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Praca przedstawia ocene wydajnosci izolowania DNA
w plamach krwi, $liny i nasienia. Probki krwi przechowy-
wane byty przez miesiac i rok, a probki sliny oraz nasie-
nia przez rok w temperaturze pokojowej w suchym i ciem-
nym miejscu. DNA izolowano wykorzystujac: zestaw Fast
DNA, ekstrakcje fenolowg (wg Budowle’a), zestaw Sher-
lock (DNA Il Gdansk), zestaw DNeasy (Qiagen), zestaw
Wizard Genomic Purification Kit (Promega), ztoze Chelex
100 (Biorad), oczyszczanie DNA z odsalaniem biatek —
metoda solna (wg Stomskiego). Najwyzsze stezenia DNA
z krwi przechowywanej przez miesiac i rok otrzymano
wykorzystujac metode izolacji z odsalaniem biatek, a tak-
ze ekstrakcje fenolowa. We krwi przechowywanej przez
rok wydajny okazat sie réwniez zestaw Sherlock. W prob-
kach nasienia i $liny uzyskiwane stezenia DNA byty bar-
dzo niskie i mato powtarzalne.

The aim of this study was to compare and select the
optimal method of DNA isolation from blood, semen and
saliva stains, as well as to determine appropriate
conditions for employing amplification kits for
identification of individual persons. The materials analyzed
in this study consisted of stains of blood, semen and saliva
samples stored for a year, and stains of blood stored for
a month. Seven various methods of isolation were
compared: the Fast DNA kit (Qbiogene), phenol/
chloroform extraction, Sherlock (DNA Il Gdansk), Dneasy
(Qiagen), Wizard Genomic Purification Kit (Promega),
Chelex 100 (Biorad) and salting out proteins method. After
the isolation, the quantity of DNA was measured with
QuantiBlot. The highest DNA concentration in bloodstains
stored for one year and one month was observed

employing the salting out proteins method. The phenol-
chloroform extraction method was also found to produce
reasonably good results. Isolation from blood and semen
with salting-out method appeared to be the most effective.
The phenol/chloroform method was dependent on the
age and origin of the materials [brak w polskim tekscie].
The Sherlock kit was proven to be effective in blood
samples stored for one year. DNA concentration values
obtained in semen and saliva samples were very low and
characterized by a low repeatability.

WSTEP

Izolowanie DNA jest kluczowym etapem analizy
probek biologicznych w genetyce sadowej. Jej
gtéwnym celem jest uzyskanie jak najwiekszej ilo-
§ci niezdegradowanego, wysokoczasteczkowego
DNA, zdatnego do wykorzystania jako matryca w re-
akcji PCR. Uzywane najczesciej protokoty izolowania
zaktadaja uzycie stosunkowo duzej ilosci materiatu
do badan, najczesciej niemozliwej do uzyskania
z materiatow archiwalnych i dowodowych. Powaz-
nym problemem staje sie rowniez odpowiednie
oczyszczenie probek z r6znego rodzaju inhibitorow
reakcji PCR, takich jak barwniki organiczne, jony me-
tali, itp., czesto uniemozliwiajace dalszg analize.
W efekcie utrudnione staje sie uzyskanie petnego
profilu genetycznego badanej osoby. Optymaliza-
cja i uzyskanie wysokiej powtarzalnosci odzyskiwa-
nia DNA pozwalaja na redukcje kosztow analizy,
a takze na prace z bardzo matg iloScig materiatu,
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rzedu kilkudziesieciu kopii matrycowego DNA. Naj-
czesciej uzywane protokoty izolowania czesto nie
uwzgledniaja specyfiki pracy na mocno zdegrado-
wanym, ,trudnym” materiale dowodowym. Dopra-
cowanie wtasnego protokotu izolowania moze przy-
czynié¢ sie do znacznej redukcji kosztéw, zawyza-
nych czesto przez konieczno$¢ reamplifikacji zle
wyizolowanej proby. Uzyskanie rzetelnych i powta-
rzalnych pomiaréw stezen DNA w probkach umoz-
liwia tez p6zniejszg walidacje wynikow badan i ubie-
ganie sie o certyfikaty konieczne do prowadzenia
badan DNA w zakresie identyfikacji osobniczej $la-
dow biologicznych w praktyce sadowo-lekarskie;.

Celem pracy byto okre$lenie wydajnosci sied-
miu réznych metod izolowania DNA, stosowanych
rutynowo w praktyce genetyczno-sgdowej, za po-
moca komercyjnego zestawu QuantiBlot firmy Ap-
plied Biosystem.

MATERIAL | METODY

Prébki do izolowania DNA przygotowano wyko-
rzystujac wylane na bibute i doktadnie wysuszone
w temperaturze pokojowej plamy krwi ludzkiej, $li-
ny i nasienia (po 10 ml). Preparaty podzielono na
grupy i przechowywano w temperaturze pokojowe;j
w suchym i ciemnym miejscu przez miesiac i rok
w przypadku krwi oraz przez rok w przypadku $liny
i nasienia. Izolowano po pie¢ prébek z danego ro-
dzaju materiatu, kazda z siedmiu metod:
zestaw Fast DNA (Qbiogene) [4];
ekstrakcje fenolowa (wg Budowle’a [1]);
zestaw Sherlock (DNA Il Gdansk);
zestaw DNeasy (Qiagen);
zestaw Wizard Genomic Purification Kit (Pro-
mega);
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6. oczyszczanie DNA na ztozu jonowymiennym
Chelex 100 (Biorad) [10, 5];

7. oczyszczanie DNA z odsalaniem biatek —
metoda solna (wg Stomskiego [9]).

Pomiaru stezeh uzyskanych po izolowaniu proé-
bek DNA dokonano z zastosowaniem zestawu Qu-
antiBlot (Applied Biosystem) zgodnie z procedura
zalecana przez producenta. Poréwnanie stezen i ilo-
$ci otrzymanego DNA przeprowadzono z zastoso-
waniem analizy wariancji (ANOVA), z analizg ,post-
-hoc” testem RIR Tukey’a (test rozsgdnej informacji
rozréznienia).

WYNIKI

W prébkach izolowanych metoda solng oraz fe-
nolowa z krwi przechowywanej przez miesiac uzy-
skano najwyzsze stezenia DNA, odpowiednio 1,5 i
1,1 ng/ul (tabela 1). W przypadku krwi przechowy-
wanej przez rok réwniez te dwie metody daty naj-
lepsze rezultaty — 0,7 i 0,22 ng/ul. W tej grupie po-
rownywalne efekty otrzymano réwniez podczas izo-
lowania metodg Sherlock DNA Il (0,25 ng/ul).
W prébkach nasienia i $liny uzyskiwane po izolo-
waniu stezenia DNA byly bardzo niskie i mato po-
wtarzalne, a w niektérych prébkach nie wykryto
obecnosci DNA (tabela 1). W tabeli 2 przedstawio-
no $rednig catkowitg ilo§¢ DNA wyrazona w ng,
uzyskang po izolowaniu DNA. Najwiekszy catkowi-
ty odzysk DNA z krwi przechowywanej przez mie-
sigc dawata metoda Qia DNeasy, niestety przy ma-
tym stezeniu. W czasie izolowania ze $liny i nasie-
nia satysfakcjonujace wyniki zapewniata jedynie
metoda solna oraz w mniejszym stopniu Promega
Wizard i Sherlock DNA. Wydajno$¢ tych metod —
ilo$¢ otrzymanego DNA byta najbardziej zréznico-

Tabela . Srednie warto$ci stezerh DNA (ng/ul) (M), odchylenie standardowe (SD) i mediana (ME). Warto$ci mierzone

z zastosowaniem metody QuantiBlot.

Table I. Mean values of DNA concentrations (ng/ul) (M), standard deviation (SD) and median (ME) measured by

means of QuantiBlot.

Metoda Krew (miesiac) Krew (rok) Nasienie Slina

M SD ME M SD ME M SD ME M SD ME
Fast DNA 0,113 0,090 0,125 | 0,022 0,014 0,031 |- - -
Fenolowa 1,100 0,548 1,000 [ 0,225 0,056 0,250 |0,019 0,017 0,031
Chelex 0,250 0,000 0,250 |0,200 0,068 0,250 |- - -
Qia DNeasy 0,900 0,224 1,000 |0,112 0,090 0,125 |0,0250 0,014 0,031 | - - -
Solna 1,500 0,707 2,000 {0,700 0,274 0,500 |0,112 0,028 0,125 | 0,025 0,056 0,000
Promega Wizard | 0,081 0,041 0,062 | 0,044 0,017 0,031 | 0,062 0,038 0,062 | 0,012 0,017 0,000
Sherlock DNA Il 0,900 0,224 1,000 |0,250 0,000 0,250 |0,056 0,040 0,031 | 0,069 0,034 0,062
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Tabela Il. Srednie iloéci DNA (ng) (M) odchylenie standardowe (SD) i mediana (ME). Warto$ci mierzone z zastosowa-

niem metody QuantiBlot.

Table Il. Mean amount of DNA (ng) (M), standard deviation (SD) and median (ME) measured by means of

QuantiBlot.
Metoda Krew (miesiac) Krew (rok) Nasienie Slina
M SD ME M SD ME M SD ME M SD ME
Fast DNA 11,25 9,00 12,50 2,19 1,40 3,12 - - - - - -
Fenolowa 39,60 19,72 36,00 8,10 2,01 9,00 067 062 1,12 | - - -
Chelex 50,00 0,00 50,00 40,00 13,69 50,00 | - - - - - -
Qia DNeasy 90,00 22,36 100,0 11,25 9,00 1250 | 250 1,40 3,12 | - - -
Solna 45,00 21,21 60,00 21,00 8,22 15,00 | 3,37 084 3,75 | 0,75 1,68 0,00
Promega Wizard | 2,44 1,26 1,87 1,31 0,51 0,94 1,87 115 1,87 | 0,37 0,51 0,00
Sherlock DNA I 27,00 6,71 30,00 7,50 0,00 7,50 169 122 094 | 206 1,03 1,87
Tabela lll. Analiza wariancji (ANOVA) z analizg , post-hoc” testem RIR Tukey’a.
Table Ill. Variance analysis (ANOVA) with ,post-hoc” by the Tukey test.
SS df MS SS df MS F p
Efekt Efekt | Efekt Btad Btad Btad
ng/ul
krew (miesigc) | 9,05 6 1,508 3,639 28 0,1300 11,60467 0,000002
krew (rok) 1,57 6 0,261 0,366 28 0,0131 20,01168 0,000000
nasienie 0,05 6 0,008 0,018 28 0,0006 13,13981 0,000000
$lina 0,02 6 0,003 0,018 28 0,0007 4,95035 0,001446
ng
krew (miesigc) | 25 003,71| 6 4167,284 5865,747 28 209,4910 19,89243 0,000000
krew (rok) 5519,12 | 6 919,853 1369,289 28 48,9032 18,80968 0,000000
nasienie 49,26 6 8,209 23,397 28 0,8356 9,82444 0,000008
$lina 17,53 6 2,921 16,523 28 0,5901 4,95035 0,001446

Tabela IV. Réznice statystyczne stezeh DNA (ng/ul), po izolowaniu z krwi przechowywanej przez miesigc (gérna
cze$¢ tabeli) i przez rok (dolna cze$¢ tabeli). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Test RIR Tukey'a.
Table IV. Statistical differences between DNA concentrations (ng/ul) obtained from blood samples after 1 month

(upper part) and 1 year (lower part) of storage.

Krew (miesigc) Fast DNA Fenolowa Qia DNeasy | Chelex | Solna | Promega Wizard | Sherlock DNA I
Fast DNA *x * ns bl ns *

Fenolowa ns ns * ns ** ns

Qia DNeasy ns ns ns ns * ns

Chelex ns ns ns *xx ns ns

Solna *k* *k% *k%k *k%k *k% ns

Promega Wizard | ns ns ns ns ol *

Sherlock DNA I ns ns ns ns bl ns

Krew (rok) Fast DNA Fenolowa Qia DNeasy | Chelex | Solna | Promega Wizard | Sherlock DNA I

wana statystycznie w wypadku izolowania z krwi
przechowywanej przez miesigc. W wigkszosci me-
tody réznity sie miedzy soba. Brak byto istotnych
réznic pomiedzy metodg Chelex a Fast DNA, Qia
DNeasy, Promega Wizard, Sherlock DNA II. Nie byto
tez roznic miedzy Qia DNeasy i fenolowa, solna,
Sherlock DNA Il (tabela 4). W badaniach izolatéw

z krwi przechowywanej przez rok, najwieksze roz-
nice ujawniono pomiedzy metoda solng i resztg ba-
danych metod. W przypadku izolowania z pozosta-
tych materiatow tj. nasienia i $liny w wigkszosci nie
stwierdzano réznic statystycznych, wiekszo$¢ me-
tod dawata negatywne wyniki izolacji. Wydajnos¢
w otrzymywaniu catkowitej ilosci DNA z badanej
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Tabela V. Rdznice statystyczne ilosci DNA (ng), po izolowaniu z krwi przechowywanej przez miesigc (gérna czesé

tabeli) i przez rok (dolna czes¢ tabeli).
*p < 0,05;** p < 0,01; *** p <0,001 Test RIR Tukey’a.

Table V. Statistical differences between amount of DNA (ng) obtained from blood samples after 1 month (upper part)

and 1 year (lower part) of storage.

Krew (miesigc) Fast DNA | Fenolowa |Qia DNeasy |Chelex | Solna | Promega Wizard | Sherlock DNA Il
Fast DNA ns ool *x * ns ns

Fenolowa ns kel ns ns *x ns

Qia DNeasy ns ns ** *k i *Hk

Chelex *k*k *k*% *k*k ns *k*k ns

Solna ** ns ns ** ** ns

Promega Wizard | ns ns ns *xx *x ns

Sherlock DNA I ns ns ns kel ns ns

Krew (rok) Fast DNA | Fenolowa |Qia DNeasy |Chelex | Solna | Promega Wizard | Sherlock DNA I

probki przy zastosowaniu tych metod w odniesie-
niu do plam krwi zaréwno miesiecznej jak i roczne;j
byta do$¢ mocno zréznicowana (Tabela 5). W ba-
daniu plam nasienia i $liny w wiekszo$ci nie otrzy-
mano wynikow badz byty one nieistotne statystycz-
nie. Istotnos$¢ statystyczng stwierdzono w nasieniu
pomiedzy metoda Fast DNA a Qia DNAEasy i Pro-
mega Wizard, Chelex a Qia DNAEasy, Promega
Wizard i Fast DNA. Metodg wykazujaca najwieksze
réznice w stosunku do pozostatych, byta metoda
solna. Wyniki analizy wariancji (ANOVA) z analizg
~post-hoc” testem RIR Tukey’a przedstawia tabela 3.

DYSKUSJA

Badania zostaty przeprowadzone przy zastoso-
waniu siedmiu réznych metod izolowania DNA,
z materiatu archiwalnego w postaci plam krwi prze-
chowywanej przez rézny czas oraz plam nasienia
i 8liny. Najwieksze i powtarzalne stezenia DNA za-
pewniata metoda solna izolowania DNA. Jest to
technika, w ktérej od DNA oddzielane sg biatka
poprzez ich wysalanie zblizonymi do nasycenia ste-
zeniami soli [6, 9]. Mimo jej duzej wydajnos$ci me-
toda ta nie jest zalecana w przypadku, gdy badana
probka ma by¢ analizowana z zastosowaniem czu-
tych metod automatycznych, z powodu mozliwosci
wystapienia zaktécen spowodowanych ztym
oczyszczeniem. Stezenia uzyskane po izolowaniu
metoda solng byty najwyzsze w przypadku plam
krwi przechowywanej przez miesiac, czyli praktycz-
nie materiatu $wiezego, tatwo wyptukiwalnego
z podfoza. Z plam krwi wyizolowanych po roku uzy-
skano juz o wiele mniejsze stezenia DNA. Rowniez
dos$¢ skuteczng metoda w stosunku do plam krwi
okazata sie klasyczna metoda fenolowa. Wyniki

uzyskane obydwiema wymienionymi metodami nie
roznity sie w sposob istotny statystycznie z wiek-
szo$cig zastosowanych metod, rowniez ze soba
nawzajem w przypadku plam krwi przechowywa-
nej przez miesigc. Oznaczone stezenia DNA z plam
krwi przechowywanych przez rok réznity sie w mniej-
szym stopniu miedzy sobg, co oznacza, ze poszcze-
go6lne metody majg w tym wypadku podobna wy-
dajnos¢, cho¢ zaobserwowano znamienng réznice
miedzy metoda solng i fenolowa. Natomiast dla pro-
bek krwi najmniejszg wydajno$¢ zanotowano dla
komercyjnych zestawéw izolowania Fast DNA i Pro-
mega Wizard. W przypadku plam $liny i nasienia
przechowywanych przez rok praktycznie wszystkie
zastosowane metody izolowania okazaty sie row-
nie mato skuteczne, zanotowano mato istotnych
réznic w warto$ciach stezen uzyskanych stosowa-
nymi technikami przy pomiarach metoda Quanti-
Blot. Wiekszo$¢ metod dawata negatywne wyniki
izolacji lub stezenia DNA nizsze niz uzyskiwane
Z Krwi.

W przypadku izolowania matych ilosci i zdegra-
dowanego materiatu wyraznie wida¢ wyzszo$¢ kla-
sycznych metod izolowania, fenolowo-chloroformo-
wej oraz solnej, nad komercyjnie dostepnymi ze-
stawami. Izolacja gotowymi zestawami, mimo ze
krétsza i prostsza technicznie, w wielu przypadkach
nie jest w stanie zapewni¢ wtasciwej ilosci i jakosci
DNA. Réwniez w innych pracach odzysk DNA przy
uzyciu komercyjnych zestawow i izolowania z 1 ml
ptynnej krwi, nie przekraczat 40 %, a czesto oscylo-
wat okoto 10 % ilosci DNA w prébce [7]. Czesto
trudno jest uzyska¢ odpowiednig powtarzalno$¢
jakosci amplifikacji uzywajac tych zestawow. Co wie-
cej, najczesciej nie jest mozliwa optymalizacja wy-
dajnosci izolowania przy uzyciu komercyjnie do-
stepnych metod, ze wzgledu na ochrone patento-
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wa i brak informaciji o skfadzie i dziataniu odczynni-
koéw dostarczanych z gotowymi zestawami. Z dru-
giej jednak strony mozliwa jest tatwiejsza automa-
tyzacja takich metod, co byé moze w przysziosci
zredukuje pojawiajgce sie problemy z powtarzalno-
$cig wynikéw, czy tez kontaminacjg obcym DNA
[8, 3]. Mimo sygnatéw o matej przydatnosci meto-
dy solnej w automatycznym genotypowaniu [2],
okazata sie ona bardzo wygodna, tania i powtarzal-
na. Nie zaobserwowano niekorzystnych efektéw wy-
nikajacych ze ztego odsolenia prébki i spowodo-
wanej tym inhibicji polimerazy. Nalezy podkresli¢
réwniez matg toksyczno$¢ stosowanych w meto-
dzie solnej odczynnikow.

PISMIENNICTWO

1. Budowle B., Moretti T., Smith J.: DNA Typing
Protocols: Molecular Biology and Forensic Analy-
sis, Eaton Publishing 2000.

2. Devaney J. M., Marino M. A., Williams P. E.,
Weaver K. R., Del Rio S. A., Turner K. A., Belgrader
P: The evaluation of fast purification methods for
preparing polymerase chain reaction (PCR) pro-
ducts for capillary electrophoresis analysis, Theor.
Electrophor. 1996, 6, 11-4.

3. Gill P, Kimpton C. P, Urquhart A., Oldroyd N.,
Millican E. S., Watson S. K., Downes T. J.: Automa-
ted short tandem repeat (STR) analysis in forensic
casework — a strategy for the future. Electrophore-
sis. 1995; 16, 1543-52.

WYDAJNOSC METOD IZOLACJI DNA 23

4. http://www.gbiogene.com/fastprep/Fast-
PrepDB/index.shtml.

5. Iwasa M., Koyama H., Tsuchimochi T., Maeno
Y., Isobe |., Seko-Nakamura Y., Monma-Ohtaki J.,
Matsumoto T., Nagao M.: Y-chromosomal short tan-
dem repeats haplotyping from vaginal swabs using
a chelating resin-based DNA extraction method and
a dual-round polymerase chain reaction. Am. J. Fo-
rensic Med. Pathol., 2003, 24, 303-5.

6. Laitinen J., Samarut J., Holtta E.: A nontoxic
and versatile protein salting-out method for isola-
tion of DNA., Biotgchniques 1994, 17, 316-322.

7. Lebioda A., Swigtek B., Dobosz T.: Preparacja
DNA przy uzyciu komercyjnie dostepnych zesta-
wow, Post. Biol. Molekul. 2001, 239-241.

8. Moss D., Harbison S. A., Saul D. J.: An easily
automated, closed-tube forensic DNA extraction
procedure using a thermostable proteinase, Int. J.
Legal. Med. 2003; 117, 340-9.

9. Stomski R.: Przyktady analiz DNA, Post. Biol.
Molekul. Poznan 1999.

10. Walsh P. S., Metzger D. sA., Higuchi R.: Che-
lex 100 as a medium for simple extraction of DNA
for PCR-based typing from forensic material, Bio-
techniques. 1991, 10, 506-13.

Adres pierwszego autora:

Katedra i Zaktad Medycyny Sadowej UM w todzi
ul. Sedziowska 18a

91-304 £o6dz



