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Abstrakt:

V poslednich letech se pozornost forenzni genetiky soustfedi na vyzkum epigenetickych faktort
a mMRNA. Ukazalo se totiz, Ze jejich analyza poskytuje velmi cenné informace, které je mozné
ziskat z malého mnozstvi biologické stopy a mezi néz patii napi. odhadovani okolnosti smrti,
odhadovani véku jedince, rozliSeni monozygotickych dvojcat, identifikace tkéni a télnich tekutin,
autentizace vzorku, uréeni paternalni alely, apod. V této praci se pojednava o metodach analyz
jednotlivych epigenetickych faktori a mRNA a jejich potencialnim uplatnénim v budouci

forenzni praxi.
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Abstract:

In last years, forensic genetics focused on a research of epigenetic factors and mRNA. It turned
out that their analysis provides valuable information that can be obtained from a small amount
of a biological trace and which included e.g. estimation of circumstances of death, age
estimation, discrimination within monozygotic twins, identification of tissues and body fluids,
sample authentication, determination of paternal allele, etc. In this thesis, it is discussed methods
of epigenetic factors and mRNA analysis and their potential application in future forensic

practice.
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1. Uvod

Forenzni genetika je pomérné nova, rychle se rozvijejici védni disciplina, jejiz znalosti se
vyuzivaji zejména pii objasnovani kriminalnich ptipadi a v ramci ob¢anskopravnich soudnich
sporti. Zavedené metody aplikované ve forenzni praxi vyuzivaji analyzu sekvence DNA, ktera je
pro kazdého jedince na svéte (s vyjimkou monozygotickych dvojcat) odlisna a specifickd. DNA
typing proto slouzi jako doposud nejspolehlivéjsi metoda identifikace vytipovanych osob,
a uplatituje se téz jako vysoce spolehlivd metoda urcovani biologickych piibuzenskych vztaht.
Analyza bodovych polymorfismii (SNP) zase umoziiuje s velkou piesnosti stanovovat parametry
jako je biogeograficky ptivod osoby ¢i nékteré fenotypové znaky. Na urcité typy otdzek vSak
analyza DNA odpovédét neumi.

V poslednich né¢kolika letech byly publikovany nékteré nadé&jné studie, zabyvajici se
epigenetickymi faktory a mRNA a jejich uplatnénim ve forenzni praxi. Epigenetické
mechanismy a mRNA hraji roli v regulaci genové exprese, ¢i pfimo odrazeji jeji stav, jsou
proménlivé s vékem, vlivem okolniho prostiedi a v rdmci urcitého typu tkdné. Jejich analyza tak
poskytuje velmi cenné informace, které¢ z pouhé DNA sekvence vyc€ist nelze. Mezi né€ patii napf.
odhadovani pfiblizného véku, okolnosti smrti a zivotniho stylu jedince, identifikace tkani
a télnich tekutin, informace o prodélanych chorobach, rozliseni monozygotickych dvojcat,

autentizace vzorku, ur€eni paternalni alely, apod.

1.1 Epigenetika

Epigenetika je védni obor zabyvajici se dédi¢énymi modifikacemi DNA beze zmény sekvence.
K epigenetickym mechanismim patii zejména DNA metylace, modifikace histonti, regulace
prostfednictvim nekodujici RNA (miRNA), zmény struktury chromatinovych smycek
a nukleosomalni remodelling, jez vSechny hraji dulezitou roli v regulaci genové exprese, tedy
snizuji nebo zvysuji uroven transkripce jednotlivych genil.

Epigenetické mechanismy (vyjma regulace genové exprese malymi nekodujicimi RNA) urcitym
zpusobem modifikuji strukturu DNA a/nebo histont. V ptipadé€, Ze tyto modifikace znemozZni
pfistup a navazani proteini vazicich se k DNA, transkripcnich faktord, RNA polymerazy II
a dalSich komponent transkripcniho aparatu, uml¢i tak prepis genetické informace. Takovy
dopad ma zejména metylace DNA a histonli, ubiquitinylace, sumoylace a biotinylace histona

a n¢které zmeény typu chromatinovych smycek. Pokud vSak epigenetické procesy méni strukturu



chromatinu (rozvoliiuji DNA) tak, aby byla Iépe piistupna a doSlo k navazani vySe zminénych
proteinl, exprese dan¢ho genu stoupd. ZvySeni transkripce obecné zajiStuje acetylace,
fosforylace a ubiquitinylace histond, nékdy vSak i metylace DNA, a zejména nukleosomalni
remodelling a zmény struktury chromatinovych smycek. (Bernstein et al., 2007)

Epigenetické vzorce se béhem bunééného déleni neméni, a tedy se dédi z generace na generaci.
Béhem Zivota jedince vSak mohou podléhat environmentalnim vliviim a prodélavat zmény

vlivem rtiznych faktort, jako je vyziva a celkovy zivotni styl. (Bird, 2002)
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Obrazek ¢.1 - Epigenetické faktory. Pievzato z (Vidaki et al.,2013), upraveno autorkou.

2. DNA metylace
DNA metylace je proces adice metylové skupiny (-CHs) na pozici 5° nebo 4" uhliku cytosinu
zejména v CpG, ale té¢z v CpA a CpT dinukleotidech; vyjimecné dochazi 1 k adici metylové

skupiny na 6°C adenosinu. Metylace je katalyzovana enzymy oznacovanymi jako DNA



metyltransferazy (DNMT). Ve vétsiné piipada takto modifikované CpG v oblasti promotoru
zpusobi inaktivaci genu, fidce byly identifikovany ptipady, kdy je tomu i naopak.

V genomu savcu je metylovano pfiblizné 60% - 90% dinukleotidiit CpG. Nemetylované useky
CpG dinukleotidii jsou casto nahlouc¢ené ve skupinach a tvoii tzv. ,,CpG ostrivky* o délce cca
300-3000 bp (Vidaki et al., 2013). V embryonalnich bunkach nebyla metylace

deoxyribonukleové kyseliny pozorovana.

DNA metylace
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Obrazek €.2 - Metylace 5" uhliku cytosinu pomoci DNMT. Metylovou skupinu pfinasi S-
adenosyl metionin. (Zakhari, NIH)

2.1 DNA metylace a prostredi

DNA metylace je stupenl regulace mezi stdlym genomem a dynamickym prostfedim. Obecné
plati, ze se starnutim a vlivem vnéjSiho prostfedi dochazi ke zméné a zvySovani rozdilli miry
metylace jednotlivych genli mezi jedinci. Nejlépe se tento fakt da pozorovat
na monozygotickych dvojcatech, tedy jedincich s identickou vychozi genovou vybavou.
Monozygotickd dvojCata zacinaji se stejnym genomem, ale postupem Casu muzeme sledovat
rozdily ve fenotypu, které jsou mimo jiné ditkazem a diisledkem odliSné urovné epigenetického
profilu kazdého z nich.

U mnoha lidskych onemocnéni lze pozorovat odchylky v urovni DNA metylace, a to jak

hypometylaci, tak hypermetylaci. Napiiklad celogenomova hypometylace se typicky vyskytuje



v rakovinnych buiikach a je pravdépodobné zplsobena pasivni nebo aktivni ztratou metylace

DNA v priibéhu opakovanych déleni a/nebo replikace.

2.2 Metody analyzy DNA metylace

K analyze DNA metylace jsou uzivany tii zékladni metody, a to:
1. detekce chemicky modifikovanych nemetylovanych cytosinovych zbytka
2. proteinova interakce

3. metylacné senzitivni restrikce

2.2.1. Chemick4 modifikace cytosinovych zbytku

Tato metoda spociva v modifikaci téch cytosinovych zbytkd, které nejsou metylované. K této
modifikaci se pouzivda NaHSOjs, ktery konvertuje nemetylované cytosiny na uracil, zatimco
metylované cytosinové zbytky ziistanou beze zmény.

Pfi uziti této metody nemusi dojit k Uplné konverzi nemetylovanych cytosinovych zbytkl

na uracil, coz muze pii vyhodnocovani vysledka vést k pfecenéni arovné metylace.

2.2.2. Proteinova interakce s 5-metylcytosinem

Na rozdil od ptedchozi metody, metoda proteinové interakce zachovava strukturu DNA bazi,
postrada vsak vysokou specifitu a citlivost. VEtSinou je zaloZzena na izolaci metylovanych ¢asti
DNA pomoci monoklonalni protilatky 5-metylcytosinu. K izolaci fragmentti je DNA sonikovéana

a denaturovana.

2.2.3. Metylacné senzitivni restriktazy

Tteti uzivanou metodou je St€épeni DNA pomoci restriktaz (napt. Hpall a Hin6l), jejichZ aktivita
zavisi na metylaci CpG dinukleotidii v cilové sekvenci. Tyto restrikéni enzymy §tépi pouze
nemetylované cytosinové zbytky, zatimco metylované CpG nechdvaji beze zmény.
Po kompletnim nastépeni DNA ve vzorku se na jednotlivé fragmenty navaze specificky adaptér.
Pokud 1 poté v téchto naStépenych kratkych oligonukleotidech zistava metylovand DNA, nastépi
a odstrani ji enzym McrBC (restriktaza, $tépici DNA v misté metylcytosinu, kterému piedchéazi
jeden z purinovych nukleotidt). Finalni fragmenty DNA s navazanymi adaptéry se amplifikuji
pomoci PCR a analyzuji (Schumacher, 2004-2007).
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Obrazek ¢.3 - Analyza metylace DNA pomoci metylaéné-senzitivnich restrikénich enzymt.

Pievzato z (Schumacher, 2004-2007), upraveno autorkou.

2.2.4 Analyza DNA metylace - shrnuti

Pro forenzni Ucely se jako nejvhodnéjsi jevi analyza metylace DNA modifikaci bazi pomoci
hydrogensificitanu (HSO?), a to zejména kvuli jejim nizkym narokiim na kvantitu pocatecni
DNA. Jak ukazuje studie Xu et al., 2012, miZzeme (pii vhodné volb¢ izolacni metody) touto
bisulfitovou konverzi GspéSné analyzovat i vzorky télnich tekutin s obsahem DNA menSim
nez 1 ng. Tento aspekt je velmi dilezity, nebot’ ve vzorcich, které se analyzuji ve forenzni praxi,

byva DNA ¢asto velmi malého mnoZstvi a nizké kvality.
2.3 Aplikace ve forenzni epigenetice

Vsechny dillezit¢ procesy v buince jsou regulovany expresi gentii, a ta je zase regulovana

epigenetickymi mechanismy. Epigenom se tedy méni na zéklad€ specifickych bunéénych potieb.
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Metyla¢ni profil DNA, stejné jako stav ostatnich epigenetickych faktort, muze odhalit aktivity
jednotlivych genti urcité tkan¢ v urCité dobé, a byt tak dilezitym pomocnikem pii uréovani
patologického stavu (H’mida Ben-Brahim et al., 2015), typu samotné tkan¢ (Frumkin et al.,
2011), ¢i napft. okolnosti vedoucich ke smrti (Fragou et al.,2011).

Analyzou DNA metylace je rovnéZ mozné urcit pohlavi a pfiblizny veék jedince, identifikovat
paternalni alelu ¢i ovéfit autenticitu (ptirodni ptivod) DNA v biologické stopé. Tyto analyzy

budou blize popsany v kapitole 5.

3. MiRNA

Mikro-RNA je tfida malych nekodujicich RNA o délce 18-24 nukleotidl, které vznikaji
transkripci DNA, ale nejsou dale translatovany, a které hraji podstatnou roli v regulaci genové
exprese na posttranskripéni urovni. V bunice se miRNA vyskytuje vdzana s proteinem Argonaut
v komplexu RISC (RNA induced silencing complex), ktery se angaZzuje v procesu ozna¢ovaném
jako RNA interference. Pii RNA interferenci dochazi k navazani miRNA v komplexu RISC
na 3" komplementarni  sekvenci UTR cilové mRNA, kterda je nasledné Stépena
nebo destabilizovana prostfednictvim zkraceni poly(A) konce. MiRNA tak snizuje translaci

proteinu, ktery je danou mRNA kodovan.

3.1 Uchovavani miRNA

V porovnani s mRNA, kterd v bunice velmi rychle degraduje, je miRNA v Case vyrazné
stabilngjsi. Svou stabilitu ziskava diky kooperaci s komplexem RISC (Winter and Diederichs,
2011), piesto po smrti jedince pomérné rychle degraduje. Bylo ovéieno, Ze po 10 dnech, kdy je
lidské sérum vystaveno pokojové teploté, jeji koncentrace ve vzorku rapidné klesa, nicmén¢ stale
zustava detekovatelna. (Silva et al., 2015)

Uchovavat miRNA v dobrém stavu lze ve vysuSenych vzorcich (nezbytné je vSak kompletni
vysusSeni), v lidském séru muze byt jeji zivotnost prodlouzena zmrazenim na -20°C az -80°C,

piiemz rozmrazeni a znovuzmrazeni jeji stabilitu vyrazné snizuje. (Silva et al., 2015)

3.2 Analyza miRNA profilu
Analyzovat stav miRNA ve vzorku lze celou fadou metod. Mezi nejefektivnéjsi

a nejpouzivanéjsi patfi:
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1. Analyza pomoci microarrays
2. RNA sekvenovani
3. Kvantitativni reverzni transkripce PCR (qQRT-PCR)

Vsechny zminéné metody pracuji s cDNA (complementary DNA), kterd vznikne reverzni
transkripci analyzovanych miRNA. Protoze miRNA jsou velmi kratké a nesdileji zadnou
sekvenci tak, aby mohl byt vyuzit pouze jeden univerzalni primer, je relativné obtizné tuto
reverzni transkripci uskutecnit. Proto jsou zpravidla uzivany specifické miRNA primery (linearni
nebo s vlasenkou), pomoci kterych je reverzné transkribovana vzdy jen konkrétni miRNA.
Druhou moznosti je prodlouzeni vlakna RNA pfipojenim fragmentu znamé sekvence a nasledné

pouziti primeru universalniho (Benes and Castoldi, 2010).

3.2.1 Analyza pomoci microarrays

Metoda spociva v hybridizaci fluorescenéné oznacené cDNA s na Cipu vazanou sondou znamé
sekvence. Mira vysledné fluorescence odrazi mnozstvi hybridizovanych fragmentd.

Microarray technologie umoziuje sledovat soucasné pfitomnost mnoha set riznych miRNA
asoucasn¢ je pomérné levnd. Vysledky vSak muze negativné ovlivnit nizkd specifi¢nost
a citlivost metody. Hlavni nevyhodou ve forenznim kontextu je potieba relativné velkého

mnozstvi vzorku.

3.2.2 RNA-sekvenovani

Metoda pracuje s cDNA ve form¢ kratkych usekd, na které se navazi specifické adaptory
(k jednomu ¢i k obéma koncim fragmentu) a tyto fragmenty jsou poté sekvenovany. Obvykla
délka ziskané sekvence je 30-400bp. (Wang et al., 2009)

Metoda je velmi efektivni pfedevSim proto, ze ji Ize analyzovat jak zndmé, tak i nové, dosud
neobjevené¢ miRNA. Zaroven je schopna zachytit i jednonukleotidovy rozdil mezi dvéma
miRNA. Nevyhodou metody jejeji pomérneé vysokd cena, potieba velkého mnozstvi

bioinformatickych nastroji k analyze sekvenacnich dat a nemoznost stanovit celkové mnozstvi

miRNA.
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3.2.3 Kvantitativni reverzni transkripce PCR (QRT-PCR)

Metoda amplifikuje vzniklou cDNA pomoci kvantitativni PCR. Jednotlivé miRNA se vzajemné
n¢kdy i1 znacné lisi poctem obsazenych CG part, a v disledku toho teplotou tani (Tm) dsDNA
pii vazbé s komplementarnim specifickym miRNA primerem, coz miize zpiisobovat problém
pii navrhovani PCR. Pokud je rozdil Tm vysoky, Ize ho snizit zkracenim sekvence primeru.
Pokud je rozdil Tm maly, Ize problém korigovat navazdnim tzv. LNAs (locked nucleic acids),
coz jsou syntetizované RNA/DNA sekvence, komplementarni k cDNA. Kazda pouzitd LNA
zvysi termostabilitu DNA/DNA hybridu o 5°C.(Benes and Castoldi, 2010)

QRT-PCR je v porovnani s piedchozimi dvéma metodami velmi sensitivni a specificka. Navic
umoziuje absolutni kvantifikaci miRNA ve vzorku, nevyzaduje velké vstupni mnozstvi vzorku

a je pomérné levna. Metoda vSak nedokaze analyzovat nové miRNA.

3.3 Aplikace ve forenzni védé

Forenzni vyznam malych nekodujicich RNA spociva v jejich specifi¢nosti pro konkrétni typ
tkan¢ (Silva et al., 2015). Diky tomu se mohou stat miRNA dobrym biomarkerem, pomoci
které¢ho 1ze identifikovat plivod a typ télnich tekutin, jejichZ stopy se Casto vyskytuji na misté
¢inu (krev, sliny, vaginalni sekret, sperma); tyto informace z pouhé sekvence DNA piitomné
ve vzorku urcit nelze.

Vybér spolehlivych a validnich biomarkert v podobé miRNA bohuzel neni jednoduchy
a recentni studie vykazuji jisté neshody. Napt miR-205 byla v jedné studii urcena jako biomarker
pro sliny (Courts et al.,2011), v druhé studii jako biomarker epitelni tkan¢ (Wang et al., 2012).
Piehled doposud identifikovanych potencialnich biomarkerd v podobé MIRNA je uveden
na obrazku ¢.4. Zajimavou skutecnosti je, Ze doposud nebyla nalezena miRNA specificka pro
moc. (Weber et al., 2010)

Mimo identifikaci télnich tekutin muize miRNA slouzit také k uréeni véku, pohlavi

a patologickych stavii jedince. O téchto postupech je blize pojednano v kapitole 5.
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Obrazek ¢.4 - Pfehled miRNA, které jsou potencidlnimi biomarkery pro uvedené tkané. Pievzato

z (Silva et al.,2015), upraveno autorkou.

4. mMRNA

MRNA, neboli messengerovda RNA, je jednofetézcova ribonukleova kyselina s informacni
funkei. Prenasi genetickou informaci obsazenou v DNA do proteinu skrze translaci, tedy slouzi
jako matrice pro syntézu urCité bilkoviny. Messengerovd RNA vznika procesem zvanym
transkripce, kdy je syntetizovana RNA polymerdzou na zaklad¢ sekvence exonu genu v DNA.
Jeji mnoZstvi v buiice zavisi na konkrétnich specifickych potfebach buiiky, které ovlivituje jak

vn&j§i prostiedi, patologicky stav, tak kupiikladu i poteba diferenciace v urcitou tkan apod.

4.1 Aplikace ve forenzni védé
Stejné jako tkanové specifické miRNA a DNA metylace, je i mRNA vhodnym markerem
pro identifikaci télnich tekutin obvykle se vyskytujicich na misté ¢inu. Profilovani mRNA je

doposud nejspolehlivéjsi metodou, nebot’ v porovnani s epigenetickymi markery, jejichz studium
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je teprve v pocatcich, je mRNA prostudovana dostatecné a zname fadu vysoce specifickych
a citlivych biomarkerii povahy mRNA, které Ize aplikovat v praxi. Navic i pfesto, ze je mRNA
za béznych fyziologickych podminek v bunice malo stabilni (polocas zivota v fadech minut
az hodin), je mozné Gspésné izolovat RNA i ze vzorku starych nékolik let. Ve studii Kohlmeiera
a Schneidera (Kohlmeier and Schneider, 2012) se podafilo analyzovat mRNA (konkrétné HBB
marker) ve stopach krve vystavenych po dobu 23 let urCitym vnéjSim podminkam (pokojova
teplota, sucho a tma). Skutecnost, ze nékteré¢ mRNA markery jsou takto stabilni, z nich déla dalsi
ucinny nastroj forenzni praxe.

Lze uvazovat 1 o provadéni analyzy mRNA u znovuotevienych piipadl, coz b pfineslo moznost
odhalit skutecnosti, které nebylo mozné pted urcitou dobou pomoci analyzy DNA zjistit.
Bohuzel, ¢asto jsou namisto celych stop deponovany pouze vzorky DNA a neni jisté, zda by se
Vv nich dala detekovat i RNA. Mira koizolace DNA/RNA zavisi totiz vyrazné¢ na pouzité metodé
extrakce. (Lindenbergh et al., 2012)

4.2 Analyza mRNA

Hlavni metodologickou vyhodou profilovani mRNA je jeji koextrakce s DNA, kdy nedochazi
ke ztraté materialu, a dale moznost detekovat hned nékolik télnich tekutin béhem jediné analyzy
pomoci multiplexové PCR, ¢imZ jsou simultanné ziskany informace o expresi vice nez jednoho
genu.

BéZznym postupem profilovani mRNA je nejprve lyza bunék, poté koextrakce DNA/RNA
ze vzorku, separace DNA, reverzni transkripce mRNA do cDNA, amplifikace cDNA pomoci
multiplexové PCR, analyza fragmentl kapildrni elektroforézou s detekci laserem indukované

fluorescence a zavérecné vyhodnoceni ziskanych dat, tedy uréeni typu biologické stopy. (Juusola
et al.,2005)

5. Forenzni aplikace analyzy epigenetickych faktori

5. 1 Identifikace télnich tekutin

Identifikace télnich tekutin je ve forenzni praxi velmi vyznamnd, nebot’ poskytuje voditko
ke zjisténi okolnosti posuzovaného ptipadu (napiiklad nalezeni spermatu na misté¢ C¢inu muize
poukazovat na sexudlni utok). Zakladni forenzné biologické metody identifikace, jako je

enzymatickd, imunologicka, ¢i chemickd analyza, byly a jsou bézné pouzivany, avSak mohou
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za urcitych okolnosti poskytovat neptesné informace kvili nespecifické reakci s jinymi latkami
pritomnymi ve vzorku.

Ur¢it ptvod biologickych stop muzeme jak analyzou DNA metylace, detekci ptitomnosti
specifickych miRNA, tak i analyzou mRNA.

V pfipad¢ analyzy DNA byly testovany urcité genetické lokusy, které se v jednotlivych tkanich
lisi svou turovni metylace. Né&kolika studiemi byly identifikovany takové markery, které
jednotlivé télni tekutiny odliSuji od ostatnich, a to: C20orfl17, cg06379435, cg08792630
pro krev; BCAS4, ¢g26107890, cg20691722 pro sliny; ZC3H2D, FGF7, DACT1, USP49,
cg23521140, cg17610929 pro sperma; PFN3 a PRMT2, cg01774894, cgl14991487 pro vaginalni
sekret (Park et al., 2014),(An et al., 2013),(Madi et al., 2012). Zpravidla lze od ostatnich t€lnich
tekutin snadno odlisit ejakulat. Naopak rozdily v DNA metylaci stavajicich markert pro sliny
a vaginalni sekret nejsou k jejich bezpecnému odliseni dostacujici, a je proto potieba dalSich
studii v tomto sméru. (Park et al., 2014)

K identifikaci vaginalniho sekretu se téZ uzivaji mikrobidlni testy, které detekuji ptitomnost
bakterie rodu Lactobacillus, charakterizujici vaginalni mikrofloru. Nevyhodou je skutecnost,
ze tyto bakterie, vyskytujici se pfirozen¢ v pochvé, se mohou pfenést na ruce, penis a jiné casti
lidského téla, které jsou s zenskym genitdlem v kontaktu, a narusit tak pfesnost vysledkda.
(Fleming and Harbison, 2010)

Dalsi moznosti, jak identifikovat lidskou tkan ¢i télni tekutinu, je analyza malych nekddujicich
miRNA biomarkert ( viz obrazek ¢.4). Nicméné — jak uz bylo konstatovano vySe — studie, které
se hledanim téchto biomarkert zabyvaly, se n€kdy rozchazely ve svych zavérech (napt. v jedné
studii ur¢ita miRNA definovala epitelidlni tkan, v druhé sliny). Bude proto potieba problematiku
dale studovat, aby byly nalezeny spolehlivé markery specifické pouze pro jednu danou télni
tekutinu ¢i tkan. (Silva et al., 2015)

V tuto chvili je nejefektivnéj$i metodou identifikace télnich tekutin a tkdni analyza mRNA. Jeji
vyhodou je moznost simultanniho namnozeni vice nez jednoho mRNA markeru v jednom kroku
pomoci multiplexové PCR, coz uSetfti mnoho Casu. Byly identifikovany genomové lokusy,
které jsou v urcitych tkanich siln€ transkribovany do mRNA, a jsou tedy pro tuto tkan specifické.
Na obrazku ¢.5 je elektroforetogram jednotlivych markerti v testovanych vzorcich pro krev,

sliny, poSevni sliznici, sliznici (obecné), sperma, menstruacni sekret a vybrané housekeeping

17



geny (provozni geny v eukaryotické bunce, které jsou exprimovany ve vSech typech buné¢k
a ve vSech vyvojovych stadiich). Lze vSak fict, Ze z uvedenych tfi zplisobl identifikace télnich
tekutin ma pravdépodobné nejveétsi budoucnost identifikace pomoci analyzy DNA metylace.
DNA je totiz mén¢ nachylna k degradaci nez RNA. Je ale opét potieba dalSich studii, aby se —
jak uz bylo zminéno — naslo vice spolehlivych markerti, a to zejména pro rozliSeni slin a

posSevni sliznice.
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Obrazek ¢.5 - Elektroforetogram (vysledek 19-plex PCR) vyskytu jednotlivych mRNA markert
v danych tkanich a télnich tekutinach. Jednotlivé piky pfedstavuji pozitivni signal, tedy

ptitomnost daného markeru ve vzorku. Pfevzato z (Lindenbergh et al., 2012), upraveno autorkou.

5.2 Ur¢eni biologického stari donora

Z hlediska ziskani informaci diilezitych pro postup vysetiovani je velmi dilezitym cilem analyzy
biologického materialu predikce véku donora, kterd mize podstatné zmensit okruh vytipovanych
0sob. Zde je v prvé fadé nutné upozornit na rozdil mezi vékem biologickym a kalendainim,
protoze z biologického materialu Clovéka lze urcit pouze vek biologicky, na jehoz zéklad¢ se
odhaduje vek kalendaini. Kalendaini v€k je doba uplynula od narozeni. Biologicky vek je stav
fyzického tela, odrazejici vyvojovy stupen, vykon a zdravi organti a tkani. Zavisi na zivotnim
stylu jedince, prodélanych chorobach a genetickych faktorech, pficemz Spatny vliv na néj maji
nezdravé stravovaci navyky, koufeni, uzivani alkoholu a jinych drog, nedostatek pohybu, apod.
Muze se tak stat, Ze se biologicky v€k mladého ¢loveka vyrovnd biologickému véku cloveka ve
stfednich letech, ktery zije o0 mnoho zdravéji. (Roizen a Stephensonova, 2000) Tento fakt je pii
odhadovéni véku nutné zohlednit.

V soucasnosti se biologické stafi urCuje zejména u lidskych ostatkt, a to na zakladé méfeni
a analyzy vybranych oseédlnich a dentdlnich znakl, popifipadé i mékkych tkani, pokud jesté
nedoslo k jejich rozkladu. Podminkou je tedy nalezeni téla, kostry a/nebo chrupu v co nejlépe
zachovaném stavu, coZ v bé€zné praxi neni vzdy pravidlem. Navic predikce v€ku na zakladé
kosternich markantd neni vysoce pfesna, v€k lze odhadovat pouze v relativné Sirokém intervalu
(n¢kdy je tento interval az 20-40let). Je tedy vhodné najit i jiné, piesnéj$i metody urcovani
kalendarniho v&ku ¢lovéka.

Protoze se stafi projevuje nejen somatickymi znaky, ale 1 na molekuldrni Grovni, je teoreticky
mozné predikovat vek na zdklad¢ jistych molekularnich zmén projevujicich se s postupem casu
azivota jedince. Mezi n€ patii zejména degradace DNA, vyssi pocet chyb pii replikaci,
zkracovani telomer a zmény globalni trovné metylace. Obecné plati, Zze se uroven metylace
genomovych lokust starnutim snizuje spolu s funkci DNMTI1. (Jr et al., 2003) Existuji vSak
I takové geny, jejichz promotory se se zvysujicim vékem hypermetyluji, napt. supresory nadord
a dalsi geny svou funkci spojené s nddory, coz ve vysledku ndsobi riziko propuknuti rakovinného

bujeni. (So et al., 2006) Nalezeni dostate¢ného mnozstvi genomovych lokusu, jejichz uroven
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metylace vysoce koreluje s vekem (pozitivné ¢i negativn€) a pfitom neni individualné
proménliva, by mohlo byt potencidlni nadéji na zefektivnéni ur€ovani kalendainiho véku.

Ve studii (Yi et al., 2014) bylo pomoci metody MS-RDA z krevnich vzorkti nalezeno
a identifikovano 8 markert, které byly odlisné¢ metylovany u donori mladého véku (10-15 let)
au donoru starSiho véku (65-70 let). VSechny tyto markery vykazovaly vysokou korelaci
s vékem a naopak nevykazovaly interindividualni rozdily. Geny, jeZ je charakterizuji, hraji roli

ve vyvojovych procesech bunky. V tabulce €.1 je uveden jejich piehled, lokalizace a dodatecné

informace.

Gen Lokace Oblast promotoru CpG ostriivek Pocet CpG  délka
TBOX3 12g24.1 ne ne 15 224
GPR137 11922.3 ne ne 9 216

ZIC4 30924 ne ano 11 141
ZDHHC22 14q924.3 ne ano 19 312
MEIS1 2pla ne ne 21 306
UBEZ2E1 3p24.2 ne ano 15 292
PTDSS2 11p15.5 ano ano 24 283
UBQLNL1 9922 ano ano 10 149

Tabulka ¢.1 - seznam 8 markert (genil) identifikovanych metodou MS-RDA. Pievzato z (Yi et

al., 2014), upraveno autorkou.

V dalsi studii (Zbie¢-Piekarska et al., 2015) byla provéfena a porovnana troven metylace 7 CpG
lokusti v promotoru ELOVL2 ve vzorcich krve donord ve véku od 2 do 75 let. Bisulfatovou
konverzi cytosinll a naslednym pyrosekvenovanim bylo zjisténo, ze nejvyssi korelaci s vékem
vykazuje misto oznacené jako C7. Findlni testovany model, skladajici se ze dvou CpG mist
ELOVL2 promotoru, se shodoval s vékem kalendainim s pramérnou chybou 6,8 let.

Déle byl navrhnut model, ktery je schopen predikovat chronologicky vék ¢lovéka v rozmezi 18-
70 let s primérnou piesnosti 5,2 let. Jedna se o analyzu metylace dvou cytosini z EDARADD,
TOMILI a NPTX2 gent ve slinach ¢lovéka (Bocklandt et al., 2011), linearni korelace s vékem

byla vSak u téchto markert potvrzena i v krvi testovanych donort. (Rakyan et al., 2010)
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Jak je popsano vyse, na zaklad¢ odlisné urovné metylace urCitych lokusi v genomu clovéka l1ze
pomeérne¢ presné predikovat jeho chronologicky vék. Hledanim novych CpG mist, které vysoce
pozitivné ¢i negativné koreluji s vékem a ovéfenim jejich spolehlivosti by se mohla predikce

véku ¢loveéka do budoucna vyrazné zefektivnit.

5.3 Identifikace paternalni alely

Pti ur€ovani otcovstvi se recentni metody soustiedi na analyzu DNA, konkrétné detekci shodné
alely v genomu ditéte a testovanych domnélych otci. Tento obligatorni gen mizeme
identifikovat z genomu ditéte, pouze pokud je znam genotyp matky a dit¢ pfitom s matkou
nesdili identicky heterozygoticky par alel. V ostatnich pfipadech prozatim neexistuje metoda
schopna rozlisit paternalni pivod alely. (Vidaki et al., 2013)

Clovék ma viechny své autozomélni geny ve dvou kopiich, pfiemz jednu zdé&dil od otce
a druhou od matky. Ve vétSiné piipadil jsou exprimovany obé dvé verze genu, u uréitych genil
vSak je jedna alela cilené vypnuta a exprimovana je pouze mateiska ¢i naopak otcovska alela.
Tento mechanismus regulace genové exprese se nazyva genovy imprinting a je realizovan
zejména metylaci jedné z alel. Pokud je tedy analyzovan stav metylace imprintingovanych gent,
je mozné zjistit, kterd alela je otcovského plivodu a na zdkladé této informace dale vyloucit
domnélého otce, ktery tuto alelu nevlastni.

Urcit paterndlni ptivod alely analyzou metylace lze napf. na imprintingovaném SNP lokusu
rs220028 (Zhao et al., 2005), dale analyzou H19 genu (exprimuje se pouze mateiska alela),
HYMAL, SNRPN a PEG3 genu (exprimuje se pouze otcovskad alela) v periferni krvi.
(Nakayashiki et al., 2008) Ukazalo se vsak, ze trovné metylace CpG mist téchto gent
v nékterych testovanych tkdnich (nehty, vlasy a spermie), ¢i vlivem dlouhodobého skladovani
a vysokych teplot, vykazuji neoCekavané fluktuace. (Nakayashiki et al., 2009) Je tedy potiebné
se nadale zabyvat zavislosti DNA metylace na typu tkané¢ a vnéjSich podminkéch, aby bylo
mozné identifikovat paternalni alelu ze vSech forenzné dulezitych tkanich lidského téla

a za variabilnich podminek.

5.4 Autentizace vzorku
Moderni technologie umoziuje jen se zakladnimi znalostmi molekularni biologie a patfi¢nymi

technickymi nastroji uméle vytvofit synteticky fragment DNA, shodny s urCitym usekem DNA
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libovolného existujiciho jedince. Tento fakt s sebou pfinési riziko podvrzeni syntetické DNA
pachatelem, coz muze vést ke zmateni ¢i piimo nespravné identifikaci donora ze vzorkl
odebranych na misté ¢inu. Je proto potfeba mit k dispozici analyzu, jejimz prostfednictvim lze
rozlisit pfirodni in vivo syntetizovanou DNA, pochazejici z bun€k, od arteficialni DNA,
syntetizované in Vitro v laboratofi.

Bézny postup ve forenzni praxi zacina sbérem vzorkt biologickych stop z mista ¢inu, pokracuje
extrakci DNA a jeji amplifikaci pomoci PCR a kon¢i profilovanim standardniho souboru cca 9-
21 STR (short tandem repeat) lokust, které jsou vysoce polymorfni a pro kazdého Clovéka
specifické. Tyto STR se poté srovnavaji s obdobnym profilem, ziskanym analyzou DNA
podezielych osob. Pokud jsou profily shodné, je zpravidla (s vyjimkou monozygotickych
dvojcat) prekro¢ena hranice individudlni identifikace a osobu lze povazovat za spolehlivé
identifikovanou.

Pti feSeni kriminalistickych ptipadd se prozatim nezohlediiuje fakt, Ze 1ze DNA falSovat a vnést
na misto ¢inu s imyslem zastfit vlastni biologické stopy ¢i pfimo svést podezieni na cizi osobu.
Je tedy nutné zavést do bézné praxe metody, které by mohly tomuto riziku zabranit. Jednim
ze zpusobi odliSeni in vitro a in vivo syntetizované DNA je analyza metylace urcitych
genomovych lokusii. Pfirodni DNA totizZ obsahuje jak metylované, tak 1 nemetylované lokusy,
kdezto uméle vytvofena DNA neni metylovana vibec. (Frumkin et al., 2010) Analyza metylace

se provadi metodami popsanymi v kapitole 2.2.

5.4.1 Autentizace vzorku - metody

Studie (Frumkin et al., 2010) navrhla a ovéfila postup, jak autentizovat vzorek DNA. Tento
rozbor zacind bisulfaitovou konverzi vSech nemetylovanych cytosini na uracil. Poté se
amplifikuji ¢tyfi lokusy (NT18, ADD6, MS53, SW14) a jeden referencni CODIS STR lokus
(FGA) pomoci PCR. NT18 a ADD6 lokusy byly vybrany, protoZe jsou konzistentné metylovany
a naopak MS53 a SW14 byly vybrany, protoze metylovany nejsou (v lidskych slinach, krvi
a epitelni tkani). NamnoZené amplikony se analyzuji pomoci elektroforézy. Pokud chybi
kompletn¢ vSechny amplikony, nastala chyba v procesu. Pokud se uspésné amplifikuje CODIS
lokus FGA, ale zbyvajici lokusy zlstanou nedotéeny, obsahuje testovany vzorek uméle
syntetizovanou DNA, kterd se vytvofila v procesu generujicim pouze urcité useky DNA, tedy

pomoci PCR ¢i molekuldarniho klonovani. Amplifikace vSech lokust tika, ze v testovaném
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vzorku je bud’ uméla DNA (vytvorena metodou WGA), nebo Cisté pfirodni DNA. Rozlisit mezi
témito dvéma typy DNA lze pomoci sekvenovani a analyzy irovné metylace. Pokud je testovany
vzorek metylovan tak, jak bylo popsano vySe (metylované cytosiny v NT18 a ADD6 loci
a nemetylované cytosiny MS53 a SW14 loci), jedna se 0 in vivo syntetizovanou DNA,

v ostatnich piipadech se jedna o DNA syntetizovanou in vitro.

5.4.2 In vitro syntéza DNA
Vytvotit umélou DNA lze pomoci PCR, molekularniho klonovéni, ¢i WGA (whole genom

amplification).

54.2.1PCR
Metodou PCR lze pomoci primert amplifikovat vybranou sekvenci DNA do pozadovaného
mnozstvi. Je také mozné namnozit vice mist najednou, napiiklad téch, o kterych je znamo,

ze budou testovany kriminalistickou laboratofi.

5.4.2.2 Molekularni klonovani

Molekularni  klonovani spo¢ivd v namnozeni pozadované sekvence DNA pomoci
mikroorganismii — nejcastéji bakterii, bakteriofagi a kvasinek. Nejprve se vytvoii vhodny
vektor, obsahujici sekvenci, kterou chceme naklonovat, a vlozi se do hostitelského organismu.
Ten vektor pfijme jako svou vlastni DNA a v pribéhu nékolika bunécnych cyklli ji namnozi
na pozadované mnozstvi. (Holasova et al., 2006) Pro tuto metodu neni potieba vstupni piirodni
DNA, Kk vytvofeni vektoru sta¢i pouze znalost pozadovanych sekvenci, principalné tedy

kupftikladu genetického profilu ziskaného z databaze .

5.4.2.3 WGA

Cilem této metody je ziskat genomovou DNA (gDNA) ve velkém mnozstvi (fadové mg)
i z malého pivodniho vzorku (ng). Na rozdil od klasické PCR, ktera amplifikuje pouze urcité
vybrané sekvence, WGA amplifikuje cely genom. K tomuto ucelu pouziva rtizné typy primerti —
takové, které jsou komplementarni k Casto se vyskytujicim sekvencim v genomu, déale zcela
ndhodné primery a naopak relativné specifické primery. WGA ziskavd gDNA pomoci

izotermalni amplifikace. (Susla, n.d.)
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5.5 RozlisSeni monozygotickych dvojcat

V pftipad¢ identifikace osob ¢i urCovani paternity, selhavaji u monozygotickych dvojcat
standardni metody forenzni analyzy. Identifikace jedince na zakladé profilovani vysoce
polymorfnich STR lokusi nemlze u monozygotickych dvojcat fungovat, nebot jejich STR
lokusy jsou s vysokou pravdépodobonosti shodné. Protoze tato dvojcata se rodi s pomérné
vysokou cCetnosti — cca 3/1000 (Bortolus et al., 1999), zvySuje se pravdépodobnost vyskytu
ptipadt vyzadujici jejich rozliSeni. Je tedy dulezité najit metody, které by toho byly schopny.
Monozygoticka dvojcata pochazeji z jedné zygoty, a je tedy predpoklad, ze sdileji identickou
genovou vybavu. Fakt, Ze jsou néktera dvojCata fenotypové rtizna, se vysvétluje predevSim
odliSnymi epigenetickymi profily, konkrétné rozdilnym profilem metylace cytosini v CpG
dinukleotidech (Li et al., 2011) a profilem acetylace histont. Tyto rozdily se zvySuji s vékem
a méni se vlivem vnéjsich podminek. (Fraga et al., 2005)

Nedavné studie vSak potvrzuji, Ze se monozygotickd dvoj€ata mohou liSit 1 sekvenci DNA. Od
chvile rozdéleni embrya totiz muze dojit k de novo mutacim na Grovni pouhého jednoho
nukleotidu, které pak nese v genomu pouze jedno z dvojcat. Takova mista se obecn¢ nazyvaji
SNP (single nucleotide polymorphism) a detekce jejich rozdili mezi obéma monozygotickymi
dvojcaty mulze vést k rozliSeni téchto dvojcat. Navic, pokud tyto mutace vzniknou krétce
po rozdéleni blastocysty, objevi se odlisSny SNP jak v télnich, tak i zarode¢nych buiikach a je
dédi¢ny, pficemz existuje vice nez 3,7 % pravdépodobnost, ze se takovato mutace v genomu
vyskytne. (Weber-Lehmann et al., 2014) (Krawczak et al., 2012)

Ve studii (Weber-Lehmann et al., 2014) analyzovali jeji autofi pomoci NGS (next generation
sequencing) metod DNA jednoho paru monozygotickych dvojcat (muzil), extrahovanou z jejich
spermatu, krve i bukalnich stérli. Pro srovnani a ur€eni paternity touto metodou sekvenovali také
DNA ditéte jednoho z dvoj€at a matku tohoto ditéte. Objevili pét SNP, které se nachézely pouze
u ditéte a jednoho z dvojcat. Podafilo se jim tedy nejen rozliSit obé monozygoticka dvojcata,
ale také po srovnani s genomem ditéte urcit, kdo z dvojcat je jeho biologickym otcem. Jinou
studii bylo zjiSténo, Ze se monozygotickd dvojcata mohou liSit i na bazi CNV (copy number
variaton), tedy abnormadlnich pocti kopii urcitych lokust tedy drobnych deleci nebo duplikaci.
(Erickson et al., 2008)

Nelze tedy tvrdit, Ze jsou monozygotickd dvojcata co do DNA sekvence zcela identicka,

nebot’ mezi nimi existuji 1 rozdily genetického razu, ackoliv se mulize jednat o pouhy jeden
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mutovany nukleotid. K detekci takovychto drobnych rozdilii je nutné pouzit velmi precizni
a detailni metody sekvenovani celého genomu, napt. NGS. S jejich rozvojem se nabizi moznost

znovuotevieni piipadl s monozygotickymi dvojcaty, které nebyly v minulosti vyfeseny.

5.6 Urdceni stari biologické stopy

Urceni stafi biologické stopy nalezené na misté ¢inu napomaha urcit dobu, kdy doslo k danému
incidentu. V piipadég, Ze je doba, kdy se kriminalistickd udélost stala, zndma, ur€eni staii stopy
Z mista ¢inu muze vyloucit nebo potvrdit souvislost stopy s danym skutkem. Takové informace
jsou ve forenzni praxi velmi zadouci. Velmi intenzivné se napiiklad pracuje na metodé, ktera by
jednoduse a ptesné urcila PMI (post mortem interval), tedy €as uplynuly od okamziku smrti.
V soucasné praxi se vyuziva znalosti patofyziologie, entomologie, biologie a biochemie, jejichz
vysledky vsak nejsou ptfesné a spolehlivé, nebot’ mohou byt ovlivnény nejriznéjSimi vnejSimi
faktory (teplota, vlhkost, misto nalezeni téla,..).

Aby bylo mozné urcit PMI pfesné, je nutné hodnotit takovy parametr, ktery se konstantné¢ meéni
s ¢asem uplynulym od chvile smrti. Tyto podminky ve vétSiné piipadi spliiuje degradace
nukleovych kyselin, tedy RNA a DNA. Nukleové kyseliny jsou po smrti postupné degradovany
nukledzami pfitomnymi v bufice, ¢i pochazejicimi z bakterii a okolniho prostfedi. Ve studii
(Miki et al., 2011) autofi prokazali, ze lze efektivné uréovat PMI z poméru analyzovaného
mnozstvi namnozené sekvence Rsrc 1 genu v jatrech ku mnozstvi této sekvence DNA nalezené
ve tkani mozku, kdy obé& tkan¢ byly po smrti jedince vystaveny chladnému pocasi okolo 4°C.
Obsah intaktni DNA v ¢ase klesa a s tim 1 mnoZstvi analyzované sekvence Rsrc 1 genu. U vyssi
teploty jiz tento pomér jatra/mozek konstantné neklesal a neni tedy pro dalsi Gcely zajimavy.
Témeét linedrni zéavislost na Case vykazovalo i mnoZzstvi degradované DNA z tkdné¢ mozku
vystavené 20°C a DNA z ledvin vystavenych teplot¢ 4°C. Nukleové kyseliny z mozkovych
bun¢k obecné vykazuji vySsi stabilitu nez z jinych tkani, a jsou tedy vhodné pro analyzu
pti delsim ocekavaném ¢asovém post mortem intervalu. (Bauer et al., 2003a)(Miki et al., 2011)
Alternativnim zpisobem, jak urcit PMI, je analyza degradované RNA v nalezené stop¢. Cilem je
najit tkové univerzalni RNA, které se nachazi ve vSech tkanich ¢lovéka a ex Vivo nezavisle
na vnéj$im prostiedi kontinudlné degraduji. Tak by bylo mozné spolehlivé urcit stari biologické

stopy, at’ uz ma jakykoliv ptivod a je vystavena libovolnym podminkam.
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Ve studii (Sampaio-Silva et al., 2013) se autofi zabyvali vztahem PMI a degradace RNA
v utrobnich organech a svalech laboratorni mysi. Celkové analyzovali stavn RNA
transkribovanych z 11 gent v jejich tkanich (evolu¢né konzervované — Rps29 a Srp72; nejvice
prepisované geny v jatrech — Bhmt a Alb; nejvice piepisované geny srdecniho a ¢tyrhlavého
stehenniho svalu — Mylk a Tpml; vSudypiitomné transkripty Actb, Gapdh, Hprt, Ppia a
Cyp2El), a to po rtizn¢ dlouhé dob¢ od smrti mysi, kdy mrtvé t€lo bylo vystaveno laboratorni
teploté. Alb gen znateln¢ koreloval s PMI v jatrech, Srp72 gen zas ve stehennim svalu. Rps29
gen vykazoval souvislost s PMI, a to ve vSech testovanych tkanich. Na zéklad¢ téchto zjisténi byl
sestaven matematicky model, ktery dokdzal urcit staii biologické stopy s chybou 51,4 minuty. Je
vSak nutné poznamenat, Ze tento model vznikl na zdklad€ informaci o degradaci RNA ve tkdnich
mysi za laboratornich podminek. Nicméné vztah mezi mnozstvim degradované RNA a stafim
biologické stopy u cloveéka byl také potvrzen v jinych studiich, jejichz vysledky maji velky
potencial v uplatnéni ve forenzni praxi. (Bauer et al., 2003a) (Bauer et al., 2003b) (Anderson et
al., 2005)

5.7 DalSi mozné aplikace

Analyzou epigenetickych faktori a mRNA lze ziskat nékteré dalSi informace aplikovatelné
ve forenzni praxi. Mezi ty vyznamné patii zjiStovani pfi¢in a okolnosti smrti. Jak bylo
konstatovano diive, vn€j$i podminky (napf. pfi¢ina smrti) vyvolavaji v bunice specifické potieby,
které se odrazeji v regulaci exprese urcitych genil. Méni se zejména Uroven metylace genomu —
nékteré geny se aktivuji a zacnou pfepisovat, jiné se naopak vypnou a hladina jejich produktt
ve form& mRNA ¢i proteind klesd. Stav mRNA a metylace v buiikach tedy fluktuuje v case a
v zavislosti na vnéjSich podminkach nebo typu tkanég, z niz bunky pochazi, a jejich profilovani
tak mize odhalit skutec¢nosti, které pfiblizi pfi¢inu smrti.

Byla dokazana souvislost mezi otravou olovem a uUrovni metylace v promotoru P16 genu
ve vzorcich krve testovanych dobrovolnikd. Ti, v jejichz krvi byla vysoka koncentrace olova
(51-100mg/dL), vykazovali kompletni metylaci promotoru, kdezto promotor P16 genu osob
s nizsi koncentraci olova v krvi (6-11 mg/dL) byl pouze ¢aste¢né metylovany. (Kovatsi et al.,
2010) Teoreticky by tedy bylo mozné odhalit smrtelnou otravu olovem pouhou analyzou
metylace promotoru P16 genu. Inaktivace P16 genu také hraje roli v rozvoji nadoru.

(Veganzones-de-Castro et al., 2012)
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Ve studii Nakatome et al. se pomoci metyla¢né-specifické PCR analyzovala urovein metylace
cirkadiannich hodinovych gent, konkrétné Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Bmall, Clock, Tim
a Ckle v sedmi pitevnich vzorcich krve osob, jez zemfiely z rtiznych pfi¢in. Tabulka ¢.2 ukazuje

jak ovliviuje pfi¢ina smrti Groven metylace jednotlivych gend.

Pri¢ina smrti Perl Per2 Per3 Cryl Cry2 Bmall Clock Tim Ckle

Deficit kysliku - - + - - - - - -
Uhoreni - - + + - - - - -
Vykrvaceni - - + + - - - - -
Letalni arytmie - + + + - - - + -
Ischemicka - - + + - - - - -
choroba
srde¢ni
Zranéni hlavy - - + - - - - + -
Otrava H,S - + + + - - - - -

Tabulka €.2 - Zptisob, jakym ovliviiuje pfi¢ina smrti urovein metylace jednotlivych cirkadiannich
hodinovych gent.. Znaménko plus(+) oznacuje metylaci daného lokusu, znaménko minus(-)

oznacuje nemetylovany lokus. Pfevzato z (Nakatome et al., 2011), upraveno autorkou.

6. Zavér

Jak lze vidét, analyza epigenetickych faktordi a mRNA skytd velky potencidl pro uplatnéni
ve forenzni, ale napf. i medicinské praxi. Nabizi Siroké spektrum cennych informaci, které
z pouhé sekvence DNA vycist nelze. Ze vSech epigenetickych faktord a i v porovnani s mRNA
ma pravdépodobné nejvEétsi budoucnost analyza metylace DNA. To pfedevSim z divodu,
ze DNA je i po smrti jedince relativné stabilni molekula, a proto Ize analyzovat stav metylace
I po dlouhé dobé vystaveni vnéjsim podminkam. Pomoci analyzy metylace lze zjistit informace
o okolnostech a pfic¢inach smrti, o pohlavi a véku donora biologické stopy, o typu tkané, z které
stopa pochazi, rozlisit ex vivo a in vivo DNA a v neposledni fad¢ rozlisit parentalni pivod alely.
Malé nekodujici miRNA, které ovliviuji translact mRNA v proteiny, zas charakterizuji
jednotlivé tkan€ a télni tekutiny, ve kterych se nachdzi a jejich analyza tak muize pomoci

identifikovat pivod biologické stopy nalezené na misté ¢inu.
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Vnéj$i podminky rychle zasahnou do regulace genové exprese, a s tim i do syntézy mRNA, jejiz
stav odrazi potteby buiiky. Analyza mRNA tak pomuze pfiblizit okolnosti a pfiCiny smrti. Dale
je tkanove specificka (stejn¢ jako miRNA i DNA metylace) a navic je mozné ji detekovat
ve vzorku starém né€kolik let — navzdory faktu, ze mRNA v bunce degraduje vétSinou béhem
nékolika minut.(Kohlmeier and Schneider, 2012) N¢které mRNA, které kontinualné degraduji
jsou vhodnymi indikatory stafi biologické stopy a tedy i urceni PMI.

Aby se jednotlivé analyzy zavedly do bézné forenzni praxe a zvysily tak jeji kvalitu, je potfeba
naleznout spolehlivé epigenetické markery a mRNA — takové, jejichz funkcnost se ovéii i
v dalsich studiich. Recentni znalosti o vyuziti epigenetickych faktori a mRNA ve forenzni védé

jsou teprve v pocatcich, je tedy potieba, aby vznikaly dalsi studie v tomto sméru.
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