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Abstract

New methods of nucleic acids extraction based on magnetic separation have opened up possibilities of automation of the process
of DNA isolation. Magnetic separation has been applied for instance in the BioRobot M48 apparatus, which enables simulta-
neous and efficient extraction of up to 48 DNA samples. The aim of this work was to evaluate possibilities of application of
BioRobot M48 to examination of both typical biological traces and traces subjected to heavy degradation processes. The per-
formed experiments allowed comparative analysis of the quality and efficiency of magnetic DNA extraction in relation to the pre-
viously applied phenol-chloroform method. The results obtained for typical biological traces which are most commonly
investigated in forensic laboratories (i.e. blood, semen, saliva, hair roots) indicate that magnetic extraction using BioRobot M48
can completely replace the phenol-chloroform method. However, in the case of traces subjected to strong degradation processes,

the method based on phenol-chloroform extraction should still be considered as much more efficient.
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1. Introduction

The use of an appropriate DNA extraction method
has a significant influence on the final result of genetic
analysis. In forensic genetics studies, determination of
genetic profile based on examination of collected bio-
logical trace evidence depends on the quality and
quantity of the extracted DNA [12, 13, 16]. Many fo-
rensic laboratories routinely use the standard phenol
based DNA extraction method (the so-called organic
method of DNA extraction) followed by concentration
of DNA extract on Microcon 100 columns. This
method is considered very versatile and allows isola-
tion of genetic material from biological traces depos-
ited on various types of substrata, from specimens

subjected to heavy degradation processes and from
contact traces etc. However, the organic method also
has some serious drawbacks. Due to necessary centri-
fugation steps and an additional stage of DNA concen-
tration with cellulose columns, the method is very time
consuming, and furthermore it cannot be fully auto-
mated, does not completely remove PCR inhibitors
and may be dangerous to health [1, 2, 8, 13]. There is
a general trend nowadays in forensic laboratories to
implement automation of the entire process of genetic
analysis. This is because a rapidly increasing number
of biological traces and reference samples need to be
examined and the process of forensic evidence exami-
nation needs to be as short as possible — such are the re-
quirements of modern investigations and judicial
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proceedings. Therefore, efforts are being made to limit
the role of manual methods that are particularly prone
to contamination or operator errors [4, 7, 15, 17].

New methods of nucleic acids extraction based on
magnetic separation have created possibilities of auto-
mation of the process of DNA isolation [9, 15]. Mag-
netic separation is used, for example, in the BioRobot
M48, an automatic workstation which has been de-
signed for, among other things, extraction of DNA
from biological traces examined in forensic studies
[12, 13, 14, 15] or for DNA isolation carried out in mi-
crobiology and virusology [6, 10, 18]. During the pro-
cess of magnetic extraction, DNA molecules attach to
magnetic beads covered with silica layer. In the pres-
ence of a magnetic field, the beads with the DNA at-
tached are separated from the remaining cellular
components and potential contaminants present in the
extracted sample. At the next stage after several wash-
ing steps, DNA is eluted in elution buffer. Full auto-
mation of this procedure enables elution of up to 48
pure DNA extracts in just 2.5 hours [1, 13]. Automa-
tion of the process of DNA extraction has not aroused
any controversy in the case of good quality specimens
[1,2,4,5,7]. However, in forensic investigations, it is
quite often necessary to extract DNA from specimens
that have been subjected to heavy degradation pro-
cesses. The aim of this work was to evaluate advan-
tages and disadvantages associated with the use of the
magnetic extraction method as applied in BioRobot
M48 and to compare results obtained by this method
with those obtained by the standard phenol-chloro-
form procedure used in forensic laboratories. In the
performed experiments the effectiveness of the method
was verified during analysis of good quality DNA
samples, and special emphasis was placed on evalua-
tion of the BioRobot M48 in the context of DNA ex-
traction from biological specimens subjected to strong
degradation.

2. Material and methods
2.1. The studied specimens

2.1.1. Typical biological traces and reference
samples

The study material consisted of typical biological
traces collected mainly in the course of routine expert
work as well as specimens constituting reference sam-
ples. The investigated samples included 25 blood stains,
12 semen stains, 14 saliva stains deposited on various
substrata, 5 samples of liquid blood and 5 buccal

swabs. Ten contact traces containing minimum
amounts of DNA (swabs taken from magnetic key,
wallet, ring, drawer handles, watch, receiver, com-
puter keyboard, pen) were also subjected to analysis.
Hair with roots was collected from four different indi-
viduals. All the samples were divided into two parts.
The first part was subjected to magnetic DNA extrac-
tion with BioRobot M48 (Qiagen, Hilden, Germany)
and the second was subjected to DNA isolation with
the phenol-chloroform procedure.

2.1.2. Heavily degraded biological traces

Five bones, 5 paraffin embedded soft tissues, 5 de-
cayed soft tissues and 10 strongly decayed blood sam-
ples represented specimens that contained seriously
degraded DNA. Bone material was subjected to ini-
tial purification and decontamination by washing in
15% bleach, distilled water and 70% ethanol. The pu-
rification step was carried out according to literature
data with some minor modifications [3]. Bones were
then pulverized using FreezerMill 6750 apparatus
(Spex CertiPrep, Metuchen, USA). Pulverized bone
samples, samples taken from tissues and blood were
then divided in two parts. The first was subjected to
magnetic DNA extraction with BioRobot M48 (Qiagen,
Hilden, Germany) and the second was subjected to
DNA isolation with the phenol-chloroform procedure.

2.1.3. Samples used for sensitivity testing

Peripheral blood was taken in the presence of anti-
coagulant from two individuals and the blood was di-
luted in proportions 1:10 and 1:100. Then, 50 pl of the
diluted blood samples was subjected to magnetic DNA
extraction. The same set of samples was subjected to
phenol-chloroform DNA extraction.

2.1.4. Samples used for reproducibility testing

Five samples of liquid blood (50 ul), 5 samples of
blood deposited on Whatman 1MM filter paper (ap-
proximately 0.25 cm?) and buccal swabs from 5 differ-
ent individuals were collected for the purpose of mag-
netic DNA extraction. The experiment was repeated
twice. All the samples were of good quality and stored
in correct conditions. Additionally, the reproducibility
of the magnetic extraction method was tested by six-
fold analysis of a single sample of liquid blood (50 ul)
and a single sample of blood deposited on Whatman
IMM filter paper (0.25 cm?).
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2.1.5. Samples used for efficiency testing
of the magnetic DNA extraction method
depending on incubation time

This experiment involved analysis of samples of
liquid blood (50 pl) and samples of blood deposited on
Whatman 1MM filter paper (about 0.25 cm?®). Samples
were incubated at 56°C for 15 min, 1 h, 2 h, 3 h and
24 h, and subjected to the magnetic DNA extraction
method.

2.2. Magnetic DNA extraction method

All the samples were subjected to magnetic DNA
extraction with BioRobot M48 apparatus (Qiagen,
Hilden, Germany) and MagAttract DNA Mini M48
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manu-
facturer’s instructions [11]. Traces containing blood
and saliva were incubated for 15 min in 190 pl of
G2 buffer and 10 pl of proteinase K (10 mg/ml) at
a temperature of 56°C. Soft tissues and hair roots were
incubated overnight in 190 ul of G2 buffer and 10 pl of
proteinase K (10 mg/ml) and 10 pl of 1 M DTT (Sigma
Chemical, Steinheim, Germany) at a temperature of
56°C. Paraffin embedded tissues were incubated for
5 min in 190 pl of G2 buffer at a temperature of 75°C
followed by overnight incubation at 56°C in the pres-
ence of proteinase K (10 mg/ml).

Traces containing semen were subjected to prefer-
ential lysis. Samples were incubated for 15 min at
56°C with 190 ul of G2 buffer and 10 pl of proteinase
K (10 mg/ml). After centrifugation, 200 pul of super-
natant containing epithelial cells was collected into
a new tube. The sperm cell fraction was washed three
times with G2 buffer and then incubated at 56°C for
24 hours with 180 pl of G2 buffer and 10 pl of pro-
teinase K (10 mg/ml) and 10 pul of 1 M DTT.

Pulverised bone samples were incubated for 48 h in
37°C with 700 pl of 0.5 M EDTA pH 8.3. Then 20 ul of
proteinase K (10 mg/ml) was added and samples were
subjected to an additional incubation step at 56°C.

All the samples were centrifuged after incubation
and 200 pl of supernatant were transferred into a new
set of tubes that were put into the BioRobot M48 for
the magnetic separation step.

2.3. Phenol-chloroform (organic) DNA extraction
method

Blood and saliva samples were incubated over-
night at 56°C in 500 ul of lysis buffer (10 mM Tris-
base, 100 mM NacCl, 0.5 M EDTA, 2% SDS) and 15 ul
of proteinase K (10 mg/ml). Soft tissues and hair roots

were treated the same, but additionally 10 ul 1 M DTT
was added. Traces containing semen were subjected to
preferential lysis. Samples were incubated for 1 hour
at 56°C with 500 pl of the lysis buffer and 15 ul of
proteinase K (10 mg/ml). After centrifugation super-
natant containing epithelial cells was transferred to
a new tube. The sperm cell fraction was washed three
times with lysis buffer and incubated overnight in
a water bath at 56°C with 500 ul of lysis buffer, 10 ul
of proteinase K (10 mg/ml) and 10 ul 1 M DTT. Frag-
ments of paraffin embedded tissues were incubated
with xylene for 30 min at 65°C. Samples were washed
with 100% and 75% ethanol followed by washing in
distilled water. After drying, tissues were transferred
into tubes and incubated overnight in 500 pl of lysis
buffer, 15 pl of proteinase K (10 mg/ml) and 20 pl of
1 M DTT. Pulverised bone samples were incubated for
24 hours at 56°C with 3 ml of buffer (0.5 M EDTA,
10% SDS), 225 ul proteinase K and 120 ul of 1 M DTT.
After incubation, all the samples were subjected to
double extraction with a buffered mixture of phe-
nol-chloroform-isoamyl alcohol (Sigma Chemical,
Steinheim, Germany). DNA extracts were then con-
centrated on Microcon 100 cellulose minicolumns. In
the case of bone samples, the concentration step was
performed with Centricon 100 columns (Millipore,
Billerica, USA).

2.4. Evaluation of DNA concentration

DNA concentration was measured in the studied
samples with the fluorimetric method using PicoGreen
dye (Molecular Probes, Eugene, USA and Fluoroskan
Ascent FL apparatus (Labsystems, Helsinki, Finland).

2.5. Amplification and electrophoresis of the
samples

DNA extracted from bone samples was subjected
to PCR amplification with the Identifiler kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA). The remaining sam-
ples were amplified with the SGM Plus kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA). The total amplifica-
tion volume was 25 pl and the concentration of tem-
plate DNA was 2 ng. PCR reactions were performed
using GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosys-
tems, Foster City, USA). PCR products were analysed
using genetic analyser ABI Prism 3100A (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Electrophoresis re-
sults were analysed with GenScan Analysis 3.7 and
Genotyper 3.7 computer programs.

Problems of Forensic Sciences 2008, LXXVI, 369-381
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2.6. Statistical calculations

Statistical calculations (descriptive statistics,
T-student tests) were done with SPSS v. 12.01 com-
puter software.

3. Results and discussion

3.1. Comparative analysis of the effectiveness of
magnetic and organic DNA extraction
methods in the case of biological traces and
reference material

For the analysed samples, average DNA concentra-
tions, standard deviations and variance in particular
groups of samples were calculated. Performed experi-
ments showed that samples subjected to magnetic ex-
traction method contained lower DNA concentrations
compared to corresponding samples subjected to phe-
nol-chloroform extraction. The T-student test indi-
cated that this observation is statistically significant
(» <0.05) for all the examined groups of samples (data
not presented). However, variance analysis showed
that the magnetic method is characterised by higher
precision than the organic method (Table I). Figure 1
shows an efficiency comparison of the two methods of
DNA extraction.
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Fig. 1. Differences in efficiency of organic and magnetic iso-
lation methods based on examination of 61 typical forensic
samples.

Lower DNA concentrations found in samples sub-
jected to the magnetic method may be due to a shorter
incubation time compared to phenol-chloroform ex-
traction. In the case of typical biological traces, the ob-
served differences did not (negatively) affect the posi-
tive determination of microsatellite markers. The final
genotyping results were comparable for samples ex-
tracted with the two different methods. All the mag-
netic DNA extracts were clear while some DNA ex-
tracts obtained with the phenol-chloroform extraction
method were still coloured with dyes. The dyes most
probably originated from substrata on which biologi-
cal traces were deposited. This observation indicates
that the magnetic DNA extraction method is a very ef-
fective tool for removing some chemical dyes from the

TABLE I. STATISTICAL CALCULATIONS FOR 61 TYPICAL FORENSIC SAMPLES AFTER ORGANIC AND MAGNETIC

ISOLATION
SD s’
Liquid blood Magnetic isolation 5.64 0.96 0.93
Organic isolation 9.08 1.32 2.17
Saliva on mouth swab Magnetic isolation 6.18 0.99 1.00
Organic isolation 10.2 1.32 1.73
Blood stain Magnetic isolation 1.49 0.53 0.28
Organic isolation 3.90 0.84 0.71
Saliva stain Magnetic isolation 0.86 0.40 0.16
Organic isolation 2.42 0.73 0.54
Semen stain Magnetic isolation 1.04 0.34 0.11
Organic isolation 2.39 0.71 0.51
Hair roots Magnetic isolation 0.82 0.33 0.11
Organic isolation 2.00 0.43 0.18

- .. 2 .
x —mean, SD — standard deviation, s*— variance.
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analysed samples. It is known that chemical dyes may
influence the amplification process by inhibition of the
PCR reaction which may lead to negative DNA profil-
ing results (Figure 2).

The automated DNA extraction method was also
found to be a very effective tool for analysis of old bio-
logical traces. It was possible to genotype microsat-
ellite markers in 10-20 year old semen, saliva and
blood stains extracted with this method. However,
a different situation was noted when traces subjected
to serious degradation processes (decayed blood, soft
tissues and bone material) were analysed. Out of a total
of 25 heavily degraded samples extracted with Bio-
Robot M48, only 3 DNA extracts gave partial genetic
profiles. For the remaining 22 samples, negative geno-
typings were encountered. In contrast, examination of
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the samples extracted with the organic method resulted
in full genetic profiles in three cases and partial genetic
profiles in 14 cases. Results obtained for seriously de-
graded specimens indicated that the phenol-chloro-
form method is definitely better and more efficient
than magnetic DNA extraction for this kind of mate-
rial. This result may be partially explained by the fact
that magnetic beads (used in the process of extraction
with BioRobot M48) are a target for both good quality
and low quality DNA. Thus, competition between
these two DNA fractions may lead to final insufficient
concentration of good quality DNA (PCR template) in
a sample and too high concentration of degraded DNA,
which may inhibit the PCR reaction and thus lead to
negative results of STR analysis (Figure 3).
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Fig. 2. Gene-Scan electrophoregrams from blood samples on black jeans after magnetic (a) and organic (b) isolation.
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Fig. 3. Gene-Scan electrophoregrams from bone samples after magnetic (a) and organic (b) isolation.
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In the case of contact traces containing minimum
amounts of genetic material (swabbed magnetic key,
wallet, ring, drawer handles, watch, computer key-
board, pen) positive genotyping results were found in
3 out of a total number of 10 samples subjected to mag-
netic DNA extraction. It is noteworthy that in the case
of these samples, it was not possible to obtain a genetic
profile in any of the DNA extracts obtained with the
phenol-chloroform method. We explain the observed
predominance of negative results of genetic examina-
tions by minute amounts of DNA characteristic for all
the analysed samples. Determination of DNA concen-
tration showed that in most samples the DNA amount
was below 100 pg/ul.

3.2. Sensitivity of magnetic DNA extraction

Sensitivity tests performed on serial dilutions of
liquid blood subjected to DNA extraction with the two
methods and subsequent genetic analysis indicated
that slightly better genotyping results were obtained in
the case of the magnetic extraction method. In the case
of magnetic extraction, a partial profile was deter-
mined for 1:100 dilution of sample A while in the case
of phenol-chloroform extraction, a partial profile was
determined for a dilution that was an order of magni-
tude lower (1:10). Similarly, analysis of sample B also
indicated that significantly better results of examina-
tion of microsatellite markers were obtained for dilu-
tions subjected to magnetic DNA extraction (Table II).

3.3. Reproducibility of magnetic DNA extraction

Comparable results of genetic analysis were ob-
tained for two separate magnetic extractions of the
same samples of liquid blood, blood deposited on filter
paper and buccal swabs. Similar DNA amounts were
obtained for both extractions in all cases and full ge-
netic profiles were determined for all the samples. By
measuring DNA concentration in six DNA extracts
from a single liquid blood sample and six DNA ex-
tracts from a single blood sample deposited on filter
paper, we were able to show that magnetic DNA ex-
traction with BioRobot M48 gives repeatable results.
The calculated values of the basic statistical parame-
ters — mean, standard deviation and variance — are for
liquid blood: x=4.72; SD = 1.24; s*= 1.5, respectively
and for blood deposited on filter paper: x = 0.35;
SD = 0.05; s*= 0.002, respectively. The differences in
precision observed for samples of blood deposited on
filter paper and liquid blood may be due to the speci-
ficity of these two different kinds of material. Full ge-
netic profiles were determined from all DNA extracts.

3.4. Efficiency of magnetic DNA isolation
depending on incubation time

Experiments performed on samples of liquid blood
and blood deposited on filter paper showed that DNA
concentration in the isolated samples is proportional to
the incubation time before the actual step of magnetic
separation performed on BioRobot M48 (Figure 4).
Extension of the incubation time up to 24 hours led to
a significant increase in extraction efficiency in the
case of'a sample showing very low DNA concentration
after 15 min incubation time.

[ Dliquidblood Wblood on filter paper |

E 403
. i 289
| 180
:
0.02 0.04 0.1 0.18
1h 2h 3h

pre-incubation time (h)

DNA concentrat

24h

Fig. 4. The influence of pre-incubation time extension on
DNA concentration in forensic samples extracted with the
BioRobot M48.

This experiment indicated that using this simple
modification it was possible — at least to some degree —
to overcome the effect shown in Figure 1, i.e. signifi-
cant disproportion between DNA concentrations after
the magnetic and phenol-chloroform extraction meth-
ods. Based on this observation, we decided to re-
analyse 5 blood traces (blood samples deposited on
filter paper), which, when subjected to the standard
15 minute incubation before magnetic extraction, had
produced only partial genetic profiles. Thus, addi-
tional 0.25 cm” samples of blood on filter paper were
collected and this time incubated overnight at 56°C.
The extended incubation time resulted in an increase
in DNA concentration that was sufficient to produce
full genetic profiles in the studied traces (Table III).

4. Conclusions

The automatic method of DNA extraction based on
BioRobot M48 enables isolation of DNA from 48 sam-
ples in just 2.5 hours and this represents an essential
improvement in the process of DNA extraction from
biological traces. It was shown that in the case of
typical biological traces, magnetic extraction may be
equivalent to phenol-chloroform extraction and thus
may completely replace it. However, in the case of bio-
logical samples subjected to serious decomposition,
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TABLE III. RESULTS OF EXTENSION OF PRE-INCUBATION DURATION FOR BLOOD STAINS EXTRACTED USING

THE MAGNETIC METHOD

Loci in SGM Sample I Sample I1 Sample IIT Sample IV Sample V
Plus system 025h 24h  025h 24h  025h 24h  025h 24h  025h 24h
D3S1358 - 15 14,18 14,18 15,17 15,17 - 14, 16 17,18 17, 18
VWA - 14,18 15 15 16,20 16,20 16,17 16,17 16,17 16,17
D16S539 - 10, 12 9,10 9,10 9 9 - 11,12 11 11
D2S1338 - 17,18 17,24 17,24 19,23 19, 23 - 20 20, 25 20, 25
AMEL X X X X X, Y X, Y X X X, Y X, Y
D8S1179 13 13 14 14 13,14 13, 14 12,15 12,15 13 13
D21S11 - 28,32.2 30,31 30,31 28,322 28,322 - 29,31.2 31,322 31,322
D18S51 - 12, 15 - 13 - 14, 18 - 15,19 - 14, 16
D19S433 13,14 13,14 13,14 13,14 14,142 14,142 14,16 14,16 13 13
THO1 - 9.3 6 6 7,8 7,8 6,93 6,93 6,8 6,8
FGA - 22 - 20,24 — 16.1,23 — 23,26 - 22,222
which may have resulted in DNA defragmentation 3. Davoren J., Vanek D., Konjhodzi¢ R. [et al.], Highly ef-

(old bones, decayed tissues), the phenol-chloroform
extraction method is more effective and efficient.
In spite of significantly lower DNA concentrations in
samples extracted with the magnetic method, compa-
rable final results of genetic analysis were obtained for
DNA extracts isolated with both extraction methods.
Bearing in mind the significant variation in quality of
forensic samples that are the subject of DNA extrac-
tion, it would seem to be advisable to routinely extend
incubation time to over 2 hours and in the case of low
quality biological traces even up to 24 hours. Gener-
ally, this leads to a maintenance of higher DNA con-
centrations in samples subjected to DNA extraction
using BioRobot M48 apparatus and thus raises the
chances for positive results of genetic analysis. Auto-
mation of DNA extraction will definitely improve the
process of DNA isolation of biological traces, signifi-
cantly increasing efficiency and minimising the risk of
contamination.
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ZASTOSOWANIE APARATU BIOROBOT M48 DO IZOLACJI DNA
Z PROBEK BIOLOGICZNYCH W BADANIACH SADOWYCH

1. Wstep

Zastosowanie odpowiedniej metody izolacji materia-
hu genetycznego ma zasadniczy wptyw na koncowe wy-
niki badan. W genetyce sadowej oznaczenie profilu ge-
netycznego z zabezpieczonych sladow biologicznych jest
uzaleznione od jakosci i st¢zenia DNA, ktéry uzyskuje
si¢ w procesie jego ekstrakcji[12, 13, 16]. Niezwykle po-
pularna metoda izolacji DNA stosowana w wielu labora-
toriach sadowych jest fenolowa (tzw. organiczna) me-
toda izolacji zakonczona etapem zaggszczania ekstraktu
na kolumienkach Microcon 100. Metoda ta jest niezwyk-
le uniwersalna i pozwala pozyskiwa¢ materiat genetycz-
ny ze $ladow biologicznych znajdujacych si¢ na rdézno-
rodnych podtozach, z prébek narazonych na procesy de-
gradacyjne, ze Sladow dotykowych itp. Jednak technika
ta nie jest pozbawiona wad. Jest czasochlonna ze wzglg-
du na etapy wirowania i zaggszczania probek na kolu-
mienkach celulozowych, uniemozliwia wprowadzenie
peinej automatyzacji, nie w pelni usuwa z izolatéw inhi-
bitory reakcji PCR, nie jest obojgtna dla zdrowia osob
przeprowadzajacych badania [1, 2, 8, 13]. Obecnie
w wielu laboratoriach sadowych obserwuje si¢ tendencje
zmierzajace do wprowadzania petnej automatyzacji cate-
go procesu badan. Staje si¢ to konieczne ze wzgledu na
potrzebg analizy coraz wigkszej lilczby $ladow biologicz-
nych i probek materialu poréwnawczego oraz skrocenia
czasu wykonywania ekspertyz sadowych ze wzgledu na
dobro $ledztwa. Dazy si¢ do ograniczania metod manual-
nych, ktére szczegdlnie narazone sa na mozliwos$¢ wysta-
pienia kontaminacji czy tez pomyiki ze strony osoby wy-
konujacej badania [4, 7, 15, 17]. Pojawienie si¢ metod
izolacji kwasow nukleinowych wykorzystujacych sepa-
racj¢ magnetyczna stworzylo mozliwo$¢ automatyzacji
procesu ekstrakcji materialu genetycznego [9, 15]. Roz-
wigzanie to zastosowano w urzadzeniu BioRobot M48,
automatycznej stacji roboczej przeznaczonej migdzy in-
nymi do ekstrakcji DNA ze §ladéw biologicznych anali-
zowanych w badaniach sadowych [12, 13, 14, 15] oraz do
ekstrakcji materiatu genetycznego w badaniach z zakresu
mikrobiologii i wirusologii [6, 10, 18]. Podczas izolacji
magnetycznej do kuleczek magnetycznych pokrytych po-
wloka z krzemionki przytaczaja si¢ izolowane czasteczki
kwasu DNA. W obecnosci pola magnetycznego wyko-
rzystuje si¢ magnetyczne wlasciwosci tych struktur. Na-
stgpuje ich odseparowanie wraz z przytaczonym do nich
DNA od pozostatych sktadnikow komorkowych i ewen-
tualnych zanieczyszczen mogacych znajdowac si¢ w prob-
ce poddanej izolacji. W dalszym etapie po kilkukrotnym
ptukaniu otrzymuje si¢ DNA zawieszony w buforze elu-

cyjnym. Pelna automatyzacja tego procesu pozwala
w ciagu zaledwie 2,5 godziny otrzymac 48 ekstraktow
czystego DNA [1, 13].

Zastosowanie metod automatycznej ekstrakcji DNA
do analizy probek o dobrej jako$ci materiatu genetyczne-
go nie budzi kontrowersji [1, 2, 4, 5, 7]. Jednak czgsto
specyfika badan sadowych polega na koniecznosci eks-
trakcji DNA z probek, ktore ulegaja procesom degrada-
cyjnym. Celem pracy byto poznanie zalet oraz wad izo-
lacji DNA przy zastosowaniu magnetycznej ekstrakcji
zuzyciem aparatu BioRobot M48 i porownanie wynikow
badan otrzymanych za pomoca tej metody ze standardo-
wo stosowang w laboratoriach sadowych metoda fenolo-
wa. W wykonanych eksperymentach sprawdzono efek-
tywnos$¢ metody podczas analizy materialu o dobrej ja-
kosci DNA, jednocze$nie ktadac nacisk na oceng dziata-
nia urzadzenia BioRobot M48 przy ekstrakcji probek bio-
logicznych narazonych na silne procesy degradacyjne.

2. Material i metody
2.1. Badane probki

2.1.1. Typowe Slady biologiczne oraz probki
materiatu porownawczego

Materiat do badan stanowity typowe §lady biologicz-
ne najczesciej zabezpieczane podczas wykonywanych
ekspertyz sadowych oraz probki materiatu porownaw-
czego. Pobrano 25 §ladow krwi, 12 $ladow nasienia,
14 $ladow $liny ujawnionych na réznorodnych podto-
zach, 5 probek krwi ptynnej i 5 wymazow z jamy ustne;j.
Badaniom poddano réwniez 10 sladow dotykowych za-
wierajacych nieznaczna ilo$¢ materialu genetycznego
(wymaz z karty magnetycznej, portfela, obraczki, uchwy-
tow z szuflad, zegarka, telefonu, klawiatury komputera,
dhugopisu). Od 4 0s6b zabezpieczono wlosy wraz z ce-
bulkami. Wszystkie probki podzielono na dwie czgsci.
Jedna poddano magnetycznej izolacji z uzyciem aparatu
BioRobot M48 (Qiagen, Hilden, Niemcy), natomiast dru-
ga fenolowej metodzie ekstrakcji.

2.1.2. Zdegradowane Slady biologiczne

Slady zawierajace zdegradowany material genetycz-
ny zabezpieczono z 5 kosci, z 5 tkanek migkkich zato-
pionych w bloczkach parafinowych, z 5 fragmentéw tka-
nek migkkich i 10 probek krwi, w ktorych wystapity
znaczne procesy gnilne. Materiat kostny poddano wstep-
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nemu oczyszczaniu i dekontaminacji poprzez ptukanie
w 15% roztworze podchlorynu sodu, w wodzie destylowa-
nej i w 70% alkoholu etylowego. Metodg oczyszczania ma-
terialu kostnego zmodyfikowano na podstawie danych za-
wartych w literaturze [3]. Proszkowanie ko$ci wykonano
przy zastosowaniu mtyna do kosci Freezer/Mill 6750 (Spex
CertiPrep, Metuchen, Stany Zjednoczone). Proszek kostny
oraz probki zabezpieczone z tkanek i krwi podzielono na
dwie cze$ci. Jedna poddano magnetycznej izolacji z uzy-
ciem aparatu BioRobotM48, natomiast druga fenolowej
metodzie ekstrakcji.

2.1.3. Probki uzyte do testu czutosci izolacji
magnetycznej

Od dwobch 0sdb pobrano krew obwodowa w obecnos-
ci antykoagulantu oraz wykonano rozcienczenia tych
prébek 1:10 i 1:100. Do badan pobrano po 50 pl krwi
i przygotowanych rozcienczen. Taki sam zestaw probek
pobrano do izolacji fenolowe;j.

2.1.4. Probki uzyte do testu powtarzalnosci izolacji
magnetycznej

Do izolacji magnetycznej pobrano 5 probek krwi
ptynnej (po 50 pl), 5 probek krwi wylanej na bibutg fil-
tracyjna Whatman 1MM (okoto 0,25 cm?) oraz wymazy
zabezpieczone z jamy ustnej od 5 oséb. Eksperyment
powtdrzono dwukrotnie. Wszystkie pobrane probki byty
dobrej jakosci i prawidtowo przechowywane.

Dodatkowo powtarzalnos¢ izolacji magnetycznej ba-
dano, podajac probke krwi ptynnej (50 pl) i krwi wylanej
na bibule filtracyjna Whatman 1MM (okoto 0,25 cm?)
szesciokrotnej analizie.

2.1.5. Probki uzyte do testu sprawdzajqcego
wydajnos¢ izolacji magnetycznej
w zaleznosci od czasu inkubacji

Badaniom podano probki krwi ptynnej (50 pl) 1 krwi
wylanej na bibulg filtracyjna Whatman 1 (okoto 0,25¢cm?).
Probki inkubowano w temperaturze 56°C przez 15 minut,
1 h,2h, 3 hi?24h, a nastgpnie poddano izolacji magne-
tycznej.

2.2. Izolacja magnetyczna

Izolacje magnetyczna wszystkich §ladéw wykonano
przy uzyciu aparatu BioRobot M48 (Qiagen, Hilden,
Niemcy) i zestawu odczynnikow MagAttract DNA Mini
M48 Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z metodyka
zalecang przez producenta [11].

Slady zawierajace krew i §ling inkubowano przez
15 minut w 190 pl buforu G2 i 10 ul proteinazy K
(10 mg/ml) w temperaturze 56°C. Tkanki migkkie i ce-

bulki wtosowe inkubowano cala dobg¢ w 190 pl bufo-
ru G2, 10 ul proteinazy K (10 mg/ml) i 10 ul 1 M DTT
(Sigma Chemical, Steinheim, Niemcy) w temperaturze
56°C. Bloczki parafinowe poddano inkubacji przez 5 mi-
nut w 190 pl buforu G2 w temperaturze 75°C, a nastepnie
calg dobg w temperaturze 56°C w obecno$ci proteinazy K
(10 mg/ml).

W $ladach zawierajacych nasienie wykonano lizg
preferencyjna. Do prébek dodano 190 pl buforu G2 oraz
10 pl proteinazy K (10 mg/ml). Probki inkubowano przez
15 minut w temperaturze 56°C. Po odwirowaniu z kazdej
probki pobrano po 200 pl nadsaczu zawierajacego ko-
morki epitelialne. Frakcje plemnikowa przemywano trzy-
krotnie buforem G2, a nastgpnie inkubowano 24 godziny
w 180 pl buforu G2, 10 ul proteinazy K (10 mg/ml)
110 ul 1 M DTT w temperaturze 56°C.

Proszek kostny inkubowano przez 48 godzin w 700 pul
0,5M EDTA pH 8,3 w temperaturze 37°C. Dodano 20 pul
proteinazy K (10 mg/ml) i wykonano inkubacj¢ w tem-
peraturze 56°C.

Wszystkie probki po inkubacji odwirowano, pobrano
po 200 pl nadsaczu do nowych probéwek i umieszczono
w stacji roboczej BioRobot M48.

2.3. Izolacja fenolowa (organiczna)

Probki zawierajace krew i $ling inkubowano przez
cala dobe w temperaturze 56°C w 500 pl buforu li-
zujacego (10 mM Trisbase, 100 mM NaCl, 0,5 M EDTA,
2% SDS) i 15 pl proteinazy K (10 mg/ml). Tkanki migk-
kie i cebulki wlosowe traktowano w ten sam sposéb, do-
dajac dodatkowo 10 ul 1 M DTT.

W sladach zawierajacych nasienie wykonano liz¢ pre-
ferencyjna. Do probek dodano 500 pl buforu lizujacego
(j-w.) 115 pl proteinazy K (10 mg/ml). Probki inkubowa-
no przez 60 minut w temperaturze 56°C. Po odwirowaniu
z kazdej probki pobrano nadsacz zawierajacy komorki
epitelialne. Frakcje plemnikowa przemywano trzykrotnie
buforem lizujacym, a nastgpnie probki przeniesiono do
tazni wodnej i inkubowano cala dobe w 500 pl buforu li-
zujacego, 10 pl proteinazy K (10 mg/ml)i 10 ul 1 MDTT
w temperaturze 56°C.

Fragmenty tkanek zatopione w bloczkach parafino-
wych inkubowano w ksylenie przez 30 minut w tempera-
turze 65°C. Probki przeptukano w 100% i 75% etanolu
oraz w wodzie destylowanej. Po wysuszeniu tkanki prze-
niesiono do probéwek i inkubowano cata dobg w 500 pl
buforu lizujacego, 15 pl proteinazy K (10 mg/ml) i 20 pl
1 M DTT.

Proszek kostny inkubowano 24 godziny w 3 ml bu-
foru (0,5 M EDTA, 10% SDS), 225 ul proteinazy K
1120 ul 1 M DTT w temperaturze 56°C.

Wszystkie probki po inkubacji poddano podwojnej
ekstrakcji DNA w zbuforowanej mieszaninie fenol-chlo-
roform-alkohol izoamylowy (Sigma Chemical, Stein-
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heim, Niemcy). Ekstrakty zaggszczano na kolumienkach
celulozowych typu Microcon 100, a w przypadku kosSci
zastosowano zaggszezanie na kolumienkach Centricon
100 (Millipore, Billerica, Stany Zjednoczone).

2.4. Pomiar st¢zenia DNA

Stgzenie DNA w badanych §ladach mierzono metoda
fluorymetryczna przy uzyciu barwnika Pico Green (Mo-
lecular Probes, Eugene, Stany Zjednoczone) i aparatu
Fluoroscan Ascent FL (Labsystems, Helsinki, Finlandia).

2.5. Amplifikacja i elektroforeza probek

Probki zabezpieczone z materialu kostnego poddano
amplifikacji przy wykorzystaniu zestawu Identifiler (Ap-
plied Biosystems, Foster City, Stany Zjednoczone). Po-
zostate $lady amplifikowano za pomoca zestawu SGM
Plus (Applied Biosystems, Foster City, Stany Zjednoczo-
ne). Reakcje amplifikacji wykonano w objetosci 25 pl
przy stgzeniu ekstraktu DNA 2 ng. Amplifikacj¢ wyko-
nywano, uzywajac termocyklera 9700 (Applied Biosys-
tems, Foster City, Stany Zjednoczone). Produkty PCR
analizowano przy uzyciu aparatu ABI Prism 3100A (Ap-
plied Biosystems, Foster City, Stany Zjednoczone). Do
opracowania wynikow rozdziatu elektroforetycznego
wykorzystano programy komputerowe GenScan Analy-
sis 3.7 1 Genotyper 3.7.

2.6. Obliczenia statystyczne

Obliczenia statystyczne (statystyki opisowe, test
T-studenta) przeprowadzono z zastosowaniem programu
SPSSv. 12.01.

3. Wiyniki i dyskusja

3.1. Poréwnanie skuteczno$ci izolacji magnetycznej
i organicznej w $ladach biologicznych
i probkach materialu porownawczego

Dla badanych probek obliczono $rednie stezenia
DNA w grupach, odchylenia standardowe oraz wariancj¢
w obregbie poszczegdlnych grup. Przeprowadzone bada-
nia wykazaty, ze w ekstraktach otrzymywanych po izola-
cji magnetycznej z uzyciem aparatu BioRobot M48 wy-
stgpuja nizsze stgzenia DNA w poréwnaniu do probek
poddanych izolacji fenolowej. Test T-studenta wykazat,
ze prawidtowos¢ ta jest istotna statystycznie (p < 0,05)
dla wszystkich badanych grup probek (dane nieprezento-
wane). Jednak analiza wariancji wykazala, ze metoda
magnetyczna izolacji DNA charakteryzuje si¢ wigksza
precyzja niz metoda organiczna (tabela I). Rycina 1

przedstawia porownanie wydajnosci dwoch testowanych
metod izolacji DNA.

Nizsze warto$ci stgzen DNA w probkach po ekstrak-
¢ji magnetycznej mogly wynika¢ z krotszego czasu in-
kubacji w poréwnaniu z izolacja fenolowa. W przypadku
typowych §ladow biologicznych zaobserwowane roznice
nie miaty negatywnego wplywu na oznaczania markeréw
mikrosatelitarnych. Otrzymywane wyniki badan gene-
tycznych z ekstraktow pozyskiwanych dwiema odmien-
nymi metodami izolacji byly porownywalne.

Wszystkie ekstrakty DNA po izolacji magnetycznej
byly klarowne, podczas gdy niektore ekstrakty po izolacji
fenolowej byty nadal zanieczyszczone barwnikami. Po-
chodzily one najprawdopodobniej z podtoza, z ktérego
zabezpieczono do badan $lady biologiczne. Obserwacje
te wskazuja, ze magnetyczna izolacja pozwala skutecznie
usuna¢ z probek niektére barwniki chemiczne mogace
mie¢ wpltyw na zahamowanie wlasciwego przebiegu re-
akcji amplifikacji 1 otrzymanie negatywnych wynikéw
badan podczas oznaczania profili genetycznych (rycina 2).

Zautomatyzowana metoda izolacji DNA wykazywata
rowniez duza skutecznos¢ w przypadku badania starych
sladow biologicznych. Otrzymywano pozytywne wyniki
analizy markeréw mikrosatelitarnych z kilkunastoletnich
plam nasienia, §liny i krwi.

Odmienna sytuacja wystapita podczas badania $la-
dow narazonych na procesy degradacyjne (zgnita krew,
tkanki migkkie, material kostny). Posrod przebadanych
25 probek jedynie dla 3 ekstraktow po izolacji magne-
tycznej udalo si¢ oznaczy¢ niepelny profil genetyczny.
Dla pozostatych probek otrzymano negatywne wyniki ba-
dan. Natomiast w probkach po izolacji organicznej w 3 izo-
latach oznaczono pelny profil genetyczny, a w 14 prob-
kach profil niekompletny. Wyniki otrzymane dla sladow
narazonych na procesy degradacyjne pokazuja, iz przy-
padku tego typu probek zdecydowanie lepsza i wydaj-
niejsza metoda izolacji jest izolacja fenolowa. Uzyskane
wyniki badan mozna przynajmniej czg¢Sciowo wyttuma-
czy¢ tym, ze podczas izolacji z uzyciem aparatu BioRo-
bot M48 do kuleczek magnetycznych przytacza si¢ DNA
0 bardzo zréznicowanej jakosci. Wystepuje tutaj pew-
nego rodzaju ,.konkurencja” o kuleczki magnetyczne po-
migdzy DNA dobrej jakosci i DNA zdegradowanym.
Negatywne wyniki badan genetycznych w zakresie ozna-
czania markeréw typu STR w ekstraktach uzyskanych po
izolacji na aparacie BioRobot M48 moga by¢ spowodo-
wane niewystarczajacym stezeniem w otrzymywanych
izolatach materiatu genetycznego odpowiedniej jakosci
i zbyt wysokim st¢zeniem DNA zdegradowanego, ktore
moze stanowi¢ czynnik hamujacy wtasciwy przebieg re-
akcji PCR (rycina 3).

W $ladach dotykowych zawierajacych nieznaczne
stgzenia materialu genetycznego (wymaz z karty magne-
tycznej, portfela, obraczki, uchwytow z szuflad, zegarka,
klawiatury komputera, dlugopisu) pozytywne wyniki ba-

Problems of Forensic Sciences 2008, LXXVI, 369-381



Zastosowanie aparatu BioRobot M48 do izolacji DNA...

381

dan otrzymano w trzech sposrod dziesigeiu probek pod-
danych izolacji magnetycznej. W zadnym z ekstraktow
otrzymanych po izolacji fenolowej nie udato si¢ ozna-
czy¢ profilu genetycznego. Otrzymanie w wigkszos$ci
przypadkow negatywnych wynikoéw badan genetycznych
wynikato z obecnosci sladowych ilosci DNA w izolatach.
Pomiary stezenia DNA w wigkszo$ci probek wynosily
ponizej 100 pg/ul.

3.2. Czuto$¢ metody izolacji magnetycznej

Badania czuto$ci izolacji magnetycznej wykazaly, ze
wyniki badan genetycznych probek krwi ptynnej i ich
rozcienczen sa nieznacznie lepsze od wynikéw tych sa-
mych probek poddanych izolacji fenolowej. Z probki A
po izolacji magnetycznej oznaczono niepetny profil ge-
netyczny przy rozcienczeniu 1:100, podczas gdy w tej
samej probce poddanej izolacji fenolowej niepelny ze-
staw cech genetycznych otrzymano juz przy rozciencze-
niu 1:10. Badania rozcienczen probki B takze wskazuja,
ze z ckstraktow uzyskanych po izolacji magnetycznej
otrzymano lepsze wyniki analizy markeréw mikrosateli-
tarnych (tabela II).

3.3. Powtarzalno$¢ izolacji magnetyczne;j

Dwukrotna izolacja magnetyczna probek pobranych
z krwi plynnej, krwi wylanej na bibulg filtracyjna 1 wy-
mazow z jamy ustnej pozwolita otrzymac¢ porownywalne
wyniki badan. Wartos$ci pomiaru stgzenia DNA zar6wno
przy pierwszej, jak i drugiej izolacji, byly zblizone i we
wszystkich probkach oznaczono petne profile genetyczne.

Wyniki pomiaru stezenia DNA w ekstraktach uzys-
kanych po szesciokrotnej izolacji probki krwi plynnej
i probki krwi wylanej na bibulg filtracyjna wskazuja, ze
metoda izolacji magnetycznej dokonanej przy uzyciu
aparatu BioRobot M48 pozwala na otrzymywanie pow-
tarzalnych wynikow badan. Uzyskane warto$ci testowa-
nych parametrow statystycznych (wartosci srednie, od-
chylenia standardowe, wariancja) dla krwi plynnej wy-
nosza: x = 4,72; SD = 1,24; s* = 1,5. W przypadku krwi
wylanej na bibulg filtracyjna uzyskane wartosci sg row-
ne: x=0,35; SD=0,05; s*= 0,002. Wyniki z wskazuja, ze
metoda magnetyczna jest powtarzalna. Réznice w pre-
cyzji obserwowane dla probek krwi wylanej na bibule fil-
tracyjna i krwi ptynnej moga wynikac ze specyfiki bada-
nego materialu. We wszystkich ekstraktach oznaczono
petne profile genetyczne.

3.4. Poroéwnanie wydajnos$ci izolacji magnetycznej
w zaleznosci od czasu inkubacji

Wyniki badan otrzymane dla probek krwi ptynnej
i krwi wylanej na bibul¢ wykazaty, ze wraz z wydtuze-
niem czasu inkubacji przed wlasciwym etapem izolacji

magnetycznej nastgpuje wzrost stgzenia DNA w otrzy-
mywanych ekstraktach (rycina 4). Wydtuzenie czasu
inkubacji do 24 godzin przyczynito si¢ do znacznego
wzrostu wydajnosci ekstrakcji w probce, w ktorej po
15-minutowej inkubacji odnotowano bardzo niska war-
to$¢ stezenia DNA.

Doswiadczenie to pokazuje, ze w prosty sposob moz-
na przynajmniej czg¢Sciowo zniwelowaé efekt przedsta-
wiony na rycinie 1, czyli znaczna dysproporcj¢ pomiedzy
stezeniami DNA probek po izolacji magnetycznej i feno-
lowej. Na podstawie tej obserwacji wykonano powtorne
badania 5 $§ladéw krwi wylanej na bibule filtracyjna,
z ktorych przy 15 minutowej inkubacji podczas izolacji
magnetycznej otrzymywano niepetne profile genetyczne.
Ponownie pobrano 0,25 cm? bibuly z wylana krwia i in-
kubowano przez cata dobe w temperaturze 56°C. Wydtu-
zenie czasu inkubacji spowodowalo wzrost st¢zenia
DNA w ekstraktach i pozwolito na otrzymanie pelnych
profili genetycznych w badanych $ladach (tabela III).

4. Whnioski

Automatyczna metoda izolacji DNA przy uzyciu apa-
ratu BioRobot M48 pozwala w ciagu zaledwie 2,5 go-
dziny otrzyma¢ 48 ekstraktow DNA, co zdecydowanie
usprawnia proces pozyskiwania materiatu genetycznego
ze §ladoéw biologicznych. Wykazano, ze w przypadku ty-
powych §ladow biologicznych ekstrakcja magnetyczna
moze w pelni zastapi¢ metodg izolacji fenolowej. Jednak
w sytuacjach, gdy dysponujemy materiatem biologicz-
nym, w ktérym nastapity procesy gnilne uszkadzajace
znacznie strukturg DNA ($lady zabezpieczone z kosci,
zgnitych tkanek), skuteczniejsza i wydajniejsza metoda
ekstrakcji jest izolacja fenolowa. Pomimo znacznie niz-
szych wartosci stgzenia DNA w probkach wyizolowa-
nych metoda magnetyczna otrzymuje si¢ porownywalne
wyniki badan w zakresie oznaczania markeréw mikro-
satelitarnych dla tych probek i ekstraktow pozyskanych
za pomoca izolacji fenolowej. Jednak w celu uwzglednie-
nia znacznego zroéznicowania jakosci probek, ktére pod-
daje si¢ procesowi izolacji, celowe jest wydhuzenie czasu
inkubacji powyzej 2 godzin, a w przypadku dysponowa-
nia sladami biologicznymi stabej jakosci nawet do 24 go-
dzin. Wplywa to na otrzymywanie wyzszych stgzen DNA
probek poddanych izolacji przy uzyciu aparatu BioRobot
M43, a przez to zwigksza si¢ szansg otrzymywania pozy-
tywnych wynikow badan genetycznych. Wprowadzenie
automatyzacji ekstrakcji materialu genetycznego zdecy-
dowanie usprawni proces izolacji DNA $§ladéw analizo-
wanych w laboratorium, zwigkszy wydajno$¢ i zminima-
lizuje mozliwos$ci wystapienia kontaminacji.
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