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1.Wstep

Po zakonczonej izolacji kwasow nukleinowych jednym z pierwszych,
kluczowych etapow, jaki wykonuje si¢ przed przystapieniem do ich dalszej analizy
jest pomiar stezenia wyizolowanego materialu genetycznego. Stanowi on punkt
wyjscia do prawidlowej amplifikacji DNA, jego rozdzialu oraz poprawnej
interpretacji otrzymanych wynikow. Zbyt mata ilos¢ DNA prowadzi do wystgpienia
zjawisk niepozadanych w reakcji PCR takich jak wypadanie (ang. drop-out) alleli
czy detekcja przypadkowych alleli, co skutkuje powstawaniem niekompletnych lub
trudnych w interpretacji profili genetycznych. W przypadku uzycia nadmiaru DNA
obserwuje si¢ zjawisko czesciowej adenylacji, wzrost udziatu pikow typu stutter,
a nawet brak mozliwos$ci odczytu badanej sekwencji DNA.

Glownym problemem w badaniach z zakresu genetyki sadowe;j jest mata ilos¢
materialu biologicznego lub jego degradacja, co skutkuje znikomg iloscig matrycy
DNA. Dlatego niezbegdne jest stosowanie przez laboratoria bardzo czutych metod
stuzacych do pomiaréw stezenia DNA przeprowadzonych w oparciu o minimalng
ilos¢ proby badanej. Metody te musza by¢ poddawane regularnym kontrolom
i procesom walidacji w celu sprawdzenia ich pod wzgledem sprawnosci
I niezawodnosci dziatania. Sposobem na potwierdzenie doktadnosci i wiarygodnoSci
tych metod jest wymodg wdrozenia przez laboratoria genetyczno-sadowe systemu
zarzadzania jako$cig zgodnie z norma ISO/IEC 17025 [22,33].

1.1 Spektrum badan oraz Zrodla materialéow w genetyce sadowej

Na przetomie ostatnich lat, w wyniku postepu technicznego i powstawania
coraz to nowszych i doskonalszych metod badawczych doszto do gwaltownego
rozwoju nauki w zakresie genetyki medyczno-sadowej. Badania DNA sg obecnie
podstawowym, powszechnym narzedziem wykorzystywanym w szerokim spektrum

spraw zwigzanych z przestepczos$cia, taka jak np. gwatt czy morderstwo [3].



Jako material dowodowy w wielu tych sprawach moze postuzy¢ tzw. slad
biologiczny, czyli substancja organiczna pozostawiona przez sprawce na miejscu
zbrodni, w tym na ciele oséb, pod paznokciami, na czeSciach garderoby,
przedmiotach (niedopatkach papierosow, gumach do Zucia) oraz narze¢dziach
zbrodni [12,14]. Do $ladéw biologicznych poddawanych analizie genetycznej
zalicza si¢ migdzy innymi $lady pochodzenia tkankowego, w tym krew (ptynna,
plamy), wlosy, fragmenty tkanek, a takze wydzieliny (nasienie, §ling, pot), oraz
wydaliny (mocz, kat). W przypadku silnego rozktadu ciata, gdy nie ma mozliwosci
pozyskania od ofiary tkanek migkkich, jedynym Zroédlem DNA pozostajg kosci,
w tym szczegolnie zeby. Kazdy z tych materiatdow moze by¢ wykorzystany w celu
ustalenia i odnalezienia w bazie danych charakterystycznego i niepowtarzalnego

profilu genetycznego osoby, od ktdérej pochodzi zabezpieczony materiat [15].

Genetyka sadowa oprocz badan bedacych pomocnymi w  walce
Z przestepczosciag zajmuje si¢ rowniez identyfikacja zwtok oraz szczatkow ludzkich,
w tym pochodzacych z katastrof masowych, takich jak katastrofy lotnicze, katastrofy
zwigzane z atakami terrorystycznymi czy tez spowodowane dziataniem zywiotow
(powodz, tsunami, trzgsienie ziemi). Zajmuje si¢ takze badaniami rodzinnymi, ktore
wykorzystuje si¢ miedzy innymi W celu ustalenia tozsamos$ci osoby zaginionej oraz
w sprawach spadkowych. Jednakze do najczesciej przeprowadzanych analiz
pokrewienstwa nalezy badanie ojcostwa, ktore mozna potwierdzi¢ lub wykluczy¢

nawet w sytuacji, gdy domniemany ojciec nie zyje [2,10].

1.2 Narzedzia i metody badan genetyczno-sadowych

Wspotczesna genetyka sgadowa ma do dyspozycji szeroki wachlarz
mozliwosci, ktory wynika z dostepnosci coraz czulszych, efektywniejszych metod
i technik badawczych. W niniejszej pracy oméwiono te metody, ktore zostaty

wykorzystane do przeprowadzenia badan.



Podstawows technikg w zakresie genetyki sagdowej jest technika PCR (ang.
polymerase chain reaction), czyli reakcja tancuchowej polimerazy, opracowana
w potowie lat 80-tych przez Kary'ego Mullisa [25], ktory dostat za to odkrycie
Nagrode Nobla w 1993 roku. Technika ta umozliwia powielenie dowolnego
fragmentu DNA o dhlugosci od kilku do kilkuset tysiecy nukleotydow. W sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzi matrycowy DNA, startery (primery), trifosforany
deoksyrybonukleotydow oraz termostabilna polimeraza DNA. Klasyczna reakcja
PCR polega na przeprowadzeniu wielokrotnie powtarzalnego cyklu trzech etapoéw
zachodzacych w roznych temperaturach. W pierwszym etapie, przeprowadzanym
w temperaturze okoto 95°C, dochodzi do pgkania wigzan wodorowych
wystepujacych miedzy zasadami azotowymi i rozdzielenia matrycy DNA na dwa
tancuchy. W temperaturze optymalnej dla dziatania starterow (50-60 °C) zachodzi
drugi etap, ktory polega na ich przylaczeniu do matrycy DNA. Ostatni etap reakcji
DNA to jego wydtuzanie. Podwyzszenie temperatury do okoto 72 °C pozwala na
przylaczenie si¢ do matrycy polimerazy DNA i synteze nici komplementarnej do
matrycy [29]. W celu skrocenia czasu reakcji stosuje si¢ wersj¢ PCR zredukowang
do dwoch etapoéw, gdzie przylaczanie starterow i wydtuzanie matrycy przebiega
jednoczesnie.

Bogatym zrodlem wysoce polimorficznych markerow, ktore moga by¢
wykrywane technika PCR, sa krotkie sekwencje o strukturze tandemowych
powtorzen, tzw. STR (ang. short tandem repeat). Wielko$¢ czasteczki tych markerow
najczesciej wykorzystywanych w badaniach waha si¢ w granicach 100-450 par zasad,
a motyw repetytywny sktadajacy si¢ od 2 do 6 nukleotydow powtarza si¢ Srednio
kilka - kilkanascie razy w okreslonym miejscu genomu, w tzw. locus, dajac wiele
wariantow. Sekwencje te, zwane tez mikrosatelitarnymi, sg standardowo
wykorzystywane w badaniach identyfikacyjnych, gtownie ze wzgledu na mozliwos¢
ich jednoczesnej analizy oraz na duzg zmienno$¢ w populacji, co umozliwia
uzyskanie wysokiego stopnia polimorfizmu [6].

W  przypadku silnej degradacji DNA detekcje jego polimorfizmu
przeprowadza si¢ za pomoca markerow, o mniejszych rozmiarach aplikonu. Sg to

markery typu mini-STR, dajace produkty o wielkosci czasteczki w zakresie 100-200



par zasad oraz markery typu SNP (single nucleotide polymorphism) o zmiennosci

w obrebie pojedynczych nukleotydow [27].

Mingeta prawie dekada odkad markery STR stanowig trzon systemu CODIS.
Zostaly one po raz pierwszy opisane jako skuteczne narzedzia do identyfikacji
tozsamosci ludzkiej na poczatku lat 90-tych przez Edwardsa 1 jego
wspolpracownikow [9]. Obecnie najwicksza na §wiecie bazg profili w zakresie STR
dysponuje brytyjska firma Forensic Science Service (ponad 5 milionow profili). Ze
wzgledu na swoje wykorzystanie w krajowych bazach danych DNA na catym
swiecie, markery STR odgrywaja kluczowa role W walce z przestepczoscia oraz

w identyfikacji osob [5].

Obecnie podstawowym narzedziem genetyki sgdowej w profilowaniu DNA
jest multipleksowa reakcja PCR z wykorzystaniem systemu wielokolorowej detekcji
fluorescencyjnej [4]. Multiplex PCR jest odmiang reakcji PCR polegajaca na
rownoczesnej amplifikacji wielu loci mikrosatelitarnego DNA w tej samej
mieszaninie reakcyjnej, przy czym startery dla loci o tym samym zakresie wielkoSci
sg znakowane r6znymi barwnikami fluoroscencyjnymi. Dzigki temu metoda ta jest
0 wiele mniej czasochtonna, pozwala obnizy¢ koszty przeprowadzanych badan
I zminimalizowa¢ ilo$¢ potrzebnej matrycy DNA, przy jednoczesnym uzyskaniu

wysokiej wydajnosci oraz wysokiej wartosci sity dyskryminacji [8,24].

Produkty reakcji multiplex PCR identyfikuje si¢ na podstawie ich rozdziatu
elektroforetycznego przy zastosowaniu elektroforezy kapilarnej. Zazwyczaj
przeprowadza si¢ ja za pomocg Stuzacych do tego celu automatycznych
sekwenator6w niewymagajacych przygotowywania zelu. Rozdzial kwasow
nukleinowych przeprowadzany jest w cienkiej kapilarze wypeknionej polimerem,
w ktorej migrujg produkty reakcji PCR. Ich fluorescencja wzbudzana jest przez laser
a nastgpnie wychwytywana i mierzona jest przez specjalny system detekcji. WyniKki
detekcji fluorescencyjnej otrzymujemy w postaci elektroforegramu, gdzie za pomocg

wzglednego wspotczynnika fluorescencji (RFU) oceniamy otrzymany produkt.



Kolejng odmiang techniki PCR, ktorg wykorzystano do analizy materiatu
genetycznego w tej pracy badawczej, jest Real Time PCR. llosciowa reakcja PCR
W czasie rzeczywistym jest niezwykle przydatna w genetyce sagdowej, gdy dysponuje
si¢ znikomag ilo$cig matrycy DNA. Nalezy do bardzo czutych i specyficznych metod
wykrywajacych stezenia DNA juz na poziomie jednej haploidalnej komorki. Podczas
pomiaru uwzglednia si¢ zarowno ilo$¢ jak 1 jako$¢ matrycowego DNA.

W przebiegu reakcji PCR mozemy wyrézni¢ cztery fazy: wstepna,
wyktadnicza, logarytmiczng 1 plateau. Tradycyjny PCR pozwala na analiz¢ produktu
reakcji w fazie plateau, kiedy ilo§¢ produktu reakcji osiggneta maksimum. Dzigki
zastosowaniu wysoce czutych znacznikéw fluorescencyjnych, Real Time PCR
umozliwia monitorowanie namnazania si¢ DNA juz w fazie wykladniczego wzrostu
oraz przyrostu ilosci produktu w czasie kolejnych cykli. Wyréznia si¢ znakowanie
niespecyficzne z zastosowaniem barwnikéw interkalujacych podwdjng ni¢ DNA, jak
np. barwnik SYBR Green oraz znakowanie specyficzne, ktore wykorzystuje sondy
molekularne, jak np. sondy TagMan.

Poziom fluorescencji zalezy od stezenia amplikonu w  prébie.
W poczatkowych fazach jest on odczytywany jako tlo, na ktérego poziomie DNA
jest niewykrywalne. Cykl, w ktérym sygnat fluorescencji przekracza prog detekeji,
a namnazajacy si¢ produkt wchodzi w faze wyktadniczego wzrostu, swiadczacego
0 obecnosci DNA w probie, nazywamy cyklem progowym (ang. threshold cycle,
Ct). Im wyzsze stezenie wyjsciowego DNA w probie, tym przy nizszych warto$ciach
Ct poziom fluorescencji przekracza wartos¢ progowa [29,34].

W metodzie Real Time PCR do najczgsciej stosowanych zestawow
w genetyce sadowej zalicza si¢ Quantifiler Duo DNA Quantification Kit, Quantifiler
Trio DNA Quantification Kit oraz PowerQuant System. Wykrywalnos¢ tych metod
producent szacuje na okoto 20 pg genomowego DNA, czyli okoto 3 komorek
diploidalnych [23].



1.3. Pomiar stezenia DNA metodg fluorymetryczna

Pomiar stezenia kwasoOw nukleinowych jest niezmiernie waznym etapem
w analizie DNA. Proces ten bowiem wptywa na prawidtowe wykonanie kolejnych
etapow oznaczen 1 na koncowy wynik badan. Reakcja multipleks PCR, ktora jest
podstawowym etapem badan w zakresie genetyki sadowej, pracuje optymalnie
w waskim zakresie st¢zen matrycowego DNA, co wymaga jego doktadnych
oznaczen.

Jedng z szybkich metod sluzacych do okreslenia stezenia kwasow
nukleinowych jest spektrofotometryczny pomiar absorbancji, wykonywany na
przyktad za pomoca systemu NanoDrop. Ilos¢ swiatla pochtaniana przez probe jest
wprost proporcjonalna do stezenia kwasu nukleinowego w tej probie. DNA i RNA
maja maksimum absorbcji przy 260 nm, natomiast wigkszo$¢ bialek absorbuje
najsilniej przy 280 nm. Jednakze w przypadku ztozonych mieszanin, metoda
spektrofotometryczna ma wiele mankamentow w zastosowaniu genetyczno-
sagdowym. Gdy proba zawiera zanieczyszczenia W postaci biatek, moze dochodzi¢ do
zawyzania wartosci stezenia DNA. Ponadto, przy niskich st¢zeniach DNA czuto$¢
metody spektrofotometrycznej jest czgsto niewystarczajaca [32]. Problem ten mozna
przezwyciezy¢ za pomocg alternatywnej metody, jaka jest uzycie do ilosciowej oceny
kwaséw nukleinowych fluorescencyjnych barwnikdéw, w oparciu o zastosowanie

fluorymetru Qubit i zestawu dedykowanych do tego celu odczynnikow.

Fluorymetr Qubit zapewnia bardziej precyzyjne, czute i selektywne pomiary
stezenia wyizolowanego materiatu niz absorpcja swiatta UV. Na podstawie analizy
UV nie jeste$my w stanie odrozni¢ wynikow dla probki zawierajacej zarowno DNA,
jak i RNA. Natomiast, fluorymetr Qubit jest w stanie dokona¢ niezaleznego pomiaru
DNA, RNA oraz biatek w tej samej probie w oparciu 0 specjalnie opracowane
zestawy do ich detekcji. Do oznaczen wystarczajace jest uzycie matych objgtosci
proby (1-20ul), co jest istotne przy ograniczonej ilosci DNA, ktéra czesto
dysponujemy w praktyce genetyczno-sadowej. Na rycinie 1 poréwnano doktadno$¢

oznaczen fluorymetru Qubit i spektrofotomeru UV. Fluorymetr Qubit dokonuje
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pomiaru DNA w probie o tak niskim stezeniu jak 10 pg/ul, przy czym btad pomiaru
nie przekracza tutaj 20%, co wskazuje na wysoka doktadno$¢ oznaczen. Dla
poréwnania, przy pomiarze tak uzyskanego stezenia przez spektrofotometr, btad
pomiaru przekracza 80%. Metoda spektrofotometryczna daje w miare doktadne
wyniki (btad pomiarowy nieprzekraczajacy 20%) dopiero przy stezeniu proby
rownym lub wickszym 4 ng/ul, przy czym nadal jej pomiary sg o wicle mnigj
doktadne, niz te uzyskane na fluorymetrze Qubit. Przy wyzszych zakresach stgzen ta
zaleznos$¢ utrzymuje si¢. Przyktadowo, btad pomiaru dla proby o st¢zeniu 10 ng/ul
wynosi zaledwie 1% dla oznaczen metoda fluorymetryczng, w poréwnaniu do 5%

dla oznaczen na spektrofotometrze [18].

80
B Qubit HS DNA Assay kit
701 B Spektrofotometr UV
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Btad pomiaru (%)
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001 002 003 01 05 1 2 & 6 8 10
Stezenie probki (ng/pl)

Rycina 1. Doktadno$¢ pomiaréw fluorymetru Qubit 1 spektrofotometru UV
przedstawiona jako zalezno$¢ bledu pomiaru od rzeczywistego stezenia

proby. Opracowano wg [18].
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Na rycinie 2 porownano zakresy stezen prob otrzymanych przy dokonaniu
pomiaré6w za pomoca fluorymetru Qubit i zestawow do detekcji kwasoéw
nukleinowych, z zakresami stezen uzyskanymi podczas pomiarow absorbancji UV
na spektofotometrze. Laczny zakres stezen dla Qubit dsDNA HS i Qubit dSDNA BR
wynosi od 0,01 ng/ul do 1000 ng/ul. Natomiast dla spektrofotometru UV wynosi on
od 2 ng/ul do 15 pg/ul. Wynika stad, ze metoda fluorymetryczna w zakresie stezen
nieprzekraczajacych 1000ng/ul jest zdecydowanie bardziej przydatna w aspekcie
genetyki medyczno-sadowej, gdzie dysponuje si¢ czesto sladowymi ilo§ciami DNA,

niz metoda spektrofotometryczna.

Qubit® RNA

Qubit® RMA BR

10 10 107 10° 100 102 10° 104 108
Wyjsciowe stezenie probki (ng/ul)

Rycina 2. Poroéwnanie zakresu stezen prob wyjsciowych zmierzonych w oparciu

o pomiar fluorymetryczny i spektrofotometryczny. Opracowano wg [18].
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Mozliwosci detekcji i zakresy pomiarowe fluorymetru Qubit bazujgcego na
zestawach opartych o pomiar fluorescencji zestawiono w tabeli 1. W zaleznos$ci od
tego, czy mierzymy st¢zenie DNA, RNA czy tez biatka oraz z jakim wyjsciowym
zakresem st¢zen préb mamy do czynienia korzystamy z r6znych odmian zestawu
Quant-iT, takich jak HS (High Sensitivity) Assay Kit, BR (Broad Range) Assay Kit,
Quant-iT RNA Assay Kit oraz Quant-iT Protein Assay Kit [19]. Fluorofory,
wchodzace w sklad poszczegdlnych zestawow Quant-iT Assay Kit, stajg si¢ silnie
fluorescencyjne po zwigzaniu z DNA, RNA lub biatkiem. W przypadku analizy
kwasu nukleinowego barwnik tgczy si¢ z materialem genetycznym w kilka sekund
I osigga rownowag¢ w mniej niz dwie minuty. Intensywnos¢ sygnatlu
fluorescencyjnego otrzymanego kompleksu, zmierzona w odniesieniu do
standardow o znanym stezeniu, jest wprost proporcjonalna do stezenia DNA

W roztworze.

Tabela 1. Zakresy pomiarowe zestawow stuzacych do fluorescencyjnej detekcji

DNA, RNA i biatek z zastosowaniem fluorymetru Qubit.

Zakres odczytu

Rodzaj zestawu (ilos¢ DNA, RNA | YYYisciowe steZenie
lub bialka)* proby
Quant-iT dsDNA HS Assay Kit 0,2 ng —100 ng 10 pg/ul-100 ng/pul
Quant-iT dsDNA BR Assay Kit 2 ng —1000 ng 100 pg/pl-1 pg/ul
Quant-iT RNA Assay Kit 5ng-100 ng 250 pg/pnl—100 ng/ul
Quant-iT Protein Assay Kit 0.25pug—-5pug 12,5 pg/ml-5 mg/ml

*Tlo§¢ DNA w probach o objetosci 1-20 pl. Opracowano wg [19].
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Quant-iT RNA Assay Kit jest pierwszym, jednorodnym testem
wykorzystanym do ilosciowego pomiaru RNA w obecnosci DNA. Test ten wykazuje
zakres detekcji dla ilosci RNA wynoszace] od 5 ng do 100 ng, co odpowiada
poczatkowemu st¢zeniu proby mieszczacemu si¢ w zakresie od 250 pg/ul do 100
ng/ul. Technika ta przydatna jest do ilosciowego oznaczania RNA dla metod takich
jak mikromacierze, RT-PCR i Northern Blot [20].

Quant-iT BR DNA Assay Kit stosowany jest do pomiaru ilosci DNA prob,
0 szerokim zakresie wykrywanej ilosci DNA wynoszacej od 2 ng do 1000 ng, co
odpowiada poczatkowemu stgzeniu proby mieszczacemu si¢ w zakresie 0d 100 pg/ul
do 1000 ng/ul. Test ten jest wykorzystywany do oznaczen genomowego jak
I plazmidowego DNA [7].

Quant-iT HS dsDNA Assay Kit, bedacy przedmiotem badan w tej pracy, jest
wysoce selektywny dla dwuniciowego DNA i dobrze toleruje wszelkie
zanieczyszczenia takie jak sole, rozpuszczalniki, detergenty lub biatka. Test ten jest
odpowiedni dla zakresu wykrywanej ilosci DNA wynoszacej od 0,2 ng do 100 ng, co
odpowiada poczatkowemu stgzeniu proby mieszczacemu si¢ w zakresie od 10 pg/ul
do 100 ng/ul. Wyzej wymieniony zakres pomiarowy pozwala na uzyskanie wyzszej
czutosci pomiaré6w w poréwnaniu z zestawem Quant-iT BR DNA Assay.

Wysokiej czutosci pomiarow walidowanego zestawu towarzyszg ograniczenia
zwigzane z wahaniem temperatury mogacym wptyna¢ na doktadno$¢ oznaczen, co

obrazuje rycina 3.
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Rycina 3. Wplyw temperatury na réznice w odczycie pomiaré6w przez fluorymetr

Qubit. Opracowano wg [19]

W zwigzku z istotnymi zmianami temperatury podczas pomiaru, moze
dochodzi¢ do wahan poziomu fluorescencji, dlatego tez wszystkie odczynniki nalezy
przechowywaé w temperaturze pokojowej, a pomiary na fluorymetrze Qubit
powinny by¢ przeprowadzane w mozliwie jak najkrotszym czasie, w tych samych
warunkach temperaturowych. Nalezy pamigtaé, ze w przypadku kilkukrotnego
dokonywania pomiaru jednej probki, czasowe zmniejszanie si¢ fluorescencji jest
wlasnie skutkiem wzrostu temperatury mieszaniny. Z tego powodu, jesli chcemy
wykona¢ wiele odczytow jednej proby, nalezy przed kazdym kolejnym pomiarem
wyja¢ ja z urzadzenia, w celu wyrOwnania si¢ jej temperatury z temperaturg
pokojowa.

Quant-iT HS DNA Assay Kit doskonale nadaje si¢ do oceny stezenia kwasow
nukleinowych w matych objgtosciach proby. Zestaw ten znalazt réwniez swoje
zastosowanie w przebiegu sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS), ktore
stanowi najnowoczes$niejsza technike biologii molekularnej oparta na masowym,

rownoleglym sekwencjonowaniu pofragmentowanej matrycy DNA [11,21,28].
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Uzycie w tej technice zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit stanowi obligatoryjny krok

w procedurze badawczej [13,16].

1.4. Walidacja metod analitycznych

Walidacjag metod analitycznych, wedlug ISO, nazywamy proces ustalania
parametréw charakteryzujacych sprawno$¢ dziatania i ograniczen metody oraz
sprawdzenie jej przydatnosci. Walidacja okresla wymogi, przy jakich uzyskany
wynik moze by¢ uznany za wiarygodny, a ponadto obejmuje mozliwo$¢ oszacowania
wplywu réznych czynnikoéw, zarowno wynikajacych z pracy cztowieka jak i wptywu
srodowiska na niepewno$¢ tego wyniku. Przeprowadzenie procesu walidacji daje
pewnos¢, ze proces analizy przebiega w sposob rzetelny i precyzyjny, oraz ze metoda
jest wystandaryzowana i daje wiarygodne, niebudzace watpliwosci wyniki badan
[26,30].

Parametry walidacyjne

Walidacja swoim zakresem obejmuje m.in. takie parametry jak precyzja
(powtarzalno$¢, odtwarzalno$¢), doktadnos¢, czulos¢ metody, granica
wykrywalno$ci 1 oznaczalno$ci, zakres i liniowo$¢ metody oraz selektywnos¢
(specyficznosé) [31].

Precyzja to rozrzut poszczegdlnych wynikow przy powtarzanych
doswiadczeniach w stosunku do $redniego wyniku z oznaczen. Im wigksza precyzja
tym mniejszy rozrzut. Precyzja wiaze ze sobg dwa terminy takie jak powtarzalnos¢
i odtwarzalno$¢. Z powtarzalnos$cia oznaczenh mamy do czynienia, gdy analiza
wykonywana jest tg samg metoda, przez ta samg osobg, na tych samych urzadzeniach,
w tych samych warunkach laboratoryjnych, w mozliwie krétkim przedziale

czasowym. Miarg powtarzalnoséci jest odchylenie standardowe. Odtwarzalnos¢
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wynikoéw jest sprawdzana tg samg metodg na tych samych prébach, ale przez rozne

0soby, w odstepie czasowym, przy uzyciu tego samego sprzetu pomiarowego.

Doktadnosé jest to stopien zgodnosci pomigdzy wynikiem oznaczonym,

a wartoscig rzeczywistg badanej proby.

Czutosé okresla stosunek zmiany sygnatu analitycznego na skutek zmiany
stezenia analitu lub jego ilosci. Im wigksza zmiana sygnalu przy matej zmianie
stezenia analitu, tym wigksza czutos¢ metody. Czulo$¢ metody okresla réwniez

najmniejsze st¢zenie, jakie moze by¢ zmierzone dang metoda.

Granica wykrywalnosci jest to najmniejsza ilo$¢ substancji oznaczanej, jaka

mozna wykry¢ dang metoda.

Granica oznaczalnosci jest to najmniejsza ilo$¢ lub stezenie substancji, ktora

mozna oznaczy¢ ilosciowo dang metoda.

Selektywnosé¢ 10 mozliwo$¢ oznaczenia jednego skladnika wsréd innych,

W ztozonej probie bez interferencji sktadnikow towarzyszacych.
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2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest walidacja metody pomiaru stezenia dwuniciowego
DNA za pomocag fluorymetru Qubit oraz zestawu Quant-iT HS dsDNA Assay Kit
wykorzystywanej do analiz przeprowadzanych w Pracowni Genetyki Medycznej
i Sadowej. Walidacja ta bedzie polegalta na:
1. Okresleniu optymalnego zakresu pomiarowego metody
2. Ocenie powtarzalno$ci walidowanej metody
3. Ocenie odtwarzalnosci walidowanej metody
4. Zestawieniu uzyskanych wynikéw pomiarow stezen DNA z wartosciami tych
stezen podanymi przez producenta
5. Zestawieniu pomiaréow stgzen DNA uzyskanych walidowang metodg
Z pomiarami przeprowadzonymi za pomocg metody Real Time PCR
6. Zestawieniu stezen DNA prob kontrolnych z wartosciami RFU uzyskanymi

metoda elektroforezy kapilarne;.
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3. Material i metodyka badan

3.1. Material

Jako materiat do badan postuzyly proby (izolaty) DNA, zdeponowane
w Pracowni Genetyki Medycznej i Sadowej, Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowe;j
Uniwersytetu Medycznego w todzi, zawierajace proby kontrolne oraz proby
pochodzace z ekspertyz genetyczno-sagdowych. Na ich wykorzystanie do badan
uzyskano zgode Komisji Bioetyki przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi (numer
RNN/167/15/KB).

3.2 Metodyka badan

3.2.1. Pomiar stezenia DNA metoda fluorymetryczng

Pomiaru stezenia DNA w probach dokonano za pomoca fluorymetru Qubit
i zestawu Quant-iT HS DNA Kit w oparciu o metode fluorymetryczng (rycina 4).
Do oznaczenia uzyto po 1 ul badanych prob. W przypadku prob o wysokim stezeniu
DNA, dla ktérego zakres odczytu przekraczal zasieg pomiarowy fluorymetru
(>120 ng/pl), wykonano pomiar powtornie wedtug wtasnej modyfikacji procedury
badawczej, z uzyciem pigciokrotnie mniejszej objetosci proby (0,2 ul). Dotyczyto to
prob: 2.6, 2.24, 3.6, 3.9, 7.6, 7.12, 7.18, 10.1, 74K15. Nastepnie proby mieszano
z odpowiednig objetoscig buforu zawierajacego fluoroforowy reagent w taki
sposob, aby taczna objetos¢ koncowa mieszaniny wynosita 200 pl. Schemat

postepowania pomiarowego przedstawiono na rycinie 5.
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Rycina 4. Pomiary przeprowadzane za pomocag zestawu Quant-iT HS dsDNA Assay

i fluorymetru Qubit,
Medycznej i Sadowej (ZMS UM Lodz).

2 standardy
Quant-iT™ 190l 10”1\.‘ 10ul\
-1
reagent U szooul
Pr(')by
Quant-iT 1- 20,11\1 2001\ 20;11"\
working
solution 180-199 1 |U | U

V=200ul
n=liczba préb do pomiaru stg¢zenia

stanowigcego wyposazenie Pracowni

Genetyki

Worteksowanie

2-3s U
— |
&
Inkubacja ?,E,'
(temp. < '-
pokojowa
2min) Pomiar na

fluorymetrze Qubit

Rycina 5. Schemat postepowania pomiarowego z uzyciem zestawu Quant-iT HS dsDNA

Kit. Opracowano wg. [19].
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Pomiary przeprowadzono w odniesieniu do dwoch wzorcéw zawartych w zestawie,
o stezeniach odpowiednio 0 ng/ul i 10 ng/ul, a stezenia DNA w badanych probach

obliczono wedtug wzoru:

200 [pl]
Stezenie DNA [ng/ul] = odczyt pomiaru [ng/pl] x

objetos$¢ badanej proby [ul]

3.2.2. Ocena powtarzalnosci pomiarow

W celu oceny powtarzalnosci metody dokonano o$miu pomiarow kazdej
proby, z czego pierwsze cztery pomiary wykonano pierwszego dnia, a cztery kolejne
pomiary dnia nastgpnego. Oceng powtarzalnosci tych pomiaro6w przeprowadzono na
podstawie oceny parametrow Statystycznych takich jak: odchylenie standardowe

(SD) oraz standardowy btad sredniej (SE).

Odchylenie standardowe (SD) obliczono wedlug wzoru:

o [P
N-1

gdzie, X- stgzenie uzyskane w kolejnych pomiarach
X- érednie stezenie
N-liczba pomiarow

Przyjeto, ze graniczna warto$¢ parametru SD, przy jakiej pomiary uzna¢ mozna za
powtarzalne wynosita 0,2. Wartosci SD powyzej 0,2 wskazywaty na znaczny rozrzut

wynikow wokot sredniej i tym samym na ich mniejszy stopien powtarzalnosci.
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Standardowy btad Sredniej (SE) obliczono wedlug wzoru:

gdzie, SD- odchylenie standardowe
N- liczba pomiaréw

Przyjeto, ze graniczna warto$¢ parametru SE, dla ktérej pomiary uzna¢ mozna za

powtarzalne wynosi 0,1.

3.2.3. Ocena odtwarzalnosci pomiarow

Odtwarzalno$¢ metody oceniono na podstawie poréwnania Srednich stezen
prob uzyskanych w pierwszym dniu pomiarowym ze $rednimi st¢zeniami tych prob
uzyskanymi w drugim dniu pomiarowym. W kazdym z tych dwoch dni, pomiary
przeprowadzone byty przez dwie rozne 0soby. W celu oceny odtwarzalno$ci metody
sprawdzano istotnos¢ réznic pomiedzy wynikami z obu dni pomiarowych, w oparciu
0 test Chi kwadrat. Liczba stopni swobody (df) wyrazona zostata wzorem k-1, gdzie
k oznacza liczb¢ porownywanych pomiarow. Ze wzgledu na to, ze poroOwnywano ze
sobg dwie wartosci, liczba stopni swobody, dla ktorych uzyskano wyniki testu
wynosita 1. Przy wartosci prawdopodobienstwa powyzej zatozonego poziomu
istotnosci 0,05 réznice uznawano za statystycznie nieistotne. Opracowanie badan
przeprowadzono w oparciu 0 oprogramowanie komputerowe STATISTICA 12.0
StatSoft, Polska [26] oraz wykorzystanie arkusza kalkulacyjnego programu

Microsoft Excel.
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3.2.4. Zestawienie uzyskanych wynikow pomiaréw prob kontrolnych
z wartoSciami ich stezen podanymi przez producenta

Z wykorzystaniem zestawu Quant-iT HS DNA Kit i fluorymetru Qubit
przeprowadzono pomiary stezenia DNA prob  kontrolnych pochodzacych

z zestawow do amplifikacji DNA, kolejno:

K1: AB AmpF¢STR Control DNA XY 007; 0,1 ng/ul,

K2: AB AmpF{STR Control DNA XY 007; 2,0 ng/ul,

K3: QIAGEN Control DNA XY5; 2,0 ng/ul,

K4: QIAGEN Control DNA XY 9948; 0,1 ng/pul,

K5: AB AmpF{STR Control DNA XX 9947A; 0,1 ng/ul,

K6: AB AmpF{STR Yfiler Control DNA XX 9947A; 10,0 ng/pl,
K7: QIAGEN Control DNA XX 9947A; 0,1 ng/ul,

Na podstawie dwunastu pomiaréw kazdej proby kontrolnej wyliczono jej
$rednie stgzenie, a nastgpnie zestawiono je z wyzej wymienionymi stgzeniami tych
kontroli podanymi przez producenta. Przy uzyciu testu Chi kwadrat sprawdzono, czy
roéznice migdzy st¢zeniami zmierzonymi oraz podanymi przez producenta sg istotne
statystycznie (P<0,05).

Dodatkowo, na podstawie dwunastu pomiaréw kazdej proby, ktore oznaczane
byly w trakcie kolejnych trzech dni, przez dwie rézne osoby, dokonano oceny

powtarzalnosci i odtwarzalnosci metody.

3.2.5. Zestawienie wynikow pomiarow metoda fluorymetryczng
z wynikami badan uzyskanymi metoda Real Time PCR

Zardwno proby pochodzace z ekspertyz genetyczno-sadowych jak i proby

kontrolne poddano ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym przy uzyciu

systemu 7500 Real-Time PCR firmy Applied Biosystems, wyposazonego W laser
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wzbudzajacy fluorescencje, kamere CCD i oprogramowanie HID (rycina 6).
W reakcji Real Time PCR wykorzystano zestaw Quantifiler Duo DNA
Quantification Kit pozwalajacy na ocen¢ obecno$ci stezenia ludzkiego DNA,
meskiego DNA oraz inhibitorow w jednej reakcji. W analizie porownawczej
wykorzystano wyniki detekcji wytacznie ludzkiego DNA (Ct human), ktore
zestawiono z wynikami pomiaru catkowitego DNA przeprowadzonego metoda

fluorymetryczna.

Rycina 6. Termocykler 7500 Real-Time PCR System, stanowigcy wyposazenie Pracowni
Genetyki Medycznej i Sadowej (ZMS UM Lodz).

Do oznaczen uzyto po 2 ul kazdej proby, ktore rozpipetowano do dotkéw
zawierajgcych po 23 ul wezeSniej przygotowanej mieszaniny reakcyjnej, $cisle
wedtug instrukcji producenta [1]. Pomiary przeprowadzono w dwoch powtorzeniach
dla kazdej proby. Podstawe do obliczenia st¢zenia DNA w badanych prébach
stanowil odczyt granicznej wartosci cyklu amplifikacji Ct, przy ktérym ilos¢
amplifikowanego produktu generowata sygnat fluorescencji przekraczajacy wartos¢
progowa (0,2). Otrzymang wartos¢ Ct odnoszono do krzywej standardowej,
wykreslonej w oparciu o pomiary standardu DNA o kolejnych stezeniach: 200 ng/ul,
100 ng/ul, 50 ng/ul, 25 ng/ul, 5 ng/ul, 0,5 ng/ul, 0,05 ng/ul, 0,005 ng/ul.
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Stezenia obliczono wedtug wzoru wyznaczonego na podstawie uzyskanej krzywej,

ktory ma postac:

Ct=m/log(x)] +b

gdzie, m- nachylenie krzywej
X- stezenie DNA
b- punkt przecigcia krzywej z osig Y

W ten sposob otrzymane st¢zenia DNA préb i kontroli poréwnano ze
stezeniami otrzymanymi w oparciu o pomiar fluorymetru Qubit z wykorzystaniem
zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit. Na podstawie testu Chi kwadrat oceniono, czy
roéznice mi¢dzy pomiarami wykonanymi metodg fluorymetryczng oraz metoda Real

Time PCR sg statystycznie istotne.

3.2.6. Zestawienie wynikéw pomiaréw metoda fluorymetryczna
z wynikami badan uzyskanymi metoda elektroforezy kapilarnej

Wybrane proby kontrolne poddano amplifikacji przy uzyciu zestawu
AmpFISTR® NGM™ PCR Amplification Kit firmy Applied Biosystems.
Charakterystyke markerow badanych za pomocag tego zestawu, tj. lokalizacje¢
chromosomalng locus, zakres alleli i rodzaj barwnika fluorescencyjnego

przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Charakterystyka markeré6w wchodzacych w sktad zestawu AmpFISTR®

NGM™ PCR Amplification Kit i fluorochroméw uzytych do ich

detekcji.
Locus Lokalizacja Zakres alleli Fluorochrom
chromosomalna
D10S1248 10026.3 8-18 6-FAM
VWA 12p13.3 11-24 6-FAM
D16S539 16924.1 5;8-15 6-FAM
D2S1338 2035 15-28 6-FAM
Amelogenina XY XY VIC
D8S1179 8024.13 8-19 VIC
D21S11 21g11.2-g21 24-38 VIC
D18S51 18021.33 7;9-27 VIC
D22S1045 22q12.3 8-19 NED
D19S433 19912 9-17.2 NED
THO1 11p15.5 4-13.3 NED
FGA 4028 17-51.2 NED
D2S441 2pl4 9-16 PET
D3S1358 3p21.31 12-19 PET
D1S1656 1942.2 9-20.3 PET
D12S391 12p13.2 14-27 PET

Opracowano wg [17].

Amplifikacji poddano kontrolne DNA 007, o st¢zeniu wyjsciowym 0,1 ng/ul
i 2,0 ng/ul oraz ich rozcienczenia odpowiednio: dwu-, trzy-, pigcio-, dziesigcio-,
dwudziesto- krotne. Reakcjg¢ PCR przeprowadzono zgodnie z zaleceniami
producenta [17], a produkty PCR poddano rozdziatowi elektroforetycznemu za
pomoca automatycznego sekwenatora AB 3500 Genetic Analyzer. Na podstawie
warto$ci stezen kontrolnego DNA 007 oraz objetosci prob, jakich uzyto do
przeprowadzenia reakcji PCR (3 pl) wyliczono catkowita wsadowg ilo§¢ DNA
wzigta do rozdziatu. Nastepnie, przy wykorzystaniu oprogramowania
komputerowego GeneMapper® ID-X Software 1.2, dokonano oceny wysokos$ci

pikow, ktorego miar¢ stanowit wskaznik RFU (wzgledny wspdtczynnik
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fluorescencji). Dla analizowanych uktadéw odczytywano warto$¢ RFU dla
najwyzszego piku w danym kolorze, a nastgpnie obliczono $rednig warto$¢ RFU dla
czterech kolorow, a tym samym dla catej proby. Oceniano korelacje pomiedzy
wsadowg iloscig DNA w reakcji multipleks PCR a poziomem detekcji
fluorescencyjnie znakowanych markerow w elektroforezie kapilarnej. Okreslono
takze optymalny zakres stezenia DNA (ilosci wsadowej DNA) i wartosci RFU, dla

ktérych zalezno$¢ miedzy tymi zmiennymi byta liniowa.

4. Wyniki

4.1. Pomiar stezenia DNA do oceny powtarzalnosci i odtwarzalnoSci
metody fluorymetrycznej

Przeprowadzone pomiary z wykorzystaniem zestawu Quant-iT HS DNA Kit
I fluorymetru Qubit postuzyty do oceny powtarzalnosci metody. Wyniki kolejnych
czterech pomiardéw stezenia, uzyskanych w pierwszym oraz w drugim dniu badan
zestawiono odpowiednio w tabelach 3 i 4. Zawarto w nich warto$ci wyliczonej
sredniej zmierzonych stezen a takze warto$ci parametrow mierzacych rozrzut
wynikdw wokot niej, tj. odchylenia standardowego (SD) i standardowego btedu
sredniej (SE). Dla prob, ktére przekraczaly zakres pomiarowy fluorymetru Qubit
(>120 ng/ul) zastosowano wilasng modyfikacj¢ procedury badawczej, w ktorej
rozcienczano je do objetosci 0,2 pl przed ponownym pomiarem.
W tabeli 3 oraz 4 kolorem czerwonym oznaczono proby, dla ktérych uzyskano
wartosci SD>0,2 1 SE>0,1 $wiadczace o zmniejszonym stopniu powtarzalnos$ci

pomiardw.
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Tabela 3. Stezenia DNA i parametry statystyczne stuzace do oceny powtarzalno$ci

metody fluorymetrycznej uzyskane pierwszego dnia pomiarowego.

Oznaczenie Stezenie DNA (ng/pl)
proby I pomiar | 1l pomiar III_ I\/_ Sr. stezenie sD SE
pomiar pomiar (ng/ul)

1.4 32,80 32,80 32,80 32,80 32,80 0,00 0,0
1.10 35,40 35,40 35,40 35,40 35,40 0,00 0,0
1.24 19,76 19,76 19,74 19,70 19,74 0,03 0,0
2.1 21,20 21,00 21,00 21,00 21,05 0,10 0,1
2.9 37,00 37,00 36,80 36,80 36,90 0,12 0,1
2.12 27,20 27,20 27,20 27,20 27,20 0,00 0,0
2.18 102,00 102,00 102,00 102,00 102,00 0,00 0,0
3.1 12,10 12,10 12,06 12,04 12,08 0,03 0,0
3.12 78,40 78,20 78,20 78,00 78,20 0,16 0,1
3.18 106,00 106,00 106,00 106,00 106,00 0,00 0,0
3.24 8,92 8,94 8,90 8,88 8,91 0,03 0,0
3.30 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00 0,00 0,0
4.1 7,74 7,74 7,70 7,74 7,73 0,02 0,0
4.3 5,52 5,50 5,50 5,50 5,51 0,01 0,0
4.6 11,94 11,92 11,90 11,86 11,91 0,03 0,0
4.12 50,20 50,00 50,00 50,00 50,05 0,10 0,1
6.8 116,00 116,00 116,00 116,00 116,00 0,00 0,0
10.6 70,2 70,4 70,4 70,4 70,35 0,10 0,1
6.12 43,6 43,6 43,8 43,8 43,70 0,12 0,1
7.3 2,58 2,64 2,58 2,58 2,60 0,03 0,0
10.2 17,62 17,60 17,58 17,56 17,59 0,03 0,0
10.12 51,00 50,80 50,60 50,60 50,75 0,19 0,1
17.120 112,00 112,00 112,00 112,00 112,00 0,00 0,0
7p 0,63 0,63 0,54 0,63 0,61 0,05 0,0
8dz 0,76 0,76 0,76 0,75 0,76 0,00 0,0
9m 0,97 0,97 0,96 0,97 0,97 0,01 0,0
10p 1,05 1,04 1,04 1,05 1,04 0,01 0,0
11dz 0,91 0,92 0,91 0,91 0,92 0,01 0,0
12m 1,28 1,28 1,28 1,30 1,28 0,01 0,0
14K15 22,2 22,2 22,2 22,2 22,20 0,00 0,0
2.6 79,50 79,50 78,50 79,00 79,13 0,48 0,2
2.24 325,50 324,50 324,50 323,50 324,83 0,58 0,3
3.6 282,50 281,50 281,00 280,50 281,38 0,85 0,4
3.9 225,00 224,00 223,50 223,50 224,00 0,71 0,4
7.6 483,50 481,00 480,50 482,00 481,75 1,32 0,7
7.12 356,00 356,00 355,00 355,00 355,50 0,58 0,3
7.18 1110,00 | 1105,00 | 1105,00 | 1105,00 1106,25 2,50 1,3
10.1 116,50 116,00 116,00 115,50 116,00 0,41 0,2
74K15 184,00 184,80 184,80 184,80 184,60 0,40 0,2

SD-odchylenie standardowe

SE- standardowy btad $redniej
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Tabela 4. Stezenia DNA i parametry statystyczne shuzace do oceny powtarzalno$ci

metody fluorymetrycznej uzyskane drugiego dnia pomiarowego.

prNo'lr)y Stezenie DNA (ng/ul)

| _ II_ III_ IV_ Sr. stezenie sD SE
pomiar pomiar pomiar pomiar (ng/ul)

14 33,00 33,00 33,00 33,00 33,00 0,00 0,0
1.10 32,60 32,60 32,60 32,60 32,60 0,00 0,0
1.24 20,20 20,20 20,20 20,20 20,20 0,00 0,0
2.1 16,22 16,20 16,20 16,18 16,20 0,02 0,0
2.9 43,20 43,00 43,00 43,00 43,05 0,10 0,1
2.12 26,80 26,80 26,80 26,60 26,75 0,10 0,1
3.1 12,66 12,66 12,64 12,58 12,64 0,04 0,0
3.12 82,00 82,00 81,80 81,80 81,90 0,12 0,1
3.24 8,78 8,78 8,78 8,80 8,79 0,01 0,0
4.1 6,86 6,80 6,86 6,86 6,85 0,03 0,0
4.3 6,00 6,02 6,02 5,98 6,01 0,02 0,0
4.6 12,26 12,24 12,22 12,20 12,23 0,03 0,0
412 47,20 47,20 47,20 47,20 47,20 0,00 0,0
7.3 2,12 2,12 2,10 2,12 2,12 0,01 0,0
10.2 20,00 19,98 19,92 19,92 19,96 0,04 0,0
10.12 46,20 46,00 46,00 46,00 46,05 0,10 0,1
17.120 | 104,00 102,00 102,00 102,00 102,50 1,00 0,5
7p 0,63 0,63 0,67 0,63 0,64 0,02 0,0
8dz 0,71 0,72 0,70 0,69 0,70 0,01 0,0
9m 1,20 1,21 1,19 1,19 1,20 0,01 0,0
10p 0,87 0,88 0,88 0,87 0,87 0,00 0,0
11dz 0,94 0,95 0,93 0,97 0,95 0,02 0,0
12m 1,33 1,33 1,32 1,32 1,32 0,01 0,0
2.6 100,00 100,00 98,00 100,50 99,63 1,11 0,6
2.24 377,50 377,00 376,00 374,00 376,13 1,55 0,8
3.6 142,50 142,00 142,00 142,50 142,25 0,29 0,1
3.9 248,50 248,00 248,00 247,50 248,00 0,41 0,2
7.6 482,00 481,50 481,00 480,50 481,25 0,65 0,3
7.12 269,00 267,50 266,50 266,00 267,25 1,32 0,7
7.18 1110,00 1105,00 | 1105,0 1100,00 1105,00 4,08 2,0
10.1 97,50 97,50 97,50 97,00 97,38 0,25 0,1

SD-odchylenie standardowe

SE- standardowy btad $redniej

Zerowe warto$ci odchylenia standardowego 1 standardowego btedu $redniej

lub ich niskie wartosci, odpowiednio <0,2 (SD) i <0,1 (SE) wskazuja na bardzo

wysokg powtarzalno$¢

przeprowadzonych pomiarow, w

zakresie

stezen

nieprzekraczajacych okoto 100 ng/ul. Dla wigkszosci pomiaréw powyzej tej

warto$ci obserwuje si¢ spadek precyzji pomiaru.
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W celu oceny odtwarzalnosci metody zestawiono ze sobg $rednie wyniki

pomiarow z pierwszego i drugiego dnia pomiarowego (tabela 5). W tabeli tej

podano réwniez wyniki testu Chi kwadrat i wynikajgce z nich prawdopodobienstwo

do oceny statystycznej znamiennosci roznic.

Tabela 5. Zestawienie uzyskanego w dwoch dniach pomiarowych stezenia DNA do oceny

odtwarzalnosci metody fluorymetryczne;.

. Srednie stezenie DNA | Srednie stezenie DNA Wynik testu .
Oznaczenie (o/u) (no/u) Chi kwadratdla | WVATtos¢
proby I dzien pomiarowy II dzien pomiarowy df=1 P
1.4 32,80 33,00 0,001 0,975
1.10 35,40 32,60 0,115 0,735
1.24 19,74 20,20 0,005 0,944
2.12 27,20 26,75 0,004 0,950
3.1 12,08 12,64 0,013 0,909
3.12 78,20 81,90 0,086 0,769
3.24 8,91 8,79 0,001 0,975
4.1 7,73 6,85 0,053 0,818
4.3 5,51 6,01 0,022 0,882
4.6 11,91 12,23 0,004 0,950
412 50,05 47,20 0,084 0,772
7.3 2,60 2,12 0,049 0,825
10.2 17,59 19,96 0,150 0,699
10.12 50,75 46,05 0,228 0,633
17.120 112,00 102,50 0,421 0,516
7p 0,61 0,64 0,001 0,975
8dz 0,76 0,70 0,002 0,964
9m 0,97 1,20 0,024 0,877
10p 1,04 0,87 0,015 0,903
11dz 0,92 0,95 0,000 1,000
12m 1,28 1,32 0,001 0,975
2.6 79,13 99,63 2,351 0,125
2.24 324,83 376,13 3,754 0,053
3.6 281,38 142,25 45,694 0,000
3.9 224,00 248,00 1,220 0,269
7.6 481,75 481,25 0,000 1,000
7.12 355,50 267,25 12,506 0,000
7.18 1106,25 1105,00 0,001 0,975
10.1 116,00 97,38 1,625 0,202

df-liczba stopni swobody

Kolorem czerwonym oznaczono proby, dla ktorych uzyskano wyniki testu Chi

kwadrat wskazujace na statystyczng znamienno$¢ r6zni¢ (P<0,05).
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Wyniki testu Chi kwadrat wyliczone w celu poréwnania uzyskanych wartosci
stezen z dwoch dni pomiarowych wskazuja na to, ze pomiary sg odtwarzalne dla
wigkszosci prob (93%). Jedynie dwie proby (7%) wykazaty istotne statystycznie

roznice w pomiarach mi¢dzy pierwszym dniem pomiarowym a drugim.

4.2. Zestawienie uzyskanych wynikow pomiaréw prob kontrolnych
Z wartosciami ich stezen podanymi przez producenta

Z wykorzystaniem zestawu Quant-iT HS DNA Kit i fluorymetru Qubit
przeprowadzono réwniez pomiary st¢zenia DNA prob kontrolnych. Nastepnie
poréwnano uzyskane pomiary stezen z wartoSciami stgzen podanymi przez
producenta. Obliczono wartosci testu Chi kwadrat oceniajace statystyczng
znamienno$¢ rozni¢. Poréwnywane wartosci i obliczone parametry zestawiono

w tabeli 6.

Tabela 6. Poréwnanie stgzen prob kontrolnych DNA oznaczonych na fluorymetrze Qubit

ze stezeniami podanymi przez producenta.

Proba Stezenie producenta Srednie stezenie Qubit g]):nl:\ll(vzflzsrtz:lli Wartodé P
ng/ul ng/ul dla df=1
K1 0,1 0,11 0,000 1,000
K2 2 1,26 0,168 0,682
K3 2 1,45 0,088 0,767
K4 0,1 0,17 0,018 0,893
K5 0,1 0,14 0,007 0,933
K6 10 9,73 0,004 0,950
K7 0,1 0,15 0,010 0,920

df-liczba stopni swobody
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Wyniki testu Chi kwadrat wykazaly, ze rdéznice miedzy stezeniem
zmierzonym a podanym przez producenta dla prob kontrolnych sa nieistotne
statystycznie.

Dodatkowo, na podstawie dwunastokrotnych pomiarow kazdej proby
kontrolnej, przeprowadzanych przez kolejne trzy dni pomiarowe dokonano oceny
powtarzalnosci 1 odtwarzalnosci metody. W tabeli 7 zestawiono ze sobg
przeprowadzone pomiary wraz z wartosciami $rednich tych pomiaréw oraz
z wartosciami ich odchylen standardowych. Niskie warto$ci SD potwierdzity
wysoka powtarzalnos¢ 1 odtwarzalno$¢ pomiarow dla wszystkich prob z wyjatkiem

kontroli K6.
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Tabela 7. Seria pomiardéw stezen prob kontrolnych przeprowadzonych w trakcie kolejnych trzech dni z wykorzystaniem fluorymetru Qubit

i zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit.

o Pierwszy dzien pomiarowy Drugi dzien pomiarowy Trzeci dzien pomiarowy Srednie
E Stezenie DNA [ng/ul] Stezenie DNA [ng/ul] Stezenie DNA [ng/ul] stezenie sD
5 | I I Y, Y, VI VIl Vil IX X XI X1 DNA
X | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar | pomiar [ng/ul]
K1 0,08 0,08 0,08 0,06 0,12 0,12 0,13 0,13 0,10 0,12 0,19 0,15 0,11 0,04
K2 1,31 1,33 1,32 1,32 1,17 1,17 1,18 1,16 1,28 1,28 1,30 1,25 1,26 0,07
K3 1,42 1,44 1,42 1,42 1,44 1,45 1,45 1,47 1,56 1,43 1,43 1,43 1,45 0,04
K4 0,12 0,12 0,12 0,12 0,16 0,16 0,16 0,16 0,23 0,25 0,20 0,21 0,17 0,05
K5 | 0,14 0,13 0,13 0,16 0,16 0,16 0,16 0,18 0,12 0,12 0,12 0,13 0,14 0,02
K6 9,06 9,04 9,02 9,04 10,40 10,42 10,42 10,42 11,40 11,38 11,46 | 11,44 10,29 1,02
K7 | 0,13 0,13 0,13 0,13 0,16 0,16 0,16 0,17 0,15 0,18 0,18 0,15 0,15 0,02

SD- odchylenie standardowe




4.3. Zestawienie wynikow pomiaréow metoda fluorymetryczng
z wynikami badan uzyskanymi metoda Real Time PCR

W tabeli 8 zestawiono ze soba st¢zenia standardu i odpowiadajace im wartosci
Ct ludzkiego DNA (Ct human), na podstawie ktorych sporzadzono krzywag

standardowg tych dwdch zaleznosci.

Tabela 8. Zestawienie st¢zen standardu wraz z odpowiadajagcymi im wartosciami Ct

human, na podstawie ktorych wykreslono krzywa standardows.

Rozcienczenia
sta.n'dé.lrdu Stezenie ng/ul Ct human
0 wyjsciowym
stezeniu 200ng/ pl

bez rozcienczenia 200 21,570
2X 100 22,138
4x 50 24,502
40x 5 26,863
400x 0,5 30,092
4000x 0,05 33,354
40000x 0,005 37,196

Na rycinie 7 przedstawiono wykres krzywej standardowej zaleznos$ci stezenia DNA

od wartosci Ct human.



Ct human = -3,224*log10(x)+29,2863
38 . .
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Rycina 7. Wykres krzywej standardowej zaleznosci st¢zenia DNA od warto$ci Ct human.

Po podstawieniu do wzoru warto$ci nachylenia krzywej (-3,224) i punktu przecigcia

z 0siga Y (29,286), réwnanie krzywej standardowej przyjmuje postaé:
Ct human = -3,224*log(x)+29,2863

Na podstawie rownania tej krzywej obliczano stezenia DNA, odpowiadajace
konkretnym warto$ciom Ct human otrzymanym w reakcji Real Time PCR. W tabeli
9 zestawiono ze sobg uzyskane stezenia ze stgzeniami Otfrzymanymi za pomoca
fluorymetru Qubit i zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit dla préb kontrolnych. Na
podstawie wynikéw testu Chi kwadrat sprawdzano istotno$¢ rdéznic miedzy

pomiarami z obu metod.
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Tabela 9. Wyniki pomiaréw stezenn DNA prob kontrolnych uzyskane metoda walidowang

I metoda Real Time.

Kontrola Stezenie Qubit Stezenie \fvyliczone na podstawie \(/:?lml:\lfvetl?jsrgf[ Wartos¢
(ng/ul) warto$ci Ct human ng/ul) dla df=1 P
K1 0,11 0,08 0,005 0,944
K2 1,26 0,84 0,084 0,772
K3 1,45 1,22 0,020 0,888
K4 0,17 0,06 0,053 0,818
K5 0,14 0,13 0,00 1,000
K6 9,73 10,15 0,009 0,924
K7 0,15 0,07 0,029 0,865

df-liczba stopni swobody

Na podstawie wynikow testu Chi kwadrat, nie stwierdzono statystycznie

istotnych r6zni¢ miedzy stezeniami DNA prob kontrolnych dla obu metod (P>0,05).

W przeprowadzonym zakresie pomiarowym, wynoszacym od okoto 0,1 do okoto

10 ng/ul mozna uzna¢ wyniki oznaczen obiema metodami za porownywalne.

W tabeli 10 zestawiono pomiary stezen DNA prob pochodzacych z ekspertyz

genetyczno-sagdowych przeprowadzone za pomoca fluorymetru Qubit 1 zestawu

Quant-iT HS dsDNA Kit z ich stezeniami uzyskanymi za pomoca metody Real Time

PCR. W tabeli zawarto takze wyniki testu Chi kwadrat, na podstawie ktérych

oceniano, czy istniejg statystycznie znamienne roéznice mi¢dzy pomiarami z obu

metod.
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Tabela 10. Wyniki pomiarow stgzenia DNA prob pochodzacych z ekspertyz genetyczno-

sagdowych uzyskane metodg walidowang i metodg Real Time.

. Stezenie Stezenie wyliczone na Wynik testu Chi
Oznaczenie proby . . kwadrat dla Wartosc P
Qubit ng/ul podstawie Ct ng/ul df=1

14 32,90 29,45 0,191 0,660
1.10 34,00 17,65 5,176 0,020
1.24 19,97 24,23 0,411 0,520
2.1 18,63 19,04 0,004 0,950
2.9 39,98 30,89 1,166 0,280
2.12 26,98 58,71 11,749 0,001
3.1 12,36 19,41 1,564 0,210
3.12 80,05 161,20 27,297 0,000
3.18 106,00 129,83 2,408 0,120
3.24 8,85 15,06 1,613 0,200
3.30 22,00 21,96 0,000 1,000
4.1 7,29 9,13 0,206 0,650
4.3 5,76 6,24 0,019 0,890
4.6 12,07 5,97 2,63 0,150
6.8 116,00 336,20 107,227 0,000
6.12 43,70 42,72 0,011 0,920
7.3 2,36 2,37 0,000 1,000
10.2 18,77 15,36 0,341 0,560
10.6 70,35 89,96 2,399 0,120
10.12 48,40 69,42 3,750 0,053
17.120 107,25 105,85 0,009 0,920
mp 0,62 1,01 0,093 0,760
8dz 0,73 5,67 3,813 0,051
9m 1,08 1,48 0,063 0,800
10p 0,96 1,13 0,014 0,900
11dz 0,93 1,02 0,004 0,950
12m 1,30 1,27 0,000 1,000
14K/15 22,20 19,97 0,118 0,730
2.6 89,38 71,55 1,975 0,160
2.24 350,31 859,81 214,516 0,000
3.6 211,81 223,28 0,302 0,580
3.9 236,00 142,32 23,197 0,000
7.6 481,50 198,99 117,286 0,000
7.12 311,38 149,43 56,917 0,000
7.18 1105,63 1298,26 15,436 0,000
10.1 106,69 64,66 10,309 0,001
74K/ 15 184,6 241,72 7,653 0,006

df-liczba stopni swobody

Kolorem czerwonym oznaczono proby, dla ktorych uzyskano wyniki testu Chi

kwadrat wskazujace na statystyczna znamiennos¢ r6zni¢ (P<0,05).




Poréwnujac wyniki badan, dla 26 z 37 (70%) badanych prob nie

obserwowano statystycznie istotnych réznic miedzy pomiarami metoda
fluorymetryczng i metodg Real Time. Dla 11 badanych prob z 37 (30%) wykazano
statystycznie istotne réznice (P<0,05). Roznice te obserwowano glownie dla prob

0 wysokich stezeniach wyjsciowych, przekraczajacych 100 ng/ul.

4.4. Zestawienie wynikOw pomiarow metoda fluorymetryczng
z wynikami badan uzyskanymi metoda elektroforezy kapilarnej

W celu oceny korelacji zachodzacej pomigdzy wsadowg iloscig DNA,
auzyskang wartoscia RFU poddano analizie probg kontrolnga DNA XY 007
0 stezeniu wyjsciowym 2,0ng/ul oraz jej rozcienczenia,. Zalezno$¢ migdzy st¢zeniem
DNA (wsadowg iloscig DNA) uzytymi do reakcji multipleks PCR i odpowiadajagcym
im wysokosciom (RFU) dla kontrolnego DNA 007 zestawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Stezenie DNA, ilos¢ wsadowa DNA do reakcji multipleks PCR oraz
odpowiadajace im warto$ci wskaznika RFU dla kontrolnego DNA 007.
Stezenie Tlosé Maksymalna wysoko$¢ piku (RFU) Srednia
DNA | wsadowa | Fluorochrom | Fluorochrom | Fluorochrom | Fluorochrom | wartos¢
[ng/ul] | DNA [ng] 6-FAM VIC NED PET RFU
2 6 24105 47371 55138 29863 39119,25
1 3 21971 43621 47201 26986 34944,75
0,2 0,6 11545 15314 13360 11274 12873,25
0,1 0,3 6107 8475 10876 8330 8447,00
0,05 0,15 5287 7284 8707 5800 6769,50
0,03 01 4043 3867 5799 4109 4454,50
0,02 0,06 2467 2700 3179 2105 2612,75
0,01 0,03 1036 1207 1942 917 1275,50
0,005 0,015 903 891 923 522 809,75

Optymalny zakres stezenia DNA proby, ilosci wsadowej DNA do reakcji multipleks

PCR oraz wskaznika RFU zaznaczono w tabeli kolorem zottym.
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Jak wynika z przedstawionego zestawienia, im wyzsze st¢zenie proby, a tym
samym wigksza jego 1los¢ dodawana do reakcji multipleks PCR, tym wyzszy jest

wskaznik RFU uzyskany w oparciu o rozdziat elektroforetyczny.

Na rycinie 8 przedstawiono wykres obrazujacy zalezno$¢ miedzy iloscig
wsadowa DNA a wartoscia RFU dla optymalnego zakresu stezenia DNA
wynoszacego 0d 0,03 ng/ul do 0,2 ng/ul.

13000 f

12000 |

11000 |

10000 t

9000 r

RFU

8000 r

7000

6000

5000

o}

4000 - - - - - -
0,0 0,1 0,15 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
(0,03) (0,05) (0,06) (0,1) (0,13) (0,16) (0,2)

llos¢ wsadowa DNA [ng]
(Stezenie DNA [ng/ul])

Rycina 8. Wykres zalezno$ci miedzy ilo$cig wsadowg DNA (stezeniem DNA) uzytymi do
reakcji multipleks PCR, a wartoscig RFU dla kontroli 007 w optymalnym zakresie
jej stezenia (0,03-0,2 ng/ul).

W zakresie optymalnego stezenia DNA proby wynoszacego od 0,03ng/ul do

0,2 ng/ul, przedstawiona na powyzszym wykresie zalezno$¢ miedzy wsadowa

iloscig DNA do reakcji multipleks PCR a wartoscig RFU jest bliska liniowej.

39



Na rycinie 9 przedstawiono petny meski profil genetyczny, uzyskany metoda

elektroforezy kapilarnej dla optymalnego zakresu stgzenia DNA, dla ktérego nie

obserwowano niepozadanych zjawisk.

Sample Name SQO SOs sQ SSPK MIX OMR cGQ
75 125 1?5 225 275 ) 325
3100+ L LA J
ol A A A A AA A
12 14 9
16065 | 6107 16024 4743
15 | 6 | 23
5334 5937] 5098 14896 |
K1 [ ] [ ] [ 2] [ ]
75 125 175 225 2_75 325
4300+ A
ol A Ad J\ A A A
1] P T 1
X 12 J128 12
8475 ‘_ssjog 6282| | 6274] |
¥ 13 131 15 |
8427 6363 3585 3700
K1 [ ] ] [ ] = ®
[EFDz2sioas | [FDf9s4ssiT] [ THOT
75 126 175 225 275 325
6000+ k J
ol A AA j\ J\ A A ﬁ k AA
PN SE—E—— —1
11|16 14 7 24
8429 | 10876 ‘6982 5966 5411
SRS —— o S | [
15 9.3 26
7285 15439 6873
K1 [ ] [ ] ] [ ] &
75 125 175 % 225 275 325
I Il | U
ol A M oI VY A
14 15 13 ] 18
8330/ 6194 5112 4023
FE 16 16 19
|7101 4465 4693 4779

Rycina 9. Pelny meski profil genetyczny w zakresie optymalnego dla tej metody st¢zenia

DNA, uzyskany metodg elektroforezy kapilarne;j.

W przypadku stgzenia przekraczajacego optymalny zakres, obserwowano

zjawisko czg$ciowej adenylacji oraz wystepowania dodatkowych pikdéw typu stutter.

Natomiast przy duzym rozcienczeniu proby obserwowano zjawisko wypadania

alleli, tzw. drop-out.
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5. Omoéwienie wynikéw i dyskusja

5.1. Pomiar st¢zenia metoda fluorymetryczna

Za pomocg zestawu Quant-iT HS dsDNA i fluorymetru Qubit dokonano
oznaczen stezenia DNA dla 39 prob pochodzacych z ekspertyz genetyczno-
sagdowych. Uzyskane wyniki potwierdzaja wysoka czuto$¢ fluorymetru Qubit
i zestawu Quant-iT HS dla dwuniciowego DNA oraz w idealnym stopniu obrazujg
zasieg pomiarowy tego zestawu [19]. Zastosowanie wlasnej modyfikacji procedury
badawczej, z uzyciem pigciokrotnie mniejszej objgtosci proby do pomiaru, tj. 0,2
ul, pozwolito na oznaczenie stezen przekraczajacych zasieg pomiarowy tej metody
(>120 ng/ul).

Wysoka selektywnos¢ zestawu Quant-iT HS dsDNA, jego tolerancja na
wszelkie zanieczyszczenia, mozliwo§¢ uzycia matych objetosci proby, a takze
szybko$¢ 1 prostota wykonania oznaczeh sprawiajg, ze metoda ta jest czegsciej
wykorzystywana do pomiaru stezenia DNA niz metoda spektrofotometryczna,
oparta o pomiar absorbancji UV, dla ktérej wyniki sa mniej doktadne i mniej

precyzyjne [18,32].

5.2. Ocena powtarzalnosci i odtwarzalnosci metody

Pierwszego i drugiego dnia pomiarowego, na podstawie czterokrotnego
oznaczenia ste¢zenia DNA dla kazdej préby, dokonano wyliczenia wyznaczonych
parametrow statystycznych, w celu okreslenia powtarzalnosci metody. Dla
wigkszosci prob odchylenie standardowe oraz standardowy btad Sredniej
przyjmowaty zerowe lub niskie warto$ci nieprzekraczajace 0,2, ktére wskazuja na
wysoka powtarzalno$¢ wynikéw w zakresie pomiarowym 0,54-116,00 ng/ul. Dla
prob o wysokich st¢zeniach wyjsciowych, poczawszy od okoto 100 ng/ul,
obserwowano tendencj¢ wzrostowg wartosci odchylen  standardowych

i standardowego btedu $redniej, co $wiadczy o spadku precyzji pomiaru. Jednakze,
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te wysokie st¢zenia 1 zmniejszony stopien precyzji wykazaly gléwnie proby, dla
ktorych zastosowano wiasng modyfikacje procedury badawczej z uzyciem do
pomiaru pieciokrotnie mniejszej objetosci proby, niz zaleca producent tj.0,2 pl.

Gdy poréwnano ze soba wyniki z dnia pierwszego i drugiego do oceny
odtwarzalnosci metody stwierdzono, ze wartosci stgzen DNA dla prob
nieprzekraczajacych 100 ng/ul nie roznity si¢ od siebie w sposob statystycznie
znamienny. Pozwala to na stwierdzenie, ze metoda wykazuje si¢ odtwarzalno$cia
pomiarow. Uzyskane wyniki testu Chi kwadrat wskazuja na to, ze jedynie dla dwoch
prob (3.6 oraz 7.12) o wysokich stezeniach, odpowiednio 281,38 ng/ul i 355,50 ng/ul
istniejg statystycznie znamienne roéznice W pomiarach wykonanych w pierwszym
oraz drugim dniu.

Przeprowadzone pomiary stezenia DNA z uzyciem fluorymetru Qubit
I zestawu Quant-IT HS dsDNA Kit dowiodly, ze metoda jest dobrze walidowana,
a otrzymane wyniki nie budzg watpliwosci [26,31]. Proces walidacyjny potwierdzit
je] wysoka powtarzalno$¢ i odtwarzalnos¢ w badaniach prob z ekspertyz
genetyczno-sagdowych, ktorych stezenia nie przekraczaty 100ng/ul. Dla prob
0 Wwyzszych stezeniach, rozrzut wynikéw fluorymetru Qubit byt znaczny, co
wptyneto na mniejszg precyzje pomiarow.

Wptyw na doktadno$¢ oznaczen fluorymetru Qubit mogla mie¢ takze
temperatura. Jej minimalne wahania moga spowodowaé niewielkie zmiany
intensywnosci fluorescencji. Dlatego tez niezwykle wazne jest, aby w trakcie
przeprowadzanych pomiaréw utrzymac temperature proby zblizong do temperatury

pokojowej [19].

5.3. Zestawienie uzyskanych wynikow pomiarow prob kontrolnych
Z wartosciami ich stezen podanymi przez producenta

Obliczone wartosci Srednich stezen 1 odchylen standardowych w oparciu
0 seri¢ pomiaréw przeprowadzonych w trzech kolejnych dniach wykazaty, ze

stezenia prob kontrolnych (K1-K7) odczytane na fluorymetrze Qubit byty zblizone
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do stezen podanych dla tych préb przez producenta. Niskie wartosci odchylen
standardowych dla kazdej proby potwierdzilty, ze uzyskane wyniki sg powtarzalne
I odtwarzalne.

Dodatkowo, wyniki testu Chi kwadrat dla tych kontroli nie wykazaty statystycznie
istotnych réznic pomigdzy poréwnywanymi wartoSciami, przy czym najwicksze

réznice w pomiarach obserwowano dla kontroli K2 i K3.

5.4. Zestawienie wynikow pomiarow metoda fluorymetryczng
z wynikami badan uzyskanymi metodq Real Time PCR

Ilosciowa reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono przy uzyciu
termocyklera 7500 Real-Time PCR System firmy Applied Biosystems,
z wykorzystaniem zestawu Quantifiler Duo DNA Quantification Kit [1].

Dla kazdej proby odczytywano wyznaczong przez oprogramowanie wartos¢
Ct human, a nastgpnie obliczano stezenie DNA odpowiadajace tej wartosci,
W oparciu 0 rownanie wykreslonej krzywej standardowej. Na jej podstawie
okreslono rowniez wydajnos¢ reakcji amplifikacji, ktorej odzwierciedleniem jest
warto$¢ nachylenia krzywej. W przypadku otrzymanej krzywej standardowej,
nachylenie wynoszace - 3,224 odpowiada 100% wydajnosci reakcji. Pozwala to
stwierdzi¢, ze obliczone na podstawie rownania krzywej stezenia DNA prob byty
doktadne iwiarygodne [21,29]. Dzigki temu mozliwe bylo poréwnanie tak
otrzymanych stgzen DNA prob kontrolnych i prob pochodzacych z ekspertyz
medyczno-sadowych z pomiarami uzyskanymi za pomoca fluorymetru Qubit
I zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit.

Analiza stezeh DNA dla prob kontrolnych, zmierzonych metoda
fluorymetryczng i metoda Real Time PCR wykazata, ze wyniki otrzymane tymi
dwiema metodami nie roznig si¢ od siebie w sposob statystycznie istotny, przy czym
najwigksze roznice w pomiarach wykazaty kontrole K2 i K4 (tabela 9).

W przypadku oznaczen prob pochodzacych z ekspertyz medyczno-sadowych,
analiza poréwnawcza pomiarow stezenia DNA metoda fluorymetryczng i metoda

Real Time PCR wykazata, ze dla 70% prob rdznice w pomiarach stgzenia DNA
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miedzy tymi dwiema metodami sg nieistotne statystycznie (tabela 10). Jedynie dla
11 z 37 badanych prob (30%) otrzymana warto$¢ prawdopodobienstwa byta
mniejsza od przyjetego poziomu istotnosci 0,05, co wskazywato na statystyczng
znamienno$¢ réznic. Te duze réznice W pomiarach zauwazalne byly gtownie dla
prob o wysokich stezeniach wyjsciowych, przekraczajgcych 100 ng/ul, dla ktorych
obserwowano spadek precyzji pomiaru. Podobny wniosek wysunigto juz wczesniej,

kiedy to oceniano powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ metody fluorymetryczne;.

5.5. Zestawienie wynikbw pomiarow metoda fluorymetryczng
z wynikami badan uzyskanymi metoda elektroforezy kapilarnej

Na podstawie analizy detekcji kontrolnego DNA o stezeniu 2 ng/ul oraz jej

rozcienczen, przeprowadzonej przy zastosowaniu markerow wchodzacych w sktad
zestawu AmpFISTR® NGM™ PCR Amplification Kit [17], stwierdzono istnienie
korelacji migdzy wsadowa ilosciag DNA a wartoscig RFU.
Przy wsadowej ilosci DNA wynoszacej 6 ng, maksymalna wysokos¢ piku wynosita
55138. Przy tak duzych wartosciach RFU obserwowano wystepowanie
niepozadanych zjawisk, m.in. czg$ciowg adenylacj¢, Zle zbalansowane allele
W obrgbie heterozygot oraz obecno$¢ pikéw typu stutter. Najnizszy sygnal
fluorescencji, wynoszacy 522 RFU, odnotowano dla 0,015ng DNA, czyli dla okoto
2-3 komorek diploidalnych. Przy tak §ladowej ilosci DNA obserwowano zjawisko
wypadania alleli.

Dlatego tez, aby otrzymac czytelny i tatwy w interpretacji profil genetyczny,
gdzie nie obserwuje si¢ wyzej wymienionych niepozadanych zjawisk, konieczne jest
ustalenie optymalnego zakresu st¢zen proby, tj. takiego, przy ktorym ilos¢ wsadowa
DNA zalezy od wartosci RFU w sposob liniowy. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze optymalny profil genetyczny uzyskuje sie dla wartoSci
wskaznika RFU w przedziale od okoto 4000 do okoto 12000. Wskazuje to na
optymalny zakres ilo§ci wsadowej DNA do reakcji multipleks PCR wynoszacy od
0,1ng do 0,6ng, co odpowiada zakresowi stezenia proby 0,03-0,2 ng/ul.
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6. WniosKi

Na podstawie przeprowadzonych badan 1 ich wynikéw, ktorych celem byto
sprawdzenie przydatnosci zestawu Quant-iT HS DNA oraz fluorymetru Qubit do
detekcji dwuniciowego DNA w badaniach genetyczno-sadowych, mozna wyciggnac

nastepujgce wnioski:

1. Pomiary st¢zenia prob DNA przeprowadzane w pracowni Genetyki
Medycznej 1 Sagdowej z wykorzystaniem fluorymetru Qubit 1 zestawu Quant-
iT HS dsDNA Kit charakteryzuja si¢ wysoka powtarzalnoscia w zakresie
oznaczen, tj. migdzy 0,54 ng/ul a 116,00 ng/pul.

2. Przeprowadzone pomiary w dwdch kolejnych dniach przez dwie rdzne osoby
za pomocg walidowanego zestawu wskazuja na wysoka odtwarzalno$¢
oznaczen fluorymetru Qubit dla prob o zakresie stezen 0,61 ng/ul -112,00
ng/ul.

3. Przy stezeniach prob przekraczajagcych 100 ng/ul pomiar fluorescencji
z zastosowaniem fluorymetru Qubit i zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit moze
by¢ nieodtwarzalny, a tym samym nieprecyzyjny.

4. Pomiary stgzen prob kontrolnych przeprowadzone przy pomocy fluorymetru
Qubit i zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit wykazuja na ich statystycznie
nieznamienne réznice w stosunku do wartosci podanych przez producenta.

5. Wyniki otrzymane na fluorymetrze Qubit w 70% pokrywaty si¢ z wynikami
otrzymanymi alternatywng metoda Real Time PCR, a statystycznie istotne
réznice pomiaréw obserwowano gtownie dla prob o wysokich st¢zeniach,
przekraczajacych 100 ng/ul.

6. Istnieje bliska liniowej zalezno$¢ pomiedzy iloscia DNA, a wartoscia RFU
przy optymalnym zakresie ilosci DNA wynoszacym od 0,1 ng do 0,6 ng
(zakres stezen 0,03-0,2 ng/ul), co wiaze si¢ z odczytem RFU w przedziale od
4000 do 12000.
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7. Streszczenie

Pomiar stezenia DNA jest kluczowym etapem w toku analizy materiatu
genetycznego przeprowadzanej podczas badan z zakresu genetyki medyczno-
sagdowej. Bardzo waznym aspektem pomiaru ste¢zenia DNA jest jego standaryzacja

oraz poddanie procesowi walidacji.

W niniejszej pracy okreslono zalety 1 wady fluorymetru Qubit oraz
powigzanego z nim zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit, stluzacych do detekcji
I pomiaru stezenia dwuniciowego DNA. W tym celu przeprowadzono proces
walidacji, ktory pozwolil okresli¢ czuto$é, precyzje, doktadnos¢ oraz wiarygodnosé
oznaczen badanej metody. Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze
pomiary stezenia DNA, przeprowadzane w oparciu o walidowany zestaw sa
powtarzalne i odtwarzalne dla prob o stezeniach nieprzekraczajacych 100 ng/ul,
a zmniejszony stopien precyzji pomiaru obserwuje si¢ dopiero powyzej tego

stezenia.

Za pomocg fluorymetru Qubit i zestawu Quant-iT HS dsDNA Kit stezenia
DNA préb, porownano z wynikami otrzymanymi metodg Real Time PCR oraz
elektroforezy kapilarnej. Na podstawie tego zestawienia stwierdzono, ze wyniki
otrzymane przy uzyciu badanej metody w znacznym stopniu korelowaty z wynikami
pozostatych dwoch metod, co swiadczy o wysokiej doktadnosci 1 wiarygodnosci

pomiaréw metody fluorymetryczne;j.

Oprocz zalet, ktoére ujawnit przeprowadzony proces walidacji, metoda ta

posiada takze inne mocne strony, takie jak szybkosc¢ i prostota wykonania.

Wyzej wymienione wnioski §wiadczg o tym, Zze metoda oznaczania stezenia
DNA za pomocg zestawu Quant-iT HS DNA i fluorymetru Qubit spetnia wszystkie
warunki do tego, aby by¢ w pelni wykorzystywana do detekcji dwuniciowego DNA

w badaniach z zakresu genetyki sagdowe;.
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przygotowang pod kierunkiem dr hab. n. med. Renaty Jacewicz

napisalam samodzielnie.

Oznacza to, Ze przy pisaniu pracy, poza niezbednymi konsultacjami, nie korzystatam

z pomocy innych 0sob, a w szczegolnosci nie zlecatam opracowania rozprawy lub jej

istotnych czesci innym osobom, ani tez nie odpisywatam tej rozprawy lub jej istotnych
czesci od innych osob.

Prace opracowano zgodnie z ustawa z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych
(t.j. Dz.U. 2006 nr 90 poz. 631 ze zm.)

Jednoczesnie przyjmuje do wiadomosci, e gdyby powyisze oswiadczenie okazalo sig
nieprawdziwe, decyzja o wydaniu mi dyplomu zostanie cofnieta.

LOdzZ, dnia.....eeeeeeeeeeeeeeeeecee s

Podpis magistranta



