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DNA ANALYZA

METTINUM - SYSTEM PRO DLOUHODOBOU ARCHIVACI
VZORKU DNA A DALSICH BIOMETRICKYCH ZNAKU

KUKLA P!, VANEK D.2?, DUBSKA J.3
1 Mettinum s.r.o., email@kukla.cz

2 Ustav soudniho 1ékafstvi, 2. Iékaiska fakulta, Univerzita Karlova v Praze

3 Forenzni DNA servis, s.r.0.

Cilem cldanku je popsat technické feSeni archivace vzorkii deoxyribonukleoveé kyseliny (ddle jen DNA) a popripadé i dalsich biometrickych
znakii, jez mohou byt pouZity pro budouci identifikaci ¢i analyzu. Technické resent se tykd zptisobu archivace DNA vzorkii a zafizeni k jeho
provddeént, které zajistuje archivaci DNA vzorkii riizného privodu, jako jsou DNA vzorky humdnni, veterindrni, rostlinné ¢i mikroorganizmii

spolecné s datovymi nosici obsahujicimi informace o uloZeném vzorku.

Uvod

Vzorky nukleové kyseliny, jez jsou zpracovavany v molekularné-
-biologickych vyzkumnych, servisnich ¢i znaleckych laboratoftich,
musi byt z divodu naslednych experimentd ¢i na zakladé pozadavkd
ze stran nejriznéjSich instituci, jako jsou zdravotnicka zafizeni,
armada, policie, soudni znalci a znalecké ustavy z oboru Zdravot-
nictvi a Kriminalistika apod. docasné ¢i dlouhodobé uchovévany.
V soucasnosti se k dlouhodobé archivaci DNA nejcastéji pouzivaji
tfi zakladni zpdsoby:

—zamrazeni vzorku [1],

— archivace na FTA kartu [2],

— anhydrobioticka stabilizace vzorku pro ulozeni v normélni tep-
loté [3].

Zamrazeni vzorku:

Klasickd metoda dlouhodobé archivace DNA na dobu mnoha
mesict Ci let, je zaloZena na technologii zamrazeni vzorku pomoci
mrazicich boxt pfi teplotach —70 °C nebo kapalného dusiku pii
teplotach —196 °C. Pfi dlouhodobém ulozeni vzorkii DNA pfi
vyssich teplotach (vétsinou —20 °C) mtize dochazet i k hydrolyze,
¢imz dochézi k nevratné degradaci archivovaného materialu.
Nedostatky tohoto feseni spocivaji v tom, ze se jedna o metodu
financné i technologicky naro¢nou a zcela zavislou na spolehlivosti
technického vybaveni, nebot dojde-li k vypadku elektrické energie
¢i poruse chladiciho zafizeni, dochézi k nevratnému zniceni takto
ulozenych vzorkt. Informace o uloZzeném vzorku se vzhledem
k extrémnim teplotdm omezuji pouze na jednoduché kédové
oznaceni nosice vzorku.

Archivace na FTA kartu:

FTA karty, jez byly patentovany spolec¢nosti Fitzco, Inc., USA
vroce 1993, se pouzivaji k transportu vzorku tekutého biologického
materialu z mista odbéru do laboratore a dale jako archivacni
médium pro dlouhodobé uskladnéni vzorkd télnich tekutin pii
pokojové teploté. Nevyhodou této metody je, Ze ne vzdy bezpec-
né garantuje dostatecné mnozstvi pouzitelné DNA (zejména pii
zajistovani vzorki slin) a vzorky takto dlouhodobé ulozené jsou
nachylné na destrukci vlivem vnéjSiho prostredi, jako je vlhkost,
kontaminace cizorodou DNA apod. Dalsi nevyhodou je rozsah
informaci o uloZzeném vzorku, ktery se vétSinou omezuje na po-
pis vzorku na jednoduchém papirovém formulafi. Asi nejvétsim
omezenim je to, ze k archivaci vzorkd biologického materidlu je
nutné pouzit primarni vzorek télni tekutiny (krev, sliny), protoze
v ptipadé aplikace izolované DNA na FTA kartu je nutné aplikovat
vzorek s vysokou koncentraci DNA.

Archivace anhydrobioticky stabilizované DNA v plastovych
mikrozkumavkdch:

S ohledem na nevyhody ulozeni vzorkid zamrazenim nebo na FTA
kartu bylo v poslednich letech vyvinuto a testovano nékolik postupi
a produktd pro dlouhodobou archivaci vzorkd nukleovych kyselin
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pti laboratorni teploté [4]. Kromé komercné dostupnych pro-
duktd (firmy GenVault, Biomatrica, Qiagen) je mozné k archivaci
vzorkt DNA pouzit i trehalézu nebo polyvinyl alkohol (PVA) [5].
Stabilizované vzorky je mozné skladovat pfi laboratorni teploté
po neomezené dlouhou dobu. Identifikace vzorkd je nejcastéji
provadéna ve formé 1D nebo 2D ¢arového kddu, ten je ale omezen
velikosti zkumavky a proto je limitovano mnozstvi informace, jez
Ize ke vzorku pfiradit.

Popis noveho technického resSent

Nové technické feSeni METTINUM (obr. 1) pro dlouhodobou
archivaci vzorkdi DNA vyuziva anhydrobioticky stabilizovanou
DNA, jez umoziuje ¢asové neomezenou archivaci DNA vzorkd
pii béZné pokojové teploté. Ke zpracovani a archivaci DNA jsou
pouzity standardni biochemické postupy a bézné dostupné mate-
ridly a chemikalie a je garantovdno dostate¢né mnozstvi a kvalita
archivované DNA pro nésledné analyzy, a to pfi splnéni podminky
dlouhodobé ochrany pred nepiiznivymi vlivy vnéjstho prostiedi.
Nové technické feseni spociva v tom, Ze vzorek miize byt identifiko-
van DNA profilem (¢i jinym vysledkem analyzy), ziskanym v ramci
piipravy vzorku k archivaci a je umoznéno snadné a rychlé nasledné
zpracovani vzorku bez nutnosti pouziti zvlastnich chemikalii ve
formé¢ ulozeni READY-2B-TESTED. Pro dosazeni maximalni
univerzalnosti a zaroven bezproblémové obnovy datovych nosici
je systém pro dlouhodobou archivaci vzorki DNA koncipovan
modularné (obr. 2-4).

Obr. 1 — DNA modul. Stabilizovana DNA je vlozena mezi 2 vypoukla
skla, jez jsou nasledné viozena do hermeticky uzavieného ochran-
ného plastového pouzdra

Mezi dalsi pozitivni vlastnosti patii malé rozméry archiva¢niho
média, jez umoznuji tvorbu rozsdhlych archivi. Mechanicka
konstrukce archivacniho média pak umoznuje automatizovanou
obsluhu robotickymi mechanizmy (obr. 5), pficemz v nouzovém
stavu je mozno archivovanou DNA zpracovavat manualné a data
uloZend na nosicich ziskat bez pouziti ndkladnych zafizeni. Systém
METTINUM je déle propojitelny s elektronickou datovou siti
a umoznuje v ramci technického vyvoje obménu datovych nosi¢a
bez poruseni nosi¢e DNA vzorku.

V ramci zatézovych testt byla v simulovanych laboratornich pod-
minkach ovéfena inertnost archivované DNA vii¢i chloroformu,
jez je pouzivan pro lepeni pouzdra. Dale byla testovana odolnost
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ochranného pouzdra a ulozené DNA pii extrémnich zménach
teplot. Ochranné pouzdro bylo po vloZeni nosice se standardni
DNA spojeno chloroformem a vystavovano stiidajicim se teplotam
(Zh laboratorni teplota, 72 h -26 °C, 48 h +65°C,48 h-26°C,72h
+65 °C). Po této procedufte ztistalo ochranné pouzdro neporuseno
a po jeho opétovném otevieni bylo zjiSténo, ze kvalita a kvantita
stabilizované DNA nebyla nijak negativn¢ ovlivnéna.

Obr. 2 —-Datovy modul. Obsahuje RFID &ip a opticky modul s mikro-
filmem. Na mikrofilmu je mozné ulozit dalSi biometrické informace,
jako je DNA profil vzorku, fotografie obli¢eje a duhovek, otisky prstu
nebo rentgen celisti. Datové nosice jsou opét hermeticky uzavieny
v plastovém pouzdre.

Obr. 3 — Nativni modul. Soucasti archivaéniho media muze byt
i modul obsahujici semena ¢i ¢asti vysusenych rostlin.

Obr. 4 — Modularni koncepce. Kombinace jednotlivych modulti pro
rtizné oblasti vyuziti.
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Obr. 5— Navrh robotického systému pro automatizovanou obsluhu.
Lokalizace vzorku je umoznéna dle soufadnic, které jsou zazname-
nany v elektronické paméti fidiciho pocitace.

Posuwnik one ¥

1=

Soucasti robotického mechanismu je ctecka RFID ¢ipt, ske-
novaci mikrokamera a svételny zdroj svétla tvoreny naptiklad
LED diodami. Cte¢ka RFID ¢ipt umoziiuje nacteni zakladnich
informaci o vzorku, jako je identifikace a DNA profil vzorku.
Skenovaci mikrokamera umoziiuje grafické naskenovani informaci
ulozenych na mikrofilmu. Svételny zdroj podsvécuje po obvodu
archivacni médium tak, aby bylo umoznéno naskenovani ulozeného
mikrofilmu. Dvojice uchopnych ramen zajiStuje vloZeni a vybér
archiva¢niho média ze zdsobniku DNA vzorkid a jeho predani
k dal§imu zpracovani v laboratofi.

Zavér

Nova technologie archivace DNA a dalsich biometrickych znakd
umoziiuje ¢asové neomezenou stabilizaci vzorku pfi pokojové
teploté, bezproblémové zpétné zpracovani v jakékoli DNA labora-
tofi, nezavislost archivace na energetickych zdrojich a technickém
vybaveni, bezdotykovou identifikaci vzorku a moznost tvorby vel-
kych archivii s moznosti sdileni v elektronické podob¢. Modularni
koncepce archivacniho systému (DNA modul, datovy modul),
jednak garantuje variabilitu pouziti systému a zdroven umoziiuje
obménu datovych nosi¢t bez poruseni zdkladniho DNA modulu
s nosicem DNA ( DNA, DNA-DATA).

Upozornéni: Popsané technické feSeni je registrovino na Uradu
primyslového viastnictvi.
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Abstract

METTINUM - SOLUTION FOR LONG-TERM STORAGE OF DNA
SAMPLES AND OTHER BIOMETRIC DATA

Summary: The aim of this article is to describe a novel technical solution of
long-term storage of DNA samples in room temperature.

Key words: DNA, banking, stabilization, biometrics, anhydrobiosis
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