doc. RNDr. lvan Mazura, CSc.


../Local%20Settings/Temp/UI%20AV%20CR/Prezentace/Prezentace%20a%20služ.cesty-IM/Prezentace%20doma%20a%20v%20zahraničí/IM/UI%20AV%20CR/Prezentace/Prezentace%20a%20služ.cesty-IM/Local%20Settings/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/0D30VUDC/cancer/becker4.jpg




DNAQCENTRE @ NIE

é aplace for earhing.and discovery

1980 — Ray White popisuje prvni polymorfni
RFLP marker

1985 — Alec Jeffreys objevuje prvni VNTR
multilokusové polymorfismy

1985 — PCR reakce popsana

1988 — FBI poprvé pouziva DNA analyzu pro
pripad s kriminalnim podtextem

13

1990 — prvni zminka o ,short tandem repeats
polymorfismech v odborné literature

1996 — zprava FBI pro kongres USA hovofi o
prfinosu DNA analyzy, jak pro potvrzeni
pachatele, tak pro v€asné vylouceni osob z
podezreni



«+ 1986 - Alec Jeffreys reSi pripady
identifikace emigrantu a kratce potée i
pripad dvojnasobne vrazdy pomoci
VNTR — polymorfismu

* 1988 — opakovana znasilneni
mladych zen potvrzena genetickou
analyzou v pripadu Tommy Lee
Andrews vs. Stat Florida

« 1994 - dvojnasobna vrazda mlade
zeny a mladeho muze s
vysetrovanim podezrele osoby, hrace
americkeho fotbalu a neuspésného
herce O.J.Simpsona




Sample Obtained from
Crime Scene or Paternity
Investigation

BIOLOGY

DNA . DNA PCR Amplification
Extraction > Quantitation - — | of Multiple STR markers m
TECHNOLOGY
aration and Detection Sample Ge
of PCR Products e ——t Determination
(STR Alleles) —————
P Sy S~ SR WS STy

GENETICS

| Comparison of Sample RS:::rawggnP?:)S:;ﬁty
Genotype to Other of Random Match
Sample Results

comparison of DNA profile
to population databases

\ l If match occurs, /







Sources of Biological Evidence

» Blood

Type of Sample

Amount of DNA

» Semen
v Saliva
v Urine
+ Hair
» Teeth
+ Bone

v Tissue

Liquid blood

Blood stain

Liquid semen
Post-coital vaginal swab
Plucked hair (with root)
Shed hair (with root)
Liquid saliva

Oral swab

Urine

Bone

Tissue

20000-40 000 ng/mL
250-500 ng/cm?

150 000-300 000 ng/mL
10-3000 ng/swab
1-750 ng/root
1-10ng/root

1000-10 000 ng/mL
100-1500 ng/swab
1-20 ng/mL
3-10ng/mg

50-500 ng/mg




« Sekvencni polymorfismy.
pouzivany méné casto, ale REETERYL S
take v ojedinelych

pripadech mohou pemoci

« Delkove polymorfismy
pouzivany v. kazdodenni
rutinni praxi jako nastroj
Jdentifikacni® genetiky

2 fepeals




- Satelitni DNA dnes JIZ Flanking regions
nepouzivana

(repet.motiv. do 1000 bp) / \

Repeat region
* Minisatelitni DNA dnes

pouzivana jako dopinek 16 bp repeat unit
mikrosatelitnich
polymorfismu

(repet.motiv do 100 bp)

Flanking regions

« Mikrosatelitni DNA dnes et \-
pouzivana jako bezny P
identifikacni zdroj “
(repet.motiv do 10 bp)

4 bp repeat unit




« STR sekvence-mikrosatelity

« NejCastejSi opakovani 2-6
nukleotidu

« Znamo pres 20.000 tetra-
nukleotidovych sekvenci STR

« Znamo vice nez 1 milion vSech
STR polymorfismu

« STR — polymorfismy zaujimaji
cca 3% celého lidského
genomu




2 * Gen pro Amelogenin
¢ |dentifikacni system zalozeny

na 6 bp deleci v tomto genu
lokalizovanem na chr. X

AmpFISTR kits PowerPlex 1.1 »
and PowerPlex 16 i Zena: XX . 1 Slgnél

« Smeés vzorku: 2 nestejnomerne
signaly

Ry * Muz:XY- 2 signaly stejne
h “ 1:1Mixture:3X+1Y‘Ak velikosti

Male: X, Y




« 1995-1996 — studium
moznosti podrobneho
vyuziti nekterych
oblasti mtDNA pro
forenzni ucely a tvorbu
haploskupin v

- = populacich

AFDIL primer set

F_I’SSBQ PSI (263 bp) F_g PSIIl (271 bp)

< <«
16251 R285

MPS1A (170 bp) MPS3A (126 bp)

— « VV\yhoda analyz techto

MPS1B (126 bp) MPS3B (132 bp) . T v
= — molekul je jejich rozmer
MPS2A (133 bp) MPS4A (142 bp)

— — a kruhova struktura

MPS2B (143 bp) MPS4B (156 bp)

AFDIL ‘mini-primer’ set







« Schema principu ,multi-plex
PCR™ o 3 genetickych
lokusech

« Priprava systemu 3 ruzné
dlouhych amplifikatu s
A ruznymi fluorescencnimi
znhnackami
—A_A_A_ « Detekce delkovych
Small——> large polymorfismd pomoci
kapilarni elektroforezy

Locus A Locus B Locus C




Current Forensic STR Multiplexes

PowerPlex™ 16
.———r—-r-—l——r—-'F—l—F_'F_'__F_"_'

200 0p
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Nutnost srovnavani
stejnych lokusu v
ruznych zemich svéta

1998- shoda na 13
zakladnich STR
markerech

Nejprve 50 statu USA
a pozdeji | dalsi zeme
Evropy, Asie a
Australie

Pocatek tvorby
narodnich databazi



il 13.CODIS Core STR Loc
with Chromosomal Positions

polymaorfismy.

Pouze chromosom 5 ma 2 nas1a358
polymorini mista s vysokou E E ’ N
informativitou DSt W -
| 18 " va
.y . : reA M
Konkréetni geny napr. Tyrosin | CSF1PO gmsam! E

hydroxylaza, von Willebrand 3 4 5 617 8 9 10 1112
antigen, Ci thyroid peroxidaza
a dalsi

Amelogenin urcujici pohlavi
jedince Ci vzorku




Locus
Name

Chromosomal

Location

GenBank
Accession

Allele
Range

Repeat
ISFG format

Amplicon
Size Range

Reference

D65477

D7s809

D8S347

D8S639

D95302

D10sS2325

D115488

D11S554

D125391

D1251090

D18S535

D185849

D195433

D205161

D225683

DXS6807

6pter—qter

7pter—qter

8qg22.3-24.3

8p21—p11

9g31-33
10pter—qter

11924.1-25

11p11.2-12

12

12q12
18pter—qgter
18q12—qg21
19g12-13.1
20pter—qter
22pter—qter

Xpter—p22.2

G08543

X73290

L12268

L24797

G08746
G08790

L04732

M87277

G08921

Not found
G07985
G07992
GO08036
L16405
GO08086

G09662

TCTA 13.2-22

(AGGA)
(AGGQ)

9 alleles

AGAT 16-28

(AGAT)
(AGGT)

20-33.3

ATCT 17 alleles

TCTTA 6—-17

(AAAG) 2641

(GAAG)
AAAG

(AGAT)
(AGAQ)

GATA
GATA
GATA
AAGG
TAGA

(TA) (TATO)

GATA

206-240 bp

241-289 bp

340-388 bp

316-371 bp

255-353 bp
113-168 bp

242-302 bp

176-286 bp

209-253 bp

212-306 bp
130-158 bp
93-133 bp

106-140 bp
156-187 bp

168-206 bp

251-275 bp

Carracedo and Lareu (1998)

Tamaki et al. (1996)

Poltl et al. (1997)

Seidl et al. (1999)

Carracedo and Lareu (1998)
Wiegand et al. (1999)

Seidl et al. (1999)

Dupuy and Olaisen (1997)

Lareu et al. (1996)

Lifecodes

Wiegand et al. (1999)
Lifecodes

SGM Plus, Identifiler

Hou et al. (1999)

Carracedo and Lareu (1998)

Edelmann and Szibor (1999)




Possible Forensic Source

Blood

Tissue and Hair
Feces

Feces

Soi

Urine

Blue jeans

PCR Inhibitor

Heme (hematin)
Melanin
Polysaccharides
Bile salt

Humic compounds
Urea

Textile dyes (denim)

Reference

Akane et a, (1994
Eckhart et al, (2000)
Monteiro et a, 1997)
Lantz et al, (1997)

Tsai and Olson (1992)

Mahony et al. (1998)

Shutler et al, (1999)

« \/etsinou jsou ztraceny
nektere alely Ci kompletni
profil jedince

« Vazba inhibitoru do cilovych
,primerovych® sekvenci

* Moznost odstranit redenim Ci
pridanim vetsiho mnozstvi
polymerazy, ktera se vaze do
iInhibitort a tim je inaktivuje






STR Allele Frequencies

THO1 Marker

M Caucasians (N=427)
@ Blacks (N=414)
B Hispanics (N=414)

* Proc. int. Sym. Hum. 1D
(Promega) 1997, p. 34




1. Biotherfsister mating
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« Klasicke profily , ktere je DNA Size (b
mozne videt ve smesnych W B W 0 M o W oW oM W

vzorcich béznych pripadu 0381358 bue pane

forenzni genetiky l

green panel

«  Charakteristicka e
Imbalance ve velikosti
vrcholu X a Y alel v AME
genu

Amel
D8S1179 D21511

L (1} I D

osprg D137

yellow panel

075820
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« Stejne jako 3 c¢i 4 vrcholy
alel dalsich autosomalnich
markeru




*« SNP v budoucnosti
vVyznamnym nastrojem
identifikace osob a vzorku

« Velkou vyhodou pro
degradovane tkane, kterych
je ve forenzni genetice
velke procento

* Moznost analyzy SNP na
fenotypove znaky(napr.
ruda barva vlasu, modré
ocCi atd.).
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Teroristicke utoky
biologickymi zbranemi:

Yersinia pestis (mor) testovani nekolik
set let starych kosternich fragmentu

Mycobacterium tbc (tuberkuloza)

Bacillus anthracis (anthrax)

Salmonella typhimurium
(tezké prujmove stavy)



MoZnosti porovnani DNA profilu
podezielych osob s profily v databazich

Testovani otcovstvi a materstvi
Analyza historické DNA
|dentifikace pohfeSovanych osob

|dentifikace osob pri hromadnych
nestéstich

|dentifikace osob v prubéhu vojenskych
operaci
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