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Walidacja w odniesieniu do procedur laboratoryjnych oznacza dzia-
tanie majace na celu potwierdzenie w sposéb udokumentowany i
zgodny z zatozeniami, ze czynno$ci prowadzg do zaplanowanych
wynikow, jednoczesnie sprawdza wiarygodnos¢ oraz doktadnosé
zestawow odczynnikow i urzgdzen pomiarowych [4, 13]. Proces we-
ryfikuje metode, wyznaczajgc krytyczne aspekty procedury [3, 7].
Zdecydowang zaletg walidaciji jest uzyskiwanie wiarygodnych rezul-
tatéow, ustalenie warunkéw, w jakich bedg one otrzymywane, jak
réwniez zdefiniowanie ograniczen metody, z ktérej mogg korzystac
laboratoria, osrodki naukowe, badawcze i dydaktyczne [4, 5].

AmpFI STR MiniFiler'™™ Kit PCR Reagents jest gotowym do uzy-
cia zestawem, zawierajgcym wszystkie niezbedne odczynniki do
wykonania reakcji PCR do jednoczesnej multipleksowej amplifikaciji
i fluorescencyjnej detekcji fragmentéw ludzkiego DNA. Po raz
pierwszy markery miniSTR byty uzyte na duzg skale podczas iden-
tyfikacji ofiar ataku na World Trade Center w 2001 roku [9]. Mini
Filer zawiera osiem autosomalnych Joci STR (D2S1338, FGA,
CSF1PO, D7S820, D13S317, D16S539, D18S51 i D21S11) zlokali-
zowanych na dtuzszych ramionach chromosoméw 2, 4, 5, 7, 13, 16,
18121 oraz jedno loci heterosomalne (Amelogenina) zlokalizowane
na krétszym ramieniu chromosomu X i Y. Analiza wielkosci produk-
tébw odbywata sie na podstawie systemu automatycznej detekciji,
natomiast allele definiowane byly na podstawie wewnetrznego
standardu wielkosci. Zestaw jest dedykowany dla zdegradowanych
lub/i inhibitowanych préobek DNA cztowieka [1].

Celem walidacji byto wykazanie niezawodnosci metody, jej
ograniczen oraz przydatnosci w genetyce sgdowe;.

DNA wyizolowano z wymazéwek ze sluzéwki jamy ustnej, z za-
stosowaniem zestawu kolumienkowego QIAGEN. Pomiar stezen
DNA przeprowadzono metodg opartg na Real-Time PCR, przy uzy-
ciu aparatu ABI PRISM 7500 oraz zestawu odczynnikéw Quantifi-
ler® Human DNA. Amplifikacje przeprowadzono technikg multiplek-
sowej reakcji PCR przy uzyciu termocyklera GeneAmp PCR Sys-
tem 9700, natomiast rozdziat produktow — przy uzyciu sekwenatora
kapilarnego AB 3500 HID Genetic Analyser. Wyniki analizowano za
pomocg programu GeneMapper ID-X v.1.2. Wykorzystywano urzg-
dzenia i oprogramowanie firmy Applied Biosystems.

Wszystkie etapy badan wykonano w obecnosci kontroli pozytyw-
nych (DNA o znanym profilu) i kontroli negatywnych (proby odczyn-
nikowe) w trzech powtdrzeniach. tgcznie przebadano 165 probek.

Podczas walidacji zbadano nastepujgce parametry: prog detek-
cji i prég oznaczalnosci; liniowo$¢ i zakres pomiarowy metody oraz
jej czutosc.

Prég detekcji i prog oznaczalnosci

W celu wtasciwego odrdznienia sygnatéw pochodzgcych z tta od
wiasciwych sygnatéw z rozdzielanych fragmentéw DNA wyznaczo-
no prég oznaczalnosci, tj. warto$¢ graniczng w jednostkach fluore-
scencji powyzej ktérej sygnat fluorescencji moze by¢ wiarygodnie

oznaczony. Na poziom szumow sygnatu fluorescencji sktadajg sie
dwa parametry: prég (limit) detekcji i prég (limit) oznaczalnosci.
Prég detekcji — LOD (Limit of Detection), okresla warto$¢ graniczng
w jednostkach fluorescencji (RFU), powyzej ktorej sygnaty fluore-
scencji mogg by¢ rozréznione od poziomu szumow, lecz nieko-
niecznie wiarygodnie oznaczone [7]. Limit detekcji wyznaczono na
podstawie rownania: LOD = x + 3 SD; gdzie: x — $rednia wartosc¢
sygnatu fluorescenciji linii bazowej danego barwnika; SD — odchyle-
nie standardowe.

Prég oznaczalnosci — LOQ (Limit of Quantitation) wyznaczono
stosujgc rownanie: LOQ = x + 10 SD; gdzie: x — $rednia wartos$¢
sygnatu fluorescencii linii bazowej danego barwnika; SD — odchyle-
nie standardowe [2].

Wyniki wykonanych testéw wskazujg, ze poziom szumoéw dla
poszczegodlnych barwnikéw fluorescencyjnych jest rézny. Najniz-
szy $redni poziom szuméw zanotowano dla barwnika niebieskiego
(FAM), a najwyzszy dla barwnika czerwonego (PET) — tabela 1. Na
podstawie usrednionych wartosci wzglednej fluorescencji barwni-
kow, dla zakresu skandw obejmujgcego wszystkie uktady systemu
Mini Filer (data point 3046 + 5230), wyznaczono progi detekc;ji i
progi oznaczalnosci dla kazdego barwnika niezaleznie. Uzyskane
rezultaty badan wykorzystano do opracowania parametrow metody
analizy wynikow badan dla systemu Mini Filer z wykorzystaniem
programu GeneMapper ID-X v.1.2 (tab. 2).

Tabela 1
Prég detekcji i prog oznaczalnosci dla systemu Mini Filer (RFU)

~ Minimum Maksimum  Srednia LOD LoQ
Barwnik

RFU RFU RFU (x) (x+38SD) (x+10 SD)

6-FAM™ 1 19 2,45 2,23 9,14 24,75
VIC® 1 57 3,52 2,89 12,19 32,42
NED™ 2 65 7,78 4,63 21,67 54,08
PET® 4 25 14,64 3,68 25,68 51,44
Tabela 2

Parametry metody analizy wynikoéw badan

Nazwa Parametry analizy .
Zastosowanie
metody Peak tresholds (RFU)
Mini Filer B -50 Metoda stosowana w rutynowej analizie
standard G-50 wszystkich wynikéw badan uzyskanych
Y - 100 z wykorzystaniem systemu Mini Filer
R-100
Mini Filer B -50 Metoda stosowana opcjonalnie (np. dla
prog wykrycia G-50 zdegradowanego DNA), gdy z duzym
Y - 50 prawdopodobienstwem mozna stwierdzic¢,
R-50 iz mamy do czynienia z DNA pochodzgcym

od jednej osoby

Liniowos¢ i zakres pomiarowy metody

Liniowos$¢ to parametr, ktory wskazuje proporcjonalng zaleznosc¢
wartosci sygnatu (w jednostkach fluorescencji) w zaleznosci od
stezenia DNA w prébce. Wraz ze wzrostem stezenia DNA warto$¢é
sygnatu fluorescencji wzrasta liniowo. Liniowo$¢ zachodzi jednak
do pewnego momentu, tj. do wysycenia detektora, czyli wzrostu do
wartosci, przy ktérej nie obserwuje sie liniowej zaleznosci wzrostu
sygnatu pomimo zwigkszajgcej sie ilosci matrycowego DNA w
probce. Wraz z liniowoscig wyznaczany jest zakres metody, tj.
przedziat w zakresie stezen DNA, w obrebie ktérego metoda daje
wiarygodne wyniki, czyli pomiedzy dolng granicg limitu oznaczal-
nosci a gorng granicg oznaczalnosci [10].

W celu oznaczenia liniowosci i zakresu wykorzystano nastepu-
jacy szereg rozcienczen DNA: 2,0; 1,0; 0,75; 0,50; 0,25; 0,125;
0,0625; 0,03125 ng/ul (w trzech powtdrzeniach). Srednie wysoko-
Sci pikow alleli (w RFU), ktére zawieraty takie samo stezenie DNA
zobrazowano na rysunku.

Na podstawie liniowosci wyznaczono zakres pomiarowy meto-
dy, poprzez okreslenie srednich wartosci sygnatu w RFU, osiggnie-
tych dla odpowiedniej ilosci amplifikowanego DNA w probce. Wy-
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Tabela 3
Poziom wypadania alleli w poszczegélnych uktadach STR

/ ]
zaleznoét prostoliniowa /
- /
o

0,03 00625 0125 025 05 075 1 2

RFU 10000

ng
Rys. Srednia wysokosci pikéw wzgledem ilo$ci matrycowego DNA

stepowanie niespecyficznych pikdw w kolorach B i G predyspono-
wato do podwyzszenia progéw oznaczalnosci do 100 RFU.
Zalezno$c¢ fluorescencji od stezenia badanego materiatu w szero-
kim jego przedziale byta nieprostoliniowa. Do celdéw analitycznych
kwalifikuje sie jedynie zakres stezen DNA od 0,125 do 0,5 ng; tylko w
tym przedziale stezen zalezno$¢ wzrostu poziomu sygnatu w RFU
od wzrostu stezenia matrycowego DNA jest wprost proporcjonalna.
Optymalna ilo$¢ matrycowego DNA, jaka nalezy wzig¢ do prze-
prowadzenia reakcji amplifikacji jest ilos¢ DNA zawierajgca sie w
przedziale od 0,25 do 0,75 ng. Ponizej 0,25 ng DNA w prébce ob-
serwuje sie zjawisko niezbalansowania pikow w uktadach hetero-
zygotycznych, natomiast przy ilosci powyzej 0,75 ng DNA w probce
pojawiajg sie artefakty oraz ,podciggniecia” pikdbw. W badanym
przedziale stezen od 0,03125 do 2,0 ng matrycowego DNA w préb-
ce mozna stwierdzi¢, iz walidowana metoda daje wiarygodne wyni-
ki. Srednie wysoko$ci sygnatu DNA, badane dla poszczegdlnych
rozcienczen, mieszczg sie ponad granice oznaczalnosci, tj. powy-
zej 100 RFU (okreslona w tescie oznaczalnosci). Na podstawie li-
niowosci i zakresu pomiarowego metody podjeto decyzje o pod-
wyzszeniu progow oznaczalnosci do 100 RFU.
Badanie czutosci
Badanie czutosci polega na okresleniu najmniejszej mozliwej do wy-
krycia ilosci matrycowego DNA w prébce, wystarczajgcej do tego,
aby uzyska¢ peten profil DNA [6, 11]. Utrata jednego z alleli (alleli drop
out) badz catego locus (locus drop out) utrudnia interpretacje uzyska-
nych wynikéw [12, 14]. Warto$¢ te okreslono doswiadczalnie, analizu-
jac probki zawierajgce znane, lecz zmienne stezenie DNA (tab. 3).
Stezeniem granicznym, przy ktérym otrzymano petny profil DNA
byto 0,0625 ng/ul matrycowego DNA w prébce. Zjawisko ,drop out”
pojedynczych alleli stwierdzono przy sredniej wysokosci piku ponizej
ok. 670 RFU, podobnie jak zjawisko ,drop out” catych uktadéw — przy
Sredniej wysokosci piku ponizej ok. 670 RFU.
Podsumowanie
Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen, istotnych z punktu
widzenia prowadzonych rutynowo badan biologicznych w laborato-
rium kryminalistycznym, ktérych celem byta walidacja zestawu do
amplifikacji AmpFl STR MiniFiler'™ firmy Applied Biosystems,
stwierdzono, ze:
—w walidowanym przedziale stezen od 0,03125 ng do 2,0 ng matry-
cowego DNA w prébce walidowana metoda daje wiarygodne wyniki;
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— metoda charakteryzuje sie duzg wykrywalnoscig alleli; ponad-
to w zakresie od 0,0625 do 2,0 ng matrycowego DNA stwierdzono
petne profile DNA. Zjawisko ,drop out” pojedynczych alleli oraz ca-
tych uktadéw zauwazono dla zawartosci 0,03125 ng matrycowego
DNA w probce;

— zestaw Mini Filer kwalifikuje sie do badan czystych profili lub
mieszanin, natomiast w mniejszym stopniu do analizy tzw. $ladéw
kontaktowych, ze wzgledu na wysokg czuto$¢, ktoéra powoduje
ujawnianie dodatkowych domieszek DNA;

— walidacje zakonczono wynikiem pozytywnym, poniewaz me-
toda spetnia stawiane jej wymagania.
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Selected parameters of validation of AmpFl STR MiniFiler™ kit used in forensic genetics
Summary

The aim of the presented research was to evaluate AmpFI STR MiniFilerTM kit from Applied Biosystems from the point of its reliability,
limitations and usefulness in forensic genetics. Amplification products were detected in fluorescence-based automated genetic analyzer,
whereas alleles were defined on the basis of the size of the internal standard. During the validation, the following parameters were deter-
mined: detection threshold and threshold determination, linearity and measuring range and sensitivity of the method. The reliable results
were obtained in the range of concentrations from 2.00 ng to 0.03125 ng of template DNA in the sample. The method has a high detection
rate of alleles, also in the range of 0.0625 ng to 2.0 ng of template DNA were full DNA profile. The case of “drop out” of individual alleles
and the entire system for the content of 0.03125 ng of template DNA in the sample were observed. Mini Kit Filer is suitable for pure re-
search profiles or mixtures. To a lesser extent it is suitable for the trace analysis of contact because of its high sensitivity-
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