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POPIS KRATICA

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

dsDNA — dvolanc¢ana DNA (engl. double stranded DNA)

dNTP — deoksiribonukleozidni trifosfati

STR — kratka tandemska ponavljanja (engl. short tandem repeats)
PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

gPCR — lanc¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. quantitative polymerase chain

reaction)

BI — bris usne sluznice InstaGene Matrix komercijalni kit

BQ — bris usne sluznice Qiagen QlAamp Blood mini komercijalni kit
Pl —,,Punch* FTA kartice InstaGene Matrix komercijalni kit

PQ — ,,Punch” FTA kartice Qiagen QIAamp Blood mini komercijalni kit
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1. UvOD

1.1.DNA molekula
Deoksiribonukleinska kiselina jest molekula nasljeda, dvostruka uzvojnica sastavljena od dvaju
antiparalelnih nukleotidnih lanaca u kojima su nasuprotne baze vezane vodikovim vezama (1).
Secerno-fosfatna okosnica nalazi se na vanjskoj strani molekule, a baze su smjestene u
unutrasnjosti i orijentirane tako da se omogucuje stvaranje vodikovih veza izmedu nasuprotnih
pirimidina i purina. Purinske (adenin A, gvanin G) i pirimidinske baze (timin T, citozin C) nose
geneticku informaciju, a strukturnu ulogu imaju fosfati i Seceri (2,3). Model dvolanc¢ane DNA
postavili su Watson, Crick i Wilkins 50-ih godina proslog stolje¢a (Slika 1.). Stabilnost
dvostruke uzvojnice osiguravaju vodikove veze, van der Waalsova i hidrofobna privlacenja
izmedu komplementarnih nukleotidnih parova, A-T i G-C nukleotidnih baza vezanih
dvostrukom, odnosno trostrukom vodikovom vezom. Svaki lanac ima svoju polarnost, pri ¢emu
na 3' kraju DNA lanca nalazimo slobodnu, a na 5' kraju fosfatom esterificiranu hidroksilnu (-

OH) skupinu Secera deoksiriboze (1).

E—]
Adenin  Timin

— )

Gvanin Citozin

Seéerno-fosfatna
okosnica

Slika 1. Struktura DNA (preuzeto i prilagodeno s izvora na internetu (4))
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1.2. Analiza DNA

Analiza DNA uspjesno se koristi u svrhu odredivanja identiteta osobe pri ¢emu je izuzetno
vazna uspjesna izolacija genetickog materijala. Unato¢ znaCajnom napretku metoda i
tehnologija za izolaciju DNA, jo$ uvijek postoje poteskoce pri obradi oskudnih ili
kontaminiranih bioloskih uzoraka. Metode izolacije stoga trebaju biti prilagodene uzorku i
osigurati rjeSenje za nedostatke poput male koli¢ine genetickog materijala, fragmentirane DNA
ili prisutnosti onecis¢enja koja mogu inhibirati posljedi¢ne analiti¢ke procese (5). U forenzickoj
analizi DNA dobiveni DNA izolati naj¢e$ce se koriste za analizu kratkih, tetranukleotidnih
ponavljanja (STR, prema engl. short tandem repeat), koje u razli¢itom broju pronalazimo na
razli¢itim humanim kromosomima. STR su popularni DNA biljezi zato $to se jednostavno
mogu amplificirati lan¢anom reakcijom polimeraze, visoko su polimorfni u ljudskoj populaciji
i stabilno se nasljeduju (6). Polimorfizam STR biljega temelji se na duljini i broju kratkih
oligonukleotidnih ponavljanja koji znacajno variraju unutar populacije. Pojedine alelne
varijante STR lokusa odredene su promjenom broja oligonukleotidnih jedinica (npr. 5 puta
ponovljen niz TCTA = alel 5) i ¢ine osnovu geneti¢kog profila, jedinstvenog za osobu te su
stoga primjenjive u forenzi¢kim, populacijskim i antropoloskim studijama (7). Ispitivanjem
kratkih tandemskih ponavljanja na 10 ili viSe genetickih lokusa moguce je utvrditi DNA profil
osobe, a polimorfna priroda STR regija pove¢ava mogucnost razlikovanja razli¢itih DNA
profila. Genetic¢ki profili sastavljeni od STR biljega mogu se zatim rabiti za vjeStacenja

srodstvenih odnosa, identifikaciju nestalih osoba ili potencijalnih pocinitelja kriminalnih djela.

1.2.1. lzolacija DNA
Postoje brojne metode izolacije DNA, koje se ovisno o temeljnom nacelu izdvajanja DNA
molekule iz bioloskog uzorka, mogu podijeliti na afinitetne i neafinitetne metode. Afinitetno
izdvajanje podrazumijeva vezanje DNA molekule za ¢vrstu fazu poput silika kolonice ili
magnetskih kuglica, a neafinitetna izolacija primjenom organskih otapala ili soli osigurava
izdvajanje DNA od ostalih komponenti stani¢ne smjese (proteini, lipidi) na temelju razlike u
gusto¢i, polarnosti ili topljivosti (8). Osnovni koraci koji se poduzimaju pri izolaciji DNA
ukljucuju razgradnju staniéne membrane, inaktivaciju deoksiribonukleaza (DNaza), ispiranje,
centrifugiranje i otapanje DNA molekula. U forenzi¢kim laboratorijima, u svrhu izolacije DNA,
najcesce se primjenjuje kombinacija afinitetnih i neafinitetnih metoda, poput komercijalno

dostupnih kompleta sa silika kolonicama ili ionsko-izmjenjvackih smola.
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Medu njima izrazito je popularna neafinitetna metoda razvijena na temelju primjene Chelex
smole, koja osigurava brzu i jednostavnu izolaciju DNA uz minimalan trosak i rizik od
kontaminacije tijekom izolacije DNA iz razli¢itih bioloskih uzoraka poput krvi, tkiva, dlake ili
kosti (9). Anionska izmjenjivac¢ka smola Chelex sastoji se od stiren-divinilbenzenskih polimera
i iminodiacetatnih iona koji osiguravaju vezanje polivalentnih metalnih iona i inaktivaciju
Dnaza (8). Izolacija DNA s pomoc¢u Chelex smole izrazito je pogodna za oskudne koli¢ine
bioloskog materijala, poput dlake ili krvne mrlje. Uzorci se najprije inkubiraju s proteinazom
K, a zatim centrifugiranjem razdvajaju na gornju, vodenu fazu u kojoj zaostaje DNA, dok ostale
komponente stani¢ne smjese precipitiraju zajedno s Cesticama smole u donjem sloju (8).
Prednosti te metode jesu jednostavnost, brzina i cijena, a nedostatci ukljucuju rizik od
razgradnje DNA pri duzem skladiStenju izoliranih uzoraka, mogucu inhibiciju PCR-a zbog
zaostale smole te manje ucinkovitu analizu uzoraka koji su visoko degradirani ili imaju nisku
razinu DNA (9).

Cesto koristena afinitetna metoda za izolaciju DNA primjenom silika kolonica podrazumijeva
koristenje komercijalnih kompleta poput QlAamp Mini Kit seta. Taj komercijalni komplet
dizajniran je za brzu ekstrakciju DNA bez primjene opasnih kemikalija (5,9). Silica kolone u
primjeni, u uvjetima povecane koncentracije soli, visokim afinitetom vezu negativno nabijene
molekule DNA (8). Ostatci otapala i necistoca zatim se uklanjaju serijom ponavljajuéih koraka
ispiranja i centrifugiranja, a DNA se u konacnici eluira sa silika kolonice primjenom pufera s

niskim udjelom soli i povisene pH vrijednosti (8,9).

1.2.2. Mjerenje koncentracije DNA
Mjerenje koliCine 1 kvalitete DNA izrazito je vazno u svrhu postizanja optimalnih rezultata u

forenzi¢kim analizama.

DNA se moze izmjeriti primjenom UV spektrofotometra. Spektrofotometar mjeri koli¢inu
zraCenja odredene valne duljine koju je apsorbirala ispitivana otopina. Lambert-Beerov zakon

opisuje ovisnost monokromatskog zraenja o koncentraciji tvari, a prikazuje se jednadzbom:
1
A= —log (—)
)

gdje je apsorbancija (A) jednaka negativnom logaritmu omjera intenziteta propustenog (I) i

upadnog zracenja (Io).
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Trazena koncentracija nukleinske kiseline moze se zatim izraCunati primjenom sljedece

jednadzbe: A = eclL

gdje je apsorbancija (A) jednaka umnosku molarnog koeficijenta apsorpcije (€), koncentracije
tvari u otopini (c) i duljine puta svjetlosti kroz mjerenu otopinu (L). Osim za odredivanje
koncentracije, spektrofotometrijska analiza koristi se i za odredivanje Cistoce izoliranih DNA
uzoraka. U tu svrhuu ispitivanim uzorcima mjeri se veli¢ina apsorbancije zracenja valne duljine
230 nm, 260 nm i 280 nm. Uzorak se smatra one¢is¢enim ako Su omjeri A260/A280 i
A260/A230 znacajno manji od 2. UV spektroskopija tradicionalna je metoda za kvantitativnu i
kvalitativnu analizu nukleinskih kiselina, ali je metoda slabije osjetljiva u uzorcima s niskim

udjelom genetickog materijala (10).

Za mjerenje koncentracije DNA u uzorcima s oskudnom koli¢inom geneti¢kog materijala ¢esto
se rabe fluorometrijske metode i pridruzeni uredaji poput QUBIT fluorometra. Fluorometrijske
metode odreduju koncentraciju ciljane molekule mjerenjem intenziteta fluorescencije nakon
apsorpcije fotona primijenjenog zrac¢enja. Uredaj na temelju vezanja specifi¢nih fluorescentnih
boja za dsSDNA (prema engl. double stranded DNA) odreduje koncentraciju DNA. QUBIT
fluorometar smatra se korisnim za provjeru koncentracije uzorka prije sekvencioniranja nove
generacije jer osigurava preciznu kvantifikaciju dsDNA, neovisno o prisutnosti RNA (11).
Nacelo metode temelji se na specifiénom vezanju fluorescentne boje za nukleinske kiseline te
mjerenju emisijskog spektra fluorescentnog zracenja ¢ija je jakost proporcionalna koncentraciji
ispitivanog genetickog materijala u uzorku (9). Emisijsko zracenje nize je energije i vece valne
duljine od apsorbiranog zracenja jer se dio energije ulaznih fotona utrosi pri interakciji s
elektronima ispitivane tvari, pri ¢emu dolazi do njihova prelaska iz osnovnog singlet stanja u
vibracijsko stanje. Pri povratku elektrona u nize energijske razine dolazi do emisije
fluorescentnog zracenja koje mozemo izmjeriti QUBIT fluorometrom. Za preciznu
kvantifikaciju genskog materijala primjenom QUBIT fluorometra koriste se standardni uzorci
poznate koncentracije DNA ili RNA, koji sluze za izradu standardne krivulje. Standardna
krivulja opisuje linearni odnos koncentracije nukleinskih kiselina i veli¢ine fluorescencijskog
signala te sluzi za kvantifikaciju genetickog materijala u uzorcima nepoznate koncentracije
DNA ili RNA. Prednosti mjerenja QUBIT fluorometrom visoka su selektivnost za razlicite
vrste makromolekula, osjetljivost i preciznost mjerenja, posebice u uzorcima izrazito niske
koncentracije nukleinskih kiselina. Ipak, metoda nije primjenjiva za analizu kvalitete DNA jer

je neosjetljiva na prisutnost PCR inhibitora i pokidanih DNA odsjecaka (11).
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Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. quantitative polymerase chain
reaction) jedna je od preciznijih i u¢inkovitijih metoda za kvantifikaciju DNA (9). Lancana
reakcija polimeraze omoguéuje umnazanje ciljnih sekvenci DNA uporabom specificnih
pocetnica te PCR smjese koja sadrzava termostabilni enzim DNA polimerazu, smjesu cetiriju
deoksiribunukleozid-trifosfata (ANTP) i PCR pufer s MgCly, koji je vaZzan za aktivnost DNA
polimeraze. Svaki PCR ciklus sastoji se od denaturacije, vezivanja pocetnica (engl. annealing)
i elongacije (12). Amplifikacija DNA zapoc¢inje denaturacijom dsDNA pri 95 °C, nakon Cega
na nizoj temperaturi dolazi do vezanja pocetnica za DNA kalup te se na kraju tijekom elongacije
pri 72 °C sintetizira novi lanac DNA djelovanjem Taq polimeraze. ViSebrojnim ponavljanjem

ciklusa dolazi do stvaranja velikog broja ciljnih DNA odsjec¢aka.

Metoda lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu temelji se na mjerenju
fluorescencijskog signala na kraju elongacije svakog PCR ciklusa. Porast broja kopija
umnozenih odsjecaka moguce je pratiti primjenom TagMan proba koje na svom 5' kraju sadrze
takozvanu ,,reporter boju, a na 3' kraju ,,quencher boju. TagMan probe prepoznaju i vezu
ciljne sekvence DNA molekule koje se nalaze izmedu veznih mijesta oligonukleotidnih
pocetnica. Na pocetku PCR ciklusa TagMan proba ne emitira fluorescentno zracenje jer se
,reporter i ,,quencher” boja nalaze u neposrednoj blizini, na krajevima netaknute TagMan
probe (13). Medutim, tijekom procesa elongacije Taq polimeraza sintetizira novi lanac DNA i
s kalupa izrezuje TagMan probu pri ¢emu dolazi do emisije fluorescentnog zracenja ,,reportere
fluorokroma s 5' kraja probe (14). Razina fluorescencije mjeri se na kraju svakog PCR ciklusa
pa je stoga proces amplifikacije ciljnih DNA odsje¢aka moguce pratiti u stvarnom vremenu.
Kvantifikacija DNA gPCR metodom oslanja se dakle na linearni odnos izmedu veli¢ine
fluorescentnog signala i koli¢ine ciljnih DNA molekula u ispitivanim uzorcima. Taj linearni
odnos najbolje se moze razlikovati mjerenjem fluorescencije u uzorcima poznate koncentracije
DNA, tzv. standardima. Porast fluorescencije proporcionalan je pocetnoj koli¢ini DNA u
svakom uzorku standarda, a kvantificira se brojem PCR ciklusa u kojem fluorescentni signal
nadmasuje pozadinski signal ili prag fluorescencije, tzv. Ct vrijednost (prema engl. treshold
cycle) (8). Koncentracija DNA u nepoznatim uzorcima zatim se odreduje usporedbom Ct

vrijednosti nepoznatih uzoraka s Ct vrijednostima uzoraka poznate DNA koncentracije.
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Ucinkovitost PCR reakcije moze se izraCunati iz nagiba pravca standardne krivulje primjenom

sljedeée jednadzbe:

1
E = 10%as® — 1

dok je nagib pravca standardne krivulje moguce izracunati iz izraza:

gdje se usporeduje omjer Ct vrijednosti 1 koncentracije DNA izmjerenih u prvoj i krajnjoj tocki

standardne krivulje (15).

Prednost te metode jesu specifi¢nost i preciznost, ali lazno negativni rezultati mogu nastati u

slu¢aju kada su uzorci DNA fragmentirani ili one¢is¢eni PCR inhibitorima (16).

1.2.3. Poteskocée pri analizi
Analizu DNA prate razli¢ite poteSkoce kao Sto su kontaminacija drugim molekulama i PCR
inhibitori koje dovode do lazno negativnih rezultata. PCR reakciju mogu inhibirati spojevi koji
ometaju interakciju izmedu DNA molekule i Taq polimeraze (9). Spojevi koji potencijalno
mogu inhibirati PCR nalaze se posvuda. Vecina poznatih inhibitora jesu organski spojevi: urea,
fenol (degradiraju DNA polimerazu), kolagen (inhibira aktivnost polimeraze), melanin (formira
reverzibilan kompleks s DNA polimerazom), miogolobin i hemoglobin (njegov derivat hematin
inhibira aktivnost polimeraze). Takoder, neke tvari reagiraju s kofaktorima polimeraze
smanjujuci im aktivnost i inhibiraju¢i PCR reakciju (17). Danas postoje razni nacini kako bi se
izbjegla inhibicija poput povecanja koncentracije Taq polimeraze ili razrjedivanje uzorka, pri
¢emu dolazi do posljedi¢nog razrjedivanja inhibitora (9). Problemi pri umnazanju mogu nastati
i zbog nedovoljne koli¢ine uzorka. U uvjetima niske koncentracije DNA povecan je rizik lazno
negativnih PCR rezultata, a preveliki unos DNA materijala moze uzrokovati inhibiciju PCR
reakcije ili pospjesiti amplifikaciju nezeljenih nespecificnih DNA odsjecaka. Primjerice, u
kontekstu analize STR lokusa, u uzorcima s niskom koncentracijom DNA materijala ¢esto
dolazi do gubitka alela (engl. allele dropout) (18), a u uvjetima prevelike koncentracije DNA
do pojave lazno pozitivnih signala (engl. stutter allele; off ladder allele; pull-up allele). Pojava

lazno pozitivnih signala raste i s duljinom alela pojedinog STR lokusa. Unato¢ zna¢ajnom broju

6
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razli¢itih metoda izolacije DNA u primjeni, koli¢ina i Cistoa izolirane DNA 1 dalje su
ograni¢avajuci ¢imbenici u dobivanju optimalnih rezultata STR analize. Stoga svaki protokol

zahtijeva validaciju u uvjetima specificnog laboratorija, materijala i reagensa za izolaciju.
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2. CILJEVI

1. Ispitati i usporediti prinos i ¢istocu DNA iz krvnih mrlja nakon izolacije S pomocu InstaGene

Matrix suspenzije i QlAamp Blood Mini seta;

2. Ispitati i usporediti prinos i ¢istocu DNA iz obrisaka usne sluznice nakon izolacije S pomoc¢u

InstaGene Matrix suspenzije i QlIAamp Blood Mini seta;

3. Utvrditi djelotvornost ispitivanih metoda za izolaciju mjerenjem podudarnosti koncentracije

DNA izmjerene na Qubit fluorometru i gPCR uredaju.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.Ispitanici
Uzorci DNA izolirani su iz uzoraka krvnih mrlja i brisa usne sluznice deset ispitanika koji su
dali informirani pristanak za izuzimanje bioloskog materijala. Studiju je odobrilo Eti¢ko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveugilista J.J. Strossmayera u Osijeku (klasa: 602-04/18-
08/07, broj: 2158-61-07-18-83).

3.1.2. Upotrijebljene kemikalije

Qubit™ 4 Quantitation Starter Kit (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, SAD)
Qubit® dsDNA HS Reagent (Component A)

Qubit® dsDNA HS Buffer (Component B)

Qubit® dsDNA HS Standard #1 (Component C)

Qubit® dsDNA HS Standard #2 (Component D)

Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit (Applied Biosystems,Carlsbad, CA, SAD)
- Quantifiler PCR Reaction Mix
- Quantifiler Human DNA Standard
- Quantifiler Human Primer Mix
- Centrikon-100 filter tubice (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, SAD)
- TE puffer (Buffer TE)
- Temeljna standardna otopina (stock solution)

QIlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Njemacka)
- QIAGEN Proteinaza
- Proteinaza K
- AL pufer (Buffer AL)
- ATL pufer (Buffer ATL)
- Etanol (96 — 100%)
- AWL1 pufer (Buffer AW1)
- AW2 pufer (Buffer AW2)
- AE pufer (Buffer AE)
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InstaGene™ Matrix (Bio-Rad Laboratories, CA, SAD)

Autoklavirana i deionizirana H2O

10



Materijal i metode

3.2.Metode

3.2.1.InstaGene™ Matrix
DNA je izolirana iz brisa usne sluznice i mrlje krvi s pomoc¢u InstaGene™ Matrixa prema
sljede¢em protokolu: uzorak je stavljen u sterilnu tubicu volumena 0,2 mL, nakon cega je
dodano 0,2 mL destilirane H20. Nakon kratkog vorteksiranja sadrzaj tubice inkubiran je 30
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon kratkog mijeSanja na vorteksu uzorci su istalozeni
centrifugiranjem 3 minute na 13 000 rpm. Supernatant je uklonjen i dodano je 100 pl
InstaGene™ matrix reagensa te su uzorci inkubirani na 56 °C tijekom 3 sata. Pripremljeni
uzorci zatim su kratko promijesani na vorteksu i inkubirani 8 minuta na 100 °C. Svaki je uzorak

oznacen jedinstvenom identifikacijskom oznakom i pohranjen na -20 °C u zamrzivacu.

3.2.2.Ql1Aamp Mini Kit
DNA je izolirana iz brisa usna sluznice s pomo¢u komercijalnog QIAamp Mini Kit kompleta
prema sljede¢em protokolu: u tubicu volumena 1,5 mL stavljen je komadi¢ vatice s uzorkom te
je dodano 600 pl PBS pufera, 20 pl QIAGEN proteinaze i 600 pul AL pufera. Sadrzaj je
promijesan na vorteksu i kratko centrifugiran, nakon ¢ega je 700 pl suspenzije prebac¢eno na
QlAamp Mini kolonicu u kompletu s kolekcijskom tubicom, poklopac je zatvoren i kolonica je
centrifugirana 1 min na 8 000 rpm. QlAamp Mini kolonica prebacena je zatim u novu
kolekcijsku tubicu, dodano je 500 ul pufera AW1 i kolekcijski komplet centrifugiran je 1 min
na 8 000 rpm. U sljedecem koraku, postupak ispiranja ponovljen je primjenom 500 ul pufera
AW?2 i centrifugiranjem kolekcijskog kompleta tijekom 1 min na 14 000 rpm. U konacnici,
DNA je eluirana s mrezice QIlAamp Mini kolonice dodatkom 100 pl zagrijanog AE pufera i
centrifugiranjem 1 min na 8 000 rpm. Svaki DNA izolat oznacen je jedinstvenom

identifikacijskom oznakom i pohranjen na -20 °C u zamrzivacu.

Izolacija DNA iz krvnih mrlja prikupljenih na FTA karticama primjenom QIlAamp Mini
kompleta ucinjena je prema sljede¢em protokolu: kruzi¢ promjera 3 mm izbusen je s povrsine
FTA Kkartice i inkubiran u 180 pl ATL pufera tijekom 10 min na 85 °C. Nakon inkubacije u
suspenziju je dodano 20 pl proteinaze K te je nakon kratkog mijesanja na vorteks mijesalici
uzorak inkubiran 60 min na 56 °C. U sljede¢em koraku dodano je 200 pul AL pufera, suspenzija

je temeljito promijesena na vorteks mijesalici te potom inkubirana 10 min na
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70 °C. U nastavku dodanoje 200 ul EtOH (96-100%) te je cjelokupan sadrzaj temeljito
promijesan na vorteksu i kratko centrifugiran. Nastali supernatant zatim je prebacen na QlAamp
kolonicu i centrifugiran 1 min na 8 000 rpm. QIAamp Mini kolonica potom je preba¢ena u novu
kolekcijsku tubicu i nakon dodatka 500 pl pufera AWL1 centrifugirana 1 min na 8 000 rpm.
Sljedeci korak ispiranja ponovljen je primjenom 500 ul pufera AW, nakon ¢ega je kolekcijski
komplet centrifugiran 3 min na 14 000 rpm. U posljednjem koraku ispiranja, DNA je eluirana
s QlAamp Mini kolonice dodatkom 100 pl AE pufera i centrifugiranjem 1 minutuna 8 000 rpm.
Svaki je DNA izolat oznacen jedinstvenom identifikacijskom oznakom te je pohranjen na -20

°C u zamrzivacu.

3.2.3.Mjerenje koncentracije DNA s pomoéu komercijalnog kompleta ,,Qubit
HighSensitivity DNA“
Za mjerenje koncetracije DNA 40 uzoraka i 2 standarda spomoc¢u QUBIT fluorometra
pripremljena je radna otopina razrjedenja 1:200. Radna otopina sastojala se od dviju
komponenata - 8358 ul Qubit dsSDNA HS pufera i 42 pl Qubit dSDNA HS reagensa. Za
pripremu standarda 1 (0 ng/ul), odnosno standarda 2 (10 ng/ul) pomijesano je 190 pl Qubit
radne otopine i 10 pl stock otopine Qubit dSDNA HS Standarda 1, odnosno 10 pl stock otopine
Qubit dsDNA HS Standarda 2. Alikvoti za mjerenje DNA u uzorcima nepoznate koncentracije
pripremljeni su mijesanjem 195 pl Qubit radne otopines 5 ul DNA izolata, nakon ¢ega su kratko
vorteksirani te inkubirani na sobnoj temperaturi. Prvo su izmjerene vrijednosti fluorescencije
standarda 1 i 2, a zatim su na temelju dobivene standardne krivulje odredene vrijednosti

koncentracije DNA u ispitivanim uzorcima (Slika 2.).

Slika 2. QUBIT fluorometar
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3.2.4.Mjerenje
,QuantiFiler Human Quantification DNA Kit*

koncentracije DNA s pomoc¢u Kkomercijalnog kompleta
Komercijalni komplet QuantiFiler Human Quantification DNA sadrzi 2 kompleta pocetnica i 2
TagMan probe za detekciju amplifikacije ciljnih humanih i kontrolnih sekvenci, tzv. IPC
kontrole (IPC, prema engl. Internal PCR Control). IPC kontrola jest sinteticki oligonukleotid
koji ¢ini dio svake PCR smjese i sluzi za testiranje prisutnosti PCR inhibitora u ispitivanim
DNA uzorcima. Zbog prisutnosti dviju razli¢ito fluorescentno obiljezenih TagMan proba, od
kojih jedna specifi¢no veze humane DNA sekvence, a druga IPC oligonukleotid, moguce je u

stvarnom vremenu istodobno pratiti umnazanje ciljnih humanih sekvenci i detektirati prisutnost
PCR inhibitora (Slika 3.).

Postupak: Prvo su pripremljeni standardi (Tablica 1.), a zatim PCR MasterMix za 96 jazica na
mikrotitarskoj plo€ici. Za pripremu radne otopine Standarda 1 (Stdl; 50 ng/ul), faktora
razrjedenja 4x, u 30 pl TE pufera dodano je 10 pl stock otopine Standarda 1 (200 ng/ul). U
nastavku, serijskim razrjedenjem Std1 (50 ng/ul) pripremljeno je jo§ 7 standarda od kojih je
svaki razrijeden 3 puta u odnosu na prethodni. U konacnici, dobiveno je 8 Std uzoraka,
koncentracijskog raspona od 50 ng/ul (Stdl) do 0,02 ng/ul. PCR MasterMix zatim je
pripremljen mijesanjem 1071 pl Quantifiler Human Primer Mix reagensa i 1275 pl Quantifiler
PCR Reaction Mix otopine. Svaki DNA uzorak testiran je u duplikatu, dodatkom 2 ul standarda
ili DNA izolata u 23 pl pripremljene PCR MasterMix smjese. Amplifikacija je provedena
tijekom ponavljajucih ciklusa zagrijavanja i hladenja PCR smjese u skladu s temperaturnim

uvjetima opisanim u Tablici 2.

Tablica 1. Priprema standarda

Standard Koncentracija | Primjer Minimalna koli¢ina Faktor
(ng/ul) razrjedenja
Std1l 50 50 ul (200 ng/ul stock) + 150 ul TE | 10 ul (stock) + 30 ul TE | 4x
Std2 16,7 50 ul (Std1) + 100 ul TE 10 ul (Std1) + 20 Ul TE 3X
Std3 5,56 50 ul (Std2) + 100 ul TE 10 ul (Std2) + 20 Ul TE 3X
Std4 1,85 50 ul (Std3) + 100 ul TE 10 ul (Std3) + 20 ul TE 3X
Std5 0,62 50 ul (Std4) + 100 ul TE 10 ul (Std4) + 20 Ul TE 3X
Std6 0,21 50 ul (Std5) + 100 ul TE 10 ul (Std5) + 20 ul TE 3X
Std7 0,06 50 ul (Std6) + 100 ul TE 10 ul (Std6) + 20 ul TE 3X
Std8 0,02 50 ul (Std7) + 100 ul TE 10 ul (Std7) + 20 Ul TE 3X
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Tablica 2. Temperaturni uvjeti gPCR reakcije

Korak Enzimska | Umnazanje (40 ciklusa) | Zavrsna
aktivnost elongacija
HOLD Denature Anneal HOLD

Temperatura | 95 °C 95 °C 60 °C 4°C

Vrijeme 10 min 155 1 min 0

Slika 3. Uredaj QuantStudio 5 PCR

Materijal i metode
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3.2.5. Statisticke metode

Omjerne varijable prikazane su medijanom s interkvartilnim rasponom (IQR), distribucije su
procijenjene Shapiro-Wilkovim, a homogenost varijanci Levenovim testom. Statisticka
znacajnost razlike medu neovisnim skupinama ispitana je neparametrijskim Kruskall-
Wallisovim testom, s post hoc Bonferroni-Dunnovom poredbom. Podudarnost mjerenja
ocijenjena je Linovim (19, 20) koeficijentom konkordancije korelacija s pripadnim 95%-tnim
intervalom  pouzdanosti  (https://www.niwa.co.nz/node/104318/concordance).  Bland-
Altmanovi grafovi rekonstruirani su u Microsoft Excel programu. Ako nije drugacije
naznaceno, dvostrani P < 0,05 predstavlja prag znacajnosti, a testovi su provedeni u NCSS2007
programu (NCSS, LLC, Kaysville, Utah, SAD). Za graficki je prikaz upotrijebljen ggpubr paket
za R program v3.4.1 (http://www.R-project.org).
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4 REZULTATI

Izmjerene su koncentracije DNA na QUBIT fluorometru i QuantStudio 5 PCR uredaju za sve
izolirane uzorke. Napravljena je analiza podudarnosti izmjerenih vrijednosti DNA

koncentracije.

4.1. Analiza prinosa DNA QUBIT fluorometrom ovisno o uzorku i izboru metode
izolacije
Mjerenjem koncentracije DNA na Qubit fluorometru uo¢ena je znacajna razlika u prinosu DNA
materijala koji je izoliran iz uzoraka brisa usne sluznice u odnosu na prinos ostvaren u uzorcima
mrlja Krvi, neovisno o izboru metode za izolaciju DNA [Kruskal-Wallis test; P = 0,00018].
Najveca koncentracija DNA ostvarena je primjenom Instagene reagensa u uzorcima brisa usne
sluznice [BI medijan (IQR); Me=0,7 (0,35 - 1,59)], a zna¢ajno manje vrijednosti zabiljeZzene su
u uzorcima mrlje krvi primjenom Instagene [Pl Me= 0,058 (0,051 - 0,069); P = 0,0016] ili
QlAamp Mini Kit kompleta [PQ Me= 0 (0 —0,004); P = 9,6 x 10°°]. Najve¢i broj mjerenja ispod
donje granice osjetljivosti Qubit fluorometra zabiljezen je u uzorcima mrlje krvi izoliranih
QlAamp Mini Kit kompletom [PQ Me= 0 (0 — 0,004)]. Prinos DNA izmjeren Qubit
fluorometrom u uzorcima koji su izolirani iz brisa usne sluznice s pomocu Instagene i QIAamp
Mini komercijalnih kompleta nije se znacajno razlikovao (Kruskal-Wallis test; P = 0,878).
Jednako tako, nisu zabiljeZene znacajne razlike u koncentraciji DNA izolirane iz mrlje krvi,

primjenom Instagene reagensa ili Ql1Aamp Mini seta (P = 0,267).
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9.6e-06

0.0016
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Slika 4. Prinos DNA iz uzoraka brisa usne sluznice (B) i krvnih mrlja (P) nakon izolacije
Instagene Matrix reagensom (BI; PI) ili Qiagen QlAamp Blood Mini komercijalnim kompletom
(BQ; PQ). Koncentracija je izmjerena na QUBIT fluorometru, a vrijednosti su prikazane box-
plot dijagramima gdje gornje i donje vertikalne crte predstavljaju granice 1,5x interkvartilnog
raspona. P < 0,05 oznacava prag znacajnosti (Kruskal-Wallisov test s post hoc Bonferroni-
Dunnovom poredbom). Ordinata je log-os.

4.2. Analiza prinosa DNA na QuantStudio 5 PCR uredaju ovisno o uzorku i izboru
metode izolacije
Mjerenjem koncentracije DNA na QuantStudio 5 PCR uredaju uocena je znacajna razlika u
prinosu DNA materijala koji je izoliran iz uzoraka brisa usne sluznice u odnosu na prinos
ostvaren u uzorcima mrlje krvi, neovisno o izboru metode za izolaciju DNA [Kruskal-Wallis
test; P = 1,5e - 07]. Najveca koncentracija DNA ostvarena je primjenom Instagene reagensa [BI
medijan (IQR); Me= 1,67 (0,92 - 3,45)] i QIAamp Mini kompleta [BQ medijan (IQR); M=
0,59 (0,42 - 1,06)] u uzorcima brisa usne sluznice, a zna¢ajno manje vrijednosti zabiljeZene su
u uzorcima mrlje krvi primjenom Instagene [Pl Me=0,17 (0,14 - 0,19); P = 0,00046] ili QlAamp
Mini Kit kompleta [PQ M= 0,02 (0,016 - 0,026); P = 0,000033]. Prinos DNA izmjeren
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uredajem QuantStudio 5 PCR u uzorcima koji su izolirani iz brisa usne sluznice s pomocu
Instagene i QIAamp Mini komercijalnih kompleta nije se znacajno razlikovao (Kruskal-Wallis
test; P = 0,207). Jednako tako, nije zabiljeZena znacajna razlika u koncentraciji DNA izolirane

iz mrlje krvi, neovisno o izboru metode za izolaciju DNA (P = 0,056).

—  Kruskal-Wallis, p = 1.5e-07
L 0.000033
I 1

0.00046
[ |

0.056

0.207

QuantStudio 5 PCR (ng/uL)
! I
A_ﬂ L
f[%

Bl BQ Pl PQ

Slika 5. Prinos DNA iz uzoraka brisa usne sluznice (B) i krvnih mrlja (P) nakon izolacije
InstaGene Matrix reagensom (BI; PI) ili Qiagen QlIAamp Blood Mini komercijalnim
kompletom (BQ; PQ). Koncentracija je izmjerena na uredaju QuantStudio 5 PCR, a vrijednosti
su prikazane box-plot dijagramima, gdje gornje i donje okomite crte predstavljaju granice 1,5x
interkvartilnog raspona. P < 0,05 oznacava prag znacajnosti (Kruskal-Wallisov test s post hoc
Bonferroni-Dunnovom poredbom). Ordinata je log-os.

4.3. Analiza podudarnosti mjerenja koncentracije DNA na QUBIT fluorometru i
uredaju QuantStudio 5 PCR
Dijagram Bland-Altman prikazuje podudarnost vrijednosti koncentracije DNA izmjerenih na

uredaju QuantStudio 5 PCR i QUBIT fluorometru te omogucuje identifikaciju sistemske razlike
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izmedu dobivenih mjerenja. Za izradu Bland-Altman dijagrama i kvantifikaciju podudarnosti
mjerenja dobivenih primjenom dviju kvantitativnin metoda odreduje se razlika izmjerenih
vrijednosti (QS5 PCR-Qubit) i aritmeti¢ka sredina uparenih mjerenja ((QS5 PCR+Qubit)/2).
Izracunata srednja vrijednost razlike mjerenja (srediSnja horizontalna os) predstavlja procjenu
podudarnosti dviju metoda i opisuje veli¢inu pristranosti jedne metode u odnosu na drugu.
Standardna devijacija razlike mjerenja omogucuje pak definiranje intervala sporazumijevanja
unutar kojeg je moguée vidjeti slucajne fluktuacije zabiljezenih razlika. Ako se srednja
vrijednost razlike znac¢ajno razlikuje od nule, to ukazuje na prisutnost konstantne pristranosti
mjerenja dobivenih jednom metodom u odnosu na mjerenja dobivena drugom metodom. U
ovom istrazivanju srednja vrijednost razlike iznosi 0,22 jedinica. Razlika nije nula, $to znaci da
uredaj QuantStudio 5 PCR pri procjeni koncentracije DNA u ispitivanim uzorcima, u prosjeku
biljezi 0,22 jedinica vise nego QUBIT fluorometar .

Bland&Altman dijagram

3,000
2,500
2,000
500 +1,96 SD

’ 1,49

Z 1000

< 0,500
0,000
0,504000 1,800 2,000 3,000 4,000 5,000
000 -1,96 SD

-1,05

-1,500

(A+B)/2

Slika 6. Bland-Altman dijagram rasprSenja. X-0S predstavlja razliku izmjerenih vrijednosti
(QS5PCR-Qubit). Y-os predstavlja aritmeti¢ku sredinu uparenih mjerenja (QS5 PCR+Qubit)/2.
Horizontalna os predstavlja srednju vrijednost razlike mjerenja koja iznosi 0,22. Granice
intervala sporazumijevanja dviju metoda definirane su rasponom od +/- 1,96 x SD razlike

mjerenja.

Linov koeficijent konkordancije test je kojim se mjeri slicnost mjerenja dobivenih primjenom
nove i referentne metode. Linov koeficijent kre¢e se od -1 do 1 (savrSeni sporazum) te

predstavlja stupanj korelacije izmedu dvaju mjerenja. U ovom istrazivanju Linov koeficijent
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konkordancije upotrijebljen je za prikaz podudarnosti mjerenja koncentracije DNA na QUBIT
fluorometru i uredaju QuantStudio 5 PCR. Rezultat pokazuje da postoji odredeni stupanj
korelacije i podudarnosti izmedu ucinjenih mjerenja (p.= 0,77 (0,67 - 0,86)), posebice u
uzorcima DNA koji su izolirani iz uzoraka brisa usne sluznice primjenom QlAamp Mini Kit
kompleta. Najmanji stupanj korelacije pokazuju mjerenja zabiljeZzena u skupini DNA uzoraka

dobivenih iz mrlje krvi s pomocu Instagene reagensa (pc= 0,04 (0 — 0,09)).

Metoda & Bl BQ A Pl & PQ

1.00 + ¢

p. = 0.59 (0.1-0.84)

Qubit
I.‘

0.01+

- pe = 0.39 (0.05-0.65) p.= 0.77 (0.67-0.86)

0.1 1 C;.O
QuantStudio 5 gPCR

Slika 7. Analiza podudarnosti izmjerenih vrijednosti koncentracije DNA izolirane iz uzoraka
brisa usne sluznice (B) ili krvnih mrlja (P) primjenom InstaGene Matrix reagensa (BI; PI) ili

Qiagen QlAamp Blood Mini komercijalnog kompleta (BQ; PQ) na uredajima QUBIT i
QuantStudio 5 gPCR. Linov koeficijent konkordancije - pc
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5.RASPRAVA

Izolacija DNA koja prethodi vecéini postupaka laboratorijske analize genetickog materijala
danas je metodoloski uvelike napredovala kako bi se prilagodila raznolikim bioloSkim
uzorcima. Medu njima, uzorci Krvi i brisa usne sluznice jedni su od ¢esce koristenih. Uspjesnost
analize DNA ovisi o velikom broju razli¢itih ¢imbenika. Forenzicki uzorci pak ¢ine skupinu
izrazito zahtjevnog bioloskog materijala koji je Cesto kontaminiran, oneciS¢en, oskudan ili
oSte¢en. Danas postoje brojne metode za izolaciju DNA koje se poglavito temelje na razli¢itim
kemijskim svojstvima molekule DNA i drugih makromolekula koje nalazimo u stanicama.
Medu cesce koristenim metodama za izolaciju DNA ubrajamo neafinitetnu Chelex metodu te
afinitetna rjeSenja poput QlAamp DNA Blood Mini kompleta. Komercijalni kitovi za izolaciju
DNA sve su ucestaliji u laboratorijima, a izbor najbolje metode za optimalni prinos DNA iz
razli¢itih vrsta bioloskih uzoraka izrazito je vazan za uspje$nost posljedi¢nih analitickih
postupaka. Zbog toga se uvijek traga za novim metodoloS§kim rjeSenjima, a izbor uzoraka i
reagensa koji odreduju brzinu, u¢inkovitost, kvalitetu i cijenu izolacije DNA dio su odluke

svakog laboratorija.

Svrha ovog istrazivanja bila je procijeniti djelotvornosti izolacije DNA iz krvnih mrlja i
obrisaka bukalne sluznice primjenom InstaGene Matrix reagensa i Qiagen QlAamp Blood Mini
kompleta. U tu svrhu provedeno je mjerenje koncentracije dobivenih DNA izolata s pomoc¢u
QUBIT fluorometra i uredaja qPCR. Koli¢ina DNA materijala koja je dobivena iz izuzetih
uzoraka znacajno je varirala u ovisnosti o vrsti bioloskog materijala, ali ne i u ovisnosti o metodi
izolacije. Sukladno navedenom, znacajno veci prinos DNA materijala dobiven je iz briseva
usne sluznice u odnosu na koli¢inu DNA koja je izolirana iz mrlja krvi, posebice u uzorcima u
kojih je DNA izolacija uinjena primjenom InstaGene reagensa. Suprotno, u populaciji
istovrsnih uzoraka, nisu zabiljezene znacajne razlike u koli¢ini DNA dobivenih primjenom

InstaGene smole ili QlIAamp Mini kompleta.

Nasi rezultati u skladu su s rezultatima ranije studije koja opisuje manji prinos DNA materijala
iz uzoraka sline nakon primjene QlAamp Mini kolonica, dok ostale metode u primjeni,
ukljucujucéi i InstaGene reagens, daju bolje rezultate (21). Medutim, prinos DNA materijala nije
jedini kriterij uc¢inkovitosti metode za izolaciju. Usporedbom pet razli¢itih metoda za izolaciju
DNA, Stephen Ip i sur. pokazali su da DNA uzorci izolirani QlAamp Mini kompletom daju

cjelovitije STR profile u odnosu na uzorke koji su izolirani primjenom InstaGene reagensa,
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posebice kada su u pitanju oskudni ili razrijedeni uzorci DNA (22). Castello i sur. takoder su
uocili bolju ucinkovitost QIAamp DNA Mini kompleta, ali tek u kombinaciji s
homogeniziraju¢im kolonama uredaja QIAshredder, koji osigurava znacajno veéi prinos DNA
materijala u usporedbi s koli¢inama koje su dobivene primjenom Chelex ili klasi¢ne organske
metode. Takva izolacija pokazala je superiornost nad Chelex protokolom u testiranim uzorcima,
izmedu kojih su bili i uzorci krvi i brisa usne sluznice (23). Prinosi ostvareni QIAamp Mini

kompletom bez uredaja QIAshredder vise nalikuju koli¢inama zabiljeZzenima u nasoj studiji.

Usporedbom mjerenja koncentracije DNA na QUBIT fluorometru i uredaju QuantStudio 5 PCR
uoceno je da uredaj QuantStudio 5 PCR u prosjeku biljezi 0,22 jedinica vise nego QUBIT
fluorometar. Taj rezultat uvelike je posljedica izostanka QUBIT mjerenja koncentracije DNA
u uzorcima krvnih mrlja koje su izolirane QlAamp Mini kompletom. Naime, donja granica
detekcije QUBIT fluorometra iznosi 0,01 ng/ul, a koeficijent varijacije ponovljenih mjerenja
znacajno raste u uzorcima c¢ije se vrijednosti koncentracije priblizavaju granici detekcije. U tom
kontekstu, zabiljezena odstupanja i nemoguc¢nost mjerenja koncentracije DNA u uzorcima s
niskim prinosom ukazuju na nepreciznost QUBIT metode te potvrduju qPCR analizu kao
metodu izbora za mjerenje vrlo malog broja DNA kopija. Takav zaklju¢ak podupiru i rezultati
analize podudarnosti izmjerenih vrijednosti DNA na QUBIT i qPCR uredaju. Naime, najveci
stupanj korelacije izmedu QUBIT i qPCR mjerenja zabiljezen je u uzorcima DNA dobivenih iz
obrisaka usne sluznice, a podudarnost mjerenja opada sa smanjenim prinosom DNA materijala
iz krvnih mrlja. Zanimljivo, gotovo savrSeni stupanj slaganja pokazuju mjerenja ucinjena u
uzorcima brisa usne sluznice koji su izolirani QIAamp Mini kompletom, §to potencijalno
upucuje na najbolji omjer koli¢ine i Cistoée DNA u ovoj skupini uzoraka. Veéa neslaganja
uocena su medutim usporedbom mjerenja ostvarenih u uzorcima brisa usne sluznice koji su
izolirani InstaGene reagensom, potencijalno kao posljedica negativnog ué¢inka Chelex smole na
ucinkovitost vezanja DNA i fluorescentne boje. Zanimljivo, drugi su autori opisali smanjenu
uspjesnost STR analize uzoraka koji su izolirani Chelex metodom, ali ne i QIAamp Mini
kompletom (24). U nasoj skupini uzoraka, ukljucujuéi i uzorke izolirane InstaGene reagensom,
PCR inhibitori medutim nisu zabiljeZeni. Potencijalni negativni ucinci InstaGene reagensa na

ucinkovitost mjerenja QUBIT fluorometrom ostaju za sada nerazjasnjeni.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da u usporedbi s mrljama krvi uzorci bukalne
sluznice daju veci prinos DNA neovisn0 0 izboru metode za izolaciju. InstaGene reagens

medutim ima nesto bolji ucinak kada su u pitanju oskudni uzorci poput mrlja krvi. U odnosu na
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Rasprava

QUBIT fluorometar, gPCR metoda pokazuje nekoliko prednosti uklju¢uju¢i moguénost

istodobne detekcije izrazito malog broja DNA kopija i potencijalno prisutnih oneciscenja.
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Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

. Uzorci brisa usne sluznice daju veci prinos DNA materijala nego uzorci krvnih mrlja
prikupljeni na FTA karticama, neovisno o izboru metode za izolaciju DNA.

U odnosu na InstaGene reagens, QlAamp Blood Mini komplet jednako je dobar izbor
za izolaciju DNA iz obrisaka usne sluznice, ali je manje prihvatljiv za izolaciju
optimalnih koli¢ina DNA iz krvnih mrlja.

. Vrijednosti DNA koncentracije izmjerene na QUBIT fluorometru i uredaju qPCR
pokazuju najveci stupanj korelacije u uzorcima s ve¢om koli¢inom DNA, a podudarnost
mjerenja opada smanjenjem DNA koncentracije.

U odnosu na QUBIT fluorometar, qPCR je metoda izbora za mjerenje vrlo malog broja

DNA Kkopija u ispitivanim uzorcima.
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Sazetak

7. SAZETAK

UVOD: Ucinkovita izolacija DNA iz razli¢itih bioloskih uzoraka osnova je uspjesne forenzicke
analize genetickog materijala. Ionsko-izmjenjivacke smole i komercijalne silika kolonice
najces¢i su primjeri neafinitetnih i afinitetnih metoda koje se koriste za izolaciju DNA iz
oskudnih uzoraka poput krvnih mrlja ili brisa bukalne sluznice. Izbor optimalne metode za
izolaciju DNA izrazito je vazan za uspjesnost posljedi¢nih forenzickih analiza te je u tu svrhu
ispitivana ucinkovitost Chelex® InstaGene™ i Qiagen® QIAamp Mini komercijalnih

kompleta.

CILJ: Odrediti djelotvornost ispitivanih metoda za izolaciju DNA iz brisa bukalne sluznice i

krvne mrlje mjerenjem koli¢ine i kvalitete DNA na QUBIT fluorometru i uredaju qPCR.

MATERIJAL | METODE: Upotrijebljeni su uzorci krvi i brisa usne sluznice. DNA je izolirana
InstaGene reagensom i QlAamp Blood Mini kompletom. Koncentracija DNA izmjerena je
QUBIT fuorometrom i qPCR uredajem, primjenom Qubit High Sensitivity DNA i QuantiFiler
Human Quantification seta.

REZULTATI: Znaajno ve¢i prinos DNA materijala dobiven je iz briseva usne sluznice u
odnosu na koli¢inu DNA dobivenu iz mrlja krvi. U populaciji istovrsnih uzoraka nisu
zabiljeZene znacajne razlike u koli€ini DNA koja je dobivena primjenom InstaGene smole ili
QIAamp Mini kompleta. Najveci stupanj korelacije izmedu QUBIT 1 qPCR mjerenja zabiljezen
je u uzorcima obrisaka usne sluznice, a podudarnost mjerenja opada sa sSmanjenim prinosom

DNA materijala.

ZAKLJUCAK: U odnosu na InstaGene reagens, QlAamp Blood Mini komplet jednako je dobar
izbor za izolaciju DNA iz briseva usne sluznice, ali je manje prihvatljiv za izolaciju optimalnih
koli¢ina DNA iz krvnih mrlja.

KLJUCNE RIJECI: bris usne sluznice; DNA; krvna mrlja; lanana reakcija polimerazom u

stvarnom vremenu.

25



Summary

8. SUMMARY

INTRODUCTION: Effective DNA isolation from various biological samples is the basis for
successful forensic analysis of genetic material. lon-exchange resin and commercial silica
column are the most common examples of non-affinity and affinity methods used for DNA
isolation from scarce biologic samples such as blood stains or buccal swabs. Choosing the
optimal DNA isolation method is thus essential for subsequent forensic analyses, which is why
the efficiency of Chelex® InstaGene ™ and Qiagen® QIAamp Mini commercial Kits was

examined.

AIM: To determine the efficacy of the investigated methods for DNA isolation from buccal
swabs and blood stains by measuring the amount and quality of extracted DNA on QUBIT

fluorometer and qPCR.

MATERIAL AND METHODS: Blood samples and buccal swabs were used for this study.
DNA was isolated with the InstaGene reagent and the QlAamp Blood Mini kit. The DNA
concentration was subsequently measured on the QUBIT fluorometer and a g°PCR machine
using Qubit High Sensitivity DNA and QunatiFiler Human Quantification DNA Kits.

RESULTS: A significantly higher yield of DNA material was gained from buccal swabs in
comparison with the amount of DNA obtained from blood stains. No substantial difference was
found in the amount of DNA isolated from the same kind of samples, regardless of isolation
method used. The highest degree of Lin’s concordance between measurements made on QUBIT
fluorometer and the gPCR machine was recorded in buccal swab samples, with the

measurement concordance declining as the yield of DNA material decreased.

CONCLUSION: Compared to the InstaGene reagent, the QlAamp Blood Mini Kit is an equally
good alternative for DNA isolation from buccal swabs, but is less acceptable for isolating

optimal amounts of DNA from blood stains.

KEYWORDS: buccal swab; DNA; blood stain; real-time polymerase chain reaction
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