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ANOTACE

DNA kazdého jedince obsahuje mnoho sekvenci, které jsou v populaci variabilni, a diky nim
je mozné geneticky spolehlivé odlisit jednoho ¢lovéka od druhého. Téchto odchylek vyuziva
forenzni genetickd analyza pii stanovovani jedineného DNA profilu, ktery napomdha

pii mnoha soudnich fizenich.
KLICOVA SLOVA

Forenzni genetika, typizace DNA, DNA profil, identifikace osob, testy paternity, trestné ¢iny

TITLE
Characteristics of DNA in forensic samples

ANNOTATION

The DNA of each individual contains many sequences that are variable in the population,
and thanks to them it is possible to genetically reliably distinguish one person from another.
These variations are used by forensic genetic analysis to establish a unique DNA profile that

aids in many court cases.
KEYWORDS

Forensic genetics, DNA typing, DNA profile, identification of persons, paternity tests, crimes
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TERMINOLOGIE

Alela

Amplifikace DNA

Annealing

Antikodon

Antiparalelni orientace

Autoradiografie

Autozom
Bukalni stér

Degradace

Denaturace DNA

Diploidni

jedna z konkrétnich forem genu

proces, jehoz vysledkem je zvySeni poctu kopii

molekuly DNA nebo DNA sekvence (plazmidu, ¢asti

chromozoému, vektoru, DNA fragmentu)

pripojeni urcitého useku fetézce nukleové kyseliny

ke druhému komplementarnimu vldknu

specificky triplet na tRNA, jehoZ prostfednictvim
se tRNA ptfechodné vaze ke komplementarnimu

kodonu na mRNA

uspotadani fetézcl v opacné orientaci

ve dvouretézcové DNA nebo RNA

identifikace, lokalizace a mé&feni mnozstvi
radioaktivnich latek ve zkoumanych objektech

pii kontaktu s fotografickou emulzi, laboratorni
metoda, pii niz citlivy fotograficky film zachycuje
radioaktivni alfa ¢i beta, event. svételné
chemiluminiscence zéaieni vydavané zkoumanym

objektem
somaticky nepohlavni chromozom

stér ze sliznice vnitini strany tvaie v ustech

slouceniny v jednodussi neboli funkéni slouceniny

v nefunkéni

rozpojeni obou komplementarnich fetézct a vznik

jednovldknové DNA

obsahujici dvé sady chromozémti, jednu od matky,

druhou od otce



DNA fingerprinting
= DNA typizace

= DNA profilovani
DNA polymeraza

DNA profil

Elektroforéza

Endonukleaza

Exon

Exprese
Extrakce

Forenzni antropologie

Forenzni balistika

Forenzni digitalni analyza

stanoveni DNA profilu jedince

enzym syntetizujici DNA, k zahajeni syntézy

potiebuje primer

charakteristicky profil malych polymorfnich

fragmentti DNA nebo proteini

metoda umoziujici rozdélit latky v elektrickém poli
podle jejich velikosti a ndboje, pohyb ¢astic

v elektrickém poli k anodé¢ nebo katodé

heterogenni skupina enzymd, které §tépi vazby mezi
nukleotidy jednotetézcové nebo dvouietézcové DNA

nebo RNA

¢ast kodujici sekvence DNA, kterd je pfitomna

ve zralé mRNA eukaryot
pozorované afekty aktivniho genu
vynéti, vytazeni

veédni obor zabyvajici se zejména zkoumanim lidské

kostry nebo jejich ¢asti pro potieby identifikace

odvétvi balistiky zabyvajici se analyzou pohybu stiel
a funk¢nich zmén na nich v souvislosti

s vyhledavanim, zkoumanim a zajistovanim dikaza

oblast forenzni védy, ktera se zabyva ziskavanim,
ukladanim a analyzou elektronickych dat,

ktera mohou byt uZite¢na pii vySetfovani trestnych
¢int, to zahrnuje informace z pocitact, pevnych
diskt, mobilnich telefont a dalSich zafizeni

pro ukladani dat



Forenzni entomologie nauka o pfitomnosti hmyzu v zavislosti na dobé

uplynulé od smrti obéti

Forenzni genetika veédni obor vyuZzivajici znalosti z obecné, molekularni
genetiky k provadéni genetickych zkoumani

pro nejriznéjsi dikazni ucely, zejména poté soudni
Forenzni védy védy aplikujici védecké poznatky na pravni problémy

Gen dédi¢ny faktor, ktery tvoii jednotku genetické
informace, odpovidajici iseku DNA, ktery koduje
syntézu polypeptidového fetézce nebo molekuly

RNA

Genealogicky vyzkum zkoumani rodokmenti, historie ptivodu a pfibuznosti
jedince ¢i rodiny

Geneticky marker polymorfni sekvence DNA, kterd mlze byt pouzita

k odliseni rodicovského ptivodu alel

Genom soubor vSech struktur nesoucich genetickou
informaci ve form¢é DNA, je tvofen chromozémy

ulozenymi v bunééném jadie

Genotyp celkova genetickd informace jedince nebo buiiky

Gonozom pohlavni chromozém

Haploidni obsahujici jen jednu sadu chromozomu

Haplotyp skupina alel ve dvou nebo vice siln¢ vazanych
lokusech

Helikaza enzym, ktery rozpléta a oddéluje vlakna DNA

dvousroubovice rozrusenim vodikovych mustk,

uplatnuje se zejména pii replikaci
Heterozygotni majici dvé rizné alely v daném genetickém lokusu
Histon protein v nukleozému asociovany s chromozoémem

Homozygotni majici identické alely v daném genetickém lokusu



Chromatin

Chromozom

Indigo

Inhibitor

Intron

1zolat

Karyotyp
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Kddujici Fetézec

Komplementarita

Kontaminace

Kyselina huminova

barvitelnd hmota interfazniho jadra eukaryotické
bunky sloZzena z dsDNA, histont a proteinil

nehistonové povahy

struktura nesouci geny sloZena z chromatinu
a viditelna v prabéhu déleni jadra jako vlaknita
nebo tyckovita téliska, obsahuji DNA, histony

a nehistonové bilkoviny kyselého charakteru

modré barvivo ptivodné z rostlin /ndigofera, nyni

vcetné mnoha derivata vyrabéné synteticky
latka schopna tlumit urcity dg;

segment nekddujici DNA uvnitf genu, je prepisovan,
ale nasledn¢ odstranén z primarniho RNA transkriptu

pfed translaci
produkt izolace

kompletni chromozomalni sada buniky, jedince,

nebo druhu

sekvence tfi nukleotidu (triplet) v DNA nebo RNA
kodujici urcitou aminokyselinu nebo signal

k ukonéenti translace

DNA fetézec majici stejnou sekvenci
jako transkribovana RNA daného genu,
je komplementarni k antiparalelnimu pracovnimi

fetézci, ktery slouzi jako templat pro syntézu RNA

doplitkovost, schopnost se doplnit, u fetézct
nukleovych kyselin je dana specifickym parovanim
bazi A-T, resp. A-U, G-C pomoci vodikovych
mustkil

znecisténi

kyselina, kterd je obsazena v pudé
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Minisekvenovani

Mitochondrie
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Non-humanni DNA

Nukleotid

Nukleova kyselina

Nukleozom

Okazakiho fragmenty

misto na chromozému, kde je lokalizovan urcity gen

rizné metody zjisténi pozice genu na chromozému
nebo jeho relativni vzdalenosti od ostatnich

genovych lokust a jejich potadi

technologie zajist'ujici oddéleni ptislusnych objekta
od ostatniho biologického materialu pomoci
laserového paprsku a preneseni svételnym pulzem

do cisté zkumavky

metoda prodluzovani primeru specifického
pro urcitou alelu pomoci dideoxynukleotidtrifosfatu

(ddNTP) znaceného fluorescen¢nim barvivem.

bunécné organely obsahujici DNA, dilezité
z hlediska energetického metabolismu bunky

a organismu

jednoduchy sacharid, tvofeny Sesti uhliky, oznacuje

se jako hexosa
DNA nepochazejici od ¢loveka

zakladni stavebni kdmen polynukleotidového fetézce
vytvarejiciho nukleovou kyselinu, sklada
se z purinové nebo pyrimidinové baze, cukru

a fosfatové skupiny

molekula, jako naptiklad DNA a RNA, ve které

je uloZena geneticka informace

podjednotka chromatinu skladajici se z DNA
obto¢eného okolo histonovych proteinti

v definovaném prostorovém rozlozeni

kratké jednotetézcové useky DNA, které jsou
syntetizované na opozdéném vlakné DNA be¢hem

replikace



OpozZzd’ujici se Fetézec

Parcialni naboj molekuly

Paternitni zkoumani

Polymerazova retézova reakce

Polymorfismus

Polynukleotid

Primer

Proteosyntéza

Rehydratace bunék

Repetice

Replikace

Replikaéni vidlice

Restrikéni endonukleaza

Sekvence

Sekvenovani

novy fetézec DNA vznikajici replikaci z 3"-5 fetézce
DNA, je syntetizovan ve form¢ kratkych fragmentt

ve sméru 5°-3°, které jsou nasledné spojeny
¢asteCny naboj

testovani otcovstvi

technika reprodukce dané DNA sekvence

existence vice nez jedné alelické varianty

v genetickém lokusu

polymer, s mononukleotidy spojenymi navzajem

fosfodiesterovymi vazbami

kratky DNA nebo RNA oligonukleotid, ktery
se specificky vaze na cilovou sekvenci a umoziuje

zahdjeni syntézy komplementarniho fetézce
tvorba bilkovin z aminokyselin

obnoveni ztraty vody v buiikéch

repetitivni sekvence

identické zdvojeni DNA dvousroubovice bunénym
délenim
oddéleni vlaken DNA dvousroubovice, ve které

probiha replikace

endonukleéza, ktera $t€pi DNA ve specifické

sekvence

potadi nukleotidli v genu nebo aminokyselin

v proteinu

urceni poradi nukleotidli v genu nebo aminokyselin

v proteinu



Semikonzervativni replikace

Sonda

Soudni inZenyrstvi

Soudni lékarstvi

Soudni psychiatrie

Soudni psychologie

Start kodon
Stop kodon

Chromatinova doména

Taq polymeraza

Templat

Transkripce

jeden DNA fetézec je kompletné zachovan, druhy

je nove syntetizovan

definovany jednofetézcovy fragment DNA nebo
RNA, oznaceny fluorescencnim signalem kvili
detekci, pro identifikaci komplementarnich sekvenci

pomoci hybridizace

védni obor vyuzivajici inzenyrskych postupt
pro stanoveni, zda prvky z oblasti inzenyrstvi byly
zmanipulovany a poSkozeny, piestaly spravné

pracovat nebo selhaly

forenzni medicina, ktera zabyva se medicinskou

problematikou

védni obor vyuzivajici poznatki psychologie

a socialni psychologie pro potieby vySetfovani

forenzni véda aplikujici poznatky psychologie

pii zjisStovani psychickych charakteristik
kodon, ktery iniciuje translaci
kodon, ktery ukoncuje translaci (UAG, UAA, UGA)

strukturni jednotka, ktera vznika pfi kondenzaci
chromatinu, je tvofena smyckou nukleozémového
retézce, ktera je svym pocatkem vazéana

k tzv. proteinovému leseni.

termostabilni DNA polymeraza izolovana
z termofilni bakterie Thermus thermophilus,

ktera odolava teplotam, pfi nichz se DNA denaturuje

molekula, ktera urcuje nukleotidovou sekvenci

pro komplementarni molekulu

proces, pfi némz je vyrabén fetézec RNA podle

templatu DNA



Transkript

Translace

Triplet

Tripletovy geneticky kod

RNA kopie segmentu DNA aktivniho genu

pieklad potadi tripletd v mRNA do odpovidajiciho

potadi aminokyselin, které tvoii polypeptid

sekvence tfi nukleotidu tvoficich kodon v ramci
nukleové kyseliny, predstavujici kod

pro aminokyselinu

zaloZeny na skuteCnosti, ze kazda aminokyselina

je koédovana trojici nukleotid v nukleové kyseliné



UvVoD

Forenzni analyza DNA je v poslednich letech hojné¢ vyuzivanym postupem k potvrzeni nebo
vyvraceni hypotéz v fadé soudnich liceni. Vyuziti nachazi prfedevsim v kriminalistice v ramci
vySetfovani trestné ¢innosti nebo pfi identifikaci zivych ¢i mrtvych osob. JelikoZ se geneticka
informace obsazena v DNA dédi po rodicCich, je jeji analyzou také mozno urcit biologickou

piibuznost jedinct, a proto byva aplikovana i v testech otcovstvi.

Tato bakalarska prace se zaméfuje pfedevSim na forenzni analyzu DNA ziskanou z trestné
¢innosti. Jejim cilem je pfiblizit cely postup analyzy DNA, od zajisténi stopy na misté ¢inu,
pies detailni popis postupti a metod, kterymi vzorky obsahujici DNA ve forenzni laboratofi

prochdzi az po vyslednou interpretaci ziskanych vysledk.
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1 FORENZNI VEDY

Termin ,,forenzni* pochazi z latinského slova forensis, odvozeného od forum, oznacujici
namesti, kde se v antickém Rimé konala vefejna soudni jednani. Moderni definice slova

,.forenzni® je tykajici se soudu ¢&i dokazovani. (Simkova, 2012)

Forenzni védy se zabyvaji aplikaci védeckych poznatkl na pravni problémy a jsou dilezitymi
nastroji pro odhalovani pravdivych skutecnosti v fad¢ soudnich fizeni. Vyuzivaji se pfi feSeni
obcCanskopravnich sporti, ke spravedlivému vymahani trestniho prava a vladnich nafizeni

1 k ochrané vetejného zdravi. (Katz & Halamek, 2016)
Nejcastéjsi a také nejznamé;si vyuziti forenznich véd je vSak v kriminalistice pii identifikaci
obéti trestnych ¢inli nebo usvédCovani zloCinci pomoci analyzy DNA ¢i otiskl prsti.

(Katz & Halamek, 2016)

Forenzni védy ale zahrnuji mnohem vice nez jen tyto dvé vySe zminéna odvétvi. Z téch
nejznaméjSich se k nim fadi forenzni balistika, forenzni antropologie, forenzni entomologie,
forenzni genetika a forenzni digitalni analyza. V Ceské republice se také mizeme setkat
s nahrazenim slova ,,forenzni* terminem ,,soudni®. Proto mezi forenzni védy patii i soudni

1ékaftstvi, soudni inzenyrstvi, soudni psychologie a soudni psychiatrie. (Porada a kol., 2019)
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2  FORENZNIi GENETIKA

Forenzni genetika, n¢kdy také oznacovéana jako forenzni DNA analyza je relativné mladym
samostatnym specifickym oborem, vyuZzivajici znalosti z obecné, a pfedevsim z molekuldrni
genetiky k provadéni genetickych zkoumdani pro nejriznéjsi diikkazni Ucely, zejména poté

soudni. (Forenzni genetika)

Vyuziti forenzni genetiky najdeme pfedevS§im v kriminalistice, pifi identifikaci osob
a pfi posuzovani biologické ptibuznosti jedinc. Hlavnim ucelem kriminalistické genetiky
byvéa urceni pivodce biologickych stop v ramci vySetiovani a dokazovani trestnych cCind.
Identifikaéni genetika se zabyva identifikaci Zivych osob z divodu imigra¢niho fizeni
¢i ovéfovani totoznosti, nebo naopak osob jiz mrtvych pifi nalezech nezndmych mrtvol,
hromadném nestésti ¢i u valeCnych konflikta atd. Posouzeni biologické ptibuznosti jedinca
se vyuziva piedev§im pii paternitnim zkoumani, kdy je =zapotiebi urcit otce ditcte,
ale Ize ho aplikovat i pro posouzeni jinych ptibuzenskych vztahii napt. pro potieby dédickych

fizeni ¢i genealogického vyzkumu. (Simkova, 2012)

Forenzni genetika se vSak nezameétfuje pouze na vyzkum lidské DNA, vyuziti nachazi
1 v analyze non-humanni DNA (zvifeci, rostlinné, virové a bakterialni). Déle se jeji postupy
uplatniuji pfi analyzach starodavné DNA z paleontologického a archeologického biologického

materidlu. (Forenzni genetika)

2.1 Prvni pouziti forenzni DNA analyzy

Zasadni objev v historii forenzni genetiky ucinil v roce 1984 britsky genetik Alec John Jeffreys,
plisobici na univerzité v Leicesteru. Zjistil, ze urCité oblasti DNA obsahuji sekvence,
které se vedle sebe stale dokola opakuji a také, ze se pocet opakovanych sekvenci miize mezi
jednotlivymi osobami li§it. Naslednym vyvinutim techniky pro zjisténi rozlisné délky téchto
opakujicich se sekvenci DNA Jeffreys umoznil provadéni genetické identifikace osob. Tuto
metodu nazval DNA fingerprinting. Nyni je znama, také pod pojmy typizace DNA ¢i DNA

profilovani.

Metoda DNA fingerprinting byla poprvé pouzita k identifikaci pachatele pii sexudlnim
napadeni a naslednému zavrazdéni dvou mladych divek Lyndy Mann a Dawn Ashwort v okoli

hrabstvi Leicestershire v letech 1983 a 1986. Tyto vrazdy mély podobné rysy, coz vedlo policii
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k podezieni, ze oba trestné €iny spachal stejny muz. Tuto domnénku potvrdil i Jeffreys analyzou

spermatu odebrané¢ho z obou mist ¢inu.

Po néjaké dobé se k zavrazdéni jedné z divek ptiznal jisty mlady muz. Jeho krev byla proto
srovnana se spermatem ziskanym z obou mist ¢inu, aby bylo mozné prokazat spachani i druhé
vrazdy. Analyza vSak ukazala, Ze DNA podezielého muze neodpovidd DNA ziskané

ze spermatu a tim prokazala muzovu nevinu.

Vysetiovatel tedy piistoupil k dosud nevidanému kroku — hromadné analyze DNA z krevnich
vzorkli odebranym vice nez 4000 muzii ze tfi okolnich vesnic. AvSak bez jakékoliv shody.
Pozd¢ji vsak bylo zjisténo, ze muz jménem Colin Pitchfork misto své krve zdmérné podstréil
vzorek krve jiné osoby. Policie nédsledné provedla novy odbér a analyza DNA tehdy prokazala

shodu se vzorkem spermatu z obou vrazd. Muz byl usvéd¢en a odsouzen na dozivoti.

Tento vyfeSeny piipad se zapsal do d€jin nejen jako prvni kriminalistické pouziti analyzy DNA
k identifikaci osob, ale také jako prvni pfipad masového testovani a prvni ptipad, kdy analyza

DNA vedla k osvobozeni nevinného. (Butler, 2010; Historie forenzni genetiky; Simkova, 2012)

2.2 Prvni usvéd¢eni analyzou DNA u nas

Dne 27. ¢ervna 1990 byla na toaletach Pedagogické fakulty Masarykovy univerzity v Brné
nalezena brutdln¢€ ubodana devatenactileta studentka Jana Krkoskova. Na kachlickéch nedaleko
od ni byly zajistény krevni kapky, o kterych se vySetiovatel¢ domnivali, Ze patii pachateli.
Podezielym byl Cerstvé propustény Milan Lubas, jiz trestany za sexualni napadeni. Muz byl
s pofezanou rukou zadrzen u pfitelkyné a v jejich pradelnim hrnci bylo objeveno zakrvacené

obleceni.

V této dobé¢ se u nas kriminalistické stopy ptitfazovali k jednotlivym pachateliim pomoci uréeni
krevnich skupin. Jana KrkoSkové a Milan Lubas méli vSak oba krevni skupinu A. Tato krevni
skupina byla také stanovena v kapkéach krve nalezenych na kachlickach a na zakrvaceném
obleceni. Neslo tedy urcit, komu krev ze zajisténych vzorka patii, a tak nebylo mozné vrazdu

Milanu Lubasovi dokazat.

V té dob¢ zacinal s analyzou DNA v Bratislavé doc. RNDr. Vladimir Ferdk, CSc. VySetrovatelé
se tedy na néj obratili s prosbou, zda by nezkusil analyzu DNA aplikovat na tento ptipad.
Doc. Ferdk se ptipadu ujal a zjistil, ze krev na kachlickach mé shodny geneticky profil s osobou

Milana Lubase a krev z obleceni nalezeného v pradelnim hrnci patii obéti Jan¢ Krkoskové.
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Milan Lubas byl nésledné usvédcen a odsouzen na 23 let do vézeni, kde spachal sebevrazdu.

(Kanal Expertiza, 2018; Simkova, 2012)
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3  DEOXYRIBONUKLEOVA KYSELINA

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina je nositelkou genetické informace vSech Zzivych
organismil, s vyjimkou n¢kterych nebunéénych, kde tuto ulohu zastdvda RNA neboli

ribonukleova kyselina. (Porada a kol., 2019)

3.1 Struktura deoxyribonukleové a ribonukleové kyseliny
Nukleové kyseliny (DNA i RNA) jsou dlouhé fetézce tvofené opakujicimi se podjednotkami —
nukleotidy. RNA obvykle existuje jako jednovlaknovy polynukleotid, kdezto DNA jako

dvouvlaknova molekula.

Kazdy nukleotid je sloZzen ze ti Casti: fosfatové skupiny, dusikaté baze a monosacharidu s péti
atomy uhliku neboli pentdzy. V DNA je cukernou slozkou 2-deoxyribdza a vyskytuji se zde
celkem ctyfi typy dusikatych bazi: adenin (A), guanin (G), tymin (T) a cytozin (C). U RNA
je tymin (T) nahrazen uracilem (U) a cukernou slozkou je zde ribéza. Dusikaté baze adenin
a guanin patii mezi puriny a jsou bicyklické, kdezto cytozin, tymin a uracil jsou monocyklické

a patfi mezi pyrimidiny. (Snustad a kol., 2009)

Retézec nukleotidis v DNA je tvofen spojenim fosfatové skupiny v pozici C-5 (5 uhlik)
jednoho cukerné¢ho zbytku s hydroxylovou skupinou v pozici C-3 (3° uhlik) sousedniho
cukerné¢ho zbytku pomoci fosfodiesterové vazby. Na jednom konci fetézce se proto vyskytuje
volna fosfatova skupina (5° konec), kdezto druhy konec fetézce je zakoncen volnou
hydroxylovou skupinou (3" konec). DNA je také diky tomuto propojeni mezi cukernymi zbytky
polérni. (Passarge, 2019)

Z potadi nukleotidd, tzv. sekvence nukleotidii, vznika jednoduchy kod obsahujici ¢tyfi znaky,

které zapisujeme pismeny oznacujici jednotlivé dusikaté baze.
Napt.:

,, ACCAGTGAGATCCCAATATAGTACACACACTGCTGCTACTTCTAGAGGCAAA
(Simkova, 2012).

DNA je tvofeno dvéma polynukleotidovymi fetézci otacejicimi se navzajem kolem sebe
ve spirale, ¢imz vytvareji pravoto¢ivou dvousroubovici. Tento zasadni objev byl v roce 1953
proveden Jamesem Watsonem a Francisem Crickem. Udrzeni tvaru dvousroubovice zajist'uji

vodikové vazby mezi dusikovymi bazemi opacnych vldken. Baze jsou parovany specificky.
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Adenin se vzdy pomoci dvou vodikovych vazeb paruje s tyminem a cytosin je vzdy tfemi
vodikovymi vazbami parovan s guaninem. VSechny pary jsou tedy sloZeny z jedné purinové
baze a jedné pyrimidinové. Diky tomuto specifickému parovani dusikatych bazi Ize z jednoho
vldkna DNA urcit sekvenci druhého vldkna. Vldkna DNA jsou tedy vzajemné komplementarni.

(Snustad a kol., 2009)

Vlakna dvousroubovice DNA maji zaroven opacnou (antiparalelni) orientaci. Jedno z vlaken
je orientovano ve sméru 5'—3" naproti tomu druhé vlakno je orientovano ve sméru 3'—5".

Potadi dusikatych bazi v DNA je vSak standartné zapisovano ve sméru 5'—3". (Passarge, 2019)

3.2 UloZeni deoxyribonukleové kyseliny
V bézné¢ téIni bunice najdeme dvousroubovici DNA o délce cca 2 metry, ktera je slozena zhruba

z 6,6 miliardy nukleotidd. Velikost lidskych bun€k je vSak mnohonasobné mensi, a proto

zde musi byt DNA naleZité smotana. (Simkova, 2012)

Prvni zkraceni vznikd obtocenim dvousroubovice DNA s primérem 2 nm okolo komplext
proteinti zvanych histony. Takto vytvofend struktura se nazyva nukleozom a jeji velikost
je 11 nm. Nukleozémy jsou nésledné sbaleny tésné k sob¢, ¢imz vznikd 30 nm chromatinové
vldkno. Chromatinové vldkno je poté pomoci ptichyceni k bilkovinovému leSeni rozclenéno
do chromatinovych domén neboli smycek a nédsledné rozd€leno na kusy zvané chromozoémy.

(Passarge, 2019; Snustad a kol., 2009)

Chromozomy jsou ulozeny v jadie lidskych buné¢k, proto tuto DNA oznacujeme jako jadernou
DNA (nDNA). Dals$im typem bunécnych organel, kde 1ze nalézt DNA, jsou mitochondrie. Tyto
organely obsahuji kruhovou DNA, kterou nazyvame mitochondridlni DNA (mtDNA).

Kompletni genetickou informaci v ramci jedné buiiky poté nazyvame genom. (Simkova, 2012)

3.2.1 Chromozomy
Vétsina lidskych bun€k je diploidni, coz znac¢i, ze maji dvé kopie kazdého chromozému.
Vyjimkou jsou bunky pohlavni, které jsou haploidni, tudiz obsahuji pouze jednu kopii kazdého

z chromozomt, u muzl se jedna o spermie a u Zen o vajicka.

Diploidni buniky obsahuji ve svém jadie 46 chromozému usporadanych ve 23 pérech, které jsou

v idiogramu karyotypu oc€islované. V kazdém z téchto pari je jeden z chromozémul zdédén
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od matky a druhy od otce. Soubor vsSech jadernych chromozému se oznacuje karyotyp.
Chromozémové pary 1 az 22 jsou nazyvany autozomy. Poslednim parem jsou gonozomy,
oznaCované pismeny X a Y, které¢ urcuji pohlavi jedince. U zen se obvykle vyskytuji dva
chromozémy X, u muzi jeden chromozom X a jeden Y. (Buckleton a kol., 2016;

Passarge, 2019)

Odlisné biologické druhy maji rizny pocet chromozomi. U druhove stejnych organismt je vSak
pocet, tvar i velikost chromozomi v jadie konstantni. Karyotyp lze tedy vyuzit jako druhovy
znak. Samotny pocet chromozomu ale jest¢ neudava informaci o velikosti genomu (celkovém
poctu bazi), pouze poukazuje na to, do kolika ¢asti je tato DNA rozdélena. (Porada a kol., 2019;
Simkova, 2012)

3.3 Funkce deoxyribonukleové kyseliny

Geneticky material bunck (DNA) obsahuje informace k fizeni bunécnych aktivit, fungovani
achovani organismu a také k usmérnovani vyvoje. Déale mé& schopnost se ménit tak,
aby se organismy mohly ptizpisobit odliSnym podminkam Zivota, a predev§im umoznit pfenos
genetické informace z rodic¢li na potomstvo. Tyto informace jsou zakodovany v sekvencich

nukleotidil tvoticich genom. (Snustad a kol., 2009)

Pouze 2 % lidského genomu jsou tvofena geny. V téchto specifickych sekvencich nukleotidi
jsou zakodovany informace o potadi aminokyselin v bunécnych bilkovinach. Pokud
se v genové sekvenci vyskytne chyba, mize jedinec trpét riznymi genetickymi poruchami
¢1 onemocnénimi. Zbylych 98 % genu je tvofeno nekodujicimi sekvencemi nukleotida, které
maji vtéle své vlastni funkce. Nicméné zmény v této ¢asti DNA jedince obvykle nijak

neovliviyji. (Fitzgerald-Hayes & Reichsman, 2010)

Exprese genu probiha ve dvou krocich. Nejprve je genetickd informace z DNA zkopirovéana
do RNA, tento proces nazyvame transkripce (piepis). Poté nasleduje translace (pteklad), ptiniz
je geneticka informace obsazend v RNA pfenesena do proteinu. Veskerad geneticka informace
musi byt zdroven v téle pfenaSena z matetskych bunék na dcefiné a béhem reprodukce z rodica

na jejich potomky. Toto zajiStuje proces replikace. (Snustad a kol., 2009)
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3.3.1 Transkripce

Proces transkripce probihd v jadie bunck a zacina rozvolnénim dvousroubovice DNA. Jedno
z vlaken DNA, které je ve sméru 3°—5" slouzi jako templat pro syntézu molekuly RNA. Nové
vlakno RNA se je syntetizovano ve sméru 5'—3’dle templatového vldkna na zakladé
komplementarity bazi. T v DNA je piepisovéano jako A do RNA, C jako G, G jako Ca A v DNA
je do RNA prepisovano, jako U. Vzniklé¢ vlakno RNA se nazyva transkript nebo také
pre-mRNA. (Passarge, 2019; Snustad a kol., 2009)

Vétsina jadernych genti obsahuje kodujici sekvence genli zvané exony, které jsou oddéleny
nekddujicimi sekvencemi nazyvanymi introny. Vznikld pre-mRNA tedy obsahuje pfepis obou
téchto sekvenci. Po oddé¢leni pre-mRNA od templatového vldkna jsou nekddujici sekvence

(introny) z vldkna transkriptu vystfizeny, ¢imz vznikda mRNA. (Snustad a kol., 2009)

3.3.2 Translace
Po svém vzniku mRNA zjadra putuje do cytoplasmy, kde na ribozémech probihd proces
translace, znamy také jako proteosyntéza. Ribozoémy jsou slozité makromolekuly, které

se skladaji z velké a malé podjednotky a jsou tvofeny proteiny a rRNA (ribozomélni RNA).
(Snustad a kol., 2009)

K translaci na mRNA dochazi v oblasti ¢teciho ramce, ktery zacina start kodonem (AUG)
a probiha ve sméru 5'—3". Kazda trojice nukleotidii v tomto vlakné, tzv. kodon nebo triplet,
ptedstavuje kod pro konkrétni aminokyselinu. Schopnost ,,¢ist tyto kodony ma transferova
RNA (tRNA), s charakteristickou strukturou jetelového listu. Na spodni stran¢ této struktury
se nachazi antikodén — trojice nukleotidl, kterd je komplementarni k nékterému z kodona
v mRNA. K opacéné strané¢ tRNA je pfipojena aminokyselina. Diky komplementarité kodont
a antikodonll jsou dle potradi nukleotidii ve vlakné mRNA aminokyseliny vazany za sebe.
Spojovanim aminokyselin se postupné tvoii bunécna bilkovina. Translace je ukoncena, jakmile
se v mRNA objevi néktery ze stop kodont (UAA, UGA nebo UAG). Dokoncena bilkovina
se nasledn¢ oddeli od mRNA a plni svou tlohu v burice. (Passarge, 2019; Snustad a kol., 2009;
Simkova, 2012)

Geneticky kod, urcujici potadi aminokyselin v bilkovinach ma vsak par specifickych vlastnosti.
Je tripletovy, kazdou AMK tedy urcuji tii nukleotidy, tzv. kodon. Zaroven je degenerovany,

vSechny AMK (s vyjimkou dvou) jsou urovany vice nez jednim kodénem. A v neposledni fadé
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je témét univerzalni. Coz znaci, ze u vétSiny zivych organismi maji kodony stejny smysl.

(Passarge, 2019; Snustad a kol., 2009)

3.3.3 Replikace
K replikaci DNA dochézi vzdy pted délenim bunky, jelikoz je nutné vytvofit dvojnasobné
mnozstvi genetického materialu, aby mohl byt rovnomérné rozdélen mezi buiky dcefiné.

Proces replikace je velmi rychly a zaroveinn musi byt velice piesny. (Passarge, 2019)

V lidskych bunikach existuje vice replikac¢nich pocatki a vzdy je replikovana jen urcitd oblast
DNA. Na kazdém z téchto replikacnich pocatkt dojde k rozvolnéni dvousroubovice prerusenim
vodikovych vazeb. To zajiStuji enzymy helikdzy. Obé plivodni vlakna nasledné slouzi jako
templat a urcuji sekvenci nukleotidd v nové vzniklém vlakn€. Tento proces se nazyva
semikonzervativni replikace, jelikoz se vnoveé wvznikl¢é dvousSroubovici vzdy jedno
z rodicovskych vldken zachové. V misté, kde je dvouSroubovice rozvolnéna se vytvaii
replikacni vidlice, kterd se béhem syntézy nového vlakna DNA po ptivodnim vldkné pohybuje.
Replikace probiha na zaklad¢ komplementarity bazi. Syntézu nového vldkna zacina primer,
ktery je tvofen komplementarnimi bazemi k mistu pocatku replikace na pivodnim vléknu.
Nova vlakna jsou tvofena enzymem DNA polymeraza a to vzdy ve sméru 5'—3", proto je jedno
z nich syntetizovano kontinudln¢ (vedouci vlakno), zatimco druhé se pfi syntéze opozd'uje.
K tvorbé vedouciho vldkna je uzit pouze jeden primer a syntéza dale pokracuje kontinualné
dle ptivodni DNA. Naopak opozd’ujici se vlakno je tvofeno pomoci Okazakiho fragmenti,
malych ¢asti, zaCinajicich primerem. Tyto primery jsou nasledné odstranény a prazdné misto
zaplni fetézec, ktery je tvoren sousednim Okazakiho fragmentem. VIdkno je nakonec spojeno

dohromady DNA ligazou.

Vysledkem replikace jsou dvé deefiné molekuly DNA, slozené z jednoho ptivodniho a jednoho
nov¢ syntetizovaného vladkna, které jsou naprosto totozné s ptivodni dvousroubovici DNA.

(Passarge, 2019; Snustad a kol., 2009)
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4  BIOLOGICKE STOPY
Jako biologicka stopa je oznacovan veSkery biologicky material, ktery byl zajistén na misté

&inu a stal se pfedmétem zkoumani pro potieby vysetfovani. (Simkova, 2012)

Biologické stopy uzivané pro potieby forenzni analyzy mohou byt rtizného ptuvodu. Prvnim
typem stop jsou ty, jez byly z organismu odlouceny samovoln¢. Nejcastéji se jedna o odumfelé
povrchové ¢asti organismu ¢i produkty télni latkové vymeény, zahrnujici moc, sliny, pot, stolici,
slzy, nosni sekret, zvratky, ejakulat, poSevni sekret, menstruacni krev, vypadlé vlasy a chlupy,
matefské mléko, plodovou vodu a placentu. Dale byva zkouman biologicky material odlouceny
z organismu pomoci zevniho nasili, které mlze byt zplisobeno pachatelem trestného cinu,
ale tfeba také zvifetem ¢i n€kterou z pfirodnich sil. Do této skupiny fadime krev, ¢asti tkani
a organd a vytrzené ¢i jinak oddélené ¢asti vlasi, chlupti, nehtii a pokozky. V neposledni fad¢

byvéa zajistovan material po smrti osoby. (Porada a kol., 2019)

4.1 Urceni pavodce stopy

U biologickych stop je obvykle zjistovan tkanovy a druhovy ptivod a nasledné skutecny
ptivodce stopy. Pii zjistovani tkdnového ptivodu se urcuje, zda se jedna o krev, moc, sliny atd.
pomoci mikroskopickych, imunologickych a biochemickych zkousSek. Vyuzivaji se k tomu
orienta¢ni zkousky, které signalizuji, zda by se mohlo jednat o zamysleny material. Stanovovani
byvéa obvykle zaméfeno na detekci urcitych chemickych latek ¢i enzyma nebo se jedna
o zkousky fyzikalni povahy vyuzivajici svételné zdroje. Orientani zkouSky byvaji levné
a rychlé¢ a Casto poskytuji faleSné€ pozitivni vysledky. Oproti tomu zkousky specifické s urcitosti
prokazuji, Ze se jedna o dany biologicky materidl a byvaji zamétfeny na stanoveni pfitomnosti
urcitych hormonti ¢i bilkovin, které by dany biologicky material mél obsahovat. Pokud je vSak
ve stopé predpokladdno malé mnozstvi genetického materialu mize byt zkouSka tkanového
puvodu vynechana, jelikoz jeji provedeni vétSinou znamena odebrani dalsi ¢asti biologického
materidlu a tim padem dals$i zmenSeni mnoZstvi genetického materidlu ve stopé.

(Simkova, 2012)

Pti uréovani druhového ptivodu biologickych stop je cilem zjistit, z jakého ZivocisSného
¢i rostlinného druhu stopa pochézi. Nejcastéji se jedna o prikaz lidského ptivodu stopy, ktery
1ze provést imunologicky, reakci lidské bilkoviny se specifickou protilatkou. Obvykle se vSak
toto stanoveni neprovadi, jelikoz vétSina genetickych testli uzivanych pro forenzni analyzu
je druhové specifickych, tudiz poskytne pozitivni vysledek pouze v ptipad¢, ze se jedna o lidsky
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biologicky vzorek. Biologicky materidl ze zvifete byva nejcastéji na misté Cinu zajistén,
pii chybné domnénce, Ze se jednd o materidl pochézejici z Clovéka. Vyjimecné miize byt
dikaznim materidlem stopa zvifeciho plvodu, poté se pro urCeni druhu opét vyuziva
imunologické analyzy. Ojedinéle dochazi i ke zkoumani biologického materialu rostlinného
puvodu, avsak toto zkoumani obvykle vyzaduje odbornou specializaci. (Porada a kol., 2019;

Simkova, 2012)

Pokud je uzitim forenzni genetické analyzy biologicky material tvofici stopu pfifazen
ke konkrétnimu jedinci, poté nazyvame toto jednoznacné urCeni puvodce individudlni
identifikace. Aby byla tato identifikace vilbec mozna je zapotiebi porovnat material ze stopy
se srovnavacim vzorkem podezielého jedince. Pro srovnavaci vzorek je nejcastéji vyuzivan
bukalni stér. Tento stér se provadi odbérovym kartaCkem ¢i tampdnkem v tstech ze sliznice
vnitini strany tvafe a mize si ho osoba provést i sama. Diive byla jako srovnavaci vzorek bézné
odebirana periferni zilni krev, avSak jelikoZz se jednd o metodu, kterou musi provadét
zdravotnicky personal a vzorky se Spatn€ uchovavaji, tak se nyni tato metoda téméf nevyuziva.
Ve vyjimecnych piipadech mohou byt jako srovnavaci vzorky vyuzity i1 kozni seSkraby,
plodova voda, pupecnikova krev choriové klky ¢i plodovy material zajistény z dutiny délozni

po potratu. (Simkova, 2012)

V ptipadé vySetfovani pohfeSované osoby byvaji za srovnavaci materidly povazovany stéry
zjejiho zubniho kartdCku, osobnich pfedméti nebo napt. fixované tkané z biopsii diive
vyuzivanych pro zdravotnické ucely. Pro ziskani srovnavaciho vzorku u pohfeSovanych osob,
testovani otcovstvi €i pfi identifikaci obéti hromadného nestésti 1ze také vyuzit biologicky

material rodinného piislu$nika. (Butler, 2010; Simkova, 2012)

4.2 Odbér, kontaminace a degradace biologickych stop
Pti zajistovani biologickych stop pro forenzni genetickou analyzu je nutné, aby bylo odebrano

co nejvetsi mnozstvi biologického materialu a zaroven aby nedoslo ke kontaminaci ¢i degradaci

stopy. (Simkova, 2012)

Dostatecné mnozstvi genetického materialu zvySuje nadéji na tispéSné stanoveni DNA profilu.
Z tohoto duvodu je nejlepsi do forenzni laboratote dopravit stopu i s pfedmétem, na kterém
se nachazi. Pokud je vSak predmét, na némz je stopa pfili§ velky nebo neni mozno
ho do laboratote dopravit, je nutné stopu co nejSetrnéji sejmout. K tomuto tcelu jsou vyuzivany
specidlni forenzni nylonové mikrokartacky, které zajistuji odebrani mnohonasobné vétSiho
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mnozstvi stopy nez béznym vatovym tamponem. Pro optimalni odbér bunééného materialu
je Casto vyuzivana technika dvojitého stéru, kdy po vlhkém tampdnu nasleduje suchy. Nejprve
se tamponem navlhéenym ve sterilni destilované vod¢ pretite povrch biologické stopy,
aby se uvolnily vSechny pfitomné buiiky a rehydratovaly se. Diky tomu nasledné buniky snaze
pfilnou ke druhému suchému tampoénu, kterym je stopa pretiena. Pro ziskani vy$siho mnozstvi

materialu jsou nasledné pro analyzu stopy vyuzity oba tampony dohromady.

Uspéch analyzy mize byt ohrozen také kontaminaci vzorku, pii niZ je do stopy vnesen dal3i
biologicky materidl. Cizi DNA se do stopy muZze dostat napiiklad pouzitim nevhodného
odbérového tamponu, ze srovnavaciho vzorku zasilaného spole¢né se stopou ¢i od osoby, ktera
se vzorky manipulovala. Proto je zapotiebi pii odbéru stopy dodrzovat urcité zdsady. Na vzorek
se nikdy nesmi sahat holyma rukama nebo nad nim kychat, kaslat ¢i koufit a pro odbér je nutno
vzdy pouzivat Cisté latexové rukavice, DNA-free odbérové tampony a vodu a mezi odebirani
riznych vzorkd rukavice vzdy vymeénit. Stopy krve, semene a dalSich skvrn musi byt
na vzduchu pfed zabalenim fadné vysuSeny. Kazdy ze vzorki musi byt ndsledné samostatné
zabalen a fadn¢ oznacCen. Vzorky by mély byt vzdy baleny do papirovych obalek ¢i sacki,
jelikoz v plastovych séaccich se kondenzuje voda, ktera urychluje degradaci molekul DNA.
Srovnavaci vzorky by mély byt zajistovany mimo misto ¢inu, nejlépe s Casovym odstupem

a nasledné uchovavany oddélené. (Butler, 2010; Simkova, 2012)

K degradaci biologickych stop dochézi i tehdy, pokud jsou vzorky vystaveny nevhodnym
fyzikélnim, chemickym ¢i biologickym vlivim. Proto je dilezité se vyvarovat vyraznym
zménam teplot a udrZovat stopy v trvale suchém prostiedi. Dfive doporu¢ované chlazeni
co nejrychlejsi dopraveni stop do forenzni laboratofe, protoze i v ptipad¢, ze dojde k nespravné
manipulaci ¢i uskladnéni biologického materidlu lze rychlou dopravou do laboratote

minimalizovat vzniklé §kody. (Porada a kol., 2019; Simkova, 2012)
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5 ANALYZA DNA
5.1 Extrakce (Izolace) DNA

Biologické stopa ziskana z mista ¢inu obsahuje kromé DNA i mnoho dalSich latek, které
by pfi nasledné analyze mohly byt na obtiz. Z tohoto divodu byly vyvinuty extrakéni metody,
které¢ oddé€luji molekuly DNA od proteinti a dalSich bunénych materiali. V idedlnim piipadé
proces extrakce odstraiiuje inhibitory snizujici G¢innost ¢i pIn€ bréanici amplifikaci DNA
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Vysledkem extrakce je poté stabilni roztok, ktery

béhem skladovani nedegraduje a obsahuje DNA je vysoké kvalité. (Butler, 2012)

Prvnim krokem extrakce je vzdy lyza, diky které dojde k rozruSeni bun€k a uvolnéni bunééného
obsahu do roztoku. Tento proces je nejcastéji zalozen na rozdilné osmdze bunky a destilované
vody, ptfipadné lyza¢niho pufru. Aby bylo dosazeno rovnovahy v osmoéze obou substanci,
bunky skrz bunéénou membranu vstiebavaji vodu z okoli do sebe, ¢im zvétSuji sviij objem,

az nakonec prasknou. (Simkova, 2012)

Pro dalsi krok extrakce DNA lze poté vyuzit n€kolik riznych metod. Nejstar$i z nich
je organicka extrakce metodou fenol-chloroform, zaloZena na odd€leni polarni DNA do vodné
smési a nepolarnich latek do organické faze. Zakladem mnoha technologii jsou také kiemicité
matice, které vyuzivaji parcidlniho zdporného naboje molekul DNA, diky kterému lze DNA
navazat na pevnou fazi. Na stejném principu funguje i extrakce pomoci magnetickych kulicek.
DNA také mize byt vyvazana natfenim vzorku na FTA karty, kde je absorbentem papir
obsahujici latky, které inaktivuji nukleazy a také brani ristu bakterii. V neposledni fadé lze
nukleové kyseliny extrahovat pfidanim chelatacnich ¢inidel, kterd vyvazuji urcité typy iontd.
V praxi se nejcastéji vyuziva pryskyfice Chelex vyvazujici dvojmocné ionty kovii, mezi které
patii 1 hotecnaté ionty. Odstranénim téchto iontl z reakce dojde k inaktivaci nukleaz, které
za normalnich okolnosti degraduji DNA. N¢které z téchto metod jsou provadény manudlné,

jiné jsou automatizované. (Ambers, 2023; Butler, 2012; Hegde a kol., 2022; Simkova, 2012)

Vybér vhodné metody je vSak rozhodujici pro uspéch celé analyzy a odviji se i od typu
zkoumaného biologického materidlu. Se vzorkem plné krve je totiz nutno zachdzet jinak,
nez s krvavou skvrnou ¢i lomkem kosti. Odlisné je také zapotiebi zachazet s biologickym
materidlem z hnilobnych tél ¢i s ostatky obéti katastrof. Tvrdé tkané jako kosti, zuby a nehty
jsou nejodolnéjsi proti degradaci, tudiz v téchto pripadech nejvhodnéjsi pro ziskavani DNA

wewvr

nez extrakce z tkdn¢ mekké. (Ambers, 2023; Butler, 2012; Uerlings a kol., 2021)
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Dosud bylo objeveno jen méalo metod k rozdéleni smési DNA ze vzorku. V ptipadech znasilnéni
jsou pouzivany metody diferencidlni 1yzy nebo mikrodisekce, které¢ odd¢€luji Zenské a muzské
bunky a diky tomu se vyhnout vytvofeni DNA smési v izolatu. Metoda diferencialni 1yzy
vyuziva dvoustupiiovy proces zahrnujici pocatecni lyzu nespermii a odstranéni této DNA.
Druhym krokem je lyza spermii nasledovana jejich extrakci. Techniku Mikrodisekce
laserového zéachytu lze vyuZzit i pro separaci jinych bunck nez zajiSténych v ptipadech
znasilnéni. Tato metoda kombinuje mikroskopii s technologii laserového paprsku,
coz umoznuje zameétit se pouze na specifické bunky, které je zapotirebi oddélit ze smési
od ostatnich. Potfebné buiiky jsou nejprve nalezeny pomoci mikroskopu a vyfiznuty pomoci
vysoce zaostfené¢ho laserového paprsku. ZvySenim vykonu laseru jsou poté vyfiznuté bunky
katapultovany proti gravitaci do sbérného zafizeni a dale mohou byt pfeneseny do jinych
zkumavek dle potieby. Popsana technologie vyuziva ultrafialové laserové paprsky, avSak
pro tuto metodu lze vyuzit i infraervené laserové paprsky, jez pro stanoveni vyuzivaji
podobnou metodu. Pomérmné novou metodou je haplotypové specificka extrakce (HSE),
vyuzivajici extrakci pomoci magnetickych kuli¢ek ve spojeni s alelové specifickymi sondami,
ktera umoznuje separaci haplotypi nebo velkych fragmentd  chromozomi.

(Klein& Buoncristiani, 2017; Rothe & Nagy, 2015; Vandewoestyne a kol., 2013)

Bez ohledu na zvolenou extrakéni metodu je zapotiebi se vSemi vzorky zachazet maximalné
opatrn¢, jelikoz v pritb¢hu forenzni laboratorni analyzy je praveé extrakce ¢asti, kdy je vzorek
DNA nejnédchylngjsi ke kontaminaci. PredevSim je zapotiebi zabranit vneseni cizi DNA
do vzorku ¢i kontaminaci jednoho vzorku vzorkem jinym. Z tohoto divodu byvaji vzorky
z mista ¢inu obvykle zpracovavany v jinych Casech a nékdy i1 na jinych mistech nez vzorky

srovnavaci. (Butler, 2012)

Extrahovand DNA, kterd neni ihned déale analyzovana, pfipadné nevyuzity extrakt béhem
stanovovani byva obvykle zamrazena, protoze nizka teplota brani aktivité proteinovych enzymu
nukle4dz v degradaci DNA. Pro kratkodobé uchovéavani byva materiadl ulozen v chladnicce
pii — 20 °C, pfi dlouhodobém skladovani v — 80 °C v mrazaku. Pokud je nasledn¢ nutné nova
DNA analyza, extrakt se rozmrazi a nepouzity zbytek se poté opét zamrazi. Toto rozmrazeni

a zmrazeni vysledky DNA analyzy neovliviiuje. (Butler, 2012; Forsberg a kol., 2022)
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5.2 DNA kvantifikace

V DNA izolatu je nasledné¢ zapotiebi vyhodnotit dosazeny produkt. Tento proces se nazyva

kvantifikace a urcuje, kolik DNA se ze stopy podafilo izolovat. (Porada a kol., 2019)

Mnozstvi a kvalita DNA, které¢ 1ze ziskat z biologickych ditkazli se totiz mtize vyrazné liSit
v zavislosti na pouzité extrakéni metodé, coz velmi ovliviiuje nasledné zvoleni metody
genotypizace. Jestlize je genotypizacni metoda zaloZzena na PCR (polymerazové tetézové
reakci) je pro jeji provedeni zapotiebi pouze urcité mnozstvi vstupni DNA. Pfi pouziti mensiho
¢1 naopak vétsiho mnozstvi DNA dochazi k efektliim, které mohou branit interpretaci vysledkti
DNA profilu. Mald mnozstvi DNA zpiisobuji tzv. stochastické efekty (vypadnuti alel, pokles),
velké mnoZzstvi vstupni DNA by oproti tomu mohlo generovat analytické artefakty (zvySené
zékladni linie, rozdélené vrcholy, hroty, koktani), viz Obr. 1. Urceni celkového mnozstvi DNA
je také dilezité urcit pred tim, nez je pro stanoveni pouzita jakakoliv z destrukénich metod,
jelikoz dulezitou soucasti forenzni analyzy je zachovat si co nejvice dikazl pro opakované

testovani. (Ginart a kol., 2016; Lee a kol., 2014)

(@) (b) ()

Too much DNA Too little DNA Within optimal
amplified amplified range

Obr. 1 - Porovnani vysledkd STR typizace jednoho heterozygotniho lokusu vzorku z jednoho zdroje

a) s prilis velkym mnozstvim vstupni DNA vykazujicim rozdélené piky v nadmémé velikosti

b) s pfilis malym mnozstvim vstupni DNA, kde Sipka ukazuje na vypadek alely kvuli stochastickym ucinktim
¢) se spravnym mnozstvim vstupni DNA

(Prevzato z: Advanced topics in forensic DNA typing: methodology, Butler, 2012)

Nejstarsi pouzivané metody kvantifikace DNA, které umoznovaly pouze stanoveni celkového
mnozstvi nukleovych kyselin byly UV spektrofotometrie a PicoGreen. Technologie
UV spektrometrie spocivala v méfeni absorbance elektromagnetického zatfeni o vinové délce
260 a 280 nm (UV zafeni) molekulou DNA. Metoda méla vSak nizkou citlivost a nebyla
schopna rozlisit, zda se ve vzorku nachdzi DNA nebo RNA a zda je nukleova kyselina

neporusend nebo degradovand. Citlivéjsi metodou byly fluorescencni testy vyuzivajici
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interkala¢ni barviva PicoGreen. Detekce zde byla zaloZena na zesileni fluorescence barviva
po vazbé na molekulu DNA. Ani jedna z téchto metod vSak nebyla specificka pro lidskou DNA,

a proto se dnes jiz ve forenznich laboratofich nevyuzivaji.

V biologickych vzorcich lze nalézt mnoho riznych typi DNA. Metodami kvantifikace
je priméarné zapotiebi z biologického vzorku urcit v jakém mnozstvi se zde vyskytuje lidska

DNA.

Prvni stanoveni pouze lidské DNA bylo provedeno pomoci specifické sondy metodou Slot Blot.
Technika vyuzivala pfichyceni DNA na nylonovou membranu a naslednou hybridizaci
se specifickou  sondou. Detekce byla provadéna  pomoci  chemiluminiscence
nebo kolorimetricky. Pro zefektivnéni postupu byly nasledné vyvinuty techniky, u kterych
nebylo zapotiebi provadét hybridizaci DNA se sondou na membranég. Systém vyuzivajici tuto
techniku byl naptiklad AluQuant. VSechny metody zalozené na specifickych sondéach
tedy poskytovaly informace o celkovém mnozstvi ptitomné lidské DNA, avSak nebyly schopné

identifikovat kvalitu a mnoZzstvi DNA, které je v daném vzorku neporuseno. (Lee a kol., 2014)

V soucasné dob¢ jsou vsak vSechny vyse zminéné metody kvantifikace nahrazeny kvantitativni

PCR (gqPCR). (Ginart a kol., 2016)

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce qPCR je vyuzivana k urceni skutecného poctu
kopii DNA ve vzorku, diky porovnani se standardy, a mize byt pouzita i pro identifikaci druhu.
Vyuziva se qPCR v redlném case také oznacovana jako Real-Time qPCR. Principem této
metody je stanovovani poctu kopii DNA po kazdém cyklu amplifikace méfenim zmény emisi
fluorescence =z fluorescencné znacenych sekvencné specifickych sond ¢i  primerii
nebo z fluorescencnich barviv vazajicich se na DNA. Z toho, jakym zplisobem se kopie DNA
behem qPCR zvysSovaly lze nasledné zpétné urcit, jaké bylo ptivodni mnozstvi DNA ve vzorku.
Tato metoda je velice citliva a ptesnd, dokaze detekovat pfitomnost PCR inhibitorti i rozsah
DNA fragmentace. V soucasnosti je dokonce mozna simultanni kvantifikace DNA rGznych
zivo¢iSnych druht (napt. ¢lovéka a psa) ze smési pomoci porovnavani s jejich standardnimi
kiivkami. (Conte a kol., 2018; Lederman, 2009; Liang & Coyle, 2021; Nybo, 2011;
Sendergaard a kol., 2015; Simkova, 2012; Taniguchi a kol., 2022)
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5.3 DNA Amplifikace

Béhem procesu amplifikace je ptivodni mnozstvi DNA namnoZeno do mnoha identickych
kopii, k ¢emuz se vyuziva metoda PCR. Amplifikovéna je vzdy jen konkrétni cilova sekvence
molekuly DNA, ktera je do té doby obvykle obklopena velkym mnoZzstvim necilové DNA.
(Fitzgerald-Hayes & Reichsman, 2010)

Polymerdzova ftetézova reakce (PCR), predstavend vroce 1983 Kary Mullisem, ktery
za ni pozd¢ji ziskal Nobelovu cenu za chemii, vyrazné usnadnila molekularni analyzu DNA
a gentll. Jedna se o velice rychlou a citlivou metodu amplifikace, kterd je plné automatizovana
a je schopna namnozeni i velmi malého mnozstvi vstupni DNA. Béhem standardni PCR
jsou molekuly DNA cyklicky amplifikovany v zafizenych zvanych termocyklery. Béhem jedné
PCR probéhne primémé 25 az 30 cykla a kazdy z téchto cykll se sklada ze tii kroki.

Prvnim krokem je denaturace dvouvldknové molekuly DNA, béhem které jsou pieruseny
vodikové vazby mezi komplementarnimi bazemi, ¢imz jsou ziskany dvé jednovlaknové

templatové DNA. Tento proces probihd pii 90 — 94 °C.

Poté nasleduje annealing pii teplot¢ 50 — 70 °C. Béhem tohoto kroku nasedaji dva
oligonukleotidové primery o délce okolo 15 — 25 bazi na vlakna templatové DNA vznikla
pfi denaturaci. Tyto primery jsou vazany dle komplementarity ke 3" konciim obou vldken

mnozeného useku DNA.

Pti tietim kroku jsou pfi teplot¢ mezi 70 az 75 °C diive navdzané primery prodluzovany.
Syntézu nového fetézce DNA zahajuje termostabilni DNA polymeraza v pifitomnosti
hot¢ikovych ionti pfidavanim deoxynukleotidfosfati (AINTPs) za primer dle komplementarity
bazi k templatovému vldknu. Nejcastéji vyuzivanou polymerazou je Taq polymeraza izolovana

z bakterialniho kmene Thermua aquaticus.

Béhem jednoho cyklu PCR jsou z dvousroubovice DNA zkopirovany oba templatové fetézce,
které daji vznik dvéma komplementdrnim vlaknim. Z jedné pivodni molekuly DNA se tedy
absolvovanim cyklu stanou molekuly dvé. Diky tomu pocet kopii tuseku DNA v prubéhu PCR
exponencialné nartistd a na konci PCR je pocet kopii ve smési miniméalné 10°. Po probéhnuti
potiebného mnozstvi cykli k dosazeni pozadovaného poctu amplifikovanych tseki DNA

je upravena teplota na 4 °C, coz ukon¢i vSechny reakce probihajici v reakéni smési.

Produkt generovany PCR lze nasledné analyzovat pomoci riznych detek¢énich metod, mezi

které¢ patii napi. elektroforéza, spektroskopie, fluorescencni znaceni a autoradiografie.
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Nejjednodussi a nejoblibenéjsi metodou detekce je vSak gelova elektroforéza. (Passarge, 2019;

Pico, 2020)

Pribéh amplifikace pomoci PCR vSak muze byt ohrozen, pokud se ve vzorku vyskytnou
exogenni kontaminanty, také oznaCované jako PCR inhibitory, které méni schopnost enzymu
plné amplifikovat DNA. Mezi bézné zndmé PCR inhibitory patii krevni barvivo hematin,
pigment melanin nachézejici se v kiizi a vlasech, kostni kolagen a vapnik, indigo nachazejici

se v denimu a kyselina huminova obsazena naptiklad v ptdé. (Funes-Huacca a kol., 2011)

Pro riizné molekularné biologické tucely byly kromé standardni PCR vyvinuty 1 dalsi
modifikace této metody. Napiiklad pokud v jedné zkumavce v ramci jedné reakéni smési
amplifikujeme pouze jeden lokus DNA pomoci jednoho paru primerd, nazyvame tento proces
monoplexova PCR. Je-li amplifikovanych lokusii vice, nazgyvame metody dle poctu téchto
lokust (2 lokusy = duplexova PCR, 3 lokusy = triplexova PCR). Pokud je vSak pocet lokust
opravdu vysoky, jedna se o multiplexovou PCR. (Passarge, 2019; Simkova, 2012)

PCR miizeme délit i dle mnozstvi jednotlivych primerii pfidanych do reakce. Pokud jsou oba
primery ve stejném mnozstvi, jde o symetrickou PCR. Jestlize hovoiime o asymetrické PCR,
znamena to, ze jeden primer byl do reakce pfidan ve vétSim mnozstvi. Diky této skutecnosti
je poté uptednostiiovano kopirovani DNA v jednom sméru. Extrémni formou této metody
je PCR spouzitim pouze jednoho primeru, které je vyuzivano napi. pfi sekvenovani.

(Simkova, 2012)

5.4 Forenzni typizace DNA
Odhaduje se, ze asi 99,7 % genomu je u vSech jedincii v lidské populaci shodnych.
Ve zbyvajicich 0,3 % genomu je mozno nalézt oblasti, které jsou mezi jednotlivci rozdilné.

Diky tomu je mozné od sebe lidské jedince na genetické trovni odlisit. (Butler, 2012)

Mista v genomu liSici se mezi jednotlivci jsou oznacovana jako polymorfismy. Slovo pochazi
z latinského poly znamenajici mnoho a morph neboli forma. V lidské DNA existuje velké
mnozstvi polymorfismu a diky jejich zndmé pozici na piislusnych chromozémech mohou byt

pouzity k mapovani genii. Diky tomu jsou také nazyvany genomové markery.

Lidskeé jaderné chromozomy jsou usporadany do 23 para, takze kazdy gen ¢i polymorfni marker
je zde pritomny ve dvou kopiich. Jednotlivé formy markeru / genu jsou nazyvany alelami tohoto

markeru / genu. Na kazdém z chromozémového paru je tedy umisténa jedna alela urcitého
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markeru / genu. Ob¢ alely daného markeru jsou na chromozémech umistény na stejné pozici
(lokusu) a spole¢né se oznacuji jako genotyp jedince pro tento marker. DNA profil jednotlivce

se tedy sklada z genotypii vSech analyzovanych chromozémovych markert.

Velmi vyuzivanymi polymorfismy ve forenzni analyze jsou opakované sekvence, které tvori
asi polovinu nekoédujici DNA. V soucasnosti nejpouzivanéjsimi jsou STR neboli kratké
tandemové repetice v anglickém piekladu Short Tandem Repeats. (Fitzgerald-Hayes

& Reichsman, 2010)

5.4.1 Polymorfismus délky restrikénich fragmentu

Nejstarsi bézné vyuzivanou technikou pro genetickou analyzu byla metoda RFLP neboli ¢esky
polymorfismus délky restrikénich fragmenti (z anglického Restriction Fragment Legth
Polymorphism), kterd byla vyvinuta a poprvé pouzita Alecem Jeffreysem pro objasnéni

sexudlniho napadeni a nasledné vrazdy dvou divek v Leicesteru v Anglii.

Typizace pomoci RFLP zahrnovala vyhodnoceni pfitomnosti a po¢tu VNTR (minisateliti).
VNTR neboli dlouhé tandemové repetice s variabilnim poctem opakovani jsou repetitivni
sekvence o délce 10 az 60 para bazi a v genomu se opakuji ptiblizné tisickrat. (Elkins, 2013;

Pico, 2020)

Technika je zalozena na pouZiti restrikénich endonukledz, coz jsou enzymy, které rozpoznaji
urcitou specifickou sekvenci nukleotidii ve vlakné DNA a nasledné v tomto misté¢ molekulu
DNA stépi. Vytvorené fragmenty (VNTR) jsou nasledné rozdéleny dle velikosti elektroforézou
na agar6zovém gelu. Oddélené fragmenty jsou poté denaturovany (pievedeny na jednovlaknové
molekuly) a procesem Southern blot pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu, kde je vzdy
jedno z vlaken fixovano. Nésleduje hybridizace DNA uchycené na membran¢ s radioaktivné
znacenou specifickou DNA sondou obsahujici sekvenci VNTR. Sondy, které nejsou navazany,
jsou nasledné¢ odstranény promytim a membrana je dale umisténa do kontaktu s rentgenovym
filmem. V misté, kde se sonda navéazala na sekvenci DNA se na autoradiogramu objevi linie.
Kazda linie (délka fragmentu) je povazovana za alelu, kterd se mezi jednotlivei 1isi. Jejich
poloha je nasledné¢ porovnévana s umisténim linii markeri o znamé relativni molekulové
hmotnosti, které jsou analyzovany paralelné se vzorkem, ¢imz je zjisténa relativni hmotnost

fragmentti obsazenych ve vzorku.
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Jeffers ve své metodé vyuzival multilokusové sondy, tudiz jedna sonda oznacovala vice VNTR
lokusti. Tyto sondy se navdzaly na rtizné oblasti v lidském genomu a po znazornéni

na autoradiogramu vytvofily komplexni vzor pfipominajici ¢arovy kod.

Tato technika vSak vyzadovala velké mnozstvi dvouvlaknové DNA s vysokou molekulovou
hmotnosti, coz byl problém, jelikoz ve vzorcich z mista ¢inu byla obvykle nalezena pouze malé
mnozstvi DNA. Analyza technikou RFLP navic dfive trvala velmi dlouho, pftiblizné
6 az 8 tydnl, nyni Ize provést do nc¢kolika hodin. Z téchto 1 mnoha dalSich diivodl se tato

technika v moderni forenzni analyze jiz nevyuziva. (Butler, 2010; Elkins, 2013; Pico, 2020)

5.4.2 Kratké tandemové repetice
Identifikace profilt DNA pomoci STR markert pfijata byla pted vice nez Ctvrt stoletim a stale
je povazovéana za jednu z nejpouzivanéjSich metod, piestoze byly tyto markery plvodné

vyvinuty pro studie genetického mapovani.

Kratké tandemové repetice STR oznacované také jako mikrosatelity ¢i SSR (simple sequence
repeats) jsou krat$i opakujici se oblasti molekuly DNA, které¢ maji délku 2 az 7 part bazi.
Tyto markery jsou rozmistény v celém genomu a vyskytuji se pfiblizné kazdych 10 000
nukleotidl. Pocet repetic v STR markerech je mezi jednotlivci velmi variabilni, a proto se jedna
o vyborny nastroj pro identifikaci osob. Alely STR se u lidi 1i8i jak délkou, tak sekvenci a jsou
pojmenovavany dle délky opakujici se sekvence. Pokud se vedle sebe stale dokola opakuji dva
nukleotidy, jedna se o dinukleotidové repetice, pti opakovani tii nukleotidi jde o trinukleotidy,
Ctyfi opakujici se sekvence nazyvame tetranukleotidy atd. Pro lidskou identifikaci jsou vSak

nejvice vyuzivany tetranukleotidové repetice. (Butler, 2012; Kayser a kol., 2023)

Variabilita v ramci STR je tak vysoka, ze jedinec mize mit riizny pocet repetic v kazdé z jeho
dvou alel. Osoba, kterd ma alely daného STR lokusu stejné, je pro tento lokus oznacovana jako
homozygotni. Jestlize vSak kazda z téchto alel obsahuje jiny pocet opakovani nukleotidové

sekvence, je jedinec pro dany lokus heterozygotni. (Fitzgerald-Hayes & Reichsman, 2010)

STR lokusy v ramci DNA pochazejici z forenzniho vzorku byvaji amplifikovany pomoci PCR
a produkty této reakce jsou nasledné detekovany elektroforézou. Na pocatku pouzivani této
metody okolo roku 1990 byl proces separace a detekce gelové elektroforézy k rozliSeni alel
STR velmi pomaly, ndrocny na préci a Spatné¢ automatizovany. Zvrat poté nastal vyuzitim

kapilarni elektroforézy (CE) umoziujici rychlou separaci alel STR v uzkych sklenénych
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kapilarach a dal$im vylepSenim této metody bylo nasledné vyuziti multikapilarni CE.

(Elkins, 2013; Kayser a kol., 2023)

Pro amplifikaci lidskych STR lokusii pomoci standardni multiplexové PCR je vyuzivano
mnoho komer¢né dostupnych souprav, které jsou primarné zaméfeny na detekci STR
v autozomalnich lokusech na jednom z jadernych chromozoémti 1-22. Dostupné jsou vSak i sady
pro amplifikaci STR lokust z pohlavich chromozémti X a Y. Nasledna detekce amplifikované
STR miize byt provedena pomoci riiznych metod. Lze vyuzit znaceni radioaktivnimi nukleotidy
¢i barveni stiibrem, av§ak v modernich PCR soupravach jsou STR lokusy nejcastéji detekovany
skrz fluorescen¢ni barviva, kterd jsou béhem PCR amplifikace navdzana na 5” konce jednoho

z paru primeru v sad¢ pro jednotlivé lokusy. (Elkins, 2013)

Dale je zapotiebi stanovit délku fragmentii vzniklych béhem PCR k ¢emuz je v soucasnosti
nejvice vyuzivana kapilarni elektroforéza (CE), ktera je provadéna v genetickém analyzatoru
v pribéhu ¢asu. Cast produktu vzniklého PCR amplifikaci je spolené s vnitfnim Zebiickem
(standardni fragmenty o zndmé délce bazi) prevedena do zkumavky s formaldehydem, diky
kterému fragmenty ziistanou ve formé jednotlivych fetézcii. Poté je spustén automaticky proces,
pfi kterém je vzorek nabran na zacatek tenké sklenéné kapilary pomoci elektrického pulsu.
Tato kapiléra je plnéna polymerem linearniho akrylamidu nebo polydimethylamidu a pomoci

elektrod, které jsou zanoteny do pufru je na ni pfivadéno napéti.

Diky tomu vzorek za¢ne putovat kapilarou smérem ke kladné ¢asti stejnosmerného elektrického
pole a dochazi k rozd€leni fragmentl na zadklad¢ jejich mobility. Krat$i fragmenty putuji
kapilarou rychleji nez fragmenty delSi, diky ¢emuz lze dle ¢asu potifebného pro fragment
na prekonani celé kapilary urcit délku tohoto fragmentu. V koncové c¢asti je kapilara
prosvécovana laserem skrz tzv. okénko. Ve chvili, kdy laserovym paprskem projde
fluorescencné oznaceny fragment DNA, dochézi u fragmentu k silné fluorescenci v urcitém
spektru (dle navazaného primeru pii PCR) a ta je detekovana detektorem. Tyto fluorescence
jsou v elektroforetogramu zaznamenavany charakteristickym pikem urcité barvy v zavislosti

v case.

Srovnanim s piky vnitiniho Zebticku také vzniklymi separaci pomoci kapilarni elektroforézy
je software schopny vypocitat délku sledovanych STR fragmentli a tu pfepocitat na pocet

opakovani sledované sekvence neboli ¢islo alely. (Simkova, 2012)
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Alely STR lokusti jsou pojmenovavany podle poctu repetic sledované sekvence nukleotidi.
Pokud se tedy u jedince v jedné z alel sekvence opakuje tfikrat a ve druhé alele Sestkrat,

je genotyp jedince pro tento lokus 3,6.

Jak jiz bylo vySe zminéno, DNA profil jednotlivce se sklada z genotypl vSech analyzovanych
chromozémovych markert. Toho lze vyuzit jak pfi identifikaci pachatele trestného cinu,
tak pfi paternitnim testovani, kdy je zapotiebi urcit otce ditéte, viz Obr. 2, Obr. 3. (Fitzgerald-
Hayes & Reichsman, 2010)

Vaginal swab Fingernails Victim Suspect 1 Suspect 2 Suspect 3
Marker 1 19,22,24,26 22,24 19.26 19,29 20,26 22,24
Marker 2 4,69 6,9 4.6 5.8 7.1 6,9
Marker 3 13,22,24,27 13,24 22,27 15,17 14,19 13,24

Marker 4 8,10,11,13 8,10 11,13 9,11 9,12 8,10

Obr. 2 - Vysledky DNA testovani v pfipadu znasilnéné Zeny

Vaginal swab — vaginalni tampon, Fingernails — nehty, Victim — obét,
Suspect 1 — podeziely 1, Suspect 2 — podeziely 2, Suspect 3 — podeziely 3
(Pfevzato z: DNA and Biotechnology, Fitzgerald-Hayes & Reichsman, 2010)

Child Mother Father 1 Father 2 Father 3
Marker 1 21,30 30,36 31,34 21,29 21,27
Marker 2 4,10 4.9 6,15 10,11 8,13
Marker 3 16,24 11,24 810 16,20 f,22
Marker 4 6,12 12,16 6,10 6,14 710

Obr. 3 - Stanoveni DNA profilt pomoci ¢tyf markert pfi paternitnim testovani
Child — dité, Mother — matka, Father 1 — otec 1, Father 2 — otec 2, Father 3 — otec 3
(Prevzato z: DNA and Biotechnology, Fitzgerald-Hayes & Reichsman, 2010)

V ramci Evropy byl dohodou ustanoven seznam lokusii, ktery by kazda laboratoi méla byt
schopna otestovat tak dobte, aby vysledky analyzy mohly byt porovnavany mezi jednotlivymi
zemémi Evropské Unie. Tento seznam je nazyvan ESS, viz Tab. 1. (anglicky European Set
of Standards) a zahrnuje 12 lokust, které¢ jsou pln¢ kompatibilnich s podobnym systémem
vyuzivanym v USA, ktery sleduje celkem 20 lokusti a nazyva se CODIS, viz Tab. 2.
(Porada a kol., 2019)
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Tab. 1 - Lokusy obsazené v ESS (Evropa)

THO1 vWA FGA DIS1656 D2S441 D3S1358

D8S1179 D10S1248 D12S391 D18S51 D21S11 D22S1045
(Ptevzato z: Porada a kol., 2019)
Tab. 2 - Lokusy obsazené v CODIS Core Loci (USA)

THO1 vWA FGA DIS1656 D2S441 D3S1358
D8S1179 D10S1248 D12S391 D18S51 D21S11 D22S1045
CSF1PO TPOX D2S1338 D5S818 D7S820 DI13S317
D16S539 D19S433

(Pfevzato z: Porada a kol., 2019)

5.4.3 Jednonukleotidové polymorfismy

V ptipadech, kdy typizace pomoci STR neni mozna z divodu degradace vzorkt ¢i nizkého
poctu kopii DNA, Ize pro urceni profilu DNA vyuzit metodu SNP. Metoda jednokleotidového
polymorfismu SNP (anglicky single nucleotide polymorphism) je zalozena na variabilité

v urcité pozici sekvence DNA nuleotidi mezi jednotlivei. (Oosthuizen & Howes, 2022)

Pokud napf. jedna o osob ma v urcitém misté v genomu sekvenci AATGGATA a dalsi z osob
na stejném misté sekvenci AATGGGTA, jedna se o jednonukleotidovy polymorfismus, jelikoz

Sesty nukleotid v této sekvenci je mezi osobami rozdilny. (Simkova, 2012)

Vyhodou SNP oproti STR je pro analyzu jsou zapotiebi pouze velmi mald mnozstvi DNA
a zaroven je vyskyt SNP v genomu mnohem ¢astéjsi. Vyskytuji se ptiblizn€ kazdych 1000 bazi.
Jednou znevyhod SNP vsak je, Ze jejich variabilita je oproti STR velmi nizka. Pro SNP
je mozna variabilita pouze mezi 4 typy alel — A, C, G, T, kdeZto n¢které alely v STR mohou
mit vice nez 20 variant. Z tohoto diivodu je pro rozliSeni jedincti na stejné tirovni jako pii STR

zapotiebi provézt analyzu vétSiho mnozstvi SNP, odhadovano je 50 a vice. (Elkins, 2013)

Dutlezitou podminkou pro metodu analyzy SNP markerd je tedy schopnost zkoumat vice
markert soucasné. Tomuto popisu odpovida velmi vyuZzivana technika minisekvenovani, nékdy
také nazyvana SNaPshot. Tato metoda zahrnuje prodluzovani primeru specifického pro urc¢itou

alelu pomoci dideoxynukleotidtrifosfatu (ddNTP) znaceného fluorescencnim barvivem.

Metoda minisekvenovani se sklada ze tii primarnich krok —amplifikace, prodluzovani primeru

a analyzy. Nejprve je oblast kolem kazdého lokusu SNP amplifikovana pomoci PCR (vétSinou
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je pouzivana multiplexni PCR). Po ukonceni amplifikace jsou enzymaticky odstranény

nenavazané zbytky primerti a ANTP.

Nasleduje extenze neboli prodluzovani primeru pfidanim smeési extenznich primert, Ctyt
riznych fluorescencné znacenych ddNTP a polymerazy. Kazdy ztéchto ddNTP ma svou
unikatni barvu, napi. ddATP zelenou, ddCTP modrou, ddGPT Zlutou (zobrazovanou
jako ¢ernou) a ddTPT cCervenou. Extenzni primery nasedaji bezprostiedné vedle mista SNP,
tudiz nasledné polymerazou ptipojeny ddNTP zobrazi nami sledovany nukleotid. Ve chvili, kdy
je ddNTP do syntézy nového vldkna pfidan jiz za néj, neni mozné pfipojit dalsi nukleotid,
jelikoZ postrada na uhliku v pozici 3" hydroxylovou skupinu. Prodluzovéani primeru probiha

obvykle béhem 25 cyklt v termocykléru, kde je stfidano zahiivani a chlazeni.

Po prodluzovaci reakci jsou ze smési odstranény nezaclenéné fluorescenéni ddNTP. Délkova
separace fragmentl vzniklych pii sekvenacni reakci a nasledna detekce je provedena pomoci
kapilarni elektroforézy vyuzivajici laser a detektor, kterou zobrazuje elektroferogram. Kazdy
nukleotid je zde zndzornovan pikem urcité barvy. Pik nukleotidu A ma tedy barvu zelenou,
nukleotid C modrou, G ¢ernou a T ¢ervenou. Potadi pikli s riznou barvou tedy udava sekvenci

nukleotidll ve sledovaném fragmentu. (Butler, 2012; Passarge, 2019)

Ptipojenim vétsitho poctu nukleotidd k 5" konci jednoho z primerli, vznikne nékolika
nukleotidovéa vzdalenost mezi dvéma sousednimi primery a diky tomu je mozné analyzovat
nekolik lokusti soucasné. K tomu je typicky vyuzivano piipojeni riizné dlouhych poly-T fetezcii
(vétSinou o délce 3 az 5 bazi), které jsou tvoieny pouze nukleotidy T a diky nimz je vysledna

pozice piku v elektroforetogramu zménéna. (Butler, 2012; Simkova, 2012)

5.4.4 Analyza mitochondrialni DNA

Ve forenzni praxi se k analyze mitochondrialni DNA (mtDNA) obvykle ptistupuje, kdyz dany
vzorek postrada neporusenou jadernou DNA, napt. pokud se jednd o biologicky material
ve velmi malém mnozstvi ¢i vzorek s vysokou urovni degradace. Mitochondridlni DNA
ma vSak vyuZiti, i pokud je zapotiebi zkoumat matetfskou pfibuznost mezi vzorky (i napfic vice
generacemi) nebo pii analyze starovéké DNA. Ve zminénych piipadech miize mit analyza STR
omezenou ucinnost, jelikoz lidské buinky obsahuji tisickrat vice kopii genomu mtDNA
nez je mnozstvi jaderné DNA, miZze byt analyza markerli mateiské linie jedinou moznosti

pro ziskani genetické informace z téchto vzorki. (Avila a kol., 2019; Strobl a kol., 2018)
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Typizace mtDNA ve forenznich ptipadech se obvykle provadi pomoci Sangerovy sekvenace
(SS), ktera je nasledovana metodou kapilarni elektroforézy (CE). Toto stanoveni se zamé&iuje
na identifikaci polymorfismii ve kterémkoliv ze tfi hyper-variabilnich regioni (HVR),
které se nachézeji uvnitt nekddujici ¢asti mitochondrialniho genomu, pobliz ptivodu replikace,
oznacované¢ho jako kontrolni oblast (CR). VétSina variabilnich ¢asti, diky kterym, je mozné
jednotlivce odlisit, se nachazi v hyper-variabilnich oblastech I a II (HV-I1 a HV-II), a proto jsou

povazovany za nejvice informativni ¢asti mtDNA genomu. (Avila a kol., 2019)

wrwe

jednotlivych nukleotidi (SNP) nebo drobnymi zménami délky lokusu. Zména délky lokusu
nastane napf. pii inzerci (neboli viazeni) nebo deleci (vypadnuti) jednoho, dvou

&i ti nukleotidd. (Simkova, 2012)

Sangerova sekvenace neboli Dideoxy sekvenovani DNA je metoda spocivajici v ukonceni
syntézy komplementarniho vldkna ve chvili, kdy se na misto normalniho nukleotidu zaradi
ddNTP, za ktery uz neni mozno piipojit dalsi nukleotid, jelikoZ nemé na uhliku v pozici 3’
hydroxylovou skupinu. Reakce probihd paralelné ve ctyfech zkumavkach, které obsahuji
sekvenacni smés a vzdy jeden ze Ctyi fluorescencné znacenych nukleotidi ddNTP. Pokud
je tedy napt. ve zkumavce obsazen ddATP, je vzdy syntéza nového vldkna ukoncena
po navazani ddATP na nukleotid T templatového vlakna, ¢imz je vytvofen DNA fragment
o urcité délce. Diky tomu, Ze jsou v kazdé reakci ANTP ve velkém nadbytku a ddNTP ve velmi
nizké koncentraci je mozné ziskat fragmenty vSech ruznych délek. Tento produkt je nasledné
rozdélen kapilarni elektroforézou, kde je laserové zaznamenavan fluorescencni signal kazdého
pruchoziho fragmentu. Kazdy nukleotid je poté zobrazen jako kiivka konkrétni barvy.

(Passarge, 2019)

Po kompletnim sekvenovani mitochondrialniho genomu bylo zjisténo, Ze az 75 % z celkového
poctu polymorfnich oblasti se nachazi v kddujici oblasti mtDNA, ktera technikou Sangerovy
sekvenace neni analyzovana. V soucasnosti je vSak mozné provést analyzu i téchto oblasti,
pokud je misto SS snaslednou CE vyuzita nova metoda masivné paralelniho sekvenovani

(MPS), ktera je schopna analyzovat cely mitochondridlni genom. (Avila a kol., 2019)

Pii typizaci mtDNA je stejné, jako v dalSich forenznich analyzach vytvafena databaze
stanovenych haplotypti. Vzhledem k tomu, Ze mitochondrialni DNA je dédéna pouze od matky,
muze byt vyuzita k ziskdni informaci o matCinych ptedcich a pomoci sledovani

fylogeografického rozlozeni vétvi stromu mtDNA, je mozné urcit, do které geografické oblasti

46



dand mitochondridlni linie patii. Tyto informace jsou uplatiovany napt. pii hledani

vvvvvv

migraci. (Aizpurua-Iraola a kol., 2023; Wood a kol., 2019)

5.4.5 Sekvenovani nové generace

V poslednich letech bylo prokazano, Ze technologie masivn¢ paralelniho sekvenovani MPS,
znama také jako sekvenovani nové generace NSG (z anglického Next-Generation Sequencing)
otevira nové moznosti pro forenzni genetickou analyzu, predev§im diky zvySenému mnozstvi
informaci, které¢ lze ziskat zjediného experimentu provedené¢ho na jednom vzorku. NGS
umoznuje v ramci jedné reakce rychlé sekvenovani mnoha cilovych markerti, zahrnujici STR

1 SNP.

Tato technika nepouziva na princip odd€lovani alel na zakladé jejich velikosti, a proto je mozné
automatické paralelni sekvenovani milioni DNA fragmentl, jehoz vystupem mulze byt
sekvence celého genomu. Sekvenovani je mozné v relativné kratkém case (pf. 1-50 gigabazi
muze byt piecteno v fadu nékolika dni) v zavislosti na typu NSG platformy. Jednim z prvnich
forenznich genetickych markerii hodnocenych pomoci technologie NGS byl uplny

mitochondrialni genom. (Davenport a kol., 2023; Melchionda a kol., 2020; Passarge, 2019)

Sekvenace pomoci NGS je zahrnuje slozity proces skladajici se z riznych krokt. Tyto kroky
jsou priprava templatl, sekvenovani syntézou bez elektroforézy, obrazové zpracovani
s vysokou rozliSovaci schopnosti, oznaceni sekvenovanych fragmentii do skupin, a nakonec

metody porovnani sekvence ziskané ze vzorki se sekvenci referencni. (Passarge, 2019)
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6 INTERPRETACE FORENZNICH DAT

DNA profil vytvotfeny v laboratofi analyzou biologického materidlu je déle interpretovan
pomoci pravdépodobnostniho genotypového softwaru. Ve vzorku z mista ¢inu je mozny vyskyt
genetické informace od jedné ¢i vice riznych osob. Jestlize je v profilu pfitomna DNA dvou
nebo vice osob, je oznaCovan jako smeés. Pokud se zde nachazi genetickd informace pouze

jednoho ¢lovéka, jedna se o profil s jednim zdrojem. (Bai a kol., 2022; Kruijver & Bright, 2023)

Pochazi — li stanovovany DNA profil z trestné ¢innosti, miize byt porovnavan s jednim nebo
vice referencnimi genotypy osob, které jsou povazovany za zajmové Ci genotypy jedinci,
u nichz lze ptedpokladat, Ze svym DNA do vzorku mohli pfispét. Napt. pokud je na kosili
nalezena stopa krve, pfedpokladd se pfitomnost DNA toho, kdo kosili obvykle nosi.
V ptipadech, kdy je profil stanovovan z divodu identifikace pohieSované osoby a jeji genotyp
neni z minulosti zndm, snazi se analytici o identifikaci této osoby prostiednictvim genotypt

jejich potencionélnich ptibuznych. (Bai a kol., 2022; Lin a kol., 2020)

Vypovidajici hodnotu vyslednych dat pfi typizaci DNA urcuje pomér pravdépodobnosti (LR).
Pii vypoctu kteréhokoliv poméru pravdépodobnosti je vyuzivana dvojice hypotéz, které
se vzajemné vylucuji. Hypotéza predstavujici obzalobu se snazi prokazat silu dikazl
na podporu tvrzeni, ze se podeziely podilel na zlo¢inu. Kdezto hypotéza obhajoby piedklada
alternativni vysvétleni a to, ze podeziely je nevinny a pfispévatelem genetické informace,
je jind neznama osoba. Tyto dvé hypotézy jsou nazyvany propozice a vysledna data se hodnoti

ve vztahu k nim.

Jestlize je napt. na misté ¢inu nalezena krvava skvrna a zdé se, Ze pochdzi od jedné osoby
a zaroven existuje pouze jedna osoba zdjmu (podeziely), mizou propozice vypadat takto:
Hypotéza obzaloby tikd4, Ze genetickd informace ve stopé patii podezielému. Oproti tomu
hypotéza obhajoby navrhuje, Ze tato geneticka informace pochdzi od neznamého jedince, ktery
s podezielym neni ptibuzny. V ptipad¢ nalezeni vice DNA ve stop¢€, napi. dvou, byvaji
propozice mirn¢ modifikovany a hypotéza obzaloby muze tvrdit, ze ze dvou pfispévatell
genetické informace je jeden navrzen jako podeziely. Hypotéza obhajoby naproti tomu fika,
ze DNA pochazi od dvou neptibuznych jedinct. Pokud existuje vice podezielych osob, vyuziva
se nékolik LR na zdklad¢ riznych dvojic hypotéz. (Buckleton a kol., 2022; Gill a kol., 2020;
Slooten, 2022)

Obvykle pouzivané dvojice hypotéz vSak nejsou vycerpavajici, jelikoZz vynechavaji moznost,

ze je pachatelem jedinec k podezielému piibuzny. Ptibuznost jedincl totiz zpiisobuje
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komplikace, jelikoz tito jedinci sdileji stejné alely s mnohem vétsi pravdépodobnosti nez jedinci
nepiibuzni. Mnoho softwarovych programti vSak jiz nyni bézné hlasi LR pro alternativni
tvrzeni, ze puvodcem genetického materidlu ve stopé je piibuzny podezielého.

(Lin a kol., 2020)

Pomeér pravdépodobnosti (LR) tedy udava, ktera se dvou zvazovanych hypotéz 1épe popisuje
pozorovany ditkazni profil a zarovenl udédva o kolik lepsi je vysvétleni touto hypotézou
ve srovnani s vysvétlenim prostfednictvim jeji  alternativy. Lze ho vypocitat jako
pravdépodobnost ditkazii, pokud je nédvrh obzaloby pravdivy, ktery je délen pravdépodobnosti

dilkaz, pti pravdivém navrhu obhajoby.

Jestlize je tedy pravdépodobnost dikazii vzhledem knavrhu obzaloby vétsi
nez pravdépodobnost ditkazii obhajoby, pak je LR vétsi nez jedna a ditkazy poskytuji podporu
navrhu obzaloby. Je — 1i tomu naopak a pravdépodobnost dikazli obzaloby je mensi
nez obhajoby, LR je mensi nezZ jedna a dliikazy proto podporuji navrh obhajoby. Pokud se stane,
ze pravdépodobnost ditkazi obZzaloby i obhajoby je stejna, pak se LR rovna jedné a dikazy

jsou neutralni. (Gill a kol., 2020; Slooten, 2022)
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ZAVER
Predlozena bakalarska prace se zabyva charakteristikou DNA ve forenznich vzorcich. Zasadni

informace o aktudln¢ nejvice pouzivanych metodich a postupech jsou sepsany v Sesti

kapitolach.
Prvni kapitola je tvodem do forenznich véd a seznamuje s jejich aplikaci a klasifikaci.

Druhé kapitola predstavuje jiz konkrétné¢ forenzni genetiku s pfiblizenim vyuziti tohoto
relativné mladého védniho oboru. Zbyléd ¢ast kapitoly se zabyva objevem a historii forenzni

DNA analyzy ve svété a nasledné jejimu prvnimu vyuziti ve forenzni praxi u nés.

Jelikoz zékladnim prubifskym artefaktem zkoumani ve forenzni analyze je kyselina
deoxyribonukleova, je tfeti kapitola prace podrobnéji vénovana pravé DNA. Na zacatku
je popséna struktura obou nukleovych kyselin DNA i RNA, avSak ddle zminéné informace jsou
zamétfeny predevsim na DNA. Kapitola piiblizuje jeji ulozeni v jadernych chromozdémech
a jejich kategorizaci a také se dotyka funkce DNA jako nositelky dédi¢né informace. Posledni
cast této kapitoly vénuje genové expresi procesem transkripce a translace a také prenosem DNA

z matetskych bunék na dcefiné pomoci procesu replikace.

Ve Ctvrté kapitole bakalarské prace je pozornost zamétena na biologické stopy. Nejprve je zde
definovano, co je za biologickou stopu povazovano a jak se provadi urCeni tkanového
a druhového ptivodu stopy. Poté jsou zde popsany moznosti, jak 1ze co nejlépe provést odbér
stopy, aby bylo zachovano co mozna nejvétsi mnozstvi pritomné DNA a zabranilo se jejich

kontaminaci a degradaci.

Nasleduje kapitola pojednédvajici o analyze DNA. V této ¢asti jsou popsany veskeré kroky,
kterymi biologickd stopa projde po dopraveni do forenzni laboratoie. Nejprve jsou zde
rozvedeny metody extrakce, kvantifikace a amplifikace, tedy jak je DNA z biologického vzorku
ziskana, jak je stanoveno jeji mnozstvi a zn€ namnoZeny lokusy potiebné pro naslednou
analyzu. Dale jsou zde popsany metody forenzni typizace DNA. Zde je zahrnuta nejstarsi
pouzivand metoda vyuzivajici polymorfismu délky restrikénich fragmenti (RFLP),
v soucasnosti nejpouzivanéjs$i stanoveni pomoci kratkych tandemovych repetic (STR)
a technika jednonukleotidovych polymorfismii. Na konci kapitoly je také zminéna analyza

mitochondrialni DNA a nedévno objevena technologie masivné paralelniho sekvenovani.
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Interpretace stanoveného individudlniho DNA profilu je pfiblizena v posledni kapitole.
K hodnoceni je vyuzivan pravdépodobnostni pomeér, a proto je zde popsan jeho vypocet

a nasledné vyhodnoceni celkové analyzy.
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