
C h a p t e r  I I I

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s

1. S p e c i m e n s

5 - 8  m l  o f  E D T A - w h o l e  b l o o d  p e r  d o n o r  o b t a i n e d  f r o m  2 0 0  u n r e l a t e d  

i n d i v i d u a l s  w e r e  s t u d i e d .

2 .  M a t e r i a l s

2 . 1  P o l y b u t a d i e n e  s t y r e n e  c o n i c a l  c e n t r i f u g e  t u b e s  , 1 5  m l .  : ( N u n c ,  

U S A )

2 . 2  M i c r o c e n t r i f u g e  t u b e s  1 1 . 5  m l .  : ( A x y g e n ,  U S A )

2 . 3  P C R  t u b e s  1 0 . 5  m l .  : ( A x y g e n ,  U S A )

2 . 4  P o l a r o i d  f i l m :  ( T y p e  6 6 7 ,  P o l a r o i d )

2 . 5  A u t o m a t i c  P r o c e s s o r  C o m p a t i b l e  F i lm  ( A P C )  : ( P r o m e g a )

2 . 6  G l a s s  p i p e t t e s  , 1 0  m l .

2 . 7  P a s t e u r  p i p e t t e s

2 . 8  A e r o s o l  r e s i s t a n t  p i p e t t e  t i p s  1 0  (il , 2 0  p i,  2 0 0  pi, 1 0 0 0  pi :

( M o l e c u l a r  B i o - P r o d u c t s ,  U S A )

2 . 9  B e a k e r s ,  F l a s k s ,  V o l u m e t r i c  f l a s k s ,  C y l i n d e r s ,  R e a g e n t  b o t t l e s

2 . 1 0  D i s p o s a b l e  g l o v e s

2 . 1 1  M i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  r a c k s

2 . 1 2  L a r g e  m e t a l  b i n d e r  c l a m p s

2 . 1 3  P a p e r  t o w e l

2 . 1 4  S y r i n g e  6 0  c c . ,  2 0  c c .  a n d  n e e d l e s  : ( T e r u m o ,  J a p a n )

2 . 1 5  P l a s t i c  t r a y s

2 . 1 6  P a r a f i l m

2.17 Plastic wrap
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3 .  E q u i p m e n t

3 .1  H e a t i n g  b l o c k  : ( M u l t i - B l o c k ®  H e a t e r ,  L A B - L I N E )

3 . 2  L o w - s p e e d  c e n t r i f u g e  w i t h  s w i n g i n g - b u c k e t  r o t o r  : ( B e c k m a n )

3 . 3  M i c r o c e n t r i f u g e ,  B i o f u g e  1 3  : ( H e r a e u s ,  S e p a t e c h )

3 . 4  A u t o c l a v e  : ( H I C L A V E ™ ,  H I R A Y A M A )

3 . 5  I n c u b a t o r  : ( M e m m e r t )

3 . 6  F r e e z e r  - 7 0  ๐ c  : ( F o r m a  S c i e n t i f i c )

3 . 7  R e f r i g e r a t o r  4  ° c ,  - 2 0  ° c  : ( S H A R P ,  S J 4 3 9 L )

3 . 8  T h e r m o s t a t  s h a k i n g - w a t e r  b a t h  : G F L )

3 . 9  M i c r o w a v e  : ( T r x - 2 4 0 4 ,  T u r b o r a )

3 . 1 0  B a l a n c e  : ( P r é c i s a  4 0 0  M ,  P A G  O E R L I K O N  A G )

3 . 1 1  p H  m e t e r  : ( E x p a n d a b l e  i o n A n a l y z e s  E A  9 2 0 ,  O r i o n  R e s e a r c h )

3 . 1 2  S p e c t r o p h o t o m e t e r  : ( U V - 1 6 0 A ,  S H I M A D Z U )

3 . 1 3  Q u a r t z  c u v e t t e s

3 . 1 4  V o r t e x

3 . 1 5  T r a n s i l l u m i n a t o r  : ( L K B ,  B r o m m a )

3 . 1 6  u v  a b s o r b i n g  f a c e  s h i e l d  : ( L K B ,  B r o m m a )

3 . 1 7  D a r k  r o o m

3 . 1 8  P o l a r o i d  c a m e r a  : ( F o t o D y n e )

3 . 1 9  F l u o r e s c e n t  l i g h t  b o x

3 . 2 0  X - r a y  f i l m  c a s s e t t e  : ( K o d a k )

3 . 2 1  D N A  t h e r m a l  c y c l e r  4 8 0  : ( P e r k i n  E l m e r ,  C e t u s  U S A )

3 . 2 2  T h e r m a l  c y c l e r  : ( O m n i g e n e ,  H y b a i d  U S A )

3 . 2 3  L a m i n a r  f l o w  h o o d  : ( G e l m a n S c i e n c e s )

3 . 2 4  F u m e  h o o d  : ( M o d e l  2 5 2 ,  N E W L A B ® )
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3 . 2 5  H o r i z o n t a l ™ 1 1 » 1 4  e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s :  ( G i b c o  B R L ,  U S A )

3 . 2 6  P o w e r  s u p p l y  m o d e l  E C 1 0 5  : ( E - C  A p p a r a t u s  c o r p o r a t i o n ,  U S A )

3 . 2 7  S e q u e n c i n g  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s ,  S e q u i - G e n ®  G T  

N u c l e i c  A c i d  E l e c t r o p h o r e s i s  C e l l  ( 3 0 c m  X 3 8 c m  X 0 . 4 m m )  : 

( B I O - R A D ,  U S A )

3 . 2 8  P o w e r  s u p p l y  m o d e l  2 1 9 7  : ( L K B ,  B r o m m a )

3 . 2 9  W a t e r  p u r i f i c a t i o n  e q u i p m e n t  : ( L A B C O N C O )

3 . 3 0  H o t  p l a t e  w i t h  m a g n e t i c  f i e l d ,  s t i r r i n g - m a g n e t i c  b a r  : ( I K A M A G ®  

R E C - G )

3 . 3 1  P i p e t  b o y  : ( a c u b o y ® ,  T E C N O M A R A )

3 . 3 2  A u t o m a t i c  a d j u s t a b l e  m i c r o p i p e t s  ะ P 2  ( 0 . 1 - 2  ( i l ) ,  P 1 0  ( 0 . 5 - 1 0  ( i l ) ,  

P 2 0  ( 5 - 2 0  ( i l ) ,  P 2 0 0  ( 2 0 - 2 0 0  ( i l ) ,  P 1 0 0 0  ( 1 0 0 - 1 0 0 0  ( i l )  : ( G i l s o n )

3 . 3 3  T i m e r

3 . 3 4  I c e - m a k e r

3 . 3 5  T h e r m o m e t e r

4 .  R e a g e n t s

4 . 1  G e n e r a l  r e a g e n t s

T r i s  h y d r o x y m e t h y l  a m i n o m e t h a n e  : ( A n a l y t i c a l  g r a d e ,  F l u k a )  

H y d r o c h l o r i c  a c i d  

S o d i u m  h y d r o x i d e

E t h y l è n e d i a m i n e  t e t r a a c e t i c  a c i d ,  d i s o d i u m s a l t  d i h y d r a t e  ; E D T A  : 

( P u r e  g r a d e ,  B a k e r )

S o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  : ( U l t r a p u r e  g r a d e ,  A m r e s c o )

S o d i u m  c h l o r i d e  : ( A n a l y t i c a l  g r a d e ,  M a l l i n c h r o d t ®  C h e m i c a l  

w o r k s )

A b s o l u t e  e t h a n o l  : ( M e r c k )
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M i n e r a l  o i l  : ( S i g m a )

A g a r o s e  : ( M o l e c u l a r  g r a d e ,  P r o m e g a )

B o r i c  a c i d  : ( A n a l y t i c a l  g r a d e ,  M e r c k )

E t h i d i u m  b r o m i d e

U r e a  : ( U l t r a p u r e  g r a d e ,  U S B ™ )

4 0 %  A c r y l a m i d e / B i s  s o l u t i o n ,  1 9 :1  ( 5 %  C )  : ( B I O - R A D )

G l a c i a l  a c e t i c  a c i d  : ( A n a l y t i c a l  g r a d e ,  J . T . B a k e r ,  U S A )  

S i g m a c o t e  : ( S i g m a )

N , N , N ’ , N ’- T e t r a - m e t h y l e t h y l e n e d i a m i n e  ; T E M E D  

A m m o n i u m  p e r s u l f a t e  : ( A n a l y t i c a l  g r a d e ,  M e r c k )

B r o m o p h e n o l  b l u e  : ( M e r c k )

X y l e n e  c y n a n o l  F F  : ( A m r e s c o )

F i c o l l ®  ( t y p e 4 0 0 )  : ( P h a r m a c i a )

4 . 2  R e a g e n t  K i t s

•  G e n e P r i n t ™  S T R  M u l t i p l e x - C S F 1  P O , T P O X , T H 0 1  : ( P r o m e g a )

S T R  1 0 X  B u f f e r

C T T  M u l t i p l e x  1 0 X  p r i m e r  p a i r  m i x  

C T T  A l l e l i c  L a d d e r s

K 5 6 2  D N A  H i g h  M o l e c u l a r  W e i g h t  ( 1 0  n g /แ เ )

S T R  2 X  L o a d i n g  s o l u t i o n  

p G E M ®  D N A  M a r k e r s  ( 2 0  n g /แ เ)

•  G e n e P r i n t ™  S T R  S y s t e m s - F 1 3 A 0 1  , F 1 3 B , F E S F P S , L P L , v W A  : 

( P r o m e g a )

S T R  1 0 X  B u f f e r

L o c u s - s p e c i f i c  1 0 X  p r i m e r  p a i r  

L o c u s - s p e c i f i c  A l l e l i c  L a d d e r
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K 5 6 2  D N A  H i g h  M o l e c u l a r  W e i g h t  ( 1 0  ๆ g /แ เ)

S T R  2 X  L o a d i n g  s o l u t i o n  

p G E M ®  D N A  M a r k e r s  ( 2 0  n g / n l )

•  D N A  S i l v e r  s t a i n i n g  S y s t e m  : ( P r o m e g a )

B i n d  s i l a n e  ( M e t h a c r y l o x y p r o p y l t r i m e t h o x y s i l a n e )  

S i l v e r  n i t r a t e  

F o r m a l d e h y d e ,  3 7 %

S o d i u m  t h i o s u l f a t e

S o d i u m  c a r b o n a t e  ( A . c . s .  g r a d e )

4 . 3  E n z y m e s

P r o t e i n a s e  K  : ( A m r e s c o )

Taq D N A  P o l y m e r a s e  : ( P r o m e g a )

5 .  M e t h o d s

•  S a m p l e  c o l l e c t i o n

5 - 8  m l  o f  w h o l e  b l o o d  w e r e  c o l l e c t e d  [ i n  E D T A  c o a t e d  1 5  m l  t u b e s ]  

f r o m  2 0 0  u n r e l a t e d  i n d i v i d u a l s ,  w h o  w e r e  b l o o d  d o n o r s  a t  t h e  N a t i o n a l  B l o o d  

B a n k ,  T h a i  R e d c r o s s  S o c i e t y .

•  D N A  e x t r a c t i o n  ( m o d i f i e d  f r o m  T a n u n y u t t h a w o n g s e  c . 41)

1. C e n t r i f u g e  e a c h  s a m p l e  1 0  m i n u t e s  a t  3 0 0 0  r p m .  R e m o v e  

s u p e r n a t a n t  c a r e f u l l y ,  t h e n  f r e e z e  t h e  s a m p l e s  a t  - 7 0  ° c  a t  l e a s t  1 h o u r  t o  l y s e  

t h e  r e d  b l o o d  c e l l s .

2 .  Q u i c k  t h a w  t h e  f r o z e n  p e l l e t  a t  3 7  ° c  u n t i l  d i s s o l v e d .

3 .  A d d  a n  e q u a l  v o l u m e  ( 5 - 8  m l )  o f  T 10E 10 ( 1 0  m M  T r i s  p H  7 . 0  a n d  

1 0  m M  E D T A  p H 8 . 0 ) .  V o r t e x  v i g o r o u s l y  a n d  c e n t r i f u g e  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  3 0 0 0  

r p m .  D i s c a r d  t h e  s u p e r n a t a n t .
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4 .  R e s u s p e n d  t h e  p e l l e t  เท T 10E 10 ( 5 - 8  m l ) ,  m i x ,  t h e n  s p i n  d o w n .  

D i s c a r d  t h e  s u p e r n a t a n t .  R e p e a t  s t e p  3  u n t i l  t h e  p e l l e t  a p p e a r s  w h i t e .

5 .  A d d  2 4 0 0  111 ( 3 0 0  111 /1  m l  b l o o d )  o f  ไ"20E 5 ( 2 0  m M  T r i s  a n d  5  ทาM  

E D T A ) .  A d d  1 6 0  Jil ( 2 0  Jil ท  m l  b l o o d )  o f  1 0 %  S D S  a n d  4 8  แเ ( 6  ni /1 m l  b l o o d )  

o f  2 0  m g / m l  p r o t e i n a s e  K .  G e n t l y  m i x  a n d  i n c u b a t e  a t  5 6 ° c  เท a  s h a k i n g  

w a t e r b a t h  o v e r n i g h t  f o r  c o m p l e t e  d i g e s t i o n .

6 .  A d d  2 0 0 0  111 ( 2 5 0  111 /1  m l  b l o o d )  o f  s a t u r a t e d  6  M  N a C I  t o  

d e p r o t e i n a t e .  S h a k e  v i g o r o u s l y  f o r  1 5  s e c o n d s .  A l l o w  t u b e  t o  s i t  o n  t h e  b e n c h  

f o r  5  m i n u t e s ,  t h e n  c e n t r i f u g e  a t  5 0 0 0  r p m  f o r  1 5  m i n u t e s .

7 .  T r a n s f e r  D N A - c o n t a i n i n g  s u p e r n a t a n t  t o  a  n e w  t u b e .

8 .  A d d  2  v o l u m e s  o f  1 0 0 %  e t h a n o l  ( r o o m  t e m p e r a t u r e )  t o  e a c h  

D N A  t u b e .

9 .  A g i t a t e  t h e  t u b e s  t o  p r e c i p i t a t e  D N A  ( d o  n o t  v o r t e x )  . Y o u  s h o u l d  

b e  a b l e  t o  s e e  t h e  D N A .  R e m o v e  e t h a n o l  b y  p i p e t t i n g .

1 0 .  R i n s e  e a c h  D N A  p e l l e t  w i t h  c o l d  ( s t o r e d  เท - 2 0  ° C )  7 0 %  e t h a n o l  

t w o  t i m e s  t o  r e m o v e  a l l  r e s i d u a l  s a l t .

1 1 .  T r a n s f e r  t h e  D N A  s a m p l e  t o  a  l a b e l e d  m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e .  

A l l o w  t h e  p e l l e t  t o  a i r  d r y  b r i e f l y .

1 2 .  R e s u s p e n d  t h e  d r y  D N A  p e l l e t  เท a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  แเ d i s t i l l e d  

w a t e r ,  v a r y  v o l u m e  a c c o r d i n g  t o  t h e  p e l l e t  s i z e .  I n c u b a t e  a t  5 6  ° c  w i t h  

p e r i o d i c  g e n t l e  m i x i n g  t o  d i s s o l v e .

1 3 .  M e a s u r e  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  ( O D )  o f  s a m p l e s  a t  2 6 0  ททา a n d  2 8 0  

n m .

1 4 .  C a l c u l a t e  t h e  2 6 0 / 2 8 0  r a t i o  t o  s h o w  d e p r o t e i n a t i o n .  T h e  2 6 0 / 2 8 0

r a t i o  s h o u l d  b e  g r e a t e r  t h a n  1 . 6 .
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•  C a l c u l a t i o n  o f  D N A  c o n c e n t r a t i o n

T h e  O D  r e a d i n g  a t  2 6 0  ททา is  u s e d  f o r  c a l c u l a t i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

n u c l e i c  a c i d  in  t h e  s a m p l e s .  A n  O D  o f  1 c o r r e s p o n d s  t o  a p p r o x i m a t e l y  5 0  แ 

g / m l  f o r  d o u b l e - s t r a n d e d  D N A .  T h e r e f o r e ,  D N A  c o n c e n t r a t i o n  c a n  b e  

c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o l l o w i n g  f o r m u l a

D N A  c o n c e n t r a t i o n  =  O D  X  5 0  X  d i l u t i o n  r a t i o  ( n g  / m l )

D i l u t e  a n  a l i q u o t  o f  t h e  o r i g i n a l  D N A  t o  o b t a i n  t h e  w o r k i n g  D N A  

s o l u t i o n  ( w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n  a p p r o x i m a t e l y  1 0  n g / | j . l ) .

•  F O R  a m p l i f i c a t i o n s

T h e  a m p l i f i c a t i o n  o f  m o n o p l e x  r e a c t i o n s  o f  F 1 3 A 0 1 ,  F E S F P S ,  F 1 3 B ,  

L P L ,  v W A  a n d  m u l t i p l e x  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  3  l o c i  o f  C S F 1 P O - T P O X - T F I 0 1  

w a s  p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ’s  r e c o m m e n d a t i o n s  u s i n g  t h e  

G e n e P r i n t ™  S T R  s y s t e m s  ( P r o m e g a  C o r p o r a t i o n ,  M a d i s o n ,  W i s . ) 42 T h e  P C R  

w a s  c a r r i e d  o u t  in  1 2 - 1 5  |il ( m o d i f i e d  f r o m  2 5  (il w i t h o u t  c h a n g i n g  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  c o m p o n e n t s )  r e a c t i o n  v o l u m e s  c o n t a i n i n g  1 0  n g  t e m p l a t e  

D N A ,  5 0  m M  K C I ,  1 0  m M  T r i s - H C I  p H 9 . 0  a t  2 5  ๐ c ,  1 . 5  m M  M g C I 2, 0 . 1 %  

T r i t o n  X - 1 0 0 ,  2 0 0  ( iM  e a c h  o f  d N T P ,  l o c u s - s p e c i f i c  1 X  p r i m e r  p a i r  o r  M u l t i p l e x  

1 X  p r i m e r  p a i r  m i x  a n d  0 . 1 2  -  0 . 1 5  u n i t s  o f  Taq D N A  P o l y m e r a s e  ( P r o m e g a )  f o r  

m o n o p l e x  r e a c t i o n s  a n d  0 . 3 5  u n i t s  f o r  m u l t i p l e x  r e a c t i o n s .

T h e  u s e  o f  g l o v e s  a n d  a e r o s o l - r e s i s t a n t  p i p e t t e  t i p s  is  e s s e n t i a l  t o  

p r e v e n t  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n .

T h e  s e t u p  o f  t h e  P C R  a n d  t h e  f o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  a n a l y s i s  o f  t h e  

a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  in  t w o  s e p a r a t e  r o o m s .  D u r i n g  

a m p l i f i c a t i o n  s e t - u p ,  a l l  o f  t h e  r e a c t i o n  t u b e s  w e r e  k e p t  o n  i c e .

T o  d e t e r m i n e  t h e  n u m b e r  o f  r e a c t i o n s  t o  b e  s e t  u p ,  t h i s  s h o u l d  i n c l u d e  

o n e  p o s i t i v e  a n d  o n e  n e g a t i v e  c o n t r o l  r e a c t i o n  t u b e .  A d d  1 o r  2  r e a c t i o n
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v o l u m e s  t o  t h i s  n u m b e r  t o  c o m p e n s a t e  f o r  p i p e t t i n g  e r r o r s .  W h i l e  t h i s  

a p p r o a c h  d o e s  w a s t e  a  s m a l l  a m o u n t  o f  e a c h  r e a g e n t ,  i t  e n s u r e s  t h a t  y o u  w i l l  

h a v e  e n o u g h  P C R  M a s t e r  M i x  f o r  a l l  s a m p l e s .

T h e  p o s i t i v e  a m p l i f i c a t i o n  c o n t r o l  c o n t a i n s  K 5 6 2  D N A  a s  t e m p l a t e .  T h e  

n e g a t i v e  a m p l i f i c a t i o n  c o n t r o l  c o n t a i n s  s t e r i l e  w a t e r  ( i n s t e a d  o f  t e m p l a t e  D N A ) .

A d d  1 d r o p  o f  m i n e r a l  o i l  t o  e a c h  t u b e .  A l l o w  t h e  m i n e r a l  o i l  t o  f l o w  

d o w n  t h e  s i d e  o f  t h e  t u b e  a n d  f o r m  a n  o v e r l a y  t o  l i m i t  s a m p l e  l o s s  a n d  c r o s s ­

c o n t a m i n a t i o n  d u e  t o  s p a t t e r i n g .

T h e  r e a c t i o n s  w e r e  p l a c e d  e i t h e r  i n t o  a  P e r k i n  E l m e r  4 8 0  t h e r m a l  

c y c l e r  o r  a  H y b a i d  O m n i g e n e  t h e r m a l  c y c l e r .  T h e  P C R  w a s  p e r f o r m e d  a s  

f o l l o w s  ( G e n e P r i n t ™  S T R  S y s t e m s  t e c h n i c a l  m a n u a l ,  P r o m e g a ) : 42

G e n e P r i n t ™  S T R  S y s t e m s R e c o m m e n d e d  P r o t o c o l s

M u l t i p l e x  C T T 2

F 1 3 A 0 1 2

F 1 3 B ,  L P L  o r v W A 7

F E S F P S 1

P r o t o c o l  1

9 6  ° c  f o r  2  m i n u t e s ,  t h e n  :

9 4  ° c  f o r  1 m i n u t e  

6 0  ° c  f o r  1 m i n u t e  

7 0  ° c  f o r  1 . 5  m i n u t e s  

F o r  1 0  c y c l e s ,  t h e n  :

9 0  ° c  f o r  1 m i n u t e

P r o t o c o l  2

9 6  ° c  f o r  2  m i n u t e s ,  t h e n

9 4  ° c  f o r  1 m i n u t e  

6 4  ๐  c  f o r  1 m i n u t e  

7 0  ° c  f o r  1 . 5  m i n u t e s  

F o r  1 0  c y c l e s ,  t h e n  :

9 0  ๐  c  f o r  1 m i n u t e
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6 0  ° c  f o r  1 m i n u t e 6 4  ° c  f o r  1 m i n u t e

7 0  ° c  f o r  1 . 5  m i n u t e s 7 0  ° c  f o r  1 . 5  m i n u t e s

F o r  2 0  c y c l e s . F o r  2 0  c y c l e s .

P r o t o c o l  7

9 6  ° c  f o r  2  m i n u t e s ,  t h e n  :

9 4  ° c  f o r  1 m i n u t e  

6 0  ° c  f o r  1 m i n u t e  

7 0  ° c  f o r  1 . 5  m i n u t e s  

F o r  1 0  c y c l e s ,  t h e n  :

9 0  ๐ c  f o r  1 m i n u t e  

6 0  3 C  f o r  1 m i n u t e  

7 0  ° c  f o r  1 . 5  m i n u t e s  

F o r  2 0  c y c l e s ,  t h e n  :

6 0  ° c  f o r  3 0  m i n u t e s .

A f t e r  t h e  c o m p l e t i o n  o f  t h e  t h e r m a l  c y c l i n g  p r o t o c o l ,  s t o r e  a l l  o f  t h e  

s a m p l e s  a t  - 2 0  ° c .

T h e  l o c u s - s p e c i f i c  i n f o r m a t i o n  a n d  p r i m e r  s e q u e n c e s  o f  t h e s e  e i g h t  

S T R  l o c i  a r e  s h o w n  in  T a b l e .  1 - 3 .
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•  T ab le  1. L o cu s -S p e c if ic  in fo rm a tio n42

STR locus Chromosomal

location

GenBank locus 

and locus definition

Repeat 

sequence 

5’ - 3'

CSF1PO 5q33.3-34 HUMCSF1PO
Human c-fms proto-oncogene for 

CSF-1 receptor gene

AGAT

TPOX 2p23-2pter HUMTPOX
Human thyroid peroxidase gene

AAGT

TH01 11 pi 5.5 HUMTH01
Human tyrosine hydroxylase gene

AAGT

TH01a 
Allele 9.3

11 p15.5 HUMTH01
Human tyrosine hydroxylase gene

AAGT

F13A01 6p24-25 HUMF13A01
Human coagulation factor XIII a 

subunit gene

AAAG

FESFPS 15q25-qter HUMFESFPS
Human c-fes/fps proto-oncogene

AAAT

F13B 1q31-q32.1 HUMBFXIII
Human factor XIII ช subunit gene

AAAT

LPL 8p22 HUMLIPOL
Human lipoprotein lipase gene

AAAT

พ VA
(formerly vWF)

12p12-pter HUMVWFA31
Human von Willebrand factor gene

AGAT

a TH01 allele 9.3 is not an STR system. It is an amplified allele 9.3 from the TH01 locus and can be 

used as an additional sizing tool either separately or combined with the TH01 allelic ladders.
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•  T ab le  2. A dd itio n a l L o c u s -S p e c if ic  In fo rm a tion42

S T R  l o c u s A l l e l i c  l a d d e r  

s i z e  r a n g e  

( b a s e s )

S T R  l a d d e r  a l l e l e s  

( #  o f  r e p e a t s )

K 5 6 2  D N A  

a l l e l e  s i z e s

C S F 1 P O 2 9 5 - 3 2 7 7 , 8 , 9 , 1 0 , 1 1 , 1 2 , 1 3 , 1 4 , 1 5 1 0 , 9

T P O X 2 2 4 - 2 5 2 6 , 7 , 8 , 9 , 1 0 , 1 1 , 1 2 , 1 3 9 , 8

T H 0 1 1 7 9 - 2 0 3 5 , 6 , 7 , 8 , 9 , 9 . 3 , 1 0 , 1 1 9 . 3 , 9 . 3

F 1 3 A 0 1 2 8 3 - 3 3 1 4 , 5 , 6 , 7 , 8 , 9 ,  

1 1 , 1 2 , 1 3 , 1 4 , 1 5 , 1 6

4 , 5

F E S F P S 2 2 2 - 2 5 0 7 , 8 , 9 , 1 0 , 1 1 , 1 2 , 1 3 , 1 4 1 2 , 1 0

F 1 3 B 1 6 9 - 1 8 5 6 , 7 , 8 , 9 , 1 0 1 0 , 1 0

L P L 1 0 5 - 1 3 3 7 , 9 , 1 0 , 1 1 , 1 2 , 1 3 , 1 4 1 2 , 1 0

v W A

( f o r m e r l y  v W F )

1 3 9 - 1 6 7 1 3 , 1 4 , 1 5 , 1 6 , 1 7 , 1 8 , 1 9 , 2 0 1 6 , 1 6
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•  T ab le  3. L o cu s -S p e c if ic  P rim er S equ en ce s

S T R  l o c u s P r i m e r  s e q u e n c e s

C S F 1 P O 35'36 A :  5 ’ A A C  C T G  A G T  C T G  C C A  A G G  A C T  A G C  3 ’ 

ธ :  5 ’ T T C  C A C  A C A  C C A  C T G  G C C  A T C  T T C  3 ’

T P  O X 36 A :  5 ’ A C T  G G C  A C A  G A A  C A G  G C A  C T T  A G G  3 ’ 

ธ :  5 ’ G G A  G G A  A C T  G G G  A A C  C A C  A C A  G G T  3 '

T H 0 1  28,35-36
A :  5 ’ G T G  G G C  T G A  A A A  G C T  c c c  G A T  T A T  3 '  

ธ :  5 ’ A T T  C A A  A G G  G T A  T C T  G G G  C T C  T G G  3 ’

F 1 3 A 0 1 35 A :  5 ’ G A G  G T T  G C A  C T C  G A G  C C T  T T G  C A A  3 ’ 

ธ :  5 ’ T T C  C T G  A A T  C A T  c c c  A G A  G C C  A C A  3 ’

F E S F P S 35 A :  5 ’ G C T  T G T  T A A  T T C  A T G  T A G  G G A  A G G  c  3 ’ 

ธ :  5 ’ G T A  G T C  C C A  G C T  A C T  T G G  C T A  C T C  3 ’

F 1 3 B 43 A :  5 ’ T G A  G G T  G G T  G T A  C T A  C C A  T A  3 ’ 

ธ :  5 '  G A T  C A T  G C C  A T T  G C A  C T C  T A  3 ’

L P L 35 A :  5 ’ C T G  A C C  A A G  G A T  A G T  G G G  A T A  T A G  3 ’ 

ธ :  5 ’ G G T  A A C  T G A  G C G  A G A  C T G  T G T  C T  3 ’

V W A 44'45 A :  5 ’ C C C  T A G  T G G  A T G  A T A  A G A  A T A  A T C  3 ’

( f o r m e r l y  v W F ) ธ :  5 ’ G G A  C A G  A T G  A T A  A A T  A C A  T A G  G A T  G G A  

T G G  3 ’
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•  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s 46

P C R  p r o d u c t s  w e r e  c h e c k e d  f o r  s u c c e s s f u l  a m p l i f i c a t i o n  o n  2 %  ( w / v )  

a g a r o s e  g e l s  in  1 X  T B E  b u f f e r  ( 5 0  m l  f o r  3  m m  g e l  t h i c k n e s s ) ,  c o n t a i n i n g  0 . 5  

p g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e .

T h e  a g a r o s e  w a s  m e l t e d  in  a  m i c r o w a v e  o v e n  w i t h  o c c a s i o n a l  s w i r l i n g  

u n t i l  n o  g r a n u l e s  o f  a g a r o s e  r e m a i n e d  v i s i b l e ,  t h e n  p o u r e d  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  

5 0  ° c  t o  6 0 ° c .  B e  s u r e  t h a t  t h e  g e l  t r a y  is  l e v e l e d .  A l l o w  t h e  g e l  t o  c o o l  a n d  

s o l i d i f y  f o r  2 0  -  3 0  m i n u t e s .

P r e p a r e  t h e  s a m p l e s  b y  m i x i n g  5  |il o f  e a c h  s a m p l e  w i t h  2  III o f  6 X  

l o a d i n g  s o l u t i o n  ( C a p a c i t y / W e l l  1 0  p i  f o r  T o o t h  W i d t h  4 . 7  m m  X C o m b  

T h i c k n e s s  1 m m  X G e l  T h i c k n e s s  3  m m ) .  L o a d  e a c h  s a m p l e ,  a l l o w  t h e  g e l  t o  

r u n  a t  8 9  V  f o r  1 h o u r  in  1 X  T B E  t a n k  b u f f e r .  S u b m e r g e  t h e  g e l  a t  a  d e p t h  o f  1 

t o  2  m m .  A  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  is  a l w a y s  i n c l u d e d  in  t h e  f i r s t  l a n e .

U s i n g  a  u v  t r a n s i l l u m i n a t i o n  ( 3 0 2  n m ) ,  p h o t o g r a p h  t h e  g e l  w i t h  

P o l a r o i d  f i lm .

•  P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s 42

♦  T o  p r e p a r e  t h e  4 %  d e n a t u r i n g  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  w i t h  d i m e n s i o n s  

o f  3 0 c m  X 3 8 c m  X 0 . 4 m m  ( พ  X h  X t h i c k n e s s ) ,  s t e p w i s e  t e c h n i q u e s  s h o u l d  b e  

f o l l o w e d :

N o t e s  : A c r y l a m i d e  is  a  n e u r o t o x i n  a n d  s u s p e c t e d  c a r c i n o g e n ;  a v o i d  

i n h a l a t i o n  a n d  c o n t a c t  w i t h  s k i n .  A l w a y s  w e a r  g l o v e s  a n d  s a f e t y  g l a s s e s  w h e n  

w o r k i n g  w i t h  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n s .  M e t h a c r y l o x y p r o p y l t r i m e t h o x y s i l a n e  ( b i n d  

s i l a n e )  is  t o x i c  a n d  s h o u l d  b e  u s e d  เท a  c h e m i c a l  f u m e  h o o d .

1. T h o r o u g h l y  c l e a n  t h e  s h o r t e r  a n d  l o n g e r  p l a t e s  t w i c e  w i t h  p a p e r  

t o w e l s  s a t u r a t e d  w i t h  9 5 %  e t h a n o l .  U s i n g  t h e  s a m e  p a p e r  t o w e l ,  c l e a n  t h e  

s p a c e r s  a n d  c o m b s .
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2 .  A p p l y  2 5 0  nl o f  s i g m a c o t e  o n t o  t h e  i n n e r  s i d e  o f  t h e  s h o r t e r  g l a s s  

p l a t e .  W i t h  a  d r y  p a p e r  t o w e l ,  s p r e a d  t h e  s i g m a c o t e  b y  c i r c u l a r  m o t i o n  o v e r  

t h e  e n t i r e  s u r f a c e .  A l w a y s  w e a r  g l o v e s  w h i l e  h a n d l i n g  t h e  g l a s s  p l a t e s  d u r i n g  

a s s e m b l y  t o  a v o i d  f i n g e r p r i n t s  o n  t h e  g l a s s  p l a t e s .  F i n g e r p r i n t s  w i l l  c a u s e  

b u b b l e s  t o  f o r m  d u r i n g  g e l  c a s t i n g .

3 .  เท a  c h e m i c a l  f u m e  h o o d ,  p r e p a r e  f r e s h  b i n d i n g  s o l u t i o n  b y  

a d d i n g  1 . 5  (il o f  b i n d  s i l a n e  t o  0 . 5  m l  o f  0 . 5 %  a c e t i c  a c i d  in  9 5 %  e t h a n o l  เท a

1 . 5  m l  c e n t r i f u g e  t u b e .  T h e n  a p p l y  o n t o  t h e  i n n e r  s i d e  o f  t h e  l o n g e r  p l a t e  

u s i n g  a  d r y  p a p e r  t o w e l .  S p r e a d  t h e  b i n d i n g  s o l u t i o n  b y  c i r c u l a r  m o t i o n  o v e r  

t h e  e n t i r e  s u r f a c e .

4 .  W a i t  5  m i n u t e s  f o r  t h e  b i n d i n g  s o l u t i o n  t o  d r y .  W i p e  t h e  l o n g e r  

g l a s s  p l a t e  2  t i m e s  w i t h  9 5 %  e t h a n o l  a n d  a  p a p e r  t o w e l  t o  r e m o v e  e x c e s s  

b i n d i n g  s o l u t i o n

N o t e :  F a i l u r e  t o  w i p e  e x c e s s  b i n d i n g  s o l u t i o n  f r o m  t h e  l o n g e r  g l a s s  p l a t e  w i l l  

c a u s e  t h e  g e l  t o  s t i c k  t o  b o t h  p l a t e s ,  a n d  t h e  g e l  w i l l  b e  d e s t r o y e d  u p o n  

s e p a r a t i o n  o f  t h e  g l a s s  p l a t e s  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s .

5 .  T a k e  s p e c i a l  c a r e  n o t  t o  a l l o w  t h e  t r e a t e d  s u r f a c e s  t o  t o u c h  e a c h  

o t h e r .  T h e  t w o  p l a t e s  m u s t  k e p t  a p a r t  a t  a l l  t i m e s  t o  p r e v e n t  c r o s s ­

c o n t a m i n a t i o n .

6 .  A s s e m b l e  t h e  g l a s s  p l a t e s  b y  p l a c i n g  0 . 4  m m  s i d e  s p a c e r s  

b e t w e e n  t h e  p l a t e s  a n d  u s i n g  c l a m p s  t o  h o l d  t h e m  เท p l a c e .

7 .  P r e p a r e  a  4 %  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  ( t o t a l  o f  6 0  m l )  b y  a d d i n g  

t o g e t h e r  t h e  i n g r e d i e n t s  l i s t e d  b e l o w .

U r e a 2 5 . 2  g F in a l  c o n e .  7  M

d e i o n i z e d  Pl20 3 2 m l F in a l  c o n e .  -

1 0 X  T B E 3 m l F in a l  c o n e .  0 . 5 X

4 0 %  a c r y l a m i d e : b i s  ( 1 9 : 1 ) 6 m l F in a l  c o n e .  4 %
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8 .  A d d  4 0  III o f  T E M E D  a n d  4 0 0  III o f  1 0 %  a m m o n i u m  p e r s u l f a t e  t o  

t h e  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  a n d  m i x  g e n t l y .

9 .  P o u r  t h e  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  i n t o  a  s y r i n g e .

1 0 .  C a r e f u l l y  i n j e c t  t h e  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  b e t w e e n  t h e  g l a s s  

p l a t e s  a n d  m a i n t a i n  a  c o n s t a n t  f l o w  o f  s o l u t i o n  t o  p r e v e n t  b u b b l e  f o r m a t i o n .

1 1 .  P o s i t i o n  t h e  g e l  h o r i z o n t a l l y

1 2 .  I n s e r t  t w o  1 4  c m  d o u b l e f i n e  ( 4 9  p o i n t )  s h a r k s t o o t h  c o m b s ,  

s t r a i g h t  s i d e  i n t o  t h e  g e l ,  b e t w e e n  t h e  g l a s s  p l a t e s  t o  t h e  d e s i r e d  d e p t h .  

S e c u r e  t h e  c o m b s  w i t h  4  l a r g e  m e t a l  b i n d e r  c l a m p s .

1 3 .  A l l o w  p o l y m e r i z a t i o n  t o  p r o c e e d  f o r  a t  l e a s t  1 h o u r .  B e  s u r e  t h a t  

t h e  g e l  is  l e v e l .  C h e c k  t h e  p o l y m e r i z a t i o n  c o n t r o l  f r o m  t h e  r e m a i n i n g  

a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  เท t h e  s q u e e z e  b o t t l e  t o  b e  s u r e  t h a t  p o l y m e r i z a t i o n  h a s  

o c c u r r e d .

N o t e  : T h e  g e l  m a y  b e  s t o r e d  o v e r n i g h t  i f  a  p a p e r  t o w e l  s a t u r a t e d  w i t h  

d e i o n i z e d  H 20  a n d  p l a s t i c  w r a p  a r e  p l a c e d  a r o u n d  t h e  w e l l  e n d  o f  t h e  g e l  t o  

p r e v e n t  t h e  g e l  f r o m  d r y i n g  o u t  ( c r y s t a l l i z a t i o n  o f  t h e  u r e a  w i l l  d e s t r o y  t h e  g e l ) .

F ig .  5 .  S e q u i - G e n  G T  g e l  c a s t i n g  p a r t s .



♦  G e l  p r e - r u n

1. R e m o v e  t h e  c l a m p s  w h i c h  s e c u r e  t h e  c o m b s  f r o m  t h e  

p o l y m e r i z e d  a c r y l a m i d e  g e l .

2 .  A d d  0 . 5 X  T B E  t o  t h e  b o t t o m  c h a m b e r  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s

a p p a r a t u s .

3 .  G e n t l y  l o w e r  t h e  g e l  ( g l a s s  p l a t e s )  i n t o  t h e  b u f f e r  w i t h  t h e  l o n g e r  

p l a t e  f a c i n g  o u t  a n d  t h e  w e l l - s i d e  o n  t o p .

4 .  S e c u r e  t h e  g l a s s  p l a t e s  t o  t h e  s e q u e n c i n g  g e l  a p p a r a t u s .

5 .  A d d  0 . 5 X  T B E  t o  t h e  t o p  c h a m b e r  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s

a p p a r a t u s .

6 .  R e m o v e  t h e  c o m b s  a n d  s h a v e  a n y  e x c e s s  p o l y a c r y l a m i d e  a w a y  

f r o m  t h e  c o m b s .

7 .  U s i n g  a  2 0  c c  s y r i n g e  f i l l e d  w i t h  b u f f e r ,  r e m o v e  t h e  a i r  b u b b l e s  

o n  t h e  t o p  o f  t h e  g e l .  B e  c e r t a i n  t h e  w e l l  a r e a  is  d e v o i d  o f  a i r  b u b b l e s  a n d  

s m a l l  p i e c e s  o f  p o l y a c r y l a m i d e .

8 .  P r e - r u n  t h e  g e l  t o  a c h i e v e  a  g e l  s u r f a c e  t e m p e r a t u r e  o f  

a p p r o x i m a t e l y  5 0  ° c  w h i c h  c a n  b e  o b s e r v e d  f r o m  a  g e l  t e m p e r a t u r e  i n d i c a t o r  

o n  t h e  o u t e r  s u r f a c e  o f  t h e  l o n g e r  p l a t e .

♦  S a m p l e  p r e p a r a t i o n

1 .  P r e p a r e  t h e  P C R  s a m p l e s  b y  m i x i n g  1 0  III o f  e a c h  s a m p l e  w i t h  5  

111 o f  S T R  2 X  L o a d i n g  S o l u t i o n .

2 .  A d d  5  111 o f  p G E M ®  D N A  m a r k e r s  t o  2 . 5  111 o f  S T R  2 X  l o a d i n g  

s o l u t i o n  f o r  e a c h  m a r k e r  l a n e .  Y o u  s h o u l d  l o a d  p G E M ®  D N A  m a r k e r s  i n t o  t h e  

f i r s t  a n d  l a s t  l a n e s  o f  t h e  g e l .

3 .  A d d  2 . 5  111 o f  t h e  S T R  l a d d e r  t o  2 . 5  111 o f  S T R  2 X  l o a d i n g  s o l u t i o n  

f o r  e a c h  l a d d e r  l a n e .  T h e  n u m b e r  o f  l a d d e r  l a n e s  u s e d  d e p e n d s  o n  p e r s o n a l  

p r e f e r e n c e .
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4 .  B r i e f l y  s p i n  t h e  s a m p l e s  in  a  m i c r o c e n t r i f u g e  t o  b r i n g  t h e  

c o n t e n t s  t o  t h e  b o t t o m  o f  t h e  t u b e .

♦  S a m p l e  l o a d i n g

1 . D e n a t u r e  t h e  s a m p l e s  j u s t  p r i o r  t o  l o a d i n g  t h e  g e l  b y  h e a t i n g  a t  

9 5  ° c  f o r  2  m i n u t e s  a n d  i m m e d i a t e l y  c h i l l  o n  i c e .

2 .  A f t e r  t h e  p r e - r u n ,  u s e  a  s y r i n g e  f i l l e d  w i t h  b u f f e r  t o  f l u s h  t h e  u r e a  

f r o m  t h e  w e l l  a r e a  a n d  c a r e f u l l y  i n s e r t  t h e  s h a r k s t o o t h  c o m b  t e e t h  

[ a p p r o x i m a t e l y  1 - 2  m m ]  i n t o  t h e  g e l  . L e a v e  t h e  c o m b  i n s e r t e d  in  t h e  g e l  

d u r i n g  b o t h  s a m p l e  l o a d i n g  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s .

3 .  L o a d  3 - 5  (il o f  e a c h  s a m p l e  i n t o  t h e  r e s p e c t i v e  w e l l s .  T h e  l o a d i n g  

p r o c e s s  s h o u l d  t a k e  n o  l o n g e r  t h a n  2 0  m i n u t e s  t o  p r e v e n t  t h e  g e l  f r o m  c o o l i n g .

♦  G e l  e l e c t r o p h o r e s i s

1 .  A f t e r  c o m p l e t i o n  o f  l o a d i n g ,  r u n  t h e  g e l  a t  8 0  พ  f o r  4 0 - 6 0  

m i n u t e s  a t  a p p r o x i m a t e l y  5 0  ° c .  I f  t h e  g e l  h a s  t o  b e  l o a d e d  s e v e r a l  t i m e s ,  t h e  

g e l  m u s t  b e  a l l o w e d  t o  r u n  2 0 - 3 0  m i n u t e s  b e f o r e  l o a d i n g  t h e  n e x t  s e t  o f  

s a m p l e s .  T h i s  w i l l  p r e v e n t  t h e  s a m p l e s  f r o m  o v e r l a p p i n g  d u r i n g  

e l e c t r o p h o r e s i s .

N o t e  : เท a  4 %  g e l ,  b r o m o p h e n o l  b l u e  m i g r a t e s  a t  a p p r o x i m a t e l y  4 0  b a s e s  a n d  

x y l e n e  c y a n o l  m i g r a t e s  a t  a p p r o x i m a t e l y  1 7 0  b a s e s .

2 .  K n o w i n g  t h e  s i z e  r a n g e  f o r  e a c h  l o c u s  a n d  m i g r a t i o n  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  d y e s ,  e l e c t r o p h o r e s i s  c a n  b e  s t o p p e d  a t  a n y  a p p r o p r i a t e  

t i m e .  I f  m o r e  t h a n  o n e  l o c u s  o r  a  m u l t i p l e x  a r e  r u n ,  b e  c a r e f u l  n o t  t o  r u n  t h e  

s m a l l e s t  l o c u s  o f f  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g e l .  T h e  g e l  b a n d s  a r e  d e t e c t e d  b y  s i l v e r  

s t a i n i n g .
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F ig .  6 .  S e q u i - G e n  G T  n u c l e i c  a c i d  e l e c t r o p h o r e s i s  c e l l . 47 

♦  R e u s e  o f  g l a s s  p l a t e s

1 .  S u b m e r g e  t h e  g l a s s  p l a t e s  a n d  a f f i x e d  g e l  in  d e i o n i z e d  H 20 .  

R e m o v e  t h e  g e l  f r o m  t h e  l o n g e r  g l a s s  p l a t e  b y  s c r a p i n g  t h e  r e h y d r a t e d  g e l  

w i t h  a  p l a s t i c  s c r a p e r .  T h e  p l a t e  s h o u l d  b e  c l e a n e d  t h o r o u g h l y  w i t h  d e i o n i z e d  

H 20  a n d  a  d e t e r g e n t .
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2 .  A l l  c l e a n i n g  s p o n g e s  f o r  t h e  l o n g e r  g l a s s  p l a t e  s h o u l d  b e  k e p t  

s e p a r a t e  f r o m  t h o s e  f o r  t h e  s h o r t e r  g l a s s  p l a t e  t o  p r e v e n t  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  

o f  t h e  b i n d i n g  s o l u t i o n .

3 .  T h e  l o n g e r  g l a s s  p l a t e  p r e p a r a t i o n  m u s t  b e  r e p e a t e d  f o r  e a c h  

g e l .  T h e  s h o r t e r  g l a s s  p l a t e  p r e p a r a t i o n  m u s t  b e  r e p e a t e d  a f t e r  e v e r y  f o u r  

g e l s .

•  S i l v e r  s t a i n i n g 42

N o t e s  : - S t e p s  i n v o l v i n g  s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  f o r m a l d e h y d e  s h o u l d  b e

p e r f o r m e d  เท a  c h e m i c a l  f u m e  h o o d .

-  C h i l l  t h e  d e v e l o p e r  s o l u t i o n  t o  4 - 1 0  ° c .

-  S a v e  t h e  f i x / s t o p  s o l u t i o n  f r o m  s t e p  4 a  t o  u s e  เท s t e p  4 g ,  b e l o w .

-  G e n t l y  a g i t a t e  d u r i n g  e a c h  s t e p .

-  T h e  d u r a t i o n  o f  s t e p  4 e  is  i m p o r t a n t .  T h e  t o t a l  t i m e  f r o m  

i m m e r s i o n  เท d e i o n i z e d  H 20  t o  i m m e r s i o n  in  d e v e l o p e r  s o l u t i o n  s h o u l d  b e  l e s s  

t h a n  2 0  s e c o n d s .  I f  t h e  d e i o n i z e d  H 20  r i n s e  s t e p  d o e s  e x c e e d  2 0  s e c o n d s ,  

r e p e a t  s t e p  4 d  a g a i n .

1 .  A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  e m p t y  t h e  b u f f e r  c h a m b e r s  a n d  c a r e f u l l y  

l o o s e n  t h e  g e l  c l a m p s .  R e m o v e  t h e  g l a s s  p l a t e s  f r o m  t h e  a p p a r a t u s .

2 .  P l a c e  t h e  g e l  ( g l a s s  p l a t e s )  o n  a  f l a t  s u r f a c e .  R e m o v e  t h e  c o m b s  

a n d  t h e  s i d e  s p a c e r s .  C a r e f u l l y  s e p a r a t e  t h e  t w o  g l a s s  p l a t e s .  T h e  g e l  s h o u l d  

b e  s t r o n g l y  a f f i x e d  t o  t h e  l o n g e r  p l a t e .

3 .  P l a c e  t h e  g e l  ( a t t a c h e d  t o  t h e  l o n g e r  p l a t e )  เท a  p l a s t i c  t r a y .

4 .  T o  p e r f o r m  t h e  s i l v e r  s t a i n ,  f o l l o w  s t e p s  a - h  l i s t e d  b e l o w  :

S t e p S o l u t i o n T i m e

a . f i x / s t o p  s o l u t i o n 2 0  m i n u t e s

b . d e i o n i z e d  H 20 2  m i n u t e s
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c . r e p e a t  s t e p  b ,  t w i c e 2 X 2  m i n u t e s

d . s t a i n i n g  s o l u t i o n 3 0  m i n u t e s

e . d e i o n i z e d  H 20 1 0  s e c o n d s

f. d e v e l o p e r  s o l u t i o n  ( 4  - 1 0  ° C ) u p  t o  5  m i n u t e s  ( u n t i l  

a l l e l e  l a d d e r s  a r e  v i s i b l e )

g - f i x / s t o p  s o l u t i o n 5  m i n u t e s

h . d e i o n i z e d  H 20 2  m i n u t e s

5 .  P o s i t i o n  t h e  g e l  ( l o n g e r  p l a t e )  u p r i g h t .  T o  c r e a t e  f i l m  p r i n t s  

i m m e d i a t e l y ,  c o v e r  t h e  g e l  w i t h  p l a s t i c  w r a p  a n d  e x p o s e  t h e  f i lm .

•  E x p o s u r e  o f  f i l m 42

1 .  P l a c e  t h e  d r y ,  s t a i n e d  g e l  a t t a c h e d  t o  t h e  l o n g e r  p l a t e  ( g e l  s i d e  u p )  

o n  a  w h i t e  f l u o r e s c e n t  l i g h t  b o x .

2 .  เท t h e  d a r k  r o o m ,  p o s i t i o n  t h e  A u t o m a t i c  P r o c e s s o r  C o m p a t i b l e  

( A P C )  f i l m ,  e m u l s i o n  s i d e  d o w n ,  o v e r  t h e  g e l  t o  b e  c o p i e d .  T h e  e m u l s i o n  s i d e  

o f  t h e  f i l m  c a n  b e  i d e n t i f i e d  a s  t h e  g l o s s y  w h i t e  s u r f a c e ;  t h e  n o n - e m u l s i o n  s i d e  

h a s  a  g r a y  t i n t .

3 .  T u r n  o n  t h e  w h i t e  l i g h t  b o x  a n d  e x p o s e  t h e  f i l m  f o r  3 5  s e c o n d s ,  

d e p e n d i n g  o n  t h e  g e l  b a c k g r o u n d  l e v e l  a n d  i n t e n s i t y  o f  t h e  w h i t e  l i g h t .  ( T h i s  

s t e p  m u s t  b e  o p t i m i z e d  f o r  i n d i v i d u a l  l i g h t  b o x e s . )

4 .  D e v e l o p  t h e  f i lm ,  A P C  f i lm  m a y  b e  p r o c e s s e d  m a n u a l l y  o r  w i t h  a n  

a u t o m a t i c  f i l m  p r o c e s s o r .  T h e  p r o c e s s e s  l i k e  X - r a y  f i l m s  p r o c e s s o r s .

N o t e  : T h e  i m a g e  p r o d u c e d  o n  A P C  f i lm  is  t h e  m i r r o r  i m a g e  o f  t h e  g e l .  U s e  o f  

f i lm  a l l o w s  t h e  g e n e r a t i o n  o f  m u l t i p l e  p e r m a n e n t  i m a g e s  w i t h  m o r e  c o n t r o l  o v e r  

b a n d  a n d  b a c k g r o u n d  i n t e n s i t y  t h a n  d o e s  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  g e l  a l o n e .

5 .  I f  t h e r e  is  v e r y  l i t t le  s i g n a l ,  d e c r e a s e  t h e  e x p o s u r e  t i m e .  I f  t h e  f i l m  

a p p e a r s  b r o w n  o r  b l a c k ,  i n c r e a s e  t h e  e x p o s u r e  t i m e .
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•  G e n o t y p e  d e t e r m i n a t i o n s 42

A .  p G E M ®  D N A  m a r k e r s

T h e  p G E M ®  D N A  m a r k e r s  a r e  v i s u a l  s t a n d a r d s  u s e d  t o  c o n f i r m  

a l l e l i c  s i z e  r a n g e s  f o r  t h e  l o c i .  T h e  m a r k e r s  c o n s i s t  o f  f i f t e e n  D N A  f r a g m e n t s  

w i t h  t h e  f o l l o w i n g  s i z e s  ( in  b a s e  p a i r s ) :

2 6 4 5 4 6 0 1 2 6

1 6 0 5 3 9 6 7 5

1 1 9 8 3 5 0 6 5

6 7 6 2 2 2 51

5 1 7 1 7 9 3 6

B .  C o n t r o l s

O b s e n / e  t h e  l a n e s  c o n t a i n i n g  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l s .  T h e y  s h o u l d  b e  

d e v o i d  o f  a m p l i f i c a t i o n  p r o d u c t s .  T h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  c o n f i r m s  t h a t  t h e r e  is  n o  

c o n t a m i n a t i o n .

O b s e r v e  t h e  l a n e s  c o n t a i n i n g  t h e  p o s i t i v e  K 5 6 2  D N A  c o n t r o l s .  

C o m p a r e  t h e  K 5 6 2  D N A  a l l e l i c  r e p e a t  s i z e s  w i t h  t h e  l o c u s - s p e c i f i c  a l l e l i c  

l a d d e r .  T h e  e x p e c t e d  K 5 6 2  D N A  a l l e l e  s i z e ( s )  f o r  e a c h  l o c u s  a r e  l i s t e d  in  

T a b l e  2 .

c .  S T R  L a d d e r s

E a c h  l o c u s  o r  m u l t i p l e x  h a s  a  c h a r a c t e r i s t i c  a l l e l i c  l a d d e r .  T h e  

l o c u s - s p e c i f i c  a l l e l i c  l a d d e r  i n f o r m a t i o n  is  l i s t e d  in  T a b l e  2 .  T h e  a l l e l i c  l a d d e r s  

c o n t a i n  f r a g m e n t s  o f  t h e  s a m e  l e n g t h  a n d  t h e  s a m e  s e q u e n c e  a s  a l l  k n o w n  

a l l e l e s  f o r  t h e  l o c u s  w h i c h  w a s  r u n  o n  t h e  s a m e  e l e c t r o p h o r e t i c  g e l . 13,38,48 

V i s u a l  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  a l l e l i c  l a d d e r  a n d  a m p l i f i e d  s a m p l e s  o f  t h e

l o c u s  a l l o w s  p r e c i s e  a s s i g n m e n t  o f  a l l e l e s .  

D .  G e n o t y p e  d e t e r m i n a t i o n s
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A l l e l e s  w e r e  c l a s s i f i e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  t h e  s a m p l e  f r a g m e n t s  w i t h  

t h o s e  o f  t h e  l o c u s - s p e c i f i c  a l l e l i c  l a d d e r s .  A l l e l i c  l a d d e r s  a r e  s t a n d a r d  m a r k e r s  

c o n s i s t i n g  o f  a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  o f  t h e  s a m e  l e n g t h  a s  e i t h e r  s e v e r a l  o r  a l l  

k n o w n  a l l e l e s  f o r  t h e  l o c u s . 38 T h e s e  c a n  b e  r e a d i l y  a n d  a c c u r a t e l y  a n a l y z e d  

P C R  a m p l i f i c a t i o n  p r o d u c t s ,  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  s p e c i a l i z e d  e q u i p m e n t .  

T h e r e f o r e ,  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  p o p u l a t i o n s  b a s e d  u p o n  a c c u r a t e ,  p r e c i s e  

a n d  c o n f i d e n t  a l l e l e  d e t e r m i n a t i o n  is  s i m p l i f i e d . 38

A  s a m p l e  in  w h i c h  t w o  b a n d s  o f  d i f f e r e n t  s i z e s  c a n  b e  o b s e r v e d  is  

h e t e r o z y g o u s .  A  s a m p l e  in  w h i c h  o n e  b a n d  o f  d a r k e r  i n t e n s i t y  c a n  b e  

o b s e r v e d  is  h o m o z y g o u s .

•  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s

1 .  T h e  f r e q u e n c y  o f  e a c h  a l l e l e  f o r  e a c h  S T R  w a s  c a l c u l a t e d  b y  

d i v i d i n g  t h e  o b s e r v e d  n u m b e r s  o f  a  s p e c i f i c  a l l e l e  b y  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  

a l l e l e s . 49

2 .  A  s t a n d a r d  X , 2 a n a l y s i s  o f  t h e  o b s e r v e d  a n d  e x p e c t e d  g e n o t y p e s  

f o r  e a c h  p o p u l a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  in  o r d e r  t o  t e s t  f o r  H a r d y - W e i n b e r g  

e q u i l i b r i u m .  F o r  a  p o p u l a t i o n  t o  b e  in  H a r d y - W e i n b e r g  e q u i l i b r i u m  ( H W E ) ,  t h e  

a l l e l e s  m u s t  b e  r a n d o m l y  i n h e r i t e d  a n d  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  r e m a i n  c o n s t a n t  

f r o m  g e n e r a t i o n  t o  g e n e r a t i o n . 49

3 .  H e t e r o z y g o t e s  a r e  i n d i v i d u a l s  w i t h  d i f f e r e n t  a l l e l e s  a t  t h e  s a m e  

l o c u s .  H o m o z y g o t e s  a r e  i n d i v i d u a l s  w i t h  t w o  i d e n t i c a l  a l l e l e s  a t  a  g i v e n  l o c u s .  

O b s e r v e d  h e t e r o z y g o s i t y  is  a l s o  c a l l e d  f r e q u e n c y  o f  h e t e r o z y g o t e s  a n d  is  

r e p r e s e n t e d  b y  h  in  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n . 50

h  =  ก ห / ก
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w h e r e  ก h is  t h e  n u m b e r  o f  i n d i v i d u a l  o b s e r v a t i o n s  w i t h  t w o  a l l e l e s  a n d  ก  is  

t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  i n d i v i d u a l s .

S i n c e  o n e  is  e i t h e r  a  h o m o z y g o t e  o r  a  h e t e r o z y g o t e ,  t h e  f r e q u e n c y  

o f  h e t e r o z y g o t e  ( h )  p l u s  t h e  f r e q u e n c y  o f  h o m o z y g o t e  ( H )  is  e q u a l  t o  o n e . 50

H  +  h  =  1

T h e  u n b i a s e d  e s t i m a t e  o f  t h e  e x p e c t e d  h e t e r o z y g o s i t y  (h) w a s  

c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o r m u l a  51"52:

h =  ท ( 1 - Ê x 2) / ( n - 1 )

w h e r e  X2 =  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  a n d  ท =  t o t a l  n u m b e r  o f  a l l e l e s  

o b s e r v e d .

4 .  T h e  a v e r a g e  p o w e r  o f  e x c l u s i o n  is  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  a  f a l s e l y -  

a c c u s e d  p u t a t i v e  f a t h e r  w i l l  b e  e x c l u d e d  a s  t h e  b i o l o g i c a l  f a t h e r  o f  a  p a r t i c u l a r  

c h i l d .  T h e  h i g h e r  t h e  p r o b a b i l i t y ,  t h e  b e t t e r  t h e  g e n e t i c  s y s t e m  f o r  p a r e n t a g e  

t e s t i n g .  T h i s  p r o b a b i l i t y  c a n  b e  c a l c u l a t e d  f o r  a  t r i o  w h e n  t h e  g e n o t y p e s  o f  t h e  

a l l e g e d  f a t h e r ,  t h e  m o t h e r  a n d  c h i l d  a r e  k n o w n ,  a n d  c a n  b e  c a l c u l a t e d  a l s o  f o r  

a  p a r e n t / c h i l d  d u o .  T h e  g e n e r a l  f o r m u l a e  f o r  b o t h  s i t u a t i o n s  a r e  g i v e n  b e l o w 53

P E  t r i o  =  z  P i ( 1 - P i ) 2 + . Z h ( P iP j ) 2( 3 P i + 3 P j - 4 )

P E  d u o  = z  P i2( 1 - P i ) 2 +  z  2 P i P j ( 1  - P i - P j ) 2
M Uiji* i+1

w h e r e  Pi =  m o s t  c o m m o n  a l l e l e ,  P j =  n e x t  m o s t  c o m m o n  a l l e l e .

T h e  c o m b i n e d  p o w e r  o f  e x c l u s i o n  f o r  m u l t i p l e  l o c i  c a n  b e  

c a l c u l a t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  :
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P E  c o m b i n e d  =  1 -  r i ( 1 - P E , )
1-1

w h e r e  ท =  t h e  n u m b e r  o f  S T R  s y s t e m s .

5 .  T h e  p r o b a b i l i t y  o f  m a t c h i n g  is  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  t w o  i n d i v i d u a l s  

s e l e c t e d  a t  r a n d o m  f r o m  a  g i v e n  p o p u l a t i o n  w i l l  g e n o t y p i c a l l y  m a t c h  a t  a  

p a r t i c u l a r  l o c u s  o r  s e t  o f  l o c i . 53 T h e  s m a l l e r  t h e  v a l u e  o f  P m ,  t h e  b e t t e r  t h e  

s y s t e m  f o r  i n d i v i d u a l i z a t i o n  p u r p o s e s .  T h i s  p r o b a b i l i t y ,  P m ,  is  d e f i n e d  b y  t h e  

f o l l o w i n g  f o r m u l a  :

P m  =  X  P;2

w h e r e  Pi r e p r e s e n t s  t h e  f r e q u e n c i e s  o f  a l l  p o s s i b l e  g e n o t y p e s .

T h e  c o m b i n e d  m a t c h i n g  p r o b a b i l i t y  f o r  m o r e  t h a n  o n e  l o c u s  is  t h e  

p r o d u c t  o f  t h e  i n d i v i d u a l  m a t c h i n g  p r o b a b i l i t y  a t  e a c h  l o c u s ,  a s s u m i n g  t h e y  

a r e  n o t  l i n k e d .

6 .  T h e  d i s c r i m i n a t i o n  p o w e r  ( D P )  is  t h e  p r o b a b i l i t y  f o r  t w o  i n d i v i d u a l s  

c h o s e n  a t  r a n d o m  f r o m  a  p o p u l a t i o n  t o  h a v e  d i f f e r e n t  g e n o t y p e s . 51,54

D P  c o m b i n e d  =  1 -  ^ ( e x p e c t e d  g e n o t y p e  f r e q u e n c i e s ) 2

T h e  c o m b i n e d  p o w e r  o f  d i s c r i m i n a t i o n  f o r  m u l t i p l e  l o c i  c a n  b e  

c a l c u l a t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  50:

D P  c o m b i n e d  =  1 -  r i ( 1 - D P j )

w h e r e  ท =  t h e  n u m b e r  o f  S T R  s y s t e m s .

7 .  T h e  p a t e r n i t y  i n d e x  r e f l e c t s  h o w  m a n y  m o r e  t i m e s  l i k e l y  it  is  t h a t  t h e  

p e r s o n  b e i n g  t e s t e d  is  t h e  b i o l o g i c a l  f a t h e r ,  r a t h e r  t h a n  a  r a n d o m l y  s e l e c t e d
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i n d i v i d u a l .  T h e  t y p i c a l  p a t e r n i t y  i n d e x  is  a s s i g n e d  t o  a  l o c u s  r a t h e r  t h a n  a n  

i n d i v i d u a l  c a s e .  G e n e r a l l y ,  a  PItypical o f  l e s s  t h a n  o n e  is  i n d i c a t i v e  o f  n o n -  

r e l a t e d n e s s .  T h e  PItypical is  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  50:

P U a  =  V 2 H

w h e r e  H  is  t h e  f r e q u e n c y  o f  h o m o z y g o t e s  ( in  t h i s  s t u d y  t h e  f r e q u e n c y  o f  

e x p e c t e d  h o m o z y g o t e s ) .

T h e  PItypical o f  s e v e r a l  l o c i  is  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  i n d i v i d u a l  PItypical ■

8 .  T h e  p o l y m o r p h i s m  i n f o r m a t i o n  c o n t e n t  ( P I C )  m e a s u r e s  h o w  

i n f o r m a t i v e  a  m a r k e r  is .  T h e  P I C  o f  a  m a r k e r  is  g i v e n  b y 11,55:

P I C  =  1 - Ê p i 2 -  È  Ê  2 P i 2p f

w h e r e  P i is  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  /  t h  a l l e l e .

A  m a r k e r  w i t h  a  P I C  o f  0  is  n e v e r  i n f o r m a t i v e ,  o n e  w i t h  a  P I C  o f

1 is  a l w a y s  i n f o r m a t i v e .
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