
1. In tro duc tion

De ter mi na tion of quan tity and qual ity of DNA pres -
ent in sam ples sub jected to ge netic ex am i na tions is
very im por tant for the se lec tion of ap pro pri ate con di -
tions of am pli fi ca tion and geno typ ing re ac tions. Com -
mer cial kits ap plied to STR pro fil ing are very sen si tive 
to ex cess of tem plate DNA – in or der to ob tain re li able
re sults each re ac tion should con tain not more than
0.5–2 ng [11]. De ter mi na tion of the most ap pro pri ate
con cen tra tion of tem plate DNA of ten en ables one to
avoid un nec es sary rep e ti tions of PCR re ac tions and
thus de creases the to tal cost of ge netic anal y sis of bi o -
log i cal traces. Many dif fer ent meth ods have been ap -
plied to quan ti ta tive and qual i ta tive anal y sis of nu cleic 
ac ids: spec tro pho to met ric mea sure ments, elec tro pho -
retic meth ods with stain ing, hy brid iza tion tech niques
and quan ti ta tive PCR. A com par a tive anal y sis of ad -
van tages and dis ad van tages as so ci ated with par tic u lar
meth ods can be found in Niel sen et al. and Nicklas et

al. [11, 12]. At pres ent, the quan ti ta tive real-time PCR
method (RT PCR) is con sid ered to be the most ac cu -
rate method of eval u a tion of DNA con cen tra tion. Due
to the fact that this method is based on the same prin ci -
ples as the later stages of STR geno typ ing, it is very in -
for ma tive in terms of quan tity and qual ity of am pli fied
DNA. In con trast to most other meth ods, RT PCR
method is spe cies spe cific and thus is free of falsely el -
e vated re sults caused by the pres ence of nu cleic ac ids
orig i nat ing from other spe cies as well as other in ter fer -
ing com pounds [11, 12]. More over, anal y sis of RT
PCR data is fully au to mated and this prac ti cally elim i -
nates dif fer ences in in ter pre ta tion of re sults that could
be caused by the sub jec tiv ity of ex am in ers. Ad di tion -
ally, ap pli ca tion of in ter nal con trol to each re ac tion
sup plies in for ma tion on po ten tial in hib i tors that can
af fect PCR re ac tion. Quan ti ta tive real-time PCR has
been found to be an ac cu rate, re li able and re peat able
method [8]. In con se quence, com mer cial prod ucts have
ap peared on the mar ket based on RT PCR which have
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been con firmed to be use ful for quan ti ta tive DNA anal -
y sis of bi o log i cal traces by nu mer ous fo ren sic ge net ics 
lab o ra to ries [1, 6, 8, 17]. 

 Tech no log i cal prog ress has been ac com pa nied by
au to ma tion of sys tems of elec tro pho retic sep a ra tion of
biomolecules that have en abled de ter mi na tion of their
size and con cen tra tion faster and more ac cu rately. One 
of the di rec tions of de vel op ment in this field is cre at -
ing tech niques based on chip cap il lary elec tro pho re sis. 
The his tory of the de vel op ment of this tech nique and
its ap pli ca tion has been re viewed by Dolnik et al. [3,
4]. One of the first com mer cially avail able sys tems
based on the tech nol ogy of chip sep a ra tion of nu cleic
ac ids is the 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto,
MA). There are al ready many ap pli ca tions of this ap -
pa ra tus in anal y sis of DNA, RNA and pro teins [2, 5, 7,
9, 10, 13, 15, 16]. Ap pro pri ate kits and chips have been 
de signed for ex am i na tion of var i ous types of mol e -
cules that dif fer in size. Many stud ies have fo cused on
val i da tion of par tic u lar kits for anal y sis of rel a tively
short frag ments of nu cleic ac ids, for ex am ple PCR
prod ucts, prod ucts of re stric tion en zyme di ges tion of
plasmids and RNA tran scripts [9, 10, 13, 15, 18].
These stud ies have con firmed that chip elec tro pho re sis 
can be ap plied to these ex am i na tions and that it per -
forms as well as pre vi ous meth ods. Two un ques tion -
able ad van tages of chip elec tro pho re sis are: speed of
anal y sis of a rel a tively high num ber of sam ples si mul -
ta neously (in the case of 2100 Bioanalyzer, 12 sam ples 
per half an hour) and the lower price of anal y sis of
a sam ple com pared to com mer cial kits used for per -
sonal iden ti fi ca tion. The larg est DNA frag ments that
can be ex am ined us ing the Agilent 2100 sys tem do not
ex ceed sev eral thou sand base pairs. The Agilent DNA
12000 LabChip kit has been de signed for de ter mi na -
tion of size and con cen tra tion of dou ble stranded DNA 
frag ments in the range from 1000 to 12000 base pairs.
Since the size of DNA mol e cules ob tained us ing the
stan dard or ganic ex trac tion method is in the range
from 10000–15000 bp [14], and us ing the DNA IQ
Sys tem ex trac tion method (Promega Cor po ra tion,
Mad i son, WI) is in the range of 60–10000 bp (data
from the man u fac turer), in this work we have eval u -
ated the use ful ness of the chip elec tro pho re sis sys tem
for ini tial anal y sis of DNA that is the sub ject of fo ren -
sic ex am i na tions. DNA frag ment sizes and their con -
cen tra tion were ex am ined in sam ples ex tracted from
liq uid blood, buccal swabs and real bi o log i cal traces.
Re sults of quan ti ta tive anal y sis ob tained with chip
elec tro pho re sis were com pared to re sults ob tained with
the Quantifiler Hu man Iden ti fi ca tion Kit (Ap plied Bio -
sys tems, Fos ter City, CA). 

2. Ma te ri als and meth ods

The study ma te rial con sisted of 65 sam ples of ge-
no mic DNA: 10 sam ples of DNA ex tracted from blood 
with the stan dard or ganic method, 11 DNA sam ples
ex tracted from buccal swabs us ing the com mer cial kit
DNA IQ, 11 DNA sam ples ex tracted from buccal swabs
us ing the or ganic method, and 33 DNA sam ples ex -
tracted from bi o log i cal traces (11 bloodstains, 10 se -
men stains and 12 cig a rette stubs) us ing the or ganic
method. For the or ganic DNA ex trac tion method,
a mix ture of phe nol-chlo ro form was ap plied. The
 final stage of the pro ce dure was pu ri fi ca tion and con -
cen tra tion of DNA ex tract us ing Microcon 100 col -
umns (Milliopore, Bed ford, MA). In the case of se men,
sper ma to zoa were ad di tion ally sub jected to lysis in
the pres ence of sarcosyl, proteinase K and DTT and
the pro ce dure was fol lowed by ex trac tion of two frac -
tions i.e. con tain ing sperm cells and con tain ing fe -
male ep i the lial cells us ing the phe nol-chlo ro form method
as men tioned above. DNA ex trac tion us ing the DNA
IQ kit was car ried out in ac cor dance with the man u fac -
turer’s rec om men da tions. RT PCR with Quanti filer kit
was used as a ref er ence method of eval u a tion of DNA
con cen tra tion in all ex am ined sam ples. Re ac tions were
set up ac cord ing to the man u fac turer’s in struc tions and 
per formed on ABI PRISM 7000 Se quence De tec tion
(Ap plied Biosystems). An a lyzed sam ples were sub -
jected to elec tro pho retic sep a ra tion on the Agilent
2100 Bioanalyzer us ing the Agilent DNA 12000
LabChip kit ac cord ing to the pro ce dure rec om mended
by the man u fac turer. Sta tis ti cal pa ram e ters: av er age
DNA con cen tra tion, vari ance, stan dard de vi a tion (SD) 
and co ef fi cient of vari ance (CV%) were cal cu lated us -
ing MsOffice 2007 Ex cel com puter soft ware. 

3. Re sults and dis cus sion

3.1. Eval u a tion of frag ment size and DNA qual ity

The or ganic DNA ex trac tion method gives DNA
frag ments rang ing in size from 10 to15 kbp [14]. Un -
degraded DNA is vis i ble on an electropherogram as an 
ex tended peak lo cated just be fore an up per marker or
par tially over lap ping with an up per marker area
( Figure 1a, 1b). In turn, a pic ture show ing many short
peaks (Fig ure 1c) is char ac ter is tic for de graded sam -
ples. As was men tioned in the in tro duc tion, DNA ex -
trac tion per formed with the DNA IQ kit gen er ates
DNA frag ments rang ing in size more widely com pared 
to the or ganic DNA ex trac tion method – DNA frag -
ments are spread along the whole size range and there -
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fore there are no vis i ble peaks on the electrophero-
gram. In spec tion of the gel view re veals only smooth
bands in di cat ing the pres ence of DNA. 

3.2. Re peat abil ity of elec tro pho re sis

In or der to eval u ate the re peat abil ity of the method, 
10 sam ples of genomic DNA ex tracted from blood
with the or ganic method were sub jected to elec tro pho -
re sis in three rep e ti tions. For each sam ple, the av er age
value from three mea sure ments (of DNA con cen tra -
tion), and the vari ance, stan dard de vi a tion (SD) and
co ef fi cient of vari ance (CV%) were cal cu lated. Re -

sults are shown in Ta ble I. Val ues of co ef fi cient of
vari ance vary from 2.5% to 37.7%; in the case of most
sam ples, the value of CV% is less than 25%. The ob -
tained data are sim i lar to val ues of CV% which have
been cal cu lated for re peat abil ity of elec tro pho re sis in
the case of re stric tion frag ments ana lysed with the
same kit (CV ranged from 4–31% de pend ing on the
pro ce dure of sam ple load ing) [13] and val ues given by
the man u fac turer (25%). These rel a tively high de vi a -
tions may re sult from the low pre ci sion of man ual
load ing of sam ples on the plate (both ex am ined sam -
ples and marker). Panaro et al. [13] have shown that
the pro ce dure of sam ple prep a ra tion and sam ple load -
ing af fects re peat abil ity of the re sults. More over, the
ex tent of de vi a tions for re sults of quan ti ta tive anal y sis
of genomic DNA orig i nat ing from the same sam ples
may also be sig nif i cantly af fected by the ne ces sity of
man ual de scrip tion of peaks. Soft ware which au to mat -
i cally de fines ex plicit, sharp peaks, needs user in ter -
ven tion in the case of an ex tended genomic DNA peak. 
Size de ter mi na tion of electrophoresed DNA frag ments 
seems to be re peat able to a high de gree. Be cause of the 
fact that DNA ex am ined in these ex per i ments was
a mix ture of frag ments of var i ous sizes, which had been
in com pletely sep a rated, ac cu rate size de ter mi na tion was
im pos si ble. How ever, as can be seen from Fig ure 2, the
po si tion of the peak that re flects the an a lyzed DNA is
very sim i lar. This re sult is con cor dant with re sults ob -
tained by Panaro et al. [13], who ex am ined re peat abil -
ity of mea sure ments of re stric tion frag ments and noted 
a value of co ef fi cient of vari ance at the level of 1%. 

3.3. Eval u a tion of genomic DNA con cen tra tion
ex tracted with the or ganic method 
and the DNA IQ sys tem from var i ous
bi o log i cal sam ples

The 2100 Bioanalyzer was used to de ter mine DNA
con cen tra tion in 32 DNA sam ples ex tracted from ref -
er ence ma te rial (blood and buccal swabs) and 33 DNA 
sam ples ex tracted from real bi o log i cal traces (blood -
stains, se men stains, cig a rette stubs). The DNA con -
cen tra tion in all an a lyzed sam ples was de ter mined
us ing the Quantifiler kit. A com par i son of the re sults
of quan ti ta tive anal y sis us ing both the meth ods tested
is given in Ta bles IIA and IIB, re spec tively. 

For most of the sam ples, DNA con cen tra tion de -
termined with the Quantifiler kit was higher than mea -
sured with the 2100 Bioanalyzer ap pa ra tus. Sig nif i cant 
dif fer ences (of sev eral to sev eral hun dred times) were
as so ci ated with sam ples which, ac cord ing to the ref er -
ence method, con tained more than sev eral dozen ng/ml.
Low ered re sults ob tained with the 2100 Bioanalyzer
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Fig. 1. Qual i ta tive as sess ment of genomic DNA sam ples iso -
lated from blood with the or ganic ex trac tion method: a, b –
electropherograms of undegraded DNA sam ples, c –
electropherogram of de graded DNA sam ple; LM – lower
marker, UM – up per marker.
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could be caused by a too high amount of DNA in the
ex am ined sam ples. The man u fac turer rec om mends that
the ap pa ra tus should be used for de ter mi na tion of con -
cen tra tions within the range of 0.5–50 ng/ml; mea sur -
ing of higher amounts can be un re li able. In the case of
sam ple K_1 (Ta ble IIB), the DNA con cen tra tion de ter -
mined with the 2100 Bioanalyzer was higher than the
re sult ob tained us ing the Quantifiler kit. This re sult
can be ex plained by the pres ence of in hib i tors in the
ana lysed sam ple, which neg a tively af fected PCR ef fi -
ciency (this was con firmed by the re sult for IPC, where 
CT equalled 35.12), but had no in flu ence on quan ti ta -
tive anal y sis us ing the elec tro pho retic method. A higher
con cor dance be tween the 2100 Bioanalyzer sys tem
and the Quantifiler kit was found for sam ples which,
ac cord ing to the ref er ence method, had a con cen tra tion 
of ap prox i mately sev eral to twenty ng/ml. Only two
sam ples: WP_22 (Ta ble IIA) and NAS_7 (Ta ble IIB)
showed a slightly higher con cen tra tion when mea -
sured with the 2100 Bioanalyzer (4-times and 2-times,
re spec tively), and this could have been caused by
a pipetting er ror or in suf fi cient sam ple mix ing. In gen -
eral, con cen tra tion val ues mea sured with the Quantifiler
method were higher than af ter elec tro pho retic sep a ra -
tion on the 2100 Bioanalyzer ap pa ra tus for cor re spond -
ing sam ples. It is worth con sid er ing re sults of de ter -
mination of DNA con cen tra tion in sam ples ex tracted
with the DNA IQ kit (Ta ble IIA). Us ing 2100 Bio -
analyzer ap pa ra tus, no DNA was de ter mined in these
sam ples, al though re sults ob tained with the Quantifiler 
kit in di cated that the amount of DNA is within the de -
tec tion range of this ap pa ra tus. This can be ex plained
by the fact that iso la tion with the DNA IQ method gen -
er ates DNA frag ments which are very dif fer ent in size

(60–10000 bp). Dur ing elec tro pho retic sep a ra tion, no
sin gle and wide peak is ob served as in the case of DNA 
ex tracted with the or ganic ex trac tion method, and frag -
ments can be spread through out the en tire sep a ra tion
dis tance. Fi nally, as sum ing gen er ally low ex trac tion
ef fi ciency (0.5–2.5 ng/ml: data from the man u fac turer)
in the electropherogram view, there is no sin gle peak
which ex ceeds cut-off value, which is nec es sary for
the de tec tion sys tem to measure flu o res cence and on
this ba sis de tect DNA. Ex am ple peak im ages from both
iso la tion meth ods are shown in Fig ures 3a and 3b. Very
high DNA con cen tra tion in a sam ple may lead to dis -
tur bances of elec tro pho retic sep a ra tion, which, in con -
se quence, lead to in cor rect de ter mi na tion of both quan ti-
ty and size of an a lyzed DNA frag ments (Fig ures 4a, 4b). 

4. Con clud ing re marks

– The 2100 Bioanalyzer sys tem with the Agilent
DNA 12000 LabChip may be suc cess fully ap plied
to quan ti ta tive anal y sis of genomic DNA, but only
in sam ples with a lim ited DNA con cen tra tion range 
and is not ap pro pri ate for ac cu rate de ter mi na tion of 
DNA con cen tra tion in sam ples con tain ing de gra -
ded DNA and very high amounts of DNA; 

– The 2100 Bioanalyzer can be used for over all eval -
u a tion of DNA frag ment size in sam ples con tain ing 
rel a tively high DNA amounts of good qual ity; 

– The 2100 Bioanalyzer can be ap plied to ini tial
anal y sis of DNA sam ples ex tracted from ref er ence
ma te rial. The ob tained re sults are suf fi cient for
mak ing a de ci sion as to whether the sub se quent
stage of anal y sis should be PCR am pli fi ca tion of
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TA BLE I. VALIDATION OF REPRODUCIBILITY OF DNA QUANTIFICATION 

Sam ple Chip 1 Chip 2 Chip 3 Av er age Vari ance SD CV(%)

B_1 3.11 3.36 3.11 3.193 0.014 0.118 3.7

B_2 5.99 5.99 12.52 8.167 9.476 3.078 37.7

B_3 3.14 2.58 2.07 2.597 0.191 0.437 16.8

B_4 10.98 9.97 10.86 10.603 0.203 0.451 4.2

B_5 6.56 6.66 5.83 6.350 0.137 0.370 5.8

B_6 2.92 2.47 3.57 2.987 0.204 0.452 15.1

B_7 5.17 5.00 4.87 5.013 0.015 0.123 2.5

B_8 1.60 2.19 2.69 2.160 0.198 0.445 20.6

B_9 1.13 0.93 1.49 1.183 0.054 0.232 19.6

B_10 1.61 1.51 1.93 1.683 0.032 0.179 10.6

Ab bre vi a tions of terms: B – blood, SD – stan dard de vi a tion, CV% – co ef fi cient of vari ance.



TA BLE IIA. RESULTS OF DNA QUANTIFICATION

WITH THE 2100 BIOANALYZER

AND QUANTIFILER KIT 

Sam ple
Ref er ence 
ma te rial

Ex trac tion
method

Bioanalyzer
2100

Quantifiler

Con cen tra tion
[ng/ml]

Con cen tra tion
[ng/ml]

B_1 Or ganic 3.19 32.34

B_2 Or ganic 8.17 234.64

B_3 Or ganic 2.6 136.61

B_4 Or ganic 10.6 137.09

B_5 Or ganic 6.35 70.62

B_6 Or ganic 2.99 33.69

B_7 Or ganic 5.01 28.52

B_8 Or ganic 2.16 11.28

B_9 Or ganic 1.18 12.62

B_10 Or ganic 1.68 8.44

BS_1 IQ 0 9.98

BS_2 IQ 0 48.44

BS_3 IQ 0 78.1

BS_4 IQ 0 21.05

BS_5 IQ 0 14.83

BS_6 IQ 0 26.65

BS_7 IQ 0 23.36

BS_8 IQ 0 6.43

BS_9 IQ 0 4.63

BS_10 IQ 0 6.95

BS_11 IQ 0 2.8

BS_12 Or ganic 61.98 490.52

BS_13 Or ganic 13.36 240.61

BS_14 Or ganic 55.99 137.51

BS_15 Or ganic 7.01 74.15

BS_16 Or ganic 55.12 305.68

BS_17 Or ganic 1.73 353.47

BS_18 Or ganic 1.1 323.26

BS_19 Or ganic 15.44 122.92

BS_20 Or ganic 35.31 641.44

BS_21 Or ganic 6.78 87.06

BS_22 Or ganic 2391 507.52

Ab bre vi a tions of terms: B – blood; BS – buccal swab; IQ –
DNA IQ ex trac tion method.

TA BLE IIB. RESULTS OF DNA QUANTIFICATION

WITH THE 2100 BIOANALYZER

AND QUANTIFILER KIT 

Sam ple
Bi o log i cal 
trace

Ex trac tion
method

Bioanalyzer
2100

Quantifiler

Concentration 
[ng/ml]

Con cen tra tion 
[ng/ml]

B_1 Or ganic 2.98 0.622

B_2 Or ganic 0 0.938

B_3 Or ganic 2.42 13.08

B_4 Or ganic 1.61 10.17

B_5 Or ganic 0 4.45

B_6 Or ganic 0 1.22

B_7 Or ganic 0 9.27

B_8 Or ganic 0 0.589

B_9 Or ganic 2 14.92

B_10 Or ganic 269.88 2693.95

B_11 Or ganic 1.47 5.15

S_1 Dif fer en tial 526.67 2365.13

S_2 Dif fer en tial 83.3 696.7

S_3 Dif fer en tial 0 8.47

S_4 Dif fer en tial 0 0.00742

S_5 Dif fer en tial 0 0.417

S_6 Dif fer en tial 0 0.0359

S_7 Dif fer en tial 66.84 38.61

S_8 Dif fer en tial 0 6.23

S_9 Dif fer en tial 37.66 214.04

S_10 Dif fer en tial 10.77 398.09

BE_1 Or ganic 0 5.97

BE_2 Or ganic 0 3.06

BE_3 Or ganic 0 6.42

BE_4 Or ganic 0 2.31

BE_5 Or ganic 0 4.6

BE_6 Or ganic 3.94 25.58

BE_7 Or ganic 0 1.69

BE_8 Or ganic 4.4 18.06

BE_9 Or ganic 0 6.27

BE_10 Or ganic 0 1.86

BE_11 Or ganic 0 2.69

BE_12 Or ganic 2.39 12.29

Ab bre vi a tions of terms: B – blood stain; S – se men; BE – butt end.
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Fig. 2a, b and c. Reproducibility of elec tro pho retic anal y sis.
Electrophoregrams of DNA sam ple with the low est CV%
value; LM – lower marker, UM –  up per marker.

Fig. 2d. Reproducibility of elec tro pho retic anal y sis. Elec tro- 
phoregram of DNA sam ple with the high est CV% value;
LM – lower marker, UM –  up per marker.

Fig. 2e and f. Reproducibility of elec tro pho retic anal y sis.
Electrophoregrams of DNA sam ple with the high est CV%
value; LM – lower marker, UM –  up per marker.

Fig. 3. Com par i son of electropherograms of a DNA sam ple
iso lated with the or ganic ex trac tion method (a) and DNA IQ
kit (b); LM – lower marker, UM – up per marker.

a

b

d

c

e

f

a

b



STR mark ers (in the case of high amounts of DNA),
or whether it is nec es sary to per form RT PCR (in
the case of no de tec tion of DNA based on chip elec -
tro pho re sis data);

– The 2100 Bioanalyzer is not suit able for eval u a tion 
of DNA con cen tra tion in bi o log i cal traces where
con cen tra tion and qual ity of DNA is dif fi cult to as -
sess (pre dict). 
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Fig. 4. Ab er ra tions in elec tro pho re sis due to high con cen tra -
tion of DNA (c > 2000 ng/µl, mea sured with the Quantifiler). 
4a – DNA iso lated from blood stain, b – DNA iso lated from
se men; LM – lower marker, UM – up per marker.
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1. Ws têp

Oznac zenie iloœci i jakoœ ci DNA obecn ego w eks -
trakt ach pod daw any ch ba dan iom ge net ycznym ma klu -
czowe zna czen ie dla do bran ia w³aœ ciwy ch wa runk ów
re akc ji am plif ika cji i ge not ypo wan ia. Ko merc yjne ze -
stawy u¿ ywane do pro fil owa nia STR s¹ bar dzo wra ¿liwe
na zbyt wy sok ie st ê¿e nie ma tryc owe go DNA – by uzys -
kaæ wia ryg odne wy niki, do re akc ji na le¿y do daæ go nie
wi êcej ni¿ 0,5–2 ng [11]. Od pow iednio do brana il oœæ ma -
trycy DNA cz êsto za pob iega nie pot rzebnym pow tór kom
re akc ji PCR, co znacznie obni¿a koszty analizy  gene -
tycznej œladów biologicznych. 

Do il oœc iowej i ja koœ ciowej anal izy kwas ów nu klei -
nowy ch wy kor zyst ywano wie le ró¿ nych me tod: po miary
spek trof oto met ryc zne, roz dzia³y elekt rofo ret ycz ne z bar -
wien iem, tech niki hy bryd yza cyj ne i il oœci owy PCR. Po -
równ ania wad i za let po szczególnych ro dzajów anal iz
do kon ali Nie ls en i in. oraz Nicklas i in. [11, 12]. 

Obecn ie za naj bard ziej dok³adn¹ met odê do po miaru
st ê¿en ia DNA uw a¿a siê il oœci owy PCR w cza sie rze -
czyw ist ym (RT PCR, ang. Real-Time PCR). Ze wzg lêdu
na fakt, i¿ jest on oparty na tych sa mych za sad ach, co
prowa dzone w dal szych etap ach anal izy ge not ypo wan ie
STR, tech nika ta do starc za sz czegó lnie cen nych  infor -
macji na te mat il oœci i ja koœci am plif iko wan ego DNA.
W pr zeci wie ñst wie do wi êksz oœci in nych me tod, RT PCR
cha rakt ery zuje siê spe cyfi czn oœci¹ ga tunk ow¹, nie daj¹c
fa³szy wie zaw y¿onych wyn ików spo wod owa nych obe c -
no œci¹ do mieszki ob cych kw asów nu klei nowy ch czy in -
nych in terf eruj¹cych zwi¹zków [11, 12]. Po nadto anal iza
da nych RT PCR jest ca³ko wic ie zauto mat yzo wana, co
prak tyczn ie ni wel uje zr ó¿n ico wanie re zul tat ów ba dañ wy -
ni kaj¹ce z su biekt ywny ch ocen ba dac zy. Do datk owo sto -
sow anie kon troli wew nêtr znej re akc ji do starc za  infor -
macji na te mat ob ecnoœci in hibitorów re akc ji PCR. Iloœ -
cio wy PCR w cza sie rze czyw ist ym zo sta³ uznany za
metodê dok³adn¹, wia ryg odn¹ i po wtar zaln¹ [8]. W zwi¹z -
ku z tym na ryn ku po jawi³y siê ko merc yjne pro dukty wy -
kor zyst uj¹ce me todê RT PCR, kt óry ch pr zyd atno œæ do
 iloœ ciowej anal izy DNA ze œlad ów bio log iczny ch zo sta³a
oszac owa na przez licz ne la bor ato ria ge net yki s¹do wej [1, 
6, 8, 17]. 

Wraz z postêpem tech nol ogi cznym nast¹pi³a au tom a -
ty zac ja sy ste mów roz dzia³u elekt rofo ret ycz nego bio cz¹-
 ste czek po zwal aj¹cego ok reœl iæ ich wi elko œæ i st ê¿en ie
szyb ciej i pre cyz yjni ej. Jed nym z ele mentów tego roz -
woju jest po jaw ienie siê tech nik opart ych na elekt rofo -
rez ie ka pil arnej w tzw. mi kroc hipa ch (ang. chip ca pill ary
elect rophore sis). Przegl¹du hi stor ii roz woju tej tech niki

oraz jej zast oso wañ do kona³ Dol nik i in. [3, 4]. Jed nym
z pierw szych ko merc yjnie do stêp nych sy stem ów  wyko -
rzystuj¹cych te chno logiê roz dzia³u kwa sów nu klei nowy -
ch opart¹ na chi pach jest 2100 Bio anal yzer (Agil ent, Palo 
Alto, MA). Zna laz³ on sze reg zas tosowañ w anal izie
DNA, RNA i bia³ek [2, 5, 7, 9, 10, 13, 15, 16]. Do anal izy
ró¿n ego ro dzaju cz¹ste czek o ró¿ nej wie lkoœci  zapro -
jektowano od pow iednie ze stawy od czyn ników i p³ytek
chi pow ych. Wie lu ba dac zy prze prow adzi³o wali dacjê po- 
szcz egól nych zest awów do anal izy sto sunk owo kró tkich
fra gmen tów kwa sów nu klei nowy ch, ta kich jak pro dukty
PCR, pro dukty tra wien ia pla zmid ów en zym ami   restryk -
cyj nymi czy tr anskry ptów RNA [9 10, 13, 15, 18]. Stwier-
dzi li oni, ¿e elekt rofo reza chi powa spraw dza siê w tego
typu anal iza ch nie go rzej od wc zeœniej  wykorzystywa -
nych me tod. Niew¹tpliw¹ za let¹ elekt rofo rezy chi pow ej
jest szy bko œæ anal izy sto sunk owo wie lu pró bek (w przy -
padku apar atu 2100 Bio anal yzer – 12 pró bek w ci¹gu pó³
go dziny) i ni ¿sza cena anal izy jed nej pró bki w po rów -
naniu do ko merc yjny ch te stów sto sow any ch w ident yfi -
kac ji osobn icz ej.

Naj wiêk sze frag menty DNA, ja kie mo ¿na an alizowaæ 
z wy kor zyst aniem sys temu Agil ent 2100, nie prze krac za -
j¹ kil kun astu tys iêcy par za sad. Ze staw Agil ent DNA
12000 Lab Chip zo sta³ za proj ekto wany do oznac zania
wielk oœci i stê¿e nia fragm entów dwu nic iowe go DNA
w za kres ie od 1000 do 12000 pz. Po niew a¿ wi elko œæ
cz¹ste czek DNA uzys kiwa nych pod czas izol acji kla sycz -
n¹ me tod¹ or gan iczn¹ mi eœci siê w za kres ie 10000–
15000 pz [14], a za po moc¹ ze stawu DNA IQ Sys tem
(Pro mega Cor por ati on, Ma dis on, WI) w za kres ie 60–
10000 pz (dane pro duc enta), w ra mach ni niejs zej pra cy
do kon ano oceny przy datnoœci sys temu do elekt rofo rezy
chi pow ej do wst êpn ej anal izy DNA ba dan ego dla po trzeb 
s¹do wych. Oznac zano wielk oœæ fragm entów i stê¿e nie
DNA wy izol owa nego z krwi pe³nej, wy mazów z wew -
nêtrz nej œc ianki po liczka i rze czyw ist ych œla dów  biolo -
gicz nych. Wy niki anal izy iloœ cio wej uzys kane pod czas
elekt rofo rezy chi pow ej por ówn ano z wy nik ami otrzym a -
ny mi za pomoc¹ zestawu Quantifiler Hu man Iden ti fi ca -
tion Kit (Ap plied Biosystems, Fos ter City, CA). 

2. Ma ter ia³ i me tody

Ma ter ia³ do ba dañ sta nowi³o 65 pró bek DNA  geno -
mo wego: 10 pr óbek DNA izol owa nego z krwi kla syczn¹
me tod¹ or gan iczn¹, po 11 pr óbek DNA izol owa nego
z wy maz ów po liczk owy ch, od pow iednio ko merc yjnym
ze staw em DNA IQ oraz me tod¹ or gan iczn¹, 33 pr óbki

Problems of Forensic Sciences 2010, vol. LXXXI, 91–100

OCENA PRZYDATNOŒCI SYSTEMU AGILENT 2100 BIOANALYZER 
W ANALIZIE DNA NA POTRZEBY GENETYKI S¥DOWEJ   



DNA po chodz¹ce ze œl adów bio log iczny ch w po staci
11 plam krwi, 10 plam na sien ia i 12 nie dopa³ków  papie -
ro sowych, z kt órych materia³ wyizolowano metod¹ or ga -
n iczn¹.

Izo lac jê DNA me tod¹ or gan iczn¹ prze prow adz ono
z wy kor zyst aniem mie szan iny fe nol-chlo rof orm. Koñc o -
wym etap em pro cesu by³o oczyszc zanie i zagêszc zanie
pre par atu DNA na ko lum ienka ch Micro con 100 (Mil -
liop ore, Bed ford, MA). W przy padku na sien ia ko mórki
plem nik owe pod dano do datk owej li zie w ob ecnoœci sar ko-
zylu, pro tei na zy K i DTT, nas têp nie obie frak cje:  plemni -
kow¹ i nab³on kow¹ eks trah owa no me tod¹ fe nol- chlo ro-
 form jak wy¿ej. Izol acja DNA za po moc¹ ze stawu DNA IQ
zo sta³a prze prow adz ona zgod nie z za lec eni ami pro duc enta.

Jako metodê re fer ency jn¹ do oceny stê¿ enia wszyst -
kich ba dan ych pr óbek DNA wy kor zyst ano te chn ikê RT
PCR z za stos owa niem ko merc yjne go ze stawu Qu ant ifi -
ler. Re akc jê przy got owa no zgod nie z za lec eni ami pro -
duc enta i wy kon ano, u¿ ywaj¹c apar atu ABI PRISM 7000 
Sequ ence De tec tion (Ap plied Biosystems).

Ba dane pr óbki pod dano roz dzia³owi elekt rofo ret ycz -
nemu, sto suj¹c apar at Agil ent 2100 Bio anal yzer oraz ze -
staw Agil ent DNA 12000 Lab Chip zgod nie z pro ced ur¹
za lec an¹ przez pro duc enta. Pa ram etry sta tys tyczne: œred -
ni¹ pom iar ów stê ¿en ia DNA, war ian cjê, od chyl enie stan -
dard owe (SD) i wspó³czyn nik zmie nnoœci (CV%) obli -
czo no, pos³uguj¹c siê oprog ramo wan iem Excel z pakietu
MS Of fice 2007.

3. Wy niki i dys kus ja

3.1. Ocena wiel koœci frag mentów i jako œci DNA

W wy niku izol acji DNA me tod¹ eks trakc ji or gan icz -
nej uzys kuje siê frag menty DNA o wiel koœci 10–15 kpz
[14]. Nie zdeg rado wany DNA wi doczny jest na elekt rofo -
reg ram ie w po staci roz ci¹gni êtego piku znaj duj¹cego siê
tu¿ przed górnym mar ker em lub czê œci owo na cho dz¹ -
cego na ob szar piku gó rnego mar kera (ry ciny 1a, 1b).
Z ko lei ob raz o wie lu ni skich pi kach (ry cina 1c) jest cha -
rakt ery sty czny dla pró bek zde grad owa nych. Jak wspo -
mniano we wstê pie, w wy niku izol acji DNA z wyko rzy -
sta niem ze stawu DNA IQ ge ner owa ne s¹ frag menty
miesz cz¹ce siê w znacz nie wiêks zym za kres ie ro zmia rów 
w po równ aniu do izol acji me tod¹ or gan iczn¹ – frag menty 
te „rozk³adaj¹ siê” na ca³ej d³ugoœ ci dro gi roz dzia³u,
w efekc ie cze go na elekt rofo reg ram ie brak jest  widocz -
nych pi ków. Na ob raz ie ¿elu mo¿na jedynie za ob ser -
wowaæ delikatne smugi œwiadcz¹ce o obecnoœci DNA.

3.2. Powt arzalnoœæ elekt rofo rezy

W celu oceny powt arzalnoœci me tody wy kon ano roz -
dzia³ elekt rofo ret ycz ny w trzech powtórzeniach 10 pró -

bek DNA ge nom owe go izol owa nego z krwi na dro dze
eks trakc ji or gan icznej. Dla ka ¿dej pr óbki ob lic zono wa r -
to œæ œr edni¹ po mia rów st ê¿e nia DNA, wa ria ncjê,  odchy -
le nie stan dard owe (SD) i wspó³czyn nik zmie nnoœci (CV%).
Wy niki ob lic zeñ przed staw iono w ta beli I. Wa rto œci wspó³- 
czyn nika zmie nno œci wa haj¹ siê w gra nic ach od 2,5% do
37,7%; w przy padku wiêk szoœ ci prób ek wart oœæ CV%
jest ni¿s za od 25%. Otrzym ane dane s¹ po dobne do wa -
rtoœ ci CV% ob lic zony ch w celu ok reœ lenia po wta rzal -
noœci elekt rofo rezy dla fragm entów re strykc yjny ch roz -
dzie lan ych z wy kor zyst aniem tego sa mego ze stawu (CV
w za kres ie 4–31% w za le¿n oœci od pro ced ury nak³ad an ia
pr ób ki) [13] oraz do wa rt oœci poda nych przez pro duc enta 
(25%). Te doœæ znacz ne od chyl enia mog¹ wy nikaæ z nie -
dok³adn oœci pod czas ma nua lne go na nos zenia prób na
p³ytkê za rów no pr óbek ba dan ych, jak i mar kera. Pa naro
i in. [13] udow odni li wp³yw spo sobu przy got owa nia i na -
nos zenia pr óbek na po wta rzal noœæ wy nik ów. Po nadto nie 
bez zna czen ia dla odc hyleñ wyn ików ilo œcio wej anal izy
ge nom owe go DNA po chodz¹cego z tych sa mych pr óbek
jest ko niecznoœæ ma nua lne go przy pis ywa nia pików.
Opro gra mow anie, które au tom aty cznie de fin iuje wy raŸ -
ne, ostre piki, w przy padku roz ci¹gni êtego piku ge nom o -
we go DNA wy maga in ger encji u¿ ytk owni ka. 

Okr eœl enie roz miaru roz dziel any ch fra gment ów DNA
wy daje siê w du ¿ym stop niu po wtar zalne. Ze wz glêdu na
fakt, ¿e ba dany w ni niejs zej pra cy DNA sta nowi mie sza -
ninê fra gme ntów o ró¿ nej d³ugo œci, któ re nie uleg³y ca³-
 ko wit emu roz dzia³owi, nie mo¿liwe by³o dok³adne ok reœ -
len ie wie lkoœci. Jed nak jak wid aæ na ry cin ie 2, po zyc ja
piku od pow iadaj¹ca ba dan emu DNA jest bar dzo po dob -
na. Po zos taje to w zgo dzie z wy nik ami po wta rza lnoœci
oz nac zeñ wi elk oœci fr agm ent ów re strykc yjny ch do kon a -
ny ch przez Pa naro i in. [13], kt órzy uzys kali wspó³czyn -
nik zmie nnoœci na po ziom ie 1%.

3.3. Ocena stê¿ enia ge nom owe go DNA izol owa nego 
me tod¹ or gan iczn¹ i ze staw em DNA IQ 
z ró ¿nego ma ter ia³u bio log iczne go

Za po moc¹ sys temu 2100 Bio anal yzer oznac zono stê -
¿e nie DNA w 32 eks trakt ach wy izol owa nych z ma ter ia³u
re fer ency jnego w po staci krwi i wy mazów po liczk owy ch
oraz w 33 eks trakt ach wy izol owa nych z rze czyw ist ych
œla dów bio log iczny ch (pla my krwi, na sien ia, nie dopa³ki
pap ier osów). Stê ¿en ie DNA we wszyst kich ba dan ych prób -
kach ok reœ lono z wy kor zyst aniem ze stawu Qu ant ifi ler.
Po rów nan ie wy nik ów anal izy iloœ cio wej obiema  meto -
dami przed staw iaj¹ od pow iednio ta bela IIA i ta bela IIB.

Dla wiê kszo œci pró bek stê ¿enie DNA oznac zone ze -
staw em Qu ant ifi ler by³o wy ¿sze ni¿ ok reœ lone za po moc¹ 
apar atu 2100 Bio anal yzer. Znacz ne ró¿ni ce (rzêdu od kil -
ku do kil kus et razy) do tyc zy³y pr óbek, dla kt óry ch st ê¿e -
nie ok reœ lone za po moc¹ me tody re fer ency jnej wy nosi³o
po wy¿ ej ki lku dziesiêciu ng/ml. Zani¿one wy niki uzys -
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kane za po moc¹ apar atu 2100 Bio anal yzer mog³y byæ
spo wod owa ne zbyt du¿¹ ilo œci¹ DNA w ba dan ych  prób -
kach. Pro duc ent za leca wy kor zyst anie sp rzê tu do anal izy
stê¿ enia w za kres ie 0,5–50 ng/ml; oznac zanie wiêkszy ch
iloœci mo¿e nie byæ wia ryg odne. W przy padku prób ki
K_1 (ta bela IIB) st ê¿e nie DNA oznac zone za po moc¹
apar atu 2100 Bio anal yzer by³o wy¿ sze ni¿ wy nik  otrzy -
ma ny przy u¿ yciu ze stawu Qu ant ifi ler. Praw dop odo bn¹
przy czyn¹ by³a obec noœæ w ba dan ym eks trakc ie inh ibito -
rów, któ re ha mowa³y re akc jê PCR (po twierd za to wy nik
re akc ji IPC, wa rto œæ CT ró wna 35,12), na tom iast nie
mia³y wp³ywu na an ali zê il oœc iow¹ me tod¹  elektrofore -
tyczn¹. Naj bard ziej zbl i¿one war toœci dla sys temu 2100
Bio anal yzer i Qu ant ifi ler otrzym ano dla próbek, które,
wed³ug me tody re fer ency jnej, po siada³y st ê¿en ie rz êdu
kil ka-, kil kanaœcie ng/ml. Je dyn ie dwie próbki: WP_22
(ta bela IIA) i NAS_7 (ta bela IIB) wy kaza³y w te œcie
 niewiele wy¿ sze stê ¿enie mie rzone apar atem 2100  Bio -
analyzer (od pow iednio 4-krot nie i 2-krot nie), co mo¿e
wyni kaæ z b³êdu pi pet owa nia lub nie dok³ad nego  wymie -
sza nia pr óbek. Ge ner alnie wa rto œci st ê¿e nia otrzym ane
w wy niku te stu QF by³y wy ¿sze dla da nej pr óbki ni¿ po
roz dziale elekt rofo ret ycz nym do kon anym apar atem 2100 
Bioanalyzer. 

War to zwr óciæ uwa gê na wy niki po miaru st ê¿en ia
DNA izol owa nego ze staw em DNA IQ (ta bela IIA). Za
po moc¹ apar atu 2100 Bio anal yzer nie stwier dzono w prób -
kach analizow any ch t¹ me tod¹ ob ecnoœci DNA, mimo i¿
wy niki te stu Qu ant ifi ler wska zywa³y, ¿e w ba dan ych eks -
trakt ach znaj duje siê DNA w iloœ ci mieszcz¹cej siê w za -
kres ie de tekc ji apar atu. Mo¿e to wyni kaæ z fak tu, ¿e
ze staw DNA IQ ge ner uje frag menty DNA o bar dzo zr ó¿ -
n icowanej wie lkoœci (60–10000 pz). Pod czas roz dzia³u
nie ob serw uje siê wiêc jed nego sze rok iego piku jak
w przy padku pro toko³u izol acji or gan icznej, a frag menty
mog¹ „roz³o¿yæ siê” na ca³ej d³ugoœ ci dro gi roz dzia³u.
W efekc ie przy ogóln ie ni skiej wy dajnoœci izol acji
(0,5–2,5 ng/ml wg pro duc enta) w ob raz ie elekt rofo ret ycz -
nym ¿aden pik nie prze krac za li nii od ciêcia, po nad któr¹
apar at zli cza sy gna³ flu ores cency jny, co sta nowi przyc zy -
nê bra ku od czytu st ê¿en ia. Przyk³ad owy ob raz pi ków
z obu me tod izol acji przed staw iaj¹ ry ciny 3a, 3b. 

W przy padku, gdy stê¿ enie DNA w prób ce jest bar -
dzo du¿e, mog¹ poj awiæ siê za bur zenia w roz dziale  elek -
troforetycznym, które w kon sek wencji pro wadz¹ do nie -
pra wid³owego oznac zenia zarów no iloœci, jak i roz miaru
ba dan ych fr agm entów DNA (ryciny 4a, 4b).   

4. Wnio ski

– Sys tem 2100 Bioanalyzer w po³¹czeniu z zestawem
Agilent DNA 12000 LabChip z powodzeniem mo¿e
byæ wykorzystywany do analizy iloœciowej geno mo -
wego DNA jedynie w ograniczonym zakresie stê¿eñ,

natomiast nie nadaje siê do dok³adnej oceny stê ¿e -
nia ekstraktów zarówno zdegradowanego DNA, jak
i eks traktów zawieraj¹cych bardzo du¿e iloœci DNA;

– Sys tem 2100 Bioanalyzer mo¿na wykorzystaæ do ogól -
nej oceny wielkoœci fragmentów DNA w próbkach
o stosunkowo wysokim stê¿eniu DNA dobrej jakoœci;

– za pomoc¹ aparatu 2100 Bioanalyzer mo¿na wstêpnie 
analizowaæ próbki DNA uzyskane z materia³u refe -
rencyjnego. Otrzymane wyniki umo¿liwiaj¹ ewen -
tualne podjêcie decyzji, czy kolejnym etapem analizy
bêdzie od razu amplifikacja uk³adów STR (w przy -
padku du¿ych iloœci DNA), czy nale¿y przeprowadziæ 
analizê RT PCR (w przypadku niewykrycia DNA
w elektroforezie chipowej);

– Sys tem 2100 Bioanalyzer nie znajduje wiêkszego za-
sto sowania do oceny DNA ze œladów biologicznych,
których stê¿enie i jakoœæ trudna jest do przewidzenia.
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