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prachu)
Autor: Karel Berka

Detektiv Chemie se smutkem vstal od mrtvé ženy. Zhruba 20 let, bývala
hezká. Za jej́ı současný stav nejsṕı̌s mohla krvavá rána na čele. ”Zvláštńı, že
kolem nejsou stopy krve,“ pomyslel si detektiv, ”taková rána by měla hodně
krvácet, a tady je jen troška krve.“ Stále v zamyšleńı zabloudil pohledem ke
kuchyni, kde ještě doutnaly zbytky požáru kuchyňské linky. ”A jak do toho za-
padá ten požár?“ Detektiv se zachmuřil a vytáhl sprej s luminolem. Postř́ıkal
několik mı́st na dveř́ıch, a cestu do kuchyně. Pak vytáhl UV lampičku a začal
ta mı́sta kontrolovat. Množstv́ı krvavých skvrn směrem ke kuchyni rostlo, ale
krev byla i na klice od dveř́ı. Bez otisku. Znovu se pod́ıval na mrtvou, tentokrát
na ruce. Krev na nich neměla. ”Zaj́ımavé, asi tady máme vraždu. . . ,“ pronesl
polohlasem a šel se pod́ıvat do kuchyně.

Jak už napov́ıdá nadpis dnešńıho d́ılu a dohaśınaj́ıćı ukázka, dnes se budeme
zabývat substanćı, která jitř́ı chř́ıṕı – krv́ı. Ale co to vlastně krev je?

Krev, my chceme krev

Krev je nejčastěǰśı, nejznáměǰśı a pravděpodobně i nejd̊uležitěǰśı d̊ukazńı
materiál dnešńıch dńı:

� Obsahuje DNA, kterou máme každý odlǐsnou (kromě jednovaječných
dvojčat), což umožňuje použit́ı genetických otisk̊u (genetic fingerprin-
ting);

� Lze určit krevńı skupinu, která může zúžit seznam podezřelých;

� Rozklad krve může napomoci k určeńı času zločinu;

� Tvar a rozmı́stěńı kapek lze použ́ıt k rekonstrukci rozmı́stěńı zdroj̊u krve
(zraněných osob). Zanechává stopy, které se daj́ı do určité vzdálenosti
sledovat.

No dobře, ale je to krev?

Ne všechno zlato, co se třpyt́ı, ehm, ne všechno je krev, co je tmavočervená
skvrna. . . Prostě než začne detektiv plýtvat protilátkami, potřebuje vědět,
jestli to, co má před sebou, je opravdu krev. Otázky nad skvrnou jdou zhruba
v tomto pořad́ı:
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Je to krev?

Těžká otázka. Krev je lehce alkalická kapalná směs složená z vody, buněk,
protein̊u a anorganických látek, která krouž́ı cévńım systémem, přičemž přináš́ı
zásobńı látky a kysĺık a odnáš́ı buněčný odpad. Krev má větš́ı viskozitu než
voda a nav́ıc se na vzduchu sráž́ı. Při srážeńı se vytvoř́ı temně červená sraženina
a nažloutlá kapalina – sérum. Krev z̊ustává tekutá, dokud se pohybuje. Po
smrti se krev sraźı. Dárci krve mohou občas darovat i plasmu, což je taky
nažloutlá kapalina. Od séra se lǐśı t́ım, že ještě obsahuje proteiny, které mohou
za srážlivost krve (např. protrombin a fibrinogen).

K odlǐseńı krve od barvy se použ́ıvaj́ı nejprve předběžné testy, které záviśı
bud’ na změně barevnosti, nebo na fluorescenci. Projed’me si pár barevných
test̊u:

� Kastle-Meyer̊uv barevný test použ́ıvá směs fenolftaleinu a peroxidu
vod́ıku s hemoglobinem. Směs pak zfialov́ı. Hlavńı výhodou tohoto testu
je jeho rychlost. Nevýhodou je, že některé kusy zeleniny obsahuj́ıćı pero-
xidázy taky zp̊usob́ı zfialověńı směsi. Nicméně neńı dvakrát obvyklé, aby
byly na mı́stě vraždy brambory nebo křen.

� Tetramethylbenzidin se aplikuje většinou na paṕırku. Ve styku s krv́ı
paṕırek źıská modrozelenou barvu.

Fluorescenčńı metody jsou většinou podstatně citlivěǰśı než metody změny
barvy:

� Luminol se rozpráš́ı nad mı́stem, kde se předpokládá, že byla krev, kte-
rou se snažil vrah umýt, dokonce i na stěnách, které byly přemalovány.
Luminol je extremně citlivý (detekčńı limit je 0,1 ppb) a ve tmě pod
ultrafialovým světlem všechny krvavé skvrnky sv́ıt́ı. Problém je jeho cit-
livost na chlornany, takže v mı́stech čǐstěných např́ıklad savem je luminol
nepoužitelný.

� Fluorescein se aplikuje stejným zp̊usobem jako luminol. Má sice nižš́ı
citlivost, ale na druhou stranu nemá problém s chlornany. Jeho daľśı
výhodou je, že je viskózněǰśı než luminol, a tak lépe drž́ı na zdech, dveř́ıch
a jiných svislých plochách.

Je to krev lidská?

Zda je krev lidská, rozhodnou lidské protilátky v takzvaném antiséru. To
se připrav́ı vstř́ıknut́ım lidského antigenu (prostě lidské krve) do kráĺıka nebo
jiného zv́ı̌rete, který si proti antigenu vytvoř́ı časem protilátky. Následně se
kráĺıkovi odebere jeho krev a protilátky proti lidským antigen̊um se vyizoluj́ı
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Karl Landsteiner
(14. 6. 1868–26. 6. 1943)

Jan Janský
(3. 4. 1873–8. 9. 1921)

Obrázek 1: Karl Landsteiner & Jan Janský

do antiséra. Antisérum v dotyku s lidskou krv́ı vytvoř́ı precipitát, v dotyku
s jinou krv́ı se nevytvoř́ı nic.

Vı́me, že máme před sebou lidskou krev, ale zbývá nám zodpovědět ještě
jednu otázku:

Č́ı je to krev?

Aby mohli zodpovědět tuto otázku, zaj́ımaj́ı se detektivové předevš́ım o čer-
vené krvinky a sérum.

Červené krvinky maj́ı na povrchu glykoproteiny (antigeny), na které se váž́ı
protilátky z ciźı krve, př́ıpadně na virus chřipky.

V séru se nacházej́ı protilátky. Reakce protilátek a antigen̊u je základem
určováńı krevńıch skupin.

Posledńı dobou se ovšem zkoumá i DNA, předevš́ım takzvaná genetická
daktyloskopie (DNA fingerprinting).

Krevńı skupiny – AB0

Existence r̊uzných krevńıch skupin byla známa již od roku 1875, ale až Karl
Landsteiner (obr. 1) roku 1901 pojmenoval a standardizoval krevńı skupiny
AB01.

Centrifugaćı oddělil červené krevńı buňky od plazmy. Tu nechal na vzduchu
srazit a centrifugaćı pak oddělil trombus (sraženinu) od séra. Do séra pak
zkoušel přidávat krvinky z jiného zdroje a směs se mu občas srazila a občas
ne. Postupně tak odhalil tři typy krve – A, B a C (později označovaný jako

1Za což později dostal Nobelovu cenu za fyziologii a medićınu v roce 1930.

3
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Krevńı skupina
(procentńı výskyt)

Antigen
(červené
krvinky)

Protilátka
(sérum) Genotyp

A (A+ 35 %, A− 5 %) A anti-B AA, A0
B (B+ 8 %, B− 2 %) B anti-A BB, B0

AB (AB+ 4 %, AB− 1 %) A, B ani anti-A,
ani anti-B

AB

0 (0+ 39 %, 0− 6 %) ani A, ani B anti-A, anti-B 00

Tabulka 1: Krevńı skupiny

0). Zde do př́ıběhu vstupuje Jan Janský (obr. 1), který objevil i čtvrtou krevńı
skupinu AB, ale své čtyři skupiny značil ř́ımskými č́ıslicemi I–IV.

V roce 1940 pak našel Landsteiner2 ještě antigen Rh, takže krev, která jej
má, se znač́ı jako Rh+ (př́ıpadně jen +) a krev, která jej nemá, jako Rh−
(viz tabulka 1).

Krev samozřejmě obsahuje antigen̊u a protilátek v́ıc (zat́ım bylo objeveno
několik stovek obého), ale to už je jiná pohádka.

Malá odbočka k rodičovstv́ı

Krevńı skupinu zděd́ıme po svých rodič́ıch. Tento prostý fakt sérolog̊um3

umožňuje rozhodovat o otcovstv́ı, př́ıpadně o dědictv́ı.
Tu samou krevńı skupinu může určovat v́ıcero genotyp̊u (viz tabulka 1),

přičemž geny pro A a B jsou dominantńı, ale gen pro 0 je recesivńı. A vzhle-
dem k tomu, že jsme každý kombinaćı gen̊u našich rodič̊u, tak je náš genotyp
kombinaćı genotyp̊u našich rodič̊u. Ukažme si to na př́ıkladu:

Rodič s genotypem AA bude předávat svým potomk̊um pouze alelu A,
zat́ımco rodič s genotypem A0 bude předávat polovině svých potomk̊u alelu
A a druhé polovině aleu 0. Pokud budeme předpokládat, že druhý rodič má
krevńı skupinu 0, pak jsou možnosti krevńıch skupin vidět v obrázku 2.

Přesnost určeńı rodičovstv́ı nicméně neńı př́ılǐs vysoká, protože stejnou
krevńı skupinu může mı́t poměrně mnoho lid́ı. Pro zvýšeńı přesnosti se dá
testovat lidský leukocytový antigen (HLA). Pokud má d́ıtě i otec stejný HLA
profil, je přesnost určeńı otce již 90%. Nicméně takřka jistotou je porovnáváńı
DNA rodiče a d́ıtěte, které má přesnost určeńı již 99%.

2Landsteiner zemřel v roce 1943 s pipetou v ruce, když ho v laboratoři skolil infarkt.
3Sérolog – pracovńık zabývaj́ıćı se krv́ı.
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Obrázek 2: Krevńı skupiny dět́ı rodič̊u se skupinami A a 0

DNA

DNA je komplexńı polymer tvaru dvoušroubovice, který vytvář́ı dlouhé
řetězce známé jako chromozomy. Lidé maj́ı celkem 46 chromosomů, které jsou
uspořádány v 23 párech v každém buněčném jádře. Tedy s dvěma výjimkami
– lidské červené krvinky nemaj́ı jádro v̊ubec (až na některé př́ıpady z Bĺızkého
východu) a na sexuálńı buňky – jak spermie tak vaj́ıčko, které maj́ı jen polo-
vinu chromosomů. Každý z nás má v DNA zhruba 3 biliony pár̊u baźı (zkratka
je bp) uspořádaných v lineárńı sekvenci na chromozomech. Každý chromozom
(s výjimkou pohlavńıch) je př́ıtomen v páru. Jeden z chromozomů pocháźı od
matky a druhý od otce. Počet možných sekvenčńıch kombinaćı je astronomický.
Na chromozomech se nacházej́ı tzv. loci (jednotné č́ıslo locus), což je fixńı po-
zice genu, př́ıpadně jiné genetické značky. Variantě DNA pro daný locus se ř́ıká
alela.

Nicméně velké množstv́ı našeho genomu sd́ıĺıme nejen se všemi ostatńımi
lidmi, ale do značné mı́ry třeba i se šimpanzi. Jak jde unikátnost dohromady se
sd́ıleńım stejného? V roce 1985 potvrdil unikátnost každého z nás tým kolem
Aleca Jeffreyse (obr. 3) na Leicesterské universitě. Objevili, že určitá mı́sta na
DNA podléhaj́ı polymorfismu, tj. lǐśı se u každého z nás. Na základě tohoto
zjǐstěńı Jeffreys vymyslel metody na izolaci a analýzu těchto část́ı lidské DNA
– genetickou daktyloskopii (DNA fingerprinting).

Obrázek 3: Sir Alec John Jeffreys, FRS (9. 1. 1950 – )
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Polymorfismus d̊uležitý pro genetickou daktyloskopii se nacháźı v junk-
DNA4. Tyto části se lǐśı svou délkou a sekvenćı. Některé sekvence se dokonce
několikrát opakuj́ı. A právě po opakuj́ıćıch sekvenćıch forenzńı analýza pátrá.
Rozlǐsuj́ı se dva základńı druhy:

� VNTR (Variable Number Tandem Repeats) – Stejná sekvence (”slovo“)
se opakuje mnohokrát po celém locusu. ”Slovo“ pak může mı́t stovky
pár̊u baźı a může se opakovat podél DNA mnohokrát.

� STR (Short Tandem Repeats) – ”Slova“ jsou podstatně kratš́ı než v př́ı-
padě VNTR. Nejčastěji maj́ı něco mezi 3–7 bp. ”Slova“ se opakuj́ı v úse-
ćıch kolem 400 bp, což v porovnáńı s 3 biliony bp v celé DNA znamená,
že se dá použ́ıt DNA již poměrně hodně degradovaná, třeba z kosterńıch
poz̊ustatk̊u. Známe v́ıce STR oblast́ı, takže můžeme otestovat vzorek na
v́ıce mı́stech, a t́ım zvýšit přesnost metody.

Genetická daktyloskopie – jak to funguje

Př́ıprava vzorku DNA pro analýzu neńı zdaleka tak jednoduchá jako typická
daktyloskopie, nestač́ı ji jen tak vyzvednout na mı́stě činu, ale muśı se nejprve
upravit do formy, kdy ukáže svá svědectv́ı. Využ́ıvá se předevš́ım elektroforézy,
at’ už gelové nebo kapilárńı.

1. Extrakce DNA

Vezmeme-li buňku, tak v ńı je kromě DNA i spousta balastu typu membrán,
cukr̊u, b́ılkovin, apod. Proto se nejprve muśı buňky centrifugovat, abychom
źıskali buněčná jádra. Pak přidáme guanidinhydrochlorid, abychom vyčistili a
źıskali čistou DNA. K určeńı jej́ı koncentrace můžeme použ́ıt ethidiumbromid.

2. Porcováńı a amplifikace DNA

Většinu DNA k analýze ani nepotřebujeme. Proto si ji nejprve naporcujeme.
Použ́ıvaj́ı se dvě metody:

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) – Pokud máme DNA
dost, můžeme ji našt́ıpat na kousky pomoćı restrikčńıch endonukleáz. Ty hle-
daj́ı specifické mı́sto, které pak rozštěṕı. Je jich spousta, ale pro účely stan-
dardizace se v USA a Kanadě5 použ́ıvá endonukleáza HaeIII, která štěṕı DNA
uprostřed sekvence GG|CC6. Výsledkem je směs r̊uzně velkých úsek̊u DNA.

4Junk-DNA – DNA, která nekóduje žádný gen
5Co se použ́ıvá u nás, se mi nepodařilo zjistit.
6Povšimněte si, že komplementárńı vlákno bude vypadat taky GGCC – opakováńı motivu

na obou vláknech je pro restrikčńı endonukleázy typické.
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PCR (Polymerase Chain Reaction) – Pokud DNA nemáme dost, můžeme
si ji namnožit metodou PCR. Tato metoda umı́ zmnožit vybrané známé úseky
DNA exponenciálńı řadou.

3. Elektroforetická separace fragment̊u

Ve chv́ıli, kdy máme DNA řádně rozšt́ıpanou a v dostatečném množstv́ı,
muśıme jednotlivé úseky DNA od sebe oddělit. K tomuto účelu se nejčastěji
použ́ıvá gelová elektroforéza na agarose. Protože DNA má záporný náboj, po-
stupuje v gelu k anodě (+). Ale protože r̊uzně velké kusy DNA postupuj́ı gelem
r̊uznou rychlost́ı, dojde k rozděleńı jednotlivých fragment̊u DNA do tzv. DNA
profilu.

4. Přesun fragment̊u na nylonovou membránu

Protože se s agarosovým gelem špatně pracuje, přenáš́ı se DNA na nylono-
vou membránu. Tomuto procesu se ř́ıká Southern blot7. Předt́ım ale muśıme
DNA oddělit na jednotlivá vlákna, což učińıme pomoćı hydroxidu sodného.
Poté přilož́ıme na gel nylonovou membránu a jako by membrána byla utěrka
vysajeme z gelu rozpouštědlo. S rozpouštědlem se pohybuj́ı i fragmenty DNA,
které se uchyt́ı na membráně. Membrána se pak umı́st́ı pod UV světlo, aby se
DNA kovalentně přivázala k nylonu. Źıskáme otisk agarosového gelu.

5. Přidáńı hybridizačńıch sond

Na membránu poté nalijeme roztok s hybridizačńımi sondami – bud’ ra-
dioaktivně nebo fluorescenčně značených krat’oučkých kousk̊u jednovláknové
DNA, které se spoj́ı s DNA na membráně. Pomoćı detergent̊u, př́ıpadně neio-
nizovaného formamidu, se zabráńı nespecifické vazbě sondy na nylon.

6. Vizualizace a identifikace

Když máme radioaktivńı sondy, polož́ıme na nylon film schopný zachytit
zářeńı, které vydává radioaktivně značená sonda. Źıskaný autoradiograf po
vyvoláńı vypadá tak trošku jako čárový kód.

V př́ıpadě fluorescenčńıch sond vlož́ıme membránu pod UV zdroj a vy-
fot́ıme.

Jak se ”̌cárový kód“ použije? Vezměme si např́ıklad zločin, z kterého jsou
podezřelé čtyři osoby. Všichni zaṕıraj́ı, ale policie našla na mı́stě kapku krve,
která patřila ještě někomu jinému než oběti. Otestuje se DNA podezřelých

7Kromě Southern blotu (detekce DNA) existuje i Northern blot (detekce RNA) a Western
blot (imunologická detekce protein̊u). Central a Eastern bloty ještě čekaj́ı na vymyšleńı. . .
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(obr. 4) a už tu máme tip na vraha. Krev je jeho. Schválně, jestli ho urč́ıte.
Řešeńı prozrad́ım na konci tohoto d́ılu seriálu.

Obrázek 4: Př́ıklad identifikace zločinu genetickou daktyloskopíı

A znovu rodičovstv́ı. . .

DNA zděd́ıme po svých rodič́ıch, ale jen polovinu od každého, takže nemáme
absolutně stejný DNA profil jako maminka, ale zhruba polovina našeho profilu
by měla být stejná. Nicméně d́ıtě nemůže mı́t v DNA úseky, které nemá ani
otec, ani matka (obr. 5).

Obrázek 5: Úsek označený otazńıkem v DNA d́ıtěte se nenacháźı ani v DNA
matky, ani v DNA předpokládaného otce, což znamená, že d́ıtě neńı jeho

T́ım bychom mohli pov́ıdáńı o DNA skončit, ale věř́ım, že vám stejně jako
mně vrtá hlavou, jak je možné źıskávat DNA z vlas̊u, když hlasy tvoř́ı jen
mrtvý molekulárńı odpad?

Jedinou živou část́ı vlasu je jeho koř́ınek. Proto můžeme z vlas̊u źıskat
jadernou DNA jen tehdy, když odebereme vlas i s koř́ınkem. Ale co dělat,
pokud jsou vlasy např́ıklad ustřihnuty a koř́ınek z̊ustal na hlavě? Co pak?

Jak vlasy rostou, buňky v koř́ınku se děĺı a procházej́ı změnou na vlas.
Součást́ı této změny je i ztráta buněčného jádra. Nicméně DNA se neukrývá
jenom v jádře, ale také v mitochondríıch. A právě mitochondriálńı DNA se
u vlas̊u testuje.

Zrovna tak se nemuśı testovat jen DNA lid́ı. Prvńım zv́ı̌retem, jehož DNA
se testovala, byla roku 1994 kočka Sněhová koule (Snowball). Usvědčila svého
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pána z vraždy jeho bývalé ženy. Na mı́stě činu se totiž našly jej́ı chlupy, i když
se spolu bývaĺı manželé nev́ıdali.

Slovo závěrem

Jak je vidět, at’ mlč́ıme, či ne, krev a DNA o nás mnohé prozrad́ı. Třeba
Vám prozrad́ı i řešeńı úložky o genetické daktyloskopii. V př́ı̌st́ım a ne nutně
posledńım d́ıle se budeme věnovat exotermickým oxidaćım. Že je to dost nudné
téma? Naopak, je to téma mnohdy explozivńı, a nebo alespoň p̊usob́ı požáry.
A tak samozřejmě zaj́ımá i detektivy. Nashledanou v daľśım d́ıle.
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