


A vizsgalati folyamat...

mintabiztositas
vizsgalati sikeresség prognozisa
el6vizsgalatok
valoszintisit6 és konfirmalo tesztek
a DNS kinyerése és mennyiségi meghatarozasa
sejtmagi DNS
mitokondridlis DNS
in vitro felsokszorozas: PCR

polimorf l6kuszok vizsgalata
m expresszal6do és nem expresszalddo jellegek
m bi- és multialléles 16kuszok

fragment és szekvencia analizis

detektalas
genotipizalas, genetikai profil meghatarozésa



DNS kinyerési eljdrasok # 1
m az izolalas 6 lépései
sejtlizis, sejtfeltaras
endogén nukledzok inaktivalasa

nukleinsav elvalasztasa a sejttormelékt6l, fehérjéktol és az egyéb
szennyez8ktol

nukleinsav tisztitasa
m precipitacio, szirés
= a DNS minta mennyiségi meghatarozasa

sziikséges a PCR reakcio és a detektdlas optimalizalasa érdekében,

megvalosithato
m fotometrids méréssel vagy gél elektroforézis alapjan torténé
becsléssel

m hibridizaci6 vagy valo6s idejti PCR alkalmazasaval

= a megfelel extrakcio a PCR reakci6 korlatainak kompen-
zalasahoz is segitséget nyujt (pl. differencialt lizis)



DNS kinyerési eljardsok # 2

= a kiindulasi anyagok sokfélesége magaban hordozza azokat a meghatarozé sajatossagokat
amelyeket a kivitelezend6é DNS analizis tipusa leginkabb megkivan

a preparativ eljarasok néhany tipusa:
m kelatképz6 gyantak hasznalata
kis kiindulasi mennyiséghez (kevés potencialis inhibitorhoz) ajanlott, gyors,
egyszerti, egylanci DNS-t eredményez6 moédszerek (pl. Chelex)
m precipitacio, ko-precipitacio
az oldatban lev6é (akar csekély mennyiségii) DNS koncentralasa (ko-

precipitator, pl. Pellet Paint™) precipitalo (pl. alkohol) anyagokkal, melyek
néha az inhibitorokat is bekotik

m szerves extrakci6 és ultra-koncentracio
munkaigényes, egészségiigyi szempontbdl aggalyos, koriiltekintést igényld, a
DNS fragmentalodasat elGsegit6, ugyanakkor mennyiségi szempontbdl a
legjobb kihozatalt és a legtobb inhibitort6l mentes kétlancad DNS-t
eredményezd eljaras

m adszorpci6

automatizalhat6, j6 megtartasa, kevésbé fragmentalt, altalaban inhibitortol
mentes, kétlancd DNS-t eredményezd eljarasok (szilika-oszlop, magnes-
gyongy)

m eldcio
aktiv kémiai komponenseket tartalmazo, a DNS degradaciot hiités nélkiil is
akadalyoz6 hordozoérdl (pl. FTA-papir) specialis pufferrel torténé lemosas, mely
a vérmintakbdl inhibitortdl mentes, kétlanca DNS-t eredményez

= a megfelel6 extrakci6 a PCR reakciéo relativ templat aranybél fakadd korlatainak
kompenzalasahoz is segitséget nyjt (pl. differencialt lizis)



DNS kinyerési eljardsok # 3
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Figure 3.1, J.M. Butier (2005) Forensic UNA Typing, 2" Edition © 2005 Elsevier Academic Press



DNS kinyerési eljarasok # 4 - differencidlt
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Figure 3.2, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press



DNS kinyerési eljarasok # 5
automatizalt DNS extrakcio
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DNS vizsgdlati stratégiak

m RFLP

a mintaban 1év6 adott mennyiségi DNS
vizsgalatan alapszik ...

s PCR

kevésbé korlatozza a mintaban lévo DNS
mindsége ill. mennyisége ...

s WGA
mennyiségi korlatok kitagitasa ...
m FGS

a legfinomabb analitikai felbontas ...



Igazsdgligyi genetikai vizsgadlati médszerek

Alkalmazott
markerek
Nagy RFLP
tobblokuszos probak Multiplex PD
STR-ek
A polimorfizmus RFLP -
megkiilonboztets egylokuszos probak
ereje (PD) PolyMarker,
........................... HLADQa
£ mtDNS monoplex STR (FGA)
monoplex
VNTR
Kicsi (D1580)
Lassu Gyors

A sziikseges vizsgalati ido

J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, Figure 1.1, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press



A valds ideji (Real-Time) PCR

lehetdséget nyajt a PCR folyamat valos idejti monitorozasara
az abszolut és relativ mennyiségi meghatarozas eszkoze, példaul
m kOpiaszdm meghatarozasa

van-e egyaltalan - és mennyi - amplifikalhato (pl. human)
DNS

» pl. Qantifiler™ Duo (Applied Biosystems) , Plexor® HY
(Promega) kitek

gatolt-e annak PCR reakcidval torténd kimutatasa, tipizalasa

m bels6 pozitiv kontrollok (IPC) sokszorozédasanak
monitorozasa

m expresszios szint kiilonbségének megallapitasa
a PCR folyamat végponti eredményének meghatarozasara
az igen/nem (plusz/minusz) meghatarozas lehetGségeére
m plazmid, transzgén, patogén, allergén detektalasara
élelmiszer és GMO vizsgalatok
s pl. Salmonella, Escherichia kitek
az allél diszkriminacids vizsgalatokra,
m bi-allélikus polimorfizmusok (pl. SNP) genotipizalasara
az egyedi vizsgalatok széleskori tervezésére



A TaqMcm® - 5' nukleaz préba (Applied Biosystems)

= A FRET technolégia és az 5'-Nukleaz aktivitds 6tvozete = a PCR  specifitasat a

FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) pri}mere_k, 2 ’h.ibridizéciéét a
proba biztositja

o @'\ . rovidebb probak speci-
orwarc agMan gy, >
primer : préba EJ) fitasanak megtartasa
5 SR = > = 3 5 Polimerizacio és » MGB (Minor Grove
5 D ——————— — 5,3 lancnovekedés Binder) pr()bék
Reverse L | o 1.du.
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) SYBR® Green I
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P T T kontroll hasznalata
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{% egymas kdzelében
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primer x * A
| IR, - o™ G sy
R i S RS e e S R e R Z I A polimerizacio
5 e mp— e kiteljesedése
Reverse

primer




PCR termék

A templat mennyiségi meghatarozasa valos idejii

PCR vizsgalattal

= PCR folyamat val6s idejii monitorozasa (,,time point” analizis)

exponencidlis fazis nagy precizitasa
m  C; kiiszob (treshold cycle) az a
ciklusszam, ahol a fluoreszcencia
az alapértéket meghaladja

abszolut és relativ kvantalas
m  C; 0sszehasonlitas
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Belso pozitiv kontroll (IPC) alkalmazasa

= a belsd pozitiv kontroll mesterséges templat
PCR inhibicié kimutatasa
az IPC szignal fiiggetlen a célszakasz kiindulasi kopiaszamatol
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A DNS amplifikalasa # 1

ma sokszorozas célja a szubanalitikus mennyiségii DNS mennyiségének
megndovelése az analitikai vizsgalat érzékenységi szintje folé
kvalitativ PCR

m 4ltaldnos a hossz- és szekvencidlis polimorfizmusok vizsgalatanal. A hossz-
polimorfizmusok (pl. STR) esetén néha (pl. primer jel6lés) szemi-kvantitativ is lehet.

kvantitativ PCR

m valos idejti PCR, altalanos a DNS képiaszam (mennyiség - hTERT, RNU2, SRY, TSPY-
DYZ5) meghatéarozasa, vagy

m egynukleotidos polimorfizmusok (SNP) kimutatasanal
= a sokszorozas megvalosithato
kereskedelmi forgalomban levé , kit”-ekkel, illetve
egyéni kivitelezéssel - ekkor azonban nem a gyarto ellendrzi
m a specifikussagot
melléktermékek, altermékek, mutacios allélek- vagy allélhianyok lehetdségét
m a hatékonysagot
azzal egyiitt, hogy a ciklusszam nem korlatlan
m 32 ciklus felett a miitermékek képz6désének rizikodja kifejezett
m az érzékenységet
ami egy vagy tobbkopias szakaszok esetében eltérd
m a megbizhatésagot
a kritikus (altalanost6l eltér6) mintak sokszorozasi megfelel6ségét
az analitikai vizsgalat érzékenysége a detektalastdl is fiigg
m fluoreszceinnel jel6lt primerek vagy nukleotidok 1ézeres detektalasa szenzitiv, de

eltér6 lehet kiilonb6z6 szekvencialis kornyezetben lokalizalt polimorf pontok (pl.
heteroplazmia) kimutatasa esetén



A DNS amplifikdldsa # 2

= a sokszorozashoz a korlatoz6 tényezdk hatasainak kikiiszobolésére tobbféle
amplifikalasi stratégiat hasznalhatunk

multiplex rendszerek
m a PCR technika na];T'ainkban altalanosnak mondhato, egy reakcidelegyben tobb
adekvat primer-par alkalmazasaval kivitelezett amplifikacio
= akiilonb6z6 primerek (polimorf markerek) tobbféle médon jelolheték
= tobbféle detektalasi alternativa alkalmazhaté
m STR vizsgalatok (elektroforetikus elvalasztas, 1ézeres detektalas)
m szekvencialis polimorfizmusok (reverz ,, dot blot” hibridizalas)
m a vizsgalati kapacitas és hatékonysag szamottevéen novelhetd,
= a tobb polimorf hely egyidejti vizsgalata nagyobb egyedi megkiilonboztethetGséget jelent
= a mennyiségi korlatok (fajlagos templat igény) jelentésen csokkentheték
= avizsgalatok koltséghatékonysaga né
m jellemz6 korlatokkal rendelkeznek
= alacsony kdpiaszam mellett a reakcid sztochasztikaja kifejezett
= a preferencidlis amplifikal6das esélye a templat fragmentaldodasa nélkiil is szamottevé

m kevert templat DNS esetén a relativ kimutatasi kiiszob (a minor komponens major
komponens melletti megjelenése) kevésbé uniform

monoplex rendszerek

m a PCR technika korai szakaszdban altalanosnak mondhato, egy reakcidelegyben egy
adekvat primer-par alkalmazasaval kivitelezett amplifikacio
m napjainkban leginkabb egyedi és/vagy ellenérzési célbol alkalmazzak , példaul
= (,flanking”) mutaciés allél-variansok - allél beesés-kiesés (,,drop in-out”) - ellenérzése
= viszonylag hossza polimorf régiék analizise (VNTR - D1580)
= multiplex rendszerek preferencialis amplifikalodasanak kikiiszobolése



A DNS amplifikdldsa # 3

az egyedi rendszerek kialakitasakor jelentkez6 lényeges szempontok

primerek tervezése soran

m az altalanos megfontoldsokon kiviil, az amplikonok (fragmenshossz) méretének
meghatdrozasa

a rovid amplikonok sokszorozasi sikeressége kevés és/vagy degradalt templat esetén is
megfelel6 lehet,

m a multiplexitas lehet&sége
a primer multimerizacid esélyének elkeriilése
a jelolés-detektalas optimalizalasa
m az additiv szekvenciak (pl. , pig-tailing”) mérlegelése
a reakciomix dsszeallitasanal
m az altalanos megfontolasokon kiviil a polimeraz kivalasztasa
az inaktivitas (,,hot start”) - ST U ——
a 3’-5’exonukleaz aktivitas, és Ry (Dl P vy o e e o
a templat fiiggetlen nukleotid addici6 figyelembe vétele >
az optimalizalaskor
m a PCR kondicidk, koncentracié viszonyok beéllitasa
az érzékenyitéskor a specifitas megtartasa mellett
= a templat igény minimalizaldsa __
a validalas soran s
m a standardizalasara és az adekvat (pl. diagnosztikai

patoldgiai, igazsagligyi) céla felhasznalas érvényesitésére



Elektroforetikus elvdlasztdsi alapmédszerek

m tOltéssel rendelkez6 anyagok (ionok) mozgasa
elektromos mez&ben

elvalasztas (szeparacio)
m az igazsagiigyi genetikai polimorfizmus
vizsgalatok alapmoédszere a 70-es évektol
zona elektroforézis (ZEF)
izotachoforézis (I'TP)
izoelektromos fokuszalas (IEF)

= a gyakorlati alkalmazasok nem feltétlentil
kizar6lagos modon hasznaljdk az egyik, vagy
masik alapmodszert



= const

pH

ZEF alapjai

= homogén puffer-rendszer,
konstans pH

= az ionok elkiilontilt
zonakban, eltér6
me sebességgel vandorolnak

l B

= kationok és anionok egy
idSben elvalaszthatok



DH L‘ % pHT'

ITP alapjai

inhomogén putfer-rendszer,
altaldban a pH nem konstans

az ionok elkilontlt zénakban,
azonos sebességgel vandorolnak
a vezet6 ionok (L") mogott, és a
kovetd (T7) ionok el6tt

a zOnak kozott nincs rés

anionok és kationok nem
vizsgalhatok szimultan

mintakoncentralo (stacking)
hatés (gél és kapillaris EF-nél
kihasznalhato)



H gradient
3 4 g 6 7 8 9 10

LEF alapjai

= pH gradiens

m kizar6lag amfoterikus
molekulak (pl. proteinek,
enzimek, peptidek)

59 elvalasztasara alkalmas

m vandorlas az izoelektromos
Y 000CD iy pontnak (pl) megtelel })H-jl’l

gélteriiletig (fokuszalas

+= izoelektromos pont - a kozeg
-A O =8 azon pH-ja, ahol a molekula
netto toltése zéro



GEF - agardz gél
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Fig. 6: Chemical structure of agarose and structure of the polymers during gel formation.

< v
_agarose gel |

sample

Fig. 12: The “submarine” technique for the separation of nucleic acids.

| buffer

poliszacharid kettos hélixek
vastagabb filamentumokat
képeznek

gél cc.: vegyes % (w/v)
orusatmeérd: 50-800 nm (3-
,075%; 150 nm - 1%)

olvadaspont: 35-95 °C

» elektroendozmozis (EEQ)

a tamasztofeliilet és a
stabilizalié média (pl. gél)
toltéssel bird csoportokkal
rendelkezhet

ionizalt allapotban (pufferben)
ezek a csoportok az andd (+)
felé vandorolnak, ha immobili-
sak, a kationokkal (pl. H;O")
kettOs réteget képeznek, amely
réteget az elektromos térer6 a
katod g—) felé vonzza, amely a
katod felé torténd
vizaramlasban nyilvanul meg



GEF - poliakrilamid gél (PAG)

» poliakrilamid

akrilamid (AA) és
i T D e e e e valamilyen keresztkot6
1 1 1 | 1 I | Ve P J
oo e reagens |altalaban N,N’-
CHy, —m8p CH, 1 . . .
" A metilén-biszakrilamid
TN, - N (BA)] kopolimerizacidjaval
AA BA G0 G=0  g=o G0 G=0 létrejovo gél
NH NH, NH, NH, NH
thmenzécu’) inditasa -
émiailag (ammonium
I Ll B Ched Nl e ¢ erszulfat - katalizator,

EMED - inicidtor) vagy
UV fénnyel (+ riboflavin -
katalizator)

m az oxigén, mint szabadgyok-

csapda, gatolja a polimerizaciot

m hémérséklet hatdsa a

polimerizaci6é gyorsasagara

Fig. 7: The polymernization reaction ol acrylamide and methylenebisacrylamide.



Diszkontinuus (disc) PAGE

e o,

= megakadalyozza a makromolekuldk aggregaciojat,
precipitacidjat a minta gélbe valé belépésekor

m elGsegiti a jOl kortilhatarolt zonak (savok) képzodését
= nincs folytonossag (azaz diszkontinuitas van)

a gélstruktaraban

a puffer-rendszer pH-jaban

a puffer-rendszer ionerésségében
a gélben és az elektrodpufferben 1évs ionok természetében



Denaturalo kozeg

m kétszalt DNS-lancok szétvalasztasa és egyszalu
formaban tartésa

= a DNS-molekuldk szekvenciafiiggd természetes
konformacidja (masodlagos struktiira) megsziinik
— az elektroforetikus mobilitas csak a mérettdl

fige

= az egyszalu DNS-lanc flexibilisebb mint a kétszald,
igy az hatékonyabban lép kolcsonhatasba a géllel
(molekulasziir6 médium) — a kdzel azonos méretti
DNS-fragmentek jobban elvalaszthatok



Horizontalis, diszkontinuus (hd-) PAGE

s PCR ellen6rzés, mini- v. mikroszatellitak tipizalasa
nativ vagy denatural6

putfer-rendszerek (Tris-borat/ Tris-formiat, Tris-
tricin/ Tris-acetat, Tris-borat/ Tris-fosztat)
gélvastagsag (~ 0,5 mm)

short distance run long distance run

Fig. 7: Appliance for short and long distance runs of DNA fragments.



Blottolas

makromolekuldk immobilizald6 membranra torténd atvitele

kiszélesiti az elektroforetikusan elvélasztott frakciok detektalasi
lehet6ségeit, mivel a membranra adszorbedlt molekuldk szabadon
hozzaférhet6k mas molekuldk szamara, mikdzben a target pozicidja

valtozatlan marad

C R RS R

vewer L

lllll
—1 3 F ¥ ¥ Li

blocking

specilfic

ligands k4 " r
Lt o A g

Fig. 37: The most important steps during blotting from electrophoresis gels.



Blottolas - transzfer tipusok

m diff1zi6: nagy porusu gélek - fehérjék, nukleinsavak
m kapillaris: nagy pérusu gélek - nukleinsavak, fehérjék
m nyomas: horizontalis EF (pl. PAGIEF) - (izo)fehérjék
s vakuum: agaréz EF - nukleinsavak

m elektroforetikus: PAGE - fehérjék, (nukleinsavak)
tank

félszaraz



Kapillaris blottolas

m DNS/RNS atvitele és hibridizacion alapul6
kimutatéasa - Southern (1975)/Northern (1977) blot

transzfer ideje: egy éjszaka

N
:"* :_r ) * - blotting membr:
=11 1 . S

eorollee

Fig. 39: Capillary blotting, the transfer occurs overnight.




Nyomads blottolds

m fehérjék atvitele agar6z vagy PA GEF utan, immun-
kotésen alapul6 kimutatas - immun- (Western) blot

transzfer ideje: par masodperc - 1 6ra

gel filter paper

Fig. 10: Pressing the agarose gel.



Vakuum blottolas

= kapillaris blottolas felvaltéja - gyorsabb, hatéko-

nyabb, élesebb savok, jobb felbontéds, egyidejt
kémiai kezelés lehet6sége
transzfer ideje: 30-40 perc

Fig. 40: Transfer of nucleic acids with vacuum blotting in 30 to 40 min.



Felszdaraz elektroforetikus blottolds

= blottolas két grafit elektrodlap kozott

diszkontinuus puffer-rendszer - izotachoforézis
transzfer ideje: 1 6ra

(—) oleliglelels

ety _ cathode buffer

; | __]gel
Trans-Unit blot membrane
| ; anode buffer |l
anode buffer |

Fig. 41: Diagram of a horizontal graphite blotter for semi dry blotting.
Up to six trans units can be blotted at one time (Kyhse-Andersen, 1984).



Kapillaris elektroforézis (CE)

m elektroforetikus kozeg kis
térfogata (ul) — kisebb Joule-

ho
= Joule-h6 hatékonyabb
/ elvezetése — elektromos térero

(E) és a fesziiltseg (V) novelheto

m az EEO [CE esetében elektro-
ozmotikus aramléds (EOF)]| a

< kapillaris elektroforézis

itesaare  Meghatarozo komponense




CE - elvalasztasi technikak

kapillaris zéna EF (CZE)
szabad oldat mobilitas
micellaris elektrokinetikus kromatografia (MEKC)
micellakkal valé hidroféb/ionos kolcsonhatas
kapillaris elektrokromatograftia (CEC)
mobil fazist kromatogréafia
kapillaris IEF (CIEF)
izoelektromos pont
kapillaris ITP (CITP)
mozgo hatarok
kapillaris gél EF (CGE)

meéret és toltés



CGE - az elvalasztds modelljei

0sszekuszalodas Ogston sziirés klszas
(entanglement)



.. elvdlasztdsa kapilldris elektroforézissel ...

@) Light
s0Urce

Capillary Electrophoresis
Camputer
| Data |n Fhotocat hode
® = Data Out
Chart Fecarder
R Euffer
=
=
Cathode |2 Anode
_ - ol
=
=L
Tirme §min)




..es fluoreszcens detektalasa

jelolt DNA fragmens

(PCR termek) minta detektalas
kapillaris
vagy gel CCD Panel
[ ] ]
méret- L] Ar+
szeparalas LASER
(488 nm)
szin szerinti
L

szeparalas
. 4J ABI Prism
dete,kt_a,IaSI =* spectrograph
régio

fluoreszcencia
(emisszic')) ABI 3130 Genetic Analyser © Applied Biosystems




Tobb genomhely vizsgadlata (RFLP)

1- DA is cut into fragments
by a restriction enzyme.

DMNA fragments are separated into
bands by electropharesis.

The BNA band pattern on the
Gel electrephoretic gel is transferred

~Membrane '@a nylon membrane.

VR A
LSS I

VA on the gel.

Mylon membrane with DNA fragments
positioned exactly as they were

b

!I L
£OLIE e
1 I L 1]

|

A radioactive DNA probe is
added to the membrane
where it binds to specific fragments.

X-ray film is placed next to
X-ray film the membrane to detect the

di ive .
Adenstiatie radicactive patter

Developed x-ray film showing
DNA fragments which combined
with radioactive probe

The DNA typing process.




Blinlgyi mintdk RFLP vizsgdlata VNTR
probdkkal egy lokuszon

D4S139 D1S7

U

= 12.8 kb

— 4.3kb

— 2.3kb

— 13kb

usﬂnﬂ“lmlm
CRRREET TR D
S AN mINMMIII N

Q000000000 0000000000001 ! |
!
QA0 10 0NN00N00NMN1 111 0

R IT I TTTIIININ

— 0.6 kb



Szekvencia polimorfizmus (HLADQa) vizsgdlata

Szines csapadék
ENZIM

SA

Biotin |

TTTTTTT

PROBA

m Reverz , dot blot” detektalas

SZINREAKCIO

SZTREPTAVIDIN-
ENZIM KONJUGATUM

AMPLIFIKALT
DNS

ROGZITETT
ASO PROBA

NEJLON
MEMBRAN

A PCR termék egy részét egy olyan tesztcsikhoz hibridizaljuk, amelynek kiilonb6z6
teriileteire az egyes allélekre jellemzd, egyszala DNS , probakat” (allél specifikus
oligonukleotidokat - ASO) korabban rogzitették. A megsokszorozott DNS hibridizalo
szdla a primereknek koszonhetSen biotin-jelolt, amelyhez egy sztreptavidin enzim-
konjugatum specifikusan képes kapcsolodni. A megfelel6 szubsztrat jelenlétében
enzimatikus szinreakci6 segitségével vizualizalhatok a tesztcsikon azok a helyek, ahova a

mintabol szarmazoé DNS kotédott.



 41/42 v. 43
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1 2 i |
41741
1 2 3
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VNTR lokusz (ApoB3') vizsgdlata

232
33

-i-h.
-
T,

3

Az ismeétlddo egysegek 30 bp
hosszuak

Qg of. 29

elvalasztas: agaroz gel elektroforézis, detektalas: interkalalodo festék (EtBr)







Az STR (Short Tandem Repeat) lokuszok...

fluoreszcens az ismétl6do egységek 2-7 bp hosszuak

festéek AATG | AATG | | AATG

: \ A / \ / primerek
B W . .

[ repeat

I N O
8 repeat ‘

A flanking régio (ahol a PCR primerek kotnek) konstans, a
repeat regio variabilis a mintakban

Homozigota = mindkét allél egyforma hosszu
Heterozigota = kiilonb6z6 allélhossz

A primerek pozicioja meghatarozza a PCR termék méretét



Short Tandem Repeats (STRs)

{Experimental Data} 1_HOS_FHC2079_611_25R_15.ab1
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..sokszorozasa multiplex kitben...

| | | I | I | | T | | T |
100 b 200 bp 300 bp 400 bp
g Meéret Szerinti elvalasztas

Az ismétl6do egységek 4 bp hosszuak

A
‘T 1T T e

D5S818 D13S317 D7S820

Szin szerinti elkulonilés

internal standard

I I I I I I I I I GS500 (voros)

10 STR amplifikéldsa egyetlen PCR reakcioban



Cl”é”é"'r'ClJG (Profiler Plus kit, Applied Blosys’rem)

T T T T T T T T T T T T T T T
100 120 140 160

D3S1358 VWA

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300

FGA

T T T T T T T
240 Ze0

[00
00
300

EIIT_EI

1000
500
FE Bl 0)0E || e [ 2 [ = a3 o ok [z =3
ool oo i G0 74 1 15 5 2 9
2¢] [28.2] [=1 2] [342]
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800
£00
400
Ezuu
ul el el ol 1| (& |1l
Il IR € T R )
| | | ] | 1| B
400
I 200
100.00 [(z2.00] | [1e0.00] [244 54| [300.00] 4|:||:|
150.00 5|:||:|



STR allél-koktél, az allélok tipizaldsa

File Sample Name Panel 500 50
adder__ P+ fsa Ladder__ P+ Profiler_Plus_wi .
p5S818
130 140 150 160 170
400 Az ismétl6db egységek 4 bp hosszuak D5S818
w0 lokusz
200
100
0 i
o
'_3086_008_01SKR_07303601FNT1 07_3086_008_01SKR_O07: Profiler_Plus_w1 .
D5s818
120 140 150 160 170

Az allélok azonositasa (elnevezése) az ismert (szekvenalt) szerkezet alapjan, az ismétl6dések szama szerint torténik

£00
600
400

200




15 autoszomads lokusz genotipizdlasa

EOG_08_6293_012_01HON_08417502F2T3 08_6293_012_01HON_08 Ildentifiler_w1 .
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1600
1200
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400 A |
0 e e - e S A i
Bl
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17 Y-kromoszémas STR lokusz genotipizaldsa

Plot Setting: |0 ~ | [ parez 4 v (I ol PO
AU L) (s W
Sample File Sample Hame Panel 500 |50

|There are ho contrals in this selection

D02_09_9952_032_01HRY_09417600M012 09_9952_032_01HNY_09: | Yfiler_u2 ¥ |l
B DYS456 [E_D¥S3891 | [B_DYS390 | DY 1] |
a0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 2680 70 280 290 300 310 320 330 340
§00
i111]
400
B ,_}\ A_A
o Fy F a1 Fy Fy Fy Fy A
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a0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
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] A Fy Fy A A .ﬂl A A
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Degradalt mintdk vizsgdlata rovid amplikonokkal

(A)
- A rovidebb PCR termekek amplifikalasi sikeressege
eredeti PCR m;)?i';nSeTrR nagyobb, igy az alacsony kopiaszamu vagy fragmentalt
pramer-———— T . (pl. PET) templat esetén az amplikon roviditése célszer(
_—
STR repeat régio  «----- —
mini-STR eredeti PCR
®) D16S539 lokusz + aliie] primer

|IIIIIIIIIIII||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275
| D165529 |

| U

[246.27| [254.37]

zoo0  (COfiler™ Kit)

£000 ! o
Emm eredeti STR vizsgalat

R L e e e e R e L B B |
To [kl 1] 24 a0 a5 100 104 110 115 120 125 130

| D16 5530 '

150 bp rovidités | soo0  Mini-STR vizsgalorendszer
“ }\ E‘””” (Butler et al. 2003)
2000
[9:3.58] (10207

Figure 7.2, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press






SNP vizsgdlat - egy bdzis extenzio
(SNaPshot™ Multiplex Kit, Applied Biosystem)

Kulonb6z6 hosszusagu
farokkal tervezett primerek

\__

Primer extenzid
és terminacio

o\ & _\_-
.

C Szin = genotipus

l l l Elektroforézis l Hossz = lokusz

|




SNP vizsgadlat - automatikus analizis

B8 Genolyper 3.7 =] E3

Fil= Edit Analyziz Category Table Yiews Maco Window Help

3 Plots - niited 3.gta [T
N — Lane File Hame Category |Peal 1 |Peal 2
20 % 30 3 4 P sb 55 &b 65 7 75 Z Samplel . f=a [20mer 20c 20T
Sample? fza T Blue =| 2 Samnple?  f=za (28mer 280G 28T
=] 2 Sanple? f=za |Itmer I6G 36C
E 2 Sample? f=za [40mer 400G 40T
E 2 Sanple? . fsa |[44mer 444 44T
==il2 Sample? f=a [48mer 418G 484
2 Sample? f=a |52mer §2C 52T
2 Samnple? fsa |Gémer LEG EeC
2 Samnple?  f=za [60mer 6OG 60T
2 Sample? . f=sa [6dmer 64C
3 Samnplel . f=za [20mner 20C 20T
3 Samplel . f=za (28mer 280G 28T
3 Samplel . f=a [36mer 360G 36C
3 Samnplel . f=za (10mer
3 Samplel. f=sa [14imer 444 44T
3 Samnplel . f=za (18mer
Samples fza 5 Blua 3 Sampleld . f=a |Simer L2C 52T
3 Samplel.f=sa [Semer
3 Samplel . f=za (60mer a0G 60T
3 Samplel . f=a [6dmer
5 Samples . f=za [20mer 20C 20T
5 Samples . f=sa [28mer 280G 28T
5 Samples . f=za [I6mer I6G I6C
samplet fea & Elue 5 Samples . f=sa [40mer 400G 40T
5 Samples . f=a [14mer 444 44T
5 Samnpleb . f=za (18mer 480G 484
5 Samples . f=sa [52mer L2C 52T
5 Samples . f=za [Semer LeG S6RC
5 Samples . f=sa [60mer 60G 60T
5 Samples . f=a [dmer B4C -
) Samplet . f=za (20mer 20C 20T
B Samplet . f=a [28mer 280G 28T
b Sanplet . f=za [3bmer 360G 36C J
6 Sampleé  f=a |40mer -
- R T T S T 1A AT
V7 ‘l LEvl




e ¥ {capndjkBa)

SNP vizsgadlat - genotipizadlds
(TagMan®-prdba, Applied Biosystems)

“iarkar | Call =] -k g--’|é"“/ f*l,!

Atk st w  m VIC®fluoreszcein emisszio
' e altal indikalt
= homozigoéta Allél (1)
' = FAM™ fluoreszcein emisszi6

A(2/2) altal indikalt
homozigéta Allél (2)
s mindkét fluoreszcein emisszio
altal indikalt
heterozigota Allél (1/2)
genotipusok

|

Negativ kontroll




A D-loop szekvencia - az anyai leszdrmazasi
vonal azonositdsanak igazsagligyi eszkoze

= a vizsgalt mintak mtDNS szekvenciajat a referenciaként hasznalt CRS-
hoz illesztjiik (pl. 16071-16140)

1G0a0 16100 16110 16120 16130 16140

FCRS ACCGOTRTET ."-.'.IF.' CETARCA TTACTGCOCAG COACCATGAR TATTGTAQS: TACSCATAMAT

W  ACCGCTATGET ATEFCGTACA TTACTGECCAG CCACCATGRA TATTGTAQNS TACCATAAAT

B ACCGCTATGT ATEFCGTACA TTACTGCCRG COACCATGAR TATTSTAONS TACCATAMRAT
16093 16129

a referencia szekvenciatdl valod eltérések pozicidja és nukleotidja
megadja az adott minta mtDNS haplotipusat

Bizonyiték Osszehasonlito
Q) (R)
16093C 16093C

16129A 16129A



Konszenzus szekvencia - nincs eltérés

Consensus Example

4+ | | Overview . Surnrnary Cut Map Find Show Chrormatograms | | Help Insert Help Beposition
| 5 ! ; | |
*IEJ dindrews J CAAAACCCCCTCCCCATGCTTACARGCAAGTACAGCAATCAACCCTCARCTATCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCECAH

4@ Excarmple-Far
‘IE Example-Rev

CAARAARCCCCCTECCCATGCTTACAAGCAAGTACAGCAARTCARCCCTCAACTATCACACATCAARCTGCAACTCCARARGCCA
CAARARCCCCCTCCCCATGCTTACARGCAAGTACAGCARTCARCCCTCAACTATCACACATCAARCTGCARCTCCARAGCCA

3 frag bases
selected at
CONSEnsUs
position
16,213

2

Chromatograms from Consensus Example

Example-For Fragment baze #16 213, Baze 190 of 661
G T H C il C A

G5 C A A
A 6 C AR A G

G A
¥ RE B :bE R HE 3

B =]y [EE 0=




A mtDNS vizsgdlat menete

Btinjelminta DNS ;1; Btinjelminta DNS
extrakcio (I) - extrakci6 (II)
! ; !
PCR PCR
(HV1, HV2) E (HV1, HV2)
N
¥ ¥
Amplifikalt termékek|| S || Amplifikalt termékek
szekvenalasa 7 szekvenalasa
(mindkét szalon) E (mindkét szalon)
¥ P ¥
Elekroforézis, A Elekroforézis,
szekvenciak R szekvenciak
konfirmalasa ; konfirmalasa
A
! . !
Illesztés (CRS) T Illesztés (CRS)
—

Szekvenciak osszehasonlitasa

¢ mh

Zmw OO -

Osszehasonlité minta
DNS extrakcio

Z m W " o=~

¥
PCR
(HV1, HV2)

¥

Amplifikalt termékek
szekvenalasa
(mindkét szalon)

¥

Elekroforézis,
szekvenciak
konfirmalasa

¥
Illesztés (CRS)

Szekvencidk osszehasonlitasa, értékelés haplotipus gyakorisag - adatbazis




A haplotipusok (a referencia szekvenciatél vald
osszesitett eltérések) kiértékelése

CRS referencia szekvencia

HAPLOTYPE_HV2

4+ Dver*w Sumrnary Cut Map Find | | Show Chromatograrns | | Help Insert Help Reposition

CCARA:CCCCCECT LCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTARACACATCTE
CCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTARACACATCTL
CCCCBCTTCTGGECCACAGCACTTARACACATCTL,

CATACTTACTAAARGTGTGTTARTTARTTARTGCTTGTAGGACATAATAATAARCAAT TGARTGTCTGCACAGCCACTTTCCACACAGACATCATARCAARARATYTLC
CATACTTACTAAARGCGTGTTAARTTARTTARTGCTTGTAGGACATAATAARTARCAAT TGARTGTCTGCACAGCCGCTTTCCACACAGACATCATARCAARARATITCCRCCARACCCCCOECTC
CATACTTACTAAARGCGTGTTARTTARTTARTGCTTGTAGGACATAATAATARCAAT TGARTGTCTGCACAGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACRAAARAATTECRCCARACCCCCOLCTE

Bl Hv2-anderson tict

1@ DOz2_S_\_Fd484 abil

*@ Co2_R_K_HYZ2-F_ 6.8 JCATACCTACTAARGTGTGTTARTTAGTTARTGCTTGTAGGACATAATARTARCAAT TGARTGTCTGCACAGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACARAARARAT Y TTCRCCARACCCCCCETTCECCCCGCTCCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTEL
1@ FOE_R K _HYZ-R_12.a JCATACCTACTARARGTGTGTTAARTTAGTTAARTGCTTGTAGGACATAATARTARCAAT TGARTGTCTGCACAGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACAAAARRAT |TTCYCCARACCCCCCETTOCCCCCGCTCCTGGCCACAGCACTTAARCACATCTE
Eltérések ~—_
5 frag bases selected a@ L) L] Toen T _u&!— T 26 | EET] 1348 =
at consensus position (| TAATARTARCAAT TGAATGTETECACAGCCGCT T T CCACACAGACATCATAACARAARAT T TVCACCARACCOECCLYTECLLCT LT TR g ACTTARACACATCTCE
Ei . . . . [} ~
——
O Chromatograms from I-LthEh‘"PE_I—NZ
& CO0Z2_S_¥_F15.ab1 Fragment hﬁs T295. Base 249 of 430 & EI \
—+| A C A C A G A L ZH: = cC A fE A A C A A A A A A T il T A C C A A A C C C C C C C i C L E C C C G C iF:
AC A CAHUG A CAT CAHTAA CAHA AR A AT T T CAR: & E 'R ‘AN TR 6 E E E E E E TYe E: E E 26 3 B 3 T

e D02_S_¥Y_R4E4 abl Fragmént base FA95_ Base 281 of 437 @
C A G A [ A T C A T A A C A A A A A A T T T)ES C A C [ A A C [ C C C - cC T C [ c C C C G C
d T 131 T @ T A @ T AT T a T T T TTT A Md @ T 9 a T T T d d ada d d d d Ajd d d @ d d d
® COZ2_R_K_HYZ2-F_06_ab1 Fragment base 3295 Base 252 of 319 @
A G A C A. L SC A T A A € 00 ol i LA ki e d e [ il C H C c A A [l S o R Y [ 1 S c T I HCf HCn B B G @ C il
A G A C AT C A TAAC ARA AR AR A AT T TPTTC £ € A A AL € €€ €€ €T TEECLCL L G C T
AN 7 Y
® FO6_R_K_HY¥2-R_12_ab1 Fragment base [295. Base 256 of 323 @
c B & A C A T C A T A A C A A A A A &/ T T TINME C h C {o e DA o O - D c & c & C T T c_ & c & - C @& C
¥ 3 F 4 TA & A T % 4 7T T T T T T A A A d d o9 T T T @ 494 a9 d d o A d d 9 9 d 9 I d
j
as /\\/\/\/\ B =
///

v v



A citokrom(b) szekvencia a fajazonositas igazsagligyi
eszkoze

4spyvth=———————————— [ H

| Bazes ||Dverview || Ruler || Options || Find |

1E:|Cunine,-"'cgtbf"... #1 aacatctocttettgoatgoaocttcggotoccttactaggagtatgettgatteotacagattctaacaggtttatteottagetatgoacta
=l capreolus cy. #1  agacatctctteottgotgacocttoggttecctottaggeatetgectantettgeaaateectaacaggectgttettageaatacatta
Cervus elaph.. #¥1 aotatttcotcctgotgaootttcggoetocattactaoggogtetgtctaotectacaaatecctcacaoggoctattecctageogatacaocta
= Human feytb Ao #1  aocatctocttcocttgatgaaactteggetocactoccttggegectgectgatectecaaateaccacaggactattectageocatgoacta
#1 aacatctottettgotgoagacttcggotemytmotaggmgtotgoectratectacagatectmacaggectattoytagenatrocacta

. = = » - " 28 S8 8§ SSEF S8 & 98 & & sses e @ L] e * o

“@Eanine.ﬂ:gtb... #J8 tacotcggacacagocacagotttttogteagtoacccacatoctgecgagacgttaactacggetgaattatecgetatatgeacgeaa
1l Caprenlus c. #0@ cacatcagacacaacaacagottteteatoagttacacacatttgtegagacgtaaattacggatgagttattegotatectacatgean
Cervus elap. #9398 tacatctgoatacaataacageattoctecctotgtcacccatatectgtegagatgtcaattatggetgaattattocgatatatacacgean
Human fcuth /. #98 ctcaccagacgeoctocaaccgecttttocatcaateogeccacatcactegagacgtaaattaotggetgaoatecateccgetacc ttcacacen
#38 yacotcagoacacaacaacagottitytocateagtocacccacatoctgteogagacgtaaattayggetgaattatycgotatmtacacgeoan

"E B B B0 SRR & B & B B8 B8 B & SRR " B B B & BB ¥ B B F &

1@Canine.-"'cgt...*1?g atggegoettocotattotttateotgoctaottoctacatgtaggacgaggectatattacggoatectatgitattcaot iagaaacatgan
= Capreclus . #1739 acggageoatccatattotttatttgoctatteateccacgtaggecgaggtetatactacggatectatatattectiagaaacatgan
Cervus ela. ¥179 acggggeocatcaatatttttocatetgtetattcatacatgtagggegaggectgtactacggateatatactttteitiagagacatgan
= Human fouth., #1739 atggogoctcaotattotttatctgoctettoctacacateogggegoggectatattacggoteattte: totac : teagaaacc tgan
#1739 qguggocgoeatematattctttatetgectatteomtacaygtagggegaggectataytacggatemtatalitatteitiagaaacatgaa

KL L T ] L YT I R L ]

14747 — 15886 pozicio (1140 bazispar)
PCR: 358 bp hosszu szakasz, fajok kozti atlagos eltérés kb. 15-20%

o o i  mmwr mrwwwwwmmwwww BAAE ssEEE s —————
1ECan|ne.-"'cgt #2682 acottgglioottgtoctattottocgoaaccoatagocacagoottocatgggetatgtactoccatgoggacaaatatcattctga
=l Capreolus . #2628 acottggiagtagtocctactatttaocegttatagoaacagecttcataggetacgtectgecetgaggacaaatateattetga
Cervus ela. #2628 acatcggiagtagttcttoctatttacagttatagecacageattegtaggatatgtectaoccatgaggacaaatatecattcetga
= Human fouth.. #268 acotcggoattaitcoctocctgettgoaactatageaacagecttcataggetatgtocteoccgtgaggacanoatateattetga
#H2G2 acatggg'agtagtcctcu:tatttrcargtatagcmacagcmttcataggctatgtcctcu:catgaggacaaatatcattctga
L B T R TR TR T AT YT

A kutya, az 6z, a szarvas és az ember Cyt(b) szekvenmajanak illesztése




Degradalt mintak mtDNS vizsgalata rovid
amplikonokkal

—YRLl YR2,
342 bp 16569/1 268 bp 137 bp
HV1 HV2 HV3
16024 & 16365 A 73 o0 340 438 574
c* 16519 °
F15989  PSJ (263 bp) F15  PSIII (271 bp)
«— -«
R16251 R285
F16190 PS]| (221 bp) F125  PSIV (227 bp)
-« <«
R16410 . R381
AFDIL primer set
MPS1A (170 bp) MPS3A (126 bp)
MPS1B (126 bp) MPS3B (132 bp)
MPS2A (133 bp) MPS4A (142 bp)
MPS2B (143 bp) MPS4B (158 bp)
AFDIL “mini-primer” set

Figure 10.3, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press



Sok ? ... vagy kevés ?!




Menyi az elég ?

m a teljes DNS minta mennyiségének felszaporitasa
sziikséges lehet
korlatozott (kevés) mennyiségii minta gyakori el6fordulasa esetén
m a klinikai diagnosztika, rakkutatas
m a preimplanticios genetika
m a embrioldgia
m a infektologia
m a patologia
m az igazsagligyi genetika tertiletein
a kis mennyiségi mintak vizsgalati korlatainak
m a kiilonboz6 vizsgalatok eltérd templat igényének
m a nagy szamdu vizsgalat végzés igényének
m extrém mintdknak készonhet6en
megvaldsithato teljes genom amplifikacios (WGA) eljarasokkal
m kiegyensulyozott, torzuldsmentes, az eredetit6l
,megkiilonboztethetetlen”, originalis szekvencia reprezentans



PP: a profil részleges (partial),

694 minta (fragment-analizise)

BB0 oo mo oo e

Kumulativ mintaszam

DNA cc. (ng/pl)




Teljes genom amplifikdcio (WGA)

PEP (Primer Extension PCR)

Taq polimeraz, 15 bp random primer, kevésbé szigort annealing, < 3
kb

DOP-PCR (semi-Degenerate Oligonucleotide Primers)

Taq polimeraz, degeneralt primer, alacsony annealing hémérsékletet
kovet6en nagyszamu ciklus magas annealing hémérsékleten, < 3 kb

LMP (Ligation-Mediated PCR)
linkerrel medialt fragmentalt gDNS, univerzalis primer, < 2 kb
TLAD (T7-based Linear Amplification of DNA)

3" polyT vég Alu I restrikcidval és terminalis transzferazzal, 3’-poly-A
végli primer 5 T7 promoterrel, Taq polimeraz, majd in vitro
transzkripciot kovet6 reverz transzkripcio

MDA (Multiple Displacement Amplification)

nem PCR alapt, random, exonukleaz-rezisztens hexamer annealing,
Phi29 polimeraz, izotherm lancp6tlo szintézis, > 10 kb



MDA (Multiple Displacement Amplification)
REPLI-g-kit (QTAGEN)

Hexamer random primerek  @®29 Polimeraz szal szintézis

m Egyenletes primer kotddés - lefedi a teljes genomot

= Nagy pontossagu Phi29 Polimeraz

nem disszocial a templatrol,
10-100 kb termékek,
korrekcios aktivitas - hibazas 107

= Onnormalizal6 reakci6 - pontos és egyenletes szintézis



Unamplified Control
varsus Unamplified Replicate DNA

Reads per 100 base bin
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Unamplified Control
versus Repli-G Amplified DNA
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versus PEP-PCR Amplified DNA
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FEF-FCR Amplified DHA

Unamplified Control
versus DOP-PCR Amplified DNA

COP-PCR Amplified DNA




Kiegyensulyozottsdg és torzulds kvantitativ
vizsgadlata 8 lokuszon

10000- MDA DOP-PCR PEP
— 1000+

-
(= - o
- = O O
I I /ﬂ
g
g

Lokusz reprezentansok
1ug WGA/1ug gDNS (%

0.01 X

0 lokusz kiesés esélye lokusz kiesés esélye lokusz kiesés esélye

300 30 3 03 300 30 3 03 300 30 3 0,3
Kiindulasi mennyiség (ng)
Lokusz drop-out ====ep Adatvesztes ====fp Teves kOvetkeztetés

Dean et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 5261.



A WGA (REPLI-g kit, QLAGEN) eredményes
hasznalata

= DNS hozam
REPLI-g reakcio > 2000x, 10-50ug vegtermék
DOP, PEP reakcié6 ~ 100x, 2-4 ug végtermék
= genomialis atfedés
REPLI-g > 99% > PEP > > > DOP
s kiegyensulyozottsag, torzulas (bias)
REPLI-g > PEP > > > DOP

m fligg a méretbeli kiilonbségtol

m kopiaszamtol

m repetitiv régiok mennyiségétol

m a homopolymer jellegt6l vagy GC tartalomtol



55-0700-077-04-B-FV minta (Identifiler) genetikai
a WGA (REPLI-g) elott (9 ng/ul)
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55-0700-077-04-B-FV minta (Identifiler) genetikai profilja -

a WGA (REPLI-g) utdn (23 ng/ul-1000xhigitas)
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WGA negativ kontroll genetikai profil
(REPLI-g, kit QTAGEN, Identifiler kit, Applied Biosystems)

. =13Ix
Fle Foli  wiew Tl Alles —elp

Plul Sellir g [ArpFLETR Genlping - M | | Pcn:s.F '” |.-|—M| |’:
7 | | P ]| 4

| samples Plot

— sl

sampie Hile |5anne Hame su
heo ate no cortras inthiz sskeslior |
E02_IWGADZ_12_fufsa |wwm_13_1u |. - |
D351358 | [P ] [FE& |
. L] 11 120 120 110 160 160 170 150 1.0 208 218 220 230 240 250 260 270 280 200 200 a0 320 330 340 250 260
200
00
Ll
.
Nt RIS s e . P i .
E02_WGADZ_12_fufsa |wwm_13_1u | []
AREL pE81179 | p1s11 | 18851 |
L 1 110 120 120 140 150 160 170 150 190 208 e 220 230 240 250 2680 170 10 08 w0 e 220 220 240 150 280
000
000
400
H
Ohontrm g ey b A P A e e e P i P, s i
E02_WGADZ_12_ixfra |wem_19_1x | []
eI E] | D13S3T D7sE20 S=====r
10ne 11 170 120 140 150 16N 170 120 1810 Fa I 270 2an 240 T8N0 AN 1 80 200 200 e 120 2an 240 a8n A
L T T T T L e R T [ T R N e T T T L T R
000
€00
400
200
4

LLe



A szekér halad...

m technikai eszkoztar

automatizalas
hordozhatosag
nanotechnologia

= genetikai eszkoztar
fenotipus (megjelenés, hajlam)

m pigmentacio (SNP) markerek
m TYR, TYRP1, OCA2, SLC45A2

SLC24A5, MCIR, ASIP, KITLG | .Qto s A-r

SLC24A4, IRF4, TPCN2 kN ,|‘Em ﬁ-u-:w ruu.| ney,*
= testalkat N\ BRSO
= myogenezis, skeletogenezis
m agresszivitas
m Cesare Lombroso (1835-1909)

= ,sziiletett blinoz6” -
oroklott kriminalitas

s GCR, SERT, MAO
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Szekvencia vizsgadlat # 1 - ciklus szekvendlas

Gel:

DENATURATION ANNEALING EXTENSION

»CE-C %

M e DO IDID OO --D 0D @ -3

T

GCGAATGLGTCCACARCGLTACAGLTG
GCGAATGLGTCCACAACGCTACAGGT
GLGARTGEGTCCACHACGLTACAGG
GCGAARTGCGTCCACARCGCTACAG
GCGARTGCGTCCACHACGCTACA
GCGAATGCGTCCACARCGLTAC
GLGARTGEGTCCACHACGLTA
GCGAARTGEGTCCACAARCGLT
GCGARTGCGTCCACHACGE
GCGAATGCGTCCACARCD
GLGARTGCGTCCACAALC
GLGARTGEGTCCACHA
GLGARTGEGTCCACA
GCGAARTGEGTCCAC
GCGAATGCGTCCA

GCGAATGLGTELD

GLGARTGCEGTC

GCGARTGEGT
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Enzyme, dNTPs,
dye-labeled terminators
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m dNTP és ddNTP
= eltér6 fragmenshossz
= jelolt primerek

vagy

= jelolt nukleotidok
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Technikai eszkoztar # 1
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Technikai eszkoztar # 2




Technikai eszkoztar # 3

- : szilard fazisa PCR - ,Bridge” ampli-
Denaturacié Annealing  Extenzio . fikacio i & p
kovalensen kotott primerek

1. ciklus ! ~ \-( L detektalas és kvantalas elektroforézis

nélkiil

= nanotechnolégia

3 +
K
Sp-p:r
/}/ Silicon field-effect sensors Silicon heaters for

2. ciklus ; e
‘ for DNA detection DNA ampilification
3. ciklus
L ]
Negativ pixel
Eﬁ;almw Detection
Pozitiv pixel = _ Rty
(fazionalt ANTP-k
detektalasa) &
uparficial

Channels

. Buried Channels
PLR Palpmarasa Chain Rasotinn)

] ~‘ T

-¢'l.....
Fig1 ST's Lab-on-a-Chip



Technikai eszkoztar # 4 - Next Generation
Sequencing

There is no gene for the
human spirit




Technikai eszkoztar # b - félvezeto
szekvenalas

T szekvencialis ANTP beépiilés @7 § 3T

http://lifetech-it.hosted.jivesoftware.com/videos/1003



Technikai eszkoztar # 6 - Ion Torrent
Ton Personal Genome Machine Sequencer

REMARKAELE SCALABILITY:
10 Mb TO 1 Gb IN ONE YEAR [100X%)

.| 314 316 318*

core | JAN:2011 JUL:2011 04:2011 318 Chip
iooMb |1Gb 160 i ]
316 Chip
100Mb
314 Chip
100Mb

Read Length: 100bp 200bp 400bp

Sequence Output

Q42010 Q2:2011 Q4201 2012


http://lifetech-it.hosted.jivesoftware.com/videos/1003
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