St REPTE 2- CS

REPAS DE PCR: STR (INDIVIDUAL-GRUPAL)

Aquesta activitat pretén ser un repas d’alguns conceptes vistos en el PJ4 mitjangant la
interpretacio de resultats de criminalistica i proves de paternitat. Per tant, també s’esta
aprofundint en alguns aspectes de Biologia Molecular.

Veureu que hi ha una part individual i una part grupal.

Un cop feta l'activitat us penjarem solucionari a la Fase 4. D’aquesta activitat no cal
presentar autocorreccio pero si que val la pena que compareu les vostres respostes amb el

solucionari.

PART INDIVIDUAL

on els STR?

Actualment s'estan utilitzant teécnigues molt segures per
identificar persones, a partir de l'andlisi de I'ADN, que
permeten inculpar persones en investigacié criminal, o
afirmar la paternitat.

Un microsatél-lit és una sequéncia de ADN en la que es
repeteixen certs acids nucléics (entre 1 i 6 parells de
bases), generalment entre 5 i 50 vegades. Normalment es

troben en regions no codificants de I'ADN. Aquests

microsatél-lits també es coneixen com a STR (Short

Tandem Repeats).

a) e W b)
Alelos de
L7
/ un gen
“—,/ - AGACTACTACTACTACTACTGGTG..
AGACTACTACTACTACTACTACTGGTG...
0 repeals
AGACTACTACTACTACTACTACTACTGGTG...
T repeals
Cromoso\n}as/hlomélogos

Figura 1. a) Conceptes de locus i al-lel. b)Variant de nombre de repeticions d’un STR
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En un locus polimorfic, cada unitat pot estar repetida diferent nimero de vegades.
S’anomenen al-lels a les variants (nim. de repeticions) que té cadascun en un mateix locus

de cada cromosoma homoleg.

En examinar diversos marcadors, cadascun dels quals presenta multiples formes al-leliques,
els cientifics forenses poden construir una "empremta dactilar" genética Unica a partir d'una
mostra d'ADN. En un analisi tipic de STR que utilitza uns 13 marcadors, la probabilitat d’'un
fals positiu (que dues persones tinguin la mateixa "empremta dactilar" d’ADN) és menor a 1

en 10 mil milions (1).
STR1 STR2

¢ 55 Wd ' oo i oo o O o iR o L e
\U gene 10 gene 12 gene
N 4

\.\—-\

So,, Wasea W 1111 11T NN i W T N N e W
\U gene ' 4 gene 7 gene

A R W N W LW T RN W T T TN O R
k ; gene 5 gene I 0 gene

Figura 2. Exemple de STR. Fixem-nos que en aquesta imatge. Estem mirant dos locus
diferents. Cada persona té un nombre diferent de repeticions en cada STR. Per tant, si
féssim el perfil genétic d’aquestes persones, en I'electroforesi cada persona donaria un perfil

diferent.

13 CODIS Core STR Loci
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Figura 3. Marcadors genétics usats per CODIS. Aquesta imatge mostra els STR utilitzats

en proves forenses i de paternitat segons el sistema CODIS..
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Herencia genetica dels STR

En realitat, com veiem en la figura 4, per un mateix locus (lloc del cromosoma) podem tenir
diversos al-lels (verd, blau, lila i vermell). Cada al-lel t¢ un nombre diferent de repeticions.
Heretem un al-lel del pare i un de la mare. En aquest cas la filla té un al-lel blau del pare (amb
un nombre de repeticions determinat) i un al-lel lila de la mare (amb un altre hombre de
repeticions). Per tant, en aquest cas, quan corren la mostra en el gel d’electroforesi veurem

dues bandes de tamanys diferents. Per aix0 aquesta técnica és util per les proves de

paternitat.
Supuesto padre Cria Supuesta madre
- & - o - o
Herencia paterna Herencia materna
Alelos V/A Alelos A/M Alelos R/M

Figura 4. Herencia dels STR

Com ja hem vist abans, en funcié del nombre de repeticions que tingui cada STR, el fragment
amplificat correra més o menys en el gel d’electroforesis. Exemple. Si el fragment amplificat

té moltes repeticions (més pb) correra poc en el gel.

ADN de la escena
del crimen

Marcador ADN ADN de sospechoco

P * %2 %2
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 5. Exemple d'electroforesis d’escena del crim.
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Per altra banda, cal tenir en compte que per cada STR necessitarem uns primers diferents.

Locus marker Forward primer Reverse primer
DFNB4 D7S1817 CAAATTGGCAAAAACTGC CCCCCCATTGAGGTTATTAC
D78523 CTGATTCATAGCAGCACTTG AAAACATTTCCATTACCACTG
D75496 AACAACAGTCAACCCACAAT GCTATAACCTCATAANAAACCAAAA
D78501 CACCGTTGTGATGGCAGAG ATTTCTTACCAGGCAGACTGCT
DFNB28 D2251045 GCTAGATTTTCCCCGATGAT ATGTAAAGTGCTCTCAAGAGTGC
225445 GTCCATCCGTTTGTTTGTTC TGGATGGAGAGAAGGAATGA
D225272 GAGTTTTGTTTGCCTGGCAC AATGCACGACCCACCTAAAG
D22S1156 TGAGGTAGTCACACGAGGCA AATTCACTGGGCTCCGAGG
DFNB93 D11S1765 CAGAAATGCCACCCAGAGAG TTCCGGAGTTTGCACAATCT
D11S§1975 AGGACACAGCCTGCATCTAG ACCAGGCATTGCACTAAAAG
D11S1337 AAGGTGTGAGGATCACTGG AGCTCATGGGGGCTATT
Based upon STRs physical distance in NCBI Map markers was genotyped for DFNB4, DFNB28,
Viewer and NCBI UniSTS, we selected the STRs and DFNB93 loci, according to the selection cri-
and their primers. A panel of 11 different STR teria including greater heterozygosity values,

Figura 6. Primers per diversos STR. Per amplificar cada STR calen uns primers diferents.

Per exemple, si volem mirar 3 STR posarem 3 parells de primers en la reacci6 de PCR,

Us deixem alguns videos per ajudar a entendre I'explicacié:
https://www.youtube.com/watch?v=AJGd9b3jC00Q
https://www.youtube.com/watch?v=AkBUriMK9u8

Exemple.

Imagina que treballes en un laboratori forense. Acabem de rebre una mostra d’ADN d’un
cabell que es trobava a I'escena d’'un crimen junt amb mostres d’ADN de tres possibles
sospitosos. El teu treball és examinar un marcador genétic determinat i veure si algun dels
tres sospitosos coincideix amb I'ADN del cabell per a aquest marcador.

En aquest cas el marcador presenta dues versions. Un conté una seqiéncia repetida una
vegada (regié en marrd a la seguent imatge) i l'altre conté la sequéncia repetida dues
vegades. En la reaccié de PCR amb primers que amplifiquin aquest STR el primer producte

sera de 200pg i el segon de 300pb.

Alels marcador 1 Alels marcador 2

200 pb 300 pb
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Per tant, la PCR obtinguda en aquest cas podria ser:

ADWN de la escena

del crimen

Marcador ADN ADN de sospechogco

L * ¥ &2

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

El sospitds #1 conté dos al-lels amb 2 repeticions.
El sospitds #2 conté un al-lel amb una repeticié i un al-lel amb dues repeticions.

El sospitds #3 conté dos al-lels amb 1 repeticio.

El perfil d’ADN (en aquest cas només estem mirant un STR) del sospitds #3 coincideix amb
el de I'escena del crim, per tant, el sospitos #3 és culpable.
Com més augmenta el nombre de STR observats, més bandes obtindrem a la PCR i més

acurat sera 'analisi.

A més, estem mirant un STR. Cada STR pot tenir dos al-lels diferents per tant el nombre de
bandes que

1. Observalaseguent imatge (figura 7):

a. Dels tres sospitosos, identifica quin és I'assassi?

IRIA: Després de la realitzacio de I'electroforesi, hem comprovat que les
bandes expressades a la mostra F coincideixen en posici6 i color amb les
bandes de l'individu B. Per tant l'individu B és l'assassi.

CLAU: L'individu B és el culpable, ja que coincideix amb el de I'escena del
crim.

JAVI: Les bandes de lindividu B sén las que coincideixen amb I'ADN de
I'escena del crim, per tant aquesta persona seria l'assassi.
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POL: Gracies a l'electrd, comprovem que I'ADN que coincideix amb I'ADN
de I'escena del crim, és I'ADN de l'individu B.

VIC: L'assassi d'aquest cas, és l'individu B, ja que les bandes que apareixen
en el seu carril, coincideixen completament amb les del carril on hi ha la
mostra forense i per tant, es dedueix que és el mateix DNA.

b. Per quée els STR tenen diferents tamanys i apareixen en el gel a diverses

alcades?

IRIA: Cada mostra d'ADN presenten diferents nombres de bases
nitrogenades. Quan col-loguem aquestes mostres en l'electroforesi,
permeten que les mostres amb menys bases nitrogenades recorrin majors
posicions en el gel que les mostres d'ADN amb una major seqiéncia de
bases. Les mostres amb majors bases fan més pesada la mostra impedint
una major mobilitat en el gel, en canvi les mostres amb menys bases
permeten major mobilitat.

CLAU: En funci6 del nombre de repeticions que tingui cada STR correra més
o menys en el gel, Si el fragment amplificat té moltes pb correra poc pelgel.

JAVI: Ja que heretem un STR del pare i un altre de la mare podem tenir
diferencies en els mides, per tant les bandes amb més pes molecular tindran
menys mobilitat al gel, al contrari que les menys pesades.

POL.: La diferéncia sera entre la longitud i el parell de bases de cada mostra,
gue fara que recorrin més o menys a I'hora de fer I'electroforesi.

VIC: La diferencia de mides, es deu al nombre de repeticions dels acids
nucleics del grup en els al-lels i per tant, quan corren en el gel els trobem a
diferents alcades, ja que els que contenen més pb (pesen més) queden més
a prop dels pous i per contrari, els que contenen menys pb (pesen menys)
s'allunyen més dels pous.

c. En aquest cas estem observant 3 STR per tant, quin és el nombre maxim

de bandes que podem identificar en el gel per una mateixa persona?

IRIA: Per cada al-lel identifiqguem dues repeticions les quals poden ser iguals
o0 no. Si realitzem 3 tipus de STR a la mateixa mostra, el maxim nombre de
bandes que podrem observar seras sis.

CLAU: Cada al-lel conté dues repeticions, per tant en aquest cas el nombre
maxim son 6.

JAVI: En aquest cas observem que els 3 al-lels de cada individu té dues
repeticions, per aixd el maxim de bandes al gel serien 6.

POL: Cada al-lel conte 2 repeticions, com tenim 3 STR aconseguirem 6
bandes a aquesta persona.
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VIC: El nombre maxim de bandes que podem identificar per una sola
persona, en aquest cas son sis, ja que els al-lels estan duplicats.

Individuo B Individuo C Muestra forense

¢Quiénesel
culpable?

Nimero de repeticiones
8

Figura 7. Resultat electroforesi analisi STR de I’escena d’un crim.

2. La seguent imatge (figura 8) ens indica dos casos de proves de paternitat.
Explica per que en el cas A es confirma la paternitat del suposat pare i en el cas
B s’exclou la paternitat el pare. Els nimeros que apareixen son el nombre de

repeticions d’un determinat STR.

IRIA: En el cas A s'observa que els al-lels del pare sén 6/6 i els al-lels de la mare
s6n 4/4, per tant la cria heretara un al-lel 6 del pare i un al-lel 4 de la mare. Per tant
la prova és positiva. D'altra banda, en el cas B s'observa que els al-lels del pare s6n
6/6 i els al-lels de la mare son 4/4 i la cria presenta al-lels 8/4. Per tant podem deduir
gue els al-lels del pare no coincideixen amb els al-lels de la cria i els al-lels de la
mare si.

CLAU: En el cas A la prova ha resultat positiva perque la filla (6/4) conté un al-lel
identic al de la mare (4/4), i un altre idéntic al del pare (6/6). En canvi en el cas B
l'al-lel provinent del pare no és identic, per tant la prova en aquest cas és
negativa.(8/4)

JAVI: Com es pot observar en el cas A, el nombre de repeticions que ha heretat son
els mateixos que els dels suposats pares 6/4, per tant €s positiu. D'altra banda en
el cas B ha heretat I'ADN de la mare només, ja que representa els seus STR pero
no coincideixen amb els del pare.

POL: En el cas A I'hnome en tenir 6/6 li dona al seu fill un del seu nimero representant
una part del seu ADN i la dona en tenir 4/4 li dona l'altra part (resultat que déna un
fill 6/4), perd en el cas B I'home tindra un 6/6, la dona un 4/4 i el fill 8/4, el que dona
per pensar que el fill en aquest cas no té cap relacié amb I'hnome.
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VIC: Per una banda, en el cas A, I'nome té els al-lels 6/6 i la dona té els al-lels 4/4,
per tant, es confirma la paternitat, ja que els al-lels del fill coincideixen cada un amb
un dels progenitors (ha heretat el 6 del pare i el 4 de la mare). Per l'altra banda, en
el cas B, no es confirma la paternitat, ja que el fill té els al-lels 8/4 i aquests no
coincideixen amb I'al-lel que hauria d'heretar del suposat pare que és 6 i no 8.

Figura 8. Proves de paternitat

3. Com hem vist, segons els STR que vulguem identificar obtindrem més o menys
bandes a I’electroforesi. Ompliu la seguent taula:

IRIA
Nombre de STR Nombre maxim de b_andes observades per una
mateixa persona
1 2
4 8
6 12
10 20
15 30
CLAU
Nombre de STR Nombre maxim de b.andes observades per una
mateixa persona
1 2
4 8
6 12
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10 20
15 30
JAVI
Nombre de STR Nombre maxim de b_andes observades per una
mateixa persona
1 2
4 8
6 12
10 20
15 30
POL
Nombre de STR Nombre maxim de b_andes observades per una
mateixa persona
1 2
4 8
6 12
10 20
15 30
VIC
Nombre de STR Nombre maxim de b_andes observades per una
mateixa persona
1 2
4 8
6 12
10 20
15 30
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PART GRUPAL

Arrribem a I'escena del crim del cas Clotenc Erlenmeyer. L'assassi, per sortir de
'escena del crim va trencar una finestra i va saltar per ella. En sortir, es va tallar amb
un vidre i es va ferir.

Recollim mostra de sang que hem trobat en aquesta mateixa finestra. Ens anira genial
per fer un analisi de STR i comparar-ho amb '’ADN dels nostres sospitosos. Recordeu
gue al principi del Repte vau pensar tres possibles sospitosos?

1. Extraccio i purificacié d’ADN. Arribem al laboratori i fem I'extraccié d’ADN per
solvents organics.

L'obtencié d'acids nucleics purificats comenca amb el pretractament de la mostra, per
a procedir amb la segiient etapa hem de realitzar una lisi cel-lular per alliberar-los,
com també la inactivacio de les nucleases cel-lulars les quals poden degradar els
acids nucleics. Tot aix0 s‘aconsegueix mitjancant la incubacio de la suspensioé cel-lular
amb una solucié de lisi. Aquesta solucié esta formada per detergents, EDTA,
proteases i agents caotropics.

El resultat que obtenim al finalitzar aquests procesos és una lisi cel-lular homogénia,
aix0 implica que els acids nucleics estan barrejats amb un extracte cel-lular de
proteines, sals minerals, components cel-lulars solubles i reactius del procés
d'extraccio.

L'dltima etapa necessaria és la purificacid, per a separar els acids nucleics de la resta
de components del lisat cel-lular. Existeixen diverses técniques per dur a terme aquest
procés. Esmentem el méetode de purificacié amb solvents organics, aquest es basa en
la diferent solubilitat dels compostos que integren el lisat cel-lular en solvents organics.

La primera fase és l'eliminaci6 de compostos solubles en aquests solvents. Les
proteines i els lipids es sentiran atrets pels solvents organics, el DNA i RNA es sentiran
atretes pel solvent aquos, com també les sals i altres, que hauran de ser eliminades
posteriorment.

La seguent fase és la precipitacié del DNA, farem servir l'alcohol, el qual és un agent
deshidratant que elimina l'aigua que envolta les molécules d'’ADN. La darrera fase és
el rentat del DNA, L'ADN és insoluble en etanol, pero les sals i altres contaminants, si
gue es dissolen en etanol, per tant la mostra queda més pura. Per finalitzar s'acaba
resuspenet en aigua o en tampo6 Tris-EDTA.

Per a comprovar la puresa dels acids nucleics, han de passar per un control de
qualitat, en el que, gracies als valors de referéncia, determinarem si aquest procés
s'ha realitzat de manera correcta, en el cas de no ser aixi, hauriem de repetir-lo.
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2. Concentraci6 de la mostra. Un cop tenim ’ADN volem determinar la concentracio de
mostra que tenim i la quantitat total, Hem obtingut 100yl d’ADN i per calcular la
concentracié diluim 10ul en 980ul de TE. Anem a I'espectrofotometre i obtenim els
valors de la taula. Calculeu:

a. La concentraci6 de la solucio original en ng/pl

Azeo- Aso= 0,351
X =0,351 uA x 50 ng/ul / 1 uA = 17,55 ng/ul

Escala = 10/1000 = 1/100

17,55 ng/ul x 100 = 1755 ng/ul

b. La quantitat total de DNA en pg en la solucio original.

100 ul DNA inicial x 1755 ng x 1ug / 1000 ng x 1ul ADN = 175,5 ug

MOSTRA

Azeo = 0,369

Azgo = 0,285

A320 = 0,018

3. FemlaPCR. El seglient pas sera fer la PCR. En aquest cas volem mirar 5 STR i farem
servir el seguent kit. Ompliu la taula:

Casa
comercial ., Calculs de la
- Concentracio Volum
Components de la PCR | proveidora . o MASTER
(amb les corresponents de cada final al tub inicial al MIX per a X
resp | depcrde | tubdepPcr P
concentracions stock) producte i tubs
) 50 ul de 50 pl
nuamero de (6 tubs)
referencia
Jael
Buffer (10x) comprem
Format per: preparat,
160mM (NH4)2S04, totique es 1x 5l 30 pl
670mM Tris-HCI, 0,1% podria
Tween-20, pH8,8 preparar al
Lab.
MgClI2 (50mM) Sigma 2,5mM 2,54 15 pl
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Primer F (50 pM) STR1 Invitrogen 1uM 1u 6 pl
Primer R (50 uM) STR1 Invitrogen 1pM 1p 6 pl
Primer F (50 uM) STR2 Invitrogen 1pM 1p 6 pl
Primer R (50 uM) STR2 Invitrogen 1pM 1p 6 pl
Primer F (50 pM) STR3 Invitrogen 1uM 1 6 pl
Primer R (50 pM) STR3 Invitrogen 1pM 1p 6 pl
Primer F (50 uM) STR4 Invitrogen 1uM 1 6 pl
Primer R (50 uM) STR4 Invitrogen 1uM 1 6 pl
Primer F (50 pM) STR5 Invitrogen 1uM 1 6 pl
Primer R (50 pM) STR5 Invitrogen 1pM 1p 6 pl
BIOLINE
Taqg polymerase (BIO- 0,03 UL 031 18l
(5 U/uL) 21040)
Manual
BIOLINE
dNTP Mix (BIO-
0,4 mM 8 ul 48
(2,5mM) 39044)
Manual
Sigma
H20 RNAse Free -- 22,2 ul 133,2 ul
W4502
NOOQ! Mai es
posa DNA a
DNA genomic pur (agafeu la la MASTER
concentracio inicial que heu obtingut a 2ng/ul 2 pl MIX, la
la pregunta anterior) posarem als
tubs de PCR
directament.
VOLUM TOTAL - 50 pl 288 l
Ci-Vi=Cs- Vi

Buffer: 10 - X=1-50 > X=5pl - 6 =30 pl

MgCl2: 50 - X=25-50 > X=25ul-6=15pl

Primer:50 - X=1-50> X=21pl-6=6pl

Taq plymerase: 5- X=0,03-50> X=0,3ul-6=1,8ul

dNTP Mix: 2,5-X=0,4-50> X=8pul-6=48 yl

H.O RNAse Free:5+25+(1-10)+0,3+8+2=27,8 >50-27,8=22,2ul - 6=133,2 pl
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4. Quinavariant (tipus) de PCR estem fent?

STR: Consisteix en una sequéncia d'ADN format per un parell de bases (2-6),
amplificades entre 5-50 vegades, I'amplificacié per ser realitzada és necessari tenir
uns primers, aguests fragments son separats a través de I'electroforesi segons la
seva longitud. Aquesta variacio és utilitzada normalment en crims per a comparar
mostres d'’ADN d'escenes del crim amb I'ADN dels sospitosos.

5. Jatenim els resultats! Qui és I'assassi en aquest cas?

En aquest resultat l'assassi és el sospitds nimero 1, ja que és la mostra que
coincideix amb un 100% amb la de l'escena del crim i totes dues tenen el mateix
nombre de repeticions i al-lels.

M: Marcador

S1:ADN sospitos #1
S2: ADN sospitos #2
S3: ADN sospités #3
EC: ADN escena crim

El sistema CODIS i les bases de dades de DNA

La recopilacio i 'emmagatzematge de proves d’ADN pot ser de gran ajuda en I'aplicacio de
la llei. El sistema d'indexs COmbined DNA (CODIS) és un sistema federal dels EUA de base
de dades d'ADN obtingudes a partir d'escenes de crims i de culpables violents condemnats.
CODIS treballa a nivell federal, estatal i local i esta mantingut per I'FBI.

Tot i que CODIS va ser dissenyat originalment per recollir informacié sobre criminals violents,
molts estats han promulgat legislacié que permet la recopilacié de proves d’ADN, fins i tot si
aquesta persona no esta condemnada per un delicte.

Pagina 13 de 14



JESUITES REPTE 2 - CSI

Escola del Clot

Com es pot observar a la seguent figura, el CODIS identifica marcadors genétics en 13 STR,

a més del locus de 'amelogenina (present en cromosomes X i Y i adequat per determinar el

sexe).

6.

Figura 9. Marcadors genetics usats per CODIS.

Quins problemes étics-juridics planteja el fet que existeixin aquestes bases de

dades de perfils genetics?

Pot ser cert el fet que aquest tipus de plataformes ens beneficien quan la necessitat
d'identificar una mostra d'ADN és present, perd qué implica que el govern pugui tenir
a l'abast tota aquesta informacio?

Ens remuntem al mateix conflicte de sempre, el control per part de I'Estat, i tot el
gue comporta. Ser partidaries que I'Estat tingui el poder de controlar tota mena
d'informacio, incloent-hi la informacié genética de les ciutadanes, és acceptar els
discursos paternalistes que la major part dels dirigents ens ofereixen. No
considerem étic el fet que una part mintscula de la societat tingui a I'abast tota mena
de privilegis i recursos per assegurar la proteccié de la comunitat, ja que I'Gnic que
comporta és que vivim sota un régim controlador on no signifiqguem res més enlla
d'unes simples xifres.

També cal esmentar la repercussio del que representa "prendre mostres" sense el
consentiment previ de l'individu. Dins I'ambit juridic, podria haver-hi molts problemes
si aquests sistemes s'apliquessin de manera més habitual, ja que avui en dia no
pots recollir mostres d'una persona sense que aquesta sigui informada, la
globalitzacié d'aquestes plataformes podria comportar la violacié de la proteccié de
dades de cada subjecte.

(1) Reece, J. B., Urry, L. A., Cain, M. L., Wasserman, S. A., Minorsky, P. V. y Jackson,

R. B. (2011). Forensic evidence and genetic profiles (Evidencia forense y perfiles

genéticos). (10° ed., pags. 430-431). San Francisco, CA: Pearson.
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