lgazsagugyi Genetikai
vizsgalatok

Lencse Zséfia

A diasort készitette: Kovacs Afonya és Lencse Zséfia

Nemzeti Szakértéi és Kutaté6 Kézpont




DNS — 6sszehasonlito vizsgalati modszer

Minta gyanusitottol

Egyezés?

Helyszini mintak: Rokonsagi

kapcsolatok?
sértettol, eliminacios

(kizarasi) mintak:

Jogi szabdlyzas miatt
csak nem kdodold régiot
vizsgalhatunk 2>
fenotipusos infd nincs

DNS-profil nyilvantartas
(ismert személyek kivételével)

Hatrany : bizonyos info
elvesztése

El6ny: variabilitas 2>
szelektivitas

Eltlint személyek
mintai:

Azonositatlan
személyek,
holttestek:

Egyezés?

3

Személyes targyakral,

vagy
Rokonok mintai

Rokonsagi kapcsolatok?




Lehetséges allélok
(tulajdonsagok)

Kimutatott allél(ok)
1 anyai + 1 apai

lokuszonként
Short Tandem Repeat
Am. 1. lokusz (hely) 2. lokusz (hely)
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hordozok, szovetek DNS tartalma

§ Log [DNS tartalom (ng/ul)]
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piros: gyanusitott

Keveredésiaranyok £ et sl
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Honnan vegyunk mintat?
Vizsgalat Ultra Viola fényben

Fluokescencia

UV  sotét folt

Elnyeli az
UV-t,

csak ho
szabadul fel

HoO szabadul

Ondofolt fel Veér




V4 ° ° V4 Ve 4
Kémiai verelOpi®

Benzidin
Hemoglobin ,pszeudoperoxidaz” aktivitasan
alapszik
pillanatszer(d sotétkék szinreakcid
preparalds: benzidin + ecetsav + etanol + 3% H202
érzékenység: 1 : 300 000 - 500 000
Karcinogén, gatol
fals pozitiv reakciok; nem specifikus human vérre!

H202 e e

benzidin kék oxidalt benzidin vegyiilet

Luminol:
chemilumineszcens reakcio: vér esetén kékes-fehér

fé NY — avas katalizalja a reakci6t, amiben gerjesztett aminoftaldt keletkezik
preparalas: luminol + Na2CO3 + H202 v. Na2B0O4
utolagos DNS vizsgalatot nem befolyasolja
érzékenyseég: 1:5 000 000




Nyal kimutatasa

Nyal a-amilaz keményitd bonté enzim kimutatasa:
— a nyal szarazanyagtartalmanak 60%-a amilaz mucin

— egyéb biol. anyagban is (vérszérum, tej, ondo, hivelykenet, verejték, széklet, de
igen kis mennyiségben!!!)

Phadebas amylase teszt: nem vizoldékony keményit6hoz kotott kék festékanyagot

tartalmaz. Amilaz jelenlétében a keményitdé bomlasa miatt a kék festék
l felszabadtil, az oldatot kékre szinezi. l j

T —
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Ondo, spermium kimutatasa

— Ejakulatum alkotok: foszforil-kolin, savanyu-foszfataz, citromsay,
fruktdz, spermium (kivéve sterilitas esetén)

— Savanyu-foszfataz (ACP) vizsgalat:

— alifas és aromas ortofoszforsav-észtereket hidrolizalja gyengén
savanyu (pH=5) kozegben

— az enzim nagysagrendekkel nagyobb koncentracioban van jelen az
onddban (prosztata eredetd), mint egyéb testvaladékban (pl.
hivelyvaladék)

— érzékenység 1 : 1000

— nem specifikus!

a savanyu foszfataz az alfa-naftil foszfatot hidrolizalja, a keletkezé
naftol reagal az o-dianisidinnel, ennek kovetkeztében egy lila szf
festék szabadul fel i

Phosphatesmo KM tesztcsik




Immunoloégiai tesztek

Ondo és spermium teszt:

PSA=Prosztata specifikus antigénre
specifikusak (prosztataban
termelddik, onddra specifikus kiv.
prosztata daganatban szenvedd
férfiak (vér, vizelet),

Semelogeninre specifikusak

Azoospermiads ondé (férfiak 1-9 %-a)
kimutatasa!

Vérteszt: Hemoglobinra specifikus (pl.
Hexagon OBTI)

Terhességi teszt: hasonld elv

Hook-effektus: fals negativ, ha tul sok
jelolendd, mert a tesztcsikra sok olyan
kot, ami nem kotott szinanyagot

nnnnnnnnnnnnnnnn



Festett kenet

ﬂ’ | Kernechtrot-Picroindigocarmine (AlSO4,
Nuclear Fast Red, Pikrinsav, Indigdékarmin)

# 2 halra)
2% »
» @  Sperm Hy-liter (Fluorescens)
s (Ient)




A DNS vizsgalat
folyamata




’DNS Hszabadités&

linearis folyamat, egymasra epulé lépésqk

. / )
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sejthartya felszaBaditasa (hétkéznap: mosdsze
mint a lizis puffer
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Egy kilonleges lehet6ség: spermium és ham differencialt feltarasa

SDS, EDTA és

‘ "™ proteinaz K
SN (sejt lizis puffer)
B Y Y
\_/‘ \_/‘

Elkbvetd spermium
sejtjei az aldozat
hamsejtjeivel keveredve

spermiu
uledék

. R Inkubalas
37°C-on
@ S Centrifugalas
m
Fellildszo:

hamsejtekbdl

SDS, EDTA és q\ szarmazo DNS
N~

proteinaz K +
DTT DTT:a

W =
\" \ /

\
“Férfi Frakcio” \ permium “N6i Frakcio”
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DNS tisztitasa

e Van az oldatunkban DNS + sejttormelék, fehérje és sejthartya lebontva.
Gatlo anyagoktdl meg kell tisztitani a DNS-t!

* Oldhatdsag kulonbsege alapjan e Magnesgydngyhdz kétjiik a DNS-t
(felllet...) :

ngh salt; pH < 7 Low ionic strength; pH27

AP
oe®
@@®
@@@
Bmdmg Elution

e Tris-EDTA szerepe: o
: (@]
e Endogén nukledzok inaktivalasa /_< i




PCR (polimeraz lancreakcid)

e Cél: a szamunkra érdekes DNS-szakasi
felsokszorositasa

* Kary B. Mullis és a h6forrasban él6
baktériumok (Thermus aquaticus)
polimeraz enzime

e Hot start!

© R.G. Steane

~” Thermus aquaticus } = =



PCR
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PCR
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A
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= ~ Egy Ciklus Altaldban 25-35 ciklus a PCR
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Real-time PCR — DNS mennyiség

1. Polymerization.

Fo rd
Mer




Gélelektroforezis

 DNS molekulak futoversenye egy ,pokhaloszovedéken” at
— Agaroz, vagy akrilamid kozegben

e Atobb ismétl6dé egységhdl (repeat) allo molekulak lassabban
futnak!

AN

o

\d

Kiindulasi allapot

Hit
=ameib. 1 6ra mulva

S




Kapillaris gélelektroforeézis

(E_}) Light
SolUrce

Capillary Electrophoresis
Computer
| | Data In Photocat hode
[iata Qut
Chart Recorder
. Buffer
=
=
= Anode
! 4+
=
=T
Time {min}




elelektroforeézis kiertéekelése
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Eltéro oroklodeési mintazatok

Leszarmazasi markerek

u u

Autoszomas marker | Y-kromoszéma Mitokondrialis DNS |
(az Osszes felmendnktol . (csak a fit gyermekek (minden gyermek az i

orokoljiik részletekben) oroklik apjuktol) édesanyjatol orokli)

___________________________________________________________________________________________




Y-haplotipus

G 113 135 135 235 275 215

000

=000 1
2000 :
‘1l:ll:Il:I:
o 1 A .I'L e i - g Y M A
[15] |22]

14_15457_001_01HOHA140S39 72 UNT11 f=a | 14_15457_001_01HON140532

m [ (4 (& O

[Eovsass | [oOwsas 00000000000 ] Eovszss 00 00000 ]
T3 113 155 195 225 275 215

S000 ::
000 ::
=000 :
2000 :
‘1000:

a T " Ll " " n " " i "

14_1S457_001_01HOHA140S99 72 UNT11 f== | 14_15457_001_01HON14053%

E E (A (A &

T3 1493 Z85 2735 215

11 1335

S000 4

3
000 ::
2000 :
2000 : k
‘1000: .
o T " A A A i " s i " . i i Sl o

14_15457_001_01HON140SS9 72 UNT1 f== | 14_15457_001_01HON140S3:

1134

= B (A A &

TS bk 275 215

285

S000 4

1 185
A00o0 4+
2000 4+
2000 4+
1000+
o T " i & & il Y o " A
12 10



Mitokondrialis DNS

A mitochondrialis DNS

CR

- Nem STR vizsgalat, hanem
szekvenalas
- Bazissorrend meghatdrozas
- Csak a hipervariabilis
régidokban = szintén nem
kodold
- Mikor hasznaljuk?
Alacsony DNS tartalmd
e 2pg/ul alatt T

ICCCAATCCACATCARAAMCCCCCYECCCATGCTTACAAGCAAGTACAGC

(PI. hullott hajszal) vixed  eelmteefu MR o A ]

\CCCAATCCACATCAAANCCCCCFCCCATCCTTACAAGCAAGTACAGE
Degradalt
Vé . ACCCAATCCACATCAACCCCCCCLLCCCATGCTTACAAGCAAGTACAGC
- 1 Szemelyl icccaaTccacaTcaacccccccEfecciicdéTTidanidaniiicind

- Anyai Iesza’rmaza,s Vizsgélat 1.person Z}Mﬂc&j}{lccccﬁc CCCAT cr:r.-:c.:.: c rc c
- Specialis hatdsagi kérés o R A

ACCCAATCCACATCAAAACCCCCTECCCATGCTTACAAGCAAGTACAGC
V\CCCAATCCACATCAAAACCCCCTECCCATGCTTACAAGCAAGTACACGC

2. person /W\NU\AM—NWU\

- CSAK KIZARASRA ﬂ—’w /\ML
ool o A




A DNS vizsgalat eredménye

Egyezés — Az Osszevetett STR profilok csucsai ugyanazt a
genotipust mutatjak és a profilok kozott nincsen
megmagyarazhatatlan eltérés.

A szakertéi véleményben az egyezés fokat statisztikai
ertekeléssel, valoszinlisit6 véleményadassal is ala kell
tamasztani.

Kizaras (nincs egyezés) — A mintakbdl kimutatott DNS-profilok
dsszehasonlitasa olyan genotipusbeli kilonb6z6séget mutat,
ami csak a mintak kuléonb6z6 eredetével lehet
megmagyarazni.

Inkonkluziv — Az adatok kiértékelése soran nem allapithatd
meg, hogy a profilok megegyeznek-e egymassal.




Statisztikai értelmezés

e Mennyi az esélye (LR), hogy 1-et dobok, és nem

mas szamot?

-
- -

* Mennyi az esélye, hogy a bioldgiai nyom XY-on kivul mas
személytdl szarmazhatott?
e 1 : 102 azaz1azlhbilliohoz

1T N T T T

gyanusitottol )

s
—

M__ ! n ‘_H ~__<4mmm vele nem rokon
(L ismeretlen szemeélytol

versus



Esély és nem kategorikus vélemeény

Brady Feigl

Két egyetemi baseball csapat két jatékosa, akik:  Mekkora az esélye?

* Ugyanaz a neviik * Tapasztalatbdl is tudjuk, hogy nagyon kevés

*  Nagyon hasonldéan néznek ki * Hany ilyen nevii ember van x hany ilyen kinézetli ember van x
*  Egyiklk 195, masikuk 193 cm magas hany ilyen mérettartomanyba esé ember van x hany baseball
*  Mindketten dobdjatékosok dobdjatékos van x hany szemiiveges embervan: 1

*  Mindketten szemiivegesek Mégis van ilyen! > EZERT NEM ADUNK KATEGORIKUS

*  De nem rokonok (DNS teszt) VELEMENYT!!!

https://index.hu/mindekozben/poszt/2019/02/25/ket baseballjatekost ugyanugy hivnak es hasonloan neznek ki dns-teszttel ellenoriztek rokonok-
e/?fbclid=lwAR1001U522D3DwAhSuMa4Q_a09QDIBPF2DjCv9yLLnQaDgBy2UjlYG1vnVQ

HUNGARIAN INSTITUTE
FOR FORENSIC SCIENCES


https://index.hu/mindekozben/poszt/2019/02/25/ket_baseballjatekost_ugyanugy_hivnak_es_hasonloan_neznek_ki_dns-teszttel_ellenoriztek_rokonok-e/?fbclid=IwAR10OlU522D3DwAhSuMa4Q_aO9QDlBPF2DjCv9yLLnQaDgBy2UjlYG1vnVQ

Ismeretlen holttest azonositasa

e Ismeretlen holttestbdl égett csontmintabdl
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A DNS vizsgalat korlatai,

befolyasolo tényezdk
* A biztositott minta DNS tartalma
(mennyiség és mindség: detektalasi kiiszob)
* A biztositott minta degradaldédasa, bomlasi folyamatok
- enzimatikus (Nedves kornyezetben: par nap!)
- ultraibolya sugarzas
e @Gatlé anyagok jelenléte

»,Nem csak magunkat kell félteni a
fertozéstol, hanem a mintat a toliink
vald szennyezéstol!”

1-3 sejtbol mar teljes DNS profil
allithato fel, sajnos akkor is, ha a
mintat kezel6 személyektol
szarmazik...



Es az ikrekkel mi a herzet?
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DNS ¢letideje

* tobb év - tobb 100 év lehet, ha a kornyezet nem segiti el6 a lebontasat
— honfoglalas kori csontokbdl bizonyitottan kivonhatd DNS

— de egy szaraz, hlivos beltérben 10-50 évig megmaradhat (az eredeti mennyiségtdl is
flgg a sikeresség)

— 10 éves latens nyombdl még lehetséges, hogy tudunk DNS-profilt felallitani
* hamar (akar 3 nap - 2 hét) lebomolhat nem megfeleld koriilmények kozt, mint:
— nedves, meleg kornyezet
— mikrobak jelenléte (pl. talajban, bomlé sz6vetek kozt)
— huvelyben kb. a 3. nap utan bomlik le a spermium, kicsit kés6bb maga a DNS
* hasonlat: 1 pohar tej milyen kérilmények kdzt savanyodik meg?
— vegyszerek hatasara még hamarabb (pl. hypo — azonnal)

o~ A3

W o

el‘t.a DNS-bda mlnta Korat nem tud]uk
lta’ﬁ’!’ | b ot

e — a DNS nvom nem wmilat idoren




A ,,fantom” ,,arc nelkili no”

1993-2009 kozott

40 tigyben, orszagosan egy
ismeretlen no1 profil, emberolések
helyszinén is,

Heilbronn: rendorgyilkossag

2 ¢vig kereste a német renddorség 350 000 € nyomravezetd1 dijat tliztek ki

egy osztak no volt a ,,fantom”, aki a pamut palcakat gyartd gyarban
dolgozott...

Greiner Bio-One cég doglozoja, aki sterilezes elott csomagolta a swabokat
=> steril, de nem DNS-mentesként arult palcak voltak




Masodlagos transzfer

Az ugy tortent, hogy az osszes munkaruhdmat elloptdk, a kesztyumet is,
es abban kovették el...

é p . . /'J!; Hi\
* J \\J L// >

~: egy személy megfog egy targyat (1. targy), majd arrél a targyrél a DNS-e egy masik targyra
(2. targy) keriil at ugy, hogy a két targy érintkezik egymassal
— bizonyitottan lehetséges

— példa: ujjnyomporozo ecsettel torténd atvitel

« Erdemes-e vizsgalni? (pl. keszty(vel megfogott targyakat) > attdl fiigg, hogy

— a 2. targy felllete nem tartalmaz-e (jelent6s mennyiség() vétlen, egyéb DNS-t, vagy
szinte DNS mentes, steril (minél tisztabb, annal esélyesebb)

— az 1. targyon milyen mennyiségben volt DNS (minél tobb, annal esélyesebb)
— az atvivo milyen jo nyomhordozo
— 0sszességében elég alacsony sikeresség varhato

NEM cafolhato, és az esélyét sem tudjuk meghatarozni!




Koszonom a figyelmet!

Lencse Zsofia

igazsagugyi genetikus szakért6 gyakornok
NSZKK
Genetikai Szakeértdi Intézet




