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SAZETAK

IZOLACIJA DNA 1Z BIOLOSKIH TRAGOVA

Mia Knobloch

1953. godine Watson i Crick otkrili su strukturu DNA, a ubrzo potom su drugi znanstvenici
otkrili da je DNA jedinstvena za svako zivo bi¢e. Zahvalju¢i tome DNA se moze na primjer
koristiti za razlikovanje uzoraka s mjesta zlo¢ina.

Uzorci mogu biti razli€iti, ali najcesc¢e koristeni su krv, slina, sjemena tekucina, kosti, dlake.
Oni moraju biti pazljivo prikupljeni da ne bi doSlo do kontaminacije te transportirani u
laboratorij kako bi dobiveni rezultati bili valjani dokaz na sudu.

Cetiri najéesée koristene metode izolacije u DNA laboratoriju Medicinskog fakulteta
Sveudilista u Zagrebu su organska izolacija, InstaGene™ Matrix (Biomax), QlAamp DNA
Mini kit (QIAgen) i FUJI poluautomatizirana jedinica za izolaciju DNA. Izolirana DNA se
potom pohranjuje na -20 ili -80°C. Iduéi korak je kvantifikacija DNA, postupak kojim se
odreduje kvaliteta 1 kvantiteta DNA iz uzorka. Potom slijedi PCR, metoda in vitro
amplifikacije fragmenata DNA. Rezultat toga je mjeSavina amplikona koji se moraju
razdvojiti kapilarnom elektroforezom ili gel elektroforezom. Na kraju postupka imamo veliki

broj istih DNA fragmenata koji se mogu Koristiti u istrazi.

Kljucne rijeci: DNA izolacija, bioloski tragovi, PCR, elektroforeza



SUMMARY

DNA ISOLATION FROM BIOLOGICAL STAINS

Mia Knobloch

In 1953 Watson and Crick discovered the structure of DNA molecule and soon after that
scientists discovered it is unique for every living creature. Because of that it can be for

example used to distinguish samples on crime scenes.

Samples can be various but most commonly used are blood, saliva, semen, bones, hair.
Samples must be collected carefully without contamination and transported to a laboratory so

the results could be valid at the court.

Four most common isolation methods in DNA laboratory at School of Medicine, University
of Zagreb are organic isolation, InstaGene™ Matrix (Biomax), QlAamp DNA Mini kit
(QlAgen) i FUJI semi-automated unit for DNA extraction. Isolated DNA is then stored at
-20°C or -80°C. The next step is the DNA quantification, the procedure to determine quality
and quantity of the DNA from the sample, after which it is possible to do the PCR, the
method of in vitro amplification of DNA fragments. The result is a mix of amplicons which
needs to be separated by capillary electrophoresis or gel electrophoresis. In the end, we have a

big number of the same DNA fragments which can be used in an investigation.

Key words: DNA isolation, biological stains, PCR, electrophoresis



1. Uvod

Otkricem DNA, jedinstvenog genetskog materijala svakog bica, uvelike se olakSao posao
kriminalistickim istraziteljima. Potrebno je samo pronaci bioloski uzorak na mjestu zlocina,
adekvatno ga uzeti i prenijeti u laboratorij gdje se onda postupcima izolacije DNA izolira i

usporeduje s mogucéim pociniteljima.

Cilj ovog diplomskog rada je izloziti metode izolacije DNA iz bioloskih tragova koje se danas
najcesce koriste, ali i one koje su ve¢ zastarijele no bile su vazna prete¢a danasnjih metoda te
opisati postupke kvatifikacije DNA, umnazanja DNA putem lancane reakcije polimeraze i

analizu DNA metodama razdvajanja DNA.



2. Nukleinska kiselina

Nukleinska kiselina je velika molekula klju¢na za sve oblike Zivota Cija je osnovna gradevna
jedinica monomer nukleotid. Svaka molekula nukleotida sastavljena je od dusi¢ne baze,
molekule Secera i molekule fosfata. Dusicne baze dijele se na purinske, koje ukljucuju adenin
i gvanin te pirimidinske, koje uklju¢uju timin, citozin i uracil. S obzirom na vrstu Secera u
nukleotidu, nukleinska kiselina ¢e biti DNA (deoksiribonukleinska kiselina), ako sadrzi Seéer
deoksiribozu, odnosno RNA (ribonukleinska kiselina), ako sadrzi Secer ribozu. DusSi¢ne baze
adenin, gvanin i citozin nalaze se u obje nukleinske kiseline, dok se timin nalazi isklju¢ivo u
DNA, a uracil u RNA.

Model strukture DNA predlozili su 1953. godine Watson i Crick, za Sto su, zajedno s Maurice
Wilkinsonom, dobili Nobelovu nagradu za medicinu i fiziologiju 1962. godine. Njihov
prijedlog je bio, Sto se pokazalo i ispravnim, da je DNA dvostruka uzvojnica, gradena od dva
antiparalelna nukleotidna lanca. Okosnicu svakog nukleotidnog lanca ¢ine fosfodiesterske
veze izmedu ugljika na 3' 1 5' mjestu susjednih Secera, a lanci su medusobno povezani
vodikovim vezama izmedu du$i¢nih baza. I to se adenin povezuje s timinom dvostrukom
vodikovom vezom, a gvanin s citozinom trostrukom vodikovom vezom. Svaki nukleotidni
lanac ima 1 svoju polarnost koja je odredena orijentacijom Secera 1 fosfata. Lanac koji
zavrSava s 5' ugljikovim atomom na molekuli Secera oznacava se kao 5' kraj, dok se lanac koji
zavrSava s 3' ugljikovim atomom naziva 3' kraj. U molekuli DNA 5' kraj uvijek se nalazi
nasuprot 3' kraju te se iz tog razloga kaze da su nukleotidni lanci antiparalelni (Turnpenny,

Ellard, 2011.).



3. lzolacija DNA

3.1. lzvor DNA uzoraka

Prije nego je moguce napraviti DNA test, DNA se mora izolirati iz bioloskih uzoraka i
prilagoditi daljnjoj analizi. DNA se nalazi u svakoj stanici sa jezgrom i uspje$no se moze
izolirati iz brojnih bioloskih materijala pa tako i onih ostavljenih na mjestu zloCina.
Forenzicki laboratorij osim S§to obraduje uzorke kriminalistickih slucajeva, bavi se i
utvrdivanjem ocinstva/srodstva te identifikacijom nestalih osoba, npr. u ratu, nesre¢ama,
masovnim katastrofama. Najces¢i uzorci koriSteni u forenzickim laboratorijima su krv i
ejakulat te kosti, zubi, kosa s korijenom, dlaka, slina, urin, feces, krhotine noktiju, misi¢no
tkivo, opusak, prhut, otisci prstiju (tablica 1). Kako su ti uzorci najces¢e koli¢inski mali,
veliku ulogu ima PCR koji omogucuje stvaranje kopija DNA (Butler, 2001.).

Prije obrade u kriminalistickom DNA laboratoriju, uzorci s mjesta zlo€ina koji sadrze DNA
moraju biti paZzljivo prikupljeni, oCuvani, pohranjeni i transportirani, kako bi dobiveni

rezultati bili valjani dokaz na sudu (Butler, 2001.).

UZORAK REFERENCA
sperma i mrlje od sperme Budowle et al. (1995)
kosti Gill et al. (1994)
zubi Alvarez Garcia et al. (1996)
kosa s korijenom Higuchi et al. (1988)
dlaka Wilson et al. (1995)
slina Sweet et al. (1997)
urin Benecke et al (1996)
feces Hopwood et al. (1996)
krhotine noktiju Wiegand et al. (1993)
miSi¢no tkivo Hochmeister (1998)
opusak Hochmeister et al. (1991)
postanski batrljci Hopkins et al. (1994)
prhut Herber and Herold (1988)
otisci prstiju Van Oorschot and Jones (1997)
britvica, Zvaka€a guma, cerumen, ¢etkica za zube Tahir et al. (1996)

Tablica 1. Bioloski materijali koriSteni za DNA tipizaciju (Butler, 2001.)




Slika 1. Uzorak bioloskih tragova (zubi, mis$i¢) Slika 2. Uzorak bioloskih tragova (kost)

3.2. Prikupljanje, o¢uvanje, pohrana i transport DNA uzoraka

Ne moze se dovoljno naglasiti koliko je bitno pravilno prikupiti uzorke s mjesta zlo¢ina. Ako
se uzorak kontaminira ve¢ prilikom prikupljanja, nece biti moguce provesti pravilnu analizu 1
rjeSavanje cijelog slucaja je ugrozeno. Iz tog razloga postoje smjernice kojih se treba drzati
prilikom prikupljanja uzoraka.
e U podrucju gdje su mogucéi DNA uzorci nista se ne smije dirati bez rukavica, ne smije
se kihati niti kasljati.
e Svaki uzorak se mora prikupiti s novim, ¢istim rukavicama.
e Svaki uzorak se mora staviti u posebnu vrecicu.
e Tragovi krvi i ejakulata moraju se posusiti na zraku prije nego $to se zatvore u vreéicu
za uzorke.
e Trebaju se koristiti papirnate vrec¢ice jer u plasticnima dolazi do kondenzacije vode, a
voda ubrzava degradaciju DNA. Na svakoj vre¢ici se mora napisati broj slu¢aja, broj

uzorka i datum prikupljanja.



e Tragovi koji se nalaze, npr. na podu, zidu, mogu se prikupiti §tapicem s vatom i
destiliranom vodom. Vlaznom vatom trlja se uzorak dok se ne prenese na vatu, zatim
se vata ostavi na zraku da se osusi te se spremi u papirnatu kuvertu.

Vecina bioloskih uzoraka se najbolje ouva ukoliko su pohranjeni suhi 1 hladni jer u ovim
uvjetima rast bakterija je smanjen i smanjeno je propadanje DNA. Uzorci se trebaju $to prije
odnijeti u laboratorij gdje se pohranjuju u hladnjaku na 4°C ili ledenici na -20°C (Butler,

2001.).

3.3. lzolacija DNA

U svim bioloSkim uzorcima uz molekulu DNA se nalaze 1 brojne druge molekule, npr.
stani¢ni proteini koji Stite DNA i time onemogucuju analizu DNA. Zbog toga su se razvile
metode izolacije DNA pomocu kojih se DNA odvaja od ostalih stani¢nih dijelova. Tri glavne,
naj¢esce koristene metode izolacije DNA prije desetak godina su bile organska izolacija,
Chelex izolacija i FTA papir izolacija. U DNA laboratoriju Medicinskog fakulteta u Zagrebu
danas se organska izolacija jo§ uvijek koristi no pretezno su u upotrebi InstaGene™ Matrix
(Biomax), QlAamp DNA Mini kit (QIAgen) i FUJI poluautomatizirana jedinica za izolaciju
DNA. Neovisno o metodi koja se koristi postupak se mora provoditi vrlo pazljivo jer je
moguénost kontaminacije uzorka u laboratoriju veca nego u bilo kojem od prethodno
navedenih koraka prikupljanja, pohranjivanja te se iz tog razloga Cesto u laboratorijima

obraduje jedan po jedan uzorak.

Izolirana DNA obi¢no se pohranjuje na -20°C ili na -80°C, ako se radi o dugotrajnoj pohrani
kako bi se sprijecila aktivnost enzima endonukleaze koji degradira DNA. Kako bi

endonukleaze mogle katalizirati reakciju uniStenja DNA potreban im je magnezij. 1z tog



razloga, radi stroge prevencije njihovog djelovanja pri pohrani molekule DNA preporuceno je

koristiti epruvete ljubic¢astog poklopca koje sadrze EDTA (Butler, 2001.).

3.3.1. Organska izolacija DNA

Organska izolacija ili fenol-kloroform izolacija je metoda koja je najduze u upotrebi. Ovim
postupkom dobivaju se veliki fragmenti izolirane DNA 1 ¢is¢i nego nakon drugih metoda
izolacije. Nedostaci ove metode su dugotrajnost, koristenje opasnih kemikalija i uzorci se vise
puta moraju prenositi iz epruvete u epruvetu ¢ime se povecava rizik pogreske 1 kontaminacije

(Butler, 2001.).

Izolacija DNA metodom organske izolacije iz kosti:

1. Kost duljine cca 10 cm ocistiti dremelom, po moguénosti, do zdravog sloja.

2. Oprati kost pod teku¢om vodom, destiliranom vodom, apsolutnim etanolom i osusiti.

3. U sterilnu epruvetu usitniti 3 do 5 g kosti.

4. Dodati 40 mL 0,5 M EDTA, pH 7.5 1 muckati 24 sata na sobnoj temperaturi. Nakon
toga centrifugirati 5 minuta na 5000 g. Korak 4. ponoviti 2 puta.

5. Talog isprati sa 40 mL destilirane vode i centifugirati 15 minuta na 2000 g. Korak 5.
ponoviti 2 puta.

6. Na talog dodati 3 mL pufera za ekstrakciju i 500 puL proteinaze K (20 mg/ mL).
Muckati 48 sati na 56 °C.

7. Phase Loch Gel (PLG) (Eppendorf) epruvetu centrifugirati 2 minute na 10000 g da se
gel spusti.

8. lzuzeti 3 mL ekstrakta i staviti u PLG epruvetu te dodati 3 mL fenol-kloroform-

izoamil alkohol (PCI) otopine, pH 8.0. Centrifugirati 5 minuta na 5000 g.



9. Prebaciti vodenu fazu (gornju) u novu epruvetu i dodati 3 mL PCI otopine.
Centrifugirati 2 minute na 5000 g. Ponoviti korak 9.

10. Prebaciti vodenu fazu u novu epruvetu i dodati 3 mL n-butanola. Centrifugirati 2
minute na 5000 g.

11. Vodenu (donju) fazu prebaciti u centrikon-100 i centrifugirati 45 minuta na 2600 g.

12. Dodati 2 mL Tris pufera i centrifugirati 30 minuta na 2600 g. Ponoviti korak 11.

13. Spustiti uzorak u kapicu centrikona centrifugiraju¢i 2 minute na 2600 g.

14. Prebaciti uzorak u ependorf epruvetu.

(Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku u Zagrebu, DNA laboratorij, 2012.)

3.3.2. Chelex metoda izolacije DNA

Chelex metoda, Chelex®100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) , uvedena je 1991. godine.
Chelex®100 je ion izmjenjujuéa smola koja se dodaje kao suspenzija na uzorak (Walsh et al.,
1991.). Chelex se sastoji od stiren-divinilbenzenskih polimera koji sadrze parne
iminodiacetatne ione. Ti ioni imaju ulogu kelatnih grupa u vezanju polivalentnih iona, npr.
magnezija. Nakon S§to se iz reakcije makne magnezij, inaktiviraju se 1 endonukleaze pa
molekula DNA biva zasti¢ena.

Prednost ove metode pred organskom izolacijom je brzina te manje koraka u postupku ¢ime je
moguénost kontaminacije smanjena. Nedostatak je to sto se dobije jednostruka DNA, znaci da
se kasnije za umnozavanje moze se koristiti samo PCR (Butler, 2001.).

Ako se u suspenziju Chelex doda previse uzorka moze doc¢i do inhibicije PCR. Preporucena

koli¢ina krvi je 3uL, a krvnog traga cca. 3x3mm (Perkin Elmer Corporation, 1998.).



3.33. ,FTA™ paper® izolacija

FTA™ papir otkrio je krajem 1980.-ih Lee Burgoyne kao metodu pohrane DNA (Burgoyne et
al. 1994.). FTA™ papir je apsorbiraju¢i celulozni papir koji sadrzi &etiri vrste kemikalija koje
Cuvaju DNA od degradacije i sprijeCavaju rast bakterija na papiru (Burgoyne, 1996.). Na
sobnoj temperaturi DNA ostaje nepromijenjena nekoliko godina.
e Uzorak krvi kapne se na FTA papir i ostavi da se osusi. Stanice se razgraduju, a
molekula DNA ostaje imobilizirana unutar matrice papira.
e Komadi¢ papira s uzorkom krvi se odreze i stavi u epruvetu i izloZi procesu pranja
u kojem se DNA ocisti od hema i ostalih mogucih inhibitora PCR reakcije.
e Proces ¢iSc¢enja je jasno vidljiv jer papir koji je bio crven od krvi gubi crvenu boju.
e Papir koji sadrzi Cistu DNA se podvrgava PCR reakciji.
(Lorente et al., 1998.)
Velika prednost ove metode izolacije DNA je to §to nije potrebno provoditi kvantifikaciju
kako bi se dobili pouzdani rezultati. Takoder, ako je potrebno provoditi vise analiza na
jednom uzorku ne treba raditi novu izolaciju ve¢ se koristi postojec¢i papir s DNA.
Osim za uzorke krvi, ova metoda dobra je i za uzorke stanica bukalne sluznice (Burgoyne,
1997.). Jednokratnom ¢etkicom uzme se uzorak stanica i prenese na FTA papir za pohranu i

cuvanje.

3.3.4. QIlAgen

QIAquick Gel Extraction Kit omogucuje izolaciju 80% ciste DNA, tako da odstrani
nukleotide, enzime, soli, etidij bromid 1 druge necisto¢e iz uzorka. KoriStenjem
mikrocentrifuge ili vakuumske cijevi izolira se DNA veli¢ine 70bp do 10kb. Za izolaciju

manyjih ili ve¢ih fragmenata treba se koristiti QIAEX II Gel Extraction System.



QIAquick Kit sadrzi silikonsku membranu koja odvaja primere, nukleotide, enzime,
mineralna ulja, sol, agarozu, etidij bromid i ostale necisto¢e od DNA.

QIAquick sistem koristi jednostavan postupak vezivanja i otpustanja s membrane. Komadiéi
gela se otope u puferu koji sadrzi pH indikator, time se vidi optimalni pH za vezanje DNA te
se mjeSavina primjeni na QIAquick spin kolonu. Pufer stvori acidozne uvjete u kojima se
DNA veze na silikonsku membranu. Necistoée se speru, a Cista DNA se ispere otopinom
slabo kiselog pufera ili vodom.

QIAquick spin kolone dizajnirane su za jednostavno rukovanje, tako da pristaju u razli¢ite
modele centrifuga.

Izolirana DNA spremna je za direktno koriStenje kod razli¢itih upotreba, npr. sekvenciranje,
ligacija 1 transformacija, oznacavanje, mikroinjekcija, PCR, in vitro transkripcija.

(https://www.giagen.com/hr/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-

technologies/dna-cleanup/giaquick-gel-extraction-kit/#productdetails )

Izolacija DNA metodom QIA amp DNA Mini Kit iz tkiva:

1. Staviti uzorak u ependorf epruvetu s navojem i dodati 180 uL ATL pufera.

2. Dodati 20 pL proteinazu K, vorteksirati i inkubirati na 56°C dok se ne otopi, a zatim
kratko centrifugirati.

3. Dodati 200 pL AL pufera, vorteksirati i inkubirati na 70°C 10 minuta pri ¢emu mora
nastati homogena smjesa.

4. Dodati 200 uL apsolutnog etanola, vorteksirati i kratko centrifugirati.

5. Nanijeti uzorak na kolonu. Zatvoriti kolonu i centrifugirati 1 minutu na 8000 g, a
zatim prenijeti u novu kolekcijsku tubicu.

6. Dodati 500 uL AW1. Zatvoriti kolonu i centrifugirati 1 minutu na 8000 g te prenijeti u

novu kolekcijsku tubicu.


https://www.qiagen.com/hr/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-technologies/dna-cleanup/qiaquick-gel-extraction-kit/#productdetails
https://www.qiagen.com/hr/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-technologies/dna-cleanup/qiaquick-gel-extraction-kit/#productdetails

7.

8.

Dodati 500 uL. AW?2, centrifugirati 3 minute na 14000 g.
Staviti kolonu u ependorf epruvetu od 1,5 mL i dodati 50 uL vode. Inkubirati 1

minutu na RT pa centrifugirati 1 minutu na 8000 g.

(Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku u Zagrebu, DNA laboratorij, 2012.)

Izolacija DNA metodom QIA amp DNA Mini Kit iz sline:

1.

2.

Staviti uzorak u ependorf epruvetu s navojem i dodati 180 uL ATL pufera.

Dodati 20 uL proteinaze K, vorteksirati i inkubirati 1 sat na 56°C, a zatim kratko
centrifugirati.

Dodati 200 uL AL pufera, vorteksirati i inkubirati 10 minuta na 70°C pri ¢emu mora
nastati homogena smjesa.

Dodati 200 uL apsolutnog etanola, a zatim vorteksirati.

Nanijeti uzorak na kolonu. Zatvoriti kolonu i centrifugirati 1 minutu na 8000 g.
Prenijeti u novu kolekcijsku tubicu.

Dodati 500 pL AW1. Zatvoriti kolonu i centrifugirati 1 minutu na 8000 g. Prenijeti u
novu kolekcijsku tubicu.

Dodati 500 uL. AW?2, centrifugirati 3 minute na 14 000 g.

Staviti kolonu u ependorficu od 1,5 mL i dodati 100 pL vode. Inkubirati 1 minutu na

sobnoj temperaturi pa centrifugirati 1 minutu na 8000 g.

(Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku u Zagrebu, DNA laboratorij, 2012.)
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Izolacija DNA metodom QIA amp DNA Mini Kit iz dlake:

1.

2.

9.

Po potrebi oprati dlaku ksilolom, apsolutnim etanolom i destiliranom vodom.

Dodati 200 puL pufera za ekstrakciju, 5 puL proteinaze K (20 mg/uL) i 8 uL 1M DTT.
Inkubirati na 56°C preko noéi.

Ako se dlaka nije rastopila dodati jo§ proteinaze K.

Dodati 200 pL fenol-kloroform-izoamil alkohol (PCI) otopine, pH 8. Centrifugirati 2
minute na 15000 g.

Prebaciti vodenu fazu (gornju) u novu epruvetu i dodati 200 uL PCI otopine.
Centrifugirati 2 minute na 15000 g. Ponoviti peti korak sve dok ne bude jasna granica
medu fazama.

Prebaciti vodenu fazu u novu epruvetu i dodati 200 pL n-butanola. Centrifugirati 2
minute na 15000 g.

U centrikon-100 dodati 1,5 mL Tris pufera.

Vodenu (donju) fazu prebaciti u centrikon-100 i centrifugirati 15-30 minuta na 2600 g,
odnosno dok sva tekuc¢ina ne prode te baciti filtrat.

Dodati 2 mL Tris pufera i centrifugirati 15-30 minuta na 2600 g.

10. Spustiti uzorak u kapicu centrikona centrifugiraju¢i 2 minute na 2600 g.

11. Prebaciti uzorak u ¢istu ependorf epruvetu.

(Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku u Zagrebu, DNA laboratorij, 2012.)

Izolacija DNA metodom QIA amp DNA Mini Kit iz kosti:

Da bi se kost mogla iskoristiti za dobivanje DNA ona se prvo mora o¢istiti. PovrSina kosti

oCisti se dremelom, a dodatnih 2-3 milimetara kosti se odstrani za slucaj prisutnosti drugih

kontaminanata. Ostatak kosti stavi se u falkonicu od 50 mL te se ispere sa 30 mL vode, 30 mL

10% bleach-a (0,5% Na-hipoklorit) i 30 mL 96% alkohola. Kost se susi 2 sata na 50°C. Tako

11



oc¢is¢enu kost dremla se u hoodu. Za izolaciju DNA koristi se 2 g koStanog praha koji se

deklacificirasa 0,5 M EDTA 3-5 dana.

1.

10.

11.

12.

Na prah dodati 2 mL ATL ekstrakcijskog pufera i 100 pL proteinaze K (20mg/uL) te
inkubirati 18-24 sati na 56°C.

Dodati 1650 pL AL pufera, dobro izvorteksirati i inkubirati 1 sat na 70°C.
Centrifugirati 5 minuta na 5000 g i supernatant prenijeti u ¢istu falkonicu od 15 mL.
Dodati 1V 96% etanola i dobro promijesati.

700 pL ekstrakcijske smjese dodati na kolonu i centrifugirati 3 minute na 3000 g.
Eluat baciti, a postupak ponavljati dok sve ne prode kroz kolonu.

Kolone s vezanom DNA isprati sa 700 uL AWL1 pufera, centrifugirati 5 minuta na
3000 g i baciti eluat.

Kolone isprati sa 700 uL AW?2 pufera, centrifugirati 15 minuta na 3000 g i baciti
eluat.

Uzeti novu kolekcijsku tubu. Eluirati DNA dodatkom 300 puL AE pufera prethodno
zagrijanog na 70°C. Inkubirati 5 minuta na 70°C, a zatim centrifugirati 3 minute na
3000 g. Eluat ne bacati!

Dodati 300 pL AE pufera. Inkubirati na sobnoj temperaturi 5 minuta, a zatim
centrifugirati 10 minuta na 3000 g.

Kompletni eluat od 600 pL staviti u centrikon 100 i centrifugirati 5-7 minuta na 4883
g do kona¢nog volumena od 50-ak pL.

Po potrebi isprati sa 600 pL destilirane vode i centrifugirati 10 minuta na 3000 g.

Za PCR Koristiti 8 pL izolata.

(Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku u Zagrebu, DNA laboratorij, 2012.)

12



3.3.5. InstaGene

InstaGene matriks omogucuje jednostavnu i brzu izolaciju DNA koja se moze koristiti za
PCR. Ova metoda ne koristi fenol-kloroform jer do lize stanice dolazi ve¢ samim kuhanjem
bioloskog uzorka i InstaGene matriksa. InstaGene matriks apsorbira produkte lize stanica koji

bi mogli smetati amplifikaciji DNA tijekom PCR (BIO RAD InstaGene™ Matrix).

Izolacija DNA pomoc¢u InstaGene matriksa iz smrznute, ohladene ili svjeze krvi:

1. U tubicu volumena 1,5 mL dodati 3-6 pL krvi i 1 mL destilirane vode. Promijesati
sadrzaj tako da se tubicu okrene nekoliko puta.

2. Tubica se ostavi na sobnoj temperaturi 15-30 minuta.

3. Centrifugirati 2-3 minute na 10 000-20 000 g.

4. Pazljivo odvojiti 20-30 uL supernatanta tako da se ne uzburka InstaGen smola.

5. Dodati 200 pL InstaGene matriksa u InstaGen smolu i inkubirati 15-30 minuta na
56°C.
InstaGene matrkis se treba mijeSati na umjerenoj brzini na magnetskom vorteksu kako
bi matriks ostao u suspenziji. Nastavak za pipetu trebao bi imati veliki otvor, kao
nastavci za pipetu od 1000 pL.

6. Staviti tubicu na vorteks najveée brzine 10 sekundi, a zatim kuhati 8 minuta na 100°C.

7. Staviti tubicu na vorteks najvece brzine 10 sekundi. Zatim centrifugirati 2-3 minute na
10 000-20 000 g.

8. Kaoristiti 20 uL gotovog supernatanta na 50 uL. PCR reakcije. Ostatak supernatanta se
pohrani na -20°C. Prije ponovne upotrebe pohranjenog supernatanta mora se ponoviti
korak 7.

(BIO RAD InstaGene™ Matrix)

13



Izolacija DNA pomoc¢u InstaGene matriksa iz krvne mrlje:

1.

2.

7.
8.

(Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku u Zagrebu, DNA laboratorij, 2012.)

Izrezati uzorak i dodati 1 mL vode.

Inkubirati 1 sat na RT, a za vrijeme inkubacije 2-3 puta vorteksirati.

Centrifugirati 3 minute na 13 000 g.
Odpipetirati 960 pL supernatanta.

Dodati 200 uL InstaGen matriksa.
Inkubirati preko noé¢i na 56°C.
Izvorteksirati i kuhati 8 minuta na 100°C.

Izvorteksirati pa centrifugirati 3 minute na 13 000 g.

3.3.6. FUJI Kurabo — QuickGene

QuickGene noviji je japanski uredaj za izolaciju DNA. Uspjesno izolira genomsku DNA

visokom kvantitetom, a zahvaljujuci specificnoj membrani eliminira ve¢inu kontaminanata.

Takoder koristi 1 posebnu filtracijsku tehnologiju, koja se ne moZe posti¢i obicnom staklenom

membranom, tako da je moguce izvesti brzu i kvalitetnu izolaciju DNA. Pozitivna strana je

Sto se za izolaciju ne koriste opasni spojevi fenol i kloroform. Istovremeno se moze izolirati

DNA iz 8 razli¢itih uzoraka i to u za 9-13 minuta ovisno o vrsti uredaja. Rezultat izolacije je

prociscena i visoko kvalitetna DNA koja se moZe koristiti za PCR, Southern blot itd.

Izolacija DNA pomoc¢u QuickGene uredaja iz svjezeg ili smrznutog tkiva:

e Priprema tkiva za lizu

1. U mikrotubicu od 2 mL staviti 5 mg tkiva isjeckanog na male komadi¢e, 180 uL MDT

2. Inkubirati u rotirajuéem uredaju na 55°C nekoliko sati do potpunog raspada tkiva.

(ekstrakcijski pufer) i 20 uL EDT (proteinaza K).
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3. Centrifugirati 3 minute na 10 000 g pri sobnoj temperaturi.

4. Prenijeti supernatant u novu 1,5 mL mikrotubicu.

5. RNA ¢e se izolirati zajedno s genomskom DNA. Ako to nije problem, nastavlja se sa
Sestim korakom, ukoliko se zeli dobiti Cista genomska DNA mora se napraviti RNaza
postupak:

e Dodati 20 uL. RNaze A
e Vorteksirati 5 sekundi te kratko centrifugirati
e Inkubirati 2 min na sobnoj temperaturi

6. Dodati 180 pL LDT i vorteksirati na najvecoj brzini 15 sekundi te kratko
centrifugirati.

7. Inkubirati 10 minuta na 70°C te kratko centrifugirati.

8. Dodati 240 puL 99% etanola, vorteksirati na najveéoj brzini 15 sekundi te kratko
centrifugirati.

Nakon zavrSetka lize tkiva izolacija DNA se mora provesti unutra 30 minuta, a postupak ovisi
o uredaju koji se koristi, QG-810/QG-800 ili QG-Mini80.
e Protokol izolacije u uredaju QG-810/QG-800

1. Prebaciti cijeli lizat u kazete i kazete staviti u uredaj.

2. Odabrati odgovarajuci postupak na uredaju ovisno o kitu koji se koristio.

(KURABO QuickGene DNA tissue kit S)
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3.4. DNA kvantifikacija

DNA kvantifikacija postupak je odredivanja koli¢ine i kvalitete izolirane DNA iz uzorka.
Kvantifikacija se obavezno mora provesti prije umnozavanja DNA PCR-om jer je za PCR
optimalan uski raspon koli¢ine DNA. Previse DNA ¢u uzrokovat peak-ove koji su izvan
mjerne skale, a premalo DNA ¢e uzrokovati ispadanje iz mjerne skale jer se ne¢e moci

umnoziti ti aleli. Ovaj se fenomen ponekad naziva stohasticka fluktuacija (Butler, 2001.).

3.4.1. Real-time PCR

Real-time PCR jedna je od najceS¢e koriStenih metoda kvantifikacije gena zbog svoje
osjetljivosti i visoke specifi¢nosti. Ovo je tehnika kojom se podaci prikupljaju tijekom samog
PCR procesa, zna¢i u jednom koraku se obavlja i amplifikacija i detekcija. To je moguce
upotrebom raznih flourescentnih boja te se na temelju jaCine intenziteta boja zakljucuje o
koncentraciji produkata PCR-a. Jedini nedostatak je skupa oprema i reagensi (Wong,

Medrano, 2005.).
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4. Lancana reakcija polimeraze

Lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda
eksponencijalnog in vitro umnazanja fragmenata molekule DNA. Prvi put su je opisali Kary
Mullis i ¢lanovi Human Genetics group 1985. godine. Otkrice je uvelike doprinjelo razvoju
molekularne biologije, medicine pa tako i forenzike. Zahvaljuju¢i PCR-u mogu se dobiti
milijuni kopija to¢no odredene sekvence DNA za svega nekoliko sati. Zbog svog doprinosa
znanosti Kary Mullis dobio je Nobelovu nagradu za kemiju 1993. godine (Sin¢i¢, 2013.).

S vremenom, napretkom tehnologije, razvijeni su slozeni protokoli umnazanja fragmenata
DNA, ali osnovni princip PCRa ostaje gotovo nepromijenjen.

Za izvodenje PCRa potrebna je izolirana DNA i niz reagensa koje nazivamo PCR mjeSavina

(engl. PCR master mix) (Sinci¢, 2013.).
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Slika 3. Proces amplifikacije DNK PCR metodom (Zgonjanin — Bosi¢, 2009.)
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Sastav PCR reakcijske mjesavine

DNA matrica je izolirana DNA, odnosno dvolan¢ana DNA koja sadrzi fragment od
interesa. Ona nam sluzi kao kalup po kojoj se provodi umnazanje i stvaranje
amplikona. Neovisno o duljini DNA matrice, amplificirani fragment od interesa mora
biti izmedu 50 i 35 000 pb.

PCR mjesavina

o Pocetnice (engl. primers) su in vitro Sintetizirani jednolancani oligonukleotidi

duzine 20-30 nukleotida Cije su sekvence komplementarne krajevima DNA
fragmenata od interesa. Za umnazanje jednog DNA fragmenta potrebne su
dvije pocetnice. F (engl. forward) pocCetnica komplementarna 5' kraju DNA
fragmenta i R (engl. reverse) pocenica komplementarna 3' kraju.
Pocetnice ¢ija je sekvenca specificna za tono odredeni fragment DNA
uvjetovat ¢e umnazanje iskljuc¢ivo doticnog fragmenta DNA matrice. Postoje i
Multiplex PCR protokoli kojima se u jednoj PCR reakciji, koriStenjem
adekvatnog broja pocetnica, umnaza veci broj fragmenata DNA matrice.

o dNTP (engl. deoxynucleoside triphosphates) je smjesa deoksinukleozid
trifosfata (dATP, dTTP, dCTP i dGTP) osnovnih gradevnih jedinica DNA.
Njihovom se polimerizacijom sintetiziraju amplikoni, tj. umnaza fragment
DNA od interesa.

o DNA polimeraza je enzim s funkcijom sinteze odnosno replikacije DNA. U

PCRu se uglavnom koristi Tagq polimeraza izolirana iz bakterije Thermus
aquaticus koja Zivi u termalnim izvorima te je otporna na visoke temperature i
najaktivnija oko 70°C.

o MgCI; zato $to su magnezijevi ioni neophodni za aktivnost DNA polimeraze.
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o PCR pufer je standardni pufer u kojem se odvija PCR, a po sastavu je blago
luznata vodena otopina soli.

(Singi¢, 2013.)

Osnovni PCR protokol zapocinje stavljanjem PCR reakcijske mjesavine u PCR tubice
volumena 1.5 mL koje se zatim posloze u Termocycler aparat. Termocycler aparat izvodi
zadani PCR protokol te se PCR reakcija provodi pod kontrolom racunala.

1) Inicijalizacija (engl. initialization) je korak koji ukljucuje aktivaciju enzima i denaturaciju
DNA matrica, a provodi se na temperaturi 90-98°C.

2) Umnazanje ili PCR ciklus (engl. amplification) ponavlja se 28-35 puta i stvori se vise od
milijun kopija (amplikona) zeljenog fragmenta DNA.

a) Denaturacija (engl. denaturation) DNA na temperaturi 90-98°C.

b) Prijanjanje (engl. annealing) je korak u kojem dolazi do hibridizacije DNA i
podetnica, a temperatura ovisi o vrsti po&etnica, no uglavnom je izmedu 45 i 65°C.

c) Elongacija (engl. elongation) je faza sinteze amplikona, tj. novih DNA lanaca na
temperaturi 70-80°C.

3) Terminacija (engl. termination) je dovrSavanje sinteze nedovrSenih amplikona na
temperaturi 70-80°C.

4) Odrzavanje (engl. hold) zapravo nije dio PCRa ve¢ je dodatni korak koji osigurava
stabilnost amplikona na 4-15°C do njihove upotrebe ili pohrane. Amplikoni su u
normalnim uvjetima stabilni te se mogu skladistiti mjesecima na +8°C, godinama na
-20°C i neodredeno na -80°C ili tekué¢em dusiku.

(Sin¢i¢, 2013.)
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Slika 4. PCR Termocycler

Pri izvodenju PCR-a mora se paziti na sterilnost jer je moguc¢nost kontaminacije velika, npr.
oljustene stanice koze s ruku laboratorijskog osoblja. Ta nepozeljna DNA ¢e se isto umnoziti
Sto moze dovesti do krivih rezultata. Tako da je koriStenje lateks rukavica obavezno

(Turnpenny, Ellard, 2011.).

U DNA laboratoriju Medicinskog fakulteta u Zagrebu najéeié¢e se koristi AmpFISTR®
Identifiler® Plus komplet za PCR. To je STR multipleksna proba koje umnozava 15
tetranukleotid ponavljaju¢ih lokusa 1 amelogenin spolno odreduju¢i marker u jednom PCR
umnozavanju.

AmpFISTR™ Identifiler® Plus koristi modificirane PCR uvijete za povecanu osjetljivost, nove
formule pufera za bolju izvedbu sa inhibiranim uzorcima 1 poboljSane uvjete DNA sinteze i
purifikacije amplificiranih primera kako bi se dobila ¢iS¢a pozadina za elektroforezu.

(https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms_076395.pdf )

Do sada sam pri¢ala samo 0 umnoZavanju DNA fragmenata putem PCR-a no vazno je
istaknuti da se ovom metodom moze umnazati i molekula RNA 1 to naj¢esce glasnicka RNA

(mRNA). No kako molekula RNA nije tema ovog diplomskog rada ne¢u detaljnije o tome.
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5. Metode razdvajanja DNA

Rezultat umnozavanja fragmenta DNA u PCR-u je mjeSavina amplikona koje je potrebno
razdvojiti, a ako se radilo o Multiplex PCR-u moze se raditi i o viSe od 20 razli¢itih DNA
fragmenata. Dva uobiCajena procesa razdvajanja DNA su kapilarna elektroforeza i gel
elektroforeza (Butler, 2001.).

Elektroforeza je metoda razdvajanja heterozigotnih alela na temelju veli¢ine alela. Dolazi od
grcke rijeci electron (naboj) i latinske rije¢i phore (nosilac), a znaci elektri¢ni naboj koji nose
molekule. U molekuli DNA fosfatne grupe imaju negativan naboj, zbog ¢ega ¢e se molekula
DNA u elektricnom polju udaljavati od negativne elektrode, katode i putovati prema
pozitivnoj elektrodi, anodi. Sto je veéa voltaza elektrinog polja, molekula DNA ¢e se brze
kretati.

Kretanjem iona u elektricnom polju oslobada se toplina, koja se mora negdje odvesti jer ¢e
inace do¢i do njene apsorpcije u sustav. Ako se radi o izuzetno velikoj toplini to moze

uzrokovati i otapanje gela (Butler, 2001.).

5.1. Gel elektroforeza

Plo¢a za gel elektroforezu sastoji se od matriksa s jazicama i puferske otopine kroz koju
molekule DNA putuju tijekom elektroforeze.

Materijali od kojih se gel radi se izmijeSaju 1 uliju u kalup, a na jednu stranu kalupa u tu
mjesavinu se stavi i ¢e$lji¢, kako bi, nakon $to se gel osusi, ostale jazice u koje se zatim

pipetom stavljaju uzorci DNA.
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U forenzici su u upotrebi dvije vrste gela. Agarozni gel koristi se za razdvajanje vecih
fragmenata DNA, 600-23000 bp, koji su dobiveni RFLP (engl. restriction fragment lenght
polymorphism) metodom umnozavanja DNA. Poliakrilamidni gel sluzi za razdvajanje

umnozenih fragmenata DNA metodom PCR veli¢ine 100-400 bp (Butler, 2001.).

5.2. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza kao metoda razdvajanja fragmenata DNA prvi put je upotrebljena
krajem 1980-ih, a postala je popularna sredinom 1990-ih. Najucinkovitija je metoda
razdvajanja i za male i za velike molekule. Razdvajanje kapilarnom elektroforezom izvodi se
u dvijema staklenim kapilarama (naj¢esce SiOy) u elektri¢cnom polju 10-100 puta jaCem nego
u gel elektroforezi, uz odgovarajuéi pufer i nacin detekcije. Uredaj za kapilarnu elektroforezu
ukljucuje izvor visoke voltaze (0-30 kV), fused silica (SiO,) kapilare, dva rezervoara pufera,
dvije elektrode i detektor. Uzorak se dodaje u sustav tako da se jedan razervoar pufera
privremeno zamjeni s uzorkom. Racunalo mjeri vrijeme od kada su fragmenti DNA stavljeni
u kapilaru pa sve do kraja kapilare gdje se nalazi laser koji ih prvo obasja, a zatim refleksiju
svijetla zabiljezi detekcijski prozor. Kao 1 u slucaju gel elektroforeze prve ¢e do kraja kapilare
sti¢i manje molekule.

Prednost kapilarne elektroforeze je S§to je veliki dio postupka automatiziran pa se moZze
provoditi vise razdvajanja istovremeno, koristi malu koli¢inu uzorka, a u usporedbi s ostalim
metodama je i izuzetno brza (5-30 minuta), iz razloga $to moze koristit jace elektri¢no polje

(Xu, 1996.).
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5.3.  ABI Prism 310 Genetic Analyzer

ABI Prism 310 Genetic Analyzer Cesto je koriStena metoda odredivanja STR biljega u
forenziCckim DNA laboratorijima. To je uredaj s jednom kapilarom i moguénoscéu detekcije
viSebojnih flourescencija, a radi bez nadzora.

Sastavni dijelovi ABI Prism 310 Genetic Analyzera su kapilara postavljena izmedu pumpe i
elektrode za ubrizgavanje, grijana plo¢a koja zagrijava kapilaru do odredene temperature te
uzorci smjeSteni u nosac¢ za uzorke koji se pomice gore-dolje da bi postavio uzorke u kapilaru.
Razdvajanje elektroforezom zapocinje nakon S§to su krajevi kapilare postavljeni u ulazni
odnosno izlazni pufer i pustena je struja kroz kapilaru. Veéina ABI 310 metoda koristi voltazu
od 15000 V i kapilaru duzine 47 cm.

Podaci i analiza genotipa se dobivaju prosje¢no svakih 30 minuta obrade tako Sto laser
detektira fluorescentno oznacene uzorke DNA kada produ kroz prozor detekcije. Velika
prednost ove metode je $to se ne iskoristi sav uzorak DNA tako da se postupak moze ponoviti,
a i nije potrebno nikakvo predznanje o kapilarnoj elektroforezi da bi se mogla izvoditi ova

analiza (Butler, 2001.).

Slika 5. 3100-Avant Genetic Analyzer
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6. Zakljudak

U Hrvatskoj se izolacija DNA u velikoj mjeri koristi za odredivanje identiteta posmrtnih
ostataka nakon Domovinskog rata. U svijetu za odredivnje identiteta osoba stradalih u
masovnim nesrecama, npr. nedavno sruseni zrakoplov u francuskim Alpama. Zahvaljujuci
napretku znanosti i tehnologije rodbina stradalih moze do¢i do svojih najmilijih te oni mogu

biti dostojno pokopani.

S druge strane, ovi postupci se koriste u kriminalistici za otkrivanje po€initelja zlo¢ina, koji za
sobom ostave neki bioloski uzorak te se mogu privesti sudu i odgovarati za poc¢injena kaznena

djela.

Iz tih razloga, ali i mnogih drugih bitno je da se nastavi sa usavrSavanjem tehnika izolacije
DNA. Da se ubrza proces, da se iz $Sto manjeg uzorka moze izolirati kvalitetna DNA te da se

smanji cijena uredaja i reagensa kako bi bila financijski dostupna svim DNA laboratorijima.
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