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Abstrakt

Tato diplomova prace je vénovana forenzni genetice. V prvé radé je forenzni
genetika uvedena do historického kontextu. Poté je zde popsan biologicky material
a moznosti detekce biologickych stop. Dale je prace zaméfena na analyzu DNA,
pricemz jsou zde detailné rozpracovany pouzivané techniky jak izolace nukleovych
kyselin, kvantifikace DNA, tak i varianty polymerazové retézové reakce (PCR). Taktéz
se prace zabyva i metodami ziskavani profili DNA — elektroforézou a sekvenovanim
a jejimi druhy. Vneposledni radé zde nalezneme i problematiku interpretace
forenzné genetickych dat. V didaktické Casti jsou zpracovana cvic¢eni pro studenty
strednich $kol s forenzné biologickym tématem. Ta byla vyzkouSena v praxi v ramci

biologického seminafe na Jiraskoveé gymnaziu v Nachodé.
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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

Jiraskovo gymnazium in Nachod.
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2. Uvod

Diplomova prace se vénuje velmi zajimavé a stdle se rozvijejici védé —
Forenzni genetice. Ta se stava v poslednich letech ¢im dal tim populdrnéjsi a to
zejména diky médiim, v kterych se potady s touto tématikou objevuji neustale castéji.
Je ovSem nutné podotknout, Ze tyto, pirevazné seridly, bohuZel mnohdy nemaji
s realitou nic spolectného. Forenzni genetiku chapeme jako védu, ktera se zabyva
genetickym zkoumdanim pro potifeby dokazovani jak trestnych c¢ind, tak i tfeba

pribuznosti fyzickych osob.

Zacatek prace je vénovan historii forenzni genetiky, tedy kdy se poprvé
geneticka analyza objevila. Dale se zabyvam biologickym materidlem a biologickymi
stopami které, pokud maji byt pouzity jako diikazni material, musi byt nejdiive
nalezeny a spravné zajistény. Biologickou stopou je takovy biologicky material, ktery
slouzi k objasniovani udalosti, prevazné trestnych ¢ind, a je tedy velmi ¢asto onim
dliikazem. K nejcastéjsim biologickym stopdm vyuzivanym v kriminalistice, kterym se
zde budu vénovat, patti krev, sliny, ejakulat, vlasy, chlupy, kosti atd. Kromé popisu
Fecenych stop jsem si kladla za cil osvétlit metody jejich zkoumani jak specifickymi,

tak nespecifickymi (orientacnimi) zkouskami.

Dal$im pilifem forenzni genetiky je samostatné zkoumani vzorkd DNA, které
zahrnuje tfi hlavni kroky nutné pro ziskani vlastniho profilu DNA. Prvnim krokem je
uvolnéni DNA z buriky tzv. izolace DNA. VSechny metody izolace DNA zahrnuji nékolik
zakladnich kroki: pripravu biologického materidlu, z kterého maji byt nukleové
kyseliny izolovany, uvolnéni nukleové kyseliny, oddéleni znadmolekularnich
struktur, purifikace prislusného typu nukleové kyseliny a nakonec zahuSténi
izolovanych molekul. Existuje mnoho technik jak se DNA izoluje: izolace fenol-
chloroformem, magnetickou separaci ¢i adsorpci na silikat, a nejen jimi se v praci
zabyvam.

Druhym krokem je kvantifikace — urc¢eni mnoZstvi DNA v daném vzorku
a namnoZeni neboli amplifikace DNA. Jedinou pouzivanou metodou ve forenzni
genetice k amplifikaci je PCR — polymerazova retézova reakce. Jedna se o rizenou

mnohocetnou replikaci retézce DNA pomoci DNA-polymerazy. PCR ma ovSem nékolik



variant, které jsou vhodné pro rizné ucely, a jednim z mych cilii bylo tyto varianty

zmapovat.

Dale prichazi na radu ziskani profilu DNA pomoci chemickych metod. K témto
metodam patii gelova a kapilarni elektroforéza. Podstatou elektroforézy je separace
nabitych castic ve stejnosmérném elektrickém poli. Za rychlost pohybu Ccastic
zodpovida velikost jejich naboje, a jelikoZ nukleové kyseliny témér neméni pomér
naboje a hmotnosti, tak s kazdym dalSim nukleotidem bude ndboj o jednu jednotku
vyssi a tudiz bude fragment v poli pomalejsi. Dal$i moderni metodou je sekvenovani
DNA, které stanovuje poradi nukleotidli vjednom zretézcl, tedy urcuje primarni
strukturu retézce DNA. Opét existuje nékolik sekvenacnich metod, kterym se v této
praci vénuji.

Po vlastni analyze dat v laboratofi dochazi na neméné dilezitou ¢ast a to
interpreta¢ni. Cilem je zhodnotit ziskana data, stanovit jejich spolehlivost
a vypovidaci hodnotu do ¢ehoZ se zahrnuje napf. technicka kvalita ziskanych dat,
spolehlivost pouZitych metod analyzy, odolnost celého laboratorniho procesu viici

chybé atd.

V didaktické ¢asti je cilem zpracovat takova cviceni s touto tématikou, ktera Ize
vyuzit v hodinach biologie, seminarich z biologie ¢i laboratornich cvicenich. Vlastni
ulohy jsem si potom s détmi vyzkouSela vroli ucitelky na seminarich biologie na
Jiraskové gymnaziu v Nachodé. Mym cilem bylo nejen studenty obohatit o nové
znalosti, ale i zjistit, zda pokusy funguji v praxi a ovérit, jak si Zaci s odstupem c¢asu

ucivo pamatuji.



3. Teoreticka cast

3.1. Historie forenzni genetiky

Forenzni genetika jako takova se zrodila 10. zari 1984 v genetické laboratofi
na Univerzité v Leicesteru. Zaslouzil se o to Sir Alec John Jeffreys, ktery se zabyval
variabilitou genovych rodin. V téchto genech hledal markery k vysledovani dédi¢nych
onemocnéni zpiisobenych jejich dysfunkci. Po objeveni minisatelitnich sekvenci
vytvoril radioaktivni sondu hybridizujici s motivem vsekvenci minisatelitd.
Minisatelity jsou dlouhé tandemové repetice s variabilnim poctem opakovani Ccili
opakujici se sekvence o délce zdkladniho motivu 10-100 nukleotidd. Ty se vyskytuji
na urcitém misté DNA tésné za sebou v jednotkdch aZ stovkach opakovani. Kazda
alela minisatelitu se lisi po¢tem opakovani vlastniho motivu, a tedy délkou. Jeffreys
nastépil izolovanou DNA restriktdzami a nechal inkubovat se sondou. Poté
elektroforeticky rozdélil na gelu a vytvoril radiogram. V momenté, kdy se na néj
podival, zjistil, Ze zadkladni charakter jednotlivych vzorkil je v hybridiza¢nim vzoru
stejny a zaroven se tyto vzory vzajemné lisi. Thned pochopil, Ze se pravdépodobné
jedna o nastroj individualni identifikace osob pomoci analyzy DNA, kterou nazval
DNA fingerprinting. Tento zadsadni objev byl publikovan v bieznu roku 1985

v Casopisu Nature.

Tento ptrelom na poli kriminalistiky, tedy moZnost identifikace osob pomoci
genetické analyzy, se stal podobnou kriminalistickou revoluci jako pred sto lety objev
daktyloskopie. Drive, neZ byly objeveny molekularné geneticky identifikacni metody,

se ke zkoumani biologického materialu pouzivaly jiné metody, jako napriklad:

e biochemické metody k urCovani typu materiadlu (specificky prikaz krve, slin,
ejakulatu)

e imunologické metody — sérologické metody ke stanovovani nékterych
charakteristickych vlastnosti materialu (krevni skupiny atd.)

e mikroskopické metody ke specifikaci materialu (priikaz pritomnosti spermii)
Ci k porovnavani trichologického materialu atd.

e antropologické metody ke zkoumani kosterniho materialu
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Tyto metody ovSem patii k tzv. skupinové identifikaci a dokazi tedy ptivodce
stopy jednoznacné vyloucit, ale ne surcitosti potvrdit. To je moZno pouze tzv.
individualni identifikaci, ktera s jistotou priradi biologicky material jediné osobé, a to

pomoci analyzy DNA.

Uplné prvnim piipadem, kdy byla genetickd analyza vyuZita, bylo uréeni
identity chlapce z Ghany v roce 1985. Trinactilety Andrew Sarbah, ktery do té doby Zil
v Ghané se svym otcem, priletél do Velké Britanie za svoji matkou, ob¢ankou Velké
Britanie. Imigra¢ni policie ovSem pojala podezieni, Ze Andrew neni jejim synem,
nacez byl zatCen a doslo k rozhodnuti o deportaci. Sarbahovi pravnici nemohli najit
diikaz, ktery by byl dost dobry, proto pozadali o pomoc Dr. Jefffreyse. Ten pomoci

analyzy DNA dokazal, Ze se jedna o matku a syna, ¢imz byl pripad vyreSen.

Prvnim pripadem kriminalistického pouziti identifikace osob pomoci analyzy
DNA bylo znasilnéni a vraZzda dvou mladych divek v Leicestershire ve Velké Britanii
vroce 1986. U obou divek byly zajistény stopy spermatu, z kterych Dr. Jeffreys
pomoci analyzy DNA urcil, Ze se jedna jednoznacné o stejného pachatele. Po jisté dobé
se kjednomu z Cinl priznal vratny, ktery ovSem vinu v druhém pripadu znasilnéni
a vrazdy popiral. Dr. Jeffreys provedl srovnavaci analyzu DNA vzorkd, aby byla
prokdzana vina i v druhém pripadu. Vyslo ovSem najevo, Ze onen muZ neni plivodcem
spermatu na mistech c¢inu. Policie tedy pristoupila k nevidanému kroku, a to
masovému testovani vSech muzl ve véku 16-34 let Zijicich v okoli. Béhem tohoto
testovani byla zanalyzovana DNA z krevnich vzorkil vice nez 4000 muzd, ale opét se
nenaSel shodny vzorek. Po par mésicich policie zjistila, Ze jisty pekar premluvil svého
kamarada, aby si pfi masovém testovani nechal odebrat krev misto ného. Byla mu
tedy krev odebrana dodate¢né a pomoci analyzy DNA dokazano, Ze jeho profil DNA a
profil z mista ¢int jsou totozné. Pekar se priznal a byl odsouzen na doZivoti. Nejenze
se jednd o prvni kriminalistické pouziti analyzy DNA, ale také o prvni masové

testovani osob.

DalSim zasadnim milnikem ve forenzni genetice se stal objev polymerazové

retézové reakce v roce 1986. O to se zaslouZzil Kary Mullis, ktery za néj obdrzel v roce
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1993 Nobelovu cenu za chemii. Diky PCR bylo tedy mozZzné analyzovat vzorky DNA

i o velmi malém mnoZstvi, coZ Jefffreysova metoda neumoznovala.

Prvnim c¢eskym kriminalnim pripadem pouziti genetické analyzy byla vrazda
studentky Jany Krkoskové roku 1990. Ta byla zavrazdéna na toaletach Pedagogické
fakulty v Brné a mnohonasobné pobodana. Na misté ¢inu se kromé spousty krevnich
Smouh naSly na kachlickach i zvlaStni krevni kapky, které mohly patrit pachateli.
Hned druhy den byl zatéen podeziely Milan Lubas, ktery mél porezanou ruku, a pfi
domovni prohlidce u ného policie zajistila zkrvavené obleceni v pradelnim hrnci se
saponatem. Byla provedena sérologicka analyza krevnich stop z mista ¢inu, ale Lubas
mél bohuZel stejnou krevni skupinu jako obét. ProtoZe byli kriminalisté piresvédceni
o jeho viné, pozadali o pomoc katedru genetiky a molekularni chemie Prirodovédecké
fakulty Univerzity Komenského v Bratislavé. PrestoZe se zde provadéla analyza DNA
pouze experimentalné, rozhodl se vedouci pracovnik Dr. Vladimir Ferak genetickou
analyzu z krevnich stop provést. Dr. Ferak expertizou prokazal, Ze krevni kapky
z mista ¢inu patfily Lubasovi a krev zajiSténa na jeho obleCeni byla obéti. Milan Lubas

byl odsouzen k 23 letem odnéti svobody a ve vykonu trestu spachal sebevrazdu.

3.2 Biologicky material a biologické stopy
Jako biologicky material v SirSim slova smyslu se oznacuje vSe, co je soucasti
nebo produktem Zivého organismu. Zakladni déleni biologického materidlu je

rozdéleni podle pivodu na biologicky material pochazejici:

e zlidského organismu (krev, ejakulat, sliny, vlasy a chlupy, pot, kostra, utrzky
tkani, mo¢, exkrementy, Zalude¢ni obsah, plodova voda, materské mléko atd.)
e ze zvireciho organismu (krev, kosti, utrzky tkani, chlupy...)
e zrostlinného organismu (celé rostliny, stonek, listy, koren, pyl, plody...)
Dal$im vyjimecnéji pouZivanym biologickym materidlem, mohou byt
i mikroorganismy (prvoci, bakterie, rozsivky). OvSem biologickou stopou je pouze to,

co slouzi kobjasnovani udalosti, jako napriklad trestnych ¢ini — relevantni

biologicky material zajiStény na misté ¢inu.
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Kriminalisticka biologie se proplétad sitadou dalSich védnich obord, jako je

kuprikladu soudni 1ékatstvi, soudni stomatologie, antropologie, toxikologie atd.

K ucellim molekularné-genetického zkoumani lze vyuzit témér vSechny druhy
biologickych stop, které se v kriminalistické praxi vyskytuji. DileZité je, aby se
v téchto stopach vyskytovala jadra bunék, jez obsahuji molekuly DNA. Jestlize
zajiSténé biologické stopy jadra neobsahuji, nelze molekularné-genetické zkoumani
provést. Mezi nejcastéji vyuzivané biologické stopy v kriminalistické praxi patii krev,
sliny, ejakulat, vlasy a chlupy s korinky, kosti, utrzZky tkani, odloupané c¢astecky

pokozky a dalsi. (Straus, Némec, 2009)

Pro molekularné-geneticka zkoumani se pouziva nespocet druht biologickych
materiadld. Ty mohou byt ziskdny bud' invazivni nebo neinvazivni metodou. Jako
typicky srovnavaci materidl si uvedme Kkrev odebranou ztéla Zivého clovéka,
piipadné ztéla mrtvoly. Ziskdvani materidlu pro srovnavani neinvazivni metodou
z téla zivého clovéka je metoda bukalniho stéru. Tato metoda se provadi setienim
vnitfku dstni dutiny vatovym tampdénem (DNA-free), ¢imz se ziskaji odloupané buriky
ustni sliznice, které obsahuji DNA. Odebrany material spolu s vatovym tamponem se
ulozi do zkumavky, v které byl pred pouzitim hermeticky uzavien, a odesle na
zkoumani. Diilezité je spravné skladovani a predejiti kontaminace jinym biologickym

materidlem.

3.2.1.Druhy stop z hlediska jejich vyhledavani
Aby mohla jakakoliv stopa poslouzit jako diikazni material, je nutné ji nejprve
najit a spravné zajistit. Stopy miiZzeme z hlediska narocnosti na jejich vyhledavani

rozdélit do nékolika kategorii:

e Stopy markantni viditelné okem i pri zbéZném ohledani — jedna se o stopy
neprehlédnutelné, které necini potiZ je najit, jako jsou velké krevni stopy
a velké skvrny ejakulatu atd.

e Stopy zrakem viditelné pri podrobnéjSim ohledani — sem se radi drobné
biologické stopy, které jsou ovSem stale viditelné pouhym zrakem, jako

napriklad krevni kapky, vlasy, chlupy, stopy slin atd.
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e Stopy neviditelné okem, ale detekovatelné specidlnimi testy — tyto stopy jsou
sice neviditelné, ale lze je odhalit specidlnimi pomtckami a postupy. Jedna se
prevazné o monochromatické forenzni svételné zdroje, které zviditelni urcity
druh biologického materidlu podle pouzité vinové délky, nebo o zviditelnéni
velmi zredénych krevnich stop pomoci chemickych ¢inidel, jeZ pri kontaktu
s krvi svétélkuji (viz kapitola Krev).

e Stopy latentni — jedna se o stopy, které nejenZe nejsou viditelné pouhym
okem, ale nejsou ani detekovatelné pomoci screeningovych testi. Tyto stopy
jsou zajiStovany naslepo na mistech, kde se predpoklada vyskyt biologického
materialu, tudiZz UspéSnost zalezi na zkuSenostech a spravném odhadu
zajiStujictho. Ukazkovym prikladem jsou povrchové kozni bunky na

telefonnim sluchatku. (Simkov4, 2012)

3.2.2.Druh biologického materialu a jeho zkousky

Zkoumani druhu biologického materidlu rozumime urceni typové podstaty
materialu (jestli se jedna o sliny, ejakulat, krev, mo¢ atd.) a provadi se hlavné
mikroskopickymi, biochemickymi a imunologickymi zkouSkami. Existuji orientacni
a specifické zkousky, jez se lisi svoji cenou, vypovidaci hodnotou a rychlosti

provedeni.

3.2.2.1. Orientac¢ni zkouska

Orientacni zkouska, ktera vysla pozitivné, udava, Ze se miize jednat o dany
material, ale taky nemusi. Tyto zkousky jsou velmi rychlé a levné. Jsou zaloZeny na
detekci pritomnosti urcitych chemickych latek nebo to jsou zkousky s fyzikalni
podstatou, jako je uZiti svétla. U orientacnich zkouSek se vyskytuji faleSné negativni

vysledky s nizkou frekvenci ovSem s vyssi frekvenci faleSné pozitivni vysledky.

3.2.2.2. Specificka zkouska
Pozitivni vysledek specifické zkousky indikuje, Ze se témér urcité jedna o dany
material. Specifické zkousky poskytuji vysokou pravdépodobnost, Ze se jedna o dany

material. Existuji i vyjimky, kdy se mize jednat o falesné pozitivni vysledek, ovsem
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tato pravdépodobnost je ¢asto zanedbatelna. Tyto zkousky jsou zaloZeny na detekci

pritomnosti specifickych bilkovin, hormoni atd.

Urceni druhu biologického materialu se provadi u stop, kdy je tohoto materialu
dostatek a neohrozi se pripadné stanoveni genetického profilu osoby, které by po

odebrani urcitého mnoZstvi materidlu uz nebylo mozné stanovit v potirebné kvaliteé.

3.2.3.Druhovy ptivod a priikaz lidského piivodu

Zjisténi z jakého ZivociSného ¢i rostlinného druhu dana stopa pochazi je ¢asto
klicové. Nejcastéji se jednd o prikaz lidského plivodu urcitého biologického
materidlu, ktery se mize provadét bud’ imunologickymi metodami zaloZenymi na
reakcich lidské bilkoviny se specifickou protilatkou (méné pouZivana metoda), nebo

vyplyne z vysledku genetického zkoumani.

Testy pouZivané kanalyzdm lidského biologického materidlu nazyvame
druhové specifické — poskytuji pozitivni vysledek pouze u materidlu s lidskym

ptivodem.

Plivodné uzivana Uhlenhuthova metoda je zaloZena na vytvoreni vyluhu ze
zkoumaného materidlu, ke kterému se prida konkrétni sérum tak, aby se tekutiny
nepromichaly. Takto vznikne sloupecek dvou navzajem oddélenych kapalin, jeZ se
dotykaji jenom ve sty¢né plose. Tento prechod je dale pozorovan proti tmavému
pozadi, pficemz pti pozitivni reakci dochazi k bélavému zakalu na onom rozhrani
obou tekutin. K této reakci ovSem dojde jen za predpokladu, Ze ve zkoumaném vzorku
je pritomna bilkovina, proti které je v séru protilatka (napf. k pozitivni reakci dojde
tehdy, kdy prichazi do kontaktu lidska bilkovina se sérem proti lidské bilkoviné). Tato
metoda precipitace antisérem se vdnesSni dobé diky narocnosti na mnoZstvi
biologického materialu jiZ moc nepouZiva.

Soucasné pouZzivanéjsimi metodami jsou moderni aplikace vyuZivajici difizni
déje. Ty probihaji na agarové plotné, pricemz aplikaci je cela rada. Vyhodou je potieba
pouze malého mnozZstvi zkoumaného materialu i sér a skutecnost, Ze je mozné jednim

zkoumanim vyloucit i nékolik druhi bilkovin.
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Dal$i metodou jsou imunochromatografické testy, které pomoci protilatek
testuji jak typ materialu, tak lidsky ptvod. Prikladem jsou RSID™ testy popsané dale

v této praci. K docileni jejich pozitivniho vysledku musi byt splnény obé podminky.
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3.2.4.Vlastni biologické materialy a jejich metody zkoumani:

3.2.4.1. Krev

Nepriihledna tekutina cervené az cervenohnédé barvy, ktera zajiStuje mnoho
funkci od zasobovani jednotlivych tkani Zivinami a kyslikem, odstranovani zplodin
metabolismu az po dopravovani hormonii po téle. Krev je suspenze tvofena smési
tuhych a tekutych latek. Tekutd cast, krevni plasma, je tvofena cirou nazloutlou
kapalinou. Formovany podil je tvofen krevnimi elementy, a to ¢ervenymi krvinkami,
bilymi krvinkami a krevnimi destickami. Objemovy pomér je zhruba 1:1 a dospély

Clovék ma asi 5-7 litra krve.
Dalsi typy lidské krve, které lze odlisit:

e Pupecnikova krev — Kkrev nenarozeného ditéte, ktera obsahuje velké mnozstvi
krvetvornych kmenovych bunék, obdobné jako kostni dieni

e Menstruacni krev — krev obsahujici tkan a vymésky délozni sliznice

Krevni stopy jsou v praxi nejcastéji tvoreny zaschlou nebo tekutou krvi, jez
jsou viditelné pouhym zrakem, ¢imzZ jejich vyhledavani neni tolik obtiZné. Krevni
stopy nalezené na mistech kriminalisticky relevantnich udalosti mohou byt riznych
tvari, které maji zasadni vyznam predevSim pro kriminalistickou taktiku.

Jedna se o:

e Krevni kapky
Vznikaji volnym dopadem krve z krvacejiciho mista na podloZku, pricemz
jejich vzhled miize byt odliSny podle thlu dopadu kapky. Tato krevni stopa svédci
zpravidla o mensSim poranéni clovéka c¢i zvirete. Typicky jsou kapky kruhovitého
charakteru, ale miiZe se jednat i o elipsoidni utvary. Podle struktury okraje lze
odhadnout vysku, z které kapka dopadla. Jedna-li se o hladky okraj, kapka dopadla
z malé vySky. Pokud je okraj vlnity, vyska byla vyssi.

e Krevni strikance

Krevni strikance mohou vznikat pri prudkém vystrikovani krve z poranéného

mista ¢lovéka nebo zvirete, jako je tepenné krvacenti ¢i krvaceni z velkych Zil. DalSim
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moZznym vznikem téchto stop mohou byt opakované udery do krvacejiciho poranéni,
zpravidla v pripadé obéti trestnych Cinii nebo vyjimec¢néji dopad rliznych objektli do
kaluze tekuté krve. Zdrojem tohoto druhu stop mohou byt i prudké pohyby koncetin

poranéného organismu v diisledku piisobeni odstiredivé sily.

e Krevni struzky
Plivodem téchto stop je volné vytékani krve z krvacejici rany organismu, ktery
je bud poranény a nebo v kratkém casovém intervalu po smrti. Smér krevniho toku je

udavan zpravidla gravitaci.

e Krevni kaluze
Tyto krevni stopy vznikaji predevSim na konci krevnich struzek, kde se krev
hromadi. Nejen krevni struzky, ale hlavné krevni kaluZze svéd¢i o vazném poranéni,
tedy o vétsSi ztraté krve jedince. Pri ohledani byva krev v krevnich kaluzich casto
tekutého charakteru a jen ziidka se v kriminalistické praxi nalézaji krevni kaluZze bez

poranéného ¢i usmrceného ¢lovéka nebo zvirete.

e Krevni Smouhy
Krevni Smouhy mohou vznikat pri styku zakrvaceného objektu s jinym
objektem, ktery pottisnén krvi vétSinou neni. Klasickym prikladem je, Ze si clovék se
zakrvacenyma rukama ote krev do obleceni, dotkne se zdi, dverni kliky, nabytku atd.
Krevni Smouhy jsou velmi ¢asto kombinovany s dalSimi druhy kriminalistickych stop,
jako jsou treba daktyloskopické. Tyto stopy samy nevypovidaji o vaZznosti zranéni, ale

mohou byt ¢asto takticky vyznamné.

¢ Krevni stopy vzniklé jako stopy po odstranéni krve
Tento typ stopy je nalézan na objektech, které byly nositeli krevnich stop,
ovSsem doslo k jejich vyciSténi, vyprani ¢i umyti. Na takto upravenych objektech jsou
nalézany pouze zbytky krevniho materialu, které jsou jeSté poznamenany uzitim
Cisticich nebo pracich prostfedki a je nutno knim tak ptistupovat. Typickymi
priklady mist se zbytky krevniho materialu jsou Svy a zahyby textilniho materialu,

skviry jak v podlahovych krytinach, tak nabytku, zbrani apod. (Straus, 2012)
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3.2.4.2. VySetirovani krevnich stop

Pti zjistovani biologické stopy je hlavni otdzkou, zda se jedna o krev ¢i néjakou

jinou latku a zdali je tato krev lidského nebo zviteciho ptivodu.

Orientacni zkousky na pritomnost krve:

zkouska peroxidem vodiku — testovaci prouzky napt. Hemophan

zkouska luminolem — Luminol, Bluestar, luminiscence i u velkého fedéni
zkouska s UV zafenim — pod UV zarenim vypada krev jako tmava skvrna
Adlerova zkouska — reakce krve s benzidinem, modrozelené zbarveni
Mayerova zkouska — reakce krve s fenolftaleinem, riizovo-fialové zbarveni

atd.

Je tfeba mit na paméti, Ze orientacni zkousky mohou byt Casto faleSné

pozitivni. Napriklad v pripadé luminiscence Bluestar® reaguje faleSnou pozitivitou

na bélidlo, turin, bandan, zazvor, pérek, redkev, mrkev, CuSO4, FeSO4 atd.

Specifické zkousky na pritomnost krve:

krystalografickd zkouska — pri této zkouSce vznikaji krystalky, které lze
pozorovat pod mikroskopem. Podle pouzitého CcCinidla rozliSujeme
Takayamovu zkouSku, kdy zahranim vznikaji krystalky hemoglobinu a
zkousku Bertrandovu, kdy vznikaji krystalky acetchlorheminu.
spektroskopicka zkouska — dochazi k reakci hemoglobinu a ¢inidla a vysledné
zabarveni m4 tfeSiiové Cervenou barvu

imunochromatografickd detekce — naptiklad RSID™- Blood (Rapid Stain
Identification of Human Blood), coz je test, ktery vyuZiva monoklonarni
protilatky, které reaguji na lidsky glykophorin A. DalSim testem je HEXAGON
OBTI — reakce lidského hemoglobinu na protilatky, ktery ma ovSem faleSné

pozitivni vysledky v piipadé krve primatd.

Specifické rozliSovaci testy

zkouska téhotenské krve — diikaz pritomnosti hormonu choriogonadotropinu
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e zkouSka menstruaéni krve — zjisténti fibrinolytické aktivity
o zkouSka plodové ¢i novorozenecké krve — zjisténi pritomnosti fetalniho

hemoglobinu

3.2.4.3. Slinyapot
Sliny a pot patfi mezi velmi frekventované biologické stopy, které casto
obsahuji i jednotlivé buriky. Problémem ovSem je, Ze se zpravidla jedna o latentni

stopy, tudiZ je potteba jejich existenci predpokladat.

Sliny slouZi k rozmélnovani a snadnému polykani potravy. Kromé mnoha
riznych latek obsahuji i enzymy, které se podileji na traveni potravy. Ve vétsiné
piipadd jsou ke Kkriminalistickému zkoumdani pouZzité zaschlé skvrny, které se
nejcastéji vyskytuji na nedopalcich cigaret, ndustcich dymek, poStovnich zndmkéach ci
obalkach dopisii. Srovnavaci vzorky slin se ziskavaji bukalnim stérem z dstni dutiny

(viz vySe) a to hlavné pro molekuldrné-genetické zkoumani DNA z obsaZenych bunék.

Pot slouzi organismim hlavné ke zvlh¢ovani pokoZky, k odstrafiovani jiz
nepotiebnych zplodin metabolismu a podili se na termoregulaci organismu.
V kriminalistické praxi se nejcastéji vyskytuje v podobé zaschlych skvrn zejména na
osobnim pradle, kapesnicich, ru¢nicich atd. Pot je tvofen prevazné vodou, solemi,
latkami bilkovinného a tukového charakteru a rtiznymi chemickymi latkami v malém
mnozstvi, které zodpovidaji za pachové stopy clovéka. Srovnavaci vzorky potu se
ovSem v kriminalistické praxi nezajistuji.

Na sliny existuje jak orientacni, tak specificka zkouska. Orientac¢ni zkouska je
zaloZzena na dikazu pritomnosti a-amyldzy Skrobem a Lugolovym c¢inidlem —
nebarvi se modre. Specificky se sliny detekuji pomoci imunochromatografického
testu napr. RSID™ — SALIVA, ktery je zaloZen na reakci monoklonalnich protilatek se

slinnou a-amylazou.

Orientacni zkouSka na pot se provadi pomoci dusi¢nanu stribrného, ktery
zjiStuje pritomnost halogenidli. Proto nazyva halogenidova zkouska. Pri pozitivnim

vysledku dochazi k bilému zakalu ¢i sraZeniné.
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3.2.4.4. Ejakulat

Ejakuldtem se rozuméji vymésky muZskych pohlavnich organt, které se
vylucuji pri ejakulaci. Sklada se ze spermatu produkovaném v semennych vaccich
(spermie, voda, stl, bilkoviny...) a spermatické plazmy produkované v prostatickych

zlazach (kysela fosfataza, kyselina citrénova a dalsi sekrety).

Jedna se o bélavou viskézni tekutinu, priCemz skvrny ejakulatu maji Sedavou
barvu a mdly lesk. Casto se v kriminalistické praxi diky dlouhé dobé jejich zasychani
nalézaji jeSté vlhké. Patii mezi okem viditelné biologické stopy, i kdyZ mohou barevné
splyvat s podkladem. Mezi klasickd mista nalezli skvrn ejakulatu patii osobni pradlo,
loZni pradlo, kapesniky, rucniky, povrch tél jednotlivych osob, pricemzZ v nékterych
pripadech zajisténi této stopy je nutna spoluprace s 1ékari, jeZ mohou zajistit napf.
poSevni vytér.

Orientacni zkouska na ejakuldt se déla pomoci UV zareni, kdy dochazi
k fluorescenci nebo diikazem piitomnosti kyselé fosfatazy za pomoci a-naftylfosfatu

za pritomnosti o-dianisidinu, kdy dochazi ke zméné barvy pri pozitivnim vysledku.

Specifickymi testy jsou bud priikaz spermii pod mikroskopem, nebo
imunochromatografickou detekci — RSID™-SEMEN. Tento test je zaloZen na reakci
monoklonalni protilatky slidskym semenogelinem. DalSim specifickym testem je

napr. SERATEC® PSA, ktery detekuje prostaticky specificky antigen.

3.2.4.5. Vlasy a chlupy

V praktické kriminalistické ¢innosti tvori vlasy a chlupy vyznamny biologicky
material i biologické stopy a oznacuji se jako trichologicky material. Tento material je
tvoren tiemi zakladnimi stavebnimi dily — kutikulou, klirou a dreni. Jejich vzajemny
pomér se v zavislosti na typu méni. Jedna se o elastické, vcelku pevné objekty, které
jsou mikroskopicky pomérné snadno odliSitelné od podobné vypadajicich utvart.
Jejich nalezy jsou takika béZné predevSim na odévu a Calounéni. Jsou to viditelné
biologické stopy, jeZ ovSem mohou lehce uniknout pozornosti, diky svym malym

rozmeéram.
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Vlasy a chlupy se identifikuji pomoci mikroskopu, a to tak, Ze se morfologicky
porovnavaji s morfologii lidskych vlasti, chluptl a zvitecich chlupii. NejenZe lze vlasy
a chlupy spolehlivé odliSit od jinych objektli napohled podobnych, ale existuji
i specialni katalogy mikroskopickych snimki vlast a chlupt pro ucely porovnavani

tohoto biologického materialu.

3.2.4.6. Kosti a kosterni nalezy

Tento biologicky materidl je lehce viditelny a aZ na malé Ulomky takika
nezaménitelny s jinymi objekty. Kosti a kosterni nalezy patfi v kriminalistické praxi
mezi dileZitou soucast biologickych stop. Jejich znacnou vyhodou je, Ze si po pomérné
velmi dlouhou dobu zachovavaji sviij typicky vzhled. Klasickymi misty nalezl jsou
odlehld ¢i tézko pristupnd mista v terénu nebo nalezy pii zemnich pracich rizného
typu. Vradé pripadi se kriminalistickd prakticka Cinnost setkava se skutec¢nosti, Ze
pokud od smrti jedince do nalezu jeho poziistatkd neuplynula urcita doba, poztstatky
jsou nachazeny v rizném stupni rozkladu (napft. pozistatky se zbytky mékkych tkani,

chrupavek atd.).

Kosti a kosterni nalezy se identifikuji podle jejich charakteristickych tvart
a zpravidla tato identifikace v¢etné anatomického zarazeni necinni problémy. PotiZe
ovSem mohou prinést tlomky kosti ¢i zbytky kosti ohorelych, které se pak hodnoti
pod mikroskopem v jejich pri¢nych vybrusech. Takto lze zjistit, zda se jedna o kost

a jakému zivociSnému druhu patrila.

3.2.4.7. Moc

Tento biologicky material se identifikuje na zakladé jejich typickych slozek
jako mocoviny, kreatininu a Kkyseliny hippurové. Specifickd zkouska se provadi
imunochromatograficky (napf. RSID™-URINE), a to pomoci protildtek na lidsky
Tamm-Horsfall glykoprotein.
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Zkoumani vzorki DNA se sklada ze tri krokl. Prvnim krokem je izolace DNA —
ziskani DNA z bunky, dalSim je kvantifikace a namnoZeni DNA. Poslednim z téchto

kroki je ziskani profilu DNA pomoci chemickych metod. (Simovéek, 2011)

3.3. Izolace DNA

Krozvoji separaCnich metod znacné prispél rozvoj biochemie. Separacni
metody uZzivané v biochemii ¢asto vychazeji z metod pouZzivanych v jinych oblastech
chemie. Specifické problémy separa¢nich metod v biologii jsou dany nékolika

skute¢nostmi:

1) Vyskyt velmi podobnych latek, které jsou urceny k separaci a komplexnost
vychozich materialli. PoZadavky na kvalitni separaci jsou tedy znac¢né.

2) Malé mnoZstvi latek, coZ vyzaduje citlivé metody detekce.

3) Labilita, diky niZ je nutno provést separaci v mirnych podminkach (pH blizké

neutralnimu, vodné roztoky atd.). (Anzenbacher, Kovar, 1986)

Molekuly DNA se v prirodé vyskytuji v bunikach ptipadné v nékterych virech.
Prokaryotické organismy obsahuji buné¢nou DNA zejména v podobé chromozémd,
plazmidt. Builky eukaryotické obsahuji rtizné typy DNA. Vjadre se mimo
chromozomalni DNA miiZe vyskytovat i plazmidova DNA, virova DNA a rtizné formy
amplifikované chromozomadlni DNA. V cytoplazmé je DNA obsaZena v nékterych
organelach, jako jsou mitochondrie a chloroplasty nebo volné ¢i jako soucast

nadmolekularnich cytoplazmatickych struktur, jako jsou zrajici virové partikule.

Metody izolace riznych typl nukleovych kyselin se navzajem sice lisi, ale 1ze je

popsat jako posloupnost nékolika zakladnich kroki:

1) Priprava biologického materialu, z néhoz maji byt nukleové kyseliny izolovany.
2) Uvolnéni nukleovych kyselin z biologického materialu.

3) 0Oddéleni nukleovych kyselin z nadmolekuldrnich struktur.

4) Purifikace prisluSného typu nukleové kyseliny.

5) Zahusténi izolovanych molekul (Vondrejs, Strochova, 1997).
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Priprava biologického materialu

Ve vétsiné pripadi se izoluje DNA, ktera je piitomna v nitrobunécném obsahu.
Pokud se ve vzorku nachdazi vice druhti bunék (napf. rtznych rostlinnych nebo
zivociSnych druhti) je moZno tyto druhy od sebe oddélit. To se provadi nejcastéji

centrifugaci. Pak Ize izolovat DNA pouze urcitého druhu. (Anzenbacher, Kovar 1986)
Uvolnéni nukleovych Kyselin z biologického materialu

U bunék, které maji bunécnou sténu, je treba pouZit bud’' enzymovou nebo
mechanickou degradaci bunéc¢nych stén. U ZivocCicht, jejichZz bunky nemaji bunécné

stény, staci bunky lyzovat ptisobenim detergentu.

Pfed samotnym izola¢nim procesem ji je nutno, je-li nukleova kyselina
obsaZena v organelach ¢i jadre, separovat z bunécného obsahu organel nebo jadra.
K uvolnéni buné¢ného obsahu se pouZivaji detergenty, jeZ rozrusuji membrany. Velmi
pouZzivanym iontovym detergentem je SDS — dodecylsiran sodny nebo soli Zlu¢ovych
kyselin. Naopak mezi nenabité patii Triton x100. Mezi dal$i metody rozruseni
membran patfi napriklad rozruSeni membran ultrazvukem nebo extrakce

membranovych lipidi butanolem, etanolem nebo acetonem.

Lyze bunky obvykle vede k fragmentaci chromozomové DNA. Jestlize se ma
izolovana DNA zachovat intaktni, je nutné pouzit co nejjemnéjSich podminek lyze. To
znamena udrzovat lyza¢ni smés v pufrovaném médiu a chladu. (Smarda, Doska¥,

Pantticek, Rizickova, Koptikova, 2005)

Vzhledem ktomu, Ze DNA a RNA maji velmi podobné vlastnosti, Casto se
ziskavad smés obou nukleovych kyselin. Odstranéni RNA ovSem Ize velmi snadno
dosahnout plisobenim enzymu ribonukleazy, ktera specificky stépi RNA na smés

oligonukleotidd, aniz by degradovala molekulu DNA.

Nasledujicim krokem je oddéleni izolované latky z roztoku bunécného obsahu.
Toho lze docilit doCasnou denaturaci. PouZivd se tepelnad denaturace, technika

vsolovani a vysolovani nebo srazeni organickymi rozpoustédly.
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3.3.1.Techniky izolaci nukleovych Kkyselin

3.3.1.1. Vsolovani a vysolovani

Rozpustnost biopolymert je vyrazné ovliviiovana pfritomnosti iontd v roztoku.
S rostouci koncentraci soli se rozpustnost bilkovin v roztoku nejdrive zvySuje —
vsolovani, po dosaZeni maxima opét klesa — vysolovani. Typ biopolymeru, typ soli,

ale i hodnota pH urcuji charakter zavislosti rozpustnosti na koncentraci soli.

Principem této metody je nutnost zachovani hodnoty soucinu rozpustnosti.
Piidavkem soli do roztoku se zvySuje rozpustnost vytvorenim iontového oblaku
kolem ionizovanych skupin biopolymeru (interakce nabitych skupin biopolymeru
mezi sebou se sniZuje a zvysSuje se interakce s rozpoustédlem). Pokud koncentrace
soli nadale roste, dochazi pii tvorbé hydratovych obali mezi biopolymery a ionty soli
ke konkurenci o molekuly vody a v dlisledku se sniZuje rozpustnost biopolymeru.

(Anzenbacher, Kovar, 1986)

Jednou z nejcastéji pouZivanych soli je siran amonny, jehoZ pozitiva spocivaji
ve znacné rozpustnosti a malych denaturacnich vlivech. Pri uZiti slabé kyselého

siranu amonného je nutno udrZovat hodnotu pH pridavkem hydroxidu amonného.

3.3.1.2. Precipitace organickymi rozpoustédly

KvysraZzeni polymeru pomoci organickych rozpoustédel dochazi diky
snizovani dielektrické konstanty prostiedi. Elektrostatické interakce mezi nabitymi
skupinami biopolymeru se zvysSuji a dochazi ke sniZeni rozpustnosti. Nejcastéji se
kizolaci nukleovych kyselin pouziva precipitace koncentrovanym ethanolem. Ke

z

kvantitativnimu oddéleni biopolymeri zroztoku se vyuzivaji metody sraZeni
ponékud drastictéjsi, jako je srazeni schopnosti iontii tézkych kov Hg?*, Pb2+, Cd2+
atd. V dalSi metodé, pouZivané se zamérfenim na nizkomolekularni slozky
biologického materialu, lze pouZit i sloZitéjSi anionty, které spolu s bilkovinami
vytvareji velmi téZce rozpustné komplexy (kyselina chloristd, pikrova, trichloroctova

atd.)
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3.3.1.3. Fenol-chloroformova extrakce

Jednd se o tradi¢ni a velmi Casto pouZivanou metodu. Extrakce fenol-
chloroformem vede za vhodnych podminek k denaturaci proteind, jez lze snadno
odstranit centrifugaci. Bilkoviny se srazeji v podobé bilého prstence na rozhrani
vodného roztoku a roztoku obsahujiciho fenol-chloroform. Rozdéleni bunécnych
sloZzek (DNA, RNA, proteiny) probiha dle jejich hydrofilnich, respektive hydrofobnich

vlastnosti.

Podstatou extrakce fenol-chloroformem je, Ze nukleové kyseliny ponechava
rozpusténé ve vodném prostiredi a odstranuje slozky lyzatu, které jsou nezadouci,

v prvni radé bilkoviny.

Prvnim krokem extrakce nukleovych Kkyselin je pridani roztoku fenolu
a chloroformu o poméru 1:1 do vodného roztoku lyzovanych bunék. Vodného roztoku
s obsahem nukleovych kyselin lze dosdhnout pridanim detergenti. Bunécné
membrany se rozpusti a dochazi k uvolnéni genetického materialu do roztoku. Casto
se pouZiva roztok s pridanym izoamylalkoholem, jenz zvySuje rozpustnost fenolu
v chloroformu a zabranuje pénéni, obvykle v poméru 24 dilti chloroformu na jeden dil
izoamylalkoholu. Chloroform, jako organické rozpoustédlo, se nemisi s vodou tudiZ
ani s bunécnym lyzatem. Diky této skutecnosti se roztok rozdéli na dvé faze. Vodnou

fazi, kterd je lehci, a tedy nahote a organickou fazi naspodu.

Dilezitou roli hraje i pH pouzitého fenolu. Pti neutrdlnim pH zlistavaji vSechny
nukleové kyseliny rozpuStény ve vodném roztoku. OvSem pri pH kyselém (<4)
zUstava ve vodném roztoku pouze RNA a DNA prechazi do organické faze. Pro izolaci
DNA je tedy vhodné, aby byl pufr neutralniho pH, zatimco pro izolovani RNA je

dtlezité pH roztoku snizit.

Protfepavanim smési fenolu s chloroformem a vodného lyzatu dochazi
k miseni obou fazi, ¢imz fenol zacne precipitovat proteiny obsaZené v lyzatu. Po
ukonceni protirepavani prejde fenol do chloroformové faze diky izoamylakoholu,
ktery zvysSuje rozpustnost fenolu v chloroformu. Dokonalého oddéleni obou fazi Ize
dosahnout pomoci centrifugace. Mezi oddélenou horni vodnou fazi, kterd obsahuje

dtlezité nukleové kyseliny, a dolni organickou fazi se vytvari bily prstenec
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denaturovanych vysrazenych bilkovin. Horni faze se opatrné prenese do Cisté
zkumavky. Pro dokonalé odstranéni bilkovin je nutno proces opakovat pridanim
smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu tak dlouho, dokud neptestane vznikat
bily prstenec vysrazenych bilkovin. K odstranéni stop fenolu z roztoku je nakonec
tieba extrahovat jen smési chloroformu a izoamylalkoholu. (Rihovd AmbroZova,

2008)

Po extrakci fenol-chloroformem dostaneme vodny roztok nukleovych kyselin,
ktery je casto velmi natedény, ale jiz bez proteint. Precisténi nukleové kyseliny a
prevedeni na maly objem lze uskutecnit precipitaci alkoholem, nejc¢astéji etanolem
nebo izopropanolem. Koncentrace alkoholu musi byt vysoka nejméné 64%. Etanol se
pridava priblizné v dvojndsobném mnozZstvi nez je objem vzorku. Z precisténého
roztoku se po pridani koncentrovaného alkoholu nukleové kyseliny vysrazi a diky
odstredéni se objevi na dné zkumavky mlécné zakaleny sediment. Bilé zbarveni
sedimentu davaji soli, které se sraZeji spolu s nukleovymi kyselinami a zvySuji
ucinnost precipitace nukleovych kyselin. Do roztoku se pridavaji soli jako octan
sodny, octan amonny, NaCl, LiCl atd. Soli se odstranuji z precipitatu promytim 70%
alkoholem. Po odmyti soli jsou ve zkumavce pritomny ¢isté nukleové kyseliny, které

lze po odstranéni supernatantu rozpustit ve vodé ¢i vhodném pufru.

Kvtli zamezeni degradace nukleovych kyselin se srazeni provadi pti nizkych
teplotach. Pokud je tfeba zvysSit selektivitu pro DNA, precipitace se provadi pri
laboratorni teploté, ¢imZ se zabrani sraZeni RNA. Alternativné lze extrahovat DNA
spolu s RNA a provést odstranéni RNA pomoci RN4zy. Pii tomto postupu je nutno

roztok opét precistit fenol-chloroformovou extrakci a precipitovat DNA etanolem.

3.3.1.4. Adsorpce na silikat
Tato metoda je velmi jednoduchd, ¢asové nendroc¢nd a proto ¢asto vyuZivana.
Napfiiklad mnoho volné prodejnych kitii k extrakci DNA je postaveno na této metodé,

ktera vyuziva vysoké adsorpce DNA na silikatovy povrch.

Kroztoku slyzovanymi bunikkami se pridd chaotropni stl a suspenze silikatovych

¢astic. DNA v urcitém pH a za pritomnosti roztoki s velkou iontovou silou, jako jsou
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chaotropni soli, adsorbuje na silikatovy povrch. V pritomnosti roztok s malou
iontovou silou, jako je napriklad voda, je DNA ze silikatovych povrchii odstranéna.
Chaotropni soli rozrusuji intramolekularni vodikové vazby a tak denaturuji DNA.
Denaturovanda DNA pak adheruje na povrch membrany silikatovych castic.
Protfepanim smeési se ulpivani DNA na castice usnadiuje a odstfedénim se urychli
usazeni castic. Ostatni slouCeniny ziistavaji v roztoku, a tak je Ize velmi jednoduse
odstranit odsatim. Sedimentované castice se opét promyji pufrem s obsahem
chaotropnich soli. Po centrifugaci a odsati pufru zlistdivd na sedimentovanych
Casticich cista DNA.

DNA adherovana na Ccasticich lze uvolnit pridanim vody nebo pufru
neobsahujicim chaotropni soli a odstifedénim. Po odstredéni zlistavaji na dné

zkumavky samotné silikatové ¢astice a Cisty roztok DNA.

3.3.1.5. Magneticka separace

Mezi dal$i dcinnou metodu izolace nukleovych kyselin patii magneticka
separace. Pri této metodé se pouzivaji magnetizovatelné castice (MPs), které maji
paramagnetické nebo supermagnetické vlastnosti. Velikost téchto Castic se pohybuje
Ffadové v nanometrech az mikrometrech. Tyto Castice se mohou v roztoku pomoci

plisobeni vnéjsiho magnetického pole jednoduse shlukovat a rozptylovat.

Vyhodou magnetické separace je, Ze eliminuje nespecifické adsorpce jinych
nezadoucich biomolekul. Na rozdil od jinych metod izolace DNA zde neni treba vzorek
centrifugovat, ¢imz se nejen zkrati c¢as celého procesu, ale i predejde pripadné
fragmentaci DNA. Supermagnetické ¢astice maji ovSem radu dalSich vyuZiti v odvétvi
biomediciny a bioinZenyrstvi, jako cileny transport genl ¢i 1éCiv, detoxikace

biologickych tekutin, oprava tkani, magneticka rezonance atd. (Hsing, 2007)

3.3.1.6. Laserova mikrodisekce (LCM)

Jedna se o rychlou bezkontaktni metodu, ktera se ve forenznich védach pouziva
zejména k oddéleni cilovych bunék od ostatniho materialu, jako naptiklad spermii od
epitelidlnich bunék poSevni sliznice. Tato technika pouziva laserovy paprsek

k ofiznuti celého objektu a nasledné preneseni do vicka cisté zkumavky pro dalsi
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analyzu. Pro vizudlni kontrolu vyfriznuté c¢asti i jejiho okoli je vSe monitorovano

kamerou, proto je potieba specialni techniky.

3.4. Kvantifikace DNA

Kvantifikace DNA je stanoveni mnoZstvi DNA v daném vzorku, ktera je dllezita
hned ze dvou dlivodl a to hlavné u vzorkil s tézZko odhadnutelnym obsahem DNA.
Diky stanoveni koncentraci DNA je mozZnost vzajemného porovnani ucinnosti
nékolika izola¢nich postupt. Dale je kvantifikace diilezita pro vyladéni nasledné
provadéné PCR (polymerazové retézové reakce, viz niZe). Spravné vstupni mnozstvi
DNA do urcité PCR reakce je dileZité pro jeji uspésné provedeni. Mala, ale i piilis
velka vstupni mnozstvi DNA ¢asto vedou ke zhorseni priibéhu celé PCR ¢i k jeji uplné

inhibici. (Simkova, 2012)

Kvantifika¢ni postupy existuji dvojiho typu. Specifické a nespecifické, pricemz
specifickym postupem rozumime stanoveni mnozstvi pouze urcitého specifického
druhu DNA, nejcastéji lidské DNA. Jako nespecifické oznacujeme kvantifikaCni
postupy, jez ur¢i mnoZstvi veSkeré DNA obsaZené v daném vzorku, bez ohledu na to,

z jakého zdroje tato DNA pochazi. (Simkova, 2012)

Prvni nespecifickou metodou, ktera neni moc vhodna pro forenzni ucely,
jelikoz neni prilis citliva, je spektrofotometrickd kvantifikace DNA. Tato metoda se
pouzivala hlavné v zacatcich forenzni genetiky, protoZe neni schopna zachytit mala
mnozstvi DNA a je naro¢na na spotrebu vzorku. Dalsi nezanedbatelnou nevyhodou je,
ze nékteré chemické latky jako fenol a bilkoviny mohou svou pritomnosti ve vzorku
silné ovliviiovat vysledek méreni. Spektrofotometrické méreni koncentrace DNA
spociva na tom faktu, Ze molekuly DNA silné absorbuji elektromagnetické zareni
o délce 260 nm tzv. ultrafialové zareni. MnoZstvi absorbovaného UV zareni roztokem
DNA je pfimo umérné obsahu DNA v daném vzorku. V praxi se nechd UV paprsek
prochazet roztokem DNA, naptiklad izolatem, a zméfi se o kolik poklesla intenzita
zareni.

Druhou metodou, ktera je pro forenzni ticely mnohem vhodnéjsi diky vysoké
citlivosti a presnosti méreni, je detekce nespecificky inkorporovaného

fluorescen¢niho barviva. Dalsi vyhodou je nizka cena analyzy, a co se tyce spotreby
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vzorku ma tato metoda mnohem mensi naroky. ,Pro tyto ucely se uzivaji chemické
slouceniny — barviva (napr. ethidiumbromid, Picoreen, OligoGreen), kterd se navdZou
na/do DNA, tim se zménf jejich prostorové uspordddni a zacnou byt pri dopadu svétla
urcité vinové délky silné fluorescencné aktivni, tj. vyzaruji svétlo, jehoZ mnoZstvi mérime
fluorimetrem. MnoZstvi vyzdreného svétla je tedy primo timérné mnoZstvi navdzaného

barviva, a to je zase primo imérné mnoZstvi DNA pritomné ve vzorku.” (Simkova, 2012)

Podstatou specifické kvantifikace je, Ze tato metoda detekuje pouze prisluSnou
specifickou DNA, a to nejcastéji DNA lidskou. Toho Ize dosdhnout pomoci uZiti tzv.
druhové specifickych sond nebo druhoveé specifickych primert. Tyto specifické sondy
a primery jsou fragmenty DNA, které jsou kratké a jednoretézcové a jsou
komplementarni jenom k danému mistu DNA urcitého druhu nebo blizce pribuznych

druhti (napf. primati). U ostatnich druhi komplementarni nejsou.

LHistoricky prvni kvantifikace specificky lidské DNA byly zaloZeny na tzv. slot
blot (stérbinové) hybridizaci: DNA byla nejprve fixovdna pod tlakem pies Stérbinu na
nylonovou membrdnu, poté hybridizovdna se specifickou sondou a ndsledné byla tato
sonda zobrazena chemiluminiscencné nebo kalorimetricky — ¢im intenzivnéjsi byl
signdl sondy (zdreni, barva), tim vétsi mnoZstvi lidské DNA bylo ve vzorku obsaZeno.”
(Simkov4, 2012) Kvantita DNA v testovanych vzorcich se porovnavala s kalibraéni
fadou (vzorky zndmé koncentrace) pomoci porovnani intenzity zbarveni. Tyto
metody se jiZ ovSem témér nepouzivaji.

Dalsi, a¢ pro forenzni ucely vhodnou, ale jiz prakticky nevyuZivanou
specifickou metodou, je luminometrickd kvantifikace AluQuant Human DNA
Quantitation Systém. Principem této kvantifikace je, Ze DNA je hybridizovdna se
specifickou sondou, coZ vede v roztoku k nékolika enzymatickym reakcim. MnoZstvi
svétla posledni reakce kde enzym luciferaza oxiduje luciferin za vzniku viditelného
svétla je mérena pomoci luminometru. MnoZstvi lidské DNA vroztoku je primo
umérné mnozstvi hybridizované sondy, coZz je primo Umérné velikosti zareni

v roztoku v koneéné fazi. (Simkova, 2012)

Specificka metoda, ktera vytlacila pouZzivani luminometrické kvantifikace, je
kvantitativni PCR (qPCR). Tato metoda stavéna na polymerazové retézcové reakci je
vysoce presna a citlivdA — detekuje i velice mala mnoZstvi DNA. Je prisné specificka
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azobrazi i pripadnou pritomnost inhibitori PCR a rozsah fragmentace DNA.
Kvantitativni PCR je zaloZena na principu provadéni PCR a pribézZném meéreni
mnoZstvi DNA fragmentii, které jsou nakopirovany ve vzorku. Pivodni vstupni
mnozstvi v roztoku lze velmi jednoduse zjistit pomoci toho, jakym zptisobem béhem
PCR mnoZstvi fragmentl rostlo (kalibruje se pomoci vzorki znamé koncentrace).
Tato metoda je vsoucasnosti nejmodernéjSi a rozhodné nejvyuzivanéjsi metodou

specifické kvantifikace (podrobnéji viz niZe).

3.5. PCR — Polymerazova retézova reakce

Prakticky jedinou metodou pouZivanou ve forenzni genetice k amplifikaci DNA
je polymerazova retézovd reakce (PCR — angl. Polymerase Chain Reaction).
Amplifikaci rozumime fizené laboratorni mnohocetné kopirovani DNA, které se
vyuziva k ziskani vétSiho poctu retézcli DNA identickych s ptivodni dvousSroubovici
DNA. Amplifikace se tyka velmi casto konkrétniho tseku DNA, ktery je kopirovan

a nazyva se lokus.

Principem polymerazové tetézové reakce je replikace nukleovych kyselin,
kter3, jak je znamo, je zdkladnim molekuldrnim procesem u vSech zivych organismu.
Prostirednictvim DNA-polymerazy probiha cyklicka opakujici se enzymova syntéza
novych retézcli urcitych lokusi dvouretézcové DNA ve sméru 5'— 3’. Pripojenim
dvou primert, jeZ se vazou vzdy na protilehlé 3" konce DNA a sméfuji naproti sobg, je
vymezen studovany usek nukleotidové sekvence. Syntéza novych vlaken pak probiha
po pridani nukleotidii a DNA-polymerazy po obou matricich protismérné. Pouzivani
termostabilni Tag DNA-polymerazy, ktera je izolovana z termofilni bakterie Thermus
aquaticus, je dllezité pro jejich odolnost k teplotdm pti kterych DNA denaturuje.
Timto je umoZnéna opakovand syntéza DNA ve formé cykld, které se opakuji 20-
40krat. Kazdy ztéchto cykli zahrnuje tri kroky pri nichz probihaji odlisné déje

s riznymi naroky na teplotu.

PCR se provadi vzatizeni nazyvaném termocykler, ktery je automaticky
naprogramovany krychlému ménéni teploty ve zkumavkach v danych c¢asovych

intervalech.

SloZeni reakéni smési, kterd vstupuje do reakce je nasledujici:
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e PCR pufr — voda sobsazenymi ionty a dalsi latky, které udrzuji spravny
pribéh reakce

e volné nukleotidy (ANTPs) — pro tvorbu nové vznikajicich fetézcti DNA

e primery — kratké useky DNA tvoreny 20-30 nukleotidy (oligonukleotidy), jeZ
zajiStuji nalezeni specifického mista v DNA, od kterého bude kopirovani
zaCinat; primery se paruji na obé DNA vlakna pouze na zacatek a konec
urc¢eného useku

e DNA-polymeraza — kopirovani provadéjici enzym

e matrice DNA — predloha, podlé niZ kopirovani probiha (napt. DNA izolovana

z néjakého izolovaného materialu (Simkova, 2012)

PCR se zpravidla déli na tfi po sobé jdouci kroky. Prvnim krokem reakce je
zahrati na cca 92°- 95°C, kde dochazi porusenim vodikovych mistkl k denaturaci
matricové DNA na dvé jednoietézcové molekuly. Tato faze se nazyva denaturacni

a trva zhruba nékolik desitek sekund.

Pfi druhé — hybridizacni fazi je smés ochlazena na 50°- 60°C, v zavislosti na
sloZzeni a poctu nukleotidli obsazenych v primerech. Primery se rychle pripojuji
bezchybnym parovanim na specificka mista obou molekul DNA. Tato faze trva rovnéz

nékolik desitek sekund.

U treti faze, zvané prodluZovaci, dochazi znovu k ohtati smési na zhruba 72°C,
ktera je optimalni pro aktivitu enzymu Taq DNA-polymerazy. Enzym ptipojuje od
navazaného primeru nukleotidy podle principu komplementarity k matricové DNA.
Syntéza nového vlakna DNA probiha vzdy ve sméru 5°— 3". Z dvou Fetézct rozpletené
DNA tedy vznikaji dvé zcela totozné dvousSroubovice DNA. Tato faze trva radové od
nékolika desitek sekund aZ po nékolik minut, podle délky useku, jejz je potreba

nakopirovat, a rychlosti polymerazy.

Po skonceni prodluzovaci faze se teplota opét zvySuje na 94°C, kde se nové
vzniklé dvouSroubovice DNA denaturuji, a tim nastava dalsi cyklus PCR. Opakovanim
téchto cykli exponencidlné narlistd pocet nasyntetizovanych vlaken DNA v dané

smési. Po nékolika desitkach cyklech roztok obsahuje miliardy dvouvlaknovych
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molekul. Kazda z nich je presnou kopif iseku ptivodni molekuly, ktera byla vymezena

primery. Tyto Useky DNA se nazyvaji amplikony.

Polymerazova ftetézova reakce ovSem nefunguje donekone¢na a neni
bezchybna, jelikoZ Taqg DNA-polymeraza nemda korek¢ni aktivitu. Frekvence chyb

u této polymerazy na jeden cyklus PCR ¢ini cca 2 x 10* Spatné piirazenych nukleotid.

3.5.1.Faktory ovliviujici PCR

Faktor(, které mohou inhibovat PCR, existuje hned nékolik. Naptiklad ziskani
faleSného signalu miize nastat, diky vysoké citlivosti a specifité této reakce,
i zkontaminace jedinou molekulou cizorodé DNA. Tato neZadouci DNA se ve vzorku
muze objevit napriklad vzajemnou kontaminaci zdrojovych materiala ¢i prenosem

kontaminujici DNA z jiz ptedchozich amplifikovanych produktt PCR.

Amplifikace miZe byt negativné ovlivnéna nespravnym sloZzenim PCR smési —
nizkym obsahem DNA-polymerazy, volnych nukleotidli, primert nebo Mg?2+, které
miZe reakci inhibovat i v prili§ vysoké koncentraci. Jind neZ optimalni teplota ma na
pribéh reakce také zdsadni vliv, jelikoZ se napriklad pti vysSich teplotach pri
hybridizaci primery neudrzi. Naopak pfi teplotach niZsich dochazi ke sniZeni specifity
reakce, coZ znamena, Ze se primery udrzi i na jiném misté, neZ se kterym se paruji.
Jako sniZeni specifity reakce se povaZuje nespravné kopirovani DNA, kterému dochazi
i diky chybné ¢innosti DNA-polymerazy. Mezi zakladni chyby vzniklé ¢innosti DNA-
polymerazy patii Spatné zarazeni nukleotidu a prokluz polymerazy.

vvvvvv

povazujeme vstupni mnozstvi matricové (templatové) DNA do reakce. Pri nizkém
mnoZstvi templatové DNA dochazi k pomalému nabéhu reakce a smés je nachylnéjsi
na ndhodné efekty, jakym je napriklad drop-out. Neni ovSem vylouceno, Ze PCR miizZe
zdarné probéhnout byt zjediné obsazZené neposkozené molekuly DNA. Zato prilis
vysoké vstupni mnoZstvi DNA do polymerazové retézové reakce mize mit velmi

fatalni disledky vedouci az k tiplné inhibici reakce.
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3.5.2.Varianty PCR

3.5.2.1. Mnohonasobna (multiplex) PCR

Pii této metodé PCR se do reak¢ni smési pridava nékolik pard primert, jez
rozpoznavaji nékolik rozdilnych cilovych sekvenci, a tim je umoZnéna detekce
soucasné nékolika genli vjedné amplifikacni reakci. Tato varianta se vyuziva
napiiklad pro vyhledavani zmén na dlouhych usecich DNA ¢i na testovani vzajemné
nesouvisejicich oblasti DNA pievazné kvili nizsi cené neZ pii samostatné amplifikaci.

(Smarda, 2005)

3.5.2.2. Nested PCR (odstupnovana PCR)

Polymerazova retézova reakce, ktera vyuziva vnéjsich a vnitinich primert, ma
vysokou citlivost. UmoZiiuje amplifikaci i velmi malého mnozstvi DNA a dokaze
detekovat dokonce i jedinou molekulu matricové DNA. Tato varianta se provadi
pomoci dvou polymerazovych reakci s rozdilnymi primery. V prvnim kroku dochazi
k amplifikaci vybraného useku DNA stejné jako pri zdkladnim postupu PCR s jednim
druhem primeri. Poté prichazi krok druhy kde dal$i PCR nazyvana ,nested reaction”
vyuziva jako templat pro syntézu DNA produkt z prvni reakce. Pfi prvnim kroku se
pouziji dva oligonukleotidy, jeZ vymezi prvni tsek. V nested reakci se aplikuji dva
nové oligonukleotidy, které jsou navrZeny pro fragment vznikly pti prvnim kroku pri

predchozi PCR.

3.5.2.3. Asymetricka PCR

Tato varianta se od klasické PCR 1isi tim, Ze se syntetizuje pouze jedno vlakno
z dvouSroubovice DNA. To je umoZnéno pomoci zmény ve vychozi koncentraci
primera tak, Ze jednoho je mnohondsobné vice nez druhého, ktery se zpravidla
spotrebuje hned v prvnim cyklu reakce. Po vyCerpani druhého primeru vznikaji

jednovlaknové retézce DNA, jez lze vyuZit napriklad pro sekvenovani.

3.5.2.4. Alelové specificka PCR (AS-PCR)

Tato modifikace PCR se pouziva pro detekci prevazné bodovych mutaci.
Alelové specificka PCR umoZznuje rozliSovat homozygoty a heterozygoty pro danou
mutaci pomoci primerti komplementarnich bud’ k standartni, nebo mutantni sekvenci
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DNA. Metoda je zaloZenad na faktu, Ze k amplifikaci daného useku dochazi pouze
tehdy, kdy je primer a cilova sekvence plné komplementarni, pokud neni, k PCR
nedochazi. Podminkou je, Ze musi byt dostupny primer pro usek, vnémz lezi dana

mutace.

3.5.2.5. Reverzni transkriptazova PCR (RT-PCR)

Reverzni transkriptazova PCR, zvana téZ zpétna PCR, je metodou urcenou
k amplifikaci RNA. JelikoZ RNA nemiiZe slouZit jako templat pro PCR je nejdiive
prevedena do cDNA pomoci retrovirové reverzni transkriptazy. Vznikld cDNA je
nasledné amplifikovana standartnim postupem PCR za pouZiti specifickych primert.
Mezi nevyhody této varianty PCR patfi jak termolabilita reverzni transkriptazy, tak
fakt, Ze RNA velice rychle degraduje diky ribonukledzam, které patii mezi obecné

kontaminanty vzorkd.

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

Real-time PCR znamena: polymerazova retézova reakce v pfimém case proto,
ze umoziuje primou kvantifikaci PCR produktu v pribéhu reakce. PouZziva se hlavné
ke kvantifikaci vzorku, jak uz bylo uvedeno vyse, ale je dilezita i k detailnimu studiu
genové exprese Ci diagnostice nékterych patogent. Principem této reakce je presné
a rychlé zaznamenavani produktti PCR v kazdém cyklu. ,Kvantifikace amplikonu pri Q-
PCR v redIném case se provddi prostrednictvim detekce a kvantifikace fluorescencniho
signdlu ve specidlnim zarizeni, které kromé cyklického striddni teplot umoZiiuje detekci
fluorescence a monitorovdani postupu PCR v redlném case bez nutnosti detekovat
produkty PCR elektroforeticky. Pri provddéni Q-PCR v redlném case je nutné kromé
faktorti ovliviiujicich standartni PCR optimalizovat také kinetiku reakce. Pro
kvantitativni detekci produktu v priibéhu PCR existuji 3 obecné metody zaloZené na
pouZiti:

a) interkalacniho barviva vdzajiciho se na DNA,
b) fluorescencné znacenych sond vdzajicich se na stredni cdst amplifikovaného
produktu,

c) fluorescenéné znacenych primerii.” (Smarda a kol., 2005)
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Ke znaceni primert a hybridizacnich sond se pouzivaji tzv. fluorofory, coz jsou
specifické molekuly vyzarujici svétlo urcité vinové délky po piredchozi absorpci svétla
jiné vinové délky. Vinova délka svétla, které je vyzareno, je vZdy vyssi, neZ vinova
délka svétla absorbovaného. Sondy, které jsou dvojité fluorescenéné znacené,
obsahuji také kromé fluoroforu tzv. zhasec. Zhasec je molekula, jeZ ptijima energii ve
formé svétla z fluoroforu a zpiisobuje jeji rozptyleni bud’ ve formé tepla, nebo svétla
svys$i vinovou délkou. Pro dosazeni optimalniho zhaseni je diilezité, aby se
absorpcni spektrum daného zhaSele prekryvalo s emisnim spektrem fluoroforu.

V této dobé existuji fluorofory urcené jak pro jednobarevné, tak pro vicebarevné

mnohonasobné detekce polymorfnich sekvenci.

’

Sondy uZivané v PCR realném case jako fluorescencni latky uvoliujici zareni
v pritomnosti PCR se déli podle specificnosti k pozadovanému PCR amplikonu na
nespecifické a specifické. Mezi nespecifické patri interkalacni a barvy vazajici se do
malého zlabku na DNA beta Sroubovici, jako napriklad SYBR® Green I, LC Green®, Eva
Green atd. Za specifické sondy povazujeme kratké oligonukleotidy hybridizujici s PCR
amplikonem, naptiklad hydrolyza¢ni sondy TagMan™, hybridiza¢ni sondy FRET,

Scorpions® atd.

Produkty PCR vredlném case lze detekovat mnoha technologiemi. Ke
kvantifikaci amplikonti se pouzivaji fluorescen¢ni kyaninova barviva SYBR® Green,
ktera po vazbé na mensi Zlabek dsDNA fluoreskuji. Po vazbé SYBR® Green na DNA je
fluorescence az 1000x vyssi a fluorescencni signdl se s pribyvajicim produktem PCR
zvySuje. Hlavni nevyhodou pouZiti barviv vazajicich se na DNA je nemoZnost odliSit
nespecifické produkty. Sondy TagMan™ funguji na principu ukonceni zhaseni a emisi
fluorescence diky Taq DNA-polymeraze, ktera sondu pomoci 5’exonukleazové
aktivity rozloZi. Tyto sondy jsou oligonukleotidy delsSi neZ primery s fluorescen¢ni
znackou na 5’konci a zhasecem na 3’konci a vaZou se na vnitini ¢ast amplifikované
sekvence. DalSi technika vyuzZiva prenosu energie fluorescencni rezonanci (FRET).
Jedna se o prenos energie mezi dvéma fluorofory pri jejich prostorovém pribliZeni.
Jakmile se emisni spektrum donorového fluoroforu prekryva s absorpcnim spektrem

akceptorového fluoroforu dochazi ke sniZeni intenzity fluorescence donorové

molekuly a vyzareni energie zachycené akceptorovou molekulou, ato v podobé
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fluorescenéniho zareni o delsi vinové délce. Sondy se skladaji ze dvou
oligonukleotidii, z nichZ je jeden znacen na 3’konci donorovym fluoroforem a na
5’konci akceptorovym fluoroforem. Pokud sondy hybridizuji prilehle vedle sebe na
templatovou DNA, kterou tvoii produkt PCR, dochazi k prenosu energie a zvySeni

fluorescencni aktivity, ktera je mérena.

3.5.2.7. Obracena PCR (Inverzni PCR)

Tato modifikace PCR umoziuje amplifikovat iseky DNA s neznadmou sekvenci
ohrani¢ené na obou stranach DNA sekvenci znamou. Na koncich znamé sekvence se
nachazeji primery, které jsou navrZzeny tak, Ze jejich 3’konce sméruji od sebe a maji
mezi sebou 6bp dlouhé restrik¢éni misto (B). Nejdrive vhodna restrikéni endonukleaza
srozpoznavacim mistem S$tépi genomovou DNA (v misté A) tak, aby délka
restrikénich fragmenti byla vhodna pro PCR. Poté se pomoci ligace T4 DNA-ligazou
docili cirkulace restrik¢nich fragmentl. Kruznicové DNA, které obsahuji znadmou
sekvenci, se dale linearizuji Stépenim v restrikénim misté B. Mezi zbytky znamé
sekvence na obou koncich fragmentu se nachazeji fragmenty s cilovou sekvenci, ktera

je nasledné amplifikovana.

3.5.2.8. Insitu PCR

Tato velmi citliva technika umoziiuje amplifikaci fidce se vyskytujicich nebo
jedineCnych kopii genli a miize byt vyuZita k lokalizaci urcité sekvence DNA uvnitf
jednotlivych bunék. Principem této metody je amplifikace specifické sekvence DNA
v bunice, ¢imZ se natolik zvysi pocCet kopii, Ze je lze snadno detekovat pomoci ISH

metody nebo imunochemicky.

,Postup zahrnuje fixaci bunék nebo tkdné pri zachovdni jejich morfologie,
permeabilizaci umoZiujici pristup primerti a dalSich reagencii k intraceluldrnim
sekvencim nukleovych kyselin a amplifikaci in situ PCR uvniti’ neporusenych bunék
udrZovanych v suspenzi a nebo v Fezech tkdni pod mikroskopickym sklem.” (Smarda,

2005)
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3.6. Elektroforéza

Elektroforézou rozumime metody, které k separaci nabitych castic pouzivaji
stejnosmérné elektrické pole. K separaci dochazi diky jejich rozdilné elektroforetické
mobilité (pohyb v poli rliznou rychlosti). Za rGznou rychlost zodpovida velikost
naboje. JelikoZ nukleové Kkyseliny prakticky neméni pomér velikosti naboje
a hmotnosti, tak v pripadé neutralniho nebo slabé alkalického pH ma kazdy nukleotid
jeden zaporny naboj fosfatové skupiny. KazZdym prodlouZenim DNA o jednu bazi

dochazi ke zvétSeni naboje o jednotku.

Pro tucely forenzni genetiky se nejcastéji pouzivaji dva druhy elektroforézy,

a to klasicka gelova elektroforéza a kapilarni (gelova) elektroforéza.

3.6.1.Gelova elektroforéza (GE)

NejcastéjSim médiem uzivanym pro klasickou elektroforézu jsou roztoky ci
gely agarozy a polyakrylamidu. V nich se fragmenty DNA béhem elektroforézy
v elektrickém poli rozdéli od katody k anodé. Pravidlem je, Ze ¢im je molekula DNA
delsi, tim htre prochazi gelem a pomaleji se pohybuje. Vpraxi se pouzivaji
polyakryalamidové gely k separaci mensich fragmentii DNA (1-1000bp) nebo vétsich
molekul liSicich se od sebe malym poctem bazi. Agar6zové gely slouZzi k déleni vétSich

molekul DNA.

3.6.1.1. Elektroforéza v agarézovych gelech

Agaroéza je polysacharid, tvoreny D-galaktézou a anhydro-L-galaktézou, ktery
se ziskava z morskych tas. Molekuly agar6zy jsou neutralni a linedrni a v gelu
vytvareji z dlouhych cukernych sloZek trojrozmérnou sit. VétSinu tohoto gelu ovSem
tvori voda — vhodny pufr. Agaréza se rozpousti a vari v pufru, nasledné je vloZena do
elektroforetické vany v horizontalni poloze. Fragmenty DNA jsou nanaseny do gelu za
pouziti nandsSecich roztokd spolu sbarvivy, kterd slouzi kvizudlni kontrole
elektroforézy. Po naneseni vzorkli se pripoji elektroforetickd vana ke zdroji

stejnosmérného napéti, pricemz fragmenty DNA putuji ke kladné nabité anodé.

Dals$im krokem je vizualizace fragmentti v gelu, k cemuz slouZi nejcastéji emise

zareni interkalaCnich barviv po osviceni UV zarenim. Interkalacni barviva se

38



nejcastéji pridavaji do gelu uz pfi pripravé gelu. Jakmile jsou tato barviva vmezerena
mezi retézce DNA, méni se jejich vlastnosti a po vystaveni UV zareni jasné sviti.
V praxi se pro vizualizaci pouziva tzv. UV-transiluminator, coZ je pristroj se silnym

zdrojem UV zafeni, na ktery se po probéhlé elektroforéze gel poloZi.

K posouzeni velikosti fragmenti se pouZiva tzv. velikostni standard (Zebricek).
To je uméle ptipravena smés fragmentt nékolika zndmych délek, naptiklad po 100bp
(100-1000bp). Zebiitek je nanesen do sousedni jamky vedle vzorku a je podroben

elektroforéze za stejnych podminek.

Elektroforézou vagarézovém gelu snadno a rychle rozliSime nukleové

kyseliny, jejichz délka se lisi o desitky aZ stovky bp v rozsahu 100-15 000bp.

3.6.1.2. Elektroforéza v polyakrylamidovych gelech

Dlouhé retézce ve vodé rozpustného polyakrylamidu vznikaji polymeraci
amidu kyseliny akrylové. Tyto molekuly jsou spojeny kovalentné na rozdil od slabych
vazeb agarézovych gelli. Rlznym pomeérem akrylamidu a bisakrylamidu lze
dosahnout rtzného stupné zesitovani gelu, a tedy ovlivnit jeho separa¢ni schopnosti.
ZvySenim koncentrace gelu napt. azZ na 20% gely dostaneme gely vhodné k separaci
velmi malych molekul — pod 10bp. Lepsi déliva schopnost u malych fragmenti je
velmi vyhodna. Nevyhodou ovSem je vysoka toxicita akrylamidu, zejména ve fazi

pripravy gelu.

Nejcastéji se polyakrylamidova elektroforéza pouziva ve vertikdlnim
deskovém usporadani diky snadnéjSimu nalévani gelu mezi skla aparatury. Tato
gelova elektroforéza byla kvili automatizaci elektroforézy v automatickych

sekvenatorech nahrazena kapilarni gelovou elektroforézou.

3.6.2.Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Jedna se o relativné mladou metodu pouZivanou k separaci DNA. U kapilarni
elektroforézy je do kapilary natlacen specidlni akrylamidovy gel, ktery je podstatné
rids$i nez konvencni. Kdyz je kapilara naplnéna gelem, jsou do ni nasaty vzorky za

vyuziti napéti. Na kapilaru je privedeno napéti pomoci elektrod zanorenych v pufru.
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Vzorek zatne putovat kapilarou a separace fragmentli DNA probiha na zakladé

mobility molekuly, obdobné jako u klasické gelové elektroforézy.

Detekce fragmentt je provadéna v priibéhu Casu a to tak, Ze kazdy fragment je
uz pied analyzou oznacen fluorescencni barvou — zaclenénim oznaceného primeru
v pribéhu PCR. Fragmenty dle velikosti od nejmensiho po nejvétsi postupné doputuji
ke koncové casti kapilary, kde se nachazi okénko. To je osvécovano laserovym
paprskem, jenz indukuje silnou fluorescenci znacenych fragmentti. Tato fluorescence
je zaznamenavana detektory. Pro porovnani fragmenti se pouziva velikostni
zebricCek, ktery se pridava pfimo k analyzovanému vzorku, a nazyvame jej vnitini
Zebricek.

Kapilarni gelova elektroforéza se pouziva jak pri Sangerové sekvenovani (viz
niZe), tak pfi fragmentové analyze uzivané hlavné ve forenzni genetice pii tzv. DNA
profilovani. Pf¥i DNA profilovani jde o presny odecet velikosti fragment(, jelikoz
urlznych osob se odliSuji vpocCtu zmnoZeni opakujicich se sekvenci. Zato

u Sangerova sekvenovani je cilem precteni presné sekvence DNA.

Kapilarni elektroforéza je provadéna témeér vyhradné v automatizovanych
genetickych analyzatorech (sekvenator), diky technicky naro¢nému procesu.
Nevyhodou byvala mala priichodnost vzorkt, ovSem moderni pristroje obsahuji vyssi

pocet kapilar pro paralelni analyzu 8, 16, ale i 96 vzorki najednou.

3.7. Sekvenovani DNA

Sekvenovani je metoda, ktera slouzi ke stanoveni poradi nukleotidd v jednom
z fetézcl DNA, tedy urceni primarni struktury fetézce. Prvni generace sekvenovani je
spjata sdvéma tradiCnimi metodami, které jsou zaloZeny na produkci velkého
mnozstvi rizné dlouhych fragmentt analyzované DNA, jeZ maji na koncich oznacené

baze.

Hlavnim predpokladem pro metody sekvenovani je zavedeni separace molekul
pomoci gelové elektroforézy. Zvlasté pak na polyakrylamidovych gelech, jez
umoziuje separaci fragmenti dle jejich délky s rozliSenim na Urovni jediné baze,
dlileZitou pro stanoveni jednotlivych nukleotidti. Dal$i nezbytnosti pro sekvenovani je

vizualizace znacenych nukleotidi pomoci dostatecné silného a detekovatelného
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signalu. Toho lze docilit ziskdnim zna¢ného mnoZstvi molekul DNA tuseku, ktery je
poté podroben sekvenacni reakci. Kazda znacena a analyzovana baze se nevyskytuje
pouze na jednom vlakné, ale na mnoha molekuldch DNA (jinak by byl signal moc slaby
a nedetekovatelny). Sekvenacni metody od pocatku zavisi na rozvoji klonovacich
technik, které jsou schopné namnozit urcité sekvence. K amplifikaci je vyuzivana

polymerazova retézova reakce (PCR).

V souCasnosti je pro laboratore vyuziti tradi¢nich metod sekvenace velmi
pracna adrahd zaleZitost, proto prichazeji metody nové generace. Metody nové
generace jsou metody masivniho paralelniho sekvenovani a provadi se pomoci
novych genomovych sekvenatord, které dokazi soubézné Cist miliony sekvenci. Tyto
sekvenatory zptlisobily doslova revoluci v genomice, jelikoz jsou schopny

vyprodukovat mnohonasobné vyssi objem dat nez kapilarni ptistroje.

Jedinou nevyhodou oproti tradi¢cnim metoddam je kratsi délka spojitého
Fetézce, jeZ je schopna vjedné reakci precist. Délka je ovSem i tak kratka, a proto,
abychom mohli precist cely genom, musime nejprve celkovou DNA nastipat na kratké
useky. Poté tyto useky sekvenovat a nasledné celkovou podobu onoho genomu
rekonstruovat. Coz, jak je patrné, klade vysoké naroky nejen na cas, ale i na vypocetni
zpracovani dat pri skladani kratkych useki do ptvodnich dlouhych sekvenci.
Takovéto skladani vyuzivda pro rekonstrukci souvislych sekvenci prekryvi
jednotlivych tusekd. V pripadé, kdy dochazi k vyzkumu nového neznamého genomu,
hovotime o tzv. de novo sekvenovani. Pokud nastava c¢teni sekvence jiz zndmého

genomu, jednd se o tzv. resekvenaci.

Jednim z feSeni problémi s rekonstrukci ptvodnich dlouhych molekul DNA,
ziskanych na zakladé kratkého Cteni, jsou metody parového sekvenovani. Jedna se
o nastipadni vychozi DNA na podstatné vétSi fragmenty, které jsou nasledné
sekvenovany z obou konci. Vysledkem jsou potom sekvence o nékolika desitkach az
stovkach bazi, o nichZ vime, Ze ohranicuji usek, jehoZ sekvenci sice nezname, ale je
nam znama priblizné jeho délka. Tato data pak obsahuji informaci o prostorové
a smérové orientaci sekvenci, priCemzZ hraji zasadni roli vde novo sekvenovani.
Konkrétné pro skladani jiz rekonstruovanych spojitych usekii do vétSich, smérové

orientovanych celkd.
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V souCasné dobé je vyzkum sekvenacni techniky orientovan na eliminaci
potieby fragmentace a amplifikace velkého mnoZstvi kratkych molekul DNA, a tedy

na pristup, ktery pracuje s individudlnimi molekulami DNA. (Zvarova, Mazura, 2012)

3.7.1.Metody prvni generace (elektroforetické)

3.7.1.1. Sangerova metoda

Tato metoda by se dala nazvat sekvenaci — syntézou, jelikoZ je vjejim
pribéhu syntetizovano komplementarni vlakno k templatové jednovlaknové DNA.
K prifrazovani nukleotidii slouzi DNA-polymeraza, ktera pridava baze pouze na
3’konec retézce DNA. Je tedy nezbytné, aby pred nezndmym, analyzovanym tsekem
DNA predchdzela zndmd sekvence, na kterou je nejprve hybridizovdn primer — krdtky
synteticky pripraveny oligonukleotid, jehoZ 3 konec je ndsledné doplriovdn a elongovdn
polymeraci volnych nukleotidii. Kromé ¢tyr deoxynukleotidii (odpovidajicim prirozenym
deoxy-nukleotidiim uzivanym burikami k syntéze DNA: dATP, dTTP, dCTP dGTP) jsou do
reakéni smési dle Sangerovy metody priddny jesté modifikované dideoxy-nukleotidy,
které postradaji hydroxylovou skupinu na tretim uhliku (ddATP, ddTTP, ddCTP ddGTP)
a jsou znacené pro potreby pozdejsi detekce. Jejich inkorporaci dojde k nezvratnému
zastaveni polymerace na daném vldknu, protoZe diky modifikaci neni schopna
polymerdza pripojit ndsledujici bazi. K terminaci dojde ndhodné u riiznych molekul DNA
na riizné pozici, coZ vede k produkci riizné dlouhych dvouvldknovych retézcii. (Zvarova,

Mazura, 2012)

Dnes miize cely proces probihat v jedné reakci, a to diky pouzivani ¢tyr rizné
barevnych fluorescencnich znacek pro odliseni dideoxy-nukleotidi. Produkty jsou
dale separovany pomoci kapildrni elektroforézy, pricemz barevné znaceni je ¢teno
automaticky a zaznamenavano do grafu. Vtomto grafu, ktery se nazyva
elektroforegram, jsou vyneseny intenzity jednotlivych bazi podle barvy na danych

pozicich.

BéZné dokazi kapilarni sekvenatory najednou analyzovat 96 sekvenci, ty
nejvykonnéjsi zvladnou paralelné analyzovat i 384 sekvenci o délce 600 - 1000
nukleotidi. V této dobé je pti Sangerové metodé nejvice limitujicim faktorem narocna

priprava kazdého analyzovaného tseku DNA individualné.
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3.7.1.2. Maxam-Gilbertova metoda

Tato sekvenalni metoda, stejné jako predchozi, vede k produkci mnoZstvi
rizné dlouhych kopii vychozi sekvence, jeZ jsou na jednom konci radioaktivné
znaceny adéleny pomoci gelové elektroforézy podle délky. Konkrétni nukleotid
v daném misté je determinovan na zakladé vizualizace radioaktivnich znacek podle
délky sekvence. Hlavnim rozdilem mezi Sangerovou a Maxam-Gilbertovou metodou
je, Ze tato metoda je zaloZena na Stépeni molekul analyzovaného fragmentu DNA.
K sekvenaci je opét potieba dostate¢né mnoZstvi daného fragmentu z genomové DNA,
ovSem s tou vyhodou, Ze nemusi byt pripravena jednovlaknova DNA, ale lze pouZit

i dvousroubovici deoxyribonukleové kyseliny.

V dal$im kroku jsou fragmenty DNA na jednom konci radioaktivné oznaceny
a podrobeny chemické modifikaci. Specificky modifikovany jsou pouze nékteré ze
¢ty nukleotidli, a to podle pouzitého chemického cinidla. Nukleotidy jsou poté
uvolnény z vlakna DNA a v tomto oslabeném misté je fetézec Stépen. Touto metodou
Ize precist asi 250bp z obou konctli vychozich molekul DNA. Radioaktivni znaceni lze
navic provést jak z 5’konce, tak z 3’konce. Diky dvouvlaknovému templatu lze za
pomoci oddélenych reakci obou komplementarnich vlaken kontrolovat pripadné

nesrovnalosti vzniklé pti reakcich.

Jednim z divodl proc tato metoda ustoupila Sangerové pristupu je prace se
znacnym mnoZstvim radioaktivniho fosforu pro tvoreni znacek na koncich sekvenci.

(Zvarova, Mazura, 2012)

3.7.2.Metody druhé generace — Masivni paralelni sekvenovani
Masivni paralelni sekvenovani se provadi tfemi hlavnimi metodami, a to
pyrosekvenci (Roche /454), reversibilni terminatorovou sekvenaci (Illumina, Solexa)
a sekvenace ligaci (SOLiD). Standardni ptiprava sekvenacnich knihoven u vSech
téchto metod je zaloZena na fragmentaci DNA, oSetieni koncl téchto fragmentt
a navazani sekvenacnich adaptori, dale probiha amplifikace DNA a kone¢né samotna
sekvenace. K fragmentaci DNA se nejbéznéji pouZziva fyzické lamani delSich molekul
pod tlakem za vyuziti stlaceného dusiku. Tento proces se nazyva nebulizace.

Vyslednou priimeérnou délku fragmentli lze ovliviiovat nastavenim tlaku dusiku.
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JelikoZ mista Stépeni jsou ndhodna a mohou se u obou vldken dvouretézcové DNA
lisit, vznikaji presahy, které jsou potieba odstranit dosyntetizovanim kratsich vlaken
polymerazou. Zarovnané Kkonce jsou poté ligovany adaptory, coZ jsou uméle
syntetizované oligotukleotidy. Navazanim adaptort je zajiSténo, Ze kazdy jednotlivy
Fetézec je na 5’a 3’konci opatren jinou sekvenci, ktera v dalSich krocich slouZi jak
pro hybridizaci a stabilizaci na nosné médium, tak jako mista pro nasednuti primeru
pri PCR. Tyto sekvence jsou také komplementarni pro primery iniciujici samotnou
sekvenacni reakci. Tento proces se oznacuje jako tvorba sekvenacni knihovny
fragment DNA. Fragmenty DNA jsou v dal$im kroku denaturovany na jednovlaknové
Fetézce a zmnoZeny pomoci PCR amplifikace. Dillezité ovSem je fyzicky separovat
kazdou vychozi molekulu spolecné snové vznikajicimi kopiemi od ostatnich
fragmentd. Pro tuto skutecnost byly vyvinuty dva modifikované postupy amplifikace:

emulzni PCR a mistkova amplifikace.

3.7.2.1. Emulzni PCR

Emulzni PCR se pouZziva kpiipravé vzorku pro instrumenty GS a SOLiD.
K fyzické separaci fragmentt jsou pouzity specidlni mikroskopické kulicky. Ty nesou
na svém povrchu kovalentné vazany primer, ktery je komplementarni kjedné
adaptorové sekvenci na 5’konci jednovlaknové molekuly. Skrze hybridizaci 5 konce
jsou fragmenty sekvencni knihovny prichyceny k primertiim na kuli¢kach. V pribéhu
polymerace vznika elongaci primert retézec, jenz je komplementarni k hybridizované

sekvenci a je kovalentné navazan na kulicce.

Ktomu, aby amplifikace probihala exponencidlni fadou jsou do samotné
reakce pridany taktéZ primery komplementarni k adaptorové sekvenci na 3’konci.
Prodlouzenim téchto primert vznikaji volné molekuly, které jsou také hybridizovany
na povrch kulicky a slouzi jako predloha pro amplifikaci v nadchazejicich cyklech.
Postupnou elongaci primert, jeZ jsou navazany na kulickach, vznika populace klont
o tisicich imobilizovanych kopiich, ptivodné pochazejici z jedné molekuly fragmentu
sekvenacni knihovny. Diivodem, Ze na jednu kuli¢ku byla hybridizovana pouze jedna

vychozi molekula DNA, je pravé emulzni cesta.
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Ze zacatku se amplifikacni vzorek obsahujici molekuly sekvenacni knihovny,
sekvenacni kulicky, polymerazu, volné primery, volné nukleotidy a amplifika¢ni pufr
roztiepe v oleji. Tak vznikaji malé kapicky reak¢ni smési, které idealné obsahuji jednu
kulicku a jednu molekulu DNA. V téchto mikroreaktorech obklopenych prostredim
oleje pak probiha cela amplifikace. Nové vznikajici vlakna tak nejsou schopna
uniknout a jsou v opakujicich cyklech amplifikace znovu hybridizovana na tu samou
sekvenacni kuli¢ku. Dtlezité pro vznik spravnych kapicek je nejen vhodné nastaveni
intenzity trepani, ale i spravny objem pouzitého oleje a reakéni smési. Na zachyceni
pravé jedné kulicky a jednoho fragmentu DNA v kapicce ma vliv pomér, ve kterém se
do smési kulicky a molekuly pridavaji. Kulicky, na kterych jsou molekuly prichyceny,
jsou poté promyty a pouZity pro sekvenalni reakci. V pripadé, Ze je na kulicku
piichyceno vice neZ jedno vlakno DNA, vznikd namnoZena sekvence, ktera je smési
riznych templati a je automaticky rozpoznana a vyrazena jako chybna. (Zvarova,

Mazura, 2012)

3.7.2.2. Mistkova amplifikace

Tato amplifikace byla vyvinuta pro pristroje vyrabéjici firma I[llumina.
Imobilizaci pripravenych vldken DNA zajistuje desticka, kterda ma na svém povrchu
prichyceny oba typy primert, jeZ jsou komplementarni k obéma konctim fragmentu.
Vlakno je proto hybridizaci zachyceno za oba konce. Diky tomu vytvari jakysi miistek
mezi dvéma typy primerd v tésné blizkosti u sebe. Nové vlakno vzniklé vjednom
cyklu PCR amplifikace elongaci jednoho z primerti polymerazou tvori v nadchazejicim
cyklu po denaturaci dvouvlaknového komplexu znovu mistek. Mistek se utvari diky
hybridizaci volného konce na novy, sousedni primer, a tak tyto namnoZené molekuly
vytvaii na desticce shluky tisice sekvenci vtésné blizkosti. Desticka se shluky
(klastry) je v dalSim kroku vloZena do sekvenatoru. Shluky shodnych sekvenci jsou
podle signalu pri sekvenaci rozpoznany jako jednotlivé body rozmisténé po plose

desticky. (Zvarova, Mazura; 2012)
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3.8. Interpretace forenzné genetickych dat

7 w7

Po genetické analyze v laboratofi prichazi na radu taktéz velmi dilezita cast,
ato interpretacni. Cilem je zhodnotit ziskana data, urcit jejich spolehlivost
a samoziejmé stanovit jejich vypovidaci hodnotu. K odhadnuti spolehlivosti dat je
zapotiebi posoudit nékolik faktd, jako je technicka kvalita ziskanych dat, spolehlivost
pouzitych metod analyzy a i odolnost celého laboratorniho procesu vii¢i chybé. Také
jak jsou jednotliva zjiSténi navzajem logicky konzistentni, coZ znamend, zda si
napiiklad dva dil¢i vysledky neodporuji. A konec¢né jak dobie data odpovidaji empirii,
pod ¢imZ si lze predstavit, zda jsou data v souladu se zkuSenosti znalce a dalSich

uzivatell dat (soudct) nebo naopak.

K posouzeni vypovidaci hodnoty dat je nezbytné wurcit inferenci
pravdépodobnostnich jevi, coZ je vyjadireni pravdépodobnosti daného vysledku za

platnosti dvou & vice hypotéz. (Simkova, 2012)

3.8.1.Technicka kvalita dat

Ve forenzné genetické praxi se nejCastéji setkavame slaboratornimi daty
v podobé Casového zdznamu zmény fluorescence v priibéhu kapilarni elektroforézy.
Technickou kvalitou rozumime, do jaké miry lze jednoznacné urcit ztéchto
laboratornich dat konkrétni podobu studovanych polymorfismt, tedy jak zretelné
jsou tato data odecitatelna. Tato data mohou byt jak uplna a bez nejasnosti a mit tak

vysokou kvalitu, tak naopak netplna s fadou nejasnosti aZ neinterpretovatelna.

Technickou kvalitu dat mlizeme stanovit pomoci standardu, ktery predstavuji
data zvalidace. K posouzeni slouzi hodnoceni celé rady parametrli, jako jsou

napriklad tvar a vyska pikd, vzajemné poméry vysek piki nebo mira shutteringu atd.

Cilem prace se stredni aZ niZsi technickou kvalitou dat je primarné zvysit jejich
kvalitu. To v praxi znamend opakovani analyzy s rliznymi modifikacemi tak, aby byl
pribéh celé analyzy optimalizovan a bylo dosaZeno co nejcitelnéjSich dat. Pokud ani
pomoci opakované analyzy s riznymi modifikacemi nedojde ke zkvalitnéni dat, je

tieba zohlednit miru nekvality pfi stanoveni vypovidaci hodnoty dat.
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3.8.2.Kvalita v laboratori

Kvalita v laboratotich je dana hlavné: prevenci chyb ze zndmych zdroji (napf-.
zaména vzorkl); odhalovani novych zdroji chybovosti; systémovy pristup
a standardizace analyz; optimalizace laboratornich procesti (financni efektivita
analyzy) a samoziejmé pribézné zkvalithovani analyz s ohledem na stale se vyvijejici

obor.

Certifikované laboratore jsou takové laboratoie, kterym byl udélen certifikat
od certifikovaného organu, a tedy, Ze je dana laborator ve shodé s predepsanou
normou. Ve forenzné genetické praxi se setkdvame nejcastéji s certifikaci o shodé
snormou ISO 9001:2008 (management kvality). Oproti tomu akreditované
laboratore jsou bud povéreny akreditatnim organem k udélovani certifikaci, nebo
odborné i jinak zptisobilé k provadéni urcité cinnosti. Nejcastéji se ve forenzné
genetické praxi setkdvame s akreditaci laboratotfi dle normy ISO 17025:2005.
(Simkova, 2012)

3.8.3.Vypovidaci hodnota dat

Na principu, Ze nékteré hypotézy jsou v dané situaci pravdépodobnéjsi
a nékteré méné, je zaloZena inference ¢i usuzovani, odvozovani jedné skutec¢nosti
z druhé. Inferencni logika je postavena na uUpravach naSich ocCekavani po ziskani
novych dat, pri¢emz na stejném principu funguje hodnocent sily diikazu ve forenznich

védach.

Ve forenzni genetice se inferencni logika vztahuje prevazné ke trem typlim
hypotéz. Prvnim typem je hypotéza o shodném ¢i rozdilném pilivodci dvou vzorkd,
kde je pro nas dilezité hlavné to, jak vyznamnym diikazem o stejném pivodci je
shoda genotypl. Dalsi je hypotéza o pritomnosti nebo naopak nepritomnosti
biologického materialu daného jednice ve smiSené stopé. Vtomto pripadé se klade
dliiraz na vyznamnost svédectvi vysledku analyzy smiSené stopy pro pritomnost
biologické stopy konkrétniho jedince. A posledni z nejCastéji uzivanych hypotéz,
hypotéza o existenci i neexistenci urcitého biologického pribuzenského vztahu mezi
dvéma jedinci. Zde nas zajima jak silné svédci genetické profily obou jedinct

o urcitém pribuzenském vztahu.
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Problematika interpretace dat je velmi slozitd a rozsahla. Pro kazdou z hypotéz
by ovSem mél byt vystupem prace znalce tzv. vérohodnostni pomér (LR, angl.
likehood ratio). Vérohodnostni pomér je mozné Kkombinovat jak sjinymi
i nevédeckymi dikazy, jako je ocCité svédectvi, tak s dalSimi vérohodnostnimi poméry
vzniklymi jinym zkoumanim. V praxi v ramci naSeho soudnictvi neni bohuzel tolik

vérohodnostni pomér vyZadovan. (Simkova, 2012)

3.9. Forenzni genetika ve vyuce SS

Metody forenzni genetiky a forenzni biologie jako takové Casto vyZaduji
finantné nakladné pristroje, také proto nejsou na strednich Skolach vyucovany.
Dal$im faktorem je, Ze se jedna o specializované metody daleko nad ramcem RVP.
Vtéch se nachazi pribuzna témata jako genetika, molekularni a bunéc¢né zaklady
genetiky a samoziejmé ucivo, v kterém jsou obsaZeny potencialni biologické stopy,
jako krev, kiize a jeji derivaty vramci biologie Clovéka ¢i anatomie a morfologie
rostlin. VSVP ¢asto nalezneme stejna témata pouze rozepsana aktivnimi slovesy.
Genetika, jakoZto zaklad forenzni genetiky, se ovS§em vyucuje aZ v poslednim ro¢niku

gymnazii.

Forenzni biologie je ale pro studenty velmi atraktivnhim oborem, proto je
dobré studentiim pftiblizit tuto védu pomoci jednoduchych cviceni proveditelnych i ve
Skolnich podminkach. O sepsani vhodnych cvic¢eni jsem se pokusila v didaktické casti

prace.
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4. Didakticka cast

4.1. Cile

Cilem bylo vyzkouset cviceni na téma forenzni biologie v praxi. Zjistit, zda
nastanou néjaka uskali pii provedeni pokust ¢i pripravé nebo jestli studenti zvladnou
tato cviceni bez komplikaci. Jako dalsi cil jsem si kladla ovéfit, zda hodina byla

studentiim piinosna a budou si nékteré pojmy pamatovat i par tydni poté.

4.2. Material a metody

4.2.1.Zasobnik forenzné biologickych cviceni

4.2.1.1. Cviceni ¢. 1.: Diikaz krve — Bertrandova zkouska

Bertrandova zkouska patii mezi specifické zkousky na pritomnost krve pfi
vySetiovani stop krve v kriminalistice. Za pritomnosti chloridu hotecnatého tvorii
hemoglobin spolu s ledovou kyselinou octovou acetchlorhemin. Jedna se

o Cervenohnédé krystalky, které se shlukuji nebo jsou uloZeny ojedinéle.

Pomiticky: krev, 2 podlozni skla, kryci sklicko, kapatko, kahan, mikroskop,
Bertrandovo ¢inidlo (1g chloridu horecnatého, 1 cm?3 destilované vody, 5 cm3

glycerinu a 20 cm?3 ledové kyseliny octové)

Postup: Na podloZzni sklo kdpneme menSi kapku krve, kterou nechdme
zaschnout a poté ji seSkrabneme na druhé podloZzni sklo. Kni pridame kapku
Bertrandova ¢inidla a ihned prikryjeme krycim sklickem (podle potieby prikapneme
Cinidlo ze strany tak, aby byl prostor pod krycim sklem vyplnén). Poté pomalu
zahrivame nad plamenem kahanu dokud nezacnou vznikat bublinky. Preparat se
nesmi zahrivat rychle, aby se nespalil. AZ preparat vychladne, ihned prohliZime

mikroskopem asi pri zvétSeni 150 krat.

Zavér: Krystalky jsou tak specifické, Ze zadna jina latka netvori podobné. Tato
zkouska je velmi rychla a jednoducha a lze ji provést i s minimalnim mnoZstvim krve.

Také proto se v kriminalistice pouziva. (Machova, 1984)
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4.2.1.2. Cviceni ¢. 2.: Diikaz krve — Teichmannova zkouska

Jedna se o specifickou zkousSku pritomnosti krve, pouZivanou v kriminalistice
kurcovani stop krve. Vhorké kyseliné octové se ni¢i globin — bilkovinna cast
hemoglobinu a uvolnuje prosteticka slozka — hem sionty Cl- a Br, které jsou

dliikazem pritomnosti hemoglobinu.

Pomiticky: krev, 2 podloZni skla, kryci sklicko, kyselina octova, 0,2% NaCl nebo

NaBr ve vodé, kahan, mikroskop

Postup: Na podlozni sklo kdpneme kapku krve, kterou nechdme zaschnout. Na
zaschlou kapku kapneme roztok soli a nechame opét zaschnout. Poté piikapneme
kyselinu octovou, prikryjeme krycim sklickem a pomalu zahiivame nad plamenem
kahanu. Po odpareni pozorujeme pod mikroskopem cervenohnédé krystalky nékdy

seskupené do srostlic.

Zavér: Krystalky jsou velmi specifické a nejsou podobné zadnym jinym. Je to

velmi rychla, jednoducha a specificka zkousSka.(Hejtmanek, 1986)

4.2.1.3. Cviceni 3.: Priikaz slinné amylazy clovéka
Sliny clovéka obsahuji enzym — a-amylazu. Ta se podili na traveni tim, Ze
zajistuje Stépeni Skrobu na jednodussi sacharidy. Priikaz slinné amylazy clovéka lze

pouzit, pokud chceme dokazat, zda se jedna o sliny ¢i nikoliv.

Pomiicky: sliny clovéka, Lugoliv roztok, 1% roztok Skrobového mazu (ve
varici vodé rozpustény ryzovy Skrob, destilovana voda, nalevka s filtracnim papirem,

kadinka, kapatko, 2 pipety na 5ml, vodni lazen s teplotou vody 37°C

Postup: Pokus provadime ve skupinkdch 2-3 studenti. K ptripravé
enzymového preparatu jeden ze studentl podrzi 25-30 ml destilované vody v dstech
po dobu asi péti minut. Poté vodu z ust zfiltrujeme pomoci filtra¢niho papiru do
kadinky. Dale napipetujeme do dvou zkumavek po 1ml Skrobového mazu. Do jedné ze
zkumavek pridame 1 ml roztoku amylazy, do druhé z nich dame 1 ml destilované
vody a zkumavky oznacime. Protfepeme je a vloZime do vodni 1azné, ktera ma teplotu
37°C, na 15 minut. Po uplynulé dobé zkumavky vyjmeme a sledujeme jejich zakal. Do

kazdé znich kapneme kapku Lugolova roztoku a radné promichdme. Poté
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pozorujeme zbarveni obou roztoki, pricemz zkumavka bez slinné amylazy se zbarvi

syté fialové, se slinnou amylazou se nezbarvi nebo pouze jemné fialové.

Zavér: Lugoliv roztok je roztok jodidu draselného, ktery barvi Skrob do
fialova. Piisobenim slinné amylazy se stépi Skrob, ktery odpovida za syté zbarveni

zkumavKky. (Hejtmanek, 1986)

4.2.1.4. Cviceni ¢. 4.: Otisky prstt

Na vnitini strané ruky clovéka pozorujeme dvoje utvary, a to jak vyznacnou
kresbu tzv. dlanovych ryh, tak slozity reliéf drobnych car tzv. papilarnich linii. Obor,
ktery se zabyva zkoumdanim papilarnich linii ¢lovéka, se nazyva dermatoglyfika ci
také daktyloskopie. VyuZiva se hlavné v kriminalistice kidentifikaci osob, jelikoz
papilarni linie maji specifickou kresbu pro kazdého clovéka a jsou tedy jedinecné.
Avsak zaroven zakladni kvalitativni a kvantitativni charakteristiky dermatoglyfii jsou
geneticky dédi¢né. Od hmatovych papil ve Skare jsou odvozeny papilarni linie na
prstech, které tvori obrazce nazyvané dermatoglyfy. Mezi zdkladni dermatoglyfy
patri:

e plochy oblouk

e stanovy (stromovy) oblouk

e smycka ulnarni

e smycka radialni

e dvojsmycka

e spiralni zavit ¢i vir (Machova, 1984)

Pomiicky: razitkova barva, poduska pod razitko, bily papir, lupa, mydlo, tepla

voda

Postup: Studenti pracuji ve dvojicich, pricemZ snimaji otisky jeden druhému.
Student, ktery otisky snima (vySetrujici), nejdrive napiSe na papir jméno studenta a
pismeno P nebo L (podle toho, zda se jedna o pravou nebo levou ruku) a polozi papir
na okraj stolu. Poté snimaji otisky v poradi od palce k malicku a kazdy otisk nakonec

oznaci Cislem 1-5 podle toho, o ktery prst se jednalo.
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VySettujici jednou rukou vede otiskovany prst a tou druhou pomaha udrZovat dalsi
prsty ve flexi. Prst vede vySetrujici jak pti o¢eriiovani, tak pri otiskovani vzdy stejnym
zplisobem. Celé prstové biisko prevali po podloZce zleva doprava, nikdy zpét, aby se
otisk nerozmazal. Kazdy prst jednou ocerni, ale otiskne dvakrat za sebou, jelikoz
druhy otisk byva slabsi a tudiz 1épe Citelny a oznaci ¢islem. Po otisknuti vSech prsti si
student umyje ruce. Ziskané otisky kazdy student za pomoci lupy vyhodnoti na
zakladé vyobrazenych zakladnich tvart dermatoglyfl, viz Obr. 1. Otisky porovnaji
mezi sebou, zjisti vyskyt nejcastéjsich tvar.

Zavér: Nejvétsi vyznam pro kriminalistickou identifikaci maji malé detaily,
jako prerusovani car, rozdvojovani a splyvani linii, jelikoZ jsou pro kazdého

charakteristické. (Machova, 1984; Odstr¢il, 1992)

3. Smydka

/ \

\

9. Dvojsmycka

Obrazek 1 — Dermatoglyfy;

zdroj: http://www.gypce.cz/wp-content/uploads/2015/02/Dermatoglyfy_DP.pdf
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4.2.1.5. Cviceni ¢. 5.: Porovnavani trichologického materialu

Trichologicky material je tvoren tfemi zakladnimi stavebnimi dily: kutikulou,
klirou a dieni. Vzajemny pomér téchto stavebnich dilti se v zavislosti na typu méni.
Vlasy a chlupy se identifikuji za pomoci mikroskopu tak, Ze se porovnava jejich
morfologie s morfologii lidskych vlast, chlupii a zvifecich chlupti. V kriminalistice se

jedna casto o vyznamné biologické stopy.
Pomiticky: Vlasy, zviieci chlupy, podloZni sklo, kryci sklo, mikroskop

Postup: Pripravime si preparat vzorku vlasu ¢i chlupu tak, Ze na podlozni
sklicko poloZime vzorek chlupu, zakdpneme vodou a prikryjeme Kkrycim sklickem.

Takto pripraveny preparat pozorujeme pod mikroskopem.

Urcete pomoci atlasu chlupti/vlast viz Obr. 2., zda se jedna o lidské vlasy nebo
zviteci chlupy, pripadné o jaky druh jde. Zhotovte ndkres jednoho z preparatt.

Zamyslete se nad tim, jaké dalsi informace by bylo mozné z vlasii/ chlupi ziskat.
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Atlas chlupi/viasi
Atlas chlupi/vlasa

100x

Obrazek 2 — Atlas chlupu;
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

Zavér: Vlasy a zvireci chlupy jsou svoji morfologii velmi odlisné, a proto Casto

lze jednoznacné urcit o jaky trichologicky material se jedna.

4.2.1.6. Cviceni ¢. 6.: Pozorovani Barrova téliska

Barrovo télisko ¢i sex chromatin je inaktivovany pohlavni chromosom X. U Zen
se v kazdé somatické bunce v casném vyvoji ndhodné inaktivuje jeden z chromosom?
X. Ten zistava v interfazi spiralizovany a tudiz je barvitelny jadernymi barvivy. Je

lokalizovan na vnitini strané jaderné membrany. Velikost Barrrova téliska je asi 1 um
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a je prokazatelné asi u 30-40% bunék ustni sliznice Zeny. Barrovo télisko lze vyuZit

jak k diagnostice pohlavi, tak i k detekci chromosomovych aberaci chromosomu X.

Pomiticky: Karmin (orcein), etanol, sterilni direvéna Spachtle, podlozni sklicko,

kryci sklicko, filtracni papir, mikroskop

Postup: Spachtli provedeme stér bunék epitelu tstni sliznice. Na podloznim
skle provedeme roztér téchto bunék, prikdpneme etanol, zamichdme a nechame
zaschnout. V dal$im kroku kdpneme par kapek barviva (karmin), prikryjeme krycim
sklickem a jemnym tlakem provedeme roztlak. Filtracnim papirem odsajeme
prebytetné barvivo a prepardt nechame opét zaschnout. Pozorujeme pod

mikroskopem.

Zavér: V interfaznich jadrech na vnitini strané jaderné membrany pozorujeme
Barrovo télisko, které se vyskytuje pouze u Zenského pohlavi. Porovname preparaty

zZen a muzu.

4.2.1.7. Cviceni ¢. 7.: ReSeni tiloh z genetiky

Pomiicky: Ulohy, tuzka

Postup: Studenti si zopakuji zakladni pojmy genetiky: gen, genotyp, fenotyp,
alela, homozygot, heterozygot uplna a nedplna dominance, recesivita, autozom,

gonozom atd. Resi jednotlivé tilohy.

Uplna dominance:

1. U rajcat je dominantni gen, ktery odpovida za Cervené zbarveni plodi a gen
recesivni odpovidajici za zbarveni Zluté. Jakou barvu plodi budou mit rostliny
vzniklé kriZzenim homozygotni rostliny s cervenymi plody a Zlutoplodé
rostliny? Plody jaké barvy ponesou rostliny vF2 generaci? ZkriZzenim
cervenoplodé rostliny zgenerace F2 sheterozygotem zF1 ziskdme jaké
potomstvo?

2. U skotu je gen pro vznik ¢erné barvy srsti dominantni nad genem pro barvu
Cervenou. Jaké potomstvo (F1) ziskdme zkriZenim homozygotniho c¢erného
byka a Cervené kravy? Jak bude vypadat potomstvo F2? ZkiiZenim cerveného

byka a heterozygotni kravy ziskame jaka telata?

55



3.

Gen pro bezrohost je u skotu dominantni nad genem pro rohatost. Jaké
potomky ziskame zkiiZenim rohatého byka shomozygotnimi bezrohymi

kravami? Jakd budou telata v F2 po vzajemném zkriZeni heterozygotnich telat?

Neuplna dominance:

1.

Pokud zkriZime cistokrevné bilé slepice a kohouty kurata budou vzdy bila.
Jakmile budeme KkiiZit cistokrevné Cerné slepice a kohouty budou potomci
vzdy Cerni. V pripadé zkriZeni ¢erného a bilého rodice bude mit potomek tzv.
holubi barvu. Peri jaké barvy budou mit kurata ¢erného kohouta a holubi
slepice? Vjakém poméru bude jejich zastoupeni? Jaké potomstvo vznikne
kiiZenim holubiho kohouta a holubi slepice?

Néktera plemena ovci maji kromé Klasickych jedincli s dlouhyma usSima
i jedince bez usnich boltctli, bezuché jedince. Ktizenci mezi bezuchymi ovcemi
adlouhouchymi maji kratké wusi. Jakd jehnata dostaneme kriZzenim

kratkouchych ovci? Jaké potomstvo vznikne po zkiiZeni kratkouché ovce

a bezuchého berana?

Dédic¢nost krevnich skupin:

1.

Rodice skrevnimi skupinami A a B mohou mit déti sjakymi krevnimi
skupinami?

Divka ma krevni skupinu AB, jeji bratr ma krevni skupinu 0. Jaké krevni
skupiny budou mit jejich rodice?

MiiZe mit syn krevni skupinu B, jestliZe rodice maji krevni skupiny 0 a AB?

4.2.1.8. Cviceni ¢. 8.: Izolace DNA z cibule nebo rajcete

VSechny zivé organismy obsahuji genetickou informaci. DNA ovSem neni

viditelna pouhym okem. Je ji ale mozné ve vétSim mnozZstvi izolovat — dostat z buriky,

a tak ji vidét. Vtomto cviceni si dokaZeme, Ze je mozné izolovat DNA i ve Skolnim

prostredi a neni k tomu potieba Spickového laboratorniho vybaveni.

Pomiticky: 5 ml tekutého saponatu na nadobi (jar), %2 cajové I1zicky NaCl, 50 ml

vody, 1 cibule nebo rajce, nékolik zrni¢ek prasku na prani s detergentem (Persil),
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alespont 60% alkohol, 2 kadinky, 2 zkumavky, vodni lazen (60 °C), teplomér, ru¢ni

mixér, filtra¢ni papir, Spejle

Postup: RajCe nebo cibuli nakrajime najemno. Do zkumavky nalijeme 15 ml
vody, v které rozpustime piil ¢ajové 1zicky NaCl. Do tohoto roztoku pridame asi 5 ml
jaru a vylijeme do kadinky. Do té vloZime i nakrdjenou cibuli nebo rajce. Pro urychleni
dame kadinku do vodni l1azné o teploté 60°C na asi 15 minut. Poté roztok ochlazujeme
v lednicce po dobu asi 10 minut, ¢imZ zabranime zniceni DNA plisobenim tepla. Po
uplynuti doby smés vynddme a mixujeme maximalné 5 sekund. Vyextrahovanou DNA
je potieba zbavit pevnych zbytk(, coZ docilime prefiltrovanim roztoku pres filtracni
papir do Cisté zkumavky. Poté pridame par zrnicek praciho prasku. Nakonec prilijeme
do zkumavky po sténé vychlazeny alkohol. Ve vrstvé alkoholu vznikne bild sraZenina

— zeleninova DNA. Tu lze namotat na Spejli a vytahnout.

Zavér: Myci prostifedek obsahuje detergenty, které rozStépi bunécné
membrany iobaly bunécnych jader. Tim se uvolni DNA do vodniho roztoku, ¢imz
napomahame i mechanicky pomoci mixéru. DNA ve vodném roztoku je navazana na
histony. Ty se odstrani pomoci praciho prasku obsahujictho enzym proteazu, ktera
$tépi bilkoviny. DNA je rozpustna ve vodé, proto se pridava alkohol, ve kterém je DNA

nerozpustna.
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4.2.2.0véreni v praxi

Cviceni jsem ovéfovala vpraxi vramci seminaii biologie na Jiraskové
gymnaziu v Nachodé. Pracovala jsem s 3. a 4. ro¢niky, septimami a oktavami, kde jsem
oducila 4 vyucovaci hodiny. Pfitomno bylo v jednom seminari 13 studentfi, vdruhém
10. Z divodu, Ze gymnazium disponuje piimo biologickou laboratofi nebyl problém
svybavenim ani mistem. Co se tyce znalosti studentdi, hodnotila bych je
proto, Ze je biologicky seminar volitelny a tudiZ maji Zaci zajem o biologii ¢i ji dokonce
chtéji v budoucnu studovat.

Nejprve jsem rozdala dotazniky (viz priloha A — Dotaznik na zacatek hodin
s tématem Forenzni biologie), na které studenti odpovidali. Poté dostali zadani
vlastnich cviceni. Rozhodla jsem, v jakém potradi bude kdo postupovat a dali se do
prace. Jednalo se o cviceni: Dikaz krve — Bertrandova zkouska, Prikaz slinné
amylazy, Otisky prstli, Porovnavani trichologického materialu, Pozorovani Barrového

téliska a ReSeni tloh z genetiky.

Jako prvni prokazovali slinnou amyldzu c¢lovéka. Tento pokus délali ve
skupinkach 2-3 studentli hned na zacatku hodiny proto, aby mohli béhem doby, kdy
jsou zkumavky ve vodni lazni, pracovat na jiném cviceni. Pro urychleni jsem jiz
predem pripravila Skrobovy maz. Vjedné z hodin hned v poc¢atku, kdy mél nékdo ze
studentd podrZet 5 minut destilovanou vodu v astech, nastal problém, Ze se nikdo
nehlasil a tudiZ jsem musela zZaka urcit a ten samozirejmeé zna¢né protestoval. Nakonec
se podarilo spravné vytvorit roztok amylazy a dalsi komplikace jiZ u tohoto cviceni
nenastaly. Zakal byl hezky pozorovatelny, stejné tak, jako fialové zbarveni roztoku

bez slinné amylazy po pridani Lugolova ¢inidla.

Na Bertrandovu zkouSku jsem méla pripravend podloZzni skla s dvéma
zaschlymi ¢ervenymi kapkami. Jedna z nich byla kapka krve, druha temperova barva
ve stejném odstinu. Jejich ukolem bylo zjistit pomoci Bertrandova Ccinidla, ktera
z téchto kapek je krev. Toto cviCeni vSichni studenti zvladli bez problémt a zkouska

vysla vSem, jen nékteri si nebyli jisti strukturou krystalki tudiZ se na ni ptali.
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Dalsi cviceni, v kterém studenti pozorovali dermatoglyfy probéhlo taktéZ bez
problémi. Co se tyce jejich pozorovani, vysSlo najevo, Ze nejcCastéjSim typem
dermatoglyfu byla smycka a to v obou tfidach. Naopak dvojsmycka se vyskytovala
ziidka. Predpokladala jsem, Ze se najde nékdo, kdo bude mit problém se Spinénim
prsti barvou, ktera nesla tak dobie smyt. Tato situace vSak nenastala a proto jsem
byla mile prekvapena. JelikoZ jsem méla od pana ucitele k dispozici i prasek a izolepu
na snimani otiskd, kazdy, kdo chtél, si mohl vyzkouset snimani otiskii v praxi. To se

samoziejmé setkalo svelkym uUspéchem, ovSem vysledky byly nevalné. U tohoto

vivs

Pfi zkoumani trichologického materidlu jsem pripravila 5 petriho misek
s lidskymi vlasy, psimi chlupy, koci¢imi chlupy, krali¢cimi chlupy a umélymi vlasy
z paruky. Studenti si vzali vZdy jeden vlas ¢i chlup, zakapli vodou, prilozili kryci sklo
a pozorovali. Pfi ur¢ovani druhu, z kterého trichologicky material pochazi pomoci
atlasu chlupii byli ¢asto presni aZ na umeély vlas, ktery se stal chytdkem. Umély vlas

identifikovalo zhruba jen 15% z nich, ostatni ho oznacili za korisky.

Pozorovani Barrova téliska bylo, podle mého nazoru, pro studenty také velmi
zajimavé. V kazdé dvojici provedli stér z bukalni sliznice divky. Pokud ve skupince
divku neméli, poprosili spoluzacku ¢i provedli, pro kontrolu, stér chlapce. Co se tyce
vysledki, Barrova téliska byla vétSinou hezky viditelna az na par pripadd, kdy byl
pravdépodobné stér proveden nespravné a obsahoval mdalo bunék. Pro spravné
identifikovani Barrovych télisek jsem musela nékolika skupindm poradit, ale nakonec

se setkaly s pozitivnim vysledkem.

Poslednim cvicenim bylo feSeni tloh z genetiky. To jsem provadéla pouze ve 4.
ro¢niku a oktave, protoze ti méli uz latku probranou. Bylo vidét, Ze to pro né po vSech
téchto cviCenich uZ neni tolik zajimavé. Nakonec ale vSichni znich, po malém
zopakovani, neméli s ulohami problémy a bezchybné je vypracovali. Bylo znat, Ze se

jedna o studenty, které biologie bavi a tuto latku bezvadné ovladaji.
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4.3. Vysledky

Jak uz jsem naznacila vyse, vSechna cviceni studentiim vysla tak, jak méla. Maly
zadrhel nastal pouze u pozorovani Barrova téliska, kdy je preparat nékolika studentt
neobsahoval, proto nahlédli do mikroskoptli svych spoluzakii. Na konci hodiny jsem
jim jeSté rozdala kratky dotaznik, kde jsem se tazala na to, jak se jim hodina libila, co
je nejvice zajimalo a co naopak ne (viz priloha B — Dotaznik na konci hodin
s tématem Forenzni biologie). Nevim, jak moc odpovidali uptimné, ale vSichni, co
dotaznik odevzdali, hodnotili hodinu jako velmi zajimavou a prinosnou.
Nejoblibenéjsi z cviceni byl diikaz krve pomoci Bertrandovy zkousky a zkoumani
trichologického materidlu. Naopak reseni dloh z genetiky jim nepftislo tolik zajimavé,

uz z toho diivodu, Ze podobna cvicent jiz resili v hodinach biologie.

Dals$im krokem bylo zjistit, zda si budou studenti pojmy dlouhodobé
pamatovat a co jim hodina na téma forenzni biologie prinesla do budoucna. Zhruba po
mésici od ovéreni cviceni v praxi jsem studentlim opét dala dotazniky (viz ptiloha C
— Dotaznik — Forenzni biologie), abych dokazala na tuto otazku odpovédét a
porovnat ho s dotaznikem, ktery vypliovali na zacatku hodiny. Jak vidime v prvnim
grafu, dotaznik podavany ze zacatku hodin dopadl dle mych ocekavani a to nevalné.
Na zhruba tretinu otazek studenti neodpovédéli ¢i odpovédéli Spatné. Nejlépe
zodpovézenymi otazkami byly: Cim se zabyva forenzni biologie a Co zkouma
daktyloskopie. Z 23 studentii na né spravné odpovédélo 21. Na zbytek otazek: Co se
zjisStuje Bertrandovou zkouskou?; Co jsou to dermatoglyfy? Vyjmenuj tfi z nich.; Co je
to trichologicky material? Uved' priklady.; Co je to Barrovo télisko?, odpovédéla

v primeéru spravné méné nez tiretina dotazanych.
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O to zajimavéjsi a takrka i napinavéjsi bylo vyhodnocovani dotazniki
poloZenych ptibliZné po mésici od hodin s tématem forenzni biologie. Vysledky mé
mile prekvapily. Z 21 studentd odpovédélo 18 spravné na vSechny otazky. Pouze 3
studenti nezodpovédéli vSe dobie a méli tutéZ chybu a to na otazku: Co je to Barrovo

télisko, viz druhy graf.

Vysledky dotazniku na zacatku hodiny

25
20
15
M Spatné
10 P
M spravné
5
0 T T T T T 1
Cim se zabyvd  Co se zjistuje Co zkouma Co jsou to Cojeto Co je to Barrovo
forenzni Bertrandovym daktyloskopie? dermatoglyfy? trichologicky télisko?
genetika? Cinidlem? material?

Graf 1— Vysledky dotazniku na zacatku hodiny
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Vysledky dotazniku po mésici
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Graf 2 — Vysledky dotazniku po mésici
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4.4. Diskuse

Vlastni hodiny bych zhodnotila velmi pozitivné. Ve tridé vladla prijemna
atmosféra a ze studentli jsem citila zdjem o biologii a touhu naucit se néco nového.
Osobné se mi tam ucilo velice dobte. Soudim, Ze pan ucitel s nimi déla také spoustu
zajimavych véci a pravé proto, Ze nesedéli u mikroskopu poprvé, se jim pokusy

povedly.

Z vysledki je patrné, Ze je cviceni bavila. Jak uz ze zpétné vazby v hodiné, tak
z dotazniku po hodinach, ale predevSim z dotazniku, ktery dostali s odstupem casu.
Ma ocekavani byla sice vysoka, nebot se jedna o velmi chytré a Sikovné studenty, ale
ze zodpovi témér vSechny otdzky spravné jsem opravdu nepiedpokladala. Z toho

vyplyva, Ze si z hodin odnesli mnohé.

Dal$im moZnym diivodem proc je tato cviCeni tolik bavila je vzristajici zajem
o forenzni biologii v médiich. Televiznich poradl s kriminalistickou tématikou totiz
neustdle pribyva a to bezesporu i proto, Ze se jedna o velmi poutavé odvétvi védy.
Realita se casto sice lisi, ale vyzkouSet si nékteré z technik, které pouzivaji hrdinové

kriminalek k dopadeni pachatele, je zajisté zajimavé.

Myslim si, Ze cil byl splnén — studenti si vyzkouSeli nové pokusy z oboru
forenzni biologie, které se jim prevazné povedly, a ziskali nové znalosti v tomto
oboru. Nebala bych se zarazovat tato forenzné-biologicky ladéna cviceni i do béZnych

laboratornich praci na zakladnich a hlavné strednich Skolach.
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5. Zavér

V diplomové praci jsem se zaobirala historii forenzni genetiky, jak viibec
vznikla a kdy byla analyza DNA poprvé pouzita v kriminalistickych pripadech. Poté
jsem podrobné popsala druhy biologického materidlu, jakymi jsou krev, sliny,
ejakulat, vlasy, chlupy, kosti atd. Jakymi metodami je lze zkoumat at’ uZ orientacni
zkouskou ¢i zkouskou specifickou. Kdy je biologicky material biologickou stopou
a jaké jsou druhy stop z hlediska jejich vyhledavani. Neopomnéla jsem ani druhovy

ptivod biologického materialu a priikaz lidského ptvodu.

Dale jsem se zabyvala analyzou DNA, ktera slouzi k ziskani vlastniho profilu
DNA. Zpracovala jsem techniky, kterymi se v pocatku zkoumani vzorkd DNA izoluje
nukleovd Kkyselina z bunky. TaktéZ zde byly popsany metody kvantifikace
a amplifikace DNA, tedy polymerazova retézova reakce (PCR). Ta se pouziva
v rozmanitych variantach k riznym ucelim a i popis téchto druhii byl naplni mé
prace. Déle je k ziskani profilu DNA je zapotiebi chemickych metod jako je gelova ¢i
kapilarni elektroforéza nebo sekvenacni metody, které jsem si rovnéz kladla za cil
popsat. V dalSi Casti jsem se vénovala interpretaci dat. Zhodnoceni ziskanych dat,

urceni jejich spolehlivosti a samoziejmé vypovidaci hodnota dat.

V didaktické casti jsem vytvorila zasobnik forenzné biologickych cviceni, ktera
se daji vyuZzit v hodinach biologie na strednich i zakladnich Skolach. Ty jsem poté
provérila v praxi na seminarich z biologie ve 3. a 4. ro¢niku na Jiraskové gymnaziu
v Nachodé. Zjistila jsem, Ze pokusy s touto tématikou studenty bavi a shledavaji je
nadmiru zajimavymi. To jsem potvrdila i formou dotazniku tak, Ze si studenti ucivo

dobre pamatovali i s odstupem casu.
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