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SOUHRN

Cilem této préce je informovat o zpsobu zpracovéni neobvyklého forenzniho biologického materiélu predlozeného k pipadu znésil-
néni. V ramci piipadu byl analyzovén preparét pripraveny néatérem vzorku posevniho vytéru a obarveny smési hematoxylin-eozin. Po
odstranéni kryciho sklicka se pomoci kapiléry mikromanipulétoru nepodafilo zaijistit spermatické buriky a tyto se navic viivem mecha-
nického namdhéni zagaly rozpadévat. Za hlavni pFicinu selhani pii disekei bunék povazujeme pokrocilou lyzi bungk. S ohledem na ne-
gativni vysledky autofi doporuéuji ndpravnd a preventivni opatteni, jez zvy3i Sance na pozitivni identifikaci v obdobnych sexuélng ori-
enfovanych pripadech.
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Separation of Sperm by Micromanipulator from Unusual Forensic Sample - case report

SUMMARY

The aim of this study is to provide an information about the method of processing of unusual forensic sample that was submitted for the
sexual assault case. We analyzed microscopic sample of vaginal swab stained using the hematoxylin-eosin mixture. After removing the
covering glass we failed fo collect the sperm cells to the micromanipulator capillary. The cells even started, due fo the mechanical stress,
to fall apart. We think that the main reason of the microdissection failure is the advanced cell lysis. Due to the negative results of the
DNA analysis we defined a set of preventive and corrective actions that would (in case of application) increase the chance of positive

identification in similar sexual assault cases.

Diferencidlni izolace DNA slouzi k oddélent frakce zenskych epi-
telii a muzskych spermii u vzorkd posevnich vytérd u pripadd zné-
silnéni. Princip této metody (1) spoivé v tom, Ze spermie maii tuz-
§i membrénu nez epiteliaglni buitky a proto je mozné provadét po-
stupnou lyzaci bunéénych frakei. Alternativou k diferencidlni ex-
trakei je laserova mikrodisekce (2), pri které se z mikroskopického
prepardtu laserem vytezdvaji pouze spermie.

Obé tyto metody jsou neG&inné v pripadech, kdy nésilnik v mi-
nulosti podstoupil vasektomii, nebo kdyz je nésilnik azoospermik
(v semindlni tekuting nejsou pritomné spermie). Snaha o oddélent
muzské a Zenské frakce je déna skute¢nosti, Ze v pipadé analyzy
DNA ze smigeného biologického vzorku ziskame ve vétsing pfipa-
do smigeny DNA profil a tento md niz3i identifika¢ni hodnotu. Po-
kud jsou spermie degradované z dovodu delsiho postkoitalniho
intervalu, tak je metoda diferencidlni extrakce DNA netéinné a na-
opak moze dojit ke ztrété &sti izolované DNA.,
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NALEZ

Zemfeld zena by|c1 v mrazivém zimnim obdobi nalezena, ]ak
lezi oble¢end na matraci blizko svého obydli. Okolnosti nélezu na-
znadovaly umrznuti v souvislosti s pozitim nadmérného mnozstvi
alkoholu bez jakéhokoli nésili. Zékladni ohledéni t&la bylo prove-
deno na Soudné-Ilgkatském a patologicko-anatomickém pracovis-
ti UDZS Pre3ov. Vysettenim krve a moge odebrané pii pitvé byly
metodou plynové chromatografie a Widmarkovou zkouskou zjisté-
ny v krvi koncentrace 3,05 promile, v mo¢i 4,21 promile, coz jsou
koncentrace, jez lze ze soudné-lékarského hlediska hodnotiti jako
akutni otravu etylalkoholem. Jako pficina Gmrti bylo uvedeno se-
lhéni srdeeni a dychaci ¢innosti v disledku podchlazeni organiz-
mu a akutni otravé etylalkoholem. Z poranéni byly zjistény jen koz-
ni odFeniny, kozni skrébance a krevni podlitiny. V rémci nésled-
ného vysetiovani vyplynula moznost znésilnéni poskozené pred
smrti. Z ddvodu ovéFeni této hypotézy bylo 1 den po prvni pitvé
provedeno ndsledné ohledéni t#la a na vatové tampony byly za-
jisény posevni vytéry a zdroved provedeny natéry zaijisténého bi-
ologického materidlu na sklicko. N&kolik spermif bylo detekovéno
pouze v obarvenych mikroskopickych prepardtech.

Ke genetickému zkoumani v ramci p¥ipadu sexudlné orientova-
ného nésilného trestného ¢inu byly na Kriminalistickému a exper-
tiznimu Gstavu PZ Kogice predlozeny odévni souéastky poskozené,



jakoZto i nespotiebované posevni vytéry a mikroskopicky preparat
s detekovanymi hlavickami spermii. Prokaz pFitomnosti spermatu na
predlozenych stopdch a vzorcich se provédél pomoci orientagniho
fosfatézového testu (Phosphatestmo KM, Macherey-Nagel) a speci-
fického testu na piitomnost prostatického specifického antigenu (PSA
Semiquant, SERATEC, Némecko). Oba testy byly negativni. | pFes ne-
gativni prokaz spermatu byla z posevnich vyt&rd metodou diferenci-
élni lyze provedena izolace DNA. Tato DNA byla nésledné amplifi-
kovéna pomoci amplifikacnich souprav AmpF@STR® NGM™ PCR
Amplification Kit a AmpFLSTR® Yfiler® PCR Amplification Kit (Life
Technologies, USA), pricemz pozdéisi jmenovand amplifikaéni sou-
prava amplifikuje pouze STR (short tandem repeat = krétké tande-
mové repetice) lokusy umist&né na muzském Y-chromozému. Gene-
tickou analyzou DNA izolované z posevnich vytérG se nepodafilo
prokdzat pritomnost muzského biologického materidlu.

MATERIAL A METODIKA

Mikroskopické sklicka s pozitivnim nélezem spermii byla bar-
vena smési hematoxylin-eozin. Za G&elem otestovéni metody izo-
lace DNA z takio o3etrenych vzorkd biologického materiglu byly
pripraveny nétéry referenéniho vzorku spermatu na sklicko a tyto
byly obarveny stejné jako vy3e definovany forenzni vzorek. Tyto
kontrolni vzorky byly zpracovany 3 riznymi metodami izolace
DNA: izolace v 5% suspenzi chelatagniho ¢inidla (Chelex-100, Bio-
Rad, USA) s pridanym DTT a proteindzou K (3); organickd fenol-

Obr. 1. Proces separace spermie z preparétu. Barveno hemato-
xylinem eozinem (zvéfseni 400x).

Obr. 2. Rozpad buiiky z ddvodu mechanického naméhéni pfi pro-
cesu separace spermie z prepardtu. Barveno hematoxylinem eo-
zinem (zvétdeni 400x).
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chloroformové izolace z lyza¢niho pufru obsahujiciho proteinazu
K a DTT; izolace pomoci komeréni soupravy ARCTURUS® PicoPu-
re® DNA Extraction Kit (Life Technologies, USA). Z hlediska kvali-
ty findlnich DNA profild se jako nejvhodnéisi ukazaly izolace po-
moci soupravy PicoPure a déle izolace suspenzi Chelexu, dle jeli-
koZ pFi nétérech spermatu na sklicko pfi pFipravé referenénich vzor-
ko nebylo mozné dosahnout aplikace stejného mnozstvi spermii,
tak neni toto porovnéni zcela objektivni. V kazdém pripadé byla
ovéFena pouzitelnost viech testovanych metod izolace pro vzorky
barvené smési hematoxylin-eozin.

Za Geelem odejmuti kryciho sklicka z forenzniho vzorku byla
na vzorek nelsp&iné aplikovéna teplota 60-70 °C po dobu 2 ho-
din. Odejmuti kryciho sklicka bylo mozné az po zvyZeni teploty
na 80-85 °C, pridéni xylenu a inkubaci po dobu 2 hodin.

Mikroskopicky prepardt s odejmutym krycim sklickem byl zkou-
man v mikroskopu Leica DMI600OB a pokus o vyjmuti spermatic-
kych bunék byl proveden pomoci mikromanipulétoru TransferMan
NK2 s kapilérou TransferTip (ICSI) (Eppendorf AG, Némecko). Pri
mikroskopickém pozorovéni byla na hlavigkéch spermii pfi porov-
nani s referenénim vzorkem zietelné zndmky lyze (viz obr. &.1).
Manipulace se vzorkem v mikromanipuléatoru probihala v xyleno-
vém médiu, ale bohuzel se nepodafilo buiiky natéhnout do kapi-
lary. Po opakovanych pokusech se navic buiky zaéaly rozpada-
vat na mensi kousky (viz obr. &.2).

VYSLEDKY A DISKUZE

Genetické identifikace donora spermii nalezenych v mikrosko-
pickém preparétu z posevnim vytéru byla nedsp&ina z divodu se-
Ihanf p¥i mikromanipulaci. Za hlavni pFicinu je mozné uréit degra-
daci zkoumaného biologického materiélu. S ohledem na zéavaznost
pFipadu, kde diky negativni DNA identifikaci nebylo mozné pii-
mo uréit donora biologického materidlu v posevnim vytéru posko-
zené, byla provedena dikladna analyza pouzitych postupt a by-
la navrzena nasledujici ndpravnd a preventivni opatteni, jez po-
vedou ke zvy3eni pravdépodobnosti ziskani pozitivnich vysledkd
DNA identifikace v obdobnych pFipadech:

1) Zqjisténi posevnich vytéro

Posevni vytéry by mély byt standardné zajisfovany u viech pripa-
do, kde nelze vylou¢it cizi zavinéni & zndsilnéni. Zajisténi posevni-
ho (popfipadé rektélntho) vytéru by mélo byt provedeno jako bez-
odkladny tkon, jelikoz degradace biologického materidlu se zvysu-
ie s prodluzujicim se &asovym infervalem a z divodu degradace né-
sledn& klesé pravd&podobnost Gsp&sné genetické identifikace.
2) Odbérové tampony

Souasné forenzné-genetické praxe pozaduie, aby byly vzorky
biologického materidlu zajisfovény vyhradné na takové pripravky
(v tomto piipadé tampony), které jsou certifikovany pro forenzni
pouziti (4). Konkrétné je nutné, aby na pFipravcich nebyla pritom-
na lidské DNA, DNdzy (enzymy degradujici DNA) a inhibitory po-
lymerézové Fetézcové reakce (PCR) reakce. Dal$im vyznamnym fak-
torem ovliviiujicim Usp&snost genetické analyzy je typ materidlu
pouzity pFi vyrob& tamponu. S ohledem na vyt&zek DNA jsou mno-
hem vhodn&ij3i tampony s nylonovymi viékny vyrobené technologif
nastrelovanych nylonovych vldken (,flocked swab”) (5).
3) Stabilizace vzorki zajisténych na tampon

Ve vlhkém prostfedi dochazi pfi normélni teploté okoli pisobe-
nim mikroorganizmd k velmi rychlé degradaci biologického mate-
riélu zajidt&ného na tampon (4). Stabilizace vzorku je mozné do-
sahnout a) umisténim do prody3ného obalu; b) chlazenim; c) pou-
Zitim odbé&rové soupravy s desikantem; d) pouzitim stabilizagnich
agens, jez ochrani integritu DNA v buikach i pFi ulozeni vzorku
v bézné teploté (6).
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4) Zpisob barveni vzorkd

Barveni vzorkd smé&si hematoxylin-eozin neni s ohledem na de-
gradaci DNA vhodnou metodou. Namisto klasickych metod bar-
veni pro svételnou mikroskopii by bylo s ohledem na nésledné ge-
netické zkouméni lepsi aplikovat barveni fluorescenénimi barvicka-
mi, napfiklad pomoci komeréni soupravy Sperm HY-LITER™ (7).
Pro kazdou zvazovanou barvicku je nutné provést validaéni studii
provétujici inhibi¢ni efekt na PCR.

LITERATURA

1. Gill P et al. Forensic application of DNA fingerp- 5. Benschop CC, Wiebosch DC, Kloosterman AD,

5) Mikrodisekce

Ve védecké literature je pro izolaci jednotlivych bungk z mikro-
skopickych preparati a néslednou genetickou vé&tSinou doporu¢o-
véna laserové mikrodisekce (8-10), ale zde navrzend metoda pou-
Ziti mikromanipulétoru a kapiléry je levn&jsi a dostupnéisi alter-
nativou k této metod&. Pouzitelnost této metody byla v rémci této
studie otestovéna na referenénim vzorku spermatu.

8. Seidl S, Burgemeister R, Hausmann R, Betz P,

rints. Nature 1985; 318: 577-579.

. Elliott K, Hill DS, Lambert C, Burroughes TR, Gill
P. Use of laser microdissection greatly improves
the recovery of DNA from sperm on microsco-
pe slides. Forensic Sci Int 2003; 137: 28-36.

. Walsh PS, Metzger D, Higuchi R. Chelex 100
as a medium for simple extraction of DNA for
PCR-based typing from forensic material. Bio
Techniques 1991; 10: 506-518.

. Vanék D. Forenzni genetika v procesu dokazo-
véni, nakladatelstvi Forensica, kapitola Zaijisto-
véni vzorkd pro analyzu DNA na misté &inu

a v laboratofi, 2011; 38-45.

Sijen T. Post-coital vaginal sampling with nylon
flocked swabs improves DNA typing. 2010;
4(2): 115-21.

. Allen-Hall, D. McNevin. Human fissue preserva-

tion for disaster victim identification (DVI) in tro-
pical climates, Forensic Science International:

Genetics, 2012; 6(5): 653-657.

. De Moors A, Georgalis T, Armstrong G, Modler

J, Frégeau CJ. Validation of the fluorescence-ba-
sed Sperm Hy-Liter™ kit as a means to standar-
dize spermatozoa identification in sexual assault
cases. Forensic Science International: Genetics
Supplement Series 2011; 3(1): e31-e32.

Lederer T. Contact-Free Isolation of Sperm and
Epithelial Cells by Laser Microdissection and
Pressuere Cc’mpuﬁr,ing. Forensic Science, Medi-
cine and Pathology 2005; 1(2): 153-158.

9. Vandewoestyne M, Hoofstat D, Nieuwerburgh F,

Deforce D. Automatic detection of spermatozoa for
laser capture microdissection. Infernational Journal
of legal Medicine 2009; 123(2): 169-75.

10. Vandewoestyne M, Hoofstat D, Nieuwerburgh

F, Deforce D. Evaluation of three DNA extraci-
on protocols for forensic STR typin after laser
capture microdissection, Forensic Science Inter-

national: Genetics 2012; 6: 258-262.



