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ANOTACE

Tato prace popisuje dilezité aspekty forenzni védy — detekci a analyzu poskytnutych
a odebranych materidli pomoci presumptivnich a/nebo ptesnéjSich technik k identifikaci
a zpracovani hmotnych dikazii. Prace zkouma, jaké materialy Ize pouzit, jak lze urcit jejich
biologicky ptivod a jaké techniky se pouzivaji k jejich identifikaci a dalSimu zpracovani. Cilem
prace bylo porovnani soucasnych metod, v¢etné vyhod a nevyhod, a navrhnout zlepSeni

a zdokonaleni stavajicich technik.

KLICOVA SLOVA

Presumptivni testy, potvrzujici testy, DNA-profiling, databaze
TITLE

Forensic techniques for the detection of biological materials

ANNOTATION

This thesis describes important aspects of forensic science — the detection and analysis of
provided and collected materials using presumptive and/or more precise techniques to identify
and process physical evidence. The thesis examines what materials can be used, how their
biological origin can be determined, and what techniques are used to identify and further
process them. The aim of the thesis was to identify the advantages and disadvantages of these

methods and how to improve and refine existing techniques.
KEYWORDS

Presumptive tests, confirmatory tests, DNA-profiling, database
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TERMINOLOGIE

Amplifikace — zvySeni poctu ur€itych fragmenti DNA pomoci PCR nebo molekularniho

klonovéani.
Amplikony — produkty PCR, které byly syntetizovany béhem amplifikace templatové DNA.

cDNA (z angl. copy DNA) — DNA, syntetizovana ze specifické mRNA pomoci enzymu

reverzni transkriptaza.

Efekt vysoké davky (z angl. High Dose Hook Effect) — popisuje chybné naméteni nizké
koncentrace analytl, které jsou ve vzorku pfitomny ve velmi vysoké koncentraci. Pokud je
koncentrace analytu piili§ vysoka, jsou vSechna vazebna mista pro protilatky plné obsazena.

Dalsi molekuly analytu nelze méfit a tato skutecnost vede k nespravné nizkym vysledkam.
Interkalace (do DNA) — vmezeteni urcité latky mezi obé vlakna DNA.

Sonda — uméle pripravena oligonukleotidova sekvence, ktera se vaze ke komplementarni cilové

casti DNA.



UvVoD

Hlavnimi aspekty rozvoje védy jsou zlepSeni kvality lidského Zivota, prodlouzeni délky zivota
a 0¢inn&jsi 1é¢ba onemocnéni. Casto se viak stava, ze lidé trpi nejen nemocemi, ale také
jednanim jinych lidi. V pribéhu ¢asu se kriminologie a jeji principy vyvijely tak, aby nam
umoznily u¢innéji identifikovat osoby, které¢ se podileji na trestné Cinnosti — jak obéti, tak
pachatele. Bez ohledu na to, jak pfisny je trest, je v soucasné dob¢ hlavnim odstrasujicim
faktorem strach z dopadeni. Proto je tak dllezité pracovat na zdokonalovani stavajicich

a vytvareni novych technik.

V soucasné dobé¢ existuje cela fada metod, které umoziuji rychle vytesit ptipady, zjistit pficiny,
zabranit nespravedlivému odsouzeni nebo zpomaleni vySetfovani na mnoho let. Vyzkum
a srovnavani umoznuji analyzovat stavajici metody, zjistit jejich G¢innost a identifikovat
nedostatky s cilem zlepsit stavajici metody nebo vyvinout nové. Biochemické metody a jejich
vyvoj pomohly vytvofit dikazni zakladnu, kterd je podlozena dostatenym poctem testl

a konzistentnimi vysledky.

Forenzni véda umoznila ptejit od dlouholetého feseni piipadu k jejich rychlému vyfeseni. Diky
rozvoji metod a vyuzivani biochemickych postupli mohli lidé zlepsit sviij blahobyt a zajistit si

bezpecnéjsi Zivot.
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1 IDENTIFIKACE BIOLOGICKYCH TEKUTIN

Kli¢ovym krokem pfi analyze mista ¢inu je identifikace biologickych tekutin. Zjisténi ptivodu
zkoumanych materialii ve forenznich védach umoznuje dalsi shromézdéni biologickych diikazi

a zvySeni pravdépodobnosti genetické identifikace.

Testy pro identifikace biologickych tekutin Ize rozdélit na pfedbézné a potvrzujici. Predbézny
test ukazuje pritomnost télni tekutiny na zakladé tvorby barvy nebo svétla. Jeho vyhodou je
obvykle citlivost. Potvrzujicim testem lze ovéfit pritomnost konkrétni slouceniny. Jeho

vyhodou je vyssi specifita nez u predbéznych testi.

V této Casti se budu zabyvat metodami pouzivanymi k analyze odebranych vzorki, vyhodami
a nevyhodami popsanych technik, porovnam je mezi sebou a zvdzim, v ¢em mohou tyto

techniky byt vylepseny za pouziti modernéj$ich metod.

1.1 Metody analyzy materiali
1.1.1 Krev

Krevni skvrny jsou obvykle pomérné snadno zjistitelné diky své charakteristické ¢ervenohnédé
barvé, ale pokud se objevi na tmavém pozadi, jsou-li slabé nebo malé, mize byt obtizné je

odhalit bez pouziti peclivych vySetiovacich technik a specidlniho osvétleni.

Pro identifikaci krve bylo vyvinuto velké mnozstvi metod a protokolt, kazdy z nich ma své

vyhody 1 nevyhody.

Princip vétSiny testd je zalozen na peroxidasové vlastnosti hemoglobinu. Tento typ detekce
krve je docela rychly a citlivy, ale takové testy jsou pouze orientacni a mtizou byt nachylné

k faleSné pozitivnim reakcim.

1.1.1.1 Presumptivni testy
Katalytické testy

Katalytické testy jsou zalozeny na katalytické aktivité hemoglobinu a nékterych jeho derivatt
vV pfitomnosti peroxidu vodiku. Enzymy jsou definovany jako proteiny, které vykazuji
katalytické funkce, proto hemoglobin nemuize byt zahrnut jako enzym. Nicméné hemoglobin
je, stejné jako fada jeho derivatt, schopen chovat se jako enzym a projevovat katalytickou
aktivitu v reakcich oxidace peroxidem organickych latek za vzniku barevného produktu.
Enzymy s touto vlastnosti se nazyvaji peroxidasy; kdyZ mluvime o hemoglobinu —fika se tomu

,»peroxidasova aktivita“ [1].
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Testy jsou pojmenované podle slouceniny, kterd je oxidovana (benzidine test, guaiacum test,
fenolftalein test) nebo podle jména jeho objevitele (Adler's test, van Deen's test,
Kastle-Meyer test) [2].

Zobecnéna reakce vypada takhle:

AH, + ROOH - A+ ROH+H,0, kde:

AH2 — donor

ROOH — peroxid.

Priklady katalytickych testd pro presumptivni analyzu krve:
Kastlého — Meyeruv (KM)- test

Jako indikator se pouziva fenolftalein. Pozitivni vysledek analyzy pozorujeme pii zméné barvy
substratu na rizovou V dusledku spotieby protonli v pribéhu reakce, kterd ma vliv na zvySeni

pH roztoku [3, 4].
Analyzu krevnich skvrn pomoci ¢inidla KM Ize provést dvéma zpisoby:

»KM-rub*“ — testovaci ¢inidlo se aplikuje na malé mnozstvi skvrny odstranéné na filtraénim
papiru tfenim. Ve vétsing piipadu staci jen malé mnozstvi krve, protoze test je na to dostatecné
citlivy.

Ptimé testovani KM se provadi na dil¢im vzorku skvrny nebo v ptipadé vytéra piimo na vytéru

samotném, kdyz je potieba zvysit citlivost testovani. [5]
Hemastix test

Pouzivaji se testovaci prouzky, které obsahuji diisopropylbenzen dihydroperoxid
a 3,3'5,5-tetramethylbenzidin. Pozitivni vysledek pozorujeme pii okamzZité¢ zméné barvy
ze 7luté na zelenou v disledku pfemény redukované bezbarvé formy

3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu na jeho oxidovanou barevnou formu [6].

Mezi dalsi katalytické testy taky patii guaiacum test, aloin test, leucocrystal violet

a leucomalachite-green (LMG)- test [2].

Nevyhodou této fady testl je moZznost naruseni krvavé skvrny zifedénim vodou, mytim
detergenty/bélidlem. Vysledky testu miizou ovliviiovat materialy, ze kterych se provadi odbér

(napriklad dziny) nebo dalsi slouceniny, jako antioxidanty (naptiklad ¢erny nebo zeleny caj),
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podle kterych je moznost ziskat fale§né pozitivni nebo falesné negativni vysledky [7]. Casto
vzorky neni mozné pouzit pro dalsi analyzu, protoze Cinidla ovliviiuji DNA [5]. Testy nejsou

specifické pro lidskou krev, ukazuji pozitivni vysledky i pro fadu zivoc¢isné krve.
Chemické testy

Chemické testy jsou obvykle zaloZeny na zméné barvy nebo vyvolavani zareni urcitého ¢inidla

pfi kontaktu se zkoumanou télni tekutinou [1].
Luminol test

Testy s luminolem jsou docela specifické, protoze fadi se mezi katalytické testy, i kdyz podle

mechanismu uc¢inku nefunguji stejné jako vyse uvedené testy.

Pro analyzu se pouzivaji reakce luminolu (3-aminoftalhydrazid) s peroxidem vodiku
v alkalickém roztoku, ktera vyvolavéa vznik silné modré chemiluminiscence. Toto zafeni je
mozné zesilit pomoci prechodnych kovii (naptiklad kobalt nebo méd’), jejich komplexii
a peroxidas, které tuto reakce katalyzuji. Zelezo Fe?*, které je Gasti hemoglobinu v Krvi, ma

schopnost katalyzovat reakce za vzniku modrého az fialového zateni (Obrazek 1) [2].

U soucasnych analyz se nejcastéji pouziva Webertav protokol pro ptipravu slouc¢eniny [8].

— -_

NH, NH, NH,
NH Katalyzator i : o (ccad25nm)
o)

O O
Luminol "~ 3-aminoftalat 3-aminoftalat
(3-AP) (3-AP)
excitovany stav zakladni stav

Obrazek 1 Schéma reakce luminolu s peroxidem vodiku za vzniku chemiluminiscence [2]

Luminol test je velmi citliva metoda a ukazuje vyssi specifitu v porovnani s fadou katalytickych
testll, nicméné nevyhodami této analyzy jsou: potifeba tmavého prostiedi a specialniho zatizend,
kratka doba trvani chemiluminiscence (30 — 60 s) a taky n€kdy skodlivé ucinky pro vedlejsi
analyzu DNA.

U reakce sluminolem maji schopnost zesilovat chemiluminiscenci i jiné slouceniny —
pfechodné kovy a jejich komplexy, bélidla, peroxidasy, rostlinné a ZivociSné proteiny,

antioxidanty [1, 2].
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1.1.1.2 Potvrzujici testy
Krystalické testy — Takayama test a Teichmann krystal test

Krystalické testy jsou zalozeny na metod¢ potvrzeni pfitomnosti hemoglobinu a jeho derivati

pomoci reakce, kterd vyvolava tvorbu krystali.

Principem Teichmannova testu je tvorba hematinu pfi zahfivani zaschlé skvrny za pfitomnosti
ahalidu a ledové kyseliny octové. Vysledkem tohoto testu je tvorba hnédych, kosoétvere¢nych

krystalt. Test je velmi citlivy na nedostateéné a nadmérné zahtati [9].

Principem Takayamova testu je tvorba hemochromogenu pii zahiivani zaschlého barviva
v piitomnosti pyridinu a glukosy za alkalickych podminek. U tohoto testu pozitivnim
vysledkem je tvorba jehlicovitych krystalti. Test je vyhodné&jsi v porovnani s hematinovym

testem — ma mensi citlivost k zahfivani a $irsi skalu kompatibility barviv [9].
Imunochromatografické testy — RSID Test for Human Blood a ABAcard® HemaTrace®

RSID™-Blood je imunochromatograficka zkouSka, kterd pouzivd dvé mySi monoklondalni
protilatky specifické pro lidsky glykoforin A. Jedna z téchto protilatek je konjugovana
s koloidnim zlatem a aplikuje se na konjugovanou desticku pod okénkem pro vzorek. Druha

protilatka se aplikuje v prouzku na desticku [10].

Testovaci linie na membrané je pfipojena ke konjugované desti¢ce. Kontrolni linie na

membrané se sklada z protilatky proti mySimu IgG a pouziva se jako vnitini kontrola.

Jakmile se do okénka pro vzorek piida testovana tekutina, pracovni pufr a vzorek difunduji pres

konjugat a znovu rozpoustéji protilatku konjugovanou se zlatem.

Pokud je ve vzorku pfitomen lidsky glykoforin A, vytvoti se komplex

antigen-protilatka-koloidni zlato. Vzorek a protilatky (komplexni i volné) jsou transportovany
objemovym tokem kapaliny do membranové faze prouzkového testu. Imobilizované protilatky
proti glykoforinu A na testovacim prouzku zachyti komplex antigen-protilatka-koloidni zlato

a vytvofi ¢ervenou ¢aru v poloze Test.

Pokud se neobjevi zadny lidsky glykoforin A ve vzorku, nevytvoii se zaddné komplexy
protilatka-antigen konjugované se zlatem a na testovaci linii se nenahromadi zadné koloidni
zlato. Na kontrolni testovaci linii zachyti antimysi IgG protékajici kolem testovaciho fetézce
a vytvoii cervenou linii v kontrolni pozici. To znamend, Ze vzorek je transportovan po celé

délce testu a ze slozky prouzkového testu pracuji spravné [11].
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ABAcard® HemaTrace®

ABAcard® HemaTrace® je imunochromatograficky test pro forenzni identifikaci lidské krve.
Pokud je ve vzorku pfitomen lidsky hemoglobin, reaguje s barvivem konjugovanym
s mobilnimi monoklonalnimi protilatkami anti-hemoglobinu (anti-Hb) za vzniku mobilniho
komplexu antigen — protilatka hemoglobinu (Ag-Ab) [10]. Tento komplex migruje pies
absorp¢ni testovaci prouzek smérem k testovaci oblasti T testovaci karty. V oblasti T je
imobilizovana polyklonalni protilaitka anti-hHb. Tato imobilizovana protilatka zachyti
pohyblivy komplex Ag-Ab, ¢imz vznikne sendvicovy komplex Ab-Ag-Ab. Pozitivni vysledek

pozorujeme pii vzniku rizového pasu v oblasti T, ¢imz potvrzujeme pritomnost krve [12].

Vzorky musi byt spravné nafedény, aby se predeslo efektu vysoké davky
(z angl. high dose hook effect). Pokud je ve vzorku nadmémé mnozstvi testovaci latky,
nenavaze se celé mnozstvi antigenu na protilatku znacenou zlatem. Volna latka se dostane
do zény hodnoceni testu a navaze na protilatku fixovanou v této zén€. Vazebna mista protilatky
se zablokuji, takze latka navdzana na zlatem znacenou protildtku se nemtize jiz vazat. Tvorba
sendvicového komplexu je potlacena a nedochazi ke vzniku barevné ¢ary, coz ma za nasledek
falesnou negativitu. Pokud je podezieni na ptili§ vysokou davku, mél by se vzorek dale naredit

a znovu otestovat [13].

1.1.2 Sperma
Kromé krve, dalsi télni tekutinu, kterou Ize pouzit k identifikaci, je sperma. Sperma miiZe byt
cennym diikazem v piipadech znasilnéni, ¢asto miiZze byt pouZzito k prokazani, Ze k znésilnéni

skute¢né doslo, a v mnoha ptipadech i k identifikaci osoby odpovédné za trestny Cin.

Charakterizace spermatu je mozna, protoze specifické slozky jsou pfitomny jenom ve spermatu
nebo v koncentracich vyrazné vysSich nez v jinych castech téla. NejvyraznéjSim z téchto

markert je pfitomnost spermii, coz lze pouzit jako potvrzujici test [14].

1.1.2.1 Presumptivni testy
PSA (ABAcard™ kit)

P-30 antigen nebo prostaticky specificky antigen (PSA) je glykoprotein produkovany v prostaté
a uvoliiovany do spermatu bez ohledu na produkeci spermii. Slouzi ke zkapalnéni spermatu
a usnadnéni pohybu spermii. Pfitomnost p30 se pouziva jako zptisob identifikace semenné

tekutiny, zejména u vzorku s nizkym nebo Zadnym poctem spermii.
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Ackoli p30 se vyskytuje nejen v semenné tekuting, jeho extrémné vysokd koncentrace
v semenné¢ tekutiné z n¢j ¢ini GCinny marker pro potvrzeni piitomnosti spermatu

na zkoumanych skvrnach [15].

P30 Ize detekovat pomoci chromatografické enzymové imunosorb¢ni analyzy. Extrakt skvrny
se aplikuje na porézni membranu v pfitomnosti monoklonalni protilatky PSA, ktera je vazana
na barvivo. Pokud je v extraktu pfitomen PSA, vytvofi se komplex anti-PSA Ab s Ag. Tento
komplex pak migruje podél membrany, kde ve zkoumané oblasti interaguje s monoklonalni
protilatkou vici PSA usazenou v membrané. Vznikly komplex Ab-Ag-Ab se projevi barevnou

¢arou potvrzujici pfitomnost p30 (Obrazek 2) [16, 17].

+ 5

Obrazek 2 ABAcard (+ pozitivni a - negativni vysledky) [15]

Po uplynuti desetiminutové doby reakce by nemél byt zaznamenan zadny vysledek testu —
neomezena doba detekce by mohla vést k falesné pozitivni reakci. Nedostate¢na kvalita a/nebo

mnozstvi vzorku by mohlo znamenat fale$né pozitivni vysledky [15].
Kysela fosfatasa

Kysela fosfatasa (AP) je enzym, ktery vznika v prostaté. Ackoli je pfitomen 1 v jinych télesnych

tekutindch, vyskytuje se v semenné tekutiné v 20 az 400krat vyssich koncentracich.

Kvalitativni vySetfeni kyselé fosfatasy (AP) se pouziva jako screeningovy test spermatu.
Enzym AP piisobi na a-naftylfosfdt za vzniku a-naftolu, ktery se pak spoji s barvivem
Diazo Blue B a vytvofi fialové zbarveny komplex. Za nepfitomnosti AP nemé a-naftylfosfat
schopnost se spojit s barvivem a vytvofit barevny komplex a reakce ziistane bezbarva.
Vzhledem k tomu, ze AP se nevyskytuje vyhradné v lidském spermatu, lze jej pouzit pouze

jako predbézny test na pritomnost ve spermatu [18, 19].
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Zmeéna barvy musi byt pozorovana do 30 sekund, aby byla povazovédna za pozitivni vysledek
testu. Neomezena doba detekce by mohla vést k faleSn¢ pozitivni reakci. Nedostatecnd kvalita

a/nebo mnozstvi vzorku by mohly znamenat fale$né pozitivni vysledky [18].
Krystalické testy

Krystalické testy jsou pouzivané pro zjiStovani prezence latek, pritomnych ve zkoumaném
materialu (napiiklad cholin a spermin), na zéaklad¢é reakce reagencii S latkou a naslednou
tvorbou krystali. Nicméné tyto latky se mohou vyskytovat i v jinych télnich tekutinach, proto

se testy pouzivaji jako presumptivni [20].
Florencuv test a Barberio test

Florenclv test se pouziva ke zjisténi pfitomnosti cholinu — latky, kterd ma dulezitou roli pii
regulaci struktury a tekutosti membran, zrani a oplodiiovaci schopnosti spermii. Pro zjisténi
pritomnosti cholinu se ke zkoumanému materialu pridava Cinidlo na bazi jédu. Pozitivnim
vysledkem je tvorba hnédych krystalti cholin-periodidu. Pocet krystalti zalezi na dob¢ trvani

reakce a koncentraci cholinu [20].

Barberio test se pouziva ke zjisténi prezence sperminu — latky, zodpovédné za specificky zapach
spermatu. Pro detekce sperminu se ke zkoumanému materialu pfidava nasyceny roztok kyseliny
pikrové. Pozitivnim vysledkem je tvorba jehlovitych, kosoctvercovych Zlutych krystal

spermin pikratu [20].
Pomocné testy — fluorescence

Spermie ma schopnost fluorescence pod UV svétlem, coz umoziuje ptitomnost flavinu nebo
cholin-konjugovanych bilkovin. Barva zafeni se 1i§i od modré do zluté podle pouzitych

svételnych zatizeni (napiiklad Wood's Lamp, 360 nm) [21].
1.1.2.2 Potvrzujici testy
Christmas Tree Stain

Jednou z nejlepsich metod identifikace spermii je mikroskopické vysetfeni materiali v dikazni
skvrné. Spermie se rozpoznavaji na zakladé¢ morfologického vzhledu neporusené bunky —

hlavicka (s akrozomem), stiedni dil a ocas [14].

Pro lepsi pozorovani bun€k se pouziva tzv. diferencialni barveni Christmas Tree Stain. Buiilky

barvime pomoci dvou barviv — Nuclear Fast Red a pikroindigokarminu. Jadra uvniti bunék se
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barvi ruzoveé az fialové barvivem Nuclear Fast Red, ocas a epitelidlni membrany se barvi

pikroindigokarminem zelené (Obrazek 3) [22].

‘ A AKkrosom
Hlavicka { Jadro

/' (zabarvené
Cervené)

Spojovaci oddil

Proximalni
mitochondrie

Ocas
(zabarveny
zelen¢)

Osove vlakno

Obrazek 3 Struktura spermie a zabarveni jednotlivych oddila [22]

Nedostatecnd kvalita a/nebo mnozstvi vzorku by mohly omezit detekci spermii. Stejnym
zpusobem se barvi kvasinky pomoci barviva Nuclear Fast Red a mohou piipominat hlavi¢ku
spermie. Barveni je vSak rovnomérné v celé butice a rozsifuje se do polypovitych struktur, které

obcas mizeme pozorovat u kvasinkovych bunék [22].
RSID™ -Semen (Semenogelin)

Test RSID™-Semen je imunochromatograficky test, ktery vyuziva dvé monoklonalni
protilatky specifické pro semenogelin. Jakmile je vzorek ptidan do okénka pro vzorek, prochazi
pufr a vzorek konjugovanou podlozkou, ktera je pfedem nabitd monoklonalnimi protilatkami
proti lidskému semenogelinu konjugovanymi s koloidnim zlatem [17]. Vzorek redisolvuje
protilatky proti semenogelinu znacené koloidnim zlatem, které vaZzou semenogelin ve vzorku,
pokud je protein piitomen. Komplexy protilatek semenogelinu a koloidniho zlata jsou
transportovany objemovym tokem do membranové faze testovaciho prouzku. Tyto komplexy,
pokud jsou ptitomny, migruji podél membrany a jsou vazany na testovaci linii, kterd vytvari

¢ervenou linii v pfitomnosti lidského spermatu (Obrazek 4) [23].
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Komplex protilitek semenogelinu s koloidnim zlatem

Membrana
Konjugat

Podloika Test Kontrola

Obrazek 4 Test RSID™-Semen [23]

Kontrolni linie se vytvoii prouzkovanim kozi protilatky proti mySim na membranovou slozku
prouzkového testu; nanesena protilatka zadrzi koloidni zlato proti mysi monoklonalni protilatce
proti semenogelinu, ktera migruje za testovaci linii. Céra nejblize k jamce se vzorkem je
testovaci ¢ara a ukazuje, ze ve vzorku je pritomen lidsky semenogelin. Testovaci linie se vytvori
prouzkovanim mys$i monoklondlni protilatky proti semenogelinu na membranovou slozku
prouzkového testu; komplexy myS$i monoklonalni protildtky proti semenogelinu znacené
koloidnim zlatem, které se vytvoii v roztoku po pifidani vzorku do jamky pro vzorek a které
prosly konjugovanou podlozkou a membranou, se zachyti na testovaci linii. Pro interpretaci

vysledki musi byt 10 minut po pfidani vzorku viditelna ¢ervena kontrolni linie [23].

1.1.3 Slina

Tteti dileZitou télni tekutinou je slina. Pfitomnost slin na misté ¢inu mize byt n€kdy cenna,
Naptiklad pfi vySetfovani podezfeni na sexudlni zndsilnéni mize forenzni védec hledat
pritomnost slin na téle obéti. Sliny mohou byt pfitomny i na mnoha dalSich forenznich

ditkazech, naptiklad v lepidle na razitku dopisu o unosu.
1.1.3.1 Presumptivni testy
Enzymatické vySetreni

Standardni metodou identifikace sliny je pfitomnost enzymu amylasy, jejiz funkeci je rozkladat
skrob na mensi molekuly. Skrob je glukézovy polysacharid, tj. velmi velky polymer slozeny
z monomeru glukosy. Amylasa hydrolyzuje nékteré a-1,4 vazby ve Skrobu, ¢imz vznikaji
glukézove polysacharidy s nizSi molekulovou hmotnosti, znamé jako dextriny. Dextriny jsou

pak dale hydrolyzovany amylasou za vzniku disacharidu maltosy [24]:

. amylasa . amylasa maltasa
Skrob —— dextriny ——maltosa —— glukosa
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Pti provadéni amylasového testu se pfitiskne filtraéni papir nebo tampon navlhéeny roztokem
skrobu ke skvrng, ktera mize obsahovat sliny. Pokud jsou sliny pfitomny, amylasa hydrolyzuje

Skrob a pfeméni jej na maltosu.

Pro testovani pfitomnosti maltosy se filtracni papir nebo tampon postiika roztokem, ktery
detekuje pfitomnost maltosy, napiiklad Benediktovym roztokem, Brentaminovou modii nebo

Procionovou ¢erveni [4, 25].
Pomocné testy — fluorescence

Aromatické aminokyseliny, tryptofan v slinné a-amylase jsou schopné vytvaiet charakteristické
emisni spektrum pti fluorescenéni spektroskopii (345 — 355 nm) a ma tak dobrou citlivost pfi

detekci zaschlych skvrn od slin na kazi [26].
1.1.3.2 Potvrzujici testy
Amylasa test — RSID Test for Human Saliva

Test RSID™-Saliva je imunochromatagraficky prouzkovy test s lateralnim pritokem urceny
k detekci ptitomnosti lidské slinné a-amylasy. Test, ktery pouziva dvé monoklonalni protilatky

proti lidské slinné amylase, detekuje pfitomnost slinné amylasy.

Do okénka pro vzorek (S) se napipetuje 100 pl vzorku a vysledky se odectou po 10 minutach.
Pfitomnost dvou Cervenych car, jedné v testovaci oblasti T a jedné v kontrolni oblasti C,
znamend pozitivni vysledek. Cervena ¢ara v kontrolni oblasti C znamena pouze negativni

vysledek. Nepfitomnost ¢ervené cary v oblasti C znamena neplatny test (Obrazek 5) [27].

N )
Cc Cc C
T T T

s sO s

 S—
et/ — )
Pozitivni Negativni Neplatny

Obrazek 5 Test RSID™-Saliva [27]
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1.2 Porovnani metod

1.2.1 Krev

Tabulka 1 Porovnani presumptivnich a potvrzujicich testti identifikace krve

a rychlost

Test/ skupina testd Vyhody Nevyhody
Presumptivni testy
Katalytické testy Rychlost a citlivost Testy nejsou  specifické
a muzou byt ovlivnéné fadou
faktorii, falesné vysledky
Chemické testy Rychlost, citlivost a vyssi | Schopnost zesilovat reakce
specifita ve srovnani | pomoci jinych sloucenin,
s katalytickymi testy falesné vysledky reakce,
Skodlivé ucinky pro DNA,
tmavé podminky prostiedi
a specialni zafizeni
Potvrzujici testy
Krystalické testy Vysoka specifita, citlivost | Nékteré testy jsou citlivé na
a rychlost nedostate¢né nebo nadmeérné
zahtati; specialni zafizeni
Imunochemické testy Vysoka specifita, citlivost | Pfili§ vysoké koncentrace

mohou vyvolavat faleSné

vysledky
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1.2.2 Sperma

Tabulka 2 Porovnani presumptivnich a potvrzujicich testd identifikace spermatu

Test/ skupina testti

Vyhody

Nevyhody

Presumptivni testy

P30 test (PSA)

Specifita, rychlost a citlivost

Vyskyt latky v jinych télnich
tekutinach; prili§ vysoké
koncentrace mohou

vyvolavat falesné vysledky

AP test

Specifita, rychlost a citlivost

Vyskyt latky v jinych télnich
tekutindch; ptili§ vysoké
koncentrace a neomezena
doba detekce mohou

vyvolavat falesné vysledky

Krystalické testy

Specifita, rychlost, citlivost,

tvorba specifického produktu

Vyskyt latky v jinych télnich

tekutinach

Pomocné testy

Specifita, rychlost a citlivost

Vyskyt latky v jinych télnich

tekutinach; specialni zatizeni

Potvrzujici testy

Christmas Tree Stain

RozliSeni podle specifickych

struktur, citlivost a rychlost

Falesné vysledky, kdyz se
ve vzorku vyskytuji
struktury, které se barvi
stejnym zplisobem

(kvasinky)

Semenogelin

Vysoka specifita, citlivost

a rychlost

Prili§ vysoké koncentrace
mohou vyvolavat falesné

vysledky
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1.2.3 Slina

Tabulka 3 Porovnani presumptivnich a potvrzujicich testd identifikace sliny

Test/ skupina testti Vyhody Nevyhody

Presumptivni testy

Enzymatické vySetfeni Specifita, rychlost a citlivost | Vyskyt latky v jinych télnich
tekutinach
Pomocné testy Specifita, rychlost a citlivost | Vyskyt latky v jinych télnich

tekutinach; specialni zatizeni

Potvrzujici testy

RSID Test for Human Saliva | Vysoka specifita, citlivost | Pfili§ vysoké koncentrace
a rychlost mohou vyvolavat falesné

vysledky

1.3 MozZnosti zlepSeni soucasnych technik

Pii pouziti metod pro potvrzeni piitomnosti biologickych materidlli je Zadouci pouzit jak
presumptivni, tak i potvrzujici testy pro vy$si kvalitu interpretovanych vysledki. Castou
nevyhodou testl je jejich nespecificnost — schopnost reagovat nejen s analyzovanym
materialem, ale také s vedlejSimi produkty. Schopnost zvysit specifitu reakci dosazenim
minimalniho po¢tu materiali, které by mohly reagovat se specifickym ¢inidlem, zlep$i a¢innost
metod a minimalizuje vyskyt fale$né pozitivnich/negativnich vysledkd. V této casti bude
popsano nékolik ptikladu vylepSeni vybranych metod.

Krev je jednim z materiali s nejvétsim poctem testt pro detekci. Mezi nimi je nejznamé;jsi
a nejrozsSifenéjsi luminol. Jako presumptivni test ma fadu nevyhod, které se diky uréitym
vylepSenim vSak podafilo minimalizovat.

Metoda méfeni ultra slabé chemiluminiscence (uwCL) umoznuje detekovat extrémné malé
mnozstvi krve ziedéné i 12,5 milionkrat. Ackoli reakce neni vhodna pro terénni vyzkum, tato
metoda vyrazné zvysuje citlivost metody [28].

Dalsi metodou je vylepseni Weberova protokolu ptidanim sloucenin, které muzou zvysovat
intenzitu chemiluminiscence. K tomuto ucelu lze pouzit MCT-B-cyklodextrin, ktery se vaze

na 3-aminoftalat, ¢imz zvysSuje intenzitu a dobu trvani emise. K ovlivnéni reakce bylo rovnéz
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navrzeno pouziti 8 M roztoku mocoviny, ktery vede k denaturaci hemu, coz nasledn¢ vede
ke zvySeni enzymatické aktivity. Roztok mocoviny je také schopen reagovat s chlornanem
sodnym, slozkou ptitomnou ve vétsing Cisticich prostiedkti pro domacnost; konecné produkty
této reakce nejsou schopny ovlivnit proces luminiscence, ¢imz se snizuje riziko falesné
pozitivnich reakei [8].
2(NH;),C0 + 3NaOCl - 2NH; + 2C0, + H,0 + 3NacCl

Analyza krevnich skvrn mize byt komplikovana v piipade, kdy se krev pachatelé pokusili
odstranit pomoci detergentd nebo bélidel. V tomto piipadé se hodi sloucenina Bluestar
na zakladé luminolu, ktera ma fadu vyhod: moznost piipravit roztok v terénu, neni tieba zcela
zatemnéné prostiedi, u metody lze pozorovat delsi dobu chemiluminiscence a siln&jsi intenzitu.

Bluestar také nema tak agresivni G¢inek na DNA, coz teoreticky umoziiuje pouzit vzorky

k dalsi analyze [29, 30, 31].
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2 DNA-FINGERPRINTING

Jednim z nejlepSich potvrzujicich testd pro identifikaci jedinci je DNA-profiling nebo
DNA-fingerprinting. VSechny zivoc¢isné bunky, s vyjimkou nékterych bunék s jadrem
(naptiklad krevni buniky savcit), obsahuji DNA. V lidském téle je DNA kazdé bunky identicka,
v prub¢hu Casu se neméni a je pro kazdého jedince unikatni (s vyjimkou jednovajecnych
dvojcat) diky riiznému uspotadani ctyt nukleotidii do riznych sekvenci, coz ma vyznamnou
roli pfi forenzni identifikaci. Nejnovéjsi techniky umoznuji sekvenovat i cely genom, ale
vzhledem k tomu, ze rozdil mezi lidmi umoznuji kratké useky-markery, vétsina prace se

zamétuje piredevsim na oblasti s vysokou mirou variability.

V této casti se budeme zabyvat metodami analyzy DNA z poskytnutych vzorku, jakoz

1 obtizemi s tim spojenymi.

2.1 Odbér vzorku a izolace materiala

Lidé neustale ztraceji builkky a zanechdvaji za sebou stopu DNA. Pokud neni mozné ziskat
material DNA ptfimo, musi védci shromézdit materidl z mist zloc¢inu, téla obéti nebo lokalit,
kde se zlo¢inec mohl pravdépodobné nachazet. V tomto piipad¢ existuje riziko kontaminace,

coz snizuje pravdépodobnost presné identifikace profilu jedince.

Materialy s nejvyssim obsahem DNA jsou krev, sliny, sperma; k analyze 1ze pouzit také tkan¢,

kosti, nehty a obsah pod nimi a vlasové folikuly [25].

Vychozim materidlem pro genetickou analyzu je obvykle vodny extrakt nukleovych kyselin
zbaveny proteinti. Ugelem izolace a extrakce je narusit komplex nukleové kyseliny a bilkoviny.
Detergenty (SDS, Triton) a lyzaéni pufry (TRIS pufr s EDTA, pH 8 —9) se pouzivaji ke zvySeni
propustnosti bunéénych membran, v nichZz DNA v alkalickém prostfedi disociuje. Proteiny se
pak enzymaticky $tépi (naptiklad enzymem proteinkinazou K). Poté 1ze pouzit jednu z moznosti
extrakce, nej€astéji na mikrokolonkach. Nejbéznéj§imi metodami jsou Chelex, FTA a komercni
kity [32].

Vzorky odebrané od konkrétniho darce maji oproti vzorkiim zajiSténym pfimo z mista ¢inu
vyhodu, protoze obsahuji dostatecné mnozstvi pouzitelného materidlu, jsou odebrany
v relativné €istém a kontrolovaném prostiedi, maji niz$i riziko degradace a obsahuji minimum

inhibitor PCR. Takové vzorky obvykle pied analyzou prochazeji pouze krokem lyzy [33].

Dilezitou roli hraje Cistota pomocnych materidlti pottebnych k odbéru vzorkii. Sterilizace

nezajisti vzdy Uplnou nepiitomnost nukleovych kyselin na povrchu pomticek. Je znamy piipad
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falesné stopy DNA zplsobené kontaminaci vatovych ty€inek pro odbér vzorki pfi sterilizaci
pomiicek. Proto existuje termin ,,PCR clean®, coz znamena, Ze vzorek nesmi obsahovat DNazu

a RNazu, musi byt zbaveny inhibitord PCR a cizorodé DNA [34].

2.2 Markery

Techniky typizace DNA umoznuji porovnavat vzorky od rtiznych osob a zjiStovat jejich
podobnosti nebo rozdily. Tyto metody se Siroce pouzivaji ve forenznich védach k identifikaci
pachatelii trestnych ¢ind na zdkladé shromédzdéného materidlu, ktery byl bud’ dobrovolné
poskytnut, nebo uz byl ulozen v databazich. Dva lidé na planeté maji z 99,9 % podobnou DNA.
Zbyvajicich 0,1 % tvoii polymorfni znaky — genetické markery — lokusy na chromozomech,
které se pouzivaji ve forenznich védach k identifikaci osob. MiiZe se jednat o kratkou sekvenci
se substituovanym nukleotidem na ur¢itém misté nebo i delsi sekvenci. Proto maji lidé svij
jedine¢ny kod a prave rozdily v 0,1 % materialu jsou cilem analyzy. Mezi nej€astéji pouzivané
druhy markert patii mikrosatelity, minisatelity (které se souhrnné oznacuji jako markery SSLP)

a jednonukleotidovy polymorfismus (SNP).

2.2.1 Jednonukleotidovy polymorfismus

SNP oznacuji substituci jednoho nukleotidu na urcitém mist¢ v genomu nebo jeho
inzerci/deleci. Obecné jsou polymorfismy definovany jako existence dvou nebo vice variant,
které se v populaci vyskytuji s frekvenci > 0,01. Pokud SNP vedou ke zméné umisténi

restrikéniho mista, muze dojit ke zménam v délce restrikénich fragmentt [35, 36].

2.2.2 Kratké tandemové opakovani

Kratké tandemové opakovani (STR) nebo mikrosatelity jsou kratké tandemové se opakujici
sekvence DNA sestavajici z opakujicich se jednotek o délce 1 — 6 bp, které tvoti fady az 100
nukleotidi. Kratké repetice jsou v lidském genomu bézné, tvoti 3 % celého genomu a z toho
pouze 8 % v kodujici ¢asti. Maji vyssi riziko mutaci, coz znamena vyssi genetickou variabilitu.
Nejcastéji se pouzivaji k porovnani vzorku odebraného na misté ¢inu s obé&ti nebo pachatelem

[37 — 40].

2.2.3 Variabilni pocet tandemovych opakovani

Variabilni pocet tandemovych opakovani (VNTR) nebo minisatelity jsou mista v genomu, kde
je kratka sekvence nukleotidli uspofddana do tandemovych opakovani. Miize se vyskytovat v
disledku polymorfismli typu inserce/delece. Obvykle ptfedstavuje rozdil v poctu kopii

repetitivnich tandemovych jednotek délky sekvence mezi jedinci [41 — 45].
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Samostatn¢ lze popsat také Y-analyzu, kterd se pouzivd k uréeni markerd STR a VNTR
umisténych na Y-chromozomu. Tento typ analyzy je uziteny v ptipadech tykajicich se

znasilnéni [46].

2.2.4 Mikro haplotypy

Mikrohaplotypy jsou skupiny 2 nebo vice SNP, které¢ 1ze pouzit k ureni ptivodu jedince. Tento
typ markert je jednim z novych forenznich markert, jejichz pouziti bylo umoznéno rozvojem
novych metod sekvenovani. Tento typ markert lze pouzit k uréeni piibuznosti (coz je
informativni v pfipadé poskytnuti biologického materialu pfibuznymi potencialniho pachatele)
a take k detekci a kvantifikaci tzv. smési DNA, kdy vzorek obsahuje geneticky material od vice

nez jedné osoby [47].

2.2.5 Transpozibilni elementy

Mobilni elementy jsou repetitivni sekvence DNA s unikétni schopnosti pohybovat se v genomu
SINEsS (short interspersed elements). Jedna se obvykle o kratké (100 — 500 bp) sekvence, které
se pouzivaji k identifikaci ptivodu jedince. V téchto sekvencich je obzvlasté dilezity
Alu element. Zabira 10 % celého genomu za ptitomnosti milionti kopii kratké sekvence o délce
300 bp. Tyto sekvence hraji dtlezitou roli pfi urovani pohlavi, napiiklad v ptipadech
sexualniho nasili, a to diky pevnym inzercim — AluSTXa a AluSTYa na chromozomu X
a'Y [48].

2.3 Metody analyzy materiali

Kvalitativni analyza materiald a identifikace cilovych sekvenci je zaloZena pfedevs$im na co
nejefektivngj§im vybéru metod a technologii, které poskytnou co nejptesnéjsi vysledky.
V tomto pfipadé je kvalitnim vysledkem analyzy dekddovani polymorfniho znaku
s minimalnim poctem chyb, coz nasledné umoziuje identifikaci osoby, kterd spachala trestny
¢in nebo se stala jeho obéti. V této casti budou popsany nékteré technologie nebo jejich
kombinace, které se pouZzivaji pro efektivni detekci markeri; zarovent budou zvaZeny vyhody

a nevyhody, ptiklady zlepSeni stavajicich metod.

2.2.1 Southern blotting

Southerniiv pfenos je jednou z hybridizacnich technik pro analyzu markert. Hybridizace
v roztoku je obvykle zaloZena na tradi¢nich technikidch PCR, PCR v realném case nebo

sekvenovani a bude diskutovana v nasledujicich ¢astech prace. Hybridizace na pevném
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podkladu pouziva k analyze fragmentt sondy. Technologii Southern blottingu 1ze pouzit pfi

analyzach, jako je RFLP a AFLP [49, 50].

Vzorky DNA se $tépi pomoci restrikénich endonukledz. RE je typ enzymu, ktery dokaze
rozstépit dvoutetézec DNA v uréitém misté bez poskozeni dusikaté baze. Rozstépené vzorky
se rozdéli pomoci gelové elektroforézy v agar6zovém gelu. Elektroforéza je jednou
z nejbéznéjSich metod separace materialu. Fragmenty se odd¢€luji na zaklad¢ jejich velikosti,
protoze vétsi prvky ziistanou blize k pocatku, zatimco mensi se budou pohybovat rychleji.
Fosfatovd skupina nukleotidi nese zaporny ndboj, takze se fragmenty pohybuji smérem
ke kladn€ nabité anodé. Spolu s analyzovanymi vzorky je separovan také velikostni marker,
tzv. DNA ladder — standardizované fragmenty DNA riznych délek pro porovnani s délkami
neznamych sekvenci. Po elektroforéze se fragmenty DNA denaturuji v 0,5 M roztoku
hydroxidu sodného. Poté se na gel polozi hybridizatni membrana, na které zlstanou
makromolekularni fragmenty DNA, strhavané kapilarnim nasavanim (blottingem). Membrana
se poté inkubuje s hybridizaénim pufrem obsahujicim radioaktivné nebo fluorescencéné

znacenou sondu a identifikuje se signal specifického vlakna DNA piitomného ve vzorku [32].

V metod¢ RFLP, ktera je jednou z prvnich technik pro analyzu genetickych markerd, se tato
technologie pouZzivala naptiklad k detekci VNTR, ke zjiSténi rozdili v délce markerii mezi

riznymi jedinci, nebo SNP, ke zji§téni substituovanych nukleotidi v sekvenci [50].

Po urcitou dobu se Southern blotting pouZival také pro analyzu produktti PCR. Metoda AFLP
se 181 tim, Ze po $tépeni fragmentl pomoci RE projdou vzniklé fetézce procesem amplifikace,
fragmenty jsou rovnéz oddéleny elektroforézou a analyzovany pomoci sondy. Tento typ
analyzy vSak nyni vyuziva nové PCR metody, kter¢ jiz nevyZzaduji Southern blotting. Pomoci
AFLP lze analyzovat STR markery. V soufasné dobé neni pouZivani Southernového pienosu

tak popularni vzhledem k vyvoji rychlejsich a uc¢innégjsich technologii [32, 51].

2.2.2 Polymerazova retézova reakce

Vyvoj technik polymerazové fetézové reakce zahajil novou éru DNA-profilingu. PCR je
zakladni technika amplifikace DNA pomoci enzymatickych reakci. Moderni laboratofe mohou
vyuZzivat rizné zpusoby analyzy biologického materialu pomoci amplifikaénich technik. V této
¢asti ¢lanku budou diskutovany tfi rizné metodiky PCR: tradi¢ni PCR, qPCR a rychlda PCR
(rapid DNA).

Amplifikace vzorkti pomoci PCR vyZzaduje 5 klicovych komponent — dNTP, termostabilni

DNA polymeradzu, templatovou DNA, primery a pufr s obsahem hoi¢iku a drasliku.
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Polymerdzova fetézova reakce se sklada ze tfi krokid: zahtati k rozruSeni dvoufetézcové
nukleové kyseliny, annealing k ukotveni primert na cilovou sekvenci a elongace, ktera probiha
pii teploté vyssi nez teplota annealingu, ktera je optimalni pro syntézu nové dvoufetézcové
molekuly DNA pomoci polymerazy (Obrazek 6). Tyto tii kroky se opakuji, dokud nebude

syntetizovano pozadované mnozstvi materialu [32, 52].
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Obrazek 6 Schéma polymerazové fetézové reakce [32]

Jednou z nejpouzivanéjsich modernich metod typizace DNA je STR PCR. V pribéhu reakce se
fluorofory pfipojené k primeriim zabudovévaji do produkti PCR (amplikonil), které¢ byly
syntetizovany b&hem amplifikace templatové DNA. Amplifikovany produkt se analyzuje

pomoci kapilarni elektroforézy, pti které se detekuje ptitomnost zabudovanych fluorescenénich
znacek [53].
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Obrazek 7 Porovnani analyzy tradi¢ni PCR (A), gPCR (B) a rapid DNA (C) [53]

Kvantitativni PCR, real-time PCR nebo gPCR (Obrazek 7) je modifikace standardni
polymerazové tfetézové reakce, kterd umoznuje sledovani procesu amplifikace v realném case
a pfimou analyzu produktu. Hromadéni amplifikovaného materidlu se vizualizuje pomoci
fluorescencnich znacek a sleduje se po kazdém cyklu. S kazdym cyklem se pocet produkti PCR
zdvojnasobi, coz Ize sledovat naristem fluorescence. Pro PCR v redlném Case se pouzivaji dvé

metody analyzy: TagMan Probe nebo SYBR Green [53].

U metody SYBR Green je fluorescencni znackou interkalujici barvivo, které se vaze
na dvoufetézcovou molekulu DNA. Cyklus zacind rozdélenim dvoufetézcové molekuly
amplikonu. Béhem denaturace se primery navdzou na komplementarni casti a oznaci
pozadovanou sekvenci. Polymeraza syntetizuje komplementarni fragment. Na dvoufetézcovou
molekulu se navaze barvivo, které umoznuje sledovat fluorescenci po kazdém cyklu. Vyhodou
pouziti této metody je jeji dostupnost, ale nevyhodou je, Ze barvivo muze byt pfipojeno
k jakékoli dvouftetézcové molekule, coz znamena, ze mize analyzovat i nespecifické PCR

produkty, naptiklad primery [54].

TagMan Probe je metoda, ktera pouziva sondy, které jsou specificky modifikovany tak, aby se
vazaly na komplementarni sekvenci. Kratké sekvence sond jsou na 5' konci oznaceny
fluorescen¢ni znackou (reporter). Aktivita této znacky je potlaena jinym barvivem (quencher)
na 3' konci. Po oddéleni dvouietézcové molekuly se sonda ptipoji ke komplementarni sekvenci.

Polymeraza ma 5' exonukleazni aktivitu a béhem syntézy komplementarniho fetézce Stépi
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sondu, coz vede k odd¢leni reporter-barviva od quencher-barviva, coz vede k emisi
fluorescen¢niho signalu. Ve srovnani s predchozi metodou je tato metoda drazsi, ale ma
vysokou specificnost, protoze se vaze pouze na cilovou sekvenci. Tato metoda je také
multiplexni, coz umoznuje pfipojeni raznych primert a sond s jinymi barvivy a diky tomu

paralelni dekddovani riznych fragmenta [54].

Klasicka kiivka real-time PCR je zaloZzena na principu, ze narist fluorescencniho signalu je
pfimo tumérny narustu amplifikovaného produktu PCR. Amplifika¢ni kiivka ma tii faze:
exponencialni fazi, linedrni a plat6. Béhem prvni faze se amplifikace zvySuje exponencidlng,
coz znamend, ze se produkty béhem kazdého cyklu zdvojnasobi. V linearni fazi zacne
amplifika¢ni vykon klesat a ve fazi platd se snizi na minimum. Amplifika¢ni kiivka byla

ziskana detekci fluorescenéniho signalu v kazdém cyklu (Obrazek 8) [55].

Pocet cykll, po nichZ intenzita signdlu dosdhne mezni hodnoty, se nazyva Ct. Nizké hodnoty
znamenaji vysokou koncentraci DNA, zatimco vysoké hodnoty znamenaji, ze signal je

detekovan se zpozdénim, coz svédéi o nizké koncentraci DNA [55, 56].
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Obrazek 8 Amplifikacni kiivka PCR [55]

Dalsi metodou pouzivanou k analyze vzorki je rychla PCR nebo rapid DNA. Metoda je
zaloZena na pouziti stejnych primerti jako u STR PCR, s rozdilem, Ze se u rychlé PCR pouZzivaji
specializované PCR pfistroje a software. Tim, Zze se vynechava krok kvantifikace DNA,
umoziuje tato metoda rychlé vytvoreni profilu DNA v kratkém case pomoci zkracenych
programiit PCR. Pro efektivni analyzu a generovani informativnich profili musi vzorky
obsahovat velké mnoZstvi vysoce kvalitni templatové DNA, ktera byla ziskana, naptiklad

z referen¢nich vzorka [57].

Jednou z etap vyvoje PCR v oblasti forenznich véd je ptrechod od uniplexové metody

k multiplexové. Do uré¢itého obdobi bylo mozné béhem jedné reakce amplifikovat pouze jeden
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specificky fragment DNA. Pfi pouzivani forenznich technik je vSak cilem ziskat co nejvice
genetického materidlu z mista ¢inu, aby bylo mozné shromézdit co nejvice variabilnich
fragmentll pro dal$i rozpozndvani a porovnavani vzorkd. Multiplexni PCR umoziuje
amplifikaci vétsiho mnozstvi fragmentti DNA v jedné reakci. Jeho vyhodou je sniZzeni mnozstvi
extraktu DNA potiebného k ziskani profilu DNA a snizeni mnozstvi ¢inidel pro PCR.

[53, 57].

2.2.3 Sekvenovani
wZnalost sekvenci by mohla vyznamné prispét k nasemu poznani zivé hmoty.” -

Frederick Sanger

Sekvence DNA, ktera se sklada z variaci uspotradani 4 nukleotidovych bazi (A, T, C, G),
obsahuje vesker¢ informace o konkrétnim ¢lovéku, jako je pohlavi, rasa, barva o¢i nebo vlast
¢i sklony k nemocem. Sekvenovani neboli soubor biochemickych technik zaméfenych
na ur¢eni sekvence nukleotidovych bazi DNA, je metodou desifrovani genetického kodu, a tedy

1 profilu analyzovaného jedince.

Béhem 30 let od objevu dvouvldknové struktury DNA jiz védci navrhli prvni generaci
sekvenacnich technik a v nasledujicich letech doslo k vylepseni starych metod a vyvoji novych.
V soucasné dob¢ existuji 3 (podle n€kterych zdroj 4) generace metod pro stanoveni sekvence

nukleotidi DNA.

1. generace

Metody prvni generace se povazuji za zacatek vyvoje technik sekvenovani genomu. Tyto
metody umoziuji urceni sekvence klonalnich populaci DNA. Mezi né patii Sangerovo
a Maxam-Gilbertovo sekvenovani, resp. dideoxynukleotidova metoda a metoda ,,chemického

sekvenovani® [58, 59].
Sanger

U metody sekvenovani dle Sangera (taky metoda sekvenovani syntézou nebo
dideoxynukleotidova metoda) se pouzivaji chemicky modifikované deoxynukleotidy zvané
dideoxynukleotidy (ddNTP), oznacené pro jednotlivé baze jako ddA, ddT, ddC a ddG. Jako

templat, ktery musi byt sekvenovan, se pouziva jedno z vlaken dvouvlaknové DNA.
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Dideoxynukleotidy se odlisuji od deoxynukleotidli tim, Ze dANTP nemaji 3"-hydroxylovou
skupinu a netvoii vazby s 5°-fosfatem dalSiho dNTP. Timto se ukoncuje elongace, protoze

fetézec se dale neprodluzuje a dochazi k terminaci [60, 61].

Pokud se provede inkubace templatu a primeru spolu s DNA polymerasou v pfitomnosti smési
dNTP a ddNTP oznacené %P, vzniknou fetézce DNA riizné velikosti, coZ je spojeno s tim, jak
ddNTP se zaclenuji do fetézce a zastavuji elongaci. Tento postup se provadi ¢tyifmi paralelnimi
reakcemi, kazda z nich obsahuje jednu ze &tyt bazi ddNTP. Retézce se potom rozdéli na &tyfech
deskach polyakrylamidového gelu, kde vysledné pasy lze vizualizovat pomoci rentgenového
nebo UV zafeni (Obrazek 9) [59 — 61].

————————————r
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Obrazek 9 Schema Sangerova sekvenovani [59]

Prvnimi genomy sekvenovanymi timto zpisobem, jsou genom phiX174 (5374 bp) a genom
bakteriofaga A (48501 bp).

U Sangerova sekvenovani byla provedena fada vylepseni, naptiklad nahrazeni oznaceni 2P
fluorimetrickou detekci a zrychleni analyzy pomoci kapilarni elektroforézy. Nicméné tato

analyza neumoznuje sekvenovani slozitych genomu a je casové narocna a piilis draha [59].
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Maxam-Gillbert

Maxamova a Gilbertova metoda (taky metoda chemického sekvenovani) je zaloZena
na principu rozdéleni zkoumaného fetézce na oznacené fragmenty, které lze odd¢€lit pomoci

elektroforézy podle jejich velikosti [58].

Cteny fragment DNA se oznaluje 3°P, ktery je vloZen na 5'konci, a dale se opravuje pomoci
ruznych chemickych latek, které odstranuji baze z malych tsekit DNA. Béhem reakcei se usek
rozlomi na jedné nebo dvou ze Ctyt nukleotidovych bazi v kazdé ze ctyt reakci (C, T+C, G,
A+G). K odstranéni baze z purini (A+G) se pouziva kyselina mraven¢i, kde guanin také
podléha metylaci dimetylsulfatem (adenin bude téZ ovlivnén, ale v mnohem mens$i mife);
pomoci hydrazinu Ize odstranit baze z pyrimidini (C+T), zatimco v pfitomnosti vysokych
koncentraci soli (naptiklad chlorid sodny) dochazi k inhibici reakce thyminu a odstranéni baze
z cytosinu. V dalsim kroku se pouzije piperidin ke $té€peni fetézce a dojde k rozdéleni
na fragmenty rizné velikosti. Fragmenty Ize vizualizovat pomoci elektroforézy
na polyakrylamidovém gelu — T a A lze pfimo odvodit z pasu v pyrimidinovém, resp.
purinovém pruhu, zatimco G a C jsou indikovany pfitomnosti dvojitych pasi v pruzich G

aA+G[59, 62].

Nicméné vylepsSeni a vyvoj dideoxynukleotidové metody ji vSak uptfednostnil pted metodou
chemického sekvenovani. Navic nevyhodou Maxam-Gilbertovy metody je pouziti toxickych

a radioaktivnich chemikalii, proto je tato metoda povazovana za nebezpecnou [59].

2. generace — NGS

Od doby Sangerova sekvenovani se vyvinuly nové sekvenacni technologie nové nebo také
druhé generace, které zlepsily analyzu dat a rozsifily rozsah novych metod. Tyto techniky
zrychlily dobu analyzy diky soubéZnému provadéni velkého poctu reakci, coz rovnéz prispélo

I k tomu, ze metody NGS jsou levné&jsi, nez metody 1. generace.

Techniky druhé generace nebo ,,short read” jsou zastoupeny nejrozsifenéj$imi metodami

[llumina a lon Torrent [63, 64].
IHlumina

Proces analyzy metodou Illumina se sklada ze 4 fazi: pfiprava vzorku, generovani Klastra

(soubor sekvenci vytvotenych ze stejné ptivodni sekvence), sekvenovani a analyza dat.
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V prvnim kroku se na konce analyzovanych fragmentti pfipoji adaptéry DNA. Béhem
zkraceného amplifikaéniho cyklu se k fragmentim ptidaji dalsi komplementarni adaptéry pro

dal$i vazbu s oligonukleotidy, navazané na pevné desticce [59, 64].

Druhé faze zahrnuje proces, pii némz se kazdy fragment molekuly mnozi pti konstantni teploté.
Dva typy oligonukleotidi jsou piipevnény ke sklenéné desti¢ce s ne¢kolika drédhami. Kazdy
fragment se ptipojuje k prvnimu druhu oligonukleotidi pomoci komplementarniho adaptéru.
Polymeraza vytvoii komplementarni fragment k hybridizovanému vldknu. Dvojité vlakno je
denaturovano a pro analyzu zistane pouze komplementarni fragment. Retézec je klonalnd
amplifikovan pomoci metody ,,PCR amplifika¢niho mustku‘ (bridge amplification). Fragment
je svym druhym koncem vazan adaptérem na druhy typ oligonukleotidu piipojeného k desticce.
Polymeraza dokon¢i komplementarni fetézec a vytvoii dvoufetézcovy mustek. Molekula
denaturuje a rozdéli se na dvé komplementarni kopie. Timto zptisobem je mozné namnozit

vSechny fragmenty na miliony kopii pivodniho materialu [59].

Tfetim krokem je sekvenovédni vlakna — po kazdém cyklu do vlakna se pfipoji jeden
fluorescencné¢ znaCeny dNTP a vysledny fluorescenéni signal je vizualizovan. Sekvenovani
timto zpisobem se nazyva sekvenovani pomoci syntézy (sequencing-by-synthesis). Ve velkém

poctu paralelnich procest se dekdduje obrovské mnozstvi Klastra [59].

Kromeé toho jsou platformy Illumina schopny provadét parové sekvenovani, coz je sekvenovani

na obou koncich fragmentu DNA, a poskytovat tak vysoce kvalitni sekven¢ni data.
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Obrazek 10 Schéma sekvenovani pomoci metody Illumina [59]

Diky technologii spole¢nosti Illumina je tato metoda povazovana za jednu z nejptesnéjSich
metod sekvenovani. Nevyhodou této metody je vsak ¢asova naro¢nost, ale novéjsi modely

sekvenatori umoznuji krat$i dobu sekvenovani pii zachovani vysoké presnosti a kvality [59].
lon torrent sekvenovani

Na rozdil od ptedchozi metody nepouziva lon Torrent sekvenovani pro svou analyzu
fluorescenéné znacené nukleotidy a nevyzaduje optickou detekci. Ton Torrent sekvenovani
spolec¢nosti Thermo Fisher Scientific je metoda, kterd spociva v uvoliiovani vodikovych iontd
béhem sekvenovani a zmény pH roztoku, které pomadhaji detekovat navazané nukleotidy

pomoci zmény napéti [59, 65].

Technologie této metody je zaloZena na pouziti polovodicového Cipu, ktery je pokryt velkym
poc¢tem mikrojamek s kuli¢kami Ion Sphere. Na kulicku se ptipoji fragment DNA a mnoZi se,
dokud jeho kopie nepokryji cely povrch kuli¢ky. Tento komplex je fixovan v emulzi obsahujici
dNTP, primery a polymerasu. Jakmile se nukleotid navaze na sviij komplementarni protéjsek,
uvolni se vodikovy iont, coz vede ke zméné pH roztoku. Polovodicovy senzor (CMOS)
detekuje tuto zménu prevodem signdlu na napéti. Zmeéna napéti indikuje, Ze do fetézce byl
vloZen novy specificky nukleotid. Proces se opakuje kazdych 15 sekund a indikuje zménu
napéti. Pokud se v fetézci nachéazeji dva identické nukleotidy, jejich signal se zdvojnasobi, coz

znamena, ze do fetézce byly vlozeny dva identické nukleotidy.
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Kazda jamka funguje jako mikro-PCR reaktor, coZ umoziiuje paralelni sekvenovani v kazdé
jamce zvlast. Sekvenatory lon Torrent jsou schopny ¢ist sekvence o velikosti 200 bp, 400 bp
a 600 bp. Jednou z hlavnich vyhod této metody je rychlost analyzy, kterd se pohybuje od
2,5 do 4 hodin. Nevyhodou této metody je vSak obtiznost sekvenovani homopolymernich
oblasti (vice nez 6 bp), protoze miize dojit ke ztrat¢ presnosti interpretace v dusledku
nepiesného méfeni napétového impulsu, coz se mize projevit v podobé chyb inserce/delece

v jednom ¢teni (~ 1 %) [59].

Charakteristickymi vyhodami NGS oproti tradiénimu sekvenovani prvni generace jsou
vykonnost a multiplexita sekvenovani. Multiplexovani gent a vzorki vyrazné snizuje néklady
na jeden vzorek. Na soucasném trhu sekvenovani dominuje sekvenovani s kratkymi ¢tenimi,
protoze v soucasné dobé bylo vyvinuto mnoho vypocetnich nastrojii urcenych k analyze

,»short read* dat [59].

Rozdil mezi dvéma generacemi sekvenovani je patrny také v dekoédovani lidského genomu.
Lidsky genom se sklada z 3 miliard bp a z makromolekul DNA o délce od 33 do ~ 247 milionii
bp, které¢ jsou rozmistény ve 23 chromozomech umisténych v jadie kazdé lidské bunky.
Sekvenovani lidského genomu pomoci Sangerovy metody trvalo témér 15 let, vyzadovalo
spolupraci mnoha laboratoii po celém svété a stalo piiblizn¢ 100 miliont dolarii, zatimco
sekvenovani pomoci sekvenatortt NGS trvalo dva meésice a stalo pfiblizn€ setinu ndkladi [9].
Nicméné, NGS neni schopna piecist kompletni sekvenci DNA genomu, je omezena
na sekvenovani malych fragmenti DNA a generuje miliony ¢teni. Toto omezeni zistava
negativnim bodem zejména pro projekty sestavovani genomu, protoZze vyZaduje vysoké

vypocetni zdroje [59, 65, 66].

3. a vy$S§i generace

Na rozdil od metod druhé generace umoziuji metody tfeti generace (nebo technologie
,long read*) pfimé sekvenovani jednotlivych molekul DNA a generujici sekvence o délce vice
nez 10 bp. Budou popsany dvé hlavni ,,long read* metody zalozené na riznych technologiich

— Pacific Biosciences (PacBio) a Oxford Nanopore Technology (ONT).
Pacific Biosciences SMRT sequencing

Pacific Biosciences je metoda fluorescenéné znacenych molekul, kterd se od ptedchozich

metod lisi tim, Ze umoznuje analyzu v realném case [58, 59, 67].
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Prvnim krokem je vytvofeni knihovny SMRTbell®: na dvoufetézcovou molekulu DNA
se navazou adaptéry, ¢imz vznikne kruhovy templat, ktery se nasledné spoji primerem
a polymerdzou. Poté se upraveny fragment umisti do zafizeni sestavajiciho z bunck
(SMRT®-cell) tvoienych velkym poétem mikrojamek ZMW (Zero-Mode Waveguides).
Molekula je imobilizovana v jamce, kde polymerasa syntetizuje komplementarni fetézec
pomoci ¢ty fluorescenéné znacenych nukleotidi s individudlnim emisnim spektrem.
Po inkorporaci polymerasou uvolni fluorescenéné znaceny nukleotid svételny signal, ktery
umoziuje detekci zabudovani nukleotidu v realném case [34]. Béhem procesu replikace jsou
vSechny ZMW v buiice SMRT zaznamenany jako film svételnych signald a impulsy

odpovidajici kazdému ZMW jsou dekddovany jako sekvence bazi (CLR sekvenovani) [59, 67].

Protoze buinka SMRT® tvofi uzavieny kruh, po jedné replikaci polymerasou cilového vlakna
DNA do molekuly mizou byt navazané dalsi baze adaptéru a nasledné i baze dalsiho fragmentu.
Timto zpisobem Ize obé vlakna sekvenovat nékolikrat za jedno CLR a celé CLR rozdélit
na nékolik subéteni rozpoznanim a vystiizenim adaptérovych sekvenci. Retézec takovych

subCteni je slozen do cyklické sekvence (CCS), ktera je ¢tena s vyssi presnosti [59, 67].
Oxford nanopore sequencing

Oxford nanopore sequencing je long-read metoda nativniho materialu v realném case bez

pouziti kopii nebo templatovych fetézci [59, 68].

K dvoufetézcovému fragmentu DNA se pfipoji adaptér a motoricky protein. Sekvenatory
(naptiklad MinlON) obsahuji membranu s velkym poctem nanoporii. Nanopory mohou mit
napiiklad bilkovinou strukturu stafylokokového a-hemolyzinu (aHL). Poté, co je fetézec
zachycen nanoporem, motoricky fragment na 5" konci adaptéru pfesune jeden z fragmenti
fetézce porem, ¢imZ vznikne zména iontového proudu v disledku rozdilu pohybu nukleotida,
které¢ se nachdzi v poru. Zmeény iontového proudu jsou zaznamenany na grafickém modelu
a poté dekddovany za ucelem urceni sekvence nukleotidii. Sekvenovani se nejprve provadi
na jednom vlakné, ¢imZ se vytvoii templatové Cteni, po némz se preCte struktura adaptéru.
Dal8im krokem je ¢teni druhého vlakna, které generuje komplementarni ¢teni. Tato Cteni se
oznaCuji jako "1D". Pokud se templatové a komplementarni Cteni zkombinuji, ziskdme
konsenzualni sekvenci, ktera se nazyva obousmérné ¢teni nebo "2D". Tato metoda umoznuje

rychlost ¢teni 400 bazi za sekundu a trva piiblizné¢ 5 — 10 minut [68].

Obecnymi vyhodami metod sekvenovani tteti generace ve srovnani s NGS jsou rychlost

provedeni prace, moznost sbéru dat v redlném Case a jejich obrovsky objem. Pti préci se pouziva
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pfimo nativni DNA, coz pomdhd pfedchdzet chybam pii amplifikaci, které se vyuziva
u metod kratkého ¢teni. Krom¢ toho jsou konkrétné ptistroje ONT levnéjsi a mensi nez
sekven¢ni platformy druhé generace nebo dokonce i PacBio, takze jsou vhodné pro

nizkorozpo¢tové prostiedi nebo pro terénni vyzkum [67, 68].

Mezi nevyhody ONT patii pfirozené vyssi pocet chyb (12 % — 3 % neshod, 4 % inzerci a 5 %
deleci) ve srovnani s metodami druhé generace. V soucasné dob¢ technologie PacBio pouzivaji
¢teni HIFI (highly accurate long sequencing reads), vyuzivajici vicenasobné sekvenovani
dlouhych molekul, ¢imz se minimalizuje pocet chyb. ONT zase dosahuji tohoto vysledku
upravou proteinu nanopord, kterd zajistuje pomalejsi prichod nukleotidi. Nicméné chyby

vvvvvv

chyb [59, 68].

2.4 Porovnani

2.4.1 Metody
Tabulka 4 Porovnani metod typizace DNA
Metoda Vyhody Nevyhody
Southern blotting Nizka cena V soucasné dobé metoda

neni popularni diky vyvoji

novych technik

PCR

Tradi¢ni Princip metody se pouziva u | Ma nizs8i pfesnost ve
dal§ich druhli amplifikace; | srovnani s dal§imi metodami

nizsi cena

gPCR Metoda je multiplexni a | Metoda je drazsi

zajistuje vyssi presnost

Rapid DNA Metoda umoziiuje analyzu Vzorky musi obsahovat
nativniho materialu, je velké mnozstvi vysoce
rychlejsi a levnéjsi ve kvalitni templatové DNA;

srovnani s dal§imi metodami | specidlni zafizeni
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Tabulka 5 Porovnani metod typizace DNA — pokrac¢ovani

Metoda

Vyhody

Nevyhody

Sekvenovani prvni generace

Sangerovo sekvenovani

Princip metody se pouziva u

dalsSich generaci sekvenovani

Metoda je casové narocna
a ptilis draha; umoziuje cteni

pouze kratkych usekit DNA

Maxam-Gilbertovo

Princip metody umoznil

Metoda je cCasové ndrocna,

sekvenovani rozvijet nové techniky pfili§ drahd a povazovana za
toxickou; umoziuje Cteni
pouze kratkych useki DNA
Sekvenovani druhé generace
[llumina Metoda je rychlejsi ve Umoziiuje  Cteni  pouze
srovnani s metodami prvni kratkych usekti DNA
generace; multiplexovani
lon Torrent Rychlost analyzy; Vyskyt chyb béhem analyzy;
multiplexovani umoziuje  Cteni  pouze

kratkych tsekli DNA

Sekvenovani tieti generace

Pacific Biosciences

Analyza v redlném case,
rychlost, vysoké ptesnost,
sekvenovani dlouhych usekt
DNA; umoziuje ¢teni

nativniho materialu

Metoda potiebuje specialni
zafizeni, protoze v dnesni
dobé jsou pouzivang;jsi
nastroje pro ,,short read*

analyzy

Oxford Nanopore

Analyza v redlném case,
rychlost, sekvenovani
dlouhych usekit DNA;
umoziuje ¢teni nativniho

materialu

Vysoky pocet chyb; metoda
potiebuje specialni zafizeni,
protoze v dnesni dobé& jsou
pouzivangj$i nastroje pro

,»short read* analyzy
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2.5 Moznosti zlepSeni soucasnych technik

S kazdou novou generaci technik dekddovani DNA metody jsou rychlejsi, dostupnéjsi,
presngjsi a poskytuji vice analyzovatelného materialu. Hlavnimi problémy téchto metod
zlstavaji smési DNA, které mohou obsahovat vzorky DNA od riznych jedincii, enzymy
podporujici degradaci nukleovych kyselin, inhibitory PCR, ndhodna kontaminace nebo chyby
pii analyze. Pfiklady uvedené v textu zduraznuji nasledujici zptisoby, jak se t¢émto komplikacim
vyhnout: k analyze smési DNA lze pouzit konzervativni mobilni elementy nebo
mikrohaplotypy; metody, které umoziuji analyzovat ptfimo nativni vzorek, zabranuji chybam
pii amplifikaci. Analyzu inhibovanych nebo degradovanych vzorki lze zlepsit pouzitim PCR
pufri, které zajist'uji stabilni pH amplifika¢ni reakce v pitomnosti draselnych (K*) a amonnych
(NH2") iont. Vykonnost testu 1ze rovnéz zlepsit pouzitim polymeras, které jsou odolné vaci
inhibitoram PCR [69].

V textu byla pfedstavena jedna z moznosti zlepSeni metod dlouhého ¢teni — HIFI — technologie
pro opakované cteni kratkych usekt dlouhych fetézcl, které pomahaji zabranovat chybam,
které jsou vlastni metodam analyzy dlouhych sekvenci [58, 59].

Technologie ONT vyuzivaji nové typy sekvenatord, jako jsou PromethION, BoardION,
GridION X5 nebo SmidgION X35, které ve srovnani s MinlON poskytuji jesté vyssi rychlost
sekvenovani a vétsi objem analyzovanych dat. Pouziti jinych proteini nanop6rtt miize umoznit

pomalejsi ¢teni nukleotidd s presnéjsimi vysledky [59, 70].
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3 DNA DATABAZE

Rychlé zmény a vyvoj metod dekoédovani profili DNA vedly k vytvoreni standardizovanych
a spolehlivych systémt pro uchovavani analyzovanych materiald. Prvni narodni databaze

vznikly ve Spojeném kralovstvi, Evrop¢ a USA.

Databdze DNA jsou sbirky profild DNA, které byly ziskany z materidlu osob, jez byly
podezielé ze spachani trestného ¢inu, pfimo se na ném podilely nebo jako neznamé vzorky ze
soudnich piipadd. Pouzivaji se k identifikaci jedincti na zakladé profila DNA ziskanych
z fyzickych dukazl jejich porovnanim s existujicimi profily v databazi. Databaze poskytuji

systematizaci shroméazdéného materidlu a rychly pfistup k potfebnym informacim.

V tomto oddile se budeme zabyvat metodami identifikace profilu DNA v pfipadé nepfitomnosti

referen¢niho vzorku. Soucasné budou diskutovany obtize spojené s témito metodami.

3.1 Metody identifikace

Databdze vyzaduji sadu standardnich genetickych STR markert, které se nejcastéji pouzivaji
pro typizaci vzorkid a které musi byt pouzité vSemi ziucastnénymi laboratofemi pii porovnani
vzorkll. Kombinovany indexovy systtm DNA CODIS v soucasné dob& pouziva
20 autozomalnich lokusit STR (A-STR). Profil se nahraje do mistni, statni nebo narodni sité,
kde se hleda shoda. Navzdory velkému poctu dostupnych nahranych profiltt v NDIS — National
DNA Index System (ptiblizn¢ 18 milionil) stale existuje velké mnozstvi nevyiesenych ptipadi

vzhledem k pomérné nizkému poctu shod vzorkt ptimo v databazich (30 — 50 %) [71].

Pro zvySeni pravdépodobnosti identifikace biologického vzorku lze pouzit profily osob
pfibuznych ke zkoumanému jedinci, pokud jsou jiZ k dispozici v databazich DNA. K tomuto
ucelu I1ze pouzit metody, jako je analyza DNA v roding€, Y-STR a genetickéd genealogie (IGQ).
Vyhledéavani Ize provadét prostfednictvim databédzi spravovanych vladou (NDIS), mistnimi

(LDIS) nebo soukromymi laboratotemi [71, 72].

3.1.1 Analyza DNA v rodiné

Princip této metody spoc¢iva v tom, zZe ptibuzni jedinci, jako jsou rodi¢e nebo sourozenci, budou
mit vyssi pocet alel ve zkoumaném lokusu nez nepiibuzné osoby. Tato metoda se pouziva
v piipadé, ze neexistuje referencni vzorek, s nimz by bylo mozné porovnat studovany profil —
v ptipadech, kdy podeziely neni k dispozici pro porovnani a jeho profil jesté neni v databazich.

Ugelem této metody je tedy najit osobu, ktera je s pachatelem piibuzna. Pouziti této analyzy
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umoziuje také skutecnost, ze vétSina odsouzenych pachatelil trestné ¢innosti méla piibuzné,

ktefti se podileli na trestné ¢innosti [73].

Analyza DNA rodiny vSak neni hlavni metodou vyhledavani shod. Po ziskéni ¢astecné shody
se na jejich zaklad¢ provadi také analyza Y-haplotypd. Dilezité je také vySetfit pribuzné

analyzované osoby, aby se zajistilo, ze se jejich DNA nenachazi na misté ¢inu [74].

Pti tomto typu analyzy se obvykle pouzivéa seznam profilit STR doporuceny systémem CODIS

(20 lokust) nebo European Standard Set — ESS (16 lokust) [71].

3.1.2 Kratké tandemové opakovani Y-chromozomu

Pokud v databazich neexistuji shodné profily, pouzije se analyza podobnych profili podle
stupné ptibuznosti. Kandidati muzského pohlavi s nejpravdépodobnéjsi shodou jsou podrobeni
testovani Y-chromozomu STR (Y-STR) a jejich profily jsou dale provéfovany s ohledem
na negenetické informace (napiiklad vék). Tato metoda rovnéz umoznuje shodu nejen
s pfibuznymi prvniho stupné, ale i se vzdalenéj§imi piibuznymi. Kandidati, ktefi nemaji
podobny profil Y-STR, jsou vyfazeni, ¢imz se minimalizuje zdsah do soukromi. Vzhledem
k tomu, Ze s timto typem analyzy jsou spojeny etické otazky, mél by byt proces ptisné regulovan
a mél by mit pfisné poZzadavky na znadmost a souhlasnd prohlaseni ucastnikll, kteti nejsou

zapojeni do trestného ¢inu [73, 74].

3.1.3 Geneticka genealogie

Tato metoda se obvykle pouziva pifi hledani biologickych pozlstatkii nebo pti feSeni
tzv. odlozenych ptipadii. Bohuzel STR nemtizou mit vzdy dostatecnou vypovidaci hodnotu,
pokud jde o shody mezi vzorky. K identifikaci vzdalenéjSich piibuznych nebo napiiklad
sourozencl, ktefi ndhodou nesdileji ptiblizné 50 % alel, je zapotiebi vice markerd.
Konzervativni profily SNP se pouzivaji k vyhledavani shod na zéklad¢ ukazatell, jako je
celkova délka spolecnych tisekti DNA analyzovanych profilii. Tato metoda umoznuje urcit

ptibuznost tfetiho a vyssiho stupné s vétsi presnosti ve srovnani s vyse uvedenymi metodami

[71, 72].

Pro tento typ analyzy existuje nckolik databazi se seznamem profili SNP, naptiklad

GEDMatch, Ancestry DNA nebo 23andMe [73].

3.2 Komplikace pii detekci
Navzdory vyhodam pouzivani databazi je s pouZivanim téchto metod spojena fada problémt.

Analyza muze vést k falesSné shodé€, protoze proces je zalozen na identifikaci ¢astecnych shod.
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Akutni je také otazka bezpecnosti a ochrany profilit DNA u pfipadu, kdy neexistuje politika
vkladani vzorkd do databédze a jejich dalsi analyzy. Pouzivani ptibuzenského vyhledavani
zvysilo riziko Sifeni informaci o profilu DNA dané osoby, protoze vzorek se miize porovnavat
1 mezi riznymi databazemi. O etice pouzivani soukromych informaci nékoho jiného
k porovnavani a zjistovani rodinnych vazeb se stale aktivné diskutuje. Kromé toho jsou takové

vyzkumné metody finan¢né velmi naroc¢né [71, 72].
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ZAVER

Hlavnim cilem této prace byl stru¢ny ptehled a porovnani metod analyzy biologickych
materidli S pouzitim biochemickych reakci. Nejprve byly ve studii identifikovany tfi hlavni
typy biologickych tekutin: krev, sperma a sliny. Techniky jejich analyzy byly rozdéleny
do dvou skupin — presumptivni a potvrzujici testy. VEtsi pocet metod umoznuje piesnéjsi
analyzu v piipadech, pro toto téma specifickych — odbér materiald za nestandardizovanych
podminek, jejich malé mnozstvi, vliv vnéjsich faktort atd. Soucasné byly navrzeny stavajici
metody, které by dale minimalizovaly nebo odstranily nevyhody spojené se specifikou

pouzivani metod.

Velka pozornost byla vénovana dulezité soucasti konfirmaéniho testovani — DNA typizace.
V soucasné dob¢ je obtizné nabidnout pfesnéj$i metodu identifikace osoby nez jeji vlastni
geneticky kod. Seznam markertt DNA, podle kterych profil ¢lovéka je unikdtnim a jedinenym,
spolu s rychlym tempem objevovani a zdokonalovani metod jejich dekédovani a rozliSovani

umoznil nékolikandsobné¢ zkratit dobu potiebnou k objasnéni trestnych Cini.

Vyvoj analytickych metod slouzi k tomu, aby se do jisté miry pfedchdzelo dalsim moznym
trestnym ¢inim. Se zavedenim standardizovaného uchovavani profili DNA za tcelem jejich
porovnavani se stalo readlnéjsim identifikovat nezndmé lidské ostatky, najit pohfesované osoby

nebo vyfesit pfipady staré mnoho let.

Blahobyt clovéka muZe casto zaviset na jednani lidi kolem néj. Pfestoze je velmi
nepravdépodobné, Ze by se podafilo stoprocentné zabranit kriminalité, doslo v této oblasti
k urcitému zlepSeni ve srovnani s obdobim, naptiklad pfed 30 lety. Neméné dllezitd je
skutecnost, ze v pfipad€¢ spachani trestného cinu piibuzné obéti usiluji o spravedlnost
a spravedlivy pfistup. Existence stavajicich metod umoznila snizit poc¢et odlozenych ptipadi,
které nebyly zodpovézeny po cela 1éta. Pozornost a prace na dalSim vyvoji technik

s biochemickou slozkou tak budou mit pozitivni dopad na dalsi snizovani kriminality.
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