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ABSTRACT: Personal identification with the use of skeletal remains (bones) is one
of the most important analyses in forensic medicine. The environment to which the
material has been exposed (high temperature, sea and river water or dry air) has
a crucial influence on the success of the investigation. We examined bones obtained
from bodies that had been partially or completely decomposed and partially burned.
In this paper we describe an evaluation of four different DNA extraction methods:
phenol-chloroform, silica, sodium acetate and the DNA IQ™ System (Promega). The
extracts were purified and concentrated in Microcon 30/100. DNA was quantified
and profiled by AmpFISTR"Identifiler™ or AmpFISTR*SEfiler™ PCR Amplification
Kit (Applied Biosystems). In all cases, full profiles were obtained after phenol-chloro-
form extraction. DNA isolation using silica and a commercial kit (Promega) gave a full
STR genotype only in the case of the burned body and partially after amplification of
DNA from the unburied corpse (exposed to dry air). However, no positive signals of
PCR products were observed from bodies submerged in water. No good results of am-
plification were obtained after sodium acetate extraction of DNA from bones.
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INTRODUCTION

Determination of genetic profiles based on examination of samples col-
lected from deceased individuals of unknown identity is one of the routine
tests performed in laboratories of legal medicine. The time and place of find-
ing of the body and degree of its decomposition determine the choice of bio-
logical material for DNA extraction. Advanced decay of soft tissues, com-
plete skeletonisation or charring of the examined corpse mean that the only
source of DNA may be bones, teeth or nails of the deceased. This is because
the hard tissues are significantly resistant to autolysis and decay caused by
environmental factors. Light, humidity, high or low temperature, dry air
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and water are factors which can influence the degree of post-mortem
changes and quality of the DNA extracted from affected tissues [6]. Bacteria,
fungi, necrophages and organic substances released in a body constitute ad-
ditional factors that contaminate and are conducive to degradation of ge-
netic material as well as inhibiting amplification.

The process of genetic identification based on these kinds of specimens
containing heavily degraded DNA usually relies on analysis of micro-
satellite loci — STRs. In order to reduce the volume of extracted template
DNA that is necessary for determination of a complete genetic profile of the
deceased, it is beneficial to apply a multiplex amplification procedure en-
abling simultaneous detection of several loci.

The present paper summarises experiences in determination of DNA
profiles from human remains of unknown identity and different degrees of
post-mortem changes. Bone samples were collected from remains subjected
to unfavourable environmental factors: high temperature, moisture (fresh
or sea water) and dry air. Four different methods were applied to DNA isola-
tion. The purpose of this research was to evaluate the influence of the above
factors on the efficiency of DNA extraction with these four methods and as-
sess the quality of the ensuing DNA amplification.

MATERIALS AND METHODS

Samples

The examined material consisted of thigh and humeral bone parts, which
were subjected to DNA extraction. Specimens were collected from the follow-
ing human remains:

— theremains of a woman who had perished in a fire. Her body was found

significantly charred and deprived of coverings;

— the dead body of a man found significantly decayed and devoid of soft
tissues and coverings. A green substance associated with feeding in-
sects was noted in some areas of the corpse. The body was discovered in
a marina;

— the dead body of a man found in an advanced state of decay and explicit
saponification characteristic of bodies submerged in water (a river) for
a long period of time;

— the dead body of a man in an advanced state of decay, whose unburied
corpse was subjected to the influence of dry air.
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DNA extraction

DNA was extracted from bone samples which had been subjected to pre-
liminary processing and sawing. The obtained bone powder was used for ge-
netic analysis. DNA isolation was carried out in conditions of extreme steril-
ity. A strict regime of sterility was applied to rooms, protective clothes, sur-
faces, laboratory instruments and equipment as well as buffers and solu-
tions used for extraction and amplification of genetic material [9, 11].

Four DNA extraction methods were utilised in the studies: standard phe-
nol-chloroform [16], the acetate method [4], the silica based extraction
method according to the method described by Hoss and Pébo [3,8], and the
DNA IQ™System commercial kit by Promega [13, 16]. Approximately 1 g of
bone powder was used for each extraction. The extracted DNA was purified
and concentrated using Microcon 30.100 columns (Millipore) and then DNA
concentration was determined with the fluorometric method (Pico
Green"dsDNA Quantitation Kit) [10]. In one case, the amount of human DNA
was measured with AluQuant™Human DNA Quantitation System [12].

Amplification and detection of PCR products

1-2.5 ng of the extracted DNA was subjected to amplification carried out
in a total volume of 10 pul reaction mixture. The genetic data was generated
with one of two commercial multiplex PCR kits developed by Applied
Biosystems: AmpFISTR"SEfiler™ — for simultaneous amplification of 12 hu-
man DNA loci, including the amelogenine locus (D3S1358, VWA, D16S539,
D2S1338, AMGXY, D8S1179, SE33,D195433, THO1, FGA, D21S11,D18S51)
or AmpFISTR"Identifiler™ — for simultaneous analysis of 15 autosomal loci
and gender marker (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1,
D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818,
FGA, AMGXY).

PCR conditions were in accordance with manufacturers’ recommenda-
tions. PCR reactions were carried out in a Mastercycler-Gradient thermo-
cycler (Eppendorf). The PCR products were separated with capillary electro-
phoresis on an ABI Prism 310 genetic analyser (Applied Biosystems). The
obtained results were analysed using GeneScan and (or) Genotyper soft-
ware [1, 2].

RESULTS

The applied DNA isolation methods enabled extraction of different
amounts of DNA, depending on the degree of decomposition of the analysed
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human remains and environmental factors acting on them. Results of ex-
tractions and amplifications are summarised in Table 1.

TABLE I. EFFICIENCY OF EXTRACTION AND AMPLIFICATION OF DNA ISOLATED
FROM BONE MATERIAL WITH FOUR DIFFERENT METHODS

External conditions/ . DNA
Condition of the Extraction concentration Res.n%lt O.f
method amplification
body [ng]

Phenol-chloroform 95 +

High temperature/ Acetate ) -

charring DNA IQ System 50 +

Silica based 40 +

Phenol-chloroform 150 +

Sea water/ Acetate -) -
decomposition DNA IQ System 70 +/—

Silica based 3 -

Phenol-chloroform 35 +

Fresh water/ Acetate ) -

decomposition DNA IQ System 90 -

Silica based ) —

Phenol-chloroform 212 +

Dry air/ Acetate - -

decomposition DNA IQ System 29 +

Silica based 7 +

(-) background level (blank) of the fluorimetric measurement; + positive amplification; —lack of
amplification; +/— incomplete amplification (positive effect for 5 out of 12 analysed loci).

In the case of bone samples collected from the body exposed to a high tem-
perature (fire), the most effective DNA extraction method turned out to be
the standard phenol-chloroform technique. Only about half the amount of
the previous method was obtained using the commercial DNA IQ™ System
(Promega) and the silica based method. DNA extraction with the acetate
method was not effective enough to gain an adequate amount of DNA. The
measurement of the total DNA amount with the fluorimetric method re-
vealed the background level (blank) of the DNA concentration in this case.

The genetic profile of an unknown woman was established with the
AmpFISTR*Identifiler™ kit in samples extracted using the phenol-chloro-
form method, DNA IQ System and silica based method, giving positive re-
sults for all 16 amplified loci. Amplification of the acetate extracted sample
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gave a negative result. The genetic profile of the unknown woman, who died
in a fire, is presented in Figure 1.
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Fig. 1. Genetic profile of a woman who died in a fire determined by amplification of
DNA samples extracted with the following methods: A — phenol-chloroform, B — com-
mercial kit DNA IQ System™, C—acetate, D —silica based. Amplifications performed
with AmpFISTR"Identifiler™.

=

=

Phenol-chloroform was the only method which enabled positive determi-
nation of the genetic profiles of two males whose bones were collected from
bodies found in an advanced state of decay with characteristic signs of long
exposure to fresh or sea water. DNA isolation with Promega’s DNA IQ Sys-
tem, in spite of yielding a relatively large amount of DNA, did not generate
full genetic profiles in these cases. DNA extracted from bone sample sub-
jected to the negative influence of sea water yielded a positive result of am-
plification for the shortest DNA fragments of length below 200 bp, limited to
five out of the 12 analysed loci. No amplification was noted for a DNA sample
extracted from the body found in fresh water. Trace amounts of DNA or
a complete lack of genetic material were extracted from bone samples of de-
ceased persons found in fresh or sea water using silica based and acetate
methods. In both these cases, a negative amplification signal was obtained.

Figure 2 presents a genetic profile determined in a sample collected from
the body that remained in sea water for a long time. Analysis was performed
with AmpFISTR"SEfiler™ (Applied Biosystems). Figure 3 presents profil-
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Fig. 2. DNA profile obtained by analysis of bone sample collected from a body found in
sea water (AmpFISTR*SEfiler™). DNA extraction with the following methods:
A — phenol-chloroform, B — commercial kit DNA IQ System™, C — silica based.
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Fig. 3. DNA profile obtained by analysis of bone sample collected from a body affected
by dry air (AmpFISTR*SEfiler™). DNA extraction with the following methods:
A — phenol-chloroform, B — commercial kit DNA 1Q System™, C — silica based.
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ing results obtained for a DNA sample extracted from the unburied body
subjected to the influence of dry air. The genetic profile was determined us-
ing AmpFISTR"SEfiler™. The template DNA that gave positive PCR results
was isolated with three different methods: phenol-chloroform, silica based
and the commercial DNA 1Q System. As in previous cases, the best result
was obtained for the first of the above extraction methods. For samples ex-
tracted with the latter two methods, difficulties in interpretation of results
generated for DNA fragments of length above 270 bp were noted (Figure 3,
marked with a rectangle). Hence, unambiguous determination of alleles for
D2S1338, SE33 and D18S51 genetic systems was not possible. The thresh-
old value for allele determination in performed analyses was set at 150 RFU
(relative fluorescence units). As in previously described cases, acetate ex-
traction failed.

DISCUSSION

The obtained results confirmed that various difficulties with genetic pro-
filing should be expected when examining bone samples affected by environ-
mental factors e.g. high temperature, humidity or dry air [7].

High temperature or dry air acting on a dead body delay, reduce or even
completely eliminate its decomposition — their influence can downregulate
the amount of substances degrading DNA (depurination) and inhibiting the
process of PCR amplification. In such cases, even trace amounts of clean and
not very degraded DNA enable multiplex amplification and determination
of a genetic profile of the deceased [11, 14].

The environment of a lack of air and presence of anaerobic bacteria affect-
ing a dead body during a long period submerged under water lead to decay of
tissues and saponification. Substances that are generated in these condi-
tions are known inhibitors of the PCR reaction [5, 14].

The conducted study showed that regardless of environmental conditions
affecting a body and degree of its decomposition, the most effective DNA ex-
traction technique was the phenol-chloroform method and, hence, despite
its relatively high toxicity, it is highly recommended. In each examined case
of analysis of human remains, application of this method enabled effective
amplification and generation of full genetic profiles.

Positive PCR amplification associated with low background contamina-
tion was also noted for template DNA extracted with DNA IQ™ System
(Promega) as well as the silica based method. Difficulties appeared in the
case of heavily degraded and very contaminated material. Too short DNA
fragments were not absorbed by the silica deposit. As a result, the efficiency
of DNA isolation was decreased and difficulties with obtaining an appropri-
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ate PCR signal were noted [3, 13]. The low number of long template DNA
fragments in extracted samples negatively influenced the efficiency of the PCR
reaction and this effect was visible on electropherograms, which revealed
a weak amplification signal (peaks below 150 RFU) or a lack of signal [18].

It should also be emphasised that genetic material extracted from human
remains can consist of a mixture of human DNA and other undesirable com-
ponents such as DNA of bacteria, fungi and other kinds of contaminants that
are inhibitors of the PCR reaction. This means that isolation of relatively
high amounts of total DNA from bone material can not ensure positive deter-
mination of a genetic profile. In these cases, the efficiency and reliability of
amplification can be affected by an insufficient amount of target human
DNA and ensuing generation of artefacts (e.g. allelic drop-out). PCR can also
be completely inhibited by the action of inhibitors [5, 11, 15, 17]. Problems
linked to the PCR reaction ensuing from significant degradation of genetic
material and its insufficient concentration can be overcome by increased in-
put of template DNA [1, 2, 11].

The acetate method of DNA extraction yielded definitely negative results
in our study. Application of this extraction method did not give positive re-
sults of PCR in any of the described cases. In samples extracted with the ace-
tate method, the DNA concentration was measured using the fluorimetric
method and the AluQuant™ Human DNA Quantitation System. Both meth-
ods revealed a lack of DNA in the analysed samples.

Results of genetic examinations must be reproducible. Bearing in mind
the type of biological material (bone specimens in cases described in this
work), it is strongly advisable to apply, e.g. two different DNA extraction
methods or two independent amplifications for every DNA extract. Re-
peated generation of the same results ensures a correct conclusion regarding
genetic profiles of unknown individuals [11, 17]. Based on the experiments
described in the present paper, the optimal method of DNA extraction is the
phenol-chloroform method and therefore this technique should be consid-
ered as the method of choice for identification studies when examining bone
material.
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IDENTYFIKACJA OSOBNICZA W OPARCIU O JADROWY DNA
WYIZOLOWANY Z KOSCI DENATOW

Ewa KAPINSKA, Zofia SZCZERKOWSKA

WSTEP

Okreslanie profili genetycznych zmartych oséb o nieznanej tozsamos$ci stanowi
jedno z rutynowych badan przeprowadzanych w zaktadach medycyny sadowej. Czas
1 miejsce ujawnienia zwlok oraz stopien zaawansowania ich rozkladu determinuje
wybdr materiatu biologicznego, z ktérego izoluje sie DNA. Daleko posuniety rozktad
gnilny tkanek miekkich, catkowite zeszkieletowienie lub zweglenie ciata powoduje,
ze jedynym jego zrddiem moga byé kosci, zeby lub paznokcie denata. Sa to tkanki
twarde, w znacznym stopniu oporne na autolize 1 procesy gnilne zalezne od wa-
runkéw érodowiska. Swiatlo, wilgotno§é, wysoka lub niska temperatura, suche po-
wietrze 1 woda sa czynnikami mogacymi wplywac na stopien zaawansowania zmian
po$miertnych, a takze na jako$¢ DNA izolowanego z tkanek poddanych ich dziata-
niu [6]. Bakterie, grzyby, nekrofagi i uwalniajace sie w ciele denata substancje orga-
niczne stanowig dodatkowe czynniki zanieczyszczajace 1 degradujace material gene-
tyczny oraz hamujace reakcje amplifikacji.

Do identyfikacji osobniczej tego rodzaju materiatu biologicznego nawet ze znacz-
nie zdegradowanym DNA wykorzystuje sie zazwyczaj mikrosatalitarne loci — STR
(ang. short tandem repeats). W celu ograniczenia ilo$ci matrycowego DNA niezbed-
nego do ustalenia pelnego profilu genetycznego denatéw korzystniejsze jest zastoso-
wanie kompleksowej reakcji amplifikacji z rownoczesna detekcja kilku lub kilkunas-
tu loci.

W niniejszej pracy okreslono profile DNA zmarlych oséb o nieznanej tozsamosci,
ktorych zwloki wykazywaly rézny stopien przemian po$miertnych. Materiat biolo-
giczny w postaci kosci zostal pobrany ze zwlok poddawanych dziataniu niekorzyst-
nych czynnikéw zewnetrznych: wysokiej temperatury, wilgotnosci (woda stodka lub
stona) oraz suchego powietrza. Do izolacji DNA zastosowano 4 rézne metody. Celem
badan byto ustalenie wplywu wspomnianych warunkéw na iloé¢ DNA wyizolowane-
go roznymi metodami i jako$¢ jego amplifikacji.

MATERIALY I METODY

Material biologiczny

Badaniom poddano fragmenty ko$ci udowej i ramiennej, z ktérych izolowano
DNA. Pobrano je ze zwlok:
— kobiety, ktora zgineta w pozarze, a jej ciato byto w znacznym stopniu zweglone
i pozbawione powlok zewnetrznych;
— mezczyzny, ktorego zwloki znajdowaly sie w stanie zaawansowanego rozkladu
gnilnego z rozleglymi ubytkami tkanek miekkich i powlok zewnetrznych.
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Miejscami wystepowala zielonkawa masa z zerujacymi larwami owadow.
Zwloki ujawniono w morskiej przystani jachtowej;

— mezczyzny, ktérego cialo znajdowalo sie w zaawansowanym stadium rozkladu
z widocznym przeobrazeniem ttuszczowo-woskowym charakterystycznym dla
zwlok dtugo zanurzonych w wodzie (rzeka);

— mezczyzny w zaawansowanym stanie rozktadu gnilnego, ktérego niepogrzeba-
ne cialo poddane bylo dziataniu suchego powietrza.

Izolacja DNA

DNA izolowano z koéci poddanych obrébce wstepnej 1 spitowaniu. Do badan wy-
korzystano proszek kostny. Izolacja DNA przebiegata w warunkach maksymalne;j
sterylnosci. Scisly rezim dotyczyt jalowosci pomieszczen, ubran ochronnych, po-
wierzchni, narzedzi i sprzetu laboratoryjnego oraz roztworéw i buforéw uzywanych
do ekstrakeji oraz amplifikacji materialu genetycznego [9, 11].

W badaniach zastosowano 4 metody izolacji DNA: klasyczna fenolowo-chlorofor-
mowag_[16], metode octanowa [4], izolacje z zastosowaniem zloza krzemionkowego
wg metody opisanej przez Hossa i Padbo [3, 8] oraz zestaw komercyjny DNA IQ™
System firmy Promega [13, 16]. Do kazdej z nich uzyto okoto 1 g sproszkowanej kosci.
Po oczyszezeniu i zageszezeniu DNA na kolumienkach Microcon 30/100 (firmy Milli-
pore) okreélano jego stezenie metoda fluorometryczna (Pico Green®dsDNA Quanti-
tation Kit) [10], w jednym przypadku oceniono réwniez ilo§¢ ludzkiego DNA przy
uzyciu zestawu AluQuant™ Human DNA Quantitation System [12].

Amplifikacja i detekcja produktow PCR

Amplifikacji poddawano 1-2,5 ng wyizolowanego DNA w 10 pl mieszaniny reak-
cyjnej. Do genotypowania wykorzystywano zamienne dwa komercyjne zestawy do
kompleksowej reakcji PCR firmy Applied Biosystems: AmpFISTR*SEfiler™ okres-
lajacy 12 loci ludzkiego DNA, w tym lokus almelogeniny (D3S1358, VWA, D16S539,
D2S1338, AMGXY, D8S1179, SE33, D19S433, THO1, FGA, D21S11, D18S51) lub
AmpFISTR"Identifiler™, analizujacy 15 autosomalnych loci i marker ptei (D8S1179,
D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338,
D19S433 VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA, AMGXY).

Warunki reakcji PCR byly zgodne z protokotem producenta. Reakcje amplifikacji
przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler-Gradient (firmy Eppendorf). Uzys-
kane produkty rozdzielano metoda elektroforezy kapilarnej na sekwenatorze ABI
Prism 310 firmy Applied Biosystems. Analize wynikéw przeprowadzano w pro-
gramie GeneScan lub (i) Genotyper [1, 2].

WYNIKI

Zastosowane w pracy metody izolacji pozwolily na uzyskanie réznych ilosci DNA,
w zaleznosci od stanu zwlok 1 dziatajacych na nie czynnikéw zewnetrznych. Rezulta-
ty ekstrakeji i amplifikacji przedstawiono w tabeli I.

W przypadku ekstrakeji DNA z koéci pobranych ze zwtok narazonych na dziata-
nie wysokiej temperatury (pozar) najbardziej wydajna metoda izolacji okazata sie
klasyczna metoda fenolowo-chloroformowa. Okoto potowe mniej DNA uzyskano przy
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zastosowaniu komercyjnego zestawu DNA IQ™ System (Promega) i metody ze
ztozem krzemionkowym. Ekstrakcja octanowag nie udato sie uzyskaé odpowiedniej
iloéci DNA. Warto$é pomiaru fluorometrycznego, okreslajaca caltkowita ilo§é wyizo-
lowanego DNA, byta w tym badaniu réwna wartosci tta (blank).

Profil genetyczny nieznanej kobiety ustalony w oparciu o zestaw AmpFISTR"Iden-
tifiler™ umozliwil pozytywna detekcje wszystkich alleli szesnastu loci zaréwno
w przypadku stosowania metody fenolowo-chloroformowej, zestawu firmy Promega,
jak i metody ze ztozem krzemionkowym. Amplifikacja DNA uzyskanego po ekstrak-
¢ji octanowe] nie data pozytywnego sygnatu. Polimorfizm DNA nieznanej kobiety,
ktoéra zgineta w pozarze, przedstawiono na rycinie 1.

Z kosci zwlok nieznanych mezczyzn znajdujacych sie w stadium daleko posunie-
tego rozktadu gnilnego z widocznymi oznakami dlugotrwatego przebywania w wo-
dzie zaréwno stonej, jak i stodkiej, pelne profile genetyczne denatéw okreslono
wylacznie w oparciu o amplifikacje DNA wyizolowanego metoda fenolowo-chorofor-
mowa. W przypadku stosowania zestawu firmy Promega, mimo otrzymania stosun-
kowo duzej ilosci DNA, w analizowanych sprawach nie obserwowano jednak pelnej
amplifikacji. W DNA koSci znajdujacych sie w wodzie stonej okre§lono tylko allele
pieciu z 12 analizowanych loci, a amplifikacja obeyjmowata jedynie krétkie fragmenty
ponizej 200 pz. W przypadku zwlok przebywajacych w wodzie stodkiej nie uzyskano
w ogdble pozytywnego sygnatu amplifikacyjnego. Sladowe iloéci DNA lub jego brak
wykazano w koSciach denatéw przebywajacych w wodzie stonej 1 stodkiej przy zasto-
sowaniu metody ze zltozem krzemionkowym i ekstrakcji metoda octanowa. W obu
przypadkach nie obserwowano pozytywnych sygnatéw amplifikacji.

Polimorfizm DNA zwlok dtugo przebywajacych w wodzie stonej przedstawiono na
rycinie 2. Analize przeprowadzono w oparciu o zestaw AmpFISTR®SEfiler™ (Applied
Biosystems).

Wyniki badan DNA wyizolowanego z niepogrzebanych zwlok narazonych na
dziatanie suchego powietrza przedstawiono na rycinie 3. Profil genetyczny denata
okreélono przy uzyciu zestawu AmpFISTR"SEfiler™. DNA z koéci wyekstrahowano
trzema metodami: fenolowo-chloroformowa, ze ztozem krzemionkowym oraz zesta-
wem komercyjnym DNA IQ™ System. Podobnie jak uprzednio, najlepsze wyniki
uzyskano pierwsza z metod. W przypadku stosowania dwéch pozostatych pojawily
sie trudno$ci interpretacyjne w ocenie fragmentéw powyzej 270 pz (na rycinie 3 za-
znaczono je prostokatem). Nie udato sie jednoznacznie okresli¢ alleli systeméow
D2S1338, SE33 1 D18S51. Za warto$¢ progowa obecnosci allela w analizowanych
elektroforegramach przyjeto warto$¢ powyzej 150 RFU (ang. relative fluorescent
units). Ekstrakcja octanowa, podobnie jak w poprzednich przypadkach, nie data po-
zytywnych rezultatow.

DYSKUSJA WYNIKOW

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze w przypadkach, gdy materiat
kostny poddany jest dziataniu niekorzystnych czynnikéw zewnetrznych, np. wyso-
kiej temperatury, wilgotno$ci czy suchego powietrza, moga pojawié sie réznego ro-
dzaju trudnosci z okresélaniem profilu DNA [7].

Oddzialujaca na zwloki wysoka temperatura lub suche powietrze sa czynnikami
ograniczajacymi lub eliminujacymi etapy rozkladu ciala — zmniejsza sie wowczas
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iloé¢ substancji degradujacych DNA (depurynacja DNA) i hamujacych reakcje jego
amplifikacji. W warunkach tych uzyskanie nawet §ladowych ilo§ci czystego i niezbyt
zdegradowanego DNA umozliwia przeprowadzenie kompleksowej amplifikacji i us-
talenie profilu genetycznego denata [11, 14].

W przypadku zwlok dltugo zanurzonych w wodzie, przy braku dostepu powietrza
1 obecnosci bakterii beztlenowych, dochodzi do rozktadu tkanek (gnicia) i ich przeo-
brazenia ttuszczowo-woskowego. Substancje powstajace w toku tych przemian sta-
nowig inhibitory reakcji PCR [5, 14].

Przeprowadzone badania wykazaly, ze niezaleznie od warunkéw zewnetrznych
oddziatujacych na zwloki oraz stopnia ich rozktadu, najlepsza z wyboru metoda izo-
lacji DNA byta metoda fenolowo-chloroformowa, mimo jej stosunkowo duzej toksycz-
nosci. W kazdym analizowanym przypadku uzyskano silny sygnal amplifikacyjny
pozwalajacy na okreslenie pelnego profilu genetycznego denatéw.

Pozytywny sygnal amplifikacyjny z niskim ttem zanieczyszczen otrzymano réw-
niez z DNA wyizolowanego zestawem DNA IQ™ System firmy Promega, jak i metoda,
ze zlozem krzemionkowym. Trudno$ci pojawily sie w przypadku materialu wysoce
zdegradowanego 1 silnie zanieczyszczonego. Zbyt mate fragmenty DNA nie byty ab-
sorbowane przez ztoze. Spadata wowczas wydajnos¢ izolacji i pojawiaty sie problemy
z uzyskaniem prawidlowego sygnatu amplifikacji [3, 13]. Niewielka ilo§¢ dtugich
fragmentéw DNA obecna w wyizolowanym materiale powodowata, ze w mieszaninie
poamplifikacyjnej uzyskiwano réwniez mniejsza liczbe ich kopii. W efekcie w obrazie
elektroforetycznym obserwowano niski sygnat amplifikacyjny (piki ponizej 150 RFU)
lub jego brak [18].

Nalezy przy tym podkresli¢, ze wyizolowany ze zwlok materiat genetyczny moze
stanowi¢ mieszanine ludzkiego i bakteryjnego DNA, DNA grzyb6w oraz r6znego ro-
dzaju zanieczyszczen bedacych inhibitorami reakcji PCR. W zwiazku z powyzszym
uzyskanie stosunkowo duzej iloéci DNA nie gwarantuje okreslenia wlasciwego profi-
lu genetycznego denata. Amplifikacja moze by¢ bowiem zafatszowana przez obecno$é
w mieszaninie reakcyjnej zbyt malej iloSci ludzkiego DNA (zjawisko drop-out, arte-
fakty) lub catkowicie zahamowana przez obecne w nim inhibitory [5, 11, 15, 17]. De-
gradacja materialu genetycznego oraz niewielka jego ilos¢ powoduje w kazdym przy-
padku koniecznoéé dodania do reakcji PCR wiekszej iloéci DNA [1, 2, 11].

Izolacja DNA metodg octanowa dawata zdecydowanie negatywne wyniki. W zad-
nym z oméwionych przypadkéw, do badania ktérego wykorzystano ww. ekstrakcje,
nie udalo sie uzyskacé pozytywnych amplifikacji. Stezenie DNA w ekstrakcie okreslo-
no metoda fluorometryczna oraz zestawem AluQuant™ Human DNA Quantitation
System. W obu pomiarach uzyskano wyniki wskazujace na brak DNA w analizowa-
nych prébach.

Wyniki badan genetycznych powinny by¢ bezwzglednie powtarzalne. Majac na
uwadze rodzaj materiatu biologicznego (w opisywanych tu przypadkach kosci) ko-
nieczne jest stosowanie np. dwdch réznych metod izolacji DNA lub przeprowadzenie
dwoch niezaleznych amplifikacji uzyskanego ekstraktu DNA. Uzyskanie identycz-
nych wynikéw pozwala na prawidlowe wnioskowanie odnoénie do profili genetycz-
nych nieznanych oséb [11, 17]. W opisanych tu pracach badawczych najbardziej opty-
malna metoda izolacji okazala sie ekstrakcja fenolowo-chloroformowa i ona w pierw-
szej kolejnosci powinna byé wykorzystywana w badaniach identyfikacyjnych pro-
wadzonych w oparciu o materiat kostny.



