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Abstrakt

Forenzni molekularné genetickd analyza Zivocichl zahrnuje jednak identifikaci jednotlivce a jednak
identifikaci ZivociSného druhu. VyuZiti nachdzi v kriminalistice, potravinarstvi, chovatelstvi,
ochrané Zivotniho prostiedi, archeologii. V kriminalistice ¢i chovatelstvi se uplatiuje predevsim
individualni identifikace. Identifikace ZivociSného druhu se uzivd zejména v oblastech ochrany
Zivotniho prostredi, potravinarstvi a archeologie. Nejbéznéji testovanymi Zivoc¢isnymi druhy jsou

psi, kocky, koné a hovézi dobytek.

Nejcastéjsi metodou identifikace druhu je sekvenace genu pro podjednotku cytochromu b v
mtDNA. Diky mtDNA Ize urcit druh, ale neni mozné takto rozlisit jedince ze stejné maternadlni linie.
Individudlni identifikace jedince probiha na principu porovndvani vysoce polymorfnich segmentu
DNA.

Mezi prelomové pripady uZiti forenzni DNA analyzy Zivocichl patfi pripad Snowball, ktery se
odehral roku 1994. Vrah byl usvédcen diky tomu, Ze chlupy, obsahujici DNA jeho kocky Snowball,
byly nalezeny na bundé spolu se skvrnami od krve obéti.

Vrazda Seya Ogunyemiho (z roku 2009) je prvni pfipad, kdy byl v Britanii usvédcen vrah podle DNA
psa.

Klicova slova: Forenzni DNA analyza, kocka domaci, pes domdci, identifikace Zivocisnych druhd,

individualni identifikace Zivocichu.



Abstract

Forensic molecular genetic analysis of animals includes identification of individuals as well as
identification of species. It is being used in criminalistics, food-processing industry, breeding,
environment protection and archeology. The identification of individuals is mostly employed in
criminalistics and in breeding. The identification of species is being used in environmental
protection, food-processing industry and archeology. The animals tested most often are dogs,
cats, horses and cattle.

The most common method of the identification of species is gene sequencing of sub-unit of
cytochrome b in mtDNA. Thanks to the mtDNA it is possible to determine the species, but it is not
possible to distinguish individual from the same maternal line. The individual identification is
based on a principle of comparison of highly polymorph segments of DNA.

Amongst the most breaking-through cases of forensic DNA analysis usage belongs the Snowball
case, which happened in 1994. A murderer was found guilty thanks to hair (DNA) of his cat
Snowball which were found on a jacket with bloodstains of a victim.

Murder of Sey Ogunyemi (2009) is the first case in the United Kingdom when a murderer was
found guilty based on DNA of a dog.

Key words: Forensic DNA analysis, cat, dog, species identification, animal identification



Pouzité zkratky

bp par bazi
CFA The Cat Fanciers’ Association
CITES Umluva o mezinarodnim obchodu s ohrozenymi druhy volné Zijicich

zivocCich( a rostlin (Convention on International Trade in Endangered

Species of Wild Fauna and Flora)

DNA deoxyribonukleova kyselina

mtDNA mitochondrialni DNA

nDNA jaderna DNA

PCR polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
STR kratka tandemova repetice (Short Tandem Repeat)

TICA The International Cat Association



1. Uvod

Clovék 7l vkontaktu se zvifaty u? od pravéku — nejprve je lovil, pozdé&ji nékteré druhy
domestikoval. Zvifata maji dulezitou ulohu v Zivoté clovéka - jsou chovana pro maso a ostatni
produkty, pro praci, ¢i zabavu. Pes slouZi jako spolecnik, hlida¢, nebo muzZe napf. vyhledavat
zasypané obéti pod lavinou. Kocky pavodné chranily sklady potravin pfed drobnymi hlodavci, dnes
uz je jejich ukolem pouze délat clovéku spolecnost a zpfijemnovat mu Zivot. Ddle se

v domacnostech chovaji napf. hlodavci ¢i ptaci.

Domestikovana zvirata se pohybuji v blizkosti ¢lovéka, a neni tedy neobvyklé, Ze je jejich materidl
nalezen na misté trestného Cinu. Nejoblibenéjsimi, a tudiz nejtestovanéjsimi, domacimi mazlicky
jsou psi a kocky. Ve své praci jsem se proto zaméfila nejvice na né. S nejvétsi pravdépodobnosti
bude pravé psi nebo koci¢i materidl (nejcastéji chlupy) nalezen na misté trestného ¢inu. Podafi-li
se prokazat, z jakého konkrétniho zvifete nalezeny materidl pochazi, pomuze to spojit pachatele
s mistem trestného ¢inu. Forenzni analyza ZivoCichl je napomocna také pti vySetfovani kradezi
zvifat, podvodnych zamén zvirat, ¢i v chovatelstvi. Moznosti vyuziti jsou velmi Siroké a v praci jsou

blize popsany.

Co se tyka divokych zvifat, castéji se identifikuje ZivocisSny druh, a to v pfipadé podezreni na
nelegdlni obchod se Zivymi zvifaty, anebo s produkty z nich vyrobenymi. Identifikace druhu tedy
nachazi uplatnéni vdude tam, kde je nutné provérit pivod Zivocisného materidlu, at uZ se jedna

napriklad o potraviny, turistické suvenyry, nebo tfeba odévy.

Forenzni DNA analyza zivocich( je relativné nova disciplina. Tato prace vznikla jako obecné shrnuti
vyuziti, metod, vice ¢i méné znamych pripadl, kdy byla analyza Zivocichl pouZita, a moZnosti,

které by mohly byt realizovany v budoucnu.



2. Teoreticky zaklad

2.1 Forenzni DNA analyza — historie a metody

Ukolem forenzni DNA analyzy je v pfipadé ZivocichG zjistit bud individualni identifikaci jedince,
nebo identifikovat druh, poddruh, varietu ¢i plemeno. IndividudIni identifikace jedince se pouziva
napftiklad v pfipadech, kdy zvife napadlo ¢lovéka, kdeZto identifikace druhu, poddruhu, variety ci
plemena se uziva kupfrikladu pti vySetfovani nelegalniho lovu zvifat a obchodu se zvifaty. DNA
metody maji mnoho vyhod — napfiklad se vyhybaji problémim s dominanci a recesivnosti. DNA
markery dale nabizeji vétsi stabilitu oproti okolnimu prostfedi a teploté neZz proteiny. DNA je
mozno identifikovat dlouho po smrti, napfiklad u egyptskych mumii a vyhynulych mamutd.
ProtoZe DNA se nachazi témér ve vSech burikach lidského téla, mizZe testovany material pochazet z
jakéhokoliv zdroje bunék.

Béhem dekady 1985-1995 se v molekuldrni biologii stdle vice vyuZivala revolucni technicka
inovace, jeZ je nyni témér univerzalnim ndastrojem. Jedna se o polymerazovou fetézovou reakci
(PCR), techniku pro amplifikaci nepatrného mnoZstvi DNA (viz kpt 3.2 Identifikace Zivocisného
jedince).

V roce 1985 byla poprvé vyuzita DNA pro vySetfovani trestného ¢inu. Byla pouZita oblast DNA, kde
se nékolikrat opakuji kratké sekvence, a pocet jejich opakovani se u rliznych osob znacné lisi.
Metodu uspésné demonstroval Alec Jeffreys (Jeffreys, 1985).

Profilovani VNTR (proménlivy pocet tandemovych repetic) je zaloZzeno na metoddach, které pouZil
Jeffreys. U VNTR se jedna o sekvence DNA o délce 8 az 80 bp (obvykle 18-35), které jsou v rliznych
alelach tandemové opakovany. Témér vesSkeré VNTR systémy jsou pfFilis dlouhé, a to je jeden z
dlvodd, proc¢ byly nahrazeny STR. Ackoliv VNTR obsahuji vice alel na lokus, STR lokusy jsou
pocetnéjsi a poskytuji pfi pouziti vétsiho mnozstvi lokus( stejnou rozliSovaci schopnost (Butler,
2005).

STR (kratké tandemové repetice) jsou podobné VNTR tim, Ze jsou zaloZeny na opakovanych
sekvencich roztrousenych po chromozomech. Metody interpretace STR je od VNTR lisi tim, Ze STR
systémy maiji kratsi jednotky opakovani a nizsi pocet alel na lokus. Jejich mensi pocet, obvykle
méné nez 500 bp, je Cini pfistupnéjsi pro PCR.

Pro tandemové repetice kratkych sekvencnich motiv( (ne delSich nez 6 bp) se béiné pouziva
termin mikrosatelity. Mikrosatelity byly nalezeny u vSech doposud analyzovanych organizm( a
jsou Casto nachazeny s vétsi frekvenci, nez by odpovidalo sloZzeni bazi. Mikrosatelity jsou v

eukaryotnim genomu pomérné rovnomérné rozloZeny, ale jejich pocet je nizsi v kddujicich
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oblastech a telomerach (Goodwin, 2007).

Dalsi daleZitou soucasti forenzni genetiky je testovani mtDNA. UzZiva se v pripadé, kdy je k dispozici
pouze degenerovany a na jadernou DNA chudy vzorek, anebo v pfipadé, Ze je tfeba identifikovat
zZivocisny druh (napfiklad dochazi-li k poskozovani Zivotniho prostfedi). O mtDNA se podrobnéji
zminim v kapitole ,,Metody identifikace druhu”.

Dalsim zpusobem identifikace zvirat ve forenzni praxi je morfologickd identifikace pefi (Davies,
1970) a chlupt (Suzanski, 1988). V pripadé pokousani ¢lovéka zvifetem jsou predmétem zkoumani
otisky zubU na k(Zi (Murmann, 2005). Jednou z moZnosti je i sérologicka identifikace pomoci

specifickych protilatek.

2.2 Skladba genomu Zivocicht

Terminem ,genom” oznacujeme veskerou genetickou informaci, véetné nekddujicich oblasti,
ulozenou v DNA. MUZe byt chdpan jako veskerd jadernd DNA, nebo Siteji, jako jadernda a
mitochondridlni DNA (National Center For Biotechnology Information, 2004). Jaderna DNA
(deoxyribonukleova kyselina) je makromolekula, kterd se nachazi v jadre témér viech Zivych bunék
(vyjimku tvofi napf. erytrocyty, trombocyty). Ma tvar dvousroubovice, organizované v
kondenzovaném stavu do utvar(i zvanych chromozomy.

Karyotyp je soubor vSsech chromozom( v bunééném jadre. Sada chromozomu je obvykle parova
(diploidni), ale existuji i vyjimky (pohlavni bunky, véeli samci — trubci). U Zivocichl se sklada z
uréitého mnozstvi parovych autozomalnich chromozomd, a paru pohlavnich chromozom(. Vétsina
savcl, véetné Clovéka, a nékteré druhy rostlin a hmyzu maji pohlavni chromozomy oznaceny
pismeny X a Y, pficemz samice maji homogenetické pohlavi (XX), a samci maji heterogametické
pohlavi (XY). V pripadé ptakl, nékterych druhd plazli, korysi a hmyzu je tomu jinak. Pohlavni
chromozomy jsou oznacovany jako Z a W, a samci jsou homogameticti (ZZ), kdezto samice
heterogametické (ZW) (Stiglec, 2007). Clov&k ma 23 parG chromozomdl, které obsahuji celkem cca
6,6x109 parl bazi.

Hypervariabilnimi oblastmi se nazyvaji nékteré segmenty DNA, které jsou vysoce polymorfni a
jedinci se v nich navzajem casto lisi. Pravé takové segmenty jsou vybirany jako markery vhodné pro

identifikaci jedince.



2.3  Genomy a puvod hlavnich zajmovych druht

2.3.1 Pavod kocky a jeji genom

Kocka domaci (Felis silvestris catus L.) patfi do radu Carnivora (Selmy), ¢eled Felidae (kockoviti). Je
domestikovanou formou kocky divoké (Felis silvestris Schreber) a je Zivoichem synantropnim. O
tom, jak staré je souziti lidi a kocek, svéd¢i naptiklad kosterni pozustatky kocky divoké, objevené v
hrobé v starovékych ruinach na Kypru. Nalez je datovan do doby pfed 9500 lety. Kocka divoka neni
na Kypru plvodni, tudiz se predpoklada, ze tam byla dovezena, aby pomahala chranit sklady
potravin pred hlodavci (Clutton-Brock, 1999).

Nalezy kocic¢ich mumii v egyptskych hrobkach znaci, Zze tehdejsi lidé si koCek velmi vazili, dokonce
je pokladali za boZstvo. Mésto Bubastis , které se nachdazelo v Nilské delté, bylo zasvéceno bohyni

kocek Bastet. Zde se kocky balzamovaly a ukladaly na zvlastni kocici hibitov (Falke, 1987).

Obr. 1: Bohyné Bastet, The British Museum
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Diky lodni dopravé byly kocky po hlavnich obchodnich cestach rozsireny do celého svéta. V
soucasné dobé Zije jen USA pres 83 milion( registrovanych kocek (Pet Food Institute, 2010). Podle
vyzkumu je téméf nemoziné vejit do domu, kde prebyva kocka nebo pes, a neodnést si na obleceni
nékolik jejich chlupl (D'Andrea, 1998). Vzhledem k tomu se koci¢i chlupy daji ¢asto nalézt i na

misté ¢inu, a stavaji se dllezitym voditkem pfti propojeni mista trestného ¢inu a pachatele.

Obr. 2: Kocici mumie, Egypt (Museé de Louvre)

Genom kocky domaci obsahuje 18 pard autozomi a XY gonozomy. Nékteré druhy kockovitych
Selem, jako napfriklad ocelot, maji pouze 17 pard autozomu (Murphy, 2000).

Studium koci¢iho genomu probiha zejména v poslednich deseti letech. V poslednich péti letech
vznikly i koci¢i genetické mapy a koCi¢i genetické databaze, je tedy moind i individualni
identifikace.

Plemena kocek vznikla Slechténim na zakladé vzhledového fenotypového projevu 10-30 gen(.
Historicky bylo zaznamenano pfiblizné 120 plemen, néktera vsak zanikla. V sou¢asné dobé je v USA
podle TICA (TICA, 2010) registrovano 55 plemen, podle CFA (CFA, 2010) 40. Moderni plemena
(napf. sphynx) jsou stara priblizné sto let, a jsou Slechténa uméle, kdezto historicka plemena (napf.
egyptska mau, birman ¢i kocka siamska), jejichZz historie saha stovky let do minulosti, byla vedle
cileného Slechténi ovlivnéna i napf. geografickou izolaci oblasti. Na rozdil od psu Ize kocky rdznych
plemen bez omezeni ktizit mezi sebou, coz dava vznik novym plemendm. Moderni plemena vsak,
oproti tém historickym, v soucasné dobé nelze identifikovat DNA analyzou (Menotti-Raymond,

2008).
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2.3.2 Puavod psa a jeho genom

Pes domdci (Canis lupus familiaris L.) se fadi mezi Carnivora (Selmy), Celed Canidae (psoviti).
Vyvinul se z vlka (Canis lupus L.), pfiéemz k jejich kfizeni dochazelo a dochazi i nadale béhem jejich
koexistence. Domestikace psa se datuje do doby pred 14 000 lety (Vila, 1999).

Pes domaci md mnoho desitek plemen, kterd vznikla Slechténim na zakladé vlastnostniho
fenotypového projevu vzhledem ke svému ucelu — napftiklad lovecti psi, pastevecti psi, tazni psi Ci
hlida¢i. Dnes je znamo pfiblizné 400 plemen. Plemena vznikld na zakladé vzhledového
fenotypového projevu se objevuji teprve poslednich 300 let. Mezi savci je naprosto unikatni, aby
se mezi jedinci druhu vyskytovala takova variabilita, co se tyce vzhledu, velikosti vahy a chovani,
jako je to u plemen psu. Pfitom je moiné, aby se kfiZili jedinci vSech ras navzajem témér bez
vyhrady (Wayne, 1999).

Psi genom obsahuje 38 pard autozoml a XY gonozomy. Zatimco X chromozom je velky, Y je
nejmensim chromozémem karyotypu (Langford, 1996). Psi genom byl studovan predevsim v
poslednich deseti letech. V ¢ervnu roku 2004 byl prvni koncept osekvenovaného psiho genomu
(plemeno boxer) vioZen do verejné databdze pri National Human Genome Research Institute
(Broad Institute, 2004). Psi genom obsahuje pfiblizné 2,5 miliardy bp, coz je pfiblizné stejné, jako
obsahuje mysi genom, ale méné nez lidsky genom (3,3 miliardy bp). Pfiblizné 31% genomovych
sekvenci psu bylo identifikovano jako repetitivni, coZ je méné nez u lidi (46%). Srovnani lidskych a
psich genomovych sekvenci by mohlo pomoci porozumét genetickym zdkladidm nemoci, které
postihuji jak lidi, tak psy. Dale je predmétem vyzkumu pfibuznost jednotlivych plemen a vybér
genetickych markerd, vhodnych pro individuaini identifikaci pst (coz se nejvice uziva pfti forenzni

analyze) (Miller Coyle, 2007).
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3. Identifikace
3.1  Zjisténi druhové pfrislusnosti

Jak jiz bylo zminéno ve druhé kapitole, zjisténi druhové prislusnosti testovaného organismu je
dllezité pro ochranu ohrozenych ZivociSnych druh(, a dale napt. v potravinafstvi, chovatelstvi ¢i v
archeologii.

S ochranou ohroZzenych druhu rostlin a Zivocich( pfimo souvisi CITES (Convention on International
Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora, ¢esky Umluva o mezindrodnim obchodu s
ohroZenymi druhy volné Zijicich ZivoCich( a rostlin, znama téZ jako Washingtonskd umluva). Jedna
se o0 nejduleZitéjsi dohodu na mezinarodni Urovni, kterad chrani rostliny a ZivocCichy. Jejim smyslem
je predevsim kontrola obchodu s ohroZzenymi druhy Zivocich(l a rostlin a s produkty, které se z nich
vyrabi (napf. potraviny, koZené vyrobky, turistické suvenyry, medikamenty, ale i hudebni nastroje).
Umluva byla schvalena 1. &ervence roku 1975 ve Washingtonu, D. C. a byla vydana &insky,
francouzsky, anglicky, rusky a $panélsky. Dnes ma CITES 175 ¢len(, Ceskd republika se stala ¢lenem

1. 1. 1993 (CITES, 2010) *.

3.1.1 Principy

Pro uspésnou identifikaci Zivo¢iSného druhu je tfeba pouzit takovy test, ktery ma dostate¢nou
mezidruhovou variaci (dokaze tedy rozliSit i blizce pribuzné druhy), zdrovenn vSak md malou
vhitrodruhovou variaci (poskytuje pozitivni vysledek u vSech pftislusniki druhu). Tyto podminky
spliiuje predevsim mitochondridlni DNA (mtDNA) (Bellis, 2003). Mitochondrie je organela, kterou
Ize najit v burice mimo jadro. Podle teorie endosymbidzy vznikla z bakterie, obsahuje tedy vlastni
DNA genom. Oproti jaderné DNA je mtDNA diky své strukture stabilnéjsi, v jedné bunce se nachazi
vétSi mnoZstvi mtDNA neZz nDNA, je moZiné pracovat i s poSkozenymi vzorky. MtDNA lze
extrahovat i z chlupl bez kofink(, z kosti, z roh(, ale i z obsahu Zaludku ¢i tepelné upraveného
masa (Zehner, 1998). Diky mtDNA Ize urcit druh, ale neni mozné takto rozlisit jedince ze stejné
maternalni linie, jako tfeba matku a jeji potomky. Spermie sice obsahuji mitochondrie, nikoli vsak

ta cast, kterd prechazi do vajicka. Z toho divodu maji potomci pouze maternalni mitochondrie.

1 15. konference CITES, kterd se konala v bieznu roku 2010, byla spiSe zklamanim. Proti pokusu o regulaci lovu
turidka se postavilo Japonsko, a diky Indonésii a Ciné se na seznam ohroZenych druhd dostal ze &tyi navrhovanych
druh(l Zraloka pouze jediny (UNEP, 2010). Pfitom Zralok je v Asii loven predevsim kvili tradi¢ni polévce ze Zralocich
ploutvi, kdy ulovenému Zraloku jsou ufiznuty ploutve, a je hozen zpatky do more, kde uhyne (Stop Shark Finning,

2007).
13



Jedinou vyjimkou je umélé oplodnéni, kdy je do oocytu injektovana celd spermie (Houshmand,
1997).

Nejcastéjsi zpusob identifikace druhu je zalozeny na sekvenaci genu pro podjednotku cytochromu
b v mtDNA (Zehner, 1997). Cytochrom b je transmembranovy protein, je soucasti dychaciho
fetézce a kéduje 380 aminokyselin (De Coo, 2005). Zatim bylo objeveno 32 miliond sekvenci (Cislo

je vysoké z toho duvodu, Ze jedinci se lisi i v ramci druhu).

Mammalian
mtDNA

% Similarity
[l<es5 P 70-75 W 80-85

[]65-70 [ 75-80 [ >85

Obr. 3: Cytochrom b na savéi mitochondridlni DNA.

3.1.2 Metody

Nejprve je tieba ze vzorku (napt. krve, chlupu, kosti) izolovat mtDNA. Skéla izola¢nich metod je
neprebernd, v soucasnosti se uZivaji predevSim specializované kity cilené pfipravené pro
zpracovani konkrétniho typu biologického materidlu (Napt 1Q Hair and Tissue Kit firmy Promega,
pouzivany k izolacim jak z lidského, tak zvifeciho trichologického materidlu). Ziskana DNA je poté
amplifikovana.

V osmdesatych letech Kary Mullis pfedstavil metodu, kterd znamenala revoluci v molekularni
biologii. Jedna se o polymerdzovou retézovou reakci (PCR), kterd umoznuje amplifikaci nepatrného
mnozstvi DNA. Roku 1993 obdrzel Dr. Mullis za tento objev Nobelovu cenu za chemii (Nobel Prize,

1993).
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PouZiva se v podstaté stejny princip, pomoci kterého je DNA kopirovana v bunkach, ale na rozdil
od celych chromozom je kopirovan pouze kratky zvoleny segment DNA. Diky tomu je moZné
zpracovat i minimalni mnoZzstvi biologického materialu, nalezeného na misté ¢inu. (Hochmeister,
1998).
Proces PCR amplifikace se sklada ze tti zakladnich krok:

1) Denaturace dvousroubovice za vysoké teploty (95°C)

2)  Anelace (pfipojeni) primert, které urcuji, ktera specificka oblast DNA bude amplifikovana

(reakce probiha pfi teploté 50° - 65°C).

3) Syntéza novych vlaken DNA. Syntéza probihd pti 72°C, a ukoncuje proces amplifikace
Analyza cytochromu b probihd tak, Zze se dva PCR primery designované do oblasti mezidruhové
konzervativnich nechaji na tuto oblast nasednout, a vznikne produkt, ktery se ndsledné

osekvenovan (Hsieh, 2001).

L14724
_>
Glu I ‘Cylochromeb l Thr
ATG H15149
1 T [ [ g
14700 14747 15000 15148 15300 15600 15883 15500

Obr. 4: Pozice primert L14724 a H15149 na mitochondridlni DNA. Amplifikaci mezi L a H primerem
vznikd pfiblizné 400bp produkt (Hsieh, 2001).

Sekvence cytochromu b jsou uloZeny v databazich genetickych dat, jako je mezinarodni GenBank,
ktera zahrnuje data z evropské EMBL-EBI a japonské DNA DataBank. Tyto tti databaze si denné
vyménuji informace, a k dubnu roku 2009 bylo v GenBank celkem zaznamenano vice nez 100
milion0 sekvenci (NCBI, 2009).

Metoda sekvenace genu pro podjednotku cytochromu b v mtDNA naléza uplatnéni také v
taxonomii, kde pomaha zaradit nové objevené Zivocichy do taxonomického systému (Castresana,

2001).
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3.2 Identifikace ZivocisSného jedince

3.2.1 Principy

Nejbéznéjsim principem identifikace je analyza STR (Short Tandem Repeats, Cesky krdtké
tandemové repetice), tedy repetitivnich sekvenci s vysokym stupném variability v rdmci populace.
Jsou pritomny jak v kédujicich, tak nekédujicich oblastech genomu (Huldk, 2006). STR systémy maji
kratké jednotky opakovani, obvykle 2-6 bp. Mensi velikost (méné nez 500 bp) je Cini snadno
amplifikovatelnymi pomoci PCR. Po analyzu je zapotrebi pfiblizné 1ng DNA, ale za urcitych
podminek je moZné pracovat i s radové 20pg DNA. STR lokusy mohou byt analyzovany v
multiplexech, coZz znamena, Ze nékolik lokust je amplifikovano soucasné v jediné PCR reakci.
Multiplexové STR systémy zvysuji efektivitu a rychlost analyzy. Individualni identifikace jedince
probihd na principu porovnavani téchto vysoce polymorfnich markerd. STR lokusy patfi mezi
nejvariabilnéjsi oblasti genomu. STR polymorfismus je dan zejména rozdilem v poctu opakovani
zakladniho motivu. Tento mnohotny alelismus se v pribéhu evoluce vytvarel a vytvari nékolika
mutacnimi mechanismy, z nichz témi hlavnimi jsou ,klouzani“ DNA polymerdzy béhem replikace
(tzv. replication slippage) a nerovnomérny crossing-over ale také zmény sekvenci v okoli STR
lokusu (Ellegren, 2002). STR markery se amplifikuji pomoci primerd komplementarnich se
sekvencemi sousedicimi s STR lokusem.

Podminkami pro pouziti STR lokusu pro forenzni analyzu jsou druhova specifita, nezdvislost na
dalSich testovanych lokusech, charakteristicky repetitivni motiv, vysokda heterozygotnost,
mendelovskou dédi¢nost a absence nulovych alel.

Donedavna byla DNA identifikace vzorkl jiného nez lidského plvodu limitovdna nedostatkem
populacnich databazi pfislusnych ZivocisSnych druht, jejichz existence je potifebna pro vypocet
pravdépodobnosti shody (dalsi moznosti je provadét vypoclet v obecné a teoretické roviné). Diky
objeveni novych polymorfnich STR marker( napfi¢ eukaryotnimi genomy bylo mozné vytvoreni

genetickych map domadcich Zivocich(, a tedy i jejich identifikace (Menotti-Raymond, 2005).

3.2.2 Metody

Nejcastéjsi zvifeci stopou jsou derivaty klGize (zejména chlupy). V paprscich pera a stvolu chlupu je
obsah jaderné DNA velmi maly, vétsi mnozstvi se ji nachazi v bazalnich ¢astech téchto utvar(. Jako
srovnavaci vzorek se pouziva krevni vzorek, bukalni stér, nebo, napfiklad u hovéziho dobytka,
nasalni vzorek.

Ze vzorku jsou nejprve izolovana bunécna jadra pomoci centrifugace. K extrakci a ¢isténi DNA se
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uziva napriklad guanidin isothiokyanat. Ziskana DNA je nasledné amplifikovana metodou PCR. Pro
amplifikaci STR markeru je obvykle tfeba 28-32 celych PCR cykll (denaturace, anelace a syntéza).
Fluorescencni znaceni vznikajicich fragmentd je do nich vnaseno béhem PCR pomoci
fluorescenéniho barviva komplementarné vazaného vidy k jednomu z paru primer(. Poté, co je
provedena PCR, se jednotlivé fragmenty DNA rozdéli podle délky kapilarni gelovou elektroforézou.
Fluorescenéné znacené DNA fragmenty prochazeji kapildrou pfed okénko laseru. Zde je pomoci
laserového paprsku vybuzena fluorescence, jejiz vinovd délka a intenzita je zaznamendna
detektorem. Vysledkem takové analyzy je tedy tzv. elektroforetogram, ktery zobrazuje intenzitu
fluorescence v jednotlivych spektrdlnich pasech v prabéhu ¢asu. Vyrazné zvyseni fluorescence, tzv.
peak, odpovida prlichodu fragmentu urcité délky (Gill, 2005).

Pro zjisténi skutecné velikosti fragment(i DNA se pouZivd DNA Zebftik (DNA ladder), coz je smés
DNA fragmentl zndmé velikosti, ktera je porovnana s testovanymi vzorky. Na zavér jsou vysledky

vyhodnoceny pocita¢ovym programem.

3.3  Nejcastéji testované zZivocisné druhy

Mezi nejCastéji testované zivocisné druhy patfi kocky, psi, koné, hovézi dobytek, ptaci, losi, jeleni
(Blackett, 1992), medvédi, losi (Guglich, 1993), ddle pak ovce, prasata a kozy. Podrobnéji se

zminim o kockach, psech, konich a hovézim dobytku.

3.3.1 Kocky

evs

U kockovitych Selem jsou chlupy nejbéznéjsim forenzné testovanym materialem. Kocky maji

ovsem ve zvyku Cistit svoji i cizi srst jazykem, a muzZe se tedy stdt, Ze testovany kocici chlup bude

znecistény slinami jiné kocky (Menotti-Raymond, 2005).

Nejvice DNA se nachazi v kofincich chlupl, nejméné pak v chlupech starych, vylinalych &i téch,

které pochazeji z podsady. Pro maximalizaci informace pochazejici z chlupli a ostatnich materiald

se pouzivd metoda PCR (Menotti-Raymond, 2005).

Identifikace jedince je mozina poslednich deset let diky existenci singl-lokusovych sond, kocicich

genetickych databadzi a kocic¢ich genetickych map.

Jeden z prvnich p¥ipad(l pouZiti STR k identifikaci ko¢kovité $elmy se udal v Kalifornii. Casné z rana

4. prosince 1994 se Zena Sla sama projit do narodniho parku Cuyamacha Rancho (pobliz San

Diega), kde byla napadena a zabita americkou pumou. Spravci parku pumu zastrelili a vzorky jeji

DNA byly podrobeny analyze. STR profily z DNA izolované z chluptd pumy nalezenych na téle obéti
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a z mrtvé pumy se shodovaly, jednalo se tedy o pumu, ktera utocila (Miller Coyle, 2007).

Dr. Menotti-Raymond z Nacional Cancer Institute’s Laboratory of Genomic Diversity vytvofila v
roce 2002 multiplex pro individualni identifikaci koc¢ek. Na trh mél byt poté uveden kocici kit
MeowPlex (Menotti-Raymond, 2002), nikdy k tomu v3ak nedoslo.

Multiplex se sklada z 11 kocic¢ich STR markert, které dodal National Cancer Institute. Soucasti
multiplexu je marker na identifikaci pohlavi, ktery tvofi primery specifické pro SRY gen na koci¢im
Y chromozomu.

V tabulce jsou zachyceny nazvy lokus(, fluorescenéni barviva, chromozomalni lokalizace,

heterozygozita, pocet alel a repetitivni motiv.

Locus Dye Chromosomal Observed Heterozygosity Alleles Repeat
Identifier Label Location (range across breeds) Observed Motif
F53 Blue Al 0.53-0.93 S Simple repeat
[AAGA]
cos Blue B2 0.44-1.00 17 Compound repeat
[ATAG][ATAC]
BO4 Blue Al 0.35-0.93 22 Compound repeat
[AAGG][AAAG]
Gi1 Blue Bl 0.10-0.80 6 Simple repeat
[ATCC]
FCA441 Green D3 0.20-0.89 10 Simple repeat
[ATAG]
DOS Green B4 0.43-0.93 26 Compound repeat
[ACAT][ATAG]
F124 Green E1l 0.51-0.93 20 Compound repeat
[AGGA][AGAA]
ci2 Green F2 0.20-0.96 14 Complex repeat
[AGAT][ACAT]
coo Yellow D4 0.00-0.94 15 Simple repeat
[CTTT]
B5 Yellow B1 0.66-0.98 33 Complex repeat
[TTIC)TCTC]
D06 Yellow Ci 0.17-0.94 22 Simple repeat
[TATC]
SRY Green Y N/A +/— Gender ID

Tab. 1: Koci¢i STR markery obsaZené v multiplexu. PouZity byly vzorky z 200 kocek, predstavujicich

29 rliznych plemen (Menotti-Raymond, 2002).

Velikost produktd po PCR amplifikaci multiplexu se pohybovala od 100bp do 400bp. Byly pouzity

tri fluorescencni. Primery byly designovany tak, aby mezi kazdym lokusem stejné barvy vynechaly

zhruba 20bp, aby se zabranilo pfekryvani, az budou v budoucnu objeveny nové alely.
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Obr. 6: PCR amplifikace MeowPlexu u samce a u samice (Menotti-Raymond, 2002).

STR lokusy vybrané pro ko¢ky domaci se pouzivaji i v genetickych studiich ohrozenych koc¢kovitych
Selem, jako je lev, jagudr, tygr, leopard, rys, gepard, ocelot, puma a kocka divoka (Miller Coyle,

2007).

3.3.2 Psi

K testovani psli dochazi velmi ¢asto z diivod( napadeni ¢lovéka psem (De Munnycnk, 2002), nebo
v pfipadé Skod zplsobenych psem (Schneider, 1999).

V USA se rocné dochazi k vice nez milionu pripadd napadeni ¢lovéka psem (nékteré zdroje uvadéji

az 4,7 milioni pfipadd). Kousnuti je chdpano jako poskozeni klzZe, zpUsobené zuby zvirete.
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Vyjimecéné muzZe napadeni psem koncit smrti ¢lovéka. Nejcastéjsimi obétmi jsou déti do 4 let a
stari lidé. Ve vétsiné pripadu byli lidé napadeni svymi vlastnimi psy (De Munnyck, 2002).
Pocty pfipadl napadeni ¢lovéka psem v CR pro obdobi 2000-2009 se nachéazeji v nasledujici

tabulce (Tab. 2).

Kousnuti nebo uder psem (dg. W54) - hlasené pripady, hosptializace
a amrtiv letech 2000 - 2009

Pocet pripadu ve véku Pocet " .
Rok 014 15+ wolkerm hospitalizaci Pocet tmrti ?
2000 897 1791 2688 436 -
2001 763 1644 2407 363 -
2002 675 1534 2209 555 1
2003 568 1358 1926 458 3
2004 437 1164 1601 483 2
2005 457 1234 1691 433 1
2006 358 1043 1401 362 -
2007 335 1011 1346 379 2
2008 312 892 1204 365 2
2009 283 817 1100 265 -

Zdroje dat: Informaéni systém infeckni nemoci (EPIDAT), SZU
") Narodni registr hospitalizovanych, UZIS
2) Statistka pFicin smrti, CSU

Tab. 2: Statistiky napadeni ¢lovéka psem v Ceské republice (UZIS CR, 2010 — udaje poskytnuty UZIS
CR na dotaz).

V pripadé, Zze dojde k pokousani ¢lovéka psem, byvaji dalezitym zdrojem informaci sliny nalezené v
rané (Clayton, 1998).

Psi chlupy jsou rovnéz Casto testovanym materidlem. OvSem samotny chlup obsahuje velmi malo
DNA, coz mUze byt problematické predevsim v pripadé krimindlnich vySetfovani. Na misté ¢inu se
da zpravidla nalézt od 1 do 10 chlupd, coz ¢asto na identifikaci nestaci. Optimalni mnozstvi je mezi
10 az 50 chlupy (Pfeiffel, 2004).

Individualni identifikace psd pomoci DNA by v budoucnu mohla najit vyuZziti i v Uklidu méstskych
ulic a parkQ. V izraelském mésté Petah Tikla (nedaleko Tel Avivu) byl zaveden pulroéni zkuSebni
program, v ramci kterého pomohly DNA testy pst bojovat proti psim exkrementim na chodnicich.
Majitelé psl byli pozadani, aby nechali svym psim odebrat bukalni stéry, z kterych se vytvorila

databaze. Tato databaze byla rovnéZz pouZita na vyzkum dédi¢nych onemocnéni u psl, a na
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identifikaci zatoulanych zvirat, kde by v budoucnu DNA testy mohly nahradit Cipy. Poté co byla
databaze sestavena, bylo diky DNA psa mozné identifikovat majitele, ktery po svém psovi neuklizi
a pokutovat ho. Naopak ti, ktefi exkrementy odklizeli do specidlnich kosu, ziskavali poukazky na psi

krmeni a hracky. (Landau, 2008).

3.3.3 Koné

Koné maiji pro ¢lovéka vyznam hned v nékolika oblastech. Jsou pouzivani pro praci (napf. koné
policejni, ¢i tazni), zabavu, sport, Iékarské ucely (hipoterapie) a také jako potrava (Kelkena, 2009).
Identifikace koné pomoci DNA se uplatiuje predevsim v pripadé kradeze, a zamény koné za
jiného. Zamény koni, at umysiné ¢i z nedbalosti, se tykaji predevsim konskych dostih(. TotoZnost

koné se zji$tuje pomoci multiplexu, skladajiciho se ze 17 lokust®.

Fluorescent Chromosome Size range
Locus dye location (nucleotides)

VHL20 6-FAM 30 83-102
HTG4 6-FAM 9 116-137
AHT4 6-FAM 24 140-166
HMS7 6-FAM 1 167-186
HTGH VIC 15 74-103
AHTS VIC &) 126-147
HMS6 VIC 4 154-170
ASB23 VIC 3 176-212
ASB2 vIC 15 237-268
HTG10 NED 21 83-105
HTG? NED - 114-126
HMS3 NED ) 146-170
HMS2 NED 10 215-236
ASB17 PET 2 104-116
LEX3 PET X 137-160
HMST PET 15 166-178
CA425 PET 28 224-247

Tab 3: Ndzvy lokust, chromozomdlni lokalizace, druhy barviva a velikost produkti po amplifikaci

vSech 17 markerd, pouZitych v multiplexu (17-Plex Horse Genotyping Kit) (Dimsoski, 2003).

Novy kit, ureny pro identifikaci koni, (17-Plex Horse Genotyping Kit) se sklada z 12 plvodnich
lokust (VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, HMS6, HTG7, HMS3, AHTS5, ABS2, HTG10 a HMS2),
doporucenych International Society for Animal Genetics, a z 5 novych lokust (ASB17, LEX3, HMS1,
CA425 a ASB23). Kit je optimalizovan na pouziti 0,2 — 10ng DNA templatu (Dimsoski, 2003). V roce
2009 vytvoril Van de Goor navrh nomenklatury alel jednak pro 17 STR lokusl, pouZivanych

k identifikaci koni (Van de Goor, 2010), ale i pro 16 STR lokusl, pouZivanych pro identifikaci

2 Pro Uspésnou identifikaci je tfeba minimalné 10 lokusG (Miller Coyle, 2007).
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hovéziho dobytka (Van de Goor, 2009).

3.3.4 Hovézi dobytek

DNA analyza se uUspésné pouzivd pfi vySetfovani kradezi ¢i zamén hovéziho dobytka. Pro
identifikaci byl pouzit nejprve standardni set 11 STR marker(i. Testovani zaloZzené pouze na 11
markerech nevyhovovalo v pfipadech potomk( dvou vzddlenéjsich pribuznych. Bylo tedy dodano
dalSich 11 markerd.

Nejvyssi Sance uspésnou identifikaci je v pfipadé, Ze jsou k dispozici data jak od matky, tak od otce.
Na druhou stranu je nutné si uvédomit, Ze na farmach se chovda mnohem méné bykd, nez krav,
tudiz se mUzZe stat, Ze jen nékolik malo bykd byva pouZivano k oplodnéni vétSiny krav v dané
oblasti (Miller Coyle, 2007).

V roce 2009 prezentoval van de Goor 16 STR lokusi (BM1818, BM1824, BM2113, CSRM®60,
CSSM66, ETH3, ETH10, ETH225, HAUT27, ILSTS006, INRAO23, SPS115, TGLAS3, TGLA122, TGLA126,
a TGLA227) vhodnych STR-analyzu hovéziho dobytka. Tyto lokusy jsou doporucovany také
International Society for Animal Genetics, a jsou vhodné pro Uspésnou forenzni DNA analyzu. Data
pochazeji od 4,162 ndhodné vybranych kusl dobytka, reprezentujicich 20 rliznych plemen (van de

Goor, 2009).
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4. Okruhy uziti forenzni DNA analyzy Zivocichi

4.1 Kriminalistika

Forenzni testovani zvifeci DNA se uziva v ptipadé, kdy zvife napadne clovéka, zvifeci materidl je
stopou z mista trestného ¢inu, zvife zplsobi néjakou nehodu, ¢i Skodu (Schneider, 1999).

V blizkosti lidi se nejvice vyskytuji psi a kocky, jejich stopy (zejména kozni derivaty, sliny a krev)
tedy byvaji ¢asto nalezeny na misté trestného Cinu. Dale Ize béZzné nalézt i stopy po hlodavcich a
ptacich.

Prvni pfipad, kdy byla forenzni DNA analyza zvifete pouZita pfi vySetifovani trestného cinu, veSel do
povédomi jako "Pfipad Snowball". Udal se v roce 1994, a vraha usvédCily chlupy z jeho kocky
jménem Snowball, nalezené na misté Cinu (viz kpt. 5.1 Pfipad Snowball).

Dalsi situace, ve které ptichazi na fadu forenzni DNA analyza, je napadeni zvifete jinym zvifetem.
Takovy pfipad se udal v roce 2007 v Richmondu ve Virginii. Marilyn Christian nalezla svou koc¢ku
Cody mrtvou na zahradé, a "vrah" zanechal pobliz mista ¢inu nékolik Sedych chlupl. Majitelka
kocky tedy nechala odebrat vzorky DNA psovi ze sousedstvi, a po porovnani se vzorky ziskanymi z
Sedych chlupl, které provedla Veterindrni genetickd laboratof pfi Kalifornské univerzité, bylo
zjisténo, Ze oba vzorky se shoduji. Koc¢ku tedy zabil pes sousedl (Gelineau, 2007).

Forenzni testovani zviteci DNA se uZiva ve vysetfovani pripadl tyrani zvitat, kradezi, identifikace

ztracenych zvirat nebo zvitat, jejichz identita je nejista.

4.2  Ochrana Zivotniho prostiredi

V ochrané Zivotniho prostredi je identifikace druhu a jedince velmi dilezita. Forenzni DNA analyza
se uplatiuje v pfipadech, kdy dochazi k poskozovani Zivotniho prostfedi, napfiklad k lovu vzacnych
savcu Ci k ilegalnimu obchodu s ohrozenymi druhy.

V pripadé nalezeni produktu, ktery by mohl pochazet z ohrozeného druhu, je ukolem forenzni
laboratore identifikace druhu. Dale pak individudlni identifikace, kdy je tfeba prokazat spojeni
produktu s konkrétnim organismem.

Napriklad na Taiwanu byla identifikace, a tedy i ochrana ohroZenych Zivocisnych druh( casto
problematickd. PlOvodni zpUsob identifikace se zakladal na morfologii, nebo pfipadné na
elektroforéze proteinl izolovanych z produktli (masa, rohd). BohuZel proteiny nejsou ve vsech
burikdch stejné, lisi se podle toho, v jaké tkani se nachazeji. DalSim problémem byla degradace
protein(, ke které dochazelo pfrilis brzy po smrti zvifete. Identifikace pomoci proteinli tedy nebyla

prilis Uspésna. Kdyz zacala DNA Laboratof, spadajici pod Ministry of Justice Investigation Bureau
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(MJIB), provadét DNA analyzy volné Zijicich Zivocich(, veskeré obtize zminéné u protein( byly
vyreseny. Identickou DNA lze ziskat z kosti, svall, krve Ci srsti, neni nutna tak vysoka kvalita vzorku
a DNA nedegraduje tak rychle jako proteiny. MJIB vyvinula zpUsob identifikace druhu zalozeny na
sekvenaci mtDNA, konkrétné genu pro podjednotku cytochromu b (Hsieh, 2001). V roce 1998 byla
metoda po dvou letech vyzkum{ uvedena do praxe. Paradoxné se ukdazalo, Ze produkty, které maji
udajné pochazet z ohroZenych Zivocich(, jsou v 90 % pfipadl podvrhy. Napriklad rozemleté kravi a
praseci kosti se prodavaji jako tygti kosti ¢i roh z nosoroZce, a za Zluénik kobry je vydavan zluénik

béZného hada, nebo dokonce kurete ¢i kachny (Miller Coyle, 2007).

4.3  Chovatelstvi

Lidé, ktefi se zivi chovem zvifat, potfebuji spolehlivy zplsob identifikace druhu, jedince ¢i pohlavi,
stejné jako ti, kteti zvifata kupuji. Napfiklad pokud chovatel dobytka kupuje inseminacni davku od
plemenného byka, mohlo by dojit k jeji podvodné zaméné za méné kvalitni. DNA analyzou se
potom da ovéfit, zda davka pochdzi skuteéné od byka, za kterého chovatel zaplatil (Van
Eenennaam, 2007). Inseminacni davky se vyuzivaji naptiklad u skotu, koni, prasat a psu.

Kromé plvodu inseminacni davky se ovéfuje také plvod potomkl. Ten lze zjistit testem
rodi¢ovstvi (Zajc, 1994). Testy provadéji ¢asto soukromé laboratofe. Po ovéreni plavodu vystavi
majiteli certifikat plvodu, cozZ i zlepsuje podminky pro prodej zvitete, ¢i jeho pozdéjsi vyuZiti k
chovu. U nékterych druh( ptak( byva obtizné rozeznat pohlavi, proto se k uréovani uziva DNA
testu (Griffiths, 2000).

V USA je oblibend analyza kfiZzence. Podobné testy probihaji u pst a kocek, u kocek vsak v mensi
mife. Analyzovat psi kfizence nechdavaji majitelé predevsim proto, aby Iépe poznali svého psa, a
také proto, aby méli moznost predchazet zdravotnim problémudm, které se typicky vazi na urdita
plemena, ¢i je mohli alespon ucéinnéji 1&¢it. Nevyhodou je, Ze v databazi nemuseji byt obsazena
uplné vsechna plemena, a tudiZz touto cestou nelze s jistotou urcit, zda je pes Cistokrevny.
Vzhledem k tomu, Ze se tyto testy uZivaji v hojné mife pravé v USA, jejich databaze vétsSinou
zahrnuji jen plemena typicka pro tuto oblast.

Testovani probiha tak, Ze si zakaznik objedna testovaci kit, sam provede psovi bukdlni stér, a
odesle na zpatecni adresu. Poté je vyhotovena DNA analyza. ZpUsob prezentovani vysledkl testu

zakaznikovi se u rdznych firem lisi.
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Vysledek muzZe vypadat napfiklad jako odstupriovany seznam (1-5), sestaveny podle shody DNA

vzorku kfiZzence a databaze Cistokrevnych plemen.

Level 1: Plemeno pfedstavuje > 75% DNA psa

Level 2 Plemeno predstavuje 37-74% DNA psa
Level 3: Plemeno predstavuje 20-36% DNA psa
Level 4: Plemeno predstavuje 10-19% DNA psa

Level 5: Plemeno predstavuje <10% DNA psa.

V praxi to potom vypada ndsledovné:

Level: 3 Afghan Hound
Level: 3 Labrador Retriever
Level: 4 Boxer

Level: 4 Poodle

Level: 5 Baseniji

Level: 5 Greyhound

Obr. 7: Na obrdzku se vpravo nachdzi testovany kfizenec, vlevo jsou vysledky jeho DNA analyzy

(Happy Dog DNA, 2010).

4.4 Potravinarstvi

DNA analyzou se v potravinarstvi ovéruje, zda dany Zivocisny produkt nebyl dmysiné zaménén za
jiny, levnéjsi. Dva studenti newyorské Trinity High School ve spolupraci s Rockefellerovou
Univerzitou provedli v ramci Skolniho projektu DNA analyzu potravin, se kterymi se béiné
setkavaji. Vysledek byl prekvapivy, z 66 testovanych potravin jich 11 pochazelo z jinych ZivocisSnych
zdroju, nez jaké byly psany na obalu. Napfiklad robalo nilsky byl prodavan jako Zralok, ov¢i mléko
bylo zaménéno za kravi a kaviar nepochazel z jesetera, ale z veslonosa amerického (New York

News, 2010).

4.5 Archeologie
Zvlastnim pripadem, kdy se provadi DNA analyza Zivocichl, je zkoumdni plvodu starovékych

manuskript. Dvodem tohoto mezioborového propojeni je skutecnost, Ze starovéké manuskripty
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byvaji psany na pergamenu (nevydélané hlazené zvifeci kUzi), ze kterého lze ziskat vzorky DNA.
Tento zpUsob urcovani stafi manuskriptu je teprve v zacatcich, ale slibuje vétsi presnost, nez
uréovani stari podle dialektu ¢i rukopisu. Typicky manuskript obsahuje klGze z vice nez stovky
zvitat. Nékolik malo manuskriptl se znamym plvodem tak poskytne dostatek genetickych dat a
umozni vybudovdani databdze. Na zakladé pfibuzenskych vztah( mezi zvifaty, jejichz klze slouzily
za zdroj pergamenu, Ize urcovat plvod dosud spornych manuskript. Dalsi vyhodou databaze je
podrobné zmapovani tras, po kterych se obchodovalo s pergamenem a manuskripty (Poulakakis,
2007).

Zooarcheologie je mezioborova disciplina, zkoumajici vSechny zvifeci pozlstatky, nalezené na
archeologickych nalezistich v néjaké souvislosti s pozuUstatky lidskymi (napf. zvifeci mumie).
Alternativné byva pouzivan i nazev "bioarcheologie", ktery je ovSem nékdy chapan jako obor
zkoumajici veskeré veskeré archeologické nalezy Zivocisného plvodu, tedy i lidské (Reitz, 2010).
Predmétem zkoumadni jsou nejcastéji kosterni ndlezy, ze kterych se analyzou DNA urcuje Zivocisny

druh (Newman, 2002).

4.6 Botanika

Kratce zminim i forenzni botaniku, tfebaze s tématem pfimo nesouvisi. DNA analyza je forenznimi
botaniky pouzivdna pomérné Casto, protoze rostlinné mikrostopy neobsahuji dost morfologickych
a histologickych informaci na to, aby bylo mozné urcit rod nebo odrldu rostliny. DNA analyza
rostlin je tedy dllezitym ndstrojem pro potencidlni spojeni jedince a mista Cinu, stejné jako napf.
zviteci chlupy (Coyle, 2004). Prvnim kriminalnim pFipadem, kdy byla pouZita DNA analyza rostlin,
byla vrazda, ke které doslo v roce 1992 v Arizoné. Télo mrtvé Zeny bylo nalezeno v Arizonské
pousti pod stromem ,,Palo Verde” -Parkinsonia florida (Benth. ex Gray) S. Wats. (syn. Cercidium
floridum, Cercidium torreyanum (S. Watson) Sarg.). V auté podezielé osoby pak bylo zjisténo
nékolik tobolek Palo Verde a DNA analyza prokdzala jejich shodu, coZ bylo diikazem spojujicim

podezielého s mistem cinu (Vanék, 2002).
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5. Kazuistika — slavné pripady

5.1 Pripad Snowball

Roku 1994 nalezla policie na Ostrové prince Edwarda v Kanadé télo zavrazdéné Shirley Duguay.
Podezieni padlo na jejiho byvalého manzZela, Douglase Beamishe, schazely vsak dlikazy. Nedaleko
mista ¢inu byla objevena bunda, na které se nachdazela krev obéti, a nékolik chlupa, které byly
mikroskopickou analyzou identifikovany jako kocici. VysSetfovatelé zjistili, Ze Beamish vlastni bilou
koc¢ku jménem Snowball, ale mikroskopickd analyza nestadila na to, aby prokdzali, Zze chlupy

nalezené na bundé patfi této konkrétni kocce.

Obr 8: Kocka Snowball (Menotti-Raymond, 2003)

Vzhledem k tomu, Ze forenzni DNA analyza Zivocichll se v té dobé neprovadéla (i kdyz néjaké testy
probihaly), pozddali policisté o pomoc Animal Genetics Group at the Laboratory of Genomic
Diversity (LGD) in Frederick, Maryland. Po porovnani DNA z chlupl nalezenych na bundé a DNA ze
vzorku odebraného kocce Snowball se ukdazalo, Ze oba vzorky se shoduji. Stale tu byl jeden
problém — Ostrov prince Edwarda je pomérné geograficky izolovany, a dalo se tedy predpokladat,
Ze zdejsi kocky si budou blizce pribuzné. Pokud by tomu tak bylo, pak by shoda obou vzork( byla
bezvyznamna. Policisté tedy odchytili dvacet nahodné vybranych koéek z celého ostrova, odebrali
jim vzorky krve, a ty nechali podrobit STR-analyze. Ukazalo se, Ze vzorky vybranych kocek méli

vysoky stupen variability, a tedy, Ze shoda mezi Snowball a chlupy nalezenymi na bundé nebyla
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nahodna.

Diky praci genetikl byl Beamish obvinén z vrazdy druhého stupné, a odsouzen k 18 letim vézeni.
O Snowball se postarali jeho rodice. Tento pripad také oteviel cestu pro DNA analyzu Zivocichl ve

forenznich védach. (Kolata, 1997).

Evidence Snowball
Draw
& Blood
-
. Cat Hair i
Extract Extract
DNA DNA
() s

||| DNA ||| ONA

- -
-

Y s :: Electrophoresis _ _ -
s of 10 STR Loci s

‘ Fluomscmo‘:;lmslly *

Scan of Cenctyping Cel Scan of Cendtyping Ot
Lwtat -
[ wosaona A A ={
S A zi v A__A 1!

ez.___/"‘& z I:‘.__,_/k_ g
e Py — oy b P — ——— oy
TTA A FTA A
Determine DNA Genotypes

Obr. 9: Grafické schéma, urcené pro soudce zabyvajiciho se pripadem Snowball (Menotti-Raymond,

2003).

Na druhé strané doktor D. P. Lyle, l1ékar a spisovatel, upozorfnuje na moznosti, podle kterych se
zvifeci chlupy mohou dostat na misto ¢inu velmi ne¢ekanymi cestami. Na svém blogu (The Writer’s
Forensics Blog) uvadi nékolik moznosti, jak by k tomu mohlo dojit. Naptiklad pokud by se
podeziely schazel se sestrou obéti, pfipadné jeho znamy by kocku pohladil na navstévé a poté
vyrazil s obéti na schizku. Vlastnik kocky mohl pracovat v mycce aut, a Cistit obéti auto. MoZnosti

je tedy vice, jak by se snadno prehlédnutelné zviteci chlupy mohly dostat na misto ¢inu (Lyle,

2009).
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5.2  Vraida Seya Ogunyemiho

Pfipad se odehral v jiznim Londyné v dubnu roku 2009. Sestnactiletého Seya Ogunyemiho a jeho
kamarada prepadla v parku skupina mladik(, a kdyzZ se jim Ogunyemi pokusil utéci, postval na néj
Chrisdian Johnson svého stadfordsirského bulteriéra, a poté obét ubodal. Kamarad obéti prezil s
deviti bodnymi ranami.

Policejni experti urcili s pravdépodobnosti jedna ku miliardé, Ze DNA z krve a slin Johnsonova psa
je shodna se vzorky z téla obéti. Christidian Johnson byl odsouzen na dozivoti. Je to prvni pfipad,

kdy byl v Britanii usvédcen vrah podle DNA psa (BBC News, 2010).
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6. Zavér

Béhem doby, kdy jsem toto téma zpracovavala, jsem zaznamenadvala dal$i novinky, napfiklad
vrazda Seya Ogunyemiho, kterd se objevila v médiich mésic prfed dokonéenim prace. Tudiz je vice
neZ pravdépodobné, Ze za rok by prace vypadala o néco jinak, obohacena o dalsi pfipady a objevy,
tykajici se forenzni DNA analyzy Zivocich(. SnaZila jsem se drzet co mozna nejaktualnéjsich zdroju,
od védeckych ¢lankd a knih po novinové ¢lanky a internet.

Forenzni DNA analyza Zivo¢ichi ma mimoradné Siroké uziti, které je nékdy az prekvapivé — napt. v
pfipadé zkoumani stafi stfedovékym manuskriptd, ¢i v uklidu méstskych ulic. V budoucnu by DNA
testy mohly v identifikaci zvifat nahradit v Cipy a tetovani, které mohou byt bolestivé a ne vzidy
spolehlivé (tetovani je nutné ¢asem po letech obnovovat, a ¢ip mlzZe zlodéj za urcitych okolnosti
odstranit). Klicem k vyuziti potencidlu forenzni DNA analyzy Zivocich( je dle mého ndzoru vytvoreni
rozsahlych databazi (které by vznikly mimo jiné tim, Ze majitel by mél povinnost nechat své zvife
testovat), a v budoucnu zrychleni a zlevnéni testda.

Velky potencial forenzni molekuldrné genetické analyzy zvirat spociva v jejim celkovém pfinosu
pro vyzkum genetické analyzy. Na rozdil od ¢lovéka, u zvitat je tfeba rozeznavat plemena, nékdy i
blizce pfibuznd. Také DNA je extrahovana z méné obvyklého materidlu (napf. masné produkty,
lovecké trofeje), nez u Clovéka. Tyto poznatky lze nasledné uplatfovat i v genetické analyze
Clovéka.

Je tfeba mit v patrnosti, Ze navzdory vsemu pokroku DNA analyzu a vySetfovani provadéji pouze
lidé, a ti mohou chybovat. At uZ chyba nastane pfi odbéru vzorkd, ¢i pfi vyhodnoceni jejich nalezu
na misté trestného Cinu, mGze mit fatalni nasledky. Zvlasté zvifeci chlupy se mohou na misto

trestného Cinu dostat rdznymi cestami, jak na svém blogu zmirnuje D. P. Lyle.
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