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Materiaty biologiczne

Inne:
= Wosy z cebulkami, paznokcie
« mozliwa degradacja - tkanki utrwalone w formalinie/para  finie,
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Materiaty biologiczne:
prawidtowe zabezpieczanie $ladoéw

Warunki
Materialy suche: temp. pokojowa, dostep powietrza
Ciecze, tkanki migkkie: -20°C do -80°C (kosci)

Metody
Krew na (-20°C) lub bi 6INOIFTA (+20°C)
. Wymazy (-20°C lub + 20°C po wysuszeniu)
y. / w koperte;

temperatura pokojowa — niedopalki, znaczki, odziez
(pobranie fragmentéw lub w catosci), wosy z cebulkami,
paznokcie wraz z materiatem znajdujacym sie pod nimi

un




Materiaty biologiczne:
prawidtowe zabezpieczanie sladow

Powierzchnie wchtaniaj ace:
- wycigcie fragmentu (dywan)
- zabezpieczenie w catoéci (odziez)

Powierzchnie niewchtaniaj ace:

- zabezpieczenie na jatowg wymazéwke (dzwignia zmiany biegéw)

- zabezpieczenie fragmentu przedmiotu wraz z zaplamieniem (kawatek
stluczonej szyby)

- zabezpieczenie w catosci, jesli gabaryty niezbyt duze
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Materiaty biologiczne - testy jako $ciowe

A. Slina

— test niespecyficzny — test ptytkowy (a-amylaza)

— test specyficzny — test immunochromatograficzny (a-amylaza)
— test odciskowy

B. Krew
— testy niespecyficzne (luminol, H,O,)
— test specyficzny — immunochromatograficzny (hemoglobina ludzka)

C. Sperma
— test niespecyficzny — UV / test bardziej specyficzny — Bluemaxx (tez $lina i mocz)
— test specyficzny - immunochromatograficzny (obecnos¢ PSA)

Materiaty biologiczne - testy jako  $ciowe

B. Krew
— test niespecyficzny - luminol




DNA: jadrowy i mitochondrialny

Human Genome
23 Pairs of Chromosomes + mtDNA

Located in cell nucleus

Autosomes 2 copies Socalediin
pereel! mitochondria

(multiple copies

in cell cytoplasm)

mIDNA

16,569 bp
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Mitochondrial

DNA

Nuciear DNA
3.2 billion bp
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Zroznicowanie sekwencji tandemowych

+  Sekwencje minisatelitarne — VNTR
« Jednostka powtérzeniowa: od 9 do 100 bp / cata sekw  encja kilka tysi gcy bp
- Bardzo wysoki stopie f polimorfizmu

Polimorfizm wykrywany technikami: VNTR-RFLP lub VNTR-  PCR
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Motyw repetytywny: 2 — 6 bp
Duzy polimorfizm;
gt. metoda analizy - PCR
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Praca w laboratorium genetycznym — etapy:

1. Izolacja
2. Pomiar st ezenia DNA

3. Amplifikacja DNA metod 3 PCR
4. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR
- analiza r gczna — barwienie zeli

- analiza automatyczna — detekcja optyczna z wykorzystaniem
promieni lasera produktéw znakowanych barwnikami
i (analizator

5. Genotypowanie




@

ANARARER

3'AGTATTCATTCATT &'

72°C

Wydhuzanie przez Polimeraze
nici komplementarnej do nici
matrycy

Podwojenie ilosci amplifikowanego fragmentu
DNAw kazdym cyklu: 1, 2, 4, 8,16, ...
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" 5 3
PCR — zasada reakcji 3 5
5 3
94°C

Denaturacja nici
— pekanie wiaza wodorowych 3 5
59°C 5' 3
Przytaczanie primerow do nici 5

5'TCATAAGT 3'

Multiplex PCR

Jednoczesna amplifikacja wielu loci w jednej reakcji PCR
- Odpowiedni zestaw primeréw w mieszaninie reakcyjnej
— unikni gcie parowania si ¢ migdzy sob g
= Primery wyznakowane ré6 znymi barwnikami fluorescencyjnymi
- odseparowanie od siebie loci o podobnym zakresie mas y (bp)
Oszczedno $€ czasu i materiatéw (degradacja DNA)
- Potrzeba niewielkiej ilo  $ci DNA (2,5ul)
Duza sita dyskryminacji zestawu
np.15 loci

Jednoczesna amplifikacja kiku loci na DNA matrycowym

Rozdzial produkiow PCR w zaleznosci od wielkosc

S -

Markery Y-STR
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- dziedziczenie w linii meskiej

- ustalenie pochodzenia geograficznego
(brak materiatu referencyjnego)




SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms
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mMtDNA

- przydatnos¢ przy analizie zdegradowanego jadrowego DNA

bohmoeldesd
bdde e mmben

2 - dziedziczenie w linii odmatczynej

Zasady wylgczania ojcostwa

U dziecka pojawia sie nowa cecha,
nieobecna u pozwanego 0 0jcostwo
mezczyzny ani u matki
i lub

Dziecko nie dziedziczy zadnej
cechy po pozwanym o ojcostwo
mezczyznie




Wartos¢ dowodowa analizy

‘ Szansa ojcostwa - Pl

Ocenia, ile razy bardziej prawdopodobne jest
ojcostwo badanego pozwanego
w poréwnaniu do
ojcostwa losowo wybranego mezczyzny
dla konkretnego wyniku ekspertyzy
v

Prawdopodobienstwo ojcostwa
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Wartos¢ dowodowa analizy

Laczna szansa ojcostwa — Pl ¢

v
Zasada iloczynu — ,PRODUCT RULE”

Pl ¢ = PI 1 lokus x PI 2 lokus x Pl 3 lokus x .......

Opiniowanie w analizie ojcostwa

EKSPERTYZADNA
- N\
WYLACZENIE POTWIERDZENIE
MINIMUM Z PRAWDOPODOBIENSTWEM
4 NIEZGODNOSCI >99,9999% (PI>1 000 000)
Pl
P
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Warto$¢ dowodowa analizy

Analiza poréwnawcza
uzyskanego profilu DNA

7 N\
- / Zgodnosé

Analiza statystyczna - OPINIA )
CZESTOSCI POPULACYJINE | sy Prawdopodobienstwo
przypadkowej zgodnosci

Warto$¢ dowodowa analizy
prawo Hardy'ego i Weinberga

STRUKTURA GENETYCZNA POPULACJI
v odpowiednio liczna

v kojarzenie losowe

v brak doboru naturalnego

v brak selekcji, mutacji i migracji

]

STAN DYNAMICZNEJ ROWNOWAGI
Czestos¢ wystepowania réznych genotypow w
populacji jest stata i zalezna jedynie od czestosci
wystepowania alleli w populacji

Wartos¢ dowodowa analizy

Jezeliallel ,a” w lokus A ma czestos¢ a
aallel ,b” w lokus B ma czestos¢ b

[l HWE w populaciji

AA = a2
CZESTOSCI GENOTYPOW BB = b2
AB = 2ab




Wartos¢ dowodowa analizy
ILOCZYN CZESTOSCI GENOTYPOW = CZESTOSC PROFILU

1
= 1 PROFIL NA ... 0SOB

CZESTOSC PROFILU

PRAWDOPODOBIENSTWO PRZYPADKOWEJ ZGODNOSCI
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PE - SIELAWYLACZENIA

tzw. przydatno$¢ do badan ojcostwa

Jest to odsetek niestusznie pozwanych
0 ojcostwo mezczyzn, ktorzy zostang
wykluczeni w toku analizy

PD - SItA DYSKRYMINACJI

tzw. szansa zréznicowania 0s6b

Jest to prawdopodobienstwo, ze dwie losowo
wybrane osoby z populacji nie bedg miaty
takiego samego zestawu cech




