR 
me tod¹ nYD NA.

3. Wy niki i dys kus ja

3.1 Wy bór am plif iko wan ych se kwenc ji

W ni niejs zej pra cy za stos owa no wy soce  konserwa -
tyw n¹ i wy stê puj¹c¹ w wie lu ko piach w ludz kim ge nom ie 
se kwe ncjê Alu Yb8 opis an¹ przez Wal kera i in. [13],
a sto sow an¹ uprzedn io do iloœcio wego oznac zania nDNA
me tod¹ mo nop lekso wego RT-PCR [5]. Po miary il oœci o -
we DNA z chro mos omu Y oparte zo sta³y na am plif ika cji
re gionu ho mol ogi cznego obecn ego na obu  chromo so -
mach p³ci. Sele kty wno œæ eks per yme ntu tyl ko do chro -
mos omu Y jest za pewn iona przez po wiel anie frag mentu
tej se kwenc ji, kt óry nie wy stêpu je na chro mos omie X
z po wodu de lec ji. Dok³ad nie w ob rêbie wspo mnian ej
mu tac ji znaj duje siê miej sce, do któr ego przy³¹cza siê
spe cyf iczna son da Taq Man i dru gi z pary sta rterów re -
akc ji PCR. Istotn ym za gadn ieni em jest fakt, i¿ de lec ja

90 nu kle otydów wy stê puje tyl ko w ge nom ie cz³owieka,
a wiêc re akc ja PCR oparta na tej se kwenc ji nie bê dzie
mia³a miej sca w przy padku ludz kich chro mosomów X,
ale mo¿e zach odziæ dla ge nomu in nych ga tunków na -
czeln ych (rz¹d: Pri mat es) nie zal e¿nie od p³ci [13]. 

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

Ba dan ie sp ecy ficznoœci am plif ika cji se kwenc ji
nDNA prze prow adz ono uprzedn io w re akc ji mo nop leks
RT-PCR [5]. Aby po twi erdziæ ró wni e¿ sp ecy ficznoœæ
am plif ika cji se kwenc ji z chro mos omu Y, prze prow adz o -
no 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 wzg lêd em wy¿ ej wy mien ionej se kwenc ji
oraz wy kon ano an ali zê krzy wych top nien ia po wsta³ych
pr oduktów [3, 5].

Anal iza krzy wych dy soc jacji se kwenc ji re jonu ho -
mol ogi cznego chro mos omu Y prze prow adz ona dla trzech
ró¿nych stê¿eñ DNA mê¿czyzny wska zuje na Tm wy no -
sz¹c¹ ok. 77°C oraz ob ecnoœæ tyl ko jed nego pro duktu
PCR dla tej re akc ji. Uzys kana wart oœæ Tm jest bar dzo  zbli -
¿ona do tej, któr¹ otrzym ano dla se kwenc ji Alu Yb8 [5].
Ob serw owa na krzy wa top nien ia nie wy kaz uje ob ecn oœci
di mer ów st art erów, jest bar dzo w¹ska i cha rakt ery zuje
siê jesz cze wy¿sz¹ homo gennoœci¹ ni¿ w przy padku se -
kwenc ji Alu Yb8 [5].

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

Aby wy znac zyæ za kres pr ostoliniowoœci ba dan ej re -
akc ji PCR w cza sie rze czyw ist ym, prze prow adz ono am -
pl ifik acjê sze regu roz cie ñczeñ stan dard owe go DNA
mê¿ c zyzny o stê¿ enia ch wy nosz¹cych dok³ad nie 200 ng/µl,
100 ng/µl, 20 ng/µl, 5 ng/µl, 1 ng/µl, 0,2 ng/µl, 0,02 ng/µl 
i 0,002 ng/µl. Na pod staw ie otrzym any ch wartoœ ci Ct
utwor zono krzyw¹ ka lib racy jn¹ dla Y-DNA (ry cina 2).
Po rów nanie krzy wych ka lib racji dla Y-DNA i se kwenc ji
Alu Yb8 opis anej w po przedn iej pra cy [5] wy kaz uje wy -
raŸn¹ ro zbi e¿n oœæ za kresu ich po miar ów. 

Oznac zenie stê¿eñ DNA oparte na se kwenc ji Alu
Yb8 wy kaza³o du¿o szer szy zasi êg wy kryw any ch st ê -
¿eñ – sz eœæ rz êdów wi elko œci, na tom iast oznac zenie wy -
kor zyst uj¹ce se kwe ncjê Y-DNA tyl ko czte ry rzêdy wiel -
koœci. A za tem ró ¿nica dol nej gra nicy ozn acz alnoœci obu
re akc ji, po ni¿ ej kt órej uzys kane wy niki nie kon iecznie
musz¹ byæ pre cyz yjne i sko rel owa ne z krzyw¹ stan dard o -
w¹, jest oko³o stu krotna. Ta ró¿ nica czu³oœci wy nika
g³ów nie z il oœci ko pii ba dan ych se kwenc ji w ludz kim ge -
nom ie, a mia now icie ogromn ej licz by ko pii se kwenc ji
Alu (ok. 2800) i tyl ko jed nej z chro mos omu Y  przypa da -
j¹cej na di ploi dalny ludz ki ge nom. Fakt ten jest ró wnie¿
przy czyn¹ znacz nie szyb szej de tekc ji Alu, a tym sa mym
ni ¿szej wa rtoœci Ct (dla 1 ng Ct przyj muje warto œæ ok. 20) 
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ni¿ se kwenc ji chro mos omu Y mê¿c zyz ny (od pow iednio:
32 cykl). Obie krzy we stan dard owe cha rakt ery zuje  po -
równywalny i wy soki wspó³czyn nik ko rel acji (0,9996 dla 
nDNA i 0,9987 dla Y-DNA).  Brak am plif ika cji se -
kwenc ji ho mol ogi cznej chro mos omu Y dla dwóch  naj -
ni¿szych punk tów po miar owy ch mo ¿na wyt³um aczyæ
fak tem, i¿ dla tych ilo œci DNA (0,02 ng i ni¿ szych) se k -
wenc ja o jed nej ko pii przy pad aj¹ca na ludz ki ha ploi dalny 
ge nom bê dzie wy stêpowa³a w licz bie za led wie kil ku
(mak sym alnie sze œciu) ko pii. Na tom iast stan dard owym
wy mog iem dla re akc ji opart ej na PCR w cza sie  rzeczy -
wis tym jest to, aby wy krywa³a ona przy najmn iej 50 ko pii
ba dan ej se kwenc ji [6], ch ocia¿ opis ywa ne w li ter atu rze
eks per yme nty po siad aj¹ czu³oœæ na po ziom ie  pojedyn -
czych ko pii DNA [8]. 

3.4. Opty mal iza cja waru nków re akc ji  kompleksowej 
nY-DNA

Ok reœl aj¹c wa runki dla re akc ji kom pleks owej, po¿¹ -
dane jest prze prow adz enie od pow iedni ch re akc ji  mono -
pleksowych, aby st wie rdziæ, czy ist niej¹ istotne ró¿nice
w wydajn oœci am plif ika cji obu ek sper yme ntów oraz aby
po równ aæ ich pr ecyz jê i dok³ad noœæ po miar ów  równo -
wa¿ nej il oœci DNA w od dzieln ych pr obówka ch. Do piero
po równ uj¹c wa rtoœ ci Ct obu re akc ji, mo ¿na do wie dzieæ
siê, czy wy stê puje znacz¹cy wp³yw po³¹cze nia tych  dwóch
eks perymentów (mo nop lekso wych) na wy niki oz nac zeñ.
Po stê powanie to po zwala unikn¹æ kon kur encji o sub -
straty miê dzy obiema re akc jami PCR, co mog³oby in ter -
fero waæ z wa rto œcia mi Ct uzys kany mi dla mniej licz nej
ma trycy. Opty maln ym roz wi¹za niem jest zna lez ienie ta -
kiego st ê¿en ia st arte rów do re akc ji, kt óre przy re dukc ji
wa rtoœ ci Rn nie od dzia³uj¹ na wa rtoœæ Ct. Wy niki  do -
œwiadczeñ [1] wska zuj¹, i¿ do piero ob ni¿e nie st ê¿en ia
 star terów po ni¿ej 50 nM ma sil ny wp³yw na war toœæ Ct.
Stwier dzono, i¿ u¿ycie starte rów o stê¿en iach 10 nM
i 6,6 nM fak tyczn ie pro wad zi do bra ku po wstan ia pr o -
dukt ów PCR. Do œwiad czenia te (wy niki nie po kaz ane)
mia³y na celu od pow iednie zre duk owa nie stê ¿en ia sta rte -
rów dla nDNA, aby mo¿ liwe by³o zró wna nie war toœ ci Ct
dla obu ozn acz eñ.  W re zult acie w³aœ ciwym po dejœ ciem
dla opty mal iza cji eks per yme ntu jest wy znac zenie li mit u -
j¹cego st ê¿e nia st art erów (100 nM) dla se kwenc ji Alu
przy prze prow adz eniu re akc ji dla Y-DNA w stan dard o -
wy ch wa runk ach (1 µM).

Osobn ym za gadn ieni em dla opty mal iza cji re akc ji
kom plek sow ej PCR s¹ stê ¿enia sond Taq Man. Po winny
byæ one za chow ane na ta kim sa mym po ziom ie, jak w re -
akc jach mo nop lekso wych, na wet przy ogran icz eniu  stê -
¿enia start erów dla jed nej z ma tryc. Dz iêki temu wy two-
rzo ny sy gna³ flu ores cencji jest wy starc zaj¹co sil ny, aby
mog³a go zar ejestrowaæ apar atu ra po miar owa. Ry cina 3
przed staw ia porów nanie prze biegu re akc ji mo nop lekso -
wych i du pleks owy ch dla nDNA  i Y-DNA.

Za rów no dla re akc ji mo nop lekso wych, jak i dla re -
akc ji kom pleks owej, krzy we zale ¿noœci wart oœci Ct od
iloœ ci ba dan ego DNA s¹ pro stol ini owe w ca³ym za kres ie
po miar ów (ry cina 3) oraz prze bieg aj¹ równ oleg le, ró¿ -
ni¹c siê o sta³¹ wart oœæ DCt pomiêdzy obiema re akc jami.

Eks per yme nty z wy kor zyst aniem il oœc iowe go PCR,
prze prow adz ane kom pleks owo i w mo nop leksa ch, cha -
rakt ery zuj¹ siê pra wie ident yczny mi prze bieg ami i  wy -
daj noœciami re akc ji (ta bela I). Am plif ika cja j¹dro wego
DNA w re akc ji kom pleks owej prze bieg³a z nie co mniej -
sz¹ wydajnoœci¹ (o 4%) ni¿ w mo nop leksie. Od wrotne
zja wis ko zasz³o dla am plif ika cji Y-DNA, gdzie po³¹cze -
nie obu re akc ji spo wod owa³o nie wielki wzrost (o 5%)
wydajnoœci re akc ji.

Sz cze gó³owa anal iza uzys kany ch wyni ków wska zu -
je, i¿ dla ka¿d ego stê¿ enia am plif ika cja nDNA cha rakt e -
ry zuje siê nie co pod wy¿szon¹ war toœci¹ pa ram etru Ct
w re akc ji kom pleks owej ni¿ dla mo nop leksu. Dane te
zga dzaj¹ siê po nadto z ob lic zony mi teo ret ycznie  wydaj -
noœ ciami obu re akc ji (ta bela I). Po dobn ej za le¿n oœci nie
mo ¿na st wier dziæ dla am plif ika cji Y-DNA. Jest to prze -
wid ywa ny wy nik, gdy¿ re akc ja ta z uwagi na ma³¹ iloœæ
ko pii ba dan ej tu se kwenc ji jest uprzyw ile jow ana 10-krot -
nie wy¿s zym stê¿ eniem star terów w tym eks per yme ncie.
Ob serw acja ta mo¿e byæ wy jaœn iona za po moc¹ in nej hi -
pot ezy [11], wed³ug kt órej po dwy ¿sz enie wa rto œci Ct dla
re akc ji, w kt órej mie rzono flu ores cencjê VIC, jest skut -
kiem roz myw ania siê jego wid ma flu ores cencji w kom -
bin acji z dru gim znacz nik iem (NED) w kom pleks owym
PCR.

3.5. Wy znac zenie czu³oœci  kom pleks owej re akc ji
PCR w cza sie rze czyw ist ym

Czu³oœæ anal iz sto sown ych w la bor ato ria ch s¹do -
wych jest jed nym z istotn iejsz ych parame trów me tody.
Ta bela II po kaz uje wy niki ba dan ia czu³oœci oznac zenia
iloœci nDNA i Y-DNA w re akc ji kom pleks owej.

Anal iza da nych za wart ych w ta beli II wska zuje, i¿ dla
am plif ika cji ba dan ej se kwenc ji Alu nie ma be zpoœr edniej 
ko rel acji po miê dzy dok³ad noœ ci¹ po miaru a il oœci¹ DNA
w za kres ie od 2 ng do 2 pg. Il oœæ ko pii tej se kwenc ji od -
pow iadaj¹ca 2 pg DNA jest za tem wy starc zaj¹ca dla
uzys kania wia ryg odny ch wyn ików ozn acz eñ. Oznac za
to, ¿e mo¿na by okreœ liæ z po wod zeni em jesz cze ni¿s ze
stê¿ enia nDNA, jed nak po ziom ten jest wy starc zaj¹cy,
gdy¿ w ge net yce s¹do wej ba dane s¹ pra wie wy³¹cznie
 sek wencje typu STR wystêpuj¹ce w jed nej ko pii. Inna
ob serw acja wy nika z po mia rów se kwenc ji chro mos o -
mu Y, gdzie w miarê zmniej szan ia iloœci ma trycy  nastê -
puje re dukc ja dok³ad noœci oz nacz eñ pro wadz¹ca do b³ê -
du wie lkoœci 200% dla naj ni¿szego stê ¿enia. Am plif ika -
cja tej pr óbki wy kaza³a wa rto œæ Ct wy nosz¹c¹ ok. 39 i nie 
wy daje siê praw dop odo bne, aby w póŸn iej szy ch cy klach
re akc ji PCR mniej sze iloœci DNA mog³y wytwo rzyæ znacz -
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nie js zy sy gna³ flu ores cencji dla tego oznac zenia. Wia -
ryg odne wy niki uzys kiwa no dla stê¿ enia DNA  standar -
do wego wyst êpuj¹cego w iloœ ci 25 pg, czy li dla ok. 4 so-
ma tyczn ych ko mórek, co na le¿y uz naæ za zupe³nie wy -
starc zaj¹c¹ czu³oœæ, maj¹c na uwad ze iloœ ci DNA wy -
mag ane do oz nac zeñ ze staw ami mul tip lekso wymi, np.
SGM Plus czy YFil er.

3.6. 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 jej sw oistoœæ ga tunk owa.
Aby do wieœæ ga tunk owej sp ecyf icz noœci me tody kom -
pleks owej PCR, ba dano ge nom owy DNA po chodz¹cy od 
16 ga tunków ss aków (w tym szym pansa), 2 gatu nków
ptak ów i 1 ga tunku ryby w stan dard owy ch wa runk ach
(ry cina 4).

DNA 7 ga tunk ów zwierz¹t (koñ, jeleñ, mysz, pies,
kot, owca, koza) ba dany w re akc ji kom pleks owej PCR,
po dobn ie jak w re akc ji mo nop lekso wej, wy kaza³ sy gna³
flu ores cencji dla se kwenc ji Alu na po ziom ie od pow ia -
daj¹cym st ê¿e niu 0,45 pg, czy li de fac to na po ziom ie t³a
oznac zenia. Wy¿sze warto œci Ct ob serw owa no dla DNA
szczu ra i owcy, co zgod ne jest z in nymi uprzedn imi ob -
serw acj ami [5, 6, 13]. 

Ba dan ie sp ecy ficznoœci ga tunk owej se kwenc ji chro -
mos omu Y tyl ko w jed nym przy padku mo¿na uznaæ za
znacz¹ce. Poniewa¿ jest ona cha rakt ery sty czna dla ge -
nomu wszyst kich na czeln ych, DNA szym pansa (Pan tro -
glod ytes) wy kaz uje jej ob ecn oœæ. Na tom iast sil niejs zy
sy gna³ wy gen ero wany dla tej se kwenc ji u szym pansa ni¿
dla anal ogi cznej iloœ ci ludz kiego DNA, mo¿na  wyt³u ma -
czyæ fak tem, i¿ wys têpuje ona u tego ga tunku na dw óch
chro mos oma ch p³ci (zaró wno X, jak i Y), nie zaœ tyl ko
na Y, jak u cz³owieka.

3.6.1. Po miar st ê¿enia DNA w mie szan ina ch DNA
ludz kiego i zwie rzêc ego

Poni ewa¿ czês to prób ki ba dane w la bor ato rium ge -
net yki s¹do wej to mie szan iny ma ter ia³u ge net yczne go nie 
tyl ko ludz kiego, ale po chodz¹cego od znacz nej licz by
gatu nków zwierz¹t sty kaj¹cych siê z cz³owiek iem, po -
stan owi ono zb adaæ, czy ist niej¹ ró¿ nice w po miar ach
 próbek sk³adaj¹cych siê z wie lu Ÿró de³ DNA. W celu
 wyznaczenia in terf ere ncji (od dzia³ywan ia zwie rzêcego
DNA za niec zyszcz aj¹cego pr óbki) sporz¹dzo no sze reg
mie szan in z³o¿o nych z DNA ludz kiego i zwie rzêc ego (ta -
bela III). 

O sw ois toœci am plif ika cji ba dan ych se kwenc ji DNA
w re akc ji PCR sta nowi¹ pary sta rte rów. W re akc ji kom -
pleks owej PCR w cza sie rze czyw ist ym do datk owe po -
twierd zenie sp ecyfic znoœ ci uzys kano przez za stos owa nie 
sond Taq Man, któ rych idea lna hy bryd yza cja do ma trycy

w prze biegu tego pro cesu de cyd uje o wy twor zeniu syg -
na³u flu ores cencji [1]. Dla tego, mimo obe cno œci  zwie -
rzêcego DNA w ba dan ych pr óbk ach (z wy³¹cze niem na -
czeln ych), wy niki po mia rów dla ludz kiego DNA z uwz -
glêd nien iem odch yleñ cha rakt ery sty cznych dla za stos o -
wa nej me tody nie wy daj¹ siê byæ za ni¿one, co mog³oby
byæ skut kiem in terf ere ncji ob cego DNA, ani za wy¿ one,
co mo g³oby wy nik aæ z jed noc zesn ej am plif ika cji tego
ma ter ia ³u (ta bela III). Pod sum owuj¹c ba dan ia sw ois toœci
ga tunk owej me tody nY-DNA me tod¹ RT-PCR, mo ¿na
 stwierdziæ, i¿ jej kom pon ent wy kryw aj¹cy DNA  mê¿ -
czyz ny nie jest spe cyf iczny tyl ko dla ge nomu cz³owieka.
Jed nak dop óki re akc ja ta bê dzie cz êœci¹ du pleksu, DNA
in nych  nacze l nych ge ner uj¹cy sy gna³ mo¿e zo staæ wy -
elim ino wany z  iloœ ciowych oz nacz eñ.

3.7. Po równanie me tod po miaru st ê¿en ia DNA
 zdegradowanego przy u¿y ciu ze stawu
 Quantifiler i re akc ji typu mul tip leks PCR
w cza sie rze czyw ist ym

Pon iewa¿ wie le pró bek DNA spo tyk any ch w la bor a -
to ria ch ge net yki s¹do wej za wiera ma ter ia³ w œr edn im lub
wy sok im stop niu zde grad owa ny (czyn niki œrod owi ska,
œwiat³o UV, akty wno œæ mi krob iolo gic zna, en zymy nu -
kleo lity czne), ba dano, jaki wp³yw bê dzie mia³a taka de -
grad acja na wy niki oz nac zeñ il oœc iowych, po rów nuj¹c
je dno czeœnie oprac owy wan¹ metodê z ko merc yjnie do -
stêp nym ze staw em Qu ant ifi ler.

W przesz³oœci in form acje o ja koœci ba dan ego DNA
uzys kiwa no tyl ko na pod staw ie elekt rofo rezy ¿elow ej.
Pro ced ura ta jed nak jest ma³o czu³a, wy maga u¿ ycia du -
¿ej il oœci ba dan ego ma ter ia³u, nie jest swo ista dla DNA
cz³owieka, a przede wszyst kim nie za pewn ia oz nacz eñ
 iloœciowych [10]. Ta bela IV przed staw ia zale¿ noœæ war -
to œci Ct od stop nia de grad acji DNA dla me tody Qu ant ifi -
ler i nY-DNA. 

Z anal izy wyni ków jed noz nacznie wy nika, i¿  naj -
wiêk sze tem po de grad acji ba dan ego ma ter ia³u ( najwiêk -
szy wzrost Ct) ob serw owa no w cza sie pierw szych dwóch 
mi nut in kub acji z DNaz¹. Pra wie zupe³n¹ deg radacjê
osi¹gni êto po 120 min. Wy niki eks per yme ntu zgod ne
by³y z ob raz em elekt rofo ret ycz nym (wy niki nie prez ento -
wane).

Za obs erwo wano bar dzo zbl i¿one war toœci DCt dla
po szczegól nych faz tra wien ia dla wszyst kich  oznacza -
nych ampli konów (ta bela IV). Wy nika to mi êdzy in nymi
z fak tu, ¿e ba dan iu pod daw ane s¹ am plik ony o mniej
wiêcej tej sa mej wi elkoœci (62 pz – Qu ant ifi ler TM, 69 pz
dla j¹dro wego ge nomu i 71 pz dla chro mos omu Y). Uzys -
kane wy niki po mia rów nie s¹ do ko ñca adek watne co do
ca³ko wit ej za war toœci DNA, a ra czej s¹ wy znaczn iki em
jego de grad acji i mówi¹ o il oœci DNA w pr óbce, kt óry na -
daje siê do am plif ika cji na po ziom ie wi elko œci ok.
60–70 pz. [12]. Mo ¿na za tem st wierdziæ, i¿ oprac owy -
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wana me toda nie wy kaz uje pe³nej wi ary god noœci, gdy¿
jej wy niki za le¿¹ nie tyl ko od ilo œci ba dan ego ma ter ia³u,
ale ta k¿e od jego ja koœ ci, co sta nowi zal etê tych ozn acz eñ 
ze wzg lêdu na ich war toœæ dia gnos tyczn¹. Pon iewa¿ wie -
le me tod w bio log ii mo lek ula rnej opart ych jest na tech -
nice PCR, opis ywa na re akc ja kom pleks owa za pewn ia
cen ne Ÿród³o in form acji o ba dan ym ma ter iale. Je dna k¿e
z uwagi na fakt, i¿ dla bar dzo zde grad owa nych pró bek
wiê cej bêd zie kró tszy ch ni¿ d³u¿s zych fra gmen tów
DNA, wy niki po mia rów uz ale ¿nione bêd¹ w tym przy -
padku od d³ugoœ ci am plif iko wan ej se kwenc ji [11]. W ta -
kim przy padku oznac zenia PCR wy kor zyst uj¹ce kr óts ze
am plik ony wy raŸn ie za wy¿aj¹ mie rzone ilo œci DNA, co
jest zja wis kiem nie kor zystnym dla póŸ nie jszych ewent u -
al nych anal iz typu STR, dla któr ych d³ugoœæ am plik onu
wy nosi od 100 do 450 pz.

Re asum uj¹c, ba dana me toda il oœc iowego oznac zania
DNA j¹dro wego cz³owieka i DNA mê¿cz yzny nale¿y do
bar dzo czu³ych i wia ryg odny ch anal iz. Wy krywa ona stê -
¿e nia DNA na po ziom ie jed nej ha ploi dalnej ko mórki
(nDNA) oraz cha rakt ery zuje siê bar dzo wy sok¹ spe cy fic -
zno œci¹ ga tunk ow¹, po zwal aj¹c je dnoc zeœnie ok reœl iæ,
czy i w ja kiej il oœci obecny jest DNA mê¿czyzny w ba -
dan ej próbce.      
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