Daniel Vanék

Genetika jako identifika¢ni nastroj
ve sluzbach kriminalistiky

Tradi¢ni oblasti, ve které se uplatiiuje véda v pravnim prostiedi, jsou rekon-
strukce, jeZ se snazi stanovit, co se stalo, kde, kdy a kdo se podilel. Pokud po-
uzivame néjakou védeckou disciplinu také pro zodpovézeni otazky proc,
z jakého duvodu k udalosti doslo, pfidavame adjektivum forenzni (cesky =
soudni), coZ znamena, Ze zjisténé poznatky mohou byt pfijatelné jakozto diitkazni
prostfedek pro soudni dvir. Aplikaci poznatki z oboru molekularni biologie
a genetiky pak nazyvame forenzni genetikou.

Forenzni genetika je jako védni obor po-
mérné mlada. Na rozdil od jinych krimi-
nalistickych disciplin, jako je trasologie,
mechanoskopie nebo elektrochemie, zname
presné den a misto jejiho zrodu. Vznikla
v pondéli 10. za¥{ 1984 v laboratofi pro
studium DNA Aleca Jeffreyse na univerzi-
té v Leicesteru. Metoda rozliseni osob na
zakladé analyzy DNA byla v nasledujicim
roce publikovana v prestiznim védeckém
Casopise Nature pod ndzvem Hypervariable
minisatelite regions in human DNA (Hyper-
variabilni minisatelitni oblasti v lidském
genomu) a dodnes byl tento ¢lanek vice
nez 2 660x citovan. Diky této pfevratné me-
todé se nejprve podatilo urcit identitu ma-
lého chlapce z Ghany a poté byla vr. 1986
objasnéna vrazda dvou mladych divek
v britském hrabstvi Leicestershire.
Zavedeni analyzy DNA pfevratnym zpt-
sobem zlepsilo schopnost forenznich labo-

Tab. 1

Ukon

Zajisténi vzorku na misté ¢inu

ratoff jednoznacéné identifikovat jednotliv-
ce. Sérologické metody, které se pouZziva-
ly téméf od pocatku 20. stol., sice doka-
zaly urcit krevni skupinu osoby, od niz
pochézel biologicky material, ¢i stanovit,
zda jde o lidsky vzorek, ale rozhodné& ne-
bylo mozné hovofit o individualni iden-
tifikaci. Prvni genetické analyzy provadé-
né v policejnich a soudnich laboratofich
byly zalozeny na metodice RFLP (Re-
striction Fragment Length Polymorphism
— délkové polymorfismy restrikénich frag-
mentd). Tento postup mél viak fadu omeze-
ni, zejména z hlediska ¢asové néroc¢nosti,
pouziti radioaktivnich sond a citlivosti.
Pomoci této metody bylo mozné zpracovat
pouze biologické stopy, ze kterych by se
dalo ziskat alespori 500 nanogramti DNA,
tim byl velmi omezen rozsah pouziti. Tech-
nologicky pokrok v oblasti molekularné
biologickych metod pfinesl za poslednich

Poznamka

1 Vzorek spermatu po ozafeni UV
svétlem fluoreskuje. Uvedeného jevu se
vyuZziva pti vyhledavani tohoto typu
biologickych stop. Foto z archivu autora
2 Piiklad softwarové zpracovaného vy-
stupu ze sekvenatoru. Jednotlivé poly-
morfn{ oblasti jsou definované barvou

a velikosti pikt. Ziskany profil DNA
miuze slouZit pro identifikaci osoby,

od niz pochazel biologicky material, popi.
1ze porovnanim profild DNA zjistit piibu-
zensky vztah. Orig. z archivu autora

20 let mnoha vylep3eni v procesu analyzy
DNA pro identifika¢ni ticely a v soucasné
dobé je mozné rutinné zpracovavat vzorky
s koncentraci pouhych 50 pikogramid DNA
(jde ptibliZzné o DNA z 9 lidskych bunék).
Technologie vyuzivajici PCR (Polymerase
Chain Reaction — polymerdzova fetézova
reakce) a polymorfni oblasti STR (Short
Tandem Repeat — kratké tandemové repe-
tice) jsou sice extrémné citlivé, pfinaseji
ale také spoustu problémt s kontaminaci,
at uz béhem zajistovani vzorkd na misté
¢inu, p¥i transportu nebo pfi zpracovani
v laboratofi.

Metody analyzy DNA nabizeji ve srov-
Jednou z nich je, Ze tyto testy jsou zaloZeny
pfimo na genetickém materialu jedince,
tedy na DNA. Sérologické a proteinové tes-
ty zjistovaly genovy produkt a mohly byt
proto pouze nepfimym odrazem sloZeni

Schéma bézné analyzy kratkych tandemovych repetic (STR, bliZe v textu) jaderné DNA z forenznich stop

Pokud neni nalezen vhodny vzorek, nelze metody analyzy DNA pouZit

Béhem transportu musi byt vzorek zabezpecen pied nepfiznivym ptsobenim fyzikalnich,
chemickych a biologickych vlivi

Transport do laboratoie

Sérologické prikazy krve, spermatu, slin

Fragmentac¢ni analyza

Analyza vysledku ze sekvenatoru

Sérologickymi metodami lze vyhledat mista s vyskytem télnich tekutin a provést orientacni
a specifické testy

Z predmétl zaslanych na zkoumani se odebiraji v laboratofi vzorky pro analyzu DNA

Ze vzorku biologického materialu se ziskdva ¢ista DNA

Zjistuje se kvalita (stupeil degradace) a koncentrace izolované DNA

Amplifikace (namnoZovani) polymorfnich oblasti lidského genomu

NamnoZené amplikony (fragmenty DNA vzniklé amplifikaci uréité oblasti v genomu)
STR jsou separovany v sekvenatoru podle elektroforetické mobility

Ziskand data se musi normalizovat pomoci vnitinfho standardu (molekulové hmotnosti fragmenti
DNA znamé délky) a déle se porovnavaji se vzorkem obsahujicim zndmé alely daného STR lokusu;
podle miry shody jsou zkoumanym pikim pfifazeny ¢iselné hodnoty odpovidajici alelam

ze standardu zndmych alel (tzv. Zeb¥icku). Vysledkem je profil DNA

Analyza databaze
Shoda mezi profily DNA musi byt statisticky vyhodnocena
Znalecky posudek

UloZeni stop a vzorku

Profil DNA je vloZen do databaze a porovnan s ostatnimi zaznamy
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DNA. Metody DNA se vyhybaji jakymkoli
komplikacim s dominanci a recesivnosti.
DNA je také stabilnéjsi nez proteiny a je
ji moZno identifikovat dlouho po smrti,
napf. u egyptskych mumii (Padbo 1985,
Lawlor 1991) nebo dokonce u vyhynulych
mamutt (Johnson 1985). ProtoZe se na-
chazi téméf ve viech bunkach lidského
téla, mtze testovany material pochazet
z jakéhokoli zdroje bunék. Z forenzniho
hlediska je velice dtlezité, Ze individuél-
ni variabilita v DNA je mnohem vétsi, nez
muZe byt odhalena pomoci sérologickych
a proteinovych markerd, a proto je velice
nizka pravdépodobnost, Ze by dvé ne-
piibuzné osoby mély shodny profil DNA
(Weir a Buckleton 1996).

Po prvotnim opojeni, kdy soudy oka-
mzité pfijimaly vysledky této metodiky,
byly DNA metody a vysledky ziskané je-
jich pouzitim nékdy odmitany jako nevé-
rohodné. Ackoli vétsina soudt diikazy na
zékladé analyzy DNA pfijimala, soudy
vy$8i instance zménily vysledek nékolika
znamych procest, a to s odivodnénim vy-
skytu nedostatk v testovani DNA. Béhem
tohoto obdobi se znac¢né zlepsily technic-
ké standardy forenzniho testovdni DNA
a databdze pouzivané pro statistické vy-
hodnoceni nalezené shody se staly roz-
séhlej$imi a reprezentativnéj$imi. Proto-
Ze komunita forenznich genetikt striktné
dbé na kvalitu své prace (napf. Presley
1996) a publikovala mnoho ovéfovacich
studii, jez zkoumaji chovéani identifikac¢-
nich souprav v limitnich situacich, jako
je podkritické mnozstvi DNA, p¥itomnost
inhibitort PCR reakce, degradovana DNA
apod. (napf. Schumm 1996), staly se techni-
ky analyzy DNA obecné pfijatelnymi pro
soudy. V r. 1996 dosel americky National
Research Council ve své studii k zaveéru,
ze stav DNA identifikacénich technologif
a metod pro odhad frekvenct a statistické
vyhodnoceni postoupily do bodu, kdy pfti-
jatelnost spravné shromézdénych a analy-
zovanych dat nemuze byt zpochybnéna.

Jak probiha forenzni analyza DNA?
Proces forenzni identifikace biologického
materialu zajisténého na misté ¢inu zahr-
nuje celou fadu krokd, které na sebe nava-
zuji a jejichz bezchybné provedenti je ne-
zbytné pro ziskani vérohodnych vysledk.
U nékterych je nutné, aby analytik spravné
rozhodl, nap¥. vybral vhodnou metodu
izolace DNA z bunék. Chyba p¥i rozhodo-
vani muze vést k falesné negativnim nebo
fale$né pozitivnim vysledkim, a to zejmé-
na u mikroskopickych stop, kde neni moz-
né pouzit zlaté pravidlo o ponechéni nej-
méné poloviny stopy nebo vzorku pro
ovéfeni vysledku.
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Tab. 2 Typy vzorkd a pramérny vyté-
zek DNA. Kazda diploidni lidské burika
obsahuje ~6,6 pg DNA.

Optimalni mnozstvi DNA pro jednu
polymerazovou Fetézovou reakci (PCR)
je 0,5—1 ng.

Typ vzorku MnoZstvi jaderné DNA
Tekuté krev 20 000—40 000 ng/ml
Krevni stopa 200-500 ng
1 cm?

Krevni stopa 2-5ng
1 mm?

Seminélni 120 000—-300 000 ng/ml

tekutina (sperma)

Postkoitalni
posevni vytér

10-3 000 ng/stér

Vytrzeny vlas
s kofinkem

1-700 ng/vlas

Vypadly vlas 0,1-12 ng/vlas
s kofinkem

Sliny aZ 5 000 ng/ml
Moc¢ 1-20 ng/ml
Kost nejvyse 10 ng/mg
Tkan 50-500 ng/mg

Ustni stér

100-2 000 ng/stér

Jaké vzorky je mozné v laboratori

pro DNA zpracovat?

Takika v8echny buriky lidského téla obsa-
huji genetickou informaci ve formé ja-
derné DNA. Vyjimkou jsou zralé ¢ervené
krvinky, které postradaji jaddro a nejsou
proto pro forenzni analyzu DNA pouZzitel-
né. V laboratofi je zpracovatelny jakykoli
vzorek biologického materialu, z néhoz lze
ziskat dostate¢né mnozstvi DNA. V tab. 2
jsou uvedeny nejbéznéjsi typy zpracova-
vanych vzorkti a mnozstvi jaderné DNA,
jez z nich lze ziskat. Data jednoznacné
dokazuji, Ze b&zné stopy obsahuji dost
materidlu pro celou $kalu genetickych
analyz. Pokud se laboratofi nepoda¥i zis-
kat z takovych, optimélné zajisténych stop
dostatek materialu, jde spise o dikaz ne-
spravného provadéni laboratornich tko-
nu. Zpracovatelné jsou ale t¥eba i frag-
menty vlast bez kofinku. I kdyZ tento typ
vzorki neobsahuje jadernou DNA, je moz-
né provést analyzu sekvence D-smycky
(misto, kde za¢ina replikace) mitochon-
drialni DNA. Pro forenzni ticely vyuzitelna
oblast DNA-smycky je pfiblizné 1 050 bazi
dlouhé. Vyslednd informac¢ni hodnota je
sice mnohem nizsi neZ pfi stanoven{ pro-
filu DNA v autozomovych STR systémech,
ale vysledek lze pouzit k jednozna¢nému
vylouceni osob, od nichZ nemohl biologic-
ky material pochazet.
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Pfi zpracovani vétstho mnozstvi vzorkd
je mozné vyhodnotit ispésnost analyzy
DNA pro jednotlivé typy vzorka a v pfipa-
dé zaznamenani vétsi negativni odchylky
od pfedpokladanych dat je nutné zjistit
pifi¢inu. Samoziejmeé je tispésnost pfimo
imérna podminkam uloZeni stopy od doby
vzniku do okamziku zpracovani v labora-
tofi. Rozhodujici je také zvoleni spravnych
metod zpracovani a pouzivani odpovida-
jici p¥istrojové techniky. Vétsina laborato-
1 DNA dosahuje téméf 100% ucinnosti
pri praci s béznymi vzorky, jako je napf.
tekuta krev nebo stér sliznice tstni dutiny.
V pfipadé obtizné zpracovatelnych vzork,
jako jsou kosti, mo¢ nebo vzorky tkané fixo-
vané formalinem a zalité v parafinu vsak
muzeme zaznamenat odli$nou tGspésnost
riznych pracovist.

Forenzni genetika a skolstvi

Forenzni genetika neni dosud v ramci vy-
sokych gkol v CR akreditovéna jako samo-
statny studijni obor nebo zaméfeni. Podle
dostupnych informaci probihaji semestral-
ni pfednasky tohoto pfedmétu pouze na
katedfe antropologie a genetiky ¢lovéka
Pfirodovédecké fakulty UK v Praze. Infor-
mace o forenzni genetice jsou zafazeny
také do nékterych pfedméti na 2. 1ékatské
fakulté UK a na Policejni akademii. Zcela
vysadni postaveni mezi sttednimi $kolami
mé prazské Gymnézium Nad Aleji, kde
byla v rdmci projektu Genetika do 8kol aneb
biologie trochu jinak vybudovana prvni
standardni stfedoskolska laboratof pro
DNA. Studenti maji moznost provadét sami
prakticka cviceni z genetiky a tfeba se na
kréatky cas stat forenznimi védci, jeZ s po-
moci zdkladnich molekularné-biologic-
kych metod fesi otazku ,,Kdo je vinen?“.
Kromé kriminalistickych p¥ipadu se stu-
denti zabyvajf i ilohami zaméfenymi na
odhaleni genetickych modifikaci rostlin,
transformaci bakterii, detekci protilatek
pomoci testd ELISA nebo barveni riznych
typtt bunék (dopliiujici informace o tomto
projektu najdete na www.EDUGEN.cz).
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