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Zaistovanie dotykovych stop DNA metodou lepiacej pasky

Anotacia: Prispevok je zamerany na moznosti uplatnenia metédy zaistovania dotykovych stop DNA lepiacou
paskou v porovnani s dvoma beZne pouzivanymi metédami zaistovania, ato zaistovanie sterom a strihom.
Autorky poukazuju na pozitiva a negativa metédy zaistovania dotykovych stop DNA lepiacou paskou ako
najnovsieho trendu zaist'ovania tohto druhu stdp.
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1. Uvod

Pojmom dotykova stopa (resp. touch DNA) je pomenované malé mnoZstvo
biologického materidlu obsahujuceho jadrovi DNA, ktoré clovek zanechava na povrchu
objektov pri dotyku, resp. mom kontakte nekrytych casti tela s objektom (na obeti, zbrani
alebo nom predmete na mieste Cinu).

Dotykova stopa je v porovnani s krvou alebo spermou vizudlne, resp. pomocou
orientacnych skiSok, nedetekovatelnd, ‘“neviditelnd”. Ide o biologicky materidl tvoreny
uvolnenymi koznymi bunkami zvrchnej wrstvy l'udskej pokozky a epitelidinymi bunkami
sliznic.

Uspesnost’ izolacie DNA z dotykovej stopy a ziskania vysledkov (DNA profiu) v
nemalej miere zavisi od pouzitia vhodnych krokov pri odoberani stopy, t. j. od vyuztia
vhodnej metody zaistenia dotykovej stopy. Pri vybere metddy zaistovania je potrebné zvazt
vSetky pozitiva a negativa vzhladom na charakter dotykovej stopy a povrchu objektu.

Vo forénznej praxi st pouzivané Styri typy metdd zaistovania dotykovej DNA:
1. sterom (swabbing method)

2. strinom (cutting method)

3. zoskrabanim (scraping method)

4. lepiacou paskou (tape lift method).

Zaistovanie dotykovych stop sterom (Swabbing method)

Sterom sa zaist'uju dotykové stopy z objektov s tvrdym povrchom (sklo, plast, zbrane,
Casti vozidiel a pod.). Trenim odberovej tyCinky na povrchu objektu sa bunky uvoltiyji a
zachytdvaji na mikrovlaknach tyCinky. ZvicSeny aktivny povrch odberovej tyCinky umoziuje
zaistenie maximdlneho mnozstva biologického materialu.
Nevyhody zaistovania dotykovych stop sterom:

- vonkajSia Struktira tyCinky neumoziuje uvolnit vSetky zachytené bunky, ktoré su
dolezit¢ pri dotykovych stopach,

- relativne velky objem odberovej tyCinky Ciastone znemoZiuje izolicm DNA v
obmedzenom priestore skumavky, priom vznikaju relativne velké straty v celkovom
mnozstve zaistenej DNA a znizuje sa pravdepodobnost’ Uspesnosti izolacie a ziskania
konec¢nych vysledkov.

Zaistovanie dotykovych stdp strihom (cutting method)

Tato metdda zaistovania dotykovych stop patri medz tradiné, najCastejSie vyuzivané
metody. Strihom sa zaistuje biologicky materidl z objektov s mikkym povrchom (papier,
textil, obleGenie a pod.) spolu s povrchovou Gastou objektu.’ Ide teda 0 Giastoéne destruktivnu
metddu, pri ktorej dochadza k zmene pdvodného stavu (vonkajsej Struktiry) objektu.
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Nevyhody zaistovania dotykovych stop strihom:

- umoziiyje odobrat’ dotykovi stopu len zrelativne malej plochy objektu (vzhladom
na obmedzenia suvisiace s objemom sktmavky pri izolaci DNA), ¢im sa znizuje
uspesnost’ kone¢ného vysledku,

- podkladovy materidl, ktory Casto obsahuje latky pdsobiace ako inhibitory PCR reakcie,
¢im vyrazne ovplyviiuje uspesnost’ amplifikacie a nasledne zskania DNA profilu.

Zaist'ovanie dotykovych stdp zoSkrabanim (scraping method)

Tato metdda je pomerne novou, alternativnou a menej preferovanou metdodou
zaistovania dotykovych stop. ZoSkrabanim sa zaistuje dotykova stopa z objektov pomocou
skalpela alebo iné¢ho ostrého nastroja s cepelou. Pri jej pouzti sa z objektu ziskavaju malé
Castice povrchu spolu s bunkami, ktoré st 'ahko umiestnitelné v skimavke a ich maly objem
zvySuje uspesnost’ priebehu lyzacnych a izolacnych reakcii.

Zaistovanie dotykovych stop lepiacou paskou (tape lift method)

Pri pouziti metdody zaistovania dotykovych stop lepiacou paskou sa kozné bunky
nachddzajuce sa na povrchu objektu zachytia na lepiacu Cast’ pasky. Nasledne pri lyzacii
bunieck dochadza k uvolneniu jadrovej DNA, je teda predpoklad, ze maximilne mnozstvo
DNA sa dostane do amplifikacnej reakcie.

Lepiacou paskou sa zaistuju dotykové stopy z akéhokol'vek povrchu, a preto je mozné
tito metddu pouzit' viac-menej neobmedzene. Umoziuje odobrat’ vzorku z pomerne velkej
plochy povrchu objektu, ¢im sa vyrazne zvySuje pocet odobratych koznych buniek a zaroven
sa zvySuje citlivost odberu DNA.

Tato metdda patri medz nedeStruktivne metddy a Vv porovnani s ostatnymi metddami
umozniyje efektivnejSie zaistenie epitelidlnych buniek z objektu, pricom nedochddza k zmene
povodného kriminalistického ddokazu.

Napriek uvedenym vyhodam sa metdda zaistovania dotykovych stop lepiacou paskou
vyznauyje aj nevyhodami, ako s0 tazkosti pri manipuldcii s lepiacou paskou a pripadna
mhibicia niektorymi zlozkami lepidla pri amplifikacii. RieSenim problému s manipulaciou
mdze byt pouzitie transparentnej folie (pripadne papiera) ako podkladovej vrstvy pre lepiacu
pasku. Inhibicia pri PCR reakcii, ako to vyplyva z vysledkov viacerych vyskumov, moze byt
potladena zvolenim vhodného objemu vstupujiceho do reakcie.?

Vzhladom nato, Ze metdda zaistovania dotykovej stopy zoSkrabanim sa v nasej praxi
pouziva len vynimocne, na porovnanie novej metody zaistovania dotykovych stop lepiacou
paskou sme zvolili len u nas bezne vyuzivané metody — sterom a strihnom.

2. Material a metédy
2.1 Priprava lepiacich pruzkov

V sterinom PCR boxe slaminarmym prudenim vzduchu sme pomocou steriného
skalpela orezali okrajové cCasti obojstranne lepiacej pasky (Ulith 50 mm). Na stredni cast’
transparentnej folie (Hewlett-Packard Copy & Laser Film plain A4 — 210 x 297 mm) sme
nalepili cca 20 mm Siroké pasy lepiacej pasky vzdialené priblizne 30 mm od seba. Sterilnymi
noznicami sme nastrihali lepiace prizky s lepiacou plochou rozmerov priblizne 20 x 20 mm
(obr. ¢. 1, 2).
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Obr. ¢.1: Lepiace prazky

2.2 Odoberanie vzoriek dotykovej stopy DNA

Ozacili sme vhodny pocet sterinych 1,5 ml skimaviek (eppendorf). Z pripravenych
vzorieck (40 ks) sme odobrali pozadované mmnozstvo biologického materialu. Pouzli sme
rozne typy podkladového materidalu — plast, sklo, textl, kov a drevo. Pri kazdej vzorke sme
podla podkladového materidlu okrem metddy zaistenia lepiacou paskou pouzli aj druhu

metddu — strihom, resp. sterom na odberova tyCinku (tab. ¢€.1).

Obr. ¢.2: Lepiaca plocha

Tab. €. 1: Typy vzorieck a metody odoberania dotykovej stopy DNA
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Pri pouziti metody sterom a metddy lepiacou paskou (obr. €. 3, 4) sme odobrali
dotykové stopy z plochy cca 20 x 20 mm. Strihom sme odobrali biologicky material z troch

miest s plochou 3 x 3 mm.

Z jednotlivych materidlov sme odobrali vzorky z ploch, pri ktorych bol najvyssi

predpoklad vyskytu biologického materialu:
- koSel'a — z vnutornej strany goliera,

- Sittovka — z vnitornej strany, z lemu,

- rukavice — z vnutornej strany, z oblasti dlane a ohybu palca,
- PC myS — 4 vzorky z l'avej hornej oblasti a 4 vzorky z dolnej polovice,




- pisacie pero — z celého povrchu,

- porisko — z oblasti predpokladaného uchopenia,
- pracovné klieSte — z rukovite,

- ndboj — z celého povrchuy,

- n0z — z povrchu rukovite.
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Obr. ¢.3: Odoberanie dotykovej stopy Obr. ¢.4: Odoberanie dotykovej stopy
lepiacou paskou zo Siltovky lepiacou paskou z naboja

Odobraté vzorky sme vlozii do oznacenych sterinych skumaviek. Pri pouziti lepiacich
prazkov sme do skimavky nastrihali lepiacu cast’ spolu s transparentnou foliou (obr. €.5).

Obr. ¢.5: Spracovanie lepiaceho pruzku

2.3 Izolacia a analyza DNA

Ku kazdej vzorke v skumavke sme pridali 180 pl 5 % vodnej suspenzie Chelex® 100
(resin Biotechnology grade, 100 — 200 Mesh, Bio — Rad Laboratories) a 2 ul proteinazy K
(Promega). Vzorky sme inkubovali pri teplote + 56 °C, 60 minut. Po ukonceni inkubéacie sme
vzorky vortexovali vysokou rychlostou, cca 10 sekind. Dalej sme inkubovali pri teplote +
100°C, 8 minit. Znova sme vortexovali vysokou rychlostou, cca 10 sekund. Nakoniec sme
vzorky centrifugovali 3 minity pri 12 000 otackach (RPM). Ako negativnu kontrolu sme
izolovali 6 vzoriek nepouzitych lepiacich prizkov. Polovicné mnozstvo pruzkov na negativnu
kontrolu (3 ks) sme vyGistli posobenim UV Zarenia s vinovou dikou 254 nm, 20 mindt v
Cross linker.



UrCenie mnozstva a kvality izolovanej DNA sme vykonali metodou real-time PCR
powzitim kitu Quantifiler® Human DNA Quantification Kit (Applied Biosystems).

Odoberanie vzorieck dotykovych stop sme vykonali pri laboratornej teplote
V priestoroch obhliadacej miestnosti, pouzitim Cistych separaénych pomocok. Izolaciu DNA
sme vykonali vlaboratoriu na izolaciu stop. Pripravu reakénej platne na kvantifikaciu sme
vykonali pri laboratornej teplote v laboratoriu PCR, vboxe slaminarnym prudenim vzduchu.
Vsetky ukony sme vykonali za prisnecho dodrziavania protikontaminaénych opatrent.

3. Vyhodnotenie

Celkovo sme spracovali 88 vzoriek, z ¢oho 6 vzorick tvorilo negativnu kontrolu a 2
vzorky poztiviu kontrolu (Standard V s koncentraciou 0,620 ng/ul a Standard VII s
koncentraciou 0,068 ng/ul). Za poztivny vysledok sme pokladali akékol'vek mnoZstvo vysSie
ako nulova hodnota (vychadzali sme z predpokladu, ze pri dotykovych stopach sa na povrchu
objektu nachadza minimalne mnozstvo buniek, ateda aj mnozstvo pritomnej DNA je v
porovnani s klasickymi stopami vyrazne nizSie). 68 vzoriek dotykovych stop bolo s
pozitivnym vysledkom, co tvori 85 % z celkového mnoZstva spracovanych vzoriek.

Pri pouziti metdody odoberania dotykovych stop lepiacou paskou tvorilo poztivny
vysledok 39 vzoriek, teda 97,5 % zcelkového mnoZstva takto odobratych vzoriek. Pri pouziti
druhého typu odoberania vzoriek — metddou steru, resp. metdodou strihu, tvorili vzorky
S pozittvnym vysledkom 72,5 % (29 vzoriek) zcelkového poctu takto odobratych vzoriek,
pricom pri metéde steru — 64,29 % (18 vzoriek) z celkového poctu 28 vzoriek a pri metdde
strihu — 91,67 % (11 vzoriek) z celkového poctu 12 vzoriek (graf €. 1).

V71,79 % (28 wvzoriek) analyzovanych vzorieck bola metdda odoberania dotykovej
stopy DNA lepiacou péskou efektivnejsia, pricom priemerne bolo touto metdédou zachytené
6,15-nasobne vacsie mnozstvo DNA. V 28,21 % pripadov (11 vzoriek) bolo pouzitie druhej
metddy (metody steru, resp. strihu) efektivnejSie.

Porovnanim  vysledkov  kvantifkacie  zjednotlivych ~ materidlov  sme  zstil, Ze
pri objektoch z mikkych materialov (textil) bola metdéda odoberania dotykovych stép lepiacou
paskou efektivnejSia v9 pripadoch z12 vzoriek, ¢o tvori 75,0 %. Pri tvrdych materidloch
(kov, plast, sklo, drevo) bola tato metdda efektivnejSia v 19 pripadoch z 28 vzoriek, ¢o tvori
67,86 % (graf €. 2).
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Graf €. 1: Zavislost' poctu vzoriek s poztivnym vysledkom
od pouzitej metody
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Graf €. 2: Efektivnost’ pouzite] metddy v zavislosti od pouzitého
materidlu

4. Zaver

Kritériom urcujicim efektivnost’ jednotlivych metéd bolo mnozstvo DNA  ziskané
izolaciou dotykovych stop — porovnanim vyslednych hodnot kvantifikdcie DNA.

Celkovo sme spracovali 80 vzoriek dotykovych stop odobratych zréznych objektov s
poréznou a neporéznou povrchovou Struktirou, z mikkych a tvrdych materidlov, hladkych
a drsnych povrchov — textilu, plastu, dreva, kovu a skla. 40 vzorieck dotykovych stop sme
odobrali metodou lepiacej pasky a 40 vzoriek pouztim druhej metody — sterom, resp. strinom.
Dvojice vzorieck na porovnanie obidvoch metdéd sme odoberali ztych istych objektov,
vynimku tvorili naboje, priktorych sme pre ich maly povrch pouzli jeden ndboj pre kazdu
vzorku a zvoleni metodu.

Porovnanim vysledkov sme zstili, Ze metéda zaistenia dotykovych stop lepiacou péskou
bola v 71,79 % vzoriek efektivnej$ia ako druha zvolend metdda, pricom mnozstvo izolovanej
DNA ziskané pri pouziti tejto metdody bolo pri danych vzorkach priemerne 6,15-nasobne
vysSie (min. 1,11-nasobne a max. 29,76-nasobne vyssSie). V 28,21 % pripadov bolo pouzitie
druhej metddy (metoddy steru, resp. strihu) efektivnejSie.

Metoda zaistovania dotykovych stop zmidkkych tkaniv (koSela, Siltovka, rukavice, airbag,
kukly ..) lepiacou paskou je ztroch metéd (lepiacou paskou, strihom a sterom)
najefektivnejsia.

Metoda lepiacej pasky pri zaistovani dotykovych stop je vSak spojend aj s urCitymi
nevyhodami tykajicimi sa hlavne praktickej manipuldcie s lepiacim prazkom — pri jeho
spracovani do skumavky a pri izolacii DNA.

V sticasnosti v nasej praxi vyuzivame metodu zaistovania dotykovych stop lepiacou péaskou
zmdkkych tkaniv zatial len v laboratornych podmienkach zdoévodu vznku moznej
kontaminacie pri vyrobe lepiacich pasok a pri samotnom zaistovani stop. A tieZ nemame
odskusané, za aky Cas musi byt spracovana dotykova stopa od nanesenia na lepiacu plochu,
¢ize vanik posobenia lepiacej plochy na degradaciu DNA.
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Summary

Touch DNA is usually deposited in smaller amounts than the DNA found in
bloodstains or other body fluids; it is more difficult to obtain DNA profiles from touch DNA
samples. The key to obtaining successful touch DNA results depend on recognizing items
which may be suitable for touch DNA analysis and using the sampling technique that will
recover the highest number of skin cells.

We have compared new method of collecting touch DNA (tape Ilift method) with
methods, which we are using in our lab (swabbing and cutting methods). The mini-tapes were
manufactured in-house using commercially double-sided adhesive tape (Ulith 50mm) and
sheets of laser transparency film (Hewlett-Packard Copy & Laser Film plain A4 — 210 x
297mm).

Totally we have evaluated 80 samples of the touch DNA obtained from different
porous and non-porous materials (textile, plastic, wood, glass, metal and knives) — 40 samples
were collected by tape lit method and 40 samples were collected by other methods (swabbing
or cutting methods), and isolated by chelex method.

The amount of DNA in 71,79 % samples by using tape lift method was at average 6,15
times more than by using other methods of collecting touch DNA (cutting and swabbing
methods).
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