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Abstrakt

Dotykové stopy patfi ve forenzni genetice kjedném z nejobtiznéji analyzovatelnych materiald,
coz je dano velmi malym mnozstvim analyzovatelnych molekul v nich obsazenych. Ackoliv
obsahuji buriky pochézejici z povrchu lidského téla, DNA v téchto burikach je pfirozené
fragmentovana. Shrnujeme dosud publikované zkusenosti s genetickou analyzou dotykovych
stop, které casto neposkytuji plnohodnotny DNA profil vhodny k individualni identifikaci
v procesu dokazovani. Nové se rozvijejici védni obor olfaktroniky vsak skyta potencial k ziskani
dalsich informaci z téchto stop. Dotykové stopy viak predstavuji extrémné variabilni material,
takZe nelze vzdy zarucit Uspéch genetické analyzy. Soubézna olfaktronicka analyza pak miize
poskytnout dlilezité operativni informace tykajici se skupinovych vlastnosti zistavitele stopy
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Abstract

Touch traces belong to one of the most difficult materials to analyze in forensic genetics,
which is due to the very small amount of analyzable molecules contained in them.
Although they contain cells derived from the surface of the human body, the DNA in these
cells is naturally fragmented. We summarize the experiences published so far with the
genetic analysis of touch traces, which often do not provide a full DNA profile suitable for
individual identification in the evidence process. However, the newly developing scientific
field of olfactronics offers the potential to obtain additional information from these traces.
However, touch traces represent extremely variable material, so the success of genetic
analysis cannot always be guaranteed. Simultaneous olfactronic analysis can then provide
important operational information regarding the group characteristics of the trace leaver.
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Uvod

Dotykové stopy predstavuji dulezity zdroj dlikazniho materialu, jejich efektivni zpracovani
a vyhodnoceni patfi k jedném z nejobtiznéjsich disciplin forenznich véd. Dotykové stopy
mohou poskytnout informaci vedouci k individualni identifikaci jedince, ktery je zanechal,
formou daktyloskopie i genetického profilu. Problémem je obvykle limitované mnozstvi
materidlu k analyze. Nové se vyvijejici obor olfaktroniky spocivajici ve spektroskopické
analyze molekul zanechané pachové stopy spojené se stopou dotykovou mé potencial
obohatit spektrum forenznich metod a ptispét ke komplexnosti vysledku forenzni analyzy.
Pro dosazeni komplexniho vysledku je viak zasadni efektivni zpracovani stopy tak, aby
byla umoZnéna paralelni analyza viemi dostupnymi metodami.

V nasledujicim textu se zaméfujeme na potencidlni moznosti paralelni genetické
a olfaktronické analyzy zejména s ohledem na ziskani potfebného materidlu pro oba
typy analyz z jedné a téze stopy. Predpokladem pro ziskani maximalniho mnozstvi DNA
dostupného pro genetickou analyzu je znalost biologického sloZeni dotykovych stop,
které bude blize popsano v tomto pfispévku, spole¢né s moznostmi jejich genetického
vysetieni. Pfedpokladem pro Uspésnou olfaktronickou analyzu je znalost chemickych
latek, které vytvareji pachovou stopu, a odbér pachové stopy provedeny s ohledem
na zachyceni jejich maximalniho mnozstvi.> 1418

Dosazeni moznosti provadét paralelné ve forenznich laboratotich jiz dlouhodobé rutinné
etablovanou genetickou analyzu a nové vyvijenou olfaktronickou metodu vyzaduje
spolecny postup pfi vyvoji této komplexni metodologie od samého za¢atku. Prezentujeme
zde pilotni vysledek tohoto pfistupu dokazujici s pouzitim uméle vytvorenych dotykovych
stop, ze paralelni genetickd a olfaktronicka analyza jsou principialné mozné a jejich spojeni
mUze v budoucnu obohatit spektrum forenznich laboratornich metod.

Teoretické zaklady
Histologicka charakteristika dotykovych stop

Histologické sloZeni dotykovych stop odrdzi do zna¢né miry strukturu povrchovych
vrstev lidské klze. Pfevazujici slozkou jsou bezjaderné epitelidlni buriky odlupujici se
z povrchové vrstvy pokozky (stratum corneum) nazyvané korneocyty (viz obr. 1). BEhem
diferenciace téchto bunék z keratinocytll v procesu kornifikace doslo k rozstépeni jejich
jaderné DNA, zaniku jadra a vyplnéni cytoplazmy zesitovanym proteinem keratinem, ktery
témto bunkam propujcuje mechanickou odolnost.®V dotykovych stopach déale nachazime
fragmenty téchto korneocytd a vzacné také jaderné bunky pochéazejici pravdépodobné
z vystylky potnich zI3z.

Vyznamnou komplikaci pro forenzni analyzu muze pfedstavovat pfitomnost korneocytt
i jadernych bunék exogenniho puvodu, které se na povrch klze dostavaji dotykem
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s predméty frekventované dotykanymi i jinymi osobami (napfiklad kliky u dvefi)
¢i pfi pfimém osobnim kontaktu napfiklad pfi podani ruky.?

Mnozstvi keratinocyt(l i jadernych bunék uvolnénych do dotykové stopy se muze
vyznamné lisit mezi jednotlivci. Byly experimentalné zkoumany otisky palct dobrovolniku
a byly nalezeny hodnoty v rozmezi 1 000 az 10 000 bunék (pfevazné korneocytll) na otisk.
Pro uspésnou genetickou analyzu je teoreticky postacujici DNA z jedné jediné jaderné

Charakter DNA molekul obsazenych v dotykovych stopach

V prabéhu diferenciace keratinocytl v procesu kornifikace dochazi v disledku ¢innosti
enzym( Stépicich DNA (tzv. DNaz) k fragmentaci jaderné DNA. Takto fragmentovana
DNA vsak zlstava uvniti korneocyt(, i kdyz jejich jadra prestavaji byt detekovatelna
histologickym barvenim, protoze doslo k jejich zaniku jako organel v zajmu zvyseni
mechanické pevnosti téchto bunék.”8

Dalsi vyznamnou slozkou dotykovych stop je volna DNA, ktera je pfitomna ve viech
télesnych tekutindch a za jeji hlavni zdroj v dotykovych stopéach je povazovan pot.> '
| tato DNA je vsak znac¢né fragmentovang, do télesnych tekutin se dostava pravdépodobné
vice rdznymi mechanismy - jak v dUsledku fizeného odumirani bunék, tzv. apoptdzy, tak
aktivni sekreci zivymi bunkami. Biologické funkce této volné se vyskytujici DNA nejsou
dosud pIné objasnéné, uvazuje se i o jeji Ucasti v regulaci fungovani imunitniho systému.'*

Byly rovnéz pfineseny diikazy o asociaci DNA molekul s povrchy bunék.™

Odbér dotykovych stop oplachem jejich nosicli a nasledny postup nezahrnujici oddéleni
bunéc¢né frakce centrifugaci a vylouceni supernatantu z izola¢niho procesu zohlednuje
pfitomnost této DNA ve stopdch a vede k jejimu ziskani pro genetickou analyzu.?

Principy genetické individualni identifikace osob

Za zlaty standard je ve forenzni genetice povazovano DNA profilovani zaloZzené na analyze
polymorfnich oblasti DNA obecné oznacovanych jako kratké tandemové repetice (Short
Tandem Repeats - STR). Pro forenzni vyuziti byl mezinarodnim konsorciem vybran panel
téchto polymorfism0, které v lidskych populacich vykazuji vysokou variabilitu.* Kazda
z takto vybranych variabilnich oblasti lidského genomu je charakterizovdna znacnym
poctem variant — alel — existujicich o riizné frekvenci ve vsech lidskych populacich. Kazda
takovato alela je determinovana specifickym poctem kratkych sekvencénich motivi DNA
(repetic o délce nejcastéji 4 az 5 nukleotid(l) a je znamo jeji procentudlni zastoupeni
na chromozomech v doty¢né populaci, coz je dllezité pro interpretaci laboratorniho
vysledku metodami Bayesovské statistiky, kdy se pracuje s pravdépodobnosti vyskytu
ziskaného DNA profilu v populaci.

E FORENZNI VEDY, PRAVO, KRIMINALISTIKA, 1/2023, ro¢nik 8



Forenzni DNA profilovani by nebylo mozné bez aplikace metody polymerazové retézové
reakce (Polymerase Chain Reaction - PCR). Tato metoda pfinesla doslova revoluci
v aplika¢ni sféfe molekularni genetiky, jeji vyznam byl ocenén udélenim Nobelovy
ceny jejimu vynalezci Karry Mullisovi v roce 1993. Jedna se o enzymatickou amplifikaci
vybranych Usek DNA in vitro, pficemz jednoznacny vybér oblasti DNA urcené
k amplifikaci je zajistén hybridizaci uméle syntetizovanych jednofetézcovych molekul
DNA, tzv. primerQ, k denaturované cilové DNA a naslednym prodluzovanim téchto
primer( termorezistentni DNA polymerazou, kterd vyuziva denaturovanou cilovou DNA
jako templat a podle principu komplementarity prodluzuje hybridizovany primer a vytvari
tak druhé vlakno DNA dvousroubovice. Amplifikace metodou PCR se odehrava typicky
ve 40 cyklech sestavajicich ze tii krok(: 1) denaturace DNA molekul pfitomnych v reakci,
2) hybridizace primer0 k cilovym sekvencim, 3) prodluzovani primerd DNA polymerazou.

Metoda PCR doznala celé fady modifikaci, ve forenzni genetice je vyuzivana jeji forma
dovolujici amplifikaci vice rdznych oblasti DNA v jediné reakci ozna¢ované jako multiplex
PCR. Pro amplifikaci 17 rlznych oblasti DNA (16 STR polymorfismd a polymorfni oblast
v genu pro amelogenin na pohlavnich chromozomech dovolujici uréeni pohlavi jedince)
byly navrzeny primery znacené ¢tyimi rlznymi fluorescencnimi znac¢kami tak, aby bylo
mozné vsechny amplifikované fragmenty jednoznacné urcit na zakladé jejich délky
a fluorescence.* Po separaci takto amplifikovanych fragmentd DNA pomoci kapilarni
elektroforézy je ziskan DNA profil (viz obr. 1.). Kompletni profil dovoluje jednoznacné
urceni alel jednotlivych vysetfovanych STR polymorfisml a vypocet pravdépodobnosti
nalezeni shodného profilu v populaci. Systém forenzniho DNA profilovani je diky analyze
vysoce variabilnich polymorfismd typu STR designovan tak, aby tato pravdépodobnost
byla velmi nizka a byly generovany profily prakticky unikatni dovolujici individualni
identifikaci jedince s vysokou mirou pravdépodobnosti.* ' Nastup metody masivniho
paralelniho sekvenovéni do forenznich laboratofi vedl k dalSimu vyznamnému zpresnéni
tohoto zpUlsobu individualni identifikace, nebot dovoluje porovnani celych sekvenci alel
jednotlivych STR polymorfism0. Jednotlivé alely se mohou lisit nejen poctem zékladnich
sekvencnich motivl — vyse zminovanych repetic, ale nékteré z téchto repetic mohou
obsahovat napfiklad bodové mutace ¢i kratké inzerce ¢i delece, coz vede k dalsimu
nardstu komplexity systému a vyustuje v jeho lepsi diskriminac¢ni schopnosti v dUsledku
rozliseni vyssiho poctu existujicich alel.?

Experimentalni studium uméle vytvorenych
dotykovych stop

Modelové studie uskute¢néné na uméle vytvarenych dotykovych stopach vyznamnou
mérou prispivaji k Uspésné aplikaci genetické analyzy dotykovych stop ve forenzni
praxi. Byly zkoumany nejrliznéjsi faktory: variabilita v mnozstvi genetického materialu
deponovaného do dotykovych stop rdznymijedinci'® @i vliv podkladu na kvalitu dotykové
stopy.’ Byly testovany metody vizualizace dotykovych stop a jejich vliv na kvalitu izolované
DNA,"? rovnéz zplisob sejmuti dotykové stopy se ukazal jako krucialni pro Uspéch nasledné
analyzy.’ Byla vyvinuta optimalni metoda izolace DNA z dotykovych stop nachdazejicich
se na béznych kancelafskych pfedmétech.?
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Je uvadéno, ze v kontinualnim procesu deskvamace se uvoliiuje az 1 000 korneocytt
z 1 cm?kize za hodinu, coz mGze vést k celkovému poctu az 10° korneocytl uvolnénych
z povrchu téla jednotlivce denné. Ackoliv se jedna o vysoké pocty bunék, je treba si
uvédomit, ze se jedna o bunky bezjaderné s degradovanou DNA, eventualné s volnou DNA
na svém povrchu.' Ve studii, ktera zkoumala pocet bunék nalezenych v celych otiscich
palct dobrovolnikl na sklenéném podkladu, byl nalezen az fadovy rozdil mezi nejlepsimi
(az 10 000 bunék/otisk) a nejslabsimi (1 000 bunék/otisk),,odlu¢ovaci”.’ Bunéény material
byl zviditelnén fluorescen¢nim barvivem Diamond Nucleic Acid stain (Promega, USA)
a bunky detekovany a pocitdany pod mikroskopem. Nebylo prekvapenim, Ze otisky
poskytnuté nejlepsimi ,odlucovaci” vedly pfi genetické analyze ve vétsiné pfipadl
k ziskani DNA profild akceptovatelnych australskou DNA databazi pro identifikaci
(tj. obsahujicich minimalné 12 jednozna¢né urcenych alel analyzovanych STR markera),
zatimco otisky poskytnuté slabymi ,odluc¢ovaci vyhovély v zavislosti na zpUsobu
odbéru této podmince jen cca ve 30 %."° Pfi porovnani mnozstvi DNA izolované z otiskU
dlani a prstl dobrovolnikll byly nejen zjistény rozdily jednoho fadu mezi jednotlivymi
dobrovolniky, ale také prokazana vyssi vytéZznost DNA z otisk( prstl nez z otisk(l dlani.”™

Volna DNA z potu byla studovdna za vyuZiti specidlniho designu experimentd, kdy
centrifugaci byla odstranéna bunéc¢na slozka vzork(. Kompletni DNA profily byly ziskany
u 40 % testovanych vzorkd v laboratornim pokusu. Volna DNA byla detekovéna u 80 %
vzorkl od zdravych lidi s prlmérnou koncentraci 11,5 ng/ml potu.'®

Aplikace fluorescen¢niho barviva Diamond Nucleic Acid stain (Promega, USA) v kombinaci
s mikroskopickym vysetfenim vedla formou zviditelnéni bunék k detekci dotykovych
stop na nejriznéjsich podkladech: na skle, na ¢ipu kreditni karty, na plastové kreditni
karté, tlacitku mobilniho telefonu, obrazovce mobilniho telefonu, SIM karté, plastové
tasce, niklovém i hlinikovém povrchu.'?Vzhledem k biologickému charakteru korneocytt
a obsahu volné DNA ve stopach se jako nejvhodnéjsi pristup k izolaci DNA z dotykovych
stop osvédcila metodika obsahujici prodlouzenou inkubaci buné¢ného materialu v pufru
s dithiotreitolem (DTT) stejné jako pfi izolaci DNA z trichologického materidlu ve spojeni
s izolaci DNA ze supernatantl ziskanych po centrifugaci bunéc¢ného materidlu stopy.
K tomuto ucelu byl vyuzit kit primarné urceny pro izolaci volné cirkulujici DNA z plazmy.
Timto postupem nedoslo ke ztraté volné DNA obsazené v dotykové stopé a zachycené
stejné jako korneocyty na stérovy materidl pfi odbéru.?

Studie uskute¢néna s rdznymi podklady dotykovych stop a nastroji ke stéru téchto stop

z rlznych materialt poukazala na nutnost vypracovani optimalni metodiky odbéru stop
v zavislosti na jejich podkladu.’

Pilotni vysledky paralelni genetické analyzy a olfaktroniky
Vyse zminéné studie tykajici se izolace DNA z dotykovych stop ndm poskytly teoreticky

zdklad pro vypracovani metodiky umozniujici ziskani DNA pro genetickou analyzu
z materialu paralelné vyuzitelného pro analyzu olfaktronickou.
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Pro kontrolni odbér pachu dobrovolnik( se vyuzivaji sklenéné kuli¢ky, které dobrovolnici
po peclivém umyti rukou za asistence laboratorniho pracovnika tfou po dobu deseti
minut v dlanich, podrobnéji je metodika odbéru popsana v prispévcich o olfaktronice. '8
Pro odbér vzork(i pachu z rliznych povrch( je vyvijen specialni vysavac,' kde dochazi
k zachyceni materiadlu ze stopy do tfech vrstev sorbentu pouzivaného v kriminalistické
praxi pro odbér pachovych stop pod ndzvem Raucodrape (Lohmann & Rauscher, BRD).

Soustiedili jsme se tedy na vypracovani metodiky izolace DNA z téchto dvou material{
- sklenénych kulicek®>'*'® a ze sorbentu pouzivaného také pro vysavac pachovych stop'!
- netkané polypropylenové textilie Raucodrape (Lohmann & Rauscher, BRD). Experimenty
vedly k zavedeni nasledujicich dvou pfistupl k izolaci DNA, jejichz Uspésnost byla
konfirmovana ziskanim genetického profilu poskytovatele dotykové stopy a ponechanim
dostate¢ného mnozstvi piivodniho vzorku pro olfaktronickou analyzu.

Pro izolaci ze sklenénych kulicek jsme vyuzili 100 kulicek, ke kterym jsme pfimo pridali
lyza¢ni pufr obsahujici DTT v koncentraci doporucené vyrobcem kitu QlAamp DNA
Investigator (Qiagen) pro izolaci DNA z vlast a koznich derivat(. Po opakované eluci 80 pl
eluc¢niho pufru AE z kitu jsme ziskali 80 pl roztoku DNA o koncentraci 4 ng/ul. Koncentrace
byla mérena druhy den po izolaci pfi uchovani vzorku izolované DNA pfi 8 °C na pfistroji
Nanodrop 2000c (Agilent, USA).

Pro izolaci DNA ze sorbentu Raucodrape byla vyuZzita uméle vytvorena dotykova stopa
vznikla tfenim 3 cm? sorbentu mezi prsty. Sorbent byl nasledné podroben vymyvani
vodou pro injekce. Centrifugaci byl ziskan sediment bunék, ktery byl déle podroben izolaci
dle protokolu pro vlasy a kozni adnexa kitem QIAamp DNA Investigator (Qiagen) v souladu
s pokyny vyrobce. Konecna eluce izolované DNA byla provedena dvakrat, vzdy do 20 pl
pufru AE, byl ziskan vzorek o objemu 40 pl a koncentraci 2,4 ng/pl. Méfeni koncentrace
DNA bylo provadéno, jak je uvedeno vyse, na pfistroji Nanodrop 2000c (Agilent, USA).

Nasledné rutinni DNA profilovani za vyuziti kitu PowerPlex ESI 17 System (Promega, USA)
vedlo v obou pfipadech k ziskani interpretovatelnych STR profil( (viz obr. 1). Dalsiho
zvyseni dostupné koncentrace DNA by bylo teoreticky mozné dosahnout oSetfenim
supernatantu z prvni centrifugace suspenze ziskané ze sorbentu nékterym z kitd na izolaci
cirkulujicich DNA z plazmy.?

Olfaktronickd analyza ve své soucasné podobé jednoznacné umoznuje predevsim

skupinovou identifikaci.> '® Aktualni moznosti propojeni genetické a olfaktronické analyzy
jsou demonstrovany na obr. 1.
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Korneocyty
zachycené mezi
vlakny sorbentu

Korneocyty
ziskané vymytim
ze sorbentu

GENETICKA ANALYZA OLFAKTRONICKA ANALYZA
Izolace DNA a STR profilovani Interpretace vysledku pomoci
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Obr. 1: Aktualni moznosti propojeni genetické a olfaktronické analyzy dotykovych
stop. Pro ilustra¢ni zviditelnéni korneocytd mezi vladkny sorbentu bylo vyuZito
May-Griinwaldovo barveni. Korneocyty vymyté ze sorbentu dokumentovany bez barveni
ve fazovém kontrastu, origindlni zvétseni 20x.
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Zavér
Dotykové stopy patfi v kriminalistice k jedném z nejobtiznéji analyzovatelnych materiald,
vyvoj sméfujici k maximalizaci vytéznosti jejich komplexnianalyzy je proto vysoce zadouci.

Na pozadi vysoké biologické variability téchto stop a metodik slouzicich k jejich
efektivnimu odbéru pro genetickou analyzu se zabyvame moznosti potencialniho
propojeni genetické analyzy a nové vznikajiciho oboru forenzni olfaktroniky. Zatimco
molekuldrni genetika je ve forenznich laboratofich dobfe etablovana a vede k individualni
identifikaci jedince s vysokou pravdépodobnosti vypocitanou na zdkladé Bayesovského
pfistupu, forenzni olfaktronika prokazuje svoji uplatnitelnost pti skupinové identifikaci
s vysokym potencidlem vypracovani pfistupl vedoucich i zde k individuaini identifikaci.
S ohledem na zpracovani stop je tedy vhodné zabyvat se metodami, které umozni
paralelni zpracovani limitniho mnoZzstvi materidlu dotykovych stop obéma metodickymi
pristupy. Prezentujeme postupy vedouci k Uspésnému sdileni materidlu z dotykovych stop
molekuldrné genetickou a olfaktronickou laboratofi. Jsme si védomi rozdili mezi uméle
vytvafenymi modelovymi dotykovymi stopami a redlnymi stopami zpracovavanymi ve
forenznich laboratofich, proto prezentujeme tento pristup jako pilotni s védomim nutnosti
jeho dalsiho zdokonalovani zejména s ohledem na ziskani kompletni frakce volné DNA
z dotykovych stop.
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