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1 Uvod

Problematika sexuélnich trestnych ¢ini je v dnesni dob¢ stéle ozehavé téma. Do té&o
kategorie lze vedle nejzavaZznéjSiho, za které jist¢ muazZeme povaZzovat trestny ¢in
znésilnéni, zahrnout situace, kdy jednéni nesmétuje k vykonéni souloZe ¢i obdobného
pohlavniho styku, ale i k donuceni obéti, aby strpéla jiné pachatelovi sexudlni projevy
napt. osahévani na pohlavnich orgéanech.

Pramérny pocet znasilnénych zen v Ceské republice se v poslednich &tyrech letech
pohybuje okolo 573 osob ro¢né. Z tohoto poctu je nahlaSeno pouze 8 %, a pokud jde o
zneuziti ditéte v roding, jsou to dokonce jen 3 %. Ze satistik je patrné, Ze i nadale dochazi
k mirnému poklesu poctu policii hlaSenych trestnych ¢ina znasiinéni. V devadesatych
letech se pocty nahlaSenych znasilnéni pohybovaly od 634 do 890 pripadt roéné. V
nyn¢jSim desetileti bylo evidovano 500 a7 687 pripadt znasilnéni ro¢né. V poméru k
celkové kriminalité¢ tvoii znésilnéni 0,2 %. V kategorii mravnostnich trestnych cina
dlouhodobg tvoii cca 30-38 %, znasilnéni je tak po pohlavnim zneuZivani v této kategorii
drunym nejcastéji hlaSenym tresthym ¢inem. Vyznamna data se tykaji objasnénych
trestnych ¢int znasilnéni. Ze statistik Policie Ceské republiky vyplyva, Ze z nahléSenych
trestnych ¢int znésilnéni je objasnéno 70-90 % (Valerian 2008). Nemalou mérou k tomu
prispiva i rozvoj forenznich véd, zejména forenzni genetiky. Pavodni metody genetické
analyzy stop trestného ¢inu znésilnéni a jinych znamek sexudlniho nasili ¢asto nevedly
k individudini identifikaci pachatele. Vyvojem novych metodik doSlo ke zvySeni
UspéSnosti genetické analyzy téchto pripadi.



2 Cile prace

Cilem této reSersni préce je shrnuti nejnoveéjSich poznatkia v zgjistovani a analyze
biologickych stop v pripadech sexualniho nasili. VétSina zajistovanych vzorka je znatné
problematicka a to z duvoda jejich snadnym znehodnoceni jak vnéjSim prostiedim —
zeminou, vodou ¢i ¢isticim prostiedkem pii vyprani odévi, tak i kontaminaci biologickym
materidlem obéti. Jako nejéastéjSi a v nékterych ohledech nejidedlngjsi typ vzorku jsou
spermie ¢i jejich smés s poSevnim sekretem. Lze ziskat i dalSi materidl pachatele, jako je
krev, dliny, ¢asti tkéni, pot ¢i epitelidlni bunky. Dostupnost materidlu vzdy zavisi na
prabéhu skutku.

Proto znalost skutku a nejnovéjSich technik genetické analyzy zajistovanych
biologickych stop jsou dalezitymi predpoklady Uspésné identifikace pachatele.



3 Pocatky forenzni genetiky

Prvni zemi, kde byla geneticka analyza pii vySetrovani trestného ¢inu pouZita a
nasledng i prijata soudem jako dikaz, byla Velka Britanie. Slo o pripad znasilnéni a vrazdy
dvou divek ve stiedni Anglii v letech 1984 — 1986. Analyzu provéadél objevitel genetické
identifikace osob Alec Jeffreys ze zgjisténych vzorka spermatu zobou mist ¢inu.
Jednoznatné bylo prokazano, Ze patii jednomu pachateli. Po urcité dobé se k prvni vrazdé
doznal jisty mladik, ale vinu na druhém piipadé vytrvale popiral. Bylo tedy provedeno
zkoumani jeho kontrolniho vzorku, aby mohla byt vina prokézana i ve druhém pripadé.
Analyza v&k ukézala, Ze Udajny pachatel neni v Zadném piipadé pavodcem spermatu
zgji&eénym ani na jednom z mist ¢inda. VySetiovatel proto pristoupil k prevratnému kroku -
plodnému testovani vSech muzu ve véku 16-34 let Zijicich v okoli vrazd. Byla provedena
analyza DNA vice nez 4000 osob. Situ neunikl ani skutecny vrah Colin Pitchfork, ktery se
pod tihou tohoto dukazu priznal a byl posiéze odsouzen na doZivoti. Pripad tak vesel do
historie jako prvni kriminalistické pouziti identifikace osob pomoci analyzy DNA.

DalSim vyznamnym bodem v éfe forenzni analyzy DNA se stal rok 1986, ktery je
spojen s objevem polymerazové retézové reakce (PCR). Jgji objevitel Kary Mullis, za ni
v roce 1993 obdrZzel Nobelovu cenu za chemii. Diky tomuto objevu bylo mozné zatit
analyzovat i velmi malé mnoZstvi biologického materidlu, coZ pavodni Jeffreysova metoda
neumoznovala.

U nés byla prvni geneticka analyza pri vy3etrovani trestného ¢inu provedena doc.
Ferékem v piipadu vrazdy studentky brnénské Masarykovy univerzity Jany KrkoSkové,
ktery se stal roku 1990. | zde se jednalo o vrazdu se sexudlnim motivem. Béhem pitvy viak
nebyly zajidtény z&dné spermie. Na misté ¢inu kriminalistické techniky zaujal druh
krevnich stop ve formé kapek na jednom misté kachlicek. Tyto kapky vypadaly, jako by
byly vytvoreny otrepanim zakrvavené ruky a proto byly zajistény. Po vytipovani pachatele
byla provedena analyz krevnich stop na jeho odévu, kterd se shodovala sobéti a déle
srovnani kontrolniho vzorku pachatele s vySe uvedenymi krevnimi kapkami z mista ¢inu. |
zde byla nalezena shoda. A na z&kladg i tohoto dikazu byl pachatel odsouzen na 23 let do
vézeni.



4 Bunécné jadro a jaderny genom

4.1. Stavba a funkce bunééného jadra

Jadro (nucleus) — (obr. 1) je buné¢na organela eukaryontnich bunek, vekteré je
uloZena vétSina genetické informace buriky. Jaderny obal je tvoren dvojitou fosfolipidovou
membranou s ¢etnymi pory, asi 9 nm Sirokymi. Jsou tvoreny specidlnimi bilkovinami,
které maji usnadnit a ridit transport specifickych makromolekul, napi. RNA. Z davodu
transportu MRNA k ribozomim a posttranslatni Upravé bilkovin, je jadro napojeno na
drsné endoplazmatické retikulum. Uvnitt jadra je uloZena jaderna DNA (nDNA)
usporadana do chromozému. Podle ni je zde transkribovana RNA. Jadro se vyskytuje v
bunkéch vSech eukaryot (s nékolika drobnymi vyjimkami — napr. lidska ¢ervena krvinka).
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Obr. 1. Bunécné jadro eukaryaticka buitka

Prevzato
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4.2. DNA

DNA neboli kyselina deoxyribonukleova (z anglického nazvu ,deoxyribonucleic
acid*) je biologicka makromolekula (obr. 2) — polymer, dvouSroubovice tvoiena dvéma
fetézci tzv. nukleotidi (Kocarek 2007). Nukleotidy jsou vzdy slozeny z cukru deoxyribozy
(monosacharid 2-deoxy-pB-D-ribdza), fosfatové skupiny (PO,¥) a jedné ze ¢tyk nukleovych
bézi. Informacni funkci maji pravé baze, jimiz muze byt adenin (A), guanin (G), cytosin
(C) nebo thymin (T). V pripadé molekuly RNA je misto thyminu zafazen uracil (U). Prvni
dvé baze patti mezi puriny, zbylé tii mezi pyrimidiny. Dva fetézce ve dvouSroubovici
DNA miti vzagjemn¢ opacnym smérem (jsou antiparalelni). Mezi protilehlymi bdzemi obou


http://www.kurtincovam.estranky.cz/fotoalbum/biologie/eukaryotickabunka/diagram_human_cell_nucl

vl&ken se vytvéri vodikové mistky, ato vzdy mezi guaninem a cytosinem tii vazby a mezi
adeninem a thyminem dvé vazby.
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Obr. 2. Struktura dvousroubovice DNA
Prevzato http://cs.wikipedia.org/wiki/DNA/330px-DNA_Structure+Key+Labelled.pn_NoBB_cs

4.3. Usporadani jaderného genomu

Lidsky jaderny genom normélni somatické buiiky sestavé ze 6,6 x 10° bp (péru bézi) a
je usporadan do 46 samostatnych molekul DNA. Po¢et moznych sekvenénich kombinaci je
tak astronomicky. Molekuly DNA jsou vazany na proteinové nosice a svinuty do nékolika
fadt vySSich struktur, které tvoii jaderny material tzv. chromatin uspoiédany do jadernych
Utvarta zvanych chromozém.

Kazdy chromozom (s vyjimkou pohlavnich) je piitomen v paru. Jeden z péru
chromozomua pochézi od matky a druhy od otce. Genetické informace na chromozomech je
uloZena v genech, jejichZ fixni pozice se nazyva lokus. Varianta daného genu se nazyva
aela

4.4. Polymorfismy nDNA a moZnost jejich vyuZiti pro identifikaci jedince

Unikétnost kazdého jedince spoc¢iva v tom, Ze molekuly DNA podiéhaji zménam a
vznikagji tak polymorfismy. Existence polymorfisma je zékladnim piedpokladem pro
existenci genetické variability libovolné populace. Jako polymorfismus oznatujeme
existenci nemeén¢ dvou nezavislych variant — alel - jednoho Gseku DNA (genu, repetitivni
sekvence atd.). Obecné polymorfismus vznika mutaci, kterd nesmi ovlivnit
Zivotaschopnost organismu a ktera se nasledné v populaci do urcité miry rozsiii.


http://cs.wikipedia.org/wiki/DNA/330px-DNA_Structure+Key+Labelled.pn_NoBB_cs

Mutace mazeme v hrubych rysech rozlisit na:

- polymorfismus sekven¢ni - jednotlive alely se iSi sekvenci (poradim nukleotidi);
zhlediska identifikace jedinci maji vyznam piredevSim jednonukleotidové
polymorfismy tzv. SNP (single nucleotide polymorphism)

- polymorfismus délkovy - kdy se jednotlivé alely liSi délkou; pro identifikaci
jedinci jsou v tomto sméru nejuzivanéjSimi tzv. tandemové repetice. Podle délky
dané repetice se déli na STR (,,short tandem repeats*) neboli mikrosatelity a LTR
(,long tandem repeats') neboli minisatelity. Minisatelity jsou kratSi tandemové
repetice, v rozsahu nékolika kilobazi, které se vice vyskytuji v subtelomerickych
oblastech chromozomi. Jsou obvykle vysoce polymorfni co do poétu opakovani
jednotky repetice (mnoho rtznych alel v populaci) a mohou byt pouzity jako
genetické markery - VNTR (variable number of tandem repeats = variabilni
mnoZstvi tandemovych repetic). VNTR jsou vSak casto priliS dlouhé pro
amplifikaci pomoci PCR a tedy nevhodné pro moderni forenzni genetické analyzy
(Seda a kol. 2005-2006). Proto jejich vyuziti k identifikaci klesd. Mikrosatelity
jsou zpravidla tvoreny opakovanim 1-5 bp, s mnozZstvim opakovani ztidka
piekracujicim stovky. NejcéastéjSi jsou dinukleotidové repetice, ze kterych
pievazuje typ (CA)n. Mikrosatelity jsou v genomu velice ¢asté, vysoce polymorfni
aV soucasné dobe jsou nejcastéji pouzivané pro forenzni identifikace.

5 Biologicke stopy

5.1. Druhy biologickych stop

Krev je za béZnych podminek v organismu cirkulujici, ¢ervena, nepruhledna, vazka
tekutina. Tvori ji tekuta slozka plazma a krevni buriky - ¢ervené krvinky (erytrocyty), bilé
krvinky (leukocyty) a krevni desticky (trombocyty). Zdrojem a nositelem DNA jsou bilé
krvinky. Krev je jednim z nejbéZngjSich biologickych materidltu zgjistovanych na misté
nasilnych trestnych ¢inu. Zaroven je i pro genetickou analyzu nejvhodnéjsi. Nachazime ji
v podob¢ zaschlych skvrn, kapek ¢i Smouh.

Sliny jsou tekuté vyme3Kky slinnych Zldz. Hlavni slozkou je z 99% voda, ale obsahuji i
dalSi duleZité slouceniny, jako jsou minerdly, mukus, antiseptické latky a razné enzymy
(Brezina a kol. 1994). Nedilnou souc¢ésti jsou i epitelidni buiky a to v poétu az 8
milioni/ml. Z tohoto divodu jsou vhodné pro kriminalisticko-genetickd zkoumani.

Sperma je pro Ucely genetické expertizy u piipadi  sexudlniho nasili
nejpoZadovangjsim materidlem. Jde o bélavou, jemné zakalenou viskozni tekutinu, kterou
produkuji muzské pohlavni Zldzy. Obsahuje spermie a tzv. semenny plazmat (Laupy,



Makovec 1994). Spermie maji velkou dukazni hodnotou pro identifikaci osob muzského
pohlavi.

PoSevni sekret je télni tekutina vymeéSovana Zenskymi pohlavnimi organy. Ve vétSing
piipadi zgjistovanych stop se vyskytuje ve smési se spermatem. Diky modernim
izolacnim, separacnim i amplifikacnim technikédm lze jiz v celku Uspédné oddélit Zenskou a
muzskou frakci vzorku.

Epitelie pokozky ve vétSing pripadi zistavaji na predmétech ¢i plochéach jako soucést
potu. Vlastnosti pokoZky je jeji neustdla obnova a regenerace, zajistovana odlupovanim
odumielych povrchovych bunek. Proto nelze zabranit ulpivani povrchovych epitelii pri
dotyku ¢i otéru snéjakym predmétem. Problém je jejich mikroskopick& velikost a tim
snizena piima vizualni identifikace na nosi¢ich.

M o€ je prahledny vodnaty odpadni roztok svétle Zluté az jantarové barvy vylu¢ovany
ledvinami. JelikoZ ve vétSi mite obsahuje jen odpadni latky téla, nikoli buiky organismu,
jejeji vyuziti v kriminalistické genetice vyjimecné. V Gvahu pripada, pokud obsahujei jiny
biologicky materid (napt. krev)

Nosni sekret je produkt hlenovych Zlazek a bunek roztrousenych ve sliznici dychacich
cest. ZvySena tvorba sekretu je vyvolana alergickou ¢i obyéejnou rymou, zanétem nosnich
dutin, ale je i ozvénou silngjsiho place. Jeho imunologicka funkce je dana pritomnosti
lysozymu a IgA. Nosni sekret miZze mit riznou barvu i hustotu (od svétlé, téZko
rozeznatelné od din a vodnaté aZ po tmavé cervenou, kterd znaci pritomnost krve).

Stolice jako produkt vyprazdiovani tlustého stieva za normalnich okolnosti obsahuje
zbytky nestravené potravy, ne tak krev ¢i hlen. Proto je pro genetické zkoumani nevhodna.
A to i z divodu, Ze pripadna DNA je rychle degradovana ptasobenim stirevnich bakterii a
enzymua.

Trichologicky materiél je souhrnné oznaceni pro vlasy a chlupy. Zafazujeme sem i
vousy, ochlupeni hrudniku, nohou, paZi i pubické ochlupeni. Tvarové jsou mikroskopicky
snadno odliSitelné od obdobnych objekti, véetné zvitecich chlupt. Z pohledu vhodnosti ke
genetické analyze je dulezité vénovat pozornost piitomnosti korinki, které obsahuji zbytky
epitelovych pochev. Takovy vzorek vznika vytrzenim ¢i samovolnym vypadnutim a je tak
mozZné provest analyzu jaderné DNA. V pripad¢é vlasi odstfizenych je mozna analyza
mitochondridlni DNA. Stejné pravidlo plati i pro chlupy.

Nehet - nehtova desti¢ka - je tvoien pievazné keratinem, proteinovou substanci, ktera
tvoii zéklad kazdé zrohovatélé tkané. Ma bélavou barvu a skrz néj prosvita naraZzovéle
zbarvené nehtové [uzko. Jgich vyuZiti spociva prevézné v zgjidténi a analyze DNA z
necistot zpoza nich. Pfi nasilné trestné c¢innosti Ize totiz svelkou pravdépodobnosti
ocekavat za nehty obgti biologicky material pachatele nebo naopak.



Mékké tkané zgjistované na misté ¢inu predstavuji fragmenty organd, svaloviny,
vaziva a krycich tkani. Pro genetickou analyzu jsou vyZadovany co nejvice zachované
partie tkani bez hnilobného procesu. V piipadech sexudlnich delikta se setkdvame se
vzorky plodia zajidténych pii potratech. Zde je analyza dosti obtiZzna z duvodu
problematického odliSeni biologického materidlu plodu od materidlu matky.

Tvrdé tkané nebo-li kosti a kosterni nalezy tvoii typické pozustatky po lidském
jedinci. Nalez je obvykle spojen se zemnimi pracemi nebo ndhodnym objevem na obtizné
piistupnych mistech vterénu. Pro genetickou analyzu se zpravidla pouZiva vzorek
odebrany z dlouhych kosti (femur, humerus) nebo zubu, ktery je dokonale zbavena zbytka
meékkych tkani.

5.2. Vyhledavani, zajistovani a uchovavani biologickych stop
5.2.1. Vyhledavani biologickych stop

Vyhledavani biologickych stop je narocnd préce vyZadujici odborné znalosti.
Nejcastejsi, nejznamejsi a pravdépodobné i nejdaleZitéjsi dukazni materidl dneSnich dni je
krev. Poskytuje ndm hned nékolik dikaznich parametrii — krevni skupina muze z0zit okruh
podezielych, tvar a rozmisténi kapek Ize pouzit k rekonstrukci rozmisténi pavodca krve
(zranénych osob) a v neposledni fadé je zde individudini identifikace diky analyze DNA.
Bohuzel stari krve presné ur¢it nedovedeme, protoZe skvrna podléha riaznym zevnim
vlivaim, jako je svétlo, vihkost, vysuSeni, mikroorganismy, plisné nebo ¢istici prostiedky
(Tesar 1990).

Fyzikalni metody (barevna svétla)

Vyhledavani latentnich biologickych stop si 1ze usnadnit pouZitim raznych optickych
pomicek (lupy, mikroskopy), osvétlovacich zarizeni vyuzivajici jak bilé svétlo, tak svétlo
barevné (pouZiti barevnych filtra pied zdroj bilého svétla).

Dnes jsou komer¢né vyrdbény kapesni systémy pro piimé vyuZziti na misté ¢inu. Patii
mezi n¢ napt. Micro BLUEMAXX (Sirchie Finger Print Laboratories), coZ je kapesni
svitilna sLED diodou o vinové délce cca 450 nm. Souprava obsahuje oranZovy bariérovy
filtr, ktery se umisti pfimo na svitilnu. Jeho vyuZiti je dosti Siroké od vyhledavani
fyziologickych vymeéska jako je mo¢, dliny, sperma, latentni otisky zvyraznéné
fluorescen¢nimi prédky aZ po luminolem zvyraznénou krev.

Dalsi moznosti je napt. sada Crime-lite (Foster + Freeman: forensic science instrument
design and manufacture), ktera nabizi jednotlivé vinové délky osvétleni tzkého vinového
rozsahu v barvé fialové, modré, modrozelené a zelené. Zejména vinova délka fialova
s pievazujici hodnotou 405 nm se vyuziva pro vyhledavani krvavych skvrn a stop stielného
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prachu, vinova délka modra - 450 nm pak pro detekci télnich tekutin (sperma). Sada je
snadno prenosna a tak se stdvd vhodnou nahradou za neskladné zdroje osvétleni
skiehkymi a drahymi Z&rovkami. Dopliujici vybavou je pak nasazovaci lupa a bryle
sfiltrem.

Na podobném principu je zaloZzen megaMAXX vyvinuty firmou Sirchie, ktery
obsahuje sedm specidnich ru¢nich svitilen sUV svétlem v dlouhovinném spektru od 395
nm do 625 nm. Déle je soucasti této soupravy prisluSenstvi pro fotografovani, bariérové
filtry, bryle a speciélni stativ. Soupravu Ize vyuZit na misté ¢inu nebo v laboratofi.

Chemické metody

KREV

Dalsim krokem pti vyhledavani je odliSeni krve od skvrn podobné barevnosti, které
nejsou biologického piavodu. Nejicasté)ji se pouzivaji predbézné testy, které zavisi nazmené
barevnosti ¢i na fluorescenci. V soucasné dobé jsou nebéznéjSi reagencéni prouzky
s obchodnim oznacenim Hemophan (Lachema a.s.) — zaloZeny na enzymatickém G¢inku
krevni peroxidazy. Pozitivni reakci indukuje zelenani plo3ky reagenc¢niho prouzku. Nutno
vzit v Uvahu moZnost faleSné pozitivnich reakci — méné intenzivni zelenani po delSi dob¢
poskytuji zkorodované povrchy, rostlinné Stavy a fada pracich prostiedkt sbeélicim
acinkem.

Kastle-M eyeriav barevny test pouziva smes fenolftaleinu a peroxidu vodiku reagujici
s hemoglobinem. Vysledkem je fialové zbarveni. Hlavni vyhodou tohoto testu je jeho
rychlost. Nevyhodou je, Ze neékteré druhy zeleniny obsahujici peroxidézy také zpasobi
zfialovéni smési. Jejich vyskyt na misté ¢inu vak neni piilis obvykly.

Hexagon Obti (Bluestar forensic) je rychly test zaloZeny na imunochemické detekci
hemoglobinu reakci s monoklondlni protilatkou proti lidskému hemoglobinu. Na rozdil od
jingch testd z&oven odlisi lidskou krev od zviteci. Detekce proteinu (lidského
hemoglobinu) monoklondlni protildtkou vyluéuje moZnost ovlivnéni jinym zdrojem
hemoglobinu. Test ma vysokou citlivost, krev maZe byt silné naredéna az 1:1 000, staci tak
piitomnost pouze 500 krvinek. Set obsahuje lahvicku sroztokem a testovaci pole.
Testovany vzorek nabereme $pejli umisténé ve vicku lahvicky a preneseme zpéatky do
roztoku. Kapatkem na vrcholu lahvi¢ky naneseme smés na testovaci pole. Pozitivni reakce
se projevi modrou linkou.

Fluorescenéni metody jsou vétSinou podstatné citlivéjSi nez metody zaloZzené na
zméné barvy. Jednou z chemikalii, kterd se pouziva pro prvotni prikaz krevni skvrny je
luminol (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion). Reakce je zalozena na reakci luminolu s
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Zeleznatymi kationty obsazenymi v hemoglobinu, které jsou i v malé koncentraci schopny
katalyzovat tuto reakci za vzniku modré fluorescence.

| po nékolikerém umyti ztstavaji na kobercich nebo podlahach zbytky stop krve,
béZnému oku neviditelné. OvSem po naneseni reakéni smési s luminolem se potiisnéna
mista ve tme¢ pod ultrafialovym svétlem intenzivné rozzari. BohuZel jeho pouZziti ma radu
nevyhod:

1) miZe poskytovat faledné pozitivni reakce - reaguje i sionty meédi, se slouc¢eninami
medi, slou¢eninami Zeleza, sionty kobaltu. Reaguje t€Z s mangananem draselnym,
ktery je obsaZen v nékterych barvéch.

2) je citlivy na chlornany - v mistech c¢i&énych napriklad savem je luminol
nepouZzitelny

3) miize zpusobit degradaci DNA (Simsa a Skopal 2008)

4) obsahuje jako bazi vodu, coz miZe zpisobit, Ze nebudou detekovany skryté skvrny
na mastném podkladé. Luminol miZe zpasobit dalSi ziedéni jiZz naredéné skvrny a
tim ohrozit hranici detekovatelnosti pri analyze DNA.

Stejnym zpusobem se aplikuje i fluorescein, cervené organické barvivo, které v
alkalickém prostiedi tvoii ¢erveny roztok se zelenou fluorescenci viditelnou i pii velkém
ziedéni v kapaling. Pod UV svétlem pii kontaktu s krvi pak velmi silné zelené fluoreskuje.
Fluorescence je buzend jiz viditelnym svétlem, absorpéni maximum fluoresceinu totiz lezi
na494 nm. Ma sice niZsi citlivost neZ luminol, ale na druhou stranu nevykazuje problémy
s chlornany. Jeho dalSi vyhodou je, Ze je viskdznéjSi nez luminol atak Iépe drzi na zdech,
dverich a jinych svislych plochéch.

Pres popsané problémy sluminolem se jako vhodnéjSi pro forenzni pouziti jevi
chemikalie zaloZzené na rychle se odpatujicich anorganickych rozpou&édlech jako
MERBROMIN a ORTHO-TOLIDINE. Pro naslednou genetickou analyzu je vyhodné
pouZiti novych pripravkii jako napt. BLUESTAR® FORENSIC (Bluestar forensic). Jde o
nové patentované barvivo specidlné vyvinuté pro praci na misté trestného ¢inu pri
vyhledavani latentnich krevnich stop. Je vhodné na zaschlé a umyté krevni stopy, i ha silné
zredéné a jeho poutiti je velice rychlé. Nespornou vyhodou je, Ze barvivo neposkozuje
DNA. Modifikaci toho testu je BLUESTAR® FORENSIC Magnum (Bluestar forensic).
Pouzivd se specidné pii vyhledavani velmi slabych, mikroskopickych nebo silné
ziedénych latentnich krevnich stop. Provedena validacni studie demonstruje prokézanou
krev aZ pii tisicinasobném zredéni (http://www.bluestar-forensic.con/pdf/en/chu_nan-
tes study.pdf). Do té doby bylo mozné prokézat krev pouze do priblizné
dvousetndsobného zredéni. Velmi dobie vyuZitelny je pii vyhledavéni krevnich stop na
odeévech. Peroxid vodika v kontaktu sbuikou, kterd obsahuje hemoglobin, oxiduje
BLUESTAR® FORENSIC Magnum a emituje intensivni luminiscenéni svétlo 430 nm.
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Svétlo je natolik silné a jasné, Ze neni tieba zkoumané prostiedi zcela zatemnovat a neni
potreba Zadné specidlni fotografické vybaveni. FaleSné pozitivni reakci mohou dat
piipravky s bélicim Gcinkem nebo méd’. Reakce je vSak malo viditelna nebo ma jiné emisni
spektrum, takze ji 1ze dobre odlisit.

SLINY

Krom¢ krevnich stop se orientaéné prokazuji i sliny. Ty po zaschnuti tvori bélavé
skvrny nékdy podobné skvrnam od spermatu. Pritkaz je zaloZen na enzymatické reakci
alfaramylézy, ktera hydrolyticky &épi polysacharidy (krob). Reakci aktivuje pridavek CI°
ionta. Princip vlastniho prikazu vychézi z pridavku Skrobového substrétu k vySetiovanému
vzorku (Laupy 1987). Ubytek nebo Uplné roz&épeni 3krobového substrétu se zjistuje
jodoskrobovou reakci. V pozitivnim piipadé zastdva vyluh ze stopy bezbarvy, coz znadi,
Ze doslo k hydrolyze Skrobu amylazou. V opaéném piipadé vyluh zmodra Specifita
prikazu je snizena vyskytem menSiho mnoZzstvi v piipadé tzv. smiSenych stop (pr. diny se
spermatem).

SPERMA

DuleZitou skupinu v nami sledovanych piipadech sexudlniho nasili tvoii ve
smyslu detekce biologického materidlu detekce spermatu. Jde v prvni fadé o orientacni
zkousky zaloZené na enzymatickém prukazu kyselé fosfatazy (KF). Reakce je zaloZzena na
uvolnéni fosfatové vazby 1-naftyl-fosfdu sodného puasobenim KF anésledné tvorbeé
barevného diazoniového produktu. Z barevnych podkladi je tedy vhodné stopu pienést na
navihceny filtraéni papir, ktery pritiskneme na predpokladané misto vyskytu. Detekci pak
provadime na filtranim papiie, do néhoz kyselé fosfatazy difundovaly (Tesar a Klir 1990).
V pozitivnim pripadé se test zbarvuje do fialova.

KF se v3ak vyskytuji i vdalSich télnich tekutindch (v bunkach kostni tkané =
osteoklastech, tkani ledvin, v erytrocytech a trombocytech). Pro odligeni jednotlivych
skupin lze vyuzit faktu, Ze KF maji dva izoenzymy - tartarélabilni (progtaticky) a
tartardtstabilni (kosti, ery atd). Ty se od sebe |iSi stupném enzymatické aktivity, reakcemi
sinhibitory, zastoupenim aminokyselin pii elektroforetické separaci apod. Nejbezngji
pouZzivana zpusob jejich odliSeni je reakce s vinanem sodnym, ktery prostaticky izoenzym
inaktivuje. Po téchto testech vzdy nésleduje specifické mikroskopické vysetieni.

Vysledky stanoveni KF jsou dle dostupnych zkouSek ovlivnény ziedénim a stavem
stopy. Z testovani vyplyva, Ze detekce aktivity KF je u ¢erstvého vzorku mozna az do
ziedéni 1:100 - 150. Po vyschnuti se citlivost sniZuje, pozitivni reakce byla ziskana jesté
pri zredéni 1:50 - 80 (Laupy a Makovec 1994). Na druhou stranu vysuSeni prodiuzuje
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stabilitu KF na nekolik let. Vyznamny je naopak negativni Gcinek vlihkosti umoznujici
¢innost degradativni mikrobidlni flory. V takovém piipadé aktivita KF pomeérné rychle
klesd a jiz po ¢tyfech dnech je nedetekovatelnd Odolnost spermii je za uvedenych
podminek vysSi, a proto jejich mikroskopicky prikaz zistava v podstaté nezmenén.

Pro rychlou detekci spermatu vétSinou piimo na misté ¢inu je dnes dostupny test na
sperma PHOSPHATESMO KM (MACHEREY-NAGEL). Testovaci pasek navihéeny
fyziologickym roztokem se priklada na misto predpokladaného vyskytu spermatu. Barevna
zména nam ur¢i vysledek testu. Phosphatesmo KM je specificky pro kyselé fosfatazy.
Kontrolni testy slin, hlenu ¢i Zenskych pohlavnich sekretii daji negativni vysledky. | tak
reakce neni vhodné jako nahrada mikroskopického stanoveni spermii.

Testy RSID-SEMEN (Rapid Stain Identification) firmy IFl Independent Forensics
jsou navrZeny pro rychlou, snadnou a spolehlivou detekci semindlni tekutiny z riznych
vzorka jako jsou odévy, laZkoviny ¢i poSevni sekret. Test pracuje s dualni monoklondlni
protildtkou proti lidskému antigenu semenogelinu. Nespornou vyhodou je, Ze tento test
nevykazuje kiizové reakce s ostatnimi télnimi tekutinami ato lidskymi ani zvirecimi.

Mezi nejnovéjSi metody pouzivané pri vyhledavani a zgjistovani spermii ve
smiSenych stopéch pripadi sexudlniho nasili, zejména pii analyze poSevnich stérua, patii
laserové mikrodisekce (LM). Ta umoznuje ze vzorku cilené odebrat jen spermatické
bunky a vysledkem nasledné genetické analyzy tak nejsou smisené profily DNA (tvorené

Technika LM se pouZiva ve spojeni se specifickym fluorescen¢nim barvenim spermii.
Tato metoda vyuziva specifickych molekul na membran¢ spermii, diky nimz je |ze obarvit
svyuzitim specificky znacenych protilatek a jednoznacné je tak identifikovat i v pievaze
ogtatnich bunék. Povrchové molekuly spermii |ze fluorescenéné nejsnaze obarvit pomoci
komeréng vyrébdného kitu SPERM HY-LITER™ (IFI Independent Forensics). Spermie
se v tomto piipadé barvi pomoci mySich monoklondlnich protilatek svazanych s barvivem
Alexa 488, které se specificky vaze na hlavicky spermii. Kromé toho, kit obsahuje
interkalacni barvivo DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol), které nespecificky barvi vSechna
bunéénd jadra. Samotna detekce se provadi ve fluorescenénim mikroskopul.

Ve smiSeném vzorku, ktery neobsahuje spermie, 1ze muzské epitelové bunky odlisit od
Zenskych pomoci luminiscenéné nebo fluorescenéné znacenych sond specifickych na X a
Y chromozom. Timto zpusobem tak |ze oznalit a nasledné odebrat somatické buiky
pachatele, napt. epitelové ¢i krevni bunky z poSevniho stéru v pripadech muZe aspermika
(Laupy 1987) nebo v pripadech, kdy nedoslo k ejakulaci.
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5.2.2. ZajiStovani biologickych stop

Zgjis’ovani biologickych stop podiéhd ve v3ech piipadech velmi prisnym pravidlam.
Jgjich smyslem je zabranit znehodnoceni stopy kontaminaci jinym biologickym
materidlem. Spatnym naklédanim maze déle dojit k degradaci stopy vlivem napt. vihkého
prostiedi, kdy je mokry materid vloZzen do neprodySného obalu a vSudypritomna
mikrofléra DNA zcela zni¢i.

Zpasoby zajistovani jednotlivych stop se lisi podle jejich charakteru. Mnohdy Ize
tutéz stopu zgjistit nékolika odliSnymi zpusoby, coz miaze byt vyznamné pro dalsi préci se
stopou. Z&kladnimi zpusoby zgjis’ovani stop je in-natura a v podob¢ substituenti (Strausa
kol. 2006).

Zgjis’ovani in-natura je mozné fadou postupu:

- Stopa spolu snosi¢éem - nosi¢em se rozumi materidl, na kterém je stopa fixovana

(textilie, plast, sklo, néstroje, odlomené ¢asti zarizeni atd.)

- Oddéleni ¢asti se stopou od celku — zpravidla se jedna o oddéleni kovovych nebo
dievénych ¢asti z velkych objekta.

- Sgimuti stopy z nosice — princip spoc¢iva v mechanickém, fyzikalné-chemickém,
vyjimecné i chemickém oddéleni hmotné substance stopy od podkladu (ze zdi,
podlah, vozovky apod.)

Pfi vdech uvedenych zptisobech je nutné zvazovat moZnost, Ze zgjistovana stopa,
maZe obsahovat komplexni informaci, tj. Ze obsahuje informace o nékolika soucasné
pusobicich vlivech. Typickym prikladem je daktyloskopicky otisk vytvoieny Kkrvi.
V takovych piipadech je nutné stopu zgjist'ovat tak, aby ji bylo moZzno zkoumat z pohledu
nékolika expertiznich obord.

V neposledni fadé, je dulezité i dostatecné chranit osobu provédejici zajisténi pred
ptipadnou infekci. Na zakladé vech téchto skutecnosti byla prijata specificka pravidla pro
zgjistovani stop biologického pavodu:

a) Pouzivat ochranné pomicky (rukavice, rousky, ¢epice, navleky) a sterilni nastroje —
stopy se nikdy nedotykat holou rukou a néstroje pred kazdou dalSi stopou dcistit
naprt. etanolem

b) Orientatné se presvédEit zda jde o biologicky material

c) Tekuty materidl se odebira na vhodny materidl — vatovy tampon a tento uloZit do
prodysného obalu

d) Pokud je to technicky proveditelné, zajisti se cely predmét — expert aZ v laboratori
vhodnym zpiisobem sejme stopu z podkladu
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€) V opaéném piipadé se stopa sefme na misté - nejcastéji navihéenym sterilnim
vatovymnebo nylonovym tamponem (http://dna.com.cz/files/file/4n6_BIO_A.pdf),
ktery poté nechame vyschnout

f) Kazdou stopu zgjistujeme oddélene (Musil akol. 2004).

5.2.3. Uchovavani biologickych stop

Postupy uchovavani setidi druhem biologické stopy. Pokud jde o materidl na néjakém
nosici, je dialezité jeho dostatecné vysuseni a nasledné baleni do prodySného obalu. Pro
tento zpisob uchovavani, ale i transportu na expertizni pracovi&té se osvédéil Stericlin
(Vereinigte Papierwarenfabriken GmbH, obr. 3) Podobny postup se vyuZiva i pro tekuty
materidl. V takovém piipadé je vhodné jg prevést na néjaky pevny nosi¢ (vatovy tampon,
gazovy ¢tverec, bunicita vata), dokonale vysusit a ulozZit rovnéz do prodysného obalu.
Pokud toto neni mozné, ukladame tekuty material do lednice, kde ho miZzeme uchovavat
cca mesic. Pro dlouhodobgj& pouZiti je vhodné vzorek zamrazit a to aZ na -80 °C
v hluboko mrazicim boxu. Takto upraveny Ize uchovévat i neékolik let.

Obr. 3. Obalovy material Stericlin
Prevzato http://www.vp-group.de/Systemverpackungen_Klarsicht Papier_Folie Pic 20 alle Spra-
chen_LIVE.jpg
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6 Analyza biologickych stop

6.1. Mikroskopickéa analyza

Mikroskopické metody se uplathuji zejména pii specifikaci materidlu (prikaz
pritomnosti spermii) nebo pii nékterych komparativnich postupech (napt. pri porovnavani
trichologického materialu).

Spermie

Priikaz spermatu vychézi z mikroskopického zjisténi spermii. U zdravého jedince je
pocet spermif priblizng 10° v jednom mililitru ejakul&tu. Proto Ize opravnéng tvrdit, Ze
mikroskopické vy3etieni je jeden z nejcitlivéjSich prikaza biologického materialu vibec.
V réamci vySetreni se vyuzivaji klasickeé histologické barvici techniky.

Zvlh¢ena skvrna se pirenese seSkrabem na podlozni sklicko. V pripadé, Ze jde o Spatné
ohrani¢enou skvrnu, provadi se macerace odstriZzené textilie destilovanou vodou. Po 20 -
30 min se latku odstrani a provede se centrifugace. Nésledn¢ se peletka pienese na
podlozni sklicko a obarvi krystalvioleti (ptipadné metylénovou modii ¢i hematoxylinem).
Preparét se prekryje krycim sklickem a vySetii pod mikroskopem (Laupy 1987).

Mikroskopicky prukaz selhava v pripadech tzv. aspermika - Pri podezieni na tuto
skute¢nost je mikroskopie nahrazena prikazem latek, které tvoii soucést prostatickych
sekreti nejcasté)i jde o spermin acholin (Laupy 1987).

Trichologicky material

Jak jiz bylo diive popsano, do této kategorie zarazujeme nejen vlasy, ale i chlupy.
V piipadech sexualniho napadeni ndm piitomnost pubickych chlupt piinaSeni cenné
informace o kontaktu pachatele s poskozenou. V rdmci mikroskopické analyzy Ize zjistit
puvod trichologického materidlu, zda jde o materid lidsky ¢i zvireci a déle lze provést
vybér materidlu vhodného pro genetickou analyzu. Sohledem na vyuZiti vlasi v rdmci
molekularné genetické expertizy je tieba vénovat pozornost vlasovym kotinkam (Tesar a
Klir 1990) kde zagtavaji ulpeélé epitelidni bunky pokozky hlavy, které slouzi jako hlavni
zdroj pro extrakci jaderné DNA.

Vlas se na podloznim skli¢ku zakapne destilovanou vodou nebo glycerinem a piekryje
podloznim sklickem. Pod mikroskopem je vzdy velmi dobre patrna charakteristicka stavba,
zejména usporddéni vrstev — kutikuly, kary a diené. Diky tomu |ze jednoznacné odlisit
vlasy od jinych vl&ken. Pro geneticka zkoumani je dalezité uréeni druhoveé prislusnosti.
Vy&etieni zé&kladnich znaka spocéiva v morfologickych rozdilech vlasi/chlupi raznych
ZivociSnych druhti. Samotné provedeni je totozné s vySe popsanym postupem.
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Laserova mikrodisekce

Jedna z nejnovéjSich a nejmoderngjSich metod - laserova mikrodisekce nam umoziuje
separaci bunék pod mikroskopem laserovym paprskem. Ve forenzni genetice se ji vyuziva
pievdzné pii odliSeni spermii ve smésnym vzorcich poSevnich stéra pri znasilnéni.
V téchto pripadech byva nalezeno vétSinou jen nékolik malo muzskych pohlavnich bunek,
které jsou masivné prevrstveny bunkami Zzenskymi. lzolace muzské frakce je pri béznych
postupech proto velmi obtiZzna. Diive vyuZivana metoda diferencidni lyzy (podrobngji
v kapitole izolace) nardZzela na mnoh& Uskali zpasobenych zejména degradaci spermii.
Jedna z nich ovliviuje vysledek i pti zajigteni vzorku LM ato je ¢as odbéru, ktery uplynul
od skutku. Po urc¢ité dobé zahajuji spermie programovanou bunécnou smrt, na jejimz
poc¢étku je degradace DNA. Rovnéz dochazi k mikrobidlnimu rozkladu vzorku.

Laserova mikrodisekce muZe pracovat na zakladé nékolika principa. V nadi laboratofi
je vyuzivana a i pro dalSi Ucely testovana laserova mikrodisekce CellCut system (MM,
Molecular Machines & Industries AG) v kombinaci sinvertovanym fluorescenénim
mikroskopem Olympus (Olympus C&S s.r.0.). Vzorek se fixuje na membranu z polyetylen
naftaldtu o tloustce cca 1 um, kterd se vyznauje vysokou absorpci v UV-A oblasti.
Preparét se obarvi (viz. Vyhledavani biologickych stop) a priklopi podloZznim sklickem, do
mikroskopu se umisti membranou nahoru. Buiky nebo celé komplexy bunék urcené
k mikrodisekci se pod mikroskopem identifikuji a oznaci, a to ru¢né nebo pomoci
definovanych geometrickych obrazci. Laserovy paprsek pak ofizne uréené oblasti, které se
automaticky oddéli od prepardu pritisknutim sbérného  vicka mikrozkumavky
sadhezivnim silikonovym povrchem. Tato mikrozkumavka je umisténa v drzaku
mikroskopu a diky tomu je vzorek chranén pied nechténou kontaminaci, nebot’ béhem
celého procesu neprichézi do kontaktu s rukou personalul.

Univerzdlnost systému spoc¢iva v jeho schopnosti zpracovavat témer vechny typy
preparatt, jako napiiklad parafinové blocky, ultratenké rezy, archivni preparéty, natéry a
Zivé bunky. Bohuzel kaZzda metoda ma sva omezeni a to i ty nejmodernéjsi, mezi néz LM
bezesporu patii. Systém neni schopen rozdélit material vice jedinci, pokud se jedna o
shodny typ bunék.

6.2. Imunologicka analyza
6.2.1. Druhova prislusnost krve

Pod pojmem druhova prislusnost oznatujeme urceni ptivodu Zivocéisnych bilkovin,
piitomnych ve vysetrovaném vzorku. Vzhledem k dal&im analyzam je na prvnim misté
zji&eéni, zda jde o materid lidsky. Vlastni princip uréeni druhové prislusnosti krve je
zaloZzen na reakci zndmého diagnostika (precipitacniho séra) snezndmou bilkovinou
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(Laupy 1987). V soucasné dobe¢ je k dispozici paleta deseti zakladnich typi sér proti
bilkovinn¢ lidské, hoveézi, veprové, drubezi, krdlici, konské, psi, kocici, ovéi a srnéi.
Reakce je spojena s tvorbou bélavého amorfniho precipitétu. Pozitivni je nejen skrvi, ale i
se spermatem, hnisem, potem, poSevnim hlenem a slinami (Laupy 1987).

V praxi je vyuzivano nékolik metod:

a) Kontaktni metoda - do pripravenych zkumavek se napipetuje vyluh a po jejich
néklonu piblizng 60 se nechd po sténé piimo z pipety stékat diagnostické sérum.
Zakal se objevi béhem 5 min, nékdy okamZité. V takovém pripadé se reakce
hodnoti jako pozitivni. VZzdy se provadi zkouska i s neposkvrnénou latkou, pro
vyloucéeni nespecifické reakce.

Modifikaci je zkouska na podloZznim skli¢ku, kde se necha splynout kapku
vyluhu a sérum. Pripadny zékal se odegita natmavém pozadi.

b) Imunodifuze — setkdni putujici bilkoviny zkoumané skvrny sprislusnym
precipitacnim sérem probih& v polotuhém prostredi agarového gelu. Do agarové
plotny se vytizne stiedovy otvor a ve vzdalenosti cca 8 mm se vyiiznou dalSi ¢tyii
otvory ve sméru svétovych stran. Do stiedu se pak aplikuje vySetiovany vyluh. Po
24 h vuzaviené komore (se zgi&énou vihkosti) se v misté stietu vytvori
precipitacni linie.

c) Elektroimunoprecipitace — principem, kvantitativni vykonnosti a nenéro¢nosti
odpovida predchozi metod¢. Podstatné je vSak zkracena doba vySetieni, pisobenim
vloZeného elektrického pole a uspoiadanim otvora v agarové plotné, které jsou
orientovany ve sméru probihajiciho elektrického proudu. Na stran¢ kladného pdlu
jsou pak rozmisténa precipitacni séra, u zaporného polu vysetrované vzorky,
podlozni materidl a standardy (Laupy 1987).

6.2.2. ABOsystém

Tento systém dedicnych krevnich znaku, ktery se vyskytuje na povrchu erytrocytu,
vytvareji dva zékladni antigeny A a B spolu s doprovodnym antigenem H, odpovédnym za
antigenni aktivitu skupiny 0. Cést populace vykazuje piitomnost antigeni i ve svych
sekretech a pak hovoiime o vylucovatelstvi. Kromé posledné jmenovaného jsou zékladni
antigeny ABO systému doprovézeny i protilatkami alfa a beta, vyskytujicimi se v séru.

Absorpéné - eluéni metoda

V principu zde antigen vySetfovaného vzorku specificky reaguje sprotildtkou
v nadbytku diagnostického séra - faze absorpeni. Vznikla vazba je termolabilni, proto se
nezreagovany piebytek odstrani promytim zchlazenym fyziologickym roztokem.
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Pasobenim vySSi teploty dochézi ke zruSeni vazby — faze elu¢ni. Uvolnénd protildtka
nasledné reaguje s testovanymi erytrocyty — faze reabsorpéni.

Materidl krevni stopy se pienese na gazova vlakna zvlihéena destilovanou vodou a
nechd se volné vyschnout na porcelanove teckovaci desti¢ce. Lze provést i vystiiZzeni malé
casti stopy. V systému ABO se vZdy testuje i podlozni materidl z davodu mozné faledné
pozitivni sérologické aktivity. Nasledné se gézova vldkna pienesou do zkumavek
oznatenych anti-A, anti-B a pridaji se po kapkéach diagnosticka séra, tak aby materia byl
dokonale ponoien. Poté se zkumavky inkubuji pies noc v lednici. Druhy den se odsgji
diagnosticka séra a provede se 5-10 kré promyvéni zchlazenym fyziologickym roztokem.
Dnes tento proces zajistuji automatické chlazené promyvacky. Na konec se prida po kapce
cerstvého fyziologického roztoku a zkumavku zahiejeme, ¢imz dojde k eluci specificky
absorbovanych protilatek. Nasledng se zchladi na 25-30 °C a piida se suspenze testovacich
erytrocyta homolognich k diagnostickym séram (A; do fady anti-A, B do fady anti-B).
Obsah se protiepe, necha se inkubovat 5 min pii laboratorni teploté a poté centrifuguje 1-2
min pii 500 — 700 g. Vzhledem k malym reagujicim mnoZstvim se odecet provadi pod
mikroskopem, kde je v pozitivnim pripadé zaznamenana aglutinace. Ziskané vysledky se
zaznamenavaji do rastru laboratorniho razitka.

V pripadé vétsiho mnozstvi vzorkt se pouZivaji polystyrénové mikroplotny. SniZuje se
tim i pracovni objem vychoziho vzorku, reagencie i suspenze ery.

V krevnich stopéch jsou kromg erytrocyti pritomny i zbytky krevniho séra s obsahem
protilédtek alfa a beta (aglutininy). Ty po pievedeni do fyziologického roztoku jsou schopny
specificky aglutinovat testovaci erytrocyty A; a B. Stanoveni nachézi vyuziti pti hodnoceni
smiSenych biologickych stop typu krev — krev nebo krev — sekret pri sexuélnich deliktech,
kdy vyskyt vice osob se projevi tzv. atypickym vyskytem protilatek.

Sklickova metoda

Pri této metodé dochézi k reakci jen ¢ésti vySetiovaného materidlu a ¢ésti testovanych
erytrocyta. Suchy krevni materidl (fragment krevni krusty) se rozdéli na dvé ¢asti a umisti
na podloZni sklicko oznacené A; a B. Do mist se vzorky se umisti dva distanéni krouzky,
tak aby se materidl nachazel uprostied, nésledné se stied vyplni suspenzi testovacich
erytrocyta a pirekryje podloznim sklickem. Inkubuje se ve vihké komirce, pri laboratorni
teploté 1-2 hod. Reakce se hodnoti pod mikroskopem.

Zkumavkova metoda

Vyhodou té&to modifikace pavodni metody je moznost zpracovéni i znaéné
zneCi&énych material, materiala ziskanych smytim &i silné zhemolyzovanych sér. Urgitou
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nevyhodou jsou zvySené naroky na vychozi mnoZstvi materialu. Krevni skvrny se extrahuji
fyziologickym roztokem az do Uplného rozpu&eéni. Extrakt se pies filtr (chomécek vaty)
odsgje do dal§i zkumavky — 1. féaze odstranéni necistot a zcentrifuguje — 2. féze. Vycereny
supernatant se rozdéli do dvou zkumavek oznatenych A; a B a pridad se suspenze
testovacich ery. Obsah se jemné protiepe a necha 5 min v klidu. Zkumavky se doplni
fyziologickym roztokem, centrifuguji a znovu doplni na plny objem — 3. faze odstranéni
hemolyzétu. Po centrifugaci a odséti supernatantu jsou vzorky piipraveny k hodnoceni. To
se stejné jako u aglutina¢niho testu provadi pod mikroskopem.

V systému ABO lze vySetiovat i lidské sekrety, diky jiz diive zminénému
vylucovatelstvi. Je dano zvySenou koncentraci mukopolysacharidi zodpovédnych za
piisluSnost daného sekretu k prislusné krevni skupingé. Vysokou sérologickou aktivitu
vykazuji i nepatrné stopy slin, spermatu a potu (Laupy 1987). Z toho vyplyva skutecnost,
do jaké miry mohou i malé stopy potu v podloznim materidlu zkreslit a ovlivnit vysledek.
Samotné vySetieni se provadi metodou absorpeni eluce (viz vy3e). V pozitivnim pripadé
Ize stanovit krevni skupinu i potvrdit vyucovatelstvi, v opacném pripadé maze jit o nositele
krevni skupinové vlastnosti 0 nebo o nevylucovatele, ktery mize byt nositelem jakékoliv
krevni skupiny.

Systém ABO je k diferenciaci krevnich stop v kriminalistice vyuZivan jiz po desetileti,
proto je k dispozici i fada Udaju tykajici se rusivych vliva jako je stari stopy, denaturace
teplem, naruSeni mikrobidlni ¢innosti. Uvedené se vztahuje predevdim k antigenam,
odolnost protildtek je podstatné nizsi. Odolnost vici stari je znatng, ale je zavisla na
tadném uskladnéni v suchu. Tepelnd odolnost je podstatnd nizsi, pii teplotach 100 - 200 °C
vyhasina aktivita jiz po nékolika minutach. V pripadé mikrobidniho G¢inku je situace
ponékud  dloZit¢jsi.  Odbourdvénim  oligosacharidovych  postrannich  skupin
mukopolysacharidti krve dochézi k faleSné negativnim vysledkim. Na druhou stranu
mikrobidlni ¢innosti dochézi k tvorbé biochemicky pribuznych molekularnich struktur
vykazujici sérologickou pseudoaktivitu a s tim spojené faleSné pozitivni vysledky.

6.3. Geneticka analyza
6.3.1. Izolace

Ve vétsing pripada trestné cinnosti jsou ke genetické analyze dodany vzorky
degradované, kontaminované ¢i smiSené. Zpusoby izolace zaviseji predevSim na druhu
biologického materidlu. Zreimé nejméné odolné jsou epitelové bunky, na néz Ize
sUspéchem pouZzit vSechny niZze popsané postupy. Problémy nastévaji napr. u kosti ¢i
spermii, kdy je k uvolnéni DNA do roztoku nutny piridavek agresivnich ¢inidel (detergenty,
redukeni ¢inidla aj.) DalSim typem problematickych biologickych stop jsou vlasy, které

20



v cytoplazmé bunek obsahuji Iatky branici namnoZeni DNA (tzv. inhibitory amplifikace),
napt. keratin. U takovych vzorka musi pied amplifikaci dojit k oddéleni DNA od ogtatnich
biomolekul. V pripadech sexudlnich zlo¢ing jsou vétSinou dodany vagindlni stéry, stéry
spermatu, nebo epitelovych ¢i krevnich bunék pachatele. Podstatou jednotlivych postupi je
ziskat poZadovanou DNA v dostatecném mnozstvi a kvalité. Proto byly vyvinuty specidni
komer¢ni kity pro forenzni Ucely.

Extrakce chelataéni prysky#ici Chelex® (Bio-Rad Laboratories)

Jednou z nejbézngji uzivanych metod je rychla extrakce DNA zaloZena na vyvéazani
dvojmocnych kationtt Ca?* a Mg Buiiky jsou lyzovany za uvolnéni DNA do roztoku
pomoci destilované vody. Po 30 minutéch nésleduje centrifugace a odstranéni
supernatantu. K sedimentu je piidana 5% suspenze chelatacni pryskyfrice, ktera na sebe
véze dvojmocné kationty - kofaktory enzymu odbouravajicich DNA. Pripadng Ize pridat i
proteinazu K, ktera velmi G¢inné inaktivuje DNézy a RN&azy. Smés je po 20-30 min
inkubovéana pti 56 °C a poté denaturovana pii 100 °C. Po nésledné centrifugaci supernatant
obsahuje analyzovatelnou DNA, avsak ¢asto i celou fadu inhibitora PCR. Presto je tato
rychla a levna metoda jednou z nejuzivangjSich ve forenzni praxi pro ziskavani DNA
zrelativné standardnich vzorka — tekutd krev, krevni skvrny, bukdni stér apod. Pro
extrakci z kostni kompakty vSak neni tato metoda vhodna.

Fenol-chloroformova extrakce

Jde o zakladni a ziejmé i nejdéle uzivanou metodu izolace DNA. Ke vzorku je pridan
extrakeni pufr, obsahujici obvykle nasledujici slozky:

- silné detergenty rozrudujici buné¢né membrany, napi. Triton-X-100 ¢i SDS

- protedzu ¢i proteinazu K, enzymy &tépici bilkoviny

- EDTA, kterafunguje jako chelatacni ¢inidlo

- DTT, redukeni ¢inidlo zabranujici oxidativnimu naruSeni DNA béhem izolace

- pripadné RNA&zu, enzym &épici pritomnou RNA.

Potiebné doba ptisobeni extrakéniho pufru na vzorek zavisi natypu tkang, pohybuje se
od nékolika desitek minut po nékolik dni. Proces urychluje zvySend teplota, nesmi vSak
prekro¢it kritickou hodnotu, pti niz dojde k denaturaci ptitomnych enzymu (56 °C).

Po extrakci nasleduje rozdéleni hydrofilnich a hydrofobnich slozek do polarni a
nepoléarni faze roztoku. Ke vzorku je pridana smes fenol/chloroform (obvykle v poméru
cca 1:1), popripadé fenol/chloroform/izoamylalkohol (v poméru 25:24:1). Chloroform je
organické rozpoudtédlo a nemisi se s vodnym roztokem bunééného lyzétu, takze se smeés
rozdéli na dvé faze — horni vodnou a dolni chloroformovou. Néslednym vytiepanim a
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centrifugaci dojde k vytvoreni fézového rozhrani. Spodni organicka faze tvorena
fenol/chloroformem obsahuje veskeré nepoléarni latky, stiedni tzv. meziféaze je tvoiena
bilkovinami - objevi se bily prstenec srazenych proteind a horni vodna faze obsahuje
vSechny latky poléarni, tedy i DNA.

ProtoZe vSak nerozpustnost fenolu ve vodé neni absolutni, obsahuje vodna féaze téz
malé mnozstvi fenolu. Ten by v néslednych analyzach vadil (je to napt. silny inhibitor
PCR), proto musi byt ziskana DNA piecisténa, nejcastéji srézenim koncentrovanym
ethanolem (96 %) a nésledn¢ resuspendovana do vody nebo vhodného pufru (napi. TE).

ProtoZe vice nez 95 % objemu nukleovych kyselin v bunce tvoii RNA, pievazuje
RNA i vtomto roztoku. Pokud potiebujeme pracovat s ¢istou DNA, musi byt RNA
odgranéna pasobenim RNazy. Roztok musi byt poté znovu piecidten fenol-
chloroformovou extrakci a DNA sraZena etanolem.

Tato metoda byla jiZz mnohokrat UOspédné vyuZita k extrakci DNA z kosterniho
materidlu, nebot’ pri ni dochézi k G¢innému odstranéni vsech inhibitora nésledné PCR
reakce.

Extrakce zaloZené na adsorpci na silikat

Do téo skupiny metod patii nékolik postupt, které vyuzivaji faktu, Ze v pritomnosti
tzv. chaotropnich soli (soli zvy&ujicich iontovou silu) se volnA DNA véZe nasilikat
(QlAgen). Tyto metody jsou pro extrakci z forenznich vzorka velmi vhodné, nebot” G¢inné
eliminuji PCR inhibitory a extrahuji velké mnozstvi piitomné DNA.

QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) - silikétovéakolona
QIAamp DNA Mini Kit zjednoduduje izolaci DNA z biologickych vzorki. Neni zde

nutnd Zadna fenol-chloroformova extrakce. Vzorek je nejprve inkubovan sextrakénim
pufrem, poté je pridan pufr s obsahem chaotropnich soli a etanolu. Suspenze je pievedena
do zkumavky se silikdtovou kolonkou. DNA se vaZze na kiemicity gel tvorici membranu
v kolonce, zatimco necistoty prochézi. PCR inhibitory, jako jsou dvojmocné kationty a
proteiny jsou zcela odstranény ve dvou (ginnych promyvacich krocich. Cista DNA je
nasledné po nékolikaminutové inkubaci pii laboratorni teploté s elu¢nim pufrem uvolnéna
z membrany v dusledku zmény iontové sily a centrifugaci prevedena do nové zkumavky.

DNA 1Q™ Systém (Promega) — magnetosilikétové partikule
Systém DNA IQ™ muZe byt pouZit na extrakci DNA z raznych typa vzorkd,

zahrnujicich biologické stopy na pevnych nosi¢ich i tekuté vzorky. Unikani systém je
vyvinut na odstranéni inhibitort PCR a kontaminanti, které se ¢asto u vzorka vyskytuiji.
Metoda je optimalizovana tak, aby pii velkém mnozstvi DNA ve vzorku bylo izolovano
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pouze mnozstvi cca 1 ng/ul, coz je optimani mnozstvi pro PCR reakci. Pfi malém
mnozstvi DNA ve vzorku naopak dochézi k velmi U¢innému vychytavani DNA na
partikule.

Systém DNA 1Q™ je specificky vyvinuty na izolaci DNA pro forenzni laboratore.
Obsahuje novou technologii zaloZzenou na silikétovych paramagnetickych ¢ésticich pro
izolaci cisté DNA.

Vzorek je negjprve inkubovan slyzaénim pufrem (délka inkubace zaleZi na typu
vzorku). Po cca 60 min je knému piidana suspenze paramagnetickych partikuli
S pryskyfici s navézanymi casticemi silikétu, na které se navédZe DNA. Zkumavky jsou poté
vloZeny do magnetického stojanku, dochazi k migraci partikuli na boéni sténu zkumavky.
Diky tomu lze pufr se zbytkem lyzatu bun¢k snadno odebrat. Nésledné jsou partikule
nékolikrat pieCi&tény pridanim promyvaciho pufru, ktery je opét odstranén pomoci
magnetického stojanku vézajiciho partikule s navédzanou DNA. Ta je z partikuli uvolnéna
inkubaci selu¢nim pufrem, ktery je spole¢né scistou DNA nakonec odebran do cisté
zkumavky.

Tissue and Hair Extraction Kit (for use with DNA 1Q™)
Tento kit byl specidlné vyvinut pro extrakci DNA zvlasi a tkani. Tyto vzorky

vyZaduji pred samotnou izolaci piedtraveni , aby mohlo dojit k Upiné lyze bunék. Rozpad
zcela dokonale zajisti IB pufr spridavkem DTT a proteindzy K. Uspéch je podminén
nkolikahodinovou inkubaci pii 56 °C. Néasleduje izolace vy%e popsanym kitem
DNA IQ™,

Diferencialni lyza

Ve vétsing pripadu sexuélnich zlo¢ini se snazime DNA z pritomnych spermii oddglit
od DNA ostatnich bunék. K tomu se diive vyuZivala metoda diferencidni lyzy.

V prvnim kroku této metody se pomoci detergentu (TE pufru) a protedzy rozrusi
membrany epitelovych a krevnich bunék, zatimco odolné burnky, jako jsou spermie,
zistanou neporusené. Po centrifugaci se lyzované buiky a jejich DNA prenesou se
supernatantem do nové zkumavky. Ziskdme tim Zenskou frakci. Nasleduje izolace pomoci
20% Chelexu. Na zbylou peletu spermii se nanese opét smés detergentu (Digest Buffer) a
protedzy, obohacend o redukéni ¢inidlo. Tato smés rozrusi i membréanu spermii atak dojde
k uvolnéni DNA. | zde nésleduje izolace metodou Chelex, tentokré 5% s pridavkem DTT.

Podobny princip v poc¢étecnich krocich vyuziva i komeréné dodavany set Differex™
Systém (Promegad). Vyhodou je, Ze prvni - Zenska frakce je barevné odliSena, coz znatné
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usnadiiuje jeji separaci. Dale ale uz néasleduje postup izolace, kterym je vazba na
paramagnetické partikule.

V nezanedbatelném pocétu piipadi v&ak zraznych davodi dochazi k selhani
diferencidni lyzy a ¢isty geneticky profil pachatele znésilnéni pak nelze touto metodou
stanovit.

Jednim z divoda, ktery vede k selhani diferencidni lyzy vagindlniho stéru, je vysoky
stupei degradace spermii. Proces zavisi jednak na dob¢, kterd uplynula od znasilnéni do
odebrani vzorku vagindlniho stéru, jednak i na individudinim pH a obsahu bakterii ve
vaginé poskozené. Degradované spermie pak nejsou dostatecné odolné, dochézi k jejich
piedc¢asné lyze a vysledkem nésledné analyzy je smiSeny profil DNA obéti a pachatele.
Proto se od téch metod postupné upousti a jsou nahrazovany modernéjSimi a dokonalejSimi
jako je napi. laserova mikrodisekce.

Zakoncentrovani DNA v roztoku pomoci koncentratord

Pomoci komer¢né dodévanych koncentrétora je mozné izoléty ziskané ze vzorki
chudych na DNA zakoncentrovat. Na trhu je jich dostupnéa cela rada a jejich princip je
vesmeés stejny — jedna se o mechanicky filtr tvofeny nylonovou membranou s rtiznou
velikosti péri. Béehem centrifugace jsou zachyceny vSechny molekuly vétsi nez ,,oko" sita,
tedy i DNA. Naslednym pridanim poZadovaného mnoZstvi pufru, krétkou inkubaci,
obracenim membrany a rychlou centrifugaci je ziskan potiebny koncentrat. Nevyhodou je,
Ze timto zpasobem neodstranime kontaminujici latky (inhibitory,...), které jsou rovnéz
vétsi, nez ,oka' membrany. Mezi bézné uzivané filtry patii koncentréory Microcon
(Millipore), Centricon (Millipore), VivaSpin (Vivascience) a dalsi.

6.3.2. Kvantifikace

Kvantifikace je metoda ur¢eni koncentrace DNA ve vzorku. Jeji hodnota je podstatna
pro nésledny krok genetické analyzy — PCR reakci. Kvantifikaci 1ze ur¢it mnozstvi izolatu,
které pouZijeme k amplifikaci, tedy jestli izol& musime zkoncentrovat ¢i zredit, abychom
doséhli co nejkvalitngjSiho genetického profilu.

NejbéZngjSim zpasobem metreni koncentrace je stanovovani absorbance UV zéreni.
Jedné se 0 nejjednodussi pristup, ktery v&ak neumoziuje detekci nukleovych kyselin v
nizkych koncentracich. Naproti tomu se fluorometrické stanoveni nukleovych kyselin
vyznacuje mnohem vySSi citlivosti, kterd je vyZadovana pro naprostou VvétSinu
molekulérné-biologickych postupt.

Vychozi pocet kopii ur¢itého fragmentu ve vzorku lze rovnéz zjistit pomoci
kvantitativni PCR. Tato metoda jiZ dnes zahrnuje celou fadu postupi a ma mnoho variant.
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Podstatou kazdé této metody je uréovani mnozstvi amplifikovanych kopii, a to bud’
jednorazové na konci reakce, nebo opakované v jejim prabéhu. Porovnanim svhodné
zvolenymi standardy je pak mozné velmi presné urcit vychozi mnozstvi specifického
fragmentu DNA ve vzorku. VétSina téchto postupt v&ak vyZaduje specializované a ¢asto
velmi nakladné laboratorni vybaveni.

Metoda kvantitativni real-time PCR (gQRT-PCR) je moderni technika molekulérni
biologie umoznujici rychlou, citlivou a spolehlivou detekci a kvantifikaci specifického
Useku DNA nebo RNA. Stala se tak proto neocenitelnym nastrojem pro kvantifikaci
genoveé exprese.

Real-time PCR je zaloZena na sledovani pribehu polymerazové ietézové reakce piimo
béhem jejiho prabéhu (tzv. v redlném ¢ase") pomoci fluorescenénich sond ¢i barviv,
které detekuji mnozstvi PCR produktu zvySenim nebo snizenim své fluorescencni aktivity.
Fluorescence je méiena béhem kazdého cyklu PCR a jgji intenzita je pfimo ¢i nepiimo
umérna mnozstvi amplifikétu piitomného v reakéni smési. Kvantifikace se vyhodnocuje
progiednictvim matematické analyzy amplifikacnich krivek vzniklych vynesenim
nametené fluorescence oproti poradovému ¢islu prislusného cyklu.

Na tomto principu funguji komeréni kity firmy Life Technologies, vyvinuté pro
forenzni Gcely:

Quantifiler® Human DNA Quantification Kit — kvantifikuje celkovou lidskou

DNA,

Quantifiler® Y Human Male DNA Quantification Kit — kvantifikuje jen muzskou

DNA,

Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit — vyhodou tohoto kitu je, Ze dokaze

stanovit muzskou i celkovou DNA v jedné reakci.

Konkuren¢nim produktem k podedné zminénému je Plexor® HY System firmy
Promega. Je specificky vytvoreny pro souc¢asné uréeni koncentrace celkoveé lidské DNA a
muzské DNA.

Kit obsahuje interni PCR kontrolu (1PC) pro testovéani chybnych negativnich vysledki,
které mohou vzniknout v ptitomnosti inhibitori PCR. Néasledné analyza ktivky téni (melt
curve function), ndm potvrzuje amplifikaci sprévného produktu — vytvéri tedy ochranu
pied faleSné pozitivnim vysledkem.

Plexor® HY System je citlivy multiplexni produkt s konzistentni a reprodukovatelnou
detekci od 6,4 pg celkové DNA. Priprava PCR amplifikace je provedena za pokojové
teploty a je kompatibilni s automatizovanymi systémy napi. Applied Biosystems 7500
(Life technologies) nebo LightCycler® 480 Systém (Roche). Technologie Plexor® meéii
redukci fluorescencniho signalu béhem amplifikace. K amplifikaci je tieba pouze dvou
primeri pro kaZdou cilovou sekvenci, jeden z nich obsahuje fluorescencni konec a
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modifikovanou bézi. Jak amplifikace postupuje, fluorescence je snizovana vélenénim
zhéSece fluorescence, ktery se zaradi naproti komplementarni modifikované bézi. ZhéSet
se nachézi v blizkém sousedstvi k fluorescenénimu barvivu, které je na konci primeru,
takZe vysledkem je redukce fluorescen¢niho signélu. (obr. 4)

PCR Curvies | Semple B | Stardard Curves | Reports

L - Astosomal | C0S60 = ¥ | CREL0- BT

6B26THB
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6.3.3. Amplifikace

MnoZstvi DNA izolované z biologického materidlu je oviem velice malé a neni
jednoduché ho geneticky analyzovat. Proto se pouziva metoda namnozeni molekul DNA in
vitro, tzv. polymerédzova fetézova reakce - PCR, kterou mezi metody molekularni biologie
zavedl K. B. Mullis v roce 1983 a ktera byla publikovana o dva roky pozdgji. Jde o
univerzalni metodu vyuzivanou k rychlé, piesné a masivni amplifikaci cilovych oblasti
DNA.

Podstatou PCR je schopnost enzymu ze skupiny DNA-polymerdz opakované
syntetizovat podle matricové DNA pouze nami vybrany fragment. Toho je dosazeno
nésledujicim cyklickym postupem:

1. Teplotni denaturace dSDNA—ssDNA - aby mohla matricovA DNA slouZit jako

templét pro syntézu DNA musi byt ve stavu, kdy jsou oba komplementarni retézce
oddéleny.

2. Hybridizace - pro kazdy z komplementérnich retézci templatu musi byt v reakeni
smési pritomen primer — kratky Usek DNA, ktery s nim hybridizuje - naseda pred —
kopirovany Usek. Bez tohoto kroku by DNA-polymerédza nemohla zahgjit syntézu
piipojovanim volnych nukleotidi na 3" konec.
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3. Elongace — nebo-li prodluzovani. DNA-polymerdza zacne syntetizovat

komplementarni vliakno. Jeji nejvysSi aktivita je zavisld na optimélni teplote, ktera
je vySSi nez teplota hybridizacni a niZsi nez teplota denaturacni.

Cely déj se cyklicky opakuje zménou teploty pro jednotlivé vySe uvedené kroky — po
ukonceni elongace nasleduje denaturacni krok dalSiho cyklu. Jako templéatové jsou
v idedlnim pripadé vZdy vyuZity vdechny pritomné retézce DNA (obr. 5) Ve druhém cyklu
jsou syntetizovana podle zcela pavodni matrice dalSi dvé vldkna, navic ale jsou jako
matrice pouZita i vi&kna vznikla v prvnim cyklu. Podle nich syntetizuje polymeréza rovnéz
nové retézce, ale posléze se posune na konec matrice a syntézu ukonci. V kazdém dalSim
cyklu jsou jako matrice uZita opét vSechna vldkna — tedy puvodni ,dlouhd’ templatova
vl&kna, podle nich vzniknuvsi , polodiound&‘ vidkna ai ve druhém cyklu vznikla , kratk&"
vlgkna. V idedlnim piipadé po 30 cyklech ziskame a miliardu kopii z jednoho
amplifikovaného Useku DNA (Butler 2005). Cely proces dnes zgjistuji automatické
piistroje nazyvané cyklery.
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Obr. 5. Pribéh polymerézové retézové reakce

6.3.4. Fragmentac¢ni analyza

Po Uspesné amplifikaci probéhne fragmentacni analyza, pii které se amplifikatni smés
DNA separuje podle své velikosti. Fragmentacni analyza probihd v DNA analyzatoru na
principu kapilarni elektroforézy.
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Kapilarni elektroforéza (CE)

Elektroforéza patii v molekulérni biologii k nejpouzivangjSim separacnim technikam,
ktera vyuziva pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli v kapilare naplnéné nosnym
mediem, kterym je napiiklad vodny elektrolyt nebo specificky gel. Gel funguje nejen jako
nosné medium, ale také jako molekulérni sito, které rozdéluje nabité castice podle jejich
molekulové hmotnosti (velikosti). Molekuly DNA, které ve vodném roztoku uvoliuji H*
ze svych fosfatovych skupin, se stavaji zaporné nabitym iontem a v elektrickém poli proto
putuji ke kladné elektrode. Je-li uvedeny pohyb uskutecnén v néjakém , hustém” prostiedi,
jsou v ném fragmenty DNA tim pohyblivéjsi, ¢im jsou mensi.

Pfi pouZiti komer¢nich PCR kitt pro forenzni analyzu jsou fragmenty DNA b&hem
PCR reakce fluorescencné znateny pomoci barevné znacenych specifickych primeri. V
prabéhu jediného behu kapilarni elektroforézy se muZe soucasné analyzovat nékolik
raznych fragmenta za predpokladu, Ze se navzgjem liSi svou délkou nebo jsou oznaceny
raznymi fluorescencnimi barvami. Nezbytnou soucasti kazdé elektroforézy je zarazeni tzv.
Zebricku, coz je smés fragmentt DNA o definovanych délkach, viacéi kterym se pak
srovnavaji fragmenty vzorku.

Zakladnimi prvky DNA analyzatoru jsou tenké kapilary, dvé zasobni nadobky a dvé
elektrody pripojené na zdroj vysokého napéti. CE systémy také obsahuji laserovy zdroj
buzeni fluorescence, fluorescenéni detektor, autosampler na desticky a pocitag, ktery
ovlada nejriznéjsi parametry analyzy vzorka a jejich detekci. Kapilary jsou vyrobeny z
kiemenného skla o vnitini priméru 50-100 um a délce 25 aZz 75 cm. Separatni prostiedi
zgjistuje polymer, ktery zaroven prispiva k udrZzeni DNA v denaturovaném stavu béhem
analyzy.

Prednim vyrobcem a dodavatelem piistroji pro CE je firma Life Technologies. Dnes
pouzivany pristroj ABI Prism 3100 Genetic Analyzer, pripadné modifikace ABI Prism
3130xI Genetic Analyzer obr. umoZznuji analyzu aZ 16 vzorka najednou. Stanoveni probiha
v mikrodestickach o 96 jamkéch a analyza jedné takovéto desky trva cca 8 hodin (Butler
2005). Vyrobce se snaZi vyhovét poZadavkim zakaznika a proto nove bézné sekvenétory
jsou 8 a 24 kapilarové a délaji se i 96 kapilarove.

Hodnoceni elektroforetogramd (priméarnich dat)

Kapilarni elektroforézou se ziskaji hruba data, kterd mohou byt zobrazena v podobé
elektroforetogramu  (obr. 6) nebo tabulky. Elektroforetogram ukazuje migraci
fluorescenéné znacenych fragmentt v case, které putuji polymerem ptsobenim
elektrického pole. Intenzita fluorescence je dana vyskou piki a je znazornéna na ose y, osa
x pak zndzoriuje migracni ¢as jednotlivych fragmenta, od kterého se odviji jejich délka
Fragmenty DNA jsou reprezentovany jednotlivymi piky v elektroforetogramu. Cim vySSi
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je migraéni ¢as, tim je fragment delSi. Tabulka naopak podava piesné kvantitativni Gdaje.
Pro vyhodnocovani nasbiranych dat se vyuZivaji specialni softwary jako je Genotyper®
Softwar e (Life Technologies) nebo GeneM arker (SoftGenetics).
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Obr. 6. P¥. eektroforetogramu

6.3.5. Autozomalni STR analyza

V tomto piipadé se analyza zamétuje na oblasti s kratkymi tandemovymi repeticemi
(STR oblasti), které vykazuji vysokou variabilitu v populaci. STR sekvence se liSi nejen
v délce opakovéni daného Useku, ale i v podtu opakovani. Casto jsou rozdéleny do
nékolika kategorii: jednoduché obsahuji jednotky stejné délky a sekvence, sloZzené se
skladaji ze dvou nebo vice sousednich jednoduchych jednotek. Analyza autozomélnich
STR je v dnedni dob¢ nejvice vyuzivanou metodou pro Gcely stanoveni individudni
identifikace osob a uréovani pribuzenskych vztahti. Pro tuto oblast zkouméni, ale nejen pro
ni, se neustéle vyvijgji nové, komeréné dostupné amplifika¢ni kity. Vyhodou metody je
potieba mnohem mensiho mnoZstvi vstupniho materidlu (DNA) potiebného pro analyzu a
spolehlivejsi vysledky.

S rozvojem technologii roste pocet STR lokusi amplifikovanych v jednom multiplexu.
Pavodni multiplex obsahovaly 3-4 STR lokusy znacené stiibrem, dnes pouZivané Kity
obsahuji 16 a n¢kdy i vice STR lokusi znacenych fluorescencnimi barvami. Mezi hlavni
dva vyrobce STR kiti vyuZivanych ve forenzni praxi patii americké firmy Life
Technologies a Promega Corporation. Jejich kity se liSi nejen v poétu zastoupenych
lokusi, alei vnitinim standardem. Kity Applied Biosystems obsahuji vnitini standard se 16
fragmenty DNA, ktery je znateny oranZovou fluorescencéni barvickou LIZ pro
pétibarevnou analyzu. Kity PowerPlex® od Promega Corporation obsahuji vnitini standard
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Internal Lane Standard 600 (ILS 600), ktery obsahuje 22 DNA fragmentt v rozpéti 60-
600bp a je znacen cervenou fluorescencni barvou (Butler 2005). Vy3Se popsané plati pro
kity PowerPlex® 16 Systém.

Pokrok v oblasti vyvoje amplifika¢nich kita jde pomérné rychle kupiedu, zejména v
souvislosti s poZadavkem na mezinarodni porovnavani dat. Noveé kity firmy Promega,
napt. ESI-17 a ESX-17 obsahuji tedy jiZz 17 lukusi a vnittni standard CC5 ILS 500
(podrobngji viz komeréni kity Promega).

Priklady komer¢&nich kit firmy Promega pro STR analyzu
PowerPlex® 16 System

Jedn& se 0 autozomalni amplifikacni kit, ktery zahrnuje celkem 16 STR lokusi: Penta
E, D18S51, D21S11, THO1, D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, vWA, Penta D, CSF1PO,
D16S539, D7S820, D13S317, D5S818, Amelogenin (pro urceni pohlavi).PouZiva tii
fluorescen¢ni barvy (fluorescein, TMR, JOE) a jako vnitini standard Internal Lane
Standard 600 (ILS 600) zna¢eny fluorescencni barvou CRX (¢ervena) (Promega 2008).

PowerPlex® ESX a ESI Systems

Firma Promega vyvinula ve spolupréci s ENFSI a EDNAP ¢tyii nove Kkity
(PowerPlex® ESX 17, PowerPlex® ESI 17, PowerPlex® ESX 16 a PowerPlex® ESI 16)
pro pouziti v evropskych laboratorich, z duvodu lepSiho porovnavani forenznich vzorka
mezi jednotlivymi stéty. Kazdy z nich obsahuje pét novych lokusi (mini STR lokusy
menSi nez 125 bp - D10S1248, D22S1045, D2S441, amidi STR lokusy od 125 do 185 bp -
D12S391, D1S1656) spolecné s 11 obvykle vyuZivanymi STR lokusy po celé Evropé
(D8S1179, D18shl, D21S11, FGA, THO1, vWA, D2S1338, D3S1358, D16S539,
D193433 a Amelogenin). Kity PowerPlex® ESX 16 a PowerPlex® ESI 16 jsou navrzeny
stejné jako PowerPlex® ESX 17 a PowerPlex® ESI 17, jedinym rozdilem je, Ze neobsahuji
lokus SE33. Primery v téchto kitech jsou znaceny fluoresceinem, JOE, TMR-ET nebo
CRX-ET avnitini standard, v tomto pripadé CC5-labeled Internal Lane Standard 500 (CC5
ILS 500) je znacen oranzové. Kity PowerPlex® ESX 16/17 a PowerPlex® ES| 16/17 se
[iSi pouze v usporéadani jednotlivych STR lokusii (Promega 2009a, Promega 2009b).

Priklady komer¢&nich kit firmy Life Technologies pro STR analyzu
AmpFESTR® Identifiler® Plus

Tento kit zahrnuje celkem 15 lokusi obsahujicich tetranukleotidové repetice a
amelogeninovy systém pro uréeni pohlavi. AmpFLSTR® Identifiler® Plus obsahuje tyto
STR lokusy: D8S1179, D21S11, D7S820, CSF 1PO, D3S1358, THO1, D13S317,
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D16S539, D2S1338, D19$433, VWA, TPOX, D18S51, amelogenin, D5S818, FGA.
Identifiler® Plus vyuZiva pétibarevné fluorescencni znaceni, kde je jedna barva - oranZzova
vyhrazena pro vnitini standard - GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard (Applied
Biosystems 2009a).

AMpFISTR® NGM™

AmMpFISTR® NGM™ patti mezi nejnovéjsi Kity firmy Life Technologies a obsahuje
STR lokusy doporucené pro evropské populace na zaékladé spolupréce s ENFSI. Zahrnuje
celkem 16 STR lokusi a amelogeninovy systém pro uréeni pohlavi. Jde o deset lokusi
bézn¢ stanovovanych (D3S1358, VWA, D16S539, D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51,
D195433, THOL1 a FGA). Déle amplifikuje tiéi mini STR lokusy (D10S1248, D22S1045 a
D25441) a dva vysoce polymorfni lokusy (D1S1656 a D12S391). Kit vyuzZiva vnitini
standard GS500 Size Standard kompatibilni s GeneMapper softwarem (Applied
Biosystems 2009D).

6.3.6. AnalyzaY chromozomu

Zvlé&ni skupinu, které je v souvislosti se sexudnimi delikty vénovéna velka
pozornogt, tvoii Y-STR — krétké tandemové repetice lokalizované na nerekombinantni
¢ésti chromozomu Y. Jsou dédény pouze v paterndni linii a diky nizké mutacni frekvenci
ma syn ve VvetSing pripadi stejny haplotyp jako jeho otec (kromé piipadi mutace). Té&o
vlastnosti 1ze vyuzit k urcovani otcovstvi. Ve forenzni praxi je vyznam Y-STR analyzy
spojeny s feSenim problematiky smiSenych vzorkt. Typickym je vagindni stér po
znasilnéni, kde je masivné zastoupena Zenska bunécna frakce. Diky Y -specifické analyze
Ize detekovat muzskou DNA bez nutnosti diferencidlni extrakce (Carracedo 2005).
Pouzitim této analyzy |ze tedy amplifikovat pouze Y- STR markery.

Piikladem je kit firmy Promega pro Y-STR analyzu sobchodnim nézvem
PowerPlex® Y System, ktery umoziuje soucasnou amplifikaci 12 lokusi (DY S19,
DY S385a/b, DY S3891/11, DY S390, DY S391, DYS392, DYS393, DY 437, DY$438 a
DY $439). Primery specifické pro jednotlivé lokusy jsou zna¢eny Fluoresceinem (FL),
TMR nebo JOE a jako vnitini standard je pouzit Internal Lane Standard 600 (ILS 600)
zna¢eny fluorescenéni barvou CRX (¢ervend) (Promega 2008).

AmMPpFISTR® Yfiler™

Yfiler™ je kit, ktery amplifikuje celkem 17 STR lokusi vyskytujicich se na
nerekombinantni ¢asti Y-chromozému. Jedenact z nich je doporuceno SWGDAM.
DYS19, DY S385a/b, DY S389l/I1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 a
DY $439, zbylych Sest lokusi je vysoce polymorfnich a jsou to tyto: DY S437, DY S448,
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DY$S456, DY 458, DYS635 (Y-GATA C4) a Y-GATA HA4. Lokusy jsou znaceny
fluorescenénimi barvami 6-FAM, VIC, NED a PET. Posledni barva je vyhrazena pro
GeneScan — 500 Size Standard (Applied Biosystems 2006b). Srovnavaci studie prokazala
vysoky stupen shodnosti vysledki mezi kitem Yfiler™ (Life Technologies) a PowerPlex®
Y (Promega), coZ umoziuje srovnavani vysledku, i kdyZ byly pro analyzu pouZity rozdilné
amplifikacni kity. Je to déno faktem, Ze Yfilee™ obsahuje 12 shodnych lokusi s
PowerPlex® Y, lisi se tedy jen péti lokusy, které jsou u Yfiler™ navic.

6.3.7. Analyza mitochondrialni DNA

Mitochondridlni DNA (téZ mtDNA) je oznateni pro DNA, kterda se nachazi v
mitochondriich a tvori tak soucast mimojaderné genetické informace. Usporéadani
Zivocisné mitochondrialni DNA je u vétSiny fylogenetickych skupin obdobné, snad s
vyjimkou nekterych prvobunéénych organismu, jejichz mtDNA je linearni ¢i smyckovita
Typickd mtDNA (obr. 7) Zivocichu je tvorena kruznicovou molekulou dsDNA o délce cca
16-20 kb, obsahuje celkem 37 genu, z toho 24 predstavuji geny pro rtiznou nekodujici
RNA. Zbyvajicich 13 gent kéduje vlastni mitochondriélni polypeptidy podilgjici se na
enzymatické vybavé mitochondrii. Tyto proteiny jsou vyuzivany b&hem oxidativni
fosforylace. Molekula DNA neni vézana na Zzadny bilkovinny nosi¢ typu histoni a je tak
vystavena pisobeni latek ve svém okoli (Raplay, Whitehouse 2007). Navic ve srovnani s
jadrem bunky, maji mitochondrie pouze velmi omezené moznosti, jak odstranovat chyby v
DNA. Jedinym opravnym mechanismem, ktery se zde uplatiiuje, je kontrola zarazeni
spravného nukleotidu béhem replikace a pripadna vyména, nebot’ DNA polymerdza ma
korekeni 37- 5 exonukleazovou aktivitu.
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Analyza mtDNA neposkytuje moznost individualni identifikace jedince, nebot’ je
znamo, Ze drtiva vétSina mitochondridlni genetické informace je dédéna pouze po matce —
jde o tzv. maternalni dédi¢nost. Jetak pouzivana v nasledujicich piipadech:

- vzorek neobsahuje jadernou DNA (napt. vlas bez vliasové cibulky)

- ma byt prokézdna maternalni pribuznost (matka-dit¢) — uzivd se v kombinaci

sanalyzou jaderné DNA

- vzorek je jiz zna¢n¢ degradovan a/nebo obsahuje velmi mald mnoZstvi DNA,

nepostacujici pro analyzu jaderné DNA

Existuje nékolik hlavnich kroki analyzy mtDNA. Za prvé, je vzorek nutno precistit.
Ci&eni je velmi dalezité, protoze ogtatni buiiky mohou behem analyzy snadno
kontaminovat vzorek. Obvykle se vzorek ponoii do cisticiho prostiedku a ultrazvukové
l&zné. Zuby a kosti jsou brouseny a rozemlety. PréaSek je pak umistén do extrakéniho
roztoku pro uvolnéni bunééného materidlu, véetné mtDNA, z bunék. Druhy krok tedy
spociva v extrakci mtDNA. Toho je dosazeno piidavkem smési chemickych latek, které
oddéluji DNA od ogtatnich organickych molekul. Smés se stoci v ultracentrifuze - mtDNA
je soustiedéna v horni vrstvé. Tieti krok zahrnuje tzv. PCR (viz. Amplifikace). Nasleduje
sekvencni analyza, ktera je vétSinou zameéiena na testovani dvou regionia v D-loop oblasti
zndmych jako hypervariable | region (HV1, HVI, nebo HVS-I) a hypervariable region |1
(HV2, HVII, nebo HV S-1), které obsahuji nejrozsahlejSi rozdily v poradi nukleotida mezi
jednotlivci v lidské populaci.

Sangerova metoda terminace syntézy je v sou¢asnosti asi nejuzivanéjSim zpasobem
sekvenace. Je zaloZena na specifické modifikaci PCR, kterou oznacujeme jako asymetricka
PCR. Asymetrickd PCR vyuZiva — na rozdil od PCR klasické — pouze jeden primer, od
néhoZ jsou noveé fetézce DNA syntetizovany. V reakéni smési jsou kromé standardnich
deoxynukleotidi (ANTP) pritomny tzv. terminatory — dideoxynukleotidy (ddNTP), které
maji misto deoxyrib6zy dideoxyrib6zu — na pent6zovém kruhu chybi OH-skupina na
uhliku 3". Po pripojeni termindtoru na 3" konec nukleotidového fetézce nemize byt
vytvorena vazba s dalSim nukleotidem a syntéza retézce konci. Vznika tedy fada ndhodné
dlouhych fetézct, z nichz kazdy je ukoncen terminatorem. Pro sekvenaci jsou dnes jiZ
specidlné vyvinuté geneticky modifikované polymerazy, jednotlivé fragmenty jsou
znaceny fluorescenéné a detekovany pomoci automatizovanych zatizeni pro kapiléarni
elektroforézu. Fluorescenéné znaceny mohou byt bud’ termindtory nebo primery. Pro
cyklickou sekvenci HVI i HVII mtDNA vyrabi firma Life Technologies kit Big Dye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing.
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6.4. Statistické hodnoceni

V piipadech pohlavniho zneuzZivani, ale i znésilnéni muZze dojit k otéhotnéni
poskozené. Pokud toto neni piedcasné ukonceno, pristupuje se po porodu ke zjisteni
pachatele k testu otcovstvi. Princip stanoveni je zaloZen na porovnani genetického profilu
ditéte s genetickym profilem domnélého otce. Biologicky otec musi predat svému ditéti
v kazdém markeru jednu ze svych dvou alel. Statistické vyloucéeni otcovstvi je zaloZeno na
srovnani kombinace alel nalezenych u ditéte sdomnélym otcem. Diky vlivu mutatnich
zmeén v&ak ani v piipadé, kdy dva genetické lokusy neodpovidaji, nelze otcovstvi vylougit.
(Butler 2005). Pokud profily DNA vykazuji shodu alespon jedné alely v kazdém markeru,
Ize pravdépodobnost otcovstvi potvrdit s jistou presahujici 99 %.

Paternitni index (Pl) - srovnava pravdépodobnost, Ze alelu predal ditéti domnély otec
s pravdépodobnosti u ndhodné vybranych nepiibuznych muzi ze stejné etnické skupiny.
Pro vypocet je dulezity zapis nalezenych alel matky, ditéte a domnélého otce do tabulky,
pritazeni spravného vzorce pro vypocet paternitnich indexa jednotlivych STR markera dle
kombinace alel matky, ditéte a domnélého otce a dosazeni konkrétnich populacnich
frekvenci jednotlivych alel do vzorc.

Cekovy (kombinovany) paternitni index (CPI) — vypocte se vynasobenim vSech Pl
- udava, kolikrét je pravdépodobnéjsi, ze domnély otec je biologickym otcem ditéte oproti

nahodn¢ vybranému muZi z populace

Pravdépodobnost otcovstvi —jde o prevod celkového paternitniho indexu dle formule
W = 100xCPI/(CPI+1)

Vypocet celkového paternitniho indexu a pravdépodobnosti udava tabulka 1.



Tab. 1. Pf. vypoctu celkového paternitniho indexu a pravdépodobnosti

frekvence paternitni index
dité |matka |otec |vzorec |alel PI otcovstvi
12/12 |12/14 12/15
D8S1179 | q Dq pr 1/2q q12=0,1404 3,561253561 mozné
28/30 | 28/28 30/31
D21S11 og  |p gt |12q | qg30=0,2521 1,083339944 mozné
8/11 |11/11 8/10
D7D820 | 0" |p or  |12q | g8=0,1648 3,033980583 mozné
12/12 |11/12 12/12
CSFIPO |, pq q 1/q q12=0,3381 3,047851265 mozné
15/17 |14/17 15/17
D351358 | 0™ | oy pq 1/2q q15=0,2536 1,971608833 mozné
THO1 719 719 9/9 09=0,1619
pPq pPq q 1/(p+q) |q7=0,2178 2,633658151 mozné
D135133 11011 (9110 |12/11
8 pg pr q 1/q gq10=0,2980 3,355704698 mozné
9/12 |12/12 9/13
D165539 pq p qr 1/2q g9=0,1046 4,780114723 mozné
25/26 | 20/26 17/25
D251338 pg  |pr ps 1/2q 025=0,1060 4,716921132 mozné
14/15 |14/14 14,2/1
D198433 2 pg | p 52 ps|1/2q g15,2=0,0272 18,38235294 mozné
VWA 17/18 |15/18 15/17
pq pr qr 1/2q g17=0,3450 2,040816327 mozné
TPOX 8/8 8/8 8/8
q q q 1/q 08=0,5330 1,876172608 mozné
11/18 |11/14 13/18
D18SS1 |4 |pr gs  |12q  |q18=0,0774 6,45994832 mozné
11/11 |11/11 11/12
DSS318 |77 | o  |12q  |q11=0,3926 1,273560876 mozné
FGA 19/21 |21/23 19/21
pq pr pq 1/2q g19=0,0616 8,116883117 mozné
AMG XY XX | XY
fev celkovy
p - dité + matka aternitni index | 120611531,1 CPI
p
ey pravdépodobno
q- dité + otec st otcovstvi
r,s —nenalezeny u ditéte | W=100*CPI 99,9999917
/(1+CPI) % W
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7 Vyuziti v kriminalistice

7.1. Priklady vyuZiti z praxe

Jednim z medidiné znamych piipadt, kdy genetickd analyza pomohla k odhaleni
pachatele, je vrazda nezletilé Barbory Némeckové z Kmetinévsi. Trinéctileta Zatka byla
nalezena mrtva okolo 23:00 hodin dne 1. ledna 2004 u potoka nedaleko silnice mezi
obcemi Cernuce a Velvary. Ze zajidénych stop se podatilo Uspedné analyzovat pouze
jeden ze vzorki, oznateny jako neCistota za nehty levé ruky poskozené. Vysledkem byl
smiSeny profil DNA - poSkozené a osoby muzského pohlavi. V pocétcich vysetrovani bylo
natypovano nékolik moznych podezielych, ale genetickd analyza je jako pachatele
vyloucila. A tak bylo, i diky ochoté obcani z blizkého okoli pomoci s vySetiovanim,
v historii ¢eské kriminalistiky, prikroc¢eno k prvnimu plodnému odbéru tzv.,screeningu”
bukalnich stéra (Straus a kol. 2006). PrestoZe valné vétSina muzi dobrovolné odevzdala
sviij vzorek DNA, stdle nedoSlo k posunu v pripadu. Proto bych okruh podezielych
rozsiten i na osoby mladSi 15 let. Pocet odebranych vzorkt se vy3plhal az na ¢islo 650.
Nakonec se Uspéch dostavil a vzorek 632 odhalil pachatele. Patiil spoluzakovi zavrazdéné
a jeho profil se shodoval s profilem ze stopy.

Jinym pripadem je pak vrazda matky a dcer Kudl&kovych z obce Klu¢ov na
Kolinsku, ubodanych v dubnu 1990. Poloha mrtvych Zen a jejich od pasu doli svliecené
spodni pradio pak jednoznacné svédEily o tom, Ze vrahem byl muz a Utocil ze sexualnich
pohnutek. Soudni pitvy zavraZzdénych Zen jen potvrdily predpokladanou pricinu smrti.
Rozhodujicim a po léta jedingym dikazem bylo sperma nalezené soudnimi znalci v
genitdliich nejmladsi Zeny. Znalci vak nedokézali zodpovedét otézku, zdali se tam ocitlo
pied divéinou smrti, v jeji dobg, nebo po ni. Sperma, jakoZ i dalSi biologické stopy z mista
¢inu putovaly do mrazicich boxi k dalSimu moznému vyuziti. To priSlo snastupem
analyzy DNA. Pétrani po pachateli trojndsobné vrazdy, bylo vedeno nékolika sméry, ale
postupné byli vSichni podezieli jako mozni vrazi vylouceni. AZ na jaie 2003 zatkli brnénsti
kriminalisté Jaroslava Gancarcika (35), kterého podezirali ze série znasilnéni brnénskych
Zen. V minulosti byl celkem jedenactkrét trestdn pro mravnostni a nésilné trestné ¢iny. V
prab¢hu trestu mu byl odebran srovnavaci vzorek k uréeni genetického profilu, ktery byl
zanesen do policgini databdze DNA. Tam jsou ukladdény i profily DNA geneticky
analyzovanych biologickych stop z dosud neobjasnénych zévaZznych trestnych cind.
Soucésti tedy byl i profil DNA spermatu z Klu¢ova. Jen byly informace o Gancaréikovi do
databaze vlozZeny, byla nalezena shoda. Tak se podatilo po tfinécti letech zjistit muze, ktery
byl skute¢nym trojnasobnym vrahem.
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7.2. Databaze DNA

Policejni Narodni databdze DNA vznikla na zékladé ZP PP ¢.88/2002. Jde o
pocitacovy informacni systém obsahujici informace o vzorcich a profily DNA. Narodni
databaze DNA se skl&da ze dvou elektronickych databazi.

Prvni ¢&st tvori databazovy systém INFO — DNA, kde jsou vedeny osobni Udaje o
evidovanych osobach poskytujicich srovnavaci vzorky k analyze DNA, déle pak podrobny
popis zgji&énych biologickych stop a prabéh jejich zpracovani. Kazdému vzorku je
v tomto systému automaticky prifazen tzv. jedinecny identifikator, pod kterym je pak
vzorek ukladan do systému CODIS.

Druhou ¢ést Nérodni databaze tvori elektronicky databdzovy systém CODIS
(Cambined DNA Index System). Na Kriminalisticky Ustav byl instalovan v prosinci 2001
odborniky z FBI a ostra verze databaze zde funguje od ¢ervna 2002.

V tomto systému jsou evidovany pod raznymi kategoriemi profily DNA ziskané ze
stop z dosud neobjasnénych pripadi, od osob obvinénych, odsouzenych, ztél mrtvol
nezndmé totoZznogti, od osob piibuznych k pohteSovanym, od osob pracujicich
v laboratorich, ptipadné osob prichézejicich do styku se zkoumanym biologickym
materidlem (tzv. elimina¢ni vzorky). Systém umoZiuje porovnavat bud’ jednorézové jeden
vybrany profil proti ur¢ité kategorii ¢i celku, kategorii proti kategorii ¢i celku a
v neposledni fad¢ v3e proti vdemu.
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8 Zavér

Hlavnim cilem této bakalaiské préace bylo vytvoieni prehledu vyvoje v zgjistovani a
analyze biologickych stop v piipadech sexualniho nésili. Tento cil byl splnén, béhem
zpracovani jsem se seznamila sklasickymi i nejnovéjSimi metodami  zajist'ovani,
uchovavani a analyzy biologickych stop v pripadech sexudlniho nasili. Podrobné je zde
popsano zpracovani standardnich i problematickych vzorka jak kriminalistickou
biologickou, tak i genetickou expertizou.

Kriminalisticka genetickd expertiza je dnes jednim z nejpoZadovangjSich stanoveni
v ramci vySetiovani trestnych ¢inia. Na oddéleni genetiky na Kriminalisticky Ustav Praha
piichézi cca 18 500 poZadavka ro¢ng, z toho je cca 3500 poZadavki se stopami a cca 15
000 samostatnych kontrolnich bukalnich stéri. A to i presto, Ze analyza DNA je ¢asove,
finanéng, persondng i technicky dosti naro¢nd. Samotné zpracovéni jednoho vzorku trva
v optimalnich podminkéch nékolik hodin. U slozitéjSich vzork, jako jsou vzorky malé,
smigené ¢i degradované, trva zpracovani az n¢kolik tydni z divodu opakovani analyzy.
Trendem je samoziejmé zkvalitnéni a zrychleni sluzeb, ¢emuz i v tomto odvétvi napoméhé
zavadéni automatickych pipetora (Biomek® 3000 firmy Promega) a izolacnich robotu
(BioRobot Universal System firmy QIAGEN).

Z prikladu z praxe je patrné, jak neocenitelnou pomoci je v dnedni dobé analyzy DNA
pii odhalovéani téch nejzavazngjSich trestnych ¢ina. Diky neustalému rozvoji této forenzni
discipliny je mozné pracovat s minimanim mnoZstvim biologického materidlu a presto
vydavat Uspésné zavéry vroving individudni identifikace. Zeiména pak u smiSenych
vzorka poskozena - pachatel, dosahujeme diky novym metodikdm zgjistovani a specialnim
kitam, velmi dobrych vysledki. A to zeiména v oblasti ziskani ¢istého profilu z muzské
frakce.
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