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ABSTRAKT

Bakalarska prace uvadi zpracované téma forenznich analyz u domestikovanych
zvitat. Cilem préce je vyhledani a popis metod molekularni genetiky, které se standardné
pouzivaji pti forenzni analyze biologického materidlu. Ziskané informace pochazi
z védeckych publikaci a literatury, ktera se uvedenou problematikou zabyva. Uvod prace
seznamuje s historii forenzni genetiky a jejim vyvojem. Dale prace uvadi piehled a popis
metod, které jsou vyuzivany predevsim Vv kriminalistice. Text pfevazné pojednava
o zpusobech identifikace jedince na zdklad¢ analyzy materidlu ziskaného z mista
trestného Cinu. Uvedené metody jsou fazeny chronologicky dle postupu zpracovani
vzorku. Vétsina klasifikaénich metod pouzivanych v Zivoéisnych forenznich analyzach
je na zakladé PCR amplifikace za pouziti druhové specifickych primert. V zavéru prace
jsou uvedeny priklady genetickych markerd vyuzivanych ve forenzni genetice.
Pro snadng&jsi orientaci v uvedené problematice poskytuje prace struény pichled metod

forenzni analyzy.

Klic¢ova slova: forenzni analyza, genetické markery, PCR, domestikovana zvitata

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with forensic analyses of domesticated animals. The aim
of this work is to search and describe the methods of molecular genetics, that are used in
forensic analysis of biological material. This information comes from scientific
publications and literature, that deal with this problematic. The introduction of this work
presents the history of forensic genetics and its evolution. The work further provides an
overview and a description of methods used in criminology. It mainly focuses on methods
of identifying a person based on analysis of material acquired from a crime scene. These
methods are sorted chronologically by the processing of a sample. Most of the
classification methods used in animal forensic analyses are based on PCR amplification
with the use of species-specific primers. Examples of genetic markers used in forensic
genetics are presented at the end. This work provides an overview of forensic analysis

methods for better orientation in this problematic.
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1 UvVOoD

Forenzni geneticka analyza je velmi aktudlnim a zajimavym tématem soucasné¢ doby.
Jeji aplikace na domestikovana zvirata je dilezitd, vzhledem ke skuteCnosti, ze ¢lovek
s témito zivoCichy pfichazi velmi Casto do kontaktu. Forenzni genetika vyuzivajici
domestikovand zvifata mize byt aplikovana v mnoha odvétvich. Mize jit predevSim
o identifikaci jedince, ¢ehoz je vyuzivano piedevSim v kriminalistice a soudnich
ptipadech. Dalsi velmi vyznamné odvétvi, ve kterém je forenzni genetika aplikovana je
chovatelstvi a zemédé€lstvi, kde jde ptedevsim o uréeni piibuznosti a piivodu jedinci.

Cilem préce je vyhledani a popis metod molekularni genetiky, které se standardné
pouzivaji pfi forenzni analyze biologického materidlu. Jedna se o sumarizaci vysledki
z veédeckych publikaci a literatury, kterd se uvedenou problematikou zabyva. Prace
seznamuje ctenare S historii forenzni genetiky a jejim vyvojem. Dale je zde uveden
prehled a popis metod, které jsou vyuzivany piedev§im v kriminalistice. Text pfevazné
pojednava o zpusobech identifikace jedince na zaklad¢ analyzy materidlu ziskaného
Z mista trestného ¢inu. Metody jsou fazeny chronologicky dle postupu zpracovani vzorku.
VétSina klasifikaénich metod pouZivanych v ZivociSnych forenznich analyzéach je na
zéklad¢ PCR amplifikace za pouziti druhové specifickych primert.

Zvolenim tématu mé bakalaiské prace jsem chtéla ziskat vice informaci o forenzni
analyze a sezndmit se se zpracovanim biologickych vzorkl z genetického hlediska.
Ke zvoleni t¢ématu mé vedlo také zjisténi, Ze analyza DNA nemusi byt vzdy stoprocentné
uspesna a dostacujici. Ne vSechny analyzy totiz poskytuji individualni identifikaci. Patii
sem napiiklad analyza rodovych linii, mtDNA a Y chromozomu. PfedevSim tu jde ale
o to, jak dilezité je spravné interpretovat vysledky téchto analyz a jak tyto vysledky
spravné a konkrétn€ aplikovat a zaroven tyto diikazy nepfecenit. Zpracovani biologickych
vzorku v8ak S sebou nese urcita uskali. Proto je nutné dodrzovat urcita pravidla, aby
mohla byt analyza spravné provedena. Jde zde piedev§im o preciznost pii manipulaci
se vzorky. Kontaminace nebo zdména vzorkl miiZze nastat prakticky kdykoli b&éhem

analyzy.



V této praci jsou popsany metody a genetické markery, které jsou vyuzivany pii
zpracovani biologického materidlu. V zavéru prace jsou uvedeny priklady genetickych
markert vyuzivanych ve forenzni genetice. Pro snadnéjSi orientaci v uvedené

problematice poskytuje prace stru¢ny piehled metod forenzni analyzy.



2 FORENZNI GENETIKA A JEJi VYZNAM

Forenzni genetika, nékdy také oznacovana jako forenzni DNA analyza, je definovana
jako véda, ktera je aplikovana pii dokazovani a objasiiovani v trestnich i civilnich fizenich
pted statnimi organy. Forenzni genetika je vyuzivéana také pro posuzovani hypotéz mimo
tato fizeni, jako jsou napiiklad soukromé zaleZitosti fyzickych osob (Simkova, 2012).
Tato véda muze byt bezpochyby aplikovana do mnoha odvétvi, jako jsou napiiklad
zem&délstvi a chovatelstvi (pfedevS§im Kk identifikaci zivociSnych plemen), dale do
archeologie, potravinaistvi a mnohych dalsich. Hlavni aplikaci je vSak predevsim
kriminalistika, identifikace a posuzovani biologické ptibuznosti jedinct (Simkova, 2012).
Tyto sméry jsou Casto vzdjemné propojeny a S rozvojem tohoto oboru pfibyvaji sméry
dalsi. Nekteré z nich nam mohou pomoci ptedpovidat rizné biologické charakteristiky
puvodce biologického materilu, jiné ndm zase mohou podpofit ¢i vyvratit naSe hypotézy.

Pti forenznich analyzach je vyuzivano velké mnozstvi metod molekularni genetiky,
jako je naptiklad genotypizace jednonukleotidovych polymorfismi (SNP), sekvenaéni

metody, polymerazova fetézova reakce (PCR) a amplifikace.

»Non-human* forenzni genetika je zaméfena zejména na domestikované druhy
zivoc€ichil. Geneticka analyza u téchto ¢lovéku nejblizsich zvifat se prakticky nelisi od
genetické analyzy cloveka, jakoZto jednoho z Zivolichii. Nejcastéji analyzovanymi
zvitaty jsou kocka a pes, a dale hospodarska zvifata, jako je skot, koné, ovce prasata atd.*
(Simkova, 2012). Napf. na misté ¢inu miiZze byt ¢asto nalezena biologicka stopa, ktera
pochézi od néjakého domestikovaného zvitete, protoze ¢lovek ve svém bézném Zivoté
s nimi pfichazi do styku velmi ¢asto. Tyto biologické stopy mohou byt ¢asto rozhodujicim
faktorem ¢i dikazem pii vySetfovani trestnych ¢ini. Uchovéani a spravné nakladani
S témito vzorky je velmi diilezité pro ndsledné analyzy. Vlivem riiznych fyzikalnich nebo
i chemickych faktor muze dochazet k degradaci genetického materialu. Muze dojit
naptiklad k fragmentaci, anebo Kk naruseni jeho struktury, coz muze nasledn¢ vést
k ¢astecné ¢i Gplné ztraté nékdy tak cenného materialu.

Proces zpracovavani téchto biologickych vzorki se od sebe zna¢né lisi v zavislosti
na laboratofich a zemi, ve které je analyza vykonavana. At uz se analyza vzorka tyka

testovani otcovstvi, identifikace ostatki nebo testovani pfibuznosti (Goodwin, 2007).
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2.1 Historie forenzni genetiky

Prvnim krokem ve vyvoji forenzni genetiky byl v roce 1900 objev ABO systému
krevnich skupin videiiskym lékafem Karlem Landsteinerem (Klementa, 1981). Za svij
objev krevnich skupin v roce 1930 ziskal Nobelovu cenu. Tento objev rozdélil jednotlivce
podle typu krve. Spoluobjevitelem krevnich skupin systému ABO byl také ¢esky psychiatr
Jan Jansky, a to v roce 1907 (Rokyta, 2002). Nasledné byla vyvinuta adsorb¢né-inhibi¢ni
ABO klasifikacni technika, ktera se stala standardem ve forenznich laboratorich. Tuto

metodu poprvé popsali Boyd a Boyd v roce 1934 (Thieme, 2005).

V zavislosti na tomto objevu byly charakterizovany pocéetné markery krevnich
skupin a rozpustné markery proteinti krevniho séra. Tyto sérologické techniky byly
mocnym nastrojem identifikace, byly vsak zna¢né omezeny v mnoha piipadech
mnozstvim biologického materialu, ktery byl potiebny k poskytnuti kvalitnich vysledkd.
V letech 1960 az 1970 umoznil vyvoj v molekularni biologii po€inaje restrikénimi
enzymy, Sangerovym sekvenovanim a Southernblottingem prozkoumat sekvence DNA.
V roce 1987 byl detekovan DNA polymorfizmus pomoci Southern blottingu a v roce

1980 byla zaznamenana prvni analyza vysoce polymorfniho lokusu (Goodwin, 2007).

V zaii 1984 Alec Jeffreys realizoval potencialni forenzni aplikaci variabilniho poctu
tandemového opakovani (VNTR), které studoval (Jeffreys, 1985).

Tyto polymorfizmy jsou vyuzivany metodou DNA fingerprintingu. Analyza VNTR
byla sice silnym nastrojem, bohuzel vSak méla n€kolik omezeni. Pro analyzu bylo
pozadovano velké mnoZstvi DNA a nebylo mozZné pouzit degradovanou DNA. Dale bylo
velmi obtizné porovnavani mezi laboratofemi a analyza byla celkové Casové ndrocna
(Goodwin, 2007). Poprvé byl DNA fingerprinting vyuzit k identifikaci pachatele
trestného ¢inu znasilnéni a nasledné vrazdy dvou Zen v anglickém hrabstvi Leicestershire
(Simkovd, 2012).

Kriticky vyvoj v historii forenzni genetiky vSak nastal s pfichodem polymerazové
fetézové reakce (PCR) a to procesem, ktery mize amplifikovat specifické oblasti DNA.
PCR byla objevena Karym Mullisem v roce 1983 (Saikyi, 1988). Za tento objev mu byla
v roce 1993 udé€lena Nobelova cena za chemii (Nobelprize.org, 2014).

Tato metoda ptivedla citlivost analyzy az do bodu, kdy je k vytvofeni DNA profila
potieba jen malé mnozstvi bunék. Tim doslo ke snizeni doby, potfebné pro vytvoteni

téchto profili a mize tak byt analyzovan jakykoliv polymorfizmus v genomu.
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Prvni aplikace PCR v soudnim piipadé¢ zahrnovala analyzu jednonukleotidovych
polymorfismi v DQa lokusu. Toto vyuziti bylo brzy nasledované analyzou kratkych
tandemovych repetic (STR), které jsou v soucasné dob¢ nejcastéji pouzivané jako

genetické markery v soudni veéde.

Kombinace technickych pokroki, vysoka mira standardizace a kontrola kvality vedly
k uznani forenzni DNA analyzy, jakozto robustniho a spolehlivého forenzniho néstroje

na celém svété (Goodwin, 2007).

2.2 Hospodarska zvirata jako objekty zajmu

UZ od pravéku jsou zvirata nedilnou soucasti lidského Zivota, a to bud’ jako doméaci
mazlicci, nebo hospodaiskd zvifata chovana pro uzitek, praci ¢i zabavu. Z doméacich
mazlicki je to nejcastéji kocka nebo pes, kteti Cloveéku zptijemnuji Zivot. Za hospodaiska
zvifata sem patii predevsim skot, kon¢, prasata a ovce.

Pouze pro predstavu, v USA zije pfiblizn¢ 96 milionti ko¢ek domécich a 83 miliont
pst domacich. (American Pet Products Association) V Evropé (podle pruzkumu IFAH-
Europe — Federace pro zdravi zvifat z roku 2012) Zije 66 miliond ko¢ek domacich a 60
milionti pst. Z toho vyplyva, ze v kazdé druhé domacnosti vlastni zviteciho spolecnika.
Proto kocici a psi srst patii mezi nejcastéji objeveny zvifeci biologicky material na misté
trestného ¢inu (Halverson, 2005).

Biologicky material z téchto zvifat je nejcastéji zkouman predev§im v souvislostech
s kriminalnimi ptipady, napiiklad pfi napadeni ¢lovéka zvifetem.

Kromé toho, Ze zvifata byvaji také obétmi trestnych ¢inli, mohou byt sami také
pachatelé. Naptiklad, pokud zvife ni¢i nemovitosti nebo napada jina zvirata. V nejednom
ptipad¢ analyza psich chlupi, které byly nalezeny na misté¢ dopravni nehody, osvobodila

psa od jeho podilu na zavinéni této nehody (Schneider, 1999).

Americkd spolecnost, kterd se zabyva prevenci tyrani zvifat (ASPCA) pomohla
objasnit dva piipady tyrani zvitat v USA na zakladné DNA analyzy provedené
ve Veterinarni genetické laboratofi, ktera sidli na californské univerzité v Davisu. Prvni
pfipad se tykal tyrani zvifat pfi vloupani a Zhatstvi ¢tvrtého stupné, zatimco druhy piipad
se tykal zabité kocky, kterou pachatel ubil destnikem. V obou piipadech zvifata zemiela
na nasledky svych zranéni. Analyza je také vyuzivana v ptipadé psich zapast nebo

se bézn¢ pouziva pro kontrolu dopingu soutéznich koni.
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Analyza biologického materidlu miize také probihat za uUcelem urceni druhové
ptibuznosti nebo pro chovatelské potieby. Dale z diivodu pytlactvi ¢i nelegalniho
obchodu s chranénymi zivo€iSnymi druhy. Pfipady s forenzni podstatou zahrnuji
dobytek, driibez a ryby, a to z divodu integrace uvedenych zvifat do lidského potravniho
fetézce. Ostatky ukradenych zvifat a nelegaln¢ ziskané maso a ryby mohou byt
identifikovany pomoci prostredkid genetického testovani (Vasquez et al., 2004;
Rodriguez-Ramirez et al., 2011).

Pii forenznich analyzdch je velmi Casto zkouman rostlinny materidl ¢i razné
mikroorganismy (viry, bakterie). Divodem zkoumani rostlinné DNA je piedevsim
identifikace jedince, a tim i zji$téni mista ptivodu biologického vzorku (Simkova, 2012).
Dalsim aspektem pro zkouméni je bezpochyby identifikace rostlinnych drog
a nasledné dopadeni paseraku ¢i drogovych dealerti. Na tyto odvétvi ale neni tato prace

zamérena.

2.2.1 Forenzni material

Biologickymi stopami sebranymi z mista ¢inu, které mohou byt ptedstaveny u soudu
jako dikazni material, jsou krev, sliny, sperma, mo¢, vykaly, vlasy, kuze, chlupy, nehty
i dalsi jiné tkané. Kuze, epitelialni bunky, srst a vlasy, které se ptirozené odlupuji nebo
odpadavaji od téla a vytvaii tak prostor pro rust novych ¢asti, predstavuji soucasné hojnou
formu biologického materidlu v domacnostech pfedevsim s domacimi mazlicky. Vétsina
lidi nevédomky pienasi biologické stopy, jako je napfiklad srst zvifete, protoZe jsou
z odévu Spatné odstranitelné. Tyto biologické stopy, jako jsou naptiklad psi chlupy, jsou
velmi perzistentni (D'andrea, 1998) a mohou byt pieneseny dopravnimi prostiedky, na
obleceni, ¢i riznych vécech na misto ¢inu obéti nebo mohou byt pieneseny samotnym
podezielym.

Tyto stopy jsou dilezité nejen proto, Ze pomahaji zmensit okruh patrani na zakladé
jiz znamych faktd, ale také proto, Ze obsahuji dostatecné mnozstvi genetického materialu,
ktery mize byt po ziskani amplifikovan pro identifikaci zvifete, od n€hoz biologicky
material pochézi.

Biologicky materidl, se kterym se setkdvame nejcastéji na mistech trestnych ¢int,
je krev. Je to piedevsim z divodu nasilné povahy mnoha trestnych ¢int, a také proto,
7ze krev je snaze rozpoznatelna/viditelna nez jiné biologické tekutiny, jako jsou

napt. sliny. DalSimi ¢asto nalezenymi vzorky jsou semenné tekutiny, které maji zasadni
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vyznam v piipadech sexudlniho napadeni; sliny, které lze nalézt na predmétech, které
byly drzené v tstech, jako jsou nedopalky a nadoby na piti, nebo kousnuti; a epitelové
bunky, které jsou zanechavany napiiklad jako lupy. Chlupy pfirozené vypadavaji,
ale mohou byt také vytrhnuty pfi fyzickém kontaktu, a tak mohou byt nalezeny na misté
¢inu. Prirozené vypadévajici chlupy maji na sob¢€ pfipojené jen velmi malé mnozstvi
folikulu a nejsou dobrym zdrojem DNA. Zato vytrhnuté chlupy maji Casto pfipojeny
koten, ktery je bohatym zdrojem bunécného materialu. S bilymi krvinkami, spermiemi
a epitelovymi bunkami patii vlasové folikuly mezi Ctyfi nejbéznéjsi jaderné bunky, které

se nachazi na misté ¢inu (Goodwin, 2007).

] ®-
® " o®
& -y "
A
Al 8
(a) (b) (c)

(d)

Obr. 1 Casté bunécné typy nalezené na misté cinu. (a) bilé krvinky; (b) spermie; (c)
epitelidlni bunky ze slin; (d) koren chlupu s pripojenym folikulem (buinky byly barveny

hematoxylinem-eosinem) (Zdroj: Goodwin 2007)

Presumpc¢ni testovani

Identifikace Cervené skvrny na sténé nebo svétlé skvrny na prostéradle muze
signalizovat pfitomnost krve nebo spermatu. Rada presumpénich testdi je dostupna
pomoci identifikace tii hlavnich télnich tekutin: krve, spermatu a slin. V idealnim ptipadé
by mély presumpéni testy byt bezpecné, levné a snadno proveditelné i z pouze velmi
malého mnozstvi vzorku. M¢li by poskytovat jednoduché informace o ptitomnosti nebo
nepiitomnosti t€lnich tekutin. Presumpcni testy by nemély mit zadny negativni vliv
na DNA profilovani. Kromé toho, Ze pomahaji lokalizovat materidl pro analyzu DNA,

muze charakterizace skvrny rovnéz poskytnout dulezité soudni a nepiimé dukazy.
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2.2.1.1 Krev

Krev, jakozto tekuta tkan, se sklada z krevni plazmy a buné¢nych krevnich elementd,
jako jsou cervené krvinky (erytrocyty), bilé krvinky (leukocyty) a krevni desticky
(trombocyty) (Kocarek, 2010). Vétsina presumpénich testii pro krev se zaméfuje na
detekci pritomnosti molekuly hemoglobinu, ktera se nachazi v Cervenych krvinkach
a je pouzivana pro pienos kysliku a oxidu uhli¢itého. Pro piedstavu, v 1 ml krve muze
byt az 5 miliont ¢ervenych krvinek (Goodwin, 2007).

Jednoduchy imuno-chromatograficky test pro identifikaci lidské krve je k dispozici
od Abacus Diagnostics (West Hills, CA) jako ABAcard HemaTrace kit. Tato zkouska ma
limit detekce hemoglobinu 0,07 ug / ml a vykazuje specifi¢nosti pro humanni krev
zaroven s vy$$imi primaty (Butler, 2012).

Luminol je jeden z presump¢nich testa pro identifikaci krve. Toto ¢inidlo se pfipravi
smichanim 3-amino-ftalhydrazid a uhli¢itanu sodného s destilovanou vodou. Pted
pouzitim se ptida k roztoku peroxoboritann sodny (Saferstein, 2001). Velké plochy
vzorkti mohou byt rychle vyhodnoceny na ptitomnost krve postiikem ¢inidla luminolu na
polozku, ktera je pfedmétem Setfeni. Objekty, které byly nastiikany, musi byt umistény
v zatemnéné komote, abychom mohli luminiscenci snadnégji sledovat. Pfi pouziti
luminolu bylo prokazano, ze neinhibuje DNA testovani STR lokusu, kterého je zapotiebi

k ziskavani diikazti z mista ¢inu (Gross,1999).

Kromé luminolu jsou k dispozici dal$i dva hlavni presupméni testy pro krev a pracuji
podobnym zptisobem. Hem skupina mize byt detekovana pomoci barviv Kastle-Meyer
(KM) a LEUCO-malachitové zelené¢ (LMG). Je-li ptitomna hem, bezbarvé substraty
se oxiduji za pritomnosti peroxidu vodiku a stavaji se barevnymi. V ptipadé barviva KM
nastane fialové zbarveni a pti pouziti LMG zelené zabarveni (Lee, 2000). Kazdy z téchto
testi by mél byt povazovan za presumptivni test. A to kvili pfirozen€ vyskytujicim
se slouceninam, jako jsou rostlinné vytazky, kava a nékteré Cistici prosttedky, které
mohou produkovat stejnou zménu barvy nebo reakci svétla a tim snizuji specificitu reakce
(Goodwin, 2007).

2.2.1.2 Sperma

Pozitivni identifikace spermatu mtze byt velmi dilezitym poznatkem pro podporu
tvrzeni o sexualnim napadeni. Zde jsou pouzivany jak definitivni, tak presumpcni testy.

Zaschlé skvrny spermatu, stejné jako sliny a moc¢, obsahuji latky, které pti ozatreni rucni

15



UV lampou nebo argonovym laserem mohou fluoreskovat nebo emitovat svétlo ve

viditelné oblasti (Butler, 2012).

Jednoduchy test zahrnuje testovani na pfitomnost enzymu kyselé fosfatazy, ktera
je pritomna ve vysokych koncentracich v semenné tekutiné (Ballantyne, 2000). Kysela
fosfataza (AP) je enzym, ktery je vyluCovan zlazou do semenné tekutiny a nachazi se zde
v koncentracich az 400x vétSich nez v jinych télnich tekutinach (Sensabaugh 1979;
Saferstein, 2001). Jiné t€lni tekutiny, jako jsou sliny a vaginalni sekret, obsahuji enzym,
byt' v podstatné nizsich koncentracich, ale i tak mohou poskytnout pozitivni vysledek
(Steinman, 1995).

Dalsi marker pro identifikaci spermatu je protein P30, ktery je specificky antigen
prostaty (PSA) (Graves, 1985; Simich, 1999). Vyhoda pouziti PSA ve srovnani
s reakci zahrnujici kyselou fosfatazu je ta, ze PSA je vyroben nezavisle na generovani
spermii, a proto mtize byt pouzit jak pro spermicidni, tak i pro azoospermické vzorky.
Definitivni test spermatu zahrnuje oSetieni barvivy, které obarvi spermatozou a umoznuje
ji, aby se zviditelnil za pouziti vysoce vykonného mikroskopu. Bézné pouzivanym
barvivem je hematoxylin-eosin (viz Obr. 1) (Goodwin, 2007).

Seratec (Goettingen, Némecko) a Abacus Diagnostics (West Hills, CA) nabizeji
PSA/P30 testovaci soupravy, které jsou podobné domacim téhotenskym testim, a které
mohou byt pouzity pro forenzni identifikaci skvrn spermatu (Hochmeister et al., 1999;
Simich, 1999).

2.2.1.3 Sliny

Sliny jsou tekutina, tvofena Vv ustech, ktera se podili na spravném polykani a pii
podateéni fazi traveni. Zdravy ¢lovek vytvaii mnozstvi 1 az 1,5 litru slin denné. Clovék
mize prenaset sliny, spolu s epitelidlnimi bunikami z ustni dutiny mnoha riznymi
zpiisoby. Pfenos muiize byt pii kontaktu; jako naptiklad na potravinaiskych vyrobcich pfi
jidle, nadobach na piti nebo pfi oralnim sexualnim napadeni. Presumpcni testy slin
vyuzivaji enzymu alfa-amylazy, ktera je ve slinach pfitomna ve vysokych koncentracich
a Stépi Skrob a komplexni sacharidy. Traveni Skrobu lze méfit uvolilovanim barviv, které
byly kovalentné¢ vazané na nerozpustné skrobové molekuly (Ballantyne, 2000).
Uvolnovani barviva zplisobi zménu barvy, které mohou byt snadno detekovany. Amylazy

jsou piitomné i v jinych télnich tekutinach, jako je pot, vaginalni tekutina, mléko a sekret
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pankreatu. Nicmén¢ je amylaza pfitomna ve slinach v 50 X vétSich koncentracich nez v

jinych télnich tekutinach.

2.2.2 Skladovani biologického materialu

Biologicky material sebrany pro analyzu DNA by mél byt skladovan za podminek,
které zpomali rychlost degradace DNA. Zejména za nizké teploty a nizké vlhkosti.
Chladné a suché prostfedi omezuje plisobeni bakterii a plisni, které se snazi najit
biologicky material jako bohaty zdroj potravy a mohou tak rychle degradovat biologicky
material. Pfesné podminky zavisi na povaze vzorku a prostfedi, ve kterém jsou vzorky
uloZeny. Bukalni stéry a stéry sebrané z mista ¢inu, mohou byt uchovavany v chladniéce
po kratkou dobu. Jsou bud’ zmrazeny ptimo, nebo se susi a pak se ulozi pfi teploté -20 °C
pro dlouhodobé skladovani. Krevni vzorky jsou obvykle skladovany pfi teploté mezi
-20 a -70 °C. Bukélni a krevni vzorky odebrané pouzitim FTA® karty, mohou byt
skladovany po mnoho let pii pokojové teploté (Goodwin, 2007).

Podstatou tohoto zpiisobu odbéru je vazba DNA na celul6zovy absorbent. FTA papir

totiz obsahuje latky, které inaktivuji nukledzy a latky, které brani riistu bakterii.

Obr. 2 FTA® karta miize byt pouZita k uchovani

Low FT6202505

FTA* krevanich a bukdalnich bunék. Bunécny materidl
Micro Card .
lyzuje v kontaktu s kartou. DNA se vdze na kartu a

e je stabilni po mnoho let pri pokojové teploteé.

(Zdroj: GOODWIN, 2007)

Nekteré polozky dukazi, jako je obleceni, musi byt ulozeny v chladném a suchém
prostoru. V klimaticky mirnych oblastech svéta byla DNA ziskana z materialu ulozeného
nekolik let pii pokojové teplote (Benecke, 2005). Pokud jsou vzorky zmrazené, naptiklad
obleceni, jsou ulozeny v papiru neobsahujici kyseliny, spise nez v plastovych saccich,
aby se minimalizovalo hromadéni vlhkosti. Jakmile je DNA extrahovana
ze vzorku, mize byt DNA ulozena kratkodobé pii 4 °C. Pro dlouhodobé skladovani by
ale mé¢la byt uchovavana pii teploté -20 az -70 °C (Goodwin, 2007).
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3 METODY VYUZIVANE PRI FORENZNICH ANALYZACH

3.1 Zakladni metody, vycet

Ve forenznich védach a jejich odvétvich jsou nejvice vyuzivany metody, které
umoziuji rozliSeni mezi jednotlivymi druhy zvitat. Tyto metody k diskriminaci Casto
pouzivaji markery v ramci chromozomalni DNA a mitochondridlni DNA (mtDNA).

(Bellis, 2003)

Detekovani molekularnich genetickych marker, které vymezuji genomické
sekvenéni  repetice (MS — mikrosatelity) a jednonukleotidové mutace
(SNP — jednonukleotidovy polymorfizmus), ovliviiuje rychly vyvoj metod a technologii
DNA analyz. Detekovani uvedenych markerl, které probihd v laboratofich je cenové
velmi nakladné. Toto je divodem pozdé&jsiho rozvoje detekce u hospodaiskych zvitat
v CR. (Vrtkov4, 2015).

Podobnost genomi a dédi¢nost mezi organismy zajistuje, ze metody pouZzité pro
analyzu a interpretaci profilt kratkych tandemovych repetic nebo mitochondrialnich
haplotypt jsou z velké Casti stejné, jako ty, které se provadi v analyzach lidské DNA.

Jsou zde samoziejmé dulezité rozdily v nékterych organismech (Goodwin, 2007).

Geneticke klasifikaéni metody pouzivané v zivociSnych forenznich analyzach, at’' uz
jde o individualizaci nebo stanoveni druhii, jsou na zékladé¢ PCR amplifikace za pouziti

druhové specifickych primert (Kanthaswamy, 2015).

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je velmi vhodnym materidlem pro ur€ovani Zivoc¢isného
druhu. Ma mnoho vyhod oproti jaderné DNA, napf-.: Ize pracovat i s poSkozenymi vzorky;
je mozné ji extrahovat zchlupli bez kofinkli nebo tepelné upraveného masa
(Zehner, 1998). Také ma stabilngjsi strukturu, nez jaderna DNA a v bunice je ji vetsi
mnozstvi. Urcitou nevyhodu vsak pteci jen ma. Druh je z ni mozné urcit bez problém1,
nikoliv viak jedince ze stejné maternalni linie (matku a jeji potomky) (Slapalova, 2010).
Vyjimkou je vSak umélé oplodnéni, kdy se do oocytu vlozi celda spermie
(Houshmand, 1998).
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Alternativni detek¢ni systém DNA je zalozen na amplifikaci polymerdzové fetézové
reakce segmentu mitochondrialniho genu cytochromu b. Cytochrom b (CytB) je a slozka
komplexu dychaciho fetézce III. Délka genu CytB je 1140 bp a ma nékteré stabilni
sekvence, které mohou byt pouzity pro navrh univerzalnich primerti. Nasledné Stépeni
restrikénimi  enzymy  zapfiCitiuje vznik druhové specifického obrazu/vzoru
na agaréozovém gelu. Kazdy zvifeci druh mé jedine¢nou kombinaci restrikénich
fragmentt, proto je velmi dalezité, vybrat spravnou endonukleazu pro kazdou skupinu
vybranych druht zvitat. Polymorfismus délky restrikéniho fragmentu (RFLP) muze byt
analyzovan napiiklad pomoci restrikéni endonukleazy Alul. Tato metoda RFLP-PCR je

rychla a jednoducha metoda pro identifikaci druhti (Minarovic¢, 2010).

3.2 lzolace DNA

Citlivost a ditkkazni sila DNA profilovani mé vliv na zptisob, jakym jsou trestné Ciny
zkoumany. Protoze pro DNA profilovéni je potfebnych pouze né¢kolik bun€k, maji nyni
vySetfovatelé mnohem §irsi spektrum biologickych dikazi ke shromazd’ovani, ale také
maji mnohem vé&t§i Sanci na kontaminaci mista ¢inu S jejich vlastni DNA

(Goodwin, 2007).

Vysokéa uroven citlivosti, ktera dé€ld DNA profilovani neocenitelnym forenznim
nastrojem, miuze byt také potencialni nevyhodou. Kontaminace dikazniho materialu
s biologickym materialem z jiného zdroje, jako je naptiklad policista nebo vysetfovatel,
je velmi realnd. Je velmi dileZité, ze je tomu vénovana piisluSné péce, jako je udrzovani
celistvosti scény a noseni pln€ ochrannych obleki a oblic¢ejové masky béhem vysetiovani
scény (Rutty, 2003). Nespravna manipulace s dukazy muze mit vazné nasledky.
V nejhorsich piipadech miize dojit ke kiizové kontaminaci, to vede k degradaci vzorku

a zabranuje nebo vede k nejasnostem vykladu dukaza (Goodwin, 2007).

Cilem izolace DNA ze vzorku je odstranit ze smési pomémé velké mnozstvi
nejruznéjsich latek, které mohou zabranit naslednym analyzam, a ziskat tak vodny roztok
pouze DNA. Takové latky jako jsou naptiklad bilkoviny, polysacharidy, lipidy, enzymy
atd. a nazyvame je inhibitory. Tyto latky rtzného pivodu ovliviiuji jeden ze zasadnich
krokt analyzy — PCR.

To, ze jsou ve vzorku pfitomny, mize mit za nasledek jak zhorSeni kvality vzorku

a vysledkt analyzy, tak i jeji tuplné selhani.
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3.2.1 PCR Inhibitory a DNA degradace

Pti extrakei biologického materidlu pro ucely forenzni DNA typizace je dilezité, aby
se zabranilo degradaci DNA templatu, tak jako i odstranéni co nejvice inhibitord PCR.
Pfitomnost inhibitorti nebo degradované DNA muze vést k uplnému selhani PCR
amplifikace nebo snizeni citlivosti detekce obvykle vétsiho PCR produktu. Dva PCR
inhibitory, bézné se vyskytujici ve forenznich ptipadech jsou hemoglobin a indigo
barviva z dzinoviny. Melanin zjis§tény ze vzorkl vlasti mize byt zdrojem inhibice PCR
pti pokusu o amplifikaci mitochondridlni DNA. Tyto inhibitory mohou vazat v aktivnhim
misté Taq DNA polymerazy a zabranit tak jejich spravné funkci béhem amplifikace pfi
PCR. DNA degraduje prostiednictvim riznych mechanismd, jak enzymatickych, tak
chemickych procest. Jakmile organismus zemie, jeho molekuly DNA musi celit
bunéénym nukledzdm nasledovanymi bakteridlnimi, plistiovymi a hmyzimi utoky,

a to v zavislosti na okolnich podminkach (Butler, 2012).

3.2.2 lzolace nukleovych kyselin a kvantifikace

Izolace DNA ma dva hlavni cile: za prvé, byt velmi G¢innd, extrahovat dostatecné
mnozstvi DNA ze vzorku a za druhé, izolovat DNA, ktera je dostate¢né Cistd pro
naslednou analyzu. Urovei obtiznosti zde do znaéné miry zavisi na povaze vzorku.
Jakmile je DNA extrahovana, je dilezita piesna kvantifikace DNA pro néslednou

analyzu.

Tti1 faze izolace DNA mohou byt klasifikovany jako (1) naruSeni bunééné membrany, coz
vede k lyzi bunck, (2) k denaturaci proteinu, a kone¢né (3) k separaci DNA
z denaturovaného proteinu a dalSich bunéénych slozek. Nékteré z extrakénich metod
beézné pouzivané ve forenznich laboratotich jsou popsany nize.

Kvantifikaci rozumime ,,stanoveni mnozstvi DNA ve vzorku® (Simkové, 2012).
Mnozstvi DNA ve vzorku miize byt vyjadieno mnoha zptisoby, nej¢astéjsi zpusob je tzv.
hmotnostni koncentrace (kg/m®). Ve forenzni analyze se zpracovavaji velmi malé objemy
vzorkl.. Pro tyto vzorky jsou pouzivany odvozené jednotky (ng/ul) a (pg/ul). Pro
predstavu, lidska télni bunka obsahuje zhruba 6,6 pg DNA. K dispozici je pro extrakci
DNA mnoho metod. Volba, ktery zpisob bude pouzit, zavisi na celé fadé faktord, vetné

typu vzorku a jeho mnozstvi; rychlosti a v nékterych ptipadech schopnosti automatizovat
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extrakéni postup (Montpetit, 2005). Dalsim dilezitym faktorem je zkuSenost

laboratorniho persondlu.

Metoda izolace pomoci kitu Chelex® 100

Alternativni a levny postup pro extrakci DNA, ktery se stal popularni mezi
forenznimi védci, je pouziti suspenze chelatacni pryskytice, kterd mtize byt ptidana ptimo
ke vzorku (naptf. krve nebo spermatu) (Butler, 2012). Zputsob izolace pomoci
Chelex® 100 byl jednou z prvnich extrakénich metod, piijatymi forenzni komunitou.
Zpisob Chelex® DNA Extrakce je napfiklad rychlejsi nez metoda organické extrakce
(Goodwin, 2007). Kromé toho, extrakce Chelex® zahrnuje méné krokii a tim i méng

moznosti zne€isténi vzorku (Butler, 2012).

Chelex® 100 je pryskyfice, kterd se sklada ze styren-divinylbenzenu kopolymert,
obsahujici sparované iminodiacetatové ionty (Walsh, 1991). Pryskyfice ma velmi
vysokou afinitu pro vicemocné ionty kovii, jako je naptiklad hotéik (Mg?"); vychytava
vicemocné ionty kovu a u¢inné je odstraiiuje z roztoku. Dle extrak¢niho postupu jsou
rozruseny buiiky a je denaturovan protein. Zkumavka je pak jednoduse centrifugovéana az
do vytvoreni peletu na Chelex® 100 pryskyfici a denaturovany protein na dné zkumavky
opousti vodnou fazi roztoku, obsahujici DNA, ktera ma byt pouzita v PCR. Suspenze je
alkalicka, mezi pH 9,0 a 11,0, a jako vysledek je DNA, ktera se izoluje pomoci tohoto
postupu jednovlaknova. Hlavni vyhody tohoto zpisobu jsou: rychlost, jednoduchost
a nemoznost pohybu tekutiny mezi zkumavkami, ¢imz se snizuje moznost nahodné
kontaminace vzorkt; cena je velmi nizka; a vyhyba se pouziti $kodlivych chemikalii.
Dulezité je, ze je piistupna pro Sirokou Skalu forenznich vzorkt (Walsh, 1991). Extrakt
DNA izolované za pouziti t€to metody je relativné surovy, ale dostatecné Cisty ve vétSing

ptipadl pro generovani profilu DNA.

Izolace DNA pomoci kitu fenol-chloroform

Zpusob izolace za pomoci fenol-chloroformu byl Siroce pouzivan v molekularni
biologii, ale ma byt pomalu vyfazen, a to pfedev§im z diivodu toxického charakteru
fenolu. Je stale jesté pouzivan v nékterych forenznich laboratofich, zejména je stale Siroce
pouzivan pro extrakci DNA ze vzorki kosti a Z piidy. Buné¢na lyze se provadi stejné jako
v predchozim zptsobu. Fenol-chloroform se ptida k bunéénému lyzatu, smicha se a fenol

denaturuje protein. Extrakt se poté odstredi a vysrazeny/precistény protein tvofi srazeninu
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na rozhrani mezi organickou fenol-chloroform fazi a vodnou fazi. Tento proces
se opakuje dvakrat az trikrat. DNA se potom Cisti, Z vodné faze se vysrazi ethanolem nebo
filtrovou centrifugaci. Tato metoda produkuje Cistou DNA, ale ma urcité nevyhody:
kromé toxického charakteru fenolu, vyZzaduje opakovanou (mnohonasobnou) vyménu

zkumavek a tim je tento proces velmi pracny (Goodwin, 2007).

Kvantifikace izolované DNA

Kvantifikace DNA je dalSim délezitym krokem analyzy vzorku. Pomaha totiz
stanovit optimalni izolacni postup. Naptiklad pfi pouziti izola¢niho postupu A a B
muzeme mezi sebou tyto dva postupy porovnat, ktery znich ndm poskytuje vice

koncentrovanou DNA.

Koncentrace DNA ve vzorku je zdsadni pro naslednou PCR reakci. Pfili§ malo nebo

wrwe

ktera miize byt extrahovana ze vzorku, je velmi zavisld na druhu materidlu

(Goodwin, 2007).

3.2.3 Elektroforéza

Elektroforéza je jednou z velmi pouZivanych separacnich technik, ktera se vyuziva
pfiizolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. ,,Principem elektroforetické separace
je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.“ (Smarda, 2005; s. 13).

Negativné nabité fosfatové skupiny nukleovych kyselin jsou hlavnim nositelem
naboje. V elektrickém poli se tak pohybuji k opa¢né nabité elektrodé¢ — anodé.
Nejrozsitengj$im druhem elektroforézy je gelova elektroforéza. MliZe byt rozliSena podle

typu gelu na agar6zovou a polyakrylamidovou (Smarda, 2005).
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Obr. 3 Princip elektroforézy DNA (Zdroj:Bartova, 2011)

Vizualizace na agar6zovém gelu je relativné rychly a snadny zptsob pro stanoveni
kvantity a kvality extrahované DNA. Agar6zovy gel tvofi porézni matrici a mensi
molekuly DNA se mohou pohybovat v gelu rychleji nez vétsi molekuly DNA. Barvivo,
které interaguje s dvousroubovici DNA je ethidiumbromid a mtiZze byt pridan do gelu pied
nebo po elektroforéze. DNA se zviditelni umisténim gelu na transiluminator, ktery
vydava UV svétlo pfi 260 nm. Kvantifika¢ni standardy mohou byt umistény podél
nezndmych vzorkd, aby bylo mozné odhadnout koncentrace DNA. Krom¢ zobrazovani
ptitomnosti DNA, Ize také odhadnout velikost extrahovanych molekul DNA. Molekula
DNA s vysokou molekularni hmotnosti mize byt pozorovana jako jediny prouzek,
zatimco degradovand DNA se objevuje jako skvrna. Kromé toho, Ze elektroforéza
znazornuje pritomnost DNA, miiZze z ni byt odhadnuta i velikost extrahované DNA
molekuly. Vyhoda elektroforézy v agar6zovém gelu je ta, ze je rychla a poskytuje
informaci o velikosti molekuly DNA. Nevyhodou je, Ze kvantifikace je subjektivni,
zalozena na relativnich intenzitach prouzka; dale je detekovana celkova DNA, kterda miize
byt smési Cloveéka a mikrobidlni DNA, a to mize vést ke Spatnému odhadu koncentrace
DNA; nemiize byt pouzita pro kvantifikaci vzorkl, extrahovanych pomoci metody
Chelex®, protoze ta vytvaii jednofetézcovou DNA a fluorescenéni barviva, ktera

interaguji s dvoutetézcovou DNA se zde nemohou navazat (Goodwin, 2007).
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Elektroforéza se pouziva po izolaci nukleovych kyselin a to z diivodu, zda jsou dobie
vyizolovéany. Pouziva se i po PCR reakci jako kontrola PCR produktu a déle se pouziva

pro déleni fragmenti po Stipani restriktazami.

3.24 PCR

Jak jiz bylo zminéno v kapitole o historii forenzni genetiky, zavedeni polymerazové
fetézoveé reakce se stalo velkym pfinosem jak pro molekularni biologii, tak pro forenzni
genetiku. Ve forenznich analyzach je tato metoda velmi pfinosna, protoze ne vzdy je na
misté ¢inu dostate¢né mnozstvi biologického materialu a diky této metod¢ postaci pro
analyzu minimum vzorku. PCR také umoznuje ziskani specifické genomové sekvence,
coZ je vyuzivano pfi charakterizaci délkovych polymorfizmii (Smarda, 2005). Pro
amplifikaci mikrosateliti, obecn¢ tandemovych repetic, jsou potfebné druhoveé
(n¢kdy i1 rodove) specifické primery. Zndme primery mohou byt pouzity napiiklad i pro
ptibuzny organizmus, ale neni zde zaruc¢ena uspésnost, a to z diivodii mutaci v pribehu
evoluce. Pro vétSinu druhd jsou uz primery publikovany. Nabizi se ale také moznost jejich

izolovani skrze transformaci v plazmidech, ale to je velmi pracné a nakladné.

V soucasnosti existuje vice zpusobt, jak izolovat u jednotlivych druhti mikrosatelity.
Vyse uvedeny zpusob je tradi¢ni. Je mozné také pouziti sond, nesoucich magnetické
mikrocastice. Hybridizované iseky jsou potom zakoncentrovany pomoci magnetu. Tento

systém dodava napiiklad firma Promega (Hanacek, 2017).

3.2.5 Sekvenovani

V soucasné dob¢ je nejpouzivanéjsi metodou sekvenovani Sangerova metoda. Tato
metoda vyuziva prodluZzovani primeru DNA-polymerdazou. Tato metoda vSak nema
praktické vyuziti pro analyzu SNP ve forenznim kontextu. Protoze SNP jsou rozptyleny
po celém genomu, vyzaduje vétSina SNP samostatnou reakci. Vyjimkou
je mitochondridlni genom, ve kterém je pocet SNP koncentrovan na mensi ploSe
(Goodwin, 2007). Pro detekci jednonukleotidovych polymorfizmi v sekvencich
je vyuzivana metoda minisekvenovani. Zde dochézi k prodlouzeni primeru pouze tehdy,
pokud je znaceny nukleotid reakce komplementarni k bazi v cilovém misté. Tato metoda
umoznuje spolehlivé rozliSeni mezi jednotlivymi alelami gend. Produkty prodlouZenych
primeri. maji odliSnou pohyblivost na gelu pii jejich elektroforetické

analyze (Smarda, 2005).

24



4 GENETICKE MARKERY VYUZIVANE VE FORENZNICH
ANALYZACH

DNA markery jsou stale velmi diilezité v chovu zvitat a jsou Gspé$né pouzivany pii
identifikaci skotu, testovani rodi¢ovstvi a pfi stanovovani vztahi mezi dvéma nebo vice
jednotlivci  (Glowatzki-Mullis, 1995). Tyto markery jsou také pouzivany pro
sledovani/monitoring masa v celém potravinovém fetézci, a to diky spolehlivé a piesné
vysledovatelnosti/zpétné zjistitelnosti, kterou poskytuji (Dalvit, 2007). Pouzivani téchto
markertt ma vést k rychlejsimu genetickému pokroku (Van Eenennaam, 2007 Et al.,
2007). Mikrosatelity, nebo-li kratké tandemové repetice (STR) byly hlavnimi
genetickymi markery po vice nez dvé desetileti. Navzdory tomu, Ze jsou vysoce
polymorfni a rozptylené v celém genomu, vysledky ziskané pomoci lokustit STR
Z raznych laboratofi nejsou vzdy srovnatelné. Je to diky nesrovnalostem v pocétu

opakovani alel a chybam pii ur¢ovani velikosti (Fernandez, 2013).

Repetitivni sekvence jsou sekvence DNA s vysokym mnozstvim kopii. D¢€li se na
tandemové a rozptylené repetice. Mezi tandemové repetice patii dinukleotidy,
trinukleotidy a tetranukleotidy, které jsou pojmenovany podle poctu jednotlivych
nukleotidii obsazenych v jedné repetici. Mikrosatelity, jak nazyvame tandemové repetice
do 6 pard bazi, jsou dany riznym poctem opakovani. Vyskytuji se po celém genomu,
zvlasté v nekodujicich oblastech (kde nemohou ovlivnit Zadny dé&j). Jsou vysoce
specifické, tzv. single locus, coz znamen4, ze analyzujeme jeden konkrétni mikrosatelit,
ktery se nachazi na ur¢itém mist€ v genomu, na ur¢itém chromozomu. Proto je nutné znat
pfesné primery, kterymi budeme tento lokus amplifikovat. Maji vétsi mutacni rychlost,
nez je v kterychkoliv nekodujicich oblastech 1023-10°. Muta¢ni rychlost u bézné
nukleotidové zamény je cca 10°-10"°. P#i replikaci mikrosatelitu miize vzhledem
k opakujicimu se motivu dojit ke ,,sklouznuti* fetézce — dojde tak k prodlouzeni nebo

zkraceni o jednu repetici (Hanacek, 2017).
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4.1 STR markery a jejich vyuziti

Kratké tandemové repetice neboli mikrosatelity, jsou opakujici se sekvence
o charakteristické délce 2-9 nukleotidu, které se vyskytuji v konkrétnim mist¢ DNA a to
v tadech jednotek az desitek opakovani po sobé. Tyto mikrosatelity mizeme najit ve
vSech lidskych chromozomech, kromé mitochondridlni DNA a zaujimaji zhruba 3 %

lidského genomu.

Pro forenzni analyzy byvaji nejcastéji voleny tetra- nebo pentanukleotidové STR
lokusy a to z divodu, Ze pti pouziti kratSich repetic mize dojit k stutteringu (prokluz
polymerazy). Pouziti delSich lokusi je také nevhodné. Dulezitym faktorem pro pouziti
lokusu je, kromé jeho délky, také jeho variabilita a vzajemna geneticka vazba. Z tohoto

diivodu je vhodné vybirat lokusy z riiznych chromozomi (Simkové, 2012).

Existuje n¢kolik komeréni STR reagen¢nich kitd, které jsou v soucasné dobé
k dispozici, a tyto reagen¢ni soupravy obsahuji bud’ vSechny, nebo nékteré z ISAG
doporuenych STR primerd. Applied Biosystems vyrabi Stockmarks® kit pro
genotipizaci skotu, ktery ma 11 STR markert, a Thermo Scientific (dcefina spole¢nost
Thermo Fisher Scientific) ma tfi dobytkové specifické multiplexni STR reagenéni Kity.
Tyto sady mohou byt pouzity pro identifikaci, forenzni identifikaci masa a rutinni
testovani rodiCovstvi u skotu. Applied Biosystems ma také Stockmarks ® Kit pro
genotypizaci pst, ktery ma 10 STR markert pro ucely testovani rodi¢ovstvi a identifikace
u pst (Goodwin, 2007).
Nejznamé;jsi krimindlni ptipad s vyuZzitim STR nese ndzev ,,Snowball®.
Pripad Snowball

Charakterizovanim STR lokust u domacich druht, vcetné kocek a psu, lze
identifikovat jednotliva zvitata s vysokou statistickou prukaznosti. Nejznamé;jsi je piipad
vrazdy, kdy se kompozitni STR genotyp chlupti, spojenych s mistem ¢inu, shodoval

s genotypem mazlicka podezielého (Menotti-Raymond, 1997).

Ptipad se tykal 32leté Zeny, kterd zmizela z domu v Richmondu, na kanadském
ostrové prince Edwarda. Stalo se to dne 3. fijna 1994. Jeji opusténé auto bylo objeveno
béhem nékolika dni od zmizeni a krev, ktera byla nalezend uvnitt auta byla identifikovana
jako krev této zmizelé Zeny. O tfi tydny pozd¢ji se objevila v lese, 8 km od jejiho domova,
panska kozend bunda poznacena krvi obéti. V podsivee se objevilo n€kolik bilych chlupti

pochézejicich z kocky domaci. T¢lo obéti bylo odhaleno v mélkém hrobg,
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dne 6. kvétna 1995. ZatCeny a obzalovany byl manzel obéti. Podeziely zil se svymi rodici
a kockou; bilou americka kratkosrstou jménem Snowball. Laboratot genomické diversity
v Marylandu byla pozadana, aby zjistila, zda genomova DNA z koci¢ich chloupkt
nalezenych v této bund¢ odpovida DNA profilu kocky Snowball.

Laboratof izolovala a charakterizovala témér 400 dinukleotidovych STR lokust
z DNA kocky domaci. Extrahovali a amplifikovali DNA z kotene jednoho z 27 chlupt
z nalezené bundy a klasifikovali DNA na zdkladn¢ deseti kocic¢ich dinukleotidovych
opakujicich se STR lokusi, které byly vybrany pro optimalni provedeni forenzni analyzy.
Provedli elektroforézu fluorescenéné znacenych produkti PCR v 6% denaturacnich
polyakrylamidovych gelech za pouziti automatizovaného DNA sekvenatoru PE Applied
Biosystems ABI 373A. Stejn¢ tak amplifikovali DNA extrahovanou z krevniho vzorku
ziskaného z koCky Snowball (pfedvolana 3. ledna 1995). Kompozitni STR genotypy
chlupti a krve Snowball na stejném gelu se shodovali na vSech 10 lokusech. (sedm

heterozygotnich a tfi homozygotni STR lokusy).

Pro odhad pravdépodobnosti shody genotypu chlupu a ndhodného individua byl
vytvofen prizkum dvou populaci; bylo vybrano 19 nesptiznénych kocek z ostrova Prince
Edwarda a devét kocek z celého USA. Piestoze byl maly, byl vzorek z ostrova dostate¢ny
(spolehlivost 95%) k detekci jakékoli alely STR s frekvenci 9,5 % nebo vyssi.
Ob¢ populace vykazovaly znatelnou alelickou variabilitu a pozoruhodnou populaéni
genetickou  podobnost  (navzdory  geografické  populacni  substruktufe).
Naptiklad 62 % ze zjiStovanych STR alel bylo pfitomnych v obou populacich a stejné
alely byly nejbéznéjsi pro 9 z 10 vybranych lokust v obou populacich. 10 STR lokusti
bylo vybrano tak, aby se nachdzely na riznych vazebnych skupinach, aby se zajistilo,
ze mezi ruznymi lokusy neexistuje zadna souvislost mezi alelami. Frekvence slozeného
genotypu chlupii pro sedm heterozygotnich lokusti, odhadovaného pomoci produktového
pravidla a minimalnich frekvence pro vzacné alely, ¢inila 2,2 x 10® pro ostrov
26,9 x 107 pro populaéni databazi USA. Zavér analyzy byl predloZen a pfijat u nejvyssiho
soudu souostrovi Prince Edwarda.

Porota odsoudila obzalovaného za vrazdu druhého stupné dne 19. Cervence 1996.
Ptipad pfedstavuje pravni precedens pro zavedeni automatizované genotypizace chlupti
domaécich zvifat do forenznich pfipadii, které lze spojit s podezielym v zdsadnich

piipadech.
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4.2 SNP - jednonukleotidové polymorfizmy

Jednonukleotidové polymorfizmy jsou nejjednodussi a nejrozsiiené;si ze vSech dosud
znamych polymorfizmu (Kuciel, 2016). Jsou to pozice jednotlivych pard bazi
v genomové DNA, u kterych existuji rizné alternativy sekvenci u ,,béznych* jedinct v té
sam¢é populaci, ve které ma nejméné frekventovana alela abundanci 1 % a vice. Jejich

struktura je velmi jednoducha a je znazornéna na Obr. 4.
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Obr. 4 SNP (zdroj: Goodwin, 2007)

SNP se nachazeji v lidském genomu ptiblizn€ za kazdych 1000 bp, coz zplisobuje az
85 % lidské genetické variace. Jejich obrovské mnozstvi v lidském genomu muze
kompenzovat omezené mnozstvi informaci, které nese kazdy jednotlivy SNP.
Za ptedpokladu, Ze je lidsky genom dlouhy 3,2 miliardy bp, mohou tyto polymorfizmy
zpusobit az 1 milion rozdilnosti mezi dvéma genomy (Goodwin, 2007).

Kazdy SNP lokus ma své referencni Cislo v databazi dbSNP, kter4 je vedena NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Kazdy SNP lokus mtize mit nanejvys
4 varianty (alely): A, C, T, G. VétSina z nich se vSak v populaci vyskytuje pouze ve dvou
variantach, coZ znamend, Ze jsou tzv. bialelické (Simkova, 2012). Jednonukleotidové
polymorfizmy muizeme rozdélit do dvou tfid podle toho, kde se v sekvenci genu
nachazeji. Prvni, kodukjici SNP, které se nachazeji v kodujici sekvenci genu, mohou
ovlivnit fenotyp tak, ze budou obsazeny v kodonu a zplsobi zménu aminokyseliny.
Druhé, vice frekventované nekodujici SNP, mohou také ovlivnit fenotyp, ale pouze tehdy,

pokud se budou nachazet v intronech, promotorech a dalSich regula¢nich oblastech

(Kuciel, 2016).
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Pro detekci mnoha jednnukleotidovych polymorfizmi je mozné vyuzit Sirokou skéalu
metod. Mezi nejvice vyuzivané metody patii naptiklad prodluZzovani primeru nebo
hybridizace primeru. Metoda prodluzovani primeru byla vyvinuta pro rozliSovani mezi
riznymi alelami. Jeji zéklad je velmi podobny Sangerovu sekvenovani. Prvni Casti
postupu je amplifikace cilové oblasti pomoci PCR. Vnitini primer pak nased4d na
denaturovany PCR produkt. Primer je poté prodluzovan jen o jeden nukleotid za pomoci
Taq polymerazy, zde je vSak dodavan pouze ddNTP, ktery je znacen flourescen¢nim
barvivem. ProdlouZeny primer muze byt analyzovan za pomoci kapilarni gelové
alaktroforézy. Pti pouziti rizn¢ dlouhych primert a rozdilnych fluorescen¢nich znacek
pro kazdou ze ¢tyf bazi mize byt detekovan velky pocet SNP.

Pti hybridizaci je k dispozici mnoho metod, které vyuzivaji hybridiza¢ni sondy, jako

jsou naptiklad molekularni majaky, genové Cipy nebo Tagman assays (Goodwin, 2007).

4.3 SNP v porovnani s STR lokusy

Mikrosatelity (STR) jsou v soucasnosti zdaleka nejvyuzivangjsimi lokusy
k identifikaci. Jejich velkou vyhodou je jejich rozlisovaci schopnost vzhledem k velkému
poctu alel, které maji v porovnani s bialelickymi SNP. Z divodu bialelniho charakteru
jednonukleotidovych polymorfizmti je problematické, ¢i nemozné interpretovat vzorek
smési dvou nebo vice jedinct. Dalsi odliSnosti je zhruba ¢tytikrat vétsi mnozstvi SNP,

potiebné k dosazeni ekvivalentni rozliSovaci schopnosti mikrosatelita.

Zaroven je vSak mozné analyzovat stovky SNP lokusii @ vzhledem k jejich struktufte,
bude velikost amplikonu mnohem mensi, vétSinou méné nez 100 bp. To umoziiuje detekcei
templati DNA, které jsou vysoce degradovany a mohou tak generovat data, kdyz se
nepodafilo pfi standardni STR analyze vytvofit vysledek. Srovnani mezi STR a SNP

markery je znazornéno v Obr. ¢. 5.

DalSim rozdilem je velikost amplikonu, kterd je u STR mnohem markantnéjsi nez u
SNP, kde délka amplikonu dosahuje maximalné 100bp. Navzdory tomu je vSak mozné u
SNP predikovat urcity fenotypovy znak, jako je naptiklad barva oc¢i, vlast nebo kize.
Detekce SNP lokust je mozna za pomoci hmotnostni spektrometrie nebo mikro¢ipti nebo

kapilarni gelové elektroforézy, které je zaroven vyuzivano k detekci STR lokusi.

V dohledné¢ budoucnosti bude STR nejbéznéji pouzivanym genetickym

polymorfismem. Jsou vyzkousené a ovéiené ve vétsin€ soudnich systému a rovnéz tvori
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zaklad vétsiny forenznich DNA databazi. Stejné tak pouziti SNP ve forenzni genetice je
pravdépodobné na vzestupu v nadchazejicich letech a mohlo by dokonce v uréitém

okamziku nahradit analyzu STR polymorfismii.

Aplikace SNP do specializovanych odvétvi se pravdépodobné rozsiti. Patfi sem
napiiklad krevni seskupovani na zakladé SNP (Inagaki, 2004) a molekularni pitva (hleda

mutace, které mohou vysvétlit nahlé smrti (Goodwin, 2007).

STR

SNP

Frequency of occurrence
Typical rate of mutation
Typical number of alleles
Potential to multiplex

Number of loci required to
have a Py of 1in 1 billion

Method of detection
Automation potential
Artefacts

Amount of DNA required
Size of amplicon
Mixtures

Predicting geographical

origin
Phenotypic information

Once every 15 Kb

1073

Between 5 and 20
Currently a maximum of 15
STR loci examined at one
time

10

Capillary gel electropharesis
(CGE)

Medium

Amplification of STRs can
produce artefacts such as
stutter and split peaks.
~0.51to0 1 ng

Amplicon sizes typically
between 100 and 400 bp

Interpretation of mixtures of
STR loci is possible

Limited ethnic identification
from STR loci

No possibility of inferving
phenotype

Once every 1 Kb
10°%
2

Difficult to amplify more than
50 5NPs in one reaction

~60

CGE, microarrays, mass
spectroscopy

High

No stutter artefacts
associated with the
amplification of the SNPs
~100 pg

Amplicon sizes can be less
than 100 bp

Mixtures of SNP loci can be
highly problematic to
interpret

Some SNPs can be associated
with particular ethnic groups

Possible to predict some hair
colours, eye colour, skin
colour.
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5 ZAVER

Bakalafska prace meéla za cil, vyhledat sumarizovat a popsat metody molekularni
genetiky, které jsou vyuzivany pii forenznich analyzach. Celd prace je zaméfena na
domestikovana zvitata a analyzu biologickych vzorkt, pochazejicich z téchto zivocicht.
Uvod prace pojednava o vyvoji forenzni genetiky a objevech, které tuto analyzu dale
zlepSovaly a prohlubovaly. Je zde zminéna aplikace a vztah forenzni genetiky s riznymi
odvétvimi, které stouto problematikou tzce souvisi. Hlavnim odvétvim forenzni
genetiky je kriminalistika, kde se vyuzivaji molekularni metody, které slouzi prfedev§im
k identifikaci jedince. Dalsi ¢ast prace je vénovana domestikovanym zvifatiim, ktera jsou
Casto ve forenznich ptipadech analyzovana. Hlavnimi zastupci jsou domaci mazlicci,
zejména psi a kocky, a hospodaiska zvirata, predevsim skot. Zpracovani biologického
materidlu z téchto zvifat ma sva urcita pravidla a postupy. K odbéru a uchovani napt.
vzorku krve jsou velmi &asto vyuzivany FTA® karty, na kterych je DNA stabilni po
mnoho let.

Pro kvalitni analyzu je nejdulezitéjsi spravna izolace DNA, ke které je pouzivano
mnoho riznych komerénich kitl. Rychlou a nendro¢nou izolaci je mozné provést za
pomoci kitu Chelex®. Izolovany vzorek DNA je poté nutné kvantifikovat a vizualizovat
na agar6zovém gelu. Pro detekci genetickych markert je nutné znat pii PCR amplifikaci
druhové (n€kdy i rodove€) specifické primery. Genetickych markerd je vyuzivano
piedevsim pii identifikaci jedince nebo pii ur€ovani rodicovstvi u hospodarskych zvirat,
a to diky jejich druhové specifité. V této praci jsou zminény dva hlavni genetické markery
forenzni analyzy — SNP a STR. Oba markery jsou bézn¢ vyuzivany. Zasadnim poznatkem
je fakt, ze forenzné genetickd analyza domestikovanych zvitat se prakticky nelisi od
analyzy ¢lovéka, jakoZto jednoho z Zivocichti.

Prace je zpracovana jako reSerSe a podklady k jejimu zpracovani byly pouzity
pfevazné ze zahrani¢nich védeckych ¢lankt a publikaci. Tato bakalafska prace poskytuje
piehled molekularné genetickych metod, jejich vyhod a seznamuje také s jejich moznymi
riziky. Jednd se o zptehlednéni informaci pro snazs§i porozuméni uvedené genetické
problematice. Vzhledem ke skutecnosti, Ze genetické vyzkumy se dostavaji stale vice do
popiedi zajmu nejen védecké ale i laické spole¢nosti, je mozné praci postupné rozsifit

a navysit jeji troven.
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6 SEZNAM ZKRATEK

SNP - single nucleotide polymorphism — jednonulkeotidovy polymorfizmus

ABO systém — krevni systém

VNTR — variable number tandem repeat — variabilni pocet tandemovych opakovani
STR — short tandem repeat — kratka tandemova repetice

ASPCA — American Society for the Prevention of Cruelty to Animals — Americka
spole¢nost pro prevenci tyrani zvitat

LMG — LEUCO-malachitova zelen

KM — Kastle-Meyer barviva

AP — acid phosphatase — kysela fosfataza

P30 — semen-specific protein — specificky protein spermatu

FTA — FTA karticka

MS — mikrosatelity

PSA — prostate-specific antigen — specificky antigen prostaty

PCR — polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce

MtDNA — mitochondrialni DNA

CytB — cytochrom b
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