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SOUHRN

Pristupy molekuldrni genetiky dovoluji izolovat nukleové kyseliny ze vzorkd (DNA i RNA soucasné) a analyzu téchto molekul vyuzit nejen pro individualni iden-
tifikaci plivodct stop, ale také pro stanoveni ptivodu télni tekutiny, ktera sama ¢i ve smési tvofi pislusnou biologickou stopu. Takto ziskané tidaje mohou vyraz-
né prispét ke zvyseni procesni hodnoty stopy. Molekuldrné genetické metody zde diskutované nabizeji v porovnéni s Siroce vyuzivanym spektrem chemickych
a imunologickych testli nové moznosti - je mozné jimi analyzovat vsechny typy biologickych tekutin a jejich smési, maji konfirmacni charakter.
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Determination of body fluid based on analysis of nucleic acids

SUMMARY

Recent methodological approaches of molecular genetics allow isolation of nucleic acids (DNA and RNA) from negligible forensic samples. Analysis of these
molecules may be used not only for individual identification based on DNA profiling but also for the detection of origin of the body fluid which (alone or in
mixture with other body fluids) forms the examined biological trace. Such an examination can contribute to the evaluation of procedural, technical and tactical
value of the trace. Molecular genetic approaches discussed in the review offer new possibilities in comparison with traditional spectrum of chemical, immuno-
logical and spectroscopic tests especially with regard to the interpretation of mixtures of biological fluids and to the confirmatory character of the tests. Appro-
aches based on reverse transcription of tissue specific mRNA and their subsequent polymerase chain reaction (PCR) and fragmentation analysis are applicable
on samples containing minimal amounts of biological material. Methods for body fluid discrimination based on examination of microRNA in samples provided
so far confusing results therefore further development in this field is needed. The examination of tissue specific methylation of nucleotides in selected gene
sequences seems to represent a promising enrichment of the methodological spectrum. The detection of DNA sequences of tissue related bacteria has been

established and it provides satisfactory results mainly in combination with above mentioned methodological approaches.
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Aplikace molekuldrné genetickych metod pfi vysetfovani
trestnych ¢ind je dnes samoziejmosti, zejména co se tyce indi-
vidudlni identifikace plvodcl jednotlivych biologickych stop.
Nezanedbatelnou hodnotu pro proces vysetfovani ma vsak
i spravné stanoveni typu biologické tekutiny obsazené ve sto-
pé. Nejcastéji se jedna o krev periferni ¢i menstruacni, sperma,
sliny, vaginalni sekret, moc a pot. Vyvoj riznorodych technik za-
loZzenych na testech chemickych, imunologickych ¢i mikrosko-
pickych nebo na spektroskopickych metodéch trva jiz vice nez
jedno stoleti. Celé obrovské spektrum zndmych testd (sahajicich
od vyuziti alternativnich svételnych zdrojd, Cisté chemickych
i enzymy katalyzovanych reakci pfes uziti protilatek, spektrosko-
pické detekce metabolitd pomoci nuklearni metabolické reso-
nance az k Ramanové spektroskopii) Ize zhruba rozdélit na testy
orientacni a konfirmacni. S vyjimkou Ramanovy spektroskopie
(1) a metod vyuzivajicich nukledrni magnetické resonance k de-
tekci metabolitd (2) vsak testy nejsou univerzalné vyuzitelné
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pro urceni véech v Gvahu pfipadajicich télnich tekutin, detekce
kazdé z tekutin vyZaduje vlastni metodické feSeni. Ramanova
spektroskopie (1) i metody zaloZzené na nukledrni magnetické
rezonanci (2) pracuji pfi interpretaci spekter ziskanych ze vzorku
télnich tekutin s vysoce specifickym matematickym aparatem
vyzadujicim zkuSeného analytika, zatim chybi studie dokumen-
tujici rozsahlejsi nasazeni téchto metod v kriminalistické praxi.
Metodiky zaloZené na imunofluorescencnich biosenzorech - na-
nopartikulich konjugovanych s protildtkami (3,4) - stejné jako
spektroskopické metody sice neposkozuji DNA obsazenou ve
vzorku, ale zatim umoznuji identifikovat jen jednu (3) nebo dvé
(4) téIni tekutiny. Problematika réiznych metodickych pfistupt
k urcovani télnich tekutin je souhrnné zpracovana napfiiklad
v ¢lancich Virklera a Ledneva (5) nebo An a spoluautort (6). Ne-
zanedbatelnou vyhodu kazdého potenciondlné vyuzitelného
testu pak predstavuje moznost jeho pouZiti pfimo v terénu pfi
vysetfovani mista Cinu, pficemz je tfreba peclivé volit metodu
tak, aby ve stopé vzhledem k typu pouzitych reagencii ¢i své-
telného zdroje nedoslo k poskozeni DNA nutné pro individualni
identifikaci (5). V posledni dekéddé byly vyvinuty testy zalozené
na analyze mRNA, mikroRNA, metylaci DNA a vysetfeni pfitom-
nosti DNA tkanoveé specifickych mikroorganismd, které predsta-
vuji vyznamné obohaceni moznosti forenzni prace. Vzhledem
ke svému charakteru spadaji tyto testy do kategorie testl kon-
firmacnich, zatim nevhodnych pro terénni vyuziti. Jejich hlavni
vyhoda spociva v obecné vyuzitelnosti napfic¢ spektrem télnich
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tekutin, v moznosti detekovat jejich smési a ve vyuziti stavaji-
ciho metodologického potencialu forenznich molekularné ge-
netickych laboratofi smérem ke konfirmaci dat ziskanych jinymi
technikami. Principy a aplika¢ni moznosti téchto nové vyvije-
nych testl jsou diskutovany v nasledujicim textu.

PREHLED METOD A JEJICH MOZNOSTI

Profilovani mRNA

Hlavnim problémem analytického vyuziti RNA je jeji obecné
znama nestabilita zplsobena aktivitou vSudypiitomnych ribo-
nukleaz. Prilom ve forenznim vyuzivani tkanové specifickych
transkriptd, jejichzZ translaci vznikaji proteiny typické pro danou
télni tekutinu ci tkan, byl umoznén praci Zubakova et al. (7). Tato
skupina prokazala, Ze i v dlouhodobé skladovanych (180 dn()
vzorcich krve a slin je mozné prokézat tkariové specifické mRNA.
Dalsi studie (8) stejné skupiny ukdzala, ze specifické transkripty
Ize detekovat i v materidlu mnohem starsim, napfiklad v 16 let
staré krevni skvrné. MoZnost Uspésné detekovat vybrané tran-
skripty tzv. housekeeping gent (tj. genli provoznich - potieb-
nych pro fungovani kazdé buriky organismu) a genu tkanové
specifickych po delsi dobé skladovani za plisobeni Sirokého
spektra faktord vnéjsiho prostredi byla studovana Setzerem et
al. (9) - RNA byly detekovatelné i po 547 dnU trvajicim uchovava-
ni vzork( pfi pokojové teploté, zvysena teplota a vihkost se uka-
zaly jako krucidlni faktory negativné ovliviujici ziskani vysledkd.

Hlavni vyhodou identifikace télni tekutiny pomoci mRNA pro-
filovani je moznost sou¢asné extrakce mMRNA i DNA z téhoz vzor-
ku, coz nabyvé na vyznamu u materidlu o limitovaném mnoz-
stvi, kdy tento pfistup vede zaroven k individualni identifikaci
plvodce stopy. Prislusné izola¢ni metody byly Gspésné etablo-
vany a mezinarodné testovany (10,11,12,13).

Dalsi vyhodou mRNA profilovani je moznost zaméfit se v jed-
né reakci RT PCR (Reverse Transcription Endpoint Polymerase-
Chain Reaction) nebo qRT-PCR (Quantitative Real-Time Reverse

Transcription — PCR) na amplifikaci vice tkarnové specifickych
transkriptl najednou - provadét tzv. multiplexovani, které ne-
jen Setii limitovany vychozi material, ale maze vést i k odhalenf
smési télnich tekutin (14,15).

Pro determinaci jednotlivych télnich tekutin byly selektovany
transkripty tkanové vysoce specifickych gent (15,16,17) uvede-
né v tabulce 1. Pfesvédcivé byla prokdzdna moznost determi-
novat slozeni smési biologickych tekutin profilovanim mRNA ve
stopé obsazenych (16). Tato problematika byla dale rozvijena
a v roce 2014 vyustila ve vyvoj PCR multiplex eseje pro detek-
ci 12 tkanoveé specifickych mRNA zahrnujiciho transkripty gen(
pro hemoglobin beta (HBB) a glykoforin A (GLY) pro detekci pe-
riferni krve, transkripty genli pro protamin 2 (PRM2) a transglu-
taminazu 4 (TGM4) pro sperma, transkripty gend pro mucin 4
(MUC4) pro vaginalni sekret, transkripty gend pro matrix meta-
loproteindzy 7 and 11 (MMP7 a MMP11) pro menstruacni krev,
keratinu 4 (KRT4) pro oralni sliznici, histatinu 3 (HTN3) pro sliny,
statherinu (STATH) pro nosni sekrety, dermcidinu (DCD) pro pot
a uromodulinu (UMOD) pro mo¢ (18).

Profilovani mikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou malé nekédujici RNA molekuly o dél-
ce 18 az 22 nukleotid(, které reguluji genovou expresi na post-
-transkrip&ni Urovni. Byly provedeny studie sméfujici k naleze-
ni miRNA s tkanové specifickou expresi a tudiz vhodnych pro
forenzni aplikace. Dosavadni vysledky (19,20,21) jsou bohuzel
zatim nekonzistentni, jak vyplyva i z idaju v tabulce 1 demon-
strujicich zasadni odlisnost vysledka ziskanych jednotlivymi vy-
zkumnymi skupinami.V kontrastu k profilovani mRNA pfi studiu
tkanové specifickych mikroRNA zatim nebylo dosazeno shody
v otdzce vybéru nejvhodnéjsiho panelu marker(i vykazujiciho
parametry srovnatelné s profilovanim mRNA, jednotlivé studie
(19,20,21) nedosahuji praniku v selekci marker( tak, jak je tomu
u mRNA profilovani. Ukazuje se, Ze vysledky ziskané miRNA pro-
filovédnim jsou zavislé na pouzité metodé izolace, reverzni tran-
skripce i detekéni technologie (22). Pro praktické vyuziti ve fo-

Tabulka 1. Vyuziti vybranych tkanové specifickych charakteristik pro urceni typu télni tekutiny molekularné genetickymi metodami dle v textu
citovanych literarnich zdroja. U mikroRNA rdizné vyzkumné skupiny dosahly rGznych vzajemné se nekonfirmujicich vysledka.

Vendzni krev beta-spektrin (SPTB)
porfobilinogen deaminaza (PBGD)

beta-aminolevulindtsyntaza 2 (ALAS 2)

miR-16, miR-451 (19)
miR-20a, miR-106a, miR-185,
miR-144 (20)

hemoglobin alfa (HBA) miR-484, miR-182 (21)
hemoglobin beta (HBA)
glykoforin (GLY)
Sliny statherin (STATH)- dle Xu et al. (14) vhodny marker pro miR-205, miR-658 (19) Veillonella atypica, Strep-

nosni sekrety
histatin 3 (HTN3)

Menstruacni krev matrix metaloproteinaza 7 (MMP7)
matrix metaloproteinaza 10 (MMP10)

matrix metaloproteinaza 11 (MMP11)

beta-defensin 1 (HBD1)
mucin 4 (MUC4)

Vaginalni sekret

Sperma protamin 1 (PRMT)

protamin 2 (PRM2)
kalikrein (KLK)
transglutaminaza (TGM4)

Oralni sliznice keratin 4 (KRT4)
Pot dermcidin (DCD)
Mo¢ uromodulin (UMOD)
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miR-223, miR-145 (21) tococcus salivarius

miR-451, miR-412 (19)

miR-124a, miR-372,
and miR-195 (19)
miR-1260b, miR-654-5p (21)

miR-135b, miR-10b (19)
miR-943, miR-135a, miR-10a,
miR-507, miR-891a (20)
miR-2392, miR-3197 (21)

Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus gasseri
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renzni genetice je tedy nutna dalsi optimalizace, standardizace
a validace dosavadnich pfistupd.

Stanoveni tkanové specifickych epigenetickych zmén

Diferenciace tkani je spojena s epigenetickym zménami,
dlouhodobé je z tohoto hlediska studovana zejména metylace
DNA, kterd ovliviuje aktivitu genovych promotora. Vyssi stupen
metylace miZe vést k transkripénimu umliceni doty¢ného genu.
RUzné bunécné typy a tkdné jsou charakterizovany specifickymi
metylacnimi vzory a chromosomalnimi segmenty zndmymi jako
tkanové specifické diferencidlné metylované regiony (tissue-
-specific Differentially Methylated Regions (tDMRs) (23). Na tom-
to teoretickém zakladé byl vyvinut test umoznujici spolehlivé
a rychlé urc¢eni vzorkl spermatu bez nutnosti mikroskopického
vysetieni ¢i aplikace biochemickych test(. Test je zaloZen na Sté-
peni DNA metylacné senzitivnim enzymem Hha1, nésledné am-
plifikaci zbylych, enzymem nerozstépenych sekvenci za pomoci
fluorescen¢né znacenych primer( a analyze takto ziskanych am-
plikond pomoci kapilarni elektroforézy (24). Rada dalsich studii
zaméfenych na vytipovani tDMR vhodnych ke spolehlivému
odliseni télnich tekutin vyuziva jako prvniho kroku bisulfitové
konverze, pficemz je nemetylovany cytosin konvertovan na ura-
cil, jehoz pfitomnost vede k zafazeni thyminu do sekvence DNA
amplifikované z takovéhoto vychoziho materidlu za pomoci
PCR. Bisulfitova konverze vsak vede k ¢aste¢né degradaci vycho-
ziho vzorku DNA, coz je hlavni nevyhodou tohoto metodického
pfistupu. V genech DACTT a USP49 byly nalezeny tDMR vhodné
k odliseni vzorkd spermatu, v nichz jsou jejich sekvence speci-
ficky hypometylovany, a gen PFN3 poskytl kandidatni tDMR pro
determinaci vagindlniho sekretu (25). Vysetieni tDMR v genech
DACT1, USP49, PFN3 a PRMT2 po bisulfitové konverzi bylo navr-
zeno k Uspésnému odliseni vzorkd spermatu, menstruaéni krve
a vaginalniho sekretu od jinych télnich tekutin (23). Jind studie
(26) rovnéz rozvijejici metodiku zaloZzenou na bisulfitové kon-
verzi navrhuje vyuziti tDMR v jinych genech - pro determinaci
vzorkd spermatu jsou zde navrzeny geny ZC3H12D a FGF7, za-
timco vysetieni C200rf117 a BCAS4 ma slouzit k odliseni vzorkd
krve a slin od ostatnich biologickych tekutin.

Jak vyplyva z vyse uvedeného, metody zaloZené na vysetio-
vani tkanové specifickych diferencidlné metylovanych regiont
(tDMR) predstavuji nadéjny analyticky nastroj v oblasti moleku-
larné genetické determinace télnich tekutin také tim, ze pracuji
s DNA izolovanou ze stopy, vyzaduji viak provedeni dalSich va-
lidacnich studii zahrnujicich Sirokou paletu markert a relevant-
ni mnozZstvi biologickych stop rozmanitého charakteru. Studie
Parkera a spolupracovnikld (27) je v tomto sméru nejnovéjsim
krokem - na pozadi celého lidského metylomu bylo vybrano 8
DNA metyla¢nich markerd, které vykazuji vysokou sensitivitu
a specificitu pro determinaci stop krve, slin, spermatu a vaginal-
niho sekretu.

Nalezeni DNA sekvenci tkanové specifickych
mikroorganismu

Metody identifikace télnich tekutin zalozené na amplifikaci
DNA tkéanové specifickych bakterii vyuzivaji nejcastéji k uréeni
bakteridlnich druhG amplifikace druhové specifické sekvence

genu pro 16S rRNA nebo intragenové transkribované oblasti
lokalizované mezi geny pro 16S a 23S rRNA (28,29). Pozornost
byla zamérena predevsim na identifikaci slin a vaginalniho se-
kretu. Detekci slin dovoluje zjisténi pfitomnosti DNA pochéze-
jici ze Streptococcus salivarius a Streptococcus mutans (28), k ur-
¢eni vagindlniho sekretu slouZi nej¢astéji DNA z Lactobacillus
crispatus a Lactobacillus gasseri (30, 31). Zjisténi pfitomnosti
sekvenci z téchto dvou mikroorganism dovoluje také odliseni
menstruacni krve (32). Detekce druhové specifickych sekvenci
z Gardnerella vaginalis a Atopobium vaginae, puvodct castych
vagindlnich zanétlivych onemocnéni Zen fertilniho véku, je rov-
néz vyuzivana pro identifikaci vaginainiho sekretu (32). Jeden
z recentnich metodickych pfistupl (32) Uspésné vyuziva kom-
binace vysetfeni tDMRs v genech USP49, DACTT1, PFN3 a L81528
s detekci DNA vyse popsanych tkanové specifickych mikroor-
ganismu, pficemz napiiklad pro spolehlivé urceni vaginalniho
sekretu touto metodou postacuje celkové mnozstvi DNA izolo-
vané ze vzorku 250pg.

ZAVER

V oblasti molekuldrné genetické determinace télnich tekutin
byla dosud provedena cela fada velmi zajimavych, vyse zmi-
fnovanych studii. Praktického vyuziti zatim dosahlo jen mRNA
profilovani v disledku své vysoké tkanové specifity a sensitivity
dostacujici pro praci se stopami spolu s detekci DNA tkanové
specifickych mikroorganismu. Pfistupy zaloZzené na vysetifovani
mikroRNA zatim nedosahly potfebného konsensu v nahledu
na spektrum mikroRNA dostacujicich ke spolehlivé identifikaci
jednotlivych typl forenzné zajimavych tkani. Vysetfovani tka-
nové specifickych diferencialné metylovanych regiont (tDMR)
DNA vedlo k uspéchu pfi jednoznacné determinaci vzork( krve,
spermatu, slin a vaginalnich sekretu (26,27). Velmi Uspésné jsou
pfistupy zaloZené na kombinaci metodickych moznosti - napfi-
klad na soucasné detekci tDMRnebo mRNAspolu s detekci DNA
tkanové specifickych mikroorganismu (32,23).

Vyvoj spektra metod zaloZzenych na analyze nukleovych ky-
selin ve stopach télnich tekutin s cilem urcit jejich biologickou
podstatu predstavuje zcela urcité obohaceni moznosti forenzni
prace ve smyslu potencialni aplikace jedné univerzalni konfir-
macni metody na stopy nejriiznéjsich télnich tekutin a jejich
smési za vyuziti stavajiciho vybaveni a etablovanych metod la-
boratofi forenzni genetiky.
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Nejvyssi ocenéni ministra SMT CR
pro ¢lena nasi odborné spolecnosti

Dne 27. 3. 2015 ministr Skolstvi mladeze a télovychovy predal doc. MUDr. Frantisku
Vorlovi, CSc. nejvyssi resortni vyznamenani pro pedagogy v CR, a sice Medaili MSMT CR.
Toto ocenéni obdrzel u pilezitosti svého zivotniho i profesniho jubilea za celozivotni piinos
v oblasti vzdélavani.

Pro doc. MUDr. Frantiska Vorla, CSc. je totiz rok 2015 rokem dvou vyznamnych jubilei. Jednak
se doziva 60 let véku a jednak dosahne 30 let soustavné pedagogické ¢innosti v oblasti zdra-
votnictvi, a to stfedoskolského, vysokoskolského i postgradualniho. Za tu dobu jiz vychoval
nékolik generaci soudnich lékait i jinych zdravotnickych pracovniki a je mezi odbornou verej-
nosti zcela pravem povazovan za jednoho z nejrenomovanéjsich odbornik( v celé CR.

K udéleni tohoto velice vyjimecného ocenéni jubilantovi gratulujeme.

36

Miroslav Hirt

SOUDNI LEKARSTVI 3 2015



