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Izolacja genomowego DNA
z plam krwawych
metoda absorpcji-eluciji

Wstep i cel

Izolacja kwasu dezoksyrybonukleinowego ze sla-
dow biologicznych zabezpieczonych na miejscu zda-
rzenia jest jednym z wazniejszych etapéw badan w ge-
netycznych badaniach kryminalistycznych. Otrzymanie
pelnego profilu genetycznego sprawcy uzaleznione
jest miedzy innymi od uzyskania odpowiedniego steze-
nia DNA w roztworze wolnym od inhibitoréw reakcji tan-
i polimeryzacji (PCR). Wybdr odpowiednie;]
) kstrakeji DNA stanowi klucz do uzyskania pra-
widtowych wynikéw badan. Dostepnych jest wiele ko-
mercyjnych zestawow dedykowanych do wyodrebnia-
nia ludzkiego DNA z réznego rodzaju materiatu, z jakim
mozna sie spotkaé w badaniach medyczno-sadowych.
W numerze 264/2009 ,Probleméw Kryminalistyki”
przedstawione zostaty wyniki do$wiadczen majacych

ktérym znajdowat sie zabezpieczony slad biologiczny,
a nastepnie jego transfer na membrane silikonowg wig-
zaca DNA. Od sposobu przeprowadzenia tego etapu
zalezy w duzej mierze wydajnos¢ catego procesu izo-
lacji. Odzyskanie jak najwigkszej objetosci lizatu ma
bowiem bezposredni wptyw na stezenie DNA w uzy-
skanym ekstrakcie. W praktyce laboratoryjnej lizat naj-
czesciej odciaga sie z probowki i przenosi na kolumne
silikonowg za pomoca pipety (ryc. 1-8). Moze to jed-
nak powodowaé pozostawanie cennego materiatu ge-
netycznego na podiozu. Dzieje sig tak szczegdblnie w
przypadku podtozy chtonnych, np. tkanin, papieru.
Istnieje jednak alternatywna metoda, w ktorej lizat
wraz z podiozem umieszcza sig¢ w specjalnym filtrze, a
nastepnie odwirowuje. Podioze zostaje zatrzymane na
siateczce o odpowiedniej strukturze, natomiast caty
roztwdr przechodzi do dolnej czgsci probowki. Tak od-
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Ryc. 1. Schemat izolacji DNA metodg separacji na membranie silikonowej z przenoszeniem lizatu na kolumng za pomoca pipety
Fig. 1. Scheme of DNA isolation using separation on silica membrane with transferring lysate onto the column by pipette

zrédto (ryc. 1—-9b): autorzy

na celu poréwnanie efektywnosci réznych metod izola-
cji genomowego DNA ze sladéw biologicznych [1]. W
artykule oméwiono skutecznos¢ czterech nowych ze-
stawow przeznaczonych do izolacji DNA ze Sladow bio-
logicznych. Dwa z nich opieraty sie na technologii se-
paracji magnetycznej, dwa pozostate byty to zestawy
kolumienkowe wykorzystujace technologie separaciji
kwasu dezoksyrybonukleinowego na membranie siliko-
nowej. W przypadku meted kolumienkowych jednym z
etapow ekstrakcii jest oddzielenie lizatu od podtoza, na

dzielony lizat przenosi sie w catosci na kolumne siliko-
nowa. Schemat procedury oczyszczania lizatu z uzy-
ciem filtra przedstawia rycina 4.

Na stezenie DNA w uzyskanym ekstrakcie wplywa
réwniez ilo$¢ RNA obecnego w lizacie. Ztoze krzemion-
kowe wchodzace w sktad kolumn stosowanych w izo-
lacji metoda absorpcji-elucji przytacza zaréwno kwas
rybonukleinowy, jak réwniez kwas dezoksyrybonukle-
inowy. Dodanie do buforu lizujgcego odpowiedniego
odczynnika, tzw. no$nika RNA, zwigksza efektywnos¢
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Ryc. 2a—c. Przenoszenie lizatu na kolumne za pomocy pipety
(NucleoSpin®Tissue XS)

Fig. 2a—c. Transferring lysate onto the column by pipetie
(NucleoSpin®ﬁssue XS)

wigzania DNA do membrany silikonowej na kolumnie
[2]. W przypadku izolacji DNA ze $ladéw kryminali-
stycznych, a takze probek zawierajgcych mate ilosci
DNA zestawem QIAamp® DNA Micro zaleca sie stoso-
wanie nosnika RNA. Substancja ta, wedtug producen-
ta zestawu, stabilizuje DNA w prébkach o bardzo ni-
skim stezeniu kwasow nukleinowych (ryc. 5-7).

e
L

Ryc. 3a-b. Przenoszenie lizatu na kolumne za pomocy pipety
(QlAamp® DNA Micro)

Fig. 3a—b. Transferring lysate onto the column by pipette
(Q/Aamp® DNA Micro)
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Ryc. 4. Schemat izolacji DNA metoda separaciji na membranie silikonowej z uzyciem filtra do oddzielenia lizatu od podioza
Fig. 4. Scheme of DNA isolation using separation based on silica membrane with lysate separation by means of filter unit

Ryc. 5a. Lizat wraz z podiozem na filtrze NucleoSpin

(N ucleoSpin®'ﬁssue XS)

Fig. 5a. Lysate with solid sample material on NucleoSpin filter unit
(NucleoSpin®Tissue XS)

Celem przeprowadzonych badan byto sprawdzenie,
w jaki spos6b zastosowanie etapu oddzielania podtoza
od lizatu za pomoca filtréw wptywa na efektywnos¢ izo-
lacji DNA w zastosowanej metodzie. Testowano row-
niez wptyw obecnosci nosnika RNA w buforze lizuja-
cym na wydajno$¢ procesu ekstrakcji. Otrzymane wy-
niki zostaty poréwnane pod katem wydajnosci metody
(poréwnanie uzyskanych stezen DNA) oraz jakosci
uzyskanego DNA (poréwnanie uzyskanych profili ge-
netycznych). Zwrécono réwniez uwage na ryzyko wy-

Ryc. 5b. Podioze w filtrze NucleoSpin po odwirowaniu
(NucleoSpin®ﬁssue X8)

Fig. 5b. Solid sample material on NucleoSpin filter unit after
centrifugation (NucleoSpin@'ﬁssue XS)

stgpienia kontaminacji na etapie oddzielania lizatu na
filtrach.

Materiat i metody

Materiatem do badan byty jak uprzednio [1] prébki
krwi pobrane od o$miu osob i umieszczone w probow-
kach z heparyna jako $rodkiem antykoagulacyjnym.
Krew nanoszono na podioze chtonne (jatowe pt6tno)
oraz na podioze chlonne zawierajace inhibitor PCR
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Ryc. 6. Podloze na filtrze QlAshredder PO zwirowaniu
(Q1Aamp® DNA Micro)

Fig. 6. Solid sample material on QlAshredder filter unit after
centrifugation (('.’lA.amp® DNA Micro)

Ryc. 7. Noénik RNA (QIAamp® DNA Micro)
Fig. 7. Carrier ANA (QlAamp® DNA Micro)

(materiat jeansowy) o wymiarach okoto 5 x 5 mm, a na-
stepnie przechowywano przez okres 4 miesigcy w wy-
jatowionych, suchych, otwartych probéwkach w tempe-
raturze pokojowej. Wszystkie probki poddano ekstrak-
cji DNA metoda absorpcji-elucji z wykorzystaniem
dwoch roznych zestawéw odczynnikéw:

1. 1zolacje  DNA z uzyciem zestawu Nucleo-
Spin®Tissue XS (ryc. 8a—b) wykonano w dwdch
wariantach:

a) zastosowanie etapu oddzielania lizatu na filtrach
NucleoSpin®,

b) przenoszenie lizatu na kolumne silikonowg za po-
moca pipety bez uzycia filtrow.

Dla kazdego wariantu wykonano osiem powtorzen

dla nastepujacych przypadkow:

* 1 pl krwi naniesionej na jatowe ptétno.

* 2,5 pl krwi naniesionej na jalowe ptoino.

* 5 pl krwi naniesionej na jatowe piotno.

* Degradacja — 1 pl krwi naniesionej na jatowe plot-

no, degradowanej 30 min w temp. 150°C.

* Inhibicja — 1 pl krwi naniesionej na materiat jean-

Sowy zawierajgcy barwnik indygo.

* Kontrola negatywna — jatowe ptoéino bez naniesio-

nej krwi.

Izolowane DNA zawieszano zgodnie z zaleceniami

producenta w objetosci 20 pl.

2. |zolacje DNA z uzyciem zestawu QlAamp® DNA
Micro wykonano w trzech wariantach:

a) zastosowanie etapu oddzielania lizatu na filtrach
QlAshredder (ryc. 9a-b); bufor lizujgcy z dodat-
kiem nosnika RNA,

b) przenoszenie lizatu na kolumne silikonowg za po-
mocg pipety bez uzycia filtrow: bufor lizujgcy bez
dodatku nosnika RNA,

C) przenoszenie lizatu na kolumne silikonowg za po-
mocy pipety bez uzycia filtrow; bufor lizujacy z
dodatkiem nognika RNA.

Dla kazdego wariantu ekstrakcje wykonano dla na-

stepujgcych przypadkow:

* 1 pl krwi naniesionej na jatowe ptétno (8 powtd-

rzen).

* 5 pl krwi naniesionej na jatowe ptétno (6 powto-

rzen).

* Inhibicja — 1 pl krwi naniesionej na materiat jean-

SOwy zawierajgcy barwnik indygo (8 powtdrzen).

* Kontrola negatywna — jatowe ptétno bez naniesio-

nej krwi (8 powtorzen).

Izolowane DNA zawieszano zgodnie z zaleceniami

Producenta w objetosci 20 ul.

Ekstrakcje DNA Przeprowadzono zgodnie z zalece-
niami producentéw, stosujac protokoty dla $ladéw Kry-
minalistycznych w Postaci zaschnietych plam krwa-
wych [2, 3]. Wszystkie badania przeprowadzono
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Ryc. 8a. Zestaw filtrow NucleoSpin oraz kolumienek silikonowych
(NucleoSpin“Tissue XS)

Fig. 8a. NucleoSpin filter units and silica membrane columns
(NucieoSpin® Tissue XS)

Ryc. 9a. Zestaw filtrow QlAshredder oraz kolumienek silikonowych
(QlAamp® DNA Micro)

Fig. 9a. QIAshredder filter units and silica membrane columns
(QlAamp® DNA Micro)

Ryc. 8b. Kolumna z membrang silikonowg (NucleoSpin®Tvssue XS)
Fig. 8b. Silica membrane column (NucleoSpJn®7755ue XS)

w obecnosci kontroli pozytywnej (DNA o znanym geno-
typie) oraz kontroli negatywnej (préba odczynnikowa),
otrzymujac prawidiowe dla nich wyniki.

Oznaczenie stezenia DNA w uzyskanych izolatach
wykonano metodg ,Real Time PCR” za pomocg apa-
ratu ABI PRISM 7500 Sequence Detection System i
oprogramowania 7500 System Detection Software v.
1.2.3 z zastosowaniem zestawu odczynnikéw Quanti-
filer™ Human DNA Quantification Kit. Otrzymane eks-
trakty DNA amplifikowano z uzyciem zestawu odczyn-
nikéw AmpFISTR® SGM Plus™ i aparatu GeneAmp
PCR System 9700. Produkty reakcji PCR poddawano
elektroforezie w sekwenatorze ABI PRISM® 3130 XL.
Do analizy wynikéw uzywano oprogramowania Gene-
Mapper® ID v.3.2.1 firmy Applied Biosystems.

Wyniki uzyskane z oznaczenia ilosciowego stezen
DNA po izolacji zestawem NucleoSpin® Tissue XS
opracowano przy uzyciu testu t-studenta, natomiast
zestawem QlAamp® DNA Micro przy uzyciu analizy
wariancji testem Tukeya. Do obliczen statystycznych
zastosowano wersje demo oprogramowania Graph-
Pad Prism v. 5 (zgodnie z obowigzujgca licencja pro-
ducenta).

Ryc. 9b. Kolumna z membrang silikonowg (OIAamp® DNA Micro)
Flg. 9b. Silica membrane column (OIAamp® DNA Micro)

Wyniki

Testowane w do$wiadczeniu warianty oddzielania li-
zatu od podtoza, a takze wplyw obecnosci nosnika
RNA w buforze lizujgcym na efektywno$¢ izolacji anali-
zowano w nastepujacych aspektach:

» Wydajno$¢ metody (uzyskane stezenia DNA).

« Jako$é uzyskanego DNA (obraz profili genetycz-

nych).

« Ryzyko wystapienia kontaminacji (obecnos¢ profili

mieszanych).

Analiza ilosciowa uzyskanego DNA

Izolacja DNA z uzyciem zestawu
NucleoSpin® Tissue XS

Zalezno$é stezenia DNA w otrzymanych izolatach
od wariantu oddzielania lizatu od podtoza dla metody
NucleoSpin®Tissue XS przedstawiajq tabele 1-5.
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Tabela 1 Tabela 2
Stezenie DNA [ng/pl] uzyskane w zaleznosci Stezenie DNA [ng/pl] uzyskane w zaleznosci
od zastosowanego wariantu oddzielania lizatu od podtoza od zastosowanego wariantu oddzielania lizatu od podtoza
przy izolacji DNA metoda NucleoSpin®Tissue XS przy izolacji DNA metodg NucleoSpin®Tissue XS
z materiatu stanowiacego 1 pl krwi z materiatu stanowigcego 2,5 pl krwi
naniesionej na jatlowe ptétno naniesionej na jatowe ptétno
Concentration of DNA [ng/ul] obtained from 1 il of blood taken Concentration of DNA [ng/ul] obtained from 2,5 ! of blood taken
from linen using NucleoSpin®Tissue XS method, depending on from linen using NucleoSpin®7755ue XS method, depending on
the lysate separation variant the lysate separation variant

SﬂtgzemeDNA [ng/ul] z zastosowani p1
metody NucleoSpin®*Tissue XS

[2,5 pl krwi naniesionej na piétno]

~ zfiltrem bez filtra
0123 3,14
6,03 5.44
. 3,58 3,45
- 047 3,89
0,22 = 1,66
! 7 : £ 3 '9561 4,96
IR | (7 [ o= 174
0,53 E
BIYSO 3.43
BN 1,35
S.D. — odchylenie standardowe S.D. — odchylenie standardowe
[...] — warto$¢ podana w nawiasie zostala wyeliminowana z obliczen sta-
tystycznych za pomoca testu Grubbsa Tabela 3
zrédlo (tabele 1-8): opracowanie wiasne Stezenie DNA [ng/pl] uzyskane w zaleznosci
od zastosowanego wariantu oddzielania lizatu od podtoza
: ; przy izolacji DNA metoda NucleoSpin®Tissue XS
Wyzsze Srednie stezenie DNA izolowanego z mate- z materiatu stanowigcego 5 pl krwi
riatu stanowiaceqo 1 ul i naniesi . . . ~naniesionej na jatowe ptdtno
K fcegodin Ian-n iesionej na pi6tno uzy Concentration of DNA [ng/ul] obtained from 5 ! of blood taken
S a'no Przy przenoszeniu lizatu na kolumne Nucleo- from linen using NucleoSpin®Tissue XS method, depending on
Spin® za pomocga pipety. W przypadku zastosowania the lysate separation variant

tego sposobu istnieje duza rozbieznosé pomiedzy wy-
nikami czastkowymi, co potwierdza otrzymana wysoka
warto$¢ odchylenia standardowego. Przy zastosowa-
niu filtréw do oddzielania lizatu od podfoza w prébce nr
3 zanotowano wyzsze stezenie DNA, znacznie odbie-
gajgce od innych wynikéw (1,98 ng/ul). Pomimo wyeli-
minowania tej wartosci z obliczen statystycznych za
pomocg testu Grubbsa, nie stwierdzono statystycznie
istotnej roznicy pomiedzy otrzymanymi $rednimi steze-
niami DNA po izolacji z zastosowaniem filtrow i przy
przenoszeniu lizatu na kolumne za pomoca pipety.
Przy izolacji DNA z materiatu stanowigcego 2,5 pl

krwi naniesionej na jatowe ptétno, podobnie jak w przy-
padku 1 ul krwi, wyZsze $rednie stezenie DNA w eks-
traktach uzyskano przy zastosowaniu wariantu z prze-
noszeniem lizatu na kolumne za pomocy pipety. Stosu-
jac filtry do oddzielania lizatu od podioza, otrzymano
duzg rozbieznos¢ wynikoéw czastkowych. Odchylenie  s.0. - odchylenie standardowe
standardowe przewyzszylo warto$¢ $rednig obliczong s'ed"i_e stezenia DNA [ng/ul] oznaczone parami liter réznig sie staty-
na podstawie wynikéw z pomiaréw, W tym przypadku stycznie: ab przy p < 0,05 [p ~ poziom istotnosci]

: : i Tolune [---] - warto$é podana w nawiasie zostala wyeliminowana z obliczen sta-
réwniez nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy tystycznych za pomocs testu Grubbsa K
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Tabela 4
Stezenie DNA [ng/pl] uzyskane w zaleznosci

od zastosowanego wariantu oddzielania lizatu od podtoza

przy izolacji DNA metodg NucleoSpin issue XS
z materiatu zdegradowanego stanowiacego 1 pl krwi
naniesionej na jatowe ptétno

Concentration of DNA [ng/ul] obtained from Zgl of degraded
blood taken from linen using NucleoSpin®Tissue XS
method, depending on the lysate separation variant

Numer
proby

z filtrem
I 0,94

0,76

1,78

1,27

0,62

0,46
: 0.59
R
Sru(in?;——m‘s 0,95*
D 0,44

o

(V%)

SN Wi &

=
/

Tabela 5
Stezenie DNA [ng/pl] uzyskane w zaleznos$ci
od zastosowanego wariantu oddzielania lizatu od podtoza
przy izolacji DNA metoda NucleoSpln®ﬁssue XS

z materiatu stanowigcego 1 pl krwi naniesionej na jeans

z barwnikiem indygo (podtoze z inhibitorem reakcji PCR)
Concentration of DNA [ng/ul] obtained from 1 ul of blood taken

from jeans (PCR inhibitor) using NucleoSpin=Tissue XS

method, depending on the lysate separation variant

S.D. — odchylenie standardowe
Srednie stezenia DNA [ng/ul] oznaczone parami liter roznia sie miedzy
soba statystycznie: ab przy p < 0,05 [p — poziom istotnosci]

pomiedzy $rednimi stezeniami DNA uzyskanymi po
izolacji przy zastosowaniu obu wariantow oddzielania
lizatu od podtoza.

W przypadku ekstrakcji DNA z materiatu stanowia-
cego 5 pl krwi naniesionej na jatowe ptotno stwierdzo-
no statystycznie istotnie wyzsze Srednie stezenie DNA
w izolatach uzyskanych po przeniesieniu lizatu na ko-
lumny silikonowe za pomocg pipety (p < 0,05). W przy-
padku probki nr 3 zmierzona wartosé stezenia DNA
znacznie przewyzszata inne wyniki otrzymane tym
sposobem (10,87 ng/ul). Wynik ten wyeliminowano z
obliczen statystycznych za pomoca testu Grubbsa. Po-
dobna sytuacja miata miejsce w przypadku probki nr 2
w opcji z zastosowaniem filtra.

W przypadku izolacji DNA z 1 pl krwi naniesionej na
jatowe ptétno i degradowanej w eksperymentalnie do-
branych warunkach termicznych, zastosowanie filtrow
do oddzielania lizatu od podtoza skutkowato obnizeniem
$redniego stezenia DNA w uzyskiwanych izolatach w
stosunku do ekstraktow otrzymanych po zastosowaniu
wariantu przenoszenia lizatu za pomoca pipety. Wynik
ten zostat potwierdzony statystycznie (p < 0,05).

Przy izolacji DNA z materiatu stanowigcego 1 pl krwi
naniesionej na podfoze zawierajace inhibitor reakgcji
tancuchowej polimeryzacji, wyzsze Srednie stezenie
DNA w ekstraktach uzyskano, stosujac filtry do oddzie-

S.D. — odchylenie standardowe
[...] - warto$¢ podana w nawiasie zostala wyeliminowana z obliczen sta-
tystycznych za pomocg testu Grubbsa

lania lizatu od podtoza. Jednak pomimo wyeliminowa-
nia z obliczen wartosci odbiegajacej od pozostatych
wynikow (prébka nr 3 w opcji z zastosowaniem filtra),
nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy pomiedzy
otrzymanymi wynikami.

Izolacja DNA z uzyciem zestawu
QlAamp®DNA Micro

W tabelach 6-8 przedstawiono stgzenia DNA w izo-
latach uzyskanych metoda QlAamp® DNA Micro z za-
stosowaniem réznych wariantow oddzielania lizatu od
podtoza oraz w zaleznosci od obecnosci nosnika RNA
w buforze lizujgcym.

Przy izolacji DNA z materiatu stanowigcego 1 pl krwi
naniesionej na jatowe ptotno stwierdzono nizsze steze-
nie DNA w wariancie oddzielania lizatu od podioza z
zastosowaniem filtréw QIAshredder. W opcji przeno-
szenia lizatu na kolumne za pomoca pipety obecnosé
nognika RNA lub jego brak w buforze lizujgcym nie od-
grywa wigkszej roli. W obydwu przypadkach uzyskano
podobne wartosci $rednich stezen DNA w izolatach.
Wyniki nie byly istotne statystycznie.

Izolacja DNA z materiatu stanowiacego 5 pl krwi na-
niesionej na jatowe ptétno wykazata wyzsze Srednie
stezenie DNA w izolatach otrzymanych przy przeno-
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Tabela 6

Stezenie DNA [ng/pl] ugskane w zaleznosci od zastosowanego wariantu oddzielania lizatu od podtoza przy izolacji DNA
DNA Micro z dodatkiem nosnika RNA oraz bez dodatku nosnika RNA do buforu lizujacego
z materiatu stanowigcego 1 pl krwi naniesionej na jatowe ptétno
Concentration of DNA [ng/ul] obtained from 1 ul of blood taken from linen using QIAamp®DNA Micro method
with or without carrier RNA present in lysis buffer, depending on the lysate separation variant

metodg QlAamp

S.D. — odchylenie standardowe
[-..] - wartos¢ podana w nawiasie zostala wyeliminowana z obliczen statystycznych za pomoca testu Grubbsa

Tabela 7

Stezenie DNA [ng/pl] ugskane W zaleznosci od zastosowanego wariantu oddzielania lizatu od podtoza przy izolacji DNA
metoda QIAamp™DNA Micro z dodatkiem nosnika RNA oraz bez dodatku no$nika RNA do buforu lizujacego
: z materiatu stanowiacego 5 pl krwi naniesionej na jatowe ptétno
Concentration of DNA [ng/ul] obtained from 5 pi/ of blood taken from linen using QIAamp®DNA Micro method with or without carrier
RNA present in lysis buffer, depending on the lysate separation variant

S.D. - odchylenie standardowe
Srednie stezenia DNA [ng/ul] 0znaczone parami liter réznia sie migdzy soba statystycznie:
AB przy p < 0,01 [p — poziom istotnoci]

[...] — warto$¢ podana w nawiasie zostala wyeliminowana z obliczen statystycznych za pomocg testu Grubbsa
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Tabela 8

Stezenie DNA [ng/pl] uzyskane w zaleznosci od zastosowanego wariantu oddzielania lizatu od podtoza przy izolacji DNA
metoda QlAamp®DNA Micro z dodatkiem nos$nika RNA oraz bez dodatku no$nika RNA do buforu lizujacego
z materiatu stanowigcego 1 pl krwi naniesionej na jeans z barwnikiem indygo (podioze z inhibitorem reakcji PCR)
Concentration of DNA [ng/ul] obtained from 1 ul of blood taken from jeans (PCR inhibitor) using QIAamp=DNA Micro method
with or without carrier RNA present in lysis buffer, depending on the lysate separation variant

=

~ Numer préby

S.D. - odchylenie standardowe

[...] - warto$¢ podana w nawiasie zostala wyeliminowana z obliczen statystycznych za pomocg testu Grubbsa

szeniu lizatu na kolumny silikonowe za pomocg pipety.
Wynik ten byt statystycznie istotny (p < 0,01). Po eks-
trakcji z dodatkiem i bez dodatku nosnika RNA do bu-
foru lizujacego w obydwdch przypadkach uzyskano po-
dobne $rednie stezenia DNA. W opcji zastosowaniem
filtrow QlAshredder izolacje wykonano w o$miu powto-
rzeniach, natomiast przy przenoszeniu lizatu na kolum-
ne za pomoca pipety — w szesciu. Z obliczen staty-
stycznych wyeliminowano za pomocg testu Grubbsa
wartosci uzyskane dla probek nr 2, ktére znaczaco od-
biegaty od innych uzyskanych wynikow w wariantach
przenoszenia lizatu na kolumny silikonowe za pomoca
pipety.

Z materiatu stanowiacego 1 pl krwi naniesionej na
podioze zawierajgce inhibitor PCR przy zastosowaniu
do oddzielenia lizatu od podtoza filtrow QlAshredder
nie udato sie wyizolowaé DNA w ogdle. Tylko w jed-
nym przypadku uzyskano stezenie DNA w badanym
izolacie (0,01 ng/ul), jednak wynik ten, jako odbiega-
jacy od pozostatych, wyeliminowano z obliczen staty-
stycznych za pomoca testu Grubbsa. Srednie ze ste-
serh DNA w izolatach otrzymanych po izolacji z prze-
noszeniem lizatu na kolumny za pomoca pipety byty
jednakowe (0,01 ng/ul) dla procedur z zastosowaniem
i bez zastosowania nognika RNA w buforze lizujgcym.
W zadnym z badanych przypadkow nie stwierdzono
statystycznie istotnej réznicy pomiedzy otrzymanymi
wynikami.

Analiza jakoéciowa uzyskanego DNA

Charakterystyke jakosci profili genetycznych uzy-
skanych z badanych probek przedstawiono w tabeli 9.

Izolujac DNA zestawemn NucleoSpin® Tissue XS z
materiatu stanowiacego 1, 2,51 5 pl krwi naniesionej na
jatowe ptétno oraz w probie kontrolnej, uzyskano petne
profile genetyczne we wszystkich badanych przypad-
kach bez wzgledu na sposéb oddzielania lizatu od pod-
toza. Przy zastosowaniu filtrow NucleoSpin® do izola-
cji DNA z materiatu zdegradowanego uzyskano szes¢
profili cze$ciowych, w ktérych wypadnieciu ulegty tylko
allele w loci o wysokiej masie czasteczkowej: D251338
i D18S51, w dwoéch przypadkach dodatkowo D16S539
i D21S11 i w jednym przypadku locus FGA. Dla podto-
a z inhibitorem otrzymano jeden petny profil genetycz-
ny, jeden czesciowy (wypadty allele z uktadow
D21S11, D18S51 oraz FGA), a w przypadku pozosta-
fych szesciu prébek wynik genotypowania byt nega-
tywny. W wariancie z przenoszeniem lizatu na kolumny
ze zlozem krzemionkowym za pomoca pipety dla ma-
terialu poddawanego degradaciji termicznej uzyskano
petne profile genetyczne w siedmiu badanych przypad-
kach oraz jeden profil czesciowy, gdzie wypadnieciu
ulegty wysokoczgsteczkowe loci D21S11, D18S51
oraz FGA. Izolacja DNA z materiatu stanowigcego 1l
krwi naniesionej na podtoze z inhibitorem PCR skutko-
wata otrzymaniem trzech petnych profili genetycznych
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Tabela 9

Analiza uzyskanych profili genetycznych w zaleznosci od zastosowanego wariantu izolacji
* zbadano 6 probek
Analysis of the genetic profiles depending on the extraction’s method variant
* six samples were examinated

"~ Analiza jakosci profili D

Zastosowane w tabeli oznaczenia:
FP — petny profil (full profile)

PP — czesciowy profil (partial profile)
NEG. — brak profilu

oraz dwoch profili czesciowych, w ktérych wypadnieciu
ulegly nastepujace ukiady: D2S1338, D18S51 oraz
FGA w jednej probce, a takze D3S1358, D16S539,
D251338, D21S11, D18S51, THO1 oraz FGA w drugiej
probce. W pozostatych trzech przypadkach nie udato
sie uzyskac profili genetycznych.
Przy ekstrakcji DNA zestawem QIAamp® DNA Mi-
cro, oddzielajgc lizat od podioza za pomoca pipety i
bez dodatku nos$nika RNA do buforu lizujgcego, uzy-
skano petne profile genetyczne we wszystkich powto-
rzeniach dla 1i 5 pl krwi naniesionej na jatowe ptétno.
Podobny wynik otrzymano dla wariantu z dodaniem no-
$nika RNA do buforu lizujgcego — sze$é petnych profili
genetycznych (na szes¢ badanych) dla 5 ul krwi nanie-
sionej na jatowe ptotno i siedem profili genetycznych
dla 1 pl krwi naniesionej na jatowe ptétno. Tu jednak
dla jednej probki wynik genotypowania byt negatywny.
Przy zastosowaniu filtréw QlAshredder do izolacji DNA
z 11 5 pl krwi naniesionej na jatowe ptotno uzyskano
czesciowe profile genetyczne, w ktérych wypadty ukia-
dy: D18S51 w jednej probce oraz D3S1358, vWA,
D16S539, D2S1338, D21S11, D18S51, D19S433,
THO1 i FGA w kolejnych. Wraz ze wzrostem ilosci ma-
teriatu wyjéciowego uzyskiwano wiecej petnych profili
genetycznych — cztery dla 1 pl, pie¢ dla 2,5 pl oraz
sze$é dla 5 pl. Dla préb stanowigcych 1 pl krwi nanie-
sionej na jeans w ogéle nie uzyskano wynikéw genoty-

bez filtr:
z nosnikiem

powania. Przenoszac lizat na kolumny za pomoca pi-
pety, otrzymano jeden petny i cztery czesciowe profile
genetyczne w wariancie bez dodatku nosnika RNA do
buforu lizujgcego. We wszystkich przypadkach wypad-
nieciu ulegty allele z loci D21S11, D18S51 oraz FGA,
a dodatkowo THO1 w trzech prébkach, D3S1358
i D19S433 — w dwdch i vWA, D16S539 oraz D2S1338
— w jednej. Po dodaniu no$nika RNA do buforu lizuja-
cego otrzymano trzy petne i dwa czesciowe profile ge-
netyczne z wygaszeniem sygnatu w uktadach
D16S539, D2S1338, D18S51 i FGA. Podobnie jak
uprzednio, dla trzech prébek nie uzyskano wynikéw ge-
notypowania. W prébie kontrolnej dla izolacji z zastoso-
waniem filtréw QlAshredder uzyskano pieé petnych
profili genetycznych oraz trzy cze$ciowe, w ktorych wy-
padnieciu ulegty allele w uktadach D16S539,
D251338, D18S51 i FGA.

W zadnym z analizowanych przypadkéw nie stwier-
dzono wystgpienia profilu mieszanego, co $wiadczy 0
braku kontaminacji probek.

Podsumowanie

Wigkszg efektywnos¢ izolacji genomowego DNA z
materiatu stanowigcego 5 il krwi naniesionej na jatowe
ptotno przy uzyciu zestawu NucleoSpin® Tissue XS
obserwowano w przypadku oddzielania lizatu od pod-
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toza i jego przenoszenia na kolumny silikonowe za po-
moca pipety. Analogiczne rezultaty uzyskano w przy-
padku materiatu zdegradowanego. Podobnie wyzsze
Srednie stezenia DNA przy zastosowaniu tego sposobu
uzyskano w przypadku izolacji z materiatu 1 oraz 2,5 pl
krwi naniesionej na jatlowe ptétno, jednakze wyniki te
nie zostaly potwierdzone statystycznie. Uzyskanie
mniejszego stezenia DNA przy zastosowaniu filtrow
NucleoSpin mogto wynikac z faktu zatrzymywania sie
czeéci kwasow nukleinowych na membranie filtra. Od-
dzielanie lizatu od podioza za pomoca filtrow Nucleo-
Spin powoduje obnizenie stezenia DNA w otrzymywa-
nych izolatach. Jedynie w przypadku analizy wynikow
uzyskanych po izolacji DNA z materiatu stanowigcego
1 ul krwi naniesionej na podtoze z inhibitorem PCR
uzyskano wyzsze srednie stezenie DNA przy zastoso-
waniu filtréw NucleoSpin, ale wynik ten nie byt staty-
stycznie istotny.

Sposob oddzielania lizatu z probek stanowigcych 1,
255 ul krwi naniesionej na jatowe ptétno oraz w przy-
padku proby kontrolnej nie miat wptywu na jakos¢ ge-
notypowania. Dla probek poddanych degradacji oraz
prébek na podiozu z inhibitorem PCR przy oddzielaniu
lizatu od podioza za pomoca pipety odsetek petnych
profili genetycznych byt wigkszy niz przy zastosowaniu
filtrow.

W metodzie QIAamp® DNA Micro rowniez wyzsze
stezenia DNA w izolatach uzyskiwano dla wariantu od-
dzielania lizatu od podtoza za pomocg pipety. Analo-
gicznie, jak w poprzednie] metodzie, roznice byty istot-
ne statystycznie dla 5 pl krwi naniesionej na jatowe
piétno. Z zastosowaniem filtrow QlAshredder wydaj-
no$¢ procesu ekstrakcji znaczaco spadata. To samo
dotyczyto materiatu stanowiacego 1 pl krwi naniesiongj
na podtoze z inhibitorem PCR. Miato to swoje odzwier-
ciedlenie w jako$ci uzyskiwanych profili genetycznych.
W opcji z zastosowaniem filtrow QlAshredder do od-
dzielenia lizatu od podioza jakosc¢ genotypowania W
rozpatrywanych przypadkach byta znacznie nizsza niz
przy oddzielaniu lizatu od podioza za pomocg pipety.

Nie zaobserwowano znaczacego wptywu obecnosci
noénika RNA w buforze lizujgcym ani na ilos¢, ani na
jako$¢ otrzymanych wynikow.
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Streszczenie

Celem przeprowadzonych badati byto sprawdzenie, w jaki
sposob zastosowanie etapu oddzielania podtoza od lizatu za po-
mocq filtrow wplywa na efektywnosé izolacji DNA przy zasto-
sowaniu metody absorpcji-elucji zestawami NuclcoSpin®Tz’ssue
XS oraz QIAmnp® DNA Micro. Testowano réwniez wplyw
obecnosci noénika RNA w buforze lizujgeym na wydajnosé pro-
cesu ekstrakcji. Material do badasi stanowita wysuszona krew
na jatowym podlozu oraz na podiozu zawierajqcym inhibitor
PCR, a takze material zdegradowany. Wigkszq efektywnosc 1zo-
lncji genomowego DNA ofrzymano w przypadku pominigcia
etapu oczyszczania podloza na filtrach zaréwno w metodzie
NuclcoSpin®Tissuc XS jak tez QIAamp® DNA Micro. Rézni-
ce statystycznie istotne stwierdzono w przypadku izolacji DNA
2 5 ul krwi na jatowym podiozu. Zastosowanie filtréw w meto-
dzie NuclcoSpin®Tissue XS w przypadku izolacji z 1, 2,5 oraz
5 yl krwi na jatowym pldtnie oraz w probie kontrolnej nie mia-
lo wplywu na jakos¢ genotypowania. Natomiast dla probek zde-
gradowanych oraz zawierajgcych inhibitor PCR zanotowaro
wigkszq ilos¢ petnych profili przy oddzielaniu lizatu od podtoza
za pomocq pipety. W przypadku metody QIAamp® DNA Micro
zastosowanie filtréw wphywalo na uzyskanie mniejszej ilosci
pelnych profili genetycznych w rozpatrywanych przypadkach.
Nie zaobserwowano znaczqcego wplywu obecnosci nosnika
RNA ani na uzyskiwane stezenia DNA, ani na Jjako$c otrzyniy-
wanych profili genetycznych.

Slowa kluczowe: izolacja DNA, nosnik RNA, slady biolo-
giczfre, kryminalistyczne badania DNA, metoda absorpcji-
-elucji.

Summary

The purpose of the research was to compare two niethods of
separation of the lysate from the solid sample material by the use
of filter units and by pipette using different protocols for silica
membrane based kits: NucleoSpin®Tissue XS and QlAamp®
DNA Micro. The influence of carrier RNA addition to the lysis
buffer on efficiency of DNA extraction was also tested. The ma-
terial for the research consisted of dried blood spots on sterile li-
nen as well as on jeans containing PCR inhibitor and also de-
graded DNA. As far as quantity aspect is concerned better re-
sults in both methods were obtained with no use of filter units.
Statistical significance was observed in case of DNA extraction
from 5 pl of blood on sterile linen. On the other hand the use of
filter units had no influence on quality of DNA profiles in case
of DNA extraction from 1, 2,5 and 5 pl of blood on sterile linen
or from control saniples. Better genotyping quality was obta-
ined for degraded DNA and samples on jeans when the lysate
was separated by pipette. The use of filter units in QIAmnp®
DNA Micro kit caused a decrease in genotyping quality. There
was no significant influence on concentration of DNA or on ge-
notyping quality when carrier RNA was added to the lysis buf-
fer.

Keywords: DNA extraction, carrier RNA, forensic biology,
absorption-elution method.
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