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Otkricem uzastopno ponovljenih hipervarijabilnih regija, minisatelita, postavljeni
su temelji za razvoj moderne forenzine genetike, kao i njihove primjene u analizi
bioloSkog materijala. S pocetkom uporabe lanCane reakcije polimerazom (eng.
Polymerase Chain Reaction, PCR) kratka uzastopna ponavljanja — mikrosateliti,
pokazali su se kao najbolji do tada otkriveni geneticki biljezi. Odlikuje ih brzo umnazanje
i moguénost lakog odredivanja, S$to ih Cini osobito korisnim u analizama forenzi¢nih
bioloskih tragova. Veclina tragova uzetih s mjesta dogadaja Cesto sadrze mali i
ograni¢en broj stanica, a izlaganje uvjetima okoliSa moze dovesti do degradacije DNA i
inhibicije umnazanja DNA metodom PCR (1). Pri izolaciji DNA dijelovi podloge kao
potencijalni inhibitori mogu se izolirati zajedno s genomskom DNA, ¢ime se smanijuje ili
u potpunosti onemogucuje umnazanje DNA. Velik broj inhibitora dobro je poznat,
medutim mehanizmi djelovanja kao i mogucénosti njihova uklanjanja jo$ uvijek su
predmet brojnih istrazivanja (2). Stoga su uspjesnost i osjetljivost izolacije DNA, kao i
proc€iS¢avanja izolirane DNA, kritiCni ¢imbenici u dobivanju DNA profila kao konacnog
rezultata forenzi¢ne analize DNA. Pronalazak nove, uclinkovite metode uklanjanja
inhibitora umnazanja DNA od iznimne je vaznosti za forenzi¢nu analizu DNA, ali i sva
istraZivanja koja obuhvacaju analizu DNA. Metoda proc€iS¢avanja trebala bi biti
jednostavna, brza, reproducibilna, jeftina, primjenjiva na velikom broju razli€itih vrsta
uzoraka, a da pritom ne utjeCe na znacajan gubitak DNA i rezultira visokokvalitethom
DNA.

Cilj ovog istrazivanja jest procistiti bioloSke uzorke od potencijalnih inhibitora
umnazanja DNA pomoc¢u aktivnog ugljena. Uklanjanje inhibitora metode PCR dosada
nije bilo istraZzeno primjenom aktivhog ugljena, kao inertnog materijala koji ne bi trebao
utjecati na daljnju forenzicnu analizu. Pretpostavka je da aktivni uglijen adsorbira
inhibitore tako da uzorci u konacnici sadrze dovoljnu koli€inu €iste humane genomske
DNA za analizu mikrosatelitnih lokusa.

U radu su usporedene neafinitetne metode izolacije DNA, ali i metode
proCiS¢avanja DNA temeljene na ultrafiltraciji (Amicon kolona) i adsorpciji (aktivni

ugljen). Detektirana je prisutna inhibicija i odredena je koncentracija humane DNA
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kvantitativnim PCR-om u svakom pojedinom uzorku, a potom su mikrosatelitnih lokusi
umnozeni te je utvrdena kvaliteta DNA.

Svrha ovog istrazivanja jest u konacnici uvesti prociS¢avanje aktivnim uglienom u
svakodnevni rad s inhibiranim forenzi€nim bioloSkim uzorcima.
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Literaturni pregled

2.1 Povijesni pregled razvoja forenziéne genetike

Karl Landsteiner vec je 1900. godine opisao sustav krvnih grupa ABO i to je bio
prvi nacin genetskog razlikovanja ljudi. Godine 1915. Leone Lattes uveo je odredivanje
krvnih grupa u osusenim tragovima krvi kao osnovu za razvoj forenzi¢ne serologije (3).
O postojanju genetskih razlika priop¢eno je ve¢ 1919. godine u istrazivanju gena koji
kodira krvne grupe, a koji je ujedno i prvi opisani humani gen, €ime je tipizacija ABO
postala jedna od glavnih metoda za odredivanije tjelesnih tekucina. lako su seroloSke
metode bile dobre, u forenzi¢nim slu€ajevima bile su ograni€ene koli€inom dostupnog
bioloSkog materijala te je bio nuZan pronalazak novih metoda. Pauling i suradnici proveli
su elektroforezu normalnog hemoglobina i hemoglobina nadenog kod anemije srpastih
stanica te time uveli elektroforezu kao novu metodu u istrazivanju genetske raznolikosti
(4). Do osamdesetih godina seroloSke i elektroforetske metode koristile su se za
odredivanje raznolikosti krvnih grupa i polimorfnih proteina. Glavni nedostaci ovih
biljiega jesu brza degradacija bakterijskim enzimima, ali i mala raznolikost te
informativnost (5). Otkricem grade molekule DNA zapoCeo je razvoj molekularne
genetike, a poCetkom osamdesetih godina proslog stoljeCa poceli su se koristiti
restrikcijski enzimi za cijepanje DNA na to¢no odredenim mjestima (6).

Uzastopni ponavljajuci nekodirajuci sljedovi DNA, nazvani satelitha DNA,
otkriveni su eksperimentom centrifugiranja DNA u gradijentu cezijevog klorida. Engleski
genetiCar Alec Jeffreys sa suradnicima objavio je da odredene regije DNA sadrze
uzastopno ponovljene sljedove Ciji je broj ponavljanja u slijedu razli€it za jedinku. Takve
hipervarijabilne regije nazvao je minisatelitima ili VNTR (eng. Variant Number of
Tandem Repeats) i time postavio temelje za razvoj svih istraZivanja koja obuhvacaju
analizu DNA (7, 8). Ponavljanja su vazan dio genoma vecine eukariota i rasprdeni su po
Citavom genomu, a njihovo pojavljivanje i poloZaj u genomu specificni su za odredenu
vrstu (9). Razlikuju se tri vrste ponavljajucih sljedova: sateliti, minisateliti i mikrosateliti.

Satelitnu DNA cCine ponavljajuci sljedovi duljine do 100 megabaza (Mb). Nalaze

se u heterokromatinskim regijama kromosoma uglavnom u blizini centromera.
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Minisatelitna DNA sastoji se od 10 do 1000 uzastopnih ponovljenih sljedova
prosjecne duljine od 10 do 100 parova baza (pb). Hipervarijabilni minisateliti nadeni su u
kromosomskim regijama s visokom stopom rekombinacije, a kod €ovjeka vecina takvih
lokusa nadena je u subtelomernim regijama kromosoma sklonim rekombinaciji (10).

Razvoj metode lan¢ane reakcije polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction,
PCR) omogucio je ubrzano istraZivanje svijeta molekularne biologije, $to je u konacnici
dovelo do sekvenciranja humanog genoma (11, 12). Otkriveno je da je priblizno 99,7%
genoma identi¢no te je unutar 0,3% genoma bilo potrebno naci regije koje omogucuju
razlikovanje jedinki na genetiCkoj razini (1). Istovremeno sa sekvenciranjem humanog
genoma otkriveni su i mikrosateliti ili kratka uzastopna ponavljanja (eng. Short Tandem
Repeats, STR).

Mikrosateliti su sljedovi DNA u kojima se uzastopno ponavlja od 1 do 6 pb, a broj
ponavljanja rijetko prelazi 70 puta (13). Nadeni su u svim eukariotskim genomima, ali i u
genomima prokariota (14). Kratki ponavljajuci sljedovi rasprSeni su duz genoma
sisavaca, koji sadrzava na stotine tisu¢a takvih lokusa. Istrazivanjem ljudskog genoma
utvrdeno je da mikrosateliti Cine oko 3% genoma (15). lako njihova funkcija jo$ nije u
potpunosti poznata, istrazivanja upucuju na njihovu ulogu u translaciji, transkripciji,
organizaciji kromatina, rekombinaciji i stanichom ciklusu (16). Mehanizam nastanka
uzastopno ponavljajuc¢ih polimorfizama najéeSce je proklizavanje polimeraze tijekom
replikacije, ¢ime nastaju mikrosatelitni sljedovi, dulji ili krac¢i za jedno ponavljanje (17,
18), a viSe ponavljajuéih jedinica odjednom se moze umetnuti ili izgubiti tijekom
nejednake rekombinacije DNA (7, 19, 20). Zbog velike brzine mutacije (102 - 10°
mutacijskih dogadaja po mikrosatelitnom lokusu i po generaciji) postoji velika
raznolikost u broju ponavljajucih sljedova izmedu jedinki, a stopa mutacije razlikuje se s
obzirom na duzinu i broj ponavljajucih jedinica, kao i na raspored baza (21-23). S
obzirom na to da su mikrosateliti kodominantni biljezi koji se nasljeduju jednostavnim
Mendelovim nac¢inom nasljedivanja, visoko su polimorfni te se mogu jednostavno i brzo
analizirati metodom PCR, vrlo su popularni u Sirokome spektru molekularno-genetickih

istrazivanja (13, 15).
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2.2 Primjena mikrosatelitnih lokusa u forenziénoj analizi DNA

lako je poznato da humani genom sadrzi na tisuce lokusa STR, mali broj nasao
je primjenu u forenzi¢noj praksi. Da bi se mogli koristiti za identifikaciju pojedinaca,
lokusi STR morali su zadovoljiti sljedece kriterije: izraZzena ucestalost heterozigotnosti,
mala stopa mutacije, jasno odreden ponavljajuéi slijed, dobro odredene alele te
jednostavno i pouzdano umnazanje (28).

Lokusi STR prvi su put opisani kao ucinkovito orude za identifikaciju ljudi
devedesetih godina proslog stoljeca (24—-27). U proteklih dvadesetak godina analiza i
genotipizacija polimorfizama lokusa STR iznimno su unaprijedene, tako da njihova
analiza omogucuje dobivanje profila DNA iz uzoraka koji sadrZe vrlo malu koli¢inu DNA
(<200 pg DNA), ¢ak i degradirane DNA (29). Pojavila su se i nova podrucja kao $to je
genotipizacija mitohondrijske DNA, kromosoma Y (30), kromosoma X (31), a u novije
vrijeme i tipizacija mRNA, kao i miRNA za odredivanje vrste tjelesne tekuéine na
temelju ekpresijskih profila u razlicitim tkivima (32—-34), a osim humane DNA uspjesno

se genotipiziraju animalna DNA i biljna DNA.

2.3 Genotipizacija forenzi€nih bioloskih uzoraka

Faze forenziCne analize DNA, kao i metode koje ¢e se koristiti u ovom radu,

prikazane su na Shemi 1. i bit ¢e poblize opisane u poglavljima koja slijede.

; Friprema lzolacija DNA Prodidéavanje Odredivanje Odredivanje Umnazanje Detekeija alela
e DNA koncentracije koncentracije lokusa STR STR
LzOflc DNA inhibitora
Bioloski materijal:
Kru/epitel Chelex®100 Amicon kolona
Podloge:zemlafdrve SO Al uv/vis Multipleks PCR Kapilarna
Jtraper Organska Aktivni uglien qPCR spektrofotometrija elektroforeza

Shema 1. Shematski prikaz provedbe analize DNA u ovom radu
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2.3.1 lzuzimanje bioloskih uzoraka

Analiza forenzi¢nih bioloskih uzoraka (krv, slina, sperma, epitelne stanice, tkivo,
kosti itd.) zapocCinje izuzimanjem tragova s mjesta dogadaja ili od poznate osobe
(referentni uzorci). BioloSki tragovi izuzimaju se tako da se uzima Sto viSe bioloSkog
materijala sa $to manje podloge na kojoj se bioloSki materijal nalazi, a Ciji bi sastavni
dijelovi mogli utjecati na uspjeSnost umnazanja DNA metodom PCR.

Uzorkovanje moze biti direktno i indirektno. Kod direktnog uzorkovanja, podloga
na kojoj se nalazi bioloSki materijal izuzima se za analizu zajedno s bioloSkim
materijalom. lako ova vrsta uzorkovanja osigurava da nema gubitaka DNA, ucCestala je
inhibicija umnazanja DNA (35-37). Indirektno uzorkovanje uklju€uje izuzimanje bioloskih
uzoraka naj¢eS¢e pomocu vatenog Stapi¢a navlazenog vodom. Indirektna metoda Cesto
se primjenjuje u forenzi¢noj analizi, a mana ove vrste uzorkovanja lezi u Cinjenici da
apsorpcijski kapacitet vate moze sprijeCiti oslobadanje stanica i dovesti do lazno
negativnog rezultata za vrlo oskudne uzorke (37), stoga izbor nacina uzorkovanja ovisi

iskljuCivo o procjeni i iskustvu istrazivaca.

2.3.2 Izolacija i proCis¢avanje genomske DNA

Izolacija DNA bila je i ostala najduza kao i najzahtjevnija faza u analizi DNA, a
time i vrlo interesantna za daljnja istrazivanja. Vaznost ove faze leZi u Cinjenici da se
prije daljnje analize lokusa STR treba osigurati dobra kvantiteta i kvaliteta DNA u
istraZivanim uzorcima. U praksi vrlo ¢esto nije poznato u kojim se uvjetima i koliko dugo
trag nalazio, stoga metoda izolacije mora osigurati dovoljnu koli€inu DNA za analizu
velikog broja razliCitih uzoraka koji zbog starosti mogu sadrzavati degradiranu DNA, a
zbog uvjeta okolisa i brojne inhibitore. Osim toga, metoda treba osigurati najvece
moguce iskoriStenje izolirane DNA iz uzorka bez uvodenja reagensa koji mogu utjecati
na daljnju analizu. Sve metode izolacije uklju€uju lizu stanica, otpustanje DNA u
otopinu, kao i uklanjanje, odnosno neutralizaciju inhibitora PCR-a (metode uklanjanja

inhibitora opisane su u poglavlju 2.4.5.).
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Opcenito, metode izolacije DNA mogu se podijeliti na afinitetne i neafinitne (Slika
1A i 1B). Kod afinitetnih metoda DNA se selektivho veze na &vrsti medij kao Sto su
primjerice paramagnetska zrnca (DNA |Q-Promega Corporation, Madison, SAD;
PrepFiler - Applied Biosystems, Foster City, SAD) ili silika membrana (QiAmp - Qiagen,
Hilden, Njemacka). Ispiranjem membrane iz otopine se uklanjaju proteini i dvovalentni
kationi, a DNA se potom eluira, kao $to je prikazano na Slici 1B. lako je dobivena Cista
DNA, rije€ je o skupim metodama, a u praksi se pokazalo da tijekom ispiranja moze
do¢i do znacajnih gubitaka DNA. Zbog uStede vremena, ali i smanjenja moguce
kontaminacije tijekom izolacije, u posljednje se vrijeme teZi automatizaciji izolacije DNA
koriStenjem afinitetetnin metoda, ukljuCujuéi robote (Qiacube — Qiagen, Hilden,

Njemacka; Maxwell®16 — Promega Corporation, Madison, SAD).

A B

&
Trag | ~ Voda
Ispiranje

Liza

L
S i

Uklanjanje supernatanta Vezanje DNA
. [ 5% Chelex

Proteinaza K

Inkubacija (56" C} i
(P Ispiranje
t -
Inkubacija (100°C) i-
1 iy Elucija
E-:-::;l___:J

L 4

DNA DNA

Slika1. Usporedba neafinitetne (A) i afinitetne (B) metode izolacije DNA.
(prilagodeno prema literaturnom navodu 38)

l9



Literaturni pregled

NajceS¢e neafinitethe metode koje se koriste u forenziCnim laboratorijima jesu
organska i izolacija Chelex-om®100. Organska metoda poznata je i pod nazivom
fenol/kloroform izolacija. Rije€ je o jednoj je od najdugovjeCnijih metoda za izolaciju
DNA. To je osjetljiva metoda izolacije DNA, koja omoguéuje izolaciju dvolan¢ane DNA
dobre kvalitete iz razli€itih vrsta uzoraka, a osobito se koristi za stare i/ili degradirane
uzorke (39). Metoda ukljuCuje lizu stanica, digestiju sastavnih dijelova stanica i njihovo
uklanjanje organskim otapalima. Liza stanica provodi se u puferu koji sadrzi natrij
dodecil sulfat (eng. Sodium DodecylSulfate, SDS), etilendiamintetraoctenu kiselinu
(EDTA) i natrij klorid (NaCl) (40), uz dodatak enzima proteinaze K i diotiotreitola (DTT).
Detergent SDS olakSava razaranje staniche membrane taloZenjem proteina i lipida, u
¢emu mu pomaze NaCl, dok DTT omoguéuje cijepanje disulfidnih mostova u
proteinima. Najpoznatiji kelator dvovalentnih kationa, EDTA, onemogucuje djelovanje
stani¢nih nukleaza i time osigurava zastitu DNA. Proteinaza K jest serinska proteinaza
koja omogucuje cijepanje stani¢nih proteina. Njezina aktivhost povecava se s
povecanjem temperature u prisustvu detergenta, Sto je €ini iznimno korisnim enzimom
za digestiju proteina tijekom prociS¢avanja nukleinskih kiselina (41). Fenol i kloroform
organska su otapala koja denaturiraju proteine i omogucuju njihovo taloZenje, dok se
nukleinske kiseline zadrzavaju u vodenoj fazi. Poznato je da kloroform stabilizira fenol,
a osim Sto denaturira proteine, omogucuje i uklanjanje lipida te ekstrakciju zaostalog
fenola. Mnogi protokoli uklju€uju i dodatak izoamilnog alkohola koji spreCava pjenjenje.

Za uklanjanje soli, kao i koncentriranje nukleinskih kiselina u otopinama nakon
organske izolacije, najce$¢e se koristi ultrafiltracija preko kolone kao alternativna
metoda taloZenja etanolom (42). Nedostatak organske metode ponajprije lezi u
toksi€nosti organskih otapala, dugotrajnosti postupka, gubicima koji su posljedica
prebacivanja faza u nove epruvete, kao i Cestom zaostajanju fenola koji inhibira
umnazanje DNA metodom PCR (43).

Izolacija pomoc¢u ionskog izmjenjivaéa Chelex®-a 100 uvedena je u forenziénu
praksu prije dvadesetak godina (44). Keliraju¢a zrnca svojim iminodiacetatnim grupama
vezu polivalentne metalne ione koji bi kao sastavni dijelovi nukleaza omogudili
degradaciju DNA pri visokim temperaturama. Vezanje magnezija kao dvovalentnih

kationa omogucuje zastitu DNA inaktivacijom stani¢nih nukleaza. Liza stanica provodi
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se pri 56°C, kao $to je prikazano na Slici 1A. Alkalnost Chelex®-a i visoka temperatura
uzrokuju razaranje membrane i denaturaciju stanicnih proteina, dok se DNA odrzava u
jednolanéanom obliku. Izolacija Chelex®-om &esto uklju¢uje i dodatak proteinaze K, &ija
je uloga opisana ranije.

Prednosti su Chelex® metode:

e Dbrzina

e jednostavnost

e ekonomicnost

e nema gubitaka bioloSkog materijala

¢ smanjena je mogucénosti kontaminacije

e nema upotrebe toksi¢nih kemikalija

e zrnca omogucuju vezanje metalnih iona i uklanjanje nekih inhibitora.
Nedostaci su Chelex® metode:

e ograni¢eni kapacitet vezanja inhibitora

e Cesto je potrebno uvesti dodatno prociS¢avanje uzoraka

e zrnca gube kelirajuéi kapacitet i nakon nekog vremena otpustaju

vezane inhibitore PCR-a (45).

Navedene tradicionalne metode izolacije osim DNA omogucuju istodobnu
izolaciju i inhibitora koji se teSko uklanjaju. Organskom izolacijom pomoc¢u fenol-
kloroforma ne mogu se ukloniti inhibitori topljivi u vodi kao $to su urea i humusne
kiseline (46), dvovalentni ioni Zeljeza (47), hematin (44) i komponente fecesa (48). S
druge strane, Chelex nije u€inkovit pri uklanjanju inhibitora iz krvi (49, 50) i tekstilnih
boja (49). To dovodi do nemoguénosti provedbe uspjesne analize DNA, stoga je nuzno
pronaci optimalnu metode izolacije i proCiS¢avanja problemati¢nih uzorka koji su vrlo

Cesti u rutinskom radu forenzi¢nog laboratorija, ali i u drugim podrucjima istrazivanja.
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2.3.3 Kvantifikacija humane DNA

Rane metode odredivanje koncentracije DNA uklju€ivale su mjerenje
apsorbancije pri valnoj duljini od 260 nm ili fluorescenciju nakon bojenja gela etidijevim
bromidom. Mjerenjem apsorbancije odreduju se ukupne nukleinske kiseline, a
kontaminacija proteinima i fenolom Cesto dovodi do lazno pozitivhog rezultata. Bududi
da navedene metode nisu dovoljno osjetljive, dugotrajne su i zahtijevaju velike koliCine
Cesto vrlo oskudnih forenzi¢nih uzoraka (28), bilo je nuzno razviti nove metode, od kojih
se u forenzi¢noj analizi DNA najviSe primjenjuje Real-Time PCR ili kvantitativni PCR

(qPCR) zbog mogucnosti pracenja ne samo kvantitete vec i kvalitete izolirane DNA.

P
(R TagMan 5
5L proba

Pocetnica

5
.
4
Pocetnica

Pocetnica
o et e e e e

3% —— B’
p

T
Potetnica

Ron @
Poéetnica * »
B m 4

Pocetnica

a &

Legenda: "R" - reporter fluorescentna boja; "Q" — utiSavajuc¢a fluorescentna boja (eng. quencher)

Slika 2. Mehanizam nastanka fluorescencije umnozavanjem DNA u stvarnom
vremenu (prilagodeno prema literaturnom navodu 28)

Na Slici 2. prikazan je op¢i mehanizam nastanka fluorescencije tijekom
umnazanja nukleinskih kiselina u stvarnom vremenu. Probe TagMan obiljeZzene su
dvjema fluorescentnim bojama razliCite energije koje specificno hibridiziraju izmedu
pocetnica za PCR u ciljnoj regiji DNA (oznacene kao "R" i "Q" na Slici 2.) (51). Prijenos
energije (FRET, eng. Fluorescence Resonance Energy Transfer) izmedu fluorescentnih
boja mogu¢ je samo ako su boje u blizini, pri €emu dolazi do utiSavanja emisije reporter

boje. Polimeraza svojom 5' nukleaznom aktivnoSc¢u odcjepljuje probu s lanca, povecava
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se udaljenost izmedu fluorescentnih boja, ¢ime dolazi do fluorescentne emisije reporter
boje (R), koja je direktno proporcionalna broju umnozenih kopija (52). Broj ciklusa
umnozavanja u odnosu na logaritam koncentracije u linearnom je odnosu tijekom
eksponencijalne faze, stoga se u ovoj fazi i mjeri fluorescencija (53). Pouzdanost
metode poboljSana je uvodenjem interne pozitivne kontrole (eng. Internal Positive
Control, IPC) koja se umnaza istovremeno s lokusom za reverznu transkriptazu humane
telomeraze kao ciljinom humanom sekvencom (54). Time se omogucuje razlikovanje
negativnih od lazno negativnih odnosno inhibiranih uzoraka, stoga se ova metoda
smatra pouzdanom metodom za odredivanje koncentracije DNA, kao i za istrazivanje

inhibicije.
2.3.4 Umnazanje i analiza mikrosatelitnih lokusa

Analiza forenzi¢nih uzoraka koji Cesto sadrze ograni¢enu koli¢inu DNA ne bi bila
moguc¢a bez umnazanja DNA metodom PCR, Cije su prednosti i mane navedene u
Tablici 1.

Tablica 1. Prednosti i nedostaci metode PCR

Prednosti Nedostaci
e za umnazanje potrebne male koli¢ine DNA e inhibitori djelomi¢no ili u
potpunosti onemogucuju

umnazanje DNA

e moze se koristiti i degradirana DNA e promjena u sekvenci za
vezanje pocetnica moze
onemoguciti umnazanje DNA

e moze se istovremeno umnazati VviSe e postoji mogucénost
specificnih sljedova u DNA u velikom broju kontaminacije drugim
kopija ("multipleks PCR") tragovima

e koriste se poCetnice specificne za humanu
DNA, pa nema umnazanja DNA iz stranog
izvora

(prilagodeno prema literaturnom navodu 28)
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Kao $to je ranije spomenuto, prisustvo inhibitora i degradacija DNA otezava
analizu jer dovodi do nemogucnosti umnazanja ili smanjenja osjetljivosti umnazanja
vecih alela odredenih lokusa (28). Razvoj komercijalno dostupnih setova za istovremeno
umnozavanje viSe specificnih regija DNA (eng. Multiplex PCR) znatno je ubrzao i
pojednostavnio forenzi¢nu analizu DNA (Slika 3). Po jedna pocCetnica u paru poCetnica
obiljeZzena je odgovarajucom fluorescentnom bojom (5-FAM, JOE, NED, PET ili VIC),
dok je interni standard obiljezen fluorescentnom bojom — ROX odnosno LIZ. Umnozeni
obiljeZeni mikrosatelitni lokusi razdvajaju se kapilarnom elektroforezom prema veli€ini i
fluorescentnim bojama kojima su obiljezeni, Sto se detektira kao plava, zelena, crvena
odnosno zuta boja. Podaci se analiziraju raCunalnim programom koji usporeduje
umnozene alele sa standardom svih poznatih alela prisutnih u populaciji za odredeni
lokus STR. U konacnici se dobiva elektroferogram, odnosno DNA profil kao kombinacija
pojedinacnih genotipova lokusa STR, pri Cemu se svakom od alela automatski pridodaje
internacionalna broj¢ana oznaka. Brojevi dodijeljeni svakom alelu oznacuju broj
ponavljanja kratkih ponavljajucih sljedova u odredenom lokusu za pojedini alel. Na
primjer, alel 6 u lokusu THO1 predstavlja Sest tetranukleotidnih ponavljanja slijeda AATG
(55).

T < — <
Lokus A Lokus B Lokus C

A I

A C B

Legenda: Tri seta fluorescentno obiljezenih poCetnica oznagena strelicama istovremeno umnozavaju
lokuse STR (A, B i C), koji se potom razdvajaju na temelju veliine; prilagodeno prema
literaturnom navodu 28.

Slika 3. Shematski prikaz multipleks PCR-a
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Za uspjesSnu genotipizaciju vazna je i kvaliteta umnozene DNA, koja se moze
pratiti analizom visine pikova (eng. Peak Height, PH) kao i omjera visine pikova (eng.
Peak Height Ratio, PHR) u svakom pojedinom lokusu STR. RavnoteZa pikova
heterozigotnog lokusa (PHR) omjer je visine pikova najmanjeg i najveéeg alela. Izrazen
je kao postotak, pri ¢emu 100% predstavlja savrSenu ravnotezu pikova. Definirane su i
preporuke koje odreduju kvalitetu DNA od strane organizacije ENFSI (engl. European
Network of Forensic Science Institutes). Stoga, da bi se odredeni uzorak smatrao
uzorkom dobre kvalitete, vrijednosti PH trebaju biti od 1000 do 2000 RFU (eng. Relative
Fluorescence Units), a PHR heterozigotnih lokusa >60% (56, 57).

2.4 Inhibitori umnazanja humanih mikrosatelitnih lokusa

lako je sadrzaj inhibitornih spojeva u uzorcima izuzetim s mjesta dogadaja
uglavhom nepoznat, poznavanje podloge s koje je uzorak izuzet, kao izvora
potencijalnih inhibitora, mozZe olakSati analizu DNA. Inhibitori mogu utjecati na lizu
stanice, koja je nuzna za uspjesnu izolaciju DNA, degradaciju nukleinskih kiselina, ali i
na inihibiciju polimerazne aktivnosti, ¢ime onemogucuju umnazanje ciljine DNA (58).

Do danas su poznata tri mogu¢a mehanizma kojima inhibitori utjeCu na
umnazanje, a to su vezanje na DNA polimerazu, interakcija s kalupom DNA ili s DNA
polimerazom u fazi produZivanja pocetnica (2). Osim vezanja na DNA inhibitori mogu
degradacijom odnosno kompeticijom utjecati na DNA, pocetnice, nukleotide,
magnezijeve ione ili DNA polimerazu kao sastavne dijelove reakcijske smjese (59).
Prisustvo inhibitora kao interferirajucih spojeva direktno utjeCe na uspjesnost PCR-a, a
pojedini inhibitori utjeCu na umnazanje PCR-om ve¢ u jako malim koli¢inama (60).
Pojedini sastojci krvi kao Sto su hematin (61), laktoferin (62) i imunoglobulin G (63), kao
i dodani antikoagulansi (heparin) (64) poznati su inhibitori. Prirodni inhibitori postoje i u
drugim bioloSkim materijalima kao pigment melanin iz kose i koze (65), kolagen iz tkiva i
kosti (66) odnosno keratin iz kose (67).

Osim inhibitora prisutnih u bioloSkom materijalu, koji su predmet analize u
forenzi¢nim laboratorijima, dobro su poznati inhibitori koji zbog izloZenosti bioloSkog

materijala okoliSnim uvjetima onemogucuju analizu DNA. Najpoznatiji medu njima su
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humusna i fulvinska kiselina iz zemlje te taninske kiseline iz drva (58). Forenzicni
bioloski uzorci mogu sadrzavati i razliCite tekstilne boje, od kojih je naj¢eSca indigo boja,
ali i toksi¢ne spojeve kao $to je fenol (68). U tablici 2. navedeni su dosad istrazivani
inhibitori.

Tablica 2. Istrazivani inhibitori PCR-a

Inhibitori Potencijalni izvor inhibitora Literaturni navod
Hematin krv 2,69-72
Imunoglobulin G krv 63

Laktoferin krv 72

Melanin kosa i tkivo 2,65

Kolagen tkivo i kosti 73,74

Mioglobin misicno tkivo 75

Keratin kosa 67

loni kalcija kosti 2,72,76
Humusne tvari zemlja

(humusne i fulvinske 2,36, 46,47, 77-83
kiseline)

Polisaharidi izmet, biljni materijal, zemlja 46, 84, 85

Indigo boja tekstil 2, 86

Urea urin 87

Zuéne soli urin 47,72

Taninske kiseline biljni materijal 2,47, 88

Fenol organska ekstrakcija DNA 43

2.4.1 Hematin

Tragovi krvi naj¢eSc¢i su bioloSki tragovi koji se analiziraju u forenzi¢nim
laboratorijima, a ujedno predstavljaju i problemati¢ne tragove s obzirom na to da sadrze

brojne inhibitore, medu kojima je najistaknutiji hematin.
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Hematin je porfirinski spoj koji nastaje kao jedan od produkata razgradnje
hemoglobina. Ima sposobnost keliranja metalnih iona (2), a struktura mu je prikazana
na Slici 4. Poznato je da nije topljiv u vodi pri neutralnoj vrijednosti pH, ali je dobro

topljiv u alkalnim otopinama kao $to je NaOH (89).
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(preuzeto iz literaturnog navoda 90)
Slika 4. Kemijska struktura hematina

S obzirom na to da Chelex®100 ima ograni¢en kapacitet vezanja, tijekom
izolacija preobilnih tragova krvi (> 3ul pune krvi) moze doc¢i do inhibicije PCR-a (91).
Ranije je objavljeno da organska izolacija DNA iz tragova krvi rezultira dovoljnom
koncentracijom DNA za forenzi¢nu analizu, ali DNA nije uvijek i umnozena upravo zbog
prisustva hematina (92). Do sada objavljeni podaci o inhibicijskom ucinku hematina
pokazuju da koncentracija od 14 pM ne utjeCe na rezultate qPCR-a iako se s
povecanjem koncentracije hematina efikasnost smanjuje tako da je potpuna inhibicija
vidljiva kod koncentracije od 40 yM (93).

Koncentracija hematina od 24 pM pokazuje inhibiciju umnozavanja
mikrosatelitnih lokusa setom SGM Plus (91). Unato€ brojnim objavljenim radovima,
inhibitorni u€inak krvi na umnazanje DNA josS uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Novija
istrazivanja povezuju ga s inaktivacijiom DNA polimeraze i/ili degradacijom DNA i
pocetnica (94). Smatra se da se hematin izolira zajedno s nukleinskim kiselinama, veze
na Taq DNA polimerazu i time utjeCe na njezinu aktivnost, ali i na produljenje pocetnica

(2, 61). U konacnici, analiza uzoraka DNA koji sadrze povecCanu koncentraciju
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hematina, rezultira djelomicnim DNA profilom, odnosno nemogu¢noS¢u umnazanja
vecih alela odredenih lokusa (D2S1338, D18S51, FGA) (1).

2.4.2 Humusne tvari

Humusne tvari spadaju u najistrazivanije inhibitore PCR-a u posljednjih
dvadesetak godina. Zbog svoje slozene kemijske strukture onemogucéavaju analizu
mikrobne DNA iz tla, analizu DNA iz humanih skeletnih ostataka zakopanih u tlu, kao i
tjelesnih tekucina koje zaostaju na tlu na mjestu dogadaja. Forenzi¢ni bioloSki materijal
Cesto zaostaje na/u tlu kao posljedica pocinjenja kaznenog djela, $to humusne tvari
svrstava u jedan od glavnih inhibitora koji potjeCu iz okolisa.

Humusne tvari u literaturi su opisane kao visokomolekularne amorfne organske
tvari, Zute do crne boje. Smjesa su polifenola koji nastaje razgradnjom organskih tvari, a
sastoje se od polimeriziranih produkata kao $to su humusne kiseline, fulvinske kiseline i
humin kao tri frakcije razliCite topljivosti (47, 95). Znacajke su humusnih tvari strukturna
heterogenost, mogucnost vezanja metalnih iona, kao i vezanja brojnih organskih
spojeva (79). Zbog njihove heterogenosti nije moguce odrediti njihovu jedinstvenu
molekularnu strukturu, ali s obzirom na poznate strukturne komponente, predlozeni su
strukturni modeli humusnih kiselina (Slika 5) i fulvinskih kiselina (Slika 6). Humusne
kiseline predstavljaju glavhu komponentu humusnih tvari i tvore smjesu razli€itih kiselina

koje sadrze brojne karboksilne i fenolatne grupe.
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COOH [ |
HQ | o COOH
R—CH ;H\ |
| o q ? H
& " HGe=—0 o COOH
HO 1
oH oH o o M 0
OH
ol TH o]
R—(]:H
co Peptid

(preuzeto iz literaturnog navoda 96)

Slika 5. Kemijska struktura humusnih kiselina iz tla
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Humusne i fulvinske kiseline iz tla izoliraju se koristeci jaku bazu, a za razliku od
njih, humin se ne moze izolirati niti jakom kiselinom niti jakom bazom (95). Humusne
kiseline topljive su pri vrijednosti pH=9, dok su fulvinske kiseline topljive pri
vrijednostima pH=2 i pH=9 (97).

OH  COOH CH0H
HOOC CI;!E/C&CQCHS
4 “cH—cooH
HOOC CH, CHOH
COOH OH CH—C COOH

|
s}

R

(preuzeto iz literaturnog navoda 98)
Slika 6. Kemijska struktura fulvinskih kiselina

Omijer humusnih i fulvinskih kiselina razlikuje se s obzirom na vrstu tla, a iz
literature je poznato da tresetna tla karakterizira izrazito visoki udio humusnih tvari (95,
99). S obzirom na to da su humusne tvari iz zemlje sloZena smjesa polifenola, nemaju
specifi€ni apsorpcijski maksimum u ultravioletnom (UV) niti u vidljivom dijelu spektra.
Humusne tvari u tlu mogu se odrediti pomoc¢u Folin-Ciocalteauovog fenolnog reagensa i
galne kiseline kao standarda (100-102). Kolorimetrijska reakcija temeljena je na
kemijskoj redukciji reagensa u alkalnoj otopini i oksidaciji fenolnih grupa, pri ¢emu
nastaje plavo obojenje (102).

DosadasSnje spoznaje govore da tragovi humusnih tvari (humusne
kiseline>0,1ng/ul; fulvinske kiseline>1ng/ul) dovode do potpune inhibicije i lazno
negativnog rezultata PCR-a (36). Dodatak od 10 do 75 ng sintetske humusne kiseline
inhibira, dok 100 ng u potpunosti inhibira qPCR (80). Koncentracija od 40 ng/ul
inhibitorna je za umnozavanje mikrosatelitnih lokusa koriste¢i set SGM Plus (103).
Pretpostavlja se da fenolne grupe humusnih tvari denaturiraju bioloSke molekule
vezanjem na amide ili oksidiraju do forme kinona i potom se kovalentno vezu na DNA ili
proteine (58). IstraZivanja provedena 2010. godine pokazala su da se humusne kiseline

vezu na DNA i time inhibiraju umnazanje DNA metodom PCR (2).
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2.4.3 Tanini

Tanini su skupina prirodnih spojeva rasprostranjena u biljnom svijetu. Nalaze se
u svim vrstama drva, a posebno u drvu kritosjemenjaca, u koje spada i bukva (Fagus
syvaltica) kao najrasprostranjenije Sumska vrsta drvec¢a u Hrvatskoj (105). SloZeni su
spojevi tamne boje, koji pokazuju dobru topljivost u vodi, a u kombinaciji s proteinima
koZe kolagenom formiraju tamnosmede obojenje i koriste se u procesu poznatom pod
nazivom Stavljenje koze (104). Koncentracija tanina, kao slozenih biljnih polifenola,
takoder se moze odrediti Folin-Ciocalteauovim reagensom. Kao standard za
odredivanje koncentracije tanina naj¢eSCe se koristi komercijalno dostupna taninska
kiselina (Slika 7). Taninska kiselina jest smjesa tanina otpornih na kemijsku i bioloSku
degradaciju, za razliku od humusnih i fulvinskih kiselina koje nastaju razgradnjom

biljnog materijala (47).

(preuzeto iz literaturnog navoda 106)
Slika 7. Kemijska struktura taninske kiseline

S obzirom na to da se forenziCni bioloSki uzorci ¢esto mogu naci na biljnom
materijalu kao i na predmetima izradenim od koze, od posebne je vaznosti ukloniti
taninsku kiselinu kao poznati inhibitor Taq polimeraze (88). Njezin inhibicijski ucinak
direktno je ovisan o koncentraciji prisutnih tanina, s tim da je potpuna inhibicija vidljiva

pri koncentracijama vec¢im od 1,4ng TA u 25pl reakcijske smjese za PCR (88).
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Mehanizam djelovanja taninske kiseline povezan je s brojnim elektronegativnim
grupama koje mogu vezati magnezijeve ione i time onemoguciti aktivhost Taq
polimeraze, ali i uz moguénost oksidacije u kinonsku formu i kovalentnog vezanja na

Taq polimerazu (2, 88).

2.4.4 Indigo

Indigo je organski spoj koji predstavlja najceSci izvor plavog pigmenta (Slika 8).
Kao jedna od najstarijih tekstilnih boja, indigo se koristio za bojenje odjece jo$ u starom
Egiptu (107). Prvotno se izolirao iz razli€itih biljnih vrsta, a u danasnje vrijeme proizvodi
se sintetski. Najpoznatija je tekstilna boja za bojenje trapera, pri Cemu je nijansa plavog
trapera odredena koli¢inom indigo boje (108).

Indigo je tamnoplavi prah, netopljiv u vodi, a dobru topljivost pokazuje u jako

polarnim otapalima u kojima €ini plavu otopinu (86).

(preuzeto iz literaturnog navoda 109)
Slika 8. Kemijska struktura indiga

Kod brojnih kaznenih djela, kao $to su primjerice silovanja, tragovi tjelesnih
tekuéina (sjemena tekucina, krv i slina) mogu se naci na odjeci od plavog trapera te se
indigo boja moze izolirati zajedno s genomskom DNA i time onemoguciti umnozavanje
lokusa STR (110, 111). Mehanizam inhibitornog djelovanja indiga, kao i ostalih tekstilnih
boja, jo$ nije objasnjen u literaturi. Opel i suradnici pokazali su da plava boja koja

zaostaje nakon izolacije DNA dovodi do neprecizne kvantifikacije DNA metodom qPCR
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(2). Problem lezi u Cinjenici da je mehanizam djelovanja zasad nemoguce odrediti
metodom gPCR, $to je vjerojatno posljedica medudjelovanja plave boje sa sastojcima

reakcijske smjese (2).

2.4.5 Metode uklanjanja inhibitora umnazZanja mikrosatelitnih lokusa

Dosada opisani inhibitori nastoje se ukloniti pomocu dvaju pristupa. Prvi pristup
odnosi se na proCiS¢avanje uzoraka nakon provedene izolacije DNA, a prije
umnozavanja DNA metodom PCR. Filtracija i razrjedivanje inhibiranih uzoraka brze su i
jednostavne metode, koje se Cesto primjenjuju. Razrjedivanjem uzorka smanjuje se
koncentracija inhibitora, ali i koncentracija DNA u uzorku, ¢ime se Cesto onemogucuje
uspjeSna analiza DNA. Postupkom filtracije ekstrakt se zajedno s vodom ili puferom
propusta kroz filtar koji omogucuje zadrzavanje veéih molekula kao $to je DNA, a
prolazak manjih molekula (inhibitora). Za prociS¢avanje forenzicnih uzoraka
ultrafiltracijom &esto se koristi Centricon 100® (preimenovan u Amicon 100K od strane
proizvodaca - Millipore, Billerica, SAD). Ovim nacinom prociS¢avanja moze doéi do
gubitka degradirane DNA, ali i zbog vezanja DNA na membranu. Metoda se koristi za
uklanjanje hematina, ali i za koncentriranje nukleinskih kiselina (70).

Drugi pristup temelji se na inaktivaciji ili blokiranju aktivnosti inhibitora tijekom
umnazanja metodom PCR, i to najée$¢e dodatkom govedeg serumskog albumina (eng.
Bovine Serum Albumin, BSA) i gp32 proteina koji se veze na jednolanCanu DNA (47).
Poznato je da BSA spreCava inhibiciju hemoglobinom (61, 63), fenolom (43),
proteazama (111), sastojcima ljudskih kostiju (112) i tekstiinim bojama (91).
Pretpostavlja se da BSA moZe smanijiti ili sprijeciti inhibiciju tijekom PCR-a,
najvjerojatnije vezanjem na inhibitore. Zbog navedenih je razloga BSA uklju¢en u sastav
komercijalno dostupnih setova za PCR, a u istu svrhu koriste se i neionski detergenti
kao Sto su Tween 20 i Triton X-100 (91, 113, 114).

U literaturi se navodi da se odvajanje DNA od humusnih tvari iz tla provodi
proc€is¢avanjem pomocu polivinilpolipirolidona (PVPP) ili polivinilpirolidona (PVP) preko
Sephadex kolone (115, 116) ili dodatkom aluminij sulfata, koji spre€ava izolaciju
inhibitora iz tla zajedno s DNA (117). U 2011. godini objavljen je i rad u kojem se PVPP
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zajedno s aktivnim ugljenom u prahu primjenjuje za uklanjanje humusnih tvari, Sto
omogucuje uspjesnu izolaciju metogenomske DNA iz tla (118).

Osim navedenog, inhibicija se nastoji izbje¢i uvodenjem novih termostabilnih
polimeraza (59, 71, 83, 94, 119), ali i optimizacijom pufera za DNA polimeraze (120).
Razvijaju se i novi komercijalno dostupni setovi za umnazanje DNA, poboljSanog
sastava pufera, povecane osjetljivosti, koji omoguéuju umnazanje veceg broja lokusa
(npr. NGM set) (120).

2.4.6 Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije inhibitora

Spektroskopija u ultravioletnom i vidljivom dijelu spektra (UV/VIS spektroskopija)
jest metoda koja prati "ponaSanje" uzroka koji je izlozen svjetlosti. Identifikacija
materijala na temelju njegova obojenja vjerojatno je bila jedna od najranijih primjena
apsorpcijske spektrofotometrije, a kvantitativno odredivanje intenziteta obojenja
najranija primjena apsorpcijske spektroskopije (121). Prolaskom svjetlosti kroz uzorak
dio se svjetlosti apsorbira, a preostali dio prolazi kroz uzorak. Prema Lambert-
Beerovom zakonu, apsorbirana energija pri odredenoj valnoj duljini funkcija je
koncentracije tvari koja apsorbira energiju (42). Kvantitativho odredivanje molekula koje
sadrze kromofore provodi se mjerenjem apsorbancije. Koncentracija nepoznatog uzorka
naj¢esce se odreduje metodom linearne regresije iz standardne krivulje (121). lako je u
forenziCnoj analizi DNA ova metoda kvantifikacije DNA napustena upravo zbog
prisustva brojnih obojenih tvari koje onemogucuju to€¢nu kvantifikaciju, koncentracija i
Cisto¢a nukleinskih kiselina i danas se u brojnim bioloSkim laboratorijima odreduje
mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini A=260 nm, odnosno mjerenjem omjera
apsorbancija (Azeo/A2s0). Porfirinski spojevi imaju karakteristiCni apsorpcijski maksimum
pri A=400nm. Humusne tvari nemaju karakteristiCni apsorpcijski maksimum, ali zbog
kromofora fenolnog tipa apsorbiraju pri A=260-270nm (122), dok tanini, koliko je
poznato, ne pokazuju specificni apsorpcijski spektar (123). Obojenje uzorka moze

ukazivati na prisustvo inhibitora u forenzi¢nim bioloSkim uzorcima, stoga se
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spektrofotometrija Cini kao prikladna metoda za odredivanje koncentracije inhibitora u

forenzi¢nim bioloSkim uzorcima (61).

2.5 Aktivni ugljen (AU)

Adsorpcija je kemijski proces u kojem se tvar (adsorbat) prisutna u tekucoj ili
plinovitoj fazi uklanja nakupljanjem na grani¢noj povrSini izmedu te faze i druge
najCesce krute faze (adsorbens). Aktivni ugljen (AU) najpoznatiji je adsorbens, koji se
koristi od davnina. U medicinske svrhe upotrebljavao se joS u starom Egiptu. Danas ima
brojne primjene — od procCiS¢avanja zagadenog tla, otpadnih voda i voda za pice,
ispusnih plinova, za uklanjanje toksina i otrova, ali i za proCiS¢avanje krvi (123, 124).
NajceS¢e se primjenjuje u obliku praha (eng. Powdered Activated Carbon, PAC) i
granula (eng. Granular Activated Carbon, GAC). Aktivni uglien u prahu (PAC) Cine
Cestice veliCine oko 44um, koje osiguravaju brzu adsorpciju za razliku od GAC-a koji
karakteriziraju Cestice veli€ine od 0,6 do 4,0 mm. Priprema se pirolizom karboniziranog
materijala i aktivacijom, kojom se osigurava najveé¢i moguci broj nasumicnih pora
razligite veli¢ine i oblika, a time i iznimno velika povrsina za adsorpciju (800-1500 m?%g).
Jedna od najstarijih i najrasirenijih primjena AU-a jest obezbojenje otopina, pri ¢emu se
odgovarajuéa koli¢ina PAC-a dodaje u otopinu koja se obezbojava, a zatim se PAC
izdvaja iz otopine filtracijom ili centrifugiranjem. ProciS¢avanje se obi¢no provodi pri
sobnoj temperaturi jer se s povec¢anjem temperature smanjuje efikasnost obezbojenja
aktivnim ugljenom. Adsorpcijski kapacitet aktivhog ugliena odreden je poroznom
strukturom odnosno fizikalnim svojstvima, ali i kemijskom strukturom njegove povrsine.
Tako efikasnost obezbojenja osim prirode aktivnog ugljena odreduju i vrijednost pH kao
i priroda uzorka (123). Poroznost aktivhog ugljena odredena je udjelom mikropora
(dijametar, d<2nm), mezopora (2<d<50nm) i makropora (d>50nm), pri ¢emu velik udio
mikropora odgovara velikom adsorpcijskom kapacitetu malih molekula, dok prisustvo
mezopora i makropora korelira s kapacitetom vezanja vecCih molekula kao Sto su

humusne tvari (125).
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Ranije je objavljeno da pore na povrsini aktivhog ugljena adsorbiraju komponente
krvi, humusne i fulvinske kiseline, taninske kiseline, metalne ione, tekstilne boje, pa ¢ak
i plazmidna DNA veliine do 400 pb (124-130). Kao sto je navedeno, aktivni ugljen kao
inertni materijal ima moc¢ adsorpcije aromatskih, polifenolnih spojeva, tekstilnih boja i
drugih sloZenih spojeva koje nalazimo i u forenzi¢nim bioloSkim uzorcima, stoga je u
ovom istrazivanju aktivni ugljen u prahu primijenjen u prociS¢avanju uzoraka koji sadrze

spomenute spojeve kao poznate inhibitore.
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3.1 Materijali

U prvom dijelu istrazivanja istraZzeni su uvjeti temperature i vremena adsorpcije
aktivnim ugljenom (Slika 9). Cilj je posti¢i potpunu inhibiciju, odrediti optimalne uvjete
procCiS¢avanja aktivnim ugljenom, koji ¢e se potom primijeniti za proc€iS¢avanje bioloskih
uzoraka krvi i epitela pet ispitanika nanesenih na razliite podloge (zemlja, drvo i
traper). Usporedeno je prociS¢avanje aktivnim uglienom i komercijalno dostupnom
kolonom za ultrafiltraciju (Amicon) s pripadaju¢im kontrolama bez procis¢avanja, to je
prikazano na Slici 10A. Utjecaj komponenti podloga kao potencijalnih inhibitora istrazen

je uklju€ivanjem uzoraka krvi i epitela bez podloga (Slika 10B).

3.2 Metode

3.2.1 Priroda i adsorpcijski kapacitet aktivnog ugljena

Proizvoda¢ (Pliva, Zagreb, Hrvatska) nije naveo karakteristike aktivhog ugljena
kao Sto su veliina Cestica i poroznost o kojima ovisi njegov adsorpcijski kapacitet,
stoga je povrSina aktivhog ugljena snimljena skeniraju¢im elektronskim mikroskopom
(Mira 3 HV FEG, Tescan, SAD).

Potom je proveden test adsorpcijskog kapaciteta aktivhog ugliena kao $to je
prethodno objavljeno, uz odredene promjene (129). U epruvete s prethodno izvaganih
5mg AU dodano je 10yl tinte (TOZ, Zagreb, Hrvatska) i 990ul vode. Takoder je 10ul
tinte otopljeno u 445pl vode i 445ul 5%-tnog Chelexa 100 (Biorad, Hercules, SAD), kao
reagensa za izolaciju DNA visoke vrijednosti pH, te dodano na 5mg aktivhog ugljena.
Svaki uzorak bio je usporeden s pripadaju¢om kontrolom bez aktivhog ugljena.
Inkubacija je provedena pri sljede¢im temperaturama: 25°C, 37°C, 56°C i 65°C, u
trajanju od 30 minuta. Uzorci su potom centrifugirani 5 minuta na 14000 okr/min i

fotografirani.
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Podloga

Zemlja

—

Krv

——

Izolacija DNA Chelex
izolacija (80)

—
|

- 1
+AU (30) - AU (30)

I T ) T A 1 ) I T - T 1

25°C (10) 37°C (10) 56°C (10) 65°C (10) ‘ ‘ 25°C (10) 37°C (10) ‘ ‘ 56°C (10} ‘ ‘ 65°C (10)
| |

Bioloski uzorak

S min (2) = S min (2) = S min{2) -i Smin {2} |4 S5 min (2) -1 S min (2) = Smin(2) |~ 5min{2)
1R

|

HI 10min (2) |~ 10min (2) |~ 10min (2) -—'I 10 min (2) | = 10min (2) —1 10 min (2) |~ 10 min (2) 10 min (2)
|

Proc¢iscavanje

izolirane DNA |
-—i 20min (2) |4 20min (2) | 20 min (2) -i 20min (2) | 20min (2) —1 20min (2) |~ 20min (2) |+ 20 min (2)
11|

n—-l 30min{2) |~ 30min{(2) |~ 30min (2) -—1I 30min (2) | = 30min (2) —1 30min{2) |~ 30min{(2) |F= 30min (2)
1R

60 min (2) | %~ 60min (2) —1 60 min (2) |~ 60min (2) |“~ &0 min (2)

—-l 60 min (2) |~ 60min (2) |~ 60min (2)
| |

|

Legenda: "+ AU" — s dodatkom aktivnog ugljena,”- AU" — bez dodatka aktivhog ugljena (u zagradama je naveden broj kopija uzoraka)

Slika 9. Shematski prikaz optimizacija proc¢iS¢avanja aktivnim ugljenom
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BP(9) BP(9)
Metode
ar~adill| -
Au(9) s
B Bioloski
materijal

Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon, "BP" — bez prociS¢avanja.
(u zagradama je naveden broj kopija uzoraka po jednom ispitaniku)

Slika 10. Shematski prikaz proc¢iSéavanja bioloskih uzoraka
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3.2.2 Test adsorpcije u ovisnosti o temperaturi i vremenu

Aktivni ugljen primijenjen je za odredivanje optimalnih uvjeta procCiS¢avanja
genomske DNA u uzorcima pripremljenim na sljedeci nacin.

Treset kao zemljana podloga (Finvest, Bosansko Grahovo, Bosna i Hercegovina)
prosijan je kroz sito, usitnjen pomocu teku¢eg dusika i homogenziran mikserom. Aktivni
uglien i zemlja dekontaminirani su izlaganjem UV svjetlu energije <1 J/cm?/30 min. U
svaku oznacenu epruvetu izvagano je po 1mg zemlje. Krv (20ul) je nanesena na
prethodno izvaganu zemlju te je metodom Chelex izolirana genomska DNA kako slijedi.
Uzorci su otopljeni u 1ml autoklavirane destilirane vode, a potom centrifugirani 3
min/10000 okretaja. Supernatant je uklonjen, a na talog dodano 150ul 5%-tnog Chelexa
(Biorad, Hercules, SAD) vorteksirano i dodano 5yl 10%-tne proteinaze K (Merck,
Darmstadt, Njemacka). Nakon vorteksiranja uzorci su inkubirani na 56°C/90 min.
Denaturacija je provedena pri temperaturi od 100°C/8min. U svaku oznacenu epruvetu
s prethodno izvaganim AU (2mg) prebaceni su supernatanti te su, nakon vorteksiranja,
uzorci u duplikatu inkubirani pri sljede¢im temperaturama: 25°C, 37°C, 56°C i 65°C, i
vremenima inkubacije: 5, 10, 20, 30 i 60 minuta, kao Sto je prikazano na Slici 9. U
eksperimente su u duplikatu ukljuCene pripadajuce kontrole bez prociS¢avanja, zatim
pozitivna kontrola (uzorci krvi bez zemlje), kao i negativna kontrola (uzorci zemlje bez
humane krvi). Uzorci su centrifugirani 5 min/14000 okretaja, a supernatanti su potom
prebaceni u novu epruvetu. Koncentracija humane DNA odredena je gPCR metodom
(opisano u poglavlju 3.2.6.) te je provedeno umnazanje mikrosatelitnih lokusa i detekcija
alela mikrosatelitnih lokusa kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.7. i 3.2.8.

Koncentracija hematina mjerena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini
A=400nm, a humusne i taninske tvari odredene su pomoc¢u FCR i mjerene pri valnoj
duljini A=765nm, kao S$to je opisano u poglavlju 3.2.9. Indigo iz tamnoplavog trapera

sniman je u cijelom podruc¢ju mjerenja (A=190-1100nm).
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3.2.3 Priprema biolosSkih uzoraka

PovrSine za rad dekontaminirane su 10%-tnim NaOCI (Kemika, Zagreb,
Hrvatska) i 20%-tnim etanolom, dok je pribor oCiséen 70%-tnim etanolom (Kemika,
Zagreb, Hrvatska) i izloZzen UV-C svjetlu energije <1 J/cm? u trajanju od 30 minuta (UVC
500 Ultraviolet Cross-linker, Hoefer, San Francisco, SAD). Svi uzorci pripremljeni su u
tri kopije i izuzimani direktnim uzorkovanjem s ciliem postizanja inhibicije umnazanja
metodom PCR bez gubitaka DNA (Slika 10A).

Za sve eksperimente koristile su se sljede¢e mase odnosno povrsine podloga:
1mg zemlje, 1cm? drveta i 4cm? tamnoplavog trapera. Zemljana podloga (Finvest,
Bosansko Grahovo, Bosna i Hercegovina) pripremljena je kao $to je opisano u poglavlju
3.2.2. Sve podloge bile su izlozene UV-C svjetlu energije <1 J/cm? u trajanju od 30
minuta (UVC 500 Ultraviolet Cross-linker - Hoefer, San Francisco, SAD). Periferna krv
pet osoba prethodno je vorteksirana te je po 20ul krvi svake osobe naneseno na
pripremljene podloge i potom osuseno preko noc€i na zraku pri sobnoj temperaturi.

Sterilni papirnati Stapi¢i (Whatman International Ltd., Maidstone, Velika Britanija)
bili su izloZeni bukalnom epitelu u trajanju od 1 minute. OsusSeni papirnati Stapiéi zatim
su bili prebaceni u epruvete sa zemljom. Drvo (J. Rettenmaier & Sdhne, Rosenberg,
Njemacka) i traper (Amadeus jeans, Zagreb, Hrvatska) bili su izloZzeni epitelu pet osoba
u trajanju od 5 minuta, osuSeni i prebaceni u oznaCene epruvete. U eksperiment su

ukljuceni i uzorci bez navedenih podloga (Slika 10B).

3.2.4 Izolacija genomske DNA

3.2.4.1 Izolacija Chelexom

Pripremljeni uzorci krvi na podlogama (zemlja, drvo i tamnoplavi traper), uzorci
epitela na zemlji kao i uzorci krvi odnosno epitela bez navedenih podloga otopljeni su

kroz 30 minuta u 1ml autoklavirane destilirane vode. Potom su centrifugirani
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3min/10000 okretaja, supernatant je uklonjen, a na talog (30ul) dodano je 150pl 5%-
tnog Chelexa (Biorad, Hercules, SAD) i 5yl 10%-tne proteinaze K (Merck, Darmstadt,
Njemacka) ili viSe ovisno o veli€ini podloge (proporcionalno volumenu Chelexu
povecava se i volumen dodane proteinaze K u omjeru 30:1). Na uzorke epitela na drvu i
traperu zbog oskudnosti bioloSkog materijala bez otapanja dodano je 150ul 5%-tnog
Chelexa i 5yl 10%-tne proteinaze K ili viSe ovisno o veliCini podloge. Nakon
vorteksiranja uzorci su inkubirani na 56°C/90 min. Denaturacija je provedena na
temperaturi od 100°C/8 min. Uzorci na krutim podlogama (drvo, traper i papirnati Stapic¢)
prebaceni su u mrezicu za odvajanje podloge od supernatanta (DNA 1Q Spin Baskets;
Promega, Madison, SAD) 3min/10000 okretaja. Supernatant je potom prenesen u novu

oznacenu epruvetu.
3.2.4.2 Organska izolacija

Uzorci krvi na podlogama (zemlja, drvo i traper), uzorci epitela na zemlji, kao i
uzorci Krvi i epitela bez navedenih podloga otopljeni su u 1 ml autoklavirane destilirane
vode 30 minuta. Potom su centrifugirani 3 min/10000 okretaja te je uklonjen
supernatant. Na talog je dodano 500ul ekstrakcijskog pufera, 20ul proteinaze K (Merck,
Darmstadt, Njemacka) i 10ul DTT-a (Merck, Darmstadt, Njemacka). Uzorci su inkubirani
preko noc¢i na temperaturi od 56°C. Na uzorke epitela na drvu i traperu zbog oskudnosti
bioloSkog materijala bez otapanja je dodano 500ul ekstrakcijskog pufera, 20ul
proteinaze K i 10yl DTT-a. U sve uzorke dodano je joS 20ul proteinaze K (Merck,
Darmstadt, Njemacka) i 10ul DTT-a (Merck, Darmstadt, Njemacka) te je inkubirano 8
sati na 56°C. Uzorci na krutim podlogama (drvo, traper i papirnati Stapic) prebaceni su u
mreZicu za odvajanje podloge od supernatanta (DNA |Q Spin Baskets, Promega,
Madison, SAD) i centrifugirani 3min/10000 okretaja dok su uzorci naneseni na zemlju
bili centrifugirani bez mrezZice. Supernatant je potom prenesen u novu oznacenu
epruvetu, dodano je 500ul smjese fenol/kloroform/izoamilnog alkohola (25:24:1) (Sigma

Aldrich, St. Louis, SAD) i inkubirano 10 minuta uz stalno mijeSanje. Uzorci su
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centrifugirani 3min/10000 okretaja. Nakon S$to je izdvojena gornja vodena faza,
postupak se ponavlja. Zatim je dodano 500ul kloroforma (Merck, Darmstadt, Njemacka)
i inkubirano 5 minuta uz mijeSanje. Slijedi centrifugiranje od 3min/10000 okretaja i

izdvajanje vodene faze u novu oznacenu epruvetu.

3.2.5 Prociséavanje genomske DNA

3.2.5.1 Ultrafiltracija Amiconom

Izolirani uzorci genomske DNA prebaceni su na Amicon kolonu (Ultra-4
Centrifugal Filter Devices, Ultracel-100K; Millipore, Billerica, SAD). Dodano je 1ml vode
i centrifugirano 5min/3000 okretaja. Koncentrat (retentat) izdvojen je u novu oznacenu

epruvetu.
3.2.5.2 Adsorpcija na aktivnom ugljenu

Aktivni uglien (Pliva, Zagreb, Hrvatska) dekontaminiran je izlaganjem UV-C
svjetlu energije <1 J/cm? u trajanju od 30 minuta. U svaku je epruvetu izvagano 2mg
aktivnog ugljena, u koju se prebacuju izolirani uzorci te se nakon vorteksiranja
inkubiraju pri 37°C/60 minuta. Potom slijedi centrifugiranje 5 min/14000 okretaja te se
supernatant prebacuje u novu epruvetu. Koncentraciia DNA odredena je gqPCR
metodom (poglavlje 3.2.6.), a umnozavanje metodom PCR i detekcija kapilarnom

elektroforezom, kao $to je opisano u poglavljima 3.2.7. i 3.2.8.
3.2.6 Odredivanje koncentracije humane DNA

Odredivanje apsolutne kvantifikacije provodi se na aparatu 7500 Real-Time PCR
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, USA) pomocu
Quantifiler®"Human DNA Quantification seta (Applied Biosystems, Foster City, SAD) u
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ukupnom volumenu od 25uL prema uputama proizvodaca (93). U duplikatu se
pripremaju standardi radnih koncentracija od 0,023ng/uL do 50ng/pL za izradu
standardne krivulje. Negativha kontrola (uzorak bez DNA) i pozitivha kontrola
(AmpfISTR Control DNA 007, Applied Biosystems, Foster City, USA) u duplikatu su
uklju€eni u analizu. Uvjeti umnazanja su: 95°C-10'; 95°C-15"; 60°C-1" (40x).

3.2.7 Umnazanje mikrosatelitnih lokusa Ilancanom reakcijom
polimerazom

Umnazanje genomske DNA provedeno je na aparatu GeneAmp PCR System
9700 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, SAD) uporabom AmpFISTR®
SGM Plus®seta (Applied Biosystems, Foster City, SAD) prema uputama proizvodac¢a u
ukupnom volumenu od 25puL (91). Istovremeno se umnaza deset mikrosatelitnih lokusa

te amelogenina za odredivanje spola obiljezenih fluorescentnim bojama (Tablica 3).

Tablica 3. Lokusi STR i njihove osobine

Lokus " Pozicijanakromosomu(gen)  Ponoviiena  Fluorescentnaboja
sekvenca
FGA 4931.3 CTTT NED
(a-fibrinogen, 3. intron)
THO1 11p156.5 TCAT NED

(tirozin hidroksilaza, 1.intron)

vWA 12p13.31 [TCTGITCTA] 5-FAM
(von Willebrand faktor, 40. intron)

D351358 3p21.31 [TCTG][TCTA] 5-FAM
D8S1179 8924.13 [TCTAJTCTG] JOE
D251338 2935 [TGCCTTCC] 5-FAM
D16S539 16q24.1 GATA 5-FAM
D18851 18q21.33 AGAA JOE
D21811 21g21.1 [TCTAJTCTG] JOE
D195433 19912 AAGG NED

X:p22.1-223 - JOE
Amelogenin Y:pi11.2

(prilagodeno prema literaturnom navodu 28)
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Genomska DNA kao kalup (1ng) umnozena je pri sljedeéim uvjetima: 95°C-11";
94°C-1"; 59°C-1', 72°C-1'; 60°C-45" (28x). U eksperiment je ukljuena negativna
kontrola (uzorak bez DNA) i pozitivha kontrola (AmpfISTR Control DNA 007, Applied
Biosystems, Foster City, USA).

3.2.8 Detekcija mikrosatelitnih alela

Razdvajanje i analiza umnozZenih PCR produkata provodi se pomoc¢u aparata za
kapilarnu elektroforezu ABI PRISM 3130xlI Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, SAD). Uzorci se za elektroforezu pripremaju na sljedeéi nacin: 1pL
uzorka/alelnog standarda, 0,3uL Gene-Scan™ROX™ internog standarda (Applied
Biosystems, Foster City, SAD) dodaje se u 8,7uL deioniziranog formamida (Applied
Biosystems, Foster City, SAD). Smjesa se denaturira 5 minuta na 95°C i zatim 3 minute

hladi na ledu. Elektroforeza se provodi pri uvjetima injekcije od 3kV/20 sek.
3.2.9 Spektofotometrijsko odredivanje koncentracije inhibitora

Spektrofotometrijski je odredena koncentracija:
— hematina u izoliranim uzorcima krvi, uzorcima krvi nanesenim na zemlju, drvo i
traper
— humusnih tvari u izoliranim uzorcima krvi i epitela na zemlji
— tanina u izoliranim uzorcima krvi i epitela na drvu te
— apsorpcijski spektri izoliranih uzoraka krvi i epitela na tamnoplavom traperu.
Uzorci i standardi (hematin, galna kiselina i taninska kiselina) mjereni su u
triplikatu na instrumentu UV-VIS Spectrometer Lambda 25 (Perkin Elmer & Co,
Uberlingen, Njemacka). Uzorci koji su pokazivali veéu apsorbanciju, tj. koncentraciju od
najveée koncentracije standarda, razrijedeni su i ponovno mjereni u istim uvjetima.
Hematin (Promega, Madison, SAD) razrijeden je deioniziranom vodom do

sljedecih koncentracija: 0,2uM do 10uM. Nakon provjere apsorpcijskog maksimuma, iz
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standardne krivulje odredila se koncentracija hematina u svakom pojedinom uzorku.
Apsorbancija je mjerena pri valnoj duljini A=400 nm u odnosu na slijepu probu
(deionizirana voda).

Humusne tvari (HT), kao smjese polifenola u zemlji, odredene su pomocu Folin-
Ciocalteauovog fenolnog reagensa (FCR) (Kemika, Zagreb, Hrvatska). Galna kiselina
otoplijena je deioniziranom vodom do sljedeCih koncentracija: 5ng/ul do 250ng/pl.
Svakom uzorku/standardu dodano je 0,5ml FCR, deionizirana voda i dobro
promijeSano. Zatim smo dodali 1,5ml Na,COg3 i inkubirali 2 sata na sobnoj temperaturi.
Intenzitet nastalog plavog obojenja mjeren je pri valnoj duljini A=765nm u odnosu na
slijepu probu (deionizirana voda) i proporcionalan je koncentraciji ukupnih fenola (101).
Rezultati su izraZeni kao ekvivalenti galne kiseline (GAE; ng GA/plI).

Koncentraciju tanina, kao polifenola u drvu, mijerili smo pomocu Folin-
Ciocalteauovog fenolnog reagensa (FCR) kao Sto je opisano za humusne tvari.
Taninska kiselina (Promega, Madison, SAD) otopliena je u deioniziranoj vodi do
sljede¢ih koncentracija: 0,2ng/ul do 10ng/ul. Rezultati se izraZzavaju kao ekvivalenti
taninske kiseline (TAE; ng TA/ul).

Indigo (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) nije bilo moguce otopiti u vodi niti
organskim otapalima kao $to su kloroform (Merck, Darmstadt, Njemacka) i diklormetan
(Merck, Darmstadt, Njemacka) niti pomoc¢u jakog reduktivhog sredstva kao Sto je
natrijev diotionit (Pliva, Zagreb, Hrvatska). Nije se mogao koristiti kao standard za
kvantitativno odredivanje indiga u bioloSkim uzorcima na tamnoplavom traperu kao
podlozi. Stoga smo pratili promjenu u apsorpcijskim spektrima procCiSc¢enih i
neprociS¢enih uzoraka pri valnoj duljini A=602nm, Sto je navedeno kao apsorpcijski

maksimum indiga prema uputama proizvodaca.

3.2.10 Procisc¢avanje forenzi¢nih biolosSkih uzoraka

Tragovi krvi/epitela pronadeni na materijalu vjeStaCenja pristiglom na bioloSko

vjeStacCenje koji ranijom analizom DNA nisu dali rezultat uzeti su u ponovnu analizu.
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Indirektnim uzorkovanjem, tj. vatenim Stapi¢em navlazenim destiliranom vodom
brisani su tragovi krvi s drvene palice prethodno obradene daktiloskopskim reagensom
Amido Black, koji se koristi za detekciju krvavih otisaka. Direktnim uzorkovanjem izuzeti
su tragovi krvi s plavog i crvenog ruc€nika, kao i tragovi krvi te eventualni tragovi epitela
s drvene palice. Svaki od navedenih uzoraka izuzetih direktnim uzorkovanjem podijeljen
je na dva podjednaka dijela. Genomska DNA jednog dijela uzorka izolirana je Chelex
metodom, a drugi dio uzorka izoliran je komercijalnim setom Tissue and Hair Extraction
(Promega, Madison, SAD) DNA IQ™ Casework Pro Kit za Maxwell® (Promega,
Madison, SAD) prema uputama proizvodaca (131). Izolacija Chelexom provedena je
kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.4.1, osim §to se zbog oskudnosti tragova dodavalo
80ul Chelexa (Biorad, Hercules, SAD) i 5ul 10% proteinaze K (Merck, Darmstadt,
Njemacka) bez prethodnog otapanja. Uzorci izolirani Chelex metodom proc€iSéeni su
aktivnim ugljenom pri 37°C/60 min, dok su uzorci izolirani komercijalnim setom,
progi$éeni pomocu automatiziranog Maxwell®16 sustava. Uzorci su kvantificirani kao $to
je opisano u poglavlju 3.2.6, a mikrosatelitni lokusi umnoZeni su pomoéu AmpFISTR®
NGM™ seta (Applied Biosystems, Foster City, SAD) prema uputama proizvodaca pri
sliede¢im uvjetima: 95°C-11'; 94°C-20% 59°C-3', 72°C-1"; 60°C-10'(29x) (120).
Razdvajanje i detekcija umnoZenih alela provedeno je prema ranije opisanom protokolu

(poglavlje 3.2.8).
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3.3 Obrada podataka i statistiCka analiza rezultata

Program UV WINLAB v2.85.04 (Perkin Elmer, Waltham, SAD) koriSten je za
obradu rezultata UV-VIS spektrofotometrije. Odredena je koncentracija hematina
interpolacijom iz standardne krivulje s koeficijentom determinacije, R?=0,997, dok su
koncentracije ukupnih fenola dobivene iz standardne krivulje za galnu kiselinu
(R?=0,999) odnosno taninsku kiselinu kao standarda (R?=0,998).

UspjeSnost procis¢avanja testirana je umnazanjem humane DNA u gPCR-u i
PCR-u. Obrada podataka dobivenih metodom qPCR provedena je pomocu programa
SDS v1.2 (Applied Biosystems, Foster City, SAD) prema uputama proizvodaca (93). U
svakom pojedinom uzorku utvrdeno je prisustvo inhibicije, a koncentracija DNA
dobivena je interpolacijom iz standardne krivulje (R?>0,995). U daljnju analizu uzeti su
uzorci u kojima je qPCR-om ostvarena koncentracija DNA>0,05 ng/ul. Obrada rezultata
umnazanja metodom PCR provedena je programom GeneMapper™ID v3.2 (Applied
Biosystems, Foster City, SAD). Kao pozitivan rezultat uzima se DNA profil
(elektroferogram) s najmanje Sest umnozenih lokusa STR kojima je visina pikova
izrazena u relativnim jedinicama fluorescencije (eng. Relative Fluorescence Unit),
RFU>75.

Za usporedbu dvaju parametara proveden je neparametarski t-test (Mann-
Whitney U-test). Neparametarska analiza varijance — ANOVA (Kruskal-Wallis test) —
koristila se za usporedbu triju parametara, a kod statistiCke znacajnosti pristupalo se
Dunnovu testu. StatistiCka analiza rezultata provedena je programom GraphPad InStat,
v3.10 (GraphPad Software Inc., La Jolla, SAD). Vrijednosti P<0,05 smatrale su se
statisticki znacajnim.

U prvom dijelu istrazivanja (optimizacija uvjeta proc€iS¢avanja s AU) testiran je
utjecaj temperature i vremena adsorpcije na koncentraciju humane DNA, ali i na
koncentraciju hematina i humusnih tvari kao inhibitora. Volumen uzoraka normaliziran

je, a srednje vrijednosti koncentracija dobivene iz dva nezavisna reproducibilna
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mjerenja pri odredenim uvjetima procCiS€avanja, izrazeni su kao udio koncentracije
humane DNA i hematina u odnosu na pozitivhu kontrolu (krv). Udio humusnih tvari
izraZen je u odnosu na negativnu kontrolu (zemlja).

U drugom dijelu istraZivanja testiran je utjecaj metode prociS¢avanja (aktivni
uglien i Amicon) na koncentraciju humane DNA, ali i na koncentraciju hematina,
humusnih tvari i tanina kao inhibitora. Volumen uzoraka normaliziran je, a rezultati
dobiveni iz tri nezavisna mjerenja (osim za uzorke bez podloga) izrazeni su kao srednje
vrijednosti + standardne devijacije. Koncentracija inhibitora odredena je samo za
pozitivno kvantificirane i umnozene uzorke.

U daljnjoj analizi testirali smo utjecaj pro€iS¢avanja na kvalitetu DNA. Izracunate
su prosje¢ne visine pikova (PH) i omjeri prosjec¢nih visina pikova (PHR), uz uvjet da su
umnozZena oba alela te da pokazuju visine pikova iznad praga detekcije (>75 RFU).
Heterozigotni lokusi u kojima su oba alela u svakom heterozigothnom lokusu umnozZena
uzimali su se u obzir kod izraCuna. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti +

standardne devijacije.
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4.1 Optimizacija uvjeta proc¢iséavanja bioloskih uzoraka pomoc¢u

aktivnog ugljena

4.1.1 Priroda i adsorpcijski kapacitet aktivnhog ugljena

Prije same primjene aktivhog ugljena u proc€iS¢avanju bioloSkih uzoraka, zapitali
smo se nekoliko pitanja vezanih uz prirodu aktivhog ugljena kojeg ¢emo Kkoristiti u
daljnjim eksperimentima. Zanimalo nas je koja je veliCina Cestica aktivhog ugljena
znajuci da aktivni ugljen manje veliCine Cestica (aktivni uglien u prahu) pokazuje bolji
kapacitet obezbojenja otopine. Osim veli€ine Cestica, vrlo je vazna i veli€ina pora jer je
poznato da makropore lakSe vezu vec¢e molekule kao $to su humusne tvari, taninske
tvari i hematin. Posljednje, ali ne i manje vazno pitanje jest ima li na povrsini aktivhog
uglijena vezanih molekula/tvari, odnosno je li aktivni ugljen kontaminiran.

Da bismo pronasli odgovore na ova pitanja, povrsinu aktivhog ugljena snimili smo
skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM). Na Slici 11A vidimo da aktivni ugljen
pokazuje varijaciju u veli€ini Cestica kao i veli€ini pora. S obzirom na veli€inu Cestica
mozemo govoriti 0 aktivnom ugljenu u prahu (d<44um), a s obzirom na veli€inu pora
vidimo da ga karakteriziraju makropore (d>50nm) (Slika 11B). Takoder mozemo vidjeti
da na povrsini aktivnog ugliena nema vezanih nikakvih kontaminanata.

Osim prirode aktivhog ugljena koju karakteriziraju veli€ina Cestica i pora, bilo je
potrebno testirati i adsorpcijski kapacitet aktivnog ugljena u ovisnosti o vrijednosti pH i
temperaturi. Adsorpcijski kapacitet aktivhog ugljena u prahu testiran je u otopini tinte i
vodi, kao i u otopini tinte u vodi i Chelexu. Aktivni se ugljen moze dodati u uzorke prije i
nakon provedene izolacije Chelexom, pa nas je zanimalo pokazuje li aktivni ugljen bolji
adsorpcijski kapacitet u vodi ili u Chelexu kao reagensu za izolaciju genomske DNA, a

rezultati su prikazani na Slici 12.
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=413 = 11.00 gm

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 667 x

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm I

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE

Slika 11. Povrsina aktivhog ugljena snimljena skeniraju¢éim elektronskim
mikroskopom (SEM) pri poveéanju od 667x (A) i 1000x (B)
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U uzorcima tinte u vodi vidimo da je tinta djelomiCno uklonjena neovisno o
temperaturi inkubacije (Slika 12A), dok se otopina vode i Chelexa obezbojava u
ovisnosti o temperaturi inkubacije (Slika 12B). PoviSene temperature inkubacije (37°C,
56°C i 65°C) pokazale su se efikasnijima od temperature inkubacije pri 25°C iako nema
znacajne razlike u obojenju pri vi§im temperaturama (Slika 12B). S obzirom na to da se
vrijednost pH Chelexa ne smije mijenjati jer bi to utjecalo na izolaciju genomske DNA,

nije ispitana adsorpcija AU u uvjetima razlicitih vrijednosti pH.

37°C 56°C 65°C

- AU + AU - AU

+ AU - AU + AU + AU - AU

Legenda: "+ AU" — s dodatkom aktivnog ugljena, "- AU" — bez dodatka aktivhog ugljena

Slika 12. Test adsorpcijskog kapaciteta aktivhog ugljena u ovisnosti o
temepraturi. A Uklanjanje tinte u vodi. B Uklanjanje tinte u vodi i Chelexu.

4.1.2 Adsorpcija u ovisnosti o temperaturi i vremenu

Nakon $to je utvrdeno da aktivni ugljen pokazuje dobar adsorpcijski kapacitet u
alkalnoj otopini Chelexa u ovisnosti o temperaturi, bilo je potrebno odrediti temperaturu,
kao i vrijeme prociS¢avanja bioloSkih uzoraka. Cilj jest smanijiti koncentraciju inhibitora i
time ostvariti Sto ve€u koncentraciju DNA, tj. izbjeCi lazno negativni rezultat. Uzorci su
proCiSceni aktivnim ugljenom nakon provedene izolacije Chelexom kao $to je prikazano
na Slici 9 (stranica 30). Iz rezultata vidimo da temperatura i vrijeme utjeCu na
pro€iS¢avanje aktivnim uglienom. Potpuna inhibicija bez naznake umnazanja DNA
primijecena je kod 90% (18/20) neprociS¢enih uzoraka (podaci nisu prikazani). Na Slici
13. prikazan je postotak ostvarene koncentracije DNA u odnosu na pozitivhu kontrolu
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(krv bez zemlje) pri razli€itim uvjetima inkubacije aktivnim ugljenom. Genomska DNA
proCiS¢ena pri ovim uvjetima ucinkovito je i reproducibilno umnozena za sve testirane
lokuse STR. Najvece iskoristenje ostvareno je proc¢iS¢avanjem pri uvjetima 37°/60min
(91,29%).

100
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Uvjeti prociscavanja

udio DNA (%)

Legenda: 1 — 25°C/20 min; 2 — 25°C/30 min; 3 — 37°C/60 min; 4 — 56°C/10 min; 5 — 65°C/5 min; 6 —
65°C/10 min; 7 — 65°C/30 min. Rezultati su izraZeni kao postotak ostvarene koncentracije DNA
u odnosu na pozitivnu kontrolu. Zvjezdica oznaava najveCe iskoriStenje postupka
proCis¢avanja. Navedeni uvjeti koriSteni su u daljnjem istrazivanju. Pozitivna kontrola
normalizirana je na 100%.

Slika 13. Koncentracija DNA u uzorcima krvi izlozenih zemlji nakon procéis¢avanja
aktivnim ugljenom pri razli¢itim uvjetima temperature i viemena

Potom se postavilo pitanje mogu li se spektrofotometrijski uoc€iti male promjene u
koncentraciji hematina i humusnih tvari, kao obojenih tvari. Rezultati pokazuju da je
promjene u koncentraciji moguce mjeriti, Sto se vidi na apsorpcijskom spektru prikazanom
na Slici 16. Takoder vidimo da je procCiS¢avanje aktivnim ugljenom dovelo do smanjenja
koncentracije hematina (Slika 14) i humusnih tvari (Slika 15) ovisno o uvjetima
proCiS¢avanja. Koncentracija uklonjenog hematina znacajno varira, iako se uoCava bolji
uCinak prociS¢avanja pri viSim temperaturama (65,72% — 88,57%). Humusne tvari
u€inkovito su uklonjene u visokom postotku (69,93% — 91,74%) pri svim uvjetima
inkubacije. lako su navedeni inhibitori jo$ uvijek prisutni u vrlo niskim koncentracijama, to

ne utjeCe na uspjeSno umnazZanje lokusa STR. Bez obzira na blago smanjenje
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koncentracije hematina pri uvjetima 37°/60 min, navedeni uvjeti uzeti su kao optimalni

zbog najmanijih gubitaka genomske DNA prociS¢avanjem.
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Uvijeti protiscavanja
Legenda: 1 — 25°C/20 min; 2 — 25°C/30 min; 3 — 37°C/60 min; 4 — 56°C/10 min; 5 — 65°C/5 min; 6 —
65°C/10 min; 7 — 65°C/30. Rezultati su izrazeni kao postotak koncentracije hematina

uklonjenog pri navedenim uvjetima prociS¢avanja u odnosu na pozitivnu kontrolu. Pozitivha
kontrola normalizirana je na 100%.

udio hematina (%)

Slika 14. Udio hematina uklonjenog aktivhim ugljenom pri razli¢itim uvjetima
temperature i vrcemena u uzorcima krvi izlozenih zemlji
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Legenda: 1 — 25°C/20 min; 2 — 25°C/30 min; 3 — 37°C/60 min; 4 — 56°C/10 min; 5 — 65°C/5 min; 6 —
65°C/10 min; 7 — 65°C/30. Rezultati su izrazeni kao postotak koncentracije humusnih tvari

uklonjene pri navedenim uvjetima prociS¢avanja u odnosu na negativhu kontrolu. Negativna
kontrola normalizirana je na 100%.

Slika 15. Udio humusnih tvari (ukupnih fenola) uklonjenih aktivhim ugljenom pri
razli€itim uvjetima temperature i vremena u uzorcima krvi izlozenih zemlji
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Apsorpcijski spektri prikazuju pik hematina pri valnoj duljini A=400nm, dok je pik
pri A=260-280nm karakteristiCan za DNA i proteine (Slika 16A). Reakcijom slobodnih
fenolnih grupa u humusnim tvarima s Folin-Ciocalteau reagensom (FCR) rezultirao je
pikom pri valnoj duljini A=765nm (Slika 16B). ProciS¢avanje aktivnim ugljenom pri
optimalnim uvjetima dovelo je do obezbojenja uzoraka, Cime su nestale specificne
apsorbancije i nije doslo do pojave plavog obojenja reakcijom humusnih tvari s FCR, dok
su neprocis¢eni uzorci ostali obojeni. Testirana je adsorpcija humusnih tvari iz zemlje,
kao i adsorpcija tanina iz drva te indigo boje iz tamnoplavog trapera. Snimljeni su
apsorpcijski spektri koji su prikazani na Slikama 17 do 19.

Vidimo da pro€iS¢avanje omogucéuje smanjuje obojenja u uzorcima koji sadrze
humusne tvari i tanine, a ta promjena u obojenju odnosno koncentraciji moze se
detektirati i za drvo kao podlogu. Koncentracija indiga nije se mogla kvantitativho
odrediti, pa su se uzorci na traperu kao podlozi snimali u cijelom mjernom podrucju
(A=190-1100nm) i potom su se njihovi spektri medusobno usporedivali, ¢ime je uoceno
blago smanjenje apsorbancije odnosno obojenja nakon prociS¢avanja aktivnim ugljenom
(Slika 19).
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Legenda: "+ AU" — s dodatkom AU; "= AU" — bez dodatka AU pri 37°/60 min, "FCR" — Folin-Ciocalteau
reagens.

Slika 16. Apsorpcijski spektri izoliranih uzoraka krvi na zemlji. A. Spektar snimljen
prije dodatka FCR (prikazano A=240-500 nm). B. Spektar snimljen nakon
dodatka FCR (prikazano A=400-1100 nm)
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Legenda: "+ AU" — s dodatkom AU; "= AU" — bez dodatka AU pri 37°/60 min (prikazano A=300- 1100nm)

nakon reakcije s Folin-Ciocalteau reagensom (FCR)

Slika 17. Apsorpcijski spektri izoliranih uzoraka epitela inkubiranih sa zemljom
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Legenda:"+ AU" — s dodatkom AU; "- AU" — bez dodatka AU pri 37°/60 (prikazano A=300-1100nm)
nakon reakcije s Folin-Ciocalteau reagensom (FCR).

Slika 18. Apsorpcijski spektri izoliranih uzoraka epitela na drvu
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Legenda: "+ AU" — s dodatkom AU; "- AU" — bez dodatka AU pri 37°/60 min (prikazano A=150—-1100nm)

Slika 19. Apsorpcijski spektri izoliranih uzoraka epitela na traperu kao podlozi
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4.2 Usporedba izolacije i pro¢iS¢avanje inhibiranih bioloskih uzoraka

Nakon Sto su utvrdeni optimalni uvjeti za proCiS¢avanje pomocu aktivnog ugljena,
pripremljeni su bioloSki uzorci kao $to je prikazano na Slici 10 (stranica 31). Cilj je postici
potpunu inhibiciju i potom odrediti uinkovitost pro€iS¢avanja nakon izolacije genomske
DNA, a prije umnozavanja metodom PCR. Usporedene su neafinitetne metode izolacije
(Chelex i organska metoda), metode prociS¢avanja adsorpcijom (aktivni uglijen pri
uvjetima 37°C/60min) i ultrafiltracijom (Amicon kolonom kao komercijalno dostupnom
metodom). U konachnici, usporedena je i kvaliteta umnozene DNA metodom PCR.

Takoder su usporedeni apsorpcijski spektri za izolirane uzorke na traperu, kao i
koncentracije inhibitora, i to:
— hematina u izoliranim uzorcima krvi na razliitim podlogama (zemlja, drvo i
traper), kao i bez podloge
— humusnih tvari u izoliranim uzorcima krvi i epitela izloZzeni zeml;i
— tanina u izoliranim uzorcima krvi i epitela na drvu kao podlozi, a rezultati su

navedeni u sljedec¢im poglavljima.

4.2.1 Krv na zemlji kao podlozi

Chelex se pokazao uspjeSnom metodom izolacije genomske DNA za ovu vrstu
uzoraka u odnosu na organsku metodu koja bila potpuno neucinkovita stoga rezultati
nisu ni prikazani. Na Slici 20. vidimo da prociS¢avanje znacajno utjeCe na koncentraciju
DNA (n=15, P=0,0153). Vazno je napomenuti da je statisticki znaajno povecanje
koncentracije DNA uoCeno nakon prociS¢avanja aktivnim ugljenom dok isti efekt nije

uocen nakon procis¢avanja Amiconom.
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Koncentracija DNA {ng/ul)

AU AM

Legenda: "AU" — aktivni uglien, "AM"™ — Amicon. Samo je jedan neprociS¢eni uzorak bio pozitivho
kvantificiran, stoga se nije uzeo u obzir za odredivanje statistiCke znacajnosti. Zvjezdica
oznacava statisticku znacajnost u usporedbi s uzorcima bez procis¢avanja, * = 0,05-0,01, ** =
0,01-0,001; *** = <0,001.

Slika 20. Koncentracija DNA (ng/pl) u uzorcima krvi izlozenih zemlji

viv 7

Nakon Sto je utvrdeno da prociS¢avanje aktivnim ugljenom znacajno utjeCe na
koncentraciju DNA, zapitali smo se je li umnozena DNA ujedno i dobre kvalitete. 1z
rezultata vidimo da nema statisticki znaCajne razlike u visini pikova (PH) (P=0,063) ni u
omjeru visine pikova (PHR) (P=0,2799), stoga moZemo reci da je ostvarena dobra

kvaliteta umnoZene DNA bez obzira na metodu prociScavanja (Slike 21A i 21B).
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Lokusi STR

Legenda: QAktivni ugljen, Amicon. Samo je jedan neproc€iS¢eni uzorak bio potpuno umnozen,
stoga se nije uzeo u obzir za odredivanje statisticke znacajnosti.

Slika 21. Visine pikova (RFU) (A) i omjeri visina pikova (%) (B) uzoraka krvi
izlozenih zemlji

Iz dosadasnijih rezultata proizlazi da se proc€iS¢avanjem povecava koncentracija
DNA, odnosno iskoriStenje postupka, te nas je zanimalo smanjuje li se pro€iS¢avanjem
istodobno koncentracija hematina i humusnih tvari.

Na Slici 22A vidimo da je proCiS¢avanje znacajno utjecalo na koncentraciju
hematina (n=15, P=0,0324). Statisticki znaCajno smanjenje koncentracije hematina
uoceno je nakon proc€iS¢avanja Amiconom. Takoder je uofeno da prociScavanje
znacajno utje€e i na koncentraciju humusnih tvari koja se smanijila (n=15, P=0,0029)
iako nema razlike u metodi prociS¢avanja (Slika 22B).

A :
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Koncentracija uk. fenola (ng GA/ul)
B

AU AM BP

Legenda: "AU" — aktivni uglien, "AM" — Amicon , "BP" — bez prociS¢avanja. Zvjezdice oznacCavaju
statistiCku znac€ajnost u usporedbi s uzorcima bez prodis¢avanja, * = 0,05-0,01, ** = 0,01-
0,001; *** = <0,001.

Slika 22. Koncentracija hematina (ng/pl) (A) i humusnih tvari (ng GA/ul) (B) u
uzorcima krvi izlozenih zemlji

4.2.2 Epitel izlozen zemlji

Za razliku od nepro€iS€enih uzoraka krvi izlozenih zemlji koje karakterizira
potpuna inhibicija bez obzira na metodu izolacije, u ovoj vrsti uzoraka nije se uspjela
posti¢i potpuna inhibicija humusnim tvarima nakon izolacije Chelexom. Osim
navedenog, nije uoCena ni znacCajna razlika u koncentraciji DNA u prociS¢enim
uzorcima, stoga se nije mogao odrediti utjecaj proCiS¢avanja na koncentraciju DNA
(rezultati nisu prikazani). Organskom izolacijom genomske DNA postignuta je potpuna
inhibicija neprociScenih uzoraka. Procis¢avanjem se povecéala koncentracija DNA. lako
Amicon pokazuje vecu ostvarenu koncentraciju DNA, nema statistiCki znaCajne razlike u
metodi prociS¢avanja (n=15, P=0,2492) (Slika 23).
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Koncentracija DNA (ng/ul)

AU

Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon.
Slika 23. Koncentracija DNA (ng/ul) u uzorcima epitela izlozenih zemlji

ProCiS¢avanje je znacajno utjecalo na koncentraciju humusnih tvari (n=15,
P<0,0001), a Amicon se pokazao kao ucinkovitija metoda za uklanjanje humusnih tvari u
ovoj vrsti uzoraka (Slika 25).
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Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon, "BP" — bez prociS¢avanja.
Zvjezdica oznacava statistiCku znacajnost u usporedbi s uzorcima bez prociS¢avanja.
*=0,05-0,01, ** = 0,01-0,001; *** =<0,001.

Slika 25. Koncentracija humusnih tvari (ng GA/ul) u uzorcima epitela izlozenih
zemlji

Nije bilo statisticki znacajne razlike u visini pikova (PH) (P=0,1051), kao ni u
omijeru visine pikova (PHR) (P=0,4359) (Slike 24A i 24B). lako je uoCena nesto manja
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visina pikova za vece lokuse (D18S51 i FGA), mozemo reci da je ostvarena dobra

kvaliteta umnozene DNA bez obzira na metodu procis¢avanja.
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Amicon, A Bez proéi§éavanja.

Slika 24. Visine pikova (RFU) (A) i omjeri visina pikova (%) (B) za uzorke epitela

izlozenih zemlji

4.2.3 Krv na drvu kao podlozi

Uzorci izolirani organskom izolacijom bez obzira na metodu prociS¢avanja

pokazivali su potpunu inhibiciju i nemoguénost umnazanja metodom gPCR (rezultati

nisu prikazani). 1z rezultata kvantifikacije vidimo da postoji statistiCki znacajan utjecaj

| 54



proCiS¢avanja na koncentraciju DNA nakon izolacije Chelexom (n=15, P=0,0024), a
Amicon je pokazao bolju u€inkovitost (Slika 26).

*%

Koncentracija DNA (ngipl)

O

AU AM BP
Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez procis¢avanja.
Zvjezdice oznacavaju statistiCku znacajnost u usporedbi s uzorcima bez proc¢iséavanja.
*=0,05-0,01, ** = 0,01-0,001; *** = <0,001.

Slika 26. Koncentracija DNA (ng/ul) u uzorcima krvi na drvu kao podlozi

Nadalje, vrijednosti PH i PHR, kao kriteriji kvalitete umnoZene DNA,
usporedene su za obje metode prociScavanja (Slike 27A i 27B). Rezultati pokazuju da
se omjer visina pikova ne razlikuje statistiCki znacajno (P=0,7394), dok su prosjeCne
visine pikova statistiCki znacajno vece nakon proc¢iS¢avanja Amiconom (P=0,0288).
Smanjena prosjecna visina pikova za vece lokuse (D2S1338, D18S51 i FGA) ukazuje

na prisustvo inhibitora u odredenoj koncentraciji.

| 55



4500 -
4000 -
3500 -
3000
2500 -

2000 -

ST rMmrEire

Srednja vrijednost visine pikova (RFU)

D351179  vWA  D165539 D251338 D8S1179 D21511 D18551 D195433  THO1 FGA

Lokusi STR
|+ boror o

40 -

Srednja vrijednost omjera visine pikova (%)
g

D351179  vWA  D165539 D251338 D8S1179 D21511 D18551 D195433 THM FGA

Lokusi STR

Legenda: ’ Aktivni ugljen, Amicon, A Bez procis¢avanja.

Slika 27. Visine pikova (RFU) i omjeri visina pikova (%) za uzorke krvi na drvu kao
podlozi

Izmjerene su koncentracije hematina i humusnih tvari te su rezultati prikazani na
Slikama 28A i 28B. Procis¢avanje uzoraka ima vrlo znaCajan statistiCki utjecaj na
koncentraciju hematina (n=15, P=0,0034) i tanina (n=15, P<0,0001). Uoceno je

znacajno smanjenje koncentracije hematina i tanina proc€iS¢avanjem aktivnim ugljenom.
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Koncentracija hematina (ngiml)

Koncentracija uk. fenola {ng TAIuD
w

ol

AU AM

Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez proci§¢avanja.
Zvjezdice oznacavaju statistiCku znacajnost u usporedbi s uzorcima bez prociS¢avanja
*=0,05-0,01, ** = 0,01-0,001; *** = <0,001.

Slika 28. Koncentracija hematina (ng/pl) (A) i tanina (ng TA/ul) (B) u uzorcima krvi
na drvu kao podlozi

4.2.4 Epitel na drvu kao podlozi

Organska izolacija pokazala se kao neucinkovita metoda s obzirom na to da su
svi uzorci bili inhibirani, a koncentracija DNA nije se mogla odrediti (rezultati nisu
prikazani). Postignuta je potpuna inhibicija neproCiS¢enih uzoraka nakon izolacije
Chelexom, dok prociS¢avanje omogucuje detekciju DNA i njezino uspjeSno umnaZanje
metodom PCR (Slika 29).
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Koncentracija DNA (ngful)

AU
Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon.

Prikazani su samo uzorci koji su pozitivno kvantificirani i umnozeni.

Slika 29. Koncentracija DNA (ng/ul) u uzorcima epitela na drvu kao podlozi

Iz rezultata vidimo da je prociS¢avanjem Amiconom ostvarena veca, ali ne i
statistiCki znaCajna razlika u koncentraciji DNA (n=15, P=0,4802). Takoder nije uocena
statistiCki znaCajna razlika u visini pikova (P=0,7959), kao ni u omjeru visina pikova
svakog pojedinog lokusa (P=0,6454), iako je vazno napomenuti da lokus D2S1338 nije

bio umnozZen nakon prociS¢avanja Amiconom (Slika 30 A i 30B).
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Legenda: QAktivni ugljen, Amicon
Samo dva uzorka prociSéena Amiconom bila su umnozena za lokus D2S1338 (oznaceno
zvjezdicom).

Slika 30. Visine pikova (RFU) (A) i omjeri visina pikova (%) (B) za uzorke epitela
na drvu kao podlozi

ProciS¢avanje statistiCki znaCajno utjeCe na smanjenje koncentracije tanina
(n=15, p<0,0001). Aktivni ugljen bio je efikasniji u usporedbi s Amiconom, kao Sto je
prikazano na Slici 31.

Koncentracija uk. fenola {ng TA/D

k%

AU AM BP

Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez procdiS¢avanja.
Zvjezdice oznacavaju statistiCku znac¢ajnost u usporedbi s uzorcima bez prociS¢avanja.
*=0,05-0,01, ** = 0,01-0,001; *** = <0,001.

Slika 31. Koncentracija tanina (ng TA/ul) u uzorcima epitela na drvu kao podlozi
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4.2.5 Krv na traperu kao podlozi

Chelex se pokazao ucinkovitijom metodom u usporedbi s organskom izolacijom
genomske DNA iz ove vrste uzoraka (slika 32A i 32B) te je uoCen statistiCki znacajan
utjecaj procCis¢avanja na koncentraciju DNA (n=15, P=0,0006). Amicon je osigurao vecu
koncentraciju DNA u usporedbi s aktivnim ugljenom bez obzira na metodu izolacije. Nije
bilo znaCajne razlike u koncentraciji DNA nakon procis¢avanja Amiconom bez obzira na
metodu izolacije (n=10, P=0,0006).

%%
A

Koncentracija DNA {ngiul)

BP

ok ok

Koncentracija DNA (ng/ul)

a

AM
Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez procdiS¢avanja.
Zvjezdice oznacavaju statistiCku znacajnost u usporedbi s uzorcima bez proc¢iS¢avanja
*=0,05-0,01, ** = 0,01-0,001; *** = <0,001.

Slika 32. Koncentracija DNA (ng/pl) u uzorcima krvi na traperu kao podlozi
izoliranih Chelexom (A) i organskom metodom (B)
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Analiza kvalitete DNA izolirane Chelexom potvrdila je zna€ajno niZzu prosjecnu
visinu pikova nakon prociS¢avanja aktivnim ugljenom (Slika 33A). lako su vrijednosti
prosjecne visine pikova unutar preporucenih, osim u vec¢im lokusima (D2S1338 i FGA),
nema znacajne razlike ni u omjeru visine pikova (P=0,3322). Stoga mozZzemo reci da je

ostvarena dobra kvaliteta DNA bez obzira na metodu procid¢avanja (Slike 33B).
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Legenda:’ Aktivni ugljen, Amicon, A Bez proéi$éavanja.

Slika 33. Visine pikova (RFU) i omjeri visina pikova (%) za uzorke krvi na traperu
kao podlozi
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Iz rezultata vidimo da je proCis€avanje statisticki znacajno utjecalo na
koncentraciju hematina (n=15, P=0,008). Vazno je napomenuti da je aktivni ugljen
jednako uspjesno uklonio hematin bez obzira na metodu izolacije, dok je prociS¢avanje
Amiconom utjecalo na statistiCki znaCajno smanjenje koncentracije hematina samo
nakon organske izolacije (Slika 34A i 34B).
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Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez prociS¢avanja.
Zvjezdice oznacavaju statistiCku znacajnost u usporedbi s uzorcima bez prociS¢avanja
*=0,05-0,01, ** = 0,01-0,001; *** = <0,001.

Slika 34. Koncentracija hematina (ng/pl) u uzorcima krvi na traperu kao podlozi
izoliranih Chelexom (A) i organskom metodom (B)
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Koncentracija indiga nije mogla biti kvantitativno odredena, stoga je za izolirane
uzorke krvi na traperu mjerena apsorbancija u cijelom mjernom podruc¢ju. Razlika u
apsorbanciji prikazana je na Slici 35. Nakon prociS¢avanje uoCeno je smanjenje

apsorbancije bez obzira na metodu prociS¢avanja.
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Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez prociS¢avanja.
Crveno je oznalen karakteristiCni apsorpcijski maksimum nukleinskih kiselina i molekula s
aromatskim prstenom (proteina) (A=260-280nm). Plavo je oznacen apsorpcijski maksimum
porfirinskih spojeva (hematina) (A=400nm), apsorpcijski maksimum indiga (A=602nm) nije
detektiran (prikazano A=230-1100nm).

Slika 35. Apsorpcijski spektri uzoraka krvi na traperu kao podlozi izoliranih
Chelexom

4.2.6 Epitel na traperu kao podlozi

Koncentracija DNA u testiranim uzorcima nije bila dovoljna da se mogu statisticki
usporediti niti metode izolacije niti proCiS¢avanja. Takoder nije bilo moguce kvantitativho

odrediti koncentraciju indiga, stoga se pratila razlika u apsorbanciji odnosno obojenju
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uzoraka, Sto je prikazano na Slici 36. Kao i kod uzoraka krvi na traperu, vidimo da se

procCiS¢avanjem smanjuje apsorbancija u cijelom podru€ju mjerenja.

Apsorbancija

W e e an B T OE L

valna duljina {nm)

Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez procis¢avanja.
Crveno je oznaCen karakteristi¢ni apsorpcijski maksimum nukleinskih kiselina i molekula s
aromatskim prstenom (proteina) (A=260-280nm). Zeleno je oznacen jedva vidljiv apsorpcijski
maksimum indiga (A=602nm) (prikazano A=220—-1100nm).

Slika 36. Apsorpcijski spektri uzoraka epitela na traperu kao podlozi izoliranih
Chelexom

4.2.7 Uzorci krvi

Iz rezultata vidimo da je procCiS¢avanje nakon izolacije Chelexom statistiCki
znacajno utjecalo na koncentraciju DNA (n=5, P=0,0339). Za razliku od aktivhog
ugljena, procis¢avanje Amiconom dovodi do znacCajnog gubitka DNA (Slika 37).
Organska se izolacija pokazala neucinkovitom bez obzira na metodu procis¢avanja

(rezultati nisu prikazani).
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ol
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Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez prociS¢avanja.
Zvjezdice oznacavaju statistiCku znacajnost u usporedbi s uzorcima bez proc¢iS¢avanja.
*=0,05-0,01, ** = 0,01-0,001; *** = <0,001.

Slika 37. Koncentracija DNA (ng/ul) u uzorcima krvi

Zabiljezen je statistiCki znacajan utjecaj prociS¢avanja na koncentraciju hematina
(n=5, P=0,0035). Vidimo da se koncentracija hematina znacCajno smanjuje nakon
proc€iS¢avanja aktivnim ugljenom (Slika 38).
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Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez proci§¢avanja.
Zvjezdice oznalavaju statistiCku znacajnost u usporedbi s uzorcima bez proc¢iS¢avanja.
*=0,05-0,01, ** = 0,01-0,001; *** = <0,001.

Slika 38. Koncentracija hematina (ng/pl) u uzorcima krvi

Daljnjom analizom umnozZene DNA, uo€eno je smanjenje visine pikova za vece
lokuse (D2S1338, D18S51 i FGA), a jedan lokus (D2S1338) nije bio umnozen nakon
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proCiS¢avanja aktivnim ugljenom (Slika 39A). To ukazuje na prisustvo odredene
koncentracije hematina u uzorcima, $to je u skladu sa spektrofotometrijskim mjerenjima
(Slika 38). Bez obzira na navedeno, nema statisticki znacajne razlike u visini pikova
(P=0,5130), kao ni u omjeru visina pikova (P=0,9124) (Slike 39A i 39B).
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Legenda: 4p Aktivni uglien, ~ Amicon, A Bez proéi§éavanja.
Samo dva uzorka pro€iSéena aktivnim ugljenom bila umnozena za lokus D2S1338 (oznageno
zvjezdicom).

Slika 39. Visine pikova (RFU) i omjeri visina pikova (%) za uzorke krvi
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. Reultat
4.2.8 Uzorci epitela

Iz rezultata vidimo da su obje metode izolacije bile uspjeSne (Slike 40A i 40B).
Ultrafiltracija Amiconom imala je pozitivan ucinak na povecanje koncentracije DNA bez
obzira na metodu izolacije, a statistiCki znaCajan ucinak uoCen za organsku izolaciju
(n=15, P=0,0136). Nije bilo znaCajne razlike u koncentraciji DNA nakon prociS¢avanja
aktivnim ugljenom bez obzira na metodu izolacije (P=0,2904). Isti efekt uoCen je i

proc€iS¢avanjem Amiconom (P=0,3095), kao i u uzorcima bez procis¢avanja (P=0,1508).
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Legenda: "AU" — aktivni ugljen, "AM" — Amicon , "BP" — bez procdiS¢avanja.

Zvjezdica oznacava statistiCku zna€ajnost u usporedbi s uzorcima prociSéenim aktivnim
ugljenom, * = 0,05-0,01.

Slika 40. Koncentracija DNA (ng/pl) u uzorcima epitela izoliranih Chelexom (A) i
organskom metodom (B)
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Usporedbom kvalitete DNA izolirane Chelexom uofeno je da nema znacajne
razlike u visini pikova (P=0,3880) (Slike 41A), kao ni u njihovu omjeru (P=0,6007) (Slike
42A). Visine pikova nize su od optimalne visine osobito na lokusima D2S1338, D18S51 i

FGA, a lokus THO1 nije uopée umnozen, $to je znacajno utjecalo na kvalitetu DNA.
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Lokusi STR
Legenda: 0 Aktivni ugljen, Amicon, A Bez proé¢i§éavanja.
Samo dva uzorka proc€iSéena aktivnim ugljenom bila su potpuno umnozena, stoga se nisu
uzeli u obzir za odredivanje statisticke znacajnosti.

Slika 41. Visine pikova (RFU) za uzorke epitela

Optimalna visina pikova ostvarena je organskom izolacijom, pri ¢emu treba
naglasiti da nije uoCena statistiCki znaCajna razlika u visini pikova (P=0,2799), kao ni u
omjeru visine pikova (P=0,6305), izmedu Amicona i neproCiS¢enih uzoraka te je, za
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razliku od procCiS¢avanja aktivnim ugljenom, ostvarena dobra kvaliteta DNA (Slike 41B i
42B).
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Legenda: 0 Aktivni ugljen, Amicon, A Bez proéi$éavanja.
Samo dva uzorka procis¢ena aktivnim ugljenom bila su potpuno umnozena stoga se nisu uzeli
u obzir za odredivanje statistiCke znacajnosti.

Slika 42. Omjeri visina pikova (%) za uzorke epitela
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4.3 Usporedba izolacije i proc€iséavanja inhibiranih forenzi¢nih

bioloskih uzoraka

Nakon provedene kvantifikacije metodom qPCR, uoceno je da se izolacija i
proc€is¢avanje komercijalno dostupnim setom (DNA 1Q set za Maxwell sustav) statisticki
znacajno ne razlikuju od kombinacije Chelexa/Aktivnhog ugljena (P=0,5862) (Slika 43).
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Legenda: DNA IQ/Maxwell, I Chelex/Aktivni ugljen
1 — krv na crvenom ruc¢niku; 2 — krv na plavom rucniku; 3 — krv na palici; 4 — krv na palici; 5 —
bris s palice

Slika 43. Odnos koncentracija DNA u forenziénim uzorcima

Usporedba elektroferograma, odnosno DNA profila, prikazana je na Slikama 44 —
48. |z dobivenih rezultata vidimo da aktivni ugljen nije bio ucCinkovit kod uklanjanja

crvene i plave tekstilne boje, Sto je rezultiralo nemogucnoS¢u dobivanja DNA profila
(Slike 44A i 44B).
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Legenda: UmnoZeni mikrosatelitni lokusi obiljeZzeni su fluorescentnim bojama navedenima u zagradama.
D10S1248, vWA, D16S539, D2S1338 (6-FAM); Amelogenin, D8S1179, D21S11, D18S51
(VIC); D2251045, D19S433, THO1, FGA (NED); D2S441, D3S1358, D1S1656, D12S391
(PET).
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Slika 44. Elektroferogrami tragova krvi s crvenog ruénika izoliranih i pro€iS¢enih
Chelexom/Aktivnim ugljenom (A) i DNA IQ/Maxwellom (B)

Takoder je vazno napomenuti da je komercijalni set bio u€inkovit u uklanjanju
crvenog obojenja, ali je ispiranje kolone dovelo do znacajnog gubitka DNA, Sto je u
konacnici rezultiralo djelomicnim DNA profilom (Slika 44B). Iz traga krvi na plavom
ruéniku nije bilo moguce dobiti DNA profil niti jednom metodom (Slika 45A i 45B).
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Legenda: Umnozeni mikrosatelitni lokusi obiljezeni su fluorescentnim bojama navedenima u zagradama.
D10S1248, vWA, D16S539, D2S1338 (6-FAM); Amelogenin, D8S1179, D21S11, D18S51
(VIC); D22S1045, D19S433, THO1, FGA (NED); D2S441, D3S1358, D1S1656, D12S391
(PET).

Slika 45. Elektroferogrami tragova krvi s plavog ru€nika izoliranih i pro€iSéenih
Chelexom/Aktivnim ugljenom (A) i DNA IQ/Maxwellom (B)

Usporedbom dobivenih DNA profila tragova krvi izuzetih s dva mjesta na drvenoj
palici vidimo da su obje metode bile jednako ucinkovite za prvi trag krvi (Slika 46), dok je
kombinacija metoda Chelex/Aktivni ugljen pokazala bolji rezultat za drugi trag s palice
(Slika 47).
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Legenda: UmnoZeni mikrosatelitni lokusi obiljeZzeni su fluorescentnim bojama navedenima u zagradama.
D10S1248, vWA, D16S539, D2S1338 (6-FAM); Amelogenin, D8S1179, D21S11, D18S51

(VIC); D2251045, D19S433, THO1, FGA (NED); D2S441, D3S1358, D1S1656, D12S391
(PET).
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Slika 46. Elektroferogrami traga krvi s drvene palice izoliranog i prociS¢enog
Chelexom/Aktivnim ugljenom (A) i DNA 1Q/Maxwellom (B)
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Legenda: Umnozeni mikrosatelitni lokusi obiljezeni su fluorescentnim bojama navedenima u zagradama.
D10S1248, vWA, D16S539, D2S1338 (6-FAM); Amelogenin, D8S1179, D21S11, D18S51
(VIC); D22S1045, D19S433, THO1, FGA (NED); D2S441, D3S1358, D1S1656, D12S391
(PET).

Slika 47. Elektroferogrami traga krvi s drvene palice izoliranog i prociS¢enog
Chelexom/Aktivni ugljenom (A) i DNA 1Q/Maxwellom (B)

Vidimo da se Chelex/Aktivni ugljen pokazala ucinkovitijom kombinacijom metoda
u usporedbi s komercijalno dostupnim setom i automatskim sustavom prociS¢avanja
(Slika 48A i 48B), ali i Chelexom/Amiconom (Slika 48C) kao i organskom metodom u

kombinaciji s Amicom (Slika 48D) za uzorke briseva s palice.
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Legenda: Umnozeni mikrosatelitni lokusi obiljezeni su fluorescentnim bojama navedenima u zagradama.
D10S1248, vWA, D16S539, D2S1338 (6-FAM); Amelogenin, D8S1179, D21S11, D18S51
(VIC); D22S1045, D19S433, THO1, FGA (NED); D2S441, D3S1358, D1S1656, D12S391
(PET)

Slika 48. Elektroferogrami briseva s drvene palice izolirane i proc€iSéene
Chelexom/Aktivnim  ugljenom (A), DNA IQ/Maxwellom (B),
Chelexom/Amiconom (C) i organskom metodom/Amiconom (D)
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Rasprava

Dosada su objavljene studije u kojima se istraZuje inhibitorni efekt poznatih
inhibitora naj¢eS¢e dodavanjem pojedinog inhibitora odredene koncentracije u
reakcijsku smjesu prilikom umnazanja metodom PCR (80-82, 88). Time se daje uvid u
mehanizam inhibicije, kao i odredivanje inhibitornih koncentracija Cistih inhibitora, ali to
ne predstavlja realni utjecaj inibitora na umnazanje DNA metodom PCR s obzirom na to
da tragovi s mjesta pocinjenja kaznenog djela sadrze smjesu razli€itih Cesto nepoznatih
inhibitora. Iz tog razloga u forenzi¢nim bioloSkim uzorima teSko je predvidjeti koji su
inhibitori i u kojim koncentracijama prisutni. lako su tradicionalne metode izolacije
genomske DNA dobre, Cesto =zahtijevaju dodatno procCiS¢avanje uzoraka prije
umnozavanja DNA; stoga je pozeljno imati metodu kojom se moze ukloniti Sto viSe
razliCitih inhibitora bez znacajnog gubitka DNA. U literaturi se navode i brojne metode
uklanjanja inhibitora iz bioloSkih uzoraka koje se razlikuju u efikasnosti, ali i u
jednostavnosti pristupa (7, 94, 115-118).

U disertaciji je istrazivana dosad neopisana primjena dobro poznatog
adsorbensa — aktivhog ugljena. lako ovim istraZivanjem nije bilo moguce precizno
odrediti koncentracije pojedinih inhibitora, pokazano je da se aktivni ugljen u prahu
moze Koristiti za prociS¢avanje inhibiranih bioloSkih tragova, osobito krvi kao najces¢e
vrste tragova koji su analizirani u forenzi¢nim laboratorijima.

Istrazivanje je podijeljeno u tri dijela:

e optimizacija proCiS¢avanja aktivnim ugljenom

e odredivanje ucinkovitosti proCis¢avanja aktivnim ugljenom u pripremljenim
bioloskim uzorcima i

e primjena procCiSCavanja aktivnim ugljenom na realnim forenziCnim
uzorcima.

S obzirom na to da je ovo prvo dosada provedeno istraZzivanje uklanjanja
inihibitora PCR-a temeljeno samo na fizikalnim i kemijskim svojstvima aktivhog ugljena,
u prvom dijelu istrazivanja bilo je potrebno utvrditi koji su optimalni uvjeti za ucinkovitu
adsorpciju inhibitora uz $to manje gubitke DNA. Osim navedenog, tijekom optimizacije
trebalo je utvrditi mozZe li se spektrofotometrijski pratiti obojenost uzoraka, koja Cesto
ukazuje na prisustvo inhibitora (61). Istom metodom nastojala se odrediti i usporediti

koncentracija inhibitora. Iz rezultata vidimo da se i niske koncentracije inhibitora mogu
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Rasprava

odrediti ovom metodom, stoga je obojenje kao jedan od indikatora inhibicije prihvaéeno
u daljnjem radu.

U drugom dijelu istrazivanja primijenjeni su optimalni uvjeti temperature i
vremena (37°C/60min) adsorpcije aktivnim ugljenom u svrhu prociS¢avanja bioloskih
uzoraka i potom usporedeni s komercijalnom metodom. Pokazali smo da je aktivni
ugljen dobra metoda prociS¢avanja krvi kontaminirane humusnim tvarima iz zemlje.
Ranije je objavljeno da se adsorpcija humusnih tvari smanjuje s povecanjem vrijednosti
pH, a prisustvo metalnih iona pojaCava njihovu adsorpciju aktivnim ugljenom Kkoji
karakteriziraju makropore (123). Model kojim opisujemo adsorpciju humusnih tvari i

hematina, kao i utjecaj pro€iS¢avanja aktivnim ugljenom, prikazan je na Slici 49.
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Slika 49. Model adsorpcije aktivhim ugljenom i utjecaj pro¢iS¢éavanja na PCR
Inhibitori mogu na razli€ite nacine utjecati na uspjeSnost PCR-a, tako da se veZu na nukleotide, pocetnice,
"olakSivace" (BSA), DNA, DNA polimerazu i keliraju metalne ione. Aktivni ugljen adsorbira humusne tvari, i

hematin, smanjuje njihovu koncentraciju ¢ime izravno utje€e na amplifikaciju DNA.
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Poznato je da hematin ima sposobnost otpustanja iona Zeljeza tijekom izolacije
DNA, ali i da navedeni metalni ioni pozitivno utjeCu na adsorpciju humusnih tvari na
aktivni ugljen (62, 79, 132). Tijekom alkalne izolacije Chelexom, ioni Zeljeza vjerojatno
stupaju u interakcije s humusnim tvarima i time pojacavaju njihovu adsorpciju na aktivni
uglien. To objasnjava znacajno uklanjanje humusnih tvari aktivnim ugljenom u prisustvu
hematina za razliku od uzoraka bez hematina. Vazno je napomenuti da aktivni ugljen
ima dobar afinitet za vezanje hematina, Cija se koncentracija u otopini znacajno
smanjuje i bez prisustva humusnih tvari. Vidimo da je ultrafiltracija uspjeSna metoda za
uklanjanje hematina i humusnih tvari, ali se ispiranjem membrane osim inhibitora
smanjuje i koncentracija DNA.

U alkalnim uvjetima povrSina aktivhog ugljena postaje negativno nabijena, stoga
se moze ocCekivati da se smanjuje afinitet aktivnog ugliena za vezanje DNA. No s
obzirom na to da humusne tvari imaju veliki afinitet za vezanje brojnih organskih
molekula, izmedu ostalih i DNA, to izravno utjee na gubitke DNA bez obzira na
koristenu metodu prociS¢avanja (58, 79, 133). Uvjeti izolacija Chelexom povoljno utjecu
na adsorpciju aktivnim ugljenom, za razliku od organske izolacije koja je bila
neucinkovita za uzorke krvi sa i bez zemlje kao podloge. To je u skladu s literaturom
koja navodi da nakon organske izolacije zaostaju inhibitori kao Sto su hematin, humusne
tvari, ali i fenol (44, 46). U literaturi se takoder navodi da se hematin iz krvi ne moze u
potpunosti ukloniti Chelexom niti organskom izolacijom, ali obje su metode izolacije u
kombinaciji s Centriconom-100® (Amiconom) uginkovite za dobivanje uzoraka dobre
kvalitete (44, 49, 50, 59, 91). Bourke i sur. (35) pokazali su da se inhibitori iz zemlje i krvi
nakon organske izolacije mogu neutralizirati ispiranjem uzoraka s NaOH, ali uz zna€ajne
gubitke DNA. U ovom istrazivanju uocen je znacajni gubitak DNA iz uzoraka krvi nakon
proCiS¢avanja Amiconom, za razliku od aktivhog ugliena kod kojeg nije doSlo do
znacCajnog gubitka DNA. Kvaliteta DNA bila je dobra bez obzira na metodu
proCiS¢avanja iako je visina pikova bila nesto niza za vecée lokuse (D2S1338, D18S51 i
FGA) zbog zaostalog hematina u otopini, $to je u skladu s ranijim istrazivanjima (1).
Koristen je Cetiri puta veéi volumen krvi u odnosu na ranije provedeno istrazivanje u
kojem je pokazano da je upravo hematin inhibitor koji onemogucuje umnazanje DNA u

ovoj vrsti uzoraka (95), stoga ne iznenaduje Cinjenica da se u ovom istrazivanju
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organska izolacija krvi pokazala neucinkovitom, osim u kombinaciji s Amiconom i to za
pro€iS¢avanje uzoraka krvi koji su naneseni na traper kao podlogu. Nema znacajne
razlike u kvaliteti DNA nakon proCiS¢avanja aktivnim ugljenom u usporedbi s
komercijalno dostupnom kolonom bez obzira na vrstu uzoraka, osim za uzorke epitela.
Organskom izolacijom ove vrste uzoraka procCis¢enih Amiconom ostvarena je znacajno
veca koncentracija visokokvalitetne DNA. To se moZe objasniti Cinjenicom da fenol kao
mala molekula prolazi kroz membranu, a DNA se koncentrira na membrani. Takoder je
uoCeno da uzorci epitela kontaminirani zemljom ne pokazuju znacajnu razliku u
koncentraciji DNA bez obzira na metodu prociS¢avanja, ali je Amicon pokazao bolju
ucinkovitost uklanjanja humusnih tvari u usporedbi s aktivnim ugljenom. S obzirom na to
da smo u ovom istrazivanju mjerili ukupne fenole, koriStenom metodom nije bilo moguce
razluCiti u kolikoj mjeri zaostaje fenol odnosno humusne tvari, stoga ne Cudi veca
vrijednost ukupnih fenola nakon organske izolacije u odnosu na izolaciju Chelexom.
Ranije smo utvrdili da aktivni uglijen efikasno uklanja humusne tvari, stoga
pretpostavljamo da fenol koji je zaostao nakon izolacije nije bio uspjesno uklonjen. Kao
Sto je spomenuto, molekule fenola su male i vjerojatno se nisu adsorbirale na aktivni
uglien koji karakteriziraju makropore. S obzirom na to da je poznato da se male
molekule uspjeSno uklanjaju aktivnim ugljenom s mikroporama, adsorpciju fenola
potrebno je dalje istraziti.

Vidimo da se adsorpcijom ucinkovito uklanjaju i tanini. Hematin pojacava
adsorpciju humusnih tvari, ali ne utjeCe na adsorpciju tanina. S obzirom na sli¢nost u
kemijskoj strukturi kao i mehanizmu djelovanja, predloZzeni model prikazan na Slici 49.
moze se primijeniti i za uklanjanje tanina, osim Sto u literaturi nije navedena interakcija
tanina i hematina. Prethodno su objavljeni radovi koji ukazuju na dobru adsorpciju tanina
na aktivni ugljen, ali i na interakciju tanina i DNA, §to utjeCe na gubitke DNA koja je
vezana na tanine (104, 134). Takoder je objavljeno da tanini stupaju u interakcije s BSA
kao olakSivacem reakcije PCR (134). U usporedbi s aktivnim ugljenom, ultrafiltracijom je
dobivena veéa koncentracija DNA, Sto se takoder moze objasniti prolaskom tanina i
hematina kroz membranu uz istovremeno koncentriranje DNA na membrani.

ProciS¢avanjem oskudnih tragova epitela na drvu vidimo da je ostvarena niza visina
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pikova od optimalne i neumnazZanje jednog lokusa (D2S1338), $to se moZe objasniti
¢injenicom da je rije€ o uzorcima s vrlo malom koncentracijom DNA.

Indigo se nije mogao u potpunosti prevesti u leuco-indigo kao topljivi oblik, stoga
se ucinak procCiSCavanja nije mogao kvantitativno odrediti. Kao Sto je ve¢ u uvodu
spomenuto, plava boja koja zaostaje nakon izolacije DNA onemogucéuje preciznu
kvantifikaciju ove vrste uzoraka, $to traper Cini najproblemati¢nijom podlogom u ovom
kao i u ranijim istrazivanjima (2). Objavljeno je da obezbojenje uzoraka pomocu
vodikovog peroksida, nakon organske izolacije, uc€inkovito uklanja ne samo hematin ve¢
i indigo boju (70). Amicon se pokazao uspjeSnom metodom prociS¢avanja bez obzira na
metodu izolacije DNA. Ranije smo naveli da aktivni ugljen uspjeSno adsorbira hematin,
iako je Amicon ucinkovitiji u uklanjanju indiga, koji kao mala molekula prolazi kroz
membranu. U literaturi je navedeno da se tekstilne boje dobro adsorbiraju aktivnim
ugljenom s mikroporama, a njihova se adsorpcija smanjuje s povecanjem vrijednosti pH
i temperature (131, 135). S obzirom na to da aktivni uglien koji smo Koristili
karakteriziraju makropore, najvjerojatnije nije postignuta adsorpcija indiga Sto je
negativno utjecalo na umnozavanje DNA. Stoga bi se trebali provesti eksperimenti
koriStenjem aktivnog ugljena koji karakteriziraju mikropore, ali i razliiti uvjeti adsorpcije
(temperature i vrijeme).

U izoliranim uzorcima epitela na traperu kao podlozi nije se mogao donijeti
zaklju€ak o utjecaju prociSc¢avanja na koncentraciju DNA jer koncentracija DNA nije bila
detektirana. Uzimajuci u obzir da je rije€ o oskudnim tragovima, potrebno je provesti
dodatno istrazivanje — koje uklju€uje veci broj uzoraka, ali i duze izlaganje epitela
podlozi. Neucinkovito uklanjanje tekstilnin boja aktivnim ugljenom pokazano je i na
forenzi€nim uzorcima. Medutim, nuzno je napomenuti da se ni komercijalni set za
izolaciju i automatsko prociSc¢avanje (afinitetha metoda) nije pokazao uspjesSnim u
uklanjanju tekstilnih boja. No, za razliku od tekstilnih boja, vidimo da je procCiS¢avanje
tragova krvi/epitela s drvene podloge Chelexom/aktivnim ugljenom bilo ucinkovitije od
Amicona, kao i automatskog sustava za procCiS¢avanje.

Prednosti aktivnog ugljena u prociS¢avanju bioloSkih uzoraka brojne su, a medu
njima treba istaknuti: jednostavnost, dostupnost, brzina, ekonominost i dobra

reproducibilnost, osim u slu€aju tamnoplavog trapera kao podloge. Jednostavnost
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pristupa temelji se na inkubaciji izoliranih bioloSkih uzoraka s aktivhim uglijenom te
izdvajanjem prociScenog izolata kao supernatanta nakon centrifugiranja. Metoda je
ucinkovita za uklanjanje razli€itih inhibitora, osim u slu€aju prisustva tekstilnih boja sto
treba dodatno istraziti.

U buduénosti je potrebno istraZiti proCiS¢avanje oskudnih tragova epitela na
razli¢itim podlogama, tako da gubici DNA budu $to maniji s obzirom na to da tragovi s
mjesta dogadaja uobiCajeno sadrze vrlo male kolicine DNA (<1ng/pl). Optimizacija
pufera u kojem cCe aktivni ugljen pokazivati neznatan afinitet za vezanje DNA, a veliki
afinitet za vezanje razliCitih inhibitora, moglo bi biti jedno od rjeSenja navedenog
problema. Do sada objavljeni radovi pokazuju da aktivni ugljen adsorbira EDTA (136),
kao i proteinazu K (137), a navedena svojstva mogla bi se koristiti za formiranje
modificiranog aktivnhog ugliena s adsorbiranim kelatorom metalnih iona (EDTA) i
imobiliziranom proteinazom K za uklanjanje proteina. Takav modificirani aktivni ugljen u
optimiziranom puferu mogao bi se koristiti kao reagens za izolaciju DNA, zamjenjujuci
Chelex. Osim toga, potrebno je istraziti utjecaj prociS¢avanja aktivhim ugljenom u
uzorcima koji sadrZzavaju degradiranu DNA. Takoder je potrebno prouciti i adsorpciju
ostalih poznatih inhibitora, kao i istraziti afinitet vezanja razliCitih inhibitora na aktivni
uglien, te u konacnici uvesti navedenu metodu u svakodnevni rad forenzi¢nog

laboratorija.
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Na temelju provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti da se uklanjanje inhibitora
umnazanja DNA pomocu aktivhog ugljena pokazalo kao jednostavna, brza, dostupna,
ekonomi€na i reproducibilna metoda. Aktivni ugljen, kao inertni materijal, ne utjeCe na
provedbu umnazanja DNA metodom PCR, kao ni na detekciju umnoZenih
mikrosatelitnih lokusa metodom kapilarne elektroforeze.

Provedena uspjeSna adsorpcija hematina iz krvi, kao najceS¢ée vrste traga
analiziranih u forenzi¢nim laboratorijima. Rezultati takoder ukazuju na to da je aktivni
uglien dobra metoda prociS¢avanja krvi kontaminirane humusnim tvarima iz zemlje, i to
bez znacajnih gubitaka DNA. Adsorpcija humusnih tvari pospjeSena je prisustvom
hematina, dok se tanini uspjeSno uklanjaju aktivnim ugljenom bez utjecaja hematina.
Nema znacCajne razlike u kvaliteti DNA nakon prociS¢avanja aktivnim uglienom u
usporedbi s komercijalnom metodom bez obzira na vrstu uzoraka, osim za uzorke
epitela izolirane organskom izolacijom.

Ovaj rad predstavlja prvu primjenu aktivhog ugljena u proci§¢avanju bioloskih
uzoraka koje je temeljeno samo na njegovim fizikalnim i kemijskim svojstvima. UnatoC
dobrim rezultatima u uklanjanju ostalih istrazivanih inhibitora, nedostatak metode leZi u
Cinjenici da aktivni ugljen nije bio efikasan i za uklanjanje indiga, najpoznatije tekstilne
boje za bojenje trapera, kao ni fenola koji zaostaje nakon organske izolacije DNA stoga

bi istraZivanje trebalo usmijeriti na aktivni ugljen s manjom veliCinom pora.
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