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Na Institutu za sodno medicino Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani ze od leta 1996
opravljamo molekularno genetske identifikacije oseb in bioloSkih sledi ter preverjamo
sorodstvene povezave. Prvotne preiskave smo usmerili v raziskave polimorfizmov
mikrosatelitskih podro¢ij avtosomalne jedrne DNA (1, 2), sledile so jim raziskave
polimorfizmov mikrosatelitskih podro¢ij kromosoma Y (3) in preiskave polimorfizmov
mitohondrijske DNA - mtDNA (4, 5), saj tipizacija jedrne DNA pri starih in slabo ohranjenih
bioloSkih materialih zaradi mocne razgradnje vedno ni bila uspe$na. Za preverjanje
sorodstvenih povezav (zlasti spornih oCetovstev) in identifikacijo oseb iz razmeroma dobro
ohranjenih bioloskih materialov izoliramo genomsko DNA iz naslednjih bioloskih vzorcev:
kri in krvni madezi, slina in sledovi sline v kriminalisticnih primerih (cigaretni ogorki, poStne
znamke, zobne Scetke), tkiva, odvzeta pri obdukciji, sperma in vaginalni brisi, odvzeti po
posilstvu, lasje z lasno korenino, prhljaj, citoloski in histoloski preparati, tkiva, vpeta v
parafinske bloke, epitelijske celice na prstnem odtisu (kontaktne sledi),... Iz starih bioloskih
materialov (skeletni ostanki, zobje), slabo ohranjenih bioloskih vzorcev (v eksplozijah,
pozarih ali prometnih nesrecah zoglenela in mo¢no poskodovana trupla), iz starega fecesa ter
mikrosledov v kriminalisti¢nih primerih (izpadli lasje, ki so obi¢ajno brez korenin) pogosto ni
mo¢ izolirati dovolj kvalitetne jedrne DNA za uspesno tipizacijo mikrosatelitskih podrocij,
pri¢akujemo pa lahko uspesno tipizacijo mtDNA. Ob metodi genetskega profiliranja jedrne
DNA nam tipizacija mtDNA v rutinskih preiskavah omogoca celosten pristop k molekularno
genetskim identifikacijam bioloSkega materiala v sodni medicini in kriminalistiki. Tako smo v
zadnjih letih uspesno identificirali Zrtve povojnih mnozi¢nih grobis¢ (6-10). Genetsko smo
obdelali deset grobis¢ iz obdobja druge svetovne vojne, za katera so v glavnem bili na
razpolago poimenski seznami zrtev, na osnovi Katerih smo lahko zbrali primerjalne vzorce
ustnih sluznic $e zivecih sorodnikov. V Laboratoriju za molekularno genetiko ISM smo
opravili molekularno genetsko preiskavo skeletnih ostankov domnevnih ¢lanov rodbine

Auersperg iz konca 17. in zacetka 18. stoletja.

Na Institutu za sodno medicino opravljamo naslednje forenzicno genetske in klini¢ne
preiskave:
1. preverjanje sorodstvenih odnosov (bliznji sorodstveni odnosi kot so sporna ocetovstva

in daljne sorodstvene povezave) (11),



2. identifikacija bioloSkih sledi v kriminalisti¢nih primerih (umori, posilstva, ropi,
rekonstrukcija prometnih nesrec in iskanje sledi voznika,...) (12, 13),

3. identifikacija skeletiziranih posmrtnih ostankov ter razpadlih in zoglenelih trupel
(neznana trupla in masovne katastrofe) (14),

4. identifikacija tkivnih vzorcev ali preverjanje identitete bioloskih vzorcev ob sumu na
njihovo zamenjavo (biopsijski vzorci, vzorci odvzeti za alkoholimetricne in
toksikoloske preiskave) (15),

5. spremljanje uspeSnosti transplantacije kostnega mozga o0ziroma Krvotvornih mati¢nih
celic (dolo¢anje himerizma hematopoetskih celic prejemnika — pacienta) (16),

6. dolocanje zigotnosti pri dvojckih

7. identifikacija zrtev 2. svetovne vojne (6 - 10),

8. identifikacija skeletnih ostankov iz arheoloskih najdis¢.

Molekularno genetske metode za identifikacijo bioloSkega materiala in preverjanje
sorodstvenih povezav se od zacetka 90. let uporabljajo v sodnomedicinskih, kriminalisti¢nih,
paleoantropoloskih in genealoSkih Studijah, pa tudi Studijah muzejskih Zivalskih in rastlinskih
materialov (17, 18). Z metodo genetskega profiliranja dolo¢amo alelne vzorce ali genetske
profile jedrne DNA. Ta metoda nam prvi¢ v zgodovini omogoca pozitivno identifikacijo in ne
le izkljucitve. Vse predhodne metode so namre¢ uporabljale seroloSke in biokemicne
oznacevalce, ki so imeli prenizko variabilnost, da bi lahko natancno dolocili identiteto vzorca
(19). Zelo uspesno uporabo polimorfizmov DNA je omogocilo odkritje verizne reakcije s
polimerazo - t.i. reakcija PCR (angl. Polymerase Chain Reaction), s katero je danes mozna
uspesna identifikacija las, sline iz cigaretnega ogorka, sline iz poStne znamke, prhljaja,
epitelijskih celic na prstnem odtisu (kontaktne sledi) in paleoantropoloskega bioloskega

materiala (20).

Uspesnost genetskih identifikacijskih metod je odvisna od koli¢ine in kvalitete izolirane DNA
in torej od ohranjenosti bioloskega materiala, ki ga Zelimo preucevati. Pri svezih tkivih in
relativno dobro ohranjenih bioloskih vzorcih z metodo genetskega profiliranja analiziramo
dolzinske polimorfizme jedrne DNA (avtosomalne kromosome in kromosom Y). Pri starih in
problemati¢nih vzorcih pa se lahko zgodi, da zaradi mocne razgradnje jedrne DNA ni moc
pridobiti v zadostnih koli¢inah. V takih primerih se posluZzujemo sekvencnih polimorfizmov
mitohondrijske DNA (mtDNA). Problemati¢ne bioloske vzorce predstavljajo stari skeletni

ostanki in zobje, slabo ohranjeni ali mo¢no poskodovani EloveSki posmrtni ostanki (v



letalskih, zelezniskih in prometnih nesreCah, eksplozijah in pozarih zoglenela in mocno
poskodovana trupla, zrtve naravnih nesre¢, teroristiénih napadov ali vojn), stari nohti, feces
in urin ter mikrosledovi v kriminalisti¢nih primerih (zlasti izpadli telogeni lasje, ki jih

kriminalisti pogosto najdejo na kraju kaznivega dejanja) (5).

PREISKAVE JEDRNE DNA

Na jedrni DNA opravljamo dve vrsti preiskav. Prva je preiskava avtosomalnih kromosomov,
druga pa preiskava spolnih kromosomov, zlasti moskega spolnega kromosoma Y. Oba tipa
preiskav uporabljamo za reSevanje razlicnih sodnomedicinskih primerov. Vzrok za to so
razlike v na¢inu dedovanja avtosomov in kromosoma Y ter velike razlike v diskriminacijskem

potencialu obeh tipov preiskav (21).

Avtosomalna DNA

Je najbolj polimorfna, zato jo najpogosteje preiskujemo, tako pri preverjanju bliznjih
sorodstvenih povezav kot pri identifikacijskih testih. Avtosomalni genetski profil lahko
dolo¢imo vsem bioloskim vzorcem, ki vsebujejo celice s celicnim jedrom, v katerih se nahaja
DNA. Analiziramo mikrosatelite ali kratke tandemske ponovitve, ki jih ozna¢ujemo s Kratico
STR, kar v angle$¢ini pomeni Short Tandem Repeat. Podro¢ja STR predstavljajo individualno
najbolj specificne odseke ¢loveskega genoma. Njihova variabilnost znotraj populacije je tako
visoka, da lahko z uporabo vecjega Stevila podro¢ij STR med seboj razlikujemo katerikoli
osebi, razen enojajénih dvojckov, katerih dednina je identi¢na. Pripadajo nekodogeni DNA in
ne kodirajo proteinov ter so raztreseni po vsem genomu. So nevtralni, kar pomeni, da ne
nosijo nobene informacije o fenotipskih lastnostin posameznika in nam omogoc¢ajo le
ugotavljajne identitete. Podro¢ja STR imajo obliko kratkih, tandemsko ponovljenih
nukleotidnih zaporedij, t.i. osnovnih motivov, ki se ponavljajo v Stevilnih identi¢nih ali
sorodnih kopijah. Dolzinski polimorfizem podrocij STR torej temelji na variacijah v Stevilu
ponovitev osnovnega motiva. Ljudje se med seboj razlikujemo v Stevilu ponovitev osnovnega
motiva preiskovanih podroc¢ij STR. Na vsakem avtosomalnem podro¢ju STR imamo dva
alela. Enega smo podedovali po materi in drugega po oc¢etu. Alele oznacujemo s Stevilkami, ki
predstavljajo Stevilo ponovitev osnovnega motiva. Forenzi¢na podro¢ja STR imajo v glavnem

osnovni motiv dolZine 4 nukleotidov, njihova skupna dolzina pa ne presega 400 nukleotidov
(21).



Na Sliki 1 je shematsko prikazan dolzinski polimorfizem enega od podrocij oziroma lokusov
STR. Osnovni motivi so obarvani rumeno, njihovo nukleotidno zaporedje je AATG, mejna
podrocja lokusa pa so obarvana modro. Obe prikazani osebi imata zaradi razli¢nega Stevila
ponovitev osnovnega motiva na lokusu razlicno dolge alele. Tako ima oseba 1 na enem
kromosomu 8 ponovitev osnovnega motiva in na homolognem kromosomu 5 ponovitev,

oseba 2 pa ima 6 in 9 ponovitev osnovnega motiva.
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Slika 1: Shematski prikaz dolzinskega polimorfizma lokusa STR.

RodovniSke analize so pokazale, da se podro¢ja STR razporejajo neodvisno iz starSev na
potomce, kazejo kodominantno naravo alelov in se dedujejo strogo po Mendlovih zakonih
dedovanja, po katerih otrok vedno podeduje en alel od matere in enega od oceta. Na tej osnovi
temeljijo preverjanja spornih ocetovstev in vse ostale preiskave, pri katerith ugotavljamo
bliznje sorodstvene povezave med posamezniki. Identifikacijski testi, pri katerih iS¢emo
popolno identi¢nost genetskih profilov analiziranih vzorcev in jih najpogosteje uporabljamo v
kriminalisti¢nih primerih, pa temeljijo na predpostavki, da imajo vsa tkiva posameznika enak
genotip. Po pomnozitvi vecjega Stevila podrocij STR v verizni reakciji s polimerazo in loc€itvi
produktov reakcije s kapilarno elektroforezo, dobimo individualno specific¢en alelni vzorec ali
genetski profil (imenujemo ga tudi DNA-profil ali STR-profil) preiskovanih mikrosatelitov
posameznika ali bioloSke sledi. Profile lahko med seboj primerjamo in ugotavljamo, ali imajo
skupen izvor ali ne. Kadar se dva profila med seboj ne ujemata, bioloSka vzorca nimata

skupnega izvora. Ob popolnem ujemaju genetskih profilov pa potrdimo skupen izvor vzorcev.

S preiskavo 15 avtosomalnih podro¢ij STR dosegamo pri identifikacijskih testih verjetnost

ujemanija dveh nakljuéno izbranih in sorodstveno nepovezanih oseb priblizno 10™* (1 oseba v



populaciji, velikosti 10*°). V primerjavi z velikostjo celotne ¢loveske populacije (7x10°%) kaze
ta verjetnost edinstvenost genetskih profilov. Pri preverjanju spornih o¢etovstev pa dosegamo
verjetnost oCetovsta, ki v glavnem presega vrednost 99,999 %. Po mednarodnih priporocilih

mora za potrditev daljnega sorodstvenega odnosa ta verjetnost dosegati vrednost vsaj 99,9 %.

Preverjanje sorodstvenih povezav

Najpogosteje uporaljamo teste ugotavljanja bliznjih sorodstvenih povezav za preverjanje
starSevstva oz. spornih o¢etovstev, saj obi¢ajno materinstva niso sporna (razen pri detomorih).
Ocetovstvo potrdimo, ko je potrditev prisotna na vseh 15 podro¢jih STR, izklju¢imo pa, ko so
izkljucitve prisotne na vsaj treh analiziranih podro¢jih STR. Izkljucitev na enem ali dveh

podrog¢jih bi namrec lahko bila posledica naklju¢ne mutacije.

Poleg preverjanja spornih ocetovstev so testi dokazovanja bliznjih sorodstvenih povezav
uporabni tudi za reSevanje imigracijskih primerov, s katerimi se je ze v preteklosti v Evropi
najpogosteje sreCevala Velika Britanija (22). Po britanskem zakonu imajo imigranti s stalnim
bivalis§¢em pravico zahtevati stalno bivalisce tudi za najblizje sorodnike, pri ¢emer morajo
dokazati prvostopenjsko sorodstveno povezavo. Nadalje te teste uporabljamo za preverjanje
druzinskih sorodstvenih odnosov v grobiscih (primer je identifikacija ruske vladarske druzine
Romanov) in pa za identifikacijo posmrtnih ostankov z reverznimi testi starSevstva. Pri teh
testih preverjamo, ali imajo posmrtni ostanki domnevnega sina ali h¢erke genetski profil, ki
ustreza genetskemu profilu otroka Se Zivecih analiziranih starSev. Uporabljamo jih pri
masovnih katastrofah, kot so letalske nesrece in potresi ter pri identifikacijah posmrtnih
ostankov v mnoZi¢nih grobiscih. Pri vseh masovnih katastrofah, kjer zacnejo z
identificiranjem pogreSanih oseb neposredno po nesreci (letalske nesrece, teroristi¢ni napad
na Svetovni trgovinski center,..), so za genetske preiskave najprimernejsi referen¢ni oziroma
primerjalni vzorci osebni predmeti (zobne $cetke, glavniki, brivniki,..), ki jih najdemo v
domovih pogreSanih oseb. Tovrstni vzorci nam namre¢ omogoc¢ajo neposredno primerjavo
genetskih profilov v smislu iskanja identi¢nosti, kar je, zaradi majhnega Stevila referen¢nih
vzorcev, iz ekonomskega vidika najbolj racionalen pristop. Pri zastarelih masovnih
katastrofah (mnozi¢na domobranska grobisca iz ¢asa 2. svetovne vojne v Sloveniji, mnozi¢na
grobiS¢a v BiH,..) pa osebnih predmetov pogreSanih po vrsti let ve¢ ni mozno zbrati, zato nam
sluzijo kot referen¢ni vzorci njihovi Se Ziveci sorodniki (23). Najlazje dolo¢imo identiteto

pogresanega oziroma Zrtve, ¢e imamo na voljo primerjalne vzorce bliznjih sorodnikov. Ce teh



ni, moramo za uspe$no genetsko identifikacijo (pri kateri preiskujemo poleg avtosomalnih
podrocij STR $e podro¢ja STR, vezane na kromosom Y in mtDNA), zbrati ¢im vecje Stevilo
sorodnikov pogresane osebe (za primerjavo kromosoma Y sorodnike po ocetovi liniji, za
primerjavo mtDNA pa sorodnike po materini liniji), kar moc¢no poveca stroske tovrstnih

preiskav.

Velikokrat se uporablja jedrne polimorfizme za identifikacijo zrtev mnozi¢nih nesrec, kot so
naravne Katastrofe (potresi, poplave, pozari, tsunamiji), letalske in ZelezniSke nesreCe ter
teroristi¢ni napadi (24 - 30). Tako so Olaisen in njegovi sodelavci (25) identificirali 139 od
skupno 141 ruskih in ukrajinskih Zrtev letalske nesrece, ki se je zgodila avgusta 1996 v
Spitsbergnu. Uspesnost identifikacije s pomoc¢jo analize DNA je v celoti odvisna od
razpolozljivosti referencnih vzorcev. Le dve Zrtvi nista imeli bliznjih sorodnikov, zato jih s
tipizacijo DNA niso mogli identificirati, pri vseh ostalih Zrtvah pa je bila identifikacija
uspesna. Genetske profile, ki so jih dobili iz mo¢no poskodovanih delov teles, so primerjali z
genetskimi profili bliznjih sorodnikov. Najprimernejsi referenéni vzorci so matere, ocetje ali
otroci Zrtev, saj imajo na posameznem podro&ju STR vsaj en skupni alel. Ce so bile na
razpolago le sestre ali bratje, so kot referen¢ne vzorce uporabili ve¢ bratov in/ali sester. Pri
letalski nesreci v Spitsbergnu je bila tipizacija DNA primarna identifikacijska metoda. Zaradi
izredno visokega odstotka uspesnih identifikacij (98,6 %), hitrih analiz (identifikacijo Zrtev so
zakljuéili 20 dni po nesreci) in razmeroma nizke cene (3 do 5 % cene celotne operacije) se je
izkazala kot izredno primerna identifikacijska metoda pri mnozi¢nih katastrofah (25). S
preiskavo jedrne DNA poteka identifikacija Zrtev mnozi¢nih pobojev na ozemlju bivse
Jugoslavije (31, 32). Prav tako pa je s tipizacijo jedrne DNA Jeffreys s sod. (33) identificiral

Josefa Mengeleja (referen¢ni osebi sta bila sin in Zena).

Identifikacija celiéne populacije po transplantaciji kostnega mozga ali drugih krvotvornih

maticnih celic ter dolocanje zigotnosti pri dvojckih

Dolocanje izvora posttransplantacijske celi¢ne populacije po transplantaciji kostnega mozga
je pomembno za kontroliranje uspe$nosti vcepitve. Pacienta in darovalca transplantata
tipiziramo pred transplantacijo (dolo¢imo genetske profile na podro¢jin STR), po
transplantaciji pa pri pacientu v dolocCenih casovnih intervalih preverjamo razmerje med
pacientovimi in daroval¢evimi populacijami levkocitov. UspeSnost transplantacije potrdimo,

ko se v pacientovi krvi pojavi genetski profil darovalca. Z ugotavljanjem razmerja med



genetskim profilom pacienta in darovalca lahko dolo¢imo stopnjo vcepitve transplantata.
Tovrstna informacija je zelo uporabna v zgodnji posttransplantacijski fazi, saj omogoca
izvedbo dadatnega zdravljenja, ki prepreci neuspesno transplantacijo oziroma ponoven pojav
bolezni (34). Dolocanje zigotnosti pri dvojékih je pomembno v primerih potrebe po
transplantaciji dolo¢enega tkiva ali organa. V primeru popolnega ujemanja genetskih profilov

smo tipizirali enojajéna dvojcka.

Identifikacijski testi

Avtosomalna podro¢ja STR so poleg preverjanja sorodstvenih odnosov izredno uporabna za
identifikacijske teste, pri katerih ne spremljamo nacina dedovanja, ampak nas zanima, ali se
genetski profili analiziranih vzorcev med seboj ujemajo. Najpogosteje jih opravljamo v
kriminalistiénih primerih kot so umori, posilstva, ropi, pretepi, rekonstrukcije prometnih
nesre¢ in iskanje sledi voznika in podobno. Osumljencev genetski profil primerjamo z
genetskimi profili bioloskih sledi, najdenih na kraju kaznivega dejanja. Da lahko potrdimo
vpletenost osumljenca v kaznivo dejanje, se mora njegov genetski profil popolnoma ujemati z
genetskim profilom bioloske sledi (35 - 37). Enak princip velja za identifikacijo delov trupel
po mnozi¢nih katastrofah. Deli trupla, ki imajo enak genetski profil, pripadajo isti osebi. Na
podoben nacin opravimo tudi identifikacijo tkivnih vzorcev, odvzetih pri raznih biopsijah,
kadar obstoja moznost zamenjave vzorcev (genetski profil biopsijskega vzorca primerjamo z
genetskih profilom pacienta). Tipizacijo DNA uporabimo tudi za preverjanje identitete
bioloskih vzorcev, odvzetih za alkoholimetri¢ne ali toksikoloske preiskave v primerih, ko se
preiskovanci z rezultati preiskav ne strinjajo in izrazijo dvom o istovetnosti preiskovanega
bioloskega vzorca. Na osnovi ponovnega odvzema telesnih tekocin (krvi, sline) preiskovancu
in pridobitvi DNA iz preiskovancevih bioloskih vzorcev in arhiviranega vzorca, opravimo

tipizacijo avtosomalne jedrne DNA in pridobljene genetske profile med seboj primerjamo.

Opravljeni tipizaciji podro¢ij STR sledi interpretacija rezultatov oziroma ocena moci
genetskega dokaza. Ce se genetski profil osumljenca (ali pacienta ali preiskovanca) in
genetski profil bioloske sledi (ali spornega tkivnega vzorca ali arhiviranega vzorca za
alkoholimetri¢ne oziroma toksikoloske preiskave) ujemata, nas zanima, kakSna je verjetnost,
da imata oba genetska profila isti izvor, oziroma, kaksna je verjetnost, da ima naklju¢no
izbrana oseba iz slovenske populacije enak genetski profil kot bioloska sled, ali kaksna je

verjetnost, da je ujemanje osumljencevega profila in profila bioloske sledi naklju¢no. Na ta



vprasanja nam daje odgovore verjetnostna teorija. Verjetnost izracunamo empiri¢no in temelji
na populacijskih podatkih. Za oceno moci genetskega dokaza potrebujemo za vsako podrocje
STR opravljeno populacijsko Studijo na slovenski populaciji, z izracunanimi alelnimi
frekvencami ter preverjeno neodvisnostjo genetskih podatkov znotraj posameznega podrocja
in med podro¢ji STR (1, 2, 11). Ce je populacijski vzorec velik, bo empiriéno dolodena
verjetnost oziroma frekvenca dolocenega genetskega profila zelo dober priblizek "resnicni”
frekvenci. Pri izraCunavanju frekvence genetskega profila v populaciji uporabljamo "pravilo
produkta”, ki ga podaja verjetnost kombiniranih dogodkov. Ce so dogodki neodvisni, je
skupna verjetnost, da se vsi zgodijo skupaj, produkt verjetnosti posameznih dogodkov. V
forenziki predstavljajo dogodke posamezna podrocja STR. Ker morajo biti dogodki nakljucni
in med seboj neodvisni, morajo biti podro¢ja STR, ki genetski profil tvorijo, v HW-ravnotezju
in se ne smejo dedovati vezano (lezati morajo na razli¢nih kromosomih ali ¢im dlje narazen
na istem kromosomu). Frekvenco genotipa na enem podro¢ju STR ocenimo kot produkt
alelnih frekvenc (za homozigota je ta frekvenca p?, za heterozigota pa 2pq). Skupno frekvenco
genetskega profila na vseh analiziranih podroc¢jih STR pa ocenimo kot produkt frekvenc
genotipov posameznih podrocij. Frekvenca genetskega profila predstavlja verjetnost, s katero
pride v populaciji do naklju¢nega ujemanja dveh profilov sorodstveno nepovezanih oseb.
Frekvenca je majhna, ¢e je v profil vkljuenih veliko podro¢ij STR (pri tipizaciji 15 podro¢ij
STR priblizno 10™°). Ujemanje dveh genetskih profilov statisticno ovrednotimo z
verjetnostnim razmerjem, ki ga ozna¢imo s kratico LR (angl. Likelihood Ratio) in je obratno
sorazmerno frekvenci genetskega profila: LR = 1 / frekvenca genetskega profila (2). Pri
izraCunu verjetnostnega razmerja primerjamo verjetnost dogodka, da pripada bioloska sled
osumljencu (Stevec) in verjetnost dogodka, da pripada bioloska sled naklju¢no izbrani osebi iz
slovenske populacije (imenovalec). Verjetnost v Stevcu je 1, verjetnost v imenovalcu pa je
enaka frekvenci genetskega profila. Verjetnostno razmerje nam pove, kolikokrat bolj verjetno
je, da pripada bioloska sled osumljencu kot da pripada naklju¢no izbrani osebi iz slovenske
populacije. Izraunamo ga s pomocjo statisticnega programa "DNA VIEW” v.37.15 (2015),
avtorja C. H. Brennerja (38).

Avtosomalna podroc¢ja STR so zaradi rekombinacije v molekularno genetskih genealoskih
Studijah pri primerjavi z daljnimi sorodniki manj uporabna. Za preucevanje rodovnikov z
genetskimi metodami so uporabna podro¢ja STR, vezana na kromosom Y, Ki nam omogocajo

sledenje ocetovi liniji, in preiskave mitohondrijske DNA, s katero lahko sledimo materini



liniji. Ker biolosko materinstvo za razliko od bioloskega o¢etovstva najpogosteje ni sporno, so
vsekakor rezultati, ki jih dobimo s preiskavo mtDNA, bolj zanesljivi od rezultatov
preucevanja kromosoma Y. Verjetnost, da je nekje v predniski ocetovi liniji prislo do
nebioloskega oCetovstva, zaradi nezvestobe, posilstev ali posvojitev, je v ZDA priblizno 5 %.
Ni veliko, vendar bi lahko po 10 generacijah verjetnost, da bi v krvni liniji prislo do dogodka,

ki ga genetiki imenujemo nebiolosko ocCetovstvo, presegla 50 %.

Kromosom'Y

V sodnomedicinskih in kriminalisti¢nih preiskavah se je zacela §irSa uporaba podrocij STR,
vezanih na kromosom Y, leta 1996. Kromosom Y je haploiden in se deduje po ocetu, kar nam
omogoca sledenje oc€etovi liniji. To pomeni, da lahko v preiskave vklju¢imo le moske, saj
zenske kromosoma Y nimamo. Kromosom Y nima kromosomskega partnerja, s katerim bi se
pri mejozi rekombiniral (izjema sta dve majhni psevdoavtosomalni podrocji, Ki se
rekombinirata s kromosomom X), zato se prenasa v identi¢ni obliki iz oCeta na sina. Edine
spremembe na kromosomu Y povzrocajo redke mutacije. Ko pride do mutacije, se zaradi
odsotnosti rekombinacije le-ta ohrani in prenese na naslednjo generacijo. Zato vsebuje vsak
kromosom Y zapis vseh mutacijskih dogodkov, do katerih je prislo na Y kromosomih
prednikov mnogo let nazaj. Kadar preucujemo rodovnike znotraj 8 do 9 generacij, je

mutacijska stopnja kromosoma Y zelo nizka (1.9-5.4x10°° na nukleotid/leto) (39).

Kromosom Y nam omogoca reSevanje t.i. pomanjkljivih spornih ocetovstev, kjer bioloski
material domnevnega oceta ni na razpolago za analizo, namesto njega pa lahko testiramo
njegove moske sorodnike, katerih kromosom Y je identiden (odeta, dedka, brate, strice). Zal
pa lahko na ta nacin preverjamo sporna ocetovstva le v primerih, ko je otrok moskega spola.
Ce se Y-haplotipi testiranih ogetovih sorodnikov po oéetovi strani razlikujejo od otrokovega
haplotipa, govorimo o izkljucitvi. Pri tem je dobro preveriti, ali ni priSlo do izkljucitve
ocetovstva Ze v eni od prejSnjih generacij. Kromosom Y nam sluzi kot zelo koristen dodaten
sistem pri identifikaciji Zrtev mnozi¢nih pobojev ob koncu 2. svetovne vojne v Sloveniji, saj
lahko v preiskavo vkljuc¢imo tudi daljne sorodnike po ocetovi liniji, hkrati pa lahko s pomocjo
kromosoma Y pri bliznjih sorodnikih - npr. bratih pove¢amo izracunano statisti¢no verjetnost

sorodstva med zrtvijo in $e zive¢im sorodnikom (40).
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Diskriminacijska mo¢ Y-specificnega identifikacijskega sistema je bistveno nizja od
avtosomalnega sistema, ki nam daje edinstven genetski zapis. Y-specificen sistem nam da
haplotip, ki je identi¢en vsem moskim sorodnikom po ocetovi liniji (oCetu, dedku, bratom,
stricem). S tipizacijo mikrosatelitov kromosoma Y torej lahko identificiramo le paternalno
(ocetovo ali mosko) linijo, medtem ko nam mikrosateliti jedrne avtosomalne DNA omogocajo
individualizacijo posameznika. Ce primerjamo diskriminacijsko mo¢ (mo¢ razlikovanja med
nesorodnimi osebami) sistema Y-STR z jedrno avtosomalno DNA vidimo, da je stopnja
identifikacije posameznika z jedrno avtosomalno DNA prakti¢no 100 % (obicajno veéja kot
99,9999 %), stopnja identifikacije paternalne linije s tipizacijo mikrosatelitov kromosoma Y
pa je priblizno 99 % (98,8 %). Sistem, pri katerem analiziramo 17 Y-STR podrocij, nam
namre¢ daje informativno vrednost haplotipov, ki znasa 98,8 %, kar pomeni, da je v slovenski
populaciji verjetnost nakljuénega ujemanja haplotipov kromosoma Y med sorodstveno
nepovezanimi osebami 1,2 % (3). Zato je sistem Y-specifi¢nih oznaéevalcev, ¢e ga uporabimo
kot samostojni test, uporaben za izkljucitve. V kombinaciji z avtosomalnimi STR-oznacéevalci
nam omogocCa pri potrditvah ocetovstva ali drugih sorodstvenih povezavah povecanje
statisticne verjetnosti sorodstva, pri ¢emer dolo¢imo frekvenco haplotipa kromosoma Y s

pomocjo podatkovne zbirke YHRD - Y chromosome haplotype reference database (41).

Spolna kromosoma X in Y nam omogocata dolocanje spola forenzi¢nega vzorca, tako v
kriminalistiénih kot v genealoskih in sodnomedicinskih primerih, kjer imamo opravka s
skeletiziranimi posmrtnimi ostanki ali neprepoznavnimi trupli. Test za dolo¢anje spola temelji
na pomnozevanju kratkega odseka introna 1 amelogeninskega gena na kromosomu X in Y in
ga je opisal Sullivan s sodelavci (42). Amelogenin je protein, ki sodeluje pri razvoju
skleninskega matriksa zobne pulpe pri sesalcih. Za razliko od podroc¢ij STR amelogeninski
gen ne predstavlja ponavljajocega se nukleotidnega zaporedja (43). Med homolognimi geni
kromosoma X in Y je amelogeninski gen najprimernejsi za doloCanje spola. Po PCR-reakciji,
pri kateri uporabimo en par oligonukleotidnih zacetnikov, dobimo X- in Y-specificne
produkte, ki se med seboj razlikujejo po dolzini. Na pomnozenem intronskem odseku je
namre¢ med kromosomom X in Y prisotna dolzinska razlika. Na kromosomu X je v evoluciji
priSlo do delecije 6 baznih parov, zato dobimo krajSi amplifikacijski produkt kot na
kromosomu Y. Pri pomnoZevanju Zenske DNA (XX) dobimo produkta istih dolzin, pri
pomnozevanju moske DNA (XY) pa produkta dveh razliénih dolZzin, ki se med seboj
razlikujeta za 6 baznih parov. Ker so produkti pomnoZevanja odseka amelogeninskega gena

zelo kratki, lahko dolo¢amo spol tudi za mocno razgrajene vzorce (44). Odsek
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amelogeninskega gena pomnozujemo v hkratni PCR-reakciji skupaj z podro¢ji STR, kar nam
omogoca poleg ugotavljanja identitete tudi dolocanje spola. Kombinacija obeh informacij je

zelo uporabna pri analizi kriminalisti¢nih vzorcev (42).

Ker se kromosom Y in priimki v Zahodni civilizaciji dedujejo po moski liniji, lahko sledimo
prednikom po pisnih virih (priimki in kraj izvora) in te izsledke primerjamo s preiskavami
kromosoma Y Se zive¢ih domnevnih potomcev po paternalni liniji. Pri preucevanju
paternalnih rodovnikov preko priimkov ljudi predvsem zanima, ali je nek moski, ki so ga
odkrili v pisnih virih in je priSel npr. iz Evrope v ZDA sredi 18. stoletja, njihov prednik. Kot
primerjalni vzorci so uporabni moski, ki zivijo v blizini kraja, od koder je priseljenec
pripotoval v Ameriko in imajo enak priimek. Genetska analiza vkljucuje priblizno 17 Y-STR
podrocij. Ce se moska, ki i¥¢eta skupnega prednika, razlikujeta na treh ali ve¢ podro&jih STR,
nista sorodna (s tem upoStevamo moznost mutacijskega dogodka), v nasprotnem primeru pa

imata skupnega prednika in sta daljna sorodnika.

Kromosom Y so za razjasnitev ocetovstva analizirali v nekaterih zelo znanih in polemic¢nih
genealoskih studijah. Tako so dokazali, da je bil tretji ameriski predsednik Thomas Jefferson
o¢e najmanj enega od sedmih sinov svoje suznje Sally, o ¢emer se je v ameriski ¢rnski
skupnosti govorilo ze od 19. stoletja, vendar so beli zgodovinarji, v skrbi za moralni lik
Jeffersona, to vztrajno zavracali. Kot primerjalne vzorce za Thomasa Jeffersona in sinove
suznje Sally so uporabili njihove Se ziveCe potomce po moski liniji. Po pregledovanju
rodovnikov so za Thomasa Jeffersona nasli Se zive€e potomce po njegovem stricu (po ocetovi
strani), Se Zivece potomce pa sta imela tudi prvi in zadnji sin suznje Sally. Za zadnjega sina so

dokazali identi¢nost haplotipov kromosoma Y s potomci Thomasa Jeffersona (45).

PREISKAVE MITOHONDRIJSKE DNA

Kadar analiza jedrne DNA (tako avtosomalne kot DNA, vezane na kromosom Y) zaradi
premajhne koli¢ine genetskega materiala ali njegove razgrajenosti ni uspesna, se posluzujemo
polimorfizmov mtDNA, ki jih od leta 1992 uporabljamo v forenzi¢nih preiskavah. Posamezna
¢loveska celica vsebuje Stevilne kopije mtDNA, kar daje, v primerjavi z le dvema kopijama
avtosomalnih kromosomov, veliko vec¢jo moznost izolacije mtDNA iz slabo ohranjenih
bioloskih vzorcev kot so telogeni lasje, stare kosti, zobje, feces, urin in nohti (46). V
metabolno aktivnih celicah najdemo 1000 do 10.000 molekul mtDNA. Krozna oblika in
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mitohondrijska ovojnica s¢itita mtDNA pred razgradnjo z eksonukleaznimi encimi, zato je
mMtDNA manj podvrzena razgradnji kot jedrna DNA (47). To Se dodatno povefa moznost
uspesne analize degradiranih vzorcev z mtDNA. Mitohondriji se nahajajo v citoplazmi, zato
se mtDNA deduje neodvisno od jedrnega genoma. Za gene, ki se nahajajo zunaj jedra, je
znaCilno citoplazmatsko dedovanje, katerega skrajen primer je dedovanje po enem starSu,
vec¢inoma po materi. Mitohondrijska DNA se pri ¢loveku deduje po materi in se za razliko od
kromosoma Y prenese na vse njene potomce ne glede na spol, kar nam omogoca sledenje
materini liniji. Zaradi maternalnega dedovanja obravnavamo nukleotidno zaporedje mtDNA
kot enolokusno ali haplotipsko (48). Zaradi odsotnosti rekombinacije in dedovanja po materi
imajo osebki z enakimi zaporedji nukleotidov mtDNA skupnega zenskega prednika. To je
osnova za identifikacijo bioloskih vzorcev s pomocjo analize mtDNA. Za razliko od
kromosoma Y, ima mtDNA nekoliko vi§jo mutacijsko stopnjo (3.5x10® na nukleotid/leto)
(49).

Mitohondrijska DNA predstavlja pri ¢loveku 0,3 % genomske DNA. Je mala, dvoverizna,
kovalentno zaprta krozna molekula, ki jo sestavljata zunanja tezka veriga (veriga H) in
notranja lahka veriga (veriga L). MtDNA je dolga 16.569 bp in ima v celoti doloceno
nukleotidno zaporedje (50). Z vidika forenzi¢nih molekularno genetskih preiskav je zaradi
izredne polimorfnosti zanimiva zlasti nekodirajoca kontrolna regija mtDNA. V kodirajocih
podrocjih pa so zanimive tockovne mutacije, ki jih imenujemo enonukleotidni polimorfizmi
in oznacimo s kratico SNP (angl. Single Nucleotide Polymorphism). Ti nam omogocajo
povecanje diskriminacijske in izkljucitvene mo¢i molekularno genetskih identifikacij s
tipizacijo mtDNA (51). Variabilno kontrolno regijo mtDNA imenujemo tudi D-zanka. Znotraj
te zanke sta najbolj variabilni hipervariabilni podro¢ji 1 in 2 (HVI in HVII), od katerih je
vsaka dolga priblizno 400 bp. HVI ima vecje Stevilo sekvencno variabilnih mest in nizjo
frekvenco posameznih polimorfizmov, HVII pa manjse stevilo sekven¢nih polimorfizmov, ki
imajo vi§jo frekvenco (52). Identifikacije s pomocjo mtDNA temeljijo na sekven¢nem
polimorfizmu teh dveh podrocij. Evropski kavkazijci se med seboj razlikujemo na obeh
podro¢jih povprecno na 8 nukleotidnih pozicijah, kar predstavlja priblizno 1,5 % nukleotidno
raznolikost, medtem ko se Africani med seboj razlikujemo na obeh podrocjih povprecno kar
na 14 nukleotidnih pozicijah (53). Raznolikost mtDNA je 5- do 10-krat visja med rasami kot
znotraj posameznih ras, ki so med seboj precej podobne (54). Raznolikost znotraj ¢rnske rase
je veliko vecja kot znotraj azijske, belske in hispanske rase (55), po variabilnosti pa ¢rnski rasi

sledi azijska rasa (56). Zaradi velike variabilnosti mtDNA znotraj in med populacijami lahko
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s polimorfizmi mtDNA ugotavljamo genetsko strukturo populacij, filogenetske odnose med

njimi ter migracije in poselitev sveta z modernim ¢lovekom.

Analizo sekven¢nega polimorfizma mtDNA uporabljamo za identifikacijske teste in za
dolo¢anje maternalnih rodovnikov, ni pa primerna za preverjanje spornih ocetovstev, saj se
deduje le po materi. Primerna je za reSevanje detomorov, pri katerih se morata mtDNA
domnevne matere in najdenih posmrtnih ostankov novorojenca popolnoma ujemati. MtDNA
nam sluzi kot zelo koristen dodaten sistem pri identifikaciji Zrtev mnozi¢nih pobojev ob
koncu 2. svetovne vojne v Sloveniji, saj lahko v preiskavo vklju¢imo tudi daljne sorodnike po
materini liniji, hkrati pa lahko s pomoc¢jo mtDNA pri bliznjih sorodnikih - npr. bratih in
sestrah poveCamo izraCunano statisticno verjetnost sorodstva med Zzrtvijo in Se zivecim
sorodnikom (57), pri ¢emer dolo¢imo frekvenco haplotipa mtDNA s pomocjo podatkovne
zbirke EMPOP - European mtDNA database (58).

Mitohondrijski genom je zelo uporaben za dolocanje identitete starih posmrtnih ostankov ter
preucevanje genealoSkih odnosov, saj lahko kot referen¢ni vzorec uporabimo tudi nekaj
generacij oddaljene sorodnike po materini liniji (59). Z genetskimi preiskavami so
znanstveniki odgovorili na eno najvznemirljivejSih ugank francoske zgodovine. S tipizacijo
mtDNA so identificirali francoskega prestolonaslednika Ludvika XVII. (Slika 2), katerega
srce je po usmrtitvi izrezal zdravnik in se je ohranilo vse do danes. Iz preko 200 let starega
srca pridobljen haplotip mtDNA so primerjali s haplotipom mtDNA las Marije Antoinette in
njenih Se zivecih potomcev po materini liniji. Z identi¢nostjo haplotipov so dokazali, da je bil
desetletni decek, ki je leta 1795 umrl v je¢i Temple, res sin Ludvika XVI. in Marije
Antoinette (60, 61). Ta ugotovitev je ovrgla vse romanti¢ne zgodbe o tem, da so princa
Ludvika z zamenjavo z drugim otrokom, neznanci resili iz jeCe in zgodbe vseh 43
avanturistov, ki so se v 19. stoletju razglasali za Ludvika XVII, med katerimi je bil
najprepriclivejs$i pruski urar Naundorff. Tudi iz njegovih posmrtnih ostankov so izolirali
mtDNA in jo primerjali z mtDNA las Marije Antoinette in mtDNA dveh njenih Se Zivecih
sorodnikov po materini liniji. Neujemanje mitohondrijskih sekvenc potrjuje, da Naundorff ni

bil sin Marije Antoinette.
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Slika 2: ldentifikacija Ludvika XVII. (z leve proti desni: Ludvik XVI., Ludvik XVII. in
Marija Antoinetta).

S pomocjo polimorfizmov mtDNA in primerjavo s Se zive¢imi sorodniki po materini liniji so
identificirali tudi skeletne ostanke Martina Bormanna, enega najbolj radikalnih Hitlerjevih
sodelavcev (62), in skeletne ostanke Jesse Jamesa, stare ve¢ kot 115 let (63). Molekularno
genetske analize 400 let starih skeletnih ostankov princa Branciforte Barresija iz Sicilije (64),
5000 let starega tirolskega ledenega ¢loveka - Oetzija (65, 66), neandertalca (67), najdenega v
zahodni Nemc¢iji, in mnoge druge molekularno genetske analize starodavnih antropoloskih
bioloskih materialov so pokazale, da je mozno pridobiti mtDNA iz zelo starih ¢loveskih
ostankov. MtDNA so izolirali iz ¢loveskih skeletov in mumificiranih mehkih tkiv razli¢nih
muzejskih in arheoloskih zbirk, pri egipCanskih mumijah je bila uspesna tudi ekstrakcija
jedrne DNA (68). Prav tako so uspe$no izolirali mtDNA 40.000 let starega mamuta,
najdenega v Sibiriji, in potrdili njegovo sekvencno sorodnost z danasnjim slonom. NajstarejSo
uspesno izolacijo DNA pa predstavlja DNA iz kloroplastov 17-20 milijonov let starih
fosiliziranih listov magnolije. Avtenti€nost te DNA je potrdila natan¢na primerjava

fragmentov DNA z moderno magnolijo (69).

Stopnja identifikacije, ki jo dosegamo s preiskavo mtDNA, je zaradi odsotnosti rekombinacije
veliko nizja od stopnje identifikacije, ki jo dosegamo s preiskavo jedrne avtosomalne DNA. S
tipizacijo mtDNA lahko identificiramo le maternalno (materino ali zensko) linijo, medtem ko
nam mikrosateliti jedrne avtosomalne DNA omogoéajo individualizacijo posameznika. Ce
primerjamo diskriminacijsko mo¢ (mo¢ razlikovanja med nesorodnimi osebami) mtDNA z
jedrno avtosomalno DNA vidimo, da je stopnja identifikacije posameznika z jedrno
avtosomalno DNA prakti¢no 100 % (obicajno vecja kot 99,9999 %), stopnja identifikacije
maternalne linije s tipizacijo podroc¢ij HVI in HVII mtDNA pa je 98,8 %, kar pomeni, da je v
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slovenski populaciji verjetnost naklju¢nega ujemanja haplotipov mtDNA med sorodstveno

nepovezanimi osebami 1,2 % (5).

Veliko molekularno genetskih identifikacij je opravljenih s preiskavo ve¢ razli¢nih genetskih
oznacevalcev (avtosomalni mikrtosateliti , mikrosateliti vezani na kromosom Y in mtDNA).
Tako so s tipizacijo jedrne in mtDNA identificirali zob nemskega cesarja Kaiserja Wilhelma
Il. (70), brata Reinholda Messnerja (71) in slavnega astronoma Nikolaja Kopernika (72) ter
preverjali sorodstveno povezanost skeletov, ki datirajo v 7. stoletje (73). Z jedrno in mtDNA
so identificirali leta 1960 pokopane ¢lane gverilske organizacije Che Guevara v Boliviji (74)
in 50 let stare skeletne ostanke pilota Jamesa B. McGoverna (75). S preiskavo jedrne in
mtDNA poteka identifikacija skeletnih ostankov ameriSkih vojakov, padlih v vojnah v
Vietnamu, Kambodzi, Laosu in na Kitajskem, v korejski vojni, v 1. in Il. svetovni vojni (76 -
79) ter identifikacija domobranskih Zrtev v Sloveniji (9, 10). Ena najbolj odmevnih
molekularno genetskih identifikacij skeletnih ostankov, kjer je bilo mozno tipizirati ve¢
genetskih oznacevalcev, je bila prav gotovo identifikacija ruske vladarske druzine Romanov
(80 - 83), pri kateri je bilo potrebno za pozitivno identifikacijo analizirati tako jedrno kot
mitohondrijsko DNA. S pomoc¢jo jedrne DNA so lahko preverili maternalno in paternalno
povezanost druzinskih ¢lanov v grobis¢u, niso pa mogli odgovoriti na vprasanje, ali gre
dejansko za posmrtne ostanke druzine Romanov. Jedrna DNA namre¢ omogoca le preverjanje
bliznjih sorodstvenih odnosov, preverjanje sorodnosti med daljnimi sorodniki, ki so med
seboj nekaj generacij oddaljeni, pa zaradi rekombinacije ni mogoce. Preverjanja daljnih
sorodstvenih povezav je mozno z analizo mtDNA, saj se ta deduje po materi in se ne
rekombinira ter z analizo mikrosatelitov kromosoma Y, ki se prenasa iz oCeta na sina v
nespremenjeni obliki. Pri druzini Romanov so preverili identi¢nost skeletnih ostankov tako,
da so nukleotidna zaporedja mtDNA primerjali z nekaj generacij oddaljenimi, Se Zivecimi
potomci po materini liniji. Referencna oseba za identifikacijo carice Aleksandre in njenih
otrok je bil Princ Filip, vojvoda Edinburski, praneCak carice Aleksandre in moz angleske
kraljice Elizabete II. Njegova mtDNA je bila identi¢na caridini in otroskim. Se Zivedi
referencni osebi za identifikacijo carja Nikolaja sta bila vnuk in vnukinja Luise Hesse Cassel.
Pri carju Nikolaju se sekvenca haplotipa mtDNA na eni nukleotidni poziciji ni ujemala s Se
zive€imi sorodniki po materini liniji, zato so opravili dodatne primerjave carja Nikolaja s
posmrtnimi ostanki carjevega brata Georgija Romanova, ki je umrl za tuberkulozo leta 1899
in so ga za potrebe te analize ekshumirali iz katedrale Svetega Petra in Pavla v Sankt

Peterburgu ter potrdili popolno identi¢nost nukleotidnih zaporedij mtDNA (81). Z analizo
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jedrne in mitohondrijske DNA so dokazali, da posmrtni ostanki v domnevnem grobisc¢u
druzine Romanov dejansko pripadajo tej druzini. V grobiScu so nasli posmrtne ostanke carja
Nikolaja II, carice Aleksandre, treh njunih otrok, treh sluzabnikov in druzinskega zdravnika.
Car in carica sta imela $tiri héerke in sina. Vsi trije najdeni otroski skeleti so bili Zenskega
spola. V grobiscu sta torej manjkali trupli sina in ene od hcera (80). Identifikaciji Romanovih
je sledila genetska preiskava bioloskega materiala (biopsijski vzorec ¢revesnega tkiva, Ki so
ga odvzeli Andersonovi leta 1979 in je bil shranjen v eni od bolni$nic v Virginiji) pokojne
Ane Anderson Manahan, ki je vse do svoje smrti leta 1984 v ZDA trdila, da je Anastazija
Romanov. Genetska povezanost Andersonove z Romanovimi je bila ovrzena (82). Pred nekaj
leti pa je bila uganka Romanovih konéno resena, saj so nasli manjkajoca otroska skeleta le 70
m pro¢ od grobisca, kjer so leta 1991 izkopali posmrtne ostanke ve€ine ¢lanov druZine
Romanovih. Genetska analiza je potrdila, da najdena otroska sleleta pripadata manjkajo¢emu

sinu in eni od hcera (83).

V slovenskem prostoru so iz vidika molekularno genetskih genealoskih Studij izredno
zanimive lobanje Celjskih grofov, ki so jih pred desetletiem analizirali v genetskem
laboratoriju v Rimu, a neuspesno, in bi jih bilo vredno ponovno preuditi, saj je v zadnjem
desetletju tehnologija v molekularni genetiki mo¢no napredovala. Zaradi izredno velikega
nacionalnega pomena teh lobanj je problem ponovne analize v tem, da bi zopet priSlo do
popolnega unicenja dela kostnega tkiva, pri ¢emer pa zal zaradi velike starosti lobanj
uspesnosti genetske analize vnaprej ni mo¢ zagotoviti. Del lobanje, ki bi jo potrebovali za
genetsko analizo, ne bi bil prav velik, saj smo pri preiskavah strih skeletnih ostankov razvili
metodo ekstrakcije, ki omogoca pridobitev DNA Ze iz 0,5 g kostnega prahu (84). Grofje
Celjski so bili naSa najpomembnejSa plemiska rodbina. Vladali so od 13. do 15. stoletja, ko se
je s smrtjo Ulrika II. Celjskega njihova vladavina zakljucila. Vse druzinske ¢lane od Friderika
I. naprej so pokopavali v druZinsko grobnico v minoritski cerkvi v Celju. Po pozaru leta 1811
so le lobanje brez spodnjih Celjustnic spravili v cerkvi za glavni oltar ter jih po 2. svetovni
vojni prenesli v Celjski pokrajinski muzej. Celjski grofje imajo po Barbari Celjski (Zenska
linija) Se ziveCe potomce (ohranili so se od 15. stoletja v neprekinjeni liniji dvajsetih
generacij). Zato bi bila z analizo mtDNA mozna natan¢na identifikacija lobanj, Studija pa bi
bila podobna Ze omenjeni identifikaciji Romanovih, le da v primeru Celjskih najverjetneje
jedrne DNA ne bi bilo mozno analizirati, saj so lobanje bistveno starejSe od posmrtnih

ostankov ruske vladarske druzine (500 let v primerjavi z 90 leti).
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MOLEKULARNO GENETSKE IDENTIFIKACIJE ZRTEV  POVOJNIH
MNOZICNIH POBOJEV V SLOVENILJI

V Sloveniji je evidentiranih priblizno 600 mnozi¢nih grobis¢ iz ¢asa med in po drugi svetovni
vojni. Po oceni zgodovinarja Jozeta Dezmana je Zzrtev mnozi¢nih pobojev na slovenskih tleh
okoli 100.000. V Sloveniji smo pri desetih grobis¢ih opravili molekularno genetsko
identifikacijo. To so grobisca, za katera so v glavnem bili na razpolago poimenski seznami
zrtev, na osnovi katerith smo lahko zbrali primerjalne vzorce ustnih sluznic Se zivecih
sorodnikov. Za nadaljnje genetske preiskave je zelo pomembno zbiranje in shranjevanje
posmrtnih ostankov, zato je zelo pomemben pravilen postopek izkopa in shranjevanja
posmrnih ostankov, pravilen izbor kosti in zob ter dosledno upostevanje ukrepov za

preprecevanje kontaminacije endogene DNA.

Najvecje grobisce, ki smo ga molekularno genetsko obdelali, je grobisc¢e Konfin I, iz katerega
so leta 2006 izkopali skeletne ostanke 88 zrtev, za katere smo uspeli pridobiti brise ustnih
sluznic $e zivec¢ih bliznjih in daljnih sorodnikov za 44 zrtev. Za preiskave smo uporabili
stegnenice, katerih genetske profile smo primerjali s Se zivecimi sorodniki. Pred pricetkom
molekularno genetskih preiskav smo z namenom sledljivosti v primeru pojava kontaminacije
pripravili eliminacijsko podatkovno zbirko, ki je vsebovala genetske profile vseh oseb, ki smo
bile kakorkoli v stiku s skeletnimi ostanki med izkopom, shranjevanjem vzorcev ter
antropolosko in genetsko Studijo. Kosti smo ocistili, odstranili povrSinsko kontaminacijo in
zmleli v prah ter genomsko DNA izolirali v napravi Biorobot EZ1 (Qiagen), s predhodno
dekalcifikacijo. Jedrno DNA vzorcev smo kvantificirali z metodo kvantitativne reakcije PCR
v realnem ¢asu in pridobili do 100 ng DNA/g kosti. Avtosomalno jedrno DNA, kromosom Y
in mtDNA smo tipizirali pri kosteh, pri referencnih osebah - $e zivecih sorodnikih smo
tipizirali avtosomalno jedrno DNA, za sorodnike po materini liniji je bilo potrebno pridobiti
tudi haplotipe mtDNA, za sorodnike po ocetovi liniji pa tudi haplotipe kromosoma Y. Pri
osebah za eliminacijsko podatkovno zbirko smo poleg avtosomalne jedrne DNA tipizirali Se
MtDNA ter pri moskih osebah mikrosatelite kromosoma Y. Ob primerjavi genetskih profilov
kosti s Se zive¢imi sorodniki smo pri 32 kosteh zasledili ujemanje z referenénimi osebami
(sestrami, brati, h¢erkami, sinovi, bratranci in necaki) ter statisticno ovrednotili verjetnosti
sorodstvenih povezav. Verjetnost sorodstva, ki presega vrednost 99,9 %, zadostuje za
pozitivno identifikacijo. Pri vseh 32 Zrtvah poboja so izraCunane verjetnosti sorodstva precej

visoke in govorijo v prid pozitivni identifikaciji. Tako se naknadne verjetnosti sorodstva
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gibajo med 99,9 % in vec¢ kot 99,999999 %. Dokazali smo, da je ob preiskavi vecjega Stevila
genetskih oznacevalcev (avtosomalni mikrosateliti, mikrosateliti kromosoma Y in kontrolna
regija mtDNA) in vkljucitvi tako bliznjih kot daljnih sorodnikov Zrtev v analizo, mozno
pozitivno identificirati Zrtve druge svetovne vojne, za katere je zaradi ¢asovne oddaljenosti
tezko pridobiti Se ZiveCe bliznje sorodnike. Molekularno genetsko identifikacijo Zzrtev
grobis¢a Konfin I smo objavili v najuglednejsi svetovni forenzi¢ni reviji International Journal

of Legal Medicine (10).

PRIHODNOST FORENZICNIH GENETSKIH PREISKAV

Naj zaklju¢im s pogledom v prihodnost forenzi¢nih genetskih preiskav. Danasnje preiskave
jedrne DNA in mtDNA, ki temeljijo na analizi nevtralnih odsekov, ne nosijo nobene
informacije o vidnih karakteristikah posameznika (barva o¢i, las, koZe, telesna visina,..) in
nam omogocajo le ugotavljajne identitete. Edino vidno karakteristiko, ki jo lahko dolo¢imo, je
spol. Prihodnost genetskih preiskav v forenziki pa je prav gotovo v tem, da bi lahko poleg
individualizacije neke sledi iz nje z dolo¢eno zanesljivostjo razbrali tudi fiziéne karakteristike
oziroma vidne lastnosti posameznika. Novejse razisklave nam nakazujejo moznosti
ugotavljanja vidnih znakov posameznika iz bioloskih sledov v bodocnosti. Pri genu za
receptor melanokortin 1 so nekatere mutacije povezane s fenotipom rdece barve las, kar
pomeni, da so dolo¢eni polimorfizmi indikatorji za rde¢o barvo las (85). Znotraj genov, ki so
povezani s pigmentacijo pri ¢loveku so odkrili enonukleotidne polimorfizme, s pomo¢jo
katerih lahko z doloc¢eno zanesljivostjo (ki pa ni 100-odstotna) dolo¢imo barvo oci (86, 87),
las in koze (87, 88). Enonukleotidne polimorfizme, s pomoc¢jo katerih lahko napovemo
etni¢no pripadnost, barvo o¢i, las in koze so preiskovali tako pri sodobnih kot pri starodavnih
¢loveskih skeletnih ostankih — npr. iz bronaste in Zelezne dobe (89) ter pri neandertalcih (90).
Najnovejse raziskave preiskujejo polimorfizme, ki nam bi z dolo¢eno natanc¢nostjo poleg
dolocCitve barve o€i, las in koze, omogocili iz bioloskih sledov dolocitev telesne viSine,
kronoloske starosti, morfologije las, plesavost, izziv pa so vsekakor obrazne lastnosti -
morfologija. Le nekaj drzav po svetu - npr. Nizozemska ima zakonodajo, ki v pravosodju
eksplicitno omogoca uporabo DNA za dolocanje fenotipskih lastnosti, pri ¢emer je dovoljeno
le dolo¢anje zunanjih vidnih karakteristik posameznika, ne pa tudi nagnjenosti k boleznim ali
dolo¢enim vedenjskim deviacijam. V veéini pravosodnih sistemov pa je trenutno Se vedno

dovoljeno preiskovati le nekodogena podroc¢ja DNA.
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Sestavek je v podobni obliki objavljen v reviji Medicinski razgledi (91). Preiskave skeletov iz
grobis¢ druge svetovne vojne smo predstavili v monografiji z naslovom Genetic identification
of Second World War victim's skeletal remains (92), ki je izSla pri nemski zalozbi Lap
Lambert, preiskave, opravljene na starih skeletnih ostankih, ne le iz Casa druge svetovne
vojne, ampak tudi preko 300 let starih skeletov iz arheoloskega najdisS¢a Auerspergova kapela,
pa so bile objavljene v razli¢nih znanstvenih revijah (93-99). Preiskave bioloskih sledi so
objavljene v reviji Pravosodni bilten (100,101). Vecino objavljenih del lahko dobite v obliki

pdf na spletni strani: https://www.researchgate.net/profile/Irena_Pajnic/contributions

METODE RAZISKOVANJA DNA V FORENZICNIH PREISKAVAH:

Izolacija genomske DNA:

Za preverjanje sorodstvenih povezav (zlasti spornih ocetovstev) in identifikacijo oseb iz
razmeroma dobro ohranjenih bioloskih materialov izoliramo genomsko DNA iz naslednjih
bioloskih vzorcev: kri in krvni madezi, slina in sledovi sline v kriminalisti¢nih primerih
(cigaretni ogorki, postne znamke, zobne SCetke), tkiva, odvzeta pri obdukciji, sperma in
vaginalni brisi, odvzeti po posilstvu, lasje z lasno korenino, prhljaj, citoloski in histoloski
preparati, tkiva, vpeta v parafinske bloke, epitelijske celice na prstnem odtisu (kontaktne
sledi),... Iz starih bioloskih materialov (skeletni ostanki, zobje), slabo ohranjenih bioloSkih
vzorcev (v letalskih nesrecah, eksplozijah, poZarih ali prometnih nesre¢ah zoglenela in mo¢no
poSkodovana trupla), iz starega fecesa ter mikrosledov v kriminalisticnih primerih (izpadli
lasje, ki so obi¢ajno brez korenin) pogosto ni mo¢ izolirati dovolj kvalitetne jedrne DNA za
uspesno tipizacijo mikrosatelitskih lokusov, pri¢akujemo pa lahko uspesno tipizacijo mtDNA.
Genomsko DNA sprostimo iz celi¢nih in jedrnih membran ob uporabi encima proteinaze K.
Spros¢eno DNA pre€istimo v napravi Biorobot EZ1 ob uporabi kompleta EZ1 DNA
Investigator Kit (Qiagen).

Kvantifikacija mtDNA in jedrne DNA z metodo kvantitativne reakcije PCR v realnem

casu:

Metoda temelji na zaznavi 5'-nukleazne aktivnosti Taq DNA-polimeraze ob uporabi s

fluorescentnimi barvili oznacenih sond in detekcijskega sistema, pri katerem spremljamo
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napredovanje PCR-amplifikacije v realnem ¢asu (od cikla do cikla se koli¢ina fluorescentno
oznacenega amplifikacijskega produkta povecuje, kar vidimo kot povecevanje
fluorescentnega signala). Kvantitativno reakcijo PCR v realnem Casu izvajamo na aparaturi
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems), s pomocjo
racunalniskega programa Sequence Detector Software (Applied Biosystems) pa ob uporabi

predhodno narejene standardne krivulje izracunamo koncentracijo DNA nasih vzorcev.

Reakcija PCR:

Izolaciji genomske DNA sledi pomnozevanje lokusov STR ali regij mtDNA v verizni reakciji
s polimerazo. Reakcijo je sredi 80. let odkril Kary Mullis in za to odkritje prejel Nobelovo
nagrado. Reakcija nam v priblizno 30 ciklih omogo¢a pomnozitev specifi¢nih regij genoma v
milijon ali ve¢ kopijah, kar je pomembno zato, da lahko odsek DNA, ki nas zanima,
detektiramo. Glede na tip bioloSkega materiala oziroma pri¢akovano stopnjo degradiranosti se
odlo¢imo, ali bomo opravili genotipizacijo jedrne DNA ali tipizacijo mtDNA. V prvem
primeru v hkratni reakciji PCR pomnoZzujemo lokuse STR, v drugem primeru pa
amplificiramo regijo HVI in HVII mtDNA ali regije, ki vsebujejo enonukleotidne

polimorfizme mtDNA.

Cis¢enje amplifikacijskih produktov:

Po koncani reakciji PCR ostanejo v amplifikacijskem produktu preostali, nevgrajeni
deoksinukleozidni prekurzorji (ANTP) in oligonukleotidni zacetniki, ki motijo nadaljnje
sekvenciranje in minisekvenciranje. Zato pred sekven¢no reakcijo in minisekvenciranjem
amplifikacijske produkte preCistimo z ExoSAP-IT (ta vsebuje dva hidroliticna encima,
eksonukleazo 1 in alkalno fosfatazo, pridobljeno iz morskih rakcev). Eksonukleaza | razgradi
preostale enoverizne oligonukleotidne zacetnike in enoverizne produkte DNA, alkalna

fosfataza pa hidrolizira preostale proste nukleotide.

Sekvenciranje mtDNA:

Z metodo avtomatskega fluorescentnega direktnega sekvenciranja obdelamo v PCR
pomnozene odseke HVI in HVIL. Gre za tehniko fluorescentnega oznaevanja in z njo

povezano fluorescentno zaznavo na avtomatskem sekvenatorju 3130 Genetic Analyser
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(Applied Biosystems). Pri metodi cikli¢nega sekvenciranja se fluorokromi v nastajajoce
fragmente DNA vkljucujejo z uporabo na 3'-koncu oznacenih dideoksinukleozid-fosfatov
(»big dye terminators«). Avtomatsko sekvenciranje za obe hipervariabilni regiji opravimo na
lahki in na tezki verigi mtDNA. Pridobljena nukleotidna zaporedja primerjamo s t.i.
»Andersonovo sekvenco«, ki jo uporabljamo kot referen¢no nukleotidno zaporedje pri
raziskovanju polimorfizmov ¢loveske mtDNA in je poimenovana po raziskovalcu, ki je podal

nomenklaturo in prvi opisal nukleotidno zaporedje celotne mtDNA.

Minisekvenciranje mtDNA (reakcija SNaPshot):

Reakcija SNaPshot je osnovana na podaljSevanju neoznacenih minisekven¢nih
oligonukleotidnih zacetnikov za eno samo fluorescentno oznaceno dideoksi-bazo. Analiza
enonukleotidnih  polimorfizmov temelji na fluorescentni zaznavi na avtomatskem
sekvenatorju 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Hkratno razlikovanje 15 ali veé
enonukleotidnih polimorfizmov dosezemo s kombinacijo barvne in dolzinske strategije.
Oznacenost dideoksinukleozid-fosfatov (ddATP, ddCTP, ddGTP in ddTTP) z razli¢nimi
fluorokromi nam omogoca barvno razlikovanje polimorfizmov A/G in C/T, dolZina izbranih
minisekvenénih oligonukleotidnih zacetnikov (dodatek razli¢no dolgih nehomolognih repov)

pa dolZinsko razlikovanje enonukleotidnih polimorfizmov.

Cisc¢enje sekvencnih in minisekvencnih produktov:

Po koncani sekvenéni in minisekvencni reakciji ostanejo v reakcijskem produktu nevgrajeni, s
fluorokromi oznaceni dideoksinukleozid-fosfati, katerih hkratno potovanje s sekvenc¢nimi ali
minisekvenénimi produkti v kapilarni elektroforezi bi povzrocilo visok signal ozadja. Zato
sekven¢ne in minisekven¢ne produkte precistimo z MicroSpinT'vI G-50 kolonami (te zadrzijo
nevgrajene ddNTP-je) ali z uporabo encima alkalna fosfataza, pridobljenega iz morskih

rakcev (SAP), ki defosforilira fluorescentno oznacene nukleotide.
Analiza amplifikacijskih produktov lokusov STR in sekven¢nih ter minisekven¢nih

produktov mtDNA na avtomatskem sekvenatorju 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems):
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Produkte reakcije PCR, ki jih imenujemo tudi amplifikacijski produkti, lo¢ujemo po principu
kapilarne elektroforeze, pri kateri poteka loCevanje vzorcev zaporedno, injiciranje je
avtomatsko, zaznava fragmentov DNA pa temelji na fluorescenci, saj dobimo po reakciji PCR
fluorescentno oznacene produkte. Za locevanje fluorescentno oznaCenih amplifikacijskih
produktov lokusov STR in sekven¢nih ter minisekven¢nih produktov mtDNA uporabimo
avtomatski genski analizator ABI PRISM™ 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems) ki
nam omogoc¢a na bazo natan¢no loCevanje fragmentov DNA. Pri analizi mikrosatelitskih
lokusov jedrne DNA hkrati detektiramo S§tiri, z razliénimi fluorokromi oznacene
amplifikacijske produkte, s petim fluorokromom pa je oznacen notranji velikostni standard.
Ker poteka lo¢evanje notranjega velikostnega standarda pri popolnoma enakih elektroforetskh
pogojih kot lo¢evanje amplifikacijskih produktov, nam sluzi za avtomatsko dolo¢anje dolzin
alelov v baznih parih. Uporabljamo razli¢ne notranje velikostne standarde (npr. GS-500 LI1Z
Size Standard pri nekaterih kompletih proizvajalca Applied Biosystems ter notranji velikostni
standard ILS 600 pri nekaterih kompletih proizvajalca Promega), ki nam omogoca dolo¢anje

dolzine fragmentov od 35 do 500 oziroma 600 baznih parov.
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Slika 3: Notranji velikostni standard GS-500 (Applied Biosystems).

Po locitvi amplifikacijskih produktov in notranjega velikostnega standarda dobimo sliko, ki jo
imenujemo elektroferogram. Vsak vrh predstavlja en alel. Pri avtosomalnih podroc¢jih STR sta
pri heterozigotu oba vrhova priblizno enako visoka. Os x nam podaja dolzino fragmentov
DNA v baznih parih, os y pa intenziteto fluorescentnega signala v relativnih enotah

fluorescence (RFU). Rezultatov tipizacije DNA ne podajamo z dolZino alelov v baznih parih,
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ampak mora nomenklatura alelov lokusov STR temeljiti na Stevilu ponovitev osnovnega
motiva. To nam mocno poenostavi predstavitev genetskih dokazov na sodisc¢ih, hkrati pa
lahko neposredno primerjamo rezultate tipizacije enakih vzorcev med razlicnimi laboratoriji.
Za pretvorbo alelnih dolzin v genotype ali haplotipe pri kromosomu Y, izraZene s Stevilom
ponovitev osnovnega motiva, za vse lokuse uporabljamo t.i. alelne lestvice. Alelno lestvico
posameznega lokusa sestavlja ve€ina v svetovnih populacijah znanih alelov tega lokusa. Za
neposredno primerjavo vrhov amplifikacijskih produktov z vrhovi alelnih lestvic uporabljamo
racunalniSka programa Data Collection (Applied Biosystems) in GeneMapper ID (Applied
Biosystems). Elektroferograme, v oblikah, kot sta prikazani na Sliki 4 in 5, oddajamo kot
konéne rezultate genetskih preiskav. Na Sliki 4 je prikazan amplifikacijski produkt reakcije
AmMpFISTR Identifiler (Applied Biosystems), v kateri smo pomnozili avtosomalno jedrno
DNA, pridobljeno iz leve stegnenice skeleta 3, najdenega v povojnem grobiséu pod

Storzi¢em.
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Slika 4: Elektroferogram genetskega profila reakcije Identifiler (avtosomalna podrocja STR),

ki smo ga pridobili iz leve stegnenice skeleta 3, najdenega v grobiscu pod Storzi¢em.

Na Sliki 5 je prikazan amplifikacijski produkt reakcije AmpFISTR Yfiler (Applied

Biosystems), v kateri smo pomnozili podro¢ja STR kromosoma Y DNA, pridobljene iz zoba

(desni koc¢nik 2) skeleta 2, najdenega v grobis¢u pod Storzicem.
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Slika 5: Elektroferogram genetskega profila reakcije Yfiler (podro¢ja STR kromosoma Y), Ki

smo ga pridobili iz zoba (desni ko¢nik 2) skeleta 2, najdenega v grobis¢u pod Storzi¢em.

Pri analizi sekven¢nih produktov sofasno zaznamo vse Stiri, z razlicnimi fluorokromi
oznacene baze. Zaporedje baz v sekvenci je doloeno z zaporedjem dolzinsko razli¢nih,
fluorescentno oznacenih fragmentov DNA v kapilari. Avtomatsko doloCanje nukleotidnega

zaporedja sekvencnih produktov poteka s pomocjo racunalniskih programov Data Collection

(Applied Biosystems) in DNA Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems).

Rezultate tipizacije mtDNA prikazujemo v obliki elektroferogramov, pri katerih vsak vrh
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ustreza eni bazi, baze pa se razlikujejo med seboj po barvi. Z modro barvo je oznacena
citozinska baza (C), z zeleno adeninska baza (A), s ¢rno gvaninska baza (G) in z rdeco
timinska baza (T). Na Sliki 6 je prikazan elektroferogram nukleotidnega zaporedja celotne
hipervariabilne regije HVII lahke verige mtDNA, dobljenega z metodo avtomatskega

neposrednega fluorecsentnega sekvenciranja.

TITT COGG CCNCTCICOTGCAl TTGGTRTTTT CGI' CT GG GGGTGIGCACGC GAT2G CATT GC GAG ACG TGG AGC CGG 2GCAC CCTAT GTCGCAGTATCT GT CTTTGAT TCCTGCC TCATTC|
10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120

AT TATT TATC GCACCTACGT TCAATATTACAGGCGAACATAC T TAC TAAAG TGTGT TAATTAAT TAATGC TTGTAGGACATAATAATAACAAT TGAATGTC T GCACAGCCGCTT
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

DAt dolsh

TCCACACAGACATCATAACAAAAAATT TCCACCAAACCCCCCCTCCCCCCGC TTCTGGC CACA GCACTTAAACACATC TC TGC CAAAC CCCAA AAACAAAGAAC CCTAACACCA(
40 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

;CC TAACCAGATT TCAAATTTTA TCTTTTGGCGGTAIGXC TTTT AACAGG
360 370 380 390 400 410 420

Slika 6: Sekvenca celotne hipervariabilne regije HVII lahke verige mtDNA, dobljena z
metodo avtomatskega neposrednega fluorescentnega sekvenciranja ob uporabi kompleta

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems).

Pri loCevanju minisekvenénih produktov hkrati analiziramo S$tiri, z razlicnimi fluorokromi
oznacene produkte, s petim fluorokromom pa je oznacen notranji velikostni standard, ki ga
lo€ujemo skupaj z minisekvenénim produktom posameznega vzorca in nam sluzi za
avtomatsko dolocanje dolZzin posameznih fragmentov enonukleotidnih polimorfizmov s

pomocjo racunalniSkega programa Data Collection (Applied Biosystems).
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Slika 7: Elektroferogram 17 hkrati pomnozenih SNP mtDNA v minisekvenéni SNaPshot-

reakciji (SNP mtDNA so opisani na lahki verigi, njihova nomenktatura pa temelji na rCRS).
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