UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Marie Bilova

Degradace nukleovych Kyselin v prubéhu
autolyzy

Bakalarska prace

Praha 2007



ABSTRAKT

Tato priace se zaméiuje na klicové poznatky, které se tykaji zmén
probihajicich v tkénich po smrti organismu. Shrnuje zékladni informace o
struktuie nukleovych kyselin a bunéné smrti. Popisuje rozdily mezi
programovanou bunécnou smrti a autolyzou s dirazem na odliSnosti v degradaci
nukleovych kyselin. Zaroven se zabyva metodami, které mohou byt pouzity pro
kvantitativni analyzu fragmentace nukleovych kyselin, jejich vyhodami a
nevyhodami pro pfipadné pouziti ve forenznich védach pii urCovani Casného
postmortem intervalu. Zavérem shrnuje nckteré metody zjistovani doby tmrti

ovefované €i jiz rutinn€ pouzivané v kriminalistické praxi.

ABSTRACT

This article tries to summarize the results from works intended on changes
which proceed in bodies and cells after death. In addition, it describes basic
informations about structure of nucleid acids and diferencies between two types of
cell death — apoptosis and autolysis (necrosis). It also compares the methods,
which are possibly usable for quantitative analysis of fragmentation of nucleid
acids and advantages or disadvantages for their future improvement in forensic
sciences for estimation of the postmortem interval. Finally, it describes other

methods tested or used in standard practice.
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1. UVOD

Zjisténi presného Casu umrti patii jiz mnoho let k zdkladnim otdzkdm
forenznich véd. Tato problematika se samoziejmée dotyka i otazek v trestnim pravu
a je dulezita pravée pro rychlejsi a ptesnéjsi pribeh vysetfovani v kriminalistice.

I ptesto, ze bylo ustanoveno mnoho metod na stanoveni doby smrti, vétSinou
se jedna o jednoduché metody zaloZené na analyze faze posmrtné ztuhlosti — rigor
mortis, odhadu podle télesné teploty nebo vypoctu pomoci miry stahti svali pii
uméle dodaném elektrickém impulsu, které jsou ale zatizené velkou statistickou
chybou v disledku nezanedbateln¢ho vlivu vnéjSich podminek. Prace zaméfujici
se na obsahu zaludku a travici trubice se mohou pouzit také pouze v omezeném
poctu piipadii. Ostatni metody jako napft. forenzni entomologie jsou velice vhodné,
ale pro urfeni postmortem intervalu v del§Sim ¢asovém horizontu. Molekularni
analyzy se v poslednich letech ve forenznich védach velmi rozviji, pfedevsim ale
v molekuldrni genetice, kde slouzi k identifikaci osob, urCovani paternity.
V oblasti urcovani ptesného postmortem jsou molekularni metody jesté na zacatku
vyvoje. Védeckych praci zabyvajicich se touto problematikou je naprosté
minimum. [ pfesto lze ocekavat, jako v ostatnich biologickych disciplinach,
rozmach molekuldrnich metod, pfevazné¢ zaméfenych na casnou degradaci
nukleovych kyselin a proteini. Ty se v budoucnu mohou stat zakladnim pilifem

kriminalistickych analyz.



2. STRUKTURA NUKLEOVYCH KYSELIN

2.1. Primarni struktura

Retézce nukleovych kyselin se skladaji ze t¥i zakladnich ¢asti. Retézec tvofi
cukr-fosfatova kostra, slozena z B D-ribosy v ptipadé¢ RNA a f D-deoxyribosy u
DNA a fosfatu, zbytku kyseliny fosfore¢né, ktery je kcukru vazan
fosfodiesterovou vazbou. Diky tomuto fosfatovému esteru jsou nukleové kyseliny
silnymi kyselinami a pfi neutralnim pH se chovaji jako anionty. Podle své vazby
k3C a 5C cukru na kazdé stran¢ rozliSujeme 3 konec a 5" konec. Na 1°C
deoxyribosy se vazi dusikaté baze, které umoziuji spojeni dvou fetézcii pomoci
vodikovych mustkii. Tyto vodikové mistky mezi -NH2 a —OH jsou stabilni pfi pH
od 4 do 9. Baze jsou slab¢ bazické a bez naboje. Adenin a thymin se k sob¢ vazi
dvéma muistky a guanin a cytosin tfemi, ¢imz je urCena vzijemna
komplementarita. Lidsk4 jaderna DNA je tvofena 3.2 x 10 ” nukleotidd. (Strachan,
1999)

U RNA se namisto thyminu objevuje uracil a casté jsou i dal$i baze napf.
pseudouridin, inosin, hypoxantin. RNA tvofi pfes 95% vSech nukleovych kyselin
v burice. Nukleové kyseliny maji maximum absorpce UV svétla pfi 260 nm,
jednovlaknova DNA dava o 20 - 30% vétsi absorbanci nez dvouvlaknova. (Prisa,

1998)

2.2. Sekundarni struktura

Molekula DNAje velmi stabilni. Dvé vlakna jsou antiparalelné spojeny
procesem zvanym hybridizace do dvousroubovice. Vlakna DNA se mohou u stacet
pravotoCive 1 levoto¢iveé, odchylky mizeme najit i v po€tu parit bazi na otocku.
Sekundarni struktura miize mit vliv na reaktivitu nukleové kyseliny. V nativnim

stavu se vyskytuje v konformaci A, B, C, Z. (Butler, 2001)



RNA tvofi naopak pouze jednoduché smycky nebo je bez specialni sekundarni
struktury. Nejobvyklejsi strukturou je tzv. struktura vlasenky, ktera vyzaduje

komplementaritu ¢asti fetézce.

2.3. Tercialni struktura

DNA musi byt pro jeji obrovskou délku sbalena okolo histoni a
nehistonovych chromozomalnich proteintl. Cely tento komplex oznacujeme jako
chromatin.

Histony staci fetézec DNA do tzv. nukleosomu. Nukleosom je tedy tvofen
histonovym oktamerem tzn. histonovymi proteiny H2A, H2B, H3 a H4,
ptitomnych vzdy po dvojicich (viz obr.1) a 146 pary nukleotidu DNA obtocenymi
okolo tohoto proteinového oktameru. Proteiny obsahuji velké mnozstvi argininu a
lysinu, které jim ud¢€luji kladny naboj. Tim se neutralizuje zaporny naboj DNA.
Struktura histonit je velice evolu¢né konzervovand, tudiz jakékoliv nepatrna
odchylka v potadi aminokyselin je obvykle pro organismus letalni.

Kazdy nukleosom je s dal§im spojen pomoci spojovaci DNA, jejiz délka se
obvykle pohybuje od nékolika parG bazi do asi 80 pard. Proteiny jsou spojeny
s DNA 142 vodikovymi mustky vkazdém nukleosomu a dale cetnymi
hydrofobickymi interakcemi. Lidska DNA obsahuje pfiblizn¢ 30 milioni

.....

dynamickou strukturni mozaiku.

2.4. Nukleazy

Nukleové kyseliny jsou mezi sebou Stépeny enzymy zvanymi nukledzy .
Muzeme je rozdélit na endonukledzy a exonukledzy podle zplsobu $tépeni vldkna.
Exonukleazy hydrolyzuje fosfodiesterové vazby z5" 1 3 konce fetézce.
Endonukledzy naopak $té€pi specifickd mista uvnitf fetézce. Otazkou ziistava, jaké
nukledzy ovlivituji degradaci nukleovych kyselin postmortem a které jsou naopak

jiz na zacatku autolyzy rozlozeny protedzami. (Alberts, 2002)



Deoxyribonukledzy jsou enzymy S$tépici DNA. Jejich funkce jsou velice
riznorodé. Hydrolyzuji fetézec bez jakékoliv specifity nebo jsou naopak vysoce
specifické. Mohou $tépit dvouvlaknovou i jednovlaknovou DNA.

Ribonukleazy stépi RNA. Kazdd RN4zové rodina mé casto velice odliSnou
sekvenci aminokyselin, jeji sekundarni struktura je vSak velmi podobnd. Neni
jasné, v ¢em spociva vysoka specifita sestfihu RNA in vivo, protoze pii pokusech
in vitro jejich specifita prudce klesala. Stejn¢ tak, pokud bychom vychézeli ze
znamych informaci o délce Zivota, procesech a riznorodosti RNA, museli bychom
predpokladat, Ze v buitkdch musi byt pfitomno mnoho desitek az stovek riznych
RN4az, coz je v praxi nemyslitelné. Je proto pravdépodobné, Ze vysoka specifita
degradace a zpracovani zavisi vice na lokalizaci a struktufe RNA, nez na

samotnych RNazach. (D"Alessio, 1997).

NUKLEOSOM

DNA H1 histon

sNukleosom

Histonové jadro

Obr.1 schéma nukleosomu
(zdroj: ejb.ucv.cl/gmunoz/nucleosome.gif)



3. DEGRADACE TKANI, NUKLEOVYCH KYSELIN

Tkané zanikaji v pribéhu Zivota, i po smrti. Jejich degradace programovanou
bunécnou smrti je nedilnou soucésti zivota bez které by nemohlo dochéazet ke
spravnému ontogenetickému vyvoji ¢lovéka. Naopak poskozeni bunék a smrt

vyvoléd nekontrolovanou degradaci tkéni, kterd se mize §ifit dale do organismu.
3.1. Apoptoza

Apoptdza mlze nastat v bunice nasledkem externich vlivi, jako jsou hypoxie,
nedostatek Zivin, vlivem virovych infekei stejné jako nekréza. Jejim hlavnim
smyslem v téle je ale udrzovat spravny ontogeneticky vyvoj orgdnd, je tedy
nezbytné, aby byla fizena i intern€. Je tedy ovlivnéna ¢innosti hormonti, enzymi s
proteazovou aktivitou — caspaz a HOX geny. Apoptoza se tedy mize jednoduse
odhalit pravé diky odlisnym hladindm enzymi. Denné takto zanikne 50-70
miliard bunék.

Mikroskopicky lze sledovat specifické apoptotické procesy jako bunécéné
smrsténi zpisobené rozpadem cytoskeletu a kondenzace chromatinu v procesu
zvaném pyknoza. Casné stadia apoptdzy jsou téméF nezjistitelnd, pravé proto, Ze si
bunika dlouho udrzuje sviij tvar a velikost. Néasleduje karyorheze, kdy se rozpada
jaderny obal a DNA se fragmentuje. Az pozd¢ji se buitkka postupné rozpadne na
jednotliva apoptoticka téla, kterda mohou byt fagocytovdna. Zaroven na svém
povrchu vystavuje fosfatidylserin, ktery je v prib&éhu apoptézy pienesen z
cytosolické ¢asti plazmatické membrany na jeji extraceluldrni okraj a tim se stdva
buiika rozpoznatelnou pro makrofagy, které ji poté fagocytuji. Pii apoptdze se
DNA fragmentuje velice pravidelné na segmenty o délce 180 bp nebo nésobki 180
bp). V mnohych typech bunék se naopak tvoii 300 — 50 kb velké fragmenty
(Oberhammer, 1993). Mohou za to Ca™*/Mg ** dependentni endonukleazy, které
prednostné S$tépi DNA mezi nukleosomy , ¢imz vznikaji pravidelné useky

(Yakovlev, 2000). To zplsobuje charakteristické prouzkovéani na agarozovém
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gelu, podle kterého miizeme apoptosu odliSit napt. od smrti toxickymi latkami
nebo ischemii.

Autolytické bunky se také pii fragmentaci do apoptotickych 1isi rozdilnou
tvorbou zlomt. U apoptotickych bun¢k miZzeme v raném stadiu nalézt jak tupé
konce, tak 3’ i 5" lepivé konce, zatimco u ¢asné nekrozy se tvoti vylucéné 5’ lepivé
konce, coz vyvolava dalsi otazky do diskuze o specifickych mechanismech

degradace DNA. (Didenko,2003).

3.2. Autolyzd

Autolyza je posmrtny rozkladny chemicky pochod, pti kterém dochazi
k degradaci tkéni v téle organisml. Narozdil od apoptoézy se jednd o pasivni
proces. Pfi tomto komplexnim procesu dochazi k zaniku energetického
metabolismu a chemické, fyzické i morfologické integrity. Aktivni membranovy
transport se zastavi, ¢imz selze selektivni membrdnovd permeabilita a ionty
difunduji po svém koncentracnim gradientu. (Fink, 2005) Tyto iontové zmény
mohou také byt zkoumény kvili zjisténi doby tmrti.

Zaroven se uvolnuji proteolytické enzymy a nukledzy, pfitomné v kazdé
buiice, které natravi nejdiive samotné buiiky a poté celé tkané. Postupné je celé
télo rozlozeno na jednoduché produkty, jako je voda, oxid uhliCity, amoniak,
merkaptany, sulfan apod. U rGznych tkani 1 Zivo€iSnych druhi amoziejmé probiha
v rizné rychlosti i intenzité.

Jako prvni viditelnou fazi autolyzy, ktera se vSak tyka pouze svalii mizeme
oznacit jako tzv. rigor mortis, ktery je specificky svalovou ztuhlosti zptisobenou
hydrolyzou ATP. Myosin tak zlistdva navdzan na aktin a ztuhlost ptfetrvava az do
doby, kdy jsou myofibrilarni proteiny hydrolyzovany proteolytickymi proteiny
(katepsiny, kalpainy) a aktinomyosinovy komplex disociuje. Glykogen se v téle
odbourava na kyselinu mlé¢nou a ATP na kys. inosinovou, ¢imz se snizuje pH.

Pribéh autolyzy je zavisly na lokalnich anatomickych faktorech (uloZeni a
postaveni organu v téle) a tedy na tkanové a bunécné specifickych odchylkéach.

Nemalou roli hraji chemické faktory jako pH, teplota téla nebo mira glykolyzy v
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bunice. Pro histologickou analyzu musime autolyzu zastavit fixaci napf. ve

formaldehydu nebo ihned hluboce zmrazit. (Henssge, 2002)

4. METODY IZOLACE A DETEKCE NUKLEOVYCH
KYSELIN

K detekci degradace nukleovych kyselin méme k dispozici mnoho
potencidlnich histologickych a molekularnich metod. Tato kapitola ptedstavuje ty
nejpodstatnéj$i. VétsSina vyzkuml probihd na zvifecim modelu. Pro svou
podobnost k lidskym nukleovym kyselindm se nejcastéji pouzivaji potkani (rattus

norvegicus) nebo laboratorni mysi (mus musculus).

4.1. Priprava a izolace vzorku pro analyzu nukleovych kyselin

Pro klasické histologické a imunohistochemické barveni se pouziva tkanovy
fez zality do parafinu nebo fez zmrazeny. Pfi zalévani do parafinovych blockt je
nutné tkan zafixovat (obvykle se pouZzivd roztok formaldehydu).Poté musime
vzorek odvodnit vzestupnou koncentraéni etanolovou fadou. Poté je tkan
projasnéna organickym rozpoustédlem, napt. xylenem, misitelnym s alkoholem 1
parafinem a nésledn¢ zalita do parafinu. Tyto vzorky je mozné nakréjet na fezy
silné 2-7um. Fixace ale miZze zniCit zni€it enzymy a riznad vazebnd mista pro
antigeny. V tomto ptipadé je vhodné tkané prudce zmrazit na teplotu -150 az -
170°C v tekutém dusiku. Poté jsou barveny imunohistochemickymi metodami.
Zmrazeni je oproti zdlouhavému zalévani velice rychlé a umoziuje ndm pozorovat
vzorky 5-10pm silné. (Stevens, 2005)

K elektroforetick¢ analyze je nutné nukleové kyseliny izolovat z tkané.
Prvnim krokem pii izolaci je vZdy odstranéni extracelularni matrix proteindzami
(trypsin, kolagenazy) a lyze bunék. Provadi se rozpusSténim biomembran a
denaturaci proteinli detergentem (Triton X-100, laurylsiran sodny). Pro zvySeni

rrrrr

na DNA a uvolni tedy stoCeny fetézec. Lyzat se prenese do roztoku pufru
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obsahujici EDTA (etylendiaminotetraoctova kyselina). Ta plsobi jako inhibitor
nukledz tim, Ze vychytavad vapenaté ionty, bez kterych se nukledzy nemohou
zaktivovat. Tim se zabrani rozstipani uvolnéné nukleové kyseliny. Izolované
nukleové kyseliny je v mnoha pfipadech nutné mnohondsobné¢ amplifikovat

pomoci PCR (polymerase chain reaction). (Raclavsky, 2003)

4.1.1. Fenol-chloroformova extrakce

K lyzatu se pfida fenol, chloroform a izoamylalkohol. Na izolaci RNA je
nutné pouzit fenol o vyssi teploté a nizSim pH. Roztok je dokonale odstfedén za
vzniku vodné a chloroformové faze mezi nimiz je vrstva sraZzenych proteint.
Nukleové kyseliny jsou pfitomny ve vodné fazi. Extrakce se nckolikrat opakuje,
aby byly proteiny dokonale odstranény. Nukleové kyseliny jsou poté z vodné faze
vysrazeny koncentrovanym etanolem. Srazenina ale mize obsahovat rizné soli,
které se musi odmyt 70% etanolem.

Pokud se pracuje pouze s DNA, je nezbytné RNA ve sraZenin¢ roz$tépit
RNA nukledzami. Naopak pro praci s RNA je nutné inhibovat veSkeré RNazy,
pfipadné¢ odstranit DNA DNéazami. Mlizeme také selektivné srazet RNA pomoci
LiCl. Pro izolaci samotné mRNA se také pouziva afinitni chromatografie na oligo-
dT kolonach. Izolace RNA je obecné problematictejsi, kvali vSudypiitomnym
RNé4zam. Je nutné ji 1 po izolaci chranit uchovanim pfi velmi nizké teploté
s ptitomnosti inhibitorti nukleaz. Extrakci ziskdme smés veSkerych RNA z bunky

(Carracedo, 2005).

4.1.2. Adsorpce na pevny podklad

Tato metoda je zalozena na pfedpokladu, ze nukleové kyseliny adheruji na
silikatovy povrch (pfipadné specidlni pryskyfice) v piitomnosti choanotropnich
soli (iodid sodny, guanidin thiokyandt, guanidin hydrochlorid). Do roztoku
s lyzatem se ptidaji choanotropni soli a silikatové Castice. Nukleové kyseliny ulpi

na Casticich a zbytek lyzatu odsajeme. Nukleové kyseliny vyvazeme pfilitim vody
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nebo pufru. Tato metoda je mnohem rychlejsi a pohodlngjsi, méa vyssi vytézek a
Cistotu produktu. Tento princip proto vyuzivaji mnohé komer¢ni farmaceutické
firmy na vyrobu pfedem piipravenych souprav — kitl, ¢imz se prace velice

zjednodussi. (Raclavsky,2003)

4.2. Barveni a znaceni nukleovych kyselin

4.2.1. Feulgenovo barveni

Feulgenovo barveni patii k semikvantitativnim cytochemickym metodam
barvicim DNA a chromosomy. Je specifické pouze pro DNA, RNA se jim
nebarvi.

DNA je nejdiive hydrolyzovano horkou (uvadi se asi 60 °C) kyselinou
chlorovodikovou. Tim se zbavi svych purinovych bazi a na deoxyriboze se tim
uvolni aldehydové skupiny, které miize se nabarvi Schiffovym reagentem, coz je
vodny roztok bazického fuchsinu. MZeme pouZit i svétle zelené (light green SF
yellowish) kontrastni barveni pozadi. Vznikne tedy cCerveny obraz DNA se
zelenym pozadim. Uvadi se, Ze mitochondridlni DNA ma tak malou koncentraci,
ze se touto metodou nenabarvi. Vzorky se dehydratuji ethanolem a projasiuji
xylenem jako pti klasickém histologickém barveni. Pro vyhodnoceni vysledka
mizZzeme pouzit mikrospektrofotometr, kterym naméfime intenzitu ridZového

zbarveni. (Jelinek, 2007)

Jako vhodné tkané pro piipadné vyuziti v praxi se predpokladaji jaterni tkan

(Lina,2000).
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Obr. 2 Regenerujici se buniky mloka, barveno Feulgenovou metodou

(zdroj: www.snv.jussieu.fr/.../Feulgen/exfeul.htm)
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Obr.3 Schéma feulgenovy reakce

(http://bio.winona.edu/berg/307s04/Labs/documents/histoch.doc)

4.2.2. Imunohistochemické barveni

Imunohistochemické barveni ndm umoziluje vizualizovat distribuci a
lokalizaci specifickych bunécnych komponent. Tkéné jsou barveny pomoci
znacenych protilatek proti specifickym molekuldm (antigeniim), obvykle
proteintim.

Pouzité protilatky miizeme rozde¢lit na monoklondlni, které jsou vyrabény z
tkanovych kultur z klonu B lymfocytii a jsou specifické jen pro jeden druh
antigenu. Druhym typem jsou protilatky polyklonélni, z pfirozenych imunitnich
reakci zvitat, které jsou tedy specifické pro vice druhi epitopti antigenu. Nyni jsou
mnohem vice vyuzivany protilatky monoklonalni.

Na antigeny se muzou navazat znaené primarni protilatky. Pouzivaji se,
pokud je antigen pfitomen v dostatecné velkém mnozstvi a obvykle u
nefixovanych tkani. Vicestupniové metody jsou komplikovanéjsi, ale mnohem

citlivéjsi. U dvoustupiiového znaceni se na neznacenou primdrni protilatku, coz je
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imunoglobulin nebo sérum specifické proti prokazovanému antigenu. Na ten se
teprve navaze sekundarni protilatka proti Fc-fragmentu protilatky primarni, ktera
je znacena fluorescencnim barvivem nebo enzymem.

U trojstupiiového znaceni je navic pouZzity tzv. mistek, coZ je spojovaci
protilatka mezi znaenym komplexem a primarni protilatkou. Tento mistek
vysoce amplifikuje signal. Jako znacené komplexy se pouzivaji peroxidaza- anti-
peroxidazovy nebo alkalickd fosfatdza-anti- alkalicka fosfatazovy komplex. V
soucasnosti nejcitlivéj$i metodou je znaceni sekundérni protilatky biotinem a jeho
navazani na avidin- biotinovy komplex. Ten je oznacen kienovou peroxidazou.
(obr.4). Peroxiddza nam vytvoti hnédé, alkalicka fosfatdza naopak cervené nebo

modré znaceni. (Beranova, 2003)

: Nepfima metoda
Prima metoda = dvojstupfiova metada, zaloZena na

= primam| protilatka znaéena pfimo imuneologickeé vazbé sekundami znacené

protilatky na protilatku primami
Sakundarmi protildika,
Znatend fuorachromem &

Primé znaden| prmdmi enzymam

protildtey, napl kovem &

fluoresceinem

Primami protititha
_l Primarni protikitia

frez fez
Nepfima trojstupriova metoda Trojstupﬁpvél metoda vyuzivajicl
’A (strept)avidin biotin komplex (SABC)
*Eg’ﬁ- ﬁl’ Komplex peroxidasa-anti-peroxidasa + piieE

LHJ SABC

Specifické neznacand sérum probi ! Beohnylovana protilatka = “mistel’

prmarm| protifdtcs = “mistek LT
’HW Primdrnl protitta iJ=L‘7 Primsérnl protiktks

Rez Rez

obr.4 Piiklady typi imunohistochemickych znaceni

(zdroj: http://www.lfp.cuni.cz/Histologie/arch/ihc_low_res.pdf)
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4.2.2.1 Znaceni dUTP pomoci terminalni transferazy (TUNEL assays)

Pfi autolyze dochazi k fragmentaci DNA. Na fetézci se tedy tvoii zlomy,
kter¢ nasledné mlizeme vizualizovat pomoci termindlni deoxynukleotidyl
transferazy. Transferdza katalyzuje pfipojeni nukleotidi na 3’'OH konec zlomu
aniz by potfebovala templat ¢i primer. Narozdil od DNA polymerazy také
nevyzaduje smés vSech Ctyf nukleotidl, staci ji jeden, nejCastéji pouzivany je
deoxyuridin trifosfat. Je schopna také pfipojit nukleotidy na velmi kratké
fragmenty, dokonce i na jdnovlaknovy fetézec. (Didenko, 2002) Tim by se tedy
mohla stat vhodnou pro detekci délky autolyzy. Diive byla tato metoda
povazovana za specifickou pro apoptozu, ukazalo se vSak, ze pii vizualizaci touto

metodou neni mozné rozeznat apoptotické, nekrotické a autolytické buiky. (Grasl-

Kraup, 1995)
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Obr. 5 Rez plicemi, barveno diaminobenzodinem (DAB) a pomoci terminalni

transferazy

(zdroj: www.uphs.upenn.edu/penngen/gtp/cmc_images.html)

4.2.2.2 Imunofluorescenéni barveni

Nukleové kyseliny je mozné také barvit pomoci latek, které pii excitaci UV

nebo viditelnym zafenim emituji svétlo. Mezi pouzivané latky patiti DAPI a
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Hoechstovo barveni. Ob¢ se daji pouZit k barveni zivych i fixovanych buné¢k. Jsou

kancerogenni a mutagenni.

DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol) se pevné vaze do malych Zlabkii DNA a
emituje modré svétlo. Vaze se i na RNA, ale fluoreskuje pouze slabé. Hoechstova
barviva jsou bis- benzimidazoly, které jsou excitovany pii 350 nm a emituji okolo
461 nm vlnové délky. Obvykle se pouziva tzv. Hoechst 33258 a Hoechst 33342.
Narozdil od DAPI jsou vice lipofilni a 1épe tedy prochdzeji plazmatickou

membranou.

4.2.3. Fluorescencni in-situ hybridizace

Tato technika umoziuje rozpoznat a najit pfedem urcené sekvence
nukleovych kyselin pomoci specificky znacenych sond. Nejéastéji se v praxi
pouziva k diagnostice genetickych onemocnéni. Diky této metodé¢ mizeme nalézt
mutaci vdaném genu a spravné nemoc diagnostikovat. Jeho vyuZiti je
v molekularni biologii oproti starSim metodam velice vSestranné, zvlasté diky
tomu, ze zkoumané bunky se nemusi aktivné délit.

Ke znafeni se pouzivaji sondy, neboli fet¢zce DNA nebo RNA
komplementarni k hledané sekvenci. DNA sondy se vytvaii z Zivych bunck
klonovanim nebo PCR. RNA sondy naopak vytvofime z DNA pomoci
plazmidovych vektort. Malé oligonukleotidy o délce 15-50 nukleotidl je mozné
vytvorit pfimou chemickou syntézou z jednotlivych nukleotidi od 3° konce
(Griffins, 1999).

Pii  vybéru sondy je nezbytné zohlednit jejich specifitu, tedy
pravdépodobnost, se kterou se navaze na spravnou oblast. Specifita se zvysuje
s délkou sondy, avSak u dlouhych sond se zvySuje riziko piitomnosti oblasti
komplementarnich k jiné ¢asti sondy (self-complementary regions). Za optimalni
délku mizeme povazovat 32-36 bazi. (Wilkinson, 1998). Naopak pfili§ kratké
sondy mohou nespecificky hybridizovat k vice oblastem na zkoumané nukleové
kyselin¢. Délka a slozeni sondy také muze ovlivnit kvalitu hybridizace. Delsi

sondy s vyS$§im obsahem guaninu a cytosinu se vazi na templatovou kyselinu
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pevnéji a rychleji. Hybridni kyselina je tedy stabiln¢jSi a vytvofime ji pfi
vyhodnéjsich podminkach.

Abychom mohli uréenou sekvenci oznacit, je nejdiive nutné, v pripadé¢ DNA,
oddélit oba fetézce, tedy denaturovat oddélenim part bazi. Tato jemné denaturace
(nesmi se narusit morfologie) se provadi oSetienim formamidem. Znacena sonda
hybridizuje k fetézci nukleové kyseliny za zvysené teploty a prebyte¢né sondy jsou
poté vymyty z preparatu (Brown, 2002).

Dfive se pouzivaly hlavng radioaktivné zna&ené sondy (**P), ale kvilli jejich
nizké senzitivit¢ a problémim srozptylem signdld se dava prednost
fluorecencnimu barveni. Sondy také mizeme také znacit riznymi antigeny. Pokud
pouzijeme fluorescen¢ni barviva emitujici pfi riznych vinovych délkach, mizeme
podle barev urcit i polohu hledané sekvence na chromozomu (Wilkinson, 1998).

In-situ hybridizaci je mozné vyuzit ke zjisténi distribuce RNA v buiikach a
tkanich. V tomto pfipadé je nezadouci vystavit bunku vysokému pH.
Dvousroubovice DNA tedy ziistane spojena a znacené sondy se mohu navazat
pouze na RNA.

Jako vhodnou metodu muizeme in-situ hybridizaci pouZit pro urceni
fragmentace nukleovych kyselin v prib¢hu autolyzy. Sonda se v tomto piipadé
navaze pouze pokud nami hledand sekvence neni jest¢ degradovana. Podle
vysledné fluorescence je tedy mozné zjistit, které oblasti degraduji diive a které

pozd¢ji.

4.2.4. Gelova elektroforéza

Elektroforéza je metoda, kterd ndm umoziuje rozdélovat molekuly podle
jejich velikosti, tvaru a elektrického naboje, takze je mizeme pouzit i na zjisténi
fragmentace DNA. Fragmenty nukleovych kyselin se nanasi na polyakrylamidovy
nebo agarozovy gel. Poté se gelem pohybuji podle svého naboje k anodé v pripade,
7e maji zaporny naboj (tedy i nukleové kyseliny) a ke katod¢ v ptipad¢ kladného
naboje. Vétsi molekuly se pohybuji gelem pomaleji. Diky obéma témto jeviim

vznikaji charakteristické prouzky, které se poté srovnavaji s markerovymi
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molekulami o zndmé velikosti. K vizualizaci vysledku mizeme pouzit barveni
stiibrem, fluorescentnim barvivem jako napf. ethidium bromid nebo
radioaktivnimi izotopy. Tato metoda miize byt velice piesnd, vyzaduje vSak izolaci

DNA z bunék a pomérné¢ mnoho materidlu. Tim se stdva oproti ostatnim metodam

NS4

4.2.5. Pritokova cytometrie

Prutokova cytometrie patii mezi rychlé a velice presné metody, odhalujici
zmény ve velikosti a struktufe bunck. PouZzivd se zejména k rozboru zmén v
apoptotickych bunikach a ke zjistovani, zda je butika apoptoticka nebo nekroticka.
Casto je kombinovana s pozorovanim morfologie buiiky pod svételnym nebo
elektronovym mikroskopem, zjistovanim propustnosti plazmatické membrany pro
rizné latky nebo mitochondridlnim potencidlem. (Darzynkiewicz, 1997) Zmény
detekujeme pomoci rozptylu svételného signalu, ktery je vyzafovan buinikami
prochdzejicimi laserovym paprskem pritokového cytometru. Intenzita svétla
rozptyleného v pfednim sméru koreluje s velikosti buniky, intenzita boc¢niho
rozptylu souvisi se zrnitosti. Nekroza se tedy projevuje pocateCnim vzristem a
naslednym prudkym poklesem schopnosti rozptylovat svétlo v obou smérech
zaroven. To souvisi s protrzenim plazmatické membrany a vylitim bunécného

obsahu. (Nunno, 2002)

5. METODY ZJISTOVANI DOBY UMRTI

5.1. Metody zaloZené na zménach teploty téla
Bylo zpracovano mnoho metod zkoumajicich teplotni zmény rtznych casti

téla a byla snaha vytvofit jednoduché matematické modely na zdkladé odchylek

mezi aktudlnimi a vypocitanymi postmortem intervaly podle teploty. Bohuzel tyto
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metody jsou vpraxi obtizné¢ vyuzitelné kvili obrovskému vlivu vnéjsich
podminek. Teplota zivého ¢lovéka je velmi individudlni a méni se v zavislosti na
denni dobé, zdravi ¢i nemoci obéti a stresu. Mimo to, postmortem teplota je velmi
ovlivnéna slune¢nim zatenim, okolni teplotou a vlhkosti vzduchu, feSeni je tedy

velice slozité a zatizené velkou statistickou chybou (Henssge 2002).

5.2. Postmortem chemické zmény v tkanich

Pro biochemické analyzy se dfive pouzivaly postmortem zmény hodnot
riznych ionth (Na', Ca™, K") a organickych latek (glukéza, glykogen,
hypoxantin) v mozkomi$nim moku a krvi. Od konce Sedesatych let se od téchto
zpuisobll zacalo upoustét a diky své biochemické struktute se zacaly vyuzivat latky
obsazené¢ ve sklivci. Pro vySetfovani je sklivec také velmi vyhodny vzhledem
k jeho izolaci a tedy i minimdlni bakteridlni kontaminaci obsahu. Autolyza je tak
pomalej$i nez v ostatnich tekutindch. (Madea, 2005) Nejbéznéji analyzované jsou
hodnoty drasliku, které ve sklivei linearné rostou se stoupajici teplotou i
postmortem intervalem. Pokud se jest¢ zkombinuji se znamymi hodnotami napf-.
(také linearné rostouciho) hypoxantinu, mizeme velmi dobie zhodnotit dobu umrti
(Kalra, 20006).

Bylo také zjiSténo,ze hodnoty sodiku a chloru jsou stabilni pfi 4°C po 48
hodin, pfi vyssich teplotach samoziejmé klesaji hodnoty koncentrace diive.
Koncentrace glukosy se snizila do tfi hodin o vice jak polovinu pfi vSech
vySetfovanych teplotach. Nicméné jako latky pro vySetfovani jsou méné vhodné

(Schoning,1980).

5.3. Postmortem zmény nukleovych Kkyselin a proteini

5.3.1. Degradace proteint
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Pti vyzkumu vztahu mezi degradaci proteint a post mortem intervalem bylo
zjisténo, ze pro piipadné analyzy by mohla byt pouzita rozdilna degradace aktinu a
myosinu jako parametr pro zjiSténi post mortem intervalu. Pokus byl uskutecnén
na jaterni tkani potkanii (rattus norvegicus). Potkani byly usmrceni éterem a
uchovany po 18 dni pii teploté 21°C. Vzdy po 24 hodinéch se provedl odbér jaterni
tkané. Aktin byl metodou Western blotting jasné detekovatelny do osmého dne a
naprosto nedetekovatelny az po desatém dnu. Zato o i1 B tubulin se staly
neidentifikovatelnymi jiz po ctvrtém dnu. Pfipadny model jejich rozdilné
degradace by tedy mohl byt po dalSich vyzkumech v praxi pouzit (Xiao, 2005).

Vysetiovala se téz degradace srde¢niho troponinu I, spoluzodpovédného za
svalovou kontrakci. Za timto ucelem se na vzorcich z Sesti lidskych tél opét
provadéla elektroforéza a néslednd vizualizace pomoci Western blotu se
specifickymi monoklonalnimi protildtkami. Prok4zala se pseudolinearni korelace
mezi procentem degradovaného troponinu a logaritmem ¢asu uplynulého od smrti.

(Sabucedo, 2003)

5.3.2. Degradace nukleovych kyselin

Stabilita DNA se v ruznych tkanich 1iSi. Studie prokazaly vyssi stabilitu
DNA v kortexu, lymfatickych uzlinach a bedernim svalu. Naopak u sleziny a
ledvin jiz po 5.dnu nastala masivni degradace DNA. Mira autolyzy obecné stoupa
se vzrustajici teplotou a infekénimi onemocnénimi, proto tyto externi vlivy pii
analyzach nesmime nikdy opomenout a pocitat s nimi ve vyhodnoceni vysledk.
(Bar, 1988).

Pro odhaleni ¢asného postmortem intervalu pomoci pritokové cytometrie se
ukdzaly jako nejvhodngj$Sim organem jatra, kde byla nalezena linearni korelace
mezi mirou degradace a ¢asem uplynulym od umrti. (Nunno,2002).

Byla zjisténa zéavislost mezi degradaci DNA v jaternich bunkéach a dobou
umrti. Vzorky z patnacti potkanich jater byly nejprve zafixovany formalinem a
poté nabarveny Feulgenovou metodou. Néaslednd analyza pomoci primérné a

integralni optické density statisticky také dokézala linearni zévislost mezi
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postmortem intervalem a degradaci DNA v jaternich buiikach. (Lina,2000). Tato
metoda je relativné levna a piesna, proto je vhodné ji pouzit pro vyzkum dalSich
organt a tkani, pfipadné ji pozd¢€ji vyuzit v praxi.

Naopak pfi studii stability mozkové RNA u potkanti a lidi se ukazaly odlisné
vysledky. Vyhodnoceni bylo kvantitativni (RNA / g tkan€) a kvalitativni (spojitost
degradace). Potkani vzorky, byly shromdzd’ovany do 48 hodin postmortem a
elektroforeticky analyzovany. U mozkové mRNA nebyla prokdzédna zadna
degradace. Ani pfi in vitro translaci se neprokdzaly z4dné zmény v proteinovych
produktech téchto RNA v pribéhu autolyzy. Oproti tomu lidské vzorky z mozkové
kiry pii stejné analyze vykazovaly mirnou degradaci. Tato degradace vSak viibec
nekorelovala s postmortem intervalem. To svéd¢i o vysoké mife stability RNA

v mozku a naznacuje rozdily v degradaci DNA a RNA v téle. (Johnson, 1986)
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6. ZAVER

Autolyza je fenoménem zahrnujicim mnoho specifickych procesii na
molekularni arovni. Jako u kazdého typu bunécéné smrti, i zde jsou aktivovany
specifické enzymy, ale zaroven jsou autolytické bunécné procesy ovlivnény
nekontrolovanym zanikem organel a aktivniho mezibunééného latkového
transportu.

Sledovani postmortem zmén nukleovych kyselin je stale méné
prozkoumanou oblasti forenznich véd. Praci vénujicich se této problematice je
velice malo. Existuje vice metod, dnes bézné pouzivanych v jinych odvétvich
molekularni biologie a potencidln¢ vyuzitelnych pro analyzu téchto latek. Avsak
pouze dal§imi dlouhodobymi vyzkumy se mize tato moznost zjiStovani presné
doby umrti stat béznou soucasti kriminalistického vysetfovani.

Stejné tak ziistava otazkou, které organy a tkané budou vice ¢i méné¢ vhodné
pro analyzu a zda néckterd z téchto molekularnich metod bude moci v dohledné

dobé& nahradit dnes bézné studie faze posmrtné ztuhlosti nebo zmén teploty.
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