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Elektroforéza

| Separac¢ni metody zaloZené na pohybu nabitych :
- (astic ve stejnosmérném elektrickém poli, pficemz
rlizné ¢astice maji riznou elektroforetickou
mobilitu (tj. pohybuji se v poli rozdilnou
rychlosti).

Na zakladé této rozdilné pohyblivosti tak doje k
separaci jednotlivych typt castic.
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Fragmenty se v gelu rozdéli podle své délky



- Vzorek DNA nanesen do malé jamky v gelovém
platu (vodorovny nebo svisly) ponofeném v pufru
mezi elektrodami.

Vysledek: prouzky (bandy)

Velikostni standard (Zebricek) — uméle pripravena
smés fragmentt neékolika znamych délek
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Kapilarni elektroforéza

vzorek elektrickym pulzem nabran na zacatek tenké sklenéné
kapilary naplnéné polymerem linearniho akrylamidu nebo
polydimethylamidu

detekce fragmenti provadéna v pribéhu casu: kazdy fra%ment je &8
jiz pred analyzou oznacen fluorescencni barvou (zpravidla |
zaclenénim oznaceného primeru v prabéhu PCR). =

pii prichodu fluorescen¢né znacenych fragmenta spec.
okénkem laserovy paprsek vybudi silnou fluorescenci, ktera je
zaznamenana CCD detektorem.

vnitini standard (Zebtic¢ek) — pridavan primo do analyzovaného
vzorku.
¢im kratsi fragment je, tim diive doputuje k okénku v kapilare

délka fragmentu urcena podle relativni doby, kterou fragment
potiebuje k dosazeni okénka kapilary (na zakladé porovnani s
velikostnim standardem).
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Geneticky analyzator 3130
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Vzorek s fluorescencéné znacenymi DNA fragmenty rizné
délky putuje sklenénou kapilarou naplnénou polymerem

PFi prdchodu fragmentu detekénim okénkem vyvola laser
silnou fluorescenci, ktera je zaznamenana CCD
detektorem

V ¢asovém zaznamu elektroforézy — elektroforetogramu —
se zvySeni fluorescence projevi jako tzv. p|k
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Postup pripravy vzorkt

— multilokusova; nékolik parti
primert (jeden primer z kazdého paru oznacen
fluorescen¢ni barvickou) + par primert pro PCR
specifického useku v genu pro (urceni
pohlavi)

— PCR produkt spolu s
vnitfnim standardem napipetujeme do zkumavky
s formamidem (silné denaturujici ac¢inek), resp.
HiDi formamid+vnitfni standard a pak pridam
vzorek



Monoplex — analyza jediného STR lokusu

60bp 80bp 100bp 120bp 140bp 180 bp
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lokus 6

Multiplex — analyza nékolika STR lokust
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Délka fragmentu x struktura

délkovy polymorfismus — nerozpoznam bodové
mutace

- priklad: AAGT AAGT AAGT AAGT AAGT AAGT AAGT
AATT AAGT AAGT AAGT AAGT AAGT

Delece

ptiklad: THo1 9.3 - TCAT TCAT TCAT TCAT TCAT
TCAT TCAT TCAT TCAT TCA

TCAT TCAT TCAT TCA TCAT TCAT TCAT TCAT
TCAT TCAT

dtlezity je pocet pismenek délitelny 4-mi



Stutter

maly peak pred , realnou”
alelou

o pravé jedno opakovani
kratsi (min. vyska u Pent
D a E - vyhoda u smési
dobte hodnotitelny u
jednoduchych profila
DNA

U smésného profilu se
nutné nemusi jednat o
stutter, ale o alelu
minoritniho zGstavitele

Relative Fluorescence Units

DNA Size (bp)
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(b) Insertion caused by backward slippage
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(c) Deletion caused by forward slippage
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Non-templatova adice

Adenylace - ‘+A’ forma
amplikonu

Taq polymerase, pouZzivana
na PCR, pridava na 3 konec
produkt kopirujici templatové
vlakno

vétSinou praveé adenosin
vysledkem je vlakno o jeden
nukleotid delsi

feSenim je pridat dalsi krok o
teploté 60°C nebo 72°C po
ukonceni cykla

Fc_-mmd
pramer Polymerass extension
_——

5 3
L]
I

Polymerass extension Reversa
primer

(+A form)

Measurement result with dye labeled DNA strand

A +A

) e e | e

+A A +A

Das1179 Shoulder peak Split peak




Mikrovarianty a off-ladder alely

- jednaalela je vdaném binu a druha se vymyka

- pokud jiz byla pozorovana, vyrobce kitu ji zafadi do
,<Jadderu“ a systém ji oznaci velikosti (¢islem)

- uplna novinka je mimo biny a systém ji oznaci jako off-
ladder a je potieba dopocitat velikost a v kazdém ptipadé
pro jistotu zopakovat od kroku amplifikace

236 234 4D 242 2

# ProPius. er3ampiel 1 Blus F'I' oilerPius LADDER

fﬁ
w.u

236 234 D 242 2

NGB3Sample22 22 Bue FGA microvearant

By = Sog-Lpg = 244.34 - 24446 = 012 bp
8= S —Lpg = 257.51 — 256.64 = +0.87 bp

¢ = |By-8z |= |-0.12-0.87 |- 0.99 bp

car
267.51

lele?




Alelicky drop out a nulové alely

Alela se nezobrazi, protoze:
zajmova oblast je poskozena (neni zde repetice)
poskozeni v prostoru pied zajmovou oblasti

misto nasedani primeru je poskozené (mutované,
degradace)

{~& in 7 repeat)

Exampls:
048551 13.2 allele
[+AG in 3'-flanking region)

Exampile:

Rare VWA allele amplified
with AmpFISTR primers
{A-#0-T in 2rd base from
¥ end of foreard primer)




Smés vice vzorkii

v lokusu se objevuje vice jak dva piky

v lokusu jsou peaky rtizné vysky se zjevnou imbalanci
mezi jednotlivymi piky

jedna se o stutter vice jak 15% (az 25 %) vysky
vedlejsiho piku

Heterozygous
peak region

MIXTURE
REGION

Stutter region

Smallar paak area than nomally
saan with hetarozygato partner

Higher than typical alleles (<70%)

stutter product (>15%) ™

'\ Wrong side of allele fo be
typical stutter product




Degradova DNA

(a) Agarose yield gel results

Ll ] =
High molecular —
weight DMA in

a tight band

(b) Degraded DNA sample DRA

A

Good quality Degraded

CiMA
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(a)
Conventional
PCR primer
—_—

miniSTH
primsar
————
———t—t—t—
5TH repeat region «£————
miniSTH
primesr

(b)
B TR RS TR IR RN LN TR N TR I TS AN LRI TN T
C  memw ]

Dneseas

Conventional STH test
(COfler™ kit)

]
=
g g A e

"2 miniSTH assay (using
ﬁ h Eﬁ Butler &t al. 2003 primers)
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Raw data

el HE

| BUIRN |

= E32018_04_11

20M8-08-11 _+C_ESl fsa

2018-08-11_-C_ESlfsa

2018-08-11_JA17-02691-FUD1 fsa
2018-08-11_JA17-03691-FUD1 fsa
2018-08-11_JA17-03691-FUD2 fza
2018-08-11_JA17-03691-FUO3 fza
2018-08-11_JA17-03691-FUD4 fza
2018-08-11_JA18-00015-EKD2 fa
2018-08-11_JA18-00565-FUO1 fsa
2018-08-11_JA18-00565-FU02 fza
2018-08-11_JA18-00565-FUO3 fza
2018-08-11_JA18-00595-FUD1 fsa
2018-04-11_JA15-00595-FUD2 fza
2018-04-11 _JA15-00393-0F03 f2a
2018-04-11_JA15-00393-0F04 fza
2018-04-11_JA15-00595-0F05 f2a

201 JA15-003 FOG.fz8

2018-04-11 _JA15-00393-0F07 f2a
2018-04-11_JA15-00656-FUD1 fsa
2018-04-11_JA15-00656-FUD2 fza
2018-04-11_JA15-00655-FUD1 fza
2018-04-11_JA15-00655-FUD2 fza
2018-04-11_JA15-00699-FUD1 fsa
2018-04-11_JA15-00676-FUD1 fza
2018-04-11_JA15-00676-FUD2 fza
2018-04-11_JA15-00696-FUD1 fza
2018-04-11_JA15-00699-FUD1 fza
2018-04-11_JA15-00699-FUD2 fza
2018-04-11_JA15-00904-FUD1 fza
2018-04-11 _JA15-00919-FUD1 fza
2018-04-11_JA15-00919-FUD2 fza
2018-04-11_JA15-00919-FUD3 fza
2018-04-11_JA15-00922-FUD1 fza
2018-04-11_JA15-00922-FUD2 fza
2018-04-11_JA15-00922-FUD3 fza
2018-04-11_JA15-00922-FUD4 fza
2018-04-11_JA15-00922-FUDS fza
2018-04-11_JA15-00922-FUDE fza
2018-04-11_JA15-00922-FUOT fza
2018-04-11_JA15-00924-FUD1 fza
2018-04-11_JA15-00924-FUD2 fza
2018-04-11_JA15-00955-FUD1 fza
2018-04-11 _JA15-01072-FUD1 fza
2018-04-11 _JA15-01072-FUD2 fza
2018-04-11_LADDER_FSI 2 fsa
2018-04-11_LADDER_FSI 3 fsa
2018-04-11_LADDER_FSI 4 fsa
2018-04-11_LADDER_FSl fza
2018-04-12_+C fza
2018-04-12_+C_FUSION 2 faa
2018-04-12_+C_FUSION fsa
2018-04-12_-C a8
2018-04-12_-C_FUSION faa
2018-04-12_JA17-03727-VK4E f3a
2018-04-12_JA17-03727-VKAT f3a
2018-04-12_JA15-00565-FUD4 f2a

BB Tableseting | H B3 =

[ Info | Raw Dete | EPT Data |
- 20018-04-11 _JA15-00595-CF 0B fam

Progress Status




GeneMapper ID v3.2.1 - 2018_04_11 - gmid s Logged In
File Edit Analysis View Tools Help

FieE EHBE WL WE B st |
= 201804 11 2| it | Raw Dala | pT Data |

N0 et POl Isa ~2018-04-11_LADDER_ESl fsa
2018-04-11_-C_ESl.fsm
2018-04-11_JA17-02691-FUO fsm
2016-04-11_JA17-03691-FU1 fsa p—
2018-04-11_JA17-03681 U2 fsm
2018-04-11_JA17-03681-FL3 fea
2018-04-11_JA17-03691-FLI4 fsa
2018-04-11_JA18-00015-EKQZ fsa
2018-04-11_JA15-00565-FUNT fsa
2018-04-11_JA18-00565-FLZ fea
2018-04-11_JA18-00565-FLO3 fem
2016-04-11_JA18-00585-FLO1 fsa
2016-04-11_JA15-00585-FLINZ fsa
2018-04-11_JA15-005E5-0F03 52
2018-04-11_JA15-00585-0F04 153
2018-04-11_JA15-00585-0F 05 fsa
2016-04-11_JA18-00595-0F 08 fsa
2018-04-11_JA15-00585-0F 17 fsa
2018-04-11_JA18-00658-FUT1 fza
2018-04-11_JA18-00558-FLAZ fem
2016-04-11_JA18-00588-FLO1 fsa
2016-04-11_JA15-00588-FLINZ fsa
2018-04-11_JA15-00BAS-FUNT fsm
2018-04-11_JA18-00878-FUO fea
2018-04-11_JA18-00878-FLAZ fea
2018-04-11_JA18-00898-FLI1 fsa
2018-04-11_JA15-00895-FLINT fsa
2018-04-11_JA18-00888-FLOZ fea
2018-04-11_JA18-00804-FUO1 fem
2016-04-11_JA18-00313-FL1 fsa
2016-04-11_JA15-00913-FLINZ fsa
2018-04-11_JA18-00913-FLO3 fza
2018-04-11_JA18-00822-FU fem
2018-04-11_JA18-00922-FLAZ fsm
2018-04-11_JA18-00922-FLIO3 fsa
2018-04-11_JA15-00822-FLI04 fsa
2018-04-11_JA18-00822-FLS fea
2018-04-11_JA18-00822-FLOE fea
2016-04-11_JA18-00922-FLAT fsa
2018-04-11_JA15-00924-FUN1 fsm
2018-04-11_JA18-00924-FLZ Tza
2018-04-11_JA18-00955-FUO1 fea
2018-04-11_JA18-01072-FU fsm |
2016-04-11_JA1B-01072-FLINZ fsa
2015-04-11_LADDER _ESI 2 fsa \
2018-04-11_LADDER_ES| 3.fsa I
2018-04-11_LADDER_ES|4.fza | | -|‘ |
| : AN o e L0 '-l{'w.'-‘lw.l. LG, H i
2018-08-12_4C s
2018-04-12_+C_FUSION 2 133
2018-04-12_+C_FUSIOM fsa
2016-04-12_C fsa
2018-04-12_C_FUSION fsa
2018-04-12_JA17-03727-VI4G fsn
2018-04-12_JA17-03727-VK4T fea
2018-04-12_JA18-00565-FL4 fsa

Progress Status




EEE

K hodnoceni:

velikostni standard (Sice standard)
zebric¢ek (Ladder)

pozitivni kontrolu

negativni kontrola
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Hodnoceni profilu DNA

upotfebitelny x neupotrebitelny

upotiebitelny: jedna osoba, major x minor, nelze
vyloucit x zahrnout

neupotiebitelny: smés vice osob, netiplny (RMP)
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Identifikace analyzou DNA se
vZdy tyka GENETY

GENETA - geneticke ,ja"

- soubor vsech bunék ptivodem z jedné zygoty
RAMETA - tyzické ,ja"

- prostorové ohraniceny jedinec



Identifikace analyzou DNA se
vZzdy tyka GENETY!!!

Vyjimky z pravidla ,jedinec geneticky = jedinec fyzicky™

jednovajecna dvojcata

vrozeny tetragameticky chimérizmus
sména bunék mezi dvojvajec¢nymi dvojcaty
maternalni a paternalni mikrochimeérizmus

trvaly posttransplacni chimérizmus



Jednovajec¢na dvojcata

» geneticky (STR) neodlisitelna (metodika nakladnéjsi
» vyuziti forenzni daktyloskopie a antropologie
* jednovajecna X-cCata — nelze odlisit, které dité€ je ¢i...




Dvojvajec¢na dvojcata

dvojvaje¢na (fraternalni, dizygotni) dvojcata jsou
normalnimi biologickymi sourozenci, ovSem pocatymi
v témze okamzZiku (¢i s velmi kratkym ¢asovym
odstupem) a sdilejicimi tudiZ béhem prenatalniho
vyvoje tutéz délohu

dvojvajecna dvojcata 1ze analyzou DNA rozlisit stejné
jako biologické sourozence

POZOR na heteropaternalni superfekundace (dvojcata
dvou otctl)
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Tetragameticky chimeérizmus

pomyslny opak jednovajec¢nych dvojcat

dvé genety se spoji do jedné ramety

vznik jednoho fyzického jedince tvorfeného burikami
dvojiho ,sourozeneckého" ptivodu (dvé vajicka + dvé
spermie = ¢tyri pohlavni bunky AZev
tetragameticky)

piedpokladané (nedolozené) zvyseni frekvence
chimérizmu u IVF




Sména bunék mezi dvojvajeénymi
dvojcaty

¢aste¢nym propojenim krevnich
el dochazi ke sméné
rvetvornych bunék

kostni dfen trvale obsahuje malé
mnozstvi krvetvornych bunék
dvojCete




Maternalni a fetalni mikrochimeérismus

na placenté mlZze dochazet k
prestupu bunék plodu do téla
matky a obracené

télo matky trvale obsahuje bunky
ditéte (fetalni mikrochimérismus) a
télo ditéte bunky matky
(maternalni mikrochimérismus)




Docasny posttransplanta¢ni chimerismus

DNA je pouze v leukocytech - zdlezi na typu derivatu

- po transplantaci je material vybiran na zakladé
kompatibility ,krevnich skupin® tj. erytrocytarnich
antigentt ABo a Rh systémech

- zadna souvislost s identifika¢nim profilem DNA

po transplataci se v krvi objevi smiSeny profil DNA
postupneé se ,vyfedi” a vrati se k ptivodnimu ¢istému
profilu pacienta

- tedy mél by



L) - -
likvidace transplantace
- -
vlastni kostni darcovy kostni &
drené drené

chemoterapii

PACIENT
N télo pacienta trvale obsahuje
\ kostni dren darce; geneticky
N | ? profil bunék kostni drené a
bunék od nich odvozenych je
odbér darcovy identicky s genetickym profilem
darce

kostni drené

DARCE



Chimerismu trvaly posttransplantac¢ni

Tyka se vSech allotranplantaci (vyjma téch, kde je ddircem MZ dvojce)
Pti transplantaci je materidl vybiran na zakladé kompatibility tkatiovych

antigen HLA systému - zadna souvislost s identifika¢nim profilem DNA

DNA profil darce se vyskytuje v transplantovanych organech a dale ve
vSech tkanich, do nichz penetruji burtiky z tohoto organu
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# forenzne geneticky nejzavaznéjsi
disledek ma allotransplantace kostni

_paci'entﬂ pak napf. v bukalnim stéru
# v principu muze dojit k zavainym
omyldm — falesné negativni/pozitivni
identifikace osoby
# resenim by byl pouze regist
Jkoexistujicich DNA profila” — zatim
eticky problematicke.




