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POPIS KRATICA

PTH — paratireoidni hormon

PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (eng. polimerase chain reaction)
gPCR —lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (eng. quantitative polymerase chain
reaction)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

DNaza — deoksiribonukleaza

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

STR — kratka tandemska ponavljanja (engl. short tandem repeats)
dNTP — slobodni deoksinukleozid trifosfat

DTT - ditiotreitol

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

KO — klasi¢na organska metoda

KP — PrepFiler BTA Forensic DNA Extraction komplet

KQ — QlAamp Blood Mini komplet



Uvod

1. UVOD

Molekularna analiza deoksiribonukleinske kiseline (DNA) iz kostanog tkiva znatno je
napredovala od njezinih pocetaka osamdesetih godina proslog stolje¢a. Ranije se izolacija
DNA iz arheoloskih kostiju ili kostiju nedavno preminulih osoba smatrala nemoguc¢om.
Danas se tipizacija DNA iz kostiju primjenjuje u forenzickoj identifikaciji, arheologiji,
paleopatologiji, taksonomiji, a najznacajniju ulogu odigrala je u istraZivanju evolucije
covjeka. Nove, naprednije metode sekvenciranja DNA pomogle su rasvijetliti geneticku
informaciju ljudskih predaka, ukljucujuci i evolucijski najblizeg rodaka danasnjeg covjeka,

neandertalca (1).

1.1. Grada koStanog sustava

Kostur odrasle osobe sastoji se od 206 kostiju koje pruzaju potporu i zastitu
organizmu, omogucuju kretanje, ¢ine vazan dio endokrinog sustava, proizvode krvne stanice
i pohranjuju anorganske, mineralne elemente. Arhitekturu i sposobnost prilagodbe kostanog
tkiva na vanjsko opterecenje prvi je opisao njemacki embriolog Wilhelm Roux (1850. —
1924.) uocivsi ekonomicnost grade kostiju koja uz minimum gradivnog materijala pruza
maksimalnu otpornost prema djelovanju vla¢nih sila (2). Kost se makroskopski dijeli na dva
oblika, kompaktnu (lat. substantia compacta) i spuzvastu kost (lat. substantia spongiosa s.
trabecularis). Kompaktna je kost solidne strukture, nema Supljina ispunjenih kostanom srzi i
prekriva povr$inske dijelove kosti, gdje se naziva kortikalna kost. Osteon ili Haversov sustav
osnovna je gradivna jedinica kompaktne kosti, a sastoji se od sredi$njeg (Haversova) kanala,
koji je obloZen endostom te sadrzi krvne Zile i Zivce, koncentri¢nih koStanih lamela i1 lakuna
s osteocitima medu lamelama. Volkmannovi kanali nalaze se polozeni okomito na osteone i
povezuju individualne osteone. U kompaktnoj kosti, lamele su pravilno rasporedene u Cetiri
sustava: Haversove lamele, vanjske, rubne, kruzne lamele pod vezivhom ovojnicom kosti
(periost), unutrasnje kruzne lamele na granici prema kostanoj srzi (endost) i intersticijske ili
prijelazne lamele koje se nalaze medu trima spomenutim sustavima (3). S druge strane, u
spuzvastoj kosti, koStano tkivo oblikuju kostane gredice gradene od unutrasnjih osnovnih
lamela u kojima nema zilnih kanala (4). Spuzvasta koStana tvar najviSe je zastupljena u
podrudju epifize, a u tankom sloju ispunjava prostor dijafize. Kostane gredice grupiraju se u
smjeru djelovanja sila tlaka i vlaka na kost (5), a prostore izmedu kostanih gredica ispunjava

kostana srz (Slika 1.).
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Slika 1. Grada kosti (preuzeto i prilagodeno s izvora na internetu (6)).

Periost ——

Nadalje, kosti se dijele temeljem oblika na duge, Siroke i kratke. Epifiza je krajnji dio duge
kosti i gradena je od spuzvaste kosti te je prekrivena tankim slojem kompaktne kosti. Dijafiza
¢ini cilindrican sredis$nji dio duge kosti ve¢inom graden od kompaktne kosti s malo spuzvaste
kosti. Po mikroskopskoj gradi kostano se tkivo dijeli na primarno ili nezrelo i sekundarno ili
zrelo tkivo. Primarno je kostano tkivo prisutno u embrionalnom razdoblju, nakon prijeloma i
u drugim reparacijskim procesima, a sekundarno kostano tkivo prevladava u odraslih.

Kostano tkivo sastoji se od stanica i koStanog matriksa.

1.1.1.KoStane stanice

U kostanom tkivu nalazi se nekoliko razli¢itih tipova stanica: osteoblasti, osteociti,
osteoklasti i pokrovne stanice. Pokrovne su stanice izduzeni i zreli osteoblasti koji pokrivaju
endostalnu povrsinu kosti. Osteoblasti su stanice koStanog tkiva koje proizvode, odlazu i
mineraliziraju koStani matriks. Nastaju iz pluripotentnih mezenhimalnih stanica koje se
nalaze u periostu, endostu, sinovijalnoj membrani, perihondriju i krvi. Osteoblasti s ostalim
stanicama u koStanom tkivu ¢ine bazi¢nu metaboli¢ku jedinicu (engl. basic metabolic unit,

BMU) koja odrzava homeostazu kostanog tkiva (4).
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Osteoklasti su velike stanice s nekoliko desetaka stani¢nih jezgara koje nastaju iz
stanica monocitno/makrofagne linije. Njihova je glavna uloga resorpcija kosti lucenjem
kolagenaze i drugih enzima koji razgraduju kolagen 1 kristale kalcijevih soli.

Osteociti su terminalno diferencirane i najbrojnije stanice kostanog tkiva, a nastaju
ukopavanjem osteoblasta u koStani matriks. Smjesteni su u lakunama izmedu kostanih lamela
1 svaka lakuna sadrzi jedan osteocit. Svaki osteocit ima brojne citoplazmatske izdanke koji se
nalaze u koStanim kanali¢ima (kanalikulima). Tako su osteociti dobro umrezeni s ostalim
stanicama kostanog tkiva. Osteociti registriraju promjene u kostanom tkivu temeljem kojih
se regulira aktivnost osteoklasta i osteoblasta (5). U odnosu na ostale stanice kostanog tkiva,
osteociti izrazavaju receptor za karboksilni kraj paratireoidnog hormona (PTH) koji je

znacajan u intracelularnom prijenosu signala i proapoptotickoj aktivnosti osteocita (4).

1.1.2. KoStani matriks

Kostani se matriks dijeli na organski i anorganski dio. Organski dio koStanog matriksa
sadrzi 90 % kolagena tipa I, a ostalih 10 % ¢ine proteoglikani, elastin, glikoproteini, male
peptidne signalne molekule i mikrofibrilarni proteini. Kolagen tipa | najzastupljeniji je
kolagen kostanog tkiva i nositelj je njegovih biomehanickih svojstava (4). Sinteza kolagena
zapocinje prepisivanjem gena koji kodiraju a lanac prekursorske molekule preprokolagena
koja se zatim pomocu vodece sekvence usmjerava u lumen endoplazmatskog retikuluma.
Slijedi hidroksilacija ostataka lizina i prolina te glikozilacija hidroksilizina u molekuli
prokolagena. U toj fazi prokolagen na svojim aminokrajevima i karboksilnim krajevima
sadrzi polipeptide za produljenje lanca (engl. extension peptide) koji ¢e, zbog svojih
cisteinskih ostataka, stvarati disulfidne veze unutar lanca i medu lancima. To ¢e pomo¢i u
prepoznavanju molekula kolagena i stvaranju trostruke uzvojnice. Nadalje, prokolagen se
izlucuje iz stanice egzocitozom, a prokolagenska aminoproteinaza i karboksiproteinaza
kidaju polipeptide za produljenje lanca pri ¢emu nastaje tropokolagen. Tropokolagen se
sastoji od tri polipeptidne a-uzvojnice koje se ispreplecu jedna oko druge u desnu stranu te
¢ine jedinstvenu kolagensku trostruku uzvojnicu (7). Polimerizacijom tropokolagena nastaju
kolagenske fibrile koje se unakrsnim kovalentnim vezama lateralno udruZuju u kolageno
vlakno tako da je svaka molekula tropokolagena longitudinalno premjestena od susjedne za
Cetvrtinu svoje duzine. Medu tropokolagenskim molekulama, koje su unutar kolagenog
vlakna posloZene u cetvrtinu razmaknut prored, javljaju se prazni prostori u kojima se

smjeStaju nekolageni proteini i minerali (4,7). Pri djelovanju mehanicke sile na kost,
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kovalentne veze u kolagenu mogu biti raskinute i pri tome osloboditi potrebnu energiju za
svladavanje energije djelujuceg stresora uz oCuvanje strukture koStanog tkiva (4). Za razliku
od organskog dijela koji daje elasti¢nost kosti, anorganski je dio zasluzan za ¢vrstocu kosti.
Anorganski dio 95 % ¢ini kalcijev fosfat (Caio(PO4)s(OH)2) u obliku kristala hidroksiapatita,
kalcijev fluorid, kalcijev citrat i magnezijev citrat. Kristal hidroksiapatit kompleksna je sol s
kalcijem kao sredi$njim ionom, ima oblik kvadra, a dimenzije su mu odredene dimenzijama
slobodnog prostora medu molekulama kolagena (4). Smatra se da je mehanizam koji dovodi
do vezanja DNA na anorganski dio kosti utemeljen na privla¢nim ionskim vezama pri ¢emu
se monovalentni 1 bivalentni kationi unutar kosti ponasaju kao most medu negativno
nabijenim ionima minerala i DNA. Hidroksiapatit ima snaznu ulogu u zastiti DNA od

prirodne razgradnje i degradacije pod utjecajem vanjskih ¢imbenika (8).

1.1.3. DNA u koStanom tkivu

Kost je dinamicko tkivo koje prate procesi koStanog oblikovanja i preoblikovanja te
se pocinje razvijati u osmom tjednu embrionalnog razvoja (5). Kostanim oblikovanjem kosti
mijenjaju svoj oblik u razdoblju embrionalnog rasta i razvoja pa sve do zrele dobi, ovisno o
fizioloskim utjecajima ili mehanickoj sili. KoStanim se preoblikovanjem odrzava struktura
kosti, popravlja oSte¢enje koStanog tkiva i odrzava homeostaza kalcija i fosfora (5). DNA se
obi¢no nalazi unutar koStanih stanica, ali se moze naéi i u krvi i limfatickim stanicama. U
izvanstani¢ni matriks DNA dospijeva tijekom apoptoze stanica kosStanog matriksa prilikom
remodeliranja kosti te nakon smrti organizma kao posljedica razgradnih procesa (9). Jedna
od najces¢e prihvacenih teorija o ocuvanju DNA u kostima obrazlaZze opstanak DNA u
organskom dijelu koStanog matriksa stvaranjem veze molekule DNA s hidroksiapatitom,
kolagenom ili proteinima (10). Kolagen osigurava zastitu hidroksiapatita §to ga ¢ini manje
podloznim otapanju, a biomineralizacija s hidroksiapatitom osigurava stabilnost molekule

kolagena i usporava kemijsku i biolosku degradaciju DNA (9).

1.2. 1zolacija DNA

Za izolaciju DNA iz koStanog praha najces¢e se primjenjuju klasi¢ne metode kao Sto
su neafinitetna izolacija organskim otapalima ili afinitetna ekstrakcija vezanjem DNA za
¢vrstu fazu poput silika kolonica komercijalnog kompleta QIAamp DNA Mini. Neovisno o

izboru klasi¢ne metode, procesu ekstrakcije DNA iz kosti obavezno prethodi dekalcifikacija

Procjena djelotvornosti klasi¢ne organske i nove komercijalne metode za izolaciju DNA iz uzoraka Kosti
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koStanog uzorka postupkom viSednevnog otapanja koStanog praha u otopini
etilendiamintetraoctene (EDTA) kiseline koja veze slobodne katione Ca** i Mg te inaktivira
deoksiribonukleaze (DNaze) (Slika 2.).

Slika 2. Dekalcifikacija uzoraka koStanog praha.

Klasi¢na organska fenol/kloroform metoda temelji se na mijesanju fenola i kloroforma u
otopini s DNA i proteina u omjeru 1:1. Fenol i voda ne mijesaju Se pa Ce stvoriti dvije faze,
gornju vodenu i donju organsku. Kloroform u otopini pospjesuje razdvajanje dviju faza jer u
kombinaciji s fenolom tvori homogenu smjesu veée gustoce, @ manje polarnosti u odnosu na
vodenu otopinu. Stani¢ne Se makromolekule, koje lizom stanice dospijevaju u vodenu
otopinu fenola i kloroforma, razdvajaju temeljem polarnosti. Stoga negativno nabijene,
hidrofilne molekule DNA reagiraju s molekulama vode, a hidrofobne proteinske regije i
lipidne komponente stvaraju komplekse s fenolom. Nakon centrifugiranja dolazi do
razdvajanja vodene i organske faze pri ¢emu lipidi zaostaju u donjoj organskoj fazi, proteini
precipitiraju na granici dviju faza, a DNA molekule zaostaju u gornjem vodenom sloju.
Vodeni se sloj zatim moze prenijeti i organska faza odbaciti. 1zolacija se DNA u konac¢nici
postize dodatkom alkohola koji pospjesuje precipitaciju DNA molekula, stoga je DNA
moguce istaloziti centrifugiranjem i resuspendirati u odgovaraju¢em puferu.

Ipak, danas se sve vise koriste komercijalni kompleti, primjerice QlAamp Mini DNA
I PrepFiler BTA Kkit, koji se temelje na afinitetnoj ekstrakciji DNA. QlAamp DNA Mini
komercijalni komplet sadrzi QlAamp silika kolonice koje se mogu postaviti u vecinu
danasnjih mikrocentrifuga. Nacelo vezanja DNA na silika kolonicu temelji se na razdvajanju
spojeva razli¢itom apsorpcijom i interakcijom izmedu stacionarne i mobilne faze. U uvjetima

povisenog pH i povecane koncentracije soli DNA se tijekom kratkog centrifugiranja veze za

Procjena djelotvornosti klasi¢ne organske i nove komercijalne metode za izolaciju DNA iz uzoraka Kosti
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QlAamp silika kolonice, a proteini, soli i ostatci organskih otapala ispiru se s kolone. Noviji
izolacijski pristup u obliku PrepFiler BTA komercijalnog kompleta nudi moguénost
ekstrakcije DNA s manjim udjelom PCR inhibitora primjenom magnetskih cestica koje
specifi¢no vezu i selektivno fiksiraju DNA za povrSinu magneta tijekom ispiranja, kada se
uklanjaju sve druge komponente izolacijske smjese (11). Nacelo se rada temelji na nabijenim
magnetskim Cesticama koje pokazuju afinitet za vezanje DNA. Sam proces izolacije DNA
primjenom PrepFiler BTA kompleta ne zahtijeva prethodnu demineralizaciju koStanog praha

pa je time postupak izolacije DNA iz kosti olak$an i ubrzan (12).

1.3. Mjerenje koncentracije DNA
Nakon izolacije DNA slijedi mjerenje koncentracije dobivenog izolata primjenom

analitickih uredaja poput UV spektrofotometra, QUBIT fluorometra ili gPCR uredaja.

1.3.1. Mjerenje DNA primjenom UV spektrofotometra

Spektrofotometar mjeri koli¢inu zracenja odredene valne duljine koju je apsorbirala
mjerena otopina. Ovisnost apsorpcije nekog monokromatskog zracenja o koncentraciji tvari
kroz koju zrafenje prolazi opisuje Lambert-Beerov zakon. Prema tomu zakonu, intenzitet
propustenog zraCenja eksponencijalno se smanjuje s povecanjem koncentracije neke

homogene otopine. Lambert-Beerov se zakon prikazuje jednadzbom:

4= —og )
= —log|—
Iy

koja oznacava da je apsorbancija (A) jednaka negativhom logaritmu omjera intenziteta
propustenog zracenja (I) i intenziteta upadnog zracenja (Io). Nakon izmjerene apsorbancije,

koncentracija trazene supstance odreduje se formulom:
A = ecL

pri ¢emu je apsorbancija (A) jednaka umnoSku molarnog koeficijenta apsorpcije (€)
koncentracije tvari u otopini (c) i promjene valne duljine pri prolasku kroz mjerenu otopinu
(L). Mjerenje apsorbancije na valnim duljinama od 230 nm, 260 nm i 280 nm primjenjuju se
za procjenu koncentracije i ¢istoce DNA u ispitivanim uzorcima. Niske vrijednosti omjera
A260/A280 i A260/A230 upucuju na oneciscenje uzorka DNA proteinima i organskim

otapalima, ali je metoda nedovoljno osjetljiva u uzorcima izrazito niske koncentracije DNA.

Procjena djelotvornosti klasi¢ne organske i nove komercijalne metode za izolaciju DNA iz uzoraka Kosti
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1.3.2. Mjerenje DNA primjenom QUBIT fluorometra

Fluorometrija je analiticka metoda za kvantitativno odredivanje koncentracije tvari
temeljem intenziteta njihove fluorescencije pomocéu fluorometra. Fluorescencija neke tvari
moze se izmjeriti nakon apsorpcije fotona ¢ija energija uzrokuje prelazak elektrona iz
osnovnog singlet stanja (So) u jedno od nekoliko razina vibracijskog stanja (Si, S2) atoma
ispitivane tvari. Unutar 102 do 10 sekundi pobudeni elektroni spustaju se iz visih
vibracijskih razina (S2) na niZu vibracijsku razinu S1. 1z vibracijske razine (S1) elektron se
vraca u osnovno singlet stanje (So) uz emisiju fotona zracenja (fluorescencija). Buduci da se
nesto apsorbirane energije utroS§i na stvaranje vibracijskog pobudivanja, emisijsko,
fluorescentno zraenje nize je energije i vece valne duljine od one apsorbiranog zracenja
(Stokesov pomak). QUBIT fluorometar odreduje koncentraciju DNA temeljem vezanja
specifi¢nih fluorescentnih boja za dsDNA (od engl. double stranded DNA). Fluorescentne
boje osiguravaju specificnost i osjetljivost jer fluorescentni je signal lako identificirati i
postoji moguénost pojacavanja signala tako da se mogu detektirati manje koli¢ine uzorka i
zabiljeziti male razlike u koncentraciji. Ipak, metoda je neosjetljiva na prisutnost PCR
inhibitora, ili fragmentiranin DNA molekula, stoga je manje prikladna za kvalitativnu analizu
DNA (13).

1.3.3. Mjerenje DNA primjenom qPCR uredaja

Metoda lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu, qPCR (od engl.
quantitative PCR), vrsta je PCR reakcije koja se temelji na mjerenju fluorescencijskog signala
tijekom amplifikacije DNA u eksponencijalnoj fazi PCR reakcije. UspjeSnu amplifikaciju
DNA tijekom PCR reakcije osigurava prisutnost kratkih oligonukleotidnih pocetnica koje
vezu ciljne sljedove DNA molekule 1 osiguravaju specificno umnazanje genskih odsjecaka.
Osim toga, PCR smjesi dodaju se slobodni deoksinukleozid trifosfati (dNTP), pufer i MgCl>
koji je vazan za polimeraznu aktivnost enzima Taq DNA polimeraze tijekom PCR reakcije.
Porast broja kopija umnoZzenih DNA odsjecaka u stvarnom vremenu moguce je pratiti
TagMan probom koja veze specificne regije DNA izmedu dviju pocetnica. Na 5' kraju
TaqMan probe pri¢vrséena je ,,reporter boja, a na 3' kraju nalazi se ,,quencher* boja. Na
pocetku PCR reakcije, kada je proba netaknuta, a ,,reporter boja u neposrednoj blizini
,»quencher boje, ne dolazi do pojave fluorescencije (14). Tijekom faze elongacije, Taqg DNA
polimeraza koristi svoju 5'-egzonukleaznu aktivnost za cijepanje vezane probe sto rezultira

emisijom fluorescentnog zracenja reporter fluorokroma s 5' kraja TagMan probe (15). Sama
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PCR reakcija odvija se u trima osnovnim koracima: inicijalna denaturacija dvolan¢ane DNA
na 95°C, pad temperature na 60°C i vezanje pocetnica (engl. annealing) za komplementaran
jednolanc¢ani kalup, nakon Cega tijekom posljednje faze elongacije, na optimalnoj radnoj
temperaturi od 72 °C, enzim Tag DNA polimeraza sintetizira novi lanac DNA molekule.
Tijekom vise ponavljaju¢ih ciklusa zagrijavanja i1 hladenja PCR smjese dolazi do
amplifikacije velikog broja DNA odsjecaka.

U svrhu odredivanja koncentracije DNA na uredaju real-time PCR cesto se
primjenjuje metoda apsolutne kvantifikacije koja podrazumijeva usporedbu vrijednosti
fluorescencije nepoznatih uzoraka s fluorescencijom uzoraka poznate koncentracije, tzv.
standardima. Standardi se s nepoznatim uzorcima umnazaju tijekom PCR reakcije, a broj
PCR ciklusa u kojem fluorescentni signal nadmasuje pozadinski signal ili prag fluorescencije
oznacava se kao Ct vrijednost (od engl. treshold cycle) i proporcionalan je poc¢etnoj koli¢ini
DNA materijala u ispitivanom uzorku. lzmjerene Ct vrijednosti i poznate koncentracije
standardnih razrjedenja koriste se za pripremu standardne krivulje koja zatim sluzi za
odredivanje koncentracije DNA u nepoznatim uzorcima. U PCR reakciji 100 %-tne
ucinkovitosti ocekujemo linearan porast fluorescencije u odnosu na koncentraciju DNA u
uzorcima serijskih razrjedenja, stoga se ucinkovitost PCR reakcije moze izracunati iz

vrijednosti nagiba pravca standardne krivulje prema jednadzbi:

1
E = 10%e® — 1

Nagib pravca standardne krivulje odreduje se usporedbom omjera Ct vrijednosti 1

koncentracije DNA izmjerenih u prvoj i krajnjoj tocki standardne krivulje prema jednadzbi:

(16).
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1.4. Prednosti i nedostatci metoda

Interakcije izmedu mineralne matrice i DNA molekula u izvanstani¢cnom prostoru
kostanog tkiva otezavaju proces izolacije DNA iz kosti jer za uspje$nu je ekstrakciju i
posljedi¢ne analiticke procese potrebno nadvladati veze izmedu DNA, hidroksiapatita i
kolagena tipa I. Izolaciju kvalitetnog genctickog materijala dodatno otezava dugotrajna
izlozenost posmrtnih ostataka procesima razgradnje u tlu koji pospjesSuju oste¢enje DNA
molekula i kontaminaciju uzoraka kosti mikrobnom DNA. Rezultati su izolacije DNA iz
kostanog tkiva stoga nerijetko niske kvalitete, s malom koncentracijom DNA i visokim
udjelom zaostalih otapala i neproteinskih oneciS¢enja koja ometaju posljedi¢cnu PCR analizu
(17). EDTA tretmani koji prethode izolaciji DNA iz kostanog praha ¢esto rezultiraju viskom
proteina i drugih biomolekula koje se u reakcijskoj smjesi mogu ponasati kao endogeni PCR
inhibitori (17). Takve inhibitorne u¢inke posreduju primjerice produkti Maillardove reakcije,
razgradni tkivni produkti poput hema i mioglobina, bakterijska DNA, sastojci tla poput
fulvinske i humusne kiseline, tanini i kompleksirajuci ioni Zeljeza u fero obliku (Fe™) (18).
Humusna kiselina ima ista fiziokemijska svojstva kao fosfatne skupine nukleotida DNA zbog
Cega tijekom procesa izolacije dolazi do kompeticije s molekulom DNA za mjesta adsorpcije
(17). Zanimljiv je podatak da minimalna koncentracija od 0,08 pl/ml humusne kiseline moze
uzrokovati inhibiciju najosjetljivije Taq polimeraze (17).

Dosadasnji rezultati usporednih studija u¢inkovitosti izolacijskih tehnika pokazuju da
afinitetne metode utemeljene na nacéelu ekstrakcije DNA vezanjem za silika gel, u odnosu na
klasi¢nu, organsku metodu, daju veéi prinos DNA s manjim udjelom PCR inhibitora (17).
Medutim, velika raznolikost komercijalnih protokola koji primjenjuju silicijeve membrane, a
u pretkoraku se dekalcifikacije koriste razli¢itim puferima za digestiju, u razli¢itim
temperaturnim 1 vremenskim intervalima oteZava usporedbu i izbor optimalne metode za
izolaciju DNA iz kosti. Nove afinitetne matrice u obliku magnetskih kuglica pruzaju
mogucénost izolacije DNA bez prethodne dekalcifikacije, ali je pocetan unos koStanog
materijala, pa i prinos DNA materijala, ograni¢en brojem i veli¢inom kuglica u jednoj
reakciji.

U konacnici, koncentracija i strukturni integritet izolirane DNA imaju najvazniju
ulogu na uc¢inkovitost PCR reakcije i uspjesnost forenzicke analize koStanih uzoraka. Analiza
premale koli¢ine ili fragmentirane DNA moze rezultirati gubitkom specificnog PCR
produkta. Suprotno tomu, u uvjetima prevelike koncentracije DNA Cesta je pojava nezeljenih
nespecifiénih PCR fragmenata (19). Zbog navedenog, mjerenje kolicine i kvalitete DNA

izrazito je vazno u svrhu postizanja optimalnih rezultata u forenzi¢kim analizama.
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2. CILJEVI

Ciljevi su provedenog istrazivanja:

1) ispitati i usporediti prinos i ¢istoéu DNA iz koStanog praha nakon izolacije pomocu
klasi¢ne organske metode, QIAamp Blood Mini kompleta i PrepFiler BTA komercijalnog

seta,

2) utvrditi djelotvornost ispitivanih metoda za izolaciju mjerenjem podudarnosti

koncentracije DNA izmjerene na Qubit fluorometru i qPCR uredaju.

Procjena djelotvornosti klasi¢ne organske i nove komercijalne metode za izolaciju DNA iz uzoraka Kosti
primjenom Qubit fluorometra i qPCR uredaja 10



Materijali i metode

3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.2. Uzorci kosti

Istrazivanjem je obuhvaceno deset arhivskih uzoraka kostanog praha koji su temeljem
ugovora izmedu Ministarstva hrvatskih branitelja i Medicinskog fakulteta Osijek prethodno
izuzeti u svrhu identifikacije posmrtnih ostataka osoba nestalih u Domovinskom ratu. Za
potrebe istrazivanja upotrijebljen je dio kostanog praha (0,1g/uzorku) preostao nakon
provedene analize DNA, sukladno odobrenju Uprave za zatoCene i nestale pri Ministarstvu
branitelja. Tijekom postupka izolacije, analize i interpretacije rezultata upotrijebljeni su
kodirani identifikacijski brojevi, a identitet posmrtnih ostataka nije otkriven ni u jednoj fazi
istrazivanja. Studiju je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveudilista u
Osijeku (potvrda br.602-01/18/08/07).

3.1.3. Upotrijebljene kemikalije
e Autoklavirana i deionizirana H20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e 0,5M EDTA, pH=8.0 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e SDS (10%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e 500 mM DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e Phenol — chloroform — isoamyl alcohol mixture, 100 mL (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD)
e 1M Tris-HCI, pH=8 (Ambion, Carlsbad, CA, SAD)
e Proteinaza K, 20 mg/mL (Ambion, Carlsbad, CA, SAD)
e Centrikon-100 filter tubice (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, SAD)
e QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Njemacka)
o Proteinaza K
o AL pufer (Buffer AL)
o Etanol (96 — 100 %)
o AW1 pufer (Buffer AW1)
o AW?2 pufer (Buffer AW2)
o AE pufer (Buffer AE)

Procjena djelotvornosti klasi¢ne organske i nove komercijalne metode za izolaciju DNA iz uzoraka Kosti
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e PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
SAD)
o PrepFiler Lysis Buffer
o PrepFiler Magnetic Particles
o PrepFiler BTA Lysis Buffer
o PrepFiler Wash Buffer A Concentrate
o PrepFiler Wash Buffer B Concentrate

o PrepFiler Elution Buffer Proteinase K

e Qubit™ 4 Quantitation Starter Kit (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, SAD)
o Qubit® dsDNA HS Reagent (Component A)
o Qubit® dsDNA HS Buffer (Component B)
o Qubit® dsDNA HS Standard #1 (Component C)
o Qubit® dsDNA HS Standard #2 (Component D)

e Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
SAD)
o Quantifiler PCR Reaction Mix (store at 2 to 8°C).
o Quantifiler Human DNA Standard (store at -15 to -25°C).

o Quantifiler Human Primer Mix (store at -15 to -25°C).

3.2. Metode

U radu su primijenjene tri metode za izolaciju DNA: klasicna organska
fenol/kloroform metoda, QIAamp DNA Blood Mini Kit i PrepFiler Forensic DNA Extraction
Kit. Mjerenje koncentracije DNA provedeno je pomocu real-time PCR uredaja QuantStudio

5 (Applied Biosystems, SAD) i fluorometra Qubit (Thermo Fisher Scientific, SAD).

3.2.1. Izolacija koStanog praha

Uzorci su kosti ocis¢eni pod mlazom vode i nozem su mehanicki uklonjene sve
necistoce poput zemlje, tkiva i koStane srzi. Zatim su kosti oprane metalnom cetkom i
Kemexom dva puta te isprane destiliranom vodom. Slijedi pranje plasticnom cetkom i
varikinom (13 %) te ponovno ispiranje dva puta destiliranom vodom i dva puta etanolom (70

%). Kosti su ostavljene da se suse preko no¢i. Sljedeci dan, prije brusenja, kosti su prebrisane
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etanolom (70 %) i stavljene pod UV svijetlo 15 — 20 minuta. U sterilnom je prostoru izbrusen
i bacen povrsinski sloj kosti do dubine 2 mm. Nastavak je brusilice o¢iS¢en ¢etkom i
varikinom, ispran destiliranom vodom i etanolom (70 %) te je ostavljen da se osusi na zraku.
Nakon toga nastavljeno je brusenje kosti na ¢ist i UV tretiran A4 papir. Kostani je prah

prebacen s papira u sterilne polipropilenske epruvete od 15 ml, do koli¢ine 0,1 g.

3.2.2. Klasi¢na organska metoda

Fenol/kloroform klasi¢na organska metoda neafinitetna je metoda izolacije DNA koja
uklanja sve proteine iz otopine ¢ime ujedno procis¢ava DNA. Prednost je te metode
mogucnost izolacije DNA iz Sirokog spektra uzoraka, ali je postupak dugotrajan, pojava
zaostalih organskih otapala ucestala, a upotrijebljene kemikalije izrazito toksi¢ne (18).

Izolacija DNA ucinjena je pomocu klasi¢ne, organske metode prema sljedecem
protokolu:

U sterilne tubice od 15 ml odvagano je 100 mg pripremljenog kostanog praha i dodana 3 ml
0,5 M otopine EDTA (pH 8.0). Nakon kratkog vorteksiranja uzorci su postavljeni u rotator i
preko no¢i inkubirani na 37 °C pri brzini od 950 obr/min. Sljedeci su dan uzorci kostanog
praha istalozeni centrifugiranjem tijekom tri minute na 5000 rpm/min, a supernatanti su
odbaceni. Postupak je dekalcifikacije ponovljen nakon dodatka 3 ml 0,5 M otopine EDTA u
svaku tubicu koje su zatim vorteksirane i inkubirane pod istim uvjetima. Isti postupak
dekalcifikacije ponovljen je i tre¢i dan. Cetvrti su dan uzorci kostanog praha istalozeni
centrifugiranjem, supernatant je uklonjen, a talog je ispran dodatkom 3 ml sterilne destilirane
H20. Nakon kratkog mijesanja na vorteksu uzorci su istalozeni centrifugiranjem tri minute
na 5000 rpm/min. Postupak je ponovljen jo§ jednom, a zatim je u preostao talog dodano 40
ul proteinaze K te 400 pl prethodno pripravljenog ekstrakcijskog pufera (1 M Tris-HCI pH=8,
0,5 M EDTA pH=8, 10 % SDS, 500 mM DTT, high pure H20). Pripremljena smjesa zatim
je prebacena u novu tubicu od 2 ml i inkubirana uz mijeSanje 24 h na 60 °C. Sljedeci je dan
u smjesu liziranih stanica dodano 500 pl otopine fenol-kloroform-izoamilnog alkohola
(125:24:1) i tubice su promijesane izvrtanjem deset minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije uzorci su centrifugirani deset minuta na 8000 rpm/min. Gornja vodena faza
prebacena je u novu tubicu s 500 pl fenol-kloroform-izoamilnog alkohola te su uzorci
izmijeSani laganim okretanjem tijekom 10 min na sobnoj temperaturi. Postupak je

centrifugiranja i prikupljanja vodene faze ponovljen te je u ukupan volumen vodene faze
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dodano 500 pl n-butanola. Smjesa je promijeSana laganim okretanjem, a zatim razdvojena
centrifugiranjem dvije minute na 5000 g. Nakon centrifugiranja donja je faza polako

ispipetirana u novu tubicu, a gornja je faza bacena (Slika 3.).

Slika 3. Prikaz gornje i donje faze smjese kod fenol/kloroform metode koje nastaju zbog

razlike u gusto¢i tekucina.

Dobiveni izolat dodatno je pro¢iscen centrifugiranjem pomoc¢u Centrikon-100 filter kolonica
(Applied Biosystems) koje su pripremljene za koristenje dodatkom 2 ml TE pufera i
centrifugiranjem pet minuta na 2000 g. Postupak je ponovljen dva puta i po zavrSetku drugog
koraka ispiranja Centrikon su tubice izokrenute, a ostatak TE pufera spusten je u kapicu
Centrikona centrifugiranjem dvije minute na 1000 g.

Vodena je donja faza svakog uzorka razrijedena TE puferom do volumena 2 ml i zatim
prebacena u Centrikon-100 tubice. Tubice su centrifugirane 30 minuta na 2000 g u fiksnom
rotoru. Postupak ispiranja i centrifugiranja ponovljen je nakon dodatka 2 ml TE pufera u
Centrikon-100 tubice. Prikupljeni su izolati zatim spusteni u kapicu Centrikona
centrifugiranjem dvije minute na 1000 g, a potom su prebaceni u PCR tubice. Svaki je uzorak

oznacen jedinstvenom identifikacijskom oznakom i pohranjen na — 20 °C.

Procjena djelotvornosti klasi¢ne organske i nove komercijalne metode za izolaciju DNA iz uzoraka kosti
primjenom Qubit fluorometra i gPCR uredaja 14



Materijali i metode

3.2.3. QIAmp DNA Blood Mini Kit

Izolacija DNA provedena je pomoc¢u komercijalnog kompleta ,,QIAamp DNA Blood
Mini Kit* prema sljede¢em protokolu:
U svaku sterilnu tubicu od 15 ml odvagano je 100 mg kostanog praha i dodana su 3 ml 0,5 M
otopine EDTA (pH 8.0). Nakon kratkog mijeSanja na vorteksu uzorci su preko noc¢i inkubirani
na 37 °C uz stalno mijesanje na rotatoru pri brzini od 950 obr/min. Sljede¢i dan uzorci su
centrifugirani tri minute na 5000 rpm/min, a supernatant je odbacen. U talog svakog uzorka
dodana su 3 ml 0,5 M otopine EDTA, smjesa je kratko promijesana, a zatim inkubirana preko
noc¢i na 37 °C u rotatoru pri brzini od 95 obr/min. Isti postupak ponovljen je sljedeé¢i dan.
Cetvrti dan uzorci su istaloZeni centrifugiranjem, supernatant je bacen, a u talog su dodana 3
ml sterilne destilirane H.O. Nakon kratkog mijeSanja uzorci su ponovno istaloZeni
centrifugiranjem tri minute na 5000 rpm/min. Postupak je ispiranja vodom ponovljen. U
preostali talog svake tubice dodano je 40 ul proteinaze K i 400 ul ATL pufera te su uzorci
dobro promijesani na vorteksu tijekom jedne minute. Uzorci su zatim inkubirani 24 sata na
60 °C uz stalno mijesanje na uredaju Eppendorf Thermomixer. U suspenziju liziranih stanica
sljede¢i je dan dodano 400 ul AL pufera te su uzorci inkubirani jedan sat na 70 °C uz
mijesanje. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani pet minuta na 3000 rpm/min, a odvojeni
supernatant prebacen je u novu tubicu od 2 ml i u sljede¢em koraku pomijesan s jednakim
volumenom apsolutnog etanola. Zatim je na svaku spin kolonicu QIAmp DNA Blood Mini
komercijalnog kompleta naneseno 700 ul uzorka, zatvoreni su poklopci i spin su kolonice
centrifugirane jednu minutu na 8000 rpm/min. QlAamp Mini kolonice potom su udruzene s
novim kolekcijskim tubicama, ostatak je uzorka nanesen na spin kolonu koja je zatim

centrifugirana jednu minutu na 8000 rpm/min (Slika 4.).

Slika 4. QlAamp Mini kolonica s tubicom nakon procesa centrifugiranja.
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QIAamp Mini kolonice prebacene su u nove kolekcijske tubice i dodano je 500 ul pufera
AW1 u svaki uzorak te su uzorci centrifugirani jednu minutu na 8000 rpm/min. Postupak
ispiranja ponovljen je s 500 ul pufera AW2 centrifugiranjem tri minute na 14000 rpm/min.
Protok je odbacen i uzorci su jo$ jednom centrifugirani jednu minutu na 14000 rpm/min.
Kolonice su preba¢ene u nove tubice od 1,5 ml te je dodano 150 ul AE pufera. Uzorci su
inkubirani jednu minutu na sobnoj temperaturi i centrifugirani jednu minutu na 8000
rpm/min. Prethodni je korak ponovljen, a zatim je 300 pl eluata svakog uzorka koncentrirano
centrifugiranjem u centrikonu Amicon Ultra 4 (Merck Milipore, SAD) tijekom pet minuta pri
4000 rpm/min. Tipsom je zatim s dna membrane centrikona pazljivo pokupljen koncentrirani
DNA izolat. Svaki je uzorak oznacen jedinstvenom identifikacijskom oznakom i pohranjen

na — 20 °C.

3.2.4. PrepFiler® BTA Forensic DNA Extraction Kit
PrepFiler BTA Forensic DNA Extraction komercijalni komplet sadrzi reagense za lizu
stanica, uklanjanje PCR inhibitora, magnetske Cestice za vezanje genomske DNA te eluiranje

koncentrirane i proc¢is¢ene DNA (11). Dizajniran je za izolaciju DNA iz uzoraka kosti i zubi.

Izolacija DNA provedena je pomocu komercijalnog kompleta ,,PrepFiler BTA
Forensic DNA Extraction Kit* prema sljede¢em protokolu:
Mijesalica Eppendorf Thermalshaker zagrijana je na 56 °C. U svaku je sterilnu tubicu od 2
ml izvagano 100 mg kostanog praha i dodano 220 pl PrepFiler BTA Lysis pufera, 3 ul DTT
(1,0 M) i 7 pul proteinaze K. Nakon toga tubice su zatvorene i promijesane 5 s na short spin
vorteksu. Tubice su zatim postavljene u zagrijanu mijesalicu i inkubirane 2 h na 56 °C pri
brzini od 1100 rpm. Nakon inkubacije uzorci su ohladeni na sobnoj temperaturi, a zatim
centrifugirani 90 s pri maksimalnoj brzini od 14.000 rpm. Dobiveni bistri supernatanti
otpipetirani su u nove 1,5 ml tubice te je svakom uzorku dodano 300 pul PrepFiler BTA Lysis
pufera. Magnetske su kuglice pripremljene za rad mijeSsanjem na vorteksu tijekom 5 s.
Svakom uzorku zatim je dodano 15 ul PrepFiler Magnetic Particles reagensa te su tubice
vorteksirane 10 s pri niskoj brzini (Slika 5.).
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Slika 5. Tubica uzorka nakon dodanog PrepFiler Magnetic Particles reagensa i mijesanja na

uredaju vorteks.

Pri sljede¢em koraku u svaku je tubicu otpipetirano 300 ul izopropanola (99,5 %), tubice su
zatvorene i vorteksirane pri niskoj brzini. Pripremljeni su uzorci tijekom sljede¢ih deset
minuta mijeSani na sobnoj temperaturi u termalnoj mijesalici pri brzini od 700 rpm. Nakon
inkubacije, uzorci su vorteksirani 10 s na maksimalnoj brzini. Tubice s uzorcima zatim su
postavljene u magnetski stalak i inkubirane na sobnoj temperaturi 2 — 3 minute, sve do

trenutka kad se magnetski pelet na stijenci tubice prestao povecavati (Slika 6.).

Slika 6. Tubice s uzorcima na magnetskom stalku. Na slici je vidljiv magnetski pelet na

stijenkama tubica.
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U sljedec¢em koraku tekuca faza u svakoj tubici pazljivo je aspirirana, bez dodirivanja
magnetskog peleta, te je potom u tubice dodano 600 ul A pufera za ispiranje. Nakon mije$anja
na vorteksu (15 s), tubice su ponovno postavljene u magnetski stalak. Nakon inkubacije
tijekom jedne minute uslijedila je ponovna aspiracija tekuce faze. Postupak ispiranja
ponovljen je u sljede¢im dvama koracima, najprije primjenom A pufera u volumenu od 300
ul, a zatim dodatkom B pufera u jednakom volumenu. Nakon ispiranja, tubice su ostavljene

na magnetskom stalku s otvorenim poklopcem tijekom 7 — 10 minuta radi susenja (Slika 7.)

Slika 7. Tubice s uzorkom na magnetskom stalku, ostavljene bez poklopca da se suse na

zraku.

Tubice su uklonjene s magnetskog stalka te je svakom uzorku dodano 50 pl PrepFiler Elution
pufera. Vidljivi je magnetski pelet resuspendiran vorteksiranjem 5 s pri maksimalnoj brzini.
Nakon deset minuta inkubacije na 70 °C pri brzini od 900 rpm, uzorci su vorteksirani 2 s pri
maksimalnoj brzini te ponovno postavljeni u magnetski stalak. Vezanjem magnetskih kuglica
za stijenke tubica u tekucoj fazi ostaje slobodna DNA koja je u sljede¢em koraku prenesena
u nove 1,5 ml PCR tubice, bez dodirivanja magnetskog peleta na stijenci. Svaki je uzorak

oznacen jedinstvenom identifikacijskom oznakom i pohranjen na — 20 °C.
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3.2.5. Mjerenje koncentracije DNA pomo¢u komercijalnog kompleta ,,Qubit High
Sensitivity DNA
Mjerenje koncentracije DNA na Qubit fluorometru provedeno je Qubit HS DNA

komercijalnim kompletom prema uputama proizvodaca:

Pripremljena je Qubit radna otopina za trideset uzoraka DNA i dva standarda mijeSanjem
6,368 ml Qubit dSDNA HS pufera i 32 ul Qubit dSDNA HS reagensa, u omjeru 1:200. Nakon
toga, Standard 1 pripremljen je mijesanjem 190 pl Qubit radne otopine i 10 ul reagensa Qubit
dsDNA HS Standard 1. Standard 2 pripremljen je mijesanjem 190 ul Qubit radne otopine i
10 pul reagensa Qubit dsDNA HS Standard 2. U sljede¢em koraku u svaku tubicu otpipetirano
je 5 ul DNA izolata i 195 pl Qubit radne otopine. Pripremljeni su uzorci vorteksirani 2 — 3
sekunde, a potom inkubirani dvije minute na sobnoj temperaturi. Nakon toga, na uredaju
QUBIT redom su izmjerene vrijednosti fluorescencije uzoraka poznate DNA koncentracije,
tj. standarda 1 i 2, a zatim su temeljem dobivenih standardnih krivulja utvrdene vrijednosti

koncentracije DNA u ispitivanim uzorcima DNA izolata.

3.2.6. Mjerenje koncentracije DNA pomo¢u komercijalnog kompleta ,,QuantiFiler
Human Quantification DNA Kit*

Komercijalni komplet QuantiFiler Human Quantification DNA dizajniran je za
umnazanje i Kvantifikaciju ljudske DNA. Kit sadrzi 2 kompleta pocetnica i TagMan proba
(QuantiFiler Human Primer Mix) koje sluze za istovremenu amplifikaciju humanih i umjetno
proizvedenih oligonukleotidnih sekvenci (IPC, od eng. Internal PCR control), a u svrhu
kontrole prisutnosti PCR inhibitora (14). U PCR reakciji, bez primjesa PCR inhibitora,
oc¢ekuje se pojava 2 PCR produkta koje specifiéno vezu dvije razli¢ite TagMan probe pa je
umnazanje humanih i umjetno proizvedenih genskih odsjecaka tijekom PCR reakcije moguce
pratiti u stvarnom vremenu. Komercijalni kompleti, poput QuantiFiler Human DNA
Quantification seta, ¢esto se primjenjuju u svrhu kvantifikacije DNA materijala iz koStanog
tkiva. Mjerenje koncentracije DNA Quantifiler Human DNA Quantification kompletom

provedeno je prema uputama proizvodaca.

Postupak: Prvo su pripremljeni Standard 1 (50 ng/ul) i Standard 2 (16,7 ng/ul) koji se dobiva
trostrukim razrjedenjem Standarda 1. Zatim je napravljena PCR smjesa za 72 jazice na
mikrotitarskoj plo¢i, mijeSanjem 0,756 mL Quantifiler Human Primer Mix-a i 0,9 mL

Quantifiler PCR Reaction Mix-a. U sljede¢om koraku u svaku je jaZicu mikrotitarske ploce
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pipetirano 23 ul pripremljene PCR smjese, a potom je dodano 2 ul standarda ili DNA uzorka
sukladno shemi koja je prikazana u Tablici 1. Amplifikacija ciljnih genskih odsjecaka
provedena je tijekom ponavljaju¢ih ciklusa zagrijavanja i hladenja PCR smjese prema

unaprijed zadanom temperaturnom protokolu (Tablica 2.).

Tablica 1. Shema pipetiranja standarda i uzoraka na mikrotitarskoj plo¢i Quantifiler Human
DNA Quantification kompleta

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | stdl | Stdl | ZRKQ.1 | ZRKQ.2 | ZRKQ3 | ZRKQ.4 | ZRKQ5 | ZRKQ.6 | ZRKQ.7 | ZRKQ.8 | ZRKQ9 | ZRKQ.10
B | Std2 | Std2 | ZRKQ.1 | ZRKQ.2 | ZRKQ.3 | ZRKQ.4 | ZRKQ.5 | ZRKQ.6 | ZRKQ.7 | ZRKQ.8 | ZRKQ.9 | ZRKQ.10
C | stdl | Stdl | ZRKP.1 | ZRKP.2 | ZRKP.3 | ZRKP.4 | ZRKP.5 | ZRKP.6 | ZRKP.7 | ZRKP.8 | ZRKP.9 | ZRKP.10
D | Std2 | Std2 | ZRKP.L | ZRKP.2 | ZRKP.3 | ZRKP.4 | ZRKP.5 | ZRKP.6 | ZRKP.7 | ZRKP.8 | ZRKP.9 | ZRKP.10
E | Stdl | Stdl | ZRKO.1 | ZRKO.2 | ZRKO.3 | ZRKO.4 | ZRKO.5 | ZRKO.6 | ZRKO.7 | ZRKO.8 | ZRKO.9 | ZRKO.10
F | Std2 | Std2 | ZRKO.1 | ZRKO.2 | ZRKO.3 | ZRKO.4 | ZRKO.5 | ZRKO.6 | ZRKO.7 | ZRKO.8 | ZRKO.9 | ZRKO.10
G
H

Std1 — Standardl, Std2 — Standard 2, ZRKQ — Zavrs$ni rad kost QlAamp,
ZRKP — Zavr$ni rad kost Prepfiler, ZRKO — Zavrs$ni rad kost Organska

Tablica 2. Temperaturni uvjeti real-time PCR reakcije u uredaju Quant Studio 5.

Temperaturaa Vrijemee

Hold 95 °C 10 min
PCR Denature 95°C 15s
Stage Anneal/extend 60 °C 1 min
Hold 4°C ©

3.3. Statisticke metode

Omijerne varijable prikazane su medijanom s interkvartilnim rasponom (IQR). Normalnost
distribucije procijenjena je 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. Povezanost
kontinuiranih varijabli procijenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije (p).
Podudarnost mjerenja ocijenjena je Linovim (20, 21) 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 znaajnosti, a testovi su provedeni u
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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.).

Procjena djelotvornosti klasi¢ne organske i nove komercijalne metode za izolaciju DNA iz uzoraka Kosti
primjenom Qubit fluorometra i qPCR uredaja 21



Rezultati

4. REZULTATI

Nakon izmjerene koncentracije DNA analiziran je prinos DNA iz kosStanog praha na
Qubit fluorometru i QuantStudio 5 PCR uredaju, ovisno o izboru metode za ekstrakciju DNA.
Takoder je provedena analiza podudarnosti mjerenja koncentracije DNA na Qubit

fluorometru i QuantStudio 5 PCR uredaju.

4.1. Analiza prinosa DNA iz ko§tanog praha na Qubit fluorometru ovisno o izboru

metode za ekstrakciju DNA

Mjerenjem koncentracije DNA iz koStanog praha na Qubit fluorometru zabiljeZena je
znacajna razlika u prinosu DNA ovisno o izboru metode za izolaciju (Kruskal-Wallisov test;
P =0,00035).

Primjenom klasi¢ne organske metode za izolaciju DNA iz kosStanog praha (KO) dobiven
je najmanji prinos DNA [median; M.=0,048 ng/ul (IQR (0,027-0,063)] u odnosu na koli¢inu
ostvarenu upotrebom PrepFiler BTA Forensic (KP) [Me=2,94 ng/ul (IQR (0,21-4,41); P =
0,00076] i QlAamp Blood Mini kompleta (KQ) [Me=0,8 ng/ul (0,08-1,04); P = 0,031].
Najveci prinos DNA izmjeren Qubit fluorometrom zabiljeZen je u uzorcima koji su izolirani
pomocu PrepFiler BTA kompleta, ali znacajna razlika u odnosu na koli¢ine dobivene

primjenom QIAamp Blood Mini nije zabiljezena (P = 0,228) (Slika 8.).
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Slika 8. Prinos DNA materijala iz uzoraka kostanog praha nakon izolacije DNA klasi¢cnom
organskom metodom (KO), PrepFiler BTA Forensic DNA (KP) i QlAamp Blood Mini (KQ)
kompleta. Koncentracija DNA odredena je mjerenjem na Qubit fluorometru, a zabiljezene
vrijednosti prikazane su pravokutnim ili box-plot dijagramom. Gornje i donje vertikalne crte
box-plot dijagrama predstavljaju granice 1,5 x interkvartilnog raspona. Prema Tukeyju,
ekstremne vrijednosti oznacene su tockom, a prag je znacajnosti definiran kao P < 0,05

(Kruskal-Wallisov test s post hoc Bonferroni-Dunnovom poredbom). Ordinata je log-os.

4.2. Analiza prinosa DNA iz koStanog praha na QuantStudio 5 PCR uredaju ovisno o
izboru metode za ekstrakciju DNA

Mjerenjem koncentracije DNA iz ko$tanog praha na real-time PCR uredaju QuantStudio
5 zabiljezena je statisticki znacajna razlika u koli¢ini DNA izolata dobivenog primjenom triju

razli¢itih metoda za ekstrakciju DNA (Kruskal-Wallisov test; P = 0,0000015).

Primjenom QuantiFiler Human Quantification DNA kompleta na real-time PCR uredaju
u uzorcima DNA koji su izolirani klasicnom organskom metodom (KO) nije zabiljezena
amplifikacija humanih ciljnih sekvenci. Istovremeno, u istim uzorcima i uvjetima PCR
reakcije umnazanje IPC kontrole uspjesno je provedeno, stoga je negativan uc¢inak endogenih
PCR inhibitora isklju¢en kao moguéi uzrok izostanka amplifikacije humanog DNA

materijala.
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Jednako tako, u uzorcima DNA Kkoji su izolirani primjenom PrepFiler BTA (KP) i
QlAamp Blood Mini kompleta (KQ), prisutnost endogenih PCR inhibitora nije zabiljeZena.
Najveci prinos DNA zabiljezen je u uzorcima koji su ekstrahirani primjenom KP metode [Me
= 0,11 ng/ul (IQR (0,044 - 0,17)], ne samo u odnosu na koli¢ine dobivene KO metodom
[P=0,00000023], ve¢ i u odnosu na prinose ostvarene primjenom KQ metode [KP vs KQ;
0,11 ng/ul (0,044 - 0,17) vs 0,014 ng/ul (0,009 - 0,018); P = 0,0096] (Slika 9.). Jednako kao
1 rezultati zabiljezeni na Qubit fluorometru, mjerenja ostvarena na QuantStudio 5 uredaju

potvrduju najvecu ucinkovitost KP metode u izolaciji DNA iz kostanog praha.
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Slika 9. Prinos DNA materijala iz uzoraka kosStanog praha nakon izolacije DNA klasi¢cnom
organskom metodom (KO), PrepFiler BTA Forensic DNA (KP) i QlAamp Blood Mini (KQ)
kompleta. Koncentracija DNA odredena je mjerenjem na qPCR uredaju Quant Studio 5, a
zabiljeZene vrijednosti prikazane su pravokutnim ili box-plot dijagramom. Gornje i donje
vertikalne crte box-plot dijagrama predstavljaju granice 1,5 x interkvartilnog raspona. Prema
Tukeyju, ekstremne vrijednosti ozna¢ene su tockom, a prag je znacajnosti definiran kao P <
0,05 (Kruskal-Wallisov test s post hoc Bonferroni-Dunnovom poredbom). Ordinata je log-

0sS.
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4.3. Analiza podudarnosti mjerenja koncentracije DNA na Qubit fluorometru i
QuantStudio 5 PCR uredaju

Bland&Altman test sluzi za procjenu podudarnosti izmedu dvaju mjerenja dobivenih
primjenom razli¢itih kvantitativnih metoda. U svrhu kvantifikacije podudarnosti odreduje se
interval sporazumijevanja koji se izraCunava pomocu srednje vrijednosti i standardne
devijacije razlika izmedu dvaju mjerenja. Razlika izmjerenih vrijednosti (A-B) i aritmeticka
sredina uparenih mjerenja (Mean (A+B)/2) sluze za izradu Bland-Altmanova dijagrama
(Slika 10.). Analizom zabiljezenih vrijednosti koncentracije DNA izmjerenih na uredaju
Qubit i Quant Studio 5 utvrdena je srednja vrijednost razlike mjerenja koja iznosi -1,104
jedinica. Taj rezultat znaci da Qubit u prosjeku mjeri 1,104 jedinica vise u odnosu na qPCR.
Rezultati na grafu, medutim, pokazuju izrazito heterogena odstupanja duz intervala
podudarnosti, definiranog kao +/- 1,96 x SD razlike dvaju mjerenja, da Bland-Altman test
gubi svaki smisao (Slika 10.). To je uvelike posljedica izostanka qPCR mjerenja
koncentracije DNA u uzorcima koji su izolirani klasicnom organskom metodom, a Koji
uzrokuju pojavu velike razlike izmedu mjerenja ostvarenih na uredaju Qubit i Quant Studio

5.

Bland&Altman dijagram

+1,96 SD
2,000 2’23
1,000
0,000 @ ¢
0,000 ®Q500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500
@ -1,000
< ®
-2,000 e
-3,000
4,000 ®e -1,96 SD
-5,000 -4,44
(A+B)/2

Slika 10. Bland-Altmanov graf rasprSenja gdje svaka tocka predstavlja odnos srednje
vrijednosti i standardne devijacije (SD) razlika izmedu dvaju mjerenja. Srednja vrijednost
razlike mjerenja od -1,104 oznaCena je horizontalnom osi. Granice intervala

sporazumijevanja dviju metoda definirane su rasponom od +/- 1,96 x SD razlike mjerenja.

Procjena djelotvornosti klasi¢ne organske i nove komercijalne metode za izolaciju DNA iz uzoraka Kosti
primjenom Qubit fluorometra i qPCR uredaja 25



Rezultati

Linov je koeficijent konkordancije test kojim se mjeri podudarnost mjerenja zabiljeZenih
primjenom nove metode i referentne metode. Stupanj korelacije izmedu dvaju mjerenja
opisuje vrijednost Linova koeficijenta koji se moze kretati od -1 do 1. O¢ekivana vrijednost

Linova koeficijenta konkordancije savrseno podudarnih mjerenja priblizava se 1.

Linov koeficijent konkordancije upotrijebljen je za prikaz podudarnosti mjerenja DNA
koncentracije zabiljezenih pomocu Qubit fluorometra i qPCR uredaja. Graf Linova
koeficijenta konkordancije (Slika 11.) pokazuje rasprSene, izrazito male vrijednosti rezultata.
To je dokaz jako malog stupnja korelacije i podudarnosti [r = 0,05 (0,02 — 0,08)] izmedu

mjerenja ostvarenih pomoc¢u Qubit fluorometra i Quant Studio 5 qPCR uredaja.

1.00 u

Qubit {ng/uL)

0.01+ r=0.05 (0.02-0.08)

Metoda & KO KP B KQ

o MR Ll R B A
0.01 1.00
QuantStudio 5 (ng/uL)

Slika 11. Analiza podudarnosti izmjerenih vrijednosti koncentracije DNA uzoraka izoliranih
klasi¢énom organskom metodom (KO), PrepFiler BTA Forensic (KP) i QIAamp Blood Mini

(KQ) kompletom na uredaju Qubit i Quant Studio 5. Linov koeficijent konkordancije —r.
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5. RASPRAVA

Izolacija DNA iz kostiju delikatan je postupak koji zahtijeva primjenu visoko
ucinkovitih ekstrakcijskih metoda koje omogucuju izolaciju DNA materijala s malim
udjelom necisto¢a koje mogu inhibirati nizvodne analiticke procese. Svrha je ovog
istrazivanja bila procijeniti uc¢inkovitost klasi¢ne fenol/kloroform metode, QIAamp Blood
Mini i PrepFiler BTA Forensic DNA Extraction kompleta mjerenjem koncentracije DNA na
qPCR uredaju i Qubit fluorometru. Najvec¢i prinos DNA materijala, potvrden mjerenjem na
obama analitickim uredajima, zabiljezen je u uzorcima koji su dobiveni primjenom PrepFiler
BTA komercijalnog kompleta. Uc¢inkovitost PrepFiler BTA komercijalnog kompleta
nedavno je usporedena s novim, alternativnim pristupom koji kombinacijom postupka
dekalcifikacije i DNA-vezujuc¢ih magnetskih kuglica pospjesuje posljedi¢nu amplifikaciju
kratkih nukleotidnih ponavljanja (STR, od engl. Short Tandem Repeats) te time olakSava
identifikaciju posmrtnih ostataka. Medutim, znacajna razlika u prinosu DNA materijala
usporedbom uzoraka Kkoji su izolirani novom, alternativnom metodom i PrepFiler BTA
komercijalnim kompletom nije uocena (22). Nastavak istrazivanja u vidu analize STR
fragmenata u uzorcima izolata koji su dobiveni ovim istrazivanjem mogao bi ponuditi
dodatne spoznaje o prednostima i ograni¢enjima ispitivanih ekstrakcijskih metoda.

U ovom je istrazivanju upotrijebljena jednaka koli¢ina pocetnog materijala (0,1 g
koStanog praha) svakog uzorka, ali je koli¢ina dobivenog DNA materijala znacajno varirala
ovisno o izboru ekstrakcijske metode. Najmanje, gPCR metodom cak nemjerljive koli¢ine
DNA, dobivene su primjenom klasi¢ne organske metode koja osigurava izdvajanje
genetiCkog materijala u otopini fenola, kloroforma i izoamilnog alkohola. Suprotno tomu,
Jakubowska J. i sur. primjenom klasi¢ne organske metode ostvarili su prinos od 2803 ng iz
0,5 g kostanog praha Sto je pet puta vise od pocetne koli¢ine koStanog praha koja je
upotrijebljena u ovom istrazivanju (23). Ipak, klasi¢na fenol/kloroform metoda sve se vise
nadomjesta primjenom novih, brzih, po zdravlje manje Stetnih metodoloskih rjesenja.
Primjerice, upotrebom Biorobot EZ1 uredaja za strojnu izolaciju DNA iz 0,5 g koStanog
praha posmrtnih ostataka iz Drugoga svjetskoga rata Zupani¢ Pajnic i sur. biljeze Sirok raspon
DNA prinosa, od nemjerljivih koncentracija sve do maksimalnog prinosa od 2,5 ng DNA/g
kostanog praha (24).

Nadalje, u odnosu na klasi¢nu organsku metodu, Marshall i sur. opisali su bolju
ucinkovitost Hi-Flow filter kolonica koje omogucavaju procesiranje vece koli¢ine kostanog

praha po uzorku. Hi-Flow metodom moguce je izolirati podjednake ili vece kolicine DNA
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materijala bez primjesa toksi¢nih organskih otapala (25). Prednosti metoda utemeljenih na
silika kolonama uocili su i Davoren i sur. usporedbom prosje¢nog prinosa Qiagen Blood Maxi
komercijalnog kompleta veli¢ine 1,94 ng DNA/g kostanog praha, S prosjecnom koli¢inom
DNA od 0,68 ng/g koja je dobivena primjenom fenol/kloroform metode (26). Prednosti
Qiagen silika kolonica u odnosu na klasi¢nu organsku metodu zabiljezene su 1 ovom studijom
(Slika 8. i Slika 9).

Demineralizacija koStanog praha znacajno povecava kolicinu i kvalitetu DNA
dobivene izolacijom iz uzoraka kosti (22,27,28,29). Postupak je demineralizacije dugotrajan
pa se i dalje traga za alternativnim, vremenski manje zahtjevnim rjeSenjima za izolaciju DNA
iz kosti. Harrel i sur. analizirali su u¢inkovitost TBone Ex pufera hamijenjenog za digestiju
komadica kosti te su usporedili prinos DNA koji je moguée dobiti TBone digestijom
komadica kosti s koli¢inom DNA iz demineraliziranog koStanog praha. lako je veci prinos
DNA ostvaren demineralizacijom koS$tanog praha, analiza STR geneti¢kog profila bila je
podjednako uspjesna iz obiju vrsta uzoraka. Sukladno nasim rezultatima, znacajne razlike u
koli¢ini DNA iz demineraliziranog kostanog praha primjenom PrepFiler BTA i MinElute
PCR Purification kompleta na bazi silika kolona nisu zabiljezene (30).

Analizom podudarnosti mjerenja DNA koncentracije na uredaju Qubit i Quant Studio
5 zabiljezena su znaéajna neslaganja. Izostanak je oéekivane korelacije moguca posljedica
povecane osjetljivosti PCR reakcije na prisutnost endogenih PCR inhibitora ili
fragmentiranih DNA odsjecaka. Ipak, u svim ispitivanim uzorcima zabiljeZene su podjednake
Ct vrijednosti IPC kontrole pa se op¢enito moze zakljuéiti da izostanak DNA kvantifikacije
u pojedinim uzorcima nije rezultat inhibicije PCR reakcije, ve¢ je jednostavno posljedica
premale koli¢ine odgovaraju¢eg DNA kalupa.

Donja granica detekcije Qubit fluorometra iznosi 0,01 ng/ul, a koeficijent varijacije
ponovljenih mjerenja znacajno raste smanjenjem koli¢ine DNA u uzorku. Niske vrijednosti
koncentracije DNA koje su Qubit fluorometrom zabiljezene u uzorcima izoliranim klasicnom
organskom metodom priblizavaju se granici detekcije pri kojoj su moguca veca odstupanja
od stvarne koncentracije. Suprotno, u odnosu na Qubit fluorometar, g°PCR metoda mnogo je
osjetljivija na prisutnost pocijepanih DNA odsjecaka koji mogu imati negativne uc¢inke na
ucinkovitost i uspjesnost amplifikacije ciljnih sekvenci. Primjena agarozne gel elektroforeze
trebala bi dati bolji uvid u stupanj degradacije ispitivanih DNA izolata.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju prednost novih komercijalnih pristupa u
izolaciji DNA iz kosti. U usporedbi s klasicnom organskom metodom, silika kolone, i

selektivne magnetske Cestice osiguravaju vecu koli¢inu i kvalitetu DNA materijala iz uzoraka
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Rasprava

kosti. U kombinaciji s afinitetnim metodama utemeljenim na silika kolonama, korak
dekalcifikacije kljuc¢an je za povec¢anje DNA prinosa, ali moze se izostaviti prilikom primjene

PrepFiler BTA komercijalnog kompleta.
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Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Provedeno istrazivanje i dobiveni rezultati doveli su do sljedecih zakljucaka:

> U odnosu na klasi¢nu organsku metodu i QIAamp Blood Mini Kit, najveci prinos
DNA materijala iz 0,1 g koStanog praha postize se primjenom PrepFiler BTA komercijalnog
kompleta.

> Klasi¢na organska metoda nije prihvatljiva tehnika za izolaciju optimalnih koli¢ina
DNA iz male koli¢ine koStanog praha (< 0,1 g).

> Tijekom izolacije DNA iz koStanog praha, PrepFiler BTA 1 QIAamp Blood Mini
DNA komercijalni kompleti jednako ucinkovito procis¢avaju DNA i uklanjaju PCR
inhibitore.

> Vrijednosti DNA koncentracije izmjerene na Qubit fluorometru i Quant Studio 5

qPCR uredaju pokazuju nizak stupanj podudarnosti.
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Sazetak

7. SAZETAK

UVOD: DNA u kosti nalazimo unutar stanica osteoblasta, osteocita i osteoklasta. Tijekom
resorpcije kosti 1 stanicne apoptoze, DNA dospijeva u izvanstani¢ni matriks i veze molekule
kolagena i hidroksiapatita. Za uspjesnu izolaciju DNA iz kosti potrebno je primijeniti metode
i reagense koji ¢e osigurati specifi¢no izdvajanje malih kolicina DNA materijala iz smjese
drugih bioloskih molekula, ostataka soli i organskih otapala. U tu svrhu ispitivana je
ucinkovitost klasi¢ne organske metode te QlAamp DNA Blood Mini i PrepFiler BTA

Forensic Extraction komercijalnih kompleta.

CILJ: Odrediti djelotvornost ispitivanih metoda za izolaciju DNA iz koStanog praha

mjerenjem koli¢ine i kvalitete DNA na Qubit fluorometru i gPCR uredaju.

MATERIJAL | METODE: Za istrazivanje su upotrijebljeni poolirani uzorci kosStanog
praha. Izolacija DNA provedena je primjenom klasi¢ne organske fenol/kloroform metode te
QlAamp DNA Blood Mini i PrepFiler Forensic DNA Extraction komercijalnih kompleta.
Koncentracija DNA izmjerena je na Qubit fluorometru i qPCR uredaju pomocu Qubit High

Sensitivity DNA i QuantiFiler Human Quantification DNA setova.

REZULTATI: Najveci prinos DNA primijecen je u uzorcima izoliranima PrepFiler BTA
komercijalnim kompletom. Slijedi ga QIAamp DNA Blood Mini komplet s nesto manjim
koncentracijama DNA, a najmanje koncentracije DNA dobivene su klasi¢nom organskom
metodom. Graf Linova koeficijenta konkordancije pokazuje jako mali stupanj korelacije i
podudarnosti izmedu mjerenja na Qubit fluorometru i Quant Studio 5 qPCR uredaju.

ZAKLJUCAK: U usporedbi s klasinom organskom metodom, silika kolone i selektivne

magnetske Cestice osiguravaju vecu koli¢inu 1 kvalitetu DNA materijala iz uzoraka kosti.

KLJUCNE RIJECT: lanéana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu; kost i kosti; DNA
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Summary

8. SUMMARY

Efficiency evaluation of the classic organic and new commercial approach in DNA extraction

from bone samples using Qubit fluorometer and qPCR

INTRODUCTION: DNA in the bone is found in osteoblasts, osteocytes and osteoclasts.
During bone resorption and cell apoptosis, DNA ends up in the extracellular matrix and binds
to the molecules of collagen and hidroxyapatite. For a successful isolation of DNA from the
bones, highly efficient methods and reagents should be employed to ensure the specific
extraction of small amounts of DNA material, free from other biological molecules, residues
of salts and organic solvents. For this purpose, we investigated the efficiency of the classic
organic method, QlAamp DNA Blood Mini kit and PrepFiler BTA Forensic Extraction Kit.

GOAL: To determine the efficiency of the investigated methods for DNA isolation from
bone powder, by measuring the amount and quality of DNA on the Qubit fluorometer and
gPCR.

MATERIALS AND METHODS: Pooled samples of bone powder were used for this study.
DNA isolation was done using classical organic phenol / chloroform method, QlAamp DNA
Blood Mini and PrepFiler Forensic DNA Extraction commercial sets. The concentration of
DNA was measured on Qubit fluorometer and gPCR using Qubit High Sensitivity DNA and
QuantiFiler Human Quantification DNA Kit.

RESULTS: The highest DNA yield was found in samples isolated with PrepFiler BTA
commercial kit. The QlAamp DNA Blood Mini Kit follows with slightly lower DNA
concentrations, and the lowest DNA concentrations were obtained by classical organic
method. Graph of Lin's concordance coefficient shows a very small correlation and
correlation between Qubit fluorometer and Quant Studio 5 gPCR.

CONCLUSION: Compared to the classical organic method, silica columns and selective

magnetic particles provide greater quantity and quality of DNA material from bone samples.

KEYWORDS: real-time polymerase chain reaction; bone and bones; DNA
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