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Pohled na DNA profilovani v kriminalistice

doc. Mgr. Jiri Drabek, PhD.
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Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem
a statnim rozpo&tem Ceské republiky
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Hranlce
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1993 — 1999: konzultant pro urceni otcovstvi a pribuznosti soudni
znalkyné doc.MUDr.A.Bartové, CSc.

1999 — doposud: soudni znalec pro urceni otcovstvi a pribuznosti

2003 — 2003: validace miniSTR kitu pro identifikaci pozustatku
z teroristického utoku 9/11 (Ohio, USA)

2004 — doposud: danska externi kontrola kvality PTW (RTW),
oponent ¢asopisu FSI (FSI:G); vyuka forenzni chemie na UP

2008 — doposud: pfedseda CSSFG (www.cssfg.org); Feditel grantu
4N6gen (www.4N6gen.org)

2011 — doposud: ¢len pracovni skupiny ISFG; vyuka forenzni genetiky
na UK
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http://www.cssfg.org/
http://www.4n6gen.org/




CSI efekt

THERE WERE 10 EYEWITNESSES,
HE HAS MOTVE AND MY CLIENT PLEAD GUILTY.

HE'S GUILTY.

http://www.scadconnector.com/news/the-csi-effect/



Osnova prednasky

DNA jako dukaz
Jak to zacalo, kam to dospélo

i

| Jak to probih3, co se mlze pokazit

Pfirodni védy moderné a interaktivné
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Ucel DNA profilovani

Pfirodni védy moderné a interaktivné
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Propojeni individualni osoby se zloCinem nebo mistem zlocCinu
(pochazeji stopy ze stejného zdroje?)

— Dité vzeslé ze zloCinu
— PohreSované a unesené osoby
— Stopa a podezrely
— Stopa a databaze zlocincu
Vyvinéni podezrelych
— Innocence project
Identifikace obéti hromadnych a valecnych nestésti
— 9/11
— Tsunami
— Vojenska psi znamka.
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Dalsi pouziti?

Populacni a evolucni studie
Urceni zivocisného druhu

Pfirodni védy moderné a interaktivné
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Kvizova otazka
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i

e Je mozno pouzit DNA k urceni posmrtného stadia
zmizelé osoby?
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Dalsi pouziti?

A

Gymnézium
Hranlce
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Populacni a evolucni studie

Urceni zivocCisného druhu, posmrtného stadia zmizelé
osoby

Vysetreni otcovstvi a pribuznosti, historicka genealogie
Kontrola pravosti bunécnych linii

Monitorovani po transplantaci kostni drené

Mapovani dedicnych chorob.
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Jak to zacalo

Fan k and Ernest

G I DON'T NEED
ANY DNA

EVIPENCE!

|

Copyright ic) by Thaves, Distribubed rom wsaew Ehecomics Com.

ww frankandemest cam
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Osmdesata léta: Restriction Fragment Length l A

Polymorphism (RFLP)
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Sir Alec Jeffreys

* Vyuzivano pro genetické mapovani
 Zmeéna v rozpoznavacich mistech pro Stipaci

enzym restriktazu vede ke zméneé spektra délek
restrikénich fragment
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Restrikcni stépeni
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RFLP

Pfirodni védy moderné a interaktivné
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e Polymorfismus v délce restrikénich fragmentu

 gDNA nastépime restriktazou

* Fragmenty rozdélime elektroforeticky
 Zgeluje presajeme na membranu

« Membranu hybridizujeme se sondou
* Navazanou sondu detekujeme
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Restriktaza rozpoznavajici ,,je”
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DNA je totiz dlouha molekula, ktera je husté namotana.
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Sonda pro: ,kula, ktera je huste“
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DNA e totiz dlouha molekula, ktera je husté namotana.
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Standardni alela po nastépeni
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DNA |

e totiz dlouha molekula, ktera |

e husté namotana
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Mutantni alela
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DNA je totiz dlouha molekula, ktera jo husté namotana.

AN

ztrata restrikéniho mista

(nezabrani vazbé sondy)

i1

* X x >
“ . .'

5 * * )
evropsky * L $
socialni E MINISTERSTVO $KOLSTVI OP Vzdélavani

[ =4 fondvCR EVROPSKA UNIE LA ‘ i pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

4



Mutantni alela po nastépeni

Pfirodni védy moderné a interaktivné
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DNA |

e totiz dlouha molekula, ktera jo husté namotana.
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Po elektroforéze, presati a hybridizaci
(Southern blotting)
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1.alela 2.alela
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Pripad Colin Pitchfork (1983 a 1986) I
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Dve slecny znasilnény a zavrazdény v hrabstvi Leicestershire v
Anglii

Mentalné zaostaly mladik Richard Buckland, ktery nahlasil
nalez druhého téla, se priznal k zavrazdéni této divky

Na zakladé RFLP vyloucen

5 000 mistnich muzl bylo pozadano o vzorek krve nebo bukalni
ster

Pekar exhibicionista Colin Pitchfork za sebe k odbéru poslal (za

200 liber) kamarada lana Kellyho, ktery se tim pochlubil
v hospodé

Prvni omilostnéni a prvni obvinéni pomoci DNA dukazu.
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Nevyhody RFLP
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— Pozadavek velkého mnozstvi intaktni DNA (50 ng
odpovida ~ 10 000 bunék)

— Metoda malo robustni (interpretacni potize)
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WINNER OF TBE NOBEL PRIZE K CHEMISTRY

KaRY MULLiS

*Kary Mulis, perhaps the welrdest human ever to win the Nobel Prize in Chemistry,

[has written]  chatty, mmbiag, funny, icosociastic towr through the wonderiacd

that & [bs] mind? —THE WASHINGTON POST

i

Nastup molekularni kopirky - PCR

Polymerase Chain Reaction - Polymerazova
retézova reakce

Zacyklované tri teplotni kroky
v programovatelném termostatu — termocykléru

Replikace (amplifikace) chténého DNA fragmentu
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http://biochemden.in/student-notes/polymerase-chain-reactionpcr.html A
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Pfirodni védy moderné a interaktivné
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Prvni forenzni aplikace PCR byla amplifikace HLA-DQA1 (bodové
polymorfismy)

Dalsim krokem byl multiplex Polymarker™ (DQA1 soucasti) pfi
pouziti hybridizacni metody ve formatu dot-blot

Pro PCR vystaCuje mensi mnozstvi templatové DNA (1-2ng), ktera
muUze byt fragmentovana

Diskriminacni sila jesté neni dostatecna pro kriminalistické
databaze.
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Dnesni standard: autozomalni mikrosatelity (Short
Tandem Repeats, STRs)

* Nekddujici ctyrnukleotidové, tandemoveé se opakujici repetice.
Variabilita v populaci je délkova, dana poctem repetic.




Mikrosatelity jako text (PCR)

é
Alela 2: je dlouha, dlouha je

-

Alela 3: je dlouha, dlouha, dlouha je




Sekvence mikrosatelitu THO1 é&

Gymnézium

Hranlce

ska 293

TTATTTCCCTCATTCATTCATTCA
TTCATTCATTCACCATGQAGTCTq

nice, Zborov
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Mikrosatelity

TPOX: 8, 11

VWA: 16, 17

D16S539: 5, 8



Vyhody mikrosatelitu

A
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Vysoka diskriminacni schopnost (vystacuje pro databazovani),
pravdépodobnostni modely
Kompetitivni cena
Snadna interpretace
— za splnéni predpokladu
Standardnost (databaze) a zaroven rozmanitost
Slu¢ovani test (multiplexing)
Citlivost (<1 ng DNA), smési a degradované vzorky
Pouzivané forenzni mikrosatelity nejsou ve vazbé s nemocemi
Malé naroky na odbér a na vzorek.



Forenzni zpracovani DNA
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Ziskani vzorku, presuny vzorku (a zapis)
Izolace a kvantifikace DNA (a zapis)
Namnozeni pomoci PCR (a zapis)
Elektroforéza (a zapis)

Detekce a urceni genotypu (a zapis)

Interpretace, vypocet, referovani vysledku (protokol, svédceni u
soudu)
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Kazdy krok je déilezity @_ﬂ

* Obhajci O. J. Simpsona a jinych bohatych prominentd prokazali,
ze zavahani v jakémkoliv kroku forenzniho vyuziti DNA je mozno
uspesne napadnout.
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BK40139
'LOS ANGELESPULTCE: _ JAIL DIy L
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O. J. Simpson |

Gymnazium
Hranlce ‘

* Orenthal James ,,0. J.” Simpson, s prezdivkou ,,dzus” je byvaly hrac
amerického fotbalu a odsouzeny kriminalnik.

 Vroce 1985 se dostal do Siné slavy amerického fotbalu a slavil
uspéchy jako herec a sportovni komentator

 Vroce 1995 byl v trestnim soudnim procesu the People vs Simpson
osvobozen z obvinéni, ze zavrazdil svou byvalou manzelku Nicole
Brown Simpson a jejiho pritele Ronalda Goldmana

* Vroce 1997 byl v civilnim soudnim procesu shledan vinnym. Jako
trest mél zaplatit 33,5 milion0 S, coz zatim neucinil.

* Vroce 2007 byl zatCen v Las Vegas, Nevada a obvinén z loupeze a
unosul.

Pfirodni védy moderné a interaktivné
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* Vroce 2008 byl odsouzen k 33 letim vézeni s moznosti byt propustén
na podminku nejdrive po 9 letech. Sedi v the Lovelock Correctional
Center in Lovelock, Nevada.
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Kontrola kvality

ivhé

dy moderné a interakt

PFirodni vé

vs

©Gymnazium Hranice, Zborovska 293

e
Pl
evropsky *
x

socidini MINISTERSTVO SKOLSTVI
- fondvCR EVROPSKA UNIE i io: NYCHOVY

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

ZE A TELOVYCHOVY

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost




Akreditace dle 1ISO17025

Pfirodni védy moderné a interaktivné
©Gymnazium Hranice, Zborovska 293

Vysetreni vzorku provadi proskolena a externé kontrolovana
osoba
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Akreditace dle 1ISO17025

Pfirodni védy moderné a interaktivné
©Gymnazium Hranice, Zborovska 293

dle standardniho operacniho protokolu
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Akreditace dle 1ISO17025
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Akreditace dle ISO17025
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metod

za pouziti kalibrovanych pristroji a validovanych
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Akreditace dle 1ISO17025
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vysledky interpretuje dle odbornych doporuceni.
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Akreditace dle 1ISO17025

A

Gymnazium
Hranloe
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Vysetreni vzorku provadi proskolena a externé kontrolovana
osoba dle standardniho operacniho protokolu ve vhodné
laboratofi za pouziti kalibrovanych pfistroju a validovanych
metod; vysledky interpretuje dle odbornych doporuceni.
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InjekCni strfikaCka
S polymerem

3

Podavac
zkumavek

-

Pufr na
vystupu

L

Vstupni pufr '.
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A

Schéma kapilarni elektroforézy (CE)

Kapilara naplnéna Argonovy
polymerem LASER

~ /

50-100 um x 27 cm

DNA se rozdeluje v radu minut...

5-20 kV

Sbér dat a analyza



Kapilarni elektroforéza A
Gymnéazium
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Amplikony se elektrokineticky vstriknou do
kapilary a elektroforeticky putuji (DNA je
zaporne nabita)

Pri prachodu okénkem kapilary jsou
osviceny laserem

Fluorescencni znacCeni se laserem excituje
a vyda signal, ktery se nahrava a prevadi
softwarove na vrcholy krivky (piky).
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Fluorescencné znacené Schéma odectu

amplikony . s
signalu
Kapilara
CCD Panel
Separace podle Detekce
delky
N [ [ ]

Detekeni

Ar+ LASER okenko
(488 nm)

Hranol

Separace barev

Fluorescence
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Elektroda ‘ ‘
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STR data
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...STR data s alelickym zebrikem
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...STR data prevedeny na cisla
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STR TYPING SUMMARY SHEET

socialni

OP Vzdélavani

Date: DNA Analyst/ Serial #: DR #:
9/24/1999 MATTHIES V9780 00-00-00001
tem # AMEL | D3S1358 VWA FGA D8S1179] D21S11 | D18S51 | D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16S539 THO1 TPOX
XY 17 8, 10
25(S) 15,17 | 23,26 | 14, 15 26 12,15 10 9,13 9,10 8,9 9,10
XY 17 8, 10
X 15, 17 28 11
25(E) 16,18 | 19, 26 15 ’ 14,16 | 8,13 12 11,12 7,8 11
X | 15,17 32.2 11
X 15, 17 28 11
VICTIM 16,18 | 19, 26 15 j 14,16 | 8,13 12 11, 12 7,8 11
X 15,17 32.2 11
XY 17 8,10
SUSPECT 15,17 | 23,26 | 14, 15 26 12,15 10 9,13 9,10 8,9 9,10
X, Y 17 8,10
Ef evropsky :. . *: 'Xﬁr 3
— A

fondvCR EVROPSKA UNIE
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Databazova kvizova otazka

A\

Gymnazium
Hranlce ‘
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N/ oo

byli dopadeni. Jsou vsak tito delikventi skutecnymi esy ve
své branzi?

"Co je to za eso," rika ...., "kdyz se necha chytit ? V
policejnich kartotékach jsou kriminalni zivly podradné,
druha, treti sorta. Prvotridni kapacity oboru zadna
policejni kartotéka nema. A prece jsou jejich jména
nékde obsazena a dokonce archivovana. Ptate se kde?

V tridnich knihach. Uz ve skolnich skamnach se pozna,
kdo roste pro Sibenici."

_ . Cimrman
*
s .o'
- B 5 ¢
evropsky Ak
socialni < A OP Vzdélavani
S fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost
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The Combined DNA Index System (CODIS) I

Gymnézium
Hranlce
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Mohutny ndstroj prevence a represe zavaznych trestnych ¢ind
Databaze DNA profild kriminalniku a stop z mist Cinu
Americky software, pouzivany i u nas

DNA zakon se liSi mezi USA staty, u nas chybi

The National DNA Index (NDIS) ma vice nez 10,269,778 DNA profilQ
krimindlnikt a 399,071 profill stop (fijen 2011).

CODIS poskytl 164,000 zasaht a pomohl pfi 158,000 vysetrovani
(Fijen 2011).
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Kontaminace
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Zena bez tvafe - fantdm z Heilbronnu | A

Gymnazium
Hranlce ‘

* DNA profil zeny byl nalezen na mistech trestnych ¢int v Rakousku,
Francii a Néemecku mezi lety 1993 a 2009. Na zadném misté Cinu nebyl
popisovan pohyb zadné zeny v dobé zloCinu. Mezi zavrazdénymi byla i
policistka Michéle Kiesewetter, zabita v némeckém Heilbronnu
25.4.2007

» Stejny DNA profil byl nalezen na 40 mistech trestného Cinu (vrazdy,
kradezZe vloupanim) , v Némecku tento zlocinec radil vSude, jen ne v
Bavorsku

* Analyza mtDNA v Rakousku (v Némecku je takova analyza zakdzana)
poukazovala na mozny vychodoevropsky puvod vrazedkyné

* V breznu 2009 byl stejny profil nalezen u uhorelého zadatele o azyl ve
Francii

Pfirodni védy moderné a interaktivné
©Gymnazium Hranice, Zborovska 293

* Na konci bfezna 2009 vysetrovatelé udélali zaveér, ze ,,Fantom*“
neexistuje, a Zze DNA byla pritomna na bavinénych sbérnych stéteccich
uz z vyroby (které v Némecku neodebiralo jen Bavorsko)
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...fantom z Heilbronnu I
Gymnazium

e 4.11.2011v Eisenachu se po neuspésném prepadeni banky
upalili v karavanu dva clenové neonacistické teroristické
bunky, aby se vyhnuli zateni

* Priohledanispalenisté byla zajisténa sluzebni pistole a
pouta policistky Michéle Kiesewetter, pri ohledani bytu
v Zwickau bylo zajisténo dalsich 15 zbrani, ze kterych se
st¥ilelo pfi vrazdach 8 Turkd a 1 Reka mezi lety 2000 a 2006
(kebabové vrazdy)
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Odbérovy material

Hranlce
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DNA free, DNase free

i
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m-fm

PCR clean

certified
purity grade

human DNA-free

DNA
RNase/DNase



_A Pik bez adeninu

* Nedokonalé pridani beztemplatového adeninu (adeninu z pilnosti)
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Preteceni (pull-up)

Nedokonala softwarova filtrace spektralniho prekryvu
fluorescencnich barvicek v detekcnim systému.
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...preteceni
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Elektricky vyboj (spike)
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Nevyvazené piky
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DNA smaeési

Na vice lokusech jsou vice nez dva piky
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Degradované stopy
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Kvizova otazka
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* Jaké mohou nastat situace, kdy DNA shoda mezi stopou
a srovnavacim vzorkem je soudu k nicemu?

* X >
“ . .'

5 * * )
evropsky * L §
socialni E MINISTERSTVO SKOLSTVI OP Vzdélavani

[ =4 fondvCR EVROPSKA UNIE LA ‘ i pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Interpretace ; ( ?
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S

— Pro zhodnoceni nejistoty tvrzeni je nutné zvazovat
nejméneé jedno alternativni tvrzeni.

¢

* Principy

— Interpretace je zalozena na otazce: Jaka je
pravdépodobnost dukazu za predpokladu platnosti
tvrzeni?

— Interpretace je podminéna nejen soutézicimi
tvrzenimi, ale také zaramovanim do konkrétnich
podminek.
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Interpretace
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e Jedna se o dukaz, ktery podporuje verzi obzaloby nebo
verzi obhajoby?

e Jaksilny je to dukaz?

i1
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Sila dikazu se vyjadruje vérohodnostnim I
pomeérem Gymndzim
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Pravdépodobnost dikazu (DNA profilt vySetfovanych osob) za
predpokladu prvniho tvrzeni (prvni verze, prvni hypotézy, verze
obzaloby)

Pravdépodobnost dikazu za predpokladu druhé verze (verze
obhajoby)

Verze (hypotézy) se navzajem vylucuiji.

Pozn.: Nevypada to zaludné, ale Casto se plete, co je hypotéza a co
dikaz.



Jenom soud nakonec
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... rozhoduje, zda zapoctenim vérohodnostniho pomeéru je
dosazena hranice pro vyneseni rozsudku ,vinen“ nebo zda je
zalovany vyloucen z kruhu podezrelych.
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Dalsi typy markeru
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Mitochondridlni
Na chromozdmu Y
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Bunécné jadro

Autozomy

3 4 5 6 7

HHHEAT F

13 14 15 16 17 18 19 20 21

Lidsky genom: 23 part chromozomu + mtDNA

A

ﬂY

Jaderna DNA

3,2 miliardy bp

Gonozoy

Mitochondrie
(pritomny
v cytoplazmé
v mnoha kopiich)

MtDNA
16,569 bp

O

Mitochondrialni

Stovky kopii mtDNA
v mitochondrii

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA typing, 2"d Edition, Figure 2.3, ©Elsevier Science/Academic Press



Srovnani dédicnosti markeru

CODISové STR markery Rodokmenové markery

________________________________________________________________________________________
., \ i s
‘\ \‘ , .
\ \ 1 .
\ 1

S Vs
\ N

S ’
N

Autozomy Chromozom Y MtDNA

(pfenasi se z generace | (pfenasi se z generace na (pfenasi se
na generaci od otceiod generaci vse, ale jen Z generace na .
matky polovina) . zoicenasyna). ... generacivse, ale____

jen matkami)

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA typing, 2" Edition, Figure 9.1, ©Elsevier Science/Academic Press
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http://www.old-picture.com/europe/Spinning-Spinner-Irish-Wheel



Mitochondridlni DNA (mtDNA)

A
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Vyhody

Citlivost na Urovni jediné buriky, protoze kazda burika ma stovky
mitochondrii a kazda mitochondrie ma desitky mtDNA

Pouzitelné i u vlas(, spalenych tél

Nevyhody

Riziko kontaminace
Heteroplazmie

Matroklinni dédi¢nost
Sekvenovani metodou volby
Kvalita databazi
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Y-STRs
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* Vyhody
— Testovanim znak( pfitomnych jen v muzském biologickém materidlu lze
resit problém smési po znasilnéni, kde je ve stopé vic Zzenského
materialu
 Nevyhody
— Jednotlivé markery jsou ve vazbé, vytvareji haplotyp
— Nizsi diskriminaéni sila (wicked uncle Ernie, Cingischantv haplotyp C3)
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Geneticka mapa chromozému Y

11.32 Qﬂl— TDF: Testis determining factor

11.31 .
11.2 -
e —
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ll-l P!
11.1 R
.
11.21 -]
-
"
-—_

11.23 _
-
M -
e

MAC: hrani si s elektronikou

FLP: pfepinani TV kanalu

ISHO: neschopnost vidét zrejmé

BLZ-1: kopani do kulateho nesmyslu

BS: (sprosté) nadavky

BLZ-1: (nepodlozené) sebevédomi

GOT-1: vykladani vtipu

BUD-E: zaostfeni na sportovni stranku novin
Anti-stop: odmitani zeptat se na cestu

T-2: pfitahovani k destrukénim filmum

DC10: schopnost rozpoznat typ letadla
MOM-4U: fascinace pavouky a hady v détstvi
P2E: odplivovani si

SIT: Cteni na zachode

ME-2: neschopnost vyjadreni citu

HUH: selektivni hluchota

OOPS: zapominani rodinnych vyrocCi

Jane Gitschier, Science 1993



Pro nadsence

 www.ysearch.org (chromozém Y)

 www.mitosearch.org (mtDNA)

_ A

e www.dna.ancestry.com
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http://www.ysearch.org/
http://www.mitosearch.org/
http://www.dna.ancestry.com/

Shrnuti
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DNA je mocna, ale ne vsemocna

DNA dukaz je silnym dikazem jen za presné
stanovenych podminek

CSl je nutno brat s rezervou

~

* ¥ x -
o S
= L]
evropsky £ A li
socidlni AP I, - -
" J ERS K 3TVI OP Vzdélavani
- fondvCR EVROPSKA UNIE ‘ i ol RiegonGEaTL

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Podéekovani

 Hana Lovetinska, John Butler, Harry Klann, Carl
Matthies etc.

* Vam za pozornost!
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jiri_drabek@seznam.cz
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