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ABSTRAKT
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Skolitel: Doc. RNDr. Vladimir SEMECKY, CSc.

Nazev bakalatské prace: Metody molekularni genetiky v kriminalistice

Cilem této bakalatské prace je pfinést piehledny a souhrnny pohled na vyuziti
genetiky v kriminalistice. Obsah prace se sklada ze dvou ¢asti. Teoreticka prvni ¢ast je
zamétena na zdkladni informace o DNA, jeji historii, vyvoj a druhy biologickych mate-
riali vhodnych ke zkoumani. Druha ¢ast je ¢ast metodicka, ktera se dotyka problemati-

ky analyzy provadéné a zpracovavané na pracovisti Policie CR.
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Uvod

Genetika je mladym, modernim a dynamicky se rozvijejicim piirodovédnym
oborem. Jeji vyuziti v souasné¢ dob¢ nalézame v Sirokém spektru riznych oborti, jako
napt. zdravotnictvi, zoologie, botanika, biometrika a v hojné mifte i kriminalistika. Ge-
netika, jako prirodovédny obor, a jeji vyuziti v kriminalistice je v dnesni dob&é hodné
sledovanym a diskutovanym tématem. Sviij podil na tom maji i moderni serialy typu
Krimindlka Las Vegas apod., které prostfednictvim multimedialnich prostfedka ovliv-
fuji chapani i vyznam samotné genetiky a jeji aplikaci v kriminalistice. Forenzni gene-
tika, jak se zpravidla vyuziti genetiky v kriminalistice nazyva, je v souc¢asné dob¢ ne-
sporné jednim z pilift pii objasiiovani trestné ¢innosti nejen na izemi Ceské republiky,
ale i v dalsich vyspélych zemich celého svéta. Duvod, pro¢ tomuto tak je, Ize spatiovat
VvV tom, ze kriminalistickd genetika jako jeden z mdla obort kriminalistiky umoznuje
individualni identifikaci osoby. Individualni identifikace v ramci kriminalistiky byla
doneddvna vysostnou pravomoci daktyloskopie. DalSim dulezitym faktorem vzristu
zajmu o vyuziti genetiky v kriminalistice je ten, Ze fakticky neexistuje tzv. dokonaly
trestny Cin, tj. trestny ¢in a misto trestného ¢inu, kde by nebyla pachatelem zanechana
jakakoli kriminalisticky relevantni stopa. Clovék je vzdy, at’ uz ve vétsi ¢ mensi mife,
vylucovatelem biologického materidlu, ktery zanechavéd na misté trestného Cinu. Jaka-
koli, i jedina, buiika zanechana na misté ¢inu a v ni zachovany geneticky kod je nosite-
lem dutlezitych individualnich informaci o osobé mozného pachatele. Je jen otdzkou
Casu, kdy dalsi rozvoj moderni techniky umozni genetické zkoumani jen jediné burky,
coz bude pro kriminalistickou genetiku dalsi velky pokrok. Zkoumanim jedné jediné
buniky zanechané na misté trestného ¢inu by kriminalistickd genetika naplnila dalsi
aspekt kriminalistiky, kterym je prace s minimalnim (mikroskopickym) mnoZstvim ma-
teridlu zanechanym na misté trestného ¢inu. I tak jiZ v dneSni dobé€ kriminalisticka gene-
tika umoznuje zkoumani velmi malého az minimalniho mnoZstvi biologického materié-
lu, ve kterém je moZno najit pouze nékolik desitek az stovek bunck.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, je genetika mladym ptirodovédnym oborem a tedy i
jeji vyuziti v Kriminalistice ma kratké kofeny. Pocatky genetiky se objevuji v druhé po-

loving€ 19. stoleti. Do oboru kriminalistiky se vSak genetika zaclefiuje aZ mnohem poz-
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dgji, a to v dobé okolo devadesatych let 20. stoleti. V Ceské republice byl prvni p¥ipad
vyuziti genetiky v kriminalistice zaznamenan v roce 1992.

Kriminalisticka genetika, jako odvétvi oboru kriminalistiky, je v boji proti zlo¢i-
nu velmi mladym bratrem daktyloskopie, jak v CR, tak i v zahrani¢i. Piesto si
v kriminalistice vybojovala velmi silné postaveni a dostalo se ji velmi rychlého pfijeti
V ramci provéfovani a vySetfovani trestné ¢innosti a kriminalisticky relevantnich uda-
losti. To dokladuje i fakt, Ze v posledni dobé dochazi k rychlému nartstu poctu prove-
denych genetickych zkoumani nejen u nas, ale i v zahraniéi, a také k prudkému rozvoji
novych ptistroji, metod a postupd.

Vzhledem k tomu, Ze kriminalisticka genetika je u nas jest¢ mladym odvétvim a
do podvédomi lidi v Ceské republice se dostava spise prostiednictvim pochybnych tele-
viznich serialii a bulvarnich Casopisi, nebo reportazi, nez odbornou diskusi a pomoci
odbornych publikaci, kterych do soucasné doby nebylo mnoho napsano, je nasnadé,
abych se touto cestou pokusila o zpracovani kratkého, ale uceleného piehledu, ktery by
shrnul zékladni principy, ndvody a postupy pouzivané na pracovistich zabyvajicich se
kriminalistickou genetikou v ramci forenzni praxe. Z tohoto divodu bude ma prace po-
jednavat o postupech prace na pracovistich Policie Ceské republiky, kterymi jsou Kri-
minalisticky ustav Praha a pracovisté Odborl kriminalistické techniky a expertiz kraj-

skych sprav Policie Ceské republiky.
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1. DNA v kriminalistice

1.1 DNA

DNA neboli kyselina deoxyribonukleova (z anglického nazvu ,,deoxyribo-
nucleic acid“)! je jednim ze zékladnich stavebnich kamenii Zivych organismi a hraje
klicovou tulohu v pfenosu genetické informace. Nachdzi se v bunééném jadie a
v n¢kterych dalsich bunécnych organelach.

Jedna se o dlouhy polymer slozeny z tzv. nukleotidi, ktery koduje sekvenci
aminokyselinovych zbytkid v proteinech tim, Ze vyuziva geneticky kod (tripletovy kod
nukleotidl). DNA je tvofena dvéma dlouhymi polynukleotidovymi vldkny stocenymi
do tzv. ,,dvojité Sroubovice* (z angl. double helix). Ob¢ vldkna jsou téz nazyvana ,ie-
tézce* DNA. Tato vldkna jsou sloZena ze sekvence podjednotek (nukleotidl) spojenych
k sobé navzajem chemickou vazbou, vodikovymi mistky. Polynukleotidova vlakna jsou
tvofena ¢tyfmi typy nukleotidovych podjednotek. Kazda nukleotidova podjednotka ob-
sahuje dusikatou bazi (heterocyklus s uhlikovymi a dusikovymi atomy), ktera je nava-
zéna na pétiuhlikovy sacharid ,,deoxyribozu (monosacharid 2-deoxy-p-D-riboza)® a
zbytek kyseliny fosforecné (PO4>).

Dusikaté baze navazané na deoxyribozu jsou: cytosin —,,C*, thymin — ,,T*, ade-
nin — ,,A“ a guanin — ,,G“. Baze jsou heterocyklické slouceniny odvozené od purinu
nebo pyrimidinu. K purinovym bazim fadime adenin a guanin, k pyrimidinovym bazim
fadime cytosin a thymin®. Uvedené baze navazané na sacharid deoxyribozu tvofi tzv.
nukleosid, ktery pak spojenim se zbytkem kyseliny fosforecné tvoii nukleotid. Tyto
nukleotidy jsou poté oznacovany symboly A, G, C, T.

Nukleotidy se mohou péarovat za pomoci vodikovych mustkl. Parovani se tidi
komplementaritou bazi, kdy adenin se vzdy paruje s thyminem (A-T) dvéma vodiko-

vymi vazbami a guanin s cytosinem (G-C) se paruje tfemi vodikovymi vazbami, pfi-

' KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné. Narodni centrum o$etiovatelstvi a nelékaiskych
zdravotnickych oborti v Brné. BRNO 2007, str. 11
2 KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné. Narodni centrum o$etiovatelstvi a nelékaiskych
zdravotnickych oborti v Brné. BRNO 2007, str. 33
¥ KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné. Narodni centrum o$etiovatelstvi a nelékaiskych
zdravotnickych oborti v Brné. BRNO 2007, str. 35

10



¢emz DNA obsahuje stejny pocet adeninovych a thyminovych zbytkl a stejny pocet
guaninovych a cytosinovych zbytkd.

Polynukleotidové fetézce v DNA jsou antiparalelni, coz znamena, Ze jeden feté-
zec DNA je orientovan ve sméru 5°- 3"a druhy fetézec zase ve sméru 3'- 5°. Molekula

DNA je charakterizovana primarni, sekundérni a terciarni strukturou.

5' -konec

7\

0,34 nm

maly
zlabek

velky
Zlabek

/ G 5
—pP—0) N N o 4
O Q o vodikovy mustek O\ fosf;)dlesterova
5' -konec 3' -konec vazba
(A) (B)

Obr. & 1 Model DNA*

Primarni struktura DNA

Je dana potfadim nukleotidi, které jsou do polynukleotidového fetézce vazané
3,5 fosfodiesterovou vazbou a tato struktura piimo uréuje genetickou informaci.
Nukleotidy se od sebe lisi vzdy jen ptitomnosti rozdilné baze. Primarni strukturu DNA

je mozné zapsat napiiklad jako ATCGTCG nebo 5- ATCGTCG —3".

Sekundarni struktura DNA
Tuto strukturu tvoii dva polynukleotidové fetézce spletené vétSinou do pravoto-
¢ivé dvojsroubovice, tzv. dvojity — a helix. Tato struktura je pomérné stabilni. Stabilitu

sekundérni struktufe dodavaji vodikové vazby, kterymi se vazou dvojice dusikatych

* www.gymnazium.ji.cz/docs/sipvz/chemie/vyssi/.../27nukleo.ppt
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bazi na principu komplementarity. Baze smétuji dovniti dvousroubovice, jsou kolmé na
jeji osu a ob¢ strany pak tvofi kostra z fosfatti a deoxyrib6z. Forma stoceni dvousroubo-
vice neni vzdy a za vSech podminek stejna. In vitro je vétSina DNA ve formé ,,B*, in
Vivo se vsak za urcitych podminek vyskytuje i v jiné forme.

Forma ,,B“ je nejbéznéjsi pravotociva forma (popsana Watsonen a Crickem),
kdy na jeden zavit Sroubovice pfipada 10 parti nukleotidi. Na Sroubovici jsou velké a
malé zlabky (viz obr. ¢. 1), které umoziuji interakci s bilkovinami, ¢imz dochazi ke
zkrouceni fetézce do kompaktnéjsiho tvaru.

Forma ,,A” je pravotoc¢iva a na jeden zavit Sroubovice piipada 11 para nukleoti-

Forma ,,Z* je levotoCiva a na jeden zavit Sroubovice piipada 12 part nukleotidu.
Retézce se v tomto piipadé na osu nenavijeji plynule, ale trhang — , cik-cak*®. Tato for-

ma je nejméng stabilni.

Obr. &. 2 Formy sto¢eni DNA®

> VODRAZKA, Zden&k. Biochemie. Academia. PRAHA 1999, str. 101
® www.ncbr.chemi.muni.cz/~evaf/c7925/parovani.ppt
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Terciarni struktura DNA

Tato struktura je urCena prostorovym uspotfadanim Sroubovice. Piikladem terci-
arni struktury jsou chromosomy. Chromosomy jsou specifické barvitelné buné¢né struk-
tury eukaryont ptitomné v jadre. Skladaji se z DNA a histont a jejich existence ma

. v “ , . , . v 7 v1 7
usnadnit rovnomérné rozdéleni genetické informace do dcefinych bunék’.

1.1.1 Rozdéleni DNA

Kodujici DNA

Tvoii asi 2% celé DNA v organismu ¢lovéka. Genetické informace pienasi geny.
Gen je konkrétni tisek DNA o konkrétni sekvenci nukleotidii. Geny jsou nositeli vniti-

nich (genotyp) a vnéjSich (fenotyp) dédicnych znak a vlastnosti.

Nekédujici DNA
Tato DNA nenese zadnou genetickou informaci dédi¢nosti a proménlivosti. Tvo-

i 98% celé DNA. Jeji vyznam je zatim nejasny. Z hlediska kriminalistiky ma vSak

vvvvvv

1.2 Historie DNA

Genetika jako védecky obor molekularni biologie se za¢inala formovat v obdobi
konce 19. stoleti. Nejvétsi rozmach tohoto oboru pak nastal v obdobi druhé poloviny 20.
stoleti. Genetika v tomto obdobi dosahla velkych pokrokt a ziskala si popularitu mezi
velkym poc¢tem biologickych pracovnikli po celém svéte.

Za zakladatele genetiky je povazovan opat augustinianského klastera v Brné
Johann Gregor MENDEL (1822 — 1884). Mendel byl prvni, kdo nehodnotil organis-
mus jako celek, ale rozlozil ho na jednotlivé znaky. V letech 1856 — 1863 se zabyval
kfizenim hrachu a sledovdnim jeho potomstva. Své pokusy provadél mezi vyslechtény-
mi liniemi hrachu setého (Pisum sativum), poskytujicimi potomstvo se stejnymi znaky
jako maji rodice). Mezi znaky, které sledoval, patfily napiiklad tvar semen, barva se-
men, barva kvétl, a jiné. Kfizenim druhti rostlin dospé€l k zavérim, z nichz vyvodil a

definoval t¥i principy znamé jako ,,Mendelovy zékony d&di¢nosti“®. P¥i tomto jako je-

" http://cs.wikipedia.org/wiki/Chromozom
® I. Mendeltv zakon — zakon o uniformité hybridi F1 generace homozygoti
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Eukaryota
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A9_j%C3%A1dro
http://cs.wikipedia.org/wiki/DNA
http://cs.wikipedia.org/wiki/Histon
http://cs.wikipedia.org/wiki/Genetick%C3%A1_informace
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bu%C5%88ka

den z prvnich pouzil, ve svém dile ,,Pokusy s rostlinnymi kirizenci® (1866), biostatistic-
ké metody. Mendelovy pokusy a jeho dilo vSak ve své dobé nemély velky ohlas a byly
spiSe zapomenuty.

Po vydani Mendelovy prace se dostava genetika na delsi ¢as do atlumu. Ke zno-
vuobjeveni genetiky jako plnohodnotného védniho oboru a jejiho pfipomenuti a potvr-
zeni Mendelovy prace doslo az na pocatku 20. stoleti. Toto obdobi je spojeno s tfemi
profesory Hugo de VRIESEM (1848 — 1935), Erichem von TSCHERMAKEM
(1871 — 1962) a Carlem Erichem CORRENSEM (1864 — 1933), ktefi nezavisle na
sob¢ pii svych vyzkumech pouzili Mendelovy principy a nasledné je potvrdili. Holand-
sky profesor de Vries je dnes povazovan za zakladatele nauky o genetickych mutacich.
Rakousky profesor Tschermak se stal priikopnikem aplikované genetiky diky aplikaci
Mendelovych zdkonii do praxe. Diky jejich praci dochazi k nastartovani obdobi, které je
oznacovano jako ,,doba genetiky*.

Autorem definice molekularni biologie je anglicky biolog William Thomas ASTBU-
RY (1898 — 1961) - ,, Molekuldrni biologii se rozumi védni obor, ktery zkouma struktu-
ru biologickych makromolekul, predevsim informacnich makromolekul, jejich interakce
a usporddani v Zivém systému ve vztahu k jejich funkci v zdkladnich Zivotnich déjich“.*°

V roce 1896 se némeckému chemikovi jménem Johannes Friedrich MIE-
SCHER (1844-1895), podatilo z bilych krvinek obsazenych v hnisu vyizolovat latku
tvofici bunééné jadro kterou pojmenoval ,,nuklein® (nazev ,,deoxyribonukleova kyseli-
na“, resp. ,,DNA*“ byl pro tuto slouteninu zaveden az o nékolik desetileti pozd&ji**).
Tento vyizolovany vzorek, ale nebyl v takové kvalité a Cistoté, aby jej bylo mozno dale
zkoumat.

V roce 1933 ziskal Nobelovu cenu prvni genetik Thomas Hunt MORGAN
(1866 — 1945). Thomas Morgan piinesl nové poznatky o genech a genové vazbé. Zaby-
val se také strukturou chromozomu a ulozenim genti v nich.

Molekularni strukturu DNA se podatilo prokdzat dvéma mladym spolupracovni-

kiim. Americky biolog James Dewey WATSON (narozen 1928) a britsky fyzik Fran-

II. Mendeltv zakon — zékon o Cistot¢ a segregaci vioh

1. Mendelav zakon — zakon o volné kombinovatelnosti viloh
% v originale psano némecky ,, Versuche iiber Pflanzen — Hybriden
Y ROZSYPAL, S., a kol. Molekuldrni genetika. Statni pedagogické nakladatelstvi n.p. v Praze, PRAHA
1983, str. 9-10
1 KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné. Narodni centrum oSetiovatelstvi a nelékaiskych
zdravotnickych obort v Brné. BRNO 2007, str. 33
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cis Harry Compton CRICK (1916 — 2004) roku 1953 ptedlozili strukturni model
dvousroubovice DNA. Dospéli k zavéru, ze DNA je tvofena dvéma polynukleotidovymi
fetézci, které jsou navzajem propojeny vodikovymi mistky mezi dusikatymi bazemi.
Pti své praci vychazeli z perfektné provedené rentgenové studie krystalickych preparatii
DNA, potizenych Mauricem Hughem Frederickem WILKINSNEM (narozen 1916)
a Rosalindou Elsie FRANKLINOVOU (1920 — 1958). Jimi vytvofenym modelem
vstoupila biologie do nové éry. V roce 1962 Watson, Crick a Wilkins ziskali za tento
objev Nobelovu cenu za medicinu.

V roce 1956 americky védec Arthur KORNBERG (1918 - 2007) izoloval prvni
enzym ,,DNA polymerazu“ a dokdzal, ze za pfitomnosti tohoto enzymu dochézi
k polymeraci DNA in vitro (,,ve skle* — prace s organizmy a jejich ¢astmi v umélych
laboratornich podminkach). Pfi polymeraci DNA vznikaji z malych usekti DNA tseky
dlouhé, které jsou vice vhodné k dalsimu zkoumani. V roce 1959 byla Kornbergovi udé-
lena za tento objev Nobelova cena v oboru 1ékafstvi a fyziologie.

V nésledujicim obdobi az do konce 20. stoleti doslo k fad¢ dalSich objevi a ge-
netika nasla uplatnéni ve spousté védnich oborl. Z hlediska forenzni genetiky jich je
dialezitych hned nékolik. Jednim z téchto objevli byla moznost sekvencovani. Tuto me-
todu koncem sedmdesatych let nezavisle na sob¢ vyvinuli Ameri¢an Walter GILBERT
(narozen 1932) a Brit Fred SANGER (narozen 1918). Gilbert je zakladatelem chemic-
ké metody a Sanger enzymové metody sekvenovani.

Vyznamnou udalosti pro forenzni genetiku byl rok 1983 kdy Kary B. MULLIS
(narozen 1944) objevil metodu nazvanou PCR, neboli "polymerdzova retézova reak-
ce"?. Metoda PCR umoziuje mnozeni vybraného useku DNA in vitro bez zivych or-
ganizmu. Objev fetézové polymerazové reakce predznamenal prudky vyvoj molekuldrni
biologie a umoznil rozsifeni jeji praktické aplikace. Za tento objev ziskal Mullis v roce
1993 Nobelovu cenu.

Vyraznym meznikem byl také objev systému identifikace jedinci pomoci DNA
z biologického materidlu, ¢imZ se vyrazné posunuly moznosti nejen védy, ale i krimina-
listiky. K tomuto objevu dospél v roce 1985 britsky genetik Alec JEFFREYS (narozen
1950). Ke svému objevu pfisel ndhodou, pii studiu svalového proteinu myoglobinu a

gent, které ho koduji u riznych savcl. Geny pro tento protein hledal v celé genetické

12 polymerase Chain Reaction (PCR)
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informaci na zékladé opakujicich se nukleotidovych sekvenci, které se nachdzeji v okoli
tohoto genu. Zjistil, Ze pozice genu je u riznych druht zivocicht rtizna. Vysledek, ktery
ziskal zpracovanim lidské DNA, se ale od ostatnich vzorki lisil. Bylo zfejmé, ze zvole-
né opakujici se sekvence se nachazeji na riznych mistech lidského genomu, a co vic -
lisi se u jednotlivet.. Zpocatku tomu odmital uvéfit, ale kazdy dalsi vzorek ho presveéd-
Coval o spravnosti jeho tvrzeni. Z jeho objevu se postupné vyvinula metoda detekce
individualnich rozdili mezi dédi¢nou informaci rtznych lidi, ktera vesla do obecného

povédomi jako ,,DNA fingerprinting*!.

Tato metoda je dnes vyuzivana nejen
Vv kriminalistice, soudnim 1ékafstvi, pfi urCovani rodicovstvi, ale také v chovatelstvi a

dalsich oborech.

1.3 Prvni vyuziti DNA v kriminalistice ve svété

Prvni vyuziti metody DNA fingerprinting provedl v roce 1987 sam Alec
Jeffreys. Diky jeho metod¢ se podafilo objasnit ptipad dvou znésilnénych a zavrazdé-
nych divek. Prvni ptipad se stal 21. listopadu roku 1983. Tehdy 15leta Lynda Manno-
va odesla na navstévu svych pratel. Druhy den rdno byla nalezena znasilnén4 a uSkrce-
na. Na jejim téle bylo nalezeno sperma. Expertizami z odvétvi biologie bylo zjisténo, ze
vrahem je osoba s krevni skupinou A, ktery ma pouze 10% muzi. Dlouhou dobu se
nedafilo zjistit pachatele. O necelé tfi roky pozdéji, 31. Cervence 1986, byla v blizkosti
mista vrazdy Lindy Mannové nalezena dal$i zavrazdéna 15letd Dawn Ashworthova.
Dawn Ashworthova byla rovnéz znasilnéna a uSkrcena. Nalezené sperma na jejim téle
vykazovalo shodnou krevni skupinu jako sperma nalezené na téle Lindy Mannové. K
¢inu se tehdy ptiznal sedmnactilety vratny z ustavu pro dusevné choré, ale popfel, Ze by
mél néco spole¢ného s vrazdou Lyndy Mannové. Jednalo se o 17letého Richarda
Bucklanda. Poté byl kontaktovan policii Alec Jeffreys, ktery svou nové vyvinutou me-
todu pouzil ke srovnani vzorkl z obou ptipadi se vzorkem krve podezielého Bucklan-
da. Jeho vysledky byly pro policii ptekvapenim. Jeffreys porovnanim vzorku zjistil, Ze
ob¢ zeny zavrazdil stejny pachatel, ale nejednalo se o podezielého Bucklanda. Nasledné
provedla policie odbér vzorku krve cca péti tisicim muzi a jejich zpracovani trvalo
néco okolo Sesti mésicli, bohuZel bez kladného vysledku. Pozdé&ji byl na zdkladé udani

zat¢en Colin Pitchfork. Jemu odebrané vzorky DNA byly zadany do databaze a porov-

13 tento nazev lze voln& pielozit jako ,,0tisk prstu z dédicné informace*
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nany s ostatnimi vzorky. V databazi byla nalezena shoda DNA jeho vzorkl se vzorky
DNA izolovanymi ze spermatu pii obou uvedenych vrazdach. Nésledné byl Pitchfork
odsouzen k dvéma dozivotnim trestim odnéti svobody.

I presto, ze se metoda hned napoprvé osvédcila, jejimu SirSimu vyuzivani zpo-
¢atku branily vysoké naklady a také potieba relativné velkého mnozstvi biologického
materialu pro analyzu. Nicméné i tak se metoda analyzy lidské DNA pro kriminalistické
ucely postupné rozsifila do ostatnich zemi. Jeden z nejvétSich rozmachua kriminalistické
genetiky nastal v USA. Jen o tfi roky pozdéji byla analyza lidské DNA usp&$né pouzita
v kriminalistické praxi i v tehdej$im Ceskoslovensku. Ceskoslovensti védci byli jedni

zZ prvnich prikopnikii analyzy lidské DNA v kontinentalni Evropé.

1.4  Prvni vyuziti DNA v kriminalistice v CR

Pocatky vyuziti DNA v ceské kriminalistice jsou datovany do roku 1990, do
tehde;jsi Ceskoslovenské republiky. Jsou spojovéany s ptipadem vrazdy 19leté studentky
Jany Krkoskové z Masarykovy univerzity v Brng, ktera byla nalezena bez znamek zi-
vota dne 27. ¢ervna 1990 na damské toaleté¢ Pedagogické fakulty. Jiz z prvniho pohledu
na télo obéti bylo ziejmé, Ze se jedna o vrazdu se sexualnim motivem. Na téle obéti
bylo pfti pitveé nalezeno 31 bodnoteznych ran. Na misté ¢inu bylo zajisténo velké mnoz-
stvi krevnich stop. Nejvice vSak kriminalisty zaujaly stopy ve formé kapek, které budily
dojem, ze vznikly otfepanim zakrvacené ruky. Tyto krevni stopy byly zajistény na jed-
nom misté kachli¢ek a vzniklo podezieni, Ze by se mohlo jednat o krev pachatele zane-
chanou na misté po jeho zranéni noZem. VSechny krevni stopy byly podrobeny biolo-
gickému, sérologickému zkoumani. Jejich porovnani a vyhodnoceni bylo pro krimina-
listy zklamanim, protoze jak obét’, tak mozny pachatel, ktery byl zadrzen hned druhy
den po vrazdé, méli stejnou krevni skupinu. Zadrzeny udajny pachatel Milan Lubas
diky tomuto zjiSténi okamzité zadal o propusténi z vazby. Na zaklad¢ indicii a rozpora
v Lubasovych vypovédich se kriminalisté rozhodli pozadat o provedeni identifikace
krevnich stop metodou DNA Katedru genetiky a molekuldrni chemie Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Komenského v Bratislaveé. Na této katedie se provadéla do té doby
pouze experimentalni analyza lidské DNA. Vedouci katedry doc. RNDr. Vladimir
FERAK, CSc. (1938) se rozhodl analyzu vzorkt krevnich stop provést. Necelé Gtyfi
mésice po vrazde byl na svété znalecky posudek, z néhoz bylo patrné, ze krevni stopy

zajisténé z kachli¢ek na WC, vypadajici jako by si nékdo otiepal ruku, byly skute¢né
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Milana Lubase. Naopak krevni stopy zajisténé na odévnich svrscich podezielého Milana
Lubase, konkrétné na ponozkach a riflich, pochazely od obéti. Milan Lubas se ke svému
¢inu nikdy nedoznal. Na zakladé analyzy DNA byl ale piesto odsouzen na 23 let a dne
4. unora 1993 ve vézeni spachal sebevrazdu.

Jednim z meznikti ¢eské kriminalistiky byl také rok 2004. V tomto roce byl pro-
veden prvni plosny odbér, tzv. ,,screening®, bukalnich stéri osob pfi vySetfovani vrazdy
Barbory Némeckové z Kmétinévsi. Tinactileta zaCka byla nalezena mrtva dne 1. ledna
2004. Pti tomto ptipadu se podatilo zajistit pouze jednu relevantni stopu. Byla to stopa
biologickd, popsana jako necistoty zpod nehti levé ruky zavrazdéné. Z této stopy se
nakonec podaftila izolovat DNA v dostatecné kvalité a Cistoté. Byl stanoven smiSeny
DNA profil dvou osob, kdy ¢ast tohoto profilu patfila osobé muzského pohlavi.
V ptipadu vrazdy Barbory Némeckové sehral velkou roli i1 fakt, Ze lidé z blizkého okoli
byli naklonéni vySetfovani tohoto pfipadu a dobrovolné odevzdali kriminalistim vzorky
své DNA. Po delsi dobé¢, kdyz ani toto nevedlo k vyfeseni piipadu, byl okruh osob roz-
Sifen 1 na osoby mladsi 15 let. Celkem bylo odebrano a analyzovano okolo 650 vzorkl
DNA. Teprve profil DNA stanoveny ze vzorku s pofadovym c¢islem 632 se shodoval s
profilem stanovenym ze stopy. Vzorek s timto pofadovym c¢islem patfil chlapci, které-
mu v té dob¢ jesté nebylo ani patnact let a byl spoluzakem zavrazdéné divky. Bylo to v
mladé historii ¢eské kriminalistické genetiky vibec poprvé, kdy se vefejnost nebala

odevzdat sviij geneticky profil na porovnani.

2. Objekty zkoumani ve forenzni genetice

Jedinym zkoumanym biologickym materidlem ve forenzni genetice jsou ty mate-
ridly lidského ptivodu, v jejichZ buiikdch zlistalo zachovano bunééné jadro. Nejcastéji to
jsou krevni stopy, stopy slin s uvolnénymi epitelialnimi buiikami z dutiny Gstni, epiteli-
alni bunky z pokozky zanechané na misté€ kontaktu, buiikky zachycené na koftincich vla-

st, spermie nebo buiiky uvolnéné v télnich sekretech.

2.1  Druhy biologickych materialu
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Krev je suspenze krevnich elementt (krvinky a desticky) v koloidnim roztoku
organickych a anorganickych slouc¢enin. Ma charakteristickou ¢ervenou az ¢ervenohné-
dou barvu. Krev je jednou z nejvyznamnéjsich télnich tekutin a zaroven i stopy lidské
krve na mist¢ Cinu jsou jedny znejvyznamnéjSich a nejcastéjSich. Je jednim
z nejvhodnéjsich biologickych materidlti k forenznimu zkoumani. Krevni stopy se na-
chazeji nejcastéji v zaschlém stavu, neni vSak vyjimkou, kdyz je krev nalezena i ve sta-
vu tekutém. Nejcastéji se krevni stopy vyskytuji na pachateli, obé€ti, néstrojich, nebo na

misté udalosti.

Sliny jsou vyméskem slinnych zlaz dutiny Gstni. Maji vétSinou charakter latentni
stopy (stopa pouhym okem neviditelnd) a na podloZce (zvlast’ svétlé barvy) nejsou nijak
napadné. Sliny jsou pro forenzni zkoumani rovnéZ velice vhodnym materidlem, protoze
je vnich obsazeno velké mnozstvi bunééného materialu (epitelialni bunky ze slizni-
ce dutiny ustni). Sliny spole¢né s krvi tvoii nejveétsi skupinu zkoumaného biologického

materiadlu v rdmei genetiky.

Pot je vymeések potnich zlaz a spole¢né s uvolnénymi ¢astmi pokozky (epitelial-
nimi bunkami) ma rovnéZ velky vyznam pro identifikaci osob pomoci analyzy DNA.
Stopy potu a epitelialnich bun€k se nejcastéji vyskytuji jako Supinaté otéry, nebo jako
drolivé ¢astice. Mohou byt jak latentni tak viditelné, protoze diky vysokému obsahu soli
mohou na odévu vytvofit skvrny s bélavymi okraji. Velmi ¢asto jsou vSak na material-

nim nosici jen obtiZné rozeznatelné.

Mo¢ je odpadni produkt organismu vylucovany ledvinami v podobé prithledné-
ho vodnatého roztoku svétle zluté az jantarové barvy. Jelikoz mo¢ vétSinou obsahuje
pouze odpadni latky z téla (nikoli buiiky organismu), neni jeji vyuZiti pro analyzu DNA
prilis velké. Lze ji pouZit pouze tehdy, pokud je v ni obsaZena i ¢ast jiného biologického

materidlu, napf. krev nebo uvolnéné epitelialni buiiky ze st€én mocového méchyte.

Stolice (lejno, exkrement) je koneény produkt vyprazdiovani tlustého stfeva.
Obsahuje nestravitelné, nebo nestravené zbytky potravy, neabsorbovanou vodu, piipad-
né stfevni parazity a mikroorganismy. Stejné¢ jako moc je i stolice pro analyzu DNA

malo vyuzitelnd, nebot’ obsahuje ptfedevsim odpadni latky z potravy a nikoli buiiky télu
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vlastni. Pfitomna DNA navic podléha rychlé degradaci ptisobenim riznych inhibitorti
(enzymy, bakterie, plyny — napt. methyl mercaptan apod.). Vyuziti stolice pro analyzu
DNA je mozné v ptipadé€, Zze obsahuje piimés bunék pochazejicich z organismu (krev,

nebo uvolnéné epitelidlni bunky ze stén tlustého stieva).

Ejakulat je vyméskem muzskych pohlavnich zlaz. Je to bélavé zakalena husta
kapalina, ktera je tvofena spermiemi a semennym plazmatem (kyselé fosfatazy, cukry,
soli, ionty a ostatni organicky a neorganicky material). Ejakulét je vhodny ke zkouméani
diky pfitomnosti spermii a méa velkou dikazni hodnotu pii identifikaci osob muzského
pohlavi. Stopy ejakulatu se nejcasteji vyskytuji v zaschlém stavu jako jasné ohranicené
skvrny Skrobovitého charakteru, bilé, biloZluté az Sedavé barvy. V tekutém stavu se

nejcastéji vyskytuji spolecné s poSevnim sekretem.

PoSevni sekret je télni tekutina vyméSovana zenskymi pohlavnimi organy. Je to
bélavd hustd kapalina obsahujici enzymy, sacharidy, lipidy, organické latky atd. Ma
vysokou ditkazni hodnotu pro identifikaci osob Zenského pohlavi. Ve vétSin€ piipadu se

v praxi vyskytuje ve smési, pievazné s ejakulatem.

Trichologicky material predstavuji nejen lidské vlasy a chlupy, ale do této sku-
piny jsou rovnéZ zatazeny chlupy a $tétiny zvifat.

Z hlediska kriminalistiky je vlas vyznamny v procesu identifikace jedince. Je
vhodny k analyze DNA, ale pouze v piipad¢, Ze obsahuje vlasovy kotinek, ktery lze
najit predev§im u samovolné vypadlych, nebo vytrZzenych vlasii a chlupti. Ke zkoumani
neni vhodny trichologicky material, ktery byl zajiStén bez vlasového kotfinku (odstiize-

ny).

Casti lidské tkané se ve forenzni kriminalistice vyskytuji pomémé ¢asto. Jedna
se predev§im o tkané kiize, svall, vaziv, ziidka kdy se setkdvame s tkdnémi vnitinich
organt. Lidské tkané jsou velmi nachylné k degradaci (proces hniloby). Tedy i vhod-
nost materialu predloZzeného ke zkoumani je nutno posuzovat podle stafi tkdn¢ a probi-
hajiciho procesu hniloby. Plati zde pfima uméra: ¢im je lidska tkan star$i, tim je méné

vhodné ke genetickému zkoumani. S oddélenymi ¢astmi lidskych tkani se 1ze nejcastéji
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setkat u ptipadt vrazd (kdy pachatel oddéli riizné ¢asti lidského téla), dopravnich nehod,

teroristickych utoki apod.

Zuby jsou nejméné Castym objektem forenzniho zkoumani. Je to piedevs§im diky
malému obsahu latek vhodnych k analyze DNA a zejména pak z divodu celkové tvr-
dosti zubu, kdy pfed samotnou analyzou musi dojit k jeho rozméIlnéni (pomleti) na pra-

Sek.

Kosti a kosterni nalezy jsou Castym objektem zkoumani. Kosti jsou nejtvrdsi
pojivovou tkani v téle, jsou velmi stalé a v n€kterych pfipadech nedegraduji ani za vel-
mi dlouhou dobu. Vzhled kosti a kosternich nalezii je zcela typicky a nezaménitelny
s jinymi objekty. Problémy s jejich rozpoznanim mohou nastat pouze v piipad¢é drob-
nych ulomkd. Z hlediska vyuziti kosti a kosternich nalezi pro analyzu DNA jsou za
pouziti soucasnych metod a pristroji postacujici pouze fragmenty (Glomky) kosti.
V nékterych ptipadech, pfedevSim u velmi starych a degradovanych vzorki kosti, ale

nelze pfedem zarucit uspesny vysledek analyzy DNA.

2.2  Biologicky srovnavaci material

Srovnavaci vzorek (bukalni stér) je biologicky materidl ziskany od konkrétni
osoby za Gc¢elem srovnani jejiho profilu DNA s profily DNA ze stop ulozenych v ND
DNA™. Naslednym porovnanim stopy a srovnavaciho vzorku muizeme bud’ potvrdit,
nebo vyloucit potencionalniho piivodce biologické stopy z mista udélosti. Vzorky bio-
logického srovnavaciho materialu jsou zajistovany piedevsim od osob obvinénych nebo
odsouzenych za spachéni trestného ¢inu, dale pak od osob podezielych, nebo poskoze-
nych. V malém procentu ptipadi jsou zajistovany biologické srovnavaci vzorky také od
tzv. ,,domacich osob*.

Biologicky srovnavaci material je nejCastéji zajiStovan tzv. bukdlnim stérem,
setfenim povrchu vnitini plochy Gstni dutiny, pomoci jednoduché sterilni odbérové sou-
pravy (viz. Obr. 6,7), ktera byla vyvinuta a navrzena ve spolupraci s KUP tak, aby spl-
fiovala hygienické pozadavky a pozadavky normy kvality EN CSN ISO/IEC 17 025.

14&1. 2, pism. h) ZP PP ¢&. 88/2002 ze dne 29. kvétna 2002 — k napliiovani, provozovani a vyuZivani Na-
rodni databaze DNA
21



Obr. &. 6, 7. Odb&rové souprava k odb&ru biologickych srovnavacich vzorki pouzivana u Policie CR™.

1> prezentace KUP ,,Spravné zajisténi stop a srovndvacich vzorki*, vytvotena dne 2. 11. 2006
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3. Analyza DNA, vyhodnoceni a interpretace

Od devadesatych let se v celém svété pro identifikaéni forenzni zkoumani ustali-
la prakticky jedind metoda — stanoveni STR polymorfizmii. Tato metoda vyuziva varia-
bilitu v opakovani kratkych sekvenci nukleotidd v ur¢itych tsecich DNA (STR — Short
Tandem Repeat). Pro dosazeni vysoké rozliSovaci schopnosti, je vySetfovano vice STR

polymorfizmu najednou.

3.1  Metody izolace DNA ze stop

Izolace DNA je prvnim krokem vétsiny molekularnd genetickych technik. Uge-
lem je vyizolovat z biologické stopy DNA v dostate¢ném mnozstvi a kvalité pro dalsi
analyzu. Izola¢ni postupy umoziuji odstranit pokud mozno veskeré ostatni nezddouci
latky, pfip. inhibitory, které by branily dal§im analyzam. O pouzité metod¢ izolace roz-
hoduje opravnény pracovnik pfii ohledani vzorku na zakladé svych zkuSenosti a vlast-

nosti jednotlivych izola¢nich kitii pro dany typ stopy.

Prvni krok pfi izolaci DNA je dezintegrace (lyza) bunék. Pfi dezintegraci bun€k
dochazi k rozruseni bunéénych membran kombinovanym plisobenim enzymu a deter-
gentil, které jsou obsazeny v extrakénim (lyzacnim) pufru. Po destrukci bunéénych
membran se DNA uvoliiuje do extrakéniho (lyza¢niho) pufru. Druhy krok je promyvani
extrakéniho pufru s DNA. Promyvéani se provadi vhodnymi promyvacimi roztoky
S obsahem ethanolu, nebo izopropanolu. Tietim krokem je vyluhovani DNA
z promyvaciho roztoku do vhodného specialniho (elucniho, neboli vyluhovaciho) rozto-
ku.

3.1.1. Silikagelové membrany

Izolace pomoci silikagelové membrany je zaloZzena na jednoduchém procesu
vazby DNA na silikagelovou membranu v pfitomnosti chaotropnich soli (soli zvySuji-
cich iontovou silu, napt. guanidin hydrochlorid), jeji promyti a nasledné uvolnéni do
roztoku.

Nejprve je tedy vzorek inkubovan extrakénim €inidlem (pufrem). Poté je pfidan

pufr s obsahem chaotropnich soli a ethanol. Suspenze je pievedena do zkumavky se
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silikatovou kolonkou, ktera je nasledné¢ promyvana pomoci promyvacich pufrt, ¢imz
dochazi k odmyti ostatnich nezadoucich latek (inhibitorti), pfiCemz DNA zlstava za-
chycena na silikdtové membrané. Samotna DNA je po promyti z povrchu silikagelové
membrany uvolnéna elu¢nim pufrem.

Tento princip umoziuje vyizolovat DNA i ze znecisténych stéra a ¢astecné roz-
loZzenych tkéani, nebot’ G¢inn¢ eliminuje PCR inhibitory a extrahuje velké mnozstvi
DNA. Izolace pomoci silikagelovych kolon je nenaro¢nd, pohodlna, rychld a ekonomic-
ky relativné vyhodna.

V soudasné dobé& se na pracovistich Policie CR k tomuto uéelu pouzivaji ko-
mer¢né vyrabéné kity QIAamp, firmy Qiagene.

3.1.2. Magnetické ¢astice

Izolace pomoci magnetickych ¢astic, necastéji ve tvaru kulicek, je zalozena na
navazani cilovych molekul DNA na tyto magnetické Castice.

Vzorek je nejprve inkubovan s lyza¢nim pufrem, pficemz délka inkubace zavisi
na typu vzorku. Pfi inkubaci dochazi k lyzaci vzorku a uvolnéni DNA do lyza¢niho puf-
ru. Po lyzaci je k lyza¢nimu roztoku s obsahem DNA a rtiznych nezadoucich piimési
pfidana suspenze magnetickych Castic s pryskyfici navazanymi ¢astmi silikatu. Na tuto
suspenzi se navaze DNA (stejnym principem jako u silikageli). PfiloZenim vhodného
prostfedku s magnetickym polem (magneticky stojanek) dojde k migraci a prichyceni
magnetickych €astic s navdzanou DNA k jedné bocni strané zkumavky, tam kde je
umistén magneticky stojanek. Timto Ize bezpetné a snadno odebrat lyzacni pufr ze
zkumavky. Poté dochazi k promyti magnetickych ¢astic pomoci promyvacich pufri,
stejnym zpusobem jako pfi odstranéni lyzacniho pufru. Samotnd DNA je
z magnetickych Castic ziskana elu¢nim pufrem.

Izolace pomoci magnetickych  Castic umoziuje vyizolovat DNA
Vv optimalizovaném pomeéru. Pti velkém mnozstvi DNA ve vzorku tato metoda umoznu-
je izolovat maximalné okolo Ing/ul, pfi malém mnozstvi DNA ve vzorku naopak do-
chézi k velmi efektivnimu vychytavani veskeré DNA na magnetické ¢astice. Metoda je
tedy vhodna k izolaci znecisténych stéru a Castecné rozlozenych tkani. Jedna se o jed-
noduchou, pohodlnou, ¢asov€ nendrocnou a ekonomicky relativné vyhodnou izola¢ni

metodu.
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V soucasné dob¢ se na pracovistich Policie CR k tomuto Gcelu pouzivd komerc¢-

né vyrobeny kit DNA IQ™ System, firmy Promega

3.1.3. Chelex® 100

Izolace chelataénim cinidlem Chelex® 100 (styren-divinylbenzenovy kopoly-
mer, mesh 100-200) je zaloZena na G¢inné inaktivaci (vyvazani) kationtu (hlavné Mg2+
a Ca?"), které funguji jako kofaktory DNA nukledz, spolu s inaktivaci t&chto DNA nuk-
ledz tim, Ze vzorky jsou béhem izolace vystaveny vysoké teploté v prostiedi s nizkou
iontovou silou.

Nejprve jsou bunky ptrevedeny do hypotonického roztoku (dd H,O) a naslednou
centrifugaci ve zkumavce zistanou pfichyceny na dné v podobé sedimentu.
K sedimentu je poté pifiddna 5% suspenze chelata¢niho cinidla Chelex® 100
s proteinazou ,,K*. Tato smés je pak inkubovéna za teploty 56°C po dobu minimélné 20
minut, pticemz dochazi k lyzaci bun€k a uvolnéni DNA do roztoku. Po inkubaci se pro-
vadi denaturace vzorku s chelata¢nim c¢inidlem a proteinazou ,,K* pii teploté okolo
100°C. Nasleduje centrifugace vzorku, pii niz se usadi zbytky chelataéniho ¢inidla na
dn¢ zkumavky. V roztoku je obsazena analyzovatelna DNA, ale Casto i cela fada inhibi-
tort reakce PCR.

Jedna se o velmi jednoduchou, rychlou a v soucasné dobé i nejlevnéjsi metodu,
ktera se pouziva u vzorkl krve, slin, Cerstvé tkdné a piipadné stéri, které nejsou znecis-
tény a kde se predpoklada velké mnozstvi vstupni DNA.

V soudasné dobé se na pracovistich Policie CR pouziva komeréné vyrabéné che-

latacni ¢inidlo Chelex® 100, firmy Biorad.

3.1.4. Diferencialni lyza

Princip této izola¢ni metody je zalozen na vyssi odolnosti spermii viici proteoly-
ze a umoznuje tedy do zna¢né miry odd¢€leni zenské a muzské frakce extrahované DNA,
které jsou pak analyzovany oddélené.

SmiSeny vzorek muzskych a Zenskych bunék (spermie a poSevni epitelidlni buii-
Ky) se v prvni fazi lyzuje hypotonickym roztokem (dd H,0) a nasledné centrifuguje.
Vytvoteny sediment obsahuje zatim neporusené spermie a zbyly hypotonicky roztok
obsahuje uvolnénou DNA z poSevnich epitelidlnich bun¢k spolu s nezddoucimi inhibi-

tory. Ve druh¢ fazi dochazi k oddéleni sedimentu od hypotonického roztoku a tim tedy
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k oddéleni muzské a zenské frakce. Nasledna izolace obou frakeci probihd oddélené za
pomoci nékteré z vySe zminénych izola¢nich metod. K muzské frakci se navic piidava
dithiotreitol (DTT), ktery napomaha rozruSeni odolnych buné¢énych stén spermii.
Diferencialni 1yza je jednou ze slozitéjsich izola¢nich metod. Jeji vyuziti je vel-
mi specifické a pouziva se hlavné k izolaci smiSeného biologického materialu, zejména
posSevnich stérti u pfipadi znasilnéni nebo vSude tam, kde je piedpokladan soucasny
vyskyt muzského a Zenského biologického materidlu. Tato metoda je narocnéa casove,

jelikoz izolace poté probiha ve dvou na sob¢ nezavislych procedurach.

3.2. Kity ke specialnim metodam izolace

V kriminalistickych laboratotich jsou bézné pouzivany komer¢ni kity zalozené
na vySe uvedenych metodach izolace. Presto se vSak lze v praxi setkat i se stopami a
z nich odebranymi vzorky, které nejsou za pouziti béznych a standardné pouzivanych
kith dobfe izolovatelné, nebo vytéznost pomoci standardnich kit je velmi nizka, az
nulova. Z téchto diivodl jsou v kriminalistickych laboratofich vyuzivany i méné bézné
kity, které jsou specifické, pouze pro urcity druh biologického materialu (napf. vlasy,

chlupy, nehty, kosti, posevni stéry se spermatem, apod.).

3.2.1 Tissue & Hair Extraction Kit

Kit zaloZeny na principu izolace pomoci magnetickych ¢astic. Jeho nevyhodou
je cas potrebny k wuvolnéni DNA ze vzorku do lyza¢niho roztoku, nez dojde
k samotnému piidani magnetickych ¢astic. Tento kit se hodi k izolaci vzorkd obsahuji-

cich velké mnozstvi keratinti (vlasy, nehty).

3.2.2 Differex system

Kit zaloZeny na metod¢ diferencidlni lyzy. Jeho principem je oddéleni muzské a
zenské frakce DNA z lyza¢niho roztoku s extrahovanou DNA.

Tato metoda se pouziva u vzorki, kde se predpoklada smesny vyskyt epitelial-
nich bun€k a spermii. VyuZziva se dvou naslednych extrakci, kdy pfi prvni (s SDS a pro-
teindzou K) jsou naruSeny epitelidlni bunky, epitelidlni frakce je odebrana a teprve v
druhém extrakénim roztoku (s SDS, proteinazou K a dithiothreitolem - DTT) jsou naru-

Seny spermie.
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3.3  Metody izolace z bukalnich stéra

Izolace DNA z bukélnich stérti probiha v soucasné dob¢ predevsim na principu
metody silikagelovych membran. DNA je selektivné adsorbovana na silikdtovou mem-
branu v piitomnosti vysoké koncentrace chaotropnich soli. V prostfedi s pH < 7,5, je
zpravidla adsorbovano kolem 95% DNA a zbytky bunék, proteiny a dalSi kontaminanty
jsou odstranény promyvacimi pufry pomoci vakuového odsavani. Optimalni podminky
pro navazani DNA na membréanu a zvySeni jeji Cistoty jsou zajistény pfidanim ethanolu.
Extrahovand DNA je poté v alkalickém prostiedi a za nizké koncentrace soli uvolnéna
Z membrany pomoci elu¢niho pufru.

V KUP je tato metoda izolace provadéna na pfistroji BioRobot Universal system

firmy Qiagene.

3.4 Metody kvantifikace

Jednou z podminek uspésného vysledku PCR je optimalni mnozstvi vstupni mat-
ricové DNA a nepfitomnost inhibi¢nich latek v reak¢ni smési. Mnozstvi izolované DNA
je mozné kvantitativné stanovit metodou Real-Time PCR (PCR Vv realném case).

Metoda Real-time PCR je zaloZena na klasické PCR jen s tim rozdilem, Ze spe-
cialni pfistroj umoZiluje kontinualné¢ monitorovat pfiristek DNA béhem kazdého cyklu,
na rozdil od klasické PCR, kde detekce probiha az ve finalni fazi. Zakladni podminkou
je pritomnost fluorescencniho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou DNA a troven
detekované fluorescence odrazi mnozstvi nasyntetizované nukleové kyseliny. Data jsou
shromaZzd’ovana béhem celého procesu PCR.

Pro ptesnou a vysoce specifickou detekci templatu se pouziva tzv. TagMan son-
da, fungujici na bazi 5 exonukledzové reakce s pouzitim specifického fluorescencniho
Znaceni.

Hlavni vyhodou této metody je moznost kvantifikace béhem procesu, vysoka
specifita a citlivost reakce.

Metoda kvantifikace je na KUP provadéna na piistroji ABI Prim 7900HT od
firmy Applied Biosystems a nové také na ptistroji Light Cycler 480 od firmy Roche.
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3.5  Metody amplifikace

V soucastné dob¢ je vyuzivana pouze metoda PCR reakce, neboli polymerazova
fetézova reakce (z anglického nazvu ,,Polymerase Chain Reaction*)™. Podstatou PCR
je opakujici se enzymova syntéza novych fetézci vybranych tsekii dvoufetézcové
DNA, ke které dochazi po piipojeni dvou primert vazajicich se na protilehlé fetézce
DNA tak, ze 3’OH-konce sméfuji proti sobé. Primery jsou synteticky pfipravené kratké
oligonukleotidy o délce cca 10-20 bazi, které jsou na jednom konci oznaceny fluo-
rescenénim barvivem. Po pfidani DNA- polymerazy a nukleotidll tak probiha syntéza
novych vlaken na obou matricovych fetézcich protismérn¢é. Reakce je katalyzovana
termostabilni DNA polymerdzou, napt. ,Taq DNA polymerdzou* izolovanou
z termofilni bakterie Thermus aquaticus, odolavajici teplotam, pfi nichz DNA denaturu-
je. PCR tedy umoziuje specifické a selektivni namnozeni i minimalniho mnozstvi cilo-
vych usektt DNA a zaroven vysokou citlivost detekce nukleové kyseliny ve vzorku, a
proto je vhodna pravé ke kriminalisticko-genetickému zkoumani. Obvykle se provadi
pfi reakénim objemu vzorku 12,5-25 pl. V tomto reakénim mnozstvi (smési polymera-
zy, izolatu, primerd a specifického pufru) je potieba docilit toho, aby v ném bylo obsa-
zeno piiblizné 0,5 — 1 ng DNA. Z tohoto vychoziho mnozstvi poskytuje polymerazova
fetézova reakce az 10™ nasobné namnozeni cilového Gseku DNA pti 34 cyklech béhem
2 - 3 hodin. PCR je proces, pii némz se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné
stiidaji ti kroky, b€hem nichz probihaji téi rizné déje s odlisnymi naroky na teplotu:

1) Denaturace — v tomto kroku dochézi ke kratkému zahi4ti na teplotu 94-98 °C
trvajicimu 20-30 sekund. Dochézi k rozruseni vodikovych mustku v moleku-
le DNA a nasledné k jejimu rozvolnéni. Vysledkem je jednofetézcova DNA.

2) Annealing (hybridizace) - v tomto kroku dochazi ke snizeni teploty na 45 —
60°C, coz umoziiuje nasednuti primerd na specificki mista DNA. Na
dvouvlaknové useky DNA-primeru se poté vaze DNA polymeraza.

3) Extenze — vtomto kroku dochazi k syntéze samotné DNA. Ve sméru od
5’konce ke 3" konci pfiriistd vldkno DNA komplementarni k piivodni mole-

kule DNA pii teploté 70 — 75°C.

1 KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné. Narodni centrum oSetfovatelstvi a nelékaiskych
zdravotnickych obortt v Brné. BRNO 2007, ISBN 978-80-7013-450-4, str. 95
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Pocet téchto cykla (zpravidla 30 nebo 40) zavisi na koncentracnich pomérech
Vv reakéni smési, poZzadovaném vytézku a zivotnosti enzymu. Cyklickym opakovanim

krokti dochazi k syntéze tseku definovaného primery, ktery tvoii hlavni produkt reakce.

Standardné jsou genotypovany markery amplifikované pomoci kitu Power-
Plex® 16 System od firmy Promega, tj. systtmy VWA, D16S539, D8S1179, TPOX,
FGA, D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, PentaE, D5S818, D13S317, D7S820, Pen-
taD, CSF1PO a amelogenin (uréeni pohlavi specifickym prikazem segmentu lidského
X-chromozomu a Y-chromozomu).

Mimo to se genotypovani markerti provadi také pomoci kitu AmpFISTR®
Identifiler™ od firmy Applied Biosystems s nimz jsou amplifikovany markery VWA,
D16S539, D8S1179, TPOX, FGA, D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, D2S1338§,
D5S818, D13S317, D7S820, D19S433D, CSF1PO a amelogenin a pomoci kitu Amp-
FISTR® SEfiler Plus™ od firmy Applied Biosystems, ktery amplifikuje markery

17 af.czu.cz/~zouhar/diagnostika/Amplifikace DNA_PCR.ppt
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D3S1358, vWA, D8S1179, THO1l, FGA, D21S11, D18S51, amelogenin, SE33,
D2S1338, D16S539 a D19S433.

Pro ucely analyzy Y-chromozomu jsou genotypovany markery amplifikované
pomoci kitu AmpFISTR® YFiler Kit, tj. DYS391, DYS3891, DYS439, DYS389ll,
DYS393, DYS390, DYS385, DYS438, DYS437, DYS19, DYS392, DY S456, DY S458,
DYS635, Y GATA H4 a DYS448.

3.6  Elektroforéza DNA

Elektroforéza patii v molekularni biologii k nejpouzivanéj§im separacnim tech-
nikdm. Principem elektroforézy je pohyb nabitych molekul DNA, které maji vlivem
pfitomnosti aniontovych fosfatovych skupin PO, celkové negativni elektricky naboj,
Vv elektrickém poli. Z tohoto diivodu se molekuly DNA pohybuji pii elektroforéze smé-
rem k anod¢é (kladn¢ nabité elektrod¢). Elektroforéza vyuziva k analyze DNA odlisnou
pohyblivost molekul ve stejnosmérném elektrickém poli. Pohyblivost molekul DNA je
zavisla na koncentraci gelu, velikosti naboje, velikosti molekuly, dale pak na podmin-
kach prostiedi a sile elektrického pole. Riizné velké a rizné nabité molekuly se budou
pohybovat odlisnou rychlosti.

V soudasné dobé se na pracovistich KUP a OKTE pouziva tzv. kapilarni elektro-
foréza. U kapilarni elektroforézy probiha separace fluorescencné znacenych fragmentt
DNA v kapilafe, ktera je naplnéna polymerem, a oba jeji konce jsou umistény
v elektrolytu (pufru). Kapilara mze byt rizné dlouha (od nékolika cm do jednoho met-
ru), avSak o vnitfnim priméru v rozsahu desitek ¢i stovek mikrometrii (vétSinou
V rozmezi 25 — 50 um). Fluorescenéni barvicky navazané na jednotlivych namnoZenych
fragmentech DNA jsou pii prichodu kapilarou excitovany laserem a emitované zateni
je snimano CCD kamerou. Data jsou nasledné¢ vyhodnocovana pomoci specializované-
ho softwaru. Prednosti kapilarni elektroforézy oproti horizontalni spocivaji predevs§im
V minimalni spotfebé vzorku, rychlosti a snadné vizualizaci vysledného profilu DNA.

V ramci pracovist’ oddé&leni genetiky OKTE a KUP se k tomuto uéelu vyuzivaji
plné automatizované pfistroje ABI PRISM 310, ABI PRISM 3130 a ABI PRISM
3130xI.
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3.7  Specidlni analyzy DNA

Ve forenzni genetice se na prvnim misté vyuziva analyza jaderné DNA (DNA
obsazen¢ v bunééném jadie). V kriminalistice se ovSem vyskytuji i pfipady, kdy pouziti
jaderné DNA ke genetické analyze neni mozné (napft. z divodu degradace biologického
materialu), nebo je potieba genetickou analyzu jaderné DNA doplnit o dal$i analyzu
Z davodu blizsiho urceni ptivodu biologické stopy. Toho se vyuziva zejména u piipadi
znasilnéni, kdy je z biologického materialu (posSevni stér + ejakulat) stanoven smiSeny
profil dvou osob (zeny a muze). V takovém piipadé 1ze pomoci doplnujici analyzy ,,Y*
chromozomu urcit Y haplotyp, ktery je specificky pouze pro muze. Pfi kriminalistické
genetické expertize jsou vyuzivany dvé specidlni analyzy DNA. Jednou je jiz zminova-

na analyza ,,Y* chromozému a druhou je analyza mitochondrialni DNA (mtDNA).

3.7.1 Analyza ,,Y* chromozému

,» Y chromozém je jednim ze dvou (,,XY*) pohlavnich chromozému v bunice
¢loveéka. Tento chromozom se vyskytuje pouze u muzi, a tudiz se dédi vyhradné z otce
na syna (tzv. dédéni po meci). Jeho pfevaznou ¢ast tvoii tseky nekddujici DNA. Analy-
za ,,Y* chromozomu se v kriminalistické genetice vyuziva jako dopliiujici informace pfi
stanoveni neuplného profilu osoby z jaderné DNA, dale pfi stanoveni muzského ,,Y*
profilu ze smiSené stopy, nebo pii testovani piibuzenskych vztahii (napf. u pohieSova-
nych osob, obéti Zivelnych katastrof, ve vyzkumu apod.). Stanoveni DNA profilu ,,Y*

chromozomu vsak neumoziuje individualni identifikaci.

3.7.2 Analyza Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) se nachazi v mitochondriich, coz jsou bunécéné
organely a jejich DNA tvofi souc¢ast mimojaderné genetické informace. Molekula mito-
chondrialni DNA je cirkularni a svym charakterem je na rozdil od jaderné DNA velmi
podobna DNA bakterii. Geneticky kod vyuzivany v mitochondriich je odlisSny od kodu
jaderného. Obvykle je mtDNA piitomna v nékolika stech kopiich na mitochondrii. V
ptipadé¢ mtDNA dochazi k tzv. maternalni dédi¢nosti, nebot’ drtiva vétSina mitochondri-
alni genetické informace je dédéna pouze po matce (po pieslici). Této skutecnosti se
rovnéz vyuziva pii kriminalistické genetické analyze, zejména pfi identifikaci a hledani

pohiesovanych osob a dale pokud je vzorek zna¢né degradovan nebo obsahuje velmi

32


http://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mimojadern%C3%A1_d%C4%9Bdi%C4%8Dnost
http://cs.wikipedia.org/wiki/DNA
http://cs.wikipedia.org/wiki/DNA
http://cs.wikipedia.org/wiki/Genetick%C3%BD_k%C3%B3d

malé mnozstvi DNA, které nestaci na analyzu jaderné DNA (napft. vlasy, kosti, zuby).

Tato analyza také slouzi pouze jako dopliujici a neumoziuje individualni identifikaci.

3.8  Vyhodnoceni a interpretace vysledkii analyzy DNA

Aby bylo mozné provadét porovnani biologického materidlu stop a srovnavacich
vzorkli (nebo stop navzajem), je potfeba vystup z elektroforézy, tzv. ,.elektroforeto-
gram® (viz. Obr. 9) pievést na alfanumerické hodnoty a ur¢enim genotypu jednotlivych
markert stanovit tzv. DNA profil. Délky jednotlivych fragmenti DNA jsou vyhodno-
covany porovnavanim s definovanym vnitinim standardem (soubor fragment o znamé
délce), ktery je soucasti kazdého analyzovaného vzorku a s tzv. alelickym ladderem
(soubor vSech znamych fragmentl pro dané markery), ktery bézi na elektroforéze sou-
¢asné se zkoumanymi vzorky. Toto vyhodnocovani se provadi pomoci specidlnich ana-

lyza¢nich softward GeneMapper (Applied Biosystems), nebo GeneMarker (SoftGene-

tics).
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Obr. ¢. 9. Elektroforetogram — vystup z genetického plné automatického sekvenatoru ABI PRISM 3100,

zpracovany pocitatovym programem GeneMapper
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Lokus Genotypy
D3S1358 15/17
THO1 7/9
D21S11 29/31
D18S51 17/18
Penta E 5/13
D5S818 12/13
D13S317 8/11
D7S820 9/10
D16S539 12/12
CSF1PO 11/12
Penta D 12/13
AME - pohlavi [XY
VWA 17/18
D8S1179 12/14
TPOX 8/9
FGA 19/24

Obr. €. 10. Vyhodnocovaci tabulka systému Power Plex“16“ (priklad hodnot prrevedenych z grafického

vystupu foretogramu)'®

Vysledkem celého vySe popsaného laboratorniho procesu je DNA profil, ktery
se poté porovnava s DNA profily stanovenymi z dalSich stop nebo srovnavacich materi-
ali. Cilem forenzni genetiky je individualni identifikace. Statisticka pravdépodobnost
vyskytu shodného DNA profilu, tvofeného kombinaci 20 - 32 alel v 10 - 16 navzajem
nezavislych lokusech, je mimotadné mala a pohybuje se v rozmezi hodnot fadove 10-*°,
10-?° | popf. i niz8ich. Za t&chto podminek Ize riziko misidentifikace, tj. moZnosti, Ze
nalezeny DNA material patii jiné neZ oznacené osobé&, zanedbat a pozitivni néalezy

v zavérech genetické analyzy DNA interpretovat jako individualni shodu®®,

18 \www.cak.cz/files/182/BA_02_04.pdb
9 prezentace KUP , Interpretace zavéri genetického zkoumdni, vytvotena dne 30. 3. 2010
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Analyza DNA nam umoziuje provést porovnani mezi jednotlivymi DNA profily
navzajem. Pfi tomto porovnani zjist'ujeme, zda DNA profil stanoveny z konkrétni bio-
logické stopy zanechané na misté trestné ¢inu, je shodny s DNA profilem stanovenym
z jiné biologické stopy, zanechané bud’ na stejném, nebo na jiném misté trestného ¢inu.
V tomto ptipadé mluvime o shod¢ typu stopa-stopa.

V piipadé shody DNA profilu stanoveného z biologické stopy nalezené na misté
¢inu s DNA profilem stanovenym ze srovnavaciho vzorku osoby se jedna o shodu typu
stopa — osoba.

Je mozné také konstatovat shodu typu osoba — osoba, a to tehdy, pokud se sho-
duji dva, nebo vice DNA profilii od jedné osoby. Tuto shodu mizeme zjistit v ptipadé,
ze dojde k odebrani bukdlniho stéru u stejné osoby opakovang, nebot’ vyuziva zmené-

nou identitu.

4, Narodni databaze DNA

Narodni databaze DNA (ND DNA) je pocitacovy informacni systém slozeny ze
dvou vzdjemné oddélenych elektronickych databazi. Obsahuje jednak DNA profily sta-
novené z riznych typl vzorkil (napf. stop z neobjasnénych ptipadl trestné ¢innosti, pa-
chateli trestnych ¢inti, mrtvol nezndmé totoznosti, ale také elimina¢nich vzorkt pracov-
nikdi genetickych laboratoti apod.) a jednak prislusné informace a udaje k témto DNA
profilim.

Prvni ¢ast ND DNA tvoii databazovy systém INFO — DNA. V ném jsou vedeny
osobni udaje ke srovnavacim vzorkiim a informace o zpracovanych biologickych sto-
péch, jejichz DNA profily jsou v databézi uloZeny. Druhou ¢ast ND DNA tvoii elektro-
nicky databazovy systém CODIS (Combined DNA Index System). V tomto systému
jsou evidovany profily DNA ziskané:

- ze stop z dosud neobjasnénych ptipadl trestné ¢innosti,

- od osob obvinénych, nebo odsouzenych,

- Z tél mrtvol nezndmé totoznosti,

- od osob pracujicich v laboratotich, ptipadné osob ptichazejicich do styku se

zkoumanym biologickym materidlem (tzv. eliminacni vzorky).
Software umoziiuje mimo jiné ukladani dat, vyhledavani shod mezi profily podle raz-

nych kritérii, import a export dat a generovani riznych vystupnich sestav.
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Systém CODIS se Kriminalistickému ustavu Praha podatilo ziskat na zakladé
doporudeni Rady Evropy & 193/1997%° v roce 2001 a Ceska republika se tak stala jed-

nou z prvnich zemi byvalého vychodniho bloku, kterda uvedeny systém instalovala.

Profily vloZené do ND DNA

Pachatelé 57 005
Obéti 290
Neznamé mrtvoly 430

Neztotoznéné stopy z mista TC | 11 574

Eliminac¢ni vzorky 392

Cekem 75 087

Obr. ¢. 11. Statistické Gidaje o po¢tu genetickych profili v ND DNA ke dni 13. 5. 2010

5. Dalsi vyuziti genetiky

Geneticka analyza se v kriminalistice uplatituje jak pii pfimé identifikaci osob
(hleddame shodu mezi stopami z mista ¢inu a srovnavacimi vzorky 0sob), tak v ur¢ovani
ptibuzenskych vztaht (identifikace neznamych mrtvol).

DalSim uplatnénim je identifikace obé&ti hromadnych pfirodnich katastrof a teroristic-
kych utokl. Asi k nejvétSimu vyuziti doslo v roce 2001 pii identifikaci obéti teroristic-
kého utoku ze dne 11. zafi 2001 na World Trade Center v New Yorku. Béhem tohoto
utoku bylo 2749 lidi zabito.

Mezi piirodni katastrofy 1ze zatadit asi nejznaméjsi vinu tsunami z obdobi Vanoc roku
2004, ktera zpusobila v jihovychodni Asii katastrofu nebyvalych rozméra, piispély k
celosvétovym aktivitam na vytvafeni tymt odbornikii na identifikaci zemielych, tzv.

DVI tymy (Disaster Victim Identification).

% Rezoluce Rady Evropy ¢. 193/1997 — o vyméné vysledkii rozbori DNA
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Zavér

V praci jsem se snazila o kratky, ale uceleny popis zpracovani biologického
materidlu, ktery je podroben riiznym genetickym metodam tak, aby z tohoto materialu
byla ziskana DNA v dostatecném mnozstvi a kvalité pro potfeby analyzy v ramci krimi-
nalisticko - genetického zkoumani. V praci je popsano, jak dochazi ke zpracovani bio-
logického materialu na pracovistich oddéleni genetiky v ramci Policie Ceské republiky,
pro kterou je analyza DNA jiz nezbytnym pomocnikem pii odhalovani trestné ¢innosti a
dalsich kriminalisticky relevantnich udalosti, jako jsou napf. teroristické utoky, letecké
a jiné havarie ¢i katastrofy. Za velmi kratké ptisobeni v ramci kriminalistiky si analyza
DNA vydobyla jedno z ptednich mist, a to predev§im diky své piesnosti, moznosti pra-
ce s minimalnim mnozstvim biologického materialu a predevsim diky tomu, ze vysled-
ky analyzy DNA umoznuji vyslovit zavéry individuélni identifikace. Pfi¢emz individu-
alni identifikace je jednim ze stéZejnich bodl kriminalistiky. Genetickd expertiza spo-
lecné s daktyloskopickou expertizou mé bezprostiedni vztah k ¢lovéku a jeho vlastnos-
tem. Biologicky material, lidského piivodu, zejména odrazi vnitini vlastnosti jeho vylu-
Govatele. A¢koli soucasna praxe v ramci Policie Ceské republiky neumozituje v ramci
genetické expertizy stanovit vnéj$i vlastnosti ¢lovéka (kromé stanoveni pohlavi), jako
napft. barva oci, vlasi, kiize, apod., je otazkou kratké budoucnosti, kdy se tak stane a
bude mozné typovat osoby (pachatele, obéti) podle téchto vlastnosti.

Piestoze geneticka expertiza vramci kriminalistiky patii  k jednomu
z nejmladsich obort, je velmi hojné vyuZivana a v poslednich n€kolika letech zazname-
nala vyrazny vzestup v poctu zpracovanych vzorkl, kdy na nékterych oddélenich gene-
tiky Policie Ceské republiky doglo k jejich piehlceni tak, Ze nebylo mozno spliiovat po-
zadavky dozadujicich policejnich organti. To i presto, Ze genetickd expertiza je financ-
n¢, technicky, personalné a Casové naro¢na, kdy zpracovani jednoho nejjednodussiho
vzorku v optimalnich podminkach trva pfiblizn€ Sest az osm hodin a stoji pouze na spo-
ttebnim materialu okolo 1.000,- 2.000,- K¢. | pfes tyto nevyhody bude zajimavé sledo-
vat trend vyvoje genetické expertizy a jejiho uplatnéni v rdmci kriminalistiky, kdy Ize
predevsim ocekavat, ze dojde ke zkvalitnéni sluzeb spojenych se zajistovanim stop a
srovnavacich vzorki, k urychleni zpracovani genetického materialu, K vyvoji novych
metod (napf. moznost odhalit konkrétniho jedince i v kontaminovaném vzorku),
k vyvoji novych technickych zatizeni a programovych nastroja, ale i k zlevnéni samotné

analyzy DNA
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