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Uvod

Tato prace je vénovana genetickému profilovani DNA a jejimu vyuzZiti v kriminalistice. I
presto, Ze je tato technika obecné povazovana za jeden z nejspolehlivéjSich nastroji
forenznich metod identifikace, védecky postup byva casto nepochopen. Cilem prace je
shrnuti dosavadnich informaci a objasnént jejich principili Siroké verejnosti, véetné jejiho
vyuziti v praxi. Na rozdil od ostatnich metod identifikace osob staci pro analyzu DNA
velmi malé mnoZstvi biologického materidlu. K presnym vysledkiim sta¢i mnohdy jen

jedina bunka. Tento typ analyzy DNA se nevyuziva pouze pro Kriminalistické ucely, ale

také napriklad k urcovani paternity déti nebo identifikacim obéti hromadnych nehod.

Tato metoda patii v soucasnosti k nejvice se rozvijejicim obortim kriminalistické biologie
a diky ni dochazi ¢asto k rozlusténi slozitych trestnych ¢ind. Proto jsem se rozhodla
tomuto tématu vénovat podrobnéji. VeSkeré informace ziskané z odborné literatury a
védeckych clanki jsem si potvrdila pti osobnich konzultacich s odbornymi pracovniky
Odboru kriminalistické techniky a expertiz sidlicimu v Hradci Kralové. Prace se tedy
v prvni poloviné vénuje vysvétleni pojml kriminalistiky, DNA a riznym pracovnim
postuplim. Druha polovina jiZz popisuje konkrétni metody Odboru kriminalistické

techniky a expertiz v Hradci Kralové od prijmu stopy az po vysledny geneticky profil.



1 Kriminalistika

Kriminalistiku lze definovat jako samostatny védni obor, ktery vznikl na prelomu 19. a
20. stoleti, ptrestoZe kriminalni problematiku lidstvo feSi uz od nepaméti. Zabyva se
ochranou obc¢anti a statu pomoci objasiiovani vzniku, zaniku, vyhledavani, zkoumani a
zajistovani kriminalistickych stop i dalSich soudnich dtikazi [5, 7]. Dale také pro odhaleni
urcité kriminalni ¢innosti vytvari standardni metody, postupy a prostredky samotného
patrani i predchazeni trestné cinnosti. Kriminalistika je rozsahlou interdisciplinarni
védou, tedy vyuZziva poznatky z mnoha jinych obort. Takovymi obory miiZou byt
napiiklad fyzika, matematika, biologie, medicina, psychologie, technické obory a dalsi.
Kriminalistika tedy netvofi jen specializaci jednoho z téchto obort, nebot Zadny z nich
nezkouma danou problematiku. Nevénuji se vzniku ¢i zaniku stop ani postupy prace se
soudnimi diikazy [12]. Souhrnné lze tedy oznacit za hlavni objekty zkoumani
kriminalistiky trestné Ciny a jejich nasledky, pachatele trestnych ¢inti, ¢innost téchto
pachateld, ale i znaleckych instituci, policie, statnich zastupitelstev ¢i soudl a

v neposledni radé i obéti trestnych ¢inti [8].

trestnych CinG. Proto se i c¢innosti kriminalistd stavaji velmi ritiznorodymi [6, 7].
Vyslednym ukolem kriminalistickych specialistli poté je vyreseni problému s kriminalni
¢innosti za pomoci urcitych nastroji - tzv. metod. Je zde potieba odliSovat metody

kriminalistické praxe a metody kriminalistické védy [14].

Obr. ¢. 1: Misto ¢inu (prevzato z:
http://www.praha.eu/jnp/cz/co_delat_v_praze/kultura/muzea_a_vystavy/svet_krimin

alistiky_ocima_policistu.html)



1.1 Metody kriminalistické védy

Zakladni slozku kriminalistické védy tvori systém metodologie a metod, vyuzivanych pro
ucely zkoumani dané problematiky [6]. Kvili rozsahlému zabéru predmétu této védy,
dochazi kuzivani metodologie zvéd fundamentdlnich i praktickych. Tyto metody

kriminalistické védy podle obecnosti rozdélujeme do 3 skupin:

1.1.1 Obecné poznavaci metody

Tyto metody se vyuZzivaji ve vSech védnich oblastech (napf. méteni, pozorovani) [7, 14].

1.1.2 Metody vzniklé z jinych oborl (napf. chemie, fyzika, sociologie)

Jedna se o metody, které lze vyuZit pti praci se specifickymi predméty a cili [7, 14].

1.1.3 Metody vyuZzivané vyhradné kriminalistikou
Tyto metody jsou specidlné vypracované pro ucely kriminalistiky (napf. aplikace

poznatkd jinych véd ¢i soudni praxe za ucelem vylucné kriminalistické ¢innosti) [7, 14].

1.2 Metody kriminalistické praxe

Tato praktickd Cinnost vyuZziva jiz konkrétni metody, které kriminalisté vyuzivaji
k vyhledavani, zajistovani i vyuZivani kriminalistickych stop spolu s dal$imi forenznimi
dlikazy [6]. Zakladni funkci se tedy stava samotné vyuziti védeckych poznatki pri reSeni

praktickych ukoli. Metody kriminalistické praxe lze také rozdélit do 3 skupin:

1.2.1 Obecné poznavaci metody

Vyhodou téchto metod je obecnd platnost a icelnost (napi. pozorovani ¢i popisovani

jevu) [7, 14].

1.2.2 Metody prevzaté z jinych obor(
Tyto metody maji vSestrannéjsi vyuziti nez u jejich plivodnich obor(; nejcastéji jde o
chemické nebo fyzikalni metody (napt. mikroskopie, spektrofotometrie). Tato skupina

zaznamenava nejvétsi rozvoj ze vSech kriminalistickych praktickych metod [7, 14].

1.2.3 Metody specifické pro kriminalistickou Cinnost
Do této skupiny radime metody, které vznikly aZz v kriminalistice (napf. strukturalni

metody - ohledani, vyslech) [7, 14].



1.3 Kriminalisticka stopa

Klicovy pojem kriminalistiky tvori tzv. kriminalisticka stopa. Tato stopa je zakladnim
zdrojem informaci o samotném trestném cinu a vychazi z ni procesy odhalovani i
vySetrovani trestnych ¢inti [14]. Jak je jiz zminéno vyse, predmét kriminalistické védy je
velice rozsahly, coz nasledné vede i k velké rozmanitosti jednotlivych stop a postupi, jak
s nimi spravné nakladat [5]. Kriminalistickou stopou je chapana kazda zména na misté
¢inu, kterd s timto ¢inem souvisi, zaroven je zjistitelna, zajistitelna a vyuzitelna [1, 9].

Stopy mizeme rozdélit podle nékolika kritérii:

1.3.1 podle prostfedi, ve kterém byly vytvoreny:

a) pamétové stopy

Takové stopy vznikaji ve védomi clovéka. Jde tedy o vjemy, které jsou fixovany
v podminkach jedince. I pTes to, Ze jsou bezesporu materialniho charakteru (je to urcita
zména biochemického slozeni bunék v mozku), nejsou nijak exaktné vyhodnotitelné.
Z tohoto diivodu je oddélujeme od zbylych materialnich a je s nimi i jinak pracovano [8].
Tyto stopy ve védomi vyuzivaji kriminalisté naptiklad u vyslechti, konfrontaci (slouzi
k odstranéni rozdili ve vypovédich pomoci primého stietu vypovidajicich osob),
rekonstrukci (vyuziva se k ziskani informaci pomoci obnoveni situace) nebo rekognici

(zde probiha identifikace osob nebo véci pii jejich dalsim shledani). [1]

Obr. ¢. 2: Pamétové stopy (prevzato z: https://psychologie.cz/hrozne-vlezla-pisnicka/)
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b) materidlni stopy

Tyto stopy jsou vSechny ostatni stopy, které nejsou pamétového charakteru [8]. Vznikaji
v Zivé i nezivé piirodé plisobenim jednotlivych objektl s vyjimkou lidského mozku. Tento
druh stop lze kategorizovat podle nékolika hledisek. Napriklad pro praci se stopou
rozliSujeme jednotlivé druhy podle odvétvi znaleckého zkoumdani jako je balistika,

biologie, chemie, trasologie atd. [1].

1.3.2 podle rGiznych metod zajisténi stop:

a) zajisténi in natura (v prirozené podobé)

Tato metoda odebira stopy, tak jak byly nalezeny. Jedna se o zajiSténi nosice obsahujici
danou stopy. Mlze to byt napiiklad néjaka ¢ast odévu, pouzitd lahev atd. Izolovani
biologického materialu poté probiha az v laboratofti [8]. Zna¢nou vyhodou je zpracovani
stopy az ve vhodnych podminkach laboratoie a nasledné moZznosti zpracovani takového
materialu ve vice odbornych odvétvich. Nevyhodou je moznost poskozeni nebo zniceni

stopy béhem piepravy, pokud neni nosi¢ spravné zajistén proti pohybu uvnitt obalu [1].

b) zajisténi kopie stopy

Tato metoda predava laboratori obraz nebo kopii stopy. Nejcastéji to mohou byt odlitky
nebo otisky. Odlitim se zajistuji plastické stopy. Material odlitku byva vétSinou sadra
nebo specialni 1ékarsky vyuzivané hmoty. Odlita stopa musi zcela odrazet realitu [1].
Otisky se potizuji na daktyloskopickou f6lii, kterd se ptiklada na nosic¢ po zviditelnéni
stopy daktyloskopickym praskem. Tato metoda se vyuziva, pokud jsou nosi¢em prilis

velké predméty, které nelze zajistit [8].

¢) zajisténi fotografické
Tato metoda vytvaii obrazové zajiSténi stopy. Pomoci fotografie se podle pravidel

zdokumentuje vnéjsi struktura stopy. [1, 8, 9]
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Obr. ¢. 3: Fotografické zajisténi stopy (prevzato z:

http://mofychem.upol.cz/KA5/Modul_Kriminalistika.pdf)

1.3.3 podle rGznych metod zviditelnéni:

a) mechanické a fyzikalné chemické zviditelnéni

Tato metoda je zaloZena na stopach, které se projevuji jako lepkava nerovnost na plose a
vyuzivd se schopnost mikroskopickych castic urcitych latek ulpivat na téchto
nerovnostech [1]. Typickym ptikladem je daktyloskopie ¢&i trasologie, kdy se

ke zviditelnéni pouZziva naneseni prasku [8].
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Obr. ¢. 4: Zviditelnéni daktyloskopické stopy (prevzato z:
http://jorjaas.blog.cz/1001/uriznout-si-briska-prstu-nestaci-vzor-pro-otisky-se-vam-

vrati)

b) optickeé zviditelnéni
Tato metoda vyuziva fyzikalni vlastnosti latek ovlivnujici jejich chovani pod riznymi
oblastmi viditelného spektra [8]. Radime sem naptiklad pozorovani stop v $ikmém

osvétleni [1].

Obr. ¢. 5: Optické zviditelnéni stopy UV svétlem (pievzato z:
https://cz.depositphotos.com/131736136/stock-photo-nice-footprint-visible-only-
under.html)
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c¢) chemické zviditelnéni

Tato metoda vyuziva fyzikalné chemickych vlastnosti latek. Na rozdil od ostatnich metod
zviditeliiovani zde dochazi k reakci latek [8, 12]. Vyuziva se napriklad chemiluminiscence
pti zviditeliovani krevnich stop, ninhydrinovy roztok ¢i aerosol pfi zviditelfiovani

daktyloskopickych stop na papite atd. [1].
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2 Odbor kriminalistické techniky a expertiz

2.1 Sluzby kriminalni policie a vySetrovani

Odbor kriminalistiky a forenznich expertiz (OKTE) fadime pod organizaci Sluzby
krimindlni policie a vySetfovani (SKPV), ktera tvori organizacni clanek Krajského
feditelstvi policie. Viechny tyto instituce spole¢né spadaji pod Policii Ceské republiky.

[38]

Sluzba krimindlni policie a vySetrovani Krajského teditelstvi policie Kralovéhradeckého
kraje provadi zpracovani tzv. ,sedmnactkovych véci“, mezi které radime trestné ciny se
spodni hranici trestu 5 let odnéti svobody a dalsi specificky jmenované v trestnim
Ffadu §17. Ostatnimi trestnimi ¢iny se zabyvaji jednotlivé oddéleni izemnich odbort

spadajicich pod jejich izemni sektor. [38]

| sSLuzeA N

B KRIMINALNi B
POLICIE

A VYSETROVANI ¥

00000

Sta r\»?zgazfnak Nov{/”bid/zna k

Obr. ¢. 6: Odznak Sluzby kriminalni police a vySetirovani (prevzato z:
https://www.lidovky.cz/domov/bez-odznaku-kriminaliste-prisli-o-svou-chloubu-kvuli-

chybe-firmy.A160104_160538_In_domov_jzl)
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2.2 Odbory Sluzby kriminalni policie a vySetrovani

2.2.1 Odbor obecné kriminality

Tento odbor vykonava trestni rizeni napriklad v oblastech nasilné trestné ¢innosti (napf-.
vrazda, loupezné pirepadeni, nebezpectné vyhrozovani, zajeti rukojmi, ubliZzeni na zdravi,
vydirani, tyrani svérené osoby, tinosy, opusténi ditéte), trestné Cinnosti majetkového
charakteru (napt. kradeze vloupanim do rekreacnich objektd, do bytd a dalSich
i verejnych budov, kradeze bankomatd, trezort), trestné ¢innosti na useku toxikomanie
(napft. trestné Ciny jako je Sifeni toxikomanie nebo nedovolend vyroba a drZeni
omamnych a psychotropnich latek a jedili), trestné Cinnosti na tseku mladeze (napfr.

trestnd ¢innost pachana na mladeZi i provinéni spachané mladezi) atd. [38]

2.2.2 Odbor hospodai'ské kriminality

Tento odbor vykonava trestni fizeni v oblastech trestnich ¢ind v oblastech trestnych ¢int
proti méné a majetku, danovych trestnych ¢ind nebo trestnych ¢inti proti hospodarské
kazni. Nejcastéji se jednd o trestné ¢iny podvodu, zpronevéry, neopravnéné drzeni

platebni karty, uplatkarstvi atd. [38]

2.2.3 Odbor technické ochrany
Tento odbor vyuzivd vyspélé technické prostiredky (napi. kamerové, elektronické
ptistupové systémy, GPS systémy atd.) k technické ochrané majetku, zdravii Zivota osob.

Tento odbor vyrazné pomaha prti objasiiovani majetkové trestné ¢innosti. [32]

2.2.4 Odbor analytiky a kybernetické kriminality

Tento odbor se zabyva spravou analytickych a informacnich systémt sluzby kriminalni
policie a vySetfovani daného kraje. Zde dochdazi k vytvareni portrétnich identifikaci osob
a krimindalni pripadové analyzy. Zarovei se podili na vySetfovani pripadl souvisejicich

s informacni kriminalitou. [30]

2.2.5 Odbor operativni dokumentace
Tento odbor zodpovidd za plnéni Ukold operacnich stiedisek policie, za systém
zvetejiiovani dopravniho zpravodajstvi, zajiStovani soucinnosti vazeb s ostatnimi

bezpecfnostnimi sbory, vnitini kontroly operac¢nich stredisek, dopravniho zpravodajstvi
atd. [34]
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2.2.6 Odbor kriminalistické techniky a expertiz

Odbor kriminalistické techniky a expertiz Krajského reditelstvi policie tvori tutvar
Policie CR. Tato pracovi$té jsou Ministerstvem spravedInosti zapsané v Seznamu znalcti
[31]. Celkové se v Ceské republice nachazi 8 takovych znaleckych pracovist. V celé Ceské
republice je 8 kvalifikovanych laboratori OKTE a to se sidly v méstech: Praha (pro hlavni
mésto Praha), Hradec Kralové (pro Kralovehradecky kraj), Usti nad Labem (pro Ustecky
kraj), Kladno (pro Stfedocesky kraj), Ceské Budéjovice (pro Jihocesky kraj), Frydek-
Mistek (pro Moravskoslezsky kraj), Brno (pro Jihomoravsky kraj), Plzei (pro Plzenisky
kraj) [22]. | presto, Ze jsou jednotlivé OKTE sjednoceny pod Kriminalisticky tstav Praha
- jako ridici metodické pracovisté, kazda laboratotf ma své vlastni standardni operacni
postupy (SOP), pouZiva jiné chemikalie atd. Proto je tato prace zobecnéna na OKTE

v Hradci Kralové [38].

OKTE vyuziva rizné odvétvi metod. Pracuje napriklad s analyzou dat a zkoumani nosici
dat, kdy vyhledava relevantni digitalni informace extrahovatelné z technickych zatizeni.
Dale provadi balistiku, ktera se zabyva zkoumanim zbrani, strelivem, vedlejsimi produkty
vystielu a objasnénim podminek strelby. Dalsim odvétvim je daktyloskopie, ktera
zkouma vysoce individualni obrazce papilarnich linii na poslednich ¢lancich prstt rukou
i nohou, také na dlanich i chodidlech. Dale provadi defektoskopii, ktera vyuziva
nedestruktivni metody k zjistovan{ stavu materialu. Toto odvétvi pracuje napriklad s UV
zarenim, zmagnetizovanim objektu a dal$imi procesy. Dale vyuzivaji elektrotechniku a
zkoumaji mozné negativni vlivy elektrické energie. Také se vénuje odorologii, coz je
odvétvi zkoumajici vznik a fyzikalni i chemické slozeni pachu Zivych i nezivych objekt.
V neposledni radé pii mechanoskopii zkouma stopy po nastrojich, mechanismy vzniku
poskozeni riiznych povrchi a nastroji samotnymi. Mezi dals$i odvétvi patti i metalografie
vénujici se identifikaci kovi i slitin a jejich struktury, nebo trasologie zabyvajici se
vyhledavanim a zkoumanim stop nohou, obuvi, dopravnich prostiredki a dalSich objektd.
K identifikaci a zkoumani koster, lebek, chrupt, vlasi a chlupd vyuzivaji poznatky
antropologie. Provadi se i zkouman{ pisemnosti, které vede k ur¢eni zhotoveni objektu,
jeho pivodni obsahu a odhaluje pripadné pozménéni, s tim souvisi i metody zkoumani
ru¢niho pisma, které provadi syntézu pisma, porovnava graficky vzhled i uzité jazykové

projevy. [13, 27]
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3 DNA

Deoxyribonukleova kyselina neboli DNA je uloZena v jadie buiiky ¢i mitochondriich a plni
v organismu dileZitou roli. Je nositelkou genetické informace organismu a nese nezbytné
informace pro Zivotaschopnost burniky [3, 40]. Obsahuje totiz podklady umoznujici buiice
schopnost rlist a rozmnoZzovat se. Sama ale nevykonava zadné Zivotni pochody, ma pouze
informativni funkci. Takové Zivotni pochody vykonavaji pouze molekuly RNA a proteiny,
které jsou sloZeny podle navodu zakédovaného pravé ve struktuire DNA. Useky genomu,

které kéduji strukturu urcité RNA kyseliny, se nazyvaji geny [40].

Obr. ¢. 7: Molekula DNA (prevzato z:

https://www.godandscience.org/evolution/dual_coding_dna_design.html)

3.1 Primarni struktura DNA

Molekula DNA je polymer sloZeny z jednotek nazyvanych nukleotidy. Poradi téchto
jednotek oznacujeme jako primarni strukturu dané nukleové kyseliny [40]. Pravé tuto

strukturu DNA vyuziva proces genetického profilovani [16].
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3.1.1 Nukleotid

Nukleotid je utvar slozeny z pétiuhlikatého cukru (pentézy), zbytku od kyseliny
fosforecné (fosfatu) a dusikaté baze. Pentézou v nukleotidu DNA je 2-deoxy-D-riboza.
Fosfatem je zde zbytek od kyseliny trihydrogenfosfore¢né. Posledni slozkou nukleotidu
jsou dusikaté heterocyklické baze [3, 10]. Zakladnimi bazemi nachazejicimi se v molekule
DNA mohou byt bud’ dva derivaty purinu - adenin (A), guanin (G) nebo dva derivaty
pyrimidinu - thymin (T) a cytosin (C). Tyto baze kdduji genetickou informaci buriky. Dané
baze se navzajem spojuji na zakladé tzv. Chargaffovych pravidel tim zptisobem, Ze adenin
s thyminem spolu vzdy tvori dva vodikové mistky a guanin s cytosinem dohromady tti
vodikové mistky [10, 16]. MnoZstvi moznych vazeb se odviji od zakladni struktury

danych bazi [3, 16].

Dusikaté baze

Zbytek kyseliny fosforecné

NH,
N ~ N
(0] </ | J
_
O—p—0— N N/

|
OH ©

OH Pétiuhlikaty cukr

Obr. ¢. 8: Struktura nukleotidu (pfevzato a upraveno z:

https://www.webchemie.cz/nukleove_kyseliny.html)
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Obr. €. 9: Dusikaté baze (ptrevzato a upraveno z:

https://www.mojechemie.cz/Biochemie:Nukleov%C3%A9_kyseliny)

Baze jsou navazany na 2-deoxy-D-ribdzu a tvori tak utvary oznacované jako nukleosidy.
Podle toho, jakou bazi nukleosid obsahuje, se nasledné nazyva bud adenosin pti ticasti
adeninu, guanosin pfi Gcasti guaninu, thymidin pti ti¢asti thyminu nebo cytidin pti icasti
cytosinu. Po navazani fosfatu vznikaji jednotlivé nukleotidy [16]. Molekuly jednotlivych
cukri jsou s fosfaty spojeny esterovou vazbou, ktera tak tvoii cukrfosfatovou kostru
fetézce dané nukleové kyseliny. Na pentdzu se v pozici 5° vaZe diesterovou vazbou jeden
fosfat a na 1" pozici N-glykosidickou vazbou jedna dusikata baze. V poloze 3" je nasledné
pentdza pres fosfatovou skupinu napojena na sousedni pentézu. Takovou kondenzaci

nukleotidi vznika tzv. polynukleotidové vlakno [3].
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Obr. & 10: Retézec nukleotidii s vyznaéenymi vazbami (pfevzato a upraveno z:

http://www.mojechemie.cz/Biochemie:Nukleov%C3%A9_kyseliny)

3.2 Sekundarni struktura DNA

Sekundarni struktura popisuje prostorovy utvar, ktery dand molekula tvori. V pripadé
DNA se tvorii tzv. double-helix neboli dvousroubovice [3, 16]. Sklada se tedy ze dvou anti-
paralelné ulozenych polynukleotidovych vlaken, ktera jsou k sobé poutana vodikovymi
mustky vznikajicimi mezi bazemi. Jedno z vlaken je orientované ve sméru
fosfodiesterovych vazeb od 3°'—5 konci a druhé ve sméru od 5'=3" konci (jsou tedy
orientované protikladné) [36]. Vldkna u sebe drzi jiZz zminéné vodikové vazby mezi
pyrimidinovymi a purinovymi bazemi jednotlivych Fetézcli a nasledné jsou jesté
podpotené slabymi van der Waalsovymi vazbami vznikajicimi mezi sousednimi bazemi

[3, 16].
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DNA vytvaii nékolik riznych strukturnich formaci liSicich se smérem otaceni, vyskou
zavitl a primeérem zavitl [16]. Nejcastéjsi verzi v lidském téle je pravotociva Sroubovice
konformace B, kde je polomér dvousSroubovice 1 nm, vyska zavitu zhruba 3,4 nm a kde
pripada na jeden zavit 10 pard nukleotidi. DalSimi nejznaméjSimi formami jsou
napiiklad konformace A - pravotociva, kratsi a silnéjsi, nevyskytuje se in vivo (v Zivém

téle) a konformace Z - levotociva a bohata na cytosin-guaninové sekvence [11].

3.3 Dalsi struktury DNA

Veskeré funkéni molekuly DNA v Zivych buiikdch podléhaji dals$i urovni usporadani
napiiklad tzv. nadSroubovicovému vinuti. NadSroubovicové zavity neboli superzavity
vznikaji v pripadé rozstépeni jednoho ¢i obou vlaken molekuly a naslednému zakrouceni
komplementarnich vlaken kolem sebe, zatim co opacny konec byva ukotven bez moZnosti
otaceni. U témér vSech typl organismi probihd zaporné nadsroubovicové vinuti. Jejich
chromozomy poté nemohou bez zaporné superspiralizované DNA plnit velké mnozZstvi
svych biologickych funkci. Rada diikaz{i ukazuje na vyznamnou roli zdporného vinuti pti
replikaci [36]. Dalsi strukturou jsou chromosomy. Chromozomy vznikaji asociaci bilkovin
na molekuly DNA. Jejich vzhled se méni v pribéhu bunécéného cyklu. V interfazi jsou tyto
struktury nenapadné, despiralizované a metabolicky aktivni. Naopak pti metafazi mitozy
a meiézy dochazi ke zméné struktury, pii které se z chromozomti stavaji viditelna téliska.
Tato zména probiha formou vyrazného zmenSeni objemu nazyvaného kondenzace.
Kondenzovany chromozom Ize rozdélit na nékolik ¢asti - chromatidu obsahujici kratké
(p-) raménko a dlouhé (g-) raménko, dale telomery na koncich (obsahujici repetitivni

sekvence) a centromeru (také obsahuje repetitivni sekvence) [11].

Chromozomy jsou komplexy tvorené tzv. chromatinem, ktery se sklada z nukleovych
kyselin a proteinii (histonovych a nehistonovych). Zakladni stavebni jednotkou
chromozomu jsou nukleozomy, coz jsou utvary tvorené histonickym oktamerem
(sdruZeni 8 histonii) obto¢enym molekulou DNA. Spiralizaci nukeozomi vznikaji dana
chromatinova vlakna a dals$i spiralizaci jiZ celé chromozomy. Histony jsou malé specifické
bilkoviny obsahujici kladné nabité aminokyseliny (napft. lysin, arginin), které zarucuji
pevné navazani na zaporné nabité fosfatové skupiny DNA. RozliSujeme 5 zakladnich typt
histonti - H1, H2A, H2B, H3 a H4. Histonovy oktamer tvori dvojice typti H2A, H2B, H3 a
H4. Typ H1 je vZdy umistén mimo tento oktamer. [11]
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Obr. ¢. 11: Struktura chromozomu a umisténi v burice (prevzato a upraveno z:

http://www.genetika-biologie.cz/chromozom

Vlidské burice najdeme 23 part chromozomd. Ztoho je 22 part autozomalnich
(nepohlavnich), homolognich (stejnych) - tedy tyto nepohlavni chromozomy jsou
v bunice obsaZzeny vzdy v paru. Jeden par chromozomi je gonozomadlni (pohlavni),
heterologni (odliSny) - tedy obsahuji pohlavni chromozomy rozliSené na verzi Xa Y. Tyto

chromozomy urcuji pohlavi, kdy XX je Zena a XY je muz. [11, 36]
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4 Genetické profilovani DNA

Testovani lidské identity probéhlo béhem historie rlznymi zplsoby. Vyuziti DNA
k identifikaci osob ve forenznich védach zacalo az v osmdesatych letech 20. stoleti, kdy
Alec Jeffreys objevil moznost aplikace RFLP metody na identifikaci osob [9]. Do té doby
se vyuzivaly metody zahrnujici napriklad testy krevnich skupin. Prvnim ptipadem kdy
byla vyuzita rtznorodost antigen na povrchu cervenych krvinek, byl soudni proces
v Italii roku 1915. Leon Lattes, profesor Institutu forenzni mediciny, vyuzil metodu
testovani zaschlych kapek krve a poprvé pouzil geneticka data jako dikazni material
v soudnim procesu. Tato metoda se poté rozsirila i do Evropy a obstala po dobu nékolik
desetileti [35]. Dal$i vyuzivanou metodou se pozdéji stalo forenzni profilovani proteint.
Sledovaly se tzv. isoenzymy, coZ jsou také soucasti Cervenych krvinek. Ty ale existuji

pouze ve 2 aZ 3 formach, takZe rozdily mezi jednotlivci nebyly tolik usvédcujici [21].

Genetické profilovani DNA patii mezi nejspolehlivéjsi a nejsilnéjsi nastroje forenznich
metod identifikace. Tato metoda se nevyuziva jen v kriminalistice, ale napriklad i pfti
testech otcovstvi nebo identifikaci tél po velkych katastrofach [35]. V nasledujici kapitole
bude podrobné popsan cely pribéh analyzy DNA, od momentu kdy se teprve odebiraji

stopy azZ k samotnému vysledku - genetickému profilu jedince [2].

DileZitou otazkou na zacateKk je, proC je zkoumana zrovna DNA? Dlivodl najdeme vice.
Nejvétsi vyhodou je, Ze jsou nukleové kyseliny obsazeny v kazdé bunécné strukture a
maji velmi specifickou strukturu. Mimo bunécény prostor ale snadno podléhaji degradaci.
Tu mohou vyvolat rizné fyzikalni i chemické vlivy, které zptisobuji rozpad molekuly na
stale kratsi fragmenty. MiiZe se stat, Ze fragmenty budou mensi nez sledovany lokus
(presné misto na chromozomu, které obsahuje prislusny gen) [9, 36]. Z takové DNA poté
lze ziskat jen velmi slabé nebo Zadné vysledky. Pouze nova metoda zvana Polymorfismus
kratkych tandemovych repetic (STRP), dokaze vytvorit profil i z pomérné velmi
fragmentovaného vzorku. Je védecky potvrzeno, Ze DNA témito vnéjSimi vlivy nedokaze
zménit svou strukturu a podat tak mylné vysledky. Po nadmérném poskozeni pouze
nevytvoii zadny profil. Toto zjisténi bylo velice dilezité, nebot potvrdilo, Ze pti této
analyze nelze priurcovani identity pochybit. Jelikoz se profil DNA degradaci nemize
zménit, nemusime se bat, Ze by identicky profil vznikl samovolné a nepochazel od darce.
Dal8i studie také prokazaly, Ze je DNA dokonce vice odolna neZ ostatni konvekéni

genetické slouceniny vyuzivané ve forenznich testech. Na rozdil od riznych konvekénich
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proteinid a enzym{, které podléhaji degradaci do 2 az 3 mésict, nukleova kyselina vydrzi

ve vhodnych podminkach zachovana nékolik let [9].

4.1 Metody pouzivané ve forenzni analyze DNA

4.1.1 Polymerazova retézova reakce

Dal$im vyznamnym milnikem bylo objeveni Polymerazové retézové reakce (Polymerase
Chain Reaction, PCR). Tuto metodu kdy dochazi k mnozeni DNA in vitro (mimo télo,
ve zkumavce), vynalezl Kary Mullis a roku 1985 za svij ptinos obdrzel Nobelovu cenu.
Jedna se o techniku amplifikace neboli mnoZeni jednotlivych fragmentti DNA ve vzorku.

[28,39]

Principem této metody je cyklicka enzymaticka syntéza vybranych retézcti DNA vedouci
k exponencidlnimu namnozeni cilového tseku DNA [15]. Cely tento proces probiha
v pristrojich zvanych tzv. termocykléry. Tyto pristroje jsou schopny velmi rychlého
prechodu teplot [16]. Optimalni pocet cykli je zavisly na vychozi koncentraci DNA, ale
zpravidla se pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cykld. Bez této metody by nebylo mozné
analyzovat velké mnozstvi vzorkil. Stopy odebrané z mista ¢inu jsou Casto limitované jak
mnoZzstvim, tak kvalitou. Metoda PCR je ale velice citliv4, rychla a neni tak limitovana
kvalitou a mnozstvim DNA jako naptiklad metoda RFLP. K dspésnému vysledku staci par
stovek pari bazi, jejichZ molekularni hmotnost se miize pohybovat kolem 0,3 -0,5 ng [2].
Dal8i vyhodou PCR metody je moZnost vytvoreni poZadované specifické sekvence DNA,
aniz by byla nejprve klonovana ve vektorech [4]. Proces PCR muze byt i negativné
ovliviiovan nékterymi chemickymi latkami tzv. inhibitory. Takové latky mohou byt
ve styku se vzorkem jiz na misté Cinu. Napriklad stopy krve lze nalézt jiZ na rtznych
materialech (listy, plida, dievo, textilie) obsahujicich urcité inhibitory. Jako konkrétni
priklady inhibitord lze uvést napriklad hematin pochazejici z krve, melanin z chlupq,
polysacharidy a Zlucové soli ze stolice, mocovinu z moci, textilni barviva z obleceni atd.

[35].

K zajisténi vérohodnosti vysledki PCR vyuzivame razné kontroly efektivnosti. Tyto
kontroly PCR reakci potvrzuji vhodnost podminek a zvolené techniky. Nejcastéji
se provadi tzv. negativni kontrola, pti které se zacastni procesu PCR veSkeré komponenty
kromé templatové DNA. Takto lze zjistit, zda nebyl néjaky komponent nahodou

kontaminovan jinou DNA, ktera by mohla negativné ovlivnit celkovy vysledek. Dale se
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vyuziva i tzv. pozitivni kontrola, ktera sleduje, zda néjaky z komponentt neselhal. Zde se

pouziva standartni templat DNA a stejné primery. [2]
Reakéni smés Polymerazové retézové reakce obsahuje:

1. sekvence dvouretézcové DNA, ktera slouZi jako predloha

2. dva oligonukleotidové primery, které jsou komplementarni k 3’konclim obou
Fetézcl dané DNA

3. termostabilni enzym - DNA polymeraza, nej¢astéjsi je Taq polymeraza

4. smés deoxyribonukleotidi, ze kterych se bude skladat novy retézec
reak¢ni pufr obsahujici Mg2* ionty, které zajistuji aktivitu termostabilni DNA

polymerazy [16, 28].
Priibéh Polymerazové retézové reakce:

Nové retézce DNA se syntetizuji vZdy ve sméru 5'=3pomoci enzymu DNA-polymerazy.
Sledovany usek DNA je vymezen pripojenim dvou primerd. Primery jsou kratké
syntetické fragmenty DNA (20-30 nukleotidi), které musi byt komplementarni k bazim
daného templatu [9]. Primery se napoji na konce templatové DNA a oznaci tak zacatek
syntézy. Kromé primera se ke vzorku piidavaji také DNA polymerazy a volné nukleotidy.
Po pridani vSech slozek se spousti syntéza, ktera probiha na obou vlaknech soubézné a
vytvori tak z jedné molekuly dvé nové. Pro spravnou syntézu DNA se pouzivaji tzv.
termostabilni polymerazy. NejCastéji vyuzivanou je Taqg DNA-polymeraza izolovana
z bakterie Thermus aquaticus. Tato polymeraza odolava vysokym teplotam, které jsou

potiebné k denaturaci dvouvlaknové DNA [28, 39].
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Obr. ¢. 12: Polymerazova retézova reakce (pievzato a upraveno z:

http://www.socmucimm.org/pcr-polymerase-chain-reaction/)
Souhrnné tedy Polymerazova retézova reakce probiha ve tirech krocich:

1. faze - denaturaéni - rozruSeni vodikovych mistkii a oddéleni dvou retézct DNA.
Provadi se pomoci vysoké teploty (94 °C) trvajici 20-30 sekund

2. faze - hybridizacni - pripojeni primert na jednovlaknové retézce DNA za sniZeni
teploty (50-65 °C)

3. faze - prodluzZovaci - s pomoci DNA-polymerazy probiha syntéza novych retézci

DNA za zvySenti teploty (65-75 °C) [15].

4.1.2 Elektroforéza

Jiz v roce 1892 bylo publikovano, ze koloidnim roztokem v elektrickém poli putuji
anorganické Castice urcitym stalym zplsobem. Nasledné byl stejny jev popsan i u
proteint obsazenych ve vodnich roztocich. Nicméné az v roce 1948 ziskal svédsky védec
Arne W. Tiselius Nobelovu cenu za sestaveni elektroforetické aparatury. Elektroforéza je
separacni metoda, kterd se v molekularni biologii vyuZiva k izolaci nukleovych kyselin a
bilkovin. Principem této metody je pohyb nabitych ¢astic v jednosmérném elektrickém
poli, pficemz rychlost pohybu zavisi na celkovém naboji, velikosti i tvaru molekuly a také
na jeji koncentraci v roztoku. Nukleové kyseliny maji diky fosfatové skupiné zaporny
naboj, ktery udava pohyb molekuly od anody (kladna elektroda) ke katodé (zaporna
elektroda). [4, 15]
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Obr. ¢. 13: Elektroforéza (prevzato z: https://fvhe.vfu.cz/files/mbhp_2018_02.pdf)

4.1.3 Polymorfismus délky restrik¢nich fragmenti

Roku 1980 David Bosten se spolupracovniky vyuZival odlisSnosti genetickych sekvenci
jednotlivcii ke konstruovani lidské genové mapy. Sledoval tehdy rozdily v délkach
urcitych opakujicich se fragmenti DNA (Variable Number Tandem Repeat, VNTR). Na
tuto myslenku navazal anglicky genetik Dr. Alec Jeffreys a nasledné ji aplikoval na
védeckou identifikaci jednotlivych osob [9]. Roku 1985 pak publikoval své poznatky o
moznosti vyuziti repetitivnich sekvenci DNA k diferenciaci jednotlivci a odstartoval tak
prvni fazi testovani DNA [2]. Tuto metodu popsanou Dr. Jeffreysem zname pod nazvem
Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (Restriction Fragment Lenght

Polymorphism, RFLP) a byla prvni metodou vyuZivanou k analyze DNA [35, 37].

Tato analyza sleduje rizné variace délky urcitého fragmentu DNA tak, Ze vlakno rozstépi
tzv. restrikénimi endonukledzami (enzymy) presné v mistech specifickych sekvenci.
Nejvice vyuZivany enzym laboratofemi v USA nese nazev Hae III (pochdazejici
z Haemophilus aegyptius). Tento enzym rozpozna sekvenci Guanin Guanin /Cytosin
Cytosin a v tomto misté fetézec pokazdé rozstépi [2, 35]. Vzniklé fragmenty se nasledné
pomoci elektroforetické separace rozdéli v gelu podle délky. Mnozstvi a velikosti téchto
fragmentd jsou pro kazdého jedince specifické a tak se da porovnanim vysledkd dvou

vzorkd urcit, zda jde o tu samou osobu [20, 35].
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RFLP umoziiuje zaznamenat vysoky stupen rozliSeni v jednom lokusu a tak i lehce ur¢it,
zda je v daném vzorku DNA vice osob. I pres tyto vyhody dnes tato metoda neni jiz tolik
vyuzivana. Oproti novéjSim postupim je zde potfeba pomérné velké mnozstvi kvalitné
zachované DNA. Forenzni stopy jsou ale Casto staré, degradované a v omezeném
mnozZstvi, takZe se tato metoda nedd vzdy vyuzit. Dostacujici mnoZstvi nukleovych
kyselin potrebnych k provedeni RFLP metody musi mit alesponn 500 ng molekulové
hmotnosti DNA [17, 37]. Také zaleZi na vybaveni laboratore a dalSich podminkach. Jeden
originalni RFLP test probihal az nékolik tydni. Vysledkem RFLP metody je schéma, které

lze prirovnat k velmi jednoduchému ¢arovému kédu [9].

4.1.4 Polymorfismus kratkych tandemovych repetic

Polymorfismus kratkych tandemovych repetic (Short Tandem Repeat Polymorhism,
STRP) je modernéjsi a v soucasnosti nejvyuzivanéjsi metoda. Je pomérné podobna
metodé RFLP, ale pracuje s jinak ziskanymi fragmenty DNA [37]. Lidskad DNA je z 10 %
tvotena tzv. kodujici ¢asti, ktera obsahuje informace urcujici vlastnosti organismu.
Zbylych 90% je tvoreno ,nekodujicimi“ oblastmi, které zirejmé neslouzi ke kédovani genii
a Casto obsahuji opakujici se useky. Tyto useky byvaji tvoreny 2-4 nukleotidy, které jsou
mnohokrat opakované. Oznacujeme je jako tzv. tandemové repetice a v lidské DNA jich je
dnes znamo vice nez 8 000. PocCet a sloZeni téchto repetic je velice individualni. To je
nejspi§ dano tim, Ze probihajici mutace zde nejsou FeSeny, nebot se jedna o
»nekdédujici” ¢ast DNA. V momenté kdy mutace probihaji naopak na kédujicich genech,
bude organismus nejspi$ poSkozen a neprezije, tudiZ se jeho pozménéna geneticka
vybava neptenese do dalSich generaci [17, 26]. Kratké tandemové repetice se vzdy
zkoumaji ve vétSim poctu. Je pravdépodobné, Ze najdeme jedince s jednim stejnym
lokusem. KdyZ se ale testuje vice lokus(, pravdépodobnost se blizi k nule. V soucasnosti
se takovych lokusi bézné testuje 16 azZ 30. Na rozdil od metody RFLP zde staci k testovani
pouze 50 pg DNA. Jedna se o extrémneé citlivou metodu [19, 41].
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————* 8opakovani +———

[Rlel GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA ReLIcRericHeIcRuEE 0OSOBA 1

————— 9opakovani +——

MRl GATA GATA GATA GATA GATA  GATA GATA GATA GATA ESEICHSIEICRSIIC OSOBA 2

——» 10opakovani +————

IICE GATA GATA GATA ~ GATA GATA GATA GATA GATA GATA | GATA EeICH@IFIE] OSOBA 3

Obr. ¢. 14: Kratké tandemové repetice 4 bazi (GATA) ti riznych osob na stejném lokusu
(prevzato a upraveno z: https://royalsociety.org/-/media/about-
us/programmes/science-and-law/royal-society-forensic-dna-analysis-primer-for-

courts.pdf)

4.1.5 Komerc¢né vyrabéné Kity

V poslednich letech byla prace s analyzou DNA jesté zjednoduSena moZznosti vyuzivat tzv.
kity. Kit je predpripravena chemickd soustava vyuzivana pti analyze DNA v mnoha
reakcich - v ptipadé, Ze mluvime o genetickém profilovani, je vyuzivdme v izolaci,
kvantifikaci a amplifikaci DNA. Tyto soupravy jsou komercné vyrabéné raznymi

spole¢nostmi a vyuZivané nespoctem laboratofi. [2]

Obr €. 15: Komercné vyrabény kit QITANGEN Multiplex PCR Plus kit (prevzato z:
https://www.dynex.cz/material /-696/)
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4.2 Zajisténi stop

4.2.1 Sbér biologickych stop

DNA predstavuje biologicky material, ktery ¢asto zlistava na mistech ¢inu. DNA se da
izolovat z riznych biologickych materialt a diky metodé PCR kdy dochazi k namnoZeni
molekul DNA, miiZe dochazet k GspéSnému testovani. Aby ale mohly byt analyzy DNA
brany jako solidni diikaz u soudu, musi se dodrZovat pravidla prace s timto materidlem
od samého zacatku. Dilezité je spravné odebrani vzorkd, skladovani i premisténi do
laboratore. Narodni institut spravedlnosti v USA vydal soubor pravidel ,What Every Law
Enforcement officer Should Know About DNA Evidence“, ktery pomaha pracovnikiim,
ktefi se budou pohybovat na misté ¢inu poprvé. Napriklad je zcela nutné nosit rukavice,
které se musi ménit po manipulaci s kazdou stopou, okamZité se stopy musi zvlast zabalit
do papirovych obalek (v plastovych saccich by hrozila degradace DNA kvili vlhkosti,

ktera se drzi uvnitr). [2]

Existuji dva typy odebirani stop. Prvnim zplsobem je primy odbér stopy. Tento postup
je velice vyuzivany, nebot je tam mensi riziko ztraty materialu. Nejcastéji se jedna
napriklad o ¢asti obleCeni nebo jiné véci, které se uloZi napriklad do boxt a dale se s nimi
manipuluje az pfimo v laboratori. Sejmuti vzorku je tedy provedeno analytikem, ktery ma
lepsi podminky a provede odbér kvalitnéji. Druhym typem odebirani stop je pirevedeni
vzorku na lépe pi‘enosny material, nejcastéji vatovou tyc¢inku. Hodné se vyuziva
metoda dvojitého stéru, kdy se poprvé misto pretife tamponkem navlhéenym
destilovanou vodou a tim rehydratuje (zavodni) povrch. Druhy stér se provadi jizZ suchou
vatovou tycCinkou, na kterou se jiz buiiky 1épe nalepi. Nasledné musi byt ale vata
se vzorkem opét vysuSena, aby nehrozilo poskozeni substanci vlhkem. Odebrané vzorky
musi byt vzdy porovnany se vzorkem obvinéného ¢i odsouzeného [9]. Vyhodou je
moznost odbért bezbolestné. Vétsina laboratori vyuziva stér z bukalni sliznice, protoze
zde dochazi ke snadnému uvolnéni bunék. Dal${ moZnosti je ,odebrani” nékolika kapek
krve na filtra¢ni papir. Vyhodou této metody odbéru krve je, Ze je okamzité zirejmé, jestli

se odbér zdafil [2].

4.2.2 Skladovani stop
Ziskané stopy musi byt ulozeny na chladném a suchém misté, aby se zabranilo mnozeni
bakterii a degradaci (rozloZeni na mensi fragmenty), nebot’ by potom jiZ nebylo mozné

sestavit geneticky profil. Nejcastéji byvaji vzorky umistény do chladnic¢ky se 4 °C nebo
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- 20 °C, ale pri dlouhodobém skladovani je potieba teplota dosahujici az k -70 °C. Dale je
nutné vzorek pred uloZzenim vysuSit a zabranit tak rozpadu molekuly DNA vlivem
vlhkosti. Stabilita polymeru DNA miize tedy byt ovlivnéna casem, teplotou, vlhkosti,
svétlem nebo vystavenim néjaké chemické latce [2, 9]. Testy biologickych stop jsou vzdy
destruktivni, protoZe pri testu dochazi ke spotrebovani latek. Je tedy potreba i pres
veSkeré pokusy udrzovat urcité stalé uskladnéné mnoZstvi vzorku, aby mohl byt

pFipadné znovu testovan. Zadny test nesmi vzorek zcela znicit [1, 2].

4.2.3 Urceni charakteru stopy

Pti prijeti stopy do laboratofe neni pokaZdé zjevné, jestli stopa obsahuje néjaké
biologické vzorky nebo ne. VétSina laboratofi tedy za¢ina orientacnim testem. Tento test
ma odhalit, zda je na zajiSténé stopé néjaky tekuty biologicky material jako naptiklad krev,
sperma, sliny atd. Takové testy by mély byt vzdy jednoduché, finan¢né nenarocné a
snadno proveditelné. Testovani probiha pomoci karticky, jejiZ membrana obsahuje urcité
protilatky reagujici s biologickym materidlem. Pri kontaktu membrany s biologickym
vzorkem probéhne reakce, ktera na karticce zanecha barevny prouzek. Orientacni testy
krve se zaméruji na hemoglobin, testy slin na amylazu, testy spermatu na kyselou

fosfatdzu nebo na specificky prostaticky antigen atd. [2]

4.3 Geneticka analyza

Geneticka analyza DNA se sklada z jednotlivych procest - izolace DNA, kvantifikace DNA
a fragmentacni analyzy DNA. Tato analyza DNA vede k vytvoreni genetického profily,

ktery odbornikiim slouzi k identifikaci osob. [36]

Genetické profilovani DNA

F - v Interpretace
Izolace DNA - Kvantifikace DNA ) ragment;(i\ln;\ana vaal mp genetického
profilu

Obr. ¢. 16: Schéma genetického profilovani DNA (vlastni tvorba)

4.3.1 Izolace DNA
Pfed samotnym testovanim DNA je potieba tuto molekulu izolovat od ostatnich €asti
bunécného obsahu. Izolace se provadi nékolika zakladnimi zpisoby, které zavisi na tom,

o jaky typ biologické stopy se jedna. Napriklad s krvi se musi zachazet jinak nez
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se zaschlymi krevnimi skvrnami nebo kousky kosti [4, 16]. [zolovat DNA je moZné za

pomoci nékolika metod:

Organicka (Fenol-chloroformova) extrakce

Tato extrakce nechava nukleové kyseliny rozpusténé ve vodném prostiedi a postupné
odstranuje necistoty pridavanim riznych chemickych latek. Pridanim SDS (dodecylsiran
sodny) a proteinazy K dochazi k rozpadu bunécnych struktur a degradaci proteing, které
chrani DNA v chromozomech. Po pridani fenol-chloroformu dojde k odpoutani proteinii
od DNA a naslednou centrifugaci dochazi k izolaci samotné DNA [2, 9]. Tato metoda byla
velice vyuZzivana, ale noveéjsi typy extrakci nyni vyuzivaji méné toxické latky a proto se

dnes uz nevyuziva [2].

Chelexovd extrakce

V této extrakci se vyuziva var a pusobeni chelata¢nich cinidel, kterymi mohou byt
napiiklad divinylbenzenové pryskytice. Varem se naru$si membrany bunék, DNA
s ostatnimi sloZkami se uvolni do roztoku a nasledné se chelexové jednotky navazi na
latky, které by mohly reagovat s DNA. Po odstranéni ostatnich sloZek centrifugaci
dostavame samotnou DNA, ktera se ale vlivem varu rozpadla na jednotliva vlakna a
netvori tak jiz typickou dvousroubovici. S jednovlaknovou molekulou uz ale dale nemiize

pracovat metoda RFLP. Pokracuje se tedy pomoci PCR, coZz mtize vést k STR analyze. [2, 9]

Qiamp Extrakce

Tato extrakce patii mezi metody zaloZené na adsorbci na silikat. Tyto metody vyuZivaji
adherzi DNA na silikatové povrchy (napf. sklo nebo kiremelina) a vymyti ostatnich sloZzek
vyplavenych zbunky. Konkrétné Qiamp extrakce také vyuzZiva k oddéleni DNA od
ostatnich slozek, jeji schopnost adherze na dany povrch. Adhezi zaporné nabité DNA na
zaporné nabitého sklo zajistuji chaotropni soli - napfiklad guanidin hydrochlorid,
chloristan sodny a dalsi. Nasledné dochazi k promyvani ethanolem a po odstranéni

veskerych necistot mtze byt DNA opét uvolnéna vhodnym pufrem. [2]

Rozlisovaci extrakce

Jedna se o modifikovanou verzi organické extrakce. Nejcastéji se vyuziva u sexudlnich
napadeni a pracuje se smési DNA. Smés lze rozdélit na ¢ast se spermatickymi buiikami a
¢ast s ostatnimi epitelidlnimi buiikami (nejcastéji jde o vaginalni buriky). Cilem této

metody je rozliSeni téchto dvou sloZek a nasledné oddéleni muzské DNA pachatele od
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Zenské DNA obéti. Proces se déli na dvé zakladni faze. V prvni fazi dochazi k rozbiti
bunéénych membran specidlnimi chemickymi latkami - SDS (dodecylsiran sodny) a
proteinkindzou K - plisobicimi specificky jen na nespermatické buiilky. Tato frakce
s bunécnymi obsahy epitelidlnich Zenskych bunék je nasledné oddélena a ve vzorku
zlstavaji jen builkky pavodu muZského. Druhou cCasti je lyze (rozbiti) membran
spermatickych bunék pomoci DTT (dithiothretiol) a uvolnéni jejich obsahu do roztoku.

Samotna izolace DNA u obou frakci poté probiha jako klasicka organicka extrakce. [2, 9]

Rozlisovaci extrakce

Odbér ¢asti smiseného vzorku

P SDS + proteinkindza K

RozloZzeni bunéénych stén
7enskych epitelialnich bunék
|-

Oddéleni
zenské frakce

L

Smigeny vzorek spermatickych
bunék hledaného muze a

epitelialnich bunék napadené Zeny Oddéleni &
vzorku se

spermatickymi
burikami

SDS + proteinkinaza K + DTT

DTT rozklédda
spermatické
burky

Zenska frakce
i

Muzska frakce

R g

Obr. ¢. 17: Priibéh rozliSovaci extrakce (pievzato a upraveno z:

https://slideplayer.com/slide/5731980/)

V soucasnosti se kizolaci DNA vyuzivaji komercné prodavané izolacni kity (soupravy

latek pomahajici reakci), které 1ze rozdélit do dvou skupin:

a) Kit pro izolaci DNA z télnich tekutin - slouZzi k ziskavani DNA z krve, plazmy, séra, moci
¢i bukalnich stért
b) Kit pro izolaci DNA z tkani - umoznuje ziskat DNA z rGznych typt tkani [2].
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4.3.2 Kvantifikace DNA

Kvantifikace DNA zahrnuje stanoveni mnozstvi ziskané DNA. Tento krok je dilezity kvili
rozhodnuti o dals$im postupu analyzy. Napiiklad u PCR miize extrémné malé i velké
mnozZstvi narusit nebo Uplné zastavit cely proces [2]. Stanoveni koncentrace extrahované

DNA Ize provést naslednymi metodami:

Spektrofotometrické méreni

Tato metoda byla vyuzivana predevsim v pocatcich forenzni genetiky. Mezi jeji nevyhody
patfi narocnost na spotiebu vzorku, obtiZnost analyzy malého mnozZstvi nukleovych
kyselin a vysokou moznost ovlivnéni vysledkli pritomnosti nékterych latek (napft.
bilkovin, fenolli). Podstatou tohoto stanoveni mnozZstvi je vysoka mira absorpce
ultrafialového zareni (délka 260 nm) molekulami DNA. MnoZstvi absorbovaného UV

zareni vzorkem je pfimo iumérné obsahu DNA v pouZzitém roztoku. [2, 4]

Slotblot

Tato metoda byla nejvice vyuZzivana od pozdnich 90. let 20. stoleti po zacatek 21. stoleti.
Nejprve byly vyuzivany radioaktivni sondy, ty ale byly C¢asem nahrazeny
chemiluminiscenénimi a kolorimetrickymi detekénimi variantami. Chemiluminiscence je
proces vydavani zatfeni vzniklého pomoci chemické reakce. Kolorimetrie je metoda
urceni koncentrace pomoci miry zbarveni vzorki [4]. Tento proces umoznil zachytit
genomickou DNA na nylonovou membranu a nasledné k ni pridat specifické sondy.
Vysledné kolorimetrické intenzity zbarveni se nasledné porovnavaji s barvou
stanovenych vzorkli, u kterych zname Kkoncentraci. Stanoveni kvantifikace
kolorimetricky tedy znamena porovnavani vzorku s nezndmou koncentraci se vzorkem
stanovenym. Toto porovnavani probiha pouze vizualné, tudiz je vysledek subjektivné
ovlivnén samotnym analytikem. I pfes to, Ze byly pozdéji vyvinuty i poc¢itacové programy

na porovnavani, se dnes tato metoda nepouziva [2, 4].

U obou zminénych metod (Spektrofotometrické méreni, Slotblot) je dale nutné namnozit

danou DNA, to se provadi pomoci klasické PCR amplifikace. [2]

Real-time PCR
Real-time PRC je dnes nejvice vyuZivand metoda kvantifikace DNA. Tato metoda je
zaloZzena na principu klasické PCR, ktera béhem amplifikace navic kontinudlné

zaznamendava aktualni mnoZstvi ziskané DNA - odtud nazev Real-time PCR [2]. VyuZiva
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se zde specidlni pristroj tzv. cyklér, ktery zaznamenava zménu koncentrace
fluorescencnich substratli [4]. Tyto substraty ziskavaji fluorescen¢ni schopnost az po

reakci s DNA, samotny substrat se tedy nijak neprojevuje [4, 25].

Pro zdroj fluorescence se vyuZiva nékolik technologii, SYBR Green, TagMan sondy,
Scorpion sondy, FRET a dalsi. SYBR Green je na rozdil od ostatnich substrat vzhledem
k vazbé na DNA nespecificky, vaze se kdekoliv. Vysledky po pouziti SYBR Greenu tedy
mohou byt v nékterych pripadech méné presné. Naopak TagMan sondy patti mezi dvojité
barvené sondy a ve vazbé na DNA jsou specifické, vZdy se vazi mezi primery. Jsou to
nukleotidy obsahujici na 5’konci reportéry a na 3’konci zhasece, které fluorescenci
reportéru prozatim blokuji. Teprve po odvazani a vzdaleni reportéru od zhasece dochazi
k jeho ocekavané fluorescenci. K aktivaci zde dochazi pri amplifikaci komplementarni

DNA, kdy je sonda hydrolyzovana (rozlozena) ¢innosti Taq polymerazy. [25]
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Obr. ¢. 18: Real-time PCR (prevzato a upraveno z:
https://www.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_q

pcr.php)

Pro usnadnéni amplifikace (namnozeni) se vyuzivaji amplifika¢ni kity. Tyto kity jsou
specificky pripraveny k tomu, aby k nim bylo pridano urcité mnozstvi DNA - takto lze

dosahnout nejlepsiho vysledku. V soucasné dobé je pocet STR lokusti amplifika¢nich kitt
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nastaven minimalné na standartnich 15. Diive se primery znacily stiibrem, ale dnes se
vyuziva fluorescen¢nich barviv. Amplifikacni kit se skldda z pufru (vnitfni prostred{ pro
amplifikaci), primerd, DNA pozitivni kontroly a nékdy i postamplifika¢ni ¢asti obsahujici

vnitini standart (tato ¢ast se ale musi ¢asto objednat zvlast). [2]

4.3.3 Fragmentac¢ni analyza

Po amplifikaci nasleduje proces tzv. fragmentacni analyzy, ktery zahrnuje oznaceni DNA
fragmentd fluorescencnimi barvivy a rozdéleni podle velikosti. Tato metoda pomoci
kapilarni elektroforézy analyzuje velké mnozstvi markerti (znamé sekvence DNA, které
miiZzou byt jednoduse identifikovany - v naSem pripadé kratké tandemové repetice, STR).
Jedna se o relativné mladou metodu, ale i pfesto je v soucasné dobé€ povaZovana za jednu
vyuziva pohyb fragmenti DNA ve specidlnim akrylamidovém gelu, ktery je uzavien
v kapilate napojené na elektrody. Priibéh pohybu vzorku DNA v kapilare je obdobny jako
u ostatnich typt elektroforéz. Jiz v pribéhu PCR musi dojit k zaclenéni primeru
s fluorescen¢nimi vlastnostmi do fetézcG DNA. Diky fluorescencni schopnosti
jednotlivych fragmenti DNA muze dochazet k finalni detekci. Fragmenty putuji postupné
- od velikostné nejmensich po nejvétsi - az do koncové casti kapilary, kde se nachazi
okénko osvétlované laserem. Laserovy paprsek zde indukuje fluorescenci pripojenych
primerd a ta je poté odecitana detektory jako tzv. piky. K porovnani fragmentt slouzi
velikostni Zebric¢ek neboli vnitini standart, ktery je vZdy ptridan primo k analyzovanému
vzorku. Predmétem zajmu je zde velikost fragmentu a jeho kvantita. Analyzuji se zde
STR markery (kratké tandemové repetice), které byly specialné vytipovany pro forenzni

vyuziti a jsou tak zahrnuty ve vétSiné komercné vyrabénych kitt. [2]

Kapilarni elektroforéza probiha v tzv. sekvendtorech - automatizované genetické
analyzatory. V soucasnosti existuji osmi, Sestndcti a devadesati Sesti kapilarové

sekvenatory, ve kterych probiha tato analyza paralelné. [18]
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Obr. ¢. 19: Kapilarni elektroforéza (pievzato a upraveno z:

https://viOpp.blogspot.com/2018/09/procedure-dellanalisi-strutturale-del.html)

4.4 Genetické profily

Vysledkem fragmentacni analyzy je geneticky profil (graf ¢i tabulka). Zde jsou
znazornéné jednotlivé piky. Kazdy pik oznacuje dany STR polymorfismus a je mu
prifazeno charakteristické cislo. V takovém profilu lze nalézt 17 rlznych
STR polymorfismli - to je souCasné minimalni pocet polymorfismi pro vlozeni do
databaze DNA profilli. Tento profil je pro jednoho ¢lovéka zcela jedinecny a stejny po cely
zivot. Vyjimkou, kdy maji dva lidé stejny profil, je samoziejmé pripad jednovajecnych
dvojcat. Jinak je zcela nemozné najit dva jedince se stejnym profilem. Geneticky profil
zobrazuje geneticky material pritomny v kazdém testovaném lokusu. Vertikalni osa
oznaCuje mnozstvi DNA detekované na tom lokusu. V dplném profilu nalezneme
v kazdém lokusu jeden nebo dva piky - jeden od matky a druhy od otce. V piipadé, ze
lokus obsahuje pouze jeden pik, znamena to, Ze tato osoba zdédila od obou rodi¢d stejny
marker. Naopak v piipadé, Ze se vjednom lokusu objevi dva piky, zdédila osoba od rodicti
rozdilné markery. Jako priklad miZeme uvést jedince, ktery na stejném lokusu zdédil od
matky 7krat opakujici se segment a od otce 11krat opakujici se segment. V genetickém
profilu tedy bude mit tento lokus znazornéné dva piky - jeden pro 7 opakovani a jeden

pro 11 opakovani. [36]
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Obr. ¢. 20: Geneticky profil s popisky vytvoreny OKTE v Hradci Kralové (vlastni tvorba)
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Profil mtze vyjit bud’ pro jednotlivce, ktery je znazornény nize (Obr. ¢. 21). Na tomto

profilu nalezneme lokusy s jednim pikem (napf. modré piky v prvnich dvou lokusech

prvniho fadku - D8S1179 a D21S11) i lokusy se dvéma piky (napf. modré piky
v poslednich dvou lokusech prvniho radku - D7S828 a CSF1PO0). [36]

Uplny geneticky profil

Electropherogram data generated using Life Technologies® GeneMapper® software from Thermo Fisher Scientific Inc
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Obr. ¢. 21: Jednoduchy geneticky profil (prevzato a upraveno z:

http://www.forensicsciencesimplified.org/dna/how.html)

V praxi se ¢asto jedna o smés DNA od vice neZ jednoho darce. Takové smési mohou byt

slozité k analyze i interpretaci. V takovém ptipadé je kazdy marker ze smési zahrnut do

profilu smési ziskaného profilu. Geneticky profil smési niZe (Obr. ¢. 22). [36]
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Geneticky profil smési

Vzorek podezielého obsaZeny ve vzorku smési
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Electropherogram data generated using Life Technologies® GeneMapper® software from Thermo Fisher Scientific Inc.

Obr. ¢. 22: Geneticky profil smési (prevzato a upraveno z:

http://www.forensicsciencesimplified.org/dna/how.html)

Profil mtiZe byt také éasteény. Takovy profil postrada alelu v néjakém lokusu. Caste¢né

profily vznikaji napriklad z degradovanych vzorki. Takovy profil mize vzniknout i

v pripadé, zZe kazdy lokus sice obsahuje pik, ale dany pik nedosahl na predem stanovenou

hodnotu. Kazdy pik musi tedy prekrocit urcity stanoveny limit, aby s nim mohlo byt dale

pracovano. [36]

Casteény geneticky profil
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Electropherogram data generated using Life Technologies® GeneMapper® software from Thermo Fisher Scientific Inc.

Obr. ¢ 23: Caste¢ny geneticky profil (pievzato a upraveno z:

http://www.forensicsciencesimplified.org/dna/how.html)
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5 Databaze DNA profilt

Databaze DNA profila se stala velmi efektivnim pomiickou pri vySetrovani kriminalnich
¢ind. Vétsina zloCinct své ¢iny ¢asto opakuji a pomoci této databaze mohou byt rychleji
dopadeni. Bylo totiz zjisténo, Ze az 60% véznl opakuji podobné zloc¢iny nejpozdéji do
3 let [9]. Toto sdileni informaci z celého statu nebo i mezi vice staty zaroven pomaha
zachranovat Zivoty, objasnovat staré, nevyresené piipady nebo propojovat riizné piipady
dohromady. ZlocCinci se Casto nezdrzuji na jednom stalém misté, ale putuji po riiznych
oblastech i statech. Dané mezinarodni databaze pak dokazi jednotlivé ptipady propojit a
urychlit jejich polapeni. NejvétSim rozmachem tyto systémy prochazely od konce
20. stoleti [24]. Databaze DNA profilli jsou slozité pocitacové systémy, které obsahuji
jednotlivé slozky s genetickymi profily. Tento systém umi vyhledat shody mezi
samostatnymi profily, urcit pfipadnou shodu a tak identifikovat pachatele. DNA profily
jsou zde uvedeny ve formé soupisu STR genotyptl vzniklého genetickym profilovanim
odlisné verze a profily tedy nemohou byt vzajemné posuzovany. Aby se piedeslo takovym
nekompatibilnim vysledkim, bylo 13. - 14. listopadu roku 1997 stanoveno 13 zakladnich
STR lokus, které se vyuZzivaly v organizaci CODIS - mezinarodni databazi DNA profilt.

0d roku 2017 je systém CODIS rozsiten na celkovy pocet 20 moznych STR lokusti [2, 37].
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13 CODIS lokust s chromozomalni pozici
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Obr. ¢. 24: 13 standardizovanych lokusli znazornénych na chromozomech (prevzato a

upraveno z: https://strbase.nist.gov/fbicore.htm)

5.1 Systém CODIS (Combined DNA Index System)

Tento systém zajistuje vzajemné propojeni pocitacovych databazi DNA profild mnoha
laboratofi. Systém ma tfi drovné - mistni (LDIS), statni (SDIS) a mezinarodni (NDIS).
Jednotlivé laboratore vyuZzivaji totozny systém, ktery je nastaven na rozdilné pravomoci
k ptistupu do zminénych ti typl tirovni. CODIS systém byl zaloZen ve Spojenych statech
americkych roku 1998 odborniky z FBI. Jedna se o témér celosvétovy systém, do kterého
byla napiiklad roku 2001 zapojena i Ceska republika. Je diileZité podotknout, Ze systém
CODIS vyuzivany pridanymi staty, pracuje jen se svou vlastni databazi a neni tak propojen
s jakoukoliv urovni databaze USA. Tento systém rozliSuje dané genetické profily do dvou
tiid. Prvni tiidou jsou forenzni profily, které byly ziskany ze vzorkl z mista ¢inu. Druhou
tridu tvori profily obzZalovanych, které pochazi od odsouzenych osob. Databaze v Zddném
pripadé neobsahuje jakékoliv osobni informace majitelti profilli. Poskytuje pouze
zdznamy potiebné k urceni shody profili [23, 24]. Najdeme zde tedy pouze DNA profil,
identifikaci laboratote vydavajici dany profil, identifikacni ¢islo vzorku a personal, ktery

vzorek zpracoval a je tak za néj zodpovédny [2].
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Obr. ¢. 25: Znak systému CODIS (pievzato z:

https://www.fbi.gov/services/laboratory/biometric-analysis/codis)

5.2 Narodni databaze Ceské republiky

Narodni databaze CR vznikla roku 2002, kdy doslo k otevi‘eni prvni genetické laboratote
Kriminalistického tistavu Praha provozované systémem CODIS. Nalezneme zde naptiklad
profily ziskané od osob drive stihanych ¢i odsouzenych za zavazné trestné cCiny,
obzalovanych ztrestného cinu, nalezenych nezletilych, nebo profily casti tél osob
neznamé totoznosti. V roce 2016 bylo pomoci databaze nalezeno celkem 1 143 shod.

Ke dni 20. 5. 2018 bylo v tomto systému uloZeno 245 392 profilti DNA. [29]
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6 Genetické profilovani provadéné Odborem
kriminalistické techniky a expertiz v Hradci

Kralové

6.1 Odbor kriminalistické techniky a expertiz v Hradci Kralové

Tento odbor poskytuje odborna vyjadieni a znalecké posudky k objasiiovani trestné
¢innosti na Uzemi Kralovéhradeckého a Pardubického kraje [38]. Hlavni ucel tohoto
oddéleni spociva ve zpracovani a vyhodnoceni predloZenych materialnich dikazi pro
dalsi organy uplatiiujici se v trestnim tizeni. OKTE v Hradci Kralové se stal 1. brezna 2007
uplné prvnim policejnim akreditovanym znaleckym pracovistém na Gzemi
republice. Akreditaci tomuto odboru udélil Cesky institut pro akreditaci, 0.p.s. Roku 2008
laborator Uspésné obhajila a nasledné doakreditovala i metodu, pii které 1ze identifikovat
pachatele pomoci metody DNA profilovani [33]. Kralovehradecka laboratoir OKTE
provadi rizné expertizy jako je naptiklad analyza dat a zkoumani nosict dat, balistika,
forenzni biologie, daktyloskopie, defektoskopie, elektrotechnika, chemie, mechanoskopie,
metalografie, trasologie, technické zkoumani dokladt ¢i pisemnosti a zkoumani ru¢niho

pisma [27, 38].
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Obr. ¢. 26: Budova OKTE v Hradci Kralové (vlastni tvorba)

Aby mohla laboratoi plnit své povinnosti, musi byt akreditovana. Akreditace musi byt
v souladu s podminkami uznanymi v rdmci Evropské unie. Akreditované laboratoie by
tedy mély vykazovat trvale vysoky standart prace, spliiovat dané normy a zaméstnavat
kvalifikované pracovniky. Dana akreditace plati po dobu tii let a po uplynuti této doby
musi byt proveden reaudit. Pfi splnéni reauditu ziskava laboratot akreditaci na dalsich
5let. Vpriibéhu casu jsou tato pracovisté pravidelné externé auditovana, a pokud

kontrola odhali nedostatec¢né plnéni danych norem, akreditaci laboratori odebere. [33]

Jak bylo zminéno ve druhé Kkapitole, kazdy jednotlivy OKTE ma vlastni standartni
operacni postupy (SOP). Nasledujici kapitola je tedy vénovana vyhradné OKTE
v Hradci Kralové a nemusi se shodovat s operac¢nimi postupy ve zbyvajicich institucich.
Uvedené postupy byly konzultovany se zdejsimi odbornymi pracovniky. (dstni sdéleni)

[Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo namésti &. p. 810 ] [23. 1. 2019]

I pres to, Ze lze analyzovat DNA jadernou i mimojadernou (mitochondrialni), dale
popsané procesy se vztahuji pouze k jaderné DNA. Testy mitochondrialni DNA tvori spiSe

doplitkové vySetieni. Analyzuje se pouze p¥i potvrzeni identity mrtvych ¢asti tél nebo pri
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urceni maternity (testy matei'stvi) — mitochondridlni DNA se totiZ dédi jen z matky na
potomky [35, 36]. Tuto mimojadernou DNA bézné testuje jen Kriminalisticky ustav,
nebot ostatnilaboratoie by tyto testy provadély velmi sporadicky, nakoupené kity by tak
prekrocily lhiitu trvanlivosti a musely by se zlikvidovat. Proto se na analyzy této DNA
odesilaji vzorky z laborato¥i po celé CR a Kriminalisticky tstav je poté provede najednou.

(Gstni sdéleni) [Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo namésti ¢. p. 810 ] [23. 1. 2019]

6.2 Odbér stop z mista ¢inu a srovnavacich stop

Odbér stop zmista ¢inu provadi vyjezdovy technik. NaruSeni integrity téla, tedy
odebirani biologickych tkani - jiZ musi provést soudni 1ékat. Nalezené stopy musi byt
nasledné separované uloZeny do zapeceténych oballi a jednoznacné popsany. Je nutné
uvést identifikacni Cislo stopy, cas, misto a dvod odbéru. Pro spravny odbér
srovnavaciho vzorku potrebuji technici soupravu na odbér materialu, ktera zahrnuje
skladaci krabicku a 2 vatové tycinky. TyCinkami se provadi stér z bukalni sliznice tim
zplsobem, Ze se koncem s vatickou nékolikrat piejede po vnitfni strané tvaie smérem
nahoru a dolu. Tato technika stéru z bukalni sliznice umoziuje rychly a bezbolestny
zpusob ziskani vzorku. Nasledné se pouzité vzorky umisti do sloZené krabicky a prelepi
3 nélepkami se vzorem OKTE. Kazda takova krabicka ma predtisténé své identifikacni
Cislo, pod kterym bude vedena v elektronickém systému. Dale zde musi byt uvedené
informace o tom, kdo odbér provadél, kdy, komu, jaké jednaci ¢islo danému odbéru patfti.
Nakonec se musi podepsat odebirany jedinec i odebirajici pracovnik. (dstni sdéleni)

[Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo namésti ¢. p. 810 ] [23. 1. 2019]

6.3 Prijem stop

Laborator OKTE vytizuje Zddosti o odborném vyjadieni v oboru kriminalistiky a genetiky
pro Kralovehradecky a Pardubicky kraj. Zadosti mohou ptichazet napiiklad od okresu,
generalnich inspekci, celnich sprav a dal$ich instituci. Takovou Zadost o odborny posudek
ptijima laboratoi OKTE HK v zapecCeténém boxu s oznacenim ,PGENE poptavky“. Box
obsahuje samotnou Zadost, stopy zajiSténé z mista c¢inu a také stopy srovnavaci.
Srovnavaci stopy mohou byt v podobé stért z bukalni sliznice, ¢asti tkani nebo krevniho
vzorku. Mensi stopy byvaji pripnuté rovnou k zadosti, ale objemnéjsi stopy musi byt
v boxu uloZzeny samostatné v radné popsanych pytlich. Soucasti byvaji také nékteré
informace o ptipadu. Je zde napriklad uvedeno o jaky piipad se jedna (vloupani, kradez,

vrazda, znasilnéni), kdy se situace odehrala, kdo je poSkozeny, obvinény nebo domaci
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osoba. V nékterych pripadech miiZe laborant pozadat o vice informaci o pribéhu skutku,
které mu mohou napovédét, na jaké ¢asti se vice zamérit pri hledani vzorku. JiZ pfi prijmu
je vzorku prirazeno genetické ¢islo. To se stava kodem, kterym jiZ bude oznacovan po
celou dobu prace. (ustni sdéleni) [Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo namésti ¢. p.

810 ] [23. 1. 2019]

6.4 Vzorkovani

Vzorkovani nastava v pripadé, kdyz nejsou stopy ve formé stéru. Stéry jsou uz v tento
moment pripraveny k izolaci a vzorkovani se tedy neprovadi (v kazdém pripadé dochazi
k izolaci vzorku vzdy aZv laboratornich podminkach). Izolaci rozumime proces ziskavani
bunécného materialu z povrchu néjakého predmétu. V laboratoti OKTE v Hradci Kralové
nalezneme dvé mistnosti zvané ,Ohledovny“. Ohledovna ¢. 1 je mensi mistnost, ktera se
vyuziva na praci s drobnéjSimi predméty. Ohledovna ¢. 2 je prostornéjsi a slouzi
ke zkoumani objemnéjsich predméti. Obé mistnosti je vZdy potreba po skonceni prace
radné vysterilizovat, aby byly pripraveny pro nasledujici praci v nekontaminovaném
prostredi. Ve vétsi Ohledovné €. 2 najdeme i UV zarivky, které napomahaji udrzet cely
prostor sterilni. U vétSich stop totiz hrozi vyssi riziko kontaminace. O ¢istotu a sterilitu
prostiedi i nastroji se staraji samotni pracovnici laboratote. (Ustni sdéleni) [Odborni

pracovnici] [OKTE, Ulrichovo ndmésti ¢. p. 810 ] [23. 1. 2019]

Na samém zacatku prace se provadi orientacni testy. Dany pfedmét se musi detailné
zdokumentovat, vyfotografovat, popsat vzhled atd. Jsou zde k dispozici také mikroskopy,
které se vyuzivaji pri pozorovani biologickych materialti, jako jsou naptiklad vlasy nebo
sperma. Pracuje se zde s chirurgickymi nastroji (napt. pinzeta, jehla, ntizky), které musi
byt také po skonceni prace diikladné sterilizovany. V ptipadé€, Ze neni stopa spotiebovana
celd a nema charakter stéru (stér se vzdy spotrebuje cely), mize se dal skladovat. Zbytek
stopy je potireba spravné zabalit a ulozit do specialni skriné. Tady stopy zlistavaji do doby,
nez je vyhotoveno odborné vyjadieni. V piipadé nepovedené analyzy miZe byt stopa
opét vyuzita. (astni sdéleni) [Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo ndmésti ¢. p. 810 ]
[23.1.2019]
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Obr. ¢. 27: Vybaveni Ohledovny ¢. 2 (vlastni tvorba)

6.5 Michani vzorki

Michani vzorkd probihd v ,Mokré laboratori“. Drive se zde pripravovaly roztoky
potrebné k riznym metodam vyuzivanym pii genetickém profilovani DNA. V dnes$ni dobé
se vyuzivaji komercné vyrabéné kity a tim se michani vzorkd zredukovalo na minimum.
Provadi se zde ale naptiklad ptipravy na Chelexové metody kvantifikace. Z chelexovych
jednotek je potieba nejprve pripravit roztok — nejcastéji 5%, 10% nebo 20%. Pripraveny

50



koncentrat se nasledné autoklavuje (proces sterilizace), aby se mohl bezpec¢né vyuzivat.
Zde se také sterilizuji pouzité nastroje. Po ukonceni prace se nastroje musi omyt
v destilované vodé specialni latkou utvorenou ke sterilizaci nastroji. Omyté nastroje se
zatavuji vZdy po jednom do félie a poté se susi v susarné nebo se autoklavuji. (dstni

sdélen{) [Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo namésti ¢. p. 810 ] [23. 1. 2019]

6.6 Izolace srovnavacich vzorkua

Dal$im krokem je izolace tzv. srovnavacich vzorkd pochazejicich od osob, u kterych
chceme dokazat, zda jsou totoZné se vzorkem dané stopy. Aby bylo nasledné srovnani
vzorkd vérohodné, musi se se stopami z mista ¢inu a srovnavacimi stopami pracovat jiz
od zacatku oddélené, aby se predeslo pfipadné kontaminaci. Prace se srovnavacimi
vzorky byva snadnéjsi, protoZe je obvykle k dispozici dostatek materialu. V dneSni dobé
se nejvice vyuzivaji komercné vyrabéné izolacni kity. Kity obecné jsou soupravy
chemickych latek vyuzivanych v rtiznych reakcich. V pribéhu genetického profilovani se
setkame s kity izolacnimi (uplatiuji se v izolaci DNA), amplifikacnimi (uplatnuji se v PCR)
a kvantifikacnimi (uplatiuji se pri kvantifikaci DNA). (istni sdéleni) [Odborni pracovnici]

[OKTE, Ulrichovo namésti ¢. p. 810 ] [23. 1. 2019]

Laborator OKTE v Hradci Kralové vyuzivd komercné vyrabéné izola¢ni kity od

3 spolecCnosti:

1. Qiagen

2. Promega

3. NucleoSpin

Izolace vzorku stopy zmista Cinu probiha stejnym postupem, jen oddélené od
srovnavaciho vzorku, aby nedoslo ke kontaminaci. (istni sdéleni) [Odborni pracovnici]

[OKTE, Ulrichovo namésti ¢. p. 810 ] [23. 1. 2019]

6.7 Kvantifikace DNA

Stanoveni mnoZstvi ziskané DNA probihd metodou Real-time PCR. VSechny ostatni
metody jsou priliS§ zastaralé. Cely proces se provadi v laminarnich boxech, aby se
zabranilo kontaminaci. I zde probihaji reakce s pomoci komer¢né vyrabénych kiti. OKTE

v Hradci Kralové momentalné vyuziva pouze 1 druh kvantifikacnich kitd a to od
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spole¢nosti Applied Biosystems. (Ustni sdéleni) [Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo

namésti & p. 810 ] [23. 1. 2019]

Obr. ¢. 28: Laminarni box - Biohazard box, model Airstream, tiida I - ESCO (vlastni

tvorba)

6.8 Amplifikace DNA pomoci Polymerazové retézové reakce

Pri amplifikaci dochazi k namnoZeni DNA. Prace opét probiha v laminarnich boxech kvili

zamezeni kontaminace. Vyuzivaji se tzv. termocykléry, coz jsou pristroje, které podle
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stanoveného programu rychle méni teplotu a tim zajiSt'uji jednotlivé kroky metody PCR.
Zde se opét vyuzivaji komercéné vyrabéné kity, tzv. amplifikacni kity. OKTE v Hradci

Kralové vyuZziva amplifika¢ni kity od 3 spoleCnosti:
1. Qiagen
2. Promega

3. Thermo Fisher Scientific (Ustni sdéleni) [Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo

nameésti €. p. 810] [23.1.2019].

6.9 Fragmentacni analyza

Po amplifikaci DNA nasleduje finalni proces - fragmentacni analyza. Zde se vyuZiva
pristroj zvany sekvenator, konkrétné 8-kapilarovy sekvenator typu Eplide 3500.
Vysledkem fragmentacni analyzy mize byt bud tabulkové nebo grafické znazornéni STR
polymorfismi - v OKTE v HK se vyuzivaji pouze grafické. Ziskané grafy jednotlivych - jiz
anonymnich - genetickych profili byvaji barevné rozliSené a znazornuji 17 stanovenych
STR polymorfismt. Jeden polymorfismus zde oznacuje pohlavi (X Zena a Y muz), ostatni
polymorfismy jiz ale Zadnou vypovédni hodnotu o fenologii ¢lovéka (napt. barva oci)
nemaji. Aby mohl byt geneticky profil vloZen do databaze DNA profilli, musi zahrnovat
minimalné 17specifickych STR lokust. Genetické profily vytvorené laboratotri OKTE
v Hradci Kralové tedy tento limit spliiuji a jsou soucasti databaze CODIS. (dstni sdéleni)

[Odborni pracovnici] [OKTE, Ulrichovo namésti ¢. p. 810 ] [23. 1. 2019]
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Obr. ¢. 29: Sekvenator Eplide 3500 (vlastni tvorba)
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Zaver

Téma bakalarské prace ,Genetické profilovani a jeho vyuZiti Odborem kriminalistické
techniky a expertiz v Hradci Kralové“ jsem si vybrala, protoZze mé toto téma osobné
zajimalo a pokusila jsem se ho zjednodusit pripadnym dal$im zajemctim. V souc¢asné dobé
je genetické profilovani vyuzivané v riznych modifikacich po celém svété a napomaha
objasniovani nespoctu kriminalnich ptipadd- a to jak soucasnych, tak i starych
neobjasnénych. I tak je ale verejnost stale klamana prostrednictvim nejriiznéjsich
kriminalistickych serialli a vytvari tak nerealné predstavy o celém procesu identifikace
osob pomoci DNA. Proto jsem rada osvétlila zakladni pravidla a principy tohoto mocného
nastroje kriminalistd, jelikoz dostatek DNA se da snadno ziskat i z par bunék a vétSinou
neni problém urcity vzorek na misté €inu nalézt. Prace detailné popisuje manipulaci
s takovym biologickym materidlem od mista ¢inu aZ po samotnou forenzni laboratoft.
Hlavnim zamérem bylo seznameni s pravidly zachazeni s kriminalistickou stopou, jejim
dal$im zpracovanim v laboratofi a zavérecné interpretace ziskanych vysledkt. Veskeré
metody jsem zpracovavala podle odbornych publikaci, které mi doporucili pracovnici
OKTE v HK a odbornych c¢lankt publikovanych na védeckém portalu PubMed. Spravnost

informaci jsem si ovérila pti konzultacich s odborniky z OKTE v Hradci Kralové.

Doufam, Ze se mi podatilo vytvorit srozumitelny pohled na genetické profilovani a

ptipadné podpoftit dalsi zajemce o Sifeni realného pohledu na celou metodu.
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Seznam zkratek

OKTE - Odbor kriminalistické techniky a expertiz
SKVP - SluZby krimindlni policie a vySetfovani
SOP - standardni opera¢ni postupy

DNA - kyselina 2-deoxy-D-ribonukleova

STRP - Polymorfismus kratkych tandemovych repetic (Short Tandem Repeat

Polymorhism)

PCR - Polymerazové retézové reakce (Polymerase Chain Reaction)

Taq DNA-polymeraza - polymeraza izolovana z bakterie Thermusaquaticus
VNTRSs - opakujici se fragmenty DNA (variable number tandem repeat)

Hae III - pochdazejici z Haemophilus aegyptius

SDS - dodecylsiran sodny

DTT - dithiothretiol

RFLP - Polymorfismus délky restrikénich fragment (Restriction Fragment Lenght

Polymorphism)

CODIS - databaze DNA profili (Combined DNA Index System)
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