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Cil lekce

e Po této lekci byste méli:
— znat vlastnosti DNA a gend
— védét, jak zjistit dédi¢né rozdily mezi lidmi
— znat postup genotypizace
— znat diskriminacni schopnost DNA.

Osnova prednasky

e Genom

» Nepiimé a pfimé testy

» Pozadavky na genotypizacni vySetreni
» Kdy se DNA profilovani pouziva

* Procesni kroky DNA profilovani

Historie
#1920 Lansteiner (1901): krevni zkouska ABO
#1930 dalsi krevni systémy (Rh, Kell a Duffy)
1970 HLA
¢1980 Wyman AR, White R: RFLP marker
#1985 Jeffreys A: multilokusové sondy pro minisatelity
#1985 Mullis K: PCR
«1988 FBI a DNA
*1991 Edwards A: STR a mapovani
#1995 anglicka databaze UK DNA
#1998 americkd databaze CODIS
#2001 Ceska kriminalistickd DNA databaze
#2017 Cesky DNA zakon
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DNA analyza

e \ysoka diskriminacni schopnost
e Malé naroky na vzorek
—kazda burika ma stejny genom
e Malé naroky na odbér
¢ Standardni, citlivé metody
o Databaze
 Pravdépodobnostni modely.




Lidsky genom

o VSechny molekuly DNA, které se vyznacuji
replikaci a dédi se na potomstvo

Kompletni soubor gend jedince,

lokalizovanych v jadre (1n)

3*10° nukleotid

» Geny a genové sekvence
o Extragenova DNA

Geny a genové sekvence

o Kdduijici oblasti

« Introny, promotory, pseudogeny,

genové fragmenty

Jednokopiova

OHT 6.3 ?H
0=P—0H
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Phosphate

DNA je slozena
z nukleotidd

Adenine (A)

A . Guanine (G)
Extragenova DNA s sgr f— ogricome | 4 T
. Gytosine (C)
Tandemové
OH H*
Py Deoxyribose
Roztrousena ) »
Figure 6.2 (a) The general structure of a nucleotide
OHT 6.4 OHT 6.5 s ¥
GC base pair
Hydrogen bonds
between bases.
Gis linked to C
— bythree (C3IIG):
Aisbound to T
¥ by two (A=::2T)

Figure 6.2 (b) DNA structure

Figure 6.2 (c) DNA structure
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Figure 6.3 A hierarchy of organisation of DNA and genes (a, b and c)

ONA

From previous.
, slide

Figure 6.3 A hierarchy of organisation of DNA and genes (d, e, f, g and h)

Jaka cast genetického
materialu se u lidi testuje?

e Autozomalni chromozomy (22 par{)

» Gonozomalni chromozomy (1 par)
—chromozom Y
—chromozom X
—gen pro amelogenin s délkovym polymorfismem

Pojmy

» Genotyp — geneticka konstituce organismu
reprezentovana souborem alel specificky
usporadanych v jeho genomu (soubor
konkrétnich forem genl jednotlivce, alely
lokusu)

e Lokus — chromozomova adresa

¢ Heterozygot, homozygot

e Dominance a recesivita na DNA Urovni

¢ Mitochondrialni DNA irelevantni.
Co se testuje? OHT 6.8 5 CTAAGCTGAACTGC 3 ypy_ o
J polymorfismu
. Ponmorfnl' lflseky () Point mutations (b) Insertion o
’ . e . . - single b: hi deleti tati
— Useky DNA s variabilitou, charakteristickou pro B st mutatens
danou osobu (alely) CTATG(}TGAACTGC CTAAG[TGAACTGC
. . , CTAAGATGAACTGC CTAAGCAGGTTATGAACTGC
— polymorfismus délkovy CGAAGCTGACCTGC CTAAGCIGAACTGC
* Indely CTATGCEAAACTGC CTAAAACTGE
e CNV
L4 satelity (¢) Tandem repeats
— mini (6-100 bp, Variable Number of Tandem Repeats VNTR) CTAAG CTAG CTAG AACTGC rpets el

— mikro (2-5 bp, Short Tandem Repeats - STR).
— polymorfismus sekvencni
* SNPs (prdimérné 1 polymorfismus na 300-1000 bp)

CTAAG CTAG CTAG

TAG AACTGC  3repeats

:D__:D: — 8 repeats

T [ 11repeats

Figure 6.4 Variation in DNA sequences; mutation and alleles




Neprimé DNA testy

¢ Dva vyznamy: 1. testovani na drovni proteinu vs
2. testovani formy genu dle blizkého markeru na
Urovni DNA

HLA-DQA1

R&zné Urovné rozliseni: sérologie >7 alel > 23 alel

e Testovani na Urovni DNA
—RFLP
— Multilokusové minisatelitové sondy
— Polymarker
—VNTR (napt. D1S80)
-STR
- SNP
- WGS.

e Priklady pro 1. vyznam Igig;giﬁ :8;8;01 :838‘5'

— Krevni skupiny (ABO, MNSs, Rh, Kell, Duffy, Kidd) *0103 *0303 *060101/2
— Proteiny krevni plasmy (PLG, Gm/Km, C3, Tf, Pi, Hp, *010401/2 *040101/2

Ge) *0105 *050101/2
— Enzymy Cervenych krvinek (PGM, GPT, ACP, AK, ADA, *0106 *0502

EsD, PGD) *0201 *0503
— Major Histocompatibility Complex, HLA

(HLA-DRB1, -DQB1, -DQAL, -A, -B, -C).

Primé DNA Testy Polymarker

o Multiplexni PCR (LDLR, GYPA, HBGG, D758, GC)
¢ Dotblot — hybridizace se sondami

. cages )
b et

VNTR D1S80

Restrik¢ni Stépeni

* Pfi analyze RFLP
e Molekularni nlzky

| A




Restriktdza rozpoznavajici ,je"

sonda
DNA je totiz dlouha molekula, ktera je huste namotana.
fo do

DNA

totiz dlouhd molekula, ktera

Nnuste namotana.

Druha alela

- . — == sonda ,
totiz dlouha molekula, ktera jo husté namotana.

AN

ztrata restrikéniho
mista

Vysledek po elektroforéze, presati
a hybridizaci

RFLP

e Polymorfismus v délce restrikénich fragment

o gDNA nastépime restriktazou

* Fragmenty rozdélime elektroforeticky
¢ Z gelu je presajeme na membranu

¢ Membranu hybridizujeme se sondou
¢ Navazanou sondu detekujeme

Satelity

Satelity jako text (restrikce)

Alela 2:DNA je totiz dlouhd, dlouh& molekula, ktera je husamotana.
s do

Alela 3: DNA je totiz dlouhd, dlouh4, dlouh& molekula, ktggéust
namotana. / /

do do




Satelity jako text (PCR)

Satelity jako bloky

Sekvence mikrosatelitu THO1

TTATTTCCCTCATTCATTCATTCA
TTCATTCATTCACCATggAQTCTg

Vyhody mikrosatelit{

e Velka diskriminacni schopnost

Mikrosatelity

THO1: 9,9.3

- VWA: 16, 17

D16S539: 5, 8 ~

Vyhody mikrosatelit{

Velké diskriminacni schopnost

Kompetitivni cena

Snadna interpretace (ve srovnani s VNTR)
Standardnost a zarover rozmanitost
SluCovani testd (multiplexing)

Citlivost (<1 ng DNA), smési a degradované
vzorky

Pouzivané mikrosatelity nejsou ve vazbé

S nemocemi.




Zvlastnosti detekce mikrosatelit

e Prokluz polymerazy

— koktavé, zadrhlé prouzky
(stutter)

¢ Extra adenin
¢ Mikrovarianty
* Nulové (tiché) alely

Prokluz

Bezchybna replikace

— I HEHEHE—
R I I e I e
Chybova replikace s prokluzem

T

,Vybouleni“ jednotky repetice pfi
,dychani“ dvouretézcové sekvence

Walsh et al (1996) Nucleic Acids Res. 24: 2807-2812

Zadrhlé piky

Na horizontalni elektroforéze vytvari amplikon prouzky, pfi
kapilarni elektroforéze s laserovym odecétem vytvafi vrcholy
elektroferogramu.

Adenin z pilnosti

e Taq polymeraza pridava jesté jeden adenin

DNA Size (bp) navic
q 128 150 176 200 225 250 278 300
@ 5000 ]
5 Stutte BO9 GK150MH_America_ID_191_55_040305_0101 P457_Suzah 5027_\%‘
§ ] Product ﬁ s s ;o3 mes mer uas he3 13 w6 ms w25 63 mos
3 s000_
S | -
E 2000_ s
g 19001 6,305 6.20/\0 4% . | I A
0_
Tri alely na osobu
Mikrovarianty - D1ssel
e Alely, které nemaji presny nasobek \ \ H
. . s v (H
jednotky repetice anebo maji nekterou | h ﬁl \Il A Nl
jednotku repetice s jinou sekvenci nez _ UL T4 B
ostatni = B

e Indel, zaména nukleotidu, 3 alely na
osobu

Soucet vySek dvou
vrcholl je roven vySce
tfetiho vrcholu

Stejna vyska
vrchold




Nulové alely

e Alely, které nasi metodou nejsme
schopni otypovat

e Polymorfismus v misté vazby primeru

Nulova alela: mutace v misté vazby
primeru

Heterozygous alleles
are well balanced

6 8 standard

M

Imbalance in allele
peak heights

|

i

mutace uprostred

mutace naproti 3’
konci primeru (allele
dropout, nulova alela)

i |
|

Allele 6 amplicon
has “dropped out’

Priklady mikrosatelit(

e Nazvy: D351358
— D" znamena, Ze neni soucasti genu
—,3" &islo chromosomu
-,S" jedine¢na sekvence v rdmci genomu
—,1358" identifikacni Cislo
e D3S1358: alely 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19; 20
« Historické nazvy — pred konvenci
—CSF1PO: 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15
—-THO1: 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11
—-TPOX: 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13

OHT 6.1
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Figure 6.1 An example of a DNA profile

Chromozom Y

Po medi

Prijmeni

Nerekombinuje

Znasilnéni

Cohen, Lemba, Jefferson T., ,rodinné" projekty

2
DATABASE

DYSSQJ:E
ovs1e
=

Jo
DYS391h
DYS3s7¥ m

DYS3907

-

Genetic variation at
multiple points along the Y
chromosome is combined

to form a Y haplotype for a

Nucleic Acids Res. 28(2), €8 (2000) sample

heterochromati




Rodokmen se znaky na chromozomu Y
a. deletion map b. RH map + seq c. contig NT_001402
(Carvalho-Silva et al) (NCBI)
Mb
- S[° = Y-GaTAC4
DYS393- - DYS393, DXYS156Y B _ Dvedss
pste - - prszes [°* = BYE%3 pvsass
/M| - DYS388, DYS389, Y-GATA-C4 Los
CEN ! |- yeau |
DYS39N, . \
DYS389-{m L b o4 — DYS389
DYS390- \ — DYS388
] F oS
" [ 08 — DYS438
Mb

‘L -
Nudic Acids Res. 28(2), e8 (2000) \ [ 10— DYS4ss

Ly

Mitochondridlni DNA

Kruhova, 16 569 bp

Vice mitochondriii na buriku, vice kopii mtDNA na
mitochondrii

D-loop structure

D-loop

F—_ _Hvi Hv2 +—

15971 484
16569 bp
16024 16365 73 340
¢ Bez reparacniho systému
— heteroplazmie

¢ Andersonova (cambridgskd) sekvence
L]

Variabilita v D-loop (1000 bp)
— HV1 a HV2 hypervariable regions (300 bp kazdy)

/ Primers for PR
mtDNA

—

}? HV1 ‘“—M} HV2 iI
=
* Po preslici (selektivni destrukce muzskych mitochondrii V4
v oplozeném vajicku) ] —
 Romanovci, hrob neznamého vojina 826 let po zabiti ve _
Vietnamu identifikovan jako Michael J. Blassie) Q, O
¢ Sekvencovani, minisekvencovani =
¢ Cytochrom b pro rozliSeni druhu. Sequence the products
Figure 6.9 Mitochondrial DNA (mtDNA) (a) structure and analysis

OHT 6.18

Rodokmen s mtDNA
(b) Maternal inheritance of mitochondria

O _
Yy T TPY YT T T

Figure 6.9 Mitochondrial DNA (mtDNA) (b) inheritance




Zjednodugeny zépis mtDNA Pozadavky na genotypizacni

sekvenaéniho vysledku vysetreni
» Mendelistickd dédicnost
16111 16125 16160 16261 16254 16278 16293 16204 16296 16304 16311 16387 ¢ Hardy-Weinbergova rovnovaha
Andgrs%o:rasekveﬂte? T ¢ ¢ ¢ $ g c ¢ Z ToT .V K& diskriminagni sch t
miim T YSOKa disKriminacni SChopnos
Etélo3 T T ¢ c LA It
e T e ¢ « Nizka frekvence mutaci
W2 e Neménnost genu, nezavislost na prostredi
Andersonova sekvence i\a 1:6 1-?3 Zia heteroplazmle H 4
Mrivé télo 1 c 6 ¢ Metodicka robustnost
Mrivé télo 2 G
Mrtvé télo 3 c G
Pfibuzny C G
Genetika ma obecné zakon i A AR
Y Mendelisticka dédi¢nost
o Zakon o jednotce dédicnosti
— D&ditné vlastnosti jsou urceny nedélitelnou jednotkou informace
(genem), ktera ma rdizné formy (alely)
e Zakon dominance
— Alely jsou u kazdého jedince v péru, ale (cinek jedné alely mdze
byt prekryt jinou alelou
* Zakon segregace
— B&hem tvorby gamet se kazdy par alel rozejde (oddéli), takze
libovolna gameta nese pouze jednu alelu z kazdého paru. Pary alel
se obnowuji pri fertilizaci.
o Zakon volné kombinovatelnosti
— Rizné geny fidi rbzné fenotYpické znaky a alely rliznych geni se
kombinuji navzajem nezavisle.
OHT 6.9 Gamety jsou haploidni
Vyjimky mendelisticke dedicnosti T e T
e t T 6 repeats 2
* Na pohlavi vazané geny |
* Mitochondrialni dédicnost
e Vazba

Multifaktorialni dédicnost

e Expanze trinukleotidovych repetici / / / /
(dynamické mutace) _ , / ’

e Genomovy imprinting
* Nelplna penetrance

Figure 6.5 Inheritance of alleles [to be continued on next slide]




Sperm 5

OHT 6.10

Figure 6.5 Inheritance of alleles (continued)

Hardy Weinbergova rovnovaha
(HWE)

» Vzorec popisujici populaci v rovnovaze

e Za splnéni urcitych podminek (panmixie,
velka populace, neni migrace populace) se po
jedné generaci fixuji genotypové frekvence
jako funkce alelickych frekvenci.

Hardy Weinbergova rovnovaha

Pocet | Nazvy Frekvence | Frekvence genotyp(
alel |alel alel Genotypy
2 P Q P q (p+0)’>=p*+2pa+q?
PP+PQ+QQ
3 P, QR p,ar (p+q+r)2=p2+2pq+2qr+2pr+q2+r2
PP+PQ+QR+PR+QQ+RR
4 PQR,S|p qrs |(ptq+r+s)2=p2+2pq+2qr+2pr+2ps+2rs+
2qs+q2+r2+s?
PP+PQ+QR+PR+PS+RS+
05+QQ+RR+SS

Mutace

e Zmeéna v DNA sekvenci
—v zarodecné linii
— somaticka.

Frekvence mutaci a
rekombinaci

e SNP, indel M: 1/108 meidz
o Mikrosatelity M: 1/103 meidz
e Minisatelity MR: 1/102 meidz
e HLA R: 1/102 meidz

Low copy number (LCN), Low
template DNA (LTDNA)

¢ Malé mnozstvi DNA, které pri standardnim
postupu poskytuje nespolehlivé vysledky se
stochastickymi efekty

e Zvyseni citlivosti pomoci zvySeni poctu cykld
PCR

e 1981 zavrazdéna 14-tileta Marion Crofts ve
Fleet, Hampshire, UK; 2002 Tony Jasinskyj
odhalen a odsouzen jako nasilnik

¢ 1995 John Anthony Cook se vykalel po vrazdeg,
Birmingham, UK; 2002 odhalen a odsouzen.

11



Pripad Joseph Kappen

e 1973 znasilnény a zavrazdény 3 Sestnactileté
sle¢ny v Jiznim Walesu

¢ 2001 low copy number DNA
— Uplna shoda nebyla nalezena v databazi

— neuplna shoda miize ukazovat na pfibuzného
vraha (nalezeno 100 potencialné pfibuznych)

— v roce 1991 Joseph Kappen zemfel na rakovinu
plic

— 2002 exhumace potvrdila shodu.

Vyvoj ohledné LCN/LTDNA

¢ LCN/LTDNA by se neméla ve forenzné-
genetické praxi pouzivat (Budowle)

Vs.

« Ke stochastickym efektlim dochazi i pfi
dostate¢ném mnozstvi DNA ve vzorku, proto
by se k LCN/LTDNA mélo pristupovat stejné
jako k jinym vzork@im nebo opacné: i k
vzorkdim s dostate¢nym mnozstvim DNA by
se mélo pristupovat stejné prisné, jako k
LTDNA (Gill)

¢ Expertni systémy (STRmix, TrueAllele)

Smés Neménnost genu,
H—I 100 120 140 160 180 200 220 240 2680 280 300 neZa’ViSIOSt na prost‘r’edl’ =
wo|  D3S1358 VWA FGA biue panel nesp| ﬁ u J |'
; ol @[D 1 l l (_IL * Expanze trinukleotidovych repetici
g 1500 | Amel \_/ green panel (dynamiCkal mUtaCe)
g ':Zzl e D21511 D18SS51 « TCR, imunoglobuliny
% 750 | D5S818 D13S317 yellow panel
500 | D7S820
. S 7

Metodicka robustnost

e Mnozstvi vzorku
e Kvalita vzorku

* Stabilita v ¢ase
e Obratkovost

Kontrola kvality

12



Kontrola kvality DNA typizace

Dokumentace od prvniho kroku (ziskani stopy)
— kazdé otevieni zkumavky je pred svédky a zapsano
Dodrzovani antikontaminacnich opatreni

Pozitivni a negativni kontrola pfi kazdé analyze

Kontrola softwarového uréeni délky a prifazovani
jmen alel k délkdm amplikonu

« PouZiti objektivnich standard(

o Udast v externi kontrole kvality (zaslepené vzorky)
o Expertni systémy

¢ Akreditace dle normy 1SO17025.

Kdy se DNA profilovani pouziva?

o Identifikace (ztotoZnéni)
— kriminalni pripady: dtkaz a podeziely
— historické a evolu¢ni studie

— urceni zivociSného druhu, posmrtného stadia
zmizelé osoby

— ztracené osoby, hromadna nestésti: puzzle
— vojenska psi znédmka

— databaze zlocincl

— vySetreni rodicovstvi, pribuznosti.

Kognatni pFipady

Kriminalni pripady

e Otazky

markers
blood

samples

sexual
assault

wd

evidence
im

susped h:nnle
J _\_vm "’“‘:‘n“m., * Je to dikaz pro
““ anebo proti
podezielému?
- . « Jak silny je to
- ce dﬂlfaz? ’
e == e Otazku ,Ktery
l podeziely to byl?"
8 odpovida soud
-
1 2 3 4 56

"oz | Na kterého podezrelého se

zameérime?

Evidence
Suspect 1
Suspect 2

L TR TR
A B C ]
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Hromadna nestésti

o Letecké havarie
e WTC
e Tsunami

Tsunami

* 26.12.2004
o 228 429 obéti
o Identifikace obéti
— oznacit Cislem
— véci na sobé (hodinky, Fetizky, mobil)
- tetovani
— chrup
— pitva (s RTG)
— DNA
* Faktory
~ tropické pocasi
— cena (Cinani zdarma?)
— management
— referen¢ni material (celé rodiny)

Predchozi nestésti o stejné skale

o Irdk 1985: 180 000 Kurdd
o Irdk 1992: 150 000 Siitd
* DNA analyza?

Forenzni zpracovani DNA

e Ziskani vzorku

Izolace a kvantifikace DNA

NamnoZzeni pomoci PCR

Elektroforéza

Detekce a urceni genotypu

Interpretace, vypocet, referovani vysledku
o http://projects.nfstc.org/pdi/

Kazdy krok je dilezity

¢ Obhaijci O. J. Simpsona a jinych
bohatych prominentl prokazali, ze
zavahani v jakémkoliv kroku forenzniho
vyuziti DNA je mozno Uspésné
napadnout.

0. J. Simpson

Orenthal James ,0. 1. Simpson, s prezdivkou ,dZus" je byvaly
hra¢ amerického fotbalu a odsouzeny kriminalnik.

V roce 1985 se dostal do Siné slavy amerického fotbalu a slavil
Uspéchy jako herec a sportovni komentator

V roce 1995 byl v trestnim soudnim procesu the People vs
Simpson osvobozen z obvinéni, Ze zavrazdil svou byvalou
manzelku Nicole Brown Simpson a jejiho pfitele Ronalda
Goldmana

V roce 1997 byl v civilnim soudnim procesu shledan vinnym.
Jako trest mél zaplatit 33,5 milion{l $, coz zatim neucinil.

V roce 2007 byl zatéen v Las Vegas, Nevada a obvinén

z loupeze a Unosu.

V roce 2008 byl odsouzen k 33 letdm vézeni s moznosti byt
propustén na podminku nejdfive po 9 letech. Sedi v the
Lovelock Correctional Center in Lovelock, Nevada.

14



Ziskani vzorku

e V¢asnost

¢ Znaceni

¢ Kontaminace

e Zaména (nechténa, zameérna)
e Bezpecnost

« Kontrolni vzorky

o (viz ohledani)

Kontrolni vzorek

* Krev do EDTA (zdravotnické zafizeni)

e Sliny: Oragene plivatko

e Bukalni vytér: stéteckem/kartackem
SOBIMA nebo Bode

¢ (Ejakulat)

Odbér vzorkd drive

* §42e odst.1 pism. e ,palicista je opravnén u osob
obvinénych ze spachani trestného ¢inu, nebo u osob
nalezenych po nichz bylo vyhlaseno patrani a které
nemaji zpdsobilost k pravnim tkondm v plnem
rozsahu, odebirat blologlcke vzorky umoznu;||C| ziskat
|nformaC| 0 genetickém vybaven navic zakon
€.239/2000 Sb. o integrovaném zachrannem systému

Bukalni stér SOBIMA

Vymahatelnost proti vili doty¢né osoby - pokuta do
30 000 K¢ (50 000 K¢ pri zajistovani stop trestného
¢inu).

Odbér vzorkl dnes

e Zakon 321/2006 Sb.
— Opravnénost nasilnych odbérd
— Zplsob prekonani odporu musi byt
priméreny jeho intenzité
— Obvinény nebo podezrely musi byt poucen
dle §114 odst. 5 tr.f. o opravnénosti
prekonat odpor

v 14 r

Sberna vybava
Paska k ohraniceni Gzemi
Fotoaparat
Tuzky, papir, podlozka pro nakresleni scény
Jednorazové ochranné obleceni, masky, rukavice
Baterka, laser, UV, infraCervené svétlo, lupa
Pinzeta a vata

Souprava pro otisky prstd (karty, argentorat, luminol,
kafrp kyangakrylast ankoust( pa‘l‘t\ﬁ J

Souprava pro znaceni vzorkd
Souprava pro zviditelnéni latentnich stop (luminol)

Slt()uprava yro sbér biologickych stop (Stétecky, kartacky,
zkum

Souprava pro stopy po znasilnéni
Souprava pro odlévani stop (Lukopren)
Hazmat souprava

Sérologicka souprava

Entomologicka souprava

Papirové a plastove sacky

Zdroj DNA

* Bilé krvinky

e Semeno

e Tkané&, zuby, kosti

o Vytér bukalni sliznice

e Korinky vlasl a chlupd, nehty

o Zvykacka, postovni zndmka, zubni
kartacek, Spacek, balzam na rty, moc¢
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Kvalita zdroje DNA

e Semeno > krev, vlasy s korinky,
vaginalni sekret, nosni sekret > potni
skvrny, mo¢ > lupy, vypadané vlasy,
lejno (mtDNA).

Izolace DNA

Postup

¢ Uvolnit DNA z jadra bunky
e Zbavit se

— protein(

— tukd

—RNA

— inhibitor& PCR.

Trestné Ciny proti lidské
dUstojnosti v sexualni oblasti

Zakon ¢&. 40/2009 Sb., trestni zakonik, Hlava III
§ 185 Znasilnéni

§ 186 SexuadlIni natlak

§ 187 Pohlavni zneuZiti

§ 188 SouloZ mezi pfibuznymi

§ 189 Kuplifstvi

§ 190 Prostituce ohrozujici mravni vyvoj déti

§ 191 Sifeni pornografie

§ 192 Vyroba a jiné nakladani s détskou pornografii
§ 193 ZneurZiti ditéte k vyrobé pornografie

— §193a UCast na pornografickém predstaveni

— §193b Navazovani nedovolenych kontakt s ditétem

PritéZujici: bezbrannost, zavislost, financni prospéch, postaveni
achatele a z ného vyplyvajici divéryhodnost nebo viiv, dité mladsi 15
et, se zbrani, zplisobeni Ujmy na zdrayi nebo smrti, na misté ,

s omezenou svobodou, nejmené se dvéma osobami, v organizované

skupiné, opétovné

Kontaminace

¢ Nutné zlo PCR laboratore?

Kvantifikace DNA

e Zméreni mnozstvi a Cistoty
e Inhibitory PCR

—indigo

— huminové kyseliny

—hem

¢ Spektrofotometricky, fluorescencnég,
kolorimetricky, gPCR.
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Dot-blot radiograficky Spektrofotometricky
- -— -— — -— -
-— -— -— - -— I—
-— — -_— - — control sample 1.0 o
P — — -— — -— W W % 0.8~
——— — —-— - — — 50.5 ol
— -— -— -— § 0.4 r»
- - - - - - ool J:awe (25°C)
Spektrofotometricky Fluorimetricky

¢ Absorbance OD=1 pfi 260 nm v 1 cm kyveté
odpovida 50 pg/ml dsDNA

o Pomér absorbanci Agp/Asg 1,8 a2 2,0
znamena Cistou DNA.

e Hoechst 33258, PicoGreen, SybrGreen

A. Complete Range

R*=09998

Fluorescence
2]
=

0 200 400 8O0 800 1000
DHA (ng/ml)

Kolorimetricky

e Dipstick

Pomoci kvantitativni PCR (qPCR)

¢ Real-time PCR
¢ Nejpresnéjsi metoda kvantifikace DNA

17



PCR amplifikace

e Polymerazova retézova reakce

Cyklické stridani teplot

(Polymerase Chain Reaction) ]

* Namnozeni Useku DNA pomoci cyklickych &
zmeén teplot v programovatelném s |
termostatu (cykléru) T

Vlastni PCR
Slozeni PCR smési
 Denaturace ' e Templat
* Hybridizace 5 . e Primery (znacené)
* Extenze g * Nukleotidy
. e Polymeraza
2 e Pufr s horcikem

TR TATTCNCCINICT

* VSe v nadbytku

OHT 6.14 P S ——

ey o 95°C

—— . t »
i Separates
ONA  pwa \
» “ stands |
Primers bind to
complementary
€50-60°C  sequences

—_—gy—— —_—

¢ s
—

DNAis b
T gnthesisedty T =

—
T Tag polymerase

The DNA between the primers has doubled in amount. after n cycles
As cycle repeats, 2 molecules become &; then & become 8, etc.

Figure 6.7 The polymerase chain reaction (PCR) (a) the basis of the process

Multiplexni PCR smési

¢ PowerPlex™16 (Promega)

o Profiler (Applied Biosystems)

o Identifiler (Applied Biosystems)
 Minifiler (Applied Biosystems)

e Soucasti set je test na amelogenin Xa'Y
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13 lokus@ CODIS STR

. PowerPlex16
TPOX
D3Sl358
g E n 8 o(;., o ' zo:n:pl ' ' 30:anI ' ' ao(ln:p
100 bp
THO1
D8S1179
FGADSSHBB - VWA D3  THO1 D21 D18 Penta E
D7S820
LCSFlPO 3 B 5
3 7 3 9 10 11 12 D5 D13 D7 D16 CSF  PentaD
A@L A VWA D8 TPOX FGA
D13S317 E g =
g D168539l DlBSSla EDZISME AEIEL
13141515171819202122X Y
,
— Elektroforeza
&
Al!l;lt with 6 repeats.
&

,%,EZ, “%

Separate on gel according to fragment length

4repeats  Grepeats

DNA standards
of known size

Figure 6.7 The polymerase chain reaction (PCR) (b) STR analysis using PCR

* DNA je zaporné nabita

Elektroforeticky gel

e Agardza
—rychlé, levné

¢ Polyakrylamid
— vétsi rozliSovaci schopnost

¢ Performance-optimized polymer
— kapalina v kapilare

Gelova elektroforéza

(a) In lane 3, a set of markers can be loaded so
that the size of the fragments can be determined

Loading

'/— well

3

Individual 2

~

— Gel

samples

Individual 1

Figure 6.6 Separating DNA molecules according to their length: gel
electrophoresis (a) loading the gel

19



Pohyb DNA v gelu

(b) Apply voltage
1 2 3
=™ = py[o
— 1
DNA migrates —9
towards the 8
anode. Small g

molecules
move faster

®

Figure 6.6 Separating DNA molecules according to their length: gel
electrophoresis (b) DNA migration

Gel

Mw A B C D E F G H I J MW
[ I e T e T e T s R e N s R e Y s O e Y e s
— = —
— — -—
— — — — —

Figure 6.10 Agarose gel electrophoresis of PCR amplifications of an STR from
individuals A to J

Tri osoby

Figure 6.11 Agarose gel electrophoresis of PCR amplifications of DNA from three
individuals B, C and D. Lane A carries the molecular size standards.

Kapilarni elektroforéza

o Vsttiknuti
— pfiprava vzorku (denaturace)
— elektrokineticky
e Separace
— kapilara
— POP-4 polymer
— pufr
¢ Detekce

— fluorescentni barviva s nepfekryvajicimi se
emisnimi delkami

— filtry (skutecné a virtualni).

Kapilarni Elektroforéza (CE)

Fill with Polymer
Solution

Argon lon Laser

\ 50-100pm x 27 cm

Burn capillary
window

| DNA Separation occurs in minutes..&

Data Acquisition and Analysis

Mechanismus separace DNA

» Zamotana vlakna polymer zpomaluji pohyb DNA v zavislosti na délce
molekuly (n&boji)

« Polymer (gel) je tekuty, bez pficnych vazeb (které jsou u plochych geld),
neni pfipojen ke sténé kapilary

* Polymer Ize vypumpovat po kazdém béhu

« Separaéni charakteristiky jsou dany koncentraci polymeru a délkou
vlaken
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ABI Prism 310 Genetic Anélyzer
] [

Injekeni stikacka
S polymerem |
L)

Injekeni

- — elektroda

Pufr n zkumavek | e [

vystupu W—' Vstupni

I E oy ufr
- e

Zaostreno na podavac zkumavek

.
i
|, W

| —®.

Gelova elektroforéza s laserem

T
| U W

Lane 3
1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10

Figure 6.6 Separating DNA molecules according to their length: gel
electrophoresis (c) detecting fluorescently tagged DNA by laser

Fluorescenc¢né znaCené A
amplikony SChema
Kapildra
Separace Dete%gg Panel
podle délky

= = o

Detekéni / //
Art+ okénko
LASER = ED
Hranol
488
( nm) Separace barev

Fluorescence

Fluorescentni znacky pri 4
detekénich kanalech

Oy’ ot o Lo
L Jt;:f
° FAM (FL) °JOE

N 0, M
I

lC“;]zN O 0, ‘ .[CHSJZ
:
G c O °
PAMRA (NED) ° ROX (CXR)

Fluorescencni emisni spektra

- B

~

TR
g

—
w53

N
—
(7

A

NI
=
—

RN

VA Y]
WAVELENGTH (nm)

ABI 310 Filter Set F

\

T

\

Laser excitation
(488, 514.5 nm)
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Elektroforeogram
(elektroferogram)

Q|§0 120 150 180 210 240 270 300 380 360 530 420

3000 |
2500 |
2000
1500 |

TPOX

THO1

Penta D

FGA
Penta E

Jednotlivé barevné kanaly

AL A 1 .
IEI = B0z

Kalibracni krivka z vnitrniho

standardu
DNA
Size

165.05 bp

Délka fragmentl se poéita
z kalibra¢ni kfivky vnitfniho
standardu

Data
DNA fragmenty — Point
vrcholy
elektroferogramu

147.320p |@ansnssnnnnnes

Algoritmus vypoctu délky
fragmentu
¢ Lokalni Southernova metoda pouziva 2

vrcholy standardu delSi nez nas fragment a 2
vrcholy kratSi nez nas fragment

STR Allele

_ Sizeof
2 STR Allele

Vnitrni standardy

GS500 ROX (Applied Biosystems)

OHT6.16 | *
w00 Disizse l.m

0165539
o251

0 Il J LA
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Figure 6.8 A modern DNA profile
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Detekce a urceni genotypu

¢ Ethidiumbromid x stfibfeni x laserové odecitani
e Srovnani se standardem
o Lidsky faktor

Databaze zlocincl

Informace v databazich

e Kdo Ize, ten krade, ...?

Databaze

 NDNAD National DNA Database (UK)
— nevyreSené pripady
— podezteli
— odsouzeni
— obzalovani nevinni

e CODIS Combined DNA Index System (USA)

— NDIS National DNA Index System (k prosinci 2013
10733600 profild delikventd, 1736300 profill
zatCenych a 531900 profild stop. 230900 shod, které
pomohly ve 221600 vySetfovanich)

o Narodni databaze DNA 2001 (2002) (Ceska
republika)

FBI's CODIS DNA Database

Combined DNA Index System

¢ Used for linking serial crimes and
unsolved cases with repeat offenders

Launched October 1998 Pl
Links all 50 states =,
Requires >4 RFLP markers

and/or 13 core STR markers

Current backlog of >600,000 samples

Vyvoj databazi zlocincl v USA

1998 - 5 States 1999 - 6 States

2000 - 7 States

2007 - 45 States (est.)
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2004: DNA Database Expansion
Bills

oqé.%b
[ considering all felons legislation in 2004 (12)

[ Currently an all-felons state (31)

[E] considering limited expansion legislation (3) & Through a voters’ initiative

Narodni databaze DNA

ND DNA 2001 Andy Williams ve fci twinnera projektu PHARE
Rozhodnuti padlo v rezoluci Rady Evropy ¢.193/1997, spoluprace
Interpol, European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI)
Kriminalisticky Ustav Praha, Policie Ceské republiky (ISO9000,
QA), Zavazny pokyn policejniho prezidenta k pouZivani databaze
kvéten 2002

— 3-letd Indta

— vék 80 let u odsouzenych
CODIS bezplatné (za pfistup)
Zékon ¢.101/2000 Sb. o ochrané osobnich Gdajt
Euronovela zakona o policii ¢.60/2001 Sb.
Eqmocné informacni databaze INFO-DNA, propojena 15-mistnym
6dem
Zabezpeceni vli¢i neopravnénému vstupu do databaze,
zalohovani.

Photofit

e Dle dédi¢nych znakl usuzovat na
fenotyp (vzhled)
— Rusovlasost
— Usni maz
— Plesaténi
— Etnogeograficky plivod — ancestry
informative markers (AIM)

Dalsi informace vytézitelna
z nukleovych kyselin

e Methylace DNA (a RNA)
o Mediatorova RNA

¢ MikroRNA, IncRNA

o Casovani

— Faze dne
— Stafi stopy

Dékuiji vam za pozornost!
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