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Uvod

Forenzni genetika je pomérné mladym oborem. Vyuziva se za rtznych okolnosti
napriklad kurceni pribuznosti, identifikaci prfi hromadnych automobilovych
nehodach ¢i pii vySetfovani trestnych ¢inli, kdy se zkoumaji biologické stopy
ziskané na misté ¢inu a na zakladé jejich analyzy se identifikuje pachatel (CSSFG,
2018).

Tématem reSerSni bakalarské prace jsou metody forenzni genetiky v odvétvi
kriminalistiky. Autorka si vybrala toto téma na zakladé vlastniho zajmu po zjiSténi,
z ¢eho vSeho se da zjistit DNA jedince, jaky je celkovy proces prace se vzorky DNA a
jakym zplisobem se urcuje DNA profil. Celkové forenzni genetika a jeji metody
vyuzivané policii jsou dilezité, jelikoz kriminalistim pomahaji urcit pachatele, ktery

zpusobil trestny Cin.

V prvni ¢asti bakalarska prace definuje pojem forenzni genetika, a ¢im se zabyva,
popisuje historii forenzni genetiky z pohledu, kdy se poprvé analyza DNA pouZila ve
vy$etirovani a to ve Velké Britanii, v Spojenych statech americkych a také v Ceské
republice. Dale se v prvni ¢asti vysvétluji zakladni pojmy vyuZivané v genetice a
nakonec se tato c¢ast zabyva biologickou stopou, definuje ji, popisuje déleni do
riznych kategorii, uvadi, jak se biologicka stopa hled4 a nasledné pridava priklady

biologického materialu.

Ve druhé casti se bakalarska prace zabyva zajiStovanim vzorkl biologického
materialu, ktera obsahuje DNA, pro forenzné genetické zkoumani na misté ¢inu, kde
se popisuji pevna pravidla vySetfovani. Nasledné uvadi postupy pfi zajistovani
vzorkl DNA pro analyzu. V dal$ich kapitolach se zabyva identifikaci a individualitou,
hlavnimi procesy DNA, samotnymi metodami uZivanych pri analyze DNA ve
forenzni genetice, které vyuZziva kriminalistika, interpretaci vyslednych dat, jaké
mohou vzniknout chyby pfi forenzné genetické analyze DNA vzorkli a jejich

uchovani.
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1 Definice a historie genetiky a forenzni genetiky

1.1 Genetika

Jak uvadi Sipek (2010), ,Genetika je véda zabyvajici se dédicnosti a proménlivosti
Zivych soustav.” Z textu Sitné a Kistové (2016) miZeme dédicnost (hereditu),
definovat jako schopnost organismu, ktera predava geny z generace na generaci.
Tim se zachovava stalost a neménnost rodt. Dililezita je i proménlivost (variabilita),
kterd organizmy drobné méni, aby dochazelo k urc¢itému postupnému vyvoji.
Genetika ma spoustu podoborid a oblasti a velmi se prolina s dalSimi prirodnimi
védami. Samostatnou kapitolou, ze které analyticky vychazi forenzni genetika, jsou
pak metody molekularni biologie a jejich speciadlni aplikace v kriminalistice, které
slouzi jako nastroj k porovnavani vzorku DNA nalezené na misté ¢inu s DNA od

podezrelé osoby ¢i nasledné identifikaci dané DNA.

1.2 Forenzni genetika

Halina Simkova (2012) ve své publikaci uvadi, Ze termin forenzni pochazi z lat.
forensis, které je odvozeno od slova forum - namésti. V antickém Rimé se totiZ béZné
na naméstich konala verejna soudni jednani. AZ dodnes se pouZivani slova forenzni

zachovalo ve smyslu dokazovacim ¢i soudnim.

Obor forenzni genetika se tedy zabyva hledanim shod ¢i rozdilti mezi jedinci nebo
fragmenty lidskych tél a stopami biologického plivodu zajisténymi na misté
trestného ¢inu organy Cinnymi v trestnim fizeni ¢i soudnim znalcem za pouZiti
aktualné dostupnych molekularné biologickych technologii, jak uvadi Mazura

(2015).

S forenzni genetikou uzce souvisi i dalS$i obory, napi., molekuldrni genetika,
biochemie nebo enzymologie (Stefan, Hladik et. al. 2012). Podobor molekularni
genetika zkouma predevsim geny a nukleové kyseliny. Také se zaméruje na jejich
vysledné produkty (Sipek, 2014). Piredmétem biochemie je studie struktury latek,

které tvori Zivy organismus a jeho sloZeni, naslednymi chemickymi zménami latek
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a porovnavanim fyziologickych projevil stim, co se déje v organismu (Kodicek,
2007). Enzymologie studuje enzymové reakce, které se déji v organismu

(Farmaceuticka fakulta UK, 2018).

1.2.1 Déleni forenzni genetiky

Forenzni genetika se nevyuZiva jen v kriminalistice, ale ma vice uplatnéni. Kromé
porovnavani DNA a ndasledné identifikaci pachatele, se také vyuZziva k identifikaci
osob, aby se napriklad urcila totoZnost mrtvoly. V neposledni fadé forenzni genetika
studuje pribuzenské vztahy. Na zakladé toho, kde se forenzni genetika vyuZziva, se

déli do trech oddila:

1) Kriminalisticka
2) Identifikac¢ni
3) Kognativni (CSSFG, 2018).

1.3 Pocatky forenzni genetiky

Forenzni genetika je pomérné mladym védnim oborem. Na rozdil od jinych
kriminalistickych ¢i forenznich metod, jako je trasologie, mechanoskopie ¢i
elektrochemie, zndme naprosto presné den a misto jejiho zrodu. Prvni vyzkum se
udal v pondéli 10. zari 1984 v DNA laboratofi Dr. Aleca Jeffreyse na University of
Leicester ve Velké Britanii (Jeffrey, Wilson, 1985).

Dr. Alec Jeffreys dédi¢né onemocnéni v rodinach. Sousttedil se zejména na mtody,
které resi otcovstvi a pristéhovalecké spory. Prokazal je pomoci genetické vazby
mezi jednotlivci. Vyuzil k tomu polymorfismus délky restrikéniho fragmentu
(RFLP), aby analyzoval deoxyribonukleovou kyselinu (DNA). Na zakladé toho zjistil,
ze repetitivni DNA vzorky, zndmé jako variabilni pocet tandemovych opakovani
(VNTR), Ze se nachazeji ve vSech lidech, ale lisi se jednotlivou délkou. Na zakladé
toho, Dr. Alec Jeffreys zjistil, Ze tyto variace miiZe byt pouZzita k urceni identity osoby.
Tuto techniku nazval DNA fingerprinting, tedy ,geneticky otisk prstu“. Pomoci této
metody, dokazal, Ze geneticky otisk prstu je specificky pro kazdého jednotlivce na

Zemi, kromé identickych dvojcat (DNA Forensics, 2018).
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Obr. 1. Postup pri zjistovani genetického otisku prstii (Yourgenome, 2016).

Jako prvnimu se dr. Alecovi Jeffreysovi podarilo urcit identitu chlapce, ktery

pochazel z Ghany (Jeffreys, Brookfield, Semeonoff, 1985).

Prvni redlny pripad, v némZ byla uzita metoda DNA fingerprinting k identifikaci
pachatele, byly vrazdy a znasilnéni dvou divek v hrabstvi Leicestershire (Simkova

2012).

V prvnim piipadé se jednalo o nevyreSenou vrazdu Lyndy Mann. Tato patnactileta
divka vlistopadu 1983 odeSla z domu v oblasti Enderby a Sla navstivit svoji
pritelkyni. Doml se vSak téhoZ dne nevratila. Druhy den rano ji nalezli na

opusténém chodniku uskrcenou a zndsilnénou. Tehdy se policii nedarilo vrazdu
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objasnit. O tfi roky pozdéji byla stejnym zpilisobem zavrazdéna dalsi patnactileta

divka Dawn Ashworth, ktera byla uSkrcena, zbita a znasilnéna.

K vrazdé se prihlasil mlady muz z Enderby a uc€inil pIné doznani policii. Nicméné, po
prvnim testu DNA se zjistilo, Ze si vymyslel a je nevinny. Policie tak zintenzivnila
hledani a v prbéhu pristich Sesti mésicti pozadala 5 000 mistnich muzi, aby
poskytli vzorek vlastni DNA. OvSem, vSechny vzorky byly vyhodnocené jako
negativni. Policie dosla do faze, kdy si myslela, Ze tento ptipad uz nevyresi. Avsak na
policii zavolala Zena, ktera nahlasila, Ze zaslechla v hospodé rozhovor pracovnika
pracujiciho v pekarné. Ten prozradil, Ze zaplatil 200 £ spoluzaméstnanci, aby mu dal
sviij vzorek DNA. Jmenoval se Colin Pitchfork a byl v zari 1987 zatcen v sousedni
vesnici Littlethorpe. Poté co policie otestovala vzorek Pitchforkovy DNA, zjistila, Ze
odpovidala vrahové DNA (Holden, 2014). Zahy se metoda analyzy lidské DNA pro

kriminalistické ucely rozsirila také do USA a dalsich zemi (Jedlicka, 2018).

1.4 Forenzni genetika ve Spojenych Statech Americkych

Dalsi zemi, kde nasla domov forenzni genetika, byly Spojené Staty Americké, které
poprvé vyuzili metodu DNA fingerprinting p¥i vySetfovani. Roku 1987 byl prvnim
odsouzenym pachatelem, na zakladé identifikace DNA, pomoci metody DNA
fingerprintingu, Tommy Lee Andrews. Celil obvinéni za sérii loupeZ{ a znasilnéni.
Jeden z hlavnich diikazii, ktery Andrewse prokazal vinnym, bylo sperma, které se
naslo na téle znasilnénych Zen. Diky diilezitosti nové metody byla v prosinci 1988

oteviena v USA laborator na analyzu DNA (Leonard et. al, 2016).

1.5 Prvni pripad vyieSeny za pomoci identifikace DNA v Ceské

republice
Dne 27. Cervna 1990 byla nalezena zavrazdéna 19ti leta studentka Jana Krkoskova
na ddmském WC na Pedagogické fakulté Masarykovy univerzity v Brné. JiZ z prvniho
pohledu na télo obéti bylo patrné, Ze se jednalo o vrazdu se sexualnim motivem.
Krevni stopy se nachazely na podlaze kolem zavrazdéné i na obkladackach. Zvlastni

druh krevnich stop byl zjiStén ve formé kapek na jednom misté kachlicek. Tyto
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kapky budily dojem, Ze byly vytvoreny otfepanim zakrvavené ruky, proto byly
zajistény.

Pitvou na téle zavrazdéné studentky zjisténo celkem 31 bodnoteznych ran v oblasti
hrudniku, zad a hyZzdi. MuZské pohlavni buriky, ani jejich fragmenty nebyly v

genitalu ani kolem ného prokazany.

Hned druhy den po vrazdé byl zadrZen 26lety Milan Lubas. V dobé zadrZzeni mél
obvazanou dlai pravé ruky. Byla mu odebrana krev a porovnana se stopami krve,
které vznikly na misté ¢inu. Rovnéz byl pti domovni prohlidce zajiStén jeho odév se
stopami krve. Vysledky porovnani vSech krevnich stop byly vSak negativni. Lubas
mél stejnou krevni skupinu jako jeho obét. Obhdjce po tomto zjiSténi okamzité zadal

o jeho propusténi z vazby a zastaveni trestniho stihani.

ProtoZe kriminalisté byli na zakladé indicii a rozport v jeho vypovédich piresvédceni
o0 jeho viné, rozhodli se pozadat pracovisté katedry genetiky a molekuldrni chemie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Komenského v Bratislavé o provedeni
identifikace krevnich stop metodou DNA. PiestoZe se na této katedie provadéla
analyza lidské DNA pouze experimentalné, jeji vedouci pracovnik RNDr. Doc. RNDr.
V. Ferak, CSc, se rozhodl analyzu DNA z krevnich stop se svymi spolupracovniky

provést.

Necelé ctyfi mésice od vrazdy obdrZeli kriminalisté znalecky posudek, z néhoz
vyplynulo, Ze krev zajiSténad na damském WC pedagogické fakulty byla Milana
Lubase. Stopy krve na ponoZzkach a riflich Milana Lubase pochazely z téla
zavrazdéné Jany Krkoskové. Milan Lubas byl odsouzen k 23 letiim odnéti svobody.

Dne 4. inora 1993 spachal ve vykonu trestu sebevrazdu (Jedlicka, 2010).
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2 Vymezeni zakladnich pojmii

2.1 Nukleové Kyseliny

Nukleové kyseliny patii mezi makromolekuldrni latky, které se nachazeji v kazdé
burice. Vjejich molekuladch je uloZena geneticka informace. Nukleové Kkyseliny
ovladaji prepis do bilkovin a ridi prenos dédi¢né (genetické) informace z generace
na potomstvo. Hlavnimi stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin jsou nukleotidy,
které se skladaji tri slozek, z cukru (pentdzy), dusikaté baze (adenin, guanin,
cytosin, thymin a wuracil). Do nukleovych kyselin se radi dva typy -
deoxyribonukleova kyselina (zkr. DNA) a ribonukleova kyselina (zkr. RNA). Obé dvé
kyseliny se navzajem rozliSuji svymi funkcemi, sloZenim i strukturou (Streblova,

2012).

Jak Stefanek (2011) popisuje: ,DNA je pro nds zcela zdsadni, protoZe u daného
jedince obsahuje v kaZdé burice genetické informace o celém organizmu a cestou
pohlavnich bunék umoZriuje prenos této informace na potomstvo.“. Aby vznikla
jednoretézcova DNA, museji se nukleotidy seradit vedle sebe, a tim vznikne kdd.
Pokud se ma z jednoretézcové DNA stat dvouretézcovou, museji se baze sparovat
sjinym typem. Kazda baze se paruje jen s jednou jinou bazi (Simkova, 2012). Na
vytvofeni modelu dvousSroubovice DNA se podileli James D. Waston spolu

s Francisem H. Crickem. Prvni model piedstavili v roce 1953 (Sipek, 2010).

U eukaryot se vyskytuji dva typy DNA, jaderna a mitochondrialni. Oba dva typy DNA
jsou dulezité pri genetické analyze a naslednému porovnavani DNA i identifikaci

jedince.

Prevazna vétSina DNA se nachdazi piimo v jadru buniky (jadernd DNA). Jaderna DNA
dohromady s nukleoproteiny neboli histony, vytvareji chromatin (Otova, Mihalova,
2012). Pouze pri procesu bunécného déleni, ve fazi interfaze, se chromatin
kondenzuje (Koolman, Rohm, 2012). Pokud se chromatinové vlakno spiralizuje,

vznika chromozom (Otov4, Mihalova, 2012).

Mitochondrialni DNA, zkr. mtDNA, se vyskytuje v organele zvané mitochondrie. Tato
Dna neni linedrniho, ale kruhového tvaru. Nachazi se vni 37 gen(, které mohu

vytvorit az 16 569 pard bazi DNA (MULBGG). Oproti jaderné DNA, mtDNA se
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v bunice vyskytuje ve vysokém mnozstvi, jelikoZ jedna butika obsahuje okolo 2 000

mitochondrii (Koolman, R6hm, 2012).

2.2 Gen

Podle Kroupové (2016) se definuje gen jako: ,Jednotka a nositel genetické informace
pro urcity znak, dispozici, vlastnost nebo vlohy.” Kazdy gen je tvoren nukleotidy, které
jsou umistény na konkrétnich mistech na chromozomu (lokusech) (Nguyen, 2015).

Soubor vSech gentl jedince se nazyva genom (Rovensky et al., 2016).

2.3 Geneticky marker (DNA marker)

Geneticky marker se mlZe objevovat jako gen ¢i tisek DNA (sekvence), ktery se
nachazi na chromozomu. MiZe byt vysvétlena jako variace, ktera miiZe vznikat
napriklad pri mutaci. Tato variace je nasledné pozorovana (Pierce, 2014). Mezi

piiklady geneticky markert patfi:

- polymorfismus délky restrikéniho fragmentu (RFLP)

- nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD)

- variabilni pocet tandemovych opakovani (VNTR)

- polymorfismus jednoduché sekvenc¢ni délky (SSLP)

- polymorfismus délky amplifikovaného fragmentu (AFLP)
- opakovani jednoduché sekvence (SSR)

- jediny nukleotidovy polymorfismus (SNP)

- kratké tandemové opakovani (STR)

- polymorfismus s jednim znakem (SFP)

Genetické markery se déli do dvou skupin, Prvni skupina zkouma variaci na genové
urovni. Mohou se v ni zménit aminokyseliny ¢i proteiny. Tuto skupinu oznacujeme
jako biochemické markery. Do druhé skupiny patfi molekuldrni makery, které
studuji variaci na DNA trovni, napiiklad mtze u nukleotid dojit inverzi ¢i vkladani
(Boopathi, 2013). Konrétné o polymorfismu délky restrik¢niho fragmentu (RFLP),

nahodné amplifikaci polymorfni DNA (RAPD), tandemovému opakovani s
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variabilnim ¢islem (VNTR), jediny nukleotidovému polymorfismu (SNP) a kratkém

tandemovém opakovani (STR), se bakalaiska prace zabyva v kapitole cislo 6.

2.4 Mutace

Za zménou sekvence DNA mohou mutace. Mutace se mohou objevovat v rozsahlém
mnozstvi. 0d skoro neviditelné zmény, napriklad, jedné premény baze v nukleotidu,
azZ po prestavbu a pocet chromozomt ¢i predélani celého karyotypu chromozomi.
Je ovSem diilezité rict, Ze mnoZstvi, ve kterém se objevuje mutace, nema dopad na
nasledky v organismu. Pfestavba chromozomu nemusi mit absolutné zadny ucinek
na organismus, kdezto jedind zména v nukleotidu mtize mit obrovsky efekt na

organismus (Simkova, 2012).
Podle mista vzniku rozliSujeme t¥i typy:

1) Genova mutace
2) Chromozomova mutace

3) Genomova mutace

Jednim typem mutace je také polymorfismus, ktery je vysvétlen niZe.

2.5 Polymorfismus

Kazdy jedinec se mize rozeznat tim, Ze néjaky usek v sekvenci DNA je jiny od
druhého jedince. Polymorfismus se pievazné studuje v populacich, ve kterych mtize
existovat vice nez 1 % jedinct, ktefi maji tu samou zaménu sekvence DNA. Pokud
takova skupina v populaci existuje ve vétSim mnozstvi, nez je 1 %, predpoklada se,
Ze selekce DNA neni niciva pro jedince, ve kterém se vyskytuje. Sekvence DNA tak
z populace nemusi vyhynout ptirodnim vybérem. Vliv polymorfismu na jedince
nema bud'to zadny ucinek, fenotyp se neméni, nebo vliv polymorfismu je maly.
Jestlize polymorfismus ptlisobi v malé formé, pomahd, aby jedinci v populaci byli
heterogenni, ale zaroven nema takovou silu, aby se zacal vyskytovat v celé populaci

a nemohli vzniknout jiné variace polymorfismu v populaci (Dolezal, 2018).
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3 DNA v biologické stopé

3.1 Biologicky material jako stopa

,Jako biologicky materidl obecné oznalujeme vse, co bylo Ci je soucdsti nebo
produktem Zivého organismu. Biologicky materidl tak miiZze mit nesmirné mnoho
podob.” (Simkova, 2012). Biologicky materidl, ktery je nalezen na misté ¢inu, se

definuje jako biologicka stopa (Beran et al., 2012).

Pokud jde o kriminalistiku, je zkouman rostlinny a Zivocisny, zvireci ¢i lidsky,
materidl. JestliZe se potvrdi, Ze biologicky materidl je Zivoc¢iSného ¢i rostlinného
plivodu, vysSetfovat se jiz dale nebude. Zkoumaji se jen v urcitych ptipadech,
napriklad kurceni drogy, vySetfovani uhynu drahych zvirat nebo se zkouma
ZivociSny material, pokud zvire napadne ¢lovéka. Nejvice je vySetfovan biologicky

material lidského ptvodu (Suchanek, 2000).

Biologické stopy se Cleni podle riiznych zpiisobti déleni, a to dle oddéleni lidského
téla, dle mista kde se biologickd stopa nalezne, podle trestné pravni ¢innosti, na

zakladé prirazeni biologického materialu k ¢lovéku.

3.1.1 Biologicka stopa, podle oddéleni od lidského téla
1) Biologicky materidl, ktery se odstépi od lidského organismu samovolné:
- Mezi takové to materidly patfi, napiiklad, moc¢, pot, stolice, sliny,
spontanné vypadlé vlasy ¢i chlupy, ejakulat ¢i nosni nebo posevni sekrety.
2) Biologicky materidl, ktery se odlouci od lidského organismu vlivem ptisobeni
vnéjsich faktori na ¢lovéka:
- Do téchto materiala pari krev ¢i riizné casti tkani.
3) Biologicky materidl, ktery se uchova ze zesnulého ¢lovéka

- Do této skupiny patii kosti Ci jejich ¢asti (Koukal, 2005).

3.1.2 Biologicka stopa podle mista nalezeni
1) Misto trestniho ¢inu
2) Predméty a nastroje trestni ¢in jimi spachané
3) Télo a odév pachatele
4) Télo a odév obéti

5) Vozidla, ktera se zdcastnila trestného ¢inu
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6) Dalsi mista, kde se mohl biologicky material zachytit (Straus et al., 2004),

3.1.3 Biologicka stopa dle trestné pravni ¢innosti, na zakladé prirazeni
biologického materialu k clovéku
1) Obét
2) Pachatel
3) Spolupachatel
4) Poskozena osoba (Suchanek, 2000).

Aby se mohly stopy zajistit, je nutné je nejdiive najit. Stopy, které je mozné
zaznamenat pouhym okem, se nazyvaji viditelné stopy. Najdou se napt. pri
prohledavani mista ¢inu ¢i ohledavani mrtvoly. Existuji ale stopy, které jsou obtiZzné
viditelné ¢i viibec neviditelné, ty se vyznacuji jako latentni stopy. Kriminalisté jim
také tikaji materialni stopy. U latentnich stop se musi vyuzivat riizné specidlni
metody, aby byly stopy nalezeny, napf. infracervené ¢i ultrafialové zareni apod.
(Porada, Suchanek, Straus, 2005). Biologické télni tekutiny jako je napriklad
sperma, vaginalni sekret, mo¢, pot, sliny, ma schopnost tzv. fluorescence, ale je
dilezité, aby byly biologické télni tekutiny osvétleny spravnym UV svétlem, které
ma spravnou vinovou délku. UV lampy velice usnadnuji Kriminalistim praci

(Advanced NTD Ltd, 2018).

Infracervené zareni prijima delSi vinové délky, oproti ultrafialovému zateni, které
prijima krat$i vinové délky. Mezi infraCervenym a ultrafialovém zarenim se
nachazeji frekvence viditelného svétla. Posloupnost jde takto: ¢ervené, oranzové,

zluté zelené, modré a fialové (Penven, 2011).
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Obr. 2. PouZiti ultrafialového zareni k nalezeni biologického materialu (HiTech
Ltd., 2005).

Biologické stopy lze zajistit tfemi metodami. Prvni metodou je in natura., ktera
zajiSt'uje predmét Ci jeho Cast, na kterém se stopa vyskytuje, napi. krev na nozi. Na
této metodé je dobré, Ze DNA neni nijak narusena, naopak se s predmétem musi
zachazet opatrné, aby se nerozbil pfi transportu do laboratote. Vzdy se biologicka
stopa neda zajistit a prevést do laboratore. Naptiklad otisk, ktery se nachazi na klice
dvefi od domu, se musi odebrat nebo pokud je dilezitd pti vySetfovani stopa
podrazky bot v hliné, ktera miiZe patfit pachateli, je nutné ji odlit, respektive udélat
kopii stopy. Kopie stopa je tedy druhou metodou, ktera se vyuziva pri zajiStovandi.
Posledni metodou je fotografovani. Kazdou stopu, co se najde na misté ¢inu, je nutné

vyfotografovat (Baizova, 2014).

3.2 Charakteristika biologického materialu obsahujici DNA

Pokud se zkouma biologicky material, hlavnim tikolem je zjistit pravého ptvodce.
0d tkanového ptivodu biologického materialu se urc¢i druhovy ptivod, neboli jakému
organismu material naleZi (lidsky nebo ZivociSny) a tedy ke komu material priradit,
viz obrazek Cislo 2. Tkanovy pivod ma také urcit, o jaky typ biologického materialu
se jedn3, tedy jestli byla nalezena krev, sliny, trichologocky material, kost, ejakulat

atp. (Simkov4, 2012).
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3.2.1 Krev

Krevni stopy se objevuji v riznych typech, od krevnich kaluZi, kapek, cdkanct az po
struzky. Existuji krevni stopy, které jsou druhotného ptivodu. Jde o krevni otéry a
otisky. Podle tvaru krevni stopy a mista, kde se nachazi, miiZe byt naznacen pivod
krve (Koukal, 2005). Krev je velice dilezity biologicky material v kriminalistice.
Z krve se muze zjistit jak krevni skupina, tak se vyuziva k analyze DNA jako dikazni

material k identifikaci jedince (Stefan, Mach, 2005).

Obr. 3. Snimani krve na misté ¢inu (Brennan, 2018).

3.2.2 Ejakulat

Ejakulat je bélavého zbarveni. Obsahuje spermie a pohlavni vymeésky, které
produkuji pridatné semenné zlazy. Muz, ktery je zdravy, mize vyprodukovat az 100
x 106 ejakulatu (Stefan, Hladik, et al., 2012). Skvrny ejakulatu se pievazné zkoumaji
pri trestné cinnosti, kde je predmétem vySetfovani napf. znasilnéni. Skvrny se
mohou objevovat na rliznych materialech nebo v pochvé Zeny. Pokud se ve vzorku
z vytéru pochvy vyskytuji spermie, miiZe se vzorek poslat k DNA analyze a napomoci

identifikovat pachatele (Hirt, Vorel, et al.,, 2016).

3.2.3 Sliny

TaktéZ sliny se pouZivaji k analyze DNA, ale je nutno dodat, Ze se v nich nenachdazi
velky vyskyt deoxyribonukleové Kyseliny, naopak (Rak, Matyas. Riha, et al., 2008).
Sliny se skladaji ze tri sloZek. Z vody, anorganickych a organickych latek. Voda se ve
slinach objevuje v 99 %, anorganické latky jsou ve slindch v 0,3 % mnozstvi ionti
(Na*, HCO3, CI, K*) a obsahuji 0,3 % organickych latek (mucin, ptyalin) (Stefan,
Hladik, et al.,, 2012).
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3.2.4 Trichologicky material

Do tohoto materialu patii vlasy a chlupy. ,Je to cylindricky epithelovy utvar zanoreny
do dermis“ (Cihak, 2016). K tomu, abychom ur¢ili jedince, kterému dany vlas ¢&i chlup
patii, zkouma se jaderna DNA, ktera se nachazi v korincich spolu s epitelidlnimi
pochvami. Pokud se nenalezne cely vlas na misté ¢inu, je moZné pouzit vlasové
fragmenty, ze kterych se poté zjiStuje mitochondridlni DNA (mtDNA) jednice, mtize
také urcit krevni skupinu jedince, a tak tak slouZi jako dfikazni material (Stefan,

Hladik, et al., 2012).

3.3 Primarni a sekundarni prenos DNA obsaZené v biologickém

materialu
Jestlize se biologicky materidl s DNA aplikuje na jakykoliv objekt, mluvi se
primarnim pienosu DNA. Jako priklad se miliZe uvést, kdy se osoba poteze, svoji krev
pienese na papirovy kapesnik, kterym si zakryva ranu. Sekundarni pienos se
uskuteciiuje v laboratofi nebo na misté ¢inu, pri odebirani biologického materialu.

Musi se davat pozor, aby se nevytvorila falesna DNA (Stefan, Hladik, 2012).
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4 Zajistovani vzorki pro forenzné genetické zkoumani

na misteé ¢inu

Pokud se ma biologicka stopa vySetrovat, musi se davat velky pozor aby:

1) nedoslo ke zniceni biologické stopy neboli k degradaci

2) bylo zajisténo co nejvétsi kvantum biologickych stop, coZ se netyka stop
rozsahlych, zde stac¢i fragment kazdé stopy

3) nedoSlo ke smichani biologického materidlu sjinym, ¢imZz by byl

kontaminovan a dale nepouzitelny (Simkova, 2012).

4.1 Degradace DNA

K degradaci DNA mitize dojit ptisobenim biologickych, fyzikalnich ¢i chemickych
jevi, béhem nichZ se mlize DNA zavazné poskodit az zcela rozbit. Mezi faktory, které
mohou porusit DNA, patii napi. UV zareni, rizné chemikalie, teplota, bakterie nebo
vlhkost (Simkov4, 2012). Pokud UV zafeni ptisobi na DNA, mtiZe dojit k poskozeni
pyrimidinovych bazi (Masarykova univerzita, 2007).

4.2 Mnozstvi biologické stopy

Na misté ¢inu je nejlepsi zajistit cely predmét, pokud tato varianta neni mozng, je
dobré zajistit alespori tu ¢ast, kde se nachazi biologicka stopa. Pokud se bere jen ¢ast
predmétu, miiZeme ji napt. odlomit ¢i vystfihnou. Jestlize se predmeét ¢i jeho kus

neda odebrat a vzit do laboratoie, musi se na misté ¢inu biologicka stopa sejmout.

Biologicka stopa se miiZe sejmout pomoci seSkrabavani ¢i odloupnuti z predmétu. U
téchto dvou metod se musi davat pozor, aby se stopa neztratila ¢i nebyla odfouknuta.
Vhodnéjsi metodou je gdza namocend napi. v destilované vodé. Vlhkou gazou
setfeme biologicky materidl z pfedmétu, poté se necha v pokojové teploté, kviili
uschnuti (Porada, Suchanek, Straus, 2005). Kromé gazy se vyuzivaji rlizné pomucky
k odebrani biologického materialu, napriklad vatové tyCinky, sterilni tampon v tubé

atd.
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Obr. 4. Sterilni tampdn v tubé, pomoci néhoz se odebira biologicka stopa (Krimi-
LTsezam, 2018).

4.3 Kontaminace DNA

Kontaminace je velice zavazny problém. Biologicky material, ktery obsahuje DNA,
miZe byt kontaminovan jinou DNA (Statni archeologicky ustav, 2007).

DNA se miize kontaminovat kdekoliv a kdykoliv. Pfedtim, nez se viibec trestny ¢in
stane. Mezi trestnym Cinem a praci policie pri zajiStovani mista, kde se ¢in stal,

v pribéhu vySetiovani na misté ¢inu ¢i primo v laboratori (Oorschot et al., 2010).
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4.4 Postupy pri zajiStovani vzorkii DNA pro analyzu

Aby se vyhnulo kontaminaci DNA je nutno dodrZovat urcita pravidla:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)
9)

Jedinec odebirajici biologicky material ¢i jen osoba, ktera je u odbéru, ma na
sobé ochranné prostredky. Naptriklad u vySetfovatele jsou na rukach
rukavice, na botach ma navleky, pres tsta upevnénou rousku.

Pokud se zabezpecuji vzorky biologického materialu, pouzivané prostredky
musi byt certifikované, jestlize nejsou, mize dojit k samotné kontaminaci.
Pii odebirani vzorku nemiize jedinec, ktery provadi odbér ¢i osoba odbéru
ucastnéna, kychat, kaslat nesmi se u néj objevit zranéni, ktera jsou povrchova
a mohou krvacet.

Je dobré pracovat s prostiedky na jedno pouziti, napt. plastové pinzety atd.
Prostiredek, ktery se pouziva pro odebirani vice vzorki, je nutné po kazdém
odebrani peclivé ocistit. Nasledné se Cistici prostredek dikladné sejme,
jelikoz kdyby se nesejmul, mize dojit ke ztraté DNA.

Pracovnik si po kazdém odebraném vzorku musi vzit nové gumové rukavice.
Kazdy vzorek se vklada do samostatnych obalt. Tim se piedchazi
kontaminaci vzorkd.

Je dlilezité mit DNA osob tucastnénych pti odbéru.

Dava se pozor také na psaci potieby, kterymi se popisuji jednotlivé obaly se
vzorky. Psaci prostifedky jsou tedy také ociStény. Pokud by se neocistily,
muze dojit ke kontaminaci, jelikoZ se na né mize prenést pies rukavice jiny

odebirany vzorek.

10) Pozor na vzorek neznamého pilivodu, mohl by obsahovat nebezpecné

ptivodce nemoci (§tefan, Hladik, et al., 2012).

4.5 Specifika odbéru jednotlivych druhii biologického materialu

4.5.1

Krev

1) Drobnéjsi predmét obsahujici krev se vezme cely.

2) Krev v tekutém stavu se odebere pomoci napt. tampont. Uschla, pri
pokojové teploté, je pak vloZena do mikrozkumavky.

3) Uschla krev se seSkrabe do obalky, zaroven se také seSkrabe podkladovy

material bez krve.

26



4) Rozpusténa uschla krev se napft. v destilované vodé nasaje do gazy a poté
se musi nechat v pokojové teploté. Dale je zajistén i podkladovy material

bez krve.

Obr. 5. Zajisténi krevni stopy pomoci seSkrabavani skalpelem (Vanék, 2011).

4.5.2 Sliny a sperma
1) Zaopatrit bud’ cely ¢i Cast zasazeného objektu. Dale jsou stopy vloZeny do
jednotlivych obald.
2) Musi se zaopatrit i srovnavaci material, at' uz ve formé zaschlé sliny z mista

¢inu i odebrané krve pachateli.

4.5.3 Trichologicky material
1) VZdy se pri odbéru pouZziva ruka, a nikoliv nastroj z kovu.
2) Trichologicky material se vklada do papirové obalky.
3) 0Od podezrelé osoby se vezme kontrolni vzorek, tim zplisobem, Ze je vytrhnut
z hlavy. Celkem se bere 5 kontrolnich vzorki, které jsou odebrané z péti
riznych mist na hlavé.
4) Trichologicky material je vZdy popsan na obalce, kde je napsana i informace,

z jaké casti téla pochazi (Vichlenda, 2011).
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4.6 Individualita a identifikace

KaZdy ¢lovék ma jedinecny geneticky profil, podle kterého lze jedince identifikovat.
,SlouZi k jednoznacné identifikaci jedince, (i miiZe poslouZit k urceni rodicovstvi (mimo
jiné). GP je soubor znakil, které jsou pro kazdého jedince nezaménitelné a jedinecné.

Jde viastné o otisk prstu v preneseném slovnim vyznamu* (Cilova, 2015).

Tento profil jedince se urci z biologického materialu, ktery se nasledné porovna
s referencnim vzorkem. Bud'to se ovéri nebo popie identita jedince (DNA centrum
Bulovka, 2010). Samotny proces identifikace biologického materidlu ma sérii
postuptll jdoucich poporadé. Aby se dostalo spolehlivych vysledki, Zadny z dil¢ich
nesmi obsahovat chybu. Metody, podle kterych je vzorek zkouman urcuje sam
analytik. Pokud na vzorek aplikuje chybnou metodu, je pravdépodobné, Ze dojde
k falesné pozitivnim ¢i faleSné negativnim vysledkiim. Pfevazné se to miliZe stat u
stop mikroskopické velikosti, jelikoZ se pouZiva cely vzorek a méreni tak nejde

znovu opakovat (Vanék, 2011).
Kazdé individuum ma4 ale také zaroven specificky geneticky a fyzikalni charakter.
- Genetické individuum

Zacatky existence jakékoliv osoby pocinaji splynutim vajicka se spermii, kdy se
oplodi vaji¢ko a vznikne tak zygota (Sipr, 2007). KdyZ se zygota déli, jeji nové vzniklé
buriky obsahuji témér stejnou genetikou informaci jako plvodni, tim se vytvari

genetické individuum, jinak nazyvané geneta (Simkova, 2012).
- Fyzické individuum

Pojem fyzické individuum (rameta) predstavuje urcitou osobu, ktera je prostorové
vymezena. Kazda rameta ¢lovéka je chapana jako jednotka ve spole¢nosti (Simkova,

2012).
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4.7 Diikazni potencial stopy

Pocatek dotazovani se zaklada na rtznych hypotézach, které se nasledné zkoumaji.
Nové zjiSténa fakta urcuji, kterd z verzi je pravdépodobnéjsi a ktera ne. Podobny
postup se vyuZziva také pri analyze DNA. JestliZe se za pomoci DNA analyzy potvrdi

alesponi ¢astecné pravdivost nékteré z hypotéz, druha muze az zcela zaniknout.
Dtikazni potencial stopy vznika z:

1) apriorni tésnosti vazby stopy ke skutku
2) octekavané rozdilnosti vysledku prislusného znaleckého zkoumani za

platnosti jednotlivych zvaZovanych hypotéz (Simkova, 2012).
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5 Hlavni proces analyzy DNA
Jak jiz bylo diive zminéné, pokud se na misté najde biologicky materidl, je nutné
matrial odebrat, ulozit ho do specialnich obalii a nasledné ho dopravit do laboratofte,

kde probéhne jeho analyza.

5.1 Izolace DNA

Je zapotrebi ziskat zbiologického materidlu pouze DNA, tedy DNA nemiiZe
obsahovat Zddné jiné komponenty. Biologicky material se tedy rozbije a zlikviduji se
komponenty, které by mohly narusit zkoumanou DNA. Mohou to byt naptriklad
enzymy. Po odstranéni vSech prebytecnych slozek vznika izolat, tedy vzorek DNA,

ktery je pripraven k analyze (Rak, Matyas, Riha et al., 2008).

DNA se izoluje riiznymi metodami, napi. pomoci FTA papirkl (obsahuiji latky, které
se podili na rozkladu bunék, denaturaci bilkovin a zarovei chrani nukleové kyseliny
pied nukleazami (VWR, part of avantor, 2018)), felnol-chloroformové metody ¢i
chelexové metody (Hirt, Voler et al., 2016). Je ale nutné dodat, Ze uz se vyskytuji
prostiedky, pri jejichZz pouziti neni zapotiebi projit zdlouhavym procesem DNA
izolace. Mezi tyto prostiedky patii napt. SwabSolution Kit (Simkova, 2012).

buccal swab

Add

to tube or plate

l Add 1m| of

SwabSolution™ Transfer 2ul of Add to 23ul of PCR
Reagent swab extract amplification mix
> _— .
Perform thermal

Incubate for 30

at 70°C e ok

minutes

Obr. 6. SwabSolution Kit (DISTRIBUIDORA COMERCIAL ZOGBI, 2018).

5.2 Kvantifikace DNA

Kvantifikace se zabyva zmnoZenim neboli amplifikaci izolované DNA (izolatu).
Kvantifikace ma na starosti, aby izolatu nebylo malo ¢i naopak mnoho (Rak, Matyas,
Riha et al., 2008). Pouzivaji se rtizné metody namnoZeni, napi. polymerazova
retézova reakce (PCR) (Tellier, Bukh, et al.,, 2003). O této metodé se piSe niZe

v kapitole ¢islo 6.
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5.3 Separace namnoZzenych useki na sekvenatoru

Amplifikované uUseky DNA ndasledné projdou analyzou pomoci Kkapilarni
elektroforézy, na jejimz zakladé jsou rozdéleny dle velikosti (Stefan, Hladik, et. al,,
2012). V kazdé DNA se vyskytuji fosfatové skupiny, které nesou zaporné elektricky
naboj. Zaporné naboje se pohybuji riiznou rychlosti ke kladné anodé, ale pohyb je
omezen médiem, napt. gelem. Tim pak dojde k separaci na jednotlivé useky rtizné

délky (Simkov4, 2012). P¥istroj, ve kterém dochazi k analyze, se nazyva sekvenator.

Sekvenatory maji programy (napr. GeneScan ¢i GeneMapper), do kterych se po
separaci namnozenych uUseki na sekvenatoru vkladaji data, ktera nasledné

analyzuji. Z vysledki analyzy se uréi geneticky profil (Stefan, Hladik, et. al,, 2012).

Nasledné se DNA profil vloZi do databaze, kviili porovnani s dalSimi profily. DNA
profil se vdatabazi mize ztotoznit sjiz ulozenym profilem nebo je novy a do
databaze bude tedy uloZen pro dalSi porovnavani. Jestlize se DNA profil shoduje
s jinym profilem, miize to byt v rizné vazbé, napt. misto ¢inu a osoba ¢i osoba a
osoba. Tyto vysledky museji byt statisticky zaznamenany, aby se mohly oznamit
jako znalecky posudek. Zkoumané vzorky jsou zajisténé a uloZené pro piipadné

dal$i prezkoumani (Stefan, Hladik, et. al., 2012).

Obr. 7. Sekvenator znacky Beckman Coulter (Bartova, 2011).
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6 Vybrané metody forenzni analyzy DNA v Kriminalistice

KaZda osoba na Zemi ma stejnych 99, 9% lidské DNA, tedy jen 0,1% lidské DNA se u
kazdého clovéka lisi (Lander, 2008). Metody DNA finferprintingu vyuZivaji
kriminalisté pro srovnavani vzorkii DNA a nasledné identifikaci pachatele
(Anonymus, 2018). Pro forenzni analyzu DNA se vyuZivaji genetické makery jako,
tandemové opakovani s variabilnim ¢islem (VNTR), kratké tandemova repetice
(STR), jednonukleotidovy polymorfismus (SNP), polymorfismus délky restrik¢niho
fragmentu je (RFLP) a nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD). Také se

vyuzivaji metody sekvenovani DNA a polymerazova retézcova reakce (PCR)

6.1 Sekvenovani DNA

Pojem se také jinak da nazvat jako sekvencovani nebo zjednoduSené ¢teni DNA.
Sekvencovani DNA pracuje tak, Ze stanovuje v DNA poradi nukleotidii. Do
sekvencovani DNA patfi metoda Snagerova ¢i metody druhé generace (next

generation sequencing) (Kolisko, 2017).

6.1.1 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je jednoduchy a rychly zptlisob, ktery urcuje nukleotidové
sekvence, které se nachazeji v jednovlaknové DNA (Sanger, Coulson, 1975). Metoda
pouziva kratké sekvence, které se davaji do rek¢ni smési. Reakéni smés se sklada z
templatové DNA, jednoho primeru, z velkého mnozstvi deoxynukleosidtrifosfati
(dNTP), z mala dideoxynukleosidtrifosfatii (ddNTP) a DNA polmerazy . Na konci
procesu se v smési objevuji sekvence DNA jakékoliv délky, zac¢inajici primerem a
koncici dideoxynukleotidem. S pouZitim gelové elektroforézy se iseky DNA rozcleni

podle délek (Bartova, 2011).

Ze smési jsou vysledkem sekvence odliSnych délek sekvenci DNA, u kterych je na
zaCatku navazany dideoxynukleotid. Sekvence se daji do polyakrylamidového gelu
a nasledné zacne elektrofréza, ktera srovna DNA sekvence podle jejich délky (Rédei,
2008). Poté pomoci elektroforetickych gell se stanova, jak jdou nukleové baze za

sebou v sekvenci DNA, ktera se studuje (Robert, et al., 2006).
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Obr. 8. Sangerovo sekvenovani (LabGuide, 2015).

6.1.2 Andernsova sekvence

Andersonova sekvence je také oznacovana jako Cambridgska referen¢ni sekvence
(CRS), pomoci niZ se analyzuje mitochondrialni DNA (mtDNA). Hlavnim principem
je porovnavani zmén mitochondridlni sekvenci se standardem Andersonovy

sekvence. (Stefan, Hladik, et. al., 2012).

Mitochondrialni DNA je prevazné z kodujicich sekvenci. Extragenova DNA se
vyskytuje jen v tzv. D - kli¢ce. Uprostied klicky se nachazi bod H, ve kterém se
mitochondrialni DNA kopiruje. Okolo bodu H jsou hypervariabilni useky I, II (HVR],
HVR II), které se nekoduji. U ¢lovéka se v mitochondrii nachazi tfi hypervariabilni
useky HVR, z toho je HVRIII jen dopliitkova. Na zadkladé analyzy mitochondrialni DNA
se neda identifikovat jedinec, ale v kriminalistice se vyuziva, kdyZ se jaderna DNA
velice téZce analyzuje ¢i jadernou DNA vibec neni mozné analyzovat, napf.
degradovany kosterni material nebo vlasy bez korinkii a porovnava hypervariabilni
useky. KdyZ se hypervariabilni useky jedince neshoduji, miize se vyloucit

z podezielych osob ve vySetfovani (Simkova, 2012).

6.2 VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)
Simkova (2012) popisuje variabilnfho pocet tandemovych opakovani & jinak

zvanou minisatelity. Pracuje na principu repetitivni sekvence. Pod pojmem
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repetitivné sekvence, se chape sekvence, ktera se v DNA objevuje nékolikrat ve
stejné podobé. Pokud se stejné sekvence radi vedle sebe, oznacuji se, jako
tandemové sekvence (satelity), jestlize jsou volné fazené, nazyvaji se rozptylené
sekvence. Sekvence se mohou opakovat v malém mnozstvi ¢i po stovkach repetic

vedle sebe. Alely se v metodé liSi poCtem opakovani a tim padem i svou délkou.
Tandemova sekvence se déli na zakladé toho, kolikrat se opakuje:

1) Minisatelitni sekvence - 10 aZ 20 opakovani
2) Mikrosatelitni sekvence - 2 aZ 5 opakovani

3) Makrosatelitni sekvence - 100 az 6 500 opakovani (Otova, Mihalova, 2012).

Obr. 9. Variabilniho pocet tandemovych opakovani u 6ti raznych lidi (Anonymus,
2008).

6.3 STR (Short Tandem Repeats)

Kratka tandemova repetice (mikrosatelity) je také zaloZena na principu repetice
sekvence, ale zde se opakuje jen nékolik nukleotidd (2-9) (Beranek, 2016). Podle
opakovani jsou mikrosatelity klasifikovdny na mono-, di-, tri-, tetra-, penta- a
hexanukleotidové repetice. Nejvice vyskytujici kratka tandemova repetice v lidském

genomu, je dinukleotidova repetice (Szustakowski, 2001).

Oproti VNTR se sekvence v STR opakuje parkrat az po desitky repetic. Kviili

mens$imu mnoZstvi opakovani je kratka tandemova repetice o dost kratsi, ale jak
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VNTR tak STR m4 piesné dané misto na chromozomu v DNA (Simkova, 2012). STR
lokusy se objevuji na vSech 23 parech chromozomi. Existuji jich aZ tisice a celkové
se v lidském genom nachazi okolo 3 %. Pokud ma probéhnout geneticka analyza
lidské DNA, musi se vyuzit pétinukleotidiivé ¢i ¢tyfnukleotidové lokusy STR. STR
lokusy (mikrostaelity) jsou velice variabilni, kviili genetickym markertim. Pomoci

SRT lokusti se provadi analyza chromozomu X ¢&i analyza chromozomu Y (Simkova,

2012).

STR
| & repetisjoner |

GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTGGTG. . .

9 repetisjoner

GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTGGTG. . .

10 repetisjoner

GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTGGTG. .

Obr. 10. Tti rozdilné vzorky kratkych tandemovych repetic (Norway DNA
Norgesprosjektet, 2013).

6.4 SNP (Single-nucleotide polymorphism)
Neboli jednonukleotidovy polymorfismus spociva v tom, Ze porovnava zmeény

jednotlivych nukleotidli v sekvencich (Petr, 2017).
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Obr. 11. Ukazka zdmény nukleotidti (TubaScan, 2018).

6.5 RAPD (Random-amplified polymorphic DNA)
~Metoda RAPD je zaloZena na amplifikaci genomové DNA metodou PCR

(polymerdzovad retézovd reakce) s vyuZzitim krdtkych oligonukleotidii” (Kulovang,
2001). V nahodné amplifikaci polymorfni DNA je postup takovy, Ze primery
(oligonukleotidy) se spoji se sekvenci DNA, ve vzdalenosti 4 000 bp. Nasledné tyto
oblasti prochazeji mnozenim (amplifikaci). Je také nutné dodat, primer se sklada
z 10 nukleotidl (Fér, Flas8kova, 2009). Poté se primery opét oddéluji od sekvence
DNA na zakladé délky pomoci elektroforézy (Sugavanam, 2011). Nasledné se

jednotlivé useky obarvi za pomoci ethidiumbromidemu (Treuren, 2018).

U ndhodné amplifikace polymorfni DNA je vyhodou, Ze pro analyzu sta¢i pouzit

kratky usek DNA (Sugavanam, 2011).

6.6 RFLP (restriction fragment length polymorphism)

Polymorfismus délky restrikéniho fragmentu je: ,Metoda, jejiz podstatou je
enzymatické Stépeni molekul DNA ve specifickém Stépném (restrikénim) misté

enzymem, ktery se nazyvd restrikcni endonukledza” (Bartova, 2011).
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Existuje cca 1500 restrik¢nich endonukleaz (RE) a jakakoliv z nich je specificka tim,
Ze rozpoznava jinak dlouhé useky sekvenci nukleotidii a nasledné Stépi DNA na
specifické useky odlisSné délky. Dlouhé useky DNA se $tépi méné, nez kratké usek

DNA. Ty se Stépi vice, jelikoZ jsou Castéjsi. (Prisa et al., 1998).

Poté se vzniklé useky se za pomoci elektroforézy s gelem rozdéli do jednotlivych
kategorii (Bartov4, 2011). Porovnani DNA vzorki se uskuteciiuje na bazi
polymorfismu, kde se porovnava délka vzniklych fragmenti. Bud'to jsou mista

$tépeni pritomna ¢i neptitomna (Prisa et al.,, 1998).

Nevyhodou RFLP je pouZiti ¢etného mnozstvi DNA. Dale se pri této metodé musi

pouZivat radiaktivni sondy, aby fungovala (Stefan, Hladik et al., 2012).

6.6.1 Postup metody RFLP
1) Nejdiive je nutné pripravit reakéni smeési. Smés obsahuje restrik¢ni
endonukledzu v urc¢itém mnozstvi spolu s produktem PCR.
2) Poté se reakéni smés inkubuje v teploté 37 °C. Inkubace probiha 1 hodinu.
3) Nakonec se porovnavaji oddélené iseky DNA na agarézovém gelu a celkové

se hodnoti vysledky metody (Bartova, 2011).

MORMAL  DISEASE NORMAL  DISEASE

NOEMAL
Tzl reririction siles — —
— —
: : DISEASE -
: : | |

el electrophoresis southern hlot

Obr. 12. Princip metody RFLP (NCBI, 2017).
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6.7 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova retézcova reakce se zrodila v Kalifornii vroce 1983, ve mésté
Emeryville, kde se nachazi spole¢nost Cetus Corporation (Barttifikova, Paulik at Al,
2011). Za jejim vznikem stoji Kary B. Mullis. Za objev PCR Kary B. Mullis ziskal
Nobelovu cenu (Tang, Stratton, 2006). Zasadou metody PCR je zmnoZeni, neboli
amplifikace urcitého mista fetézce DNA ve zkumavce (in vitro) za vzniku velkého
poctu kopi daného ftetézce DNA ve tifech riznych teplotnich intervalech
(Bartiinkova, Paulik at Al, 2011). Za vybrané misto, které je metodou PCR

zmnoZené, mohou primery (oligonukleotidy) (Stefan, Hladik et al., 2012).

Polymerazova retézcova reakce probiha v zarizeni zvaném thermocykler, ktery je
narizeny tak, aby byly zachované teplotni podminky pfi zménach teplotnich
intervalli v procesech. Reakcni smés PCR je slozenda z DNA odebrané ze vzorku,

primery, nukleotidy A, G, C, T a DNA polymerazu napi. Taq (Otova, Mihalova, 2012).

6.7.1 Postup metody PCR
1) Denaturace DNA za teploty 95 °C, kdy se dvé vldkna rozdéli, resp. vodikové
mistky uvolni svoji vazbu.
2) Nasedani primert na vlakna DNA. Tato ¢ast probiha za teploty, ktera klesne
na 50 - 60 °C.
3) Aktivace enzymu Taq DNA polymeraza. Enzym se spojuje s primery, na
kazdém jejich konci a pomaha spojovat nukleotidy s DNA. Tim vzniknou 4

DNA vlakna. VSe se déje pri 74 °C.
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Obr. 13. Postup pri PCR (Anonymus, 2018).
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Procesy se neustale opakuji, denaturace, pripojeni a vznik vice vlaken DNA. JestliZe
se proces opakuje 25x, zjednoho dvouvlaknového vldkna se syntetizuje pres 50

miliond novych dvouvlaken, které obsahuji DNA informaci (Brown, 2007).

6.7.2 Varianty PCR vyuZivané v kriminalistice

- Multiplex PCR

Polymerazova retézova reakce, ktera mnoZi vice isekl deoxyribonukleové kyseliny
ve stejny Cas, kde se pripojuje az nékolik skupin primert (Penka, Tesarova et al.,

2011).
- Asymetricka PCR

Vyrabi se jenom jedno vlakno z dvouvldknové DNA, vysledkem je tedy

jednovlaknova DNA, ktera se vyuzije pri sekvencovani.

- Nested PCR (odstupriovana PCR)

39



Nejdiive se zmnoZi usek DNA, kterd na sebe navaze dva oligonukleotidy. Poté
nasleduje reakce zvana ,nested“. Pri této reakci se vyuziva templat ziskany

z predchozi reakce. U templatu se opét vyuzivaji nové oligonukleotidy (Priisa, et al.

1998).
- Reverzni transkrip¢ni polymerazova retézova reakce (RT-PCR)

Reverzni transkrip¢éni polymerazova retézova reakce (RT-PCR) vyuziva izolovanou
mRNA, Za pouZiti reverzni transkriptazy, se vytvari komplementarni DNA (cDNA).
Komplementarni DNA se nasledné amplifikuje pomoci polymerazové retézcové

reakce (PCR) (Farrel, 2010).

- Polymerazova retézova reakce v realném case (Real- time PCR)

Polymerazova retézova reakce v redlném Case je zaloZena na postupech, kterymi se
ridi polymerazova retézcova reakce (PCR), avSak oproti PCR umoZnuje
zaznamenavat amplifikaci béhem polymerazové retézcové reakci (PCR), tedy

v realném case. Na zakladé fluorescence je zaloZena amplifikace (Anonymus, 2018).
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7 Interpretace

Po celkové genetické analyze je tfeba zhodnotit data, ktera byla ziskana. Nejdrive se
stanovi tak zvand mira spolehlivosti dat, kterd se hodnoti podle predem
stanovenych faktordl. Je diilezita jak metoda, ktera se pouzila pti analyze DNA, tak
zkoumany proces, ktery probéhl v laboratofti, kviili tomu, jestli byly néjak ovlivnéné
vysledky a Ci se v procesu nevyskytla jakakoliv chyba. Dale zaleZi na tom, aby dva
zkoumané stejné vzorky dané DNA, ziskané z genetické analyzy, souvisely nebo
souhlasily. Také ziskand data musi byt kvalitni. V neposledni radé zkuSeny
pracovnik, pracujici stémito daty, jim musi rozumét a musi umét je spravné
interpretovat. PohliZi se také na to, jak vysledky predem danych hypotéz ovliviuji

celkovou pravdépodobnost dat z forenzné genetické analyzy (Simkova, 2012).

Stava se, Ze vysledna data nejsou dostatecné kvalitni, u nich je pak nutné pokusit se
o napravu a zvyseni kvality. Prvni analyzou proces tedy nekonci a nékolikrat se
opakuje, s tim rozdilem, Ze nastavaji obmény, napf. jiny pocet vstupni DNA do
polymerazové retézcové reakce (PCR). Hlavnim ukolem je snaha pokusit se ziskat
co nejcitelnéjsi data. Je dilezité zdlraznit, Ze v nékterych pripadech ani obmény

v analyzach nepomohou a data jsou nepouzitelna (Simkova, 2012).

7.1 Kvalita v laboratori

O kvalitu v laboratorich se stara akreditace a certifikace.
- Akreditace

Jde o to, zdali je laborator kvalifikovana pro urcité ¢innosti ¢i zkousky. Jde o formalni
stranku, kdy ovérenad instituce vystavi laboratofi potvrzeni, Ze osoba ¢i organ jsou
natolik schopné danou cinnost kvalitné vykonavat. Hlavnim cilem je, aby se

v institucich zvy$ovala celkova kvalita (Simftinkova, 2012).
- Certifikace

Certifikace definuje napft. postup, ktery se musi dodrZovat podle normativniho

dokumentu (Bartiinnkova, Paulik at Al., 2011).
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7.1.1 Vybér vhodné metody na analyzu

JakjiZ bylo zminéno diive, volba vhodné metody pro naslednou forenzné genetickou
analyzu ma na starosti validace, ktera vyuziva izola¢ni soupravy (kity), které
pomahaji zlehcit priibéh ziskavani vzorku DNA k analyze. Nutno dodat, Ze se kity
ziskavaji komerc¢ni cestou (Bartova, 2014). Validované kity je nejprve nutné
verifikovat (Simfinkova, 2012). Verifikace se chape jako ovéfeni, které bylo
provedené na zakladé predem uvedenych dat napf. referencni instituci €i jinou

laboratoi ziskana v dané laboratofi (Stambergova, 2012).

7.1.2 Prubézné ovérovani vysledkti z DNA analyzy

Vysledky, které vzniknou DNA analyzou, ovéruji svoji kvalitu a spravnost dat
metodou zvanou okruzZni testy, které spocivaji vtom, Ze se do participujicich
laboratofi posilaji vzorky rtGzného druhu, napi. sliny, sperma ¢i krev. V
participujicich laboratofi jsou poté testovany a vraceny zpét s nalezitou analyzou
(Vané&k, 2011). Ovéfovaci testy se v riizném ¢asovém horizontu opakuji (Simkova,

2012).

7.2 Inferencni logika hodnoceni dat

Inferené¢ni logika pracuje na zdkladé pravdépodobnosti a hypotéz. Jsou-li dané
rizné hypotézy. Po forenzné genetické analyze se z vysledkii a pridruzenych
informaci stanovi pravdépodobnost, ktera posili pravdépodobnost jedné z hypotéz,
ale zaroven jinou hypotézu oslabi ¢i zcela vyvrati. Inferen¢ni logika prevazné
zkouma tfi druhy hypotéz. Prvni hypotéza se zajima o vzorek autora, ktery miize byt
totoZny ¢i rozdilny. Druha hypotéza zkoum4, zda-li se biologicky material nachazi
ve smiSené stopé, biologicky materidl mlze byt tedy pritomny nebo neptitomny.
Posledni, treti hypotéza, testuje pribuznost ¢i neptribuznost mezi dvéma jedinci

(Simkov4, 2012).
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7.2.1
1)

2)
3)
4)
5)

Postup znalce pri urcovani hodnoty diikazu

Na zakladé predem danych alternativnich hypotéz. Znalec zkouma jejich
spravnost na zdkladé dat ziskanych z analyzy, k tomu se pouzivad Bayesiv
faktor (Simkova, 2018).

Studuje Cetnost faktord, které se nachazeji v populaci (Relichova, 2003).
Sleduje zmény lokusti v DNA, které mohou pfijit (mutace).

Vyhodnocuje, jak jsou ziskana data spolehliva.

Bere na védomi kolik je moznych pachateld atd. (Simkova, 2012).

43



8 Chyby ve forenzné genetické analyze

Chyb se nikdy neda zbavit. MiZou nastat kdykoliv, kdekoliv, v ¢emkoliv a udéla ji
kazdy ¢lovék, jev Ci véc, zkratka chyby jsou normalni a to i ve forenzni genetice. Jestli
nastane ve forenzni genetice chyba, je dilezité najit zdroj, za kde a za jakych
okolnosti vznikla a popsat ji. Také se musi charakterizovat jeji dlisledky. Nakonec je
snaha zdroj chyby odstranit nebo zmensit pravdépodobnost vzniku dalsich chyb

(Simkov4, 2012).

Soudni vySetrovani mohou ovlivnit jak chyby ve znaleckém posudku, tak i samotna
piedpojatost. Odbornici se mohou dopustit systematickych, nahodnych ¢i hrubych
chyb.

Do systematickych chyb se zatrazuje, napriklad, teplota, ktera jestliZze neni idealni,
mize zménit dané vysledky analyzy. Do systematickych chyb se také radi
instrumentalni kalibrace. Nahodné chyby se nedaji predvidat. Kvili rdznym
faktortim, které se nedaji ovlivnit, miZe vzniknout kdykoliv ndhodna chyba.
Poslednim typem jsou chyby hrubé. Ty vznikaji prevazné odborniky, kteii nedélaji

svoji praci poradné a podle pravidel (DU, 2017).

8.1 Nalézani chyb ve forenzni genetice

Podle rliznych statistik 1ze chyby ve forenzni genetické analyze nalézt kdekoli. Diky
statistikdAm miizeme fici, Ze ve véts$i mife chyby vznikaji mimo védecké badani, ¢i
mimo védecké rozbory. Jedna se o chyby, za které mliZe nedorozuméni, nepozornost

lidi, selhani lidského faktoru. Napt. Spatné oznacCeni vzorku nebo nespravné

Vv

vzorkq, atd.
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8.2 Kde chyby vznikaji a jak jim predchazet
Vznik chyb mliZeme rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinu miiZeme pojmout tak,

ze za vznik chyb muze ¢lovék, v druhém pripadeé jde o chyby zptisobené technikou.

Do prvni skupiny mtizeme zaradit ¢lovéka, ktery umyslné vytvoii chybny vysledek
vyzkumu, vétSinou za néjakym cilem, napf. zbohatnout - druha strana nabidne
finan¢ni odménu. Dal$im zptisobem vzniku chyby, je situace, kdy ¢lovék, ktery vi, Ze
svym jednanim pravdépodobné zméni vysledek, ptivodné analyzu nechtél zdmérné
ovlivnit. Naptiklad osoba pracujici s materidlem zpiisobi chybu zdménou vzorki a

tim padem zméni vysledek.

U téchto dvou piipadi lze imyslnym chybam zabranit velmi tézko. Pokud se chce
zabranit témto zamérnym chybam, musi se zacit hned od zacatku. Pred tim, nez se
osoba prijme do tymu spolupracovniki, tak by se kazdy mél radné provérit, napfr.
kde dany ¢lovék pracoval, jaké ma moralni zasady, apod. Po nastupu by urcité nemél
mit pristup ke vSem chemikaliim, nemél by mit pristup do vSech mistnosti, které
jsou jakymkoli zplisobem zabezpecené, napt. cipovymi hodinkami, otiskem prsti,
mél by byt kontrolovany pristup do pocitact, které jsou zabezpecené heslem a kazdy

jedinec ma heslo ptirazené, atd.

Také miize byt pripad, kdy Clovék si je védomy toho, Ze udéla chybu, ale zaroven
doufa v to, Ze jeho jednani neovlivni vysledek. Tento pripad miiZze vzniknout, kdyz si
pracovnik si uleh¢i praci tim, Ze porusSuje pracovni postup a tusi, Ze svym jednanim

pozméni vysledek, ale na druhou stranu spoléh4, Ze se tak nestane.

Na druhou stranu tu miize byt také cloveék, ktery je tzv. nevédomé nedbaly. Ten nevi,
Ze svym jednanim muze zpuUsobit chybu, ale védét by to mél, jelikoz toto jednani
miiZe mit fatalni nasledky. Takovy ptipad miiZe vzniknout u Spatné proskolené ci

vlibec neproskolené osoby.

Pro zabranéni nedbalosti, at uZ védomé ¢i nevédomé, je nejlepsi kdyzZ se stanovi
jasna pravidla, ktera se musi dodrzovat, jinak muze hrozit predem specifikovana
sankce, napf. finan¢ni postih. Aby pracovnik dana pravidla skute¢né dodrZoval, tak
se miize zacit provadét namatkova kontrola. Je mozné ptivést specialistu, ktery

dohliZi na dodrzovani pravidel nebo se do laboratore zavadi software, ktery bude
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kontrolovat danou praci, napi. naméifené hodnoty, také bude vyhodnocovat

spravnost vysledkd, které jsou pripisovany k dané osobé.

Jako nejtypictéjsi chybu a jako nejznaméjsi mtiZzeme uvést selhani lidského faktoru,
také oznacovany jako lidsky omyl. Napriklad, kdyZ se clovék prehlidne, upiSe se,

zameéni zkumavKky, ¢i da do nadepsané zkumavKky jiny roztok, nez by mél, aj.

BéZné omyly lidi mizeme zkusit eliminovat tim, Ze zaméstnancim opét pohrozime
jistou sankci. To ovsem miuZe vyvolat zaporné vysledky, protoZe pracovnik pracujici
pod vétSim stresem miuze udélat vice chyb nebo se pracovnik bude bat a pokousi
chybu skryt. Aby se zabranilo lidskému omylu, musi se zavést Kkontrolni
mechanismy. Napi. Dva pracovnici budou premérovat stejné roztoky a obéma musi

vyjit stejné hodnoty, apod.

V druhé skupiné nalézame chyby, které zapiicinila technika. Existuji dvé mozné
skupiny pricin. O¢ekavana a neocekavana piicina. Do predpovidajicich se radi napr.
napadeni pocitace virem, nahla zavada na pristroji, pouZiti nekvalitnich chemikalii,

apod. V nenadalych pricinach se nachazi vnéjsi faktory, napt. biologicky ¢i chemicky.

K odbouravani technickych chyb postaci zavedeni normy, ktera se stara, aby stroje
a vSechny dalsi technické soucasti byly fadné seiizené. Pravidelné se kontroluje, aby
pristroje fungovaly tak, jak maji. Také se provadi kontrola jednotlivych chemikalii a

laboratorniho vybaveni.

Pokud se se ma chybam v mechanismu zabranit, musi se nejdrive zjistit. Poté se urci

a odstranuji se. Ale neni 100% 3ance, e se chyba zcela eliminovala (Simkova, 2012).
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9 Uchovavani zdrojt genetickych informaci

v kriminalistice

9.1 Databaze v Ceské Republice

V DNA databazi se nachazi DNA profily usvédcenych lidi, ktefi se dopustili trestného
¢inu, nachazejici se v trestném stihani za provedeni trestného ¢inu ¢i se v databazi
vyskytuji DNA profily osob, jejichZ Ciny jeSté nejsou zcela objasnéné. Tak se do
databaze ukladaji DNA profily lidi, ktefi jsou obvinéni z trestniho ¢inu ¢i lidi
pokladanych za pohreSované, ale nalezenych. DNA databaze dale obsahuje DNA

profily z mrtvol, kosternich pozistatki ¢i nezndmé DNA profily z ¢asti mrtvych tél.

Biologicky material u osoby, k niZ se odbér vztahuje, je odebran, jen kvili dikazu.
Neni vSak zapsan do Narodni databaze DNA. Biologicky material obsahujici DNA,
ktery se odebira od svédka Ci podezielého v trestném rizeni, je jejich vzorek DNA
dan Kkporovnani do systému CODIS. Samotna expertiza se provadi

v Kriminalistickém ustavu, nachazejicim se v Praze (Folda, 2007).

V ¢ervnu 2002 vznikla Ceska narodni databaze, ktera vyuziva systém CODIS (Rak,
Matyas, Rika).

9.2 Banky (archivy, depozity) biologického materialu

Existuji dva typy bank, banky biologického materialu a banky, které uchovavaji

izolovanou DNA.

Banka biologického materidlu je instituce, ve které jsou uloZeny biologické
materidly. Kazdy novy vzorek je zaevidovan a ma své identifikacni ¢islo. Pod kazdym
identifika¢nim ¢islem jsou informace o biologickém materiadlu, napt. ptivod. Kazda
banka se nachazi u laboratore, kde je zkouman forenzné geneticky material.
Biologicky materidl miize byt az 191 krat zkouman, poté uz je vyrazen. Jestlize je
biologicky material v bance uz delsi dobu, miiZe se DNA rozpadnout (degradovat),
Proto jsou vyZzadovany vysoké pozadavky pro manipulaci a praci se vzorky
(Simkova, 2012). VIhké biologické materialy jsou v mrazicich boxech o teploté -

80°C, kdeZto suché v papirovych obalkach (Vinkler, 2015).
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Jak uz je znamo, pri kazdé analyze DNA, se jako prvni krok DNA odizoluje. Tak jako
biologicky material se uchovava také izolovana DNA. Banka izolatu DNA funguje
jako banka biologického materidlu. MliZe byt podrobena expertize a opakovat se.

Izolat DNA se uchovava v boxu o teploté - 50 °C a vydrZi az v fadech desitek let

(Simkov4, 2012).
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Metody forenzni genetiky vyuZivané v kriminalistice jsou velice dtlezité pro
identifikaci pachatele trestného c¢inu. Prvni pouZiti forenzné genetické metody,
ktera se uplatnila ve vySetrovani, bylo v poloviné 90. let 20. stoleti. Konkrétné byla
vyuzita metoda polymorfismus délky restrik¢énich fragmenti neboli RFLP. Pomohla

vyresit dvé do té doby neobjasnéné vrazdy.

Samostatnému pouziti forenzné genetické metody predchazi dlouhy proces.
Nejdiive se musi na misté Cinu, kde byl spachan trestny ¢in, najit biologicka stopa,
ktera obsahuje biologicky material obsahujici vzorek DNA, tim miiZe byt naptiklad
krev, slina ¢i ejakulat. Pokud se biologicka stopa najde, je nutné ji zajistit podle
piedem danych, striktnich, pravidel. Rlizné DNA vzorky nemohou byt zajiStény,
napi. vjednom obalu, ale kazdy je zabezpeceny samostatné. Pfi samostatném
odbéru vzorku se musi davat pozor, aby DNA vzorek nebyl kontaminovan jinou
DNA, napf. se to miize stat, kdyZ policista kychne. Poté biologické stopy technici

transportuji do laboratore, kde je forenzné geneticky zkouman.

Proces identifikace DNA vzorku obsahuje nékolik kroki, pri kterych se musi davat
pozor, aby pii analyze nedoslo k chybé a to na zakladé lidského faktoru. Existuje

nékolik forenzné genetickych metod, které se pouzivaji.

Na zakladé repetitivni sekvence existuji dvé metody, analyza dlouhych
tandemovych repetic a analyza kratkych tandemovych repetic. Obé dvé metody
funguji na principu, kdy se urcity isek DNA opakuje a je Fazen vedle sebe a zmény
vjejich opakovanich se detekuji a porovnavaji. Pro namnoZeni vzorku DNA se
vyuzivd metoda polymerazové retézcové reakce, kterd miize vytvorit i pres 50
milionli novych dvouvldken. Vyuziva se také Sangerovo sekvencovani, kde se
kopiruje jen jeden retézec DNA ¢i Andersonova sekvence, také oznacovana jako
Cambridgeska referencni sekvence, kterd se pouziva pri analyze mtDNA. Metoda
vyuzivajici polymorfismus délky restrikcnich fragmentl pouziva Stépeni enzymu
v urcitém misté. Posledni zminéna metoda je nahodna amplifikace polymorfni DNA,
kdy se retézec DNA nejprve spoji s primery a nasledné prochazi amplifikaci, pfi

které ji pomaha metoda PCR.
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Poté se vysledky vyhodnocuji a na zdkladé toho se stanovi DNA profil, ktery se
zaregistruje do Ceské narodni databaze DNA, vzorky DNA a izolat DNA se uskladni

v bankach.
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