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Abstrakt 

Tato diplomová práce je věnována forenzní genetice. V prvé řadě je forenzní 

genetika uvedena do historického kontextu. Poté je zde popsán biologický materiál 

a možnosti detekce biologických stop. Dále je práce zaměřena na analýzu DNA, 

přičemž jsou zde detailně rozpracovány používané techniky jak izolace nukleových 

kyselin, kvantifikace DNA, tak i varianty polymerázové řetězové reakce (PCR). Taktéž 

se práce zabývá i metodami získávání profilů DNA — elektroforézou a sekvenováním 

a jejími druhy. V neposlední řadě zde nalezneme i problematiku interpretace 

forenzně genetických dat. V didaktické části jsou zpracována cvičení pro studenty 

středních škol s forenzně biologickým tématem. Ta byla vyzkoušena v praxi v rámci 

biologického semináře na Jiráskově gymnáziu v Náchodě. 

Klíčová slova 
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Abstract 

This master thesis deals with forensic genetics. Primarily is forensic genetics 

put into the historical context. Then, there is described a biological material and the 

possibility of detecting biological traces. Further work is focused on the analysis of 

DNA, while there are elaborated in detail the techniques used as nucleic acid 

isolation, quantification of DNA, as well as types of polymerase chain reaction (PCR). 

Also the thesis deals with methods of obtaining DNA profiles — electrophoresis and 

sequencing and their variants. Finally, the thesis concern the issues of interpretation 

of forensic genetic data. Forensic biological exercises for high school students are 

processed in the didactic part. It has been tested in practice in biological seminars at 

Jiráskovo gymnázium in Náchod. 
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2. Úvod 

 Diplomová práce se věnuje velmi zajímavé a stále se rozvíjející vědě — 

Forenzní genetice. Ta se stává v posledních letech čím dál tím populárnější a to 

zejména díky médiím, v kterých se pořady s touto tématikou objevují neustále častěji. 

Je ovšem nutné podotknout, že tyto, převážně seriály, bohužel mnohdy nemají 

s realitou nic společného. Forenzní genetiku chápeme jako vědu, která se zabývá 

genetickým zkoumáním pro potřeby dokazování jak trestných činů, tak i třeba 

příbuznosti fyzických osob. 

Začátek práce je věnován historii forenzní genetiky, tedy kdy se poprvé 

genetická analýza objevila. Dále se zabývám biologickým materiálem a biologickými 

stopami které, pokud mají být použity jako důkazní materiál, musí být nejdříve 

nalezeny a správně zajištěny. Biologickou stopou je takový biologický materiál, který 

slouží k objasňování událostí, převážně trestných činů, a je tedy velmi často oním 

důkazem. K nejčastějším biologickým stopám využívaným v kriminalistice, kterým se 

zde budu věnovat, patří krev, sliny, ejakulát, vlasy, chlupy, kosti atd. Kromě popisu 

řečených stop jsem si kladla za cíl osvětlit metody jejich zkoumání jak specifickými, 

tak nespecifickými (orientačními) zkouškami. 

Dalším pilířem forenzní genetiky je samostatné zkoumání vzorků DNA, které 

zahrnuje tři hlavní kroky nutné pro získání vlastního profilu DNA. Prvním krokem je 

uvolnění DNA z buňky tzv. izolace DNA. Všechny metody izolace DNA zahrnují několik 

základních kroků: přípravu biologického materiálu, z kterého mají být nukleové 

kyseliny izolovány, uvolnění nukleové kyseliny, oddělení z nadmolekulárních 

struktur, purifikace příslušného typu nukleové kyseliny a nakonec zahuštění 

izolovaných molekul. Existuje mnoho technik jak se DNA izoluje: izolace fenol-

chloroformem, magnetickou separací či adsorpcí na silikát, a nejen jimi se v práci 

zabývám. 

Druhým krokem je kvantifikace — určení množství DNA v daném vzorku 

a  namnožení neboli amplifikace DNA. Jedinou používanou metodou ve forenzní 

genetice k amplifikaci je PCR — polymerázová řetězová reakce. Jedná se o řízenou 

mnohočetnou replikaci řetězce DNA pomocí DNA-polymerázy. PCR má ovšem několik 
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variant, které jsou vhodné pro různé účely, a jedním z mých cílů bylo tyto varianty 

zmapovat. 

Dále přichází na řadu získání profilu DNA pomocí chemických metod. K těmto 

metodám patří gelová a kapilární elektroforéza. Podstatou elektroforézy je separace 

nabitých částic ve stejnosměrném elektrickém poli. Za rychlost pohybu částic 

zodpovídá velikost jejich náboje, a jelikož nukleové kyseliny téměř nemění poměr 

náboje a hmotnosti, tak s každým dalším nukleotidem bude náboj o jednu jednotku 

vyšší a tudíž bude fragment v poli pomalejší. Další moderní metodou je sekvenování 

DNA, které stanovuje pořadí nukleotidů v jednom z řetězců, tedy určuje primární 

strukturu řetězce DNA. Opět existuje několik sekvenačních metod, kterým se v této 

práci věnuji. 

Po vlastní analýze dat v laboratoři dochází na neméně důležitou část a to 

interpretační. Cílem je zhodnotit získaná data, stanovit jejich spolehlivost 

a  vypovídací hodnotu do čehož se zahrnuje např. technická kvalita získaných dat, 

spolehlivost použitých metod analýzy, odolnost celého laboratorního procesu vůči 

chybě atd.  

V didaktické části je cílem zpracovat taková cvičení s touto tématikou, která lze 

využít v hodinách biologie, seminářích z biologie či laboratorních cvičeních. Vlastní 

úlohy jsem si potom s dětmi vyzkoušela v roli učitelky na seminářích biologie na 

Jiráskově gymnáziu v Náchodě. Mým cílem bylo nejen studenty obohatit o nové 

znalosti, ale i zjistit, zda pokusy fungují v praxi a ověřit, jak si žáci s odstupem času 

učivo pamatují. 
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3. Teoretická část 

3.1. Historie forenzní genetiky 

 Forenzní genetika jako taková se zrodila 10. září 1984 v genetické laboratoři 

na Univerzitě v Leicesteru. Zasloužil se o to Sir Alec John Jeffreys, který se zabýval 

variabilitou genových rodin. V těchto genech hledal markery k vysledování dědičných 

onemocnění způsobených jejich dysfunkcí. Po objevení minisatelitních sekvencí 

vytvořil radioaktivní sondu hybridizující s motivem v sekvenci minisatelitů. 

Minisatelity jsou dlouhé tandemové repetice s variabilním počtem opakování čili 

opakující se sekvence o délce základního motivu 10-100 nukleotidů. Ty se vyskytují 

na určitém místě DNA těsně za sebou v jednotkách až stovkách opakování. Každá 

alela minisatelitu se liší počtem opakování vlastního motivu, a tedy délkou. Jeffreys 

naštěpil izolovanou DNA restriktázami a nechal inkubovat se sondou. Poté 

elektroforeticky rozdělil na gelu a vytvořil radiogram. V momentě, kdy se na něj 

podíval, zjistil, že základní charakter jednotlivých vzorků je v hybridizačním vzoru 

stejný a zároveň se tyto vzory vzájemně liší. Ihned pochopil, že se pravděpodobně 

jedná o nástroj individuální identifikace osob pomocí analýzy DNA, kterou nazval 

DNA fingerprinting. Tento zásadní objev byl publikován v březnu roku 1985 

v časopisu Nature. 

Tento přelom na poli kriminalistiky, tedy možnost identifikace osob pomocí 

genetické analýzy, se stal podobnou kriminalistickou revolucí jako před sto lety objev 

daktyloskopie. Dříve, než byly objeveny molekulárně geneticky identifikační metody, 

se ke zkoumání biologického materiálu používaly jiné metody, jako například:  

 biochemické metody k určování typu materiálu (specifický průkaz krve, slin, 

ejakulátu) 

 imunologické metody — sérologické metody ke stanovování některých 

charakteristických vlastností materiálu (krevní skupiny atd.) 

 mikroskopické metody ke specifikaci materiálu (průkaz přítomnosti spermií) 

či k porovnávání trichologického materiálu atd. 

 antropologické metody ke zkoumání kosterního materiálu 
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Tyto metody ovšem patří k tzv. skupinové identifikaci a dokáží tedy původce 

stopy jednoznačně vyloučit, ale ne s určitostí potvrdit. To je možno pouze tzv. 

individuální identifikací, která s jistotou přiřadí biologický materiál jediné osobě, a to 

pomocí analýzy DNA. 

Úplně prvním případem, kdy byla genetická analýza využita, bylo určení 

identity chlapce z Ghany v roce 1985. Třináctiletý Andrew Sarbah, který do té doby žil 

v Ghaně se svým otcem, přiletěl do Velké Británie za svojí matkou, občankou Velké 

Británie. Imigrační policie ovšem pojala podezření, že Andrew není jejím synem, 

načež byl zatčen a došlo k rozhodnutí o deportaci. Sarbahovi právníci nemohli najít 

důkaz, který by byl dost dobrý, proto požádali o pomoc Dr. Jefffreyse. Ten pomocí 

analýzy DNA dokázal, že se jedná o matku a syna, čímž byl případ vyřešen. 

Prvním případem kriminalistického použití identifikace osob pomocí analýzy 

DNA bylo znásilnění a vražda dvou mladých dívek v Leicestershire ve Velké Británii 

v roce 1986. U obou dívek byly zajištěny stopy spermatu, z kterých Dr. Jeffreys 

pomocí analýzy DNA určil, že se jedná jednoznačně o stejného pachatele. Po jisté době 

se k jednomu z činů přiznal vrátný, který ovšem vinu v druhém případu znásilnění 

a  vraždy popíral. Dr. Jeffreys provedl srovnávací analýzu DNA vzorků, aby byla 

prokázána vina i v druhém případu. Vyšlo ovšem najevo, že onen muž není původcem 

spermatu na místech činu. Policie tedy přistoupila k nevídanému kroku, a to 

masovému testování všech mužů ve věku 16-34 let žijících v okolí. Během tohoto 

testování byla zanalyzována DNA z krevních vzorků více než 4000 mužů, ale opět se 

nenašel shodný vzorek. Po pár měsících policie zjistila, že jistý pekař přemluvil svého 

kamaráda, aby si při masovém testování nechal odebrat krev místo něho. Byla mu 

tedy krev odebrána dodatečně a pomocí analýzy DNA dokázáno, že jeho profil DNA a 

profil z místa činů jsou totožné. Pekař se přiznal a byl odsouzen na doživotí. Nejenže 

se jedná o první kriminalistické použití analýzy DNA, ale také o první masové 

testování osob. 

Dalším zásadním milníkem ve forenzní genetice se stal objev polymerázové 

řetězové reakce v roce 1986. O to se zasloužil Kary Mullis, který za něj obdržel v roce 
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1993 Nobelovu cenu za chemii. Díky PCR bylo tedy možné analyzovat vzorky DNA 

i o velmi malém množství, což Jefffreysova metoda neumožňovala. 

Prvním českým kriminálním případem použití genetické analýzy byla vražda 

studentky Jany Krkoškové roku 1990. Ta byla zavražděna na toaletách Pedagogické 

fakulty v Brně a mnohonásobně pobodána. Na místě činu se kromě spousty krevních 

šmouh našly na kachličkách i zvláštní krevní kapky, které mohly patřit pachateli. 

Hned druhý den byl zatčen podezřelý Milan Lubas, který měl pořezanou ruku, a při 

domovní prohlídce u něho policie zajistila zkrvavené oblečení v prádelním hrnci se 

saponátem. Byla provedena sérologická analýza krevních stop z místa činu, ale Lubas 

měl bohužel stejnou krevní skupinu jako oběť. Protože byli kriminalisté přesvědčeni 

o jeho vině, požádali o pomoc katedru genetiky a molekulární chemie Přírodovědecké 

fakulty Univerzity Komenského v Bratislavě. Přestože se zde prováděla analýza DNA 

pouze experimentálně, rozhodl se vedoucí pracovník Dr. Vladimír Ferák genetickou 

analýzu z krevních stop provést. Dr. Ferák expertízou prokázal, že krevní kapky 

z místa činu patřily Lubasovi a krev zajištěná na jeho oblečení byla oběti. Milan Lubas 

byl odsouzen k 23 letem odnětí svobody a ve výkonu trestu spáchal sebevraždu. 

3.2 Biologický materiál a biologické stopy 

Jako biologický materiál v širším slova smyslu se označuje vše, co je součástí 

nebo produktem živého organismu. Základní dělení biologického materiálu je 

rozdělení podle původu na biologický materiál pocházející:  

 z lidského organismu (krev, ejakulát, sliny, vlasy a chlupy, pot, kostra, útržky 

tkání, moč, exkrementy, žaludeční obsah, plodová voda, mateřské mléko atd.) 

 ze zvířecího organismu (krev, kosti, útržky tkání, chlupy…) 

 z rostlinného organismu (celé rostliny, stonek, listy, kořen, pyl, plody…) 

Dalším výjimečněji používaným biologickým materiálem, mohou být 

i  mikroorganismy (prvoci, bakterie, rozsivky). Ovšem biologickou stopou je pouze to, 

co slouží k objasňování událostí, jako například trestných činů — relevantní 

biologický materiál zajištěný na místě činu. 
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Kriminalistická biologie se proplétá s řadou dalších vědních oborů, jako je 

kupříkladu soudní lékařství, soudní stomatologie, antropologie, toxikologie atd. 

K účelům molekulárně-genetického zkoumání lze využít téměř všechny druhy 

biologických stop, které se v kriminalistické praxi vyskytují. Důležité je, aby se 

v těchto stopách vyskytovala jádra buněk, jež obsahují molekuly DNA. Jestliže 

zajištěné biologické stopy jádra neobsahují, nelze molekulárně-genetické zkoumání 

provést. Mezi nejčastěji využívané biologické stopy v kriminalistické praxi patří krev, 

sliny, ejakulát, vlasy a chlupy s kořínky, kosti, útržky tkání, odloupané částečky 

pokožky a další. (Straus, Němec, 2009) 

Pro molekulárně-genetická zkoumání se používá nespočet druhů biologických 

materiálů. Ty mohou být získány buď invazivní nebo neinvazivní metodou. Jako 

typický srovnávací materiál si uveďme krev odebranou z těla živého člověka, 

případně z těla mrtvoly. Získávání materiálu pro srovnávání neinvazivní metodou 

z těla živého člověka je metoda bukálního stěru. Tato metoda se provádí setřením 

vnitřku ústní dutiny vatovým tampónem (DNA-free), čímž se získají odloupané buňky 

ústní sliznice, které obsahují DNA. Odebraný materiál spolu s vatovým tamponem se 

uloží do zkumavky, v které byl před použitím hermeticky uzavřen, a odešle na 

zkoumání. Důležité je správné skladování a předejití kontaminace jiným biologickým 

materiálem. 

3.2.1. Druhy stop z hlediska jejich vyhledávání 

Aby mohla jakákoliv stopa posloužit jako důkazní materiál, je nutné ji nejprve 

najít a správně zajistit. Stopy můžeme z hlediska náročnosti na jejich vyhledávání 

rozdělit do několika kategorií: 

 Stopy markantní viditelné okem i při zběžném ohledání — jedná se o stopy 

nepřehlédnutelné, které nečiní potíž je najít, jako jsou velké krevní stopy 

a velké skvrny ejakulátu atd. 

 Stopy zrakem viditelné při podrobnějším ohledání — sem se řadí drobné 

biologické stopy, které jsou ovšem stále viditelné pouhým zrakem, jako 

například krevní kapky, vlasy, chlupy, stopy slin atd. 
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 Stopy neviditelné okem, ale detekovatelné speciálními testy — tyto stopy jsou 

sice neviditelné, ale lze je odhalit speciálními pomůckami a postupy. Jedná se 

převážně o monochromatické forenzní světelné zdroje, které zviditelní určitý 

druh biologického materiálu podle použité vlnové délky, nebo o zviditelnění 

velmi zředěných krevních stop pomocí chemických činidel, jež při kontaktu 

s krví světélkují (viz kapitola Krev). 

 Stopy latentní — jedná se o stopy, které nejenže nejsou viditelné pouhým 

okem, ale nejsou ani detekovatelné pomocí screeningových testů. Tyto stopy 

jsou zajišťovány naslepo na místech, kde se předpokládá výskyt biologického 

materiálu, tudíž úspěšnost záleží na zkušenostech a správném odhadu 

zajišťujícího. Ukázkovým příkladem jsou povrchové kožní buňky na 

telefonním sluchátku. (Šimková, 2012) 

3.2.2. Druh biologického materiálu a jeho zkoušky 

Zkoumání druhu biologického materiálu rozumíme určení typové podstaty 

materiálu (jestli se jedná o sliny, ejakulát, krev, moč atd.) a provádí se hlavně 

mikroskopickými, biochemickými a imunologickými zkouškami. Existují orientační 

a specifické zkoušky, jež se liší svoji cenou, vypovídací hodnotou a rychlostí 

provedení. 

3.2.2.1. Orientační zkouška 

Orientační zkouška, která vyšla pozitivně, udává, že se může jednat o daný 

materiál, ale taky nemusí. Tyto zkoušky jsou velmi rychlé a levné. Jsou založeny na 

detekci přítomnosti určitých chemických látek nebo to jsou zkoušky s fyzikální 

podstatou, jako je užití světla. U orientačních zkoušek se vyskytují falešně negativní 

výsledky s nízkou frekvencí ovšem s vyšší frekvencí falešně pozitivní výsledky. 

3.2.2.2. Specifická zkouška 

Pozitivní výsledek specifické zkoušky indikuje, že se téměř určitě jedná o daný 

materiál. Specifické zkoušky poskytují vysokou pravděpodobnost, že se jedná o daný 

materiál. Existují i výjimky, kdy se může jednat o falešně pozitivní výsledek, ovšem 
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tato pravděpodobnost je často zanedbatelná. Tyto zkoušky jsou založeny na detekci 

přítomnosti specifických bílkovin, hormonů atd. 

Určení druhu biologického materiálu se provádí u stop, kdy je tohoto materiálu 

dostatek a neohrozí se případné stanovení genetického profilu osoby, které by po 

odebrání určitého množství materiálu už nebylo možné stanovit v potřebné kvalitě. 

3.2.3. Druhový původ a průkaz lidského původu 

Zjištění z jakého živočišného či rostlinného druhu daná stopa pochází je často 

klíčové. Nejčastěji se jedná o průkaz lidského původu určitého biologického 

materiálu, který se může provádět buď imunologickými metodami založenými na 

reakcích lidské bílkoviny se specifickou protilátkou (méně používaná metoda), nebo 

vyplyne z výsledku genetického zkoumání.  

Testy používané k analýzám lidského biologického materiálu nazýváme 

druhově specifické — poskytují pozitivní výsledek pouze u materiálu s lidským 

původem. 

Původně užívaná Uhlenhuthova metoda je založena na vytvoření výluhu ze 

zkoumaného materiálu, ke kterému se přidá konkrétní sérum tak, aby se tekutiny 

nepromíchaly. Takto vznikne sloupeček dvou navzájem oddělených kapalin, jež se 

dotýkají jenom ve styčné ploše. Tento přechod je dále pozorován proti tmavému 

pozadí, přičemž při pozitivní reakci dochází k bělavému zákalu na onom rozhraní 

obou tekutin. K této reakci ovšem dojde jen za předpokladu, že ve zkoumaném vzorku 

je přítomna bílkovina, proti které je v séru protilátka (např. k pozitivní reakci dojde 

tehdy, kdy přichází do kontaktu lidská bílkovina se sérem proti lidské bílkovině). Tato 

metoda precipitace antisérem se v dnešní době díky náročnosti na množství 

biologického materiálu již moc nepoužívá. 

Současně používanějšími metodami jsou moderní aplikace využívající difúzní 

děje. Ty probíhají na agarové plotně, přičemž aplikací je celá řada. Výhodou je potřeba 

pouze malého množství zkoumaného materiálu i sér a skutečnost, že je možné jedním 

zkoumáním vyloučit i několik druhů bílkovin. 
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Další metodou jsou imunochromatografické testy, které pomocí protilátek 

testují jak typ materiálu, tak lidský původ. Příkladem jsou RSID™ testy popsané dále 

v této práci. K docílení jejich pozitivního výsledku musí být splněny obě podmínky. 
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3.2.4. Vlastní biologické materiály a jejich metody zkoumání: 

3.2.4.1. Krev 

Neprůhledná tekutina červené až červenohnědé barvy, která zajišťuje mnoho 

funkcí od zásobování jednotlivých tkání živinami a kyslíkem, odstraňování zplodin 

metabolismu až po dopravování hormonů po těle. Krev je suspenze tvořená směsí 

tuhých a tekutých látek. Tekutá část, krevní plasma, je tvořena čirou nažloutlou 

kapalinou. Formovaný podíl je tvořen krevními elementy, a to červenými krvinkami, 

bílými krvinkami a krevními destičkami. Objemový poměr je zhruba 1:1 a dospělý 

člověk má asi 5-7 litrů krve. 

Další typy lidské krve, které lze odlišit: 

 Pupečníková krev — krev nenarozeného dítěte, která obsahuje velké množství 

krvetvorných kmenových buněk, obdobně jako kostní dřeň 

 Menstruační krev — krev obsahující tkáň a výměšky děložní sliznice 

Krevní stopy jsou v praxi nejčastěji tvořeny zaschlou nebo tekutou krví, jež 

jsou viditelné pouhým zrakem, čímž jejich vyhledávání není tolik obtížné. Krevní 

stopy nalezené na místech kriminalisticky relevantních událostí mohou být různých 

tvarů, které mají zásadní význam především pro kriminalistickou taktiku.  

Jedná se o: 

 Krevní kapky 

Vznikají volným dopadem krve z krvácejícího místa na podložku, přičemž 

jejich vzhled může být odlišný podle úhlu dopadu kapky. Tato krevní stopa svědčí 

zpravidla o menším poranění člověka či zvířete. Typicky jsou kapky kruhovitého 

charakteru, ale může se jednat i o elipsoidní útvary. Podle struktury okraje lze 

odhadnout výšku, z které kapka dopadla. Jedná-li se o hladký okraj, kapka dopadla 

z malé výšky. Pokud je okraj vlnitý, výška byla vyšší. 

 Krevní stříkance 

Krevní stříkance mohou vznikat při prudkém vystřikování krve z poraněného 

místa člověka nebo zvířete, jako je tepenné krvácení či krvácení z velkých žil. Dalším 
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možným vznikem těchto stop mohou být opakované údery do krvácejícího poranění, 

zpravidla v případě obětí trestných činů nebo výjimečněji dopad různých objektů do 

kaluže tekuté krve. Zdrojem tohoto druhu stop mohou být i prudké pohyby končetin 

poraněného organismu v důsledku působení odstředivé síly. 

 Krevní stružky 

Původem těchto stop je volné vytékání krve z krvácející rány organismu, který 

je buď poraněný a nebo v krátkém časovém intervalu po smrti. Směr krevního toku je 

udáván zpravidla gravitací. 

 Krevní kaluže 

Tyto krevní stopy vznikají především na konci krevních stružek, kde se krev 

hromadí. Nejen krevní stružky, ale hlavně krevní kaluže svědčí o vážném poranění, 

tedy o větší ztrátě krve jedince. Při ohledání bývá krev v krevních kalužích často 

tekutého charakteru a jen zřídka se v kriminalistické praxi nalézají krevní kaluže bez 

poraněného či usmrceného člověka nebo zvířete. 

 Krevní šmouhy 

Krevní šmouhy mohou vznikat při styku zakrváceného objektu s jiným 

objektem, který potřísněn krví většinou není. Klasickým příkladem je, že si člověk se 

zakrvácenýma rukama otře krev do oblečení, dotkne se zdi, dveřní kliky, nábytku atd. 

Krevní šmouhy jsou velmi často kombinovány s dalšími druhy kriminalistických stop, 

jako jsou třeba daktyloskopické. Tyto stopy samy nevypovídají o vážnosti zranění, ale 

mohou být často takticky významné. 

 Krevní stopy vzniklé jako stopy po odstranění krve 

Tento typ stopy je nalézán na objektech, které byly nositeli krevních stop, 

ovšem došlo k jejich vyčištění, vyprání či umytí. Na takto upravených objektech jsou 

nalézány pouze zbytky krevního materiálu, které jsou ještě poznamenány užitím 

čistících nebo pracích prostředků a je nutno k nim tak přistupovat. Typickými 

příklady míst se zbytky krevního materiálu jsou švy a záhyby textilního materiálu, 

škvíry jak v podlahových krytinách, tak nábytku, zbraní apod. (Straus, 2012) 
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3.2.4.2. Vyšetřování krevních stop 

Při zjišťování biologické stopy je hlavní otázkou, zda se jedná o krev či nějakou 

jinou látku a zdali je tato krev lidského nebo zvířecího původu. 

Orientační zkoušky na přítomnost krve: 

 zkouška peroxidem vodíku — testovací proužky např. Hemophan 

 zkouška luminolem — Luminol, Bluestar, luminiscence i u velkého ředění 

 zkouška s UV zářením — pod UV zářením vypadá krev jako tmavá skvrna 

 Adlerova zkouška — reakce krve s benzidinem, modrozelené zbarvení 

 Mayerova zkouška — reakce krve s fenolftaleinem, růžovo-fialové zbarvení 

atd. 

Je třeba mít na paměti, že orientační zkoušky mohou být často falešně 

pozitivní. Například v případě luminiscence Bluestar® reaguje falešnou pozitivitou 

na bělidlo, tuřín, banán, zázvor, pórek, ředkev, mrkev, CuSO4, FeSO4 atd. 

Specifické zkoušky na přítomnost krve: 

 krystalografická zkouška — při této zkoušce vznikají krystalky, které lze 

pozorovat pod mikroskopem. Podle použitého činidla rozlišujeme 

Takayamovu zkoušku, kdy zahřáním vznikají krystalky hemoglobinu a 

zkoušku Bertrandovu, kdy vznikají krystalky acetchlorheminu. 

 spektroskopická zkouška — dochází k reakci hemoglobinu a činidla a výsledné 

zabarvení má třešňově červenou barvu 

 imunochromatografická detekce — například RSID™- Blood (Rapid Stain 

Identification of Human Blood), což je test, který využívá monoklonární 

protilátky, které reagují na lidský glykophorin A. Dalším testem je HEXAGON 

OBTI — reakce lidského hemoglobinu na protilátky, který má ovšem falešně 

pozitivní výsledky v případě krve primátů. 

Specifické rozlišovací testy 

 zkouška těhotenské krve — důkaz přítomnosti hormonu choriogonádotropinu 
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 zkouška menstruační krve — zjištění fibrinolytické aktivity 

 zkouška plodové či novorozenecké krve — zjištění přítomnosti fetálního 

hemoglobinu 

3.2.4.3. Sliny a pot 

Sliny a pot patří mezi velmi frekventované biologické stopy, které často 

obsahují i  jednotlivé buňky. Problémem ovšem je, že se zpravidla jedná o latentní 

stopy, tudíž je potřeba jejich existenci předpokládat.  

Sliny slouží k rozmělňování a snadnému polykání potravy. Kromě mnoha 

různých látek obsahují i enzymy, které se podílejí na trávení potravy. Ve většině 

případů jsou ke kriminalistickému zkoumání použité zaschlé skvrny, které se 

nejčastěji vyskytují na nedopalcích cigaret, náustcích dýmek, poštovních známkách či 

obálkách dopisů. Srovnávací vzorky slin se získávají bukálním stěrem z ústní dutiny 

(viz výše) a to hlavně pro molekulárně-genetické zkoumání DNA z obsažených buněk. 

Pot slouží organismům hlavně ke zvlhčování pokožky, k odstraňování již 

nepotřebných zplodin metabolismu a podílí se na termoregulaci organismu. 

V kriminalistické praxi se nejčastěji vyskytuje v podobě zaschlých skvrn zejména na 

osobním prádle, kapesnících, ručnících atd. Pot je tvořen převážně vodou, solemi, 

látkami bílkovinného a tukového charakteru a různými chemickými látkami v malém 

množství, které zodpovídají za pachové stopy člověka. Srovnávací vzorky potu se 

ovšem v kriminalistické praxi nezajišťují.  

Na sliny existuje jak orientační, tak specifická zkouška. Orientační zkouška je 

založena na důkazu přítomnosti α-amylázy škrobem a Lugolovým činidlem — 

nebarví se modře. Specificky se sliny detekují pomocí imunochromatografického 

testu např. RSID™ — SALIVA, který je založen na reakci monoklonálních protilátek se 

slinnou α-amylázou. 

Orientační zkouška na pot se provádí pomocí dusičnanu stříbrného, který 

zjišťuje přítomnost halogenidů. Proto nazývá halogenidová zkouška. Při pozitivním 

výsledku dochází k bílému zákalu či sraženině.  
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3.2.4.4. Ejakulát 

Ejakulátem se rozumějí výměšky mužských pohlavních orgánů, které se 

vylučují při ejakulaci. Skládá se ze spermatu produkovaném v semenných váčcích 

(spermie, voda, sůl, bílkoviny…) a spermatické plazmy produkované v prostatických 

žlázách (kyselá fosfatáza, kyselina citrónová a další sekrety). 

Jedná se o bělavou viskózní tekutinu, přičemž skvrny ejakulátu mají šedavou 

barvu a mdlý lesk. Často se v kriminalistické praxi díky dlouhé době jejich zasychání 

nalézají ještě vlhké. Patří mezi okem viditelné biologické stopy, i když mohou barevně 

splývat s podkladem. Mezi klasická místa nálezů skvrn ejakulátu patří osobní prádlo, 

ložní prádlo, kapesníky, ručníky, povrch těl jednotlivých osob, přičemž v některých 

případech zajištění této stopy je nutná spolupráce s lékaři, jež mohou zajistit např. 

poševní výtěr. 

Orientační zkouška na ejakulát se dělá pomocí UV záření, kdy dochází 

k fluorescenci nebo důkazem přítomnosti kyselé fosfatázy za pomocí α-naftylfosfátu 

za přítomnosti o-dianisidinu, kdy dochází ke změně barvy při pozitivním výsledku. 

Specifickými testy jsou buď průkaz spermií pod mikroskopem, nebo 

imunochromatografickou detekcí — RSID™-SEMEN. Tento test je založen na reakci 

monoklonální protilátky s lidským semenogelinem. Dalším specifickým testem je 

např. SERATEC® PSA, který detekuje prostatický specifický antigen. 

3.2.4.5. Vlasy a chlupy 

V praktické kriminalistické činnosti tvoří vlasy a chlupy významný biologický 

materiál i biologické stopy a označují se jako trichologický materiál. Tento materiál je 

tvořen třemi základními stavebními díly — kutikulou, kůrou a dření. Jejich vzájemný 

poměr se v závislosti na typu mění. Jedná se o elastické, vcelku pevné objekty, které 

jsou mikroskopicky poměrně snadno odlišitelné od podobně vypadajících útvarů. 

Jejich nálezy jsou takřka běžné především na oděvu a čalounění. Jsou to viditelné 

biologické stopy, jež ovšem mohou lehce uniknout pozornosti, díky svým malým 

rozměrům. 
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Vlasy a chlupy se identifikují pomocí mikroskopu, a to tak, že se morfologicky 

porovnávají s morfologií lidských vlasů, chlupů a zvířecích chlupů. Nejenže lze vlasy 

a chlupy spolehlivě odlišit od jiných objektů napohled podobných, ale existují 

i  speciální katalogy mikroskopických snímků vlasů a chlupů pro účely porovnávání 

tohoto biologického materiálu. 

3.2.4.6. Kosti a kosterní nálezy 

Tento biologický materiál je lehce viditelný a až na malé úlomky takřka 

nezaměnitelný s jinými objekty. Kosti a kosterní nálezy patří v kriminalistické praxi 

mezi důležitou součást biologických stop. Jejich značnou výhodou je, že si po poměrně 

velmi dlouhou dobu zachovávají svůj typický vzhled. Klasickými místy nálezů jsou 

odlehlá či těžko přístupná místa v terénu nebo nálezy při zemních pracích různého 

typu. V řadě případů se kriminalistická praktická činnost setkává se skutečností, že 

pokud od smrti jedince do nálezu jeho pozůstatků neuplynula určitá doba, pozůstatky 

jsou nacházeny v různém stupni rozkladu (např. pozůstatky se zbytky měkkých tkání, 

chrupavek atd.). 

Kosti a kosterní nálezy se identifikují podle jejich charakteristických tvarů 

a zpravidla tato identifikace včetně anatomického zařazení nečinní problémy. Potíže 

ovšem mohou přinést úlomky kostí či zbytky kostí ohořelých, které se pak hodnotí 

pod mikroskopem v jejich příčných výbrusech. Takto lze zjistit, zda se jedná o kost 

a jakému živočišnému druhu patřila. 

3.2.4.7. Moč 

Tento biologický materiál se identifikuje na základě jejich typických složek 

jako močoviny, kreatininu a kyseliny hippurové. Specifická zkouška se provádí 

imunochromatograficky (např. RSID™-URINE), a to pomocí protilátek na lidský 

Tamm-Horsfall glykoprotein. 
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Zkoumání vzorků DNA se skládá ze tří kroků. Prvním krokem je izolace DNA — 

získání DNA z buňky, dalším je kvantifikace a namnožení DNA. Posledním z těchto 

kroků je získání profilu DNA pomocí chemických metod. (Šimovček, 2011) 

3.3. Izolace DNA 

K rozvoji separačních metod značně přispěl rozvoj biochemie. Separační 

metody užívané v biochemii často vycházejí z metod používaných v jiných oblastech 

chemie. Specifické problémy separačních metod v biologii jsou dány několika 

skutečnostmi:  

1) Výskyt velmi podobných látek, které jsou určeny k separaci a komplexnost 

výchozích materiálů. Požadavky na kvalitní separaci jsou tedy značné. 

2) Malé množství látek, což vyžaduje citlivé metody detekce. 

3) Labilita, díky níž je nutno provést separaci v mírných podmínkách (pH blízké 

neutrálnímu, vodné roztoky atd.). (Anzenbacher, Kovář, 1986) 

Molekuly DNA se v přírodě vyskytují v buňkách případně v některých virech. 

Prokaryotické organismy obsahují buněčnou DNA zejména v podobě chromozómů, 

plazmidů. Buňky eukaryotické obsahují různé typy DNA. V jádře se mimo 

chromozomální DNA může vyskytovat i plazmidová DNA, virová DNA a různé formy 

amplifikované chromozomální DNA. V cytoplazmě je DNA obsažena v některých 

organelách, jako jsou mitochondrie a chloroplasty nebo volně či jako součást 

nadmolekulárních cytoplazmatických struktur, jako jsou zrající virové partikule. 

Metody izolace různých typů nukleových kyselin se navzájem sice liší, ale lze je 

popsat jako posloupnost několika základních kroků:  

1) Příprava biologického materiálu, z něhož mají být nukleové kyseliny izolovány. 

2) Uvolnění nukleových kyselin z biologického materiálu. 

3) Oddělení nukleových kyselin z nadmolekulárních struktur. 

4) Purifikace příslušného typu nukleové kyseliny. 

5) Zahuštění izolovaných molekul (Vondrejs, Strochová, 1997). 
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Příprava biologického materiálu 

Ve většině případů se izoluje DNA, která je přítomna v nitrobuněčném obsahu. 

Pokud se ve vzorku nachází více druhů buněk (např. různých rostlinných nebo 

živočišných druhů) je možno tyto druhy od sebe oddělit. To se provádí nejčastěji 

centrifugací. Pak lze izolovat DNA pouze určitého druhu. (Anzenbacher, Kovář 1986) 

Uvolnění nukleových kyselin z biologického materiálu 

U buněk, které mají buněčnou stěnu, je třeba použít buď enzymovou nebo 

mechanickou degradaci buněčných stěn. U živočichů, jejichž buňky nemají buněčné 

stěny, stačí buňky lyzovat působením detergentu. 

Před samotným izolačním procesem ji je nutno, je-li nukleová kyselina 

obsažena v organelách či jádře, separovat z buněčného obsahu organel nebo jádra. 

K uvolnění buněčného obsahu se používají detergenty, jež rozrušují membrány. Velmi 

používaným iontovým detergentem je SDS — dodecylsíran sodný nebo soli žlučových 

kyselin. Naopak mezi nenabité patří Triton x100. Mezi další metody rozrušení 

membrán patří například rozrušení membrán ultrazvukem nebo extrakce 

membránových lipidů butanolem, etanolem nebo acetonem. 

Lyze buňky obvykle vede k fragmentaci chromozomové DNA. Jestliže se má 

izolovaná DNA zachovat intaktní, je nutné použít co nejjemnějších podmínek lyze. To 

znamená udržovat lyzační směs v pufrovaném médiu a chladu. (Šmarda, Doškař, 

Pantůček, Růžičková, Koptíková, 2005) 

Vzhledem k tomu, že DNA a RNA mají velmi podobné vlastnosti, často se 

získává směs obou nukleových kyselin. Odstranění RNA ovšem lze velmi snadno 

dosáhnout působením enzymu ribonukleázy, která specificky štěpí RNA na směs 

oligonukleotidů, aniž by degradovala molekulu DNA. 

Následujícím krokem je oddělení izolované látky z roztoku buněčného obsahu. 

Toho lze docílit dočasnou denaturací. Používá se tepelná denaturace, technika 

vsolování a vysolování nebo srážení organickými rozpouštědly. 
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3.3.1. Techniky izolací nukleových kyselin 

3.3.1.1. Vsolování a vysolování 

Rozpustnost biopolymerů je výrazně ovlivňována přítomností iontů v roztoku. 

S rostoucí koncentrací solí se rozpustnost bílkovin v roztoku nejdříve zvyšuje — 

vsolování, po dosažení maxima opět klesá — vysolování. Typ biopolymeru, typ soli, 

ale i hodnota pH určují charakter závislosti rozpustnosti na koncentraci soli.  

Principem této metody je nutnost zachování hodnoty součinu rozpustnosti. 

Přídavkem soli do roztoku se zvyšuje rozpustnost vytvořením iontového oblaku 

kolem ionizovaných skupin biopolymeru (interakce nabitých skupin biopolymeru 

mezi sebou se snižuje a zvyšuje se interakce s rozpouštědlem). Pokud koncentrace 

solí nadále roste, dochází při tvorbě hydrátových obalů mezi biopolymery a ionty solí 

ke konkurenci o molekuly vody a v důsledku se snižuje rozpustnost biopolymeru. 

(Anzenbacher, Kovář, 1986) 

Jednou z nejčastěji používaných solí je síran amonný, jehož pozitiva spočívají 

ve značné rozpustnosti a malých denaturačních vlivech. Při užití slabě kyselého 

síranu amonného je nutno udržovat hodnotu pH přídavkem hydroxidu amonného. 

 

3.3.1.2. Precipitace organickými rozpouštědly 

K vysrážení polymeru pomocí organických rozpouštědel dochází díky 

snižování dielektrické konstanty prostředí. Elektrostatické interakce mezi nabitými 

skupinami biopolymeru se zvyšují a dochází ke snížení rozpustnosti. Nejčastěji se 

k izolaci nukleových kyselin používá precipitace koncentrovaným ethanolem. Ke 

kvantitativnímu oddělení biopolymerů z roztoku se využívají metody srážení 

poněkud drastičtější, jako je srážení schopnosti iontů těžkých kovů Hg2+, Pb2+, Cd2+ 

atd. V další metodě, používané se zaměřením na nízkomolekulární složky 

biologického materiálu, lze použít i složitější anionty, které spolu s bílkovinami 

vytvářejí velmi těžce rozpustné komplexy (kyselina chloristá, pikrová, trichloroctová 

atd.) 
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3.3.1.3. Fenol-chloroformová extrakce 

Jedná se o tradiční a velmi často používanou metodu. Extrakce fenol-

chloroformem vede za vhodných podmínek k denaturaci proteinů, jež lze snadno 

odstranit centrifugací. Bílkoviny se srážejí v podobě bílého prstence na rozhraní 

vodného roztoku a roztoku obsahujícího fenol-chloroform. Rozdělení buněčných 

složek (DNA, RNA, proteiny) probíhá dle jejich hydrofilních, respektive hydrofobních 

vlastností. 

Podstatou extrakce fenol-chloroformem je, že nukleové kyseliny ponechává 

rozpuštěné ve vodném prostředí a odstraňuje složky lyzátu, které jsou nežádoucí, 

v první řadě bílkoviny. 

Prvním krokem extrakce nukleových kyselin je přidání roztoku fenolu 

a chloroformu o poměru 1:1 do vodného roztoku lyzovaných buněk. Vodného roztoku 

s obsahem nukleových kyselin lze dosáhnout přidáním detergentů. Buněčné 

membrány se rozpustí a dochází k uvolnění genetického materiálu do roztoku. Často 

se používá roztok s přidaným izoamylalkoholem, jenž zvyšuje rozpustnost fenolu 

v chloroformu a zabraňuje pěnění, obvykle v poměru 24 dílů chloroformu na jeden díl 

izoamylalkoholu. Chloroform, jako organické rozpouštědlo, se nemísí s vodou tudíž 

ani s buněčným lyzátem. Díky této skutečnosti se roztok rozdělí na dvě fáze. Vodnou 

fázi, která je lehčí, a tedy nahoře a organickou fázi naspodu. 

Důležitou roli hraje i pH použitého fenolu. Při neutrálním pH zůstávají všechny 

nukleové kyseliny rozpuštěny ve vodném roztoku. Ovšem při pH kyselém (<4) 

zůstává ve vodném roztoku pouze RNA a DNA přechází do organické fáze. Pro izolaci 

DNA je tedy vhodné, aby byl pufr neutrálního pH, zatímco pro izolování RNA je 

důležité pH roztoku snížit. 

Protřepáváním směsi fenolu s chloroformem a vodného lyzátu dochází 

k mísení obou fází, čímž fenol začne precipitovat proteiny obsažené v lyzátu. Po 

ukončení protřepávání přejde fenol do chloroformové fáze díky izoamylakoholu, 

který zvyšuje rozpustnost fenolu v chloroformu. Dokonalého oddělení obou fází lze 

dosáhnout pomocí centrifugace. Mezi oddělenou horní vodnou fází, která obsahuje 

důležité nukleové kyseliny, a dolní organickou fází se vytváří bílý prstenec 
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denaturovaných vysrážených bílkovin. Horní fáze se opatrně přenese do čisté 

zkumavky. Pro dokonalé odstranění bílkovin je nutno proces opakovat přidáním 

směsi fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu tak dlouho, dokud nepřestane vznikat 

bílý prstenec vysrážených bílkovin. K odstranění stop fenolu z roztoku je nakonec 

třeba extrahovat jen směsí chloroformu a izoamylalkoholu. (Říhová Ambrožová, 

2008) 

Po extrakci fenol-chloroformem dostaneme vodný roztok nukleových kyselin, 

který je často velmi naředěný, ale již bez proteinů. Přečištění nukleové kyseliny a 

převedení na malý objem lze uskutečnit precipitací alkoholem, nejčastěji etanolem 

nebo izopropanolem. Koncentrace alkoholu musí být vysoká nejméně 64%. Etanol se 

přidává přibližně v dvojnásobném množství než je objem vzorku. Z přečištěného 

roztoku se po přidání koncentrovaného alkoholu nukleové kyseliny vysráží a díky 

odstředění se objeví na dně zkumavky mléčně zakalený sediment. Bílé zbarvení 

sedimentu dávají soli, které se srážejí spolu s nukleovými kyselinami a zvyšují 

účinnost precipitace nukleových kyselin. Do roztoku se přidávají soli jako octan 

sodný, octan amonný, NaCl, LiCl atd. Soli se odstraňují z precipitátu promytím 70% 

alkoholem. Po odmytí solí jsou ve zkumavce přítomny čisté nukleové kyseliny, které 

lze po odstranění supernatantu rozpustit ve vodě či vhodném pufru. 

Kvůli zamezení degradace nukleových kyselin se srážení provádí při nízkých 

teplotách. Pokud je třeba zvýšit selektivitu pro DNA, precipitace se provádí při 

laboratorní teplotě, čímž se zabrání srážení RNA. Alternativně lze extrahovat DNA 

spolu s RNA a provést odstranění RNA pomocí RNázy. Při tomto postupu je nutno 

roztok opět přečistit fenol-chloroformovou extrakcí a precipitovat DNA etanolem. 

 

3.3.1.4. Adsorpce na silikát 

Tato metoda je velmi jednoduchá, časově nenáročná a proto často využívaná. 

Například mnoho volně prodejných kitů k extrakci DNA je postaveno na této metodě, 

která využívá vysoké adsorpce DNA na silikátový povrch. 

K roztoku s lyzovanými buňkami se přidá chaotropní sůl a suspenze silikátových 

částic. DNA v určitém pH a za přítomnosti roztoků s velkou iontovou silou, jako jsou 
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chaotropní soli, adsorbuje na silikátový povrch. V přítomnosti roztoků s malou 

iontovou silou, jako je například voda, je DNA ze silikátových povrchů odstraněna. 

Chaotropní soli rozrušují intramolekulární vodíkové vazby a tak denaturují DNA. 

Denaturovaná DNA pak adheruje na povrch membrány silikátových částic. 

Protřepáním směsi se ulpívání DNA na částice usnadňuje a odstředěním se urychlí 

usazení částic. Ostatní sloučeniny zůstávají v roztoku, a tak je lze velmi jednoduše 

odstranit odsátím. Sedimentované částice se opět promyjí pufrem s obsahem 

chaotropních solí. Po centrifugaci a odsátí pufru zůstává na sedimentovaných 

částicích čistá DNA.  

DNA adherovaná na částicích lze uvolnit přidáním vody nebo pufru 

neobsahujícím chaotropní soli a odstředěním. Po odstředění zůstávají na dně 

zkumavky samotné silikátové částice a čistý roztok DNA. 

3.3.1.5. Magnetická separace 

Mezi další účinnou metodu izolace nukleových kyselin patří magnetická 

separace. Při této metodě se používají magnetizovatelné částice (MPs), které mají 

paramagnetické nebo supermagnetické vlastnosti. Velikost těchto částic se pohybuje 

řádově v nanometrech až mikrometrech. Tyto částice se mohou v roztoku pomocí 

působení vnějšího magnetického pole jednoduše shlukovat a rozptylovat.  

Výhodou magnetické separace je, že eliminuje nespecifické adsorpce jiných 

nežádoucích biomolekul. Na rozdíl od jiných metod izolace DNA zde není třeba vzorek 

centrifugovat, čímž se nejen zkrátí čas celého procesu, ale i předejde případné 

fragmentaci DNA. Supermagnetické částice mají ovšem řadu dalších využití v odvětví 

biomedicíny a bioinženýrství, jako cílený transport genů či léčiv, detoxikace 

biologických tekutin, oprava tkání, magnetická rezonance atd. (Hsing, 2007) 

3.3.1.6. Laserová mikrodisekce (LCM) 

Jedná se o rychlou bezkontaktní metodu, která se ve forenzních vědách používá 

zejména k oddělení cílových buněk od ostatního materiálu, jako například spermií od 

epiteliálních buněk poševní sliznice. Tato technika používá laserový paprsek 

k oříznutí celého objektu a následné přenesení do víčka čisté zkumavky pro další 
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analýzu. Pro vizuální kontrolu vyříznuté části i jejího okolí je vše monitorováno 

kamerou, proto je potřeba speciální techniky. 

3.4. Kvantifikace DNA 

Kvantifikace DNA je stanovení množství DNA v daném vzorku, která je důležitá 

hned ze dvou důvodů a to hlavně u vzorků s těžko odhadnutelným obsahem DNA. 

Díky stanovení koncentrací DNA je možnost vzájemného porovnání účinnosti 

několika izolačních postupů. Dále je kvantifikace důležitá pro vyladění následně 

prováděné PCR (polymerázové řetězové reakce, viz níže). Správné vstupní množství 

DNA do určité PCR reakce je důležité pro její úspěšné provedení. Malá, ale i příliš 

velká vstupní množství DNA často vedou ke zhoršení průběhu celé PCR či k její úplné 

inhibici. (Šimková, 2012) 

Kvantifikační postupy existují dvojího typu. Specifické a nespecifické, přičemž 

specifickým postupem rozumíme stanovení množství pouze určitého specifického 

druhu DNA, nejčastěji lidské DNA. Jako nespecifické označujeme kvantifikační 

postupy, jež určí množství veškeré DNA obsažené v daném vzorku, bez ohledu na to, 

z jakého zdroje tato DNA pochází. (Šimková, 2012) 

První nespecifickou metodou, která není moc vhodná pro forenzní účely, 

jelikož není příliš citlivá, je spektrofotometrická kvantifikace DNA. Tato metoda se 

používala hlavně v začátcích forenzní genetiky, protože není schopná zachytit malá 

množství DNA a je náročná na spotřebu vzorku. Další nezanedbatelnou nevýhodou je, 

že některé chemické látky jako fenol a bílkoviny mohou svou přítomností ve vzorku 

silně ovlivňovat výsledek měření. Spektrofotometrické měření koncentrace DNA 

spočívá na tom faktu, že molekuly DNA silně absorbují elektromagnetické záření 

o délce 260 nm tzv. ultrafialové záření. Množství absorbovaného UV záření roztokem 

DNA je přímo úměrné obsahu DNA v daném vzorku. V praxi se nechá UV paprsek 

procházet roztokem DNA, například izolátem, a změří se o kolik poklesla intenzita 

záření. 

Druhou metodou, která je pro forenzní účely mnohem vhodnější díky vysoké 

citlivosti a přesnosti měření, je detekce nespecificky inkorporovaného 

fluorescenčního barviva. Další výhodou je nízká cena analýzy, a co se týče spotřeby 
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vzorku má tato metoda mnohem menší nároky. „Pro tyto účely se užívají chemické 

sloučeniny — barviva (např. ethidiumbromid, Picoreen, OligoGreen), která se navážou 

na/do DNA, tím se změní jejich prostorové uspořádání a začnou být při dopadu světla 

určité vlnové délky silně fluorescenčně aktivní, tj. vyzařují světlo, jehož množství měříme 

fluorimetrem. Množství vyzářeného světla je tedy přímo úměrné množství navázaného 

barviva, a to je zase přímo úměrné množství DNA přítomné ve vzorku.“ (Šimková, 2012) 

Podstatou specifické kvantifikace je, že tato metoda detekuje pouze příslušnou 

specifickou DNA, a to nejčastěji DNA lidskou. Toho lze dosáhnout pomocí užití tzv. 

druhově specifických sond nebo druhově specifických primerů. Tyto specifické sondy 

a primery jsou fragmenty DNA, které jsou krátké a jednořetězcové a jsou 

komplementární jenom k danému místu DNA určitého druhu nebo blízce příbuzných 

druhů (např. primáti). U ostatních druhů komplementární nejsou.  

„Historicky první kvantifikace specificky lidské DNA byly založeny na tzv. slot 

blot (štěrbinové) hybridizaci: DNA byla nejprve fixována pod tlakem přes štěrbinu na 

nylonovou membránu, poté hybridizována se specifickou sondou a následně byla tato 

sonda zobrazena chemiluminiscenčně nebo kalorimetricky — čím intenzivnější byl 

signál sondy (záření, barva), tím větší množství lidské DNA bylo ve vzorku obsaženo.“ 

(Šimková, 2012) Kvantita DNA v testovaných vzorcích se porovnávala s kalibrační 

řadou (vzorky známé koncentrace) pomocí porovnání intenzity zbarvení. Tyto 

metody se již ovšem téměř nepoužívají. 

Další, ač pro forenzní účely vhodnou, ale již prakticky nevyužívanou 

specifickou metodou, je luminometrická kvantifikace AluQuant Human DNA 

Quantitation Systém. Principem této kvantifikace je, že DNA je hybridizována se 

specifickou sondou, což vede v roztoku k několika enzymatickým reakcím. Množství 

světla poslední reakce kde enzym luciferáza oxiduje luciferin za vzniku viditelného 

světla je měřena pomocí luminometru. Množství lidské DNA v roztoku je přímo 

úměrné množství hybridizované sondy, což je přímo úměrné velikosti záření 

v roztoku v konečné fázi. (Šimková, 2012) 

Specifická metoda, která vytlačila používání luminometrické kvantifikace, je 

kvantitativní PCR (qPCR). Tato metoda stavěná na polymerázové řetězcové reakci je 

vysoce přesná a citlivá — detekuje i velice malá množství DNA. Je přísně specifická 
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a zobrazí i případnou přítomnost inhibitorů PCR a rozsah fragmentace DNA. 

Kvantitativní PCR je založena na principu provádění PCR a průběžném měření 

množství DNA fragmentů, které jsou nakopírovány ve vzorku. Původní vstupní 

množství v roztoku lze velmi jednoduše zjistit pomocí toho, jakým způsobem během 

PCR množství fragmentů rostlo (kalibruje se pomocí vzorků známé koncentrace). 

Tato metoda je v současnosti nejmodernější a rozhodně nejvyužívanější metodou 

specifické kvantifikace (podrobněji viz níže). 

3.5. PCR — Polymerázová řetězová reakce 

Prakticky jedinou metodou používanou ve forenzní genetice k amplifikaci DNA 

je polymerázová řetězová reakce (PCR — angl. Polymerase Chain Reaction). 

Amplifikací rozumíme řízené laboratorní mnohočetné kopírování DNA, které se 

využívá k získání většího počtu řetězců DNA identických s původní dvoušroubovicí 

DNA. Amplifikace se týká velmi často konkrétního úseku DNA, který je kopírován 

a nazývá se lokus. 

Principem polymerázové řetězové reakce je replikace nukleových kyselin, 

která, jak je známo, je základním molekulárním procesem u všech živých organismů. 

Prostřednictvím DNA-polymerázy probíhá cyklická opakující se enzymová syntéza 

nových řetězců určitých lokusů dvouřetězcové DNA ve směru 5´→ 3´. Připojením 

dvou primerů, jež se vážou vždy na protilehlé 3´ konce DNA a směřují naproti sobě, je 

vymezen studovaný úsek nukleotidové sekvence. Syntéza nových vláken pak probíhá 

po přidání nukleotidů a DNA-polymerázy po obou matricích protisměrně. Používání 

termostabilní Taq DNA-polymerázy, která je izolovaná z termofilní bakterie Thermus 

aquaticus, je důležité pro jejich odolnost k teplotám při kterých DNA denaturuje. 

Tímto je umožněna opakovaná syntéza DNA ve formě cyklů, které se opakují 20-

40krát. Každý z těchto cyklů zahrnuje tři kroky při nichž probíhají odlišné děje 

s různými nároky na teplotu. 

PCR se provádí v zařízení nazývaném termocykler, který je automaticky 

naprogramovaný k rychlému měnění teploty ve zkumavkách v daných časových 

intervalech. 

Složení reakční směsi, která vstupuje do reakce je následující: 
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 PCR pufr — voda s obsaženými ionty a další látky, které udržují správný 

průběh reakce 

 volné nukleotidy (dNTPs) — pro tvorbu nově vznikajících řetězců DNA 

 primery — krátké úseky DNA tvořeny 20-30 nukleotidy (oligonukleotidy), jež 

zajišťují nalezení specifického místa v DNA, od kterého bude kopírování 

začínat; primery se párují na obě DNA vlákna pouze na začátek a konec 

určeného úseku 

 DNA-polymeráza — kopírování provádějící enzym  

 matrice DNA — předloha, podlé níž kopírování probíhá (např. DNA izolovaná 

z nějakého izolovaného materiálu (Šimková, 2012) 

PCR se zpravidla dělí na tři po sobě jdoucí kroky. Prvním krokem reakce je 

zahřátí na cca 92°- 95°C, kde dochází porušením vodíkových můstků k denaturaci 

matricové DNA na dvě jednořetězcové molekuly. Tato fáze se nazývá denaturační 

a trvá zhruba několik desítek sekund.  

Při druhé — hybridizační fázi je směs ochlazena na 50°- 60°C, v závislosti na 

složení a počtu nukleotidů obsažených v primerech. Primery se rychle připojují 

bezchybným párováním na specifická místa obou molekul DNA. Tato fáze trvá rovněž 

několik desítek sekund.  

U třetí fáze, zvané prodlužovací, dochází znovu k ohřátí směsi na zhruba 72°C, 

která je optimální pro aktivitu enzymu Taq DNA-polymerázy. Enzym připojuje od 

navázaného primeru nukleotidy podle principu komplementarity k matricové DNA. 

Syntéza nového vlákna DNA probíhá vždy ve směru 5´→ 3´. Z dvou řetězců rozpletené 

DNA tedy vznikají dvě zcela totožné dvoušroubovice DNA. Tato fáze trvá řádově od 

několika desítek sekund až po několik minut, podle délky úseku, jejž je potřeba 

nakopírovat, a rychlosti polymerázy. 

Po skončení prodlužovací fáze se teplota opět zvyšuje na 94°C, kde se nově 

vzniklé dvoušroubovice DNA denaturují, a tím nastává další cyklus PCR. Opakováním 

těchto cyklů exponenciálně narůstá počet nasyntetizovaných vláken DNA v dané 

směsi. Po několika desítkách cyklech roztok obsahuje miliardy dvouvláknových 
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molekul. Každá z nich je přesnou kopií úseku původní molekuly, která byla vymezena 

primery. Tyto úseky DNA se nazývají amplikony. 

Polymerázová řetězová reakce ovšem nefunguje donekonečna a není 

bezchybná, jelikož Taq DNA-polymeráza nemá korekční aktivitu. Frekvence chyb 

u této polymerázy na jeden cyklus PCR činí cca 2 x 104 špatně přiřazených nukleotidů. 

3.5.1. Faktory ovlivňující PCR 

Faktorů, které mohou inhibovat PCR, existuje hned několik. Například získání 

falešného signálu může nastat, díky vysoké citlivosti a specifitě této reakce, 

i  z kontaminace jedinou molekulou cizorodé DNA. Tato nežádoucí DNA se ve vzorku 

může objevit například vzájemnou kontaminací zdrojových materiálů či přenosem 

kontaminující DNA z již předchozích amplifikovaných produktů PCR.  

Amplifikace může být negativně ovlivněna nesprávným složením PCR směsi — 

nízkým obsahem DNA-polymerázy, volných nukleotidů, primerů nebo Mg2+, které 

může reakci inhibovat i v příliš vysoké koncentraci. Jiná než optimální teplota má na 

průběh reakce také zásadní vliv, jelikož se například při vyšších teplotách při 

hybridizaci primery neudrží. Naopak při teplotách nižších dochází ke snížení specifity 

reakce, což znamená, že se primery udrží i na jiném místě, než se kterým se párují. 

Jako snížení specifity reakce se považuje nesprávné kopírování DNA, kterému dochází 

i díky chybné činnosti DNA-polymerázy. Mezi základní chyby vzniklé činností DNA-

polymerázy patří špatné zařazení nukleotidu a prokluz polymerázy. 

Za jeden z nejdůležitějších faktorů mající vliv na účinnost amplifikace 

považujeme vstupní množství matricové (templátové) DNA do reakce. Při nízkém 

množství templátové DNA dochází k pomalému náběhu reakce a směs je náchylnější 

na náhodné efekty, jakým je například drop-out. Není ovšem vyloučeno, že PCR může 

zdárně proběhnout byť z jediné obsažené nepoškozené molekuly DNA. Zato příliš 

vysoké vstupní množství DNA do polymerázové řetězové reakce může mít velmi 

fatální důsledky vedoucí až k úplné inhibici reakce. 
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3.5.2. Varianty PCR 

3.5.2.1. Mnohonásobná (multiplex) PCR 

Při této metodě PCR se do reakční směsi přidává několik párů primerů, jež 

rozpoznávají několik rozdílných cílových sekvencí, a tím je umožněna detekce 

současně několika genů v jedné amplifikační reakci. Tato varianta se využívá 

například pro vyhledávání změn na dlouhých úsecích DNA či na testování vzájemně 

nesouvisejících oblastí DNA převážně kvůli nižší ceně než při samostatné amplifikaci. 

(Šmarda, 2005) 

3.5.2.2. Nested PCR (odstupňovaná PCR) 

Polymerázová řetězová reakce, která využívá vnějších a vnitřních primerů, má 

vysokou citlivost. Umožňuje amplifikaci i velmi malého množství DNA a dokáže 

detekovat dokonce i jedinou molekulu matricové DNA. Tato varianta se provádí 

pomocí dvou polymerázových reakcí s rozdílnými primery. V prvním kroku dochází 

k amplifikaci vybraného úseku DNA stejně jako při základním postupu PCR s jedním 

druhem primerů. Poté přichází krok druhý kde další PCR nazývaná „nested reaction“ 

využívá jako templát pro syntézu DNA produkt z první reakce. Při prvním kroku se 

použijí dva oligonukleotidy, jež vymezí první úsek. V nested reakci se aplikují dva 

nové oligonukleotidy, které jsou navrženy pro fragment vzniklý při prvním kroku při 

předchozí PCR. 

3.5.2.3. Asymetrická PCR 

Tato varianta se od klasické PCR liší tím, že se syntetizuje pouze jedno vlákno 

z dvoušroubovice DNA. To je umožněno pomocí změny ve výchozí koncentraci 

primerů tak, že jednoho je mnohonásobně více než druhého, který se zpravidla 

spotřebuje hned v prvním cyklu reakce. Po vyčerpání druhého primeru vznikají 

jednovláknové řetězce DNA, jež lze využít například pro sekvenování. 

3.5.2.4. Alelově specifická PCR (AS-PCR) 

Tato modifikace PCR se používá pro detekci převážně bodových mutací. 

Alelově specifická PCR umožňuje rozlišovat homozygoty a heterozygoty pro danou 

mutaci pomocí primerů komplementárních buď k standartní, nebo mutantní sekvenci 
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DNA. Metoda je založená na faktu, že k amplifikaci daného úseku dochází pouze 

tehdy, kdy je primer a cílová sekvence plně komplementární, pokud není, k PCR 

nedochází. Podmínkou je, že musí být dostupný primer pro úsek, v němž leží daná 

mutace. 

3.5.2.5. Reverzní transkriptázová PCR (RT-PCR) 

Reverzní transkriptázová PCR, zvaná též zpětná PCR, je metodou určenou 

k amplifikaci RNA. Jelikož RNA nemůže sloužit jako templát pro PCR je nejdříve 

převedena do cDNA pomocí retrovirové reverzní transkriptázy. Vzniklá cDNA je 

následně amplifikovaná standartním postupem PCR za použití specifických primerů. 

Mezi nevýhody této varianty PCR patří jak termolabilita reverzní transkriptázy, tak 

fakt, že RNA velice rychle degraduje díky ribonukleázám, které patří mezi obecné 

kontaminanty vzorků. 

3.5.2.6. Kvantitativní PCR (real-time PCR, Q-PCR) 

Real-time PCR znamená: polymerázová řetězová reakce v přímém čase proto, 

že umožňuje přímou kvantifikaci PCR produktu v průběhu reakce. Používá se hlavně 

ke kvantifikaci vzorku, jak už bylo uvedeno výše, ale je důležitá i k detailnímu studiu 

genové exprese či diagnostice některých patogenů. Principem této reakce je přesné 

a rychlé zaznamenávání produktů PCR v každém cyklu. „Kvantifikace amplikonu při Q-

PCR v reálném čase se provádí prostřednictvím detekce a kvantifikace fluorescenčního 

signálu ve speciálním zařízení, které kromě cyklického střídání teplot umožňuje detekci 

fluorescence a monitorování postupu PCR v reálném čase bez nutnosti detekovat 

produkty PCR elektroforeticky. Při provádění Q-PCR v reálném čase je nutné kromě 

faktorů ovlivňujících standartní PCR optimalizovat také kinetiku reakce. Pro 

kvantitativní detekci produktu v průběhu PCR existují 3 obecné metody založené na 

použití:  

a) interkalačního barviva vázajícího se na DNA, 

b) fluorescenčně značených sond vázajících se na střední část amplifikovaného 

produktu, 

c) fluorescenčně značených primerů.“ (Šmarda a kol., 2005) 
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Ke značení primerů a hybridizačních sond se používají tzv. fluorofory, což jsou 

specifické molekuly vyzařující světlo určité vlnové délky po předchozí absorpci světla 

jiné vlnové délky. Vlnová délka světla, které je vyzářeno, je vždy vyšší, než vlnová 

délka světla absorbovaného. Sondy, které jsou dvojitě fluorescenčně značené, 

obsahují také kromě fluoroforu tzv. zhášeč. Zhášeč je molekula, jež přijímá energii ve 

formě světla z fluoroforu a způsobuje její rozptýlení buď ve formě tepla, nebo světla 

s vyšší vlnovou délkou. Pro dosažení optimálního zhášení je důležité, aby se 

absorpční spektrum daného zhášeče překrývalo s emisním spektrem fluoroforu. 

V této době existují fluorofory určené jak pro jednobarevné, tak pro vícebarevné 

mnohonásobné detekce polymorfních sekvencí. 

Sondy užívané v PCR reálném čase jako fluorescenční látky uvolňující záření 

v přítomnosti PCR se dělí podle specifičnosti k požadovanému PCR amplikonu na 

nespecifické a specifické. Mezi nespecifické patří interkalační a barvy vázající se do 

malého žlábku na DNA beta šroubovici, jako například SYBR® Green I, LC Green®, Eva 

Green atd. Za specifické sondy považujeme krátké oligonukleotidy hybridizující s PCR 

amplikonem, například hydrolyzační sondy TaqMan™, hybridizační sondy FRET,  

Scorpions® atd. 

Produkty PCR v reálném čase lze detekovat mnoha technologiemi. Ke 

kvantifikaci amplikonů se používají fluorescenční kyaninová barviva SYBR® Green, 

která po vazbě na menší žlábek dsDNA fluoreskují. Po vazbě SYBR® Green na DNA je 

fluorescence až 1000x vyšší a fluorescenční signál se s přibývajícím produktem PCR 

zvyšuje. Hlavní nevýhodou použití barviv vázajících se na DNA je nemožnost odlišit 

nespecifické produkty. Sondy TaqMan™ fungují na principu ukončení zhášení a emisi 

fluorescence díky Taq DNA-polymeráze, která sondu pomocí 5´exonukleázové 

aktivity rozloží. Tyto sondy jsou oligonukleotidy delší než primery s fluorescenční 

značkou na 5´konci a zhášečem na 3´konci a vážou se na vnitřní část amplifikované 

sekvence. Další technika využívá přenosu energie fluorescenční rezonancí (FRET). 

Jedná se o přenos energie mezi dvěma fluorofory při jejich prostorovém přiblížení. 

Jakmile se emisní spektrum donorového fluoroforu překrývá s absorpčním spektrem 

akceptorového fluoroforu dochází ke snížení intenzity fluorescence donorové 

molekuly a vyzáření energie zachycené akceptorovou molekulou, a to v podobě 
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fluorescenčního záření o delší vlnové délce. Sondy se skládají ze dvou 

oligonukleotidů, z nichž je jeden značen na 3´konci donorovým fluoroforem a na 

5´konci akceptorovým fluoroforem. Pokud sondy hybridizují přilehle vedle sebe na 

templátovou DNA, kterou tvoří produkt PCR, dochází k přenosu energie a zvýšení 

fluorescenční aktivity, která je měřena. 

3.5.2.7. Obrácená PCR (Inverzní PCR) 

Tato modifikace PCR umožňuje amplifikovat úseky DNA s neznámou sekvencí 

ohraničené na obou stranách DNA sekvencí známou. Na koncích známé sekvence se 

nacházejí primery, které jsou navrženy tak, že jejich 3´konce směřují od sebe a mají 

mezi sebou 6bp dlouhé restrikční místo (B). Nejdříve vhodná restrikční endonukleáza 

s rozpoznávacím místem štěpí genomovou DNA (v místě A) tak, aby délka 

restrikčních fragmentů byla vhodná pro PCR. Poté se pomocí ligace T4 DNA-ligázou 

docílí cirkulace restrikčních fragmentů. Kružnicové DNA, které obsahují známou 

sekvenci, se dále linearizují štěpením v restrikčním místě B. Mezi zbytky známé 

sekvence na obou koncích fragmentu se nacházejí fragmenty s cílovou sekvencí, která 

je následně amplifikována. 

3.5.2.8. In situ PCR 

Tato velmi citlivá technika umožňuje amplifikaci řídce se vyskytujících nebo 

jedinečných kopií genů a může být využita k lokalizaci určité sekvence DNA uvnitř 

jednotlivých buněk. Principem této metody je amplifikace specifické sekvence DNA 

v buňce, čímž se natolik zvýší počet kopií, že je lze snadno detekovat pomocí ISH 

metody nebo imunochemicky. 

„Postup zahrnuje fixaci buněk nebo tkáně při zachování jejich morfologie, 

permeabilizaci umožňující přístup primerů a dalších reagencií k intracelulárním 

sekvencím nukleových kyselin a amplifikaci in situ PCR uvnitř neporušených buněk 

udržovaných v suspenzi a nebo v řezech tkání pod mikroskopickým sklem.“ (Šmarda, 

2005) 
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3.6. Elektroforéza 

Elektroforézou rozumíme metody, které k separaci nabitých částic používají 

stejnosměrné elektrické pole. K separaci dochází díky jejich rozdílné elektroforetické 

mobilitě (pohyb v poli různou rychlostí). Za různou rychlost zodpovídá velikost 

náboje. Jelikož nukleové kyseliny prakticky nemění poměr velikosti náboje 

a hmotnosti, tak v případě neutrálního nebo slabě alkalického pH má každý nukleotid 

jeden záporný náboj fosfátové skupiny. Každým prodloužením DNA o jednu bázi 

dochází ke zvětšení náboje o jednotku. 

Pro účely forenzní genetiky se nejčastěji používají dva druhy elektroforézy, 

a to klasická gelová elektroforéza a kapilární (gelová) elektroforéza.  

3.6.1. Gelová elektroforéza (GE) 

Nejčastějším médiem užívaným pro klasickou elektroforézu jsou roztoky či 

gely agarózy a polyakrylamidu. V nich se fragmenty DNA během elektroforézy 

v elektrickém poli rozdělí od katody k anodě. Pravidlem je, že čím je molekula DNA 

delší, tím hůře prochází gelem a pomaleji se pohybuje. V praxi se používají 

polyakryalamidové gely k separaci menších fragmentů DNA (1-1000bp) nebo větších 

molekul lišících se od sebe malým počtem bází. Agarózové gely slouží k dělení větších 

molekul DNA. 

3.6.1.1. Elektroforéza v agarózových gelech 

Agaróza je polysacharid, tvořený D-galaktózou a anhydro-L-galaktózou, který 

se získává z mořských řas. Molekuly agarózy jsou neutrální a lineární a v gelu 

vytvářejí z dlouhých cukerných složek trojrozměrnou síť. Většinu tohoto gelu ovšem 

tvoří voda — vhodný pufr. Agaróza se rozpouští a vaří v pufru, následně je vložena do 

elektroforetické vany v horizontální poloze. Fragmenty DNA jsou nanášeny do gelu za 

použití nanášecích roztoků spolu s barvivy, která slouží k vizuální kontrole 

elektroforézy. Po nanesení vzorků se připojí elektroforetická vana ke zdroji 

stejnosměrného napětí, přičemž fragmenty DNA putují ke kladně nabité anodě.  

Dalším krokem je vizualizace fragmentů v gelu, k čemuž slouží nejčastěji emise 

záření interkalačních barviv po osvícení UV zářením. Interkalační barviva se 
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nejčastěji přidávají do gelu už při přípravě gelu. Jakmile jsou tato barviva vmezeřena 

mezi řetězce DNA, mění se jejich vlastnosti a po vystavení UV záření jasně svítí. 

V praxi se pro vizualizaci používá tzv. UV-transiluminátor, což je přístroj se silným 

zdrojem UV záření, na který se po proběhlé elektroforéze gel položí. 

K posouzení velikosti fragmentů se používá tzv. velikostní standard (žebříček). 

To je uměle připravená směs fragmentů několika známých délek, například po 100bp 

(100-1000bp). Žebříček je nanesen do sousední jamky vedle vzorku a je podroben 

elektroforéze za stejných podmínek. 

Elektroforézou v agarózovém gelu snadno a rychle rozlišíme nukleové 

kyseliny, jejichž délka se liší o desítky až stovky bp v rozsahu 100-15 000bp. 

3.6.1.2. Elektroforéza v polyakrylamidových gelech 

Dlouhé řetězce ve vodě rozpustného polyakrylamidu vznikají polymerací 

amidu kyseliny akrylové. Tyto molekuly jsou spojeny kovalentně na rozdíl od slabých 

vazeb agarózových gelů. Různým poměrem akrylamidu a bisakrylamidu lze 

dosáhnout různého stupně zesíťování gelu, a tedy ovlivnit jeho separační schopnosti. 

Zvýšením koncentrace gelu např. až na 20% gely dostaneme gely vhodné k separaci 

velmi malých molekul — pod 10bp. Lepší dělivá schopnost u malých fragmentů je 

velmi výhodná. Nevýhodou ovšem je vysoká toxicita akrylamidu, zejména ve fázi 

přípravy gelu. 

Nejčastěji se polyakrylamidová elektroforéza používá ve vertikálním 

deskovém uspořádání díky snadnějšímu nalévání gelu mezi skla aparatury. Tato 

gelová elektroforéza byla kvůli automatizaci elektroforézy v automatických 

sekvenátorech nahrazena kapilární gelovou elektroforézou. 

3.6.2. Kapilární gelová elektroforéza (CGE) 

Jedná se o relativně mladou metodu používanou k separaci DNA. U kapilární 

elektroforézy je do kapiláry natlačen speciální akrylamidový gel, který je podstatně 

řidší než konvenční. Když je kapilára naplněna gelem, jsou do ní nasáty vzorky za 

využití napětí. Na kapiláru je přivedeno napětí pomocí elektrod zanořených v pufru. 
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Vzorek začne putovat kapilárou a separace fragmentů DNA probíhá na základě 

mobility molekuly, obdobně jako u klasické gelové elektroforézy. 

Detekce fragmentů je prováděna v průběhu času a to tak, že každý fragment je 

už před analýzou označen fluorescenční barvou — začleněním označeného primeru 

v průběhu PCR. Fragmenty dle velikosti od nejmenšího po největší postupně doputují 

ke koncové části kapiláry, kde se nachází okénko. To je osvěcováno laserovým 

paprskem, jenž indukuje silnou fluorescenci značených fragmentů. Tato fluorescence 

je zaznamenávána detektory. Pro porovnání fragmentů se používá velikostní 

žebříček, který se přidává přímo k analyzovanému vzorku, a nazýváme jej vnitřní 

žebříček. 

Kapilární gelová elektroforéza se používá jak při Sangerově sekvenování (viz 

níže), tak při fragmentové analýze užívané hlavně ve forenzní genetice při tzv. DNA 

profilování. Při DNA profilování jde o přesný odečet velikostí fragmentů, jelikož 

u různých osob se odlišují v počtu zmnožení opakujících se sekvencí. Zato 

u Sangerova sekvenování je cílem přečtení přesné sekvence DNA. 

Kapilární elektroforéza je prováděna téměř výhradně v automatizovaných 

genetických analyzátorech (sekvenátor), díky technicky náročnému procesu. 

Nevýhodou bývala malá průchodnost vzorků, ovšem moderní přístroje obsahují vyšší 

počet kapilár pro paralelní analýzu 8, 16, ale i 96 vzorků najednou. 

3.7. Sekvenování DNA 

Sekvenování je metoda, která slouží ke stanovení pořadí nukleotidů v jednom 

z řetězců DNA, tedy určení primární struktury řetězce. První generace sekvenování je 

spjata s dvěma tradičními metodami, které jsou založeny na produkci velkého 

množství různě dlouhých fragmentů analyzované DNA, jež mají na koncích označené 

báze. 

Hlavním předpokladem pro metody sekvenování je zavedení separace molekul 

pomocí gelové elektroforézy. Zvláště pak na polyakrylamidových gelech, jež 

umožňuje separaci fragmentů dle jejich délky s rozlišením na úrovni jediné báze, 

důležitou pro stanovení jednotlivých nukleotidů. Další nezbytností pro sekvenování je 

vizualizace značených nukleotidů pomocí dostatečně silného a detekovatelného 
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signálu. Toho lze docílit získáním značného množství molekul DNA úseku, který je 

poté podroben sekvenační reakci. Každá značená a analyzovaná báze se nevyskytuje 

pouze na jednom vlákně, ale na mnoha molekulách DNA (jinak by byl signál moc slabý 

a nedetekovatelný). Sekvenační metody od počátku závisí na rozvoji klonovacích 

technik, které jsou schopné namnožit určité sekvence. K amplifikaci je využívána 

polymerázová řetězová reakce (PCR). 

V současnosti je pro laboratoře využití tradičních metod sekvenace velmi 

pracná a drahá záležitost, proto přicházejí metody nové generace. Metody nové 

generace jsou metody masivního paralelního sekvenování a provádí se pomocí 

nových genomových sekvenátorů, které dokáží souběžně číst miliony sekvencí. Tyto 

sekvenátory způsobily doslova revoluci v genomice, jelikož jsou schopny 

vyprodukovat mnohonásobně vyšší objem dat než kapilární přístroje.  

Jedinou nevýhodou oproti tradičním metodám je kratší délka spojitého 

řetězce, jež je schopna v jedné reakci přečíst. Délka je ovšem i tak krátká, a proto, 

abychom mohli přečíst celý genom, musíme nejprve celkovou DNA naštípat na krátké 

úseky. Poté tyto úseky sekvenovat a následně celkovou podobu onoho genomu 

rekonstruovat. Což, jak je patrné, klade vysoké nároky nejen na čas, ale i na výpočetní 

zpracování dat při skládání krátkých úseků do původních dlouhých sekvencí. 

Takovéto skládání využívá pro rekonstrukci souvislých sekvencí překryvů 

jednotlivých úseků. V případě, kdy dochází k výzkumu nového neznámého genomu, 

hovoříme o tzv. de novo sekvenování. Pokud nastává čtení sekvence již známého 

genomu, jedná se o tzv. resekvenaci. 

Jedním z řešení problémů s rekonstrukcí původních dlouhých molekul DNA, 

získaných na základě krátkého čtení, jsou metody párového sekvenování. Jedná se 

o naštípání výchozí DNA na podstatně větší fragmenty, které jsou následně 

sekvenovány z obou konců. Výsledkem jsou potom sekvence o několika desítkách až 

stovkách bází, o nichž víme, že ohraničují úsek, jehož sekvenci sice neznáme, ale je 

nám známa přibližně jeho délka. Tato data pak obsahují informaci o prostorové 

a směrové orientaci sekvencí, přičemž hrají zásadní roli v de novo sekvenování. 

Konkrétně pro skládání již rekonstruovaných spojitých úseků do větších, směrově 

orientovaných celků. 
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V současné době je výzkum sekvenační techniky orientován na eliminaci 

potřeby fragmentace a amplifikace velkého množství krátkých molekul DNA, a tedy 

na přístup, který pracuje s individuálními molekulami DNA. (Zvárová, Mazura, 2012) 

3.7.1. Metody první generace (elektroforetické) 

3.7.1.1. Sangerova metoda 

Tato metoda by se dala nazvat sekvenací — syntézou, jelikož je v jejím 

průběhu syntetizováno komplementární vlákno k templátové jednovláknové DNA. 

K přiřazování nukleotidů slouží DNA-polymeráza, která přidává báze pouze na 

3´konec řetězce DNA. Je tedy nezbytné, aby před neznámým, analyzovaným úsekem 

DNA předcházela známá sekvence, na kterou je nejprve hybridizován primer — krátký 

synteticky připravený oligonukleotid, jehož 3´konec je následně doplňován a elongován 

polymerací volných nukleotidů. Kromě čtyř deoxynukleotidů (odpovídajícím přirozeným 

deoxy-nukleotidům užívaným buňkami k syntéze DNA: dATP, dTTP, dCTP dGTP) jsou do 

reakční směsi dle Sangerovy metody přidány ještě modifikované dideoxy-nukleotidy, 

které postrádají hydroxylovou skupinu na třetím uhlíku (ddATP, ddTTP, ddCTP ddGTP) 

a jsou značené pro potřeby pozdější detekce. Jejich inkorporací dojde k nezvratnému 

zastavení polymerace na daném vláknu, protože díky modifikaci není schopna 

polymeráza připojit následující bázi. K terminaci dojde náhodně u různých molekul DNA 

na různé pozici, což vede k produkci různě dlouhých dvouvláknových řetězců. (Zvárová, 

Mazura, 2012) 

Dnes může celý proces probíhat v jedné reakci, a to díky používání čtyř různě 

barevných fluorescenčních značek pro odlišení dideoxy-nukleotidů. Produkty jsou 

dále separovány pomocí kapilární elektroforézy, přičemž barevné značení je čteno 

automaticky a zaznamenáváno do grafu. V tomto grafu, který se nazývá 

elektroforegram, jsou vyneseny intenzity jednotlivých bází podle barvy na daných 

pozicích. 

Běžně dokáží kapilární sekvenátory najednou analyzovat 96 sekvencí, ty 

nejvýkonnější zvládnou paralelně analyzovat i 384 sekvencí o délce 600 – 1000 

nukleotidů. V této době je při Sangerově metodě nejvíce limitujícím faktorem náročná 

příprava každého analyzovaného úseku DNA individuálně. 
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3.7.1.2. Maxam-Gilbertova metoda 

Tato sekvenační metoda, stejně jako předchozí, vede k produkci množství 

různě dlouhých kopií výchozí sekvence, jež jsou na jednom konci radioaktivně 

značeny a děleny pomocí gelové elektroforézy podle délky. Konkrétní nukleotid 

v daném místě je determinován na základě vizualizace radioaktivních značek podle 

délky sekvence. Hlavním rozdílem mezi Sangerovou a Maxam-Gilbertovou metodou 

je, že tato metoda je založena na štěpení molekul analyzovaného fragmentu DNA. 

K sekvenaci je opět potřeba dostatečné množství daného fragmentu z genomové DNA, 

ovšem s tou výhodou, že nemusí být připravena jednovláknová DNA, ale lze použít 

i dvoušroubovici deoxyribonukleové kyseliny.  

V dalším kroku jsou fragmenty DNA na jednom konci radioaktivně označeny 

a podrobeny chemické modifikaci. Specificky modifikovány jsou pouze některé ze 

čtyř nukleotidů, a to podle použitého chemického činidla. Nukleotidy jsou poté 

uvolněny z vlákna DNA a v tomto oslabeném místě je řetězec štěpen. Touto metodou 

lze přečíst asi 250bp z obou konců výchozích molekul DNA. Radioaktivní značení lze 

navíc provést jak z 5´konce, tak z 3´konce. Díky dvouvláknovému templátu lze za 

pomoci oddělených reakcí obou komplementárních vláken kontrolovat případné 

nesrovnalosti vzniklé při reakcích. 

Jedním z důvodů proč tato metoda ustoupila Sangerově přístupu je práce se 

značným množstvím radioaktivního fosforu pro tvoření značek na koncích sekvencí. 

(Zvárová, Mazura, 2012) 

3.7.2. Metody druhé generace — Masivní paralelní sekvenování 

Masivní paralelní sekvenování se provádí třemi hlavními metodami, a to 

pyrosekvencí (Roche /454), reversibilní terminátorovou sekvenací (Illumina, Solexa) 

a sekvenace ligací (SOLiD). Standardní příprava sekvenačních knihoven u všech 

těchto metod je založena na fragmentaci DNA, ošetření konců těchto fragmentů 

a navázání sekvenačních adaptorů, dále probíhá amplifikace DNA a konečně samotná 

sekvenace. K fragmentaci DNA se nejběžněji používá fyzické lámání delších molekul 

pod tlakem za využití stlačeného dusíku. Tento proces se nazývá nebulizace. 

Výslednou průměrnou délku fragmentů lze ovlivňovat nastavením tlaku dusíku. 
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Jelikož místa štěpení jsou náhodná a mohou se u obou vláken dvouřetězcové DNA 

lišit, vznikají přesahy, které jsou potřeba odstranit dosyntetizováním kratších vláken 

polymerázou. Zarovnané konce jsou poté ligovány adaptory, což jsou uměle 

syntetizované oligotukleotidy. Navázáním adaptorů je zajištěno, že každý jednotlivý 

řetězec je na 5´a 3´konci opatřen jinou sekvencí, která v dalších krocích slouží jak 

pro hybridizaci a stabilizaci na nosné médium, tak jako místa pro nasednutí primeru 

při PCR. Tyto sekvence jsou také komplementární pro primery iniciující samotnou 

sekvenační reakci. Tento proces se označuje jako tvorba sekvenační knihovny 

fragmentů DNA. Fragmenty DNA jsou v dalším kroku denaturovány na jednovláknové 

řetězce a zmnoženy pomocí PCR amplifikace. Důležité ovšem je fyzicky separovat 

každou výchozí molekulu společně s nově vznikajícími kopiemi od ostatních 

fragmentů. Pro tuto skutečnost byly vyvinuty dva modifikované postupy amplifikace: 

emulzní PCR a můstková amplifikace. 

3.7.2.1. Emulzní PCR 

Emulzní PCR se používá k přípravě vzorku pro instrumenty GS a SOLiD. 

K fyzické separaci fragmentů jsou použity speciální mikroskopické kuličky. Ty nesou 

na svém povrchu kovalentně vázaný primer, který je komplementární k jedné 

adaptorové sekvenci na 5´konci jednovláknové molekuly. Skrze hybridizaci 5´konce 

jsou fragmenty sekvenční knihovny přichyceny k primerům na kuličkách. V průběhu 

polymerace vzniká elongací primerů řetězec, jenž je komplementární k hybridizované 

sekvenci a je kovalentně navázán na kuličce.  

K tomu, aby amplifikace probíhala exponenciální řadou jsou do samotné 

reakce přidány taktéž primery komplementární k adaptorové sekvenci na 3´konci. 

Prodloužením těchto primerů vznikají volné molekuly, které jsou také hybridizovány 

na povrch kuličky a slouží jako předloha pro amplifikaci v nadcházejících cyklech. 

Postupnou elongací primerů, jež jsou navázány na kuličkách, vzniká populace klonů 

o tisících imobilizovaných kopiích, původně pocházející z jedné molekuly fragmentu 

sekvenační knihovny. Důvodem, že na jednu kuličku byla hybridizována pouze jedna 

výchozí molekula DNA, je právě emulzní cesta.  
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Ze začátku se amplifikační vzorek obsahující molekuly sekvenační knihovny, 

sekvenační kuličky, polymerázu, volné primery, volné nukleotidy a amplifikační pufr 

roztřepe v oleji. Tak vznikají malé kapičky reakční směsi, které ideálně obsahují jednu 

kuličku a jednu molekulu DNA. V těchto mikroreaktorech obklopených prostředím 

oleje pak probíhá celá amplifikace. Nově vznikající vlákna tak nejsou schopna 

uniknout a jsou v opakujících cyklech amplifikace znovu hybridizována na tu samou 

sekvenační kuličku. Důležité pro vznik správných kapiček je nejen vhodné nastavení 

intenzity třepání, ale i správný objem použitého oleje a reakční směsi. Na zachycení 

právě jedné kuličky a jednoho fragmentu DNA v kapičce má vliv poměr, ve kterém se 

do směsi kuličky a molekuly přidávají. Kuličky, na kterých jsou molekuly přichyceny, 

jsou poté promyty a použity pro sekvenační reakci. V případě, že je na kuličku 

přichyceno více než jedno vlákno DNA, vzniká namnožená sekvence, která je směsí 

různých templátů a je automaticky rozpoznána a vyřazena jako chybná. (Zvárová, 

Mazura, 2012) 

3.7.2.2. Můstková amplifikace 

Tato amplifikace byla vyvinuta pro přístroje vyrábějící firma Illumina. 

Imobilizaci připravených vláken DNA zajišťuje destička, která má na svém povrchu 

přichyceny oba typy primerů, jež jsou komplementární k oběma koncům fragmentu. 

Vlákno je proto hybridizací zachyceno za oba konce. Díky tomu vytváří jakýsi můstek 

mezi dvěma typy primerů v těsné blízkosti u sebe. Nově vlákno vzniklé v jednom 

cyklu PCR amplifikace elongací jednoho z primerů polymerázou tvoří v nadcházejícím 

cyklu po denaturaci dvouvláknového komplexu znovu můstek. Můstek se utváří díky 

hybridizaci volného konce na nový, sousední primer, a tak tyto namnožené molekuly 

vytváří na destičce shluky tisíce sekvencí v těsné blízkosti. Destička se shluky 

(klastry) je v dalším kroku vložena do sekvenátoru. Shluky shodných sekvencí jsou 

podle signálu při sekvenaci rozpoznány jako jednotlivé body rozmístěné po ploše 

destičky. (Zvárová, Mazura; 2012) 
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3.8. Interpretace forenzně genetických dat 

Po genetické analýze v laboratoři přichází na řadu taktéž velmi důležitá část, 

a to interpretační. Cílem je zhodnotit získaná data, určit jejich spolehlivost 

a samozřejmě stanovit jejich vypovídací hodnotu. K odhadnutí spolehlivosti dat je 

zapotřebí posoudit několik faktů, jako je technická kvalita získaných dat, spolehlivost 

použitých metod analýzy a i odolnost celého laboratorního procesu vůči chybě. Také 

jak jsou jednotlivá zjištění navzájem logicky konzistentní, což znamená, zda si 

například dva dílčí výsledky neodporují. A konečně jak dobře data odpovídají empirii, 

pod čímž si lze představit, zda jsou data v souladu se zkušeností znalce a dalších 

uživatelů dat  (soudců) nebo naopak. 

K posouzení vypovídací hodnoty dat je nezbytné určit inferenci 

pravděpodobnostních jevů, což je vyjádření pravděpodobnosti daného výsledku za 

platnosti dvou či více hypotéz. (Šimková, 2012) 

3.8.1. Technická kvalita dat 

Ve forenzně genetické praxi se nejčastěji setkáváme s laboratorními daty 

v podobě časového záznamu změny fluorescence v průběhu kapilární elektroforézy. 

Technickou kvalitou rozumíme, do jaké míry lze jednoznačně určit z těchto 

laboratorních dat konkrétní podobu studovaných polymorfismů, tedy jak zřetelně 

jsou tato data odečitatelná. Tato data mohou být jak úplná a bez nejasností a mít tak 

vysokou kvalitu, tak naopak neúplná s řadou nejasností až neinterpretovatelná. 

Technickou kvalitu dat můžeme stanovit pomocí standardu, který představují 

data z validace. K posouzení slouží hodnocení celé řady parametrů, jako jsou 

například tvar a výška píků, vzájemné poměry výšek píků nebo míra shutteringu atd. 

Cílem práce se střední až nižší technickou kvalitou dat je primárně zvýšit jejich 

kvalitu. To v praxi znamená opakování analýzy s různými modifikacemi tak, aby byl 

průběh celé analýzy optimalizován a bylo dosaženo co nejčitelnějších dat. Pokud ani 

pomocí opakované analýzy s různými modifikacemi nedojde ke zkvalitnění dat, je 

třeba zohlednit míru nekvality při stanovení vypovídací hodnoty dat. 
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3.8.2. Kvalita v laboratoři 

Kvalita v laboratořích je dána hlavně: prevencí chyb ze známých zdrojů (např. 

záměna vzorků); odhalování nových zdrojů chybovosti; systémový přístup 

a standardizace analýz; optimalizace laboratorních procesů (finanční efektivita 

analýzy) a samozřejmě průběžné zkvalitňování analýz s ohledem na stále se vyvíjející 

obor. 

Certifikované laboratoře jsou takové laboratoře, kterým byl udělen certifikát 

od certifikovaného orgánu, a tedy, že je daná laboratoř ve shodě s předepsanou 

normou. Ve forenzně genetické praxi se setkáváme nejčastěji s certifikací o shodě 

s normou ISO 9001:2008 (management kvality). Oproti tomu akreditované 

laboratoře jsou buď pověřeny akreditačním orgánem k udělování certifikací, nebo 

odborně i jinak způsobilé k provádění určité činnosti. Nejčastěji se ve forenzně 

genetické praxi setkáváme s akreditací laboratoří dle normy ISO 17025:2005. 

(Šimková, 2012) 

3.8.3. Vypovídací hodnota dat 

Na principu, že některé hypotézy jsou v dané situaci pravděpodobnější 

a některé méně, je založena inference či usuzování, odvozování jedné skutečnosti 

z druhé. Inferenční logika je postavena na úpravách našich očekávání po získání 

nových dat, přičemž na stejném principu funguje hodnocení síly důkazu ve forenzních 

vědách. 

Ve forenzní genetice se inferenční logika vztahuje převážně ke třem typům 

hypotéz. Prvním typem je hypotéza o shodném či rozdílném původci dvou vzorků, 

kde je pro nás důležité hlavně to, jak významným důkazem o stejném původci je 

shoda genotypů. Další je hypotéza o přítomnosti nebo naopak nepřítomnosti 

biologického materiálu daného jednice ve smíšené stopě. V tomto případě se klade 

důraz na významnost svědectví výsledku analýzy smíšené stopy pro přítomnost 

biologické stopy konkrétního jedince. A poslední z nejčastěji užívaných hypotéz, 

hypotéza o existenci či neexistenci určitého biologického příbuzenského vztahu mezi 

dvěma jedinci. Zde nás zajímá jak silně svědčí genetické profily obou jedinců 

o určitém příbuzenském vztahu. 
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Problematika interpretace dat je velmi složitá a rozsáhlá. Pro každou z hypotéz 

by ovšem měl být výstupem práce znalce tzv. věrohodnostní poměr (LR, angl. 

likehood ratio). Věrohodnostní poměr je možné kombinovat jak s jinými 

i nevědeckými důkazy, jako je očité svědectví, tak s dalšími věrohodnostními poměry 

vzniklými jiným zkoumáním. V praxi v rámci našeho soudnictví není bohužel tolik 

věrohodnostní poměr vyžadován. (Šimková, 2012) 

 

3.9. Forenzní genetika ve výuce SŠ 

Metody forenzní genetiky a forenzní biologie jako takové často vyžadují 

finančně nákladné přístroje, také proto nejsou na středních školách vyučovány. 

Dalším faktorem je, že se jedná o specializované metody daleko nad rámcem RVP. 

V těch se nachází příbuzná témata jako genetika, molekulární a buněčné základy 

genetiky a samozřejmě učivo, v kterém jsou obsaženy potenciální biologické stopy, 

jako krev, kůže a její deriváty v rámci biologie člověka či anatomie a morfologie 

rostlin. V ŠVP často nalezneme stejná témata pouze rozepsaná aktivními slovesy. 

Genetika, jakožto základ forenzní genetiky, se ovšem vyučuje až v posledním ročníku 

gymnázií. 

Forenzní biologie je ale pro studenty velmi atraktivním oborem, proto je 

dobré studentům přiblížit tuto vědu pomocí jednoduchých cvičení proveditelných i ve 

školních podmínkách. O sepsání vhodných cvičení jsem se pokusila v didaktické části 

práce. 
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4. Didaktická část 

4.1. Cíle 

Cílem bylo vyzkoušet cvičení na téma forenzní biologie v praxi. Zjistit, zda 

nastanou nějaká úskalí při provedení pokusů či přípravě nebo jestli studenti zvládnou 

tato cvičení bez komplikací. Jako další cíl jsem si kladla ověřit, zda hodina byla 

studentům přínosná a budou si některé pojmy pamatovat i pár týdnů poté. 

4.2. Materiál a metody 

4.2.1. Zásobník forenzně biologických cvičení 

4.2.1.1. Cvičení č. 1.: Důkaz krve — Bertrandova zkouška 

Bertrandova zkouška patří mezi specifické zkoušky na přítomnost krve při 

vyšetřování stop krve v kriminalistice. Za přítomnosti chloridu hořečnatého tvoří 

hemoglobin spolu s ledovou kyselinou octovou acetchlorhemin. Jedná se 

o červenohnědé krystalky, které se shlukují nebo jsou uloženy ojediněle. 

Pomůcky: krev, 2 podložní skla, krycí sklíčko, kapátko, kahan, mikroskop, 

Bertrandovo činidlo (1g chloridu hořečnatého, 1 cm3 destilované vody, 5 cm3 

glycerinu a 20 cm3 ledové kyseliny octové) 

Postup: Na podložní sklo kápneme menší kapku krve, kterou necháme 

zaschnout a poté ji seškrábneme na druhé podložní sklo. K ní přidáme kapku 

Bertrandova činidla a ihned přikryjeme krycím sklíčkem (podle potřeby přikápneme 

činidlo ze strany tak, aby byl prostor pod krycím sklem vyplněn). Poté pomalu 

zahříváme nad plamenem kahanu dokud nezačnou vznikat bublinky. Preparát se 

nesmí zahřívat rychle, aby se nespálil. Až preparát vychladne, ihned prohlížíme 

mikroskopem asi při zvětšení 150 krát. 

Závěr: Krystalky jsou tak specifické, že žádná jiná látka netvoří podobné. Tato 

zkouška je velmi rychlá a jednoduchá a lze ji provést i s minimálním množstvím krve. 

Také proto se v kriminalistice používá. (Machová, 1984) 
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4.2.1.2. Cvičení č. 2.: Důkaz krve — Teichmannova zkouška 

Jedná se o specifickou zkoušku přítomnosti krve, používanou v kriminalistice 

k určování stop krve. V horké kyselině octové se ničí globin — bílkovinná část 

hemoglobinu a uvolňuje prostetická složka — hem s ionty Cl- a Br-, které jsou 

důkazem přítomnosti hemoglobinu. 

Pomůcky: krev, 2 podložní skla, krycí sklíčko, kyselina octová, 0,2% NaCl nebo 

NaBr ve vodě, kahan, mikroskop 

Postup: Na podložní sklo kápneme kapku krve, kterou necháme zaschnout. Na 

zaschlou kapku kápneme roztok soli a necháme opět zaschnout. Poté přikápneme 

kyselinu octovou, přikryjeme krycím sklíčkem a pomalu zahříváme nad plamenem 

kahanu. Po odpaření pozorujeme pod mikroskopem červenohnědé krystalky někdy 

seskupené do srostlic. 

Závěr: Krystalky jsou velmi specifické a nejsou podobné žádným jiným. Je to 

velmi rychlá, jednoduchá a specifická zkouška.(Hejtmánek, 1986) 

4.2.1.3. Cvičení 3.: Průkaz slinné amylázy člověka 

Sliny člověka obsahují enzym — α-amylázu. Ta se podílí na trávení tím, že 

zajišťuje štěpení škrobu na jednodušší sacharidy. Průkaz slinné amylázy člověka lze 

použít, pokud chceme dokázat, zda se jedná o sliny či nikoliv. 

Pomůcky: sliny člověka, Lugolův roztok, 1% roztok škrobového mazu (ve 

vařící vodě rozpuštěný rýžový škrob, destilovaná voda, nálevka s filtračním papírem, 

kádinka, kapátko, 2 pipety na 5ml, vodní lázeň s teplotou vody 37°C 

Postup: Pokus provádíme ve skupinkách 2-3 studentů. K přípravě 

enzymového preparátu jeden ze studentů podrží 25-30 ml destilované vody v ústech 

po dobu asi pěti minut. Poté vodu z úst zfiltrujeme pomocí filtračního papíru do 

kádinky. Dále napipetujeme do dvou zkumavek po 1ml škrobového mazu. Do jedné ze 

zkumavek přidáme 1 ml roztoku amylázy, do druhé z nich dáme 1 ml destilované 

vody a zkumavky označíme. Protřepeme je a vložíme do vodní lázně, která má teplotu 

37°C, na 15 minut. Po uplynulé době zkumavky vyjmeme a sledujeme jejich zákal. Do 

každé z nich kápneme kapku Lugolova roztoku a řádně promícháme. Poté 
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pozorujeme zbarvení obou roztoků, přičemž zkumavka bez slinné amylázy se zbarví 

sytě fialově, se slinnou amylázou se nezbarví nebo pouze jemně fialově. 

Závěr: Lugolův roztok je roztok jodidu draselného, který barví škrob do 

fialova. Působením slinné amylázy se štěpí škrob, který odpovídá za syté zbarvení 

zkumavky. (Hejtmánek, 1986) 

4.2.1.4. Cvičení č. 4.: Otisky prstů 

Na vnitřní straně ruky člověka pozorujeme dvoje útvary, a to jak význačnou 

kresbu tzv. dlaňových rýh, tak složitý reliéf drobných čar tzv. papilárních linií. Obor, 

který se zabývá zkoumáním papilárních linií člověka, se nazývá dermatoglyfika či 

také daktyloskopie. Využívá se hlavně v kriminalistice k identifikaci osob, jelikož 

papilární linie mají specifickou kresbu pro každého člověka a jsou tedy jedinečné. 

Avšak zároveň základní kvalitativní a kvantitativní charakteristiky dermatoglyfů jsou 

geneticky dědičné. Od hmatových papil ve škáře jsou odvozeny papilární linie na 

prstech, které tvoří obrazce nazývané dermatoglyfy. Mezi základní dermatoglyfy 

patří:  

 plochý oblouk 

 stanový (stromový) oblouk 

 smyčka ulnární  

 smyčka radiální 

 dvojsmyčka 

 spirální závit či vír (Machová, 1984) 

Pomůcky: razítková barva, poduška pod razítko, bílý papír, lupa, mýdlo, teplá 

voda 

Postup: Studenti pracují ve dvojicích, přičemž snímají otisky jeden druhému. 

Student, který otisky snímá (vyšetřující), nejdříve napíše na papír jméno studenta a 

písmeno P nebo L (podle toho, zda se jedná o pravou nebo levou ruku) a položí papír 

na okraj stolu. Poté snímají otisky v pořadí od palce k malíčku a každý otisk nakonec 

označí číslem 1-5 podle toho, o který prst se jednalo. 
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Vyšetřující jednou rukou vede otiskovaný prst a tou druhou pomáhá udržovat další 

prsty ve flexi. Prst vede vyšetřující jak při očerňování, tak při otiskování vždy stejným 

způsobem. Celé prstové bříško převalí po podložce zleva doprava, nikdy zpět, aby se 

otisk nerozmazal. Každý prst jednou očerní, ale otiskne dvakrát za sebou, jelikož 

druhý otisk bývá slabší a tudíž lépe čitelný a označí číslem. Po otisknutí všech prstů si 

student umyje ruce. Získané otisky každý student za pomocí lupy vyhodnotí na 

základě vyobrazených základních tvarů dermatoglyfů, viz Obr. 1. Otisky porovnají 

mezi sebou, zjistí výskyt nejčastějších tvarů. 

Závěr: Největší význam pro kriminalistickou identifikaci mají malé detaily, 

jako přerušování čar, rozdvojování a splývání linií, jelikož jsou pro každého 

charakteristické. (Machová, 1984; Odstrčil, 1992) 

 

Obrázek 1 — Dermatoglyfy;  

zdroj: http://www.gypce.cz/wp-content/uploads/2015/02/Dermatoglyfy_DP.pdf 
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4.2.1.5. Cvičení č. 5.: Porovnávání trichologického materiálu 

Trichologický materiál je tvořen třemi základními stavebními díly: kutikulou, 

kůrou a dření. Vzájemný poměr těchto stavebních dílů se v závislosti na typu mění. 

Vlasy a chlupy se identifikují za pomocí mikroskopu tak, že se porovnává jejich 

morfologie s morfologií lidských vlasů, chlupů a zvířecích chlupů. V kriminalistice se 

jedná často o významné biologické stopy. 

Pomůcky: Vlasy, zvířecí chlupy, podložní sklo, krycí sklo, mikroskop 

Postup: Připravíme si preparát vzorku vlasu či chlupu tak, že na podložní 

sklíčko položíme vzorek chlupu, zakápneme vodou a přikryjeme krycím sklíčkem. 

Takto připravený preparát pozorujeme pod mikroskopem. 

Určete pomocí atlasu chlupů/vlasů viz Obr. 2., zda se jedná o lidské vlasy nebo 

zvířecí chlupy, případně o jaký druh jde. Zhotovte nákres jednoho z preparátů. 

Zamyslete se nad tím, jaké další informace by bylo možné z vlasů/ chlupů získat. 
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Závěr: Vlasy a zvířecí chlupy jsou svojí morfologií velmi odlišné, a proto často 

lze jednoznačně určit o jaký trichologický materiál se jedná. 

4.2.1.6. Cvičení č. 6.: Pozorování Barrova tělíska 

Barrovo tělísko či sex chromatin je inaktivovaný pohlavní chromosom X. U žen 

se v každé somatické buňce v časném vývoji náhodně inaktivuje jeden z chromosomů 

X. Ten zůstává v interfázi spiralizovaný a tudíž je barvitelný jadernými barvivy. Je 

lokalizován na vnitřní straně jaderné membrány. Velikost Barrrova tělíska je asi 1 μm 

Obrázek 2 — Atlas chlupů;  

zdroj: 

http://data.otevrenaveda.projekty.avcr.cz/miranda2/export/sitesavcr/data.avcr.cz/projekty/otevrenav

eda/kurzy-pro-pedagogy/metodiky-laboratornich-cviceni-pro-zs/hledani-pachatele.pdf 
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a je prokazatelné asi u 30-40% buněk ústní sliznice ženy. Barrovo tělísko lze využít 

jak k diagnostice pohlaví, tak i k detekci chromosomových aberací chromosomu X. 

Pomůcky: Karmín (orcein), etanol, sterilní dřevěná špachtle, podložní sklíčko, 

krycí sklíčko, filtrační papír, mikroskop 

Postup: Špachtlí provedeme stěr buněk epitelu ústní sliznice. Na podložním 

skle provedeme roztěr těchto buněk, přikápneme etanol, zamícháme a necháme 

zaschnout. V dalším kroku kápneme pár kapek barviva (karmín), přikryjeme krycím 

sklíčkem a jemným tlakem provedeme roztlak. Filtračním papírem odsajeme 

přebytečné barvivo a preparát necháme opět zaschnout. Pozorujeme pod 

mikroskopem. 

Závěr: V interfázních jádrech na vnitřní straně jaderné membrány pozorujeme 

Barrovo tělísko, které se vyskytuje pouze u ženského pohlaví. Porovnáme preparáty 

žen a mužů. 

4.2.1.7. Cvičení č. 7.: Řešení úloh z genetiky 

Pomůcky: Úlohy, tužka 

Postup: Studenti si zopakují základní pojmy genetiky: gen, genotyp, fenotyp, 

alela, homozygot, heterozygot úplná a neúplná dominance, recesivita, autozom, 

gonozom atd. Řeší jednotlivé úlohy. 

Úplná dominance: 

1. U rajčat je dominantní gen, který odpovídá za červené zbarvení plodů a gen 

recesivní odpovídající za zbarvení žluté. Jakou barvu plodů budou mít rostliny 

vzniklé křížením homozygotní rostliny s červenými plody a žlutoplodé 

rostliny? Plody jaké barvy ponesou rostliny v F2 generaci? Zkřížením 

červenoplodé rostliny z generace F2 s heterozygotem z F1 získáme jaké 

potomstvo? 

2.  U skotu je gen pro vznik černé barvy srsti dominantní nad genem pro barvu 

červenou. Jaké potomstvo (F1) získáme zkřížením homozygotního černého 

býka a červené krávy? Jak bude vypadat potomstvo F2? Zkřížením červeného 

býka a heterozygotní krávy získáme jaká telata? 
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3. Gen pro bezrohost je u skotu dominantní nad genem pro rohatost. Jaké 

potomky získáme zkřížením rohatého býka s homozygotními bezrohými 

kravami? Jaká budou telata v F2 po vzájemném zkřížení heterozygotních telat? 

Neúplná dominance: 

1. Pokud zkřížíme čistokrevné bílé slepice a kohouty kuřata budou vždy bílá. 

Jakmile budeme křížit čistokrevné černé slepice a kohouty budou potomci 

vždy černí. V případě zkřížení černého a bílého rodiče bude mít potomek tzv. 

holubí barvu. Peří jaké barvy budou mít kuřata černého kohouta a holubí 

slepice? V jakém poměru bude jejich zastoupení? Jaké potomstvo vznikne 

křížením holubího kohouta a holubí slepice? 

2. Některá plemena ovcí mají kromě klasických jedinců s dlouhýma ušima 

i jedince bez ušních boltců, bezuché jedince. Kříženci mezi bezuchými ovcemi 

a dlouhouchými mají krátké uši. Jaká jehňata dostaneme křížením 

krátkouchých ovcí? Jaké potomstvo vznikne po zkřížení krátkouché ovce 

a bezuchého berana? 

Dědičnost krevních skupin: 

1. Rodiče s krevními skupinami A a B mohou mít děti s jakými krevními 

skupinami? 

2. Dívka má krevní skupinu AB, její bratr má krevní skupinu 0. Jaké krevní 

skupiny budou mít jejich rodiče? 

3. Může mít syn krevní skupinu B, jestliže rodiče mají krevní skupiny 0 a AB? 

4.2.1.8. Cvičení č. 8.: Izolace DNA z cibule nebo rajčete 

Všechny živé organismy obsahují genetickou informaci. DNA ovšem není 

viditelná pouhým okem. Je ji ale možné ve větším množství izolovat — dostat z buňky, 

a tak ji vidět. V tomto cvičení si dokážeme, že je možné izolovat DNA i ve školním 

prostředí a není k tomu potřeba špičkového laboratorního vybavení. 

Pomůcky: 5 ml tekutého saponátu na nádobí (jar), ½ čajové lžičky NaCl, 50 ml 

vody, 1 cibule nebo rajče, několik zrníček prášku na praní s detergentem (Persil), 
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alespoň 60% alkohol, 2 kádinky, 2 zkumavky, vodní lázeň (60 °C), teploměr, ruční 

mixér, filtrační papír, špejle 

Postup: Rajče nebo cibuli nakrájíme najemno. Do zkumavky nalijeme 15 ml 

vody, v které rozpustíme půl čajové lžičky NaCl. Do tohoto roztoku přidáme asi 5 ml 

jaru a vylijeme do kádinky. Do té vložíme i nakrájenou cibuli nebo rajče. Pro urychlení 

dáme kádinku do vodní lázně o teplotě 60°C na asi 15 minut. Poté roztok ochlazujeme 

v ledničce po dobu asi 10 minut, čímž zabráníme zničení DNA působením tepla. Po 

uplynutí doby směs vyndáme a mixujeme maximálně 5 sekund. Vyextrahovanou DNA 

je potřeba zbavit pevných zbytků, což docílíme přefiltrováním roztoku přes filtrační 

papír do čisté zkumavky. Poté přidáme pár zrníček pracího prášku. Nakonec přilijeme 

do zkumavky po stěně vychlazený alkohol. Ve vrstvě alkoholu vznikne bílá sraženina 

— zeleninová DNA. Tu lze namotat na špejli a vytáhnout. 

Závěr: Mycí prostředek obsahuje detergenty, které rozštěpí buněčné 

membrány i obaly buněčných jader. Tím se uvolní DNA do vodního roztoku, čímž 

napomáháme i mechanicky pomocí mixéru. DNA ve vodném roztoku je navázaná na 

histony. Ty se odstraní pomocí pracího prášku obsahujícího enzym proteázu, která 

štěpí bílkoviny. DNA je rozpustná ve vodě, proto se přidává alkohol, ve kterém je DNA 

nerozpustná. 
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4.2.2. Ověření v praxi 

Cvičení jsem ověřovala v praxi v rámci seminářů biologie na Jiráskově 

gymnáziu v Náchodě. Pracovala jsem s 3. a 4. ročníky, septimami a oktávami, kde jsem 

odučila 4  vyučovací hodiny. Přítomno bylo v jednom semináři 13 studentů, v druhém 

10. Z důvodu, že gymnázium disponuje přímo biologickou laboratoří nebyl problém 

s vybavením ani místem. Co se týče znalostí studentů, hodnotila bych je 

nadprůměrně. Nejen, že se jedná o jednu z nejprestižnějších škol v okrese, ale také 

proto, že je biologický seminář volitelný a tudíž mají žáci zájem o biologii či ji dokonce 

chtějí v budoucnu studovat.  

Nejprve jsem rozdala dotazníky (viz příloha A — Dotazník na začátek hodin 

s tématem Forenzní biologie), na které studenti odpovídali. Poté dostali zadání 

vlastních cvičení. Rozhodla jsem, v jakém pořadí bude kdo postupovat a dali se do 

práce. Jednalo se o cvičení: Důkaz krve — Bertrandova zkouška, Průkaz slinné 

amylázy, Otisky prstů, Porovnávání trichologického materiálu, Pozorování Barrového 

tělíska a Řešení úloh z genetiky. 

Jako první prokazovali slinnou amylázu člověka. Tento pokus dělali ve 

skupinkách 2-3 studentů hned na začátku hodiny proto, aby mohli během doby, kdy 

jsou zkumavky ve vodní lázni, pracovat na jiném cvičení. Pro urychlení jsem již 

předem připravila škrobový maz. V jedné z hodin hned v počátku, kdy měl někdo ze 

studentů podržet 5 minut destilovanou vodu v ústech, nastal problém, že se nikdo 

nehlásil a tudíž jsem musela žáka určit a ten samozřejmě značně protestoval. Nakonec 

se podařilo správně vytvořit roztok amylázy a další komplikace již u tohoto cvičení 

nenastaly. Zákal byl hezky pozorovatelný, stejně tak, jako fialové zbarvení roztoku 

bez slinné amylázy po přidání Lugolova činidla. 

Na Bertrandovu zkoušku jsem měla připravená podložní skla s dvěma 

zaschlými červenými kapkami. Jedna z nich byla kapka krve, druhá temperová barva 

ve stejném odstínu. Jejich úkolem bylo zjistit pomocí Bertrandova činidla, která 

z těchto kapek je krev. Toto cvičení všichni studenti zvládli bez problémů a zkouška 

vyšla všem, jen někteří si nebyli jisti strukturou krystalků tudíž se na ni ptali. 
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Další cvičení, v kterém studenti pozorovali dermatoglyfy proběhlo taktéž bez 

problémů. Co se týče jejich pozorování, vyšlo najevo, že nejčastějším typem 

dermatoglyfu byla smyčka a to v obou třídách. Naopak dvojsmyčka se vyskytovala 

zřídka. Předpokládala jsem, že se najde někdo, kdo bude mít problém se špiněním 

prstů barvou, která nešla tak dobře smýt. Tato situace však nenastala a proto jsem 

byla mile překvapena. Jelikož jsem měla od pana učitele k dispozici i prášek a izolepu 

na snímání otisků, každý, kdo chtěl, si mohl vyzkoušet snímání otisků v praxi. To se 

samozřejmě setkalo s velkým úspěchem, ovšem výsledky byly nevalné. U tohoto 

cvičení byli studenti nejhlučnější. 

Při zkoumání trichologického materiálu jsem připravila 5 petriho misek 

s lidskými vlasy, psími chlupy, kočičími chlupy, králičími chlupy a umělými vlasy 

z paruky. Studenti si vzali vždy jeden vlas či chlup, zakápli vodou, přiložili krycí sklo 

a pozorovali. Při určování druhu, z kterého trichologický materiál pochází pomocí 

atlasu chlupů byli často přesní až na umělý vlas, který se stal chytákem. Umělý vlas 

identifikovalo zhruba jen 15% z nich, ostatní ho označili za koňský. 

Pozorování Barrova tělíska bylo, podle mého názoru, pro studenty také velmi 

zajímavé. V každé dvojici provedli stěr z bukální sliznice  dívky. Pokud ve skupince 

dívku neměli, poprosili spolužačku či provedli, pro kontrolu, stěr chlapce. Co se týče 

výsledků, Barrova tělíska byla většinou hezky viditelná až na pár případů, kdy byl 

pravděpodobně stěr proveden nesprávně a obsahoval málo buněk. Pro správné 

identifikování Barrových tělísek jsem musela několika skupinám poradit, ale nakonec 

se setkaly s pozitivním výsledkem. 

Posledním cvičením bylo řešení úloh z genetiky. To jsem prováděla pouze ve 4. 

ročníku a oktávě, protože ti měli už látku probranou. Bylo vidět, že to pro ně po všech 

těchto cvičeních už není tolik zajímavé. Nakonec ale všichni z nich, po malém 

zopakování, neměli s úlohami problémy a bezchybně je vypracovali. Bylo znát, že se 

jedná o studenty, které biologie baví a tuto látku bezvadně ovládají. 
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4.3. Výsledky 

Jak už jsem naznačila výše, všechna cvičení studentům vyšla tak, jak měla. Malý 

zádrhel nastal pouze u pozorování Barrova tělíska, kdy je preparát několika studentů 

neobsahoval, proto nahlédli do mikroskopů svých spolužáků. Na konci hodiny jsem 

jim ještě rozdala krátký dotazník, kde jsem se tázala na to, jak se jim hodina líbila, co 

je nejvíce zajímalo a co naopak ne (viz příloha B — Dotazník na konci hodin 

s tématem Forenzní biologie). Nevím, jak moc odpovídali upřímně, ale všichni, co 

dotazník odevzdali, hodnotili hodinu jako velmi zajímavou a přínosnou. 

Nejoblíbenější z cvičení byl důkaz krve pomocí Bertrandovy zkoušky a zkoumání 

trichologického materiálu. Naopak řešení úloh z genetiky jim nepřišlo tolik zajímavé, 

už z toho důvodu, že podobná cvičení již řešili v hodinách biologie.  

Dalším krokem bylo zjistit, zda si budou studenti pojmy dlouhodobě 

pamatovat a co jim hodina na téma forenzní biologie přinesla do budoucna. Zhruba po 

měsíci od ověření cvičení v praxi jsem studentům opět dala dotazníky (viz příloha C 

— Dotazník — Forenzní biologie), abych dokázala na tuto otázku odpovědět a 

porovnat ho s dotazníkem, který vyplňovali na začátku hodiny. Jak vidíme v prvním 

grafu, dotazník podávaný ze začátku hodin dopadl dle mých očekávání a to nevalně. 

Na zhruba třetinu otázek studenti neodpověděli či odpověděli špatně. Nejlépe 

zodpovězenými otázkami byly: Čím se zabývá forenzní biologie a Co zkoumá 

daktyloskopie. Z 23 studentů na ně správně odpovědělo 21. Na zbytek otázek: Co se 

zjišťuje Bertrandovou zkouškou?; Co jsou to dermatoglyfy? Vyjmenuj tři z nich.; Co je 

to trichologický materiál? Uveď příklady.; Co je to Barrovo tělísko?, odpověděla 

v průměru správně méně než třetina dotázaných.  
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položených přibližně po měsíci od hodin s tématem forenzní biologie. Výsledky mě 

mile překvapily. Z 21 studentů odpovědělo 18 správně na všechny otázky. Pouze 3 

studenti nezodpověděli vše dobře a měli tutéž chybu a to na otázku: Co je to Barrovo 

tělísko, viz druhý graf. 

  

 

  

Graf 1— Výsledky dotazníku na začátku hodiny 
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Graf 2 — Výsledky dotazníku po měsíci 
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4.4. Diskuse 

Vlastní hodiny bych zhodnotila velmi pozitivně. Ve třídě vládla příjemná 

atmosféra a ze studentů jsem cítila zájem o biologii a touhu naučit se něco nového. 

Osobně se mi tam učilo velice dobře. Soudím, že pan učitel s nimi dělá také spoustu 

zajímavých věcí a právě proto, že neseděli u mikroskopu poprvé, se jim pokusy 

povedly.  

Z výsledků je patrné, že je cvičení bavila. Jak už ze zpětné vazby v hodině, tak 

z dotazníku po hodinách, ale především z dotazníku, který dostali s odstupem času. 

Má očekávání byla sice vysoká, neboť se jedná o velmi chytré a šikovné studenty, ale 

že zodpoví téměř všechny otázky správně jsem opravdu nepředpokládala. Z toho 

vyplývá, že si z hodin odnesli mnohé.  

Dalším možným důvodem proč je tato cvičení tolik bavila je vzrůstající zájem 

o forenzní biologii v médiích. Televizních pořadů s kriminalistickou tématikou totiž 

neustále přibývá a to bezesporu i proto, že se jedná o velmi poutavé odvětví vědy. 

Realita se často sice liší, ale vyzkoušet si některé z technik, které používají hrdinové 

kriminálek k dopadení pachatele, je zajisté zajímavé. 

 Myslím si, že cíl byl splněn — studenti si vyzkoušeli nové pokusy z oboru 

forenzní biologie, které se jim převážně povedly, a získali nové znalosti v tomto 

oboru. Nebála bych se zařazovat tato forenzně-biologicky laděná cvičení i do běžných 

laboratorních prací na základních a hlavně středních školách. 
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5. Závěr 

V diplomové práci jsem se zaobírala historií forenzní genetiky, jak vůbec 

vznikla a kdy byla analýza DNA poprvé použita v kriminalistických případech. Poté 

jsem podrobně popsala druhy biologického materiálu, jakými jsou krev, sliny, 

ejakulát, vlasy, chlupy, kosti atd. Jakými metodami je lze zkoumat ať už orientační 

zkouškou či zkouškou specifickou. Kdy je biologický materiál biologickou stopou 

a jaké jsou druhy stop z hlediska jejich vyhledávání. Neopomněla jsem ani druhový 

původ biologického materiálu a průkaz lidského původu. 

Dále jsem se zabývala analýzou DNA, která slouží k získání vlastního profilu 

DNA. Zpracovala jsem techniky, kterými se v počátku zkoumání vzorků DNA izoluje 

nukleová kyselina z buňky. Taktéž zde byly popsány metody kvantifikace 

a amplifikace DNA, tedy polymerázová řetězová reakce (PCR). Ta se používá 

v rozmanitých variantách k různým účelům a i popis těchto druhů byl náplní mé 

práce. Dále je k získání profilu DNA je zapotřebí chemických metod jako je gelová či 

kapilární elektroforéza nebo sekvenační metody, které jsem si rovněž kladla za cíl 

popsat. V další části jsem se věnovala interpretaci dat. Zhodnocení získaných dat, 

určení jejich spolehlivosti a samozřejmě vypovídací hodnota dat. 

V didaktické části jsem vytvořila zásobník forenzně biologických cvičení, která 

se dají využít v hodinách biologie na středních i základních školách. Ty jsem poté 

prověřila v praxi na seminářích z biologie ve 3. a 4. ročníku na Jiráskově gymnáziu 

v Náchodě. Zjistila jsem, že pokusy s touto tématikou studenty baví a shledávají je 

nadmíru zajímavými. To jsem potvrdila i formou dotazníku tak, že si studenti učivo 

dobře pamatovali i s odstupem času. 
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