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Abstrakt

Dotykova DNA je ve forenzni genetice jesté stale celkem novym objevem, ale vyuziva se velmi
Casto jako dikazni materidl pfi soudnich fizeni. Pfesto napftiklad jeji definice neni jednotna a
zdroj DNA v dotykovych stopach neni kompletné¢ prozkoumdén. Tato prace tedy shrnuje
vSechny doposud nalezené zdroje DNA v dotykovych stopach. Zaroven se zevrubné zaméfi 1
na vyzkum provadény na téchto modelové vytvaienych stopach v laboratotich a jak se ziskané
informace mohou uplatnit v redlnych ptipadech ve forenzni praxi. Na zavér budou shrnuty

metody extrakce DNA a nejlepsi doposud objevené metody k izolaci DNA z dotykovych stop.
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Abstract

Touch DNA is still a relatively new discovery in forensic genetics, but it is used very often as
evidence in court proceedings. Nevertheless, its definition is not uniform and the source of
DNA in touch deposits is not completely explored. This work summarizes all sources of DNA
in touch traces found so far. At the same time, it will provide a brief look on the research carried
out on these experimentally deposited traces in laboratories and how the information obtained
can be applied in real cases in forensic practice. Finally, DNA extraction methods and the best

methods discovered so far to isolate DNA from touch traces will be summarized.
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1. Uvod

Sbér DNA zanechané na misté ¢inu a jeji porovnani s nékym, kdo je podeziely z trestného
¢inu, je nyni vSudypfitomnym nastrojem ve forenzni praxi. Jiz pied vice nez dvaceti lety byl
ziskan geneticky profil jedince po stéru a analyze DNA z dotykaného pfedmétu (van Oorschot
& Jones, 1997). Jesté pred tim ale forenzni védec Edmond Locard poukazal na podstatu sbéru
prachu na misté ¢inu (Locard, 1930). Z jeho poznatka pak vzeSel znamy Locardiiv princip
vymeény, ktery tikd, ze kazdy, kdo vejde na misto ¢inu, zanecha stopy své pfitomnosti a zaroven
s né¢im z mista ¢inu odejde, pti¢emz oboji se poté da vyuzit jako forenzni diikaz pfi vySetiovani.
Tento princip se d& vztahnout i na DNA, ktera se na misté ¢inu miize vyskytovat jak ve stopach,
které muzeme vizualizovat (napi. ejakulat ¢i krev), tak ve stopach dotykovych, tedy “touch

DNA®, ktera je ve véde jeste stale celkem nové a ne zcela prozkoumané téma.

V literatufe a ve forenzni praxi se pak ¢asto operuje se dvéma hlavnimi pojmy. Prvnim je
“trace DNA* (stopovd DNA). Tento pojem vétsinou zahrnuje biologické vzorky obsahujici
malé mnozstvi DNA, kterd nepochdzi z télesné tekutiny (napt. ejakulat, sliny, krev).
Alternativné pak pojem “touch DNA*“ (dotykova DNA), kde se predpoklada, ze zpisobem
ulozeni na povrch byl dotyk. Definice téchto pojmi se mohou v riznych publikacich lisit, coz
by bylo vhodné do budoucna vice upfesnit, jelikoz se vyzkum ve forenzni genetice posouva

stale vpred.

Tato prace si klade za cil pfedev§im shrnout ptivod DNA, kterou je mozné izolovat z
dotykovych stop, na zéklad¢ dnes dostupnych informaci z védeckych publikaci. Zaroven se
prace Castecné zaméti na moznosti modelového vytvateni dotykovych stop a praktického
vyuziti ziskanych informaci ve forenzni praxi. Rada bych uvedla, Ze tato prace se nebude
zabyvat kompletni forenzni analyzou dotykovych stop, ale spiSe jejich obsahem, pivodem a

izolaci.



2. Charakterizace a zdroje dotykové DNA

Dotykova DNA, v literatufe znama jako “Touch DNA®, nemd mezi védeckou komunitou
jednotnou definici co se tyce konkrétntho mnozstvi, pivodu tkané, ¢i metody analyzy.
Historicky se vychdzelo z ndzoru, Ze se jednd o DNA z bun€k odloucenych z nejsvrchnéjsi
vrstvy ktize (Wiegand & Kleiber, 1997). Tento koncept se povétSinou nadale udrzuje, ale nové
studie, které se vyzkumem dotykovych stop zabyvaji, pfinasi nové informace o zdrojich DNA

v dotykovych stopach, které budou probrany v nasledujicich podkapitolach' této prace.

2.1. Buiiky z nejsvrchnéjsi vrstvy pokozky

Epidermis, neboli pokozka, je vnéjSim obalem kiize. Je tvofena nékolika vrstvami
dlazdicového epitelu. Keratinocyty jsou hlavnim typem bunék tvoftici epidermis, ale nachazi se
zde také melanocyty a dalsi typy bun¢k. Dle polohy a morfologie bun¢k lze rozeznavat Ctyti
vrstvy (Obr. 1), do kterych se keratinocyty organizuji: bazalni vrstva (stratum basale),
s. spinosum, s. granulosum, kde se nachdzi bunky obsahujici keratohyalinova granula
v cytoplazmé a nejsvrchnéjsi vrstva s. cormeum ve které se keratinocyty diferencuji na

tzv. korneocyty (Watt, 1989).

Epidermis
= —— Corneocytes

Stratum corneum —

Stratum granulosum

Keratinocytes

Stratum spinosum

Stratum bhasale

Obrazek 1: Schématické zobrazeni vrstev epidermis (Vlastni tvorba - vytvoreno v BioRender)

! Rozdéleni t&chto podkapitol bylo &4steéné prevzato z review od Burrill et al., 2019
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Korneocyty jsou obklopeny nerozpustnou zrohovatélou obalkou a vyplnény
keratinovymi vlakny. Tyto zrohovatélé buiikky maji za cil chranit spodni vrstvy zivych bunck
pfed mechanickym poskozenim a vysychanim. (Watt, 1989). Korneocyty jsou vzijemné

propojeny korneodesmozomy (Chapman & Walsh, 1990).

Kornifikace, keratinizace, ¢i rohovéni, je termindlni diferenciace keratinocytl, kdy
dochazi ke ztraté jadra a dal§ich bun&énych organel. Zivé keratinocyty se méni na bezjaderné
korneocyty a jsou tedy v podstat¢ bez DNA (Chu, 2012). Krom¢ tvorby korneocytii vede
terminalni diferenciace keratinocytii k riznym kone¢nym produktim, jako jsou napft. vlasy ¢i

nehty (Fischer et al., 2011).

Pti ptechodu ze s. granulosum do s. corneum je jaderna DNA degradovdna. Dochdzi ke
vzniku dvoutetézcovych zlomli DNA, které jsou detekovatelné zna¢enim volnych 3'-OH konct.
Tento proces trva piiblizn€ 6 hodin, stejn¢ jako rozpad DNA béhem apoptdzy (Gavrieli et al.,
1992). Ztrata jadra zaciné ve stratum granulosum pusobenim endonuklaz (McCall & Cohen,

1991).

2.1.1. Role DNaz pri tvorbé korneocyti

Enzymy ze skupiny deoxyribonukleaz (dale jen DN4zy) hraji roli v degradaci DNA, coz
je klicovy proces v organismech. Funguji jako endonukledzy, které hydrolyticky S$tépi
fosfodiesterovou vazbu, daji se tedy oznacit jako fosfohydrolazy (Mori et al., 2022).
DNazy byvaji rozliSovany do dvou proteinovych rodin na zdkladé struktury a katalytickych
vlastnosti (Keyel, 2017). Enzymy ze skupiny DNazal vytvaii pfi Stépeni 5°-P konce a 3°-OH
konce. VyZaduji pro svou aktivitu zpravidla neutralni pH a jako kofaktory vyuZivaji dvojmocné
kationty (Shiokawa & Tanuma, 2001). Mezitim enzymy z rodiny DNéaza2 pracuji pii kyselém
pH, generuji 5'-OH a 3'-P konce a nevyzaduji kofaktor ke své funkci (Baker et al., 1998).

V publikaci od Fischer et al., 2007 byl enzym DNazalL2 (DNasel-like-2) identifikovan
jako esencidlni enzym pii degradaci DNA béhem terminalni diferenciace epidermélnich
keratinocytt. DNazalL2 patii do rodiny DNazl, je kodovana genem DNASEIL2 na lidském
chromozomu 16p13.3 a sklada se ze 7 kodujicich exonli (Shiokawa et al., 2004). Tento enzym
dosahuje své maximalni enzymatické aktivity pfi kyselejSim pH (kolem 5,6), ¢imZ se vyrazné
1181 od ostatnich proteinti rodiny DNaz1, které vykazuji aktivitu pfi neutralnim pH 7 (Shiokawa
& Tanuma, 2001). Nicméné kyselé prostiedi je pfitomné 1 ve stratum corneum (Ohman &
Vahlquist, 1994), kde je mRNA této DNazy exprimovana mnohem vice, neZ v jiném

analyzovaném organu a tudiz se d& pfedpokladat, Ze plna enzymatickéd aktivita DNazy1L2



nastava béhem ¢i kratce po preméné keratinocytli na korneocyty. Zvyseni exprese této mRNA
pak pfimo koreluje s nadbytkem proteinu DNazalL2. Na zakladé pozorovani bylo navic
zjisténo, ze DNazalL2 je lokalizovana pfevazné v cytoplazmé a pouze v nékolika ptipadech v
jadie diferencujicich keratinocyti. K DNA tedy ziskd pfistup jen po naruSeni jaderné
membrany, coz se pravdépodobné déje pravé pii tomto procesu terminalni diferenciace

keratinocytt (Fischer et al., 2007).

2.1.2. Korneocyty jako zdroj DNA pro forenzni Gcely

Jak jiz bylo zminéno, korneocyty jsou buiky, kterym chybi jadro a tedy by nemély byt
samostatnym hlavnim zdrojem DNA pro sbér z dotykovych stop i pokud by byly posbirany ve
vysokém mnozstvi. Nicméné pii experimentalnim barveni ve snaze vizualizovat dotykovou
DNA doslo k obarveni 1 u keratinocytt, u kterych se ptedpoklédalo, ze jsou jiz diferencované
a bez jadra. Tyto keratinocyty poté poskytly detekovatelné DNA profily (Kanokwongnuwut,
Kirkbride, et al., 2018).

Pti mikroskopickém pozorovéni pak vétSinou nebyla nalezena korelace mezi mnozstvim
nalezenych korneocytli a mnozstvim ziskané DNA (Ehrhardt et al., 2015), avSak toto bylo
zpochybnéno udaji ze studie, ktera se zamétila na mozné ztraty DNA, které vznikaji pfi sbéru
dotykovych stop. Pfedevs§im S§lo o nejistoty ohledné efektivity stéru, mnozstvi DNA zbylé na
stérovém ndstroji a ztraty DNA pfi procesu lyze a extrakce. Za pouZiti barviva Diamond™
Nucleic Acid Dye, je mozné urcit pocet bun¢k zanechanych na povrchu. Vizualizace zéroven
umozni vyuziti veskerého bunééného materialu ze stérového nastroje pii PCR, ¢im se vyrazné

minimalizuji nejistoty pii zpracovani dotykové DNA (Kanokwongnuwut, Martin, et al., 2018).

Obrazek 2: Zobrazeni bunécného materialu na podloznim sklicku z otisku prstu, obarveno 20x Diamond™ dye

(zvétseni 220 %) (Kanokwongnuwut, Kirkbride, et al., 2018)



Dalsi data pak naznacuji, ze tyto bezjaderné korneocyty z rukou nesou na svém povrchu
extracelularni DNA, ktera se da extrahovat a analyzovat, coz z nich vytvaii zdroj pro sbér

dotykové DNA k forenznim ucelim (Wang et al., 2017).

2.2. Odlucovaci status a dalsi buniky piivodem z rukou

Terminem “shedder status™ (dale odlucovaci status) se v anglické literatuie oznacuje
sklon zanechat geneticky material na povrchu ¢i pfedmétu, kterého se jedinec dotykal (Jansson
et al., 2022). Pii experimentu, kdy né¢kolik dobrovolnikti po umyti rukou drzelo plastové
zkumavky po urcitou dobu, bylo zjisténo, ze n€kteti jedinci méli vyssi sklon k pfenosu své
DNA, nez jini jedinci. Tak vznikla teorie dobrych a Spatnych odlucovact, v anglické literatute
znama jako “Theory of good and bad shedders®, ktera pfedpoklada, Ze existuji jedinci, ktefi

konzistentné po sob¢& zanechavaji vice ¢i méné¢ DNA (Lowe et al., 2002).

Na zakladé této teorie pak vznikly dal$i experimenty, vedouci k zavéru, ze néktefi
jedinci jsou nachylnéjsi k zanechani vétsiho mnoZstvi DNA, neZ jini (Goray et al., 2016).
Nicméné to bylo mnohokrat zpochybnéno publikacemi, které ukazuji, ze mnozstvi zanechané
DNA je Casto variabilni u stejnych jedincti. Napft. ve studii, pfi které doslo ke tfem opakovanym
sbérim dotykové DNA z plastovych zkumavek, 77 % tcastnikli zménilo odluCovaci status a
pouze 23 % mélo stejny odlucovaci status v pribéhu vSech tii pokusii (Manoli et al., 2016). To
by tedy naznacovalo, Ze odlucovaci status je ¢asto ovlivnén i dal§imi faktory. NoSeni rukavic
(Goray et al., 2016) a myti rukou (Ehrhardt et al., 2015) zpravidla snizuje mnozstvi zanechané
DNA, zatimco kontakt s jinou ¢€asti té€la ¢i s mobilnim telefonem naopak odlu€ovaci status

obvykle zvysuje (Tan et al., 2019).

V nékolika publikacich se dale objevil poznatek, Ze muzi vétSinou zanechéavaji vice
DNA v dotykovych stopach nez Zeny (Kanokwongnuwut, Martin, et al., 2018; Tan et al., 2019).
Zaroven pii jedné z té€chto studii bylo zjisté€no, ze mladi muzi zanechévaji vice DNA, neZ starsi
muzi. Tento trend pak nebyl zaznamendn u Zen (Manoli et al., 2016). Nedavno také bylo
zjisténo, ze pouzivani hydrata¢nich krémii ma vliv na odlucovaci status. Konkrétni zmény pak

z&visi na typu pouzitého krému (Schwender et al., 2021).

Noveé se zacind v literatufe objevovat 1 treti typ odluCovaci; stfedni ptripadné
inkonzistentni (v anglické literatute “intermediate®, nebo “inconsistent™). Déleni odlu¢ovact
do téchto tii kategorii nejprve navrhl ve své studii Allen et al., 2008 a nésledn¢ byla tato teorie
podpoiena studii od Kanokwongnuwut, Martin, et al., 2018, kterd navic dle svych vysledk

navrhuje, Ze tyto tfi kategorie nejsou zavislé na pouziti dominantni ruky. UZivani této treti



kategorie by vysvétlilo Casté rozdily v mnozstvi zanechané DNA pti opakovanych odbérech od

n¢kterych jedinct (Schwender et al., 2021).

JelikoZz se plivodné ptedpokladalo, ze DNA z dotykovych stop pochdzi predevsim
z epidermélnich buné€k, jako dobfi odlucovaci byli oznaCovani pravé jedinci, kteti maji
prirozené vyssi obrat diferencovanych keratinocytii (Alessandrini et al., 2003). Nedavno byl
vS§ak tento ndzor zpochybnén a bylo navrZzeno, Ze velka ¢ast dotykové DNA pochazi z télesnych
tekutin jako napt. kozni maz a pot (Zoppis et al., 2014) a sliny (Warshauer et al., 2012). Dalsi
moznosti jsou poté, kromé bezjadernych korneocytl, dalsi endogenni buiiky (tedy bunky, které
nebyly pienesené z jiné Casti t¢la, ale pochazeji z rukou). Jsou to predevsim degradované buiiky,

buiiky s jadrem, které byly vyloucené poéry a volna jadra (Ehrhardt et al., 2015).

2.2.1. Degradované buiiky, buiiky s jadrem a volna jadra

Degradované bunky zpravidla poskytuji DNA ve formé obnazenych jader, ¢i
zbytkovych bunéénych fragmenti. Jelikoz se predpoklada, Ze vznikaji jako vedlejsi produkt pii
keratinizaci, ncktefi autofi navrhuji, ze pravé tyto buniky jsou hlavnim zdrojem DNA
v dotykovych stopach a tudiz pravé jedinci, ktefi se daji oznacit jako dobii odlu¢ovaci maji
vyssi obrat keratinocytl a tedy i téchto degradovanych bunek (Alessandrini et al., 2003). Toto
podporuji publikace u pacientd s urcitymi koznimi onemocnénimi jako napi. atopickd
dermatitida (Kamphausen et al., 2012) a u jedinci s pfirozené suchou kizi na rukou (Bright &

Petricevic, 2004) u kterych se vyskytuje zvySeny obrat keratinocyta.

V publikaci, pfi které se mimo jiné zkoumaly otisky prstil z umytych rukou, pak doslo
k obarveni DNA hematoxylinem (Obr. 2), zobrazujici 1 volna jadra, coz by také naznacovalo,

ze dotykové stopy obsahuji fragmentované buiiky jako zdroj DNA (Oleiwi et al., 2015).

/

Obrazek 3: Svételny mikroskop (x400) - (4) Bezjaderné korneocyty a bunky s jadrem; (B) Bezjaderné korneocyty a
volné jadro (oznaceno Sipkou) (Oleiwi et al., 2015)



U bunék s jadry se predpoklada, ze pravdépodobné pochazeji z potnich kandlkl a
nasledné byly vyneseny na povrch rukou. Jejich pifinos pro zdroj dotykové DNA je vSak
nejednoznacny z nékolika divodui. Studie, porovnavajici korneocyty, tedy buiiky bezjaderné a
bunky s jadry jako zdroje pro dotykovou DNA, ¢asto nezohlediiuji pti svych vyzkumech mozné
zdroje z tzv. volné DNA a ne vzdy dochazi k rozliSeni, zda byl odbér vzorkl proveden po, ¢i
pfed umytim rukou (Burrill et al., 2019). Pti studiu literatury k tomuto tématu si Ize také
povSimnout, Ze vétSina experimentll byla provadéna s nizkym poctem dobrovolnikd, coz by

mohlo vést k odchylkam ve védeckych pracich.

Buniky s jadrem byly pfilezitostné nalezeny v malém mnozstvi pfi mikroskopickém
pozorovani latentnich otiski z umytych rukou, konkrétné z prstli a dlani (Oleiwi et al., 2015).
Nicméné v rdmci studie, kde nebylo specifikovano, zda vzorky pochdzely z umytych, ¢i
neumytych rukou, bylo nalezené mnozstvi bunék s jadry nesignifikantni v porovnani s vysokym
poc¢tem bezjadernych korneocyti a degradovanych bunék. I pres to bylo mozné ziskat alespon

castecné DNA profily vSech darcu otisktl (Balogh et al., 2003).

Korelace mnozstvi ziskané DNA s mnozstvim ziskanych bunék s jadry nebyla nalezena,
coz zpochybniuje jejich pfinos jako zdroj dotykové DNA. Navic v rdmci jedné studie korelovalo
mnozstvi ziskané DNA s mnozstvim nalezenych volnych jader, coz by naznacovalo, Ze volna
jéadra jsou prednostnéji zdrojem DNA v dotykovych stopach, nez bunky s jadry (Alessandrini
et al., 2003). Autofi této studie zaroven navrhuji, Ze pfi¢inou této korelace miize byt prave
zvySeny obrat keratinocytli u jedinci, ktefi jsou oznaCovéni jako dobii odlucovaci. Jelikoz
diferenciaci keratinocytii doprovazi i vznik volnych jader, dochazelo by pak k jejich vyssimu
vyskytu ve stratum corneum, odkud se pak prenasi na povrchy dotykem. Dale pak navrhuji, Ze
extrakce DNA z volnych jader je jednodussi, nez z bun¢k celistvych, coZ také mize zpisobit

tuto korelaci.

2.3. Buiky prenesené na ruce

Jelikoz se lidské ruce bézné dostavaji do kontaktu s dalS§imi Castmi téla a mnoha
predméty, je logické predpokladat, Ze dotykové stopy budou také obsahovat builky exogenni,
tedy takové, které nepochdzeji ptimo zrukou, ale byly na né€ pfeneseny a ndsledné byly

dotykem uloZeny na né&jaky povrch.

2.3.1. Zeslin
Sliny jsou velmi dobrym zdrojem téchto bun¢k. Bukalni epitel je primérné obméenovan

kazdych 2,7 hodiny a v mililitru slin Ize nalézt kolem 4,3x10° epitelialnich bungk, ¢imz existuje



vysoké Sance nalezeni neporusené DNA (Dawes, 2003). V rdmci genetickych vyzkumi bylo
mnohokrat prokdzano, ze geneticky profil lze ziskat ze slin (Ng et al., 2006). Diky tomu se
bukalni stéry bézné vyuzivaji ve forenzni genetice jako kontrolni vzorky pii vySetfovani
ruznych piipadi (Carney et al., 2019). Zaroven jsou béznou praxi pii urCovani obéti
hromadného nestésti. Od ptibuznych je odebran bukalni stér k porovnani s genetickym profilem
z ostatkli obéti (Kitayama et al., 2020). Tyto stéry jsou vyhodné navic proto, Zze pouze malé
mnozstvi bunék je potieba k ziskani genetického profilu. Zatimco pro stéry z dotykovych stop
je nutné nasbirat kolem ¢tyt az osmi tisic korneocytl v zavislosti na metod¢ odbéru, pouze
kolem osmdesati bukalnich bun¢k stacilo k vytvotreni kompletniho profilu (Kanokwongnuwut

et al., 2021).

K odbéru DNA ze slin se standardné vyuziva bukalni stér pomoci vatovych tamponk,
kdy pouze dva stéry mohou poskytnout DNA v rozmezi 5-15 pg. Pfi alternativnim odbéru slin
pak doslo ke znacnému zvyseni tohoto mnozstvi, kdy ve 2 ml odebranych slin bylo v priméru
nalezeno 22,8 pg lidské DNA (Quinque et al., 2006). Nicmén¢ autofi této prace poukazuji na
to, ze ackoli tato metoda poskytuje vyssi zisk DNA ze slin, v Ustech se bézn¢ vyskytuje mnoho
bakterii, a tudiZ i mnozstvi bakterialni DNA (Dawes, 2003) v odebranych vzorcich je nésledné

také zvysené.

DNA ze slin navic nemusi byt odebirdna pifimo zust samotnych. Pfi analyze
cigaretovych nedopalkil bylo také mozné nalézt dostatecné mnozstvi DNA (Hochmeister et al.,

1991) a v dnesni dobé jsou nedopalky bézné sbirany na misté ¢inu jako dikazni material.

Pti kaZzdodennich ¢innostech pak neni neobvyklé, aby se sliny pfenesly na ruce a s nimi
1 DNA z bukalniho epitelu. Z rukou pak dochazi k dalSimu pfenosu. N&kteti jedinci si pred
otacenim stranek mohou oliznout palec ruky a tim pak na papir sekundarné pienést svou DNA.
Ptikladem primarniho pfenosu DNA ze slin je napf. jedinec, ktery pii ¢teni okusuje pero

(Warshauer et al., 2012).

2.3.2. Z mazovych 7Zlaz
Mazové Zlazy jsou mikroskopické Zlazy v kazi. Jsou rozmistény po celém téle
s vyjimkou chodidel a dlani. Jedna se o holokrinni Zlazy, které produkuji maz odumirdnim

epitelovych bunék a sekrece je ovlivnéna hormony, pfedev§im androgeny.

DNA v dotykovych stopach pochézejici z mazu musela byt tedy pienesena z jiné ¢asti
téla na ruce. Pti studii téchto mazovych Z14z pro zdroj dotykové DNA, byl provadén experiment,

pfi kterém si dobrovolnici nejprve umyli ruce, a poté doSlo ke kontaktu s kizi druhého
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dobrovolnika. Poprvé s Casti kiize, ktera obsahuje mazové Zlazy a jednou bez Zlaz. Nasledné
prvni dobrovolnik provedl otisk prstu na podlozni sklo a z néj byla odebrana dotykova DNA.
Skoro u vSech pienosti po dotyku klize s mazovymi zlazami bylo mozné ziskat ¢aste¢ny ¢i
kompletni DNA profil druhého dobrovolnika. U Zadného otisku, kterému ptedchéazel kontakt
s casti kiize bez mazovych zlaz, nebyl detekovan DNA profil druhého dobrovolnika. Zaroven
autofi této studie opakované¢ pomoci imunodetekce pozorovali ssDNA u vétSiny bunék
mazovych zlaz (Zoppis et al., 2014). Na zakladé této studie vyvstava otazka, zda odlucovaci

status neni ve skutecnosti zavisly pravé na vylu¢ovani kozniho mazu (Burrill et al., 2019).

2.3.3. DalSi mozné zdroje a urceni puvodu prenesenych bunék
Jelikoz se lidské ruce bézn¢ dostavaji do kontaktu s celym télem, piipadné s oblecenim,
je mozné, aby se na né prenesly rizné typy epiteli. Pomoci histologického barveni se daji

navzajem rozlisit buiiky vaginalniho, koZzniho a bukalniho epitelu (French et al., 2008).

Nové se také k urceni typil bunck zacaly zkoumat mRNA a mRNA markery. Pro klizi
byly objeveny tzv. kozné&-specifické mRNA markery, které v ni maji vyrazné zvySenou expresi
v porovnani s télesnymi tekutinami (Visser et al., 2011). Jeden z t€chto marker (LCE1C) se
zda byt jako vhodny kandidat k urceni typit epiteld z dotykovych stop. Oproti dal§im vykazuje
tento marker vysokou citlivost a byl nejcastéji detekovan ve vzorcich z klize 1 z dotykovych
stop. Ackoli existuje vice téchto kozné-specifickych markerd, jejich vyzkum je stale v pocatcich
(Hanson et al., 2012). V porovnani s identifikaci télesnych tekutin se rizné markery vyuZzivaji
bézné a lze diky nim rozlisit krev, ejakulat, pot, moc, sliny, vaginalni sekret, menstruacni krev

a dalsi (Xu et al., 2014).

Urc¢eni typti bunék pomoci RNA profilovani je vyhodnou alternativou k histologickému
barveni, jelikoZ poskytuje citlivéj$i metodu identifikace bez ztraty biologického materidlu.
Nicméné pro dotykové stopy k urceni ptivodu bun¢k vyZzaduje jesté dalsi vyzkum (Burrill et al.,

2019)

2.4. Volna DNA (cfDNA)

Volnd DNA (déale cfDNA =z anglického cell-free nebo circulating-free DNA) je
nejnovej$im moznym zdrojem DNA v dotykovych stopach. Jednd se o volné fragmenty DNA,
které nejdiive byly objeveny v plazmé (Lo et al., 1997). Nyni se ctDNA vyuziva nejcastéji pii
testovani rakoviny (Bennett et al., 2016) a pii prenatdlnim vySetfeni z krevni plazmy téhotné

pacientky (Stokowski et al., 2015). U pacientli s rakovinou se ptedpoklada, ze se tato cfDNA



dostane do krevniho ob¢hu spontannim vypousténim z nadorovych bunék a pii procesu

apoptdzy téchto bunck (Volckmar et al., 2018).

cfDNA je vSak pfitomna i u zdravych jedinci (Devonshire et al., 2014). Bylo prokazano,
ze ruzné typy bunék vylucuji DNA alespon v malé mife (Bronkhorst et al., 2016). Mimo krevni
ob¢h byla cfDNA izolovana z dalSich télesnych tekutin napt. z moci (Verze et al., 2021), slin
(Taki & Kibayashi, 2015) a potu (Quinones & Daniel, 2012). Dale pak z ejakulatu, kde jeji
pritomnost korelovala s normalni funkci spermii a bylo navrzeno, ze by se cfDNA dala vyuzit

jako indikator kvality spermatu (Chou et al., 2004).

Pravé z potu se predpoklada, ze se cfDNA muze pfenést na ruce a nasledné na dotykané
pfedméty a povrchy. V jednom mililitru potu bylo nalezeno v priméru 11,5 ng DNA (Quinones
& Daniel, 2012). Pokud by tedy pot byl jednim z hlavnich zdroji DNA v dotykovych stop,
mohla by fyzickd aktivita mit vliv na odluCovaci status. Nekteré studie také navrhuji, Ze
mnozstvi cfDNA v plazmé se mize zvySovat napt. s fyzickou zatéZzi, nicméné stale neni znamy
ptesny dopad riiznych druhti cvi¢eni na hladiny cfDNA a jakym mechanismem se uvoliiuje do

krevniho obéhu (Breitbach et al., 2012).

Dalsi moznosti jsou sliny, kde se typicky nachdzi vysoké mnozstvi DNA. Po extrakci a
rozdé€leni bunééné a volné DNA ze slin, bylo potieba vice volné DNA (5 ng) pro ziskdni
hodnotného genetického profilu. U bunééné DNA k tomu stacil pouze 1 ng. Autofi této prace
navrhuji, Ze diivodem tohoto rozdilu je fragmentace, jelikoz z celistvych bunék lze vétSinou

ziskat cela jadra a ne fragmenty jako z cfDNA (Taki & Kibayashi, 2015).

V ramci vyzkumu dotykovych stop byla cfDNA nalezena i1 ve vzorcich z dotykanych
predméti, konkrétné v supernatantu po extrakci, ktery se pti analyze forenznich vzorkti obcas
dale nezpracovava. Proto je vyhodné tento supernatant alesponi uskladiiovat a vyuZit jej
v pfipad¢ dodatecnych analyz, jelikoz miize poskytnout informace, které se ve vzorcich

z bunécného sedimentu nenachézeji (Vandewoestyne et al., 2013).
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3. Studium dotykovych stop

Studium dotykovych stop je pro forenzni praxi dulezitym nastrojem k spéSnému
zabyvaji, patii predevsim; jak nejlépe odebrat konkrétni vzorek a kolik DNA lze ziskat za
ruznych podminek. Sekundarné se pak zkoumd zdroj DNA v dotykovych stopach, nicméné
tento vyzkum neni zatim tak rozsahly, jako prvni dvé studované problematiky ve forenzni praxi,
coz by se do budoucna mohlo zménit, jelikoz i zdroj DNA muze byt dilezitou informaci pfi

vySetfovani (Burrill et al., 2019).

Pro studium dotykovych stop slouzi jak poznatky z pfipadi, tak i modeloveé vytvorené

dotykové stopy v laboratofich.

3.1. Modelové vytvareni dotykovych stop

Modelové vytvaieni dotykovych stop vétSinou Ize rozdélit na ty, pii kterych se vyzkum
soustfedi na simulaci realnych situaci (Goray et al., 2012), a pak takové, kde jsou znamé
okolnosti a kontrolované akce provazejici vytvoieni dotykovych stop (Breathnach et al., 2016).
Obé metody poskytuji riizné informace, které lze nasledné vyuzit pfi vySetfovani redlnych

ptipadd.

Simulace realnych piipadd se predevSim zaméfuje na fakt, Ze v realit¢ nemaji
vySetifovatelé a védci dostupné veSkere informace, které predchazely vzniku dotykovych stop.
V ramci téchto studii jsou proto vytvareny tzv. “mock cases>** s moznym diikaznim materialem
a jakym zplsobem by mohla byt vérohodnost konkrétniho dikazu sniZena protistranou pfi
soudnim fizeni. Dle moZnych obhajob pak vytvaii experimenty, které by vérohodnost diikazu
mély prokazat. Vysledky jsou pak interpretovany v procentech s uvedenim pravdépodobnosti,
nikoli s jednoznacnym tvrzenim, pfedevSim pokud se jedna o ptipady, ve kterych hraje roli
prenos genetického materialu (Goray et al., 2012). Tyto studie neptinasi informace o ptivodu
DNA v dotykovych stopach, ani nejlepsi postupy pro izolaci téchto stop. VéEtSinou je cilem
s nejveétsi pravdépodobnosti prokéazat, Ze dikazni materidl ma vahu pii soudnim fizeni proti

obzalovanému.

Kontrolovanég pfipravené dotykové stopy byvaji specificky modelované pro konkrétni
cil vyzkumu. Nenapodobuji nutné realné situace a jsou zaznamenany relativni okolnosti pfed

umélym vytvoienim dotykové stopy. Pokud se jedna napt. o vyzkum souvislosti myti rukou

2 Fale$né/Napodobené piipady
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s mnozstvim zanechané DNA, byva piesné zaznamenan ¢as odbéru vzorkl po umyti (Taki¢-
Miladinov et al., 2022). Pii vyzkumech nejlepsiho stérového nastroje je vyuzito nékolik
riznych druhli na odbér predem ptipravené umeéle deponované stopy o zndmé koncentraci
z jednoho ¢i vice riznych povrchi, které nasledné byvaji porovnédvany mezi sebou (Hedman et
al., 2021). Takové studie pak mohou poskytnout informace k metodice odbéru dotykovych stop,
puvodu DNA v téchto stopach ¢i o moznych faktorech ovlivitujici odbér dotykové DNA.

3.2. Studium odbéru dotykovych stop
¢inu. Proto se mnoho forenznich laboratofi na tuto problematiku zamétuje a snazi se najit
nejlepsi metody, jak spravné odebrat konkrétni vzorky. V ramci téchto studii bylo zjiSténo

mnoho faktora, které mohou odbér ovlivnit.

3.2.1. Zavislost na stérovém nastroji

Existuje vice nastrojii, pomoci kterych lze odebrat dotykové stopy. VétSinou je typ
nastroje a metoda odbéru zavisla na druhu materialu ¢i povrchu, ze kterého jsou stopy izolovany.

Asi nejcastéji pouzivanym typem je odbérovy ¢i stérovy tampon. Vyuziva se vice druhd,
pfi¢emz ten nejzakladnéjsi je klasicky vatovy tampon, kterym lze sbirat rtizné biologické stopy
z riznych povrchtl (Verdon et al., 2014b). Dale jsou dostupné tampodny s nylonovymi vlakny a
peénové tampony. Oba typy poskytly vyssi mnozstvi izolované DNA v raznych typech piipadu.
V porovnani s vatovym tamponem, z nylonovych tampoént bylo ziskano vice DNA plivodem z
vaginélniho stéru po pohlavnim styku (Benschop et al., 2010) a pénové tampony dominovaly
oproti vatovym 1 nylonovym tamponim pii stéru z dfevénych povrchl. Vatové tampony se
zdaly byt nejucinngjsi pro stéry ze skla (Verdon et al., 2014b). Zaroven klasicky vatovy tampon

byl vyhodnocen jako univerzalné nejlepsi pro rizné typy povrchii (Hedman et al., 2021).

alE
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Obrazek 3: Ukazky riznych typii odbérovych tamponii; a) vatové, b) nylonové, ¢) malé pénové, d) velké pénové
(Hedman et al., 2021)

Kromé typu povrchu se také ukazalo, ze mnozstvi ziskané DNA zavisi na metod¢ stéru.
Dvojity stér, at’ uz v poradi vlhky—vlhky, nebo vlhky—suchy, se ukazal u¢innéjsi pii odbéru
vzorkl z lidské kiiZze a elektroniky (napt. mys a klavesnice), neZ pouze jeden vlhky stér. Prvni
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vlhky stér byl pfi tomto experimentu proveden tak, ze sterilni vatovy tampén byl namocen do
sterilni vody. Pokud byl druhy stér suchy, tampdn do sebe nasal vlhkost zanechanou z prvniho

vlhkého stéru (Pang & Cheung, 2007).

Vyhoda dvojitého stéru byla vSak celkem neddvno zpochybnéna studii, pii které byla
porovndvana efektivita prvniho a druhého stéru z riznych povrchii. Ukazalo se, pro vétSinu
povrcht, které nemaji tendenci do sebe nasavat tekutinu, dojde pfi prvnim vlhkém stéru
k odebrani vétSiny bunék a neni tedy nutné pouzit jesté druhy suchy. Zaroven pii porovnani
druhého suchého a vlhkého stéru bylo ziskano vice DNA z vlhkého. Pro komplexnéjsi povrchy
je stale doporuc¢eno vyuzivat dvojity stér, nicméné pro vétSinou povrchil se zda byt efektivné;jsi
jeden vlhky stér, ktery je ale kvalitné provedeny. V rdmci stejné studie vzniklo nékolik
doporuceni pro spravny odbér vzorkl vatovym tamponem. S tampdnem by se mélo pii odbéru
otacet a m¢l byt drzen pfiblizn€ v 60° thlu proti povrchu. Zarovenl pro drsnéjs$i a nerovné
povrchy jako je dfevo, je doporuceno stérovy nastroj fadné€ navlhcit a pouzit spiSe pénovy
tampon. Naopak pro plastové povrchy se navlhéeni pred odbérem nedoporucuje (Hedman et al.,

2020).

Pro relativné velké a porozni povrchy, kdy typickym ptikladem jsou latky a textilie, se
zda byt nejvhodnéjsi a nejcastéji vyuzivana adhezivni paska (Bhoelai et al., 2013). Na tyto
povrchy se také bézné vyuzivala metoda vyfiznuti ¢1 vystiihnuti ¢asti materidlu, ze které¢ho se
laborant pokousi stopu izolovat. AvSak odbér na pasku se zdd vyhodnégjsi, jelikoZ neni nutné
materidl nijak narusit a snizi se Sance na moznou kontaminaci PCR inhibitory (Barash et al.,
2010). Navic usnadiiuje odbér z velkych materialti, jako jsou bundy (Hall & Fairley, 2004) ¢i
deky (Bhoelai et al., 2013). Odbér vzorkti pomoci pasky je zavisly na jeji pfilnavé sile. Zaroven
se ukazuje, Ze ackoli opakované pouziti pasky miize zvySit mnozstvi izolované DNA, pfi
n¢kolikanasobném odbéru mize paska ztratit pfilnavost a dojit az ke ztratdm genetického
materidlu. Proto je nutné postupovat pii odberu spravné a pasku nepouzivat ptilis. Odbér na

pasku je také doporucovan oproti stéru vatovym tamponem z latek (Verdon et al., 2014a).

Existuji 1 dal$i nastroje, kterymi se dotykové stopy daji odebirat, nicméné nejsou az tak
béZzné vyuzivané a rozsifené jako odbérové tampdny a adhezivni pasky. Odbér na FTA karty
byl porovnan s dvojitym stérem a ukdzalo se, Ze FTA karty poskytly vyrazn¢ vice DNA, nez
dvojity stér pii stéru z volantu. Zkratka FTA plivodné vznikla jako zkratka z anglického “fast

technology for analysis of nucleic acids*. Jedn4 se papirky, které jsou na svém povrchu pokryty

3 Rychla technologie pro analyzu nukleovych kyselin
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chemikaliemi. Ty ochranuji geneticky materidl pied degradaci. Nevyhoda u téchto karet se
objevila pii ptejeti pres drsnéjsi povrch, kdy dochazelo k jejich poskozeni. Vyuziti pro odbéry
dalsi dotykové DNA jesté vyzaduje dalsi vyzkum, ale diky Gspésné ziskanym DNA profiliim
ze stérii z volantu se tyto karty nabizi jako dal$i vhodny nastroj pro sbér dotykovych stop

(Kirgiz & Calloway, 2017).

3.2.2. Zavislost na riuznych povrsich

Jak jiz bylo zminéno, typ povrchu ovliviiluje metodu stéru a typ stérového nastroje.
Obecné ze studii vetSinou vyplyva, ze drsnéjsi a pordézni povrchy (dievo, latky) jsou lepSim
zdrojem dotykové DNA, nez hladké povrchy (Daly et al., 2012). Tato studie navic potvrzuje jiz
dfive navrzenou strategii postupu odbéru dotykovych stop z mista ¢inu; prvné odebrat vzorky

ze dieva a nasledné z dalSich povrchii jako jsou odévy ¢i sklo (Wickenheiser, 2002).

Plast je dalsi hladky povrch, ktery se mize vyskytovat na misté ¢inu. V porovnani
s vatou bylo ziskédno dvacetkrat méné koznich bunck z plastového podkladu, nejspiSe prave
kvili tvrdosti a chybé&jici poréznosti materidlu. Nicméné pii sekunddrnim pienosu se kozni
bunky ptendsely 1épe z hladkych povrchli, nez drsnéjSich poréznich povrchi (Goray et al.,
2010). Vétsina studii se shoduje na doporuceni, ze k odbéru z riznych povrcht je nejlepsi
pouzivat konkrétni doporucené protokoly pro odbér a ndaslednou extrakci k ziskani

maximalniho mnozstvi DNA (Alketbi & Goodwin, 2019).

Sbér dotykové DNA je samoziejmé také nutny nejen z povrchi, ale 1 véci nalezenych
na misté ¢inu. Extrakce DNA byla provedena jiZ z mnoha rliznych pfedméti napt. z rt€nky
(Webb et al., 2001) ¢i plastovych sacka (Hellerud et al., 2008). Jako diilezité se uvadi také rizné
zbrané€ a nabojnice. V ramci studie odbéru DNA ze zbrani a ndbojnic bylo zjiSténo, ze mnozstvi
ziskané DNA zavisi pfedev§im na ¢asti zbrané, odkud byly vzorky odebrany. Dale se ukazalo,
7e nabojnice neposkytly dostatecné mnozstvi DNA pro ziskani celkového genetického profilu,
nejspiSe kvili jejich hladkému kovovému povrchu (Polley et al., 2006). Improvizovana
vybusna zafizeni patii mezi dalSi dalezité dikazni materidly pifi vySetfovani teroristickych
utokli. Nicméné sbér z nich je zkomplikovan tim, Ze pfi explozi dochazi k degradaci DNA.
Jelikoz tato zafizeni obsahuji vice riiznych materidll, jako jsou baterie, PVC ¢asti ¢i m&déné
kabely, neexistuje univerzalni metoda odbéru ani nejlepsi stérovy nastroj. Je tedy nutné
pfistupovat k odbéru z takovych zafizeni jednotlivé a dle typu materidlu dané soucastky

(Phetpeng et al., 2015).
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3.2.3. Zavislost na riuznych pufrech

Vyuziti vlhkého stéru zlepsilo izolaci DNA z rGznych povrcht (Hedman et al., 2021).
Nicméné¢ kromé bézné sterilni deionizované vody existuji dalsi zvlhcujici latky, které by mohly
pozitivné prispét k mnozstvi ziskané DNA z dotykovych stop. Navic pokud je koncentrace
iontl ve vod€ nevyrovnand, dochazi kviilli osmoéze k praskani bunck a geneticky material se
vylije do supernatantu, ktery nebyva pokazdé zpracovéavan pii analyze (Martin et al., 2006),

proto jiné pufry by mohly byt lepsi alternativou k vodé.

Zvlh¢ovaci pufry na bazi detergentl mohou vyznamné zvysit vytézky DNA (Aloraer et
al., 2017). Detergenty jsou latky amfifilni povahy, které na rozdil od vody umoziuji rozpustnost
organickych latek jako napf. proteiny a lipidy nachézejici se v buiikach. Pufry s detergenty tedy
maji schopnost buiiky solubilizovat do roztoku. V porovnani s vodou, zvysily vytézky DNA a
v ramci vzajemného porovnani pak Triton X-100 a dodecylsulfat sodny (SDS) ziskaly nejlepsi
vysledky jako zvlhéovaci roztoky pifi odbéru dotykovych stop z otiskd prsti. Optimalni
koncentrace SDS pro stéry byla stanovena mezi 1% az 2%, ptfiCemz vyssi koncentrace miize
zvysit riziko srdzeni DNA (Thomasma & Foran, 2013). Triton X-100 (Templeton & Linacre,
2014) ¢i Tween-20 v kombinaci s glycerolem (You et al., 2019) jsou dalsi detergentové pufry,
které zvysSuji efektivitu izolace DNA. Vyssi koncentrace Tritonu X-100 zpravidla zlepsuje
vytéznost DNA ze stéru, nicméné horni hranice optimalni koncentrace tohoto roztoku (1% az
5%) také zvySuje riziko sraZeni DNA jako u SDS. 1% roztok Tritonu X-100 byl tedy doporucen
pro odbéry vzorkl. Alternativou pro Triton X-100 mizZe byt Tween-20. 1% roztok pfipraveny
z Tween-20 a glycerolu opét poskytuje vyhodné amfifilni prostiedi pro sbér DNA z dotykovych
stop, a proto se zda byt lepsi variantou pro vlhky stér nez voda a fostatovy pufr (PBS), ktery
neni amfifilni povahy. Pfidani glycerolu k Tween-20 navic zlepsilo kvalitu vzorkt, které byly
skladovany (You et al., 2019). Pouziti riznych detergentovych pufri miZze byt zkomplikovano
raznymi faktory. Napt. Triton X-100 je velmi viskozni, a tudiz je slozitéjsi jeho fedéni. SDS
muze zanechivat na povrchu po stéru pénu a vétSina dalSich roztokli na detergentové bazi

ey ee

které jsou pro stéry na misté ¢inu pouzivané (Schulte et al., 2023).

Dalsi zvlhcujici latky take poskytly vyssi mnoZstvi DNA ze stérli v porovnani s vodou.
Alkoholy isopropanol a ethanol rychle zasychaji a mohou dehydratovat buiiky béhem odbéru
(Phetpeng et al., 2015). Fosfatovy pufr (PBS) dokéze ptedejit prasknuti bunék v disledku
osmozy (Martin et al., 2006), nicméné neni na bazi detergentd, ale 1ze jej zkombinovat s jinymi

detergentovymi pufry, napt. Tween-20 a tim zvysit jeho efektivitu (You et al., 2019).
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Jak jiz bylo zminéno, voda, ackoli je nejspiSe nejcastéji vyuzivanym zvhlcovadlem pro
vlhky stér, vykazuje nizSi zisk DNA oproti ostatnim dostupnym latkdm. Pufry na bazi
detergentll, a mezi nimi hlavné SDS, pak spolehlivé zvysuji efektivitu stéru, a proto by prechod
na tyto roztoky mohl byt obecné¢ dobrou zménou pro stéry z mista ¢inli. Nicmén¢ nutnost fedéni
¢i pripravy téchto latek pted jejich pouzitim znesnadnuje jejich vyuziti (Schulte et al., 2023).
Proto by se alternativné mohly pro vlhké stéry pouzivat roztoky s NaCl (Oliveira et al., 2015),
které jsou komeréné dostupné jiz nafedéné a zaroven ochranuji builky pfed prasknutim diky

izotonickému prostiedi (Schulte et al., 2023).

3.2.4. Zavislost na osobé darce

Jiz diive zminény odlucovaci status dle mnoha publikaci hraje roli v mnozstvi DNA,
kterd je izolovéna z dotykovych stop. Ackoli existuji studie, které zastdvaji nazor, Ze neni
mozné urcit odluc¢ovaci status (Phipps & Petricevic, 2007), stdle se tento termin vyuziva a
vétSina studii se snazi urcit tzv. dobré a Spatné odlucovace a jak mize byt odluovaci status

ovlivnén (Schwender et al., 2021).

Vyzkumy zamétujici se na odlu¢ovaci status v zavislosti na pohlavi, vétSinou dochazi k
zaveéru, ze zeny zanechavaji méné DNA, nez muzi (Jansson et al., 2020; Kanokwongnuwut,
Martin, et al., 2018; Tan et al., 2019). Nicméné existuji i publikace, které tento trend ve svych
vyzkumech nepozorovaly (Farmen et al., 2008; Lowe et al., 2002). Dale pak v rdmci vyzkumu
odlucovaciho statusu v zavislosti na véku se ukézalo, Ze malé déti ve v€ku kolem ctyft let, by
vétSinou patiily mezi tzv. dobré odlucovace v porovnani s jedinci nad sedmdesat let (Poetsch

etal., 2013).

Ve forenznich studiich se prakticky vzdy uvadi pohlavi a/nebo vék darct vzork.
Nicméné etnicita darcii nebyla uvedena v Zadné ze zde vyuzitych publikaci 1 pfes to, Ze existuji
¢lanky, které poukazuji na ptitomnost rozdilt v kiZi jedincii riznych etnik (Wiznia & Elbuluk,
2017). Napft. u osob ptivodem z vychodni Asie bylo pozorovano, Ze jejich koZni bariéra je slabsi,
nez u ostatnich zkoumanych etnik (Muizzuddin et al., 2010). U Afroameri¢and se pak casto
vyskytuje suchd pokozka (Uhoda et al., 2003). Zda se tyto rozdily odrazi 1 v odlu¢ovacim

statusu by mohlo byt zajimavou otdzkou pro dalsi vyzkumy.

Studie od Tobias et al., 2017 navrhuje, ze se zvySenym tlakem plisobicim na povrch
ktze se zvétSuje mnoZstvi zanechané DNA bez ohledu na odlucovaci status jedince. Nicméné
Jjina studie, zkoumajici pfenos genetického materidlu v ptipadech napadeni, dosla k zavéru, Ze

pravdépodobnost pfenosu DNA na obleceni obéti je ovlivnéna odlu¢ovacim statusem pachatele.
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Pokud tuto¢nik byl oznacen jako tzv. Spatny odlucovac, nepienesl dostatecné mnozstvi DNA

pro ziskani genetického profilu (Fonnelop et al., 2017).

Aktivita vykonavana pred dotykem také miize mit dopad na mnozstvi zanechaného
genetického materidlu. Myti rukou je jeden z faktort, ktery se v publikacich ¢asto uvadi
(Ehrhardt et al., 2015). Zpravidla odbér v tomto piipad€ obsahoval méné DNA a s delsi casovou
prodlevou od umyti se mnozstvi DNA zvySovalo (Taki¢-Miladinov et al., 2022). V ramci jiné
studie se ukdzalo, Ze se DNA na rukou akumuluje uz 15 minut po jejich umyti, nicméné ne
piimo z nich, ale v disledku bézné aktivity. Jednalo se tedy o DNA pfenesenou na ruce (Burrill,

Hotta, et al., 2021).

Sekundarni pienos z jednoho jedince na jiného je také dilezitym faktorem, ktery je
potieba zvazovat pti analyze DNA z mista ¢inu. Jako prvni tento termin popsal (van Oorschot
& Jones, 1997), kdy pii stéru z rukavic objevil alely, které nepattily ke genetickému profilu
jejich nositele. Zaroven provedl v rdmci stejného vyzkumu stér po potteseni rukou a opét doslo
k ptenosu DNA. Na zdkladé téchto svych poznatkli varoval pied moznou komplikaci pfi

vySetfovani a vyhodnocovani vzorkll z mista ¢inu.

O dva roky pozdé&ji se ve své publikaci Ladd et al., 1999 pokusil vyvratit tvrzeni, ze by
sekundarni ptfenos mohl ohrozit profilaci DNA. Vytvofil dva experimenty k simulaci mozného
sekundarniho ptfenosu. Pfi prvnim byli jedinci pozadani, aby si potiasli rukou a nésledné se
dotkly pfedmétu na pét sekund. V ramci druhého experimentu pak dobrovolnici méli pouzivat
hrnek na kédvu po dobu dvou hodin a ten byl nasledné ptedan jinému ¢lovéku na deset sekund.
Z rukou i hrnkd byly provedeny stéry, ze kterych byl ucinén zavér, ze sekundérni pienos
nemuZe kontaminovat DNA vzorky z mista ¢inu. Nicméné v rdmci experimentu se objevily
alely z jiného jedince, které nebylo mozné analyzovat, coZ naznacovalo, Ze sekundarni pfenos
muze probihat. Nyni diky rozvijejici se technice ve forenzni genetice, se vice vyzkumi zabyva
sekundarnim pfenosem a také otazku, jak dlouhy kontakt musi probéhnout, aby doslo k pfenosu

genetického materidlu (viz nasledujici podkapitola).

Nabizi se dllezitd otdzka, zda je mozné, aby sekundarni pfenos né€koho faleSné€ propojil
s mistem ¢inu a zlo¢inem. Piikladovou studii je prace od Cale et al., 2016, kde bylo po stéru
z 24 nozu objeveno 16 piipadi sekundarniho pienosu z jedince, ktery nemél zadny fyzicky
kontakt s nozem. Ve tiech z téchto piipadii bylo mozné ziskat dostateCny profil k ovlivnéni
interpretace vysledki a pét profilii bylo mozné vyuzit ke statistické analyze a faleSn€ propojit

jedince s ptredmétem, kterého se nikdy fyzicky nedotykal. Tato studie tedy stejné jako ta od van
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Oorschot & Jones, 1997 poukazuje na nebezpeci predpokladu, Zze DNA ziskana z diikazniho

pfedmétu pochézi z pfimého kontaktu s pfedmétem.

3.2.5. Zavislost na dobé dotyku osoby s predmétem

V redlném prostiedi samoziejmeé vétSinou neni mozné urcit, jak dlouhou dobu se jedinec
dotykal daného predmétu. Vyzkumy ukazaly, Zze osoba, kterd méla s predmétem nejdelsi
kontakt nemusi vzdy zanechat nejvice DNA. V ramci studie bylo 63 muzi osloveno, aby na
sob¢ m¢éli spodni pradlo po dobu dvanacti hodin. Nasledné 15 sekund jedna z 11 dobrovolnic
drzela ptifazeny odév. Po analyze bylo zjiSténo, Ze jeden z téchto nositelii nezanechal zadnou
detekovatelnou DNA a hlavnim zdrojem genetického materidlu byla dobrovolnice, ktera se
pradla pouze dotykala. Celkem pak na Sesti kusech spodniho pradla byla nalezena DNA od
dotykajici se dobrovolnice bez detekovatelného profilu nositele. Zaroven na jednom kusu
pradla nebyl hlavnim pfispivatelem genetického materidlu ani jeho nositel, ani dobrovolnice,
ktera se pradla dotykala, ale tzv. “background DNA*“. Tato studie tak ukazuje, Ze i patnacti
sekundovy kontakt mize zanechat dostatecné¢ mnozstvi DNA k vytvoreni genetického profilu.
Autofi studie varuji, Ze takto miize dochazet ke zkresleni hodnoty diikazniho materidlu, protoze
se tim neumyslné ztizi moznost prokazani, Ze nositel ¢i majitel mél dany odév opravdu na sobé

a nedoslo k pouhému dotyku (Breathnach et al., 2016).

Podobny vyzkum provedl o tii roky pozdéji Sessa et al., 2019. Pfi tomto experimentu
se tentokrat muzi dotykaly podprsenek, které na sobé mély Zenské dobrovolnice opét po dobu
dvanacti hodin. Experiment (viz obr. 4) se lisil tim, Ze na podprsence bylo ozna¢eno osm mist

pro riznou dobu drZeni a na konci byly provedeny rtizné metody sbéru genetického materialu.

4 Background DNA byla v této studii definovana jako pfitomnost alespoti 6 alel, které nebyly pfitazeny jak
k nositeli spodniho pradla, tak k dobrovolnici (Breathnach et al., 2016)
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Obrazek 4: Schéma experimentu - Mista na podprsence oznacena pro riznou dobu drzeni - A (60 s), B (45 s),
C(30s), D(20s), E (10s), F (8s), G(5s), H(2s); Metody odbéru vzorkii — suchy ster, lepici paska, vystrihnuti Prevzato a
prelozeno od Sessa et al., 2019
Skoro u vSech kromé péti testh pievladal ve smiSenych DNA profilech geneticky
material od dobrovolnika, ktery se podprsenky dotykal, nad nositelkou podprsenky. Zaroven
v tomto experimentu byl vzdy nejvetsi prispivatel genetického materidlu jedinec, ktery se odévu
dotykal jako posledni a to i bez ohledu na cas. Tato studie tedy opét poukazuje na nejistoty
vyuziti dotykové DNA jako dikazniho materidlu pfi soudnich fizenich, jelikoz je mozné, aby

jedinec zanechal geneticky material 1 pfi oby¢ejném dotyku odévu (Sessa et al., 2019).

Logickym piedpokladem by mohlo byt, Ze posledni osoba, kterd se dotykala pfedmétu,
zanechd nejvice DNA. Vyzkumy vSak ukézaly, Ze se tak ned¢je vzdy a studie opét navrhuji
vysvétleni, Ze néktefi jedinci jsou pravé tzv. Spatni odlucovaci a zanechavaji méné¢ DNA,
piipadné je mnoZstvi ovlivnéno typem kontaktu s predmétem (Goray & van Oorschot, 2015).
Pokud jsou predméty kazdodenné a opakované vyuzivany, da se predpokladat, Ze ponesou
DNA svého uZivatele ve zvySeném mnozstvi. V ramci vyzkumu pienosu DNA z béZné
pouzivané klavesnice bylo zjisténo, ze je mozné pienést geneticky material ptivodniho uzivatele
klavesnice na ruce jejiho nového uzivatele dokonce az osm dni po vymeén¢ klavesnic (Fonnelop
et al., 2015). Pii jiné studii zase bylo prokazano, Ze je mozné ziskat geneticky profil jedince
z lazkovin pouze jedné stravené noci. Pokud v posteli diive spala jind osoba, byl nalezen
smiSeny DNA profil obou osob, coz opét miize zkomplikovat vyhodnoceni dikazl napft. pii

vySetfovani sexualnich napadeni (Petricevic et al., 2006).
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4. Metody izolace DNA z dotykovych stop

Po odbéru vzorku je dilezitym krokem samotna izolace Ci extrakce DNA. Jelikoz se
jedné o biologicky material, nachazi se ve vzorcich také dalsi organické latky, jako lipidy,
sacharidy a proteiny. Zaroven pred amplifikaci a analyzou DNA je nutné zbavit se pfitomnych
inhibitort, které mohou negativné ovlivnit PCR a dalsi kroky analyzy. Mezi inhibitory patii
napf. hemoglobin, mocovina, fenol, protedzy a dalsi. Jelikoz se inhibitory vyskytuji vlastné
vSude, je prakticky nemozné se jim vyhnout. Lze je nalézt ve vzorcich biologického ptivodu

(t€lesné tekutiny, organy), v ptdé, vode i potravinach (Schrader et al., 2012).

Pted izolaci se provadi lyze bun€k k uvolnéni jejich obsahu do roztoku. Tento proces
vétSinou probiha diky osmoze, pii které buiky popraskaji. Lyzi je mozné podpofit zvySenim
teploty ¢i vyuzitim rtznych typd lyzacnich pufrt s ptfidavkem proteindz ¢i jinych latek
podporujici lyzi bunck. Piikladem muze byt proteinkindza K, kterd rozruSuje proteiny a
dodecylsulfat sodny (Lever et al., 2015). Tyto pufry dnes byvaji dostupné v komer¢nich kitech
pro extrakci DNA (Burrill, Rammenou, et al., 2021).

4.1. Prehled metod izolace DNA

4.1.1. Fenol — chloroformova extrakce

Tato extrakce je dnes jiz méné vyuzivana, jelikoz je Casov€é ndro¢na, vyuzivané
chemikalie jsou toxické a pokud fenol kontaminuje vzorek, ptsobi jako PCR inhibitor.
Principem je, Ze se smés fenolu a chloroformu ptfida k bunéénému lyzatu ve vodném roztoku.
Lyze je v tomto ptipad¢ provadéna pufrem na bazi detergentu (SDS) s proteinkindzou K. Po
centrifugaci dojde k rozdéleni na dvé faze; vodna faze s rozpusténou DNA a organicka faze.
Vodné faze je nasledné pfenesena do cisté zkumavky a DNA se vysrazi pfidanim ethanolu a
soli. Poslednim krokem je promyti v 70% ethanolu, ¢imz je ziskan pelet s ¢istou DNA (K&chl

et al., 2005).

4.1.2. Diferencialni extrakce

Principem této metody je oddélit spermie od epitelidlnich bunék. Vyuziva se predevsim
pfi extrakci DNA v ramci vySetfovani sexudlnich napadeni. Pomoci slabsiho lyza¢niho pufru a
centrifugace se rozrusi epitelové burniky a supernatant s nimi je odebran, ¢imz zlstanou intaktni
spermie, které je mozné nasledné lyzovat siln€jSim pufrem s dithiotreitolem (DTT), ktery
narusuje disulfidické vazby v membrané spermii a tim dojde k uvolnéni DNA (Yoshida et al.,

1995).
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4.1.3. Chelexova metoda

U této metody se vyuzivaji malé iontoméniCe z pryskyftice, fungujici jako chelatacni
¢inidlo. To je schopné vazat na sebe ionty kovu. Jak jiz bylo dfive zminéno, endonukleazy jsou
enzymy, které potfebuji ke své aktivit¢ kovové ionty. Piidanim Chelexu-100 jsou hoiecnaté
ionty vychytavany z lyzatu a tim se zabrani Stépeni DNA, ktera zlistane v roztoku (Walsh et al.,
2013). Chelexova metoda je relativné cenoveé dostupnd, nicméné se v extraktu mohou nachéazet

PCR inhibitory, proto byva nahrazovéana jinymi spolehlivéjsimi metodami (Ip et al., 2015).

4.1.4. Metoda navazani DNA na pevny nosi¢

Silikagel je zaporn€ nabity polymer, ktery se obvykle vyuzivd ke tvorbé kolonek ¢i
kuli¢ek pro tuto metodu extrakce. DNA také nese ve vodé zdporny naboj diky fosfatovym
skupindm v jeji struktufe a za pfitomnosti chaotropnich soli miize mezi DNA a silikagelem
vzniknout vazba. ZruSeni této vazby se provadi vyménou roztoku a tim dojde k uvolnéni DNA

z pevné casti (Ip et al., 2015).

Specialni magnetické kulicky potazené povrchem nesouci zdporné nabitou skupinu
(napf. silikat ¢i karboxylovy potah), jsou schopny navéazat DNA z roztoku a nasledné s nimi lze
manipulovat pomoci magnetu a tim je z roztoku vyjmout. Promytim se DNA z nich uvolni do

elu¢niho pufru (Ip et al., 2015; Mayjonade et al., 2016).

Kolonky s membranou ze silikagelu jsou pouzivany ve spojeni s centrifugaci. DNA se
béhem ni navéaze na kolonku, provede se procisténi a poté pomoci elucniho pufru dojde

k uvolnéni DNA (viz obr. 5) (Ip et al., 2015).

c D E
—-— — —-_—)
Lo Navazania  Promyvani  Promyvami  Eluce vzorku Cisty vzorek
vza centritugace 1 2 z kolonky DNA

Obrazek 5: Schéma extrakce DNA pomoci silikatové kolonky QIAamp DNA mini kitu: (4) Lyza (B) Navazani DNA
na kolonku a centrifugace roztoku skrz kolonku (C, D) Odstranéni necistot pomoci promyvacich roztokii (E) Eluce DNA

z kolonky (F) Extrahovany roztok s DNA Prevzato a preloZeno od Kim et al., 2022
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4.2. Testovani nejlepSich metod izolace DNA z dotykovych stop
Vybér vhodné metody izolace je pro ziskani maximalniho mnozstvi DNA z dotykovych
stop dualezitym krokem, jelikoz tyto stopy Casto obsahuji samy o sobé malo genetického

materialu, ktery je potieba co nejvice zachovat pii procesu izolace.

N¢kolik lyza¢nich metod pro korneocyty bylo testovano ve studii Burrill, Rammenou,
et al., 2021. Bylo zjisténo, ze 100 ul pufr pro lyzu vlast slozeny z Tris-HCI, NaCl, 2% SDS,
proteinkinazy K, DTT a EDTA spolu s prodlouZzenou dobou inkubace, vyrazn¢ dokaze zvysit
mnozstvi ziskané DNA. Jelikoz pravé korneocyty byvaji ve velkém mnozstvi pfitomné
v dotykovych stopach, je zadouci pouzit lepsi lyzacni pufr. Autofi studie navrhuji, ze kvali
kornifikované obalce nemusi pii lyze uvolnit dostac¢ené mnozstvi DNA. V jejich vyzkumu bylo
prokazéano, ze za vhodnych lyza¢nich a purifika¢nich podminek mohou plsobit jako bohaty
zdroj DNA. Ptfidani DTT do lyzac¢nich roztokli bylo doporuceno v dalsi studii, ke zlepseni
extrakce DNA z korneocytt (Burrill et al., 2022).

Metody izolace byly jiz difive porovndvany. Krevni vzorky a dotykové stopy byly
testovany ve studii od Ip et al., 2015 a autoti dosli k n¢kolika doporuc¢enim. Krevni stopy, které
Casto nesou vice PCR inhibitorti (hemoglobin) by mély byt izolovany pomoci silikatovych
membran. Pro extrakci DNA z dotykovych stop byly doporuceny silikatové membrany nebo
magnetické kuli¢ky a pro kontrolni vzorky z bukalnich stérli byla doporucena Chelexova

metoda, kviili své cenové dostupnosti (Ip et al., 2015).
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5. Ukazky vyutziti ve forenzni praxi

Mnoho ptipadl bylo vyfeseno diky DNA. Spousta nevinnych lidi, ktefi byli falesn¢
odsouzeni, mohla byt propusténa na svobodu diky analyze dotykové DNA i nékolik let po
uzavieni pripadu. Zde nejsou ukazky ptipadi, ve kterych nalezeni a nasledna analyza zanechané

DNA hrala roli bud’ pfi zatceni, nebo naopak osvobozeni nevinného clovéka.

5.1. Pripad 1 - Propusténi Davida Camma

David Camm (Indiana, Spojené staty americké) byl v roce 2000 obzalovan za vrazdu
své zeny a jejich dvou déti. VSechny tii obéti byly zastieleny. Kdyz David naSel svou rodinu,
pokusil se, dle svych slov, poskytnout prvni pomoc svému synovi Bradovi a nasledné zavolal
zachranou sluzbu. Na zéklad¢ analyzy tricka, které mél David na sob¢ v den vrazd, forenzni
analytik uznal, Ze krevni stopy, nachdzejici se na odévu, pochazi z krevniho rozstiiku po stielbé.
Krev navic pattila Davidové dceti Jill. David tvrdil, Ze se ptes Jill naklonil pro svého syna, kdyz
se mu snazil poskytnout prvni pomoc, jelikoz si myslel, Ze je jeho syn stale na zivu. V roce

2002 byl David Camm odsouzen k odnéti svobody na 195 let.

V roce 2004 odvolavaci soud v Indiané nafidil novy soud. Pfed druhym soudem byl na
zadost obhajoby nahran profil do databaze FBI z mikiny nalezené na misté¢ ¢inu nahran. Tato
mikina byla nalezena a vzorky z ni zpracovany jiz pii prvotnim vySetfovani, ale neznamy profil,
ktery se na ni nachazel, nebyl tehdy porovnan s FBI DNA databdzi. Profil byl pfifazen k muzi
jménem Charles Boney, ktery tvrdil, Ze mikina patfila jemu, ale daroval ji armad¢ spasy. Poté,
co byl na auté obéti nalezen otisk Boneyho dlanég, poskytl svédectvi, Ze v den vrazdy prodal
Cammovi zbran a slySel, kdyz Camm svou rodinu zasttelil. O rok pozdéji byl Boney odsouzen

za spiknuti za G¢elem spachani vrazdy a Camm byl odsouzen na dozivoti.

David Camm byl propustén v roce 2013 poté, co holandsky forenzni expert poskytl pii
tretim soudnim jednani vypoveéd’ o nalezeni DNA Cammovy manZelky na nalezené miking, coz
naznacuje, ze ob&t zapasila s Charlesem. To nasledné potvrdil i nalez Charlesovy DNA za

nehty manzelky (Possley, 2013).

5.2. Pripad 2 — Nalezeni dotykové DNA vedlo k zatéeni nevinného muze

Vroce 2012 byl v Americe za vrazdu multimilionafe zadrzen bezdomovec Lukis
Anderson. Ten byl ale v dobé vrazdy hospitalizovany v nemocnici kviili otravé alkoholem.
Pozdéji bylo zjisténo, ze jeho DNA byla pfenesena na misto Cinu zachranafi, ktefi ptijeli
poskytnout prvni pomoc zavrazdénému. Andersona ten samy den oSetiovali a jeho koZni buniky

tak ulpé€ly na jejich uniforméch, odkud byly ptfeneseny do domu zavrazdéného (Smith, 2016).
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5.3. Pripad 3 — Zmizeni a vrazda Anny Janatkové

Asi jeden znejzndméjsich piipadi zmizeni a vrazdy ditéte v Ceské republice.
Dne 13. fijna 2010 byla devitileta Anna Janatkova ohlaSena jako pohieSovana svymi rodici,
kdyz se po skole nevratila domt. O den pozdéji byl v lese v prazské Troji nalezen jeji batoh a
dalsi osobni véci piikryté Cernym igelitem. Na batohu byl nalezen smiSeny profil, ktery
obsahoval DNA Anny a muze, ktery byl pozd¢ji identifikovan jako Otakar Tomek. Jeho
kompletni profil byl poté izolovan i z otisku prstu na ¢erném igelitu. Po nalezu téla v roce 2011

byl obvinén z vrazdy a znasilnéni (Sendreiova, 2022).
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6. Zavér

Tato prace méla za cil predev§im charakterizovat mozné zdroje DNA v dotykovych
stopach a zevrubné shrnout mozné faktory, které mohou ovlivnit jeji izolaci. Pfi studii téchto
témat bylo nalezeno nékolik otazek, které si zadaji dalsi vyzkum. Piedevsim by bylo dobré
sjednotit terminologii pro dotykové stopy a Iépe definovat, co pod jejich oznaceni spada, jelikoz

odborna literatura se Casto v téchto informacich neshoduje.

Problematika odbéru dotykovych stop je celkem kvalitné prozkoumana a jak bylo
zminéno v této praci, existuje mnoho protokolil a doporuceni. Také je znamo velké mnoZzstvi

faktort, které ovliviiuji mnozstvi zanechané DNA a jak miize dojit k jejimu pfenosu.

Pro izolaci DNA z dotykovych stop existuje spousta kitli a protokold, které predevsim
pro korneocyty potiebuji jesté dal$i vyzkum. Nicméné s lepSimi lyzacnimi metodami se
korneocyty zdaji byt lepsim zdrojem DNA z dotykovych stop, nez se ptivodné myslelo (Burrill
et al., 2022).

V posledni kapitole této prace byly pfedstaveny tfi realné piipady, ve kterych dotykova
DNA hréla roli at’ uz pfi zatCeni, ¢i zprosténi viny. S tim bych také rdda odkazala na citat ze
studie od Sessa et al., 2019, ktery pfipomina, ze dotykovd DNA ma moznost poskytnout

dilezité informace pii vySetfovani, ale neni spravné spoléhat pouze na ni;

Na zavér tato studie zdiraziuje dulezity aspekt — vSichni v 1ékatrsko-pravni komunité —
forenzni védci, a technici, analytici DNA, potencialni porotci, soudci a pravnici na stranach
zalobce 1 obhajoby — musi znat moc dotykové DNA a rozumét jejim potencidlnim limitacim

(Sessa et al., 2019).
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