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Walidacja magnetycznej metody izolacji DNA
z zastosowaniem AutoMate Express™

Forensic DNA Extraction System

Wstep

Znaczgcy rozwoj genetyki sprawit, ze kryminalistyka
z powodzeniem wykorzystuje metody badan DNA pozwa-
lajgce na odtworzenie przebiegu zdarzenia oraz powigza-
nie ofiary lub podejrzanego z konkretnym przestepstwem.
Slady biologiczne pozostawione na miejscu zdarzenia
zawierajg czesto niewielka ilos¢ materialu genetyczne-
go, kiéry ma znaczacy wplyw na proces analizy prébek
i jako$¢ wyniku koricowego. Uzyskanie peinego profilu
genetycznego z zabezpieczonych $ladow nierzadko sta-
nowi dla eksperta kryminalistyki duze wyzwanie. W celu
poprawy ogoinej wydajnosci, koncentracii i czystosci DNA
oraz skrécenia procesu analizy firma Applied Biosystems
stworzyla zestaw o nazwie handlowej PrepFiler™ Foren-
sic DNA Extraction Kit dajacy ekstrakty o wysokiej jakosci

JNA wolnego od inhibitorow reakciji PCR.

Podczas procesu walidacji ocenie poddane zostaly
wyniki uzyskane w laboratorium i deklaracje producenta
dotyczace zaréwno aparatury, jak i stosowanych odczyn-
nikéw w zakresie wykorzystania ich w procesie ekstrakcji
DNA z biologicznych sladéw kryminalistycznych. Przepro-
wadzenie walidacji nowo wdrazanej do stosowania meto-
dy w laboratorium Zaktadu Biologii Centralnego Laborato-
rium Kryminalistycznego Policji byto zgodne z wytycznymi
Naukowej Grupy Roboczej ds. Analizy DNA (ang. Scienti-
fic Working Group on DNA Analysis Methods — SWGDAM)
oraz Miedzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej (ang.
Internalional Standards Organization — ISO) w Normie PN
-EN ISO 17025:2005.

W ramach walidacji nowa metoda zostata poddana
wszechstronnej ocenie efektywnosci, niezawodnosci i wia-
rygodnosci.

Przedmiot walidaciji

Walidacji poddano metode magnetycznej, automa-
tycznej izolacji DNA z zastosowaniem systemu AutoMate
Express™ Forensic DNA Extraction System firmy Applied

Biosystems.

Opis walidowanego systemu
oraz jego przeznaczenie

AutoMate Express™ Forensic DNA Exiraction System
sktada sig z:
* aparatu AutoMate Express™ Insirument (ryc. 1-2),
+ dwodch zestawow odczynnikéw PrepFiler™ Forensic
DNA Extraction Kit:
— PrepFiler Express™
— PrepFiler Express BTA™,

Ryc. 1. Stacja robocza do automatycznej izolacji DNA z zastosowaniem
kulek magnetycznych — AutoMate Express™ Instrument

Fig. 1. Workstation for automated DNA extraction with paramagnetic beads
= AutoMale Express™ Instrument

Zrédio (ryc. 1~20): autorki
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Zestaw odczynnikow PrepFiler Express™ przezna-
czony jest do ekstrakcji DNA z typowych sladow biolo-
gicznych, takich jak slina, krew, sperma, wilosy, wymazy
ze $luzéwki jamy ustnej. Za pomocg drugiego zestawu
odczynnikéw — PrepFiler Express BTA™ mozliwa jest
izolacja DNA z tzw. ,trudnych Sladéw”, m.in. z materiatu
kostnego oraz materiatu biologicznego znajdujgcego sie
na podtozach o duzej przyczepnosci i lepkosci, takich jak
guma do zucia, znaczki pocztowe, tasmy klejace i niedo-
patki papierosow. Metoda magnetycznej ekstrakcji DNA
oparta jest na powinowactwie DNA do ligandu zwigzane-
go z kulkami magnetycznymi, dzieki czemu mozna uzy-
skac ekstrakty o duzej wydajnosci i czystosci. |zolacja
DNA z zastosowaniem AutoMate Express™ Instrument
mozliwa jest dzieki specjalnym wktadom z odczynnikami
zawierajacymi m.in. magnetyczne kulki (ryc. 3) i przebiega
w czterech etapach:

« liza komorek,

+ wigzanie DNA z magnetycznymi kulkami,
« przemywanie DNA za pomocg bufordw,

+ elucja uwolnionego DNA.

Przy zastosowaniu AutoMate Express™ Forensic DNA
Extraction System mozliwa jest jednoczesna ekstrakcja
DNA z 13 probek w czasie 30 min. Finalnie otrzymuje sig
DNA zawieszone w 50 pl buforu.

Testowane parametry

Testowano nastepujgce parametry:

+ badanie czutosci i liniowosci,

+ badanie powtarzalnosci i odtwarzalnosci,

+ badanie kontaminacji krzyzowej,

+ badanie réznych typow biologicznych prébek krymi-
nalistycznych analizowanych w laboratorium Zaktadu
Biologii CLKP,
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Ryc. 2. Wnetrze stacji roboczej AutoMate Express™ Instrument z zatado-
wanymi wkladami z odczynnikami oraz probdwkami

Fig. 2. The interior of Automate Instrument Express™ workstation with
loaded cartridges and lubes

* poréwnanie efektywnosci metody magnetycznej z me-
todami ekstrakcji stosowanymi w Zaktadzie Biologii
CLKP (metoda organiczng oraz absorpcji-eluci).

Rodzaj wykorzystanego materiatu
biologicznego i liczba przebadanych probek

Materiat badawczy stanowity probki:

+ krew ptynna pobrana na antykoagulant EDTA,

* plamy krwi naniesione na jatlowe ptotno,

+ wymazy ze Sluzéwki jamy ustnej,

* Slina,

+ wlosy w fazie anagenu,

* substancja potowo-ttuszczowa,

* sperma naniesiona na jatowe ptétno,

+ krew na podiozach zawierajgcych inhibitory reakcji PCR,
« krew zabezpieczona na bibule i przechowywana przez

20 lat w temperaturze pokojowej,

« fragmenty kostne pochodzace z N.N. zwlok, stanowig-
ce materiat dowodowy do ekspertyz wykonywanych

w Zaktadzie Biologii CLKP.

Materiat biologiczny w postaci wymazow ze sluzéwki
jamy ustnej i substancji potowo-tluszczowej pobierano na
wymazowki i pozostawiono do catkowitego wyschniecia.

Probki krwi, spermy, wlosow, substancji potowo-ttusz-
czowej pobrane zostaly od znanych dawcéw — pracowni-
kow Zaktadu Biologii Centralnego Laboratorium Krymina-
listycznego Policji, na wykorzystanie ktdrych, w zakresie
niezbednym do przeprowadzenia walidacji systemu, uzy-
skano pisemng zgode kazdej z os6b.

Wszystkie doswiadczenia wykonano w obecnosci kon-
troli negatywnej, dla ktdrej otrzymano prawidtowe wyniki.

W toku doswiadczen walidacyjnych przeprowadzono
ekstrakcje 87 probek z uzyciem zestawu odczynnikow
PrepFiler Express™ i ekstrakcje 89 prébek z uzyciem ze-
stawu odczynnikow PrepFiler Express BTA™.

Ryc. 3. Wkiad z odczynnikami do aparatu AutoMate Express™ Instrument
1 — bufor lizujgey,

2 — kulki magnetyczne,

3 — roztwor wiazacy,

4-6 — bufor myjacy,

7 — bufor elucyjny,

12 — ogrzewana komora do elucji

Fig. 3. Cartridge with the reagents for AutoMate Express™ Instrument
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Metody badawcze
Ekstrakcja DNA

+ Do przeprowadzenia ekstrakcji DNA z probek krwi,
wymazow ze sluzowki jamy ustnej, substanciji potowo-
ttuszczowej, spermy, wlosow, wykorzystano zestaw
odczynnikéw PrepFiler Express™.

» Do przeprowadzenia izolacji DNA z prébek materiatu
biologicznego na podtozach o duzej przyczepnosci
i lepkosci oraz z materiatu kostnego wykorzystano ze-
staw odczynnikow PrepFiler Express BTA™.
Ekstrakcje przeprowadzono z uzyciem aparatu Auto-
Mate Express™ Instrument.

Do porownania efektywnosci izolacji DNA metoda ma-

gnetyczng zastosowano dwie inne metody, standardo-

wo uzywane w Zakladzie Biologii CLKP:

— metode organiczng (dla przygotowanych prébek

kryminalistycznych),

— metode absorpcji-elucji (dla materiatu kostnego)

z uzyciem QlAamp DNA Blood Maxi Kit firmy QIA-
GEN Maxi Kit.

Do poréwnania efektywnosci metody magnetycznej
pod katem zdolnosci do oczyszczania materiatu biologicz-
nego z inhibitorow reakcji PCR oraz ekstrakcji zdegrado-
wanego DNA wybrano metode organiczng.

Ocena ilosci DNA

Ocene ilosci DNA przeprowadzono metodg Real Time
PCR za pomoca aparatu ABlI PRISM® 7500 Sequence
Detection System i z uzyciem zestawu odczynnikéw Qu-
antifilerTM Human DNA Quantification Kit firmy Applied
Biosystems.

Amplifikacja fragmentow DNA

Otrzymane ekstrakty amplifikowano z wykorzystaniem
multipleksowej reakcji PCR z uzyciem zestawu odczynni-
kéw AmpFISTR® NGM firmy Applied Biosystems i aparatu
GeneAmpPCR® System 9700 firmy Applied Biosystems.
Do przeprowadzenia amplifikacji z probek pobranych
z materialu kostnego wykorzystano zestaw odczynnikow
AmpFISTR®NGM PCR Amplification Kit oraz AmpFISTR®
IdentiFiler z uzyciem GeneAmp PCR® Systems 9700 firmy
Applied Biosystems.

Elektroforeza i analiza produktdw reakcji PCR

Produkty reakcji PCR poddano elektroforezie z uzy-
ciem aparatu ABI PRISM® 3130xl. Analize otrzymanych
wynikéw przeprowadzono, stosujge program GeneMapper

IDv 3.2.1.

Zdefiniowanie testowanych parametrow

i kryteriow akceptaciji, opis przeprowadzonych
doswiadczen dla badanych parametrow

i wyniki

Charakterystyke badanych parametrow przeprowa-
dzono na podstawie rekomendacji ENFSI DNA Working
Group zawartych w Recommended Minimum Criteria of
the Validation of Various Aspects of the DNA Profiling Pro-
cess (2010) [1].

Badanie czutosci i liniowosci

Doswiadczenie:

Czutosc jest to ilos¢ materiatu biologicznego, z ktore-
go mozliwe jest wyizolowanie DNA o stezeniu umozliwia-
jacym przeprowadzenie dalszych oznaczen i uzyskanie
wiarygodnych wynikdw. Badanie czutosci polegato na wy-
znaczeniu zakresu ilosci DNA wyekstrahowanego z mate-
riatu biologicznego wystarczajgcego do uzyskania petne-
go profilu DNA. W celu wyznaczenia czutosci ekstrakcja
DNA zostata przeprowadzona w czterech powtorzeniach
dla pieciu roznych objetosci krwi ptynnej (8 pl, 5 pl, 1 4,
0,25 pl, 0,1 pl). Za kryterium akceptacji badania czutoSci
przyjeto uzyskane stezenia DNA [ng/pl] dla réznych obje-
tosci badanej krwi ptynnej w probce [pl]. Zbadano takze
liniowos$¢ metody. Za kryterium akceptacji liniowosci przy-
jeto wartos¢ wspotczynnika korelacji R, ktory powinien
miescic sie w | grupie zaleznosci (tabela 1). Wspoiczynnik
korelacji okresla zaleznos¢ liniowg miedzy objetoscig ba-
danej krwi ptynnej w probce [ul] a stezeniem DNA [ng/pl].
Im wspotczynnik ten jest blizszy wartosci 1, tym zaleznos$é
liniowa jest silniejsza.

Wyniki:

Srednie stezenia DNA [ng/pl] dla réznych objetosci
badanej krwi ptynnej w prébce [pl] przedstawiono w tabe-
li 2. W wyniku badania czutosci ze wszystkich badanych
objetosci krwi, od 0,1 pl do 8 pl, uzyskano DNA w zakre-
sie stezen od 0,01ng/pl do 2,55 ng/pl. Dla wszystkich ba-
danych objetosci krwi otrzymano petne profile DNA przy
wykorzystaniu zestawu do amplifikacji STR AmpFISTR®
NGM. W badaniach czuto$ci przeprowadzonych przez
firme Applied Biosystems, wykonanych podczas walida-
cji rozwojowej, takze ze wszystkich badanych objetosci
krwi uzyskano petne profile DNA [2]. Dla badania linio-
wosci otrzymany wspotczynnik korelacji A wynosit 0,9939
i miescit sie w | grupie zaleznosci (tabela 1), spetniajac
zatozone kryterium akceptacji. W podobnych badaniach
liniowosci przeprowadzonych przez Applied Biosystems
wspélczynnik korelacji A wynosit 0,9996 [2]. Zalezno$¢é
liniowa wzrastata proporcjonalnie miedzy objetoscig ba-
danej krwi ptynnej w probce od 0,1 pl do 8 pl a stezeniem
DNA w zakresie od 0,01 ng/pl do 2,55 ng/jl (ryc. 4).
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Tabela 1.
Wartosci zaleznosci liniowej dla wspotczynnika
korelacji R

Values for linear dependence of correlation coefficient R

Grupa Zaleznosé Wspdtczynnik
zaleznosci liniowa korelacji R

| bardzo silna zaleznos¢ >0,9

1l dosc¢ silna zaleznosé 0,7-0,9

1} umiarkowana zaleznosé 0,4-0,7
v staba zaleznos$¢ 0,204

Vv brak zwigzku liniowego <0,2

Zrédlo (tab. 1-8): opracowanie wiasne
Tabela 2.

Badanie czutosci: Srednie stezenia DNA [ng/pl] dla
roznych objetosci badanej krwi ptynnej w probce [pl]
Sensitivity test: mean concentration of DNA [ng/ul]
for different volumes of liquid blood samples [ul]

Probki krwi ptynnej Srednie stezenie DNA [ng/ul]
[ w badanej prébce (n = 4)
8 ul 2,55
5 pl 1,76
1l 0,20
0,25 pl 0,02
0,1 pl 0,01

n — ilo$¢ powtdrzen badanej probki

y=0,3344x - 0,0528
3,00 4 R*=0,9939

2,00 +

1,50 -

Stezenie DNA [ng/pl)

1,00 -

0,50 -

0,00 - T T T T T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 500 600 7,00 8,00
Objetod¢ krwi ptynnej w prébee [ul]

Ryc. 4. Wykres zaleznosci stezenia DNA [ng/pl] od objetosci badanej krwi
plynnej w prébce [pl]

Fig. 4. Dependence of concentration of DNA [ng /ul] on liquid blood in the
sample [pi]

Badanie powtarzalnosci i odtwarzalnosci

Doswiadczenie:

Powtarzalnosé to zréznicowanie wynikéw. uzyskanych
przez jednego analityka w ciagu wielokrotnego badania
tej samej probki w tych samych warunkach pomiarowych,

a wiec w tym samym laboratorium i warunkach srodowi-

skowych, na tym samym urzgdzeniu badawczo-pomia-

rowym i przy zastosowaniu tych samych odczynnikow.

Badanie powtarzalnosci przeprowadzono w jednym dniu,

wykonujgc trzy ekstrakcje w tych samych warunkach po-

miarowych.

Do badania powtarzalnosci uzyto materiatu badaw-
czego w postaci:

+ 13 probek krwi plynnej o objetosci 5 pl (po jednej prob-
ce na kazde z 13 ramion aparatu AutoMate Express™
Instrument),

+ 50 mg pylu kostnego pochodzacego z pieciu réznych
fragmentow kostnych (utrzymujgc to samo potozenie
w ramieniu aparatu AutoMate Express™ Instrument
dla tej samej probki).

Dla prébek z ptynnej krwi zastosowano zestaw odczyn-
nikéw PrepFiler Express™, natomiast dla probek z pytu
kostnego zestaw adczynnikdw PrepFiler Express BTA™.
Za kryterium akceptacji badania powtarzalnosci przyjeto
wartos¢ wspotczynnika zmiennosci CV [%] dla srednich
stezen DNA, mieszczacy sie w I-Il grupie zmiennosci.
Wspétczynnik zmiennosci CV [%] jest uniwersalnym mier-
nikiem precyzji okreslajgcym iloraz odchylenia standar-
dowego i sredniej arytmetycznej, wyrazonym w procen-
tach. Wartosci wspotczynnika zmiennosci CV [%] zawarto
w tabeli 3.

Wspoétczynnik zmiennosci definiowany jest wzorem:

CV = (SD/X) x 100%; X # 0
gdzie:
SD - odchylenie standardowe z préby,

X — $rednia arytmetyczna z proby.

Tabela 3.
Wartosci wspodtczynnika zmiennosci CV [%]

Values of variation coefficient CV [%]

Wspotczynnik
9"‘ e 3 Zmiennos¢ Zmiennosci CV
zmiennosci
[%]
| mata 0-20
Il przecietna 2140
1] duza 41-100
IV bardzo duza 101-150
V skrajnie duza > 150

Odtwarzalnos¢ to zréznicowanie wynikow uzyskanych
przezréznych analitykow w ciagu wielokrotnego badaniatej
samej probki z zastosowaniem tej samej metody, w odste-
pie czasowym. Badanie odtwarzalnosci przeprowadzono
przez trzy kolejne dni, wykonujac w trzykrotnym powtorze-
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niu ekstrakcje tej samej probki z zastosowaniem tej samej
metody przez analitykow roznigcych sie doswiadczeniem.
Do badania odtwarzalnosci uzyto materiatu badawczego
w postaci plam krwi uzyskanych z objetosci 5 pl umieszczo-
nych na jatowym ptiétnie. Dla prébek z ptynnej krwi zasto-
sowano zestaw odczynnikow PrepFiler Express™. Za kry-
terium akceptacji odtwarzalnosci przyjeto pomiar stezenia
DNA w otrzymanych ekstraktach dokonany metodg Real
Time PCR w dwdch powtdrzeniach, wyznaczajac wartosc¢
CT dla pozytywnej kontroli wewnetrznej (IPC CT) oraz ste-
zenie DNA [ng/pl] kazdej badanej probki. Wartos¢ IPC CT
jest numerem cyklu, w ktérym pojawia sie sygnalt fluore-
scencyjny powyzej wartosci progowej, reprezentujgcy po-
czatkowg ilos¢é okreslonego fragmentu DNA. Prawidtowa
wartosé IPC CT powinna oscylowac w granicach 28.

Wyniki:
Dla badania powtarzalnosci z badanej krwi plynnej
w probce uzyskano nastepujace wyniki. Wspétczynnik

zmiennosci CV [%] dla kazdego z 13 ramion AutoMate
Express™ Instrument przedstawia tabela 4.

W wigkszosci analizowanych powtdrzen stwierdzo-
no duzg powtarzalnosé wynikow, swiadczy o tym maty
wspolczynnik zmiennosci (CV < 20). W przypadku ramie-
nia E7 i E12 uzyskano przecigtna powtarzalno$é wynikow
(CV = 21-40). Rozbieznosci w uzyskanych wynikach mo-
gly by¢ konsekwencijg braku precyzji operatora w trakcie
przygotowania lizatu podczas | etapu ekstrakcji lub nieho-
mogenicznego charakteru materiatu badawczego, ktérym
byta krew.

Wyniki badania powtarzalnosci z réznego rodzaju ma-
teriatu kostnego przedstawiono w tabeli 5.

W trzech badanych przypadkach uzyskano wysokg
powtarzalnosé wynikow (dla pytu kostnego z gtowki ko-
sci dtugiej, fragmentu trzonu kosci diugiej oraz zuchwy),
$wiadczyt o tym maty wspdiczynnik zmiennosci (CV < 20).
W pozostatych dwoch przypadkach uzyskano przecietng
zmienno$¢ wynikow (CV = 21-40).

Tabela 4.

Wartos$¢ wspotczynnika zmiennosci CV [%] dla $rednich stezen DNA [ng/pl] uzyskanych z probki krwi ptynnej
dla kazdego z 13 ramion aparatu AutoMate Express™ Instrument

Value of variation coefficient CV [%] for mean concentration of DNA [ng/ul] extracted from liquid blood samples in every
13 shoulders of AutoMate Express™ Instrument

: : 1 e =
Numer ramienia Srednie stezenie DNA SRS | Wspéiczynnik J
w AutoMate Express [ng/pl] w badanej probce . y:me zmiennosci Zmiennos¢ ‘
Instrument (n=3) B | CV [%] |
f | <

= 1,45 . 0,19 | 13 mala

E2 1,3 0,17 13 mata

E3 1,92 0,18 9 mata

| E4 1,39 0,05 4 mata
=

E5 1,59 0,18 9 mata

E6 1,4 0,18 9 mata

E7 1,73 0,58 34 przecietna

ES8 1,66 0,24 14 mata

E9 1,45 0,06 4 mata
Bes

E 10 1,79 0,15 8 mata

E 11 1,47 0,22 15 mata

E 12 1,31 0,49 38 przecietna
E 13 1.9 0,26 14 mata

n— ilosé powtdrzen badanej probki
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Tabela 5.

Wartos¢ wspotczynnika zmiennosci CV [%] dla Srednich stezen DNA [ng/ul] uzyskanych
z materiatu kostnego

Value of variation coefficient CV [%] for mean concentration of DNA [ng/ul] extracted from bone samples

Srednie stezenie DNA 2 Wspotczynnik
’ o S Odchylenie : S - 2
Materiat badawczy [ng/ul] w badanej prébce zmiennosci Zmiennos¢
standardowe SD
(n=3) CV [%]
| 1. gtowka kosci dlugiej 0,0844 0,0158 19 mata
2. fragrngnt trzonu kosci 0,0710 0,0067 9 e
! dtugiej
3. fragment zuchwy 0,0691 0,0095 14 mata
| 4. fragment kosci udowej 0,0425 0,0130 31 przecietna !
e e i
Salragmenticzonuiioscilg 0,6452 0,1940 30 przecietna |
udowej ‘

n —ilo$¢ powtorzen badanej prabki

Dla badania odtwarzalnosci z badanej krwi ptynnej
w probce uzyskano wyniki przedstawione na rycinie 5.
Ze wzgledu na duza réznice w otrzymanych stezeniach
DNA [ng/pl] uzyskanych dla tej samej probki, wynikajaca
najprawdopodobniej z popetnionych btedéw manuainych
w trakcie przygotowania lizatu podczas | etapu ekstrakcji,
odrzucono jeden wynik pomiaru stezenia, ktéry znaczaco
odbiegal od pozostatych w przypadku ekstrakcji wykona-
nej w trzecim dniu. Graficzne zestawienie $rednich stezen
DNA [ng/ul] w probkach ekstrahowanych metodg magne-
tyczng przedstawia rycina 5.

irednie stgienie DNA [ng/ul]
o
£

Duied 3 Duied2 Ouie ) Lontrola negatywna

S ul krwi plynnej na jalawym plétnie

Ryc. 5. Badanie odtwarzalnosci: $rednie stezenia DNA [ng/pl] badanej krwi
plynnej w prébce poddanej ekstrakcji metodg magnetyczng z zastosowa-
niem zestawu odczynnikow PrepFiler Express™

Fig. 5. Reproducibility test: mean concentration of DNA [ng /ul] in liquid
blood samples extracted by magnetic extraction using a reagent kit Prep-
Filer Express™

Poréwnywalne wartosci stezeri DNA [ng/ul] uzyskane
z ekstrakciji wykonanej w trzech kolejnych dniach swiad-
czyly o odtwarzalnosci metody. Na podstawie uzyskanych
dla pozytywnej kontroli wewnetrznej (IPC CT) wartosci
CT, ktére zawieraly sie w granicach + 1 jednostki CT,
stwierdzono, ze zestaw odczynnikéw. PrepFiler Express™
Pozwala na uzyskanie ekstraktow o duzej czystosci.

Badanie kontaminaciji krzyzowej

Doswiadczenie:

Przeprowadzone w celach walidacyjnych badanie po-
legato na okresleniu czy AutoMate Express™ Instrument
nie wprowadza zanieczyszczen krzyzowych z jednej ba-
danej prébki do drugiej. Do doswiadczenia uzyto 13 pro-
bek, w postaci bibuty niedopatka papierosa o wymiarach
0,5 x 0,5 cm (pochodzacych od jednego dawcy) i 13 kon-
troli negatywnych. Ekstrakcja DNA zostata przeprowadzo-
na dwukrotnie tego samego dnia, badane probki (zawiera-
jace DNA i kontroli negatywnych) zostaty rozmieszczone
na przemian w ramionach aparatu. Wszystkie ekstrakcje
DNA wykonane zostaty z uzyciem zestawu odczynnikow
PrepFiler Express BTA™. Oceniajgc wystgpienie lub brak
kontaminacji, branc pod uwage wyniki iloSciowe w postaci
stezenia DNA oraz uzyskane elektroforegramy.

Wyniki:

Analiza uzyskanych wynikéw potwierdzita brak kon-
taminacji krzyzowej wynikajacej z przeniesienia materia-
tu biologicznego z jednej probki do drugiej. Dla wszyst-
kich kontroli negatywnych uzyskano poprawne wyniki.
Uzycie jednorazowych kartridzy z odczynnikami, pipet
wyposazonych w filtry oraz ruch ramion robota w jednej
ptaszczyznie, skutecznie wyeliminowaty mozliwos¢é kon-
taminacji materialu z jednej probki materiatem z drugiej.
W przypadku badan przeprowadzonych przez Applied Bio-
systems podczas walidacji rozwojowej stwierdzono w kon-
troli negatywnej wystapienie jednego piku w uktadzie vWA
o wysokosci 70 RFU, przy zastosowaniu zestawu do am-
plifikacji AmpF/STR®ldentifiler®. Przeprowadzenie reakgii
amplifikacji zestawem AmpF/STR®*MiniFiler™ dato wyniki
prawidtowe dla wszystkich kontroli negatywnych [2].
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Badanie roznych typow biologicznych
probek kryminalistycznych analizowanych
w laboratorium Zaktadu Biologii CLKP

Ocena ilosciowa ekstraktéw DNA otrzymanych

Z rozn rodzaju probek biologicznych

Doswiadczenie:

Doswiadczenie przeprowadzono na przygotowanych
w laboratorium prébkach kryminalistycznych powszech-
nie badanych w laboratorium genetycznym oraz na prob-
kach stanowigcych materiat dowodowy do ekspertyz wy-
konywanych w Zakiadzie Biologii CLKP. Probki poddano
ekstrakcji zestawem odczynnikow PrepFiler™ Forensic
DNA Extraction Kit. I1zolacje DNA przeprowadzono w jed-

nym powtorzeniu dla 20 typow probek biologicznych.
Kazdy przebieg ekstrakcji wykonano w obecnosci kontro-
li negatywnej. Za kryterium akceptacji badania réznych
typow biologicznych probek kryminalistycznych przy-
jeto pomiar stezenia DNA w otrzymanych ekstraktach,
dokonany metoda Real Time PCR w dwdch powtdrze-
niach, wyznaczajgc wartosé CT dla pozytywnej kontroli
wewnetrznej (IPC CT) oraz stezenie DNA [ng/pl] kazdej
badanej probki.

Wyniki:

Wyniki ilosciowej oceny genomowego DNA wyeks-
trahowanego z réznego rodzaju przygotowanych probek
kryminalistycznych i dowodowych z uzyciem systemu
AutoMate Express™ Forensic DNA Extraction System
przedstawiono na rycinach 6i 7.

stezenie DNA [ng/ul]

Ryc. 6. Graficzne zestawienie stezen DNA [ng/pl] uzyskanych z przygotowanych probek kryminalistycznych, poddanych ekstrakcji magnetycznej zestawem

odczynnikow PrepFiler Express™

Fig. 6. Concentration of DNA [ng /ul] obtained from prepared forensic samples, exiracted with magnelic extraction with PrepFiler Express™ reagent kit
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Ryc. 7. Graficzne zestawienie stezen DNA [ng/pl] uzyskanych z przygotowan
nej zestawem odczynnikow. PrepFiler Express BTA™
Fig. 7. Concentration of DNA [ng /ul] obtained from prepared forensic and

BTA™ reagent kit
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Przeprowadzona ekstrakcja DNA z prébek biologicz-
nych (substancja potowo-tiuszczowa, krew, sperma, wios)
z uzyciem zestawu odczynnikow PrepFiler Express™ dala
nastepujace wyniki stezen DNA [ng/pl]:

+ dla wymazu z jamy ustnej — 8,24 ng/l, dla spermy na
jatowym ptétnie — 7,85 ng/ul (najwyzsze),
dla 2 pl krwi ptynnej — 1,77 ng/ul, dla wtosa — 1,36 ng/pl,
dla mieszaniny — 1,19 ng/pl,
dla 2 pl krwi na FTA — 0,26 ng/gl, dla wymazu z kubka —
0,30 ng/pl, dia 2 pl krwi na jatowym ptétnie — 0,36 ng/l
(najnizsze),

+ dla wymazu z powierzchni telefonu — 0,003 ng/l, dla
wymazu z kierownicy — 0,005 ng/pl, dla wymazu z re-
kawiczki gumowej — 0,008 ng/ul (Sladowe ilosci dla
materiatu kontaktowego).

W wyniku przeprowadzenia ekstrakcji DNA z probek
biologicznych (kosci i $ladow na podtozach adhezyjnych:
z gumy do zucia, niedopalka papierosa oraz znaczka
pocztowego) z uzyciem zestawu odczynnikéw PrepFiler
Express BTA™ otrzymano nastepujace wyniki stezen
DNA [ng/ul]:

« dla niedopatka papierosa — 0,85 ng/ul oraz dla frag-
mentu trzonu kosci udowej — 0,97 ng/ul (najwyzsze),

« dla gumy do zucia — 0,1 ng/l, dla znaczka pocztowe-
go — 0,03 ng/yl,

» dla materiatu kostnego w granicach 0,030-0,97 ng/ul.
Analiza uzyskanych wynikow pozwolita stwierdzi¢, ze

znaczne roznice w otrzymanych stezeniach DNA mogty

by¢ spowodowane:

* rodzajem badanego materiatu (np. slady kontaktowe,
Krew ptynna, wtos, sperma, materiat kostny pochodza-
cy z réznego rodzaju kosci),

+ zdegradowaniem (w przypadku materiatu kostnego),

« wigzaniem si¢ DNA z podtozem (np. krew na FTA czy
jatowym ptétnie w poréwnaniu z krwig pltynna),

* dawca, od ktorego pochodzi materiat biologiczny.
Wartosci CT dla pozytywnej kontroli wewnetrznej dla

badanych probek kryminalistycznych poddanych eks-

trakcji magnetycznej zestawem odczynnikéw PrepFiler

Express™ i PrepFiler Express BTA™ ksztattowaty sie na

podobnym poziomie.

W przeprowadzonej przez Applied Biosystems wali-
dacji rozwojowej uzyskano podobne wyniki, ktdre potwier-
dzaly, ze zroznicowanie uzyskiwanych stezen zalezato od
rodzaju materiatu biologicznego uzytego do ekstrakcji oraz
od dawcy, od ktérego materiat pobrano [2]. Autorzy za-
Znaczajg, ze przyczyna wystepujacych réznic w uzyskiwa-
nych stezeniach DNA mogto byé utrudnione przenikanie
buforu lizujgcego do komoérek zwigzanych z podtozem.

W doswiadczeniu przeprowadzonym w Zaktadzie Bio-
logii CLKP ze wszystkich badanych prébek kryminalistycz-
nych uzyskano stezenia DNA wystarczajgce do przepro-
wadzenia kolejnych etapéw badarn. Otrzymane ekstrakty
amplifikowano z wykorzystaniem multipleksowe]j reakgji
PCR z uzyciem zestawu odczynnikow AmpFISTR® NGM

firmy Applied Biosystems, nastepnie produkty reakcji PCR
poddano elektroforezie. Na podstawie analizy otrzymanych
wynikow stwierdzono, ze w wigkszosci przypadkow uzy-
skano petne profile DNA z wigkszosci badanych prébek
biologicznych. Dla probek z wymazu z telefonu, fragmentu
trzonu kosci dlugiej i fragmentu kosci udowej, w ktorych
stwierdzono degradacje materiatu, otrzymano niepetne
profile DNA. Jedynie w przypadku sSladu kontaktowego
(wymazu pobranego z kierownicy) nie otrzymano profilu
genetycznego.

Badanie optymalnych warunkdéw do ekstrakgcji
DNA z materiatu kostnego

Doswiadczenie:

Na podstawie uzyskanych wynikow z poprzedniego
doswiadczenia przeprowadzono optymalizacje warunkow
ekstrakcji metodg magnetyczng z zastosowaniem odczyn-
nikow PrepFiler Express BTA™ dla prébek biologicznych
stanowigcych materiat kostny.

Celem doswiadczenia byto zbadanie optymalnych wa-
runkow do przeprowadzenia ekstrakcji DNA z materiatu
kostnego pod katem czasu inkubacji oraz nawazki pylu
kostnego. Zalecana przez producenta ilos¢ pytu kostnego
to 50 mg, natomiast czas inkubaciji to 2 h (maksymalnie
18 h) w temperaturze 56°C. Materiatem badawczym byto
osiem réznych fragmentow kostnych o réznym stopniu de-
gradaciji materiatu genetycznego.

Optymalng ilos¢ pytu kostnego uzyta do ekstrakcji
DNA badano, stosujgc trzy nawazki: 30 mg, 50 mg oraz
70 mg. Najbardziej efektywny czas inkubacji, pod wzgle-
dem wydajnosci ekstrakcji DNA z kosci, badano, stosujac
dwa czasy inkubacji— 2 h oraz 18 h. Efektywnos$é ekstrak-
cji DNA z zastosowaniem réznych warunkéw oceniano
pod wzgledem uzyskanych stezerit DNA [ng/pl]-

Wyniki:

Srednie stezenia DNA [ng/pl], uzyskane po ekstrakcji
z roznych nawazek pytu kostnego (30 mg, 50 mg, 70 mg),
przedstawiono na rycinie 8.

Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia pole-
gajacego na ekstrakcji DNA z roznych nawazek pytu kost-
nego — 30 mg, 50 mg i 70 mg, stwierdzono, ze zwigkszanie
wielkosci proby materiatu kostnego, przeznaczonego do
izolacji DNA nie wigzalo sie ze wzrostem stezenia DNA.
W' niektorych przypadkach (fragment zuchwy, mostka
i kosci udowej) zaobserwowano odwrotng tendencje — za-
stosowanie wiekszej nawazki, 70 mg pytu kostnego, skut-
kowato gorsza wydajnoscia ekstrakeji DNA niz z uzyciem
30 mg. Réznice w uzyskanych stezeniach DNA z réznych
nawazek pytu kostnego mogty byé wynikiem np. utrudnio-
nego przenikania roztworu lizujgcego (bufor lizujacy, DTT,
proteinaza K) do probki przy wiekszej jej objetosci. Rodzaj
uzytego do ekstrakeji materialu kostnego mogt mie¢ wptyw
na uzyskanie nizszego stezenia DNA przy zastosowaniu
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wiekszej iloSci pytu kostnego. Tak moglo by w przypadku
materiatu ekstrahowanego z fragmentu mostka, w przy-
padku ktérego zaobserwowano zbrylanie sie pytu kostne-
go podczas etapu lizy, a tym samym gorsze przenikanie
buforu do catosci materiatu.

Z wiekszosci badanych probek pytu kostnego uzyska-
no stezenia DNA wystarczajace do przeprowadzenia ko-
lejnych etapow badan. Otrzymane ekstrakty amplifikowano
z wykorzystaniem multipleksowej reakcji PCR z uzyciem
zestawu odczynnikéw AmpFISTR® IdentiFiler firmy Applied
Biosystems, nastepnie produkty reakcji PCR poddano
elektroforezie. Analiza profili DNA uzyskanych dla probek
z roznych nawazek pylu kostnego — 30 mg, 50 mg i 70 mg
— wykazata, ze w wigkszosci analizowanych przypadkow
uzyskano petne profile DNA z réznego rodzaju materiatu

kostnego. Jedynie w przypadku probki z fragmentu trzonu
ko$ ci udowej, gdzie nawazki stanowity 30 mg i 50 mg pylu
kostnego, stwierdzono w obu przypadkach profile nega-
tywne. Dla tej probki o nawazce 70 mg zaobserwowano
w obrazie elektroforetycznym pojedyncze allele, jednakze
oceniono je jako $ladowa ilos¢ DNA nienadajaca sie do
interpretacji. Sladowa ilos¢ DNA odnotowano takze dla
wszystkich prébek z fragmentu potylicy. Dla drugiej probki
stanowiacej fragment trzonu kosci udowej uzyskano nie-
petne profile DNA dla wszystkich trzech wariantow stoso-
wanych nawazek pylu kostnego. Rowniez dla prabki 30 mg
pylu z fragmentu mostka stwierdzono niepetny profil DNA.
$red nie stezenia DNA [ng/ul], uzyskane po ekstrakcji DNA
z 50 mg pylu kostnego przy zastosowaniu dwoch czasow
inkubacji — 2 h i 18 h, przedstawiono na rycinie 9.
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Wydtuzenie czasu inkubacji z 2 h do 18 h skutkowato,
w czterech przypadkach na osiem analizowanych, zwiek-
szeniem uzyskanego stezenia DNA [ng/pl]. W dwdch przy-
padkach (fragment trzonu kosci udowej i fragment poty-
licy) uzyskano bardzo niskie, poréwnywalne stezenia DNA
—0,005 ng/pli 0,004 ng/ul dia kosci udowej oraz 0,008 ng/ul
10,007 ng/ul dla potylicy. Dla gtowki kosci diugiej i fragmen-
tu mostka wieksze stezenia DNA uzyskano po 2 h inkuba-
cji. Ekstrakty uzyskane po 2 i 18 godzinach inkubacji am-
plifikowano z wykorzystaniem multipleksowej reakcji PCR
z uzyciem zestawu odczynnikow AmpFISTR® IdentiFiler
firmy Applied Biosystems, nastepnie produkty reakcji PCR
poddano elektroforezie. Analiza profili DNA wykazala, ze
wigksza ilos¢ petnych profili zanotowano dla probek po in-
kubacji 2 h w porownaniu z probkami inkubowanymi 18 h.
Dla probek inkubowanych 18 h zaobserwowano wiekszg
ilos¢ uktaddw, w ktérych zaburzony zostat balans hetero-
zygot oraz z ktorych wypadly poszczegolne allele.

Porownanie efektywnosci metody magnetycznej
z metoda organiczng oraz absorpciji-elucji

Doswiadczenie:

Celem doswiadczenia byto poréwnanie efektywnosci
magnetycznej metody ekstrakcji genomowego DNA z:

— metoda organiczng (dla przygotowanych probek

kryminalistycznych),

— metodg absorpcji-elucji (dla materiatu kostnego).

Za kryterium akceptacji badania dotyczacego porow-
nania efektywnosci metod izolacji DNA przyjeto pomiar
stezenia DNA. Ocenie poddano rowniez jako$é uzyska-
nych profili DNA dla badanych prébek.

Ekstrakcje DNA przeprowadzono w jednym powto-
rzeniu dla przygotowanych probek kryminalistycznych
powszechnie badanych w laboratorium genetycznym, po-
rownujac ze sobg metody ekstrakcji magnetycznej z meto-
dg organiczna, wedtug nastepujacych procedur:

* Metoda magnetyczna:
— probki biologiczne — ekstrakcja z uzyciem zesta-
wu odczynnikéw PrepFiler Express™. Inkubacja
w roztworze do lizy (500 pl buforu lizujgcego Prep-
Filer™, 5 ul 1 M DTT) w temperaturze 70°C przez
40 minut na wytrzasarce przy obrotach 750 rpm.
Objetos¢ koricowa ekstraktu: 50 pl.

— probki biologiczne tzw. adhezyjne, tj. guma do zucia,
niedopalek papierosa, znaczek pocztowy — z uzy-
ciem zestawu odczynnikéw PrepFiler Express
BTA™. Inkubacja w roztworze do lizy (220 pl bu-
foru lizujgcego PrepFiler BTA™, 3 pl 1 M DTT, 7 pl
proteinazy K) w temperaturze 56°C przez 40 minut
na wytrzgsarce przy obrotach 750 rpm. Objeto$¢
koncowa ekstraktu to 50 pl.

+  Metoda organiczna—inkubacja w roztworze lizy (300 pl

2% SDS w buforze ekstrakeyjnym, 12 pl DTT, 15 pl

proteinazy K) przez 18 h w temperaturze 56°C. Po

inkubacji probki poddano kolejnym etapom ekstrakg;ji

zgodnie z instrukcjg badawczg nr HJ-25/In-1V/1/11/1/04

z dnia 2.07.2004 r. akredytowang przez PCA. Konco-

wa objetos¢ ekstraktu (50 pl) otrzymanego metoda or-

ganiczng odpowiadata objetosci, w jakiej zawieszono

DNA ekstrahowane metoda magnetyczna.

Ekstrakcje DNA przeprowadzono w jednym powtdrze-
niu réwniez dla materiatu kostnego stanowiacego materiat
dowodowy do ekspertyz wykonywanych w Zakladzie Bio-
logii CLKP, poréwnujac ze sobg metody ekstrakcji magne-
tycznej z metodg absorpcji-elucji, wedtug nastepujacych
procedur:

* Metoda magnetyczna — z uzyciem zestawu odczynni-
kéw PrepFiler Express BTA™. Inkubacja w roztworze
do lizy (220 pl buforu lizujgcego PrepFilerBTA™, 3 pl 1
M DTT, 7 pl proteinazy K) w temperaturze 56°C przez
2 h na wytrzasarce przy obrotach 1100 rpm. Nawazka
pytu kostnego — 0,05 g. Objetos¢ konicowa ekstraktu
to 50 pl.

* Metoda absorpcji-elucji z wykorzystaniem zestawu
QlAamp DNA Blood Maxi Kit firmy QIAGEN Maxi Kit.
Inkubacja w roztworze do lizy (5,5 ml buforu ATL, 300 pl
1 molowego DTT, 150 pl proteinazy K) w temperaturze
56°C przez 18 h na wytrzasarce przy obrotach 1100
rpm. Nawazka pytu kostnego — 3 g. Objetosé koricowa
ekstraktu to 50 pl.

Pomiaru stezenia DNA we wszystkich otrzymanych
ekstraktach dokonano metodg RT-PCR w dwdch powto-
rzeniach, wyznaczajgc wartos¢ CT dla pozytywnej kontroli
wewnetrznej oraz stezenie DNA [ng/pl] kazdej badanej
probki. DNA z probek wyekstrahowanych z uzyciem me-
tody absorpcji-elucji amplifikowano stosujgc zestaw Amp-
FISTR®ldentiFiler, natomiast z probek wyekstrahowanych
z uzyciem metod ekstrakcji magnetycznej i organicznej
zestawami AmpFISTR®NGM PCR Amplification Kit, Amp-
FISTR® IdentiFiler.

Wyniki:

Poréwnanie wynikow iloSciowe] oceny genomowego
DNA wyekstrahowanego metodg magnetyczng oraz orga-
niczna z réznego rodzaju przygotowanych prébek krymi-
nalistycznych przedstawiono w tabeli nr 6.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan stwierdzo-
no, ze z probek izolowanych metoda organiczng zawie-
rajacych materiat biologiczny w postaci spermy, wyma-
zu z jamy ustnej, wilosa, niedopatka papierosa oraz krwi
na jatowym ptétnie, uzyskano wyzsze stezenia DNA niz
z prébek izolowanych metoda magnetyczng. W przypad-
ku sladéw kontaktowych (wymaz z powierzchni telefonu,
wymaz z Kierownicy, wymaz z kubka), krwi ptynnej oraz
znaczka pocztowego ilosé wyizolowanego DNA byla po-
réwnywalna dla obu metod ekstrakcji. Przy zastosowaniu
ekstrakcji DNA metodg organiczng nie stwierdzono obec-
nosci DNA w probce dla wymazu z rgkawiczki gumowej.
Jedynie w przypadku gumy do zucia i plamy krwi na FTA
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otrzymano wyzsze stezenia DNA [ng/pl] przy zastosowa-
niu ekstrakcji metoda magnetyczng. Monpetit A. Shaw
iin. [3] w badaniach porownujacych ekstrakcje organiczng
i magnetyczng przy zastosowaniu robota Qiagen BioRo-
bot EZ1 takze stwierdzili wiekszy odzysk DNA z réznego
rodzaju podtozy w przypadku ekstrakgji organicznej. Auto-
rzy zauwazyli jednak, ze jakos¢ uzyskiwanych ekstraktow
jest wyzsza w przypadku metody magnetycznej, o czym
Swiadczyta bardziej efektywna amplifikacja ekstraktow po
izolacji magnetycznej w poréwnaniu z organiczng. War-

todci CT dia pozytywnej kontroli wewnetrzne] dla kazdej
badanej probki ksztattowaly sie na podobnym poziomie
w obu badanych metodach: magnetycznej i organicznej.
Ekstrakty uzyskane z badanych probek biologicznych
za pomocg metody magnetycznej i organicznej amplifi-
kowano z wykorzystaniem multipleksowe] reakcji PCR
z uzyciem zestawu odczynnikow AmpFISTR® NGM firmy
Applied Biosystems, nastepnie produkty reakcji PCR pod-
dano elektroforezie.

Tabela 6.

Stezenia DNA [ng/ul] w badanych prébkach kryminalistycznych ekstrahowanych metoda magnetyczng
zestawem odczynnikéw PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit oraz metodg organiczna

Concentration of DNA [ng /ul] in samples extracted by magnetic method using forensic PrepFiler ™ Forensic DNA
Extraction Kit and organic method

Metoda magnetyczna Metoda organiczna
Probki kryminalistyczne powszechnie badane (stezenie DNA [ng/pl] (stezenie DNA [ng/pl]
w Zaktadzie Biologii CLKP w badanej probce) w badanej probce)
(n=1) (n=1)
krew plynna o objetosci 2 pl 1,77 1,80
plama krwi o objetosci 2 pl na FTA 0,26 0,06
plama krwi o objetosci 2 pl na jatowym ptétnie 0,36 0,85
wlos w fazie anagenu, czesc dokorzeniowa 5 mm 1,36 7,60
sperma na jatowym ptdtnie, fragment 5 x 5 mm 7,85 27,89
wymaz z jamy ustne_j w caloéc?i zajbezpieczony 8.24 48,75
na wacik wymazowki
e
G 0008 0000
substancja potowo-ttuszczowa (wymaz z kierownicy) 0,005 0,006
substancija potowo-ttuszczowa (wymaz z kubka) 0,30 0,31
mieszanina: 4 pl krwi zenskiej i 1 pl krwi meskiej 1,19 0,60
guma do zucia, fragment do 50 mg 0,11 0,02
niedopatek papierosa, wycinek z bibuty filtracyjnej do 25 mm? 0,85 17,30
znaczek pocztowy 0,04 0,09

W. wigkszosci analizowanych prébek uzyskano peine
profile DNA. W. dwéch przypadkach, dla probki z wyma-
zu z kierownicy oraz z powierzchni telefonu ekstrahowa-
nych obydwoma metodami, w wyniku' przeprowadzenia
dalszych badar uzyskano niepetne profile DNA. Tylko dla
probki stanowigcej wymaz z rekawiczki gumowej, izolowa-
nej metodg organiczng, nie uzyskano pozytywnego wyni-
ku badar genetycznych (nie oznaczono profilu DNA).

Na rycinie 10 zawarto wyniki catkowitej ilosci DNA [ng]
otrzymane w wyniku ekstrakeji z materiatu kostnego dwo-
ma metodami: magnetyczng i absorpciji-elucji.

Postepujgc zgodnie z wytycznymi producenta zawar-
tymi w procedurach dotyczacych ekstrakcji DNA z mate-
riatu kostnego, stwierdzono znacznie wyzsze zawartosci
catkowitego wyizolowanego DNA przy zastosowaniu me-
tody absorpcji-elucji w poréwnaniu z metoda magnetyczna
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(ryc. 10). Jedynie w przypadku dobrze zachowanego frag-
mentu trzonu kosci udowej, stanowigcego materiat Swie-
zy, metoda magnetyczna skutkowata wyzsza wydajnoscia
ekstrakcji DNA. Drugim takim przypadkiem byt fragment
mostka, w ktorym zastosowanie magnetycznej metody eks-
trakcji wiazato sie z wyzsza catkowitg iloscig uzyskanego
DNA w poréwnaniu z uzyciem metody absorpcji-elucji.

W celu zbadania efektywnosci obu metod ekstrakcji
DNA: magnetycznej i absorpcji-elucji niezbednym byto
przeliczenie catkowitejilosci uzyskanego DNA [ng] na statg

jednostke masy — 1ng. Spowodowane to byto réznicg
w procedurach polegajgca na roznej ilosci nawazki pyfu
kostnego branej do ekstrakcji. W przypadku metody ma-
gnetycznej wyjsciowa iloscia materialu kostnego byto
0,05 g, natomiast w metodzie absorpgji-elucji 3 g. Po ze-
stawieniu wynikow catkowitej iloSci DNA w przeliczeniu na
1 g stwierdzono znacznie wyzsza efektywnosé ekstrakcji
DNA przy zastosowaniu metody magnetycznej w porow-
naniu z metoda absorpcji-elucji we wszystkich analizowa-
nych przypadkach (ryc. 11).
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Ryc. 10. Graficzne zestawienie catkowitej ilosci DNA [ng] uzyskanej po ekstrakcji DNA z materiatu kostnego z zastosowaniem metod organicznej i magne-

tycznej

Fig. 10. Comparison of the total amount of DNA [ng] in samples extracted with magnetic and absorption-elution methods
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Ryc. 11. Poréwnanie efektywnosci metody magnetycznej i absorpgji-elucii: calkowita ilo§¢ wyekstrahowanego DNA w przeliczeniu na 1g materiatu kostnego
Fig. 11. Comparison of extraction effectiveness of magnetic and absorption-elution methods: the total amount of extracted DNA per 1 g of bone material
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Wartosci CT dla pozytywnej kontroli wewnetrznej dia
kazdej badanej probki ksztattowaty sie na podobnym po-
ziomie w obu badanych metodach. Ekstrakty uzyskane
z badanych probek biologicznych za pomoca metody ma-
gnetycznej i organicznej amplifikowano z wykorzystaniem
multipleksowej reakcji PCR z uzyciem zestawu odczynni-
kow AmpFISTR® IdentiFiler firmy Applied Biosystems, na-
stepnie produkty reakcji PCR poddano elektroforezie. Dla
wszystkich probek materiatu kostnego ekstrahowanych
z zastosowaniem metody magnetycznej, w wyniku prze-
prowadzenia dalszych etapow badar, uzyskano peine
profile DNA. Wyjatek stanowita prébka pobrana z potylicy,
w ktorej nie uzyskano pozytywnego wyniku badarn gene-
tycznych (nie oznaczono profilu DNA). Dla wigkszosci pro-
bek materiatu kostnego ekstrahowanych z zastosowaniem
metody absorpcji-elucji, w wyniku przeprowadzenia dal-
szych etapow badan, takze uzyskano peine profile DNA.
Wyjatek stanowita prébka pobrana z potylicy, w ktorej nie
uzyskano pozytywnego wyniku badan genetycznych (nie
oznaczono profilu DNA). Dla dwoch probek — fragmentu
zuchwy i fragmentu kosci udowej — oznaczono natomiast
niepetne profile DNA.

Poréwnanie efektywnosci metody magnetycznej

met rganiczn d katem zdolnosci
zania materiatu biologicznego

z inhibitorow reakcji PCR oraz ekstrakgiji

radowan DNA

Doswiadczenie:

Doswiadczenie miato na celu poréwnanie efektywno-
Sci ekstrakcji nowo wprowadzanej metody magnetycznej
z obecnie stosowang w CLKP metodg organiczng pod
katem zdolnosci do oczyszczania materiatu biologiczne-
go z inhibitoréw reakcji PCR oraz efektywnosci ekstrak-
cji zdegradowanego DNA. Doswiadczenie to dodatkowo
umozliwito zbadanie wplywu podioza, na ktorym znajdo-
wala sie probka biologiczna na wydajnos¢ ekstrakgii i czy-
stosci otrzymywanego ekstraktu.

W celu zbadania efektywnosci usuwania inhibitoréw
reakcji PCR z ekstraktu, krew ptynng o objetosci 5 pl na-
niesiono na podfoze zawierajgce inhibitor: fragment jeansu
o wymiarach 5 x5 mm z barwnikiem denim, li$¢ i glebe. Do-
datkowo ekstrahowano materiat zdegradowany w postaci
probki krwi zabezpieczonej na bibule i przechowywanej
przez 20 lat w temperaturze pokojowej. Do ekstrakcji po-
brano fragment bibuty z krwig o wymiarach & x 5 mm.

Doswiadczenie wykonano w jednym powtdrzeniu dla
kazdej badanej probki i kazdego rozpatrywanego przy-
padku dla metody magnetycznej i metody organicznej.
Za kryterium akceptacji badania dotyczacego poréwnania
efektywnosci metod izolacji DNA przyjeto pomiar steze-
nia DNA. Uzyskane ekstrakty amplifikowano, poddano
elektroforezie, a nastepnie zanalizowano uzyskane profile

DNA badanych prébek. Pomiaru stezenia DNA w otrzy-
manych ekstraktach dokonano w dwoch powtdrzeniach,
wyznaczajgc wartos¢ CT dla pozytywnej kontroli we-
wnetrznej (IPC CT) oraz stezenie DNA [ng/pl] kazdej ba-
danej probki.

Wyniki:

Wartosci CT dla pozytywnej kontroli wewnetrznej
(IPC CT) oraz stezenia DNA [ng/ul] uzyskanego w préb-
kach w obecnosci podiozy zawierajacych inhibitor oraz
probki zawierajacej zdegradowane DNA w zalezno$ci od
zastosowanej metody przedstawiono w tabeli 7.

Sprawdzenie efektywnosci usuwania inhibitoréw reak-
cji PCR dla ekstraktu z plamy krwi o objetosci 5 pl nanie-
sionej na fragment jeansu zawierajacego barwnik denim
dato porownywalne wartosci stezen DNA [ng/pl] i warto-
$ci IPC CT dla obu metod ekstrakcji: magnetycznej i or-
ganicznej. Z uwagi na wysoka koncentracje inhibitorow
w ekstraktach uzyskanych z plamy krwi o objetosci 5 pl
naniesionej na li$¢ i glebe nie zaobserwowano detekciji
sygnatu fluorescencji dla badanych probek oraz kontroli
pozytywnej reakcji RT PCR.

W przypadku materiatu zdegradowanego, czyli plamy
krwi na bibule, stwierdzono znacznie wyzsze stezenie
DNA [ng/pl] i nizszg wartosé IPC CT dla metody organicz-
nej. Ekstrakty uzyskane z badanych prébek biologicznych
za pomocg metody magnetycznej i organicznej amplifi-
kowano z wykorzystaniem multipleksowej reakcji PCR
z uzyciem zestawu odczynnikow AmpFISTR® NGM firmy
Applied Biosystems, nastepnie produkty reakcji PCR pod-
dano elektroforezie. W celu zniesienia efektu inhibicji obec-
nej w prébkach z podtozem zawierajacym li$¢ i glebe, spo-
rzadzono szereg rozcieficzen. Przy ustalaniu rozcienczen
sugerowano sie wartosciami stezen uzyskanymi dla 5 pl
ptynnej krwi bez obecnosci podtoza z inhibitorem, z ktorej
ekstrahowano materiat genetyczny metodg magnetyczng
(tabela 2). Nastepnie ze sporzadzonego rozcieficzenia po-
brano do amplifikacji 10 pl roztworu DNA, oczekujac uzy-
skania dla wszystkich probek petnych profili DNA.

Dla plam krwi o objetosci 5 pl na podtozu z jeansem
zawierajgcym barwnik denim ekstrahowanych metoda
magnetyczng i organiczng w obu przypadkach uzyska-
no petne profile DNA. Dla plamy krwi o objetosci 5 pl na
podtozu z lisciem uzyskano pelny profil DNA, bez dodat-
kowych rozcienczeri probki, przy zastosowaniu metody
organicznej. Dla tej samej badanej probki w metodzie
magnetycznej nie uzyskano profilu genetycznego. W celu
eliminacji obecnej inhibicji, zastosowano rozcienczenia,
ktére skutecznie zniosty inhibicje i pozwolity uzyskaé dla
wszystkich ekstraktow petne profile DNA. Przyktadowe ob-
razy elektroforetyczne przedstawiono na rycinach 16—17-

W przypadku plam krwi o objetosci 5 ul na podtozu
Z glebg nie uzyskano profilu DNA zaréwno przy zasto-
sowaniu metody magnetycznej, jak i organicznej. W celu
eliminacji obecnej inhibicji, zastosowano rozciericzenia,
ktére skutecznie zniosty inhibicje i pozwolity uzyskaé
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Ryc. 12. Niepeiny profil DNA z fragmentu zuchwy — ekstrakcja metodg absorpcji-elucii
Fig. 12. Partial profile of DNA obiained from a fragment of faw — extraction by absorption-elution method
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Ryc. 13. Petny profil DNA z fragmentu zuchwy — ekstrakcja metodg magnetyczng
Fig. 13. Full profile of DNA obtained from a fragment of jaw — extraction by magnelic method
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Ryc. 14. Niepelny profil DNA z fragmentu kosci udowej — ekstrakcja metoda absorpcji-eluci
Fig. 14. Partial profile of DNA obtained from fragment of femur — extraction by absorption-elution method
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Ryc. 15. Peiny profil DNA z fragmentu kosci udowej — ekstrakcja metodg magnetyczng
Fig. 15. Full profile of DNA obtained from a fragment of femur — extraclion by organic method
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Poréwnanie efektywnosci dwoch metod ekstrakciji ma
i IPC CT dla zastosowanego

gnetycznej i organicznej: Zeni
/ j: steZzenia DNA [ng/
materiatu badawczego gt

Comparison of effectiveness of two extraction methods: magnetic and organic
DNA concentrations [ng /ul] and IPC CT for extracted probes

Z PRAKTYKI

Tabela 7.

Ko __“Etf’f_a magnetyczna Metoda organiczna
Materiat badawczy Stezenie DNA [ng/ul) Stezenie DNA [ng/pl
e Wartos¢ Hil
w badanej prébce IPC CTc w badanej prébce V:I:g?:
| S Sy SR S (n=1) (n=1)
plama krwi o objetosci 5 pl na fragmencie 0
jeansu zawierajacego barwnik denim 20 27,64 2,85 27,61
|_plama krwi o objgtosci 5 pl na lisciu b.d. b.d. b.d. b.d.
pIam_a knﬁi o gbjetoéci 5 pl na glebie b.d. b.d. b.d. b.d.
__p_lalm_z-l kr_w_' na bib_ule (materiat zdegradowany) 0,07 28,62 2,14 27,24 |
n - ilo$¢ powtdrzen badanej prébki,
b.d. — brak detekciji.
Tabela 8.
Analiza profili DNA w zaleznosci od zastosowanego rozcienczenia w materiale badawczym
i rodzaju zastosowanej metody
DNA analysis according to dilution in sample and type of method
Analiza profili w zaleznosci
Materiat badawczy Ekstr[a kl; DR2 W[o::;a Rozciericzenia od zastosowanej metody
’ > Metoda magnetyczna | Metoda organiczna
plama krwi o objetosci
5 pl z fragmentem jeansu 0,5* 9,5* i FP FP
zawierajgcego barwnik 0,35 9,65 bezrozcienczels FP FP
denim
10 — | bez rozcienczenia NEG FP
1 9 1:9 FP =
plama krwi o objetosci 5 pl 2 =
At 1 9 1:15 FP
1 9 1:20 FP -
0,5 9,5 | bez rozcieficzenia FP =
10 — | bez rozcienczenia NEG NEG
e S AR 1 9 1:9 FP NEG
plama krwi o objetosci 5 :
z glebg ! 9 1:15 FP NEG
1 9 1:20 FP NEG
0,5 9,5 | bez rozcienczenia FP NEG
PP PP
plama krwi na bibule 10 - ke D251338 D251338
(materiat zdegradowany) 0,45** 9,55+ | Dez rozciericzenia | —wypadnigcie alleli, :
D18S51 DISSSL
~ wypadnigcie allely | ~ WYPadniecie allli

FP — (ang. full profile) petny profil, PP —(ang. partial profile) czeéciowy profil, NEG - wynik
* — ilosci ekstraktu DNA i wody uzyte do przeprowadzenia reakcji PCR dla metod wynik negatywny,

** — ilosci ekstraktu DNA i wody uzyte do Przeprowadzenia reakcji PCR dia meto()jfy":gne‘l yel
ganicznej.
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dla wszystkich ekstraktow peine profile DNA w obrazie
elektroforetycznym jedynie dla metody magnetycznej.
Przyktadowy obraz elektroforetyczny przedstawiono na
rycinie 18. Podobne badania przeprowadzone przez Mon-
petit A. Shaw i in. [3] wykazaly, ze zastosowanie metody
magnetycznej moze by¢ skutecznym narzedziem do elimi-
nagji inhibitoréw reakcji PCR. Autorzy zaznaczaja, ze przy
zastosowaniu metody organicznej niemozliwe jest catkowi-
te usuniecie inhibitorow PCR rozpuszczalnych w wodzie.
W przypadku metody magnetycznej oczyszczane DNA
wigzane jest z czasteczkami magnetycznymi i moze byc
niemal catkowicie oddzielone od roztworu. Dzieki temu,
stosujgc kolejne cykle ptukan, mozna duzo efektywniej
w poréwnaniu z metoda organiczng usunac rozpuszczal-
ne w roztworach wodnych inhibitory reakcji PCR.

Dla obu metod ekstrakcji: magnetycznej i organicznej,
dla plam krwi na bibule — materiat zdegradowany, otrzy-
mano niepeine profile DNA obrazujace degradacje ma-
teriatu widoczng w postaci obnizonych sygnatow detekciji
w dtuzszych uktadach, a takze brak amplifikacji fragmen-
tow o najwiekszej masie czasteczkowej w przypadku
ukliadéw D2S1338 i D18S51. Obrazy elektroforetyczne
dla rozpatrywanego przypadku ekstrakcji przedstawiono

Whnioski koncowe

Przeprowadzone doswiadczenia walidacyjne systemu
do ekstrakcji genomowego DNA AutoMate Express™ Fo-
rensic DNA Extraction System uprawniaja do wyciggnig-
cia nastepujgcych wnioskow:

1. Badanie czutosci wykazalo, ze dla uzyskanych stezeri
DNA w zakresie od 0,01 ng/ul do 2,55 ng/pl, wyeks-
trahowanych z objetosci wyjsciowego materiatu biolo-
gicznego od 1 pl do 8 pl, we wszystkich przypadkach
uzyskano petne profile DNA.

2. Wyznaczony doswiadczalnie wspdtczynnik korelacji
R =0,9939, mieszczacy si¢ W pierwszej grupie zalez-
nosci (tj. bardzo silna zaleznos$é), Swiadczyt o liniowo-
$ci metody.

3. W warunkach laboratoryjnych Zakiadu Biologii CLKP
wyznaczona doswiadczalnie powtarzalno$¢ dla apa-
ratu AutoMate Express™ Instrument odpowiadata
wymaganiom zawartym w zatozonych kryteriach ak-
ceptacji.

4. W wyniku przeprowadzonych badan odtwarzalno-
$ci udowodniono, ze metoda ekstrakcji DNA z uzy-
ciem aparatu AutoMate Express™ Instrument jest od-

na rycinach 19-20. twarzalna.
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Ryc. 16. Elektroforegram przedstawiajacy peiny profil DNA uzyskany z rozciericzenia ekstraktu (1 : 15), ekstrahowany metodg magnetyczng z 5 pl krwi

w obecnosci podioza z inhibitorem — lisciem

Fig. 16. Full profile of DNA oblained from 5 pl of blood with presence of inhibitor (dilution 1 : 15), extracted from leaf using magnetic method
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Ryc. 17. Elektroforegram przedstawiajacy peiny profil DNA uzyskany bez rozcieficzenia ekstraktu, ekstrahowany metoda organiczng z 5 pl krwi w obecnosci

podtoza z inhibitorem — lisciem

Fig. 17. Full profile of DNA obtained from 5 ! of blood with presence of inhibitor extracted from leaf using organic method
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Ryc. 18. Elektroforegram przedstawiajacy petny profil DNA uzyskany z rozciericzenia ekstraktu (1 : 15), ekstrahowany metodq magnetyczng z 5 pl krwi

w obecnosci podioza z inhibitorem — gleba

Fig. 18. Full profile of DNA obtained from 5 ! of blood with presence of inhibitor (dilution 1:15), extracted from soil using magnetic method
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Ryc. 19. Elektroforegram przedstawiajacy przyklad ekstrahowanego metoda magnetyczng profilu DNA krwi zabezpieczonej na bibule, przechowywanej
przez 20 lat w warunkach pokojowych

Fig. 19. Profile of DNA obtained by magnetic method from degraded blood stored on FTA for 20 years
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Ryc. 20. Elekiroforegram przedstaviajacy przyklad ekstrahowanego metoda organiczna profilu DNA krwi zabezpieczonej na bibule, przechowywanej przez
20 lat w warunkach pokojowych
Fig. 20, Profile of DNA oblained by organic method from degraded blood stored on FTA for 20 years
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5. W wyniku badania kontaminacji krzyzowe;j stwierdzo-
no, ze AutoMate Express™ Instrument nie wprowadza
zanieczyszczen z jednej probki badanej do drugiej.

6. Na podstawie przeprowadzonej oceny ilosciowej ge-
nomowego DNA izolowanego z réznych probek kry-
minalistycznych stwierdzono, ze AutoMate Express™
Forensic DNA Extraction System moze by¢ wykorzy-
stywany do ekstrakcji DNA z powszechnie badanych
w Zaktadzie Biologii CLKP probek biologicznych.

7. Badania optymalnych warunkow dla ekstrakcji DNA
z materiatu kostnego wykazaty, ze optymalng nawaz-
ka do ekstrakcji DNA jest 50 mg pytu kostnego przy
2 h inkubacji DNA.

8. Zaleca sig stosowanie metody magnetycznej do eks-
trakcji genomowego DNA z kosci w przypadku, kie-
dy dysponuje sie mata iloscig materiatu kostnego.
W automatycznej ekstrakcji DNA z uzyciem zestawu
PrepFiler Express BTA™ wystarcza nawazka 0,05 g
pytu kostnego do przeprowadzenia skutecznej izolaciji
DNA (w poréwnaniu z metodg absorpcji-elucji, w kto-
rej zalecana ilo§¢ materiatu to 3 g).

9. W wyniku poréwnania efektywnosci metody magne-
tycznej z metodg organiczna, stwierdzono wyzsze
i poréownywalne stezenia DNA [ng/ul] dla metody orga-
nicznej, jedynie w przypadku ekstrakcji DNA z gumy
do zucia i krwi na FTA bardziej wydajng metodg byta
metoda magnetyczna.

10. W wyniku poréwnania efektywnosci metody magne-
tycznej z metodg absorpcji-elucji, w przypadku eks-
trakcji DNA z materiatu kostnego, stwierdzono znacz-
nie wyzsze zawartosci calkowitego wyizolowanego
DNA dla metody absorpcji-elucji (z wyjatkiem kosci
udowej i mostka, gdzie bardziej wydajna metodg byta
metoda magnetyczna).

11. W przypadku prébek z zawartoscig inhibitorow reakcji
PCR wykazano, ze zastosowanie dodatkowych roz-
cienczen ekstraktu, w przypadku izolacji metoda ma-
gnetyczng, skutecznie zniosto inhibicje i pozwolito na
uzyskanie petnego profilu DNA w obrazie elektrofore-
tycznym.

12. W przypadku materiatu zdegradowanego wyniki otrzy-
mane metodg magnetyczng byly porownywalne ze
standardowo stosowang w Zaktadzie Biologii CLKP
metodg ekstrakgji organiczne;j.

13. AutoMate Express™ Forensic DNA Extraction Sys-
tem umozliwia oszczednosé materiatow eksploata-
cyjnych, skrocenie czasu ekstrakcji DNA, szybsze
otrzymanie ekstraktow DNA w poréwnaniu ze stoso-
wanymi w Zaktadzie Biologii CLKP innymi metodami
ekstrakcji DNA — organiczng i absorpciji-eluciji, a takze
zapewnia lepsza ochrong pracownika laboratorium
pod wzgledem warunkow pracy dzieki redukcji czasu
przebywania w szkodliwych warunkach.

Walidacja AutoMate Express™ Forensic DNA Extrac-
tion System firmy Applied Biosystems stuzacego do

ekstrakcji DNA zostata zakoriczona wynikiem pozytyw-
nym. System spetnia stawiane mu wymagania w zatozo-
nych kryteriach akceptacji, umozliwia zautomatyzowana
i szybkg ekstrakcie DNA pozwalajgca uzyskaé wysokiej
czystosci i jakosci ekstrakty DNA. W zwigzku z tym moze
by¢ wdrozony i rutynowo wykorzystany do badan krymina-
listycznych — ekstrakcji DNA ze sladéw biologicznych.
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Streszczenie

Celem pracy bylo przeprowadzenie walidacji wewngtrznej magune-
tycznej metody izolacji DNA z zastosowaniem AutoMate Express™
Forensic DNA Extraction System i sprawdzenie, czy nowa metoda
ekstrakeji moze by¢ wdrozona w Zakladzie Biologii CLKP i rutynowo
wykorzystywana w badaniach kryminalistycznych obejmujgcych iden-
tyfikacje ludzkiego DNA. Charakterystyke badanych parametriow prze-
prowadzono na podstawie rekontendacji ENFSI DNA Working Group
zawartych w Recommended Mininuun Criteria of the Valiation of Va-
rious Aspects of the DNA Profiling Process (2010). Podczas badari wa-
lidacyjnych testowano nastepujgce paranmetry: czulosc i liniowosc, po-
wtarzalnosé i odtwarzalnosé, badanie kontaminacji krzyzowej, badanie
réznych typéw biologicznych prébek kryminalistycznych analizowanych
w laboratorium Zaktadu Biologii CLKP oraz poréwnano efektyivnosc
metody magnetycznej z metodami ekstrakeji stosowanymi w Zakladzie
Biologit CLKP (metedq organiczng oraz absorpcji-elucji). W wyniku
przeprowadzonych badait stwierdzono, ze AutoMate Express™ Foreit-
sic DNA Extraction System spelnia stawiane w zalozonych kryteriach
akceptacji wymagania, wmozliwia zautomatyzowanq i szybkq ekstrakcje
DNA pozwalajgeq uzyskac wysokiej czystosci i jakosci ekstrakty DNA.
W zwigzkut z tym moze byc wdrozony i rutynowo wykorzystany do ba-
dari kryminalistycznych — ekstrakcji DNA ze $laddw biologicznych.

Stowa kluczowe: walidacja, automatyzacja, robotyka, izelacja
DNA, kulki magnetyczne

Summary

The aim of this study was to validate the magnetic method of DNA
extraction using AutoMate Express ™ Forensic DNA Extraction Sys-
tent and demonstrate that the instrument is appropriate and fit for hu-
man identification. The characteristics of tested parameters was based
on recommendations of ENFSI DNA Working Group tat are included
in the Recommended Mintmum Criteria of the Validation of Various
Aspects of Hie DNA Profiling Process (2010). The following parameters
were taken into consideration: test sensitivity and linearity, repeatability
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to obtain high purity and quality of DNA extracts. In that respect, it
may be implemented and routinely used for forensic research — DNA
extraction from biological traces.

Keywords: validation, aulomation, robotics, extraction of DNA,
paramagnetic beads
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