
ARCH. MED. SĄD. KRYM., 2009, LIX, 289-294                               PRACE ORYGINALNE

Małgorzata Ludwikowska-Pawłowska1, Renata Jacewicz1, Maciej Jędrzejczyk2, 
Adam Prośniak1, Jarosław Berent1

Wykorzystanie zestawów QIAamp® DNA Investigator Kit 
oraz PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit  
w procesie izolacji genomowego DNA z materiału kostnego
Application of the QIAamp®DNA Investigator Kit and PrepFiler™ 

Forensic DNA Extraction Kit in genomic DNA extraction  

from skeletal remains 
1 Z Katedry i Zakładu Medycyny Sądowej UM w łodzi 
2 Z Zakładu Orzecznictwa Sądowo-Lekarskiego i Ubezpieczeniowego UM w łodzi 
Kierownik: prof. dr hab. n. med. J. berent

W pracy przedstawiono zastosowanie zestawów QIA-
amp® DNA Investigator Kit oraz PrepFiler™ Forensic 
DNA Extraction Kit w procesie izolacji genomowego 
DNA z materiału kostnego o cechach degradacji. 
Analizie poddano 25 fragmentów kostnych pocho-
dzących z sekcji sądowo-lekarskich, w zakresie 15 
loci STR. Na podstawie uzyskanych wyników ocenio-
na została wydajność badanych zestawów do izolacji 
genomowego DNA. 

The report presents an application of the QIAamp®DNA 
Investigator Kit and  PrepFiler™ Forensic DNA 
Extraction Kit in genomic DNA extraction from 
post-mortem highly degraded skeletal remains. 
The analysis included 25 bone samples collected 
on autopsy. DNA extraction was performed in 
accordance with the QIAamp®DNA Investigator 
Kit and  PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit  
manufacturer’s isolation protocols. Amplification 
was performed on a biometra termocycler using 
the AmpFlSTR® Identifiler™ PCR Amplification Kit 
according to the manufacturer’s protocol. Typing of 
PCR products was carried out on an AbI Prism® 377 
DNA sequencer. The recommended parameters for 
GeneScan® analysis and Genotyper® software were 
followed. The authors demonstrated that the QIAamp® 

DNA Investigator Kit was more effective, convenient 
and statistically significantly better method which 
may be employed in DNA extraction from bone 
specimens.
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ny, degradacja DNA, STR
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WSTęP

Pierwszym etapem analizy genetycznej jest 
izolacja DNA, która jest kluczowym etapem 
analizy próbek biologicznych w laboratoriach 
genetyki sądowej. Od tego etapu zależą w spo-
sób istotny kolejne szczeble analizy genetycznej. 
Izolacja materiału genetycznego w odpowied-
niej ilości i jakości w wielu przypadkach nie jest 
procesem łatwym. Zazwyczaj w laboratoriach, 
w zależności od sprawy, wykonuje się różne 
metody analizy, by uzyskać zadowalający wy-
nik. Głównym celem izolacji DNA jest uzyskanie 
wysokocząsteczkowego kwasu deoksyrybonu-
kleinowego w niezdegradowanej postaci z moż-
liwie maksymalną wydajnością. Jednocześnie 
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próbka DNA powinna być oczyszczona z białek 
i inhibitorów enzymów, które mogą wpływać 
na dalsze etapy analizy. Istotne jest, aby dana 
metoda była uniwersalna i umożliwiała pozbycie 
się wszelkiego rodzaju zanieczyszczeń.

CEL PRACY

Celem pracy było zastosowanie zestawów 
QIAamp® DNA Investigator Kit [1] i PrepFiler™ 
Forensic DNA Extraction Kit [2] do izolacji 
genomowego DNA z materiału kostnego oraz 
ocena ich skuteczności w pozyskiwaniu kwasu 
deoksyrybonukleinowego z kości pochodzą-
cych ze zwłok charakteryzujących się daleko 
posuniętymi zmianami pośmiertnymi.

MATERIAł I METODY

Materiał badawczy pracy stanowiły pojedyn-
cze fragmenty kości pobrane ze zwłok podczas 
sekcji sądowo-lekarskich oznaczonych numera-
mi: 21933, 22837, 22911, 23292, 23303, 23606, 
23613, 23626, 23804, 23964, 24082, 24146, 
24148, 24158, 24164, 24166, 24239 i uzyskane 
ze spraw kryminalnych opisanych odpowied-
nio 110K/08, 4K/09 oraz sześć części szkieletu 
uzyskanych w czasie sekcji o numerze 23768, 
przechowywanych jako: 23768(1), 23768(2), 
23768(3), 23768(4), 23768(5) i 23768(6). W ni-
niejszej pracy wykorzystano materiał kostny po-
brany z różnych części ciała, były to fragmenty 
trzonu i głowy kości ramiennej, fragmenty trzonu 
i głowy kości udowej, fragmenty kości czaszki, 
fragmenty żeber i fragmenty spojenia łonowego. 
Szczegółowy opis materiału kostnego poddane-
go analizie przedstawia tabela I.

Podczas etapu wstępnego materiał kostny 
oczyszczano mechanicznie za pomocą papieru 
ściernego, przemywano 4,5% roztworem pod-
chlorynu, płukano w wodzie dejonizowanej, 
naświetlano promieniami UV i pozostawiano do 
wyschnięcia. 

Następnie umieszczano w moździerzu wy-
pełnionym ciekłym azotem i inkubowano 30 
minut, cały czas uzupełniając ubytek azotu. Po 
odparowaniu fazy ciekłej rozbijano masę kostną 
tłuczkiem. Uzyskiwany proszek przenoszono 
do probówek typu Eppendorf 1,5 ml i przecho-
wywano w zamrażarce w temperaturze -20°C.

DNA z każdego fragmentu kostnego izolowa-
no z wykorzystaniem zestawów: QIAamp®DNA 
Investigator Kit (QIAGEN) [1], PrepFiler™ Foren-
sic DNA Extraction Kit (Applied biosystems) [2] 
zgodnie z zaleceniami producentów. 

Tabela I. Cechy materiału kostnego.
Table I. Characteristics of the bones.
Próbka
Sample

Data
sekcji
Autopsy
date

Typ kości
The bone type

Cechy
Features

21933 08.07.
2004

Fragment trzonu 
kości ramiennej

Oznaki gnicia

22837 18.11.
2005

Fragment głowy 
kości ramiennej

Oznaki przebywania 
zwłok w wodzie

22911 21.12.
2005

Fragment trzonu 
kości udowej

Oznaki zeszkieleto-
wania i mumifikacji

23292 18.07.
2006

Fragment trzonu 
kości ramiennej

Oznaki gnicia

23303 24.07.
2006

Fragment trzonu 
kości ramiennej

Oznaki gnicia

23606 03.01.
2007

Fragmenty 
kostne

Zeszkieletowanie, wiek 
kości szacowany na 
kilkadziesiąt lat

23613 05.01.
2007

Fragment trzonu 
kości ramiennej

Oznaki gnicia

23626 12.01.
2007

Fragment trzonu 
kości udowej

Daleko posunięty 
rozkład gnilny

23768
(1-6)

26.03.
2007

Kość czołowa, 
kość ciemieniowa, 
nasada bliższa 
kości udowej, 
kości śródstopia

Wiek kości szacowany 
na 30 lat, szczątki po-
chodzące prawdopo-
dobnie od kilku osób, 
zeszkieletowanie

23804 12.04.
2007

Fragment nasady 
bliższej kości
ramiennej

Mumifikacja

23964 25.07.
2007

Fragment 
żebra

Cechy gnicia

24082 22.10.
2007

Fragment 
żebra

Cechy gnicia

24146 26.11.
2007

Fragment spoje-
nia łonowego

Cechy gnicia

24148 26.11.
2007

Fragment 
żebra

Cechy gnicia

24158 30.11.
2007

Fragment głowy 
kości ramiennej

Daleko posunięty 
rozkład gnilny

24164 04.12.
2007

Fragment 
żebra

Cechy gnicia

24166 06.12.
2007

Fragment 
żebra

Cechy przebywania 
zwłok w wodzie

24239 15.01.
2008

Fragment trzonu 
kości ramiennej

Cechy gnicia

110K/08 10.09.
2006

Głowa i fragment 
trzonu kości 
ramiennej

Zaawansowane 
zmiany gnilne 
z tłuszczo woskiem

4K/09 03.01.
2009

Fragmenty 
kostne

Zaawansowany stan
rozkładu

Stężenie DNA zawarte w próbach po procesie 
izolacji było oceniane za pomocą fluorymetru 
Qubit™ oraz zestawu Quant-iT™ HS Assay Kits 
(Invitrogen).

Amplifikację DNA za pomocą zestawu 
AmpFℓSTR® Identifiler™ PCR Amplification Kit 
przeprowadzono zgodnie z protokołem poda-
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nym przez producenta [3]. Zestaw umożliwiał 
przeprowadzenie reakcji typu PCR multiplex, 
pozwalając na jednoczesną amplifikację pięt-
nastu loci STR i amelogeniny w jednej reakcji.

Elektroforeza przebiegała w denaturującym 
żelu poliakrylamidowym z wykorzystaniem 
automatycznego sekwenatora płytowego AbI 
Prism 377 (Applied biosystems). Parametry 
elektroforezy ustawiano zgodnie z zaleceniami 
producenta [3] posługując się oprogramowa-
niem 377 Data Collection. Proces elektroforezy 
był przeprowadzany w systemie pięciokoloro-
wej detekcji (6-FAM, VIC, NED, PET, LIZ). Do 
genotypowania próbek użyto oprogramowania 
GeneScan® 3.7.1, w odniesieniu do zdefinio-
wanego wzorca wielkości fragmentów DNA 
GeneScan™ 500 LIZ™ Size Standard (Applied 
biosystems).

WYNIKI 

Rozkłady alleli w poszczególnych układach 
STR otrzymanych ze zgromadzonego materia-
łu biologicznego w postaci fragmentów tkanki 
kostnej posłużyły do obliczenia częstości 
występowania w badanych próbkach pełnych 
genotypów (zawierających 2 allele) oraz po-
zostałych, niepełnych układów (1 allel) lub ich 
braku w danej próbce. Rozróżnienie niepełnego 
układu STR (1 allel) od homozygotycznego 
genotypu w badanym układzie dokonywano 
poprzez porównanie z wynikami uzyskanymi 
podczas izolacji kolejnymi metodami ekstrakcji 
badanych próbek (fenol/chloroform, Sherlock 
AX), co przekracza ramy niniejszej publikacji. 
Rozkład alleli w poszczególnych loci przekładał 
się na pełność profilu genetycznego we frag-
mentach kostnych poddanych analizie. Tabela 
II przedstawia zakres amplifikacji układów STR 
charakteryzujących próby izolowane dwoma 
sposobami ekstrakcji DNA. Do porównania czę-
stości występowania pełnych, dwuallelicznych 
układów STR, zawartych w profilach genetycz-
nych z dwóch metod izolacji DNA każdej próbki, 
wykorzystano test niezależności chi-kwadrat 
(χ²). Zależność pomiędzy cechami mierzalny-
mi (ilością DNA wyrażoną w ng/µl a pełnością 
profilu genetycznego) w danej próbce oceniono 
za pomocą współczynnika korelacji rang Spe-
arman’a (ρ).

W związku z różnymi ilościami proszku 
kostnego wykorzystywanymi do analizy (100 
mg – QIAamp® DNA Investigator Kit, 50 mg – 
PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit) wyniki 
zostały przeliczone dla 50 mg tkanki kostnej. 

DYSKUSJA

Jednym z rutynowo przeprowadzanych badań 
w Zakładach Medycyny Sądowej jest identyfika-
cja zwłok o nieznanej tożsamości na podstawie 
określenia profilu genetycznego. Zastosowanie 
odpowiedniej metody izolacji materiału genetycz-
nego ma zasadniczy wpływ na końcowe wyniki 
badań. Podczas wyboru optymalnej metody 
izolowania DNA można kierować się wieloma 
względami. Chodzić może o stopień oczyszcza-
nia próbek, wydajność metody, jej koszty, czas 
potrzebny do przeprowadzenia pełnej analizy, 
łatwość wykonania procedury, a także własne 
doświadczenia w postępowaniu z danym ro-
dzajem materiału. Ma to szczególne znaczenie 
w przypadkach konieczności określenia profilu 
DNA w oparciu o materiał biologiczny pobrany 
np. z ekshumowanych zwłok. W tych sprawach 
kości są często jedynym dostępnym do badań 
nośnikiem informacji genetycznej [4]. W genety-
ce sądowej oznaczenie profilu jest uzależnione od 
jakości i stężenia DNA, które uzyskuje się w pro-
cesie jego ekstrakcji [5]. Niekorzystnym czynni-
kiem, mającym wpływ na końcowy efekt analizy, 
jest obecność inhibitorów reakcji PCR. Obecnie 
za pomocą różnych udoskonaleń dotyczących 
metod izolacji DNA próbuje się opracować taki 
sposób ekstrakcji lub modyfikacje istniejących 
procedur, który umożliwiałby pozyskiwanie 
pełnych profili genetycznych z tzw. trudnych 
materiałów biologicznych. Dobra metoda izolacji 
powinna umożliwiać ekstrakcję DNA z różnego 
rodzaju materiału biologicznego dostępnego 
nawet w niewielkiej ilości (LCN) [6], zapewniać 
wysoką jakość i czystość izolatu, być szybka, nie-
toksyczna i tania oraz możliwa do zastosowania 
w małych laboratoriach [7]. 

Z zastosowanych w niniejszym badaniu 
metod izolacji mniej czasochłonną i bardziej 
poręczną okazał się zestaw QIAamp® DNA In-
vestigator Kit (Qiagen). W pracy z zestawem 
PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit (Applied 
biosystems) napotkano niedogodności o cha-
rakterze niewystarczającego oddziaływania 
molekuł magnetycznych obecnych w roztwo-
rze z blokiem magnetycznym. Powodowało to 
trudności w oddzieleniu buforu płuczącego od 
kuleczek magnetycznych opłaszczonych przez 
DNA obecnych po części na ściance probówki, 
a po części w roztworze.

Zgodnie z zaleceniami producentów do 
ekstrakcji za pomocą zestawu QIAamp® DNA 
Investigator Kit użyto 100 mg proszku kostnego, 
a do izolacji metodą PrepFiler™ Forensic DNA 

WYKORZYSTANIE ZESTAWÓW W PROCESIE IZOLACJI GENOMOWEGO DNA
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Extraction Kit odpowiednio 50 mg. Z dostęp-
nego piśmiennictwa wynika, że ilość proszku 
kostnego wykorzystywana przez badaczy pod-
czas prób izolacji DNA waha się od 25-50 mg [8] 
przez 150 mg [9], 500 mg [10] do kilku gramów 
[11], z pozytywnym skutkiem ekstrakcji.

Podczas izolacji zestawem QIAamp® DNA 
Investigator Kit inkubowano próbki w tempe-
raturze +56°C przez 24 godziny, a podczas 
izolacji zestawem PrepFiler™ Forensic DNA 
Extraction Kit w temperaturze +50°C przez 17 
godzin (zgodnie z zaleceniami producenta). 
W dostępnym piśmiennictwie stwierdza się fakt 
większego uwalniania DNA z materiału biolo-
gicznego podczas dłuższej inkubacji w wyższej 
temperaturze, ale także możliwość degradacji 
kwasu deoksyrybonukleinowego w tych warun-
kach połączonego ze zmniejszeniem aktywności 
Proteinazy K [12]. 

Ilość pozytywnych detekcji poszczególnych 
układów STR przypadających na 25 kości izolo-
wanych dwoma sposobami ekstrakcji DNA oraz 
długość amplikonów poszczególnych układów 
STR [13] ukazuje tabela III, z której wynika, że 
częściej uzyskiwano w profilach genetycznych 
układy mikrosatelitarnego DNA o krótszej długo-
ści amplikonu (np. układy D8S1179, D3S1358, 
D19S433), w porównaniu do tych dłuższych 
(np. CSF1PO, D2S1338, D18S51). W przypad-
ku wyników uzyskanych za pomocą zestawu 
PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit istnieje 
większa tendencja do detekcji układów STR, 
których długość amplikonu nie przekracza 210 
par zasad. Wg Fondevila i wsp. [14] długość 
amplikonu jest ważnym czynnikiem wpływa-
jącym na rezultat analizy DNA pochodzącego 
ze zdegradowanego materiału biologicznego. 
Prawdopodobieństwo powodzenia badania 
wzrasta podczas stosowania zestawów ampli-
fikacyjnych umożliwiających detekcję układów 
STR o mniejszej długości amplikonów.

Kolejnym krokiem było porównanie dwóch 
sposobów izolacji DNA pod względem pełności 
profili genetycznych uzyskanych z 25 badanych 
fragmentów kostnych (tabela II). Analizy doko-
nano za pomocą testu niezależności chi-kwadrat 
(χ²) na podstawie ilości pełnych, dwuallelicz-
nych układów STR. Metoda z zastosowaniem 
zestawu PrepFiler™ Forensic DNA Extraction 
Kit w sposób istotny statystycznie różni się od 
metody z zastosowaniem zestawu QIAamp® 
DNA Investigator Kit, uzyskując mniej pełnych 
genotypów, w zakresie 15 analizowanych loci 
STR, co przekłada się na mniej kompletne profile 
genetyczne badanych prób. 

Tabela II. Zakres amplifikacji układów STR.
Table II. Range of STR loci amplification.

Próbka
Sample

QIAamp® DNA
Investigator Kit

PrepFiler™
Kit

 1. 23768 (1) 9/16 0/16
 2. 23768 (2) 6/16 0/16
 3. 23768 (3) 16/16 0/16
 4. 23768 (4) 15/16 0/16
 5. 23768 (5) 16/16 0/16
 6. 23768 (6) 0/16 0/16
 7. 23626 0/16 0/16
 8. 23292 0/16 0/16
 9. 24158 16/16 0/16
10. 23303 16/16 0/16
11. 23606 0/16 0/16
12. 22837 16/16 0/16
13. 21933 12/16 4/16
14. 22911 0/16 0/16
15. 23804 0/16 0/16
16. 24082 16/16 7/16
17. 24164 16/16 16/16
18. 24239 6/16 0/16
19. 24148 16/16 2/16
20. 24166 16/16 9/16
21. 23964 16/16 0/16
22. 24146 16/16 0/16
23. 23613 16/16 0/16
24. 4K/09 14/16 3/16
25. 110K/08 12/16 0/16

Tabela III. Detekcja układów STR oraz długość am-
plikonów [pz]. 
Table III. STR loci detection and amplicons length [bp].

Układ STR 
STR loci

QIAamp®DNA 
Investigator Kit

PrepFiler™
Kit

D8S1179 123 – 170 pz 18/25 72% 3/25 12%
D21S11 185 – 239 pz 18/25 72% 2/25 8%
D7S820 255 – 291 pz 18/25 72% 1/25 4%
CSF1PO 305 – 342 pz 17/25 68% 1/25 4%
D3S1358 112 – 140 pz 18/25 72% 4/25 16%

TH01 163 – 202 pz 17/25 68% 4/25 16%
D13S317 217 – 245 pz 17/25 68% 1/25 4%
D16S539 252 – 292 pz 16/25 64% 1/25 4%
D2S1338 307 – 359 pz 15/25 60% 1/25 4%
D19S433 102 – 135 pz 17/25 68% 6/25 24%

vWA 155 – 207 pz 14/25 56% 3/25 12%
TPOX 222 – 250 pz 17/25 68% 2/25 8%

D18S51 262 – 345 pz 15/25 60% 1/25 4%
D5S818 134 – 172 pz 16/25 64% 3/25 12%

FGA 215 – 355 pz 14/25 56% 1/25 4%
Amelogenin X = 107 pz

Y = 113 pz 18/25 72% 6/25 24%

Kolejnym krokiem było porównanie wydaj-
ności dwóch analizowanych metod ekstrakcji 
DNA na podstawie stężenia kwasu deoksy-
rybonukleinowego (ng/µl) zmierzonego po 
procesie izolacji (tabela IV). Ze względu na 
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fakt wykorzystania różnej objętości proszku 
kostnego w dwóch metodach izolacji DNA nie 
można wysunąć bezpośredniego wniosku co 
do ich efektywności tylko na podstawie stężeń 
DNA uzyskanych z materiału biologicznego. 
Porównania efektywności należy dopatrywać 
się na podstawie analizy zależności dwóch 
cech mierzalnych, którymi w tym wypadku były 
stężenie DNA [ng/µl] zawarte w poszczególnych 
próbkach i kompletność profili genetycznych 
kolejnych oznaczeń uzyskanych dwoma meto-
dami izolacji DNA z 25 fragmentów kostnych. 
Zaobserwowano brak korelacji pomiędzy ilością 
DNA uzyskaną dwiema testowanymi metodami, 
świadczyć to może o różnej sile pozyskiwania 
DNA przez badane zestawy oraz o możliwości 
zanieczyszczenia próbek DNA pochodzenia 
obcogatunkowego. Zwrócono także uwagę na 
brak przełożenia wysokiego stężenia DNA na 
kompletność profilu genetycznego podczas 
ekstrakcji zestawem PrepFiler™ Forensic DNA 
Extraction Kit. świadczyć to może o słabej wy-
dajności zestawu w usuwaniu inhibitorów PCR.

Tabela IV. Stężenia DNA [ng/µl] w badanych próbkach 
Table IV. DNA concentration [ng/µl] in investigated 
samples.

Próbka
Sample

QIAamp® DNA
Investigator Kit
100 mg kości

100 mg of bone 
powder

PrepFiler™Kit

50 mg kości
50 mg of bone 

powder

 1. 23768 (1) 31,4 12,8
 2. 23768 (2) 24,2 10,15
 3. 23768 (3) 31,8 13,8
 4. 23768 (4) 50,1 3,06
 5. 23768 (5) 31,1 8,82
 6. 23768 (6) 0,588 12,7
 7. 23626 0,21 0,988
 8. 23292 0,241 0,498
 9. 24158 27,0 22,2
10. 23303 58,0 18,9
11. 23606 580,0 11,0
12. 22837 3,5 2,94
13. 21933 0,068 9,15
14. 22911 0,085 0,496
15. 23804 6,15 0,275
16. 24082 26,4 597,0
17. 24164 2,08 15,6
18. 24239 0,639 0,326
19. 24148 590,0 31,4
20. 24166 25,7 35,5
21. 23964 40,3 41,3
22. 24146 49,8 54,5
23. 23613 0,793 0,131
24. 4K/09 54,0 2,25
25. 110K/08 0,124 1,09

Analizując wyniki można stwierdzić, że z po-
równywanych w pracy metod izolacji DNA bar-
dziej efektywną jest metoda z zastosowaniem 
zestawu QIAamp® DNA Investigator Kit, ponie-
waż wraz ze wzrostem stężenia DNA w sposób 
istotny statystycznie wzrasta pełność profilu 
genetycznego (p=0,041263).

WNIOSKI

1.  QIAamp® DNA Investigator Kit jest wydajną 
i niekłopotliwą metodą izolacji DNA z ma-
teriału kostnego, zapewniającą wysoką 
wydajność izolacji, co przekłada się na 
kompletność uzyskanego profilu gene-
tycznego.

2.  Zestaw PrepFiler™ Forensic DNA Extrac-
tion Kit jest w przypadku materiału zde-
gradowanego mało skuteczną metodą 
izolacji.
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