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Assays 

•  Ibis™ Y‐STR Assay format 

•  Ibis™ mtDNA Assay format 
•  Ibis™ SNP Assay format 
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Y‐STR Assay Format 
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Y‐STR Markers 

•  Core minimum haplotype markers + 
recommended loci DYS437, DYS438 and DYS439 

DYS439 DYS437  DYS438 

Image adapted from: 
hGp://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/ystrpos1.htm 

STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  4 Overview of the Ibis Y‐STR, mtDNA and SNP Assays 



Technology 
Transi/on Workshop 

AddiEonal Y‐STR Loci Being Considered 

•  DYS456 

•  DYS458 
•  DYS448 
•  DYS635 

•  Y‐GATA‐H4 
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Included in various tested 
assay configura/ons 
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Approach to Y‐STR Assay Development 
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Characterize 
polymorphisms in 

samples 

Test primers and remove 
any primers that do not 

work well 

Develop mul/plex assay based 
on primer pair performance 
and allele/mass separa/on 

Test assay on known and 
blinded samples 

Use published repeat structures 
(STRbase) to create database of 
base composi/ons/masses for 

alleles 

Design mul/ple primer 
pairs for each locus close to 

repeat structure 

Obtain reference allele 
sequences from STRbase + 

GenBank 
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Original Y‐STR Assay Layout 
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Samples 1 – 22 

DYS389I + DYS392 + DYS391 + DYS393 +DYS390 

DYS389II‐1 + DYS438 + DYS439 + DYS437 

DYS19 

DYS385a/b 

•  24 samples per plate 
•  5‐plex, 4‐plex and 2 single‐plex reac/ons 

DYS389I + DYS392 + DYS391 + DYS393 +DYS390 

DYS389II‐1 + DYS438 + DYS439 + DYS437 

DYS19 

DYS385a/b 
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Reducing the Size of DYS385a/b 
•  DYS385a/b has a large product size range 
•  Shortest primer pair in STRbase has range of 241 – 324 bp 
•  Our system does best at < 200 bp 
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Forward primer 
placed here shortens 
products by > 130 bp 

5´ side of DYS385 

Forward primer 
would normally 
start here or 
upstream 

Actual GAAA repeat 
elements start here 

This pafern, though 
all A & G, is not fully 
repe//ve 

• This priming strategy has been tested with 126 samples  
    and confirmed by standard typing 
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•  Two blood‐derived DNAs tested at 1 ng each 
SC35495 

Reducing the Size of DYS385a/b 
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Well 37 (D01) 
4692 

K:\MitoData\P05028695\37\acqus 

DYS385a/b 
13: [A90 G45 C5 T13] (153 bp) 

DYS385a/b 
14: [A93 G46 C5 T13] (157 bp) 

45184.78  46352.92  47521.06  48689.21  49857.35  51025.49 
Mass (Da) 

0.00 

624.3 

1248.5 

1872.8 

2497 

35575.49 36634.12 37692.75 38751.37  39810  40868.63 41927.26 42985.89 44044.51 45103.14 46161.77 
Mass (Da) 

0.00 

834.3 

1668.5 

2502.8 

3337 

DYS385a/b 
11: [A84 G43 C5 T13] (145 bp) 

DYS385a/b 
14: [A93 G46 C5 T13] (157 bp) 

072109C 
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SpliXng DYS389I/II into Separate Products 
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•  DYS389 has a duplicated forward primer binding region 

•  The duplicated primer target spans one repeat region 

•  The reverse primer and second forward primer span DYS389I 

•  Two products are generated with one primer pair 

Repeat DYS389II (5’ side)  Repeat DYS389I 

DYS389I 

DYS389II 

255 – 295 bp for NIST primer set 



Technology 
Transi/on Workshop 

SpliXng DYS389I/II into Separate Products 
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•  DYS389 has a duplicated forward primer binding region 

•  There is a 4‐base difference that can be exploited 
• Modified upstream primer won’t prime downstream site 

• Modified downstream primer won’t prime upstream site 

•  A reverse primer can be made to pair with the upstream forward 
primer  

This region is not 
duplicated 

•  This priming strategy has been tested with 126 samples  
    and confirmed by standard typing 
• DYS389II = DYS389I + DYS389II‐1 

– When AB has DYS389I = 13 and DYS389II = 29, 
Ibis™ gets DYS389II‐1 = 16 
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30910.49  31478.14  32045.8  32613.45  33181.11  33748.76 
Mass (Da) 

0.00 

12275 

24550 

38093.61  38973.25  39852.89  40732.52  41612.16  42491.79 
Mass (Da) 

0.00 

5957.5 

11915 

DYS389I 13  DYS389II‐1 16 

DYS389II  =  13 + 16  =  29 

SpliXng DYS389I/II into Separate Products 

STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  Overview of the Ibis Y‐STR, mtDNA and SNP Assays  12 



Technology 
Transi/on Workshop 

Y‐STR Assay TesEng 
•  95 male popula/on samples from NIST (John Butler) tested 

−  13 loci:  92 samples had previous Y‐STR truth data 
•  36 male samples at Ibis™ – 16 loci – 34 also typed with Y‐Filer 
•  All loci were concordant 
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Updated Y‐STR Assay Layout 

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 
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Samples 1 – 22 

DYS389I+DYS392+DYS391+DYS393+DYS390+DYS458 

DYS389II‐1 + DYS438 + DYS439 + DYS437 + DYS456 

DYS19 

DYS385a/b 

•  S/ll 24 samples per plate 
•  DYS456 and DYS458 have been added 
•  6‐plex, 5‐plex and 2 single‐plex reac/ons 

Reac/on 
Primer  
pair  Locus 
4586  DYS389I 
4597  DYS392 
4594  DYS391 
4601  DYS393 
4591  DYS390 
4924  DYS458 
4587  DYS389II‐1 
4611  DYS438 
4615  DYS439 
4608  DYS437 
4929  DYS456 

Single‐plex 1  4579  DYS19 
Single‐plex 2  4692  DYS385a/b 

Mul/plex 1 

Mul/plex 2 

DYS389I+DYS392+DYS391+DYS393+DYS390+DYS458 

DYS389II‐1 + DYS438 + DYS439 + DYS437 + DYS456 

DYS19 

DYS385a/b 
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6‐plex ReacEon 1: Sample N31773 

K:\MitoData\P05028601\3\acqus 
4586 + 4591 + 4594 + 4597 + 4601 + 4924 Well 3 (A03) DYS392 

11 

DYS389I 
13 

DYS458 
16 

DYS390 
21 

30587.61  32521.23  34454.86  36388.49  38322.11  40255.74  42189.36  44122.99  46056.62  47990.24  49923.87 
Mass (Da) 

0.00 

367.3 

734.5 

1101.8 

1469 

DYS391 
10 

DYS393 
13 
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Well 1 (A01) 
K:\MitoData\P05027893\1\acqus 

4587 + 4608 + 4609 + 4615 + 4929 DYS437 
14 (CT) 

DYS439 
11  DYS456 

15 

DYS389II‐1 
19 (AG) 

DYS438 
11 

36711.57  38197.64  39683.72  41169.79  42655.87  44141.94  45628.02  47114.1  48600.17  50086.25  51572.32 
Mass (Da) 

0.00 

517.3 

1034.5 

1551.8 

2069 

+ 

= 

5‐plex ReacEon 2: Sample N31773 
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Well 25 (C01) 
4579 

K:\MitoData\P05028695\25\acqus 
Well 37 (D01) 

4692 
K:\MitoData\P05028695\37\acqus 

DYS385a/b 
13 

DYS385a/b 
14 

DYS19 
14 

49614.26 50499.32 51384.37 52269.43 53154.48 54039.54 
Mass (Da) 

0.00 

1372.3 

2744.5 

4116.8 

5489 

45184.78 46352.92 47521.06 48689.21 49857.35 51025.49 
Mass (Da) 

0.00 

624.3 

1248.5 

1872.8 

2497 

Single ReacEons 3 and 4: Sample N31773 
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Well 25 (C01) 
4579 

K:\MitoData\P05028695\25\acqus 
Well 37 (D01) 

4692 
K:\MitoData\P05028695\37\acqus 

DYS385a/b 
13 

DYS385a/b 
14 

DYS19 
14 

49614.26 50499.32 51384.37 52269.43 53154.48 54039.54 
Mass (Da) 

0.00 

1372.3 

2744.5 

4116.8 

5489 

45184.78 46352.92 47521.06 48689.21 49857.35 51025.49 
Mass (Da) 

0.00 

624.3 

1248.5 

1872.8 

2497 

Single ReacEons 3 and 4: Sample N31773 
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SensiEvity 
Template  072109C 

•  Dilu/ons from 1 ng down to 7.8 pg per reac/on 
produced full profiles down to 62.5 pg/reac/on 
(250 pg for four reac/ons/sample) 
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62.5 pg 
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Species Specificity 
•  Human blood‐derived DNA sample was tested in 

triplicate in the presence of a 10‐fold excess of 
exogenous DNA 

•  1 ng of human DNA per reac/on 

•  10 ng exogenous DNA 
−  Dog (male American Eskimo – buccal swab) 
−  Cat (male long‐hair, buccal swab) 
−  Candida albicans (yeast) 
−  Aspergillus oryzae (environmental filamentous fungus) 
−  Escherichia coli (gram nega/ve bacterium) 
−  Staphylococcus aureus (gram posi/ve bacterium) 

•  All tests with exogenous DNA gave a full profile 
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10 ng dog DNA 

Species Specificity – 6‐plex ReacEon 1 

DYS392 
11 

DYS389I 
13  DYS458 

18  DYS390 
24 

DYS391 
11 

DYS393 
13 
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1 ng human DNA + 10 ng dog DNA 
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Species Specificity – 5‐plex ReacEon 2 
1 ng human DNA + 10 ng dog DNA 

DYS437 
15 

DYS439 
12  DYS456 

15 

DYS389II‐1 
18 

DYS438 
10 

10 ng dog DNA 
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Species Specificity – Single ReacEons 3 and 4 
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DYS385a/b 
14 

DYS385a/b 
15 

DYS19 
16 

10 ng dog DNA 
10 ng dog DNA 

1 ng human DNA + 10 ng dog DNA 
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Species Specificity 
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Exogenous DNAs did not interfere with full profile detec/on 
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So_ware and Database in Place for Y‐STRs 
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mtDNA Assay Format 
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Outline 

•  Ibis™ mtDNA Assay format 

•  Base composi/on analysis of mtDNA samples 
−  Data processing and analysis 

•  Informa/on content rela/ve to sequencing 

•  Heteroplasmy detec/on 
•  Sensi/vity 
•  Reproducibility  
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•  24 primer pairs cover amplified coordinates HV1 15924..16428 and HV2 31..576 
•  Target most highly‐conserved posi/ons on 3′ ends of primers 
•  Grouped into eight triplexed sets (colored grouping) by maximum spa/al 

separa/on and suitable mass separa/on of products 

mtDNA Tiling Assay Format 

(middle of mtDNA hidden) 

HV1 15893..16451  
(15924..16428 amplified) 

HV2 5..603  
(31..576 amplified) 
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mtDNA Tiling Assay Format 

•  Primers grouped to maximize target site separa/on 

•  PCR reac/ons performed with short extension cycle (five seconds) 

•  Product masses resolve from each other in triplex groupings 

•  Product sizes range from 85 to 140 bp; all but three are <150 bp 
•  Rela/ve primer pair concentra/ons in triplexes have been adjusted to 

favor simultaneous amplifica/on of all products 

HV1  HV2 
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Base ComposiEon Analysis 

1.  PCR 

2.  Desal/ng 
3.  ESI‐TOF mass spectrometry 
4.  Raw spectrum processing/deconvolu/on 

5.  Base composi/on assignment/profile 
development 
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HV1 HV2 

PCR: Three Primer Pairs Per ReacEon 
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DesalEng of PCR ReacEons 
Magne/c bead anion exchange 
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ESI‐TOF Mass Spectromery 
•  Three primer pairs per reac/on 
•  Complex raw spectrum 

•  Mul/ple peaks for each mass 
•  3 (or more) ds products per 

spectrum 
•  6 DNA strands per spectrum 
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ESI‐TOF Mass Spectromery 
•  Three primer pairs per reac/on 
•  Complex raw spectrum 

Noise baseline 
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•  Mul/ple peaks for each mass 
•  3 (or more) ds products per 

spectrum 
•  6 DNA strands per spectrum 
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ESI‐TOF Mass Spectromery 
•  Three primer pairs per reac/on 
•  Complex raw spectrum 

•  Mul/ple peaks for each mass 
•  3 (or more) ds products per 

spectrum 
•  6 DNA strands per spectrum 

Baseline corrected spectrum used 
for deconvolu/on 
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Raw Spectrum Processing 
•  Internal mass standards bracket the spectrum for accurate calibra/on of the 

measurements before deconvolu/on 

STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  Overview of the Ibis Y‐STR, mtDNA and SNP Assays  36 

Internal 
mass 

standard 

Internal 
mass 

standard 
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Internal 
mass 

standard 

Internal 
mass 

standard 

•  Peaks for each mass 
correlated by spacing 
through spectrum 

•  Internal mass 
standards ensure 
correla/on of the 
correct peaks 

Spectral DeconvoluEon 
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DeconvoluEon to Masses 

32855.1 Da 
34143.8 Da 
37058.2 Da 
37254.2 Da 
42162.1 Da 
42710.3 Da 

30,000  32,000  34,000  36,000  38,000  40,000  42,000  44,000 
0 

1000 

2000 

3000 

4000 

5000 

6000 

Mass (Da) 
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•  Deconvolu/on results in one final measurement per 
molecular species 
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DS DNA Strand AssociaEon 

STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  Overview of the Ibis Y‐STR, mtDNA and SNP Assays  39 
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32855.1 Da 
34143.8 Da 
37058.2 Da 
37254.2 Da 
42162.1 Da 
42710.3 Da 

•  Forward and reverse strands of a double stranded DNA 
can be associated by mass 



Technology 
Transi/on Workshop 

DS DNA Strand AssociaEon 
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Base ComposiEon Assignment 
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Eight Spectra Per Sample 
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Coverage Map Development 
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2901: 15893..16012: A47 G18 C25 T30 
2925: 15937..16041: A35 G14 C24 T32 
2899: 15985..16073: A26 G15 C21 T27 
2898: 16025..16119: A26 G17 C26 T26 
2897: 16055..16155: A31 G13 C30 T27 
2896: 16102..16224: A45 G13 C42 T23 
2895: 16130..16224: A36 G7 C33 T19 
2893: 16154..16268: A44 G7 C46 T18 
2892: 16231..16338: A40 G9 C40 T19 
2891: 16256..16366: A37 G9 C41 T24 
2890: 16318..16402: A20 G14 C30 T21 
2889: 16357..16451: A21 G17 C36 T21 
2902: 5..97: A19 G24 C24 T26 
2903: 20..139: A24 G34 C29 T33 
2904: 83..187: A23 G21 C29 T32 
2905: 113..245: A39 G18 C28 T48 
2906: 154..290: A49 G17 C31 T40 
2908: 204..330: A42 G16 C35 T32 
2908: 204..330: A42 G16 C36 T32 
2908: 204..330: A42 G16 C37 T32 
2908: 204..330: A42 G16 C38 T32 
2907: 239..363: A43 G11 C46 T23 
2907: 239..363: A43 G11 C47 T23 
2907: 239..363: A43 G11 C48 T23 
2907: 239..363: A43 G11 C49 T23 
2923: 262..390: A47 G10 C50 T20 
2923: 262..390: A47 G10 C51 T20 
2923: 262..390: A47 G10 C52 T20 
2923: 262..390: A47 G10 C53 T20 
2910: 331..425: A33 G9 C27 T26 
2916: 367..463: A27 G8 C32 T30 
2912: 409..521: A32 G7 C48 T26 
2913: 464..603: A44 G10 C63 T23 

Primer pair 

rCRS coordinates 

Base composi/on 

Base 
composi/on 

profile 

Base ComposiEon Profile 
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MulEple Assays Per Plate 
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MulEple Mass Assignments 
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MulEple Samples Per Plate 
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2901: 15893..16012: A47 G18 C25 T30 
2925: 15937..16041: A35 G14 C24 T32 
2899: 15985..16073: A26 G15 C21 T27 
2898: 16025..16119: A26 G17 C26 T26 
2897: 16055..16155: A31 G13 C30 T27 
2896: 16102..16224: A45 G13 C42 T23 
2895: 16130..16224: A36 G7 C33 T19 
2893: 16154..16268: A44 G7 C46 T18 
2892: 16231..16338: A40 G9 C40 T19 
2891: 16256..16366: A37 G9 C41 T24 
2890: 16318..16402: A20 G14 C30 T21 
2889: 16357..16451: A21 G17 C36 T21 
2902: 5..97: A19 G24 C24 T26 
2903: 20..139: A24 G34 C29 T33 
2904: 83..187: A23 G21 C29 T32 
2905: 113..245: A39 G18 C28 T48 
2906: 154..290: A49 G17 C31 T40 
2908: 204..330: A42 G16 C35 T32 
2908: 204..330: A42 G16 C36 T32 
2908: 204..330: A42 G16 C37 T32 
2908: 204..330: A42 G16 C38 T32 
2907: 239..363: A43 G11 C46 T23 
2907: 239..363: A43 G11 C47 T23 
2907: 239..363: A43 G11 C48 T23 
2907: 239..363: A43 G11 C49 T23 
2923: 262..390: A47 G10 C50 T20 
2923: 262..390: A47 G10 C51 T20 
2923: 262..390: A47 G10 C52 T20 
2923: 262..390: A47 G10 C53 T20 
2910: 331..425: A33 G9 C27 T26 
2916: 367..463: A27 G8 C32 T30 
2912: 409..521: A32 G7 C48 T26 
2913: 464..603: A44 G10 C63 T23 

2901: 15893..16012: A46 G19 C25 T30 
2925: 15937..16041: A35 G14 C24 T32 
2899: 15985..16073: A26 G15 C21 T27 
2898: 16025..16119: A26 G17 C28 T24 
2897: 16055..16155: A32 G12 C30 T27 
2896: 16102..16224: A46 G12 C41 T24 
2895: 16130..16224: A36 G7 C33 T19 
2893: 16154..16268: A44 G7 C45 T19 
2892: 16231..16338: A40 G9 C40 T19 
2891: 16256..16366: A37 G9 C41 T24 
2890: 16318..16402: A20 G14 C30 T21 
2889: 16357..16451: A22 G16 C36 T21 
2902: 5..97: A19 G24 C24 T26 
2903: 20..139: A24 G34 C29 T33 
2904: 83..187: A23 G21 C30 T31 
2905: 113..245: A39 G18 C31 T45 
2906: 154..290: A48 G18 C35 T36 
2908: 204..330: A42 G16 C40 T30 
2907: 239..363: A43 G11 C49 T23 
2923: 262..390: A47 G10 C53 T20 
2910: 331..425: A33 G9 C27 T26 
2916: 367..463: A27 G8 C32 T30 
2912: 409..521: A32 G7 C48 T26 
2913: 464..603: A45 G10 C68 T23 
2913: 464..603: A45 G10 C69 T23 

2901: 15893..16012: A47 G18 C25 T30 
2925: 15937..16041: A35 G14 C24 T32 
2899: 15985..16073: A26 G15 C21 T27 
2898: 16025..16119: A26 G17 C27 T25 
2897: 16055..16155: A32 G12 C29 T28 
2897: 16055..16155: A31 G13 C29 T28 
2896: 16102..16224: A46 G12 C42 T23 
2896: 16102..16224: A45 G13 C42 T23 
2895: 16130..16224: A36 G7 C33 T19 
2893: 16154..16268: A44 G7 C46 T18 
2892: 16231..16338: A39 G10 C40 T19 
2891: 16256..16366: A36 G10 C42 T23 
2890: 16318..16402: A20 G14 C30 T21 
2889: 16357..16451: A21 G17 C36 T21 
2902: 5..97: A20 G23 C24 T26 
2903: 20..139: A25 G33 C29 T33 
2904: 83..187: A23 G21 C29 T32 
2905: 113..245: A39 G18 C29 T47 
2906: 154..290: A48 G18 C32 T39 
2908: 204..330: A42 G16 C39 T32 
2907: 239..363: A43 G11 C50 T23 
2907: 239..363: A43 G11 C51 T23 
2923: 262..390: A47 G10 C54 T20 
2923: 262..390: A47 G10 C55 T20 
2910: 331..425: A33 G9 C27 T26 
2916: 367..463: A27 G8 C32 T30 
2912: 409..521: A32 G7 C48 T26 
2913: 464..603: A44 G10 C63 T23 

MulEple Profiles Per Plate 
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Tiling Compared to Sequencing 
•  1266 unique /ling region sequences were 
selected from GenBank genomes 
−  Each sequence differed from all others by at least one 
base 

−  C‐stretch length differences ignored 
•  Sequences converted to /ling base composi/ons 
•  Cross‐compared for minimum differences using 
mtDNA search algorithm 
−  Ignores C‐stretch length differences 
−  Corrects for primer pair overlaps 

•  94.2% of unique /ling region sequences were 
uniquely discriminated by /ling assay 
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Tiling Compared to Sequencing 

CRS 
•    Tiling assay   
                                                                        amplifies 15924‐  
                                                                      16428 and 31‐576 

•    Minimum HVI  
                                                                           +HVII sequences  
                                                                        16024‐16365 and  
                                                                         73‐340 16024  16365  73  340 

For the same set of 1266 unique sequences spanning 
mtDNA /ling coordinates: 

•  94.2% can be differen/ated with the /ling assay 
•  90.2% can be differen/ated by sequencing  

HVI 16024‐16365 and HV2 73‐340 
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Length Heteroplasmy DetecEon 
Good sequence up 
to C stretch, then 
mul/ple 
overlapping reads 

MS detects mul/ple products while 
sequencing requires a pure sample for 
maximum informa/on content 
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Happened to be same sample 
given as a blinded sample by 
Bruce Budowle in 2003. 
This was suggested by our assay 
in the FBI valida/on, then 
confirmed. 

*

Example = USA.FBI.000009, region 16102..16224 * 

Opposite read 

STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  Overview of the Ibis Y‐STR, mtDNA and SNP Assays  58 



Technology 
Transi/on Workshop 

Length Heteroplasmy Example 
2901: 15893..16012: A47 G18 C25 T30 
2925: 15937..16041: A35 G14 C24 T32 
2899: 15985..16073: A25 G16 C21 T27 
2898: 16025..16119: A25 G18 C27 T25 
2897: 16055..16155: A31 G12 C30 T28 
2896: 16102..16224: A44 G12 C42 T24 
2896: 16102..16224: A44 G12 C43 T24 
2896: 16102..16224: A44 G12 C44 T24 
2896: 16102..16224: A44 G12 C45 T24 
2895: 16130..16224: A35 G7 C33 T19 
2895: 16130..16224: A35 G7 C34 T19 
2895: 16130..16224: A35 G7 C35 T19 
2895: 16130..16224: A35 G7 C36 T19 
2893: 16154..16268: A43 G7 C47 T17 
2893: 16154..16268: A43 G7 C48 T17 
2893: 16154..16268: A43 G7 C49 T17 
2893: 16154..16268: A43 G7 C50 T17 
2892: 16231..16338: A40 G9 C39 T20 
2891: 16256..16366: A37 G9 C41 T24 
2890: 16318..16402: A20 G14 C31 T20 
2889: 16357..16451: A21 G17 C36 T21 
2902: 5..97: A19 G24 C24 T26 
2903: 20..139: A24 G34 C29 T33 
2904: 83..187: A23 G21 C30 T31 
2905: 113..245: A39 G18 C30 T46 
2905: 113..245: A39 G18 C29 T47 
2906: 154..290: A48 G18 C32 T39 
2906: 154..290: A48 G18 C31 T40 
2908: 204..330: A42 G16 C39 T32 
2908: 204..330: A42 G16 C40 T32 
2907: 239..363: A43 G11 C49 T24 
2907: 239..363: A43 G11 C50 T24 
2923: 262..390: A47 G10 C53 T21 
2923: 262..390: A47 G10 C54 T21 
2910: 331..425: A33 G9 C27 T26 
2916: 367..463: A27 G8 C32 T30 
2912: 409..521: A32 G7 C48 T26 
2913: 464..603: A43 G11 C63 T23 
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A45 G13 C41 T24 

16102..16224: A45 G13 C40 T24 N 

16130..16224: A36 G7 C32 T19 N 

16102..16224: A45 G13 C41 T24 
16102..16224: A45 G13 C40 T25 
16130..16224: A36 G7 C33 T19 
16130..16224: A36 G7 C32 T20 

Observed profile  Calculated from truth key 

C/T heteroplasmy 

C/T heteroplasmy 
AF‐4: 16024‐16365 
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SensiEvity 
•  Analysis of five templates in dilu/on‐to‐ex/nc/on 
•  Sensi/vity ranged from 0.1 pg to 6.3 pg template/primer pair* 
•  All templates had full profile at 6.3 pg or below per reac/on 
•  Sensi/vity criteria for standard QC plate set at 25 pg/reac/on 
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* Based upon total 
nuclear DNA 
quan/fica/on 
with Quan/filer® 
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Reproducibility 

•  3,331 trials of one posi/ve 
control template run over the 
course of 27 months 

•  500 pg template/reac/on 

•  Automated data analysis 

•  79,944 expected ds assignments 
•  3,298 (99%) full, correct profiles 
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Ave. error magnitude  
was 10.12 + 8.04 ppm 

Distribu/on of mass 
measurement devia/ons for 

159,688 DNA strand assignments 



Technology 
Transi/on Workshop 

Summary 
•  1051 nucleo/de posi/ons covered by 24 primer pairs 
•  Accurate mass measurements and biochemical strategy 

allow mitochondrial base composi/on profiles to be 
developed 

•  Discrimina/on power is about 94% that of sequencing same 
region 

•  Discrimina/on power over /ling region can be greater than 
sequencing over minimum HV1 and HV2 ranges 

•  Base composi/on profiles can be compared to each other 
and to sequence profiles 

•  Databases can be searched and subjected to same type of 
sta/s/cs as a sequence database 

•  Mass spectrometry can resolve  
heteroplasmy (mixtures) 
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SNP Assay Format 
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ObjecEve 
•  PCR/ESI‐MS‐based assay for human autosomal SNP 

analysis 

•  Exclude non‐contributors to a DNA sample 
•  A random profile match should have very low probability 

•  Minimize popula/on bias 
−  Mul/ple markers with about 50% heterozygosity 

−  Low Fst (distribu/on same in all popula/ons) 

−  Low detectable gene/c linkage (low linkage disequilibrium) 
−  Use product rule for probability es/mates 

−  Use global q or no q correc/on for popula/on substructure 

•  40 independent markers 
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Ideal Bi‐allelic Markers 
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B 

A A 

A 

Each autosomal 
chromosome comes 

as a pair 

One from 
father 

One from 
mother 

Bi‐allelic markers 
have one of two 

states 

Any marker  
for any individual 
can be both ‘A’  
or both ‘B’  

or one of each 

B  B 
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Ideal Bi‐allelic Markers 

STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  Overview of the Ibis Y‐STR, mtDNA and SNP Assays  67 

A 

Each marker is like a 
coin toss 

B  A 

There’s a 50% chance 
of geyng either 

allele on the father’s 
chromosome 

And a 50% chance of 
geyng either allele 
on the mother’s 
chromosome 

Coin images ©Microso/ 
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Ideal Bi‐allelic Markers 
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Each marker is like a 
coin toss 

There’s a 50% chance 
of geyng either 

allele on the father’s 
chromosome 

And a 50% chance of 
geyng either allele 
on the mother’s 
chromosome 

That means 50% x 50% = 25% chance of geyng two ‘heads’ (A allele)  

A A 

Coin images ©Microso/ 
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Ideal Bi‐allelic Markers 
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Each marker is like a 
coin toss 

B 

There’s a 50% chance 
of geyng either 

allele on the father’s 
chromosome 

And a 50% chance of 
geyng either allele 
on the mother’s 
chromosome 

B 

And 50% x 50% = 25% chance of geyng two ‘tails’ (B allele)  

Coin images ©Microso/ 
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Ideal Bi‐allelic Markers 
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Each marker is like a 
coin toss 

B 

And 50% x 50% = 25% chance of geyng A + B 

A 

Coin images ©Microso/ 
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Ideal Bi‐allelic Markers 
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Plus 50% x 50% = 25% chance of geyng B + A 

Each marker is like a 
coin toss 

B 

And 50% x 50% = 25% chance of geyng A + B 

A  B  A 

= 50% chance of being heterozygous Coin images ©Microso/ 
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Ideal Bi‐allelic Markers 
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For any two individuals,  
the random odds they will match at any one locus 

A  A  A  A 

25% x 25% = 6.25% 

is 

+ 25% x 25% = 6.25% 

B  B B  B 
+ 25% x 25% = 6.25% 
+ 25% x 25% = 6.25% 
+ 25% x 25% = 6.25% 
+ 25% x 25% = 6.25% 

= 37.5 % 
or probability of 

0.375 
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Ideal Bi‐allelic Markers 
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Random match probability 
for two‐marker profile 

0.141  

Random match 
probability for 
one marker 

0.375 

Random match 
probability for 
another marker 

0.375 

X = 
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Ideal Bi‐allelic Markers 
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= 0.0198 

Random match probability for four‐marker profile  
= 0.375 x 0.375 x 0.375 x 0.375 

= 0.3754 

Close to 99% with four perfectly distributed bi‐allelic markers 
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Ideal Bi‐allelic Markers 

•  With 40 unlinked and perfectly‐distributed SNPs, 
the random match probability would ideally be 
0.37540, or 9.15 x 10‐18 
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Kidd‐40 SNP Panel 
•  Large collec/on of SNP posi/ons with data for 
three major popula/on groups 

•  Subpanel iden/fied with low Fst and high 
heterozygosity 

•  Evaluated subpanel over seven popula/ons 
•  73 SNPs with Fst < 0.02 over seven popula/ons 
•  40 final SNPs with Fst < 0.06 and heterozygosity > 
0.4 across 40 popula/ons around the world 
−  Reference: Paks/s, A., Speed, W., Kidd, J., Kidd, K. 
“Candidate SNPs for a Universal Individual 
Iden/fica/on Panel.” Human GeneEcs 121 (3 – 4) 
(May 2007): 305 – 317. 
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The Kidd Approach 
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90,483 SNPs 
from ABI 
catalog 

Frequency data 
for European, 
African and 

Chinese/Japanese 
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The Kidd Approach 
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90,483 SNPs 
from ABI 
catalog 

436 SNPs with 
low Fst and high 
heterozygosity 

436 SNPs  

Tested in 
TaqMan® SNP 
assays across 7 
popula/ons 

Final 
reduced 
panel 

73 SNPs 
accepted for 7 
popula/ons 

Tested across 
40 popula/ons 

73 SNPs  
40 SNPs  Informa/cally 

selected 
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Kidd PopulaEon Coverage 
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459 

211 

558 
90 

51 

345 

60 

105 

191 

2070 total individuals 
40 total popula/ons 

Several major global regions 

Global Fst < 0.06 all popula/ons 
Average heterozygosity > 0.4 
Median LD = 0.010 (ave. = 0.029) 
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Resolving Power of Kidd SNP Panel 
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Number of matching loci between two individuals 

•  ‘Perfect’ 40‐SNP panel:  random match with probability of 9.15 x 10‐18  
•  Kidd panel has ave. of about 1 x 10‐15 match probability 
• Within popula/ons, ave. match probability ranged from 10‐12 to 10‐16 

•  1,568 full profiles 
•  40 popula/ons 
•  All pairwise 
profile‐to‐profile 
comparisons 

•  1,228,528 
pairwise 
comparisons 

• Most people will 
differ at 15 – 16 
loci 
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Why Use Mass Spectrometry? 
•  Unified pla}orm for major DNA forensics 
applica/ons 
−  Mitochondrial DNA profiling 

−  STR analysis 
−  Autosomal SNP analysis 

−  SNPs, STRs and/or mtDNA can be analyzed 
automa/cally on one instrument in the same run 

•  High degree of accuracy 
−  Poten/al rare variant will be resolved rather than 
missed (could a CT posi/on ever present an ‘A’ or 
a ‘G’?) 
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IniEal Development: Eight 5‐plex ReacEons 
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Each sample is 
distributed across 
one column of an 

assay plate 

Add 5 µL template to each well of a plate and thermocycle 

RS1058083 + RS13182883 + RS1821380 + RS214955 + RS7704770 

RS10488710 + RS1478829 + RS7205345 + RS985492 + RS987640 

RS1410059 + RS1554472 + RS2073383 + RS279844 + RS6444724 

RS13134862 + RS1523537 + RS560681 + RS6811238 + RS9951171 

RS2272998 + RS321198 + RS3780962 + RS445251 + RS6591147 

RS1019029 + RS12997453 + RS1358856 + RS2503107 + RS740598 

RS1109037 + RS2567608 + RS315791 + RS447818 + RS7229946 

RS10092491 + RS13218440 + RS1336071 + RS338882 + RS7520386 
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IniEal MulEplexing Results 
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IniEal MulEplexing Results 

STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  Overview of the Ibis Y‐STR, mtDNA and SNP Assays  84 

RS
14

10
05

9 
 

C 
RS

64
44

72
4 
 

C,
 T
 

RS
27

98
44

 
T 

RS
20

73
38

3 
C,
 T
 

RS
15

54
47

2 
C 

RS
99

51
17

1 
A
, G

 

RS
13

13
48

62
 

A
, G

 

RS
56

06
81

 
A
, G

 

RS
68

11
23

8 
G
, T
 

RS
15

23
53

7 
 

C,
 T
 

RS
14

10
05

9 
 

C 
RS

64
44

72
4 
 

C,
 T
 

RS
27

98
44

 
A
 

RS
20

73
38

3 
C 

RS
15

54
47

2 
C,
 T
 

RS
99

51
17

1 
A
, G

 

RS
13

13
48

62
 

A
, G

 

RS
56

06
81

 
A
 

RS
68

11
23

8 
T 

RS
15

23
53

7 
 

C,
 T
 

N31774  – 1 ng  SC35495 – 1 ng 

Re
ac
/
on

 3
 

Re
ac
/
on

 4
 



Technology 
Transi/on Workshop 

IniEal MulEplexing Results 
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IniEal MulEplexing Results 
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IniEal Intra‐locus Strand Balance 
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Adjusted MulEplexing Results 
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Adjusted MulEplexing Results 
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Adjusted MulEplexing Results 
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Adjusted MulEplexing Results 
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Improved Intra‐locus Strand Balance 
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SensiEvity  
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Full profile 
obtained at  

63 pg/reac/on 

Reac/on quality 
degraded at  
125 pg and 

below 
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Inter‐Locus 5‐plex Balance in DiluEons  
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Balance was most consistent down to about 125 pg/reac/on, then 
became highly variable. 

Drop‐outs occurred a�er 63 pg/reac/on. 

= decreasing template concentra/on 
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Species Specificity 
•  Human blood‐derived DNA sample was tested in 

duplicate in the presence of 10‐fold excess of exogenous 
DNA 

•  1 ng of human DNA per reac/on 

•  10 ng exogenous DNA 
−  Dog  (male American Eskimo – buccal swab) 
−  Cat (male long‐hair, buccal swab) 

−  Candida albicans (yeast) 

−  Aspergillus oryzae (environmental filamentous fungus) 
−  Escherichia coli (gram nega/ve bacterium) 

−  Staphylococcus aureus (gram posi/ve bacterium) 

•  All tests with exogenous DNA gave a full profile 
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Species Specificity 
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Species Specificity 
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Species Specificity 
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Species Specificity 
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Species Specificity 
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10‐fold excess of 
bacterial DNA 
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Species  
Specificity 
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Full profiles were 
obtained for all 
replicates in the 

presence of 10‐fold 
excess of 

exogenous DNA 
from six different 

sources 
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Small Test Panel: 96 Individuals 
•  10 buccal swab DNAs 
•  38 blood samples obtained commercially 

−  20 samples tested in parallel with 40 individual TaqMan® assays 
•  50 blinded DNA samples from UNTHSC (John Planz) 

−  Tested at UNTHSC with AB GenPlex™ Kidd‐40 panel 
•  Buccal swabs run at a set dilu/on factor (corresponded to 

between 300 pg and 1.8 ng per reac/on) 
•  Blood samples were run at 500 pg/reac/on 
•  Samples were run in duplicate 
•  Each sample gave a consistent profile between duplicates 
•  100% concordance between TaqMan® and Ibis™ assays 
•  Concordance between Ibis™ and GenPlex™ for all loci except 

one  
−  rs2073383 was 100% concordant between Ibis™ and TaqMan® 
−  rs2073383 disconcordant between GenPlex™ and TaqMan® 
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Summary 
•  Basic 40‐Kidd‐SNP assay defined and moving into 

valida/on 
•  Limit of sensi/vity down to 63 – 125 pg/reac/on 

•  Addi/on of mammal, fungal or bacterial DNA does 
not appear to interfere with the assay 

•  100% concordance with AB TaqMan® assays for all 
loci 

•  Small panel of samples showed average locus 
differences comparable to Kidd results 

•  Integrated so�ware developed and in process 
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QuesEons? 
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Contact InformaEon 

Thomas Hall 

Ibis Biosciences division of Abbof Molecular 
760‐603‐2375 

thall@ibisbio.com 

STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  Overview of the Ibis Y‐STR, mtDNA and SNP Assays  109 

Note: 
All images and charts courtesy of Tom Hall, Ph.D. unless 
otherwise noted. 


