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Abstrakt

Trichologicky material je jednim z astych dikaznich materiald v kriminalistice. Proto
Je dulezité najit vhodné zplsoby jeho analyzy - jak morfologické, tak i genetické. Ob&
tyto metody se prolinaji. Morfologickd analyza je dulezitda k uréeni morfologickych
vlastnosti vlast, a je prvnim krokem k identifikaci podezielych. Morfologicka analyza
je potfebnd mimo jiné i pro vybér trichologického materialu, ktery je vhodny na
genetickou analyzu. Pfed samotnou analyzou DNA je potiebné DNA z vlasu extrahovat.
Mezi nejéastéj§i metody extrakce DNA patti fenol-chloroformova metoda, chelataéni
metoda a metoda pomoci magnetosilikatovych partikuli.

Pro analyzu DNA miizeme pouzit rizné metody podle typu vyextrahované DNA. STR-
typing je metoda pro analyzu dobfe zachovalé DNA, miniSTR typing je preferovana pro
degradovanou jadernou DNA a sekvence je pouZita pro analyzu mitochondrialni DNA.
Forenzni analyza DNA ma S$iroké vyuZiti. Neni to jen analyza pro pravni ucely
(vySetfovani trestné ¢innosti, identifikace obéti, uréeni paternity atd.), ale i mimopravni

ucely jako jsou rizné populaéni studie nebo analyza historickych pozistatk.

Kli¢ova slova: analyza DNA, forenzni analyza, morfologicka struktura vlasu, PCR,

STR-typing, trichologicky material



Abstract

Trichological material is one of the common physical evidence sources in crime
investigation. It is therefore important to find appropriate means of morphologic and
genetic analysis of hair. There is slight overlap between these methods. Morphologic
analysis is used to distinguish various morphological features of hair, which can be
helpful in identification of possible suspects. Morphologic analysis is needed, among
other uses, for selection of trichological material eligible for genetic analysis. DNA
must be extracted from the hair prior to being analyzed. Methods of DNA extraction
include the phenol - chlorophorm method, chelatation method and silica-based particle
extraction method.

Different analysis methods are used for each form of DNA extracted. STR typing is the
method of choice for well-conserved nuclear DNA, miniSTR typing is preferable for
degraded nuclear DNA analysis, and PCR amplification is used for analysis of
mitochondrial DNA. Forensic DNA analysis has a variety of uses ranging from forensic
evidence (victim identification, paternity testing...) to scientific research, such as

population studies or historical remains analysis.

Keywords: DNA analysis, forensic analysis, morphological structure of hair,PCR,

STR typing, trichological material



ZKkratky

DDT
DNA
EDTA
HCI
HVI, HV2
nDNA
mtDNA
pb

PCR
SNP
STR
VNTR

dichlordifenyltrichlorethan
deoxyribonukleova kyselina
kyselina ethylendiamintetraoctova
kyselina chlorovodikova
hypervariabilni oblast 1, 2

jaderna deoxyribonukleova kyselina
mitochondridlni deoxyribonukleova kyselina
part bazi

polymerazova retézova reakce
bodové polymorfismy

kratké tandemové repetice

variabilni pocet repetitivnich useku DNA



1. Uvod

Vlasy a chlupy jsou jednim z morfologickych znak, typickych pro savce. Kazdy den
pfirozené ztracime vlasy, a proto je trichologicky material ¢astym materidlem ve
forenznim zkoumani (Linch et al., 2001).

Analyza trichologického materidlu se rovnéZ dobie uplatiuje v ramci populaénich
studii, nebo medicinskych vysetieni, nebot’ material mize byt ziskavan neinvazivnimi
metodami.

Morfologickd analyza trichologického materialu je prvnim krokem, po ni nasleduje
analyza DNA. Obé¢ jsou dilezité a dopliuji se. I kdyz morfologickd analyza neurci
pfesnou identitu jedince, u maternalné pfibuznych je jedinou moznosti, jak urcit
rozdilnost (Roberts and Calloway, 2007).

Pfi morfologické analyze zkoumame morfologické znaky trichologického materialu,
jako je délka, pfitomnost kofinku a v neposledni fadé¢ vhodnost pro analyzu DNA.
Analyza DNA ztrichologického materialu je obvykle zalozena na PCR metodach
(Deedrick, 2000).

Genetickd analyza trichologického materidlu méa dnes §iroké vyuziti, a to jak
v popula¢nich studiich, tak v kriminalistice nebo naptiklad v biomolekularni

archeologii.



2. Trichologicky material

Trichologie je védni obor, ktery se zabyva studiem kize a jejich derivati — vlasi a
chlupt. Slovo trichologie pochazi z feckého slova trichos, které znamena vlas nebo
chlup.

Mezi derivaty kize, které uz nespadaji do oblasti zkoumani trichologie, fadime napf.
pefi ptakl nebo epidermalni $upiny plazi (Ro¢ek, 2002).

S vyjimkou dermalni papily, ktera je mesodermalniho plivodu, je vlas ektodermalniho
pivodu. Dermalni papila je dilezitd pro rist vlasu. Je tvofena pojivovou tkéani a
krevnimi cévami, které zaji$t'uji vyzivu béhem rustu vlast (Linch et al., 2001). Kromé
toho, obsahuje dermalni papila receptory pro muzské hormony a androgeny. Androgeny
reguluji rist vlasu a mohou zmen§it velikost vlasového vacku a tim zjemnit vlasy u lidi,
kteti maji pro to genetickou predispozici (Forslind et al., 2004).

Struktura vlast a chlupi je pfiblizné stejna. Pouhym okem na nich miizeme rozeznat tfi
oblasti: kofen, t&lo a $pi¢ku. Na prifezu dale rozeznavame tfi hlavni oblasti: kutikulu,
karu (cortex) a dreni (medulla) (Robertson, 1999; Hausman, 1925).

Mikroskopicka i makroskopicka struktura trichologického materialu mize byt druh od
druhu pomérné rozmanita. Tyto rozdily jsou znamy jiZ po staleti. Prvni prace na toto
téma byla zvefejnéna uZ v roce 1663, kdy o té&chto rozdilnostech ve stavbé a struktufe

vlasi napsal ve svém pojednani Hook do Royal Society. (Houck and Budowle, 2002).
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Morfologicka struktura vlast. Ptezvato z Popescu and Hartwig, (2007)
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Hlavni rozdily mezi zvifecim a lidskym trichologickym materidlem jsou uvedeny

v nésledujici tabulce (Ptevzato z Robertson 1999).

Znak Cloveék Zvife

oL o Casto  vyraznd zména
Barva Relativné stejna po celé délce

barvy, pruhovéni

o i Rovnomérnd, mirn€ zvysSend | Centrdlni nebo zhuSténd
Distribuce pigmentu

smérem ke kutikule pii medulle
Zabira vétSinu vlasu, je Sir§i nez

Cortex Uzsi nez medulla
medulla

Vice nez 1/3 Sitky vlasu,
Méné nez 1/3 Sitky vlasu, ) .
_ i ) kontinudlni, jeji vzhled se
Medulla amorfni, vétSinou diskontinualni,
Lo méni se podél chlupli a ma
je-li pfitomna
vyraznou strukturu

) Supinovité kladena podél celého | Casto  vykazuje zmény
Kutikula

vlasu od kofinku po §picku podél celého chlupu

Mezi nejdilezitéjsi funkce trichologickych utvarii patfi teplotni izolace, ale vyznam

maji téZ v socialni a sexualni komunikaci (Forslind et al., 2004).

V nasledujicich kapitolach se budu zamé&fovat hlavné na trichologii lidského materialu.

2.1 Makroskopicka stavba vlasu

Na vlasu rozeznavame tti oblasti: kofen, télo a $picku vlasu.

2.1.1 Kofen

Soucasti kofene je vlasova cibulka, ktera obklopuje dermalni papilu. Kofen je rostouci
&asti vlasu, buniky kofene nejsou jesté na rozdil od zbytku vlasu keratinizované. Proto je
vlas v této fazi ristu vhodnym materidlem pro analyzu jak mtDNA, tak i nDNA.

Podle kofene vlasu miZeme zjistit, v jaké ristové fazi je nami zkoumany vlas. Kofen
z telogenniho vlasu je asi o 1/3 krat$i nez z anagenniho vlasu (vice o telogennich a
anagennich vlasech v kapitolach 2.6.1, 2.6.3). VétSinou ale kofen na telogennich
vlasech chybi (Linch et.al., 2001, Deedrick and Koch, 2004 a).

Dalsi dilezitou informaci, kterou ndm kofen vlasu poskytuje, je to, jestli byl nasiln€

vytrhnut nebo pfirozené vypadl. Vytrzené vlasy maji na sebe adherované epitelidlni
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buitky pokozky, které jsou dilezitym materidlem na ziskani nDNA (Linch et al., 2001;

Deedrick 2000).

2.1.2 Télo vlasu

Télo miZze mit riznou délku podle toho, jestli zkoumame lidsky nebo zvikeci

trichologicky material.

U ¢&lovéka se lisi délka podle toho, ze které ¢asti je nami zkoumani vlas ¢&i chlup

(Deedrick, 2000).

2.1.3 Konec vlasu

Neporuseny a $picaty konec vlasu nachazime jenom u novorozence. Ve vét§iné pfipadi

je konec vlasu roztfepeny vlivem vnéjsich podminek.

2.2 Mikroskopicka struktura vlasu

Na prifezu rozdélujeme vlas do tiech oblasti: kutikuly, kiry a dfen€. Kutikula se jesté

n¢kdy déli na vnitfni a vnéjsi vrstvu (Forslind et al., 2004).

Cuticle
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Mikroskopicka stavba vlasu. Pfevzato z Hausman (1924).

2.2.1 Kutikula

Je vnéjsi prasvitna vrstva, jakasi pokozka vlasu. Je tvofena ze zrohovatélych bunék,

které jsou taskovité naskladany na sob&. Mohou byt riizného tvaru.

V dfivéjsich studiich se uvadély dva typy: korunovité a taskovité (Hausman, 1920).

K dne$nimu déleni se ptidava je§té jeden typ - lupenovity. Korunovity a lupenovity tvar

butiky je typicky pro rtizné druhy savci, zatimco takovity tvar bunék nachazime jenom

u ¢lovéka (Deedrick and Koch, 2004).
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Typy Supin vyskytujici se na trichologickém materidlu (pfevzato z Deedrick and Koch, 2004).

2.2.2 Kiira (Cortex)

Kira, oznatovana také jako cortex, je centralni ¢asti vlasu. Pravdépodobné vznika
z matrixu buné€k papily. Nad oblasti vlasové cibulky se v burikdich medully objevuji
vezikuly, které jsouod urovné epidermis naplnéné vzduchem. Pod svételnym
mikroskopem se jevi jako Eerna nebo nepruhledna struktura. Cortex je v lidskych
vlasech vétsinou amorfni. Naproti tomu u zvifat se da dobfe definovat (Houck and

Budowle, 2002; Robertson, 1999; Hausman, 1925).

2.2.3 Diefi (Medulla)

Nachézi se v centralni ¢asti vlasi. Sklada se z podlouhlych bunék. V lidskych vlasech

muze byt medulla kontinuélni, diskontinualni nebo Upin€ chybi (Hausman, 1925).
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Typy medully pfi trichologickém materidlu. Pfevzato z Hausman (1930).

Hausman (1930) ukézal ve své studii, Ze tvar medully zavisi od priméru chlupu.
Pozorovano bylo 197 druhd savcl véetné Hominidea. Pfi malém priméru medulla
nebyla pozorovana, pfi zvétSovani priméru byla kontinualni a pfi vétsich primérech se

zalala fragmentovat.
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U lidskych vlasi mél vyvoj tvaru medully jiny pribéh. Pfi malych primérech nebyla
medulla pfitomna, pfi zvé&iiovani priméru byla pozorovana fragmentovana medulla. Pti

vétsich primérech byl pozorovanan postupny ptechod ke kontinudlnimu tvaru medully.
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Zavislost mezi primérem vlasu a tvaru medully sav¢iho (vlevo) a lidského (vpravo)

trichologického materidlu. Prevzato z Hausman (1930).

2.3 Charakteristické znaky vlasii
Vlas miZeme charakterizovat podle riznych znaki — jeho barvy, délky, sily atd. (Linch
etal.,2001).

2.3.1 Barva vlasu

Barvu vlasi miizeme délit na pFirozenou a umélou. Ptirozena barva vlast je vysledkem
pfitomnosti vlasového barviva — melaninu. Nepfirozenou barvu vlasi ziskdme pomoci

syntetickych nebo pfirodnich barev.

2.3.1.1 Prirozena barva vlasu

Barva vlasii je ddna pfitomnosti melanocytd. Jsou to buiiky, které se nachézeji ve
vlasovém vacku, s vysokymi energetickymi naroky.
Melanocyty se déli pomérné pomalu, vzhledem k rychle délicim se buitkdm matrixu

vlasu. Béhem maturace tvofi melanocyty stromovitd raminka, kterd obsahuji



mitochondrie a melanosomy (obsahuji pigmentova grana - melanin). Ty se za pomoci
kortikélnich bun€k pfesouvaji z vlasového vacku do téla vlasu.

Melanosomy tvofi dva druhy melaninu — eumelanin a pheomelanin. Vysledna barva
vlasu je ur¢ena jejich pomérem. Vice pheomelaninu ma za nasledek tmavé zbarveni
vlasi, zatimco vice eumelaninu variaci barev vlast od blond po ¢ervenou.

V Sedivé€jicich vlasech klesa poget melanocyti i jejich aktivita (Linch et al., 2001).

2.3.1.2 Umélé oSetfovani
Kromé& pfirozené barvy vlasi se dnes setkdvame isjinymi barvami, které jsou

vytvotené za pomoci barveni vlasu.

Zakladem vétSiny barev na barveni vlasi jsou latky jako napf. para-phenylenediamine,
2,5-diaminotoluene, 2,4-diaminoanisole. Tyto latky zpisobuji oxidativni poSkozeni
DNA, a proto je analyza z takovychto vlasi ¢asto neuspé$na. Jak mliZeme vidét na
nasledujicim grafu, zisk kompletniho profilu pomoci miniSTR-typingu byl minimalni.

V ptipade, Ze mél vlas kofinek byla analyza vyrazné uspésnéjsi (Miiller et al., 2007).

T
100 - ; — 4_, —

less than two complete systems

/

s at least two complete systems

*
c338888388

———— . /
undyed T e A_“__. / complete profil
hairwith  dyed hair B
telogen with undyod
mn telogen  hair dyed
root shaft hair shaft

Usp&snost miniSTR-typingu na nebarvenych a barvenych vlasech. Prevzato z Milller et al.,
(2007).
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Rozdil v morfologii kutikuly barvenych (vpravo) a nebarvenych vlasi (vlevo). Pfevzato
z Milller et al., (2007).

2.4 Typy trichologického materidlu

Rozdélit trichologicky materidl mizeme na zéklade riznych kritérii, napf. podle barvy,

délky, rasy nebo oblasti t€la, ze které pochazi.

2.4.1 Typy trichologického materialu podle oblasti na téle
Podle umistnéni na téle rozliSujeme u ¢lovéka tyto oblasti (Houck and Budowle, 2002):

l. Vlasy hlavy

2. Vlasy obli¢eje (oboti, fasy, chloupky v usich nebo nose, brada, vousy)
3. Axilarni ochlupeni

4. Ochlupeni ohanbi

5. Chlupy kon¢etin

2.4.1.1 Vlasy hlavy

Vlasy hlavy pokryvaji ktzi neurokrania s vyjimkou dolni &asti &elni kosti. Na §iji
ptechazeji v chloupky.

Medulla vlasi hlavy je diskontinudlni a relativné se zuZuje v porovnani s medullou
z jinych oblasti t&la. Maji relativné maly kofen a vSechny variace tvaru jsou znidmé.
Délka se vétSinou pohybuje v rozmezi od 100 do 1000 mm a na prifezu se jejich
primér pohybuje v rozmezi od 25 do 125 mikrometru.

Miizeme na nich pozorovat umélé oetfeni (napf. barveni), blednuti zpiisobené sluncem
nebo mechanické poskozeni zpisobené vlivem vné€jsich podminek (Deedrick and Koch,

2004 a; Deedrick,2000; Robertson, 1999).

2.4.1.2 Vlasy obli¢eje

Mezi chlupy obli¢eje jsou fazeny vlasy knirku a vousu, obo¢i a fasy.
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Knirek ma vétsi kofinek nez vlasy hlavy, vice komplexnéj$i medullu, tup&jsi konec
a jeho délka se pohybuje v rozmezi od 50 do 300 mm. Obo¢i a fasy maji primérné

kolem 10 mm, maji zakfiveny tvar a velkou medullu (Fernando et al., 2003; Deedrick,
2000; Robertson, 1999).

2.4.1.3 Axilarni ochlupeni

Axilarni ochlupeni patfi mezi sekundarni znak u obou pohlavi. Slouzi mimo jiné
k pohlceni potu nebo k zabranéni nadmérnému téeni v podpazi (Deedrick,2000;

Robertson, 1999;Deedrick,2000; Hausman, 1925).

2.4.1.4 Ochlupeni ohanbi
Ochlupeni ohanbi je podobné axilarnimu ochlupeni a je sekundarnim znakem u obou

pohlavi. Jeho vyhodou je, Ze se neméni tak rychle jako vlasy hlavy, a proto je mozné ho
mikroskopicky zkoumat a porovnavat i po letech. Ma vzhled podobny drétu, na pohled
je vlakno silné, pfi¢emz nachazime riizny primér a diskontinualni medullu. Vétsinou je
zakfiveny, i kdyZ se vyskytuje i pfimy nebo spiralovity tvar (Deedrick and Koch, 2004
a; Deedrick, 2000; Robertson, 1999).

2.4.1.5 Chlupy kon¢etin

Vlasy kon&etin jsou krat$i obloukovité a ¢asto odiené. Pigment v nich je vétinou
granulovity a medulla diskontinualni. Pfi mikroskopickém zkoumani nachazime rozdily
mezi jedinci, ale tyto rozdily nejsou dostateénym diikazem pro identifikaci (Linch et al.,
1998; Hausman, 1925).

2.4.2 Typy trichologického materiilu podle rasového piivodu
Podle rasového pivodu rozliSujeme vlasy kaukazoidni (Evropa), negroidni (Afrika)

a mongoloidni (Asie) (Franbourg et al., 2003).
Ur¢ovani rasy na zaklad¢ mikroskopické analyzy vlasu miSence neni jednoduché,

protoZe obsahuji charakteristické znaky ras obou predkl (Deedrick, 2000).

2.4.2.1 Kaukazoidni typ

Vlasy kaukazoidniho typu mohou byt na pohled rovné nebo zvinéné, barevny rozsah je
od blond po gerné. Maji vétsi obsah vody jak negroidni typ vlast. Na fezu je t€lo vlasu
kulaté az ovalné a ma rovnomérné rozloZzeny pigment (Franbourg et al., 2003; Deedrick,
2000).
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2.4.2.2 Mongoloidni typ vlasi
Mongoloidni typ vlast je na fezu kruhovy a ma nejvét$i primér v poméru k ostatnim

typem vlasi. Medulla je $irokd a kontinualni. Pigmentové granule jsou umisténé

v cortexu a jsou seskupené (Franbourg et al., 2003; Deedrick, 2000).

2.4.2.3 Negroidni typ vlasi

Negroidni vlasy jsou na pohled kudrnaté, vinité a na prufezu maji elipsovity tvar.
Nejsou tak silné v tahu jako ptedchazejici dva typy vlasi. Jsou kieh¢i a proto se zlomi
snaz neZ kaukazoidni typ vlast. Pigmentové grana jsou vétsi neZ u obou predchazejicich
ajsou seskupené ve shlucich riznych velikosti atvaru (Franbourg et al, 2003,
Deedrick, 2000).

Porovnani kaukazoidniho, mongoloidniho a negroidniho typu vlasiu. Pfevzato z Petraco and
Kubic, (2003).

2.5 Zména morfologie vlasu vlivem ruznych podminek

2.5.1 pH vs. morfologie
Pfi stoupajicich hodnotich pH vlas zadina degradovat. Pfi pH 11,4 za¢ne vlas ztracet

svou cylindrickou strukturu uZ po 5 minutich, po par daldich minutich se vlas
rozpadava. V pH 4 vlas nevykazuje takovéto chovani a zistava nedotéeny i po dobu 30
minut. Vysvétlenim toho by mohlo byt pfeskupovani iontii. Vy$8i hodnoty pH maji za
nasledek nachylnost vlasu k hydrataci. P¥i niZ8ich hodnotdch pH zlstavaji ionty nabité
a adsorbuji do vlasu (O'Connor et al., 1995).

2.5.2 Vzduch, vihko vs. morfologie

Vlas je nachylnéj$i k poskozeni, kdyZ je mokry, nez kdyZ je suchy. Vlas ma 3D
strukturu z proteinu — keratinu a pfidanim vody se muzZe tato struktura oslabit, protoZe
se pferusi vodikové mustky mezi keratinem. V studii O'Connor et al., (1995) byly vlasy
experimentalné ponofeny do vody a pufru. Bylo pozorovano nabobtnani vlasu. Toto
bobtnéni je zpisobené dvéma faktory, a to tim, Ze vnéjsi vrstva nasaje vét§i objem vody
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nez cely vlas, nebo Ze prekryvajici se buriky kutikuly se oddéli, jakmile jsou
hydratované. Jestlize by byl vymyslen kondicionér nebo vlasovy ptipravek zabrafiujici
hydrataci vlas, slouzil by jako ochranny obal vlasu. Efektivita tohoto pfipravku by

zavisela na makroskopické proporcionalité vlasu (O'Connor, et al.,1995).

2.6 Riist vlasu

Vlas ma cyklicky rist. Opakuji se zde tfi riistova stddia — anagenni, katagenni
a telogenni. Na lidské kstici najdeme v prdméru 100 000 — 150 000 vlasovych vacky,
které jsou v rizném stadiu ristu. Za jeden den ndm primérné vypadne 50 — 100 vlast
(Linch et al.,1998).

2.6.1 Anagenni fize
Prvni rlistové stadium vlasu se nazyva anagenni (riistova) faze neboli anagen. Vyznaluje

se aktivnim ristem vlasu, pfi¢emZ rychlé déleni bunék vyzaduje pfisun velkého
mnozstvi energie, kterou dodavaji mitochondrie. V této fazi se nachazi 80 % - 90 %
vlasi a tato faze trvd cca 2-8 let. Vlasy vtomto ristovém stadiu jsou dobrym
materidlem pro ziskani mtDNA a nDNA.

Vétsina vytrzenych vlash se nachazi v tomto stadiu ristu (Roberts and Calloway, 2007).
Dikazem vytrZeni je adherovana folikularni tkari z cibulky nebo epitelialni buriky, které

jsou dobrymi zdroji pro analyzu nDNA (Graham, 2007; Linch et al., 1998).

2.6.2 Katagenni faze

Po féazi aktivniho ristu nastava katagenni (degeneraéni) faze neboli katagen, béhem
které se omezuje mitotické déleni bunék a tim i produkce nové nDNA. MtDNA zistavé
i nadale dobrym zdrojem DNA pro forenzni analyzu. Toto stadium trva jen 2 — 4 tydny,

proto vlasy v tomto stadiu nachdzime nejméné (Graham, 2007).

2.6.3 Telogenni faze

Posledni ristovou fazi je telogenni (klidova) faze, neboli telogen. Tato faze trva 2 — 4
mésice. Je charakteristickd pfirozenym vypadavanim vlasi. Proto jsou tyto vlasy
nejéastéj§im diikaznim materidlem (Linch ef al.,1998).

Telogenni vlas je charakteristicky svou keratinizaci a ¢asto mu chybi i kofinek. Kviili
této skutecnosti je z ného tézké ziskat nDNA, ktera je v téchto vlasech degradovéna.

Proto jsou vhodnéjsi pro analyzu mtDNA (Linch et.al., 2001).
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Anagen Catagen Telogen

Rust vlasu. Pfevzato z Linch et.al., (2001).

2.7 Slozeni vlasu
V kapitole 2.1 a 2.2 byla popsana morfologicka a mikroskopicka stavba vlasu.

Vlas se sklada z cca. 65 — 69 % proteint, 15 — 35 % vody a | — 9 % lipidd.

Corex, hlavni ¢ast vlasu pozlstivd z90% =z bilkoviny — keratinu. Konformace
keratinovych vlaken je predev§im helikdlni a jsou propojované kromé slabych
vodikovych vazeb také kovalentnimi disulfidickymi vazbami mezi cysteinovymi
zbytky. Zménou podilu cysteinu se mize zménit také jejich tuhost.

Vodikové vazby se rozru$i lehko pomoci vlhkosti nebo vodou, ale po vysuSeni se tyto
vazby opét obnovi. Naproti tomu rozrusit disulfidické vazby je obtiznéjsi (Franbourg et
al., 2003; Robertson, 1999).
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Struktura vlasu. Pfevzato z Franbourg et al., 2003.
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3. Forenzni analyza trichologického materialu.

Termin ,forenzni* pochazi z latinského slova forensis a znamena vetejny, soudni. Tedy
forenzni analyza je analyza, ktera se zabyva zkoumanim nejriiznéj$iho materiélu pro
soudni nebo pravni ucely. Trichologicky materiél je jednim z ¢astych materialt nejen ve
forenznich pripadech, ale také v medicingé atd. Vyhodou je, Ze se pii jeho odb&ru
pouzivaji neinvazivni metody.

Ve forenznich laboratotich se provadi jako prvni mikroskopickd analyza vlasu nebo
chlupu, a pokud vlas splni urcita kritéria, nasleduje analyza DNA (nDNA nebo
mtDNA).

Pti mikroskopické analyze se vylucuji vlasy, které nejsou vhodné ani pro mikroskopické
porovnavani, ani pro analyzu DNA (Linch et al., 2001; Deedrick, 2000).

Vzhledem k po¢tu obyvatel a zvifat na nasi planeté se mohou jisté morfologické znaky
v populaci opakovat. Tedy i vlasy od dvou riznych jedinci mohou byt na pohled
shodné. Proto se jako nasledujici krok analyzuje DNA z vlasového vzorku.

Pti analyze mtDNA miiZze nastat opacna situace. Analyza mtDNA neukaze dostate¢né
rozdily pfi analyze materndlné pfibuznych. Proto je tady dilezitd mikroskopicka
analyza, ktera poukdZe na morfologické rozdily na zkoumaném materialu (Linch et al.,
2001; Deedrick, 2000).

3.1 Morfologicka analyza trichologického materialu
Jak jiz bylo zminéno, morfologicka analyza je prvnim krokem v analyze

trichologického materialu.
Ptame se pfi ni na nasledujici otazky :

I. Jedna se o vlas, chlup nebo vldkno?

2. Je vhodné pro morfologickou identifikaci (velikost vlasu, jeho uplnost, dostatek
charakteristickych rysti nebo poskozeni)?

3. Jedna-li se o vlas nebo chlup, je potfebné ho taxonomicky zafadit. U zvitecich
chlupii se stanovuje druh, ze kterého chlup pochazi, u ¢lovéka stanovujeme
télesnou oblast a rasu.

4. Jako posledni otazku si klademe, jestli je vlas vhodny k analyze DNA. Podle
jeho morfologie se muiZeme rozhodnout, zda zvolit analyzu mtDNA (napf.
telogenni vlas bez kofinku) nebo analyzu nDNA (Houck and Budowle, 2002;
Deedrick, 2000).
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U zviteciho trichologického materidlu uréime druh na zaklad¢ specifickych
morfologickych znaki charakteristickych pro riizné taxony.
U lidského trichologického materialu je duleZité urcit oblast téla, ze které vlas pochazi a
rasu.
Pro forenzni vyS$etfovani jsou nejduleZit&jsi vlasy kstice a ochlupeni ohanbi (Houck and
Budowle 2002; Deedrick, 2000).
Pti srovnavani (pomoci morfologické analyzy) nezndmého vzorku vlasu nebo chlupu se
znamym vzorkem mtiZzeme dospét k nasledujicim zavérim :
1. Vzorky jsou stejné, tedy se morfologicky shoduji.
2. Vzorky jsou si podobné, i kdyZ smalymi morfologickymi odlinostmi.
Podezielého nemiiZeme ani usvédeit ani vyloudit z podezfeni.
3. Vzorky jsou morfologicky odli¥né. Podezfelou osobu miZeme vyloucit (Houck
and Budowle, 2002).

Shoda vlasi na zakladé mikroskopického porovnani. Pfevzato z Deedrick (2000).

3.2 Geneticka analyza trichologického materialu
V morfologické analyze se urluje rustové stddium, v némZ se vlas nachazi a jeho

morfologicka stavba. Podle téchto skute¢nosti miZeme zhodnotit, jestli je smysluplné
délat analyzu mtDNA nebo nDNA.

3.2.1 Obsah DNA ve vlasech
Obsah DNA v buiice je zavisly na mnoha faktorech, zahrnujicich jak stafi zkoumaného

vlasu, jeho délku, silu, ale také jestli je vlas barven nebo ne (Melton et al., 2005; Miiller
etal., 2007).

Higuchi et al. (1988) kvantitativné porovnavali mnoZstvi DNA ve vlasech &erstvé
vytrZzenych a vypadnutych. Tyto experimenty ukazaly, Ze v &erstv€ vytrZenych vlasech
je obsah DNA 200ng a ve vypadlych vlasech je ji jenom 10ng (Higuchi et al., 1988).
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Koncentrace nDNA v anagennich vlasech jen 1% v porovnani koncentraci nDNA ve

stéru z bukalni sliznice. U telogennich vlas je to jen 0,1% (McNevin et al., 2005 b).

blood s
buccal swabs
anagen hairs
telogen hairs

104 10-3 102 101 100 10! 102
DNA concentration (ng/ulL)

Ptevzato z McNevin et al., (2005 b).

ProtoZe vétSina vlasu, které nachazime na misté ¢inu jsou vlasy v telogenni fazi rustu,
detekujeme ve vlasu ¢asté&ji obsah mtDNA, ktera je v buiice v tisicinasobnych kopiich.
Jednim z dilezitych faktorli vytéZnosti DNA je také, jestli je vlas kompletné rozpustén
(Muiiller et al., 2007).

3.2.1.1 Jaderna DNA

Struktura DNA je oznaovand jako double — helix, kterd je uspofadana do celkl vyssi
urovné zvanych chromozomy.

Jadernd DNA obsahuje cca 3000 Mb, v nichz je kédovano 30-35 000 geni. Jaderna
DNA je rozdélena do 22 autozomil a I paru gonozomu. U zvifat je po¢et chromozomi
rizny, napf. kocka doméci ma 18 pard autozomi a 1par gonozom (Alberts et al., 2002;
Lynch et al., 2002).

Pro analyzu nDNA jsou nejvhodnéj§i tandemové repetitivni sekvence. Ve forenzni
genetice se pouZzivaji vysoce repetitivni sekvence jako minisatelity neboli VNTR a
mikrosatelity neboli STR (Lynch T et al., 2002).

Pro extrakci nDNA z vlast jsou nejlep$i anagenni vlasy s kofinkem. V telogennich

vlasech je jiz obvykle nDNA degradovana .

3.2.1.2 Mitochondrialni DNA
MtDNA se nenachézi pfimo v jadfe, ale v mitochondriich, které jsou soucasti butiky.

Jsou to semikonzervativni organely, které jsou ,.energetickou tovarnou* buriky. V buiice
muiZeme najit mitochondridlni genom i v tisicich kopii. Narozdil od nDNA je mtDNA
prokaryotického typu a je tedy cyklicka, pfi¢emz u ¢lovéka ma vétSinou konstantni
délku 16 569 pb. Mitochondridlni genom kdduje 37 genil, z toho 24 genl se podili na
tvorb& proteosyntetickém aparatu mitochondrii ( geny pro 16S a 23S rRNA a 22 genl
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pro tRNA). Zbyvajicich 13 genii se podili na vlastnich polypeptidech, podilejicich se na
enzymatické vybavé mitochondrii (Holland and Parsons, 1999).

Na mtDNA miiZeme rozeznat lehky fetézec, ktery obsahuje vétsinou pyrimidinové baze,
a té€Zky retézec s vy$8§im obsahem purinovych bazi. Kromé kodujici oblasti nachazime
v mtDNA dileZitou nekddujici oblast zvanou ,,control region* (CR). Tato oblast se také
nékdy nazyva D-loop.

CR obsahuje 2 hypervariabilni oblasti : HV1 od polohy 16024 do 16365 a HV2 od
polohy 73 az 340 (Fernando ef al. 2003; Holland and Parsons, 1999).

Mutace u mitochondridlni DNA jsou <astéj$i nez u jaderné DNA vzhledem
k nepfitomnosti reparatnich mechanismu (napf. reparacni mechanizmus polymerazy)
(Holland and Parsons, 1999).

3.2.1.2.1 Heteroplazmie

Heteroplazmie je existence vice neZz jedné populace mtDNA v tkdni, resp. buiice.
Vyskyt heteroplazmie v populaci je 2-8 % (Hithne et al. 1999). V ramci forenzniho
zkoumani mulzZe pfitomnost tohoto jevu pfidat na vaze dikazu, protoZze dana
heteroplazmie je typicka pro danou osobu (Holland and Parsons, 1999).

Byly vSak i studie ukazujici dvé rizné heteroplazmie v jediném téle vlasu nebo jiny typ
heteroplazmie ve vlasu a jiny v krvi obéti. Proto je tfeba k této skutecnosti ptihlédnout

(Holland and Parsons, 1999; Hiihne et al. 1999;).

3.3 Extrakce DNA z trichologického materidlu
Je dulezitd pro uvolnéni DNA zbuiky. Extrakce DNA se mize liSit v nékterych

krocich. Nejvétsi variabilita je pfi purifikaci roztoku. Extrakce DNA je provadéna podle
téchto kroku:
1. ¢&isténi trichologického materialu - pro pfipadné zabranéni kontaminace vzorku,
pouziva se 70% roztok etanolu
2. jeho rozpusténi - je dilezité pro uvolnéni DNA
3. purifikace mize mit rizné postupy

4. zahu$tovani pro ziskani koncentrovanéjsiho roztoku
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Ctyti kroky, které jsou pouzivané pti extrakci DNA. V kroku tfi jsou moZné riizné varianty.
Pfevzato z McNevin et al.,(2005a).

Nejrozsifen€j§imi metodami pro analyzu DNA jsou chelatace, fenol-chloroformova
metoda a vazba na silikatové partikule.

Pro extrakci DNA jsou pouzivané hlavné komer¢ni kity jako napf. Qiagen ® (Qiagen,
Germany), nebo Gene Clean® (Q Biogene, USA), které jsou zaloZené na téchto

metodach.

3.3.1 Cheleta¢ni metoda
Do ependorfky s vlasovym vzorkem byl ptidan 5% roztok Chelex® 100 a proteinazy

K. Po dobrém zvortexovani je roztok inkubovan nékolik hodin. Nasledné je roztok
znovu zvortexovan aponofen do vodni lazn€, pro inaktivaci enzyml. Po dalsi
centrifugaci se supernatant prenese do jiné ependorfky a muiize byt dal pouzit na PCR

amplifikaci (Suenaga and Nakamura, 2005).

3.3.2 Fenol - chloroformova metoda
Do ependorfky s vlasovym vzorkem byl pfidan extrak¢ni pufr, roztok enzymu (DDT,

proteinkinaza K) a roztoku pro lyzy vlast. Po nasledné inkubaci a centrifugaci byl opét
pfidan roztok enzymu. Po krat$i inkubaci byl pfidan fenol—chloroform—isoamylalkohol
(25:24:1) adobfe promichan. Po centrifugaci byla vrchni vrstva prepipetovana
a smichana se sodium acetatem a ethachinmatem. Do ependorfky je pfiddn etanol
a centrifugovan.

Srazenina, kterd v ependorfce zlstala po odstranéni supernatantu, byla promyta 70%
etanolem a vysudena ve vakuu.

DNA byla rozpusténa pomoci TE buffer (10mMTris—HCI buffer obsahuje ImM EDTA,
pH 8.0) a miize byt dal pouzita v PCR (Suenaga and Nakamura, 2005).
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3.3.3 Extrakce DNA z trichologického materidlu v telogenni fazi ristu
Jak jiz bylo uvedeno, u trichologického materidlu se vétsina analyz provadi z mtDNA,

protoZe vlasy, které nachazime, jsou &asto bez kofinku v telogenni fazi ristu. Vlas je
v této dobé jiZ keratizovan a nDNA degradovana.

Vlasy, které jsou v telogenni fazi ristu, maji nDNA na vné&jsku vlasového téla (v
kutikularnich burnikdch nebo v epidermalnich buiikach vmezefenych mezi kutikularni
Supiny). McNevin et al., (2005 b) vypracovali optimalni protokol pro extrakci nDNA
z telogennich vlasu:

1. Neumyvejte nebo nelistéte vlas, pokud to neni nezbytné! Jestli to udélate, pouzivejte
jemné vodné nebo alkoholové oplachy.

2. Rozpoustéjte tento material v jednoduchém pufru (e.g. 10 mM Tris— HCI, pH 8.0) s
10 mM EDTA a téz i se soli (e.g 100 mM NaCl or KCl).

3. Inkubujte v 56 °C 2 hodiny v 0.3 mg/mL proteinaze K s vapenatymi ionty

4. Extrahujte s fenol:chloroform: isoamyl alkoholem (25:24:1, pH 8.0).

5. Extrahujte s chloroformem (na odstranéni fenolu).

6. Zkoncentrujte a odsolte extrakt centrifugacni ultrafiltraci (filtraéni membrana musi
mit hranici propustnosti, aby vyloué¢ila molekuly, které jsou mensi nez pozadovany
amplikon).

7. Amplifikujte extrahovanou DNA pomoci PCR (34 cykli) (McNevin et al., 2005a;
McNevin et al., 2005b).

3.3.4 Extrakce vazbou DNA na silikat
Tato extrakéni metoda byla mnohokrat pouzitd na extrakci DNA z starovékého

materialu nebo obecné na degradovanou DNA.

V ependorfce byl promichan rozpou$téci roztok a magnetosilikatové partikule.
Supernatant byl odstranén pfilozenim k magnetickému stojanu a byl pfiddn promyvaci
pufr. Nésledné byl roztok zvortexovan a byl opét vloZzen do magnetického stojanu.
Tento promyvaci proces byl opakovan.

Po pfidani etanolu byla ependorfka zvortexovana a bylo zopakovédno promyvani
etanolem. Po pfiblizeni k magnetickému stojanu byl odstranén supernatant do nové

ependorfky a pouzit pro PCR (Takayanagi et al., 2003).

3.4 Analyza jaderné DNA — STR-typing
STR (short tandem repeat) jsou kratké tandemové Gseky nDNA, které se také oznacuji

jako mikrosatelitni DNA. Jejich délka se pohybuje vétdinou v rozmezi 2-6 parQ bazi,
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pricemz celkova délka t&chto opakovani je pfiblizné 60-100 bp (McNevin et al., 2005 b;
McNevin et al., 2005 a).

STR-typing je analyza nDNA zaloZena na amplifikaci specifickych lokust na riznych
chromozomech nDNA a ma vysokou diskriminaéni hodnotu pfi identifikaci. Napfiklad

komer¢ni kit AmpFISTR SGM Plus, ktery analyzuje 10 STR lokust a amelogenin, ma

diskrimina¢ni hodnotu 1072,

Pti analyze jaderné DNA pomoci STR-typingu pouzivame sekvenéné specificky par
primerd, které naamplifikuji fragment DNA obsahujici danou repetici. Jeden z této
dvojice primeri je vZdy fluorescenéné oznaden. V praxi se vétSinou pouzivaji tfi- , Gtyf-
nebo péti nukleotidové lokusy (Benecke M., 1997).

Pti multiplex PCR se amplifikuje vic neZ jen jeden STR lokus. Primery jsou pfi této
amplifikaci oznacené riznymi barvami a také je rozliSujeme pomoci délkovych rozsaht.
Multiplex PCR je zdkladem rtiznych komer&nich kit pro analyzu nDNA.

Takto barevné rozli¥ené primery jsou na vysledném vystupu pomoci CCD kamery
rozliSené na rizné barevné i vysoké piky.

STR typing ma vysokou diskriminaéni hodnotu pfi identifikaci. STR typing mizZeme
rozdglit na autozomalni STR-typing a Y STR typing, pfi muzskych vzorcich (Corach et
al.,2001).

3.4.1 PCR

Polymerazova fetézova reakce neboli PCR je metoda, pfi které se selektivné amplifikuji
specifické useky DNA, podle ndmi zvolenych primert. Ze stopového mnoZstvi DNA se
da timto zplsobem ziskat DNA fadové v nanogramech az mikrogramech.
Pro provedeni PCR jsou potfebné tyto komponenty :
1. DNA templat — obsahuje oblast DNA, ktera ma byt amplifikovana
2. 2 primery — jsou komplementarni ke koncovym sekvencim vybraného lokusu
3. DNA polymerdza — nejastéji pouZivand je Taq polymerdza ale i jiné,
podminkou je aby jejich teplotni optimum bylo kolem 70°C.
4. Deoxinukleotid trifosfaty (dNTP) - potiebné pro stavbu nové DNA podle
templatové DNA.
5. Roztok pufru — poskytuje vhodné chemické prostiedi pro optimalni aktivitu
a stabilitu DNA polymerazy

6. Divalentni ionty — obecné je pouZivany Mg**
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PCR je cyklicky proces a probiha ve tiech krocich, kterymi jsou denaturace, anelace a
extenze.

Denaturace je proces, ve kterém dochazi k rozvolnéni DNA, a to pfi teploté kolem
95°C. V dalSim kroku, ktery nazyvame anelaci, dochdzi k nasednuti primeri ke
komplementarni sekvenci rozvolnéného vldkna. V zavislosti na délce a sekvenci
primerti probiha tento krok v teplotnim rozmezi od 40-72°C. Posledni krok zahrnuje
elongaci, kde se k 3'OH konci primeru pfipojuji nukleotidy podle komplementarni
sekvence templatu. Tato faze probiha pki 72°C, které tvoii teplotni optimum pro Taq
DNA polymerazu. Mnozstvi DNA roste pfi PCR exponencialng, to znamena, Ze po
kazdém cyklu se mnozstvi DNA zdvojnéasobi (Zima et al., 2004; Alberts et al., 2002).

3.4.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je metoda analyzy malych molekul na zdklade néboje,
hydrofobicity, stereospecifity atd. (Shihabi and Friedberg, 1997).

Kapilarni elektroforéza se provadi v trubici o vnitinim priméru 50-100 mikrometri.
Uzka kapilara dovoluje pouziti vysokych elektrickych poli a tym i krat$i pribgh
kapilarni elektroforézy a tim zabrariuje prehfati, které vysoké napéti obecné zplsobuje.
Vzorky pro kapilarni elektroforézu jsou pfipravované naredénim malé ¢€asti PCR
produktu do vody nebo neionizovaného formamidu. Pfi analyze DNA je pouzita
pozitivni voltaZ, protoze molekuly DNA jsou nabité zdporné€ (Butler et al. 2004).
Kapilarni elektroforézu mizeme rozdélit do vice kategorii jako naprt. kapilarni gélova
elektroforéza, kapilarni zénova elektroforéza nebo micelarni elektrokineticka kapilarni
elektroforéza. Nejjednodussi a nejéastéji pouzivana je kapilarni zondlni elektroforéza
(Landers, 1994).

Vyhodou kapilarni elektroforézy je jeji automatizace (nabrini vzorku, separace a
detekce), pfiCemz je mozna rychla separace vzorkd. Ma vysokou sensitivitu a rozliSeni.
Pro analyzu metodou kapilarni elektroforézy se neéastéji pouzivaji pfistroje ABI Prism

3100 Genetic Analyzer.
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ABI Prism 3100 Genetic Analyzer. Pfevzato z Butler et al. (2004).

MnozZstvi DNA, které je injektovano do kapilary je neptimo umérné iontové sile
roztoku. Po injektovani vzorku do kapilary nasleduje jeho separace na zaklad¢ velikosti
jednotlivych fragmenti. Na CCD kamete detekujeme barevné rozliSeni vzorka.

Vysledny elektrogram je generovan pomoci k tomu uréenému softwaru (Butler et al.,

2004).

3.4.3 Mini-STR analyza
DNA miZe byt degradovdna jak vlhkem, svétlem, bakteridlni kontaminaci nebo

kontaminaci pomoci hub.

V degradovanych vzorcich DNA, je nDNA fragmentovana na malé useky, a proto STR-
typing bude mit nizkou diskrimina¢ni hodnotu (Butler ez al., 2004).

Ku ptikladu pti amplifikaci STR se lokusy do 300 pb ve vysokém procentu ptipadii
nenaamplifikovali (napf. primer D18S51 se nenaamplifikoval v 80 % ptipadech).
Amplifikace lokust, které méli délku kolem 230 pb, byla neuspé$na v 30 % piipadu.
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Pti délce lokusu mezi 106-209 pb byla neuspésnost amplifikace jenom v 10 % pFipadd.
Pro analyzu degradované DNA byli vyvinuté mini - STR kity s primérnou délkou
amplifikovanych fragmenti 150 pb.

Proto byl navrzen miniSTR-multiplex s lokusy THO1, D2S1338, D18S51, D16S539,
FGA a amelogeninem. Pfi STR-typingu s miniSTR-multiplexem byla usp&$nost analyzy
80 % (Butler et al. 2003, Coble and Butler 2005).

Vyhodou této analyzy je to, Ze jeji vysledné profily se daji srovnavat s profily vzniklymi
pomoci STR-typingu, proto je jeji pouziti vyhodnéj$i nez analyza mtDNA (McNevin et
al., 2005 a; McNevin et al., 2005 b).

3.5 Analyza mitochondridlni DNA
Analyza mtDNA je pouzivana tam, kde se predpoklada, ze je nDNA degradovana.

Protoze je mtDNA dédéna maternalné, z matky na jeji déti, nema vyznam ji provadét pfi
maternalné pfibuznych. Diskrimina¢ni hodnota je v téchto ptipadech nulova.

U mtDNA se neanalyzuji STR lokusy jako u nDNA, ale nekddujici oblast
mitochondridlniho genomu zvana také kontrolni region. Kontrolni region je rozdélen do
dvou polymorfnich usekii, ozna¢ovanych jako HV1 a HV2.

Analyza mtDNA je zaloZzena na amlifikaci téchto useku, pricemz SNP, které se nachazi
kolem HVI a HV2 zvysuji pravdépodobnost shody.

Primery, které se pii analyze mtDNA pouzivaji, jsou strukturované jak pro t€zké fetézce
tak i pro lehké fetézce. Oznadeni primeri pro tézky fetézec zacina pismenem H, zatimco
oznaceni pro lehky fetézec pismenem L (Holland and Parsons, 1999).

Pro amplifikaci primert je nasledné pouzita PCR (Holland and Parsons, 1999).

Pfi analyze mtDNA musime brat v Gvahu také jev zvany heteroplazmie, ktery byl
popsan v kapitole 3.2.1.2.1.

Uspé&snost analyzy mtDNA je vysoka. V priibéhu 4 let bylo analyzovano 691 vlasovych
vzorkl, pfi¢emZ jednoznadny plny profil byl dosazen v 82,5 %. Castegny profil se
povedlo analyzovat pti 10,3% vlast a Zadny profil u 7,2 % (Melton et al., 2005).
Uspésnost analyzy miize zaviset od riiznych faktor® jako je délka vlasu (Melton et al.,
2005):
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Melton et al., (2005) empiricky pozorovali také zavislost Gispé$nosti analyzy mtDNA na
sile vlasu:
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Ve vieobecnosti se tvrdi, Ze melanin je inhibitorem PCR ale v této studii tato skute¢nost

nebyla pozorovéna. Také prvotné vyloudeni vlasi na zéklade morfologické struktury

mélo vliv na usp&€$nost analyzy DNA.

V jiné studii dosahuje uspé$nost analyzy mtDNA taktéz dobré vysledky - pfi vlasech
75 %, pubickém ochlupeni 66 % a axilarnim ochlupeni 52 % (Pfeiffer et al., 1999).
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4. Vyuziti forenzni analyzy trichologického materiilu v praxi
- kauzistika
Forenzni genetika zahrnuje tfi dil¢i oblasti zkoumani:

1. Kriminalisticka genetika

2. Identifika¢ni genetika

3. Kognitivni genetika

Obecné je trichologicky material dobrym zdrojem pro analyzu, i kdyz ma sva omezeni,
a to jak degradaci nDNA v keratizovanych vlasech, tak vyskyt heteroplazmie, ktery ale
v n€kterych ptipadech mize mit i pozitivni dusledky (Hiihne ez al., 1999).

Vlas je jeden z nejtrvanlivéj§ich biologickych materialt a tedy je mozné s nim pracovat
i po vice nez 100 letech. Odola také riiznym vliviim pocasi a ¢astokrat i hofeni, proto je
dobrym materialem pro identifikaci.

Diky dlouhodobému zachovani trichologického materidlu je tento ¢asto pouZzivan i v
archeologii nebo pfi zjistovani historickych pfibuzenskych vztahi (Amory et al., 2007,
Jehaes et al., 2001). Trichologicky material, ktery je zkouman, ¢asto pochazi nejen od
lidi ale také od zvifat nebo zrostlin. V nasledujicich fadcich uvadim jen né&kolik

pfikladi, ve kterych byla pouzita forenzni analyza trichologického materialu.

4.1 Snowball

Jeden z nejznaméjSich a vibec prvni z ptipadd, kde byl v soudni sini usv€dcen
podeziely z vrazdy na zaklad€ forenzni analyzy trichologického materialu zvifete.
Byvaly manzel, ktery zabil matku péti déti, kterou o par mésict pozdé€ji nasli v mélkém
hrobé, byl usvédéen na zakladé nalezu bilych chlupl na své kozené bundé, na které
byla také krev zavrazdéné. Vysetiovatel si vzpomnél, Ze s podezielym bydli v domé
také bila kocka, jménem Snowball.

V spolupraci s Menotti-Raymond, ktera pracovala na sekvenovani ko€i¢iho genomu, se
jim povedlo analyzovat tyto chlupy a usvéd¢it obvinéného z vrazdy, nebot’ chlupy

nalezeli s jistotou ko¢ce obvinéného (Menotti-Raymond et al., 1997).

4.2 Napadeni ¢lovéka psem
V bieznu 2000, byl v Budapesti nalezen kluk, ktery byl pozdéji identifikovan jako syn

partnerky bezpeénostniho straZce objektu. Nejprve si policie myslela, Ze se jednd o

sexudlni Utok a nasledné usmrceni chlapce.
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Pitva ale ukédzala na pohryzeni psem. Do uvahy pfipadali rottweiler a némecky ov¢ak.
Tyto druhy psti vlastnil i pracovnik bezpeénostni sluzby. Po nasledném sbéru vzorku ze

pst a vlasi a téla obéti byla shoda mezi vzorky z obéti a némeckym ov¢akem (Padar et
al., 2002).

4.3 Analyza historickych poziistatki

Analyza DNA pomoci trichologického materidlu byla pouzita také pti zkoumani ostatkl
domnélého syna Louise XVI, krale Francie, a jeho manzelky Marie-Antoinetty, Louisi
XVII. Vydaval se za n¢ho Carl Wilhelm Naundorff, ktery poskytl rodin€ nepfimé
dikazy. Po zkoumani mtDNA z jeho vlasi a vlasti Marie-Antoinetty a dvou dalSich

dnes Zijicich maternalng pfibuznych se zjistilo, Ze ve skute¢nosti Naundorff nebyl Louis
XVII (Jehaes et al., 2001).
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5.Zavér

Forenzni analyza DNA je dnes $iroce vyuzivana. Mezi b&ézné&js$i material, ktery se pfi ni
vyuziva, patfi trichologicky material.

Pfed samotnou analyzou DNA zkoumame vlas mikroskopicky pro vyloudeni vzorka,
které pro analyzu DNA nejsou vhodné. Také se provadi morfologické porovnavani
vzorku vlasu, protoZe analyzou DNA se vlas zni¢i.

V ptedchozich kapitoldch byly popsané jak mozné postupy extrakce DNA z vlasu
(cheletatni metoda, fenol-chloroformova metoda a metoda vazbou na silikatové
partikule), tak i nasledné analyzy DNA (STR-typing, miniSTR-typing a analyza
mtDNA).

I kdyZz ma analyza trichologického materialu ¢etné vyhody, najdou se i nevyhody. Za
jednu z nejvétsich bych oznacila nedostatek nDNA v telogennich vlasech.

Analyza mtDNA ma také nevyhody, jako napf. nulovou diskrimina¢ni hodnotu u
maternalné pfibuznych osob. Proto je ji nutné doplnit morfologickou analyzou.

[ pfes nékteré zapory je analyza DNA ve forenznim zkoumani trichologického materiélu
velmi dilezita. I kdyz jiz morfologie vlasi dokaZze poukazat ur¢ité rozdily ve vlasové
struktufe, nemiZe byt pouzitd pro jednoznacné vylouceni. Obé formy analyzy se tak

dopliiuji a jsou nedilnou soucasti forenzni analyzy trichologického materialu.
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