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Abstrakt: Bakalaiskd prace se zabyva problematikou prace S DNA a jejim vyuziti
v kriminalistice pii identifikaci osob. Na zacatku prace je popsana samotnd DNA, jeji dilezité
Casti a vlastnosti. Dale se vénuje obecné identifikaci osob pomoci DNA a pojmim S ni
spojenou. Béhen toho je popsana databaze DNA a systém CODIS. Nasledujici ¢ast se vénuje
praci s DNA, kde jsou popsany jednotlivé procesy a metody. Izolace, separace a sekvenace
jsou hlavni operace s DNA, pfi nichz je biologicky material podroben nékolika biochemickym
reakcim ve specialnich pfistrojich. Jadrem prace je priblizit postup jednotlivych metod
identifikace pomoci DNA a otisku prstu a tim poukazat na jejich rozdily. U obou metod je
vysvétlen proces identifikace, sbér vzorkd, analyza a vyhodnoceni. Na zavér jsou metody

porovnany.

Klic¢ova slova: DNA, analyza, identifikace, profil DNA, vzorek DNA



Identification of individuals based on DNA

Summary: This bachelor thesis deal with issues of working with DNA and it's use in criminal
investigation to identify a person. In the beginning of this thesis a DNA molecule itself is
described, as its main parts and characteristics. Next is a person identification with DNA in
general and explanation of related terms. Meanwhile DNA database and CODIS system is
described. Following part is about working with DNA and description of processes and
methods. Isolation, separation and sequencing are main methods of working with DNA. In
these procedures is biological material exposed to several biochemical reactions in special
machines. Core of this project is to introduce processes of each metods of person
identification with DNA and fingerprint analysis and therefore point out their differences.
There is explanation of identification process, samples colecting, analysis and evaluation in

both methods. In conclusion each method is compared.

Key words: DNA, analysis, identification, DNA profile, DNA sample
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1 Uvod

Pokud se hovoii o identifikaci, Ize ji vyjadfit jako hledani, zjiStovani a nasledné
zpracovavani informaci a dat o daném objektu. Je mozno hovofit o identifikaci osob,
zivoCichd, rostlin, predmétli, ale 1 o identifikaci ¢innosti, pozadavki ¢i projevi. Nazornym
piikladem muze byt 1ékarska diagnoza, kdy lékaii zkoumaji a analyzuji projevy nemoci a
nasledovné je porovnavaji s dlouhodobé¢ ovéifenymi projevy dané nemoci u ostatnich pacientd.
V tomto smyslu mtze byt identifikace chapana jako klasickd diagnostika. Pak se identifikace
déli na konkrétni (osoba, rostlina, pfedmét, atd.) a abstraktni (jevy, projevy, procesy, potieby,

¢innosti, chovani, atd.). [1; 2; 3]

Samotna identifikace je brana jako proces porovnavani objekti podle jejich stejnych
nebo rozdilnych vlastnosti, forem, slozeni, funkei, vyznamu ¢i vyskytu v Case, pficemz je
brano za cil rozhodnout o shodé mezi objekty. Hlavni je tedy proces rozhodovani, ktery by
m¢l byt realizovan v kone¢ném case, tedy mél by mit posloupné kroky, které vedou k zavéru

s ur€itou piesnosti. [1; 2; 3]

Dané véci, které Ize povazovat za shodné, nemusi byt shodné ze vSech thlt pohledd.
Pokud plati, ze A=A, tak i na prvni pohled stejné znaky nemusi byt shodné, protoze se jeden
nachazi na levé stran€ a druhy na pravé. Pravé hlediska pragmatickych aspektl poukazuji na
to, ze shoda se netyka pouze porovnavanych objektd a jejich vlastnosti, ale i dalSich
okolnosti, které mohou vymezit cile u daného rozhodovani. Z tohoto divodu nemusi
identifikace rozhodovat jen o vztahu identit objekti, ale i o pfifaditelnosti v daném smyslu

jednoho z nich. [1; 2; 3]

Identifikace osoby je jeden ze specialnich ptipadt identifikace, kdy osobu lze
identifikovat jako objekt nebo subjekt identifikace. Diky tomu je mozné hovofit o pojmech
vnitini jako psychologicka a socialni identita. Pro identifikacni wcely jsou vyuzivany
anatomické a fyziologické charakteristiky, které mé kazdy cloveék unikatni. Biometrické
charakteristiky jsou vyuzivany na zéklad¢ védeckych poznatka k identifikaci osob podle o¢ni
duhovky, o¢ni sitnice, tvare, stavby vnéjSiho ucha, otisku prstl, dlani a chodidel, geometrii
prsti a ruky, topologii zil zapésti, lidského télesného pachu, rozmérii a vahy lidského téla a

skladby DNA. [1; 2; 3]



Na konci 20. stoleti se v Evropé a také v Ceské republice zacala ve velkém mnoZstvi
vyuzivat analyza DNA a s tim spojené uchovavani vzorku a profild DNA. Identifikace osoby
podle DNA umozituje s vysokou piesnosti potvrdit nebo vyloucit shodu mezi testovanym
biologickym materidlem. Vyhoda analyzy DNA je, Ze ji lze provadét ze vSech typa lidské
tkan¢. Kazdy ¢lovék ma unikatni DNA a ta zGstava v case neménnd. Analyza DNA ma Siroké
spektrum vyuziti, hlavné v kriminalistice a zdravotnictvi, kde si nasla velky pocet aplikaci.
V kriminalistice je vyuzivana pii hledani ztracenych osob, pfi identifikaci pachatelti, obéti

trestniho ¢inu, pfirodnich katastrof a jinych nehodach. [1; 2; 3]



2 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bude popsat biometrickou identifikaci osob, ktera je
zalozena na analyze DNA. Bude popisovat samotnou DNA, geneticky profil jedince, odbér a
analyzu DNA, vyuzivané metody pfii izolaci, separaci a sekvenaci DNA. Dale bude

poukazovat na vyhody a nevyhody tohoto zpusobu identifikace.
Dil¢i cile bakalarské prace jsou:
e Uvést do problematiky DNA
e Vytvorit piehled vyuzivanych metod a principti

e Na zaklad¢ uvedenych poznatkl porovnat DNA a otisk prstu



3 Metodika prace

Potfebné informace ke zpracovani teoretické casti prace budou cerpany z odborné
literatury, akademickych praci, internetovych ¢lankti a zdroji zabyvajici se tématikou
identifikace a DNA. Na uvod bude piiblizena problematika DNA, z ¢eho se sklada, kde se
nachazi a co nam piinasi jeji vyuziti. V dalsi ¢ast se bude prace vénovat identifikaci a
kriminalistice. Geneticky profil je vybrana ¢ast vzorku DNA vhodna K testovani, je nutné, aby
byla ulozena v databazi DNA, ktera zajisti budouci moznost porovnavat nalezené vzorky.
Bude priblizeno vyuziti DNA v kriminalistice, kde bude popsan postup identifikace od mista
¢inu az po vyhodnoceni shody profilu DNA a zdroje DNA. Nasledujici ¢ast bude fesit analyzu
DNA, kde budou popsany hlavni kroky a vyuzivané metody. Je nejprve potieba izolovat
¢istou DNA, nasledovné odd¢lit potiebné ¢asti a na zavér identifikovat poradi bazi v fetézci,
kvtli uloZeni a interpretaci dat fetézcli. Kazdy krok mé vice metod feSeni, budou popsany
nékteré z nich a zminény jejich vyhody a nevyhody vyuziti. Na konci praktické ¢asti bude

nastinéna i1 problematika daktyloskopie.

Prakticka ¢ast prace se bude vénovat vyuziti identifikace pomoci DNA a otisku prstu.
Budou zminény komercni firmy, které se zabyvaji praci S DNA a jejich nabizené sluzby. U
otisku prstu bude pfiblizena daktyloskopicka sada a karta. Hlavni ¢asti bude porovnani obou

metod a vyvozeni zavéru.



4 Teoreticka vychodiska

Teoretickd cast se na zacatek zabyva samotnou DNA, dale se vénuje jejimu vyuziti
Vv kriminalistice a nasledovné jednotlivym krokim analyzy DNA. Na konci teoretické ¢asti je

zminéna podstata daktyloskopie a princip odebirani otiskti prsta.

4.1 Biometrie

Predstavuje metody zalozené na rozpoznavani méfitelnych biologickych charakteristik,
diky kterym pak s uréitou piesnosti je rozpoznan dany organismus. Metody vychazi z faktu,
ze nekteré biologické charakteristiky jsou pro kazdého ¢lovéka jedine¢né. Identita cloveéka se
pak zjistuje z jeho charakteristickych ryst, jako je naptiklad: otisk prstu, oéni duhovka, o¢ni

sitnice, postava, hlas ¢i DNA. [1; 4]

4.2 Historie DNA

e Roku 1869 byla poprvé popsana nukleova kyselina, kdy Svycarsky 1ékat Friedrich

Miescher zkoumal sloZeni hnisu z nemocni¢nich obvazi.
e Na pocatku 20. stoleti Phoebus Levene objevil, ze DNA se sklada z cukrti, fosfath a
bazi.

e Prvni dikaz, ze DNA pifenasi genetickou informaci, byl v roce 1944 Averyho-
MacLeodlv-McCartyho experiment, ktery se zabyval sérii pokusii transformace

pneumokok.

e V roce 1953 byl predstaven dvousroubovicovy model v ¢asopise Nature - James D.

Watson a Francis Crick.

e V roce 1957 piedlozil Francis Crick sérii pravidel, které se oznacuji jako centralni

dogma molekularni biologie a popisuji vztahy mezi DNA, RNA a proteiny.

e Roku 1958 Meselsontiv-Stahliv experiment umoznil poznat zpusob replikace DNA

V bunkach.

e Geneticky kod rozlustili na pocatku 60. let Har Gobind Khorana, Robert W. Holley
a Marshall Warren Nirenberg. [2]



4.3 DNA

Deoxyribonukleova kyselina je bézné¢ oznacovana jako DNA (z anglického
Deoxyribonucleic acid). DNA je nositelem genetické informace vSech organismi, ta zajist'uje

strukturu, ktera zajisti vyvoj a vlastnosti celého organismu. [1; 2]

Ve vétsiné organizmt mohou byt nalezeny dva typy informacénich biopolymerd —
nukleové kyseliny a proteiny. Nukleonové kyseliny nesou informaci podle linearniho kodu,
naopak proteiny slouzi jako funk¢éné-stavebni polymery, které vznikaji na zakladé informace
v nukleovych kyselinach. Proteom je soubor proteinti v buiice, ktery se lisi u kazdého jedince
typem tkan€ i casem. Obsah genetické informace v nukleonové kyselin€ se nazyva genom.

Genom je v Case stabilni. [1; 2]

U rostlin a zivodichd, které jsou oznaCovany, jako eukaryotické organizmy je DNA
uloZena zejména uvnitt bunééného jadra, zatimco U jednodusSich organismt nazyvanych

prokaryotické (napt. bakterie) se DNA nachazi volné v cytoplazmé. [1; 2]

DNA se sklada z fetézce nukleotidi. Nukleotidy jsou slozeny ze téi ¢asti - cukru
deoxyribozy, fosfatové skupiny a jedné ze Ctyt nukleovych bazi. Prave baze jsou schopny nést
informaci, mize ji byt adenin (A), guanin (G), cytosin (C) nebo thymin (T). Adenin, guanin
patii mezi puriny, zbylé mezi tzv. pyrimidiny. Viz obr. 1 [1; 2]

Obr. 1 Sroubovice DNA s bdzemi [46]
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Dvousroubovici DNA tvoii dvé navzdjem spletend vlakna, kde se stiidaji Ctyfi prvky
nukleotidi, kazdé¢ mifici opacnym smérem (tzv. antiparalelni). Chemické vazby mezi
molekulami zajistuji jednosmérnost kodu, 1ze ho ¢ist jen z jedné strany. Mezi protilehlymi
bazemi obou vlaken se vytvareji vodikové mustky, a to tfi mezi guaninem a cytosinem nebo
dva mezi adeninem a thyminem. Existuji i jiné zptusoby uspofadani fetézcl, vymykajici se

tradi¢ni predstaveé dvousroubovice. [1; 2]

4.3.1 Chromozémy v burice DNA

DNA se nachazi v bunééném jadre, je to membranovy utvar uvnitt bunky. Zde je DNA
uspofdddna do 23 pari dvojvldken, nazyvanych chromozomy. Jednotlivé chromozémy
umoznuji leps$i manipulaci, nez jedno dlouhé vlakno. Daéle jednotlivé chromozémy maji
moznost kombinovat genetické informace pti tvorbé pohlavnich bunc€k. Pocet 23 neni

konec¢ny, jsou znamy organismy s vyrazn¢ mensim i vét§Sim poctem chromozomu. [1; 2]

Celkové délka DNA jedné fady chromozomu v télni buiice je asi 3,3 miliardy para bazi.
V télni bunice se vzdy nachazeji dvé fady chromozomii. Prvni je matefského a druhd
otcovského pivodu, tento stav se oznaCuje jako diploidie. Kazdy chromozém se tedy
vyskytuje v bunice dvakrat (v paru). Uspotfadani paru je obvykle shodné. Nesou stejné geny a
nekodujici oblasti ve stejném potadi, avSak forma genu ¢i nekodujiciho mista mize byt
rozdilna, pak se nazyva alela. KdyZz jsou ob¢ alely shodné, je hovofeno o homozygozité,

Vv opa¢ném piipadé o heterozygozite. [1; 2]

Vyjimku tvoii pohlavni parové chromozémy, oznacované X a Y. Ty maji homologni
pouze urCitou ¢ast, ve zbytku se vyrazné 1isi. Chromozém X nese v nehomologni oblasti
mnohem vice gend, nez Y. Chromozomy se li§i podle pohlavi jedince, Zeny maji sestavu XX

amuzi XY. [1; 2]

I kdyz se vétSina DNA nachazi v jadre, je mensinova ¢ast mimo jadro velmi dilezitd, tzv.
mitochondridlni DNA. Mald molekula o délce 16500 parti bazi. Mitochondrie jsou bunécné
organely, které povazujeme za energetické centrum builky. Zde probihd tfada slozitych
metabolickych procesti. Nékteré pottebné bilkoviny jsou piimo zakdédovany v DNA téchto

organel. [1; 2]



4.3.2 Preklad kodu DNA

O prekladu kodu je hovofeno jen u casti DNA, kterd nese informaci, tedy o genech.
Podstatné vétsi cast DNA informaci o stavbé organismu nenese, tudiz zde preklad kodu neni

uplatiiovan. [1]

Je tieba prevést informaci z DNA do struktury bilkoviny, tedy na jiny typ biopolymeru.
V prvni fadé se podle komplementarniho vlakna DNA zkopiruje pozadovany usek zahrnujici
strukturu (navod) na celou bilkovinu, tento proces se nazyva transkripce. Vzniklé vlakno je
svou strukturou podobné DNA, je tvofeno ribonukleovou kyselinou (RNA). Dalsi procesy
vzniklou RNA upravuji do definitivni podoby. Jsou vystiithany nefunkéni useky, piipojeny

rizné znacky a ochranné prvky. [1]

Upravenou RNA c¢eka zavérecna faze procesu zvana translace neboli syntézy bilkoviny.
Zakladni kodujici jednotkou je triplet, ten oznacuje poradi tii nukleotidi. Kazdému tripletu
odpovida urcitad aminokyselina. Kéd RNA je sniman po triplech a na jejich zékladé jsou do
vznikajiciho bilkového fetézce zacleovany aminokyseliny. Teoretické mnozstvi tripletl je 64
(neboli 43). Ale v piirodé se b&Zné& vyskytuje pouze 21 aminokyselin. Je to zptisobeno tim, Ze
nékteré triplety koduji stejnou aminokyselinu, tyto triplety jsou nazyvany synonymni.
Vzhledem Kk existenci synonymnich tripletd je pak cely geneticky kod oznaCovan jako
degenerovany. Svij protéjSek v aminokyselindich ma celkem 61 tripletd. Ze zbylych tii je
oznacené nazvy amber a ochle, ty slouZi pro ukonceni ¢teni. Témito kroky je sestaven cely
bilkovinny fetézec, ktery se dale samovolné (podle mozZnosti chemickych a prostorovych

vlastnosti jednotlivych aminokyselin) uspotada do urcitého tvaru. [1]

4.4 Prenos genetické informace

Pienos informace muze probihat dvéma zptsoby. Horizontalné, coz je pienos z jedince
na jedince. Je typicky pro prvojaderné organismy, napiiklad bakterie, které si mohou cast své
DNA vymeénit. U rostlin, ¢lovéka nebo jinych Zivocichii nebyla pfima zména DNA nikdy
zaznamenana. U nich je za horizontalni pfenos povazované zaclenéni virové DNA do jejich
jaderné DNA. Nebo dale vertikalni pienos, ktery pfedstavuje pfenos z generace na generaci.

Zakladni schopnost je piedavat své vlastnosti potomkd, tedy dédi¢nost. [1]



4.4.1 Dédicnost

V jaderné DNA, pii bézném bunéném déleni se zkopiruje 23 parG chromozoémil.
Vznikl¢ dcefiny buiiky obsahuji dvé identické sady chromozomt, jako méla matetska burika.
Jinak je tomu u pohlavnich bun¢k, u kterych by nebylo mozné, aby vznikly ¢tyfi sadkami
chromozomt pfi spojeni. B€hem tvorby pohlavnich bun¢k musi dojit ke zredukovani poctu
sadek chromozému ze dvou na jednu, pak pti splynuti dvou pohlavnich bunék bude docileno
spravného poctu sadek. Tento proces se nazyva meidza, jde tedy o redukéni déleni, ke
kterému dochdzi ve specializovanych tkanich vajec¢nikii ¢i varlat. Parové chromozomy se
Kk sobé piiblizi a navzajem si nahodné vyméni nékteré iseky, pak se matefska bunka rozdé&li.
Vzniklé dcefiné bunky obsahuji pouze jednu sadu chromozomil. Az po splynuti spermie a

vajicka bude nova buika diploidni, tedy bude nést dvé sady chromozomu. [1]

Pohlavni chromozémy X a Y si nevyménuji useky, jen se rozdéli do dcetinych bunék.
Zenska vajicka nesou jeden chromozom X, naproti muzské spermie jsou rozdéleny na
polovinu, kdyz jedna polovina nese chromozém X a druhd Y. Pfi spojeni dvou X

chromozomu vznikne Zena a pii spojeni chromozomt X a Y muz. [1]

DNA mitochondrialni

D¢leni mitochondridlni DNA je odlisné, jelikoZ je vyhradn€ maternalni, neboli pouze
Zenské bunky. Pfi spojeni spermie a vajicka jsou vSechny mitochondrie muzského plivodu

odstranény. Potomek pak nese shodnou DNA jak jeho matka. [1]

4.5 ldentifikace osob prostrednictvim analyzy DNA

Pofadi nukleotidi v DNA je az z95% délky fetézce shodné pro vsSechny jedince.
Zbylych 5% je variabilnich a méni se v riznych mistech, ty jsou dale sledovany a nakonec,
Ize identifikovat jedince podle jeho charakteristického usporadani. Lékarska genetika se
zabyva ptedevsim kodujicimi oblastmi, kde muize identifikovat riizné choroby, syndromy ¢i
predispozice k onemocnéni. Naopak identifika¢ni genetika se zaméfuje téméf vyhradné na
oblasti nekodujici, ty které nejsou piepisovany do struktury bilkovin. Zabyvéani se
nekodujicimi oblastmi ma dva velké diivody. Prvni je, Ze variabilita oblasti je vyssi. Mutace
zde nemaji zadny vliv na vlastnosti jedince a nejsou tudiz nijak selektovany. Druhy diivod je
z etickych diivodt, kdy neni vhodné pro identifikacni Gcely analyzovat oblasti DNA, které
mohou souviset s vysledky onemocnéni, intelektualni urovni jedince, ¢i tieba pifedpokladanou

délkou zivota. [1; 3]



Vyzkum v oblasti genetickych identifikacnich metod se zaméfuje 1 na analyzu vybranych
koédujicich sekvenci, které popisuji jednotlivé rysy jedince, jako napt. barva vlast, o¢i, pleti,
vyska postavy a dalsi. Pfipadné uvedeni do bézné praxe, by v kriminalistice zplsobilo jistou
revoluci, ponévadz 1 z malého mnozstvi biologického materialu by bylo mozné vcelku piesné
identifikovat pachatele a snizit chybovost ptipadnych omyli. Podle neoficialnich informaci
jsou podobné metody uz vyvijeny a testovany velkymi svétovymi genetickymi laboratofemi.
[1; 3]

4.5.1 ldentita jedince

Ve spolec¢nosti neni pfesné definovano, v jakém Casovém useku se musi nachazet Zivy
organismus, abychom o ném mohli mluvit jako o jedinci, v dobé jeho vzniku. Bézné je
povazovan za individuum fyzicky jedince, pfi¢emz se klade diraz na jeho psychickou
integritu a individualitu. Stézenym piikladem miizou byt siamska dvojcata s jednim télem, ale
se dvéma oddélenymi a funk¢énimi hlavami, v tuto chvili jsou povazovany za dva jedince.

[1; 5]

Z psychologického hlediska identitou se rozumi proZivani toho, ¢im jedinec je, at’ uz jako
individuum nebo jako ¢len lidského spolecenstvi, pak se identita dale rozviji v konkrétnim

kulturnim a socio-historickém kontextu. [1; 5]

4.5.2 Geneticky profil

Geneticky profil udava charakteristické rysy z DNA daného jedince, je to vzorek
z vybranych variabilnich mist genomu jedince. Pro vybér vhodnych mist na chromozoému ke
genetickému testovani, se musime fidit n€kolika zakladnimi kritérii. Prvni je Siroka alelicka
variabilita v populaci, neboli pfitomnost velkého mnozstvi variant vhodnych mist, také
oznacovanych jako lokusy. Lokus oznacuje misto na chromozému, na kterém se naléza
pfislusny gen nebo polymorfizmus. Pak konkrétni varianta genu na piisluSném lokusu se
nazyva alela. Dale je statisticky nutné, aby se jednotlivé alely nachazely ve stejném
zastoupeni. Je potieba zjisti jejich ¢etnost pomoci populacni studie, k ni je zapotiebi 100 az
200 nahodné vybranych jedinct bez piibuzenského vztahu. Druhym dualezitym kritériem je
stabilita daného lokusu, v podstaté odolnost proti mutacnim zménam pii vzniku pohlavnich

bunék nebo pii tvorbé riznych tkani. [1]
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K porovnavani testii mezi laboratofemi je dilezité, aby testy vychazeli ze stejnych
parametrt, tedy shodny vybér zkoumanych lokust. Proto se rozhodla britské organizace FSS
v devadesatych letech minulého stoleti o vyrobu tzv. identifika¢nich forenznich kitd. Jsou to
sady chemikalii, které umoziuji analyzovat standardné vybrané lokusy. V dnesni dob¢ je vice
firem na trhu, které se zabyvaji distribuci kitl. Samotné kity jsou akreditovany mezinarodnimi

forenznimi institucemi. [1]

4.5.3 Statické parametry genetického profilovani

Geneticky profil nemusi mit vzdy stejnou identifikacni hodnotu. Je ovlivnéna poctem
lokusti zahrnutych do testovani a vnitini variabilitou jednotlivych lokusi. Pak plati, kdyz
budeme mit velké mnozstvi lokust a budou vice variabilni, tak bude vétsi pravdépodobnost,

W v

Tento termin se také nazyva pravdépodobnost nahodné shody. [1]

U jednotlivych lokusu muzeme stanovit frekvenci genotypu, coz je Cetnost vybrané
sestavy alel. Vzorce pro vypocet frekvence genotypu vychazeji ze zakladni kombinatoriky,
ponévadz ziskavani danych alel od otce a matky je zcela ndhodné. Bylo zjisténo, Ze jednotlivé
populace se navzajem lisi ve frekvenci alel. Vyrazné rozdily jsou nalezeny mezi lidskymi
rasami, tedy obyvateli jednotlivych kontinentdi, dale i mezi jednotlivymi narody. Urcité

rozdily se nachazi i mezi mensimi vzdalenostmi, neZ jsou samotné staty. [1]

Podle sestavy vice lokust se urcuje frekvence genetického profilu, ta Ize stanovit jako
soucin frekvenci genotypt v jednotlivych lokusech. Ale musi byt splnéna podminka, Ze jsou
jednotlivé lokusy z genetického hlediska nezavislé, neboli musi byt daleko od sebe. V &islech
frekvence dosahuje zanedbatelné malych hodnot, 1 kdyby se zapocital po€et vSech zijicich
obyvatel zemé&, tak pravdépodobnost dvou osob se stejnym genetickym profilem bez

ptibuzného vztahu je i tak mala. [1]

Vyjimkou je specidlni ptipad, ktery mulze nastat u jednovajeCnych dvojcat.
Z biologického hlediska se mluvi o dvou fyzickych vyjadirenich jednoho genetického jedince.
Je malé pravdépodobnost, Ze né€které zkoumané casti bun€k, budou zasaZzeny mutaci, proto u
vetSiny pripadl jednovajecnych dvojcat je zjiStén stejny geneticky profil. Pro nalezeni rozdilu
by bylo zapotfebi analyzovat dal$i lokusy, coZz je vtomto piipadé¢ velmi €asové naroc¢na

procedura, navic neni zaji$téno, ze bude v inosném ¢asovém horizontu nalezen rozdil. [1]
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V kriminalistice se Ize setkat s netiplnym genetickym profilem. Mluvi se o ném pii
analyze malého mnozstvi biologického materidlu nebo biologicky degradovaného materidlu,
ktery je nalezen Vv biologickych stopach na misté ¢inu. Pfi netplném genetickém profilu je
samoziejm¢ mnohem mensi pravdépodobnost nalezeni shody se srovnavacim profilem DNA.
Pokud je dosazeno S netspésné analyzovanymi lokusy pod identifika¢ni hranici, neni dana

analyza profilu branna jako relevantni dikaz, jen mize napomahat v procesu. [1]

Dale je mozné setkdni se smiSenym genetickym profilem. Ten vznikne, jestlize vzorek
biologického materialu je sloZzen ze dvou ¢i vice osob. Ve smiseném genetickém profilu
nastava zvlastni situace, kdy se nachazi dvé a vice alel u n€kolika lokust. Takovyto geneticky

profil se velmi téZko popisuje védeckymi metodami. [1]

4.6 Vyuziti DNA v kriminalistice

V roce 1984 byla objevena metoda identifikace osob pomoci profilu DNA britskym
védcem Alecem Jeffreysem. Poptvé v praxi byla vyuzit v Britanii v roce 1987, kdy byl

usvédcen nékolikanasobny vrah za pomoci DNA. [6; 7]

Pro identifikaci konkrétni osoby za pomoci DNA je nutn¢, aby byl pfitomen srovnavaci
vzorek. Bez néj je moZno piesné urcit genetické charakteristiky jedince, ale nelze dale provést
samostatnou identifikaci konkrétniho jedince. Pfi dodrZeni vSech laboratornich pravidel
a vlastnéni dostatecného mnozstvi srovnavaciho materidlu je identifikace podle DNA
prakticky neomylnad (uvadéna spolehlivost 99,99%). Diky tomu, Ze nelze nalézt takika
identickou DNA, proto tato metoda zaujala policii, ktera vidéla v nové metodé potencial na
odhaleni dlouho hledanych pachateli. Ponévadz kazdy jedinec, ktery se fyzicky dotkne
n¢jakého predmétu, zanechava za sebou genetické stopy, jako jsou Casti ktize, kapky krve
nebo tieba pot. Pak k identifikaci Glovéka sta¢i DNA odpovidajici 50 pg (neboli 50.10™% g).
Jedna buiika lidského téla obsahuje cca 6 pg DNA. K samotné identifikaci se vSak nevyuziva
celé DNA, ale jen tzv. DNA profil. [6; 7]

Ziskany vzorek DNA se déle zpracovava a vysledkem je pravé DNA profil, ktery je dale
porovnavam s udaji v databazi nebo je do databaze nove ulozen. Biologicky vzorek je po
extrahovani DNA zni€en, kvili pfipadnému tniku informaci, ktery by mohl ptfedstavovat
zavazny problém. Tedy policie ani jind instituce nema v databazi uloZen pivodni vzorek

DNA, ale pouze jeho cast. [6; 7]
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Pro potieby identifikace se vyuziva jen Useki v DNA, ve kterych lze nalézt shodné
sekvence nukleotidd. V soucasné dob¢ se pouziva metoda STR polymorfismi, kdy jsou
Vv lidské DNA mista, kterd neslouzi ke kodovani genii. Mista tvoii Cetné se opakujici skuliny 2
az 10 nukleotidi. Metoda STR polymorfismi vyuziva variability opakujicich se usekl
nukleotidli, které se oznacuji lokusy. Tandemové repetice tvofené opakovanim 4 nebo 5
nukleotidy zarucuji bezchybnost idajii a dobrou odolnost vii¢i nepfiznivym vn&j$im vlivim.
Pfi analyze se urcuje délka vybrané tandemové repetice. Testuje se vice lokusii zaroven
ajejich soubor se oznacuje jako DNA profil. K praktické identifikaci vétSinou stac¢i 9-12
lokust, ale v policejni praxi je potfeba dosdhnout vysoké pravdépodobnosti, proto je v ¢eské

republice stanovenych 16 lokust. [6; 7]

Je mozné narazit na situaci, kdy metoda identifikace podle DNA neni neomylnd. V
ptipadé kdy se manipuluje se stopami DNA. Pfi zaji$téni a odbéru stop je nutno potvrdit, ze
pachatel nemanipuloval s mistem ¢inu. Pak se jedna o falesné stopy, které maji odvést
pozornost vySetiovatelll. Pfipadné mize hrozit, Ze pachatel se pokusil o zniceni stop. I kdyZz
policie dorazi na misto ¢inu, neni zaruceno, ze biologické stopy zlistanou v bezpeci a dojde ke
spravnému zajisténi pro ucel analyzy. Hrozi znehodnoceni nebo piehlédnuti stop, také muiize
nastat riziko druhotného ptenosu. V piipadé, Ze je osoba zatlena pfi nalezu jeji biologické
stopy na misté ¢inu, existuji v zasadé tfi mozna vysvétleni, pokud nedoslo k manipulaci se
stopami pachatelem. Za prvé, podeziela osoba nemluvi pravdu, ddle DNA podezielého se na
misto dostala druhotné nebo mélo pravdépodobna moznost, ale potad existujici, tedy Ze osoba

pohybujici se na misté ¢inu v ramci vySetfovani podstréila faleSnou stopu. [6; 7]

Manipulace miize byt i mimo misto ¢inu a to pfimo s profilem DNA. Specialn€ vyrobené
zvykacky dovoluji docasnou zménu DNA. Pokud je Zvykacka aplikovana, docasné pfi Ustnim
stéru lze zaznamenat odliSnou DNA. K dosaZeni trvalé zmény DNA by byla zapotiebi

transplantace kostni diené. [6; 7]

Vzorek, ktery je uspé€$né dopraven do laboratofe, se muze i tady potykat s riziky.
Naptiklad se jedna o nevyhovujici oznaceni vzorku nebo nedostate¢na dokumentace, ktera je
vedena s manipulaci vzorku. Pfi zpracovavani vzorku DNA nastava hrozba kontaminaci nebo
jeho chybného zpracovéani, které vede k nespravnym vyhodnocenim a nasledovné

k znemoznéni identifikace pachatele. [6; 7]

13



Z vyctu hrozeb je ziejmé, ze pii praci s biologickym materidlem za ucelem ziskani
profilu DNA je nutnost dodrzovat fadu opatieni, které zahrnuji i vice nasobné kontroly. Pak
se da tvrdit, Zze identifikace podle DNA je spolehlivda metoda s velkou pravdépodobnosti
uspésnosti. [6; 7]

4.6.1 Systém CODIS

Roku 1998 vznikla narodni databdze DNA, kterou spravoval systém CODIS, software
pro spravu a porovnavani genetickych profili DNA. CODIS umoznuje uchovavat geneticky
profil, vytvaret potfebné kategorie profild, porovnavat profily a zjistovat shodu nebo
podobnost jednotlivych profili. SW je zajiStén nékolikastupiovym systémem kontroly
(ptistupové kody, zaznamy operaci provadéné v databazi, kym, kdo odebiral vzorek, kdy a

komu), coz zamezuje neopravnéné manipulaci s profily. [1; 6]

Jednotlivé zdznamy jsou tvofeny konkrétnimi alely v danych lokusech, ke kterym se
pridava ID (identifikator). ID ptedstavuje jedine¢ny kod, pod nimz je v databazi zapsan, dale
se knému jesté pridavaji pomocné udaje. Ty jsou tvofeny kddem laboratofi a pracovnikd,
kteti pracovali se vzorkem, identifikace osoby, kterd vkladala vzorek do databaze, typ tkané,
pohlavi a rasy osoby, jiz vzorek patii. Déale administrativni idaje jako jsou Casy a data.
Klasické udaje o ¢loveéku, jako jméno, pfijmeni, datum narozeni a rodné ¢islo jsou vedeny az

v oddélené databazi, kde se k nim pfifadi jednotlivé ID. [1; 6]

Aby se lépe orientovalo ve velkém mnoZstvi zaznami, pfifazuji se vzorky do riznych
kategorii, které vypovidaji zdkladni informaci. Profily oznacovany pismeny FU (forensic
unknown), se fadi do kategorie stopy ziskané na mistech neobhajenych trestnych ¢inli. Profily
od obvinénych osob se oznacuji OF (offender) a profily osob, které pii praci v laboratotich
mohli kontaminovat vzorek, se oznacuji EK (elimination known), pfipadné dalSi oznaceni.
Vzorky lze vkladat do databidze dvéma zplsoby. Manudlni zapis nebo elektronicky pievod
z automatického analyzac¢niho softwaru. U manualniho zépisu miize dojit k chybé pfi Spatném
opisovani dat. Chybu se znac¢i odstranit dva stupné ochrany. Prvni, kde software automaticky
hlida zapis lokusu a jestli zapsané alely odpovidaji spravnym hodnotam. Druhy stupeni
ochrany stanovuje, Ze zapis genetického profilu musi provést nezavisle na sobé dvé osoby.
Pak software vyhodnocuje zapisy a v pfipadé shody se vzorek zapiSe do databaze. U
elektronického pfevodu neni potieba dvoji kontrola, nebot’ spravné pievedeni si pohlida sam

software. [1; 6]
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Hlavni divod vzniku databaze bylo shromézdéni velkého mmnozstvi profili a jejich
nasledné porovnévani v redlném case. Systém CODIS nabizi dva typy vyhleddvani. Prvni typ
(searching) slouzi k rychlému potvrzeni, jestli dany profil je obsazen v databazi nebo ne.
Druhy typ (autosearching) je provadén opakované a jednd se o nalezeni shody nebo
podobnosti jednotlivych profilli obsazenych v databazi. Autosearching je ¢asové narocny
v umérnosti na velikost databaze. U mensSich databazi jako ma Ceska republika (fadové kolem
5000 profilt vroce 2003), se Casy pii vyhledavani pohybuji v minutach. CODIS uklada
vSechny zjisténé shody. [1; 6]

Systém umozZnuje fadu filtr pfi hledani. Zakladni nastaveni hledd shodné profily s
moznosti zmény tolerance tzv. stringence neboli ptisnost. Pokud je zvolena vysoka pfisnost,
jsou vyhledavany jen naprosto shodné profily. U stiedni nebo malé piisnosti se zvétSuje okruh
ptipadné shody. Dale filtrovani podle o¢ekdvané nebo neocekdvané shody, se d€li na hot a
cold. Hot typ je shoda, kterd nastane podporou dalSich diikazti. Piikladem mize byt stopa,
kterd se najde na misté ¢inu, po del§i dobé se mlize objevit svédek, ktery oznaci ptipadného
pachatele. Podezielému je odebran srovnavaci vzorek, ktery se porovna se vzorkem z mista
¢inu a vyhledavany profil se shoduje. Naproti tomu u typu cold se shoda neocekéva.
Vysvétleno na ptikladu, kdy pachatel je zadrzen za kradez a je mu odebrana DNA. V databézi
je nalezena shoda s profilem, ktery byl nalezen u jiného trestniho ¢inu, kdy tento pachatel
Z n¢ho nebyl podeziran. Z toho vyplyva, Ze nalezeni neocekavanych shod je velkym piinosem

vyuzivani databazovych systému. [1; 6]

Dalsi funkci systému je statisticka analyza. Z ulozenych profili je stanovena frekvence
alel, kterou je charakterizovana populace v daném staté, na tomto zéklad¢ se dale vypocitavaji

statistické parametry genetickych profild. [1; 6]

4.6.2 Narodni databaze DNA v Ceské republice

Identifikace pomoci DNA byla v Ceské republice poprvé vyuzita v roce 1992. Metoda se
dale rozriistala a policie Ceské republiky prosazovala vytvofeni databdze DNA. Provoz
databaze DNA byl zahajen roku 2002 policii Ceské republiky. Profily jsou spravovany
systtmem CODIS. V databazi jsou obsazeny profily DNA, které byly ziskany na misté
trestného Cinu, ale dosud nebyly objasnény. Dale osob, které byly odsouzeny ze spachani
trestného ¢inu nebo osoby, proti kterym bylo vedeno trestni stihani. UloZeny jsou i profily
obvinénych osob ztrestného ¢inu a osoby nalezené pii patrani, které nemaji prévni

zpusobilost k tkoniim v plném rozsahu. V téchto ptipadech policie smi vyuzivat genetického
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profilu pouze, kdyz nelze ziskat jiné Udaje potiebné k identifikaci. Databaze obsahuje i
genetické profily mrtvol, nalezenych kosti a zbytkd lidskych tél s nezndmou totoznosti.

V roce 2016 narodni databaze DNA obsahovala kolem 200 000 profili. [6; 8]

Na vSech sluzebna ¢eské policie dochazi k odbéru biologického materialu, ale ke ¢teni a
analyze profilu DNA slouzi Krimindlni tstav v Praze, pfipadné jeho regionalni pracoviste.
Odebirani vzork se nejvice provani formou stéru slin z ustni dutiny. V § 42e odst. 1 zdkona
o Policii CR lze voln& vylozit. Pokud policista pfi plnéni tikolu nemiize ziskat osobni udaje
k nasledujici identifikaci, jinym zplisobem, je opravnén u obvinénych osob nebo osob ve
vykonu trestu Snimat daktyloskopické otisky, zjistovat télesné znaky, provadét méfeni téla,
porizovat obrazové, zvukové a obdobné zaznamy nebo odebirat biologické vzorky umoznujici
ziskani informaci o genetickém vybaveni. Doplnén jeSté o zdkon §42e odst. 3, ten 1ze volné
vylozit tak, e Policie CR ziskala pravo vyuzivat nésili v opravnénych piipadech, aby mohla

provést odbér biologického materialu. [6; 8]

4.7 Analyza DNA

Identifikace prostfednictvim analyzy DNA je pon€kud odliSnda od ostatnich
biometrickych metod, nebot’ nepracuje s méfitelnymi znaky cloveéka, ale objektem jejiho
z4jmu je vyhradné sam nosi¢ genetické informace, tedy molekula DNA. Vybrané znaky ve
struktufe DNA je ovSem mozné pievést na vyhodnotitelné genetické profily, které jsou
jedinecné u kazdého cloveéka a lze je vramci identifikacniho procesu automaticky
zpracovavat. Analyza probihd v né€kolika krocich, kdy je DNA izolovédna, separovéna a

finalné sekvenovana. [1]

4.7.1 Zdroje DNA

Zdrojem pro identifikacni analyzu muze byt jakakoliv lidska burika nebo jeji ¢ast, ktera
obsahuje DNA. Je moZno identifikovat i poskozenou DNA, ale musi byt zachovany ty useky
DNA, které se vyuziji k analyze. Kdyz pomineme ¢ervené krvinky, pak se DNA nachazi ve
vSech bunikach lidského téla. Jako vzorek muze poslouzit tkan jakéhokoliv typu (krev, svalova
tkan, kost, zub, sperma atd.). V men$im mnoZzstvi se DNA vyskytuje u ochlupeni nebo nehtd.
Ve velmi malém mnozZstvi je obsazena i u té€lesnych sekretl a exkrementi. Jednd se vétSinou
o slizni bunky, které se uvolni do sekretu. Navzdory malému procentudlnimu zastoupeni

DNA, lze i tento material vyuzit k identifikaci. [1; 9]
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Za standartni vzorek DNA je bran otér vnitini strany tvafové sliznice pomoci vatového
tamponku nebo jemného kartacku. Tato metoda se vyuziva kvili svym vyhodam. Prvorady je
snadny odbér, ktery muize provést i sama testovand osoba, odbér dale neni bolestivi a
nenarusuje intimni mista testovaného. Dalsi vyhodou je jednoduché skladovéani vzorku
(pokojova teplota, tma a sucho), kdy po vyschnuti je DNA stabilni po nékolik desitek let.
Drtive se ziskaval vzorek DNA z odbéru krve, ale ptinasi sebou jista rizika, proto je dnes uz
méné vyuzivany. Mezi riziky mize byt hrozba infekce, nutnost ziskavani vzorku lékaiskym

personalem, degradace DNA zapfi¢inéna nespravnym skladovanim. [1; 9]

V kriminalistice se setkavd s vyuZitim vzorkil, které maji men$i obsah DNA, pfesto
analyza muze byt uspé$né piesna na 90%. Piikladem muzou byt nedopalky z cigaret nebo

predméty, které byly v kontaktu s pokozkou ¢i sliznici pachatele. [1; 9]

Vyzkumy objevily, ze lidé mizou mit stabilni nebo nestabilni DNA, pfi¢emz s nestabilni
DNA je proces degradace mnohonéasobné rychlejsi po zaniku bunky, nez u stabilni DNA.
Dale 1ze délit lidi na ,,dobré* a ,,Spatné* darce bun¢k. Rozdil mezi nimi je prosty, u dobrych
darct se uvoliiuje povrchovy biologicky material ve vétSim mnozstvi, nez u Spatnych darci.

Bohuzel tyto vlastnosti se nedaji ni¢im ovlivnit, protoZe jsou vrozené a dédi¢né. [1; 9]

4.7.2 Postup analyzy v kriminalistice

Ke sbéru na misté ¢inu jsou vyuzivany tzv. ,,DNA sampling kits“. Jsou to sady urcené
ptimo k ulozeni biologického materidlu s obsahem DNA, jiné odbérové sady nemuseji
vylougit riziko kontaminace vzorku. V soudasné dob& v Ceské republice neni povinnost pii
odbéru pouZzivat ochranné prostfedky, proto se diky nedlslednosti zvySuje procento piipadné
kontaminace vzorku. Samotné sady by méli hlavné€ obsahovat seznam obsazenych nastroji a
instrukce k jejich pouziti. Dale prodysné sacky nebo nadobky se snadnou indikaci naruseni,
sterilni samo zvlhcujici tampony, zkumavku se sterilni vodou, jednordzové rukavice a
formuléf k zaznamenani informaci o vzorku. Toto by mélo byt zakladni vybaveni, které¢ lze
rozsifit. K tomu je doporucovéano, aby vySetfovatel mél nasazenou masku a ochranné
rukavice. Pfi sbéru je dulezité vzorek ulozit do sterilniho obalu a ten dale ulozit do
sterilizované krabice s indikatorem naruSeni vnitiniho prostfedi. Je zdsadni uchranit vzorek
pfed kontaminaci, ¢ehoZ je docileno fizenim se instrukcemi a pouzitim originalnich

odbérovych sad. Pouzité sady by se méli posléze zlikvidovat. [9; 10]
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Pti prepravé by méli byt vzorky uchovavany v pokojové teplot¢ a nevystavovany na
pfimé slunecni paprsky. Jako analyza DNA se nejCastéji vyuziva metoda RFLP, neboli
analyza délkovych polymorfizml restrikénich fragmentti. Na zacatek jsou fragmenty DNA
rozdéleny pomoci enzymu, dale jsou podrobeny elektroforéze, kdy se separuji molekuly riizné
velikosti. Princip je popsan v kapitole Separace DNA. Southernemova metoda zajisti pozice
fragmentti, kde je gel ponofen do roztoku, ktery separuje jednotliva vldkna. Vldkna se déle
pfenesou na plastovou membranu, kde se daji rozliSit nukleonové baze, které jsou rozlozené
po celé délce vldken. Sondy v podobé kratkého fragmentu DNA a radioaktivniho atomu se
vlozi do bazi. Dale se baze spojuji se svymi vhodnymi protéjsky, které jsou uloZzeny v sondg¢.
Plastovd membrana je ptilozena k rentgenovému filmu a vlivem radioaktivniho atomu vznika
na filmu obraz. Jako vysledek ziskdme autoradiograf, na kterém lze vidét kratké tmavé pasy

nalezici jednotlivym fragmentim. [9; 10]

Dalsi metodou je analyza VNTR, metoda zaloZena na usecich s proménlivym poctem
tandemovych opakovani. Tato metoda umoziuje analyzovat vyskyt identickych usekt bazi,
v ramci celé délky vlakna. Na jednotlivych lokusech se 1i$i pocet opakujicich se useki. Oproti

presnéjsi. [9; 10]

DNA muze analyzovat i metoda PCR, jeji vyhodou je, ze nevyzaduje velké mnozstvi
vzorku. Naopak nedostatek je, Ze lze kopiruje jakékoliv vldkno, takZe i kontaminanty.

Nevyuziva se ani pfi znasilnéni, protoze by hrozilo zkopirovani smichané DNA. [9; 10]

Z PCR vychazi metoda STR, analyza kratkych tandemovych opakovani. Piikladem mtize
byt tsek ATATATAT, kdy se opakuji dvé baze A a T. PoCty opakovani se u jednotlivych
jedinct lisi. Nékdo mé vice opakovani a nékdo méné, dale se 1isi i lokusem. Testuje se 13 az

16 lokusi, u kterych je mala pravdépodobnost, Ze dvé osoby maji vSechna umisténi stejna. [9;
10]

Metody maji své vyhody i nevyhody, ale vSechny je nutné analyzovat z Cistych a
nekontaminovanych vzorki. Jednotlivé vysledky jsou vizuadlné odlisné podle pouzit¢ metody
analyzy DNA. Je ziskan digitalni vystup v podob¢ grafu, ktery popisuje presné umisténi alel
Vv chromozomu. Pokud je uloZen profil DNA v databdzi, m& formu tabulky, pfipadné
schématu, kde pomoci kodu jsou oznaceny jednotlivé alely a jejich umisténi. Laboratofe maji
povinnost zaznamenavat provedeni kazdé analyzy DNA. Zaznamenava se vSechen piijaty

materidl s vlastni ¢islem a jeho pohyb od mista ¢inu do zpracovani vysledkt. Dale je potiebny
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popis dikazu a metody, kterou je dikaz zpracovavan pro ziskani DNA profilu. Na zavér je
tteba uvést vysledky analyzy, bud’ byla analyza uspésna a profil bylo mozno sestavit, nebo se

nepodatilo profil vytvofit a zapisuji se divody netaspéchu. [9; 10]

Pokud je profil uspésné vytvoren, je dale porovnan s profilem podezielého nebo je
pifeveden na alfanumericky kod, ktery je porovnavam v databdzi DNA. Nakonec je shoda

potvrzena nebo vyloucena. [9; 10]

Analyze DNA se v Ceské republice vénuje Kriminalisticky ustav Praha a jeho krajské

ustavy. Dochazi i k moznosti, ze Kriminalisticky ustav vyuzivd pomoci soukromych firem.

[9; 10]

4.8 lzolace DNA

K tomu, abychom mohli provést vlastni analyzu DNA, je tfeba z biotického materialu
uvolnit a oddélit samotnou DNA, pficemz je nutné dale vzorek precistit a piipadné zahustit.
Prvni krokem byva izolace &i extrakce DNA. Bunéfny materidl je tfeba rozpustit. U
zivocisnych bunék pomoci detergentt, které nasledovné rozpousti membrany. Slozitéjsi je to
u bunék sbunécnou sténou, tam je zapotiebi pouziti lysozymu, to je enzym se silnymi
antibakterialnimi G¢inky. Nésledné preciStovani extraktu je zapotiebi kvili bilkovindm, které
vyrazné kontaminuji vzorek. Pfecistovani je zndmo i pod nazvem purifikace. Postupy pro
precistovani u nukleovych kyselin jsou v mnoha ohledech stejné nebo se prekryvaji s postupy
izolace DNA. Tim jsou odstranény nebo modifikovany slozky, které by vadily naslednym

analyzam. Nakonec dochazi k vlastni extrakci pomoci riznych metod. [1; 2]

Metod izolace DNA je mnoho, vétSinou se liSi naptiklad ndrocnosti procesu,

spolehlivosti, casovou naro¢nosti, penézni naro¢nosti nebo mnozstvim izolované DNA. [1; 2]

4.8.1 lzolace DNA pomoci chelexu

Tato metoda se pouziva ve forenzni genetice pro oddéleni DNA z miniaturnich vzorkt
(vlasy, stopy télnich tekutin). Metoda je velmi rychla a pomérné levna, dale poskytuje
dostatetné mnozstvi Cist¢ DNA pro vyhodnocovani PCR reakci (polymerdzova tetézova

reakce). Ale neni vhodna pro dalsi aplikace, u kterych mnozstvi ¢isti DNA uz nestaci. [11]
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Postup pfi izolaci:
e Homogenizace vzorku neboli dostate¢né promichani.
e ZniCeni bunécnych slozek, pomoci alkalického prostiedi a vysoké teploty.

e (Odd¢leni extraktu DNA od zbytkt bunéénych slozek a pryskyfice chelexu. [11]

4.8.2 lzolace DNA pomoci fenol-chloroformu

Samotna izolace je pomérné pracna a zdlouhava, na druhou stranu touto metodou je

dosazeno velké mnozstvi velmi Cisté DNA. [12; 13]

Rozpousténim tkani a bunek, plisobenim protedzy (enzym $tépici proteiny) vznikne
lyzacni roztok. K roztoku se postupné piidava fenol nebo smés fenolu a chloroformu, které
vném vyvazi proteiny. Pokud je pfidana vznikld smés do vodného roztoku, pak dojde
k separaci roztoku do dvou fazi. Horni fazi tvofi roztok obsahujici DNA, spodni fazi pak tvoii

organicka faze fenolu ¢i chloroformu. Mezi horni a sporni fazi se hromadi proteiny. [12; 13]

Vyhoda metody je, ze DNA se diky své polarité¢ snadno rozpousti v polarnim vodném
roztoku. Fenol je oproti vodé méné poléarni, proto se v ném DNA rozpousti mnohem htre. U
proteind je polarita dana jednotlivymi aminokyselinami, proto jsou nékteré ¢asti vice ¢i méné
polarni. Jedna ¢ast by se 1épe rozpoustéla ve vode a druha ve fenolu, proto proteiny setrvavaji
na rozhrani mezi horni a spodni fazi. Pokud se opakuje pfidavani a odebirani fenol-
chloroformu, tim se dale bude pfecistovat horni faze a dojde k postupnému procistovani

roztoku DNA od proteint. [12; 13]

Postup pfi izolaci:

e Rozpusteni tkani (pletiv)

e Rozpusteni celistvosti bun€k a natraveni proteinii pomoci lyza¢niho roztoku.

e Opakovani procistovani roztoku od proteini pomoci fenol-chloroformu v kombinaci
s centrifugaci.

e Precipitace (srazeni) DNA pomoci ptidavku etanolu, octanu sodného a extrakce DNA
Z roztoku.

e Piiprava vysledného roztoku DNA rozpusténim DNA ve vod¢ ¢i pufru.

e Kontrola integrity DNA elektroforetickou separaci.

e Stanoveni koncentrace DNA v ziskaném roztoku.

Viz obr.2 [12; 13]
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Obr. 2 Postup pri izolaci DNA pomoci fenol-chloroformu [12]

EXTRAKCE PROTEINU Z ROZTOKU DNA

Homogenizace tkané Pfiprava buné&&ného lyzatu
v tekutém dusiku v extrakénim pufru Pfidani fenol/chloroformu

Extrakce proteint inkubaci
s fenol/chloroformem

=l G -

Precipitace DNA Roztok DNA
pomoci etanolu a octanu sodného precisténé od proteinu Separace proteinl centrifugaci

4.8.3 l1zolace DNA pomoci gravitaénich kolonek

Izolace pomoci kolonkovych kitli je velmi rozsitfena, hlavné kviili snadné dostupnosti. Je
to rychle a u¢inna metoda na ziskani DNA o dostatecné ¢istoté pro vétSinu aplikaci, viz obr.3.
[14]

Postup pfi izolaci:

e Lyzacni roztok se nanese do specialni kolonky.

e V kolonce je pfitomna matrix, na kterou se ptidana DNA navéze a centrifugaci

kolonky se roztok odplavi ven.

e Po promyti se DNA z matrix vyvaze centrifugaci s vodou ¢i elu¢nim pufrem. DNA se

pak odplavi do pfipravené zkumavky.

U kitd je tieba brat v potaz jmenovité parametry:
e pro jaky druh vstupniho materialy je kit ut¢en
e jaké je mnoZstvi materidlu, které Ize testovat
o vytézek Cisté DNA (RNA) v ug
e délka procesu
e (istota vytézku, kterd udava kontaminaci proteiny (vyrobci udavaji rozmezi mezi
1,6-1,9) [14]
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Obr. 3 Kolonkovy kit [14]

DNA DNA je centrifugaci
nanesena na matrix kolonky

v
@ Speciaini kolonka s matrix zachycujici DNA

¢ < matrix je DNA vyplavena pufrem
¢ centrifugaci do sbémé kolonky

4.9 Separace DNA

Po izolaci DNA vétSinou navazuje separace neboli oddéleni pozadovanych molekul.
Kdyz je chténo oddéleni plazmidi od genové DNA, je vyuzita metoda centrifugace pfi
vhodné nastavenych parametrech, obvykle za pomoci denaturace a nésledné renaturace. Pro
efektivnéj$i rozdéleni podle velikosti a topologie DNA se vyuziva elektroforéza v riiznych
obménach s vyuzitim gelu. Z gelu je ddle mozno DNA pievést na nitrocelulézovou membranu
pomoci Southernova pienosu. Dale metoda centrifugace v hustotnim gradientu, jsou zde

odd€lovany zejména casti, které se 1i§i zastoupenim jednotlivych bazi. [2]

4.9.1 Elektroforeticka separace

Metoda vyuziva velikosti jednotlivych fragmentt nukleovych kyselin k jejich rozdé€leni.
Elektroforéza pracuje s rozdilnou pohyblivosti jednotlivych fragmentt, kterd je urena prave
jejich velikosti. Nukleonova kyselina ma zaporny naboj, diky zaporné nabitym fosfatim, pak
se tedy zaporn¢ zabité Castice v elektrickém poli pohybuji smérem k anodé (kladny pdl). Plati,
ze delsi fragmenty se pohybuji pomaleji, nez kratSi. Pohyb se provadi na vhodném nosici,

vétSinou to byva agarosovy nebo polyakrylamidovany gel. Rozdil mezi gely se odviji od
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velikosti fragmentli, které jsou rozd€lovany. Pro velmi kratké fragmenty se vyuziva
polyakrylamidova elektroforéza. Gel vytvaii slozitou sit, kterd obsahuje polymerni molekuly
S pory, diky nim maji rizné molekuly jinou rychlost. Koncentrace gelu ovliviiuje pohyblivost
molekul. Cim je gel vice koncentrovany, tim je separace pomalejsi, ale 1épe se rozdéluji kratsi
fragmenty. U niz8i koncentrace se pak 1épe rozdé€luji delsi fragmenty. Z toho vyplyva, ze

koncentrace ovliviiuje velikost pord. [13; 15; 16]

Vzorky se nanesou do jamek v gelu, které jsou vytvofeny pomoci hiebinku. Kdyz
probihd samotna elektroforéza, sleduje se pohyb v gelu pomoci barviva, to je v nanaSecim
purfu, ktery se smichd se vzorkem ptfed naneseni na gel. Pro odhad velikosti sledovanych
fragmentl se do jedné jamky v gelu nandsi tzv. velikostni marker, ten udava standartni
velikost. Nakonec procesu je tieba separované fragmenty DNA zviditelnit, to zajisti ptidané
barvivo a UV zafeni z UV transiluminatoru. Viz obr.4 [13; 15; 16]

Obr. 4 Nandseni vzorku pri horizontdlni elektroforéze [47]

Velikost elektrického napéti pti elektroforetické separaci se udava jako 5-8 V/cm u
agarosového gelu a 1-8 V/ecm u polyakrylamidovaného gelu. Dale plati, ze s rostoucim
elektrickym napétim se fragmenty pohybuji rychleji. Kdyz je ptfekro¢eno vhodné napéti, pak
¢im je napéti vyssi, tim klesd efektivita separace. Dale pfi vysokém napéti dochazi vlivem
tepla k deformaci gelu, coz vede k nerovnomérné separaci. Naopak pfi velmi nizkém napéti je
rychlost separace mala a fragmenty maji tendenci se samovoln¢ rozptylovat do okoli. [13; 15;
16]
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4.9.2 Centrifugace

Je postup, ktery vyuziva odstiedivé sily pro déleni latek riizné hustoty, zrychluje proces
sedimentace Castic, ktera rozd¢luje castice pouze podle hustoty vlivem gravita¢niho zrychleni,
k tomu centrifugace ptidava jest¢ odstiedivé zrychleni. V laboratofich se centrifugace pouziva
k déleni smési kapalin, odstranéni sraZenin, izolaci nebo odstranéni bunék a k frakcionaci

makromolekul podle hustoty. [2; 17; 18; 19]

Odstrediva sila je setrvacna sila, ktera vznika pti pohybu po kruznici. Vznika jako reakce
na silu dostfedivou, kdy se téleso pokousi setrvavat v ptimocarém pohybu.

VzoreC: F =m X w? Xr

- kde m je hmotnost &astic vzorku v [kg], @ je uhlova rychlost v [rad.s™], r je polomér

od stfedu htidele rotoru v [m]. [20]

Relativni centrifugaéni sila je vyjadiena pomérem mezi centrifugaénim a tihovym
zrychlenim. Tedy kolikrat je centrifugacni zrychleni vyssi, nez tihové zrychleni, udava se
V ndsobcich g (je bezrozmérné).

rxw?

R = , pak l1ze odvodit, Ze R, zavisi na polomé&ru rotoru centrifugy a poctu otacek:

R =1117 X n? xrx107°
- kde n je pocet otagek rotoru v [min™], r je polomér rotoru v [cm]. [17; 21]

Centrifuga je pfistroj, ktery pomoci odsttedivé sily zvySuje pietizeni v kyveté (ukladaci
prostor pro vzorek napf. zkumavka). Podle frekvence otaceni, konstrukce a tucelu se
centrifugy déli na nizko, sttedné a vysokootackové. Frekvence otaceni se u prvnich dvou typt
pohybuje 5000-25 000 ot/min, u vysokootackovych se dosahuje hodnot 100 000 ot/min a
vice, tento typ se také oznacuje jako Ultracentrifuga. Jsou specialné vyrobeny pro separaci
velmi malych ¢astic, jejich rotor se pohybuje ve vakuu, ¢imZ je omezeno tieni o vzduch a
narQst teploty. Soucasti ultracentrifug museji odolavat velkym silam, a proto jsou velmi

naro¢né na vyrobu a pouzitou technologii. [2; 17; 18; 19]

Podle konstrukce rotoru se déli na vykyvné a uhlové rotory (viz obr. 5). Vykyvné rotory
se hodi pro mensi otacky. Kyvety jsou volné ulozeny v ¢epech ve vertikalni poloze, s rostouci
rychlosti otacek se zvetSuje tthel, pfi maximalni rychlosti se kyvety dostanou do horizontélni

polohy, coz umoznuje lepsi separaci, diky velké odstiedivé sile, ale vznika i velké tieni.
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Uhlové rotory maji pevné dany thel (15-45°), jsou masivn&jsi konstrukce, dosahuji vétsiho

poctu otacek a kratsi doby déleni vzorka. [2; 17; 18; 19]

Obr. 5 Centrifuga Spectrafuge 6C s uhlovym rotorem [48]

Je potieba, aby byl rotor pfi centrifugaci vyvazeny. Odstredivé sily, které jsou vytvareny
jednotlivymi vzorky na htidel rotoru, je tfeba vzajemné vyrusit. Proto se vzorky do rotoru
vkladaji tak, aby naproti sob& byly dvé stejn& t&zké kyvety se vzorky. Cim se dosahuje vétsi
rychlosti otacek, tim vice je dbano na pfesné vyvazeni rotoru. U nizkootaCkovych centrifug

staci, kdyz pouzité kyvety jsou stejné¢ho typu. [2; 17; 18; 19]

Kdyz je provadéna ultracentrifugace, tak jednotlivé kyvety jsou vaZeny, objem vzorku se

pak dale upravuje, aby protilehlé kyvety mély totoznou hmotnost.

Pti vysokych otackach muze dojit ke zvySeni teploty vzorku, diky tfeni o vzduch.
Vétsina biologickych vzorki se zpracovava pii nizsich teplotach. Proto se rozdéluji centrifugy
také podle regulace teploty na nechlazené, chlazené nebo s moznosti mrazeni. Dale podle
kapacity na stolni s objemem v ml a na samostatné stojici, které pojmou az nékolik litrt.

[2;17; 18; 19]
Diferencialni centrifugace

Centrifugace se provadi v homogennim médiu s nizsi hustotou, nez maji sedimentujici

Vv

Castice pak sedimentuji na dno kyvety a lehc¢i ¢astice zlistanou v médiu (roztok). Diferencidlni
centrifugace se vyuziva k odstranéni buné¢k, k odd€leni srazenin a pii odstranéni rtznych

Castic z homogenatu. [17; 21]
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Izopyknicka centrifugace v hustotnim gradientu

V tomto postupu se dosahuje rozdéleni ¢astic pomoci hustotniho gradientu nanesené¢ho
ve vrstvach v kyveté. Centrifugace probihd na principu rozdilné hustoty astic, nezavisle na
jejich ostatnich vlastnostech. Vyuziva se prostfedi o mensi hustoté, tedy hustotni gradient.
Hustota gradientu ptibyva od horniho okraje kyvety ke dnu. Na zacatku centrifugace jsou
castice kumulovéany k hornimu okraji, vlivem centrifugace se dostavaji do oblasti, v niz se jeji
hustota shoduje s hustotou castic, misto se nazyva izopyknickym bodem. Dosazeni
rovnovazné polohy rozlozeni Castic vyzaduje vice Casu, nez u diferencidlni centrifugace,

v fadu 30h a vice. [17; 21]

Ke vzniku hustotniho gradientu se pouzivaji roztoky sachardzy, polymerii a solné
roztoky. Vyuzivaji se dva typy hustotnich gradientd, diskontinualni a kontinualni (krokovy).
Diskontinualni je tvofen n€kolika rizné hustymi vrstvami. Rozd€lované castice rtiznych
hustot se soustiedi k hranici mezi dvéma vrstvami. U kontinualniho gradientu je zména
hustoty postupna v celé kyveté. Gradient pak mulze byt pfipraven linedrné, konvexné nebo
konkavné. Metoda hustotniho gradientu se dale vyuziva k déleni makromolekularnich ¢astic,

napt. bilkovin a nukleovych kyselin. [17; 21]

4.10 PCR

Polymerazova fetézova reakce (neboli PCR - Polymerase Chain Reaction) je metodou
kopirovani (mnozeni) vybraného useku DNA. Princip PCR je v opakované denaturaci DNA a
nasledné renaturaci osamélych fetézcl se specifickymi oligonukleotidy, ty 1ze nalézt v reakéni
smési. Oligonukleotidy slouzi jako primery pro syntézu nového fetézce DNA, jsou to
fragmenty DNA (0 20-25 nukleotidech), které se diky svému slozeni pfipojuji pravé ke
koncim vybraného Useku. K zahdjeni reakce jsou potieba dva primery, které se ptipojuji
k dopliiujicim tsekim protilehlych fetézci DNA. Primery také vymezuji usek DNA, ktery
bude amplifikovan (rozsiten). [13; 22; 23]

Reakéni smés se sklada z:

e templatové DNA — izolat z bioptickych vzorki, stért, buné€k tkanovych struktur nebo
télnich tekutin

e synteticky pfipravenych primert

e sm¢ési nukleotidd ANTP — (deoxyribonukleosidtrifosfaty)

e termostabilni DNA polymerazy — ziskana z termofilni bakterie
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Reakéni smés se nanese do zkumavky, ta se pak vlozi do termocykleru (thermocycler),
kde probihaji teplotni cykly. Jednotlivé cykly maji 3 faze, pfi kterych se stiidaji teploty.
Cykly se nékolikrat opakuji, obvykle 20 az 30 krat. Viz obr. 6 [13; 22; 23]

Obr. 6 Termocykler [49]

Prvni faze je Denaturace. Molekula DNA se po dobu 20-30s zahi#iva na teplotu mezi 94
az 98 °C. Kdyz se molekula ohfeje na pozadovanou teplotu, dochazi v ni k rozpusténi
vodikovych mustkii a k uvolnéni dvousroubovice. Vznikaji tedy dvé samostatna vlakna

molekuly DNA. [13; 22; 23]

Druhé faze Anelace (pfipojeni primert) probihd pfi snizeni teploty na 60 az 50 °C, to
umoznuje piipojeni primerti na specificka mista vlaken DNA. Teplota, pti které ptipojovani
probiha je velmi dulezitad pro findlni vysledek, musi byt vhodné nastavena pro dany par
primerd. Pokud je teplota pfili§ nizkd mohou se primery piipojovat k jinym, nez zvolenym
useklim a vznikne nespecificky produkt. Naopak kdyZ je teplota aZ moc vysokd, primery se

hiife ptipojuji. Faze trva v rozmezi 30-90s. [13; 22; 23]

Tteti faze je Elongace (Extenze). Teplota pii této fazi zavisi na pouzité DNA polymeraze,
pohybuje se mezi 60-80 °C a trva 45-90s. Primery, které dosedly na vlakna DNA
Vv ptedchozim kroku, slozi ted’ k prodlouzeni vlaken pomoci polymerazy DNA, kterd kopiruje
vlakna DNA. Nové syntetizované fetézce se vyuzivaji jako templaty v dalSich cyklech. Viz
obr. 7 [13; 22; 23]
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Obr. 7 PCR postup jednotlivych fazi [50]
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Tyto faze se po sobé nékolikrat opakuji. Po prvnim cyklu PCR se pocet fetézci DNA
zdvojnasobi. V dalSich cyklech mize jako templat slouzit jiz vytvofené fetézce, pii opakovani
bude mnozZstvi vytvofenych fetézcii exponencialné vzristat. Tedy vyhodou PCR je, Ze metoda
potiebuje malé mnozstvi DNA a procesem opakovéni jednotlivych cykli vznikne az 10° kopii
(po 30 opakovanich). Po jednotlivych opakovanich se vycerpavaji urcité slozky v reakcich.
Pii urCitém poctu opakovani se dosahne maximalni koncentrace roztoku, dale se kopie

nemnozi. [13; 22; 23]

Kromé opakujicich se cykli jsou jesté dvé faze, které se neopakuji. Pocate¢ni denaturace
slouzi k dostatecnému prohtati roztoku po dobu 2-5 min, po ni nésleduji opakujici se cykly.
Kdyz skon¢i opakovani, pfichazi na fadu zavérecna extence. Ta pomahd dosyntetizovat
jednotlive fetézce, které nedosahly plné syntetizace ve treti fazi, pii teplot€¢ 72 °C po dobu 5

min. [13; 22; 23]

Vysledny roztok se nazyva amplifikat, ktery 1ze analyzovat pomoci velikosti produktu
gelovou elektroforézou, $tépenim restrikénich enzymu, hybridizaci se znacenou sondou nebo

stanoveni Sekvence DNA. [13; 22; 23]

PCR se vyuzivd k zékladnim vyzkumim, aplikovanym genetickym vyzkumim,
v klinickych disciplinach, archeologii, kriminalistice (identifikace), v soudnim lékarstvi,
V potravinaiském pramyslu a dalSich védnich oborech (zoologie, botanika, mikrobiologie,
parazitologie). [13; 22; 23]
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4.11 Sekvenace DNA

Sekvenovani DNA je nazev pro biochemické metody, které urcuji sekvence nukleotida
v molekule DNA, neboli zjistovani pofadi nukleovych bazi (A, C, G, T). Sekvena¢ni metody
Ize rozdélit na klasické a na metody nové generace. Mezi klasické patii Maxam-Gilbertova
metoda a hlavné¢ Sangerova metoda, ktera se v menSich Upravach pouziva i dnes. Metody
nové generace se zacali vyvijet v poslednich dvaceti letech. Jedna se o fadu technologii, které
ptedchazeji v nékolika ohledech klasické metody, zejména v rychlosti stanoveni vysledku a
cenové narocnosti, kterd je mensi, bez ohledu na pocet analyzovanych vzorkid najednou. Patii
k nim naptiklad Pyrosekvenovani, 454 skvenovani, Illumina (Solexa), ABI SOLIiD, Helicos
HeliScope a dalsi. [2; 24; 25]

4.11.1 Sangerova metoda

Metoda vyuziva modifikovanou PCR k syntéze kopii DNA, kde je pouZit pouze jeden
primer. Ten se vaze na jeden fetézec (vlakno) DNA a kopie molekul DNA neptibyvaji
exponencialné. Krom& dNTP (deoxynukleosidtrifosfati) jsou v metodé pouzity i ddNTP
(dideoxynukleosidtrifosfaty), které nemaji hydroxylovou skupinu, na ni by mohl navazat dalsi
nukleotid v novém fetézci. Z toho lze usoudit, Ze ddNTP zastavaji funkce terminatort
syntézy. Samotna syntéza DNA se provadi ve ¢tyfech zkumavkach, pficemz kazda obsahuje
jiny dANTP (A, T, G nebo C). Vysledkem sekvenovani DNA je smés rizné dlouhych useki,
které zainaji primerem a jsou zakonceny jednim ddNTP. K pfecteni potadi nukleotidi je

tieba gelové elektroforézy, ktera rozdéli fragmenty DNA podle velikosti. [13; 26]

Automatické sekvenovani je modifikaci Sangerovi metody, kdy se vyuziva fluorescencné
znaCenych ddNTP (kazda nese jinou barvu), to umoZnuje provadét syntézu v jedné zkumavce.
Ke stanoveni potadi nukleotidli se pouziva sekvenator. Detekce je provadéna prostfednictvim
kapilarni elektroforézy, pomoci laserového detektoru piipojeného k pocitaci. Elektroforéza
probiha uvniti tenké kapilary s gelem. Pres kapilaru prochazi rizné dlouhé fetézce podle
jejich velikosti. Laser detekuje fluorescenci jednotlivych ddNTP ptipojenych k fetézclim, a

tim je stanoveno poradi nukleotidd, je ziskan vysledny sekvenogram. [13; 26]

Sekvenovani DNA ma tadu vyuZiti v kriminalistice a forenzni védé pii testovani
paternity ¢i stanoveni viny u podezieni z trestného ¢inu. Déale ma aplikaci v medicing,

zemé&délstvi a dalSich oblastech. [13; 26]

29



4.11.2 Sekvenovani nové generace

Technologie sekvenovani DNA dosahla béhem poslednich let znaéného posunu vpied
diky novym sekvenatorm, s oznacenim druhé generace. Prvni generace sekvenatort
analyzovala baze DNA po sob¢ v fadé¢, zatimco druhd generace umoznuje masivni paralelni
sekvenaci az tisicii molekul DNA soucasné. Pro porovnani, diive urovani sekvence prvniho
lidského genomu trvalo zhruba 10 let. Dnes$ni nové technologie umoznuji urcit sekvenci
genomu nebo vybranych ¢asti za mnohem kratsi Cas, fady dnt a tydnid. V soucasné dobé
dominuji trhu tii platformy: Roche 454 Genome Sequencer, Illumina Genome Anazer a Life
Technologies SOIID System. Byly vyvinuty na konci 90. let 20. stoleti, na trh se dostaly
okolo roku 2005. Kazda technologie ma své prednosti nebo nevyhody a mizou se hodit jen
K ur¢itym aplikacim. I kdyZ technologie druhé generace (také oznacovany jako NGS — next
generation sequencing) pouzivaji rozdilnou chemii, v§echny se drzi podobného postupu. Za
prvé piipravy templatu DNA, dale sekvenovani a detekce inkorporovanych (vélenénych)
nukleotidii a nakonec analyza dat. Unikéatni kombinace pfistroja, které feci jednotlivé kroky
sekvenacniho prosecu, urcuje rozdily mezi technologiemi a typem produkovanych dat,
ptipadné mnozstvi dat. Pii porovnavani stejné sekvence, se 1i$i vystupni data podle platforem.
VSsichni vyrobci udavaji ptesnost a kvalitu ¢teni sekvenci, ale nikde neni stanoveno, ze kvalita
¢teni v porovnani mezi platformami je ekvivalentni. NGS technologie Ize rozdélit do dvou
kategorii. Prvni predstavuji technologie zalozené na PCR amplifikaci templatu a druhé tvori
technologie tvz. single-moleculu sequencing, neboli nedochazi k amplifika¢nimu kroku pted

vlastni sekvenaci. [27; 28]

454 (Roche)

Technologie vyuziva metodu pyrosekvenovani, ktera jde zjednodusené popsat jako
souhrn enzymatickych reakci, pfi kterych se jednotlivé baze zaclenuji do nové vzniklych
fetézct DNA, pii¢emz dochazi k emisi viditelného svétla. Podle poctu zaélenénych
nukleotidii se uvoliiuje ur€ité mnozstvi svétla. Proces zafind fragmentaci DNA na useky,
DNA se rozdéluje na dvoufetézcové fragmenty, ke kterym se piipojuji koncové adaptory (A a
B), slouzici k purifikaci a k vlastni sekvenaci v dalSich krocich. Pomoci vlastnosti adaptéru B
se fragmenty znehybni na specialnich kuli¢kach, kazda nese jeden fragment. Dvoutetézcové
fragmenty se obtoci kolem magnetickych kuli¢ek a jsou denaturovany, pak se fetézce uvolni.
Vznikl¢ jednovlaknové fragmenty jsou piipraveny na hybridizaci, pomoci kulic¢ek, které na

svém povrchu maji sekvenci DNA vyuzivanou jako primer. Jednotlivé kulicky jsou ponofeny
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do olejové emulze (PCR) s vodou, vznikne kolem nich obal, kde probiha klonalni amplifikace
fragmentu. Po skonceni reakce jsou kulicky vyzvednuty z emulze a kazda nese v priméru 10
miliont totoznych kopii z pivodni DNA. Nasleduje tzv. obohaceni, kdy se vyberou kulicky
jen s amplifikovanou DNA a ostatni se vylou¢i. Na obohacené kuli¢ky se prichyti sekvena¢ni
primer a dale se kulicky ulozi do jamek pikotitracni desticky, jamky jsou vzdy jen pro jednu
kuli¢ku. Desticka je rozdélena do Ctyf vrstev, které se za pomoci centrifugace postupné zaplni
dalSimi druhy kulicek, dtlezitych pro pyrosekvenacni reakci. Pro reakci jsou klicové
jednotlivé kulicky s enzymy sulfurylazy, luciferazy, apyrazy a DNA polymerazy. Na desticku
se postupné aplikuje roztok s nukleotidy. Pokud se nukleotid za¢leni do vznikajiciho fetézce,
dochazi k sérii enzymatickych reakei, ty vyvolaji luminiscenci. Neboli vznika produkce ATP
pomoci ATP sulfurylazy a ptitomnosti fosfosulfatu. ATP umozni konverzi luciferinu na
oxyluciferin. Pti této reakci vznika viditelné svétlo, které je zachyceno CCD <Cipem
(detektorem). Pomoci apyrazy jsou odstranény nespotiebované nukleotidy a ATP. Tento
proces se cyklicky opakuje s dalsimi nukleotidy a jednotlivé sekvence jsou zaznamenavany
do pyrogramu. [27; 29]

Vychozi data jsou zpracovdvana 454 pyrosekvenanim softwarem a analyzovana
pottebnymi filtry kvality, které¢ odstrani sekvenci s nizkou kvalitou. Pro analyzu dat slouzi
bioinformatické nastroje. Pfikladem muizZe byt sekvenator GS FLY Titanium chemistry, ten
poskytuje az milion ¢teni sekvenci, dlouhych az 1000 bazi. Dé€laji se mensi stolni sekvenatory

s niz$i kapacitou. [27; 29]

I tato metoda ma své vyhody i nevyhody, jeji nejvétsi problémy jsou v detekci
homopolymernich useku (napt. AAA a GGG). U prosecu inkorporace zavidi pocet
zaClenénych nukleotidi pouze na mnoZzstvi vyzareného svétla. Dochazi tedy k vétSim
chybovosti v uréeni poctu, problém se Casteéné fe$i za pomoci programu, které dokazou
rozliSovat a filtrovat chybové sekvence. Dal$i nevyhodou je vysokd cena pouzivanych
chemikalii. Naopak pfi srovnani technologie 454 s ostatnimi poskytuje dlouh4 ¢teni a je velice

rychla, staci pouhych 10h pro kompletaci celého sekvenacniko procesu. [27; 29]

Solexa (Illumina)

Metoda se objevila na trhu v roce 2006 jako produkt formy Solexa, posléze ji odkoupila
firma Illlumina. Technologie pracuje stemplatovanou DNA, ktera hybridizuje na opticky
zietelny pevny povrch (tzv. flow cell) a vyuzivd chemicky modifikovanych nukleotidi.

[27; 30]
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V prvnim kroku se DNA fragmentuje na tuseky o velikosti 200 bp (bazi). Konce
fragmentti jsou zarovnany, fosforylovany a na 3" konci adenylovany, pak jsou Kk nim
upevnény adaptéry. Po denaturaci se vlozi jednotlivé fragmenty do reakéni komurky, kde jsou
hybridizovany. Povrch komtrek je husté¢ pokryt oligonukleotidy, které¢ se dopliuji
S pouzitymi adaptéry. Konce fragmenti jsou imobilizovany na povrchu reakéni komurky, kde
posléze probihd amplifikace. Déle se ptfidava smés reagencii, které jsou nezbytné pro PCR,
adaptory na povrchu slouzi jako primery pro syntézu dvloufetézcové DNA. Vzniklé molekuly
DNA se denaturuji na jednofetézcové molekuly. Pivodni fragmenty jsou vymyty pry¢ a
v komiirce zlstava jen noveé syntetizované vldkno, to je kovalentné védzano na povrch
komurky. Volny konec vldkna hybridizuje k primerim. VIdkno se ohne a dochazi
K premosténi. V dalsim PCR cyklu se vytvoti dvouvlaknovy most, za pomoci polymerazy,
ktera prodlouzi primer. Cely proces je cyklicky opakovan a nakonec jsou denaturovany
dvouvlaknové mosty, nepotiebné fetézce odstépeny a vymyty. Zistavaji pouze klastry tvorené
cca 1 000 totoznymi kopiemi DNA fragmentid. K adaptorovym sekvencim jsou hybridizovany
sekvenacni primery a ke klastrim v reakéni komtirce je nalita smés polymerazy se ¢tyimi
rozdilné fluorescenéné znaCenymi nukleotidy, které maji chemicky neutralizovanou OH
skupinu. Tim je zaruceno, Ze v jednom cyklu je zaclenén pouze jeden nukleotid. Jakmile se
nukleotid zacleni do fetézce DNA, hned je zaznamenéna jeho pozice a typ, diky fluorescenéni
znacce, kterou detekuje CCD kamera. Skupina na 3" konci nukleotidu s fluorescen¢ni barvou

je odstranéna a cyklus se opakuje. [27; 30]

Specialni algoritmus pfid€luje jednotlivym bazim urcitou hodnotu, podle ni se vyradi
sekvence s nizkou kvalitou. Algoritmus je generovan pro kazdou sekvenci klastru. Prvni
model sekvenatoru spolecnosti [llumina dokazal piecist sekvenci o délce 35 bazi a generoval
1 Gb dat za jeden sekvenacni proces, ktery trval 2 az 3 dny. V soucasnosti jsou dostupné
pfistroje s riznou vykonosti a vyrabi se i sekvenatory pro malé laboratofe, k sekvenovani
malych genomt. Pfistroje firmy Illumina jsou omezeny relativné kratkou délkou cteni
sekvenci v zavislosti na typu pfistroje. Omezeni je dano zvySenou nebo snizenou schopnosti
nukleotidu se zaclenit a selhdnim pfi pfidavani nebo odebirdni ukoncovaci skupiny, coz
zpiisobuje nedostatecné ukonceni vlakna. Proto nejcastéjs$i chybou pii dlouhém cteni byva
zaména nukleotidu. Dalsi nevyhodou je nerovnomérné pokryti v oblastech s vysokou
koncentraci AT a GC sekvenci. Metoda podle Illuminy v porovnani se Sangerovou metodou
je schopna produkovat vice dat za méné Casu i1 penéz, za cenu vétSi chybovosti, ktera vede

K nespravné pozitivité pii identifikaci sekvenacnich vzorkt. OvSem diky velmi vysoké
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vykonosti, kapacité¢ a cenové hospodarnosti provozu jsou sekvendtory Illumina hodné

vyuzivany k vétsiné celogenomovych i resekvenacnich aplikacim. [27; 30]
SOLiD

Platforma SOLiD (sequencing by oligonucleotide ligation and detection) byla vytvotfena
spolecnosti Applied Biosystems (dnesni Life Technologies). Na rozdil od ptedchozich dvou
platforem je SOLiD zaloZzena na sekvenovani ligaci. DNA vzorek se pfipravuje pomoci
emPCR a kjednotlivym fragmentim DNA se pfipoji adaptory, kter¢ se dopliuji
s nepohyblivymi adaptory na povrchu magnetickych kulicek. Po amplifikaci se kuli¢ky ptidaji
na sklicko se specialni upravou povrchu, to se déale vlozi do kazety umoziujici potiebny
pratok. Proces vyuziva 8 nukleotidi dlouhé sondy. Sekvence prvnich dvou bazi je u sond
znama, samotné sondy jsou oznaceny jednou ze Ctyt fluorescencnich barev. Jednotlivé barvy
pfedstavuji 4 z 16 moznych dinukleotidovych sekvenci. Metoda zaruci precteni kazdého
nukleotidu dvakrat. V porovnani s ostatnimi platformami NGS ma SOLiD nejmensi
chybovost. Nejéastéjsi typ chyby je zaména nukleotidu. Dnes jsou na trhu dvé varianty
SOLiD sekvenatori: 5500 a 5500x| System. [27]

Je obtizné si vybrat jednu z nabizenych platforem na trhu jako optimalni. Ze tfech viSe
uvedenych NGS technologii Illumina generuje nejvice dat za nejniz§i cenu, Roche 454

umoznuje nejveétsi délku ¢teni a SOLID je nejvice presny. [27]
lont Torrent (Life technologies)

V roce 2010 byl pfedstaven piistroj zvany jako Ion Personal Genome Machine (PGM)
firmou Life Technologies. Ptistroj je zalozen na nové technologii, ktera umoznuje piimo
prevadét chemicky signal do digitalni podoby. Vyuzivd se detekce vodikovych protoni
uvolnénych pii syntéze, kdy vznika fetézec katalyzovaného DNA polymerazou, namisto
optické detekce jednotlivych nukleotidli. Na polovodicovém ¢ipu probihd proces. Povrch ¢ipu
je pokryt mikrojamkami, pod kterymi se nachdzi vrstva citlivd na ionty. Pfi zaclenéni
nukleotidu se uvolni vodik, tim dojde ke zméné pH, zménu zaznamena detektor. K ptipraveé
vzorku se také vyuziva emPCR. Kulicky, které obsahuji templat, jsou umistény na cCip tak,
aby jedna molekula DNA byla v kazdé jamce. Dale je Cip zaplavovan jednotlivymi druhy
nukleotidi, tim zacne probihat syntéza DNA. Pokud nukleotid neni spravné zaclenén,
detektor zaznamena nulovy signal. Pokud se zacleni dva nukleotidy, signal se zdvojnasobi.

Jeden sekvencni béh méné nez 2h, protoZe se nepouziva detekce fluorescence. Metoda je
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jednoduchd, rychlé a levna. Podle hustoty jamek na ¢ipu, lze produkovat ur¢ité mnozstvi dat.
V roce 2012 byla vyvinuta nova generace polovodi¢ového sekvenatoru s velkou kapacitou
Cipu. [27]

Technologie single-molecule sekvenovani

Tato technologie pfinasi vyraznou zménu ve vyvoji novych sekvenacnich metod, nékdy
je oznaCovana jako tfeti generace sekventvani. Nepouziva amplifikaéni ptipravu pred
samotnou sekvenaci, coz zkracuje dobu procesu, snizuje néklady, snizuje chybovost, ktera
mohla nastat pti amplifikaci, umoziuje vyssi flexibilitu v délce ¢teni a presnéjsi kvantifikaci

DNA molekul, diky zaznamenavani signalu v realném cCase. [27; 31]

Prvni tuto technologii vyuZivala platforma Helicos Genetic Analysis Systém. Je
zapotiebi jednovldknovd DNA, kterd je neuspotfadané uloZena na plochou desticku. Desticku
v kazdém sekvena¢nim cyklu zaplavuje DNA polymeraza a jeden ze Ctyf fluorescenéné
znac¢enych nukleotidli, vyzatovany signal je detekovan CCD kamerou. Nasleduje omyti
desticky, tim se odstrani fluorescen¢ni znacky a krok prodluzovani fetézce se znovu opakuje.

Technologie se v soucasné dob¢ nijak neupravuje ani nevyviji. [27; 31]

Dalsi nova technologie SMRT (signle-molekule real-time) byla vyvinuta spoleénosti
Pacific Bioscience. Zde je vyuzita nanotechnologie na destickach, které maji az 10 000 jamek
o pruméru 10 nm. Pfi sekvenaCnim procesu se vldkno syntetizuje za pomoci DNA
polymerazy, ktera je ukotvena vzdy ke dv€ma jamkam. Fosfatovd skupina nukleotidu je
oznacena fluorescentni znackou, tedy pii jeho zaclenovani se uvolni zdblesk svétla. Pro
proces zaclenovani a uvolilovani fluorescence je potieba urcita doba, cehoz se vyuZzito pii
urceni typu baze. Ke zrychleni sekvenovani také ptispiva, ze neni zapottebi opakovaného
promyvani pifi zaclefiovani jednotlivych typi nukleotidi. Metoda se vyuZzivd zejména
v projektech na malych prokaryotickych 1 eukaryotickych genomech, diky moZnosti
sekvenovat dlouhé tseky (praimérna délka 4000 bazi). [27; 31]

Prikladem dal$iho vyuziti nanotechnologie v NGS je nanopore sequiecing. Technologie
vyuziva biologickych vlastnosti nanoporu. Nanopdry se nachazeji v membrénach u
proteinovych kanalkd, kde dovaluji vyménu ionti. Protéka pied né konstantni proud.
Jednovlaknova molekula DNA prochdzi nanopérem a jednotlivé nukleotidy jsou detekovany.
Pro kazdy typ nukleotidu je pfedem danid modulace proudu. Technologie nanopdru nabizi

mnoho vyhod oproti stavajicim platformam. Je mozné neustale opakovat sekvenovani stejné
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molekuly, pficemz jednotliva ¢teni maji délku az desitky kilobdzi. Ostatni technologie bez
vyuziti nanopdéru jsou vétSinou komplikované. Vyzaduji izolaci DNA, znafeni 1 jeji
namnozeni, separovani fragmentl, které je pak tfeba nékolikrat sekvenovat. Ale i1 pouziti
nanopoéru ma své problémy, které jsou tieba vyfesSit, nez bude princip aplikovan
v sekvenatoru. DNA je pfemistovana skrz nanopdr velkou rychlosti, kdy vznikd problém
s rozpoznani signalu nukleotidu od okolnich signald. V roce 2013 byly publikovany prace,
které se zabyvaly timto problémem. Bylo zjisténo, Ze pisobenim svétla o urcité vinové délce,
je mozno zpomalit prutok DNA skrz nanopdr. Technologie prosla riznymi Gpravami, které
docilily lepsiho rozliSeni i stability nanoporu. Firma Oxford Nanopore ohlasila ptichod
prvniho sekvenatoru GridlON Systém, ktery ma za cil precteni celého lidského genomu v 15
minutdch. Dale ozndmili miniaturizovanou verzi sekvenatoru, ktery se vejde do kapsy.
MinlON mé byt kapesni, pienosné zatizeni, které¢ disponuje az 512 nanoporovymi kanalky,
analyzou vzorku v redlném ¢ase do 10 minut a adaptabilni k pfimené sekvenovani DNA nebo
RNA. Nyni uz jsou oba pristroje komercné dostupné a Ize je objednat na strankach firmy.

Zéakladni sada MinlON stoji 1 000 $. [27; 31]

4.12 Daktyloskopie

Daktyloskopie je jedna z nejstarSich metod v kriminalistice, ktera se zabyva identifikaci
osob. Zaklad vychazi z fyziologickych vlastnosti kiize ¢lovéka. Na dlaiiové strané ruky a
plochach chodidel se vytvareji papilarni linie, slouzici k hmatovym a uchopovacim
vlastnostem koncetin. Jedna se o vyvysené ¢asti pokozky, vysoké 0,1-0,4 mm a Siroké 0,2-0,7
mm. Jednotlivé Casti vytvaieji spole¢né daktyloskopické obrazce, které slouzi k identifikaci.
[1;32]

Papilarni obrazce maji své zakonitosti. Na svété nejsou dva jedinci se shodnymi obrazci
papilarnich linii. Obrazce setrvavaji v ¢ase takika neménné. Lilie jsou neodstranitelné, pokud

S nimi neni odstranéna i zarodec¢na vrstva kize. [1; 32]

Jednotlivé linie se navzajem kiizi, méni smér, rozvétvuji se a spoji, prerusuji atd., viz
obr. 9. Markant je zména v pribéhu papilarni linie, ktera se da odlisit od ostatnich. Podle

tvaru, umisténi a vzdalenosti markantt se vyhledavaji shody otiskt, viz obr. 8. [1; 32]
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Obr. 8 Drudy markantu [32]
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V kriminalistice je to levna a pomérné spolehliva metoda identifikace osob. Vyuziva se
nejen k identifikaci pachateld, ale i na identifikaci neznamych t&l. Clovék zanechava
daktyloskopické stopy diky potu, ktery trvale pokryva dlan€. Pti uchopeni nebo dotyku
S materidlem, pot vytvoii zrcadlovy obraz papilarnich linii. Vznikld stopa lze zviditelnit za
pomoci fyzikdlni nebo chemické metody. Fyzikdlni metoda vyuziva lepkavého charakteru
potu, kdy na stop¢ zlstanou jemné praskové hmoty, které stopu zviditelni. Chemickd metoda
je zalozena na reakci mezi potem a chemikalii, po které vznikne barevna latka. Z obou metod

je fyzikalni 1épe vyuzitelngjsi a také se vice pouziva. [1; 32]
Rozlisuji se stopy podle zptisobu zanechani:

e objemova stopa — otisk zpiisobi deformaci pfedmétu (vosk, plastelina, ...)

e odvrstvena stopa — na pokozku je pfenesena latka z povrchu pfedmétu (barvivo,

krev, stopy v prachu)

e navrstvena stopa — na predmét se nanese latka, ktera se diive zachytila na kize

(barva, prach, krev)

e latentni stopa — neviditelna stopa tvofena potem nebo jinou chemickou latkou

[1; 32]
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Obr. 9 Daktyloskopické vzorky [51]
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4.12.1 Postup ziskavani stop

Pfi zajiSténi stop na misté Cinu je prvné tfeba je zviditelnit. Viditelné stopy staci
vyfotografovat a dale zajisti originalni stopu. U neviditelnych (latentnich) stop se nejéastéji
vyuziva daktyloskopické prasky a ninhydrin. Déle kyanoakrylatové pary nebo DFO nebo
technologie vyuZzivajici luminiscenci a zvySovani kontrastu stopy. ZajiSténi stop probiha
vétsinou jejich fotografovanim za vyuziti izkopasmovych filtrli a potfebného zdroje svétla.
Stopy, které byly zviditelnéné za pomoci prasku, se snimaji na daktyloskopické folii.
Nasleduje fixace stop, kdy se jednotlivé stopy a foélie oznacuji a zasilaji k provedeni

daktyloskopické expertizy. [33]

Pokud je bran otisk pfimo od osoby, je nutné, aby si pied tim peclivé umyl a osusil ruce,
diky tomu je ziskany otisk 1épe Citelny a bez piipadnych necistit. Pro ziskani samotného
otisku se vyuziva daktyloskopickéd Cernn (barvivo), ktera se nanese na pokozku. Pak se prst
pfilozi na daktyloskopickou kartu a obtiskem prstu se vytvori pozadovany vzorek. V dnesni
dobé se uz vice vyuziva digitdlni sejmuti otisku pomoci livescanerti, u kterych se dale
vytiskne Kkarta s otisky prsti a otisknou se na ni i celé dlané, které slouzi na porovnani

dlouhych ¢ar. [34]

4.13 Daktyloskopicka expertiza

Provadi se porovnanim dvou vzorkl otiskl, kdy jedny jsou podezielé¢ osoby a druhé
zajiSténé otisky z mista Cinu. Zjistuje se shodnost jednotlivych znakli, markant a shodnost
jejich orientace. Diive porovnani provadéli samotni lidé, ale dnes lidem pomahé technika,

tedy specidlni programy, které¢ vyhledavaji v databazi podobné vzorky. Nakonec je stejné
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potieba, aby finalni shodu vzorki urcil ¢loveék. Vyuzit mize dalsi software, ktery zobrazi
vzorky vedle sebe digitalné na monitoru nebo lze vyuzit i klasicky daktyloskopicky
komparator. Pfistroj, ktery je opatfen dvéma zobrazovacimi kanaly na principu epiprojekce,
tedy zvétSuje obraz od predlohy cca 6 krat. Pokud bude stanovena shoda mezi vzorky, nesmi

tim padem existovat zadna nevysvétlitelna odliSnost v porovnavani. [35]

4.13.1 Moderni vyuziti otiskl prstu

Otisk prstu je dnes vyuzivam jako moderni a progresivni metoda sbéru persondlnich dat a
ochrany proti neopravnénému vstupu. Snimanim a porovnavanim otisku jednoho ¢i vice prst
urcité osoby, je zarucena jeji nezaménitelnost a nezpochybnitelnost, protoze kazdad osoba ma
unikatni otisk prstu. Metoda se rozsifila, diky tomu, ze nabizi vysokou ucinnost a

jednoduchost. [36; 37]

Po pfilozeni prstu ke &tedce, se vytvoii datova Sablona s naétenym otiskem. Sablona
zaruCuje bezpecné ulozeni otisku pro potfeby systému. Nacteny otisk nelze zpétné zobrazit,
tim nehrozi ptipadné zneuziti. Zatizeni do jisté miry tedy zajiStuje bezpecnost osobnich
udajt. Pti identifikaci se porovnavaji kliCové znaky nactené Sablony se Sablonami v databazi a
vyhodnocuje se shoda. Pokud je shoda potvrzena, tak je osoba jednoznacné rozpoznana. Kdyz

je vyzadovan vyssi stupen zabezpeceni, 1ze k identifikaci ptidat potvrzovaci PIN. [36; 37]

U biometrickych systémii odpada pouzivani identifikacnich karet nebo Cipti. Dalsi
vyhodou otisku prst je, Ze je stale dostupny a nehrozi jeho zapomenuti nebo zdména. Doba
nacteni a vyhodnoceni po pfiloZeni prstu, se pohybuje kolem 1s i ménég, pficemZ neni nutny
staly kontakt prstu se snimacem. Pro samotnou identifikaci mize byt vyuzit libovolny prst,
popfipadé u jedné osoby ulozit vice prsti slouzicich k identifikaci. Nactené Sablony
jednotlivych prstli jsou ulozeny do databaze a piifazeny konkrétnim osobam. Veskera sprava
Sablon se ukladd pifimo do dochazkového nebo piistupového systému, kde je otisk

zpracovavan podobné¢ jako karta. [36; 37]

Kromé firem, které tuto technologii vyuzivaji k identifikaci a umoznéni pfistupu svym
zaméstnanciim, se tato technologie zacala vyuzivat u mobill a notebookt. Jako prvni dovolila
zabezpecit piistup do telefonu pomoci otisku prstu firma Apple, po ni nasledovaly i ostatni
firmy. Ze zacéatku se vyvojari obavali o praktickou vyuzitelnost zabezpeceni, protoze se otisky
vyskytuji vSude a lze je zneuzit. Ale postupem cCasu bylo prokazano, Ze otisk prstu nabizi
mnohem silnéjSi zabezpeCeni, nez tfeba vétSina vyuzivanych, jednoduchych hesel nebo

ptipadné pohyby prstu. [36; 37]
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5 Prakticka ¢ast prace

Prakticka cast se vénuje identifikaci jedince, ktera je provadéna metodou podle DNA
nebo otiski prstd. U metod jsou uvedeny zpusoby identifikace. Vysledkem je porovnani
jednotlivych metod mezi sebou a vyvést zavér porovnani. Uvadéné informace byly
konzultovany s plukovnikem J. P., pracovnikem v oboru a vedoucim prace, uvedené osoby si

nepieji byt zminovany jmény.

5.1 Analyza DNA v praxi

Po ziskani vzorki DNA, at' uz z mista ¢inu nebo odbérem, je pro identifikaci nutné
provést analyzu DNA, kterd se provadi v laboratornich podminkach pomoci riznych metod,
viz prakticka vychodiska prace. Hlavni vyhodou identifikace prostfednictvi analyzy DNA je,
7e pii dodrZeni vSech laboratornich pravidel a vlastnéni dostate¢ného mnozstvi srovnavaciho

materialu je identifikace prakticky neomylna (uvadéna spolehlivost 99,99%). [1]

5.1.1 DNA v kriminalistice

Zasadnim hlediskem pii odebirani a praci s DNA v kriminalistice jsou zakony, kdy
policie nema pravo samovolné odebirat vzorek DNA. Podle zékona ¢&. 273/2008 o Policii CR,
se definuje pravo Policie CR na ziskavani osobnich tdajii pro Gi¢ely budouci identifikace od
osoby obvinéné ze spachdni tmyslného trestného cinu nebo osoby, které bylo sdéleno
podezieni pro spachani takového trestného ¢inu, dale osoby ve vykonu trestu a osoby

nalezené, po které bylo vyhlaseno patrani. [10]

5.1.2 Komerc¢ni testovani DNA

Existuji firmy, které se zabyvaji analyzou DNA pro Sirokou vetejnost, kdy nejcastéji
nabiji naptiklad analyzu v zdjmu zjisténi otcovstvi. NiZze budou predstaveny dva zastupci

firem, kteii se zabyvaji analyzou v Ceské republice.

Firma DDC Czech se zabyva testovanim DNA. Ma k dispozici laboratoi s akreditaci
ISO17025, tudiz musi spliovat urcité pozadavky jako napiiklad kvalifikovany a zkuSeny
personal. Prochazi kazdorocnim ovéfovanim provedenych DNA testii, technologii a internich
procest. Na trhu pasobi od roku 1995 a specializuji se na biologické testy ptfibuznosti a
forenzni analyzu. Firma pouZzivé napfiklad pfistroje GeneAmp® PCR System 9700 a ABI
Prism® genetické analyzatory. [38]
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Testy otcovstvi jsou provadény ze vzorku slin. Odbér vzorku se provadi ambulantné
v Praze, v odbérovych mistech po celé CR nebo Ize i osobné doma. Pokud je zvolena forma
domaciho odbéru, je po uhrazeni analyzy klientovy zaslana univerzalni sada, ktera obsahuje
sterilni aplikatory a vSe potiebné k odbéru a odeslani zpét k analyze. Laboratof provadi
analyzu duplicitné, tedy vzorek je testovan dvakrat a pak je jesté potvrzen nezavislym testem.
Testy jsou postaveny na detekci a porovnani 16, 20 nebo 25 STR lokusit DNA profilu
testovanych osob. Jedna se o plnohodnotné testy s prukaznosti 99% a vyssi, Ize je provadét
anonymné, informativné nebo s ovéfenim identity testovanych osob. Vysledky jsou znamy do

3-5 pracovnich dnii. [38]

Ceny jednotlivych testli otcovstvi se liSi v poctu testovanych genetickych znakl a
testovanych osob. Standartni test stoji v zékladu 2 400 K¢ pro otce a jedno dité, testuje se 16
genetickych znakl a ptipadna odbérova sada neni v cené. Cena se zvySuje pii vétSim poctu
testovanych osob (déti) 1 500 K¢ za dal$i osobu a pfipadném testovani z nestandartnich
vzorka za 2 000 — 4 000 K¢, podle vzorku. Lepsi test, kdy je testovano 20 genetickych znaki
vyjde v zakladu na 3 950 K¢, nyni uz je odbérova sada v cené a cena se zvysuje totozné jako u
predchoziho produktu. Nejpiesnéjsi test, kdy je testovano 25 genetickych znakd, je nabizen za

5000 K¢ + 1 000 K¢ za kazdou dalsi osobu. [38]

Dal§im provadénym testem je neinvazivni text otcovstvi v té¢hotenstvi. Ktestu je
zapotiebi vzorek krve matky a slin pfipadného otce. Odbér se provadi pouze ambulantné.
Prenatélni testy otcovstvi jsou zalozené na detekci a porovnani 2688 markerd DNA plodu a
testované osoby. Vyuzivaji se molekularné genetické metody, NGS technologie a proprietarni
pocitacovy algoritmus pro statistické vypocty. Od 8. tydne te¢hotenstvi je nebunéénd DNA
plodu obsazena ve vzorku matciny krve v dostateném mnozstvi pro analyzu. Dfive neni
mozno test provadét. Testovani neohrozuje matku ani nenarozeny plod. Samotny odbér trva
kolem 30 minut, pfed odbérem neni potfeba omezovat jidlo ani piti, pak nasledujici analyza

zabere 10-12 pracovnich dni (pfi pfiplaceni 6-8). [38]

Ceny prenatalnich testli se 1iSi podle stafi téhotenstvi. Test po 8. tydnu téhotenstvi stoji
35900 K¢ za matku a otce, potencialni dal$i otec je za ptiplatek 15000 K¢ a rychlejsi
vyhotoveni testi za 15 000 K¢&. Dalsi variantou je test po 12. tydnu téhotenstvi ve standardu
29 900 KC + piiplatky. [38]

Jsou nabizeny i testy nepiimého ptibuzenstvi od 3 500 K¢ a akreditované testy, kde lze

ovetit identitu pro statni instituce a soudy, cena se pohybuje od 6 500 K¢, ptfi¢emz veskeré
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parametry testi je nutné konzultovat sfirmou. Hlavné u téchto testu jsou vyzivany

nestandartni vzorky jako naptiklad nehty, vlasty, sperma a jiné télni tekutiny. [38]

Veskeré komunikace 1ze s firmou fesit pomoci telefonu nebo mailem a vysledky testt

jsou zasilany elektronicky nebo v tist€énych dokumentech. [38]
Piiklad postupu analyza DNA pfri testovani otcovstvi:

K testu je prvotné potieba vzorek. V laboratofi se ze vzorku izoluje Cistda DNA. Daéle se
Vv teplotnim cykleru vytvoii miliony kopii DNA, pomoci polymerazové tetézové reakce.
Ziskané mnozstvi DNA je pfili§ malé, proto se vytvari kopie, které se vyuziji k sestavené
DNA profilu. PCR kopiruje pouze vybrané useky, které jsou oznaCeny pomoci primerd.
Useky se od sebe lisi délkou, po zjisténi délek Gseka je ziskan DNA profil. K zméfeni dilek se
vyuzivéa kapildrni elektroforéza, kde se tadi jednotlivé tseky podle velikosti, pfi priichodu
tenkou kapilarou s gelem. Porovndnim profilu otce a ditéte 1ze ziskat pravdépodobnost schody

V opa¢ném piipadé 1ze shodu vyloucit. [39; 40]

Spoleénost Genomac vznikla ruku 2001 a zamétuje se na genetické testovani otcovstvi,
identifikace, pfibuznosti a analyzy DNA. Nabizi stejné zakladni testovani jako ptedchozi
firma se srovnatelnou cenovou relaci. Dale navic nabizi PGT testy a genealogicky test.
Preventivné geneticky test (PGT) se zamétuje na dédicné dispozice k vyskytu chorob nebo na
mutace, diky kterym by mohlo vzniknout onemocnéni, jako jsou tromboza, ateroskleroza,
cukrovka, karcinom jater a dal$i. Jednotlivé testy a pfipadna 1éCba se fesi individualné, se

zakaznikem. [39; 40]

Genetické genealogické testy pomahaji historiklim pi#i hledani ztracenych rodinnych
stromd a mistech jejich plivodu. Testy jsou nabizeny i vefejnosti, které nabizi vyhledani
predkli a mista, ze kterych pochdzeji nebo piibuznost vasich genil s historickymi osobnostmi.
Pouziva se analyza Y-chromozomu a mitochondrialni DNA. U mitochondrialni DNA se
jednotlivé geny piendseji z matky na potomky, ale jen dcery dale pfendsi mitochondridlni
DNA. Y-chromozom jde nalézt jen u muzii a dédi se z otce na syna. Témito zpiisoby vznikaji
nekonecna vladkna jednotlivych generaci ulozenych v DNA. Po zaplaceni objednavky firma
zaSle odebiraci sadu, jako vzorek slouzi klasicky ustni vytér. Poté, co laboratof dostane
vzorky, dale provadi analyzu DNA. Vysledky testovani a zavéreéné vyhodnoceni je
zakaznikovy poslano do 4-6 tydnii od pfijmuti vzorku. Zékladni test stoji 2 950 K&, je

nabizena jesté rozsifena verze, ktera testuje vice genetickych znakd a stoji 4 950 K¢&. [39; 40]
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5.2 Otisk prstu v praxi

Otisk prstu je neustdle vyuzivan, protoze spliuje zékladnim podminky kladené na
identifika¢ni metody. Je pouzitelny nezavisle na véku, pohlavi a umoziuje pohodlné, rychlé a

jednoznacné srovnani osob. [41]

Kriminalisté sbiraji otisky bud’ na misté ¢inu, nebo pfimo podezielym osobam. Kdy
podle §114 trestniho fadu je osoba vramci vySetifovani povinna poskytnout otisk prstu.

V piipadé odmitnuti hrozi pokuta ve vysi az 50 000 K¢ podle §66 trestniho fadu. [41]

V ceské republice se vénuje daktyloskopii kriminalisticky ustav Praha, ktery je rozdélen

na oddé¢leni daktyloskopicka identifikace osob a identifikace daktyloskopickych stop. [35; 42]

5.2.1 Daktyloskopicka sada
Sada obsahuje pomicky vyuzivané pii ziskavani otiskli vétSinou na misté Cinu.
Jednotlivé sady nemusi obsahovat v§echny nize uvedené polozky. Cena sad se pohybuje od

1 000 K¢ vise a lze nakoupit ¢asti sady samostatn¢. [43]

Daktyloskopické prasky — slouzi k zviditelnéni stop, rozdeluji se na zékladni (pfilnavé
k vihkym a mastnym usazeninam, v raznych barvach kvuli kontrastu s pozadim),
fluorescenéni (vyuziti na mnohobarevnych povrsich), magnetické (varianty dualni — dvé
barvy, fluorescen¢ni), dualni (vyuziti na riznych typech povrchi), tézké (vhodny v mistech,
kde je potteba malé¢ mnozstvi prasku), Purpose (s vyuzitim UV svétla zati zelené, bez ného se
chova normaln¢), Magnuclai (sloZzen z malych ¢astic, vhodny pro — sklo, plasty, dievo,
keramiku, kov, papirové povrchy, koZeSinu a kiiZi), na lepivé plochy (aplikace s EZFLO), ve

spreji (nepotiebuji $tétec, vhodné pro otisky bot).

Stétce — slouzi k nanaseni prasku, rozdéluji se na zakladni ploché, velbloudi (z
velbloudiho vlasu — vezmi jemny a bez zakfiveni), Zephyr (se sklenénym vlaknem), Marabu
(z ptirodniho pefi), uhlikové (uhlikové vlakna — hladka s nizkou pftilnavosti), FACII (Stétec s

praskem).

Pasky — slouzi K zajisténi stopky zviditelnéné praskem, rozdéluji se na zakladni,
polyetylenové (pro zaktivené nebo nepravidelné povrchy), Zelatinové (velmi piizplsobiva
K riznym povrchtim).

Foélie — alternativa pasky, vyuzivaji se S pozadim, rozd€luji se na pievraceci (jedna strana

spojena s pozadim), Zelatinové (zajistuje prasek, brva ¢erna, bila a specialni).

42



Vicebarevné pozadi — slouzi jako podklad pro folie a pasky, zakladni barvy Cernd a bila,

ale vyrabi se 1 v ostatnich barvach.

Ptipadné fotoaparat a zdroje svétla, lupa, pravitko, poznamkovy material. [43]

5.2.2 Daktyloskopicka karta

Karta se vyuziva k zachyceni otisk prstii osob prostiednictvim daktyloskopické Cerni. Je
zhotovena z tvrdého papiru a obsahuje potiebné osobni udaje jako nacionale, popis 0soby,
fotografii a podpis osoby. Jednotlivé obtisky prsti se zaznamenavaji do pfipravenych
kolonek, viz obr. 10. Zachycuji se valené obtisky vSech deseti prstii a zakladni obtisky 8 prstl
bez palci. [35; 42]

Obr. 10 Daktyloskopickd karta [34]

DAKTYLOSKOPICKA
KARTA

NrodOst) XXXXXXXXXXX

Ponvavt: mu2 [X] 2ena[] | wyaka v em:
Trvay 1 "
pobyE___

Cislo, datum a misto vyddni
dokiad totoznosti (OP, pas, ai:

dne:

Koe:
Pro’):
Ev. &islo foto

Podpis daktyloskopujiciho:

Podpis daktyloskopovaného:

Pozndmky:

Pfed samotnym snimanim je nutné peclivé oplachnout ruce identifikovaného. Poté se
cela ruka potre daktyloskopickou c¢erni, naneseni se provadi daktyloskopickym valeckem.
Nasledné kriminalista uchopi 0sobu za ruku a provadi obtisk na kartu. [35; 42]
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5.3 Zavérecné zhodnoceni

Pro porovnani byly vybrany identifikaénich metody podle otisku prstu a DNA, které
funguji na odlisném principu. Kvuli tomu nelze porovnavat jejich ¢asti, protoze nemusi mit
vhodny ekvivalent v druhé metod€. Proto jsou metody porovnany z celkového hlediska.

V nasledujici tabulce 1 jsou shrnuty parametry, které byly pro posudek vybrany.

Tabulka 1 parametry k hodnoceni

Parametry DNA Otisk prstu
cena na 1 test 5000 50
pravdépod. identifikace 99,99% 90%
uziv. Prijatelnost obtizna snadnd
narocnost procesu velkd mala
potiebna povoleni k odbéru ano ne
doba vyhodnoceni dny minuty
vyhodnoceni osobnich rysu ano ne
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6 Zhodnoceni vysledki

Na zacatek je nutné zminit, Ze metody nevznikly ve stejnou dobu, ale jejich vyuzivani se
protnulo ¢asem. Otisk prstu se v nasi zemi zacal vyuzivat na zacatku 20. stoleti. DNA pfisla
na fadu az v 90. letech 20. Stoleti. Z toho vyplyva, Ze prvni metoda méla dostatek ¢asu na

rozvoj a zdokonaleni pii vyuzivani novych technologii a principu.

Vzorky obou metod maji stejnou primarni vlastnost, diky které se vibec metody
vyuzivaji. A to, Ze kazdd osoba ma unikétni vzorek vi¢i ostatnim. V prvnim piipadé je to
otisk prstu, u kterého je hlavni, aby vzorek nebyl poskozen a $el tak dobie reprodukovat. U
bézného obtisku prstu je tieba zajisti umytou a Cistou pokozku pro spravny otisk. Naopak
DNA lze ziskat z kterékoliv tkdné, ale je potieba zajistit, aby dany vzorek nebyl
kontaminovan a to zvlasté na misté ¢inu. Pii pfimém odebirani vzorku testovanému nebo u

domaéciho odbéru je riziko kontaminace snizeno dobou odebirani a nasledné¢ho zapeceténi.

Po zajisténi vzorku nasleduje v podstaté uz samotné porovnavani ziskanych otiskd prstd
a otiskl v databazi. Vzorky DNA musi byt naproti tomu naro¢né zpracovany, nez je ziskan
potiebny fetézec dat, ktery se miliZe porovnavat s databazi. Diky tomu je zifejmé, Ze
identifikace pomoci otiskl prstll je mnohem rychlejsi proces. Analyza DNA se sice zrychluje

s novymi technologiemi, ale pofad nedosahuje ani fadové stejné doby.

shodu s daleko vétsi pravdépodobnosti a navic dokaze ziskat dal§i cenné informace ze
struktury DNA, jako je napiiklad barva vlasi, piiblizny vék, pfibliznou vySku postavy a
na finance. Z diivodi, ze vzdy je potieba nova odebiraci sada, odborny personal, moderni
pristroje a celkové vybaveni laboratoie. I kdyz jsou metody rozdilné, obcas trpi stejnymi
nedostatky pii vySetfovani. Mnohdy se stane, ze na misté ¢inu nejsou nalezeny zadné

pouzitelné stopy pro identifikaci nebo jsou pfitomny nastréené vzorky nevinnych 0sob.

V dnesni dob¢ Vv kriminalistické praxi identifikace pomoci DNA uz pomalu vytlacuje
otisk prstu, ktery byl revolu¢ni metodou ve 20. stoleti. DNA je tedy metodou pro 21. Stoleti.
Hlavni hledisko je vyvoj technologii, bez kterych by ani analyza DNA nemohla existovat.
Ptistroje jsou ¢im dal vice efektivnéjsi a analyza DNA dostupnéj$i, coz se projevuje 1 na cené

testovani.
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V tabulce 2 jsou zhodnocena jednotliva kritéria a urceny vahy pro konecné zhodnoceni.
Véhy jsou uvedeny ve vlastnim sloupci tabulky. Nalevo je vzdy porovnani kritéria u
jednotlivych systéml. Vpravo je potom vypocitan rozdil jednotlivych kritérii a vah. Ve
vysledném hodnoceni jsou jednotlivé hodnoty secteny.

Tabulka 2 Multikriterialni analyza parametri

Parametry DNA Otisk prstu vahy
cena nal test 2 2:3=0,66 | 0,5 0,5:3=0,16 3
pravdépod. identifikace 1 1:1=1 1,5 1,5:1=1,5 1
uziv. Prijatelnost 2 2:6=0,33 |1 1:6=0,16 6
narocnost procesu 2 2:4=0,5 |1 1:4=0,25 4
potiebna povoleni k odbéru |2 2:7=0,28 |1 1:7=0,14 7
doba vyhodnoceni 2 2:2=1 0,5 0,5:2=0,25 2
vyhodnoceni osobnich rysu 0,5 0,5:5=0,1|2 2:5=0,4 5
Vysledné hodnoty 3,88 2,87

Poradi 2 1

Z tabulky 2, kterd je vypracovéana vyse, je viditelné, ze 1épe z hodnocenych metod vysel

otisk prstu.

K porovnani byla vyuzita multikriteridlni analyza a vyhodnoceni zakladnich kritérii je
shrnuto v tabulce 2. Nejprve bylo nutné jednotliva kritéria zhodnotit a urcit, které bylo
prioritni. Jelikoz bakalafska prace ma hlavni téma DNA, nejvyznamngjSim rysem byla
pravdépodobnost identifikace. Ta je zafazena na prvni pozici a oznacena ¢islem 1. DalSim
podstatnym kritériem byla doba vyhodnoceni a cena. Z vypoctenych hodnot a jejich
nasledovného souctu vyslo, Ze otisk prstu je vyhodné&jsi metoda. Velky vliv na vysledek méla

cena, kterd je ve velkém poméru mezi metodami.

Pro lepsi piehlednost vysledki se prepocitaly vysledné hodnoty z tabulky 2 na procenta,
ktera nasledovné byla vynesena do grafu, viz obr. 11. K pfepoctu bylo nutno zjistit maximalni
a minimalni pocet bodu, které Slo ziskat. Max. a min. hodnoty vymezily utek 100%, ze

kterého uz bylo jednoduché vypocitat dana procenta ziskanych bodi obou metod.
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Obr. 11 Graf procentudlniho poradi metod

Procentualni poradi metod
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7 Zaver

Cilem bakalaiské prace bylo pfiblizeni metody identifikace osob pomoci DNA a jeji
vyuziti v praxi. Uéelem bylo popsat DNA a jeji analyzu, pro lepsi predstavu probihajicich
procesu ve specializovanych laboratofich. Byly popsany jednotlivé principy metod izolovani,
separace a sekvenace DNA, které jsou spolecné s pristroji pouzivané v laboratofich. Zvlasté u

sekvenace DNA byl kladen daraz na piiblizeni novych metod, tzv. metody nové generace,

které jsou diky novym technologiim mnohem u¢inng;jsi.

V praktické ¢asti je zhodnoceno pouzivani metod identifikace pomoci DNA a otisku
prstu, kde je poukazano jejich vyhody i zapory. Metoda podle DNA byla ptiblizena skrz
kriminalistickou praxi popsanou V teoretické casti, kdy byl popsan sbér vzorkiu a jejich
uloZeni, druhy analyz DNA a vyhodnoceni dat, na nichZz zavidi vysledek testovani. Dale byly
stru¢né popsany komercni firmy zabyvajici se analyzou DNA. Byly uvedeny nabizené sluzby,
napf. testy otcovstvi a jejich ceny. U metody otisku prstu bylo potieba uvést nejprve zakladni
princip daktyloskopie, ktery se fesil v teoretické Casti a nasledovné vyuZziti metody v praxi.
Dale byla piiblizena daktyloskopick4 sada potifebnd k zajisténi vzorku a jeji obsah. VSechny
tyto ziskané poznatky o metodach umoznily jejich porovnani a poukazani na jejich vyuzivani.
Z porovnani obou metod byly zjistény jejich rozdily, které byly zpracovany i do tabulek a
pocitany multikriterialni metodou. Otisk prstu se ukazal jako jednodusi, rychlejsi a cenoveé
pfijatelnéj$i metoda, ktera ov§em ma urcité nedostatky, proto neni pochyb, Ze je metoda stale
vyuzivana pro rychlou identifikaci. Naopak DNA, kvili odlisnému zachézeni a nutnosti
oproti otisku prstu mnohonasobné vétsi, ale klesa s novymi a dostupnéj$imi technologiemi.
Avsak nelze potfit jeji vyhody v univerzalnosti vyuziti a vetsi pravdépodobnosti potvrzeni
shody. Nakonec porovnavaci metoda ukazala, ze vyhodnéjsi metodou je stale otisk prstu. Do

budoucna Ize o¢ekavat, ze metoda pomoci DNA se bude dale rozsifovat s klesajici cenou.

S vyvojem technologii, vznikaji i nové vyuziti DNA, kterda ma velké uplatnéni hlavné ve
zdravotnictvi, co se genetiky ty¢e. Nové je DNA testovana Vv onkologii a zkoumana védci
Washingtonské univerzity ve spolupréci se spolecnosti Microsoft jako medium k ukladani
informaci. DNA se nevyrovna pfenosovym rychlostem elektronickych technologii, ale pfi
rychlém, globalnim nartstu dat, se hleda médium s malymi rozméry, které bude slouzit jako

archiv informaci.

48



8 Seznam pouzitych zdrojl

1. Rak, Roman, Matyas, Véclav a Riha, Zdenék. Biometrie a identita ¢lovéka ve foreznich a
komercnich aplikacich. Praha : Grada, 2008. ISBN 978-80-247-2365-5.

2. DNA. cs.wikipedia.org. [Online] 16. Btezen 2017. [Citace: 15.2 2017.]
https://cs.wikipedia.org/wiki/DNA#Historie_v.C3.BDzkumu.

3. Solok, Tomas. Identifikace osob pomoci analyzy DNA. pravniradce.ihned.cz. [Online] 15.
Kvéten 2003. [Citace: 18. 2 2017.] http://pravniradce.ihned.cz/c1-11549730-identifikace-
osob-pomoci-analyzy-dna.

4. abbas. Biometriky. www.biometricke-ctecky.cz. [Online] ABBAS, a.s., 23. Listopad 2016.
[Citace: 10. 2 2017.] http://www.biometricke-ctecky.cz/aktuality/.

5. Identita. wikisofia.cz. [Online] 3. 10 2014. [Citace: 19. 2 2017.]
https://wikisofia.cz/wiki/ldentita_(psychologie).

6. Forda, Jan. databaze DNA. www.uoou.cz. [Online] Utad pro ochranu osobnich udajii, 2
2007. [Citace: 21. 2 2017.] https://www.uoou.cz/databaze-dna/ds-2479/archiv=0&p1=1933.

7. —. Otevfete usta, prosim... Www.uoou.cz. [Online] Utad pro ochranu osobnich udajii, 2

2007. [Citace: 21. 2 2017 ]
https://www.uoou.cz/vismo/zobraz_dok.asp?id_ktg=2477&p1=2477.

8. Vantuch, Pavel. Nové moznosti odbéru DNA. pravniradce.ihned.cz. [Online] 28. 6 2006.
[Citace: 2. 3 2017.] http://pravniradce.ihned.cz/c1-18785870-nove-moznosti-odberu-dna.

9. Vobifil, Jan a Ferfecki, Vit. DNA v policejni praxi. [PDF] 11 2014.

10. Studihradova, Barbora. DNA JAKO DUKAZ. socv2.nidv.cz. [Online] 2011. [Citace: 11. 3
2017.] https://socv2.nidv.cz/archiv33/getWork/hash/5e4be506-558d-11e0-a844-
001e6886262a.

11. Izolace DNA pomoci chelexu. labguide.cz. [Online] 2014. [Citace: 24. 2 2017.]
http://labguide.cz/metody/izolace-nukleovych-kyselin/izolace-dna-pomoci-chelexu/protokol-
izolace-dna-pomoci-chelexu/.

12. Izolace genomové DNA pomoci fenol-chloroformu. labguide.cz. [Online] 2014. [Citace:
26. 2 2017.] http://labguide.cz/metody/izolace-nukleovych-kyselin/izolace-genomove-dna-
pomoci-fenol-chloroformuy/.

13. Bartova, Eva. Metody molekularni biologie. mmp.vfu.cz. [Online] 2014. [Citace: 26. 2
2017.] http://mmp.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-metody_molekularni_biologie&lang=cz.

14. Izolace DNA pomoci gravita¢nich kolonek. labguide.cz. [Online] 2014. [Citace: 26. 2
2016.] http://labguide.cz/metody/izolace-nukleovych-kyselin/izolace-dna-pomoci-
gravitacnich-kolonek/.

49



15. Elektroforeticka separace nukleovych kyselin. labguide.cz. [Online] 2014. [Citace: 27. 2
2017.] http://labguide.cz/metody/elektroforeticka-separace-nukleovych-kyselin/.

16. Bartova, Eva. Gelova elektroforéza. cit.vfu.cz. [Online] 2011. [Citace: 27. 2 2017.]
https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-gelova_elektroforeza&lang=cz.

17. Vavrova, Jaroslava. Centrifugave. ciselniky.dasta.mzcr.cz. [Online] 2006. [Citace: 27. 2
2017.] http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd/hypertext/JVACO.htm.

18. Centrifugace. www.wikiskripta.eu. [Online] 2. 1 2017. [Citace: 27. 2 2017.]
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Centrifugace.

19. Laboratorni centrifuga. cs.wikipedia.org. [Online] 6. 12 2012. [Citace: 27. 2 2017.]
https://cs.wikipedia.org/wiki/Laboratorn%C3%AD _centrifuga.

20. Odstiediva sila. wiki.unas.cz. [Online] [Citace: 27. 2 2017.]
http://wiki.unas.cz/wikipedia/o/od/odsta_ediva__sa_la.html.

21. Vacha, Frantisek. Centrifuga¢ni metody. www.prf.jcu.cz. [Online] [Citace: 27. 2 2017.]
http://www.prf.jcu.cz/~vacha/Vyuka/Metody/pdf/5_hod_Centrifugace.pdf.

22. Batrova, Eva. PCR. mmp.vfu.cz. [Online] 2011. [Citace: 28. 2 2017.]
http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-pcr&lang=cz.

23. Polymerazova fetézova reakce. www.wikiskripta.eu. [Online] 1. 12 2016. [Citace: 28. 2
2017.]
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Polymer%C3%A1zov%C3%A1l_%C5%99et%C4%9Bz
0v%C3%AL1_reakce. ISSN 1804-6517.

24. Sekvenovani nové generace. labguide.cz. [Online] 2014. [Citace: 2. 3 2017.]
http://labguide.cz/sekvenovani-nove-generace/.

25. Sekvenace DNA. www.genseg.cz. [Online] 2016. [Citace: 2. 3 2017.]
http://www.genseq.cz/sekvenace-dna.

26. Bartova, Eva. Sekvenovani DNA. mmp.vfu.cz. [Online] 2011. [Citace: 2. 3 2017.]
http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-sekvenovani&lang=cz.

27. Koubkova, L., Vojtések, B. a Vyzula, R. Sekvenovani nové generace. www.linkos.cz.
[Online] 1. 4 2014. [Citace: 5. 3 2017.] http://www.linkos.cz/files/klinicka-
onkologie/186/4484.pdf.

28. Sekvenovani nové generace. labguide.cz. [Online] 2014. [Citace: 5. 3 2017.]
http://labguide.cz/sekvenovani-nove-generace/.

29. 454 (Roche). labguide.cz. [Online] 2014. [Citace: 5. 3 2017.] http://labguide.cz/454-
roche/.

50



30. SOLEXA (ILLUMINA). labguide.cz. [Online] 2014. [Citace: 6. 3 2017.]
http://labguide.cz/solexa-illumina/.

31. Technologies, Oxford Nanopore. Nanopore. nanoporetech.com. [Online] 2016. [Citace: 6.
3 2017.] https://nanoporetech.com/.

32. Daktyloskopie. krimi2000.blogspot.cz. [Online] 2013. [Citace: 13. 3 2017.]
http://krimi2000.blogspot.cz/2013/03/daktyloskopie.html.

33. Daktyloskopické stopy. krimi-spk.sweb.cz. [Online] 2009. [Citace: 12. 3 2017.]
http://krimi-spk.sweb.cz/02_exper/expertiz/02a_dakt/02a_stopy.htm.

34. Daktyloskopické otisky. krimi-spk.sweb.cz. [Online] 2009. [Citace: 12. 3 2017.]
http://krimi-spk.sweb.cz/02_exper/expertiz/02a_dakt/02a_otisky.htm.

35. Daktyloskopicka evidence. krimi-spk.sweb.cz. [Online] 2009. [Citace: 12. 3 2017.]
http://krimi-spk.sweb.cz/02_exper/expertiz/02a_dakt/02a_evid.htm.

36. Abbas. Biometrie otisku prstu. www.biometricke-ctecky.cz. [Online] 2017. [Citace: 14. 3
2017.] http://lwww.biometricke-ctecky.cz/biometriky/otisk-prstu/.

37. Otisky prsti misto piistupovych hesel. [Online] 4. 12 2016. [Citace: 14. 3 2017.]
https://www.google.cz/search?q=Z2%C3%A1kladn%C3%AD+daktyloskopick%C3%A9+vzor
y&safe=off&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiK7r7zv97SAhWIIpoKHbC7B
VKkQ_AUIBigB&biw=1455&bih=722#imgrc=BNgldsmIFd7R-M:.

38. DDC. Revolu¢ni testy DNA. www.dnacenter.cz. [Online] 2016. [Citace: 7. 3 2017.]
http://www.dnacenter.cz/.

39. Genomac. PGT. www.genomac.cz. [Online] [Citace: 7. 3 2017.]
http://www.genomac.cz/cz/co-je-to-preventivni-geneticky-test-pgt.php.

40. —. GENOGRAF. www.rekreacnigenetika.cz. [Online] 2015. [Citace: 7. 3 2017.]
http://www.rekreacnigenetika.cz/genograf-tajemstvi-vaseho-rodu.

41. poskytnuti otiskt prstti. www.slidilove.cz. [Online] 11. 4 2013. [Citace: 20. 3 2017.]
http://wwwe.slidilove.cz/poradna/mohu-odmitnout-zadost-policie-o-poskytnuti-otisku-prstu.

42. CR, Policie. Kriminalistick4 daktyloskopie. www.policie.cz. [Online] 2017. [Citace: 12. 3
2017.] http://lwww.policie.cz/clanek/celorepublikove-utvary-kriminalisticky-ustav-praha-
zpravodajstvi-test-2.aspx?q=Y2hudW09NA%3D%3D.

43. Elas. Daktyloskopie - zajistovani latentnich stop. www.elasbrno.cz. [Online] 2017.
[Citace: 12. 3 2017.] http://www.elasbrno.cz/daktiloskopie-latentni-al3.

44. jr., MUDr. Antonin Sipek. Historie genetiky. www.genetika-biologie.cz. [Online] 2014.
[Citace: 10. 2 2017.] http://www.genetika-biologie.cz/historie-genetiky.

51



45. DAKTYLOSKOPIE. krimi-spk.sweb.cz. [Online] 2009. [Citace: 12. 3 2017.] http://krimi-
spk.sweb.cz/02_exper/expertiz/02a_dakt/02a_hlav.htm.

46. Biochemie. web2.mendelu.cz. [Online] 20. 1 2017. [Citace: 10. 3 2017.]
http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/print.php?page=1707&typ=html.

47. Elektroforéza. www.wikiskripta.eu. [Online] 14. 3 2016. [Citace: 10. 3 2017.]
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Elektrofor%C3%A9za.

48. labmark. Minicentrifugy. http://www.labmark.cz. [Online] 2017. [Citace: 15. 3 2017.]
http://www.labmark.cz/spectrafuge-6c¢.

49. Madical. cz.pinterest.com. [Online] 2017. [Citace: 15. 3 2017.]
https://cz.pinterest.com/iade360/medical/.

50. Zornikova, Gabriela. Vyuziti polymerazové fetézové reakce . www.chempoint.cz. [Online]
15. 5 2012. [Citace: 15. 3 2017.] http://www.chempoint.cz/vyuziti-polymerazove-retezove-
reakce-pcr-pro-detekci-probiotickych-mikroorganismu.

51. Omniveda. Lekce ¢islo IV / 1 : DAKTYLOSKOPIE. www.vedanasbavi.sk. [Online] 2017.
[Citace: 15. 3 2017.] http://www.vedanasbavi.sk/orisek-56-daktyloskopia? IDp=5.

52



9 Seznam obrazku

Obr. 1 SrouUbOVICE DNA S DAZEM .......cooveeveeeiseceeeieeseieeeeves e 6
Obr. 2 Postup pri izolaci DNA pomoci fenol-Chloroformu ...........cccccvvveiveiiniic i 21
ODbF. 3 KOLONKOVY Kit ..ottt 22
Obr. 4 Nanaseni vzorku pri horizontdlni elektroforéze ...............cccoviiniiiiiiciiiiiiiiienns 23
Obr. 5 Centrifuga Spectrafuge 6C S tthlovym FOLOFem .............ccuccuuveiciiiieiieiieee e 25
(@] o] g G =T 410 To3Y L SO PRPRR 27
Obr. 7 PCR postup jednotlivpch fAZT ............ccccouoiioiiiiiiiiiiicieie st 28
ODbr. 8 Drudy MATKGNTIL ...........ccovviiiiiiiiiii i 36
Obr. 9 DaktyloSkOpickeé VZOFKY ........cccccooiiiiiiiiiiii it 37
Obr. 10 DaktyloSkOpiCkG KQTEQ .............c..ocouiioiiiiiiiiiiie e 43
Obr. 11 Graf procentudlniho poradi Metod ................cc.coeiviiiiiiiiiiiieii e 47

53


file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662573
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662574
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662575
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662576
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662577
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662578
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662579
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662580
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662581
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662582
file:///E:/Mara-škola/ČZU%20-%20TF/III%20rok/Bakarařka/škeřík%2029.3.%20finiššššš.docx%23_Toc478662583

10Seznam tabulek

Tabulka 1 parametry k ROANOCENI ................ccccoviiiiiiiiiiiii s
Tabulka 2 Multikriterialni analyza parametril..............cccooveiiviiciiniiiiiiie e

54



