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ANOTACE

Kriminalistika je v dne$ni dob¢ velmi zadanym oborem. Diky ni je mozné vySetfovat trestné
¢iny, analyzovat stopy a vyuZzivat pfi tom rtizné metody. Uvodni &ast prace se vénuje
teoretickym zakladim kriminalistiky a jejimu historickému vyvoji. Nasleduje prehled
forenznich disciplin, pficemz je kladen dliraz na forenzni medicinu a genetiku. Stézejni Cast se
zamétfuje na luminol, chemickou latku, kterda slouzi k detekci stop krve na misté ¢inu
prostiednictvim chemiluminiscence. Jsou popsany vlastnosti luminolu, jeho reakéni
mechanismus a praktické vyuziti v kriminalistické praxi. Cilem prace je poukazat na
dalezitost této detekéni metody v oblasti kriminalistiky a zdaraznit vyznam mezioborové

spoluprace pii vySetfovani krimindlnich piipadi.
KLICOVA SLOVA

Kriminalistika, forenzni védy, biologické stopy, luminol, chemiluminiscence, krev,

vySetfovani, forenzni genetika, forenzni medicina, detekce krve
TITLE
Forensics and securing blood traces

ANNOTATION

Criminalistics is a highly sought-after field today. It enables the investigation of criminal
offences, the analysis of traces, and the application of various methods in the process.
The introductory part of this thesis focuses on the theoretical foundations of criminalistics and
its historical development. This is followed by an overview of forensic disciplines, with
particular emphasis on forensic medicine and genetics. The main part of the thesis deals with
luminol, a chemical substance used for detecting blood traces at crime scenes through
chemiluminescence. The properties of luminol, its reaction mechanism, and its practical
application in criminal investigations are described. The aim of the thesis is to highlight the
importance of this detection method in criminalistics and to emphasize the significance

of interdisciplinary cooperation in the investigation of criminal cases.
KEYWORDS

Criminology, forensic science, biological traces, luminol, chemiluminescence, blood,

investigation, forensic genetics, forensic medicine, blood detection



OBSAH

SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK ......coiiuiiuiieeieieeieieetesieeeeieeiesiesae s s ssasnanes 9
SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK ......ccooiiiiiiereieisiesesse st 10
UV OD ..t b bbbt bbbt e bbb bbbt 12
1 KEAMINATISTIKA ... 13
1.1 Historie KrimiNalIStIKY .........ccouiiiiieiieiie et 13
1.2 VySetfovani Na MISEE CINUL...iuuiiiiiieiiiieiiie e iiee e siie st e e e srne e nin e nbneesaee e 15

2 FOTENZNT VEAA....cueiiiiiiiieeie ettt nr e b ne e ne e 16
2.1 FOrenzni MEAICINA.......ceiuiiiiiiiiiiie ittt sttt e st be et e 18
2.1.1 Historie forenzni MEAICINY ......c.civveiiriirieiiiie e 19
2.1.2 Jak vypada klasicky pribéh vysSetiovani ve spojeni s forenzni medicinou ............. 20

2.2 FOrenzni @ENEtIKA........ccviiiiieiiiiieiie it 22
2.2.1 Historie forenzni enetiky ..........ccuverieiiiiiiieiiiie e 22
2.2.2 Nejvyznamngjsi aplikace forenzni genetiky .........cccoovviveiiiiiiiiiininecic e 22

3 Biologicky material a biologiCka StOPa .......c.coveviiiiiiiiiiii s 24
3.1 JaK se StopY VYHIEAAVAJI?......ccveiiiiiiiieiieiee e 25
B2 KIBY s 26
3.2.1 Krev jako identifikaCni NASIIO] .......cevveiviiiiiiiiiii e 31

3.3 Vyuziti fluorescence k identifikaci krevnich Stop ..........cccovvviiiiiiiiiii, 32
331 LUMINOL. .. 32
3.3.2 Luminol @ jJeN0 TUMINISCENCE .........couiiiiiieeie ettt 35
3.3.3 Luminol @ hemOoglobin.........co.oiiiiiiiie e 37
3.3.4 Zdroje svétla jako alternativa pii detekci StOP ...vvvvvverveiirieiiiiere e 41
ZAVER L.ttt 43



SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK

Obrazek 1: Klasicky pritbeh vysetiovani a dokazovani trestného ¢inu a nasledné zakonceni
soudnim ¥izenim podle PCR [47]. ..o.ccviiieeeieeeeeeeee s sttt 21
Obrazek 2: Chemicky vzorec [uminolu [24] .......cooviiiiiiiiiiiie e 33
Obrazek 3: Protonizace a tautomerie luminolu v kyselém, neutralnim a alkalickém roztoku
(LH2, LH a L? piedstavuji diprotickou, monoaniontovou a dianiontovou formu luminolu)

L PRSPPSO 34
Obrazek 4: Reak¢ni schéma chemiluminiscence luminolu [44]. .....ccooooeeiiiiiiiiinneenie e 35
Obrazek 5: Jablonského energeticky diagram znazornujici energetické hladiny a ptechody v

MOlekulove SIOUCENINE [35]...ei it 36
Obrazek 6: Fluorescencni barviva [33] .....oociiiiiiiii et 37

Obrazek 7: Porovnani emisniho spektra chemiluminiscen¢ni reakce luminolu v pfitomnosti
150 g/1 lidského hemoglobinu (teckovana ktivka), 15 g/l lidského hemoglobinu

(tlusta kiivka) a 1,25 g/l chlornanu sodného (slaba kiivka). [S54]. ..ccceverereneneiininieieieen, 38
Obrazek 8: Simulace luminolu pfi préaci: Pred nastfikanim luminolu nejsou patrné zadné

stopy krve. Po nastiikani luminolu vyzatuji latentni stopy krve modrou zafi [60]. ................. 40
Tabulka 1: Procenta laboratofi provadéjici analyzu ziskanych stop [9] .....ccccvvvvvvriviiniiinenn, 17
Tabulka 2: Procenta analyz na celkovy pocet testll taizanych laboratofi [9] ......cccovveverveeenne. 17

Tabulka 3: Rozd€leni TumIiniSCENCE [24]....uuuuriieriiiieriesieeiesee e eie e sieesee et see e seeeeeenes 35



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ALS — alternativni zdroj svétla (alternative light source)

— Alternativni zdroj svétla slouzici k odhalovani latentnich stop pomoci riiznych vlnovych

délek svétla.
CD4* — T-lymfocyt s receptorem CD4 (T-helper cell)

— T-lymfocyt nesouci receptor CD4, ktery poméaha koordinovat imunitni odpovéd’ aktivaci

dalsich imunitnich bun¢k, naptiklad B-lymfocytt a cytotoxickych T bunék.
CDS8* — T-lymfocyt s receptorem CD8 (cytotoxic T cell)

— T-lymfocyt nesouci receptor CD8, ktery je schopen piimo nicit infikované nebo nadorové

buiky pomoci indukce bunééné smrti.

DNA — deoxyribonukleova kyselina

— Geneticky material, ktery slouZi k identifikaci osob.
DMSO - dimethylsulfoxid

— Dipolarni aprotické rozpoustédlo casto pouZivané v chemickych a biochemickych

reakcich.

ELISA — enzymové vazany imunosorbentni test (enzyme-linked immunosorbent assay)
— Imunochemicka metoda pro detekci antigenti, drog, infek¢nich agens atd.

FLS — forenzni svételny zdroj (forensic light source)

— Zdroje svétla vyuzivané pro detekci latentnich stop, napt. krve nebo spermatu, pomoci

fluorescence.

GC-FID — plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem

— Analytickd metoda vyuZivana zejména pii analyze alkoholu.

GSR - zbytky stielného prachu (gunshot residue)

— Mikroskopické ¢astice z vystielu zbrang, slouzici jako dikaz o pouziti stfelné zbrané.
ICP—MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanou plasmou

— Analytick4 metoda ke stanoveni stopovych mnoZstvi prvkl ve vzorku.



MOS — modus operandi
— Zpusob provedeni ¢inu, charakteristické chovani pachatele.
NK — pfirozeni zabijaci (Natural Killer cells)

— Bunky vrozené imunity, které rozpozndvaji a zabijeji infikované nebo nadorové buiky

nezavisle na pfedchozi expozici antigenu.

RBC — erytrocyty (red blood cells)

— Cervené krvinky, zajidt'ujici transport kysliku.

SPE — extrakce na pevné fazi (solid phase extraction)

— Priprava vzorku pomoci adsorpce na pevné fazi, vyuzivana v toxikologii a analyze drog.
WBC — leukocyty (white blood cells)

— Bilé¢ krvinky, které maji obrannou funkci v imunitnim systému.



UVOD

Kriminalistika je védni disciplina, kterd se od svého vzniku neustidle vyviji
a prizpisobuje novym vyzvam moderni doby. Spolu s rostouci rozmanitosti a rafinovanosti
trestné Cinnosti roste také potieba vyuzivat stale presnéj$i a u¢innéjsi metody, které by
umoznily efektivni odhaleni a prokézani viny pachatele. Dnes uz neplati, ze klicovou roli ve
vysetiovani hraji pouze vypovédi svédklti nebo piiznani podezielé osoby. Naopak forenzni
védy a moderni technologie poskytuji kriminalistice objektivni a divéryhodny zédklad pro

odhalovani pravdy, Casto i tam, kde lidské svédectvi selhava.

Tato bakalafska prace popisuje propojeni mezi Kriminalistikou, forenznimi védami
a biologickymi stopami. Dlraz klade na praktické vyuziti chemickych latek pii odhalovani
latentnich stop krve. Vyznam biologického materidlu v kriminalistice nelze v zadném piipadé
podcenovat. Diky pokroku ve forenzni genetice a analytické chemii se z néj stdva zasadni
dikazny prostfedek, ktery mlze nejen potvrdit pfitomnost konkrétni osoby na misté Cinu,

ale i rekonstruovat samotny pribéh trestného ¢inu.

V prvni ¢asti praci se vénuji teoretickému zakladu kriminalistiky, a to 1 jejimu
historickému vyvoji. Dale se zamétuji na rozbor pojmd, které jsou klicové pro pochopeni
dané problematiky. Mezi tyto pojmy patii vySetfovani, objasiiovani, evidence stop a dalsi

aspekty, které patii k procesu odhalovani trestné ¢innosti.

V navazujicich kapitolach rozebirdm forenzni védy a jejich specifika. Zvlastni
pozornost vénuji také forenzni medicin€ a genetice, které jsou v dneSni dobé nedilnou
soucasti prace kriminalistd a soudnich Iékaii. Nasledné pfechazim k samotnému jadru préce,
a to problematice detekce krve pomoci luminolu. Zmifuji zde jeho vyuZziti chemiluminiscence
v praxi. Luminol pfedstavuje nejen zajimavy chemicky fenomén, ale pfedevSim cenny nastroj

pro detekci stop, které jsou pouhym okem neviditelné a ¢asto by jinak zlstaly bez povSimnuti.

Cilem této prace je tedy nejen objasnit principy fungovani luminolu z chemického
hlediska, ale i ukazat, jak zasadni roli hraji tyto metody pfi feSeni kriminalnich piipadi.
V $irSim kontextu pak chci zdlraznit dilezitost mezioborové spoluprace, zejména biologie,

chemie, genetiky a prava, ktera je pro soucasnou kriminalistiku klicova.
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1 Kriminalistika

V navaznosti na téma mé bakalarské prace je nutné si nejprve vysvétlit nasledujici
pojmy, které s ni uzce souvisi. Kriminalistika je pomérné mlady védni obor, ktery se zabyva
zakonitostmi vzniku, vyhledavani, zajiStovani, zkoumdani a zpracovani stop ziskanych
Z trestné Cinnosti jedince ¢i skupiny. Je to soubor metod, postupi, prostfedkii a operaci
k Gspésnému odhalovani, vySetfovani a potrestani trestné Cinnosti [1]. Popisuje tedy obecné
a ovétené principy a dal$i poznatky tykajici se procesu prava, zlo¢inu a zachdzeni s nim [2].
Mezi klicova slova tykajici se kriminalistiky patii pfedevsim stopa, kterd znac¢i primarni zdroj
informaci o spachaném trestném ¢inu. Dal§imi pojmy jsou kriminalita, coZ je souhrn trestnych
¢ind, které byly provedeny za dany casovy tsek. Odhalovani je zjiStovani utajované ¢innosti.
Objasnovani je zjisStovani zasadnich skuteénosti, které definuji dany trestny ¢in, jako jsou
motiv, doba ¢inu a také, kdo je podezielym, piipadné pachatelem. Cilem tohoto bodu je
zodpovézeni sedmi zakladnich kriminalistickych otazek, jako jsou kdo, co, kde, kdy, jak, ¢im
a pro¢. Vysetfovani je zase postup, ktery probiha v souladu s trestnim fadem. V ramci tohoto
kroku se zpracuji poznatky vychézejici z objasiiovani, provadéji se ukony a ziskavaji se

dikazy. A v neposledni fad¢ je tu prevence, ktera predchazi kriminalité [1,3].

V uzkém vztahu s kriminalistikou je kriminologie, ktera je s ni ¢asto zaméiovana. Je
to védni disciplina, ktera se zaméfuje na studium trestné ¢innosti, jejich pachatell, obéti a na

zpusoby jejiho fizeni a potirani.

Kriminologie se soustfedi na nasledujici oblasti:

analyzu stavu, struktury a vyvoje trestné ¢innosti (kriminalni fenomenologie),

v

— zkoumani pficin a faktorti, které vedou k pachani trestnych ¢ind (kriminalni

etiologie),
— studium charakteristik a psychologickych ryst pachateli (klinick4 kriminologie),
— vyzkum obéti trestné ¢innosti (viktimologie),

— metody a strategie kontroly trestné cinnosti, véetné prevence a represivnich

opatteni [1].

1.1 Historie kriminalistiky
Jak jiz bylo na pocatku kapitoly zminéno, kriminalistika jako védni disciplina se

zacala formovat na pfelomu 19. stoleti. V pribéhu vyvoje lidské spolecnosti se zavadéla
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rizna pravidla a normy, které nasledn¢ daly vzniku pravniho systému, ktery urcoval, jaké
chovani je pfijatelné. Zaroven byla stanovena pravidla, jak se bude zachazet s doty¢nymi,

ktefi porusuji zakony a pachaji trestné ¢iny [1].

V antice a sttedovéku se dukazy ziskavaly vyhradné z vypovédi svédka ¢i obvinénych.
Jako hlavni dikaz bylo brano pfiznani, které se mnohdy ziskavalo metodami, které jsou jiz

dnes povazovany za kruté a primitivni [4].

V 18. a 19. stoleti doslo v Evropé k vyznamnym zménam, které jsou zodpovédné za
reformy trestniho prava na celém kontinentu. Nejvétsi zména se tykala oblasti dokazovani,
pficemz klicovym krokem bylo zavedeni zdkazu muceni a jinych forem natlaku na obvinéné.
Tento humanitni posun nanes$tésti pfinesl necekany nardst trestné c¢innosti, coz vedlo
k vytvofeni novych organu, které by byly schopné celit kriminalité. Jednim z prvnich
takovychto organti byl vznik Sureté v Patizi (1810) nebo Scotland Yardu v Londyné (1829)
[4]. Tyto instituce se zaslouZily o vylepSeni metod vySetfovani, véetné evidovani pachateld,
zavedeni novych komunikacnich kanalli a ptedevSim rozvoj novych zplsobli dokazovani.
Toto obdobi je také charakteristické védeckym pokrokem v oblasti spolecenskych, pfirodnich,
ale 1 technickych véd, které zacaly byt integrovany do praxe justice a policejnich slozek.
Poznatky z jednotlivych disciplin byly vyuZzity ve formovani znaleckych posudki, které jsou

vyuzivané u soudu [1,4].
Mezi nejvyznamnéjsi osoby kriminalistiky patfi:

— Hans Gross (1847-1915) byl rakousky profesor, ktery je povazovan za zakladatele
kriminalistiky. Pracoval jako vySetiujici soudce a pozd¢ji zalozil prvni katedru

kriminalistiky na univerzité v Grazu.

— Alphons Bertillon (1853-1914) byl patizsky ufednik a $éf identifikacniho oddéleni
policie, znamy diky vytvofeni antropometrické metody, ktera se zakladala na

méteni té€lesnych rozmért osob.

— Francis Galton (1858-1911) byl britsky védec, ktery je povazovan za zakladatele
daktyloskopie. Jeho nasledovnik Edward J. Henry, distojnik Scotland Yardu,
vytvofil klasifikaéni systém pro otisky prstl, ktery se stal celosvétovym

standardem.
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— Robert Heindl (1883-1958) byl némecky policejni tiednik, ktery se zaméfil na
studium recidivistl a na zédklad¢ toho vytvoril systém registrace pachateld, ktery se

opiral o analyzu zpiisobu pachani trestné ¢innosti (modus operandi = MOS) [4].

Vyznam pojmu kriminalistika se po druhé svétové valce vyvijela ve dvou smérech.
Zejména ve Velké Britanii a USA se kriminalistika oznacuje pojmem forensic science a je
zaloZena na spojeni piirodovédného a technického zkoumani. Zatimco evropské zemé, jako
naptiklad Francie, Némecko, Italie, gpanélsko, Polsko a Ceska republika, dale pak velka ¢ast
latinskoamerickych zemi nebo Japonsko pouzivaji pojem kriminalistika bézné.
Tato interpretace zahrnuje nejen oblast technického zkoumani, ale i rizné kriminalistické
metodiky. V ¢eskych zemich se poté kriminalistika vyvijela od pocatku 20. stoleti, kdy byla
na evropské urovni. Nicméné od 50. let byla v socialistickych zemich ovlivnéna jeji vysoka
tiroven ideologickymi nazory. V dne$ni dob& mezi hlavni instituce v Ceské republice, které
pfispivaji k rozvoji kriminalistiky, patii, Policejni akademie CR, pravnické fakulty,
Kriminalisticky ustav Praha a dalsi vyzkumné a vysoké Skoly. Kriminalistika v Ceské
republice stale Celi vyzvam, protoze kriminalita zlstdva problémem a efektivitu policejni

a justi¢ni prace je nutné neustale zlepsSovat [1,4].

1.2 VySetiovani na misté ¢inu

Soucasti vySetfovani na misté Cinu je fyzickd prace, dokumentace dané lokality,
identifikace a sbér diikazli pro naslednou analyzu. Patii sem taktéz odhaleni latentnich otiski,
otiskli bot a pneumatik, stfelnych zbrani, krevnich stop, biologickych vzorki a dalSich
relevantnich stop. Tento typ vySetfovani mize zahrnovat vice mist, osob a rtiznych druhi
dikazi. Odpovédnost pracovnikli spo¢iva v hodnoceni situace a pouziti potfebného vybaveni

k dikladnému zpracovani mista ¢inu [5].

Kriminalist¢ B. A. Fisher a D. R. Fisherova uvedli, Ze ddlezitym krokem ve
vySetfovani je rekonstruovat udalosti na misté ¢inu, které se redlné odehraly. Je dllezZité zjistit
zpusob ¢i metody, jakymi byl trestny ¢in spachan. Poté se pokusit odhalit motiv pachatele,
zjistit, co vSechno mohl pachatel vykonat, a také nalézt a zachovat konkrétni dikazy.
Zpracovani dikazii by mélo zait nejméné invazivnimi technikami a postupné piechdzet

K tém invazivnéj$im [5].
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2 Forenzni véda

Slovo forenzni pochazi z latinského ,,forensis®, které pochazi z vyrazu ,,forum®,
coZ znamena namésti. V antickém Rimé se na téchto naméstich konala vefejna soudni ¥izeni.
Dnes termin forenzni pouzivame v kontextu, ktery souvisi se soudem nebo dokazovanim [6].
Kazda véda, kterd je vyuzivana v pravni praxi, je povazovana za forenzni védu. Tyto védy se
zam¢eiuji na aplikaci védeckych metod a poznatkli na pravni problémy a jsou klicovymi
nastroji v kazdém soudnim fizeni. Mezi forenzni védy patii naptiklad forenzni chemie,
forenzni biologie, forenzni antropologie, forenzni medicina, forenzni materidlové védy,
forenzni inZenyrstvi, pocitacova forenzika a dalsi oblasti, které jsou Siroce vyuzivany pii
feSeni obcCanskopravnich spord, prosazovani trestniho prava, vladnich nafizeni a ochrané
vetejného zdravi [7]. Forenzni védy se vyvijely riznymi zpisoby. Neékteré discipliny,
a to zejména ty, které jsou zalozené na fyzikalnich principech, se rozvijely rychleji, protoze
jejich vyzkum nebyl vyrazné omezen pravnimi nebo etickymi piekdzkami. Diky rozvoji
novych technologii tak bylo mozné ziskévat dalSi nové poznatky, které mély pfimé uplatnéni
dlouhodobému zakazu pitev lidskych tél. V disledku toho neexistovaly zdznamy ani poznatky
o vnitini anatomii, coz vyvoj téchto disciplin vyrazné brzdilo. Zména nastala az v roce 1832,
kdy ve Velké Britanii vstoupil v platnost zdkon o anatomii. Ten umozZnil legalni provedeni
pitev, nicméné piinesl novy problém, ¢imZ byl nedostatek tél urc¢enych pro vyzkum. To vedlo
ke vzniku anatomickych Skol a zaroven ke zvySené poptavce po mrtvych télech, pficemz

legalni cesty jejich ziskavani byly stdle omezené [8§].

Kdyz bychom shrnuli zminéné informace, tak by se dalo fici, Ze forenzni véda je
aplikace védeckych poznatki v ramci prava. Testuje fyzikdlni a biologické dikazy.
Objektivné posuzuje, co se stalo a urcuje ¢as a misto daného ¢inu. Zjistuje, kdo se na ném
podilel. V tomto spojeni hraji klicovou roli védecké metody forenznich véd, protoze mohou

pfinést informace, které jsou presnéjsi a mnohdy i spolehlivéjsi nez vypovédi ocitych svédkil,

nebo dokonce 1 ptiznani [9].

Je také dulezité zminit, ze existuje n€kolik typl trestnych €ind, které jsou provérovany
forenznimi védami. Diky nim se ziskaji usvédcujici dikazy proti pachateli. Mezi ty
nejvyznamnéjsi patii vrazda, znasilnéni, loupeZ nebo napadeni. V ramci téchto ¢inli se
vyuzivaji rizné techniky laboratorniho vySetfovani, jako jsou analyza otisku prstl, stopova

analyza nebo DNA analyza. Jako pifiklad mlZeme vyuzit pohled organizace
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RAND Forensic Survey. Ta prednesla studii, ktera fes$i procentualni zastoupeni laboratofi

provadéjici testy ziskanych stop z rznych trestnych udélosti [9].

Tabulka 1: Procenta laboratofi provadéjici analyzu ziskanych stop [9]

ZloCin Analyza otiskl prstii | Analyza stop | DNA analyza Balistika
Vrazda 89 % 73 % 78 % 86 %
Napadeni 78 % 53 % 49 % 79 %
Znasilnéni 86 % 64 % 63 % 78 %
Ujeti z mista nehody 83 % 53 % 50 % 56 %
Vloupani 71 % 44 % 40 % 73 %
Kradez auta 76 % 47 % 46 % 68 %

RAND Forensic Survey také poukazuje na to, jak se rozdéluji dikazy piijaté laboratofemi.
Hodnoty v tabulce €. 2 nam ukazuji procentudlni podily jednotlivych analyz na celkovém

poctu vsech testl, které provedly tazané laboratote [9].

Tabulka 2: Procenta analyz na celkovy pocet testl tazanych laboratofi [9]

Typ dikazu Procenta z provedenych testl
Drogy 53,57 %
Otisky prsti 15,70 %
Alkohol v krvi 10,74 %
Toxikologie 6,88 %
Zbrang, nastroje, stopy atd. 451 %
Forenzni biologie 3,19%
DNA 2,19 %
Analyza stop 1,59 %
Zkoumané dokumenty (pad€lani) 1,09 %
Stopy po pozaru 0,47 %
Duikazy kybernetické kriminality 0,07 %
Zbytky vybusnin 0,03 %

Kriminalni neboli forenzni laboratofe vyuZzivaji technologii, a to zejména analytickych
ptistroji. Pro analyzu drog nebo stopovou analyzu se vyuzivd Ramanova spektormetru.

ICP-MS je metoda, ktera se pouziva pro zkoumani skla nebo GSR vzorkd. V piipadé
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toxikologie se vyuziva tieba extrakce pevnou fazi (SPE), ktera v kriminalistické oblasti slouzi
pfedevsim k analyze drog, jedl a jinych chemickych latek ziskanych z rtiznych typt vzork,
jako jsou krev, moc¢, vlasy nebo piida. V piipadé alkoholu tato metoda slouzi spise k ptipraveé
vzorku, pokud je potieba odstranit necCistoty. Hlavni metody analyzy alkoholu jsou pak
naptiklad GC FID (plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem) nebo
vyuziti enzymatickych metod. Dal$im ptikladem mohou byt ELISA testy. Tato metoda se
pouziva pro rychlou detekci specifickych latek, jakou jsou opét drogy a jejich metabolity, dale
pak biologické stopy, infekéni agens v biologickych vzorcich, coz je hojn¢ vyuzivano
v moderni kriminalistice. Funguje na principu imunologické interakce antigenu (latka, kterou
chceme urcit) a protilatky (specificky protein, ktery s timto antigenem reaguje). Biologické
stopy, jako je krev, sperma nebo mo¢ se dale mohou dokazovat diky fluorescenénim

technikam [9].

2.1 Forenzni medicina

Forenzni medicina, jako termin si mizeme vysvétlit tak, ze se jednd o 2 specializace,
ato ,,soudni Iékafstvi“ a ,,forenzni toxikologie“. Je to tedy soubor lékatrskych véd, ktery se
zabyva aplikaci 1€katskych znalosti pfi uplatiovani prava a vySetfovani trestné c¢innosti.
V ptipadé klinické toxikologie 1ékati diagnostikuji a 1é¢i piipady otravy s cilem zachranit
pacientlv Zivot, zatimco ve forenzni toxikologii se 1€kafi zabyvaji pravnimi aspekty otravy.
Zde mizeme zahrnout naptiklad uchovavani vzork, jako jsou zvratky nebo zalude¢ni obsah
ziskany po Zalude¢nim vyplachu. Tyto vzorky jsou nasledné odesilany do forenzni védeckeé
laboratote k chemické analyze. Dale se pfipravuji zpravy o umrti, podavaji se odborné nazory,
vydavaji se umrtni listy a nasledné se téla zasilaji na pitvu. Vnitinosti jsou odesilany do
laboratofe na analyzu a po jejim vyhodnoceni poskytuje forenzni toxikolog dal§i odborny
nazor. Naopak klinickd forenzni medicina se zaméfuje na vySetfovani zivych jedincli pro
pravni Ucely, napfiklad sestavovani zprav o zranénich, posuzovani sexudlniho napadeni,
odhadu véku, posuzovani schopnosti vykonani pohlavniho styku (potence), stanoveni opilosti
a dalSich. Odbornik v této oblasti je oznacovan jako forenzni I€kaf. V souvislosti
legélni pitvu, coz je pohiebni vySetteni v piipadé nahlych, neo¢ekavanych nebo nasilnych
umrti. Cilem je zjistit pfi¢inu smrti. Odbornik je oznacovan jako forenzni patolog. Mezi dalsi
obory, které jsou spojené s forenzni medicinou, patii forenzni psychiatrie, forenzni balistika,
forenzni radiologie, forenzni tafonomie, forenzni entomologie, forenzni antropologie,

forenzni stomatologie a osteologie [8,10].
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2.1.1 Historie forenzni mediciny

Nejdiilezitéjsi jména, kterd rezonuji v souvislosti s forenzni medicinou, jsou:

1. Imhotep (2980-2900 pi.n.l.) je povazovan za prvniho pravné medicinského experta,

byl také hlavnim soudcem a lékafem faraona Zostera, krale Egypta.

2. Hippokrates (460-377 pt.n.l.) byl otcem zapadni mediciny. Jako prvni sepsal kodex
1€katské etiky.

3. Manu (10 pi.n.l.) napsal Manusmriti, tzv zdkon Manu. Je to nejstarSi zndmy soubor
medicinsko pravniho charakteru pochéazejici z Indie. Manu byl také prvnim

zakonodarcem této zemé, ktery stanovil zakony pro rizné delikty.

4. Orfila (1787-1853) je povazovan za zakladatele moderni toxikologie. Zavedl piesné
chemické metody tohoto oboru [8,10].

5. Kautilya (4. stoleti pt.n.l.), znamy také jako Chanakya, byl indicky filosof, ktery
napsal Arthashastru, v niz se zminil o regulaci lékatské praxe, legdlnich pitvach

a toxikologii.
Dale mezi nejvyznamnéjsi patology patii:

— Ludwig Casper (1796-1864) — byl némecky lékat, pisobil na berlinské univerzité
avroce 1858 formuloval tzv. ,,Casperovo pravidlo®, které stanovuje pomé&r rychlosti

rozkladu t¢la ve vzduchu, ve vod¢ a v zemi.

— Bernard Spilsbury (1877-1947) — byl britsky patolog, ktery se proslavil jako soudni
znalec v fadé¢ znamych piipadi jako tfeba v procesu s Hawley Crippenem
atzv. ,nevéstami ve van¢“. Je povazovan za zakladatele moderni patologie ve Velké
Britanii.

— Sydney Smith (1883-1969) — novozélandsky lékar, ktery se stal profesorem forenzni
mediciny na Univerzit¢ v Edinburghu. Vyznamné pfispél k rozvoji balistické
expertizy a forenzni toxikologie. Je autorem ucebnice Textbook of Forensic Medicine

a autobiografie Mostly Murder.

— Keith Simpson (1907-1985) — britsky forenzni patolog, ktery ptsobil na Guy's
Hospital v Londyné a byl prvnim oficialné uznanym soudnim patologem v Londyné.

Byl také prikopnikem forenzni stomatologie.
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— Cyril Wecht (1931-2024) — je znamy svou kritikou zavéri komise tykajicich se

atentatu na Johna F. Kennedyho.

— Henry Lee (1938-doposud) — napsal 30 knih tykajicich se DNA, otiski prsti,
vySetfovani mista ¢inu a stopovych diikazii. V roce 1998 také zalozil instituci zvanou
»Institute of Forensic Science®, kterd se nachdzi v kampusu newhavenské univerzity

v Conecticutu v USA.

— Burkhard Madea (1957-doposud) — odhadl ¢as smrti, provadél postmortalni biochemii

a toxikologii. Publikoval mnoho knih a védeckych praci [8,10].

2.1.2 Jak vypada klasicky priibéh vySetfovani ve spojeni s forenzni medicinou

K lepSimu pochopeni fungovani procesli ve spojeni s forenzni medicinou je dobré si
provedené ukony vysvétlit na ukdzkovém ptikladu postupt kriminalistii a forenznich 1¢kait
pii spachani trestného ¢inu. Osoba spacha néjaky trestny ¢in, napiiklad zptisobi zranéni jiné
osob¢. Misto, kde byl tento ¢in vykonan, se nazyva misto ¢inu. A v tento moment nastavaji
dvé moznosti. Zaprvé, pokud ranéna osoba zemfe, je policii jeji télo odeslano do marnice, kde
I€kat provede pitvu. Po dikladném vySetfeni se shromazdi fyzické dikazy, které¢ souviseji
S trestnym C¢inem a jsou pieddny forenzni laboratofi. I kdyz 1ékat miize poskytnout ve své
pitevni zpravé predbézny nazor, konecny zavér bude uveden az po obdrzeni vysledku
z forenzni laboratofe. Za druhé, pokud zranéna osoba prezije, je transportovana do
nemocnice, kde ji lékat vysetii a piipadné poskytne potiebnou 1écbu. Po dokonceni vySetieni
pfipravi zpravu o stavu pacienta v navaznosti na pravni stranku véci. Déle jsou shroméazdény
dikazy souvisejici s trestnym ¢inem a ty jsou pak predany jak forenzni, tak klinické
laboratofi. Zpravy z téchto laboratoii jsou poté ptredlozeny policii a nasledné¢ soudu.
V probihajicim soudnim fizeni poté policie pfivede zat¢eného a dochazi k tzv. pravnimu boji
mezi obzalobou a obhajobou. Lékat je Casto pfedvolan k soudu jako odborny svédek.
Na zaklad¢é vsech ziskanych dikaz a odbornych stanovisek lékaie soud rozhoduje o trestu
pro obzalovaného [8,15]. V nasledujicim schématu je jasn¢ vidét tento postup pii vySetfovani

trestného ¢inu v navaznosti na Ceskou Republiku.
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1. Oznameni trestného ¢inu
N2
2. Provérovani (pFipravné fizeni)
- Shromazdovani dikazd
- Zjisténi, zda byl spachén trestny ¢in
N
3. Zahdjeni trestniho stihani
- Formalni obvinéni konkrétni osoby
N2
4. Vysetfovani
- Podrobné shromazdovani diikazl
- Vyslechy svédkl a obvinéného
- Zajisténi stop a expertiz
N2
5. Ukonceni vysetfovani
- Seznameni obvinéného a obhdjce se spisem
- MozZnost navrhnout doplnéni vySetfovani
N2
6. Podani obZaloby statnim zastupcem
N2
7. Pfedbézné projednani obzZaloby (neni povinné)
- Posouzeni, zda je obZaloba dostate¢né odivodnéna
N2
8. Hlavni liceni
- Verejné soudni jednani
- Provadéni dlikazl
- Rozhodnuti o viné a trestu
N2
9. Opravné fizeni
- Odvolani, dovolani, obnova fizeni
N
10. Vykonavaci fizeni

- Vykon uloZeného trestu nebo ochranného opatreni

Obrazek 1: Klasicky prabeh vySetfovani a dokazovani trestného ¢inu a nasledné zakonceni
soudnim fizenim podle PCR [47].
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2.2 Forenzni genetika

Forenzni genetika, t€Z oznaCovéana jako forenzni DNA analyza, je oblast, kterd
vyuzivd znalosti z oborG molekuldrni biologie, populacni genetiky, statistiky
a bioinformatiky. Stala se dulezitou soucasti forenznich védeckych disciplin [6,11]. Diky ni
doslo k rozvoji a zavedeni DNA analyz v kriminalistice. Tyto pokroky ud¢laly z forenzni
genetiky nejlépe pochopenou oblast mezi forenznimi védami. Forenzni analyza lidskych
vzorkll je nejbéznéjSim zplusobem, jak se vysledky molekularniho typovani vyuzivaji pii
soudnich fizenich po celém svété. Tyto analyzy obvykle fesi otdzky spojené s krvi nebo
jinymi télesnymi tkanémi a urCovanim piibuznosti v riznych typech pravnich sporti. Protoze
genotypy vétSiny eukaryotickych organismi, vcetné lidi, maji stabilni strukturu, neni
ptekvapujici, Ze molekularni forenzika se zaméfuje predevSim na stanoveni

pravdépodobnosti, ze dva vzorky skute¢né pochazeji od stejné osoby [11].

2.2.1 Historie forenzni genetiky

Vyvoj metod forenzni genetiky a pfimého testovani DNA za uclelem forenzni
identifikace zacal v roce 1984. DNA analyzu poprvé vyuzil prof. Alec Jeffreys, ktery dokazal
vinu pachatele v anglickém Leicestershire, kde byly znasilnény a zavrazdény dvé divky. Tyto
genotypizacni metody timto vstoupily na scénu forenznich technik [12,13]. Diky své silné
rozliSovaci schopnosti, srovnatelné s daktyloskopii, dostaly ptirovnani ,,DNA otisky prsta“.
Nicméné toto pojmenovani bylo dosti zavadéjici, proto se pieslo k pifesnéjSimu nazvu

a to ,,profilovani DNA*. DNA ma4 totiZ oproti jinym markantim n¢kolik dalSich vyhod:
— je pfitomna v kazd¢ lidské bunce
— v prubchu Zivota se neméni
— umoziuje urcit pfibuznost
— da se zjistit 1 z mikrostop a stop latentnich
— jeji falSovani vyZaduje expertni znalosti a vybaveni
— existuji sdilené databaze DNA profilt zlo¢inci [14].

2.2.2 NejvyznamnéjSi aplikace forenzni genetiky
Forenzni genetika ma né&kolik klicovych aplikaci, mezi které patii: pfedevSim vyuZziti
v kriminalistice, identifikace osob a urceni biologické ptibuznosti mezi jedinci. Tyto oblasti

se samoziejme Casto prolinaji.
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Co se tyka kriminalistické genetiky, tak zde se zaméfujeme na analyzu genetickych
informaci ziskanych z biologickych stop, jako jsou vzorky DNA, a na porovnavani téchto
vzorkl s idaji o0 osobach. Tento typ zkoumani se pouziva predevsim pfi vySetfovani trestnych
¢inll nebo jinych udalosti, které maji kriminalisticky vyznam. Hlavnim cilem je obvykle

zjistit, kdo je ptivodcem konkrétni biologické stopy.

Dalsim druhem vyuzivané metody je identifikacni genetika, kterd se vénuje urCovani
totoznosti osob, a to jak zivych, naptiklad v imigrac¢nich procesech, tak 1 mrtvych, naptiklad
pti identifikaci obéti nehod, katastrof nebo tieba valecnych konfliktl. V tomto ptipadé se

Casto pracuje s neznamymi tély.

V neposledni fad¢ se genetika vyuziva v posuzovani biologické ptibuznosti a zaméfuje
se na urceni genetickych vztahti mezi jedinci. Nejvyznamnéjsi aplikaci je paternitni testovani,
tedy urceni otcovstvi. Forenzni genetika se také pouziva k posuzovani dalSich ptibuzenskych

vztahil, a to v ramci dédickych fizeni nebo genealogickych vyzkum [6].
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3 Biologicky material a biologicka stopa

Biologicky material oznacuje vesSkeré latky, které jsou soucasti nebo produktem
zivého organismu. Takovyto materidl mize mit nespocet podob a miize pochazet z riznych
¢asti organismu nebo jejich ¢innosti. Neni omezen pouze na télesné vzorky, jako je krev nebo
vlasy. Mtize to byt naptiklad i suSena bylinna smés nebo tfeba prazdna kukla motyla, ktera je
produktem Zzivotniho cyklu hmyzu. Stejné tak se mize jednat o ohryzek jablka, ktery nesl
genetické stopy jedince, ktery ho konzumoval. Mezi dal$i a zarovenn i nejvyznamnéjsi
ptiklady patfi mo¢ nebo krev, kterd muze ulpét tfeba na ndplasti. Mlze to byt i zkumavka
obsahujici virus Eboly, coz je materidl infek¢niho ptivodu. Tato rozmanitost ukazuje, jak
Siroce miiZze pojem ,,biologicky material* zahrnovat riizné objekty a vzorky, kter¢ mohou byt

pouzity pro védecké analyzy [6,15,16].

Biologické materidly, které jsou zajistény na misté ¢inu a jsou podrobeny forenznimu
zkoumani, jsou obecné oznacovany jako biologické stopy. Mezi tyto stopy patii hlavné krev,
vlasy, sliny, spermie, klize, mo¢ a dokonce i rizné¢ bunééné zbytky. Jsou nejvyznamnéjSimi
prostiedky, jak bychom se mohli dostat k informacim o identit¢ pachatele anebo se dozveédéli
o zpusobu, jakym byl trestny ¢in spachdn. Biologické dikazy tedy umoziiuji propojeni

jednotlivce s mistem ¢inu ¢i obéti [15,17].

V kontextu forenzni védy se soustiedime na aspekty, které nam pomahaji pfi
vySetiovani. Mezi né€ patii zejména tkanovy ptivod, druhovy ptvod a identifikace konkrétniho

ptuvodce biologického materialu.
a) Tkanovy puvod

Jednim z prvnich krokt pii analyze biologickych stop je urCeni, z jaké tkané material
pochézi. Mohou to byt naptiklad tkdné epitelové, svalové, nervové nebo specifické tekutiny.
Kazda tkan ma jedine¢nou strukturu a sloZeni, coZ forenznim odbornikiim umoznuje urcit,
z jaké casti téla je. Analyza tkanového plivodu mize vyrazné ovlivnit interpretaci dikazi pfi

vysetfovani.
b) Druhovy pivod

Dal$im dilezitym krokem je urceni, z jakého druhu organismu biologicky material
pochézi. U materialii nalezenych na misté¢ ¢inu se urcuje, zda stopa prameni od Clovéka,

zvitete nebo jiného organismu. Tento faktor pomahad vyloucit neZadouci organismy,
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atim padem se soustfedit na relevantni druhy souvisejici s vySetfovanim. Pro stanoveni

druhového ptivodu se Casto vyuzivaji metody molekularni biologie.
c) Identifikace ptivodce

Konecnym cilem vétSiny forenznich analyz je identifikace konkrétniho ptvodce
daného biologického materialu. NejCastéji se vyuziva analyza DNA, kterd je unikatni pro
kazdého jedince (s vyjimkou jednovajecnych dvojcat). Srovnani DNA z nalezené stopy
s databdzemi nebo s DNA podezielych osob lze jednoznac¢né urcit, kdo byl ptvodcem.
V piipadé zvifeciho materidlu se muze provadét analyza specifickych proteini nebo

genetickych marker daného druhu [6,16,18].

3.1 Jak se stopy vyhledavaji?
Aby mohla stopa poslouzit jako ditkaz, je tfeba ji nejprve najit. Vyhledavani stop se
obvykle déli do nékolika kategorii, které se 1iSi svou viditelnosti a metodami potfebnymi pro

jejich odhaleni.
a) Markantni stopy, viditelné okem

Prvni z kategorii zahrnuje stopy, které jsou vyrazné, a tudiZz je neni mozZné
prehlédnout. Patii sem napfiklad tratolisté krve, které jsou na mistech, kde doslo k nasili nebo
jinému zranéni. Krome¢ krve Ize mluvit i o skvrnach spermatu, které miizeme nalézt na odévu
nebo loznim pradle. Mimo jiné se sem daji zahrnout i zvifeci vykaly. Tyto stopy jsou snadno
zjistitelné 1 laikem a jejich odbér necini zddné komplikace. V praxi je takova stopa okamzité

zfejma a lze ji rychle zajistit pro dalsi analyzu.
b) Stopy viditelné okem pii podrobném ohledani

Do této kategorie patii mensi biologické stopy, které i presto, Ze jsou okem viditelné,
vyzaduji dikladné prozkoumani mista ¢inu. Miize se jednat o krevni kapky, které mohou byt
rozptylené po okoli nebo o otéry na povrSich, kde doslo ke kontaktu. Spadaji sem rovnéz

zaschlé nosni sekrety, vlasy, anebo stopy slin naptiklad na sklenickéch ¢i jinych nddobéch.
c) Stopy okem neviditelné, detekované zvlastnimi testy

Tteti kategorie zahrnuje stopy, které jsou pfili§ malé nebo skryté natolik, aby je lidské
oko zaregistrovalo. Tyto stopy se daji odhalit pomoci specialnich pomiicek a technik. Jednim
z ptikladli jsou monochromatické forenzni svételné zdroje, casto oznacované jako ,,forenzni

baterky“. VyuZzivaji specifické vlnové délky svétla ke zviditelnéni urcitého biologického
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materialu, jako je krev, spermie nebo jiné organické stopy. Dalsi bézné pouzivané techniky
zahrnuji chemické reakce s latkami, které mohou zptlisobit svétélkovani pii kontaktu
s materidlem. Piikladem takovych latek je aplikace Luminolu nebo Fastblue, které pomahaji

detekovat i velmi zfedéné stopy.
d) Stopy zcela latentni

Latentni stopy jsou ty, které nejsou viditelné ani pti uplatnéni béznych forenznich
technik. Casto se jednd o otisky prstd, které mohou byt piitomné na hladkych povrsich,
ale nejsou viditelné bez pouziti specialnich praskd, plyni nebo chemickych latek. Detekce

latentnich stop vyzaduje pokrocilé technologické vybaveni a odborné znalosti [19,20].

3.2 Krev

Zivotné dilezitou tekutinou je krev, ktera cirkuluje v krevnim ob&hu a plni fadu
dalezitych funkci v lidském organismu. Je to komplexni smés, ktera se sklada z tekuté casti,
znamé jako plazma a pevnych slozek, mezi né€z patii Cervené krvinky (erytrocyty), bilé
krvinky (leukocyty) a krevni desti¢ky (trombocyty). Tyto slozky spolupracuji, aby udrzely
homeostazu téla, poskytovaly ochranu proti infekcim a podilely se na srazeni krve, coz
zabranuje nadmérnému krvaceni pifi poranéni. V téle plni krev nékolik funkci. Jednou z nich
je funkce transportni, ktera zahrnuje pienos kysliku, zivin a hormonti do bun¢k a odpadnich
latek, jako je oxid uhli€ity, z bun¢k do vyluc¢ovacich organti. Déle udrzuje regulaci télesné
teploty a taky konstantni pH [21]. Dospély €lovék ma v téle ptiblizné pét litrti krve, ktera tvori
7-8 % télesné hmotnosti. Priblizné 2,75 az 3 litry krve tvoii plazma a zbytek je bunécna ¢ast
[62].

Slozky krve:

Bunéénd cast krve obsahuje cervené krvinky (erytrocyty, RBC), bilé krvinky
(leukocyty, WBC) a krevni desticky (trombocyty). Erytrocyty zajist'uji transport kysliku z plic
do tkéni, leukocyty hraji klicovou roli v imunitni obrané organismu a trombocyty se podileji

na srazeni krve. VSechny tyto krevni elementy vznikaji v kostni dfeni [62].

V détském veéku se krvetvorba odehrava ve vétSing€ kosti. S pfibyvajicim vékem se
vSak tento proces omezuje na urcité oblasti, zejména na obratle, hrudni kost, Zebra, panev
a nékteré ¢asti dlouhych kosti hornich a dolnich koncetin. Kostni dfen aktivné zapojena do
tvorby krevnich bunék se oznacuje jako Cervena dien, zatimco neaktivni dfeil se nazyva zluta

kostni dfeii. Hematopoéza, neboli tvorba krve, zacina u pluripotentnich hematopoetickych
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kmenovych bunék. Tyto buiikky maji schopnost se dé¢lit a diferencovat na vsechny typy
krevnich bunék. Z téchto univerzalnich kmenovych bunék poté vznikaji tzv. angazované

kmenové bunky, které jsou jiz specializované pro vznik konkrétnich bunécnych linii [62].
a) Erytrocyty

Cervené krvinky jsou nejpoéetnéjsim typem bundk. Davaji krvi jeji charakteristickou
cervenou barvu a tvofi pfiblizné 40-45 % objemu krve, coz se da odborné vyjadfit pojmem
hematokrit (pomér objemu Cervenych krvinek k celkovému objemu krve). Primérny pocet
erytrocytll €ini piiblizné¢ 5,2 milionu bun€k na mikrolitr krve u muzt a 4,6 milionu u zen.
Erytrocyty maji typicky bikonkavni tvar (dvojduty disk), ktery jim umozZiiuje snadné
prochdzeni i velmi tizkymi kapildrami bez poskozeni. Zralé¢ cervené krvinky neobsahuji jadro,
které je v prubéhu vyvoje vytlaceno z bunky. Jejich hlavni funkei je pfenos kysliku z plic do
tkani a zaroveit odvodu oxidu uhli¢ité¢ho zpét do plic. K ptenosu kysliku slouzi molekula
hemoglobinu (Eervené krevni barvivo), ktera je pfitomna v kazdém erytrocytu. Hemoglobin
tvoii pfiblizné 33 % hmotnosti erytrocytu. Kromé transportu kysliku se erytrocyty podileji na
odstranovani oxidu uhli¢itého (CO3), ktery vznika jako vedlejsi produkt metabolismu bunék.
Ten se v kapilarach dostava do krve a je ptivadén zpét do plic. Enzym karbonickd anhydraza,
pfitomny v erytrocytech, urychluje pteménu CO2 a H20 na kyselinu uhli¢itou (H2COs3), ktera

se dale disociuje na vodikové (H") a hydrogenuhli¢itanové ionty (HCO3z).
CO2 + H20 — H2CO3 — H* + HCOg3"

Hydrogenuhlicitanové ionty prechazeji do krevni plazmy, zatimco vodikové ionty se vaZou na
hemoglobin. Timto zplisobem je odstranéno ptiblizne 70 % oxidu uhli¢itého. Asi 7 % CO- se
rozpousti voln€ v plazmé a zbyvajicich 23 % se vaze pfimo na hemoglobin. V jedné z fazi
vyvoje cervenych krvinek vznikd tzv. retikulocyt, ktery jeSt€ obsahuje zbytky bunécnych
organel. Po jejich ztraté¢ vznika zraly erytrocyt. Primérnd Zivotnost erytrocytu v krevnim
ob¢hu je priblizn€ 120 dni. Odumfely erytrocyt je poté odstrafiovan makrofagy piredevsim ve
slezing a jatrech. Tvorba erytrocytl je fizena hormonem erytropoetinem, jehoz produkce se
zvySuje v reakci na nizkou hladinu kysliku v téle, naptiklad pfi plicnich onemocnénich nebo
anémii (chudokrevnost). Erytropoetin stimuluje ¢ervenou kostni dien k urychlené tvorbé
a zrani novych erytrocytii. AZ 90 % erytropoetinu se tvoii v ledvinach. Pfi selhdni ledvin nebo
po jejich odstranéni dochazi Casto k rozvoji anémie, pravé kvili jeho nedostatku. Pro
spravnou tvorbu erytrocyti jsou nezbytné i dalsi latky, ptredev§im Zelezo, vitamin B12

a kyselina listova [62].
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b) Leukocyty

Bil¢ krvinky (leukocyty, WBC) ptedstavuji klicovou soucast imunitniho systému
a hraji zasadni roli v obran¢ organismu proti infekcim. Cirkuluji krevnim obéhem, aby mohly
byt rychle dopraveny do mista, kde dochézi k infekci nebo poskozeni tkan€. V krvi zdravého
dospé€lého cloveéka se bézné nachazi priblizné 4 000 az 10 000 leukocytl na mikrolitr krve.
Zvyseny pocet bilych krvinek v krvi obvykle signalizuje pfitomnost infekce v organismu.
Mezi hlavni typy bilych krvinek patii naptiklad neutrofily, eozinofily, bazofily, monocyty
nebo lymfocyty. Leukocyty se déli podle pfitomnosti jadra na granulocyty (neutrofily,
eozinofily, bazofily) a agranulocyty (monocyty, lymfocyty). Granulocyty tedy obsahuji ve své
cytoplazmé granule naplnénd travicimi enzymy. Barva téchto granuli je odliSna podle typu
buiikky. Bazofily maji fialova granula, eozinofily cerveno-hnéda a neutrofily maji granula
slabé rtzovo-modra. Po uvolnéni do krevniho ob&hu granulocyty ptezivaji pramérné
4-8 hodin. Poté migruji do tkéni, kde setrvavaji pfiblizn¢ 4-5 dni. Pti zavazné infekci se tyto

doby casto vyrazné zkracuji [62].

Neutrofily jsou hlavni slozkou imunitni odpovédi proti bakteridlnim infekcim. Jejich
funkei je fagocytdza, coz je aktivni pohlcovani a traveni bakterii. Jedna neutrofilni buika
muze pohltit 5-20 bakterii. Neutrofily maji typicky vice lalo¢né jadro, diky c¢emuz jsou
znamé také jako polymorfonukledrni leukocyty (PMN). Nezralé neutrofily, tzv. ,,bandy*

se objevuji v krevnim obéhu zejména pti akutnich bakterialnich infekcich [62].

Eozinofily se podileji pfedev§im na likvidaci parazith a rovnéz hraji roli pii
alergickych reakcich. Na druhou stranu pomahaji regulovat aktivitu Zirnych bunék a bazofilt

(uklidituji imunitni rakci) [62].

Bazofily jsou znamé svou Ucasti pii alergickych a zanétlivych reakcich. Uvoliuji
napiiklad histamin, ktery zvySuje propustnost kapilar a heparin, jenz zabranuje sraZeni krve

v mist¢ infekce, aby se ostatni bil¢ krvinky mohly snadnéji dostat k ohnisku infekce [62].

Monocyty po opusténi krevniho obéhu migruji do tkéni, kde se zvétSuji a diferencuji
v makrofagy, tedy builky schopné fagocytdzy. Kromé obrany proti infekcim se podileji na
odstraniovani starych, poskozenych nebo odumielych bunék. Vyskytuji se ve tkanich po celém
téle, naptiklad v jatrech, sleziné, plicich, lymfatickych uzlinach, kiizi a sttevech. Cely tento
rozptyleny systém makrofagli se oznacuje jako retikuloendotelidlni systém. Monocyty

cirkuluji v krvi 10-20 hodin, poté vstupuji do tkani, kde mohou ptezivat mésice az roky [62].
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Neutrofily i monocyty vyuzivaji rizné mechanismy, jak pronikat k infikovanym
mistim a likvidovat patogeny. Uméji prochazet sténami cév diky procesu zvanému
diapedéza. Pohybuji se ameboidnim pohybem a reaguji na chemické signaly, tuto schopnost

oznacujeme jako chemotaxe [62].

Lymfocyty jsou klicové bunky specifické imunity, které hraji zasadni roli v obrané
organismu proti patogenim a v udrzovani imunologické paméti. Tvofi ptiblizné 20-40 %
vSech leukocytt v periferni krvi a déli se na tfi hlavni typy: B-lymfocyty, T-lymfocyty
a NK buniky. B-lymfocyty produkuji protilatky (imunoglobuliny), které neutralizuji antigeny.
T-lymfocyty vznikaji v kostni dfeni, ale dozravaji v brzliku a opét jsou velmi dilezité
v bun&¢né imunité. DEli se na CD8*, které ni¢i bufiky infikované viry nebo nadorové bunky
prostfednictvim apoptdzy (programovana bunééna smrt). CD4" produkuji cytokiny, které
aktivuji dal$i imunitni bunky, jako B-lymfocyty a makrofagy, a reguluji imunitni odpovéd'.
A regulac¢ni T-lymfocyty, které udrzuji imunitni toleranci a zabrafuji autoimunitnim reakcim.
NK buiiky, neboli tzv. ,Natural Killers* patfi k builkdm vrozené imunity. Jsou schopny
rozpoznat a zni¢it nddorové nebo virem infikované buiiky, a to bez ptfedchozi znalosti

konkrétniho antigenu [62].
¢) Trombocyty

Krevni desticky jsou bunécné fragmenty, které jsou dulezité pii srazeni krve.
Jejich hlavni funkci je tvorba tzv. destickové zatky v misté poranéni, ¢imz napomahaji
zastaveni krvaceni. Spolecné s plazmatickymi srdZzecimi faktory se podileji na komplexnim
procesu homeostazy. Kromé samotného vytvareni zatky také podporuji dal§i mechanismy,
které stabilizuji a posiluji vznikajici krevni srazeninu. V jednom mikrolitru krve se bézné
nachazi ptiblizn€ 150 000 az 400 000 trombocytii. Trombocyty vznikaji v kostni dfeni z velmi
velkych bun¢k zvanych megakaryocyty, které se rozpadaji na menSi fragmenty.
Tyto fragmenty tvoii samotné krevni desticky. Trombocyty neobsahuji bunécné jadro
a nejsou schopné déleni. Nové desticky vznikaji vzdy rozpadem dalSich megakaryocyta podle
potieby organismu. Priimérnd zivotnost trombocytil v krevnim obéhu ¢ini ptiblizn€ 10 dni.

Trombocyty obsahuji fadu chemickych latek, které jsou dilezité pro srazeni krve:
— aktin a myozin: bilkoviny umozZiujici smrsténi desti¢ek
— latky iniciujici sraZeni: spoustéji samotny proces koagulace

— chemotaktické latky: pfitahuji dalsi krevni destiCky na misto poranéni
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— regeneracni faktory: stimuluji obnovu poskozenych cév
— stabilizujici latky: pomahaji upevnit vytvoienou krevni srazeninu [62].
d) Plazma

Plazma je Ccira, svétle nazloutld tekutina, ktera tvofi tekutou slozku krve.
Po konzumaci velmi tu¢ného jidla nebo pfi zvySené hladiné lipidd v krvi mize plazma
docasné ziskat mlécny vzhled. Piiblizn€ 90 % objemu plazmy tvoii voda. Zbyvajicich 10 %
tvofi rizné rozpusténé latky, které jsou nezbytné pro zivot a cirkuluji krevnim ob¢hem.
Tyto latky difunduji z mist s vyssi koncentraci do mist s nizsi koncentraci, naptiklad z plazmy
do bunék. Stejnym principem se naopak do krevniho ob&hu dostavaji odpadni latky,
které builkky vylucuji a jsou nasledné¢ odstranovany zejména ledvinami a plicemi.

Pohyb tekutin mezi cévnim fecistém a okolnimi tkanémi je fizen dvéma tlaky:
— Hydrostatickym tlakem: tlakem krve, ktery vytlacuje tekutinu z cév.

— Onkotickym tlakem: tlakem, ktery vznika diky bilkovindm rozpuSténym v plazmé

a ma tendenci udrzovat tekutinu uvniti cév [62].

Bilkoviny, které tvofi vyznamnou cast rozpusténych latek v plazmé. Maji velké
molekuly, které jen obtizné prochazeji sténami kapilar. Diky tomu zistavaji pfevazné
v cévach a vytvafeji onkoticky tlak, jenZ napomdhad udrzeni stabilniho objemu krve.
Koncentrace bilkovin v plazmé se pohybuje mezi 65-85 g/l. Mezi hlavni plazmatické

bilkoviny patfi:
— Albumin (cca 60 %): udrzuje onkoticky tlak a pfenasi rizné latky.

— Globuliny (alfa-1, alfa-2, beta, gama = imunoglobuliny): podili se na imunité

a transportu.
— Srazlivé bilkoviny, ptfedevsim fibrinogen: nezbytné pro zastavu krvaceni.

Tyto bilkoviny kromé transportni funkce zajiStuji 1 udrZzovani acidobazické rovnovahy,
ucastni se imunitnich procesti, napomahaji sraZeni krve a slouzi jako enzymy v mnoha

biochemickych reakcich v téle [62].

Dalsi dtlezitou skupinu latek rozpusténych v plazmé tvoii elektrolyty, a to zejména

sodik Na*, draslik K*, chlorid CI', hydrogenuhli¢itan HCO3", vapnik Ca®" a hoi¢ik Mg?*.
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Tyto ionty jsou nezbytné pro Siroké spektrum teélesnych funkci, v€etné udrzovani rovnovahy

tekutin, nervového vedeni, svalové kontrakce (véetné srde¢niho svalu), koagulace a pH [62].

Plazma dale obsahuje i sacharidy, naptiklad glukozu, cholesterol, hormony, vitaminy
a dalsi biologicky aktivni latky. Cholesterol se v plazm¢ transportuje navdzany na

lipoproteiny, a to hlavn¢:
— LDL.: lipoproteiny s nizkou hustotou
— HDL.: lipoproteiny s vysokou hustotou.

Pokud je krev odebrana do zkumavky a ponechdna ke srazeni, nasledné stocena na
centrifuze, tak je nazyvédna sérem. Rozdil mezi plazmou a sérem je pravé v piitomnosti
fibrinogenu v plazmé a také v postupu pfipravy. Sérum, jak jiz bylo zminéno, vznika ze
srazené krve a neobsahuje srazeci faktory. Na dn¢ odbérové zkumavky pak vznika krevni
kola¢. Naopak plazma vznikd z nesrazené krve a obsahuje srazeci faktory (fibrinogen), dale
mohou byt v odbérové zkumavce ptitomny antikoagulacni latky, jako jsou heparin, citrat

sodny nebo EDTA, kter¢ brani srazeni [62].

3.2.1 Krev jako identifika¢ni nastroj

Krev je zdrojem DNA, kterd se stava klicovym nastrojem pro kriminalisty pii
vySetfovani riiznych typi trestné ¢innosti. DNA je unikatni pro kazdou osobu, a to 1 v pfipad¢,
Ze nejsou pritomny piimé dikazy, jako je zbran nebo osobni pfedméty pachatele. V takovych
situacich mohou byt krevni vzorky pouZity k vytvoreni genetického profilu, ktery se nasledné
porovnava s databdzemi DNA, napiiklad s Narodni databazi DNA (CODIS) v USA. Muze
dojit k identifikaci pachatele, k propojeni podezielého s konkrétnim mistem ¢inu nebo

k rekonstrukci trestného ¢inu [17,22].

Pokud je na misté ¢inu zanechdna krev, analyza je provedena i v ptipad¢, Ze vzorek je
velmi maly nebo poskozeny. Pokrokem v technologiich je polymerazova fetézova reakce
(PCR). Umoznuje totiz amplifikaci, neboli zvySeni koncentrace, 1 z velmi malych
a degradovanych vzorki DNA, coz dramaticky zvySuje Sanci na tuspéSnou identifikaci

[17,22].

Krvavé stopy pomahaji pochopit dynamiku udalosti a také zodpovédét zasadni otdzky,
jako je smér nebo rychlost pohybu obéti, utocnika a zpisob, jakym byla obét napadena.
Krevni stopy na podlaze nebo na sténdch mohou pomoci urcit, zda doslo k utoku v tésné

blizkosti obéti. Takové krvavé stopy se nazyvaji vzorce. Jsou znamé dva druhy, jako ,,zpétny
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rozstiik krve* (back spatter) a ,Pfedni rozstiik krve* (foward spatter) [18]. Mohou
naznacovat, zda byla obét’ napadena bodnou zbrani nebo zda doslo k utoku s pouzitim tupé
sily, jako je napiiklad uder t¢Zkym pfedmétem. Krvavé stopy na obleceni ob&ti mohou rovnéz
naznacit, zda se obét’ pohybovala, nebo zda byla v bezvédomi béhem utoku. Jednou z analyz
krevnich stop je metoda ,,spatter” BPA — analyza rozstiiku krve, coz je védni disciplina, ktera
se soustfedi na studium vzorct krve na rtiznych typech povrchi. Metoda vyzaduje detailni
zkoumani tvaru, velikosti a sméru krvavych skvrn. Pokud dojde k vicendsobnému zranéni,
analyza miize pomoci urcit pocet utoku, misto zranéni a zptsob, jakym byla zranéni dosazena
[23]. Mimo vizudlni stranky bych zminila jesté techniky 3D modelovéni a digitalni analyzy,

které kriminalisté hojn¢ vyuzivaji k identifikaci krevnich skvrn.

3.3 Vyuziti fluorescence k identifikaci krevnich stop

Na nékterych povrsich jako jsou koberce, kachlové oblozeni nebo v riznych sparach
mohou byt krevni stopy velmi $patné viditelné pouhym okem. V takovych situacich se musi
pouzit specializovanych metod, které umozni detekci i téch nejmensich nadznakt skvrn, které

by byly jinak piehlédnuty. K tomu slouzi naptiklad luminolovy test [23].

3.3.1 Luminol

Jednou z nejbéznéjSich a nejefektnéjSich metod pro detekci krevnich a jinych stop je
luminolova reakce. Luminol, chemicky 5 amino 2,3 dihydro 1,4 fthalazindion, je chemicka
sloucenina hojné vyuzivana ve forenzni analyze prave pro detekci stop, které jsou bud’ §patné
viditelné, nebo se je pachatel pokusil odstranit [24]. Objev a historie luminolu sahaji do roku
1908, kdy ho némecky védec A. Schmitz poprvé syntetizoval [25]. Avsak v roce 1928 H.
Albrecht oznamil jeho zapojeni do chemiluminiscen¢nich reakci [26]. Nasledné forenzni
védec W. Specht v roce 1937 poprvé podrobné studoval roli heminu (derivat hemoglobinu,
konkrétné Zelezity komplex porfyrinu) v chemiluminiscenéni reakci a jeho vyuziti pro detekci
krve. Mlizeme to povazovat za prvni pouziti chemiluminiscence pro forenzni ucely [27].
Dal§imi védci byli F. Proesher a A. Moody, ktetfi predpovédéli tautomerizaci luminolu
v alkalickych a kyselych roztocich. Zjistili, Ze chemiluminiscen¢ni emise je silnéjsi u starsi
krve, nez cerstvé krve [28]. J. McGrath ukazal, Ze luminol je specificky pro krev,
ale doporucil potvrzeni reakci jinymi testy [29]. M. Grodsky a spol. navrhli smés pro detekci
krevnich stop, kterd se stala bézn¢ pouzivanym vzorcem. Luminol se stal kli¢ovym ¢inidlem
v molekularni biologii, analytické chemii a forenzni védég, véetné detekce DNA a taktéz pro
historické a archeologické studie. Byl pouzit jako zéklad pro mnoZstvi citlivych a selektivnich

detekénich metod, v€etné vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), imunoanalyzy,
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DNA sond, DNA typizace a jako substrat pii detekci Western blot [30,40,41,42]. Luminol je
cyklicky acyl hydrazid, popisuje obrazek ¢. 2, a vykazuje typickou reaktivitu této skupiny.
Miuizeme ho popsat jako zlutou pevnou krystalickou latku, ktera se vyznacuje tvorbou
vyraznych zrnitych krystald [37]. Mezi nejvyznamnéjsi charakteristiky luminolu patii
molekulova hmotnost, ktera ¢ini 177,16 g/mol. Jeho bod tani je 319 320°C. Luminol je
stabilni pfi pokojové teplote, citlivy na svétlo, hoflavy a neslucitelny se silnymi kyselinami,
zdsadami a redukénimi cCinidly. Pfi reakci s oxidacnimi cCinidly vyzafuje svétlo
(chemiluminiscencn¢). Toxikologické vlastnosti u Clovéka nebyly jesté plné prozkoumany,
nicméné bylo zjisténo, ze mlze zplUsobovat podrazdeéni sliznic, o¢i, kiize, dychacich cest
a gastrointestinalniho traktu, coz se projevuje nevolnosti, zvracenim, Unavou a prijmem
[38,39]. Roztoky luminolu jsou citlivé na svétlo a ptitomnost kovovych kationtl, obvykle
zlstavaji stabilni 8 12 hodin. Bylo prokazano, Ze je tepelné labilni, a proto by mél byt chranén
pred vysokymi teplotami. Také byly zjistény dvé odlisné hodnoty pKa (6,74;15,1), které
odpovidaji postupné deprotonaci dvou acyl hydrazidovych skupin, pti pKal a pKa2. Pii
niz8ich hodnotach pH je luminol pln€ protonovan (LH2), zatimco pii vysSich hodnotach pH
dochazi k postupné deprotonaci, nejprve na monoanion (LH") a poté na dianion (L?) [38].
Tuto situaci znazornuje obrazek ¢. 3. Proces oxidace luminolu, pii némz vznika svétlo,
je slozity vicestupniovy mechanismus, ktery zavisi na nékolika faktorech, jako jsou pH,
teplota, iontova sila reakéniho prostfedi a pfitomnost reaktivnich druhii. Mezi tyto reaktivni
latky, jeZ mohou interagovat s luminolem, patii kovovy katalyzator nebo hydroxidové ionty

[40].

O
NH

NH
NH, O

Obrazek 2: Chemicky vzorec luminolu [24]
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Obrazek 3: Protonizace a tautomerie luminolu v kyselém, neutralnim a alkalickém roztoku
(LH2, LH a L? piedstavuji diprotickou, monoaniontovou a dianiontovou formu luminolu)

[40].

Bylo pozorovano fluorescenéni spektrum meziproduktu v oxidaénim procesu
luminolu, zndmého jako 3-aminoftalat v elektronicky excitovaném stavu (3-APA*), které se
pfesné shoduje s chemiluminiscenénim spektrem luminolu. Na zdklad€ tohoto zjisténi se
dospélo k zavéru, Ze tento excitovany meziprodukt mize byt povazovan za druh, ktery
vyzatuje svétlo po deexcitaci do zékladniho stavu (3-APA) [43,44]. V dipolarnich
aprotickych rozpoustédlech, jako je dimethylsulfoxid (DMSO) obsahujici kyslik, nebo ve
sttedné alkalickych protickych rozpoustédlech (pH 8-11) naptiklad ve vodé nebo nizSich
alkoholech, dochazi k chemiluminiscen¢ni reakci. Ta probiha za piitomnosti mirného
oxidantu (nejCastéji peroxidu vodiku) a vhodného katalyzatoru, jako je kovovy ion nebo
enzym oxidoreduktazy. Pti této reakci se excitovany 3-aminoftalatovy dianion (3-APA¥)
vraci do zékladniho stavu (3-APA) a uvoliuje energii ve formé svétla, coz je vidét na obrazku
¢. 4. Pokud reakce probiha v protickém prostiedi, tak vznik4 3-aminoftalatovy dianion témét
kvantitativné. Proticka rozpoustédla zajistuji déarcovstvi protonu diky ptfitomnosti vodiku

vazaného na elektronegativni prvek, coz jim umoziuje tvofit vodikové vazby [44,45,46].
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Obrazek 4. Reakéni schéma chemiluminiscence luminolu [44].

3.3.2 Luminol a jeho luminiscence
Luminol se vyuzivé v procesu zvané¢ho luminiscence, nebo cesky svétélkovani, kdy je
vyzafovano elektromagnetické zateni po predchozim dodéani energie. Druhy luminiscence

rozdélujeme podle typi budici energie, které ndm znazornuje nasledujici tabulka [24,31].

Tabulka 3: Rozdé€leni luminiscence [24]

Druh luminiscence Budici energie
Radioluminiscence kratké elektromagnetické zareni - napriklad y, rentgenové atd.
Termoluminiscence tepelnd
Elektroluminiscence elektricka

Katodova luminiscence |elektrony urychlené v elektrickém poli

Triboluminiscence mechanicka - tfeni, stlacovani apod.
Chemiluminiscence chemicka reakéni

Fotoluminiscence UV-VIS zafeni

Sonoluminiscence ultrazvuk

Na tomto principu funguje pravé i Luminol, ktery reaguje s hemoglobinem, krevnim
barvivem, obsaZzenym v krvi za vzniku chemiluminiscence [32,33]. To je proces, pfi némzZ
dochdzi k emisim svétla bez generovani vyznamné teplené energie. Jinymi slovy, luminofor
(svételkujici latka) nejprve ptfijme energii (svételnou, tepelnou atd.) a prejde do excitovaného
stavu (pfeskok ze zakladni do vysSSich energetickych hladin). Jelikoz je excitovany stav
nestabilni, tak tato latka ptechazi zpét do zdkladniho stavu za soucasného uvolnéni energie
ve form¢ svétla. Vysledek se projevuje modrym svétlem, které je viditelné po zhasnuti

okolniho osvétleni [24]. Je dulezité si uvédomit, Ze jakmile molekula pfejde ze zminovaného

excitovaného stavu do metastabilniho meziproduktu, miize se vratit do zakladniho stavu
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riznymi zpusoby. Tyto procesy lze znazornit schematicky, napiiklad pomoci diagramu
»energetické studny nebo jednodusSim zpiisobem pomoci Jablonského diagramu
(obrazek €. 5), ktery byl poprvé predstaven ve 30. letech 20. stoleti. Emise svétla mize byt
bud’ fluorescencni, pokud pochazi ze singletového stavu, nebo fosforescencni, pokud je
spojena s tripletovym stavem. Chemiluminiscenc¢ni reakce generuji svétlo s riznou intenzitou
a vlnovou délkou. Pficemz posledni parametr, tedy vlnova délka, pokryva spektrum od
blizkého ultrafialového zateni (100-380 nm), ptes viditelné (380-760 nm) az po blizké
infraervené zafeni (760-1000 nm). Intenzita chemiluminiscen¢ni emise z reakce zavisi na
rychlosti a uc¢innosti procesu, kdy vznikaji excitované stavy. Mlizeme to popsat pomoci

kvantového vytézku chemiluminiscence, vyznac¢eného touto rovnici [34,35]:

celkovy pocet vyzatfenych fotonia
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Obrazek 5: Jablonského energeticky diagram zndzornujici energetické hladiny a pfechody v
molekulové slouceniné [35]

Z obrazku nam vyplyva, Ze pismeno C nam vyznacuje chemiluminiscenci; pismeno F
fluorescenci; a pismeno P fosforescenci. Dale CD popisuje kolizni deaktivaci; IC vnitini
konverzi; ISC mezisystémovy pfechod. A v neposledni fadé zde méme jednotlivé hladiny a to
So, ktera prezentuje zakladni singletovy stav; Si, Sz, excitované singletové stavy a Ti, Tz,
excitované tripletové stavy. Sipka — znazorfiuje zafivy piechod a posledni ,klikata Sipka“

vyjadiuje nezativy prechod [35].
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Chemiluminiscence se mimo jiné pouziva i v biochemii, zejména v imonuchemickych
testech, kde umoznuje detekci specifickych biomolekul, jako jsou proteiny. Probiha to pomoci
enzymatickych reakci, které generuji svétlo, coz Cini tento d& velmi cennym ndastrojem

Vv oblasti védeckého vyzkumu a diagnostiky [32,33].

Chemiluminiscencni reakce se casto kombinuje s dal§imi metodami, jako je
fluorescenc¢ni barveni pro maximalni efektivitu detekce. Fluorescencni barviva zobrazené na
obrazku ¢. 6, jako je napiiklad primarné fluorescein, mohou byt aplikovéana na podezielé
povrchy, kde po vystaveni UV svétlu za¢ne krev nebo jiné materialy fluoreskovat. Kromé
toho mohou byt pouzita specifickd chemicka ¢inidla, jako jsou tieba tetramethylbenzidiny,
které reaguji pfimo s hemoglobinem. Aplikace téchto technologii také zvySuje
pravdépodobnost, Ze i pfi dlouhé dobé od spachdni trestného €inu, budou moci vysetiovatelé

nalézt dikazy, které by jinak ztstaly neodhaleny [36].
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Obrazek 6: Fluorescencni barviva [33]

3.3.3 Luminol a hemoglobin

Reakce luminolu a hemoglobinu je dal$i metodou, kterd je zaloZena na schopnosti
hemoglobinu a jeho derivatl obsaZenych v krvi katalyzovat oxidaci luminolu v alkalickém
prostiedi [48]. Ve vodnych roztocich se pozorované svétlo pohybuje vrozmezi od
modrofialové az po modrozelenou barvu (cca 400-500 nm). Barva a maximum emise zavisi
na podminkach reakce [63]. V nedavné studii Quickendena a kolegl zjistili, Ze kdyz se

luminol smichany s peroxidem nastiikd na krev, svétlo, které tato smés vyzafuje, ma své
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maximum kolem 455 nm. Kdyz se ale nastfika na bélidlo (chlornan sodny), maximum je 430
nm. Tento rozdil v posunu vilnovych délek je pravdépodobné zplsoben tim, ze krev silné
pohlcuje svétlo kolem 420 nm. Pisobi zde jako vnitini filtr, coz nam zobrazuje obrazek ¢. 7
[54]. Pfesna role katalyzatori a reakcnich meziproduktli v luminolové reakci neni doposud
plné¢ objasnéna. Reakci mohou katalyzovat rizné komplexy ptrechodnych kovl, ptficemz
optimalni pH prostfedi zavisi na pouzitém katalyzatoru a pohybuje se v rozmezi pH §8-11.
Postup poté spociva v aplikaci vodného roztoku luminolu a oxidacniho ¢inidla na podezielou

oblast [48].

Intensity (arbitrary units)
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350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Obrazek 7: Porovnani emisniho spektra chemiluminiscenéni reakce luminolu v pfitomnosti
150 g/1 lidského hemoglobinu (te¢kovana kiivka), 15 g/l lidského hemoglobinu
(tlusta kiivka) a 1,25 g/l chlornanu sodného (slaba kiivka). [54].

Hemoglobin (Hb) je molekula zajistujici transport kysliku v erytrocytech obratlovct
i nékterych bezobratlych. Je zaroven zodpovédny za Cervené zbarveni krve. U savcl tvoii
hemoglobin tetramer slozeny ze d&tyf globinovych fetézcl, z nichz kazdy obsahuje
prostetickou hemovou skupinu. Tato skupina je tvofena komplexem protoporfyrinu 1X
a zeleznatého iontu Fe?*. Zelezo je koordinovano &étyfmi atomy dusiku pyrrolovych kruhi
v rovin¢ porfyrinového jadra. Patd koordinacni pozice je obsazena zbytkem histidinu
z globinu, zatimco Sestd koordinani poloha je uréena pro vazbu exogenniho ligandu.
U oxyhemoglobinu je timto ligandem molekula kysliku Oz, naopak u deoxyhemoglobinu

zUstava tato pozice prazdna [55].
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V organismu je hemoglobin chranén pied denaturaci zapouzdienim v cervenych
krvinkach a udrzovanim Zeleza ve formé Fe?*. To se d4 zafidit bud’ pomoci neenzymatickych
(obal globinu, redukovany glutathion) nebo enzymatickych mechanismt, jako je vyuziti
NADPH-methemoglobin reduktdzy a NADH-cytochrom b5 reduktazy. Diky tomu se zelezo
pfi vazb¢ a uvolnéni kysliku neméni. Jakmile se krev nachdzi mimo télo, dochazi k hemolyze
a rozkladu biomolekul plisobenim enzyml bun€k a mikroorganismi. Dochazi k rozpadu
polypeptidické ¢asti hemoglobinu. Zelezo vazané v hemu se oxiduje z Fe?* na Fe ¥, protoze v

tomto stavu dochézi ke snizeni bunécného zeleza [56].

V alkalickém prostfedi se trojmocné Zelezo Fe3* vaze na hydroxylovou skupinu (-OH),
¢imz vznika hematin. To je forma hemu, ve které je kyslik nahrazen hydroxylovou skupinou.
Tato zména zpisobuje, Ze krvava skvrna méni barvu z Cervené na hnédou. Preména
hemoglobinu na hematin se zrychluje pii aplikaci luminolu, protoze ten vytvaii alkalické
a oxidacnim podminky. Hematin pak mize katalyzovat rozklad peroxidu vodiku a oxidaci
luminolu, coz vede ke svétélkovani. Tento katalyticky cyklus zahrnuje pfechod mezi
hematinem (OH-Fe®"), aktivovanym radikdlovym meziproduktem (OH-Fe**-P*) a zpét,
analogicky k mechanismim zndmym u enzymu peroxidaz [55,57,58]. Derivaty Zelezitého
hemu maji podobné vlastnosti jako enzymy peroxidazy, které se bézné vyskytuji napiiklad
Vv rostlinach. Diky schopnosti podilet se na dvouelektronovych redoxnich reakcich se jejich
aktivita oznacuje jako pseudoperoxiddzova schopnost. Tyto latky nejsou skute¢né enzymy
peroxidazy, ale napodobuji jejich funkci. Katalyzuji rozklad peroxidu vodiku a podili se na
oxidac¢né-redukcénich reakcich. Tato vlastnost tvofi zaklad mnoha piedbéznych testi na

pfitomnost krve, jako je napfiklad luminolovy test [59].

Pti provadéni luminolového testu kriminalisté aplikuji luminolovou smés. Tato smés
se sklad4 z luminolu, peroxidu vodiku a alkalického prostfedi, které tvoti napt. NaOH. Casté
je 1 pouziti stabilizatorti, napt. pufrii, které zvySuji citlivost reakce (TRIS, boritanovy pufr
nebo NaOH/Na,COs pufr). V posledni fadé sem jesté patii rozpoustédlo, jako je voda nebo
DMSO. Kriminalist¢ smichaji vSechny potfebné latky do lahve s rozprasovaem a aplikaci
provedou na misto, kde se domnivaji, ze by mohla byt krev pifitomna. Pokud dojde ke
kontaktu smési s hemoglobinem, tak Zelezo v molekule pisobi jako katalyzator a urychluje
reakci mezi luminolem a peroxidem vodiku. Tato oxida¢ni reakce poté vede ke vzniku
slouCeniny 3-aminoftalatu. Luminol pfi ni ztrdci atomy vodiku a dusiku a ziskdva atomy
kysliku. Poté nasleduje samotna excitace 3-aminoftalatu (viz. kapitola 3.3.1). Diky

pfitomnosti Zeleza je svétlo dostate¢né intenzivni, aby bylo viditelné i ve tmé [60].
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Pokud luminol odhali pravdépodobné stopy krve, kriminalisté je nasledn¢ zaznamenayji
pomoci fotografie nebo videokamery, aby uchovali diikaz o rozmisténi krevnich stop.
Luminolové reakce vSak neposkytuje jednoznacny diikkaz o pritomnosti krve. Muze totiz
reagovat 1 s jinymi latkami, naptiklad s béznym domacim bélidlem. ZkuSeni vySetfovatelé
mohou odhadnout pravdépodobnost ptitomnosti krve podle rychlosti a intenzity luminiscence.
Nicméné ke spolehlivému potvrzeni je vzdy nutné provést dalsi specifické testy, které overi,
zda se skutecné jedna o lidskou krev. Luminol tedy saim o sob¢ nestaci k objasnéni trestného
¢inu. Presto ale vyrazné piispiva k prulomu ve vysetfovani, jako je odhaleni vzorct skrytych
krevnich skvrn, které mohou pomoci ur¢it misto utoku nebo typ pouzité¢ zbrané. OdliSnosti
jsou totiz patrné ve stopach po stielné zbrani a nozi. Luminol mize rovnéz odhalit slabé
krvavé otisky obuvi, které mohou poskytnout dilezité informace o pohybu pachatele po ¢inu

[60]. Krasny rozdil viditelnosti krevnich skvrn po aplikaci luminolu je vidét na obrdzku ¢. 8.

Jednou z nevyhod luminolu je, ze chemicka reakce mize poskodit jiné dulezité stopy
na misté ¢inu. Z tohoto divodu byva pouziti luminolu odklddano az na pozdéjsi fazi

prohlidky mista ¢inu, po vyc€erpani jinych metod [60].

Obrazek 8: Simulace luminolu pfi praci: Pied nastfikdnim luminolu nejsou patrné zadné

stopy krve. Po nastfikani luminolu vyzatuji latentni stopy krve modrou zafi [60].
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3.3.4 Zdroje svétla jako alternativa pri detekci stop
Svétlo je obecné forma energie, ktera muze byt vyzafovdna raznymi procesy.

Mezi tyto procesy poté patii:

—  Zhnuti: produkce svétla v dasledku svételné energie, jak ji zname naptiklad

Z klasické zarovky nebo plynové lampy.

— Fluorescence a fosforescence: emise svétla v reakci na energii zafeni, jako

u fluorescen¢ni zarovky nebo televizni obrazovky.

— Generovani laseru: cilené¢ a zesilené vyzatovani svétla na principu stimulované

emise zareni.

Vsechny tyto procesy funguji na stejném zdkladnim principu. Vnéjsi zdroj energie excituje
atomy a zpusobi uvolnéni svételnych castic — fotonti. Kdyz dojde ke zrychleni atomd,

tak do sebe narazeji vetsi silou [61].

K detekci a identifikaci biologickych stop bylo vyvinuto nékolik metod, které se déli
na presumptivni a potvrzovaci testy. Presumpéni testy slouzi primarné ke screeningovému
vyhledéavani stop, zatimco potvrzovaci testy umoznuji jednozna¢né urceni druhu biologického
materidlu. VéEtSina téchto testovacich metod je vSak destruktivni, coZ znamend, Ze muze dojit

ke znehodnoceni DNA. Nékteré z nich 1ze provadét pouze za laboratornich podminek [49].

Jednim z nejb&zné;jSich presumpcenich néstrojl je forenzni svételny zdroj (FLS), ktery
umoznuje detekci biologickych stop na mistech, kde nejsou pouhym okem viditelné,
napiiklad na tmavych podkladech. FLS se vyuZzivd zejména k vyhledavani skvrn pomoci
fluorescencniho nebo kontrastniho zvyraznéni. U biologickych tekutin jako je sperma, sliny,
moc¢ nebo krev, dochdzi po ozareni svétem urcité vinové délky k absorpci zatreni a nasledné

emisi svétla v jiné vinové délce, coz vytvari fluorescencni efekt [50].

Ptestoze citlivost FLS je niz8i nez u chemickych metod, jako je luminolova reakce,
kterd detekuje krev az pii fedéni 1:5 000 000, ma FLS tu vyhodu, Ze nevyzaduje pouziti
chemikalii, je Setrné&j$i k analyzovanym vzorklim a snadno se aplikuje pfimo na misté ¢inu.
Kromé samotné detekce se FLS hojné¢ vyuzivd i pro zvyraznéni stop pro fotografickou
dokumentaci. Moderni FLS systémy, jako jsou vykonné svételné zdroje s filtry ¢i lasery
pfizplisobené forenznimu pouZiti, zahrnuji 1 zatizeni oznaCovana jako alternativni svételné
zdroje (ALS). Tato zafizeni jsou konstruovana tak, aby maximalizovala vizualni kontrast

nebo podporovala fluorescenci stop za riznych svételnych podminek [51].
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Jak jiz bylo zminéno, tak jednou z nejjednodussich metod, které kriminalisté vyuzivaji
k detekci krevnich stop, jsou alternativni zdroje svétla, naptiklad ultrafialového svétla. Tato
technika je obzvlasté efektivni pfi vyhledavani stop na tmavém podkladu. ALS muize pomoci
lokalizovat latentni skvrny na misté ¢inu, na které nasledné navazuji dalsi presumptivni testy,

jez umoziuji detailn€j$i posouzeni ptitomnosti télesnych tekutin [52].

Nejpouzivangjsi univerzalni zafizeni tohoto typu je Polilight®, ktery nabizi Siroké
spektrum vlnovych délek, umoznuje detekci stop dokonce i1 ptfes piekryv vrstvy barvy.
Citlivost tohoto zafizeni pii zfedéni vzorku se pohybuje v poméru 1:1000. Pfesto je nezbytné
pfi pouziti téchto zdroji dbat na opatrnost, protoze urcité¢ vinové délky ultrafialového svétla
mohou zplsobit degradaci DNA ve vzorcich. Jedna ze studii zjistila, Ze expozice svétlu
0 vlnové délce 255 nm po dobu 30 sekund nebo déle vedla k natolik vyraznému poSkozeni
DNA, ze pfi kvantifikaci a amplifikaci metodou PCR-STR nebylo mozné¢ DNA detekovat
[51]. Dalsim piikladem ALS bez pouziti chemickych latek je Woodova lampa (WL),
kterd vyzatuje UV zéfeni v rozmezi 320-400 nm a je urfena primarné k detekci spermatu.
U jinych télnich tekutin mize podavat faleSné pozitivni vysledky. Jiné ALS systémy vykazuji
vys$§i spolehlivost, naptiklad BlueMaxx BM 500, ktery dosahl ve studii 100 % citlivosti na
spermie. Krom¢ né&j byl nedavno vyvinut i piistroj Lumatec Superlight 400, ktery pracuje ve

spektru 320-700 nm a umoznuje detekci stop za denniho svétla i v uplné tmé [53].
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ZAVER

Tato prace se zabyvala tématem, které se nachazi na pomezi nékolika védeckych
disciplin. Ukazala, jak muze byt kombinace chemie, biologie a genetiky vyuZzita pfi
objasiiovani trestnych ¢inti. Byla vénovana pozornost zpusobim, jakym Ize detekovat
biologické stopy, a to pfedevSim v navaznosti na jednu z nejvyznamnéjSich télnich tekutin,
kterou je krev. V jednotlivych kapitolach byly popsany nejen zékladni pojmy, ale také jejich
historicky kontext.

Vyznam biologického materialu zajisténého na misté Cinu je nezpochybnitelny.
Jednotlivé stopy mohou poskytnout cenné informace o pribéhu udélosti, pfitomnosti
konkrétni osoby ¢i pouzitém nasili. Chemické latky, jako je luminol, umoziuji odhalit stopy,
které jsou jinak obtizn¢ zachytitelné. V této souvislosti byla v praci popsana podstata
luminolové reakce, a také princip chemiluminiscence. Luminol je bezesporu uZiteCnym
pomocnikem pii vizudlnim hledani stop krve, zejména tam, kde nejsou patrné pouhym okem,

nebo se je pachatel pokusil zakryt.

Soucasné je nutné si uvédomit, ze detekce luminolem ma sva omezeni. Reakce je
velmi citliva, ale nikoliv absolutné specifickd, a proto je tieba jeji vysledky vzdy ovéfovat
dalSimi metodami. Bez nasledného potvrzeni napiiklad DNA analyzy nebo sérologickych
testll by nebylo mozné povazovat za piimy dikaz v pravnim smyslu. To znovu podtrhuje
dilezitost kombinace vice pfistupli a Uzké spoluprace mezi jednotlivymi forenznimi obory.
Z popisu pouzitych metod a jejich uplatnéni v praxi je patrné, Ze forenzni védy hraji
V soucasném systému vysetfovani velmi dtlezitou roli. Pravé schopnost propojit teoretické
poznatky s redlnymi situacemi na misté ¢inu déla z forenznich nastroji nejen védecky,
ale i prakticky zaklad prace kriminalisti. Pouziti luminolu a dal$ich chemickych ¢inidel je

toho ptikladem.

Celkovy piinos této prace spociva ve snaze piiblizit praktické vyuziti konkrétni
detek¢ni metody, kterd i pfes svou jednoduchost vyrazné usnadnuje praci v terénu. Detekce
krve luminolem neptedstavuje pouze teoreticky koncept, ale slouzi jako u¢inné voditko, které
dokaze rychle upozornit na potencidln¢ klicova mista k dalSimu zkoumani. Jeji pouziti
vyrazn¢ prispiva k lepSi orientaci na misté¢ Cinu, a taktéZ umoziuje cilenéjsi zajisténi

biologického materialu, coZ ma pfimy dopad na efektivitu vySetiovani.
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