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BREZ MILOSTI

Uvod

Pomembnost preiskav DNK na podro&ju prepoznavanja oseb in ugotavljanja
sorodstvenih povezav nara$¢a skupaj z razvojem znanstvene tehnologije. Zelo
odmevna primera, izvedena s pomocjo analiz DNK, kot je prepoznavanje kosti, ki
sojih leta 1991 izkopali v Rusiji kot posmrtne ostanke pomorjene cesarske druzine
Romanov (1, 2, 3) in prepoznava neznanega ameriSkega vojaka, padlega v viet-
namski vojni, ki so ga davnega leta 1984 pokopali v marmornato grobnico na
narodnem pokopalis¢u v Virginiji (ZDA), kot Michaela J. Blassie (4), sta zbudili
splo¥no zanimanje za preiskave DNK. Najbolj uveljavljeni in najbolj zanesljivi
metodi, ki se danes na tem podrocju uporabljata, sta dolocanje alelnih vzorcev
(profilov DNK) jedrne DNK in dolo¢anje nukleotidnega zaporedja mitohondrijske
DNK (mtDNK). Znanost in tehnika sta na tem podro¢ju tako napredovali, da je
danes mogoce ugotoviti identiteto zelo starega okostja z zelo visoko stopnjo
verjetnosti (5). Ceprav obstajajo $e druge identifikacijske seroloske metode, ka-
terih identifikacija temelji na doloCanju proteinskega polimorfizma ali krvnih
skupin, ostaja preiskava DNK kot najbolj u¢inkovita in robustna metoda, vse
od odkritja prstnih odtisov. Za identifikacijo pogreSane osebe z najnovejio metodo
preiskave DNK, ki temelji na analizi polimorfnih podroc¢ij DNK ob uporabi
izredno obcutljive metode pomnoZevanja DNK, imenovana PCR (anglesko poly-
mearse chain reaction — veriZna reakcija s polimerazo), je dovolj Ze del skeleta
(6).

Zaradi izredne ucinkovitosti preiskav DNK se le-te vedno bolj uveljavljajo
tudi na podro&ju prepoznavanja oseb in ugotavljanja sorodstvenih povezav okostij,
najdenih v razli¢nih mnoZi¢nih grobis¢ih. Obicajno se pozitivna identifikacija
okostij opravlja s primerjalno analizo zobnih in drugih zdravniSkih izvidov (npr.
rentgenske slike) z ustreznimi opaZanji, vidnimi na okostju (7). Ce od smrti Zrtev
$e ni minilo mnogo Casa, se lahko te preiskave nadomesti tudi z opisom obleke ali
osebnih predmetov, za katere se ve, da jih je pogreSani nosil pred izginotjem (8). V
vedini primerov pa pretece od smrti Zrtve do najdbe okostja veliko ¢asa, ko ni vec
na voljo rentgenskih slik ali zobnega statusa pogreSanih. Druga znacilnost mno-
7iénih pobojev, zlasti civilnega prebivalstva, pa je tudi, da morajo Zrtve v mnogih
primerih pred usmrtitvijo odloZiti vse osebne predmete, po Katerih bi se jih
prepoznalo, v&asih pride celo do puljenja zlatih zob (9, 10). Prepoznava s tradi-
cionalnimi identifikacijskimi metodami in tehnikami (daktiloskopske analize,
prepoznava po predmetih, antropoloske in zobne primerjave, radioloSke primer-
jave, metode rekonstrukcije obraza) pa odpove tudi takrat, ko so na voljo le
posamezni deli skeleta, okostje otrok, deli okostij z neprepoznavnimi znacilnostmi
ali ko je v grobidcu veliko §tevilo oseb s priblizno enakimi znacilnostmi (npr.
mladi mogki v starosti nabora). V teh primerih lahko omogocajo prepoznavo le
preiskave DNK. Danes obstaja Ze mnogo skupin, ki so uspeSno izvedle forenzicno
DNK identifikacijo skeletnih ostankov z analizo jedrnih (1, 11, 12, 13, 14) in
mitohondrijskih oznacevalcev (1-4, 8,9, 15, 16, 17). Analiza mtDNK ima mnogo
prednosti pred obiajnimi analizami jedrne DNK, zlasti pri velikih projektih, kot
so mnoZi¢na grobiica (18). Ker je mtDNK navzoca v vsaki celici v tiso€ kopijah
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(19) in je hkrati zaradi svoje strukture bolj odporna na razgradnjo v primerjavi z
jedrno DNK, jo je, iz razgrajenih vzorcev (kosti), veliko laZje izolirati v zadostni
koli¢ini kot jedrno DNK. V nasprotju z jedrno DNK, ki se v enaki koli¢ini podeduje
od obeh starSev, se mtDNK deduje le po materi (20). Kar pomeni, da je za
ugotavljanje sorodstvenih povezav s primerjalno analizo genotipov mtDNK dovolj
le primerjava med sorodniki po materi (tako lahko pride v postev tudi daljno
sorodstvo), medtem ko je za analizo jedrne DNK potrebno poznavanje DNK
bliZnjega sorodstva, kot so starsi ali bratje/sestre, Ce so star$i Ze pokojni (21, 22).

DNK

Splosno

Clovesko telo je sestavljeno iz ved milijard celic, ki so zelo majhne in jih
merimo v tiso¢inkah milimetra. V centru vsake celice (razen zrelih rdeCih krvnick)
je jedro, ki uravnava delovanje in razvoj celice. Celi¢no jedro je zelo pomembno,
saj vsebuje nitaste strukture, imenovane kromosomi. V njih je molekula z zaple-
tenim imenom deoksiribonukleinska kislina ali krajse DNK.

DNK je zelo dolga molekula, sestavljena iz dveh verig, zavitih druga okoli
druge v dvojno spiralo ali vija¢nico. DNK je ¢loveski dedni material (Cloveski
genom), v katerem se v besede in stavke povezujejo Stirje elementi (nukleotidi),
oznaceni s ¢rkami A, C, G in T. V njih je zapisana vsa razlika med posamezniki,
kot so spol, barva las in o¢i, viSina in tako dalje. DNK je torej biokemi¢na osnova
vsakega posameznika, brez katere ne bi bilo Zivljenja in raznovrstnosti. Prenaga se
s star§ev na potomce. Najpomembnejsa lastnost dvojne vijaCnice je, da precke, ki
povezujejo obe vijacnici, predstavljajo zmeraj isti pari nukleotidov: A se vedno
pari s T in narobe, G se vedno pari s C in narobe. Zaporedje nukleotidov vzdolz
ene verige dolodi torej zaporedje vzdolZ druge. Ta lastnost omogoca, da se mole-
kula DNK med podvojevanjem odpre kot zadrga in na vsaki od obeh verig dvojne
vijacnice nastane nova kopija (23). Zaradi takega nacina podvojevanja DNK imajo
ve€inoma vse celice istega organizma enak zapis DNK in zato ni pomembno,
katere bioloske vzorce posameznika v forenzi¢nih preiskavah primerjamo med
seboj.

Lastnosti jedrne DNK

V ¢loveskih telesnih celicah je jedrna DNK razdeljena na 46 kromosomov, ki
se jih po velikosti razdeli v 23 parov, kromosoma v paru sta enaka po velikosti in
obliki. Izjema sta spolna kromosoma, X in Y, pri katerih je kromosom Y, ki doloca
moski spol, precej manj$i od kromosoma X. Stevilo kromosomov je sodo, ker ga
sestavljajo kromosomi obeh starSev, od vsakega od star§ev en niz. Zato so tudi
dedne zasnove za vsako lastnost dvojne. Bratje in sestre podedujejo od istih starSev
drugacno kombinacijo kromosomov in se zato razlikujejo drug od drugega. Izjema
so enojaj¢ni dvojcki, ki so v bistva naravne kopije (kloni) (24, 25).
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Lastnosti mitohondrijske DNK

Edini celi¢ni organeli, ki poleg jedra vsebujejo DNK, so mitohondriji, ki jih
pogosto imenujejo tudi celiCne elektri¢ne centrale, saj iz hrane spros¢ajo energijo
za delo. MtDNK se od jedrne razlikuje po veé znacdilnostih. Za razliko od dvojne
vijacnice jedrne DNK, ki je linearne oblike, je mtDNK kovaletno zaprta kroZna
molekula. Njena velikost je le 16.569 baznih parov (bp) (26), medtem ko obsega
dolzina jedrne DNK v ¢loveskih telesnih celicah priblizno 6 milijonov baznih
parov. Vec¢ina mtDNK predstavlja konservirana kodogenaregija, ki kodira 22tRNK,
dve ribosomalni rRNK in 13 peptidov, ki so vkljudeni v proces oksidacije v
dihalni verigi (27). Cez manj§i del mtDNK (1100 bp) pa se razteza nekodogena
kontrolna regija, imenovana tudi D-zanka (angl. D-loop), ki skrbi za replikacijo
mtDNK in transkripcijo proteinov. Kontrolna regija predstavlja najbolj raziskano
podro¢je na mtDNK. Sestavljeno je iz dveh hipervariabilnih podro¢ij HVI in
HVII, za kateri je znacilna viscka variabilnost (28, 29).

Druga znacilnost mtDNK je, da se mitohondriji v celicah pojavljajo v velikem
Stevilu, zaradi Cesar je uspeh analize mtDNK pri preiskavah starih kosti, zelo
razpadlih ali unicenih ¢loveskih posmrtnih ostankov veliko vecji v primerjavi z
jedrno DNK, ki se nahaja le v dveh kopijah, medtem ko je mtDNK navzoca tudi v
nekaj tiso¢ kopijah (19, 30). V nasprotju z jedrno DNK, ki se deduje po Mendlovih
zakonih, pa se mitohondrijska DNK deduje le prek mater in se s h¢erami prenasa
iz roda v rod na vse potomstvo. To predstavlja naslednjo veliko prednost mtDNK
analiz pred jedrno, saj je z jedrno DNK mogoce le preverjanje bliZnjih sorod-
stvenih povezav, preverjanje med daljnimi sorodniki, ki jih lo¢i nekaj rodov, pa
zaradi rekombinacije ni mogoce. V teh primerih je edini nacin preverjanja sorod-
stvenih povezav analiza mtDNK, ki se deduje izklju¢no po materi in se ne rekom-
binira (20, 31). Ker se mtDNK deduje le po materini strani, bi se moral njen zapis
ohranjati skozi rodove nespremenjen, vendar pa ni ¢isto tako, saj se mtDNK
zaradi visoke stopnje mutacij zelo hitro spreminja (32, 33). Vecina genetskih
sprememb so preproste bazne substitucije (tranzicije in transverzije). Osnovni
vzrok visokega Stevila mutacij je verjetno vedje Stevilo pomnoZevanj mtDNK, ki
se v primerjavi z jedrno DNK pomnoZuje tudi pet do desetkrat hitreje. Vecja
pogostnost mutacij v mtDNK pa je lahko tudi posledica neucinkovitih poprav-
ljalnih mehanizmov in nezanesljivost procesa replikacije DNK. Stevilo mutacij je
v povprecju za en razred vecje kot pri jedrni DNK. Vedina mutacij se pojavlja v
kontrolni regiji (angl. D-loop region) (34-36). Za mtDNK je tako znacilna varia-
bilnost, do katere prihaja znotraj dolocene populacije (intraspecifi¢na divergenca)
ali med posameznimi populacijami (interspecifi¢na divergenca). Analiza mtDNK
tako omogoca zasledovanje razlik v strukturi populacije in med populacijami (37,
38). V podrocjih HVI in HVII, kontrolne regije mitohondrijskega genoma, se
posamezniki med kavkaSkimi populaciji razlikujejo drug od drugega v povprecju
na 8 nukleotidnih mestih, medtem ko se Afri¢ani in Americani kar na 14 mestih
(29). Tako so postale analize mtDNK zanimive tudi za ugotavljanje genetske
strukture populacij, filogenetskih odnosov med njimi in naselitve narodov v pre-
teklosti.
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Mikrosateliti

Znacilnost ¢loveske jedrme DNK je, da njen velik del (30 %) zavzemajo ponav-
ljajoda se zaporedja DNK, ki v vecini primerov predstaviljajo zelo polimorfna
podrodja. V to skupino hipervariabilnih polimorfnih podrodij sodijo tudi mikro-
sateliti, ki jih danes najveckrat uporabljajo pri genetskih identifikacijskih testih pri
prepoznavanju (identifikaciji) oseb in ugotavljanju sorodstvenih povezav (39-45).
Mikrosateliti ali lokusi STR (angl. short tandem repeat — male tandemske pono-
vitve), so tista podrocja v loveskem genomu, v katerih se posamezniki med seboj
najbolj razlikujemo. Odkrila sta jih Weber in May leta 1989 (46). Po ¢loveSkem
genomu so raztreseni povsem nakljucno in jih najdemo na pribliZno vsakih 6000
baznih parov (nukleotida v paru). Ne kodirajo proteinov in prav zato jih velikokrat
imenujemo odve¢na DNK (angl. junk DNA). Njihova bioloska funkcija Se ni
razjasnjena. V osnovi so mikrosateliti zelo kratka, ponavljajoCa se zaporedja
nukleotidov (2 do 7 nukleotidov skupaj tvorijo en motiv), ki se razlikujejo drug od
drugega po §tevilu zaporednih ponovitev osnovnega motiva oziroma po dolZini. V
forenzi¢nih preiskavah se veCinoma uporabljajo mikrosateliti s $tiri bazne pare
dolgim osnovnim motivom, katerih dolZina ve¢inoma ne presega 400 baznih parov.
Razli¢ico Stevila ponovitev osnovnega motiva na doloenem podrocju imenujemo
alel. Te razlike so ve¢inoma individualno specifi¢ne, zato so mikrosateliti primerni
za dolocevanje sorodstvenih povezav in identifiakcijo oseb. Za vsako posamezno
podrocje obstaja vecje Stevilo razliénih alelov. Polimorfizem podrocij STR torej
temelji na variacijah v Stevilu ponovitev osnovnega motiva, posledica pa je visoka
variabilnost v dolZini posameznih alelov. Vsak posameznik ima za vsako podrocje
STR dva alela, enega je podedoval od matere in drugega od oCeta. RodovniSke
analize so pokazale, da se lokusi STR razporejajo neodvisno od starSev na potom-
ce, kaZejo kodominantno naravo alelov in se dedujejo po Mendlovih zakonih de-
dovanja, po katerih otrok vedno podeduje en alel od matere in enega od oceta (47).

Nomenklatura mikrosatelitov se lo¢i glede na poloZaj, kje v genomu posa-
meznikov se mikrosatelit nahaja. V primeru, da leZi mikrosatelit znotraj dolo-
Zenega gena, nosi njegovo oznako (npr. HUMvWAZ31 je mikrosatelit, ki se nahaja
v intronu 40 gena za von Willebrandov faktor, ki leZi na kromosomu 12). Ko pa
mikrosatelit leZi zunaj genov, temelji nomenklatura na Stirikomponentnem siste-
mu, in sicer je sestavljena iz rke D (simbolizira DNK), sledi ena od Stevilk 1 do
22 (nespolni kromosomi) ali ¢érka X oz. Y (spolna kromosoma), kar oznaluje, na
katerem kromosomu se mikrosatelit nahaja; sledijo ¢rke S, F ali Z (oznacujejo
ponovljivost podro¢ja) in na koncu Stevilke od 1 dalje, oznacujejo pa zaporedno
Stevilko polimorfizma, najdenega na tem kromosomu (48).

Heteroplazmija

Za mtDNK je znacilno, da ima popolnoma samostojen replikacijski sistem, za
katerega je poznano, da ne prihaja do rekombinacij (49). Nukleotidno zaporedje
(sekvenca) mtDNK se zato obravnava kot enolokusno ali haplotipsko (50, 51).
Najbolj informativna enojna lokusa na mtDNK, ki se uporabljata za identifi-
kacijske teste, sta podrogji HVI in HVII kontrolne regije.

Ker se mtDNK deduje po materi, bi morala biti mtDNK v posamezniku nujno
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Lastnosti mitohondrijske DNK

Edini celi¢ni organeli, ki poleg jedra vsebujejo DNK, so mitohondriji, ki jih
pogosto imenujejo tudi celiCne elektri¢ne centrale, saj iz hrane spros¢ajo energijo
za delo. MtDNK se od jedrne razlikuje po veé znacdilnostih. Za razliko od dvojne
vijacnice jedrne DNK, ki je linearne oblike, je mtDNK kovaletno zaprta kroZna
molekula. Njena velikost je le 16.569 baznih parov (bp) (26), medtem ko obsega
dolzina jedrne DNK v ¢loveskih telesnih celicah priblizno 6 milijonov baznih
parov. Vec¢ina mtDNK predstavlja konservirana kodogenaregija, ki kodira 22tRNK,
dve ribosomalni rRNK in 13 peptidov, ki so vkljudeni v proces oksidacije v
dihalni verigi (27). Cez manj§i del mtDNK (1100 bp) pa se razteza nekodogena
kontrolna regija, imenovana tudi D-zanka (angl. D-loop), ki skrbi za replikacijo
mtDNK in transkripcijo proteinov. Kontrolna regija predstavlja najbolj raziskano
podro¢je na mtDNK. Sestavljeno je iz dveh hipervariabilnih podro¢ij HVI in
HVII, za kateri je znacilna viscka variabilnost (28, 29).

Druga znacilnost mtDNK je, da se mitohondriji v celicah pojavljajo v velikem
Stevilu, zaradi Cesar je uspeh analize mtDNK pri preiskavah starih kosti, zelo
razpadlih ali unicenih ¢loveskih posmrtnih ostankov veliko vecji v primerjavi z
jedrno DNK, ki se nahaja le v dveh kopijah, medtem ko je mtDNK navzoca tudi v
nekaj tiso¢ kopijah (19, 30). V nasprotju z jedrno DNK, ki se deduje po Mendlovih
zakonih, pa se mitohondrijska DNK deduje le prek mater in se s h¢erami prenasa
iz roda v rod na vse potomstvo. To predstavlja naslednjo veliko prednost mtDNK
analiz pred jedrno, saj je z jedrno DNK mogoce le preverjanje bliZnjih sorod-
stvenih povezav, preverjanje med daljnimi sorodniki, ki jih lo¢i nekaj rodov, pa
zaradi rekombinacije ni mogoce. V teh primerih je edini nacin preverjanja sorod-
stvenih povezav analiza mtDNK, ki se deduje izklju¢no po materi in se ne rekom-
binira (20, 31). Ker se mtDNK deduje le po materini strani, bi se moral njen zapis
ohranjati skozi rodove nespremenjen, vendar pa ni ¢isto tako, saj se mtDNK
zaradi visoke stopnje mutacij zelo hitro spreminja (32, 33). Vecina genetskih
sprememb so preproste bazne substitucije (tranzicije in transverzije). Osnovni
vzrok visokega Stevila mutacij je verjetno vedje Stevilo pomnoZevanj mtDNK, ki
se v primerjavi z jedrno DNK pomnoZuje tudi pet do desetkrat hitreje. Vecja
pogostnost mutacij v mtDNK pa je lahko tudi posledica neucinkovitih poprav-
ljalnih mehanizmov in nezanesljivost procesa replikacije DNK. Stevilo mutacij je
v povprecju za en razred vecje kot pri jedrni DNK. Vedina mutacij se pojavlja v
kontrolni regiji (angl. D-loop region) (34-36). Za mtDNK je tako znacilna varia-
bilnost, do katere prihaja znotraj dolocene populacije (intraspecifi¢na divergenca)
ali med posameznimi populacijami (interspecifi¢na divergenca). Analiza mtDNK
tako omogoca zasledovanje razlik v strukturi populacije in med populacijami (37,
38). V podrocjih HVI in HVII, kontrolne regije mitohondrijskega genoma, se
posamezniki med kavkaSkimi populaciji razlikujejo drug od drugega v povprecju
na 8 nukleotidnih mestih, medtem ko se Afri¢ani in Americani kar na 14 mestih
(29). Tako so postale analize mtDNK zanimive tudi za ugotavljanje genetske
strukture populacij, filogenetskih odnosov med njimi in naselitve narodov v pre-
teklosti.

354



IDENTIFIKACIJA POGRESANIH OSEB 1Z MNOZICNIH GROBISC

Mikrosateliti

Znacilnost ¢loveske jedrme DNK je, da njen velik del (30 %) zavzemajo ponav-
ljajoda se zaporedja DNK, ki v vecini primerov predstaviljajo zelo polimorfna
podrodja. V to skupino hipervariabilnih polimorfnih podrodij sodijo tudi mikro-
sateliti, ki jih danes najveckrat uporabljajo pri genetskih identifikacijskih testih pri
prepoznavanju (identifikaciji) oseb in ugotavljanju sorodstvenih povezav (39-45).
Mikrosateliti ali lokusi STR (angl. short tandem repeat — male tandemske pono-
vitve), so tista podrocja v loveskem genomu, v katerih se posamezniki med seboj
najbolj razlikujemo. Odkrila sta jih Weber in May leta 1989 (46). Po ¢loveSkem
genomu so raztreseni povsem nakljucno in jih najdemo na pribliZno vsakih 6000
baznih parov (nukleotida v paru). Ne kodirajo proteinov in prav zato jih velikokrat
imenujemo odve¢na DNK (angl. junk DNA). Njihova bioloska funkcija Se ni
razjasnjena. V osnovi so mikrosateliti zelo kratka, ponavljajoCa se zaporedja
nukleotidov (2 do 7 nukleotidov skupaj tvorijo en motiv), ki se razlikujejo drug od
drugega po §tevilu zaporednih ponovitev osnovnega motiva oziroma po dolZini. V
forenzi¢nih preiskavah se veCinoma uporabljajo mikrosateliti s $tiri bazne pare
dolgim osnovnim motivom, katerih dolZina ve¢inoma ne presega 400 baznih parov.
Razli¢ico Stevila ponovitev osnovnega motiva na doloenem podrocju imenujemo
alel. Te razlike so ve¢inoma individualno specifi¢ne, zato so mikrosateliti primerni
za dolocevanje sorodstvenih povezav in identifiakcijo oseb. Za vsako posamezno
podrocje obstaja vecje Stevilo razliénih alelov. Polimorfizem podrocij STR torej
temelji na variacijah v Stevilu ponovitev osnovnega motiva, posledica pa je visoka
variabilnost v dolZini posameznih alelov. Vsak posameznik ima za vsako podrocje
STR dva alela, enega je podedoval od matere in drugega od oCeta. RodovniSke
analize so pokazale, da se lokusi STR razporejajo neodvisno od starSev na potom-
ce, kaZejo kodominantno naravo alelov in se dedujejo po Mendlovih zakonih de-
dovanja, po katerih otrok vedno podeduje en alel od matere in enega od oceta (47).

Nomenklatura mikrosatelitov se lo¢i glede na poloZaj, kje v genomu posa-
meznikov se mikrosatelit nahaja. V primeru, da leZi mikrosatelit znotraj dolo-
Zenega gena, nosi njegovo oznako (npr. HUMvWAZ31 je mikrosatelit, ki se nahaja
v intronu 40 gena za von Willebrandov faktor, ki leZi na kromosomu 12). Ko pa
mikrosatelit leZi zunaj genov, temelji nomenklatura na Stirikomponentnem siste-
mu, in sicer je sestavljena iz rke D (simbolizira DNK), sledi ena od Stevilk 1 do
22 (nespolni kromosomi) ali ¢érka X oz. Y (spolna kromosoma), kar oznaluje, na
katerem kromosomu se mikrosatelit nahaja; sledijo ¢rke S, F ali Z (oznacujejo
ponovljivost podro¢ja) in na koncu Stevilke od 1 dalje, oznacujejo pa zaporedno
Stevilko polimorfizma, najdenega na tem kromosomu (48).

Heteroplazmija

Za mtDNK je znacilno, da ima popolnoma samostojen replikacijski sistem, za
katerega je poznano, da ne prihaja do rekombinacij (49). Nukleotidno zaporedje
(sekvenca) mtDNK se zato obravnava kot enolokusno ali haplotipsko (50, 51).
Najbolj informativna enojna lokusa na mtDNK, ki se uporabljata za identifi-
kacijske teste, sta podrogji HVI in HVII kontrolne regije.

Ker se mtDNK deduje po materi, bi morala biti mtDNK v posamezniku nujno
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monoklonalna. Torej naj bi bila pri vsakem posamezniku opaZena le ena sekvenca
mtDNK. Vendar pa vedina raziskovalcev poroca o pojavu heteroplazmije zaradi
visoke ravni mutacij, ki so verjetno posledica hitrega pomnoZevanja mtDNK,
neudinkovitih popravljanih mehanizmih in neuspe$ne replikacije (52-55). Hetero-
plazmija je definirana kot stanje, ko posameznik vsebuje vec kot eno vrsto mtDNK.
Posamezna vrsta je doloCena s sekvenco mtDNK ali haplotipom. Ce sta v indi-
viduumu opaZeni dve vrsti mtDNK, se le-ti obi€ajno razlikujeta v eni sami bazi.
Heteroplazmija je pri ljudeh opaZena na razli¢ne nacine:

— osebe imajo lahko vec kot eno vrsto mtDNK v istem tkivu,

— osebe imajo lahko v enem tkiva eno vrsto mtDNK in v drugem tkivu drugo
vrsto,

— osebe so lahko heteroplazmicéne za eno tkivo, medtem ko so za drugo tkivo
homoplazmicne.

Izolacija DNK iz kosti

Raziskovanja na podrocju izolacije DNK iz kosti so potekala mnogo let. Za
ucinkovito izvedbo identifikacije okostij je bilo treba razviti primerno metodo.
Prve uspe$no izvedene analize DNK, pridobljene iz kosti, je opravil Henry Lee
(11). Vpliv ¢asa na samodegradacijo DNK v kosti so raziskovali William Perry in
drugi (12), s tem da je sam zakopaval trupla pod razli¢nimi pogoji za razliCno
dolga obdobja. Zakljucek njegovih preiskav je bil, da na hitrost degradacije DNK
najbolj vplivata visoka vlaZnost in temperatura. Od leta 1991 pa je v ZDA usta-
novljena skupina AFDIL (Armed Forces DNA Identification Laboratory), ki ji je
zaupana identifikacija izginulih vojakov z DNK tehnologijo ter pomo¢ pri iden-
tifikaciji posmrtnih ostankov ameriskih vojakov, ubitih v korejski, vietnamski in
drugi svetovni vojni. Stevilo le-teh obsega: ve¢ kot 8000 ubitih v korejski vojni,
ved kot 2000 mrtvih v konfliktih v jugovzhodni Aziji in ve¢ kot 75.000 ubitih v
I1. svetovni vojni. Izkusnje za uspes$no izvedbo izolacije DNK za analizo mtDNK
so si nabirali z analizami, izvedenimi na kosteh vietnamskih vojakov, ki so shra-
njene v narodnem muzeju v Virginiji (4, 15, 55). In tako so postali ena najboljSih
skupin na tem podrocju. Ceprav je DNK v kosteh veliko bolj stabilna kot v vseh
drugih tkivih (11-14), je kljub temu lahko tako razgrajena, da v¢asih ni mogoce
pridobiti dovolj ohranjene jedrne DNK za analizo STR z metodo PCR. V teh
primerih poteka identifikacija na osnovi analize mtDNK (56, 57, 58). Skupaj s
stopnjo poroznosti kosti drasti¢no pada tudi kvaliteta izolirane DNK, tako da
vCasih tudi identifikacija na osnovi mtDNK ni ve¢ mogoca.

Za analizo DNK so ve¢inoma najprimernejSe dolge kosti (stegnenica, nadlaht-
nica), sledijo medeni¢ne kosti in kosti lobanje. Uporabijo pa tudi kosti reber. Za
uspesno izolacijo DNK iz kosti se uporablja organsko ekstrakcijo (4, 11-15, 55,
58, 59). _

Najprej kost razZagajo na kosc¢ke v velikosti oreha. Pred izolacijo DNK pa
morajo vsak ko$cek kosti temeljito o€istiti. S kosti odstranijo vse sledi, ki se
nahajajo na povr§ini, to storijo tako, da kost temeljito zbrusijo z brusilnim papir-
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Jjem. Kost nato umijejo v vodikovem peroksidu, da se uni¢i DNK, ki se nahaja na
zunanji povrSini in izvira od drugega bioloSkega materiala in bi bil lahko pri
analizi mote¢. Kost se ob navzocnosti tekocega dusika zdrobi s pomocjo moZnarja
v fin prah. Po 5 g kosti v prahu nato shranijo v posamezno sterilno centrifugirko.
Da se iz kosti odstrant kalcij, je treba kost inkubirati v 500 mM EDTA vsaj tri dni
pri 4°C, ob menjavi pufra na 24 ur. Temu postopku sledi liza osteocit ob navzoc-
nosti ekstrakcijskega pufra, ki vsebuje SDS in proteinazo K. Inkubacija poteka
fenol-kloroformsko ekstrakcijo. Na koncu pa se celotno izolirano DNK predisti in
skoncentrira z ultrafiltracijo z Amicon Centricon kolonco, da se odstrani inhibitorje
veriZne rakcije s polimerazo (PCR). V raztopini se sedaj nahajata tako mtDNK kot
tudi jedrna DNK. Celoten postopek izolacije DNK iz kosti traja priblizno 10 do 14
dni.

Analiza mikrosatelitov

Najnovejsa in tudi najbolj zanesljiva metoda, ki se danes uporablja za iden-
tifikacijo oseb in za ugotavljanje sorodstvenih povezav, npr. oletovstva, je do-
lo¢anje mikrosatelitnih polimorfizmov s pomocjo veriZne reakcije s polimerazo
— PCR metode (60). Pri analizi nastane specific¢en alelni vzorec ali profil DNK
analiziranih podrocij DNK, zato imenujemo to metodo profiliranje DNK. Metoda
dolo¢anja genetskih profilov oz. profilov DNK je razmeroma preprosta in danes
tudi avtomatizirana analiza, s katero se meri dolZina alelov posameznega podrocja
na DNK molekuli, ki pa se ga pred analizo pomnoZi do milijon kopij z metodo
veriZne reakcije s polimerazo. Analiza podrocij STR se je zacela kot metoda
uporabljati $ele v zaCetku devetdesetih (61-63), vendar jo danes v identifikacijske
namene uporablja veCina forenziCnih laboratorijev po svetu (64). Mikrosateliti so
za analizo ugodni, ker jih je enostavno pomnoZiti, so razmeroma majhni in jih je
lahko lociti v diskretne alele z gelsko ali kapilarno elektroforezo. Interpretacija
rezultatov je nedvomljiva in pri merjenju dolZin ne prihaja do nejasnosti, saj
diskretne alele posameznega podrocja STR lahko neposredno primerjamo z zna-
nimi alelami tega podro&ja s t.i. alelno lestvico. Z razvojem metod, ki temeljijo na
detekciji fluorescentno oznacenih produktov PCR, se je uspesnost analize STR Se
dodatno povecala, ker lahko naenkrat pomnoZimo in istoasno analiziramo raz-
li¢na podroc¢ja STR (do 16 razli¢nih podrocij STR). Velikost posameznih alelov,
ki smo jih loc€ili z gelsko ali kapilarno elektroforezo, pa dolo¢amo avtomatizirano,
z uporabo posebnega instrumenta, avtomatskega sekvencerja (377 DNA Sequen-
cer ali 310 Genetic Analyzer), ki vsebuje analitski ra¢unalniski program. Rezultati
analiz so podani v obliki elektroferograma, ki pove velikost analiziranih alelov in
njihovo relativno koncentracijo. Posamezen alel predstavlja vrh v grafu, medtem
ko je njegova koncentracija podana s povrsino pod vrhom.

Tako zasnovana analiza STR omogoca identifikacijo bioloske sledi (kosti) z
zelo nizko koli¢ino DNK, ki je lahko tudi Ze precej razgrajena. Analiza 10 podrocij
STR naj bi bila moZna Ze pri 100 pikogramih nerazgrajene DNK, kar je pribliZno
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monoklonalna. Torej naj bi bila pri vsakem posamezniku opaZena le ena sekvenca
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visoke ravni mutacij, ki so verjetno posledica hitrega pomnoZevanja mtDNK,
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plazmija je definirana kot stanje, ko posameznik vsebuje vec kot eno vrsto mtDNK.
Posamezna vrsta je doloCena s sekvenco mtDNK ali haplotipom. Ce sta v indi-
viduumu opaZeni dve vrsti mtDNK, se le-ti obi€ajno razlikujeta v eni sami bazi.
Heteroplazmija je pri ljudeh opaZena na razli¢ne nacine:

— osebe imajo lahko vec kot eno vrsto mtDNK v istem tkivu,

— osebe imajo lahko v enem tkiva eno vrsto mtDNK in v drugem tkivu drugo
vrsto,

— osebe so lahko heteroplazmicéne za eno tkivo, medtem ko so za drugo tkivo
homoplazmicne.
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Raziskovanja na podrocju izolacije DNK iz kosti so potekala mnogo let. Za
ucinkovito izvedbo identifikacije okostij je bilo treba razviti primerno metodo.
Prve uspe$no izvedene analize DNK, pridobljene iz kosti, je opravil Henry Lee
(11). Vpliv ¢asa na samodegradacijo DNK v kosti so raziskovali William Perry in
drugi (12), s tem da je sam zakopaval trupla pod razli¢nimi pogoji za razliCno
dolga obdobja. Zakljucek njegovih preiskav je bil, da na hitrost degradacije DNK
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novljena skupina AFDIL (Armed Forces DNA Identification Laboratory), ki ji je
zaupana identifikacija izginulih vojakov z DNK tehnologijo ter pomo¢ pri iden-
tifikaciji posmrtnih ostankov ameriskih vojakov, ubitih v korejski, vietnamski in
drugi svetovni vojni. Stevilo le-teh obsega: ve¢ kot 8000 ubitih v korejski vojni,
ved kot 2000 mrtvih v konfliktih v jugovzhodni Aziji in ve¢ kot 75.000 ubitih v
I1. svetovni vojni. Izkusnje za uspes$no izvedbo izolacije DNK za analizo mtDNK
so si nabirali z analizami, izvedenimi na kosteh vietnamskih vojakov, ki so shra-
njene v narodnem muzeju v Virginiji (4, 15, 55). In tako so postali ena najboljSih
skupin na tem podrocju. Ceprav je DNK v kosteh veliko bolj stabilna kot v vseh
drugih tkivih (11-14), je kljub temu lahko tako razgrajena, da v¢asih ni mogoce
pridobiti dovolj ohranjene jedrne DNK za analizo STR z metodo PCR. V teh
primerih poteka identifikacija na osnovi analize mtDNK (56, 57, 58). Skupaj s
stopnjo poroznosti kosti drasti¢no pada tudi kvaliteta izolirane DNK, tako da
vCasih tudi identifikacija na osnovi mtDNK ni ve¢ mogoca.

Za analizo DNK so ve¢inoma najprimernejSe dolge kosti (stegnenica, nadlaht-
nica), sledijo medeni¢ne kosti in kosti lobanje. Uporabijo pa tudi kosti reber. Za
uspesno izolacijo DNK iz kosti se uporablja organsko ekstrakcijo (4, 11-15, 55,
58, 59). _

Najprej kost razZagajo na kosc¢ke v velikosti oreha. Pred izolacijo DNK pa
morajo vsak ko$cek kosti temeljito o€istiti. S kosti odstranijo vse sledi, ki se
nahajajo na povr§ini, to storijo tako, da kost temeljito zbrusijo z brusilnim papir-

356

4



IDENTIFIKACIJA POGRESANIH OSEB 1Z MNOZICNIH GROBISC

Jjem. Kost nato umijejo v vodikovem peroksidu, da se uni¢i DNK, ki se nahaja na
zunanji povrSini in izvira od drugega bioloSkega materiala in bi bil lahko pri
analizi mote¢. Kost se ob navzocnosti tekocega dusika zdrobi s pomocjo moZnarja
v fin prah. Po 5 g kosti v prahu nato shranijo v posamezno sterilno centrifugirko.
Da se iz kosti odstrant kalcij, je treba kost inkubirati v 500 mM EDTA vsaj tri dni
pri 4°C, ob menjavi pufra na 24 ur. Temu postopku sledi liza osteocit ob navzoc-
nosti ekstrakcijskega pufra, ki vsebuje SDS in proteinazo K. Inkubacija poteka
fenol-kloroformsko ekstrakcijo. Na koncu pa se celotno izolirano DNK predisti in
skoncentrira z ultrafiltracijo z Amicon Centricon kolonco, da se odstrani inhibitorje
veriZne rakcije s polimerazo (PCR). V raztopini se sedaj nahajata tako mtDNK kot
tudi jedrna DNK. Celoten postopek izolacije DNK iz kosti traja priblizno 10 do 14
dni.

Analiza mikrosatelitov

Najnovejsa in tudi najbolj zanesljiva metoda, ki se danes uporablja za iden-
tifikacijo oseb in za ugotavljanje sorodstvenih povezav, npr. oletovstva, je do-
lo¢anje mikrosatelitnih polimorfizmov s pomocjo veriZne reakcije s polimerazo
— PCR metode (60). Pri analizi nastane specific¢en alelni vzorec ali profil DNK
analiziranih podrocij DNK, zato imenujemo to metodo profiliranje DNK. Metoda
dolo¢anja genetskih profilov oz. profilov DNK je razmeroma preprosta in danes
tudi avtomatizirana analiza, s katero se meri dolZina alelov posameznega podrocja
na DNK molekuli, ki pa se ga pred analizo pomnoZi do milijon kopij z metodo
veriZne reakcije s polimerazo. Analiza podrocij STR se je zacela kot metoda
uporabljati $ele v zaCetku devetdesetih (61-63), vendar jo danes v identifikacijske
namene uporablja veCina forenziCnih laboratorijev po svetu (64). Mikrosateliti so
za analizo ugodni, ker jih je enostavno pomnoZiti, so razmeroma majhni in jih je
lahko lociti v diskretne alele z gelsko ali kapilarno elektroforezo. Interpretacija
rezultatov je nedvomljiva in pri merjenju dolZin ne prihaja do nejasnosti, saj
diskretne alele posameznega podrocja STR lahko neposredno primerjamo z zna-
nimi alelami tega podro&ja s t.i. alelno lestvico. Z razvojem metod, ki temeljijo na
detekciji fluorescentno oznacenih produktov PCR, se je uspesnost analize STR Se
dodatno povecala, ker lahko naenkrat pomnoZimo in istoasno analiziramo raz-
li¢na podroc¢ja STR (do 16 razli¢nih podrocij STR). Velikost posameznih alelov,
ki smo jih loc€ili z gelsko ali kapilarno elektroforezo, pa dolo¢amo avtomatizirano,
z uporabo posebnega instrumenta, avtomatskega sekvencerja (377 DNA Sequen-
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16 telesnih celic. Vendar se zaradi nevarnosti stohasti¢nega efekta, ko zaradi nizke
koncentracije pride v analizo le eden od obeh alelov, priporoca analiza z 1-2 ng
DNK. Uspesnost metode je torej odvisna od koli¢ine in kakovosti izolirane DNK
in s tem neposredno od koli¢ine in ohranjenosti bioloSkih vzorcev, ki so bili
poslani v preiskavo. Za forenzi¢ne vzorce je znailno, da vsebujejo velikokrat
majhno koli¢ino delno razgrajene DNK, saj so bioloSke sledi izpostavljene zu-
nanjim dejavnikom (kemijskim in biolo§kim). Na razgradnjo DNK v vzorcu sledi
pa vplivamo tudi sami, s tem ko vzorec sledi neprimerno odvzamemo in/ali ga
neprimerno shranimo.

Metoda prstnih odtisov DNK (angl. DNA fingerprinting), ki temelji na analizi
polimorfizmov restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction Fragment Lenght Po-
lymorphism — RFLP), je bila zgodovinsko prva genetska identifikacijska metoda s
preiskavo polimorfizmov DNK in je dodobra pretresla podrocje kriminalistike in
sodne medicine. Razvil jo je Alec Jeffreys (Velika Britanija). Prvic je bila upo-
rabljena na civilnem sodis¢u v Veliki Britaniji leta 1985, in sicer za reSevanje
imigracijskega primera. Kot zaCetek njenega znamenitega pohoda pa velja leto
1986 s primerom Enderby, ko je bil na podlagi metode prstnega odtisa DNK prijet
posiljevalec in morilec dveh 15-letnih deklic (leta 1983 in 1986 v mestecu Enderby
v Veliki Britaniji). Ceprav je metoda prstnih odtisov DNK individualno specifi¢na,
medtem ko profil DNK sam po sebi ne ponuja individualne specifi¢nosti, Sele z
analizo ve&jega §tevila podro¢ij STR dobimo za posameznika individualno spe-
cifi¢en vzorec alelov, metodo prstnih odtisov DNK danes opuséajo, ker ima precej
Sibkosti. Metoda prstnih odtisov DNK zahteva zelo veliko subjektivnih izkuSenj,
saj je razlaga rezultatov zaradi velikega Stevila fragmentov in slabe loCljivosti
velikokrat vpragljiva, primerjava med laboratoriji ni mogo¢a, kot tudi ni mogoce
shranjevati podatkov v obliki podatkovne baze, avtomatizacija analiz ni mogoca.
Poleg navedenega je njena pomanjkljivost tudi potreba po veliki koli¢ini DNK, saj
se koli&ina, potrebna za analizo, giblje med 50 do 500 ng visoko ohranjene DNK,
to je 50-krat do 500-krat ved kot v primeru analize STR, zato kar iz 20 % foren-
zi¢nih vzorcev ni moZna analiza z metodo RFLP. Zlasti identifikacija okostij je s
to metodo skoraj v vedini primerov neuspe$na. Dodatna §ibkost te metode je, da je
&as, potreben za analizo, dolg nekaj tednov, medtem ko se analiza STR zakljuci Ze
v 1 do 2 dneh in pri tem ne zahteva uporabe radioaktivnih izotopov, kot to velja za
metodo RFLP.

Metoda profiliranja DNK poteka v vec korakih:

— izolacija, ¢is¢enje in dolocanje koncentracije DNK v forenzi¢nem vzorcu
(kost, zob),

—izolacija in dolo¢anje koncentracije DNK v primerjalnem vzorcu,

— ciljanje to¢no doloc¢enih odsekov na DNK molekuli,

— pomnoZevanje dolo¢enih odsekov DNK v velikem Stevilu,

— loCevanje pomnoZenih fragmentov DNK glede na velikost in

— dolo&anje velikosti posameznega pomnoZenega fragmenta DNK iz vzorca.
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Dokazovanje sorodstvenih povezav z analizo mikrosatelitov

Testi ugotavljanja sorodstvenih povezav potekajo tako, da se posamezni genet-
ski profili primerjajo med seboj. Ugotavljajo lahko zelo razli¢ne sorodstvene
povezave, vendar se analize med seboj razlikujejo glede na stopnjo sorodstvene
povezanosti pogreSane osebe. Bistvo testov je, da se za vsak posamezni lokus
preveri navzocnost obeh alel in se ju primerja z aleli istega podrocja sorodnikov.
Bolj ko sta si dve osebi sorodni, ve¢ skupnih alelov imata. Tako imata mati in
otrok oziroma oce in otrok 50% skupnih alelov, saj otrok podeduje polovico
alelov od matere in drugo polovico od oceta. Bratje in sestre delijo med seboj le Se
25% alelov.

Sistem delovanja testov ugotavljanja sorodstvenih povezav se lahko prikaZe
na primeru preverjanja spornega ocetovstva. Pri preverjanju spornih ofetovstev na
posameznem lokusu ocetovstvo pritrdimo v primeru, ko se pri domnevnem ofetu
najde enega od alelov. Ce takega alela ni za posamezno preiskano podrocdje STR,
ocetovstvo za posamezen lokus izkljuimo. Domnevnega oceta izkljuimo kot
bioloskega oceta, ko nam rezultati pokaZejo izkljuditev vsaj na dveh analiziranih
lokusih (69). Na enak nacin postopamo nato $e za domnevno mater. Vendar mora
mati vsebovati le tiste alele, ki jih nismo pripisali o¢etu. Zavedati se je treba, da so
izkljucitve brezpogojne, medtem ko potrditve temeljijo na verjetnosti. Prav zato
moramo biti pri izkljucitvah zelo previdni, ker se pri delu pojavljajo tudi proce-
duralne napake, ki lahko povzro¢ijo napacno izkljucitev, povsem neverjetno pa je,
da bi povzrocile napacne potrditve. Poleg proceduralnih napak pa lahko probleme
povzrocijo tudi mutacije, ki so v spolnih celicah precej visoke in nam v primerih
dejanskega bioloSkega oCeta/matere pokaZejo izkljucitev oletovstva/materinstva,
ker pride do neujemanja med aleli (70). Za prepricljiv rezultat analize spornega
ocetovstva morajo dokazati izkljucitev na vsaj dveh neodvisnih podro¢jih (pravilo
dvojne izklju¢itve). Za analize sorodstvenih povezav pa so kot primerjalni vzorci,
poleg matere in oCeta, primerni tudi otroci, sestre ali bratje pogreSane osebe.

Ker potrditev sorodstvene povezanosti ni dokon¢na, ampak je pogojena z
verjetnostjo, je treba upostevati minimalno Stevilo analiziranih podrodij, ki zadosti
kriteriju, potrebnem, da lahko popolnoma dolo¢imo sorodstvene odnose. Tako je
v ZDA podana zakonska zahteva, da mora skupna verjetnost izkljucitve pri dolo-
¢anju oCetovstva presegati 99 %, da lahko oCetovstvo potrdimo (39). Pri uporabi
podrocij STR za ugotavljanje sorodstvenih povezav star§i—otrok, pa je najmanjse
Stevilo, ki zadosti temu kriteriju, analiza 9 podro¢ij STR. Pogoj za izradun verjet-
nosti pa je opravljena populacijska genetska Studija podrodij, ki jih bomo ana-
lizirali (71-76). S pomodjo statisti¢nih metod lahko izracunamo relativne frek-
vence alelov v populaciji. Na osnovi le-teh lahko dolo¢imo dva parametra: ver-
jetnost ujemanja in diskriminacijsko mo¢, ki kaZeta u¢inkovitost lokusov v analizi
(77,78). Za ocenjevanje moci genetskega dokaza je treba izracunati verjetnost, da
domnevna star$a (brat, sestra, otrok) nista prava starSa (brat, sestra, otrok) (78,
79). Z izracunom skupne verjetnosti izklju¢itve starSevstva povemo, kak$na je
zmoZznost identifikacijskega testa, da kot bioloske stare izkljuéi napa¢no dolocene
starSe iz dane populacije. Skupna verjetnost izkljucitve narasca s Stevilom anali-
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16 telesnih celic. Vendar se zaradi nevarnosti stohasti¢nega efekta, ko zaradi nizke
koncentracije pride v analizo le eden od obeh alelov, priporoca analiza z 1-2 ng
DNK. Uspesnost metode je torej odvisna od koli¢ine in kakovosti izolirane DNK
in s tem neposredno od koli¢ine in ohranjenosti bioloSkih vzorcev, ki so bili
poslani v preiskavo. Za forenzi¢ne vzorce je znailno, da vsebujejo velikokrat
majhno koli¢ino delno razgrajene DNK, saj so bioloSke sledi izpostavljene zu-
nanjim dejavnikom (kemijskim in biolo§kim). Na razgradnjo DNK v vzorcu sledi
pa vplivamo tudi sami, s tem ko vzorec sledi neprimerno odvzamemo in/ali ga
neprimerno shranimo.

Metoda prstnih odtisov DNK (angl. DNA fingerprinting), ki temelji na analizi
polimorfizmov restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction Fragment Lenght Po-
lymorphism — RFLP), je bila zgodovinsko prva genetska identifikacijska metoda s
preiskavo polimorfizmov DNK in je dodobra pretresla podrocje kriminalistike in
sodne medicine. Razvil jo je Alec Jeffreys (Velika Britanija). Prvic je bila upo-
rabljena na civilnem sodis¢u v Veliki Britaniji leta 1985, in sicer za reSevanje
imigracijskega primera. Kot zaCetek njenega znamenitega pohoda pa velja leto
1986 s primerom Enderby, ko je bil na podlagi metode prstnega odtisa DNK prijet
posiljevalec in morilec dveh 15-letnih deklic (leta 1983 in 1986 v mestecu Enderby
v Veliki Britaniji). Ceprav je metoda prstnih odtisov DNK individualno specifi¢na,
medtem ko profil DNK sam po sebi ne ponuja individualne specifi¢nosti, Sele z
analizo ve&jega §tevila podro¢ij STR dobimo za posameznika individualno spe-
cifi¢en vzorec alelov, metodo prstnih odtisov DNK danes opuséajo, ker ima precej
Sibkosti. Metoda prstnih odtisov DNK zahteva zelo veliko subjektivnih izkuSenj,
saj je razlaga rezultatov zaradi velikega Stevila fragmentov in slabe loCljivosti
velikokrat vpragljiva, primerjava med laboratoriji ni mogo¢a, kot tudi ni mogoce
shranjevati podatkov v obliki podatkovne baze, avtomatizacija analiz ni mogoca.
Poleg navedenega je njena pomanjkljivost tudi potreba po veliki koli¢ini DNK, saj
se koli&ina, potrebna za analizo, giblje med 50 do 500 ng visoko ohranjene DNK,
to je 50-krat do 500-krat ved kot v primeru analize STR, zato kar iz 20 % foren-
zi¢nih vzorcev ni moZna analiza z metodo RFLP. Zlasti identifikacija okostij je s
to metodo skoraj v vedini primerov neuspe$na. Dodatna §ibkost te metode je, da je
&as, potreben za analizo, dolg nekaj tednov, medtem ko se analiza STR zakljuci Ze
v 1 do 2 dneh in pri tem ne zahteva uporabe radioaktivnih izotopov, kot to velja za
metodo RFLP.

Metoda profiliranja DNK poteka v vec korakih:

— izolacija, ¢is¢enje in dolocanje koncentracije DNK v forenzi¢nem vzorcu
(kost, zob),

—izolacija in dolo¢anje koncentracije DNK v primerjalnem vzorcu,

— ciljanje to¢no doloc¢enih odsekov na DNK molekuli,

— pomnoZevanje dolo¢enih odsekov DNK v velikem Stevilu,

— loCevanje pomnoZenih fragmentov DNK glede na velikost in
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358



IDENTIFIKACIJA POGRESANIH OSEB IZ MNOZICNIH GROBISC

Dokazovanje sorodstvenih povezav z analizo mikrosatelitov

Testi ugotavljanja sorodstvenih povezav potekajo tako, da se posamezni genet-
ski profili primerjajo med seboj. Ugotavljajo lahko zelo razli¢ne sorodstvene
povezave, vendar se analize med seboj razlikujejo glede na stopnjo sorodstvene
povezanosti pogreSane osebe. Bistvo testov je, da se za vsak posamezni lokus
preveri navzocnost obeh alel in se ju primerja z aleli istega podrocja sorodnikov.
Bolj ko sta si dve osebi sorodni, ve¢ skupnih alelov imata. Tako imata mati in
otrok oziroma oce in otrok 50% skupnih alelov, saj otrok podeduje polovico
alelov od matere in drugo polovico od oceta. Bratje in sestre delijo med seboj le Se
25% alelov.

Sistem delovanja testov ugotavljanja sorodstvenih povezav se lahko prikaZe
na primeru preverjanja spornega ocetovstva. Pri preverjanju spornih ofetovstev na
posameznem lokusu ocetovstvo pritrdimo v primeru, ko se pri domnevnem ofetu
najde enega od alelov. Ce takega alela ni za posamezno preiskano podrocdje STR,
ocetovstvo za posamezen lokus izkljuimo. Domnevnega oceta izkljuimo kot
bioloskega oceta, ko nam rezultati pokaZejo izkljuditev vsaj na dveh analiziranih
lokusih (69). Na enak nacin postopamo nato $e za domnevno mater. Vendar mora
mati vsebovati le tiste alele, ki jih nismo pripisali o¢etu. Zavedati se je treba, da so
izkljucitve brezpogojne, medtem ko potrditve temeljijo na verjetnosti. Prav zato
moramo biti pri izkljucitvah zelo previdni, ker se pri delu pojavljajo tudi proce-
duralne napake, ki lahko povzro¢ijo napacno izkljucitev, povsem neverjetno pa je,
da bi povzrocile napacne potrditve. Poleg proceduralnih napak pa lahko probleme
povzrocijo tudi mutacije, ki so v spolnih celicah precej visoke in nam v primerih
dejanskega bioloSkega oCeta/matere pokaZejo izkljucitev oletovstva/materinstva,
ker pride do neujemanja med aleli (70). Za prepricljiv rezultat analize spornega
ocetovstva morajo dokazati izkljucitev na vsaj dveh neodvisnih podro¢jih (pravilo
dvojne izklju¢itve). Za analize sorodstvenih povezav pa so kot primerjalni vzorci,
poleg matere in oCeta, primerni tudi otroci, sestre ali bratje pogreSane osebe.

Ker potrditev sorodstvene povezanosti ni dokon¢na, ampak je pogojena z
verjetnostjo, je treba upostevati minimalno Stevilo analiziranih podrodij, ki zadosti
kriteriju, potrebnem, da lahko popolnoma dolo¢imo sorodstvene odnose. Tako je
v ZDA podana zakonska zahteva, da mora skupna verjetnost izkljucitve pri dolo-
¢anju oCetovstva presegati 99 %, da lahko oCetovstvo potrdimo (39). Pri uporabi
podrocij STR za ugotavljanje sorodstvenih povezav star§i—otrok, pa je najmanjse
Stevilo, ki zadosti temu kriteriju, analiza 9 podro¢ij STR. Pogoj za izradun verjet-
nosti pa je opravljena populacijska genetska Studija podrodij, ki jih bomo ana-
lizirali (71-76). S pomodjo statisti¢nih metod lahko izracunamo relativne frek-
vence alelov v populaciji. Na osnovi le-teh lahko dolo¢imo dva parametra: ver-
jetnost ujemanja in diskriminacijsko mo¢, ki kaZeta u¢inkovitost lokusov v analizi
(77,78). Za ocenjevanje moci genetskega dokaza je treba izracunati verjetnost, da
domnevna star$a (brat, sestra, otrok) nista prava starSa (brat, sestra, otrok) (78,
79). Z izracunom skupne verjetnosti izklju¢itve starSevstva povemo, kak$na je
zmoZznost identifikacijskega testa, da kot bioloske stare izkljuéi napa¢no dolocene
starSe iz dane populacije. Skupna verjetnost izkljucitve narasca s Stevilom anali-
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ziranih podrodij. Izrazimo jo v odstotkih. Le-ta nam pove odstotek starSev, ki niso
biologki stari in jih z metodo DNK izklju¢imo.

Analize mtDNK

Lastnost mtDNK, da se v celicah nahaja v velikem Stevilu kopij, je za foren-
zi¢ne preiskave velika prednost. Medtem ko se jedrna DNK nahaja v somatski
celici le v dveh kopijah, ima po ocenitvi zreli oocit na tisoe mitohondrijev in
100.000 kopij mtDNK. V somatskih celicah je navzota mtDNK v razlicnem
obsegu od 200-1700 kopij (30). Ta relativno bogata navzo¢nost mtDNK v splos-
nem prispeva k visoki vsebnosti mtDNK kljub zelo razgrajenemu vzorcu in je
eden glavnih vzrokov, zakaj se mtDNK analizira. Druga znaCilnost, ki daje vecjo
mo¢ mtDNK analizam kot forenzi¢nemu orodju, je, da se mtDNK deduje le po
materi (31). MtDNK dolo¢uje povezavo z materinimi sorodniki. Vsi sorodniki po
materini strani imajo enako nukleotidno zaporedje mtDNK. Primerjave nukleo-
tidnega zaporedja mtDNK med razli¢nimi maternalnimi vrstami pa kazejo visoko
stopnjo variabilnosti. Ta visoka stopnja variabilnosti omogoca, da postane pri-
merjalna analiza nuleotidnega zaporedja zelo uspe$na metoda za ugotavljanje
sorodstvenih povezav neznanih posmrtnih ostankov s ¢lani druZine. Skupina
strokovnjakov iz forenzi¢nega laboratorija ameriske vojske z Mitchell Hollandom
in skupina iz FBI laboratorija z Bruce Budowlijem sta najuspe$nejsi skupini na
podro¢ju analiz mtDNK (50, 51).

Analiza mtDNK se izvaja s sekvenciranjem posameznih podrocij (doloce-
vanjem nukleotidnega zaporedja) (80), saj njen polimorfizem v vecini primerov
temelji na baznih substitucijah in kratkih delecijab/insercijah. Prvo sekvenco
Sloveske mtDNK je objavil Anderson leta 1981 (26) in rabi danes kot referencna
sekvenca za ugotavljanja polimorfizmov ne glede na vrsto populacije (58). Obe
verigi mtDNK imata obCutno razliko v sestavi baz, lahka veriga je bogata s
pirimidinskimi bazami, teZka pa s purini. O3tevil¢enje baz se pri¢ne priblizno v
sredini kontrolne regije. Zato se kotrolna regija razteza od 16.024 do 16.569
nukleotidnega zaporedja in nadalje od 1 do 576 nukleotidne pozicije. V razdobju
zadnjih 15 let je intenzivno potekalo raziskovanje mitohondrijskega genoma.
Analizirali so nukleotidna zaporedja med posamezniki in populacijami v obeh
regijah mtDNK. V nasprotju s kodogeno regijo so deli v kontrolni regiji mtDNK
med posamezniki visoko variabilni, kar je verjetno posledica zmanjSanega selek-
cijskega pritiska na to podrocje. Zaradi tega so se forenzi¢ni identifikacijski testi
usmerili v analizo sekvenc¢ne variabilnosti znotraj hipervariabilne kotrolne regije.
Po obdelavi posameznih podatkov so ugotovili, da sta najbolj variabilni podrocji v
tej regiji podrogji HVI in HVIL Podro&je HVI poteka od nukleotidne pozicije
16.024 do 16.365, medtem ko HVII od 73 do 340. Sekvenciranje temelji na
tehniki PCR z uporabo fluorescentnih obarvanih oligonukleotidnih zaCetnikov.
Le-te so izbrali tako, da omejujejo do 500 nukleotidov dolgo zaporedje. Pomno-
7ena nukleotidna zaporedja se lo¢i z gelsko ali kapilarno elektroforezo, doloca pa
se jih avtomatiziranq, z uporabo posebnega instrumenta, avtomatskega sekvena-
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torja (377 DNA Sequencer ali 310 Genetic Analyzer), ki vsebuje analitski racu-
nalniski program. Rezultati analiz so podani v obliki sekven¢nega elektrofero-
grama, ki nam pove natan¢no zaporedje nukleotidov za posamezno analizirano
podro&je. Avtomatizirana fluorescentna tehnologija omogoca zelo hitro, natanéno
in u&inkovito analizo polimorfizmov DNK (81).

Dokazovanje sorodstvenih povezav z analizo mtDNK

Med razvojem celice se molekule mtDNK podvojujejo neodvisno druga od
druge in niso striktno vezane na mitoti¢no ali mejoti¢no celi¢no delitev, med njimi
tudi ne poteka rekombinacija. Se ved, replikacija mtDNK je povezana z veliko
vedjim §tevilom napak kot jedrna DNK. To sta razlagi, ki ustvarjata moZnost, daje
populacija mtDNK, najdena v individuumu, lahko razlicna, z zelo razliénimi
variantami, ker se mitohondriji podvajajo in segregirajo neodvisno. Ce bi vse
variante mtDNK, navzode v materi, presle na hder, bi se po nekem Casu nabralo
toliko razli¢nih variant, da bi postal koncept mtDNK neuporaben. Vendar ni tako,
intenzivne raziskave so pokazale, da posamezniki obi¢ajno vsebujejo le en tip
mtDNK, ki ga loci od ostalih materinih sorodnikov. Jasno je, da obstaja mehani-
zem, imenovan efekt ozkega grla (82, 83), ki omejuje raven razli¢nih mtDNK, ki
bi prehajale iz generacije v generacijo. Poznano pa je tudi, da lahko obstaja v
posamezniku meSanica dveh ali ve¢ subpopulacij mtDNK, pojav je poznan kot
heteroplazmija. Ceprav je napisano o heteroplazmiji v kontrolni regiji Ze veliko
&lankov, je $tevilo Se vedno premajhno, da bi lahko z natan¢nostjo dolocili frek-
venco, s katero se heteroplazmija pojavlja pri dolo¢eni nukleotidni poziciji. Prav
gotovo smo na doloCeni ravni vsi heteroplazmicni, vendar pa za forenzi¢na iden-
tifikacijska testiranja v&asih postane ta nivo signifikanten. S sekvenénimi anali-
zami je bilo ugotovljeno, da se na splo¥no vidna heteroplazmija v populaciji
pojavi relativno z nizko frekvenco (2-8% v populaciji) in tako v vedini primerov v
sekvenéni analizi ni opaZena. Poleg tega je znanje na dovolj visoki ravni, da jo je
lahko razloZiti (50, 51).

Za dolotanje sorodstvenih povezav moramo uporabiti empiricno ovredno-
tenje, ki je rezultat vseh procesov v preteklosti. Ugotoviti je treba, s kakS$no
frekvenco je dolotena sekvenca (vrsta ali haplotip) mtDNK opaZena v razli¢nih
populacijah. V bazo podatkov kavkaSke populacije so vnesene 604 osebe, od tega
je kar 451 razli¢nih haplotipov mtDNK. Med njimi je manjse Stevilo obiCajnega
tipa mtDNK (26 posameznikov oz. 4,3%) in vecje Stevilo neobicajnih tipov
mtDNK, ki se v populaciji pojavijo le enkrat (390 oseb). Za ugotavljanje primerjav
med posameznimi pari pri vseh sekvencah so v laboratoriju FBI razvili program
Mitosearch, s katerim se nato dolo&i empiri¢na verjetnost naklju¢nega ujemanja
vseh haplotipov v bazi podatkov in znaSa za kavkasko populacijo 0,0037. Na
osnovi le-tega se lahko predvideva, da se bosta dve nakljucno izbrani osebi iz
populacije ujeli enkrat v 270 primerih. Verjetnost, da bo prislo do ujemanja
dolo&ene sekvence z naklju¢nimi posamezniki, v veliki meri zavisi od relativne
redkosti dolodenega tipa. Povpre&na razlika med posamezniki v kavkagki popu-
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ziranih podrodij. Izrazimo jo v odstotkih. Le-ta nam pove odstotek starSev, ki niso
biologki stari in jih z metodo DNK izklju¢imo.

Analize mtDNK

Lastnost mtDNK, da se v celicah nahaja v velikem Stevilu kopij, je za foren-
zi¢ne preiskave velika prednost. Medtem ko se jedrna DNK nahaja v somatski
celici le v dveh kopijah, ima po ocenitvi zreli oocit na tisoe mitohondrijev in
100.000 kopij mtDNK. V somatskih celicah je navzota mtDNK v razlicnem
obsegu od 200-1700 kopij (30). Ta relativno bogata navzo¢nost mtDNK v splos-
nem prispeva k visoki vsebnosti mtDNK kljub zelo razgrajenemu vzorcu in je
eden glavnih vzrokov, zakaj se mtDNK analizira. Druga znaCilnost, ki daje vecjo
mo¢ mtDNK analizam kot forenzi¢nemu orodju, je, da se mtDNK deduje le po
materi (31). MtDNK dolo¢uje povezavo z materinimi sorodniki. Vsi sorodniki po
materini strani imajo enako nukleotidno zaporedje mtDNK. Primerjave nukleo-
tidnega zaporedja mtDNK med razli¢nimi maternalnimi vrstami pa kazejo visoko
stopnjo variabilnosti. Ta visoka stopnja variabilnosti omogoca, da postane pri-
merjalna analiza nuleotidnega zaporedja zelo uspe$na metoda za ugotavljanje
sorodstvenih povezav neznanih posmrtnih ostankov s ¢lani druZine. Skupina
strokovnjakov iz forenzi¢nega laboratorija ameriske vojske z Mitchell Hollandom
in skupina iz FBI laboratorija z Bruce Budowlijem sta najuspe$nejsi skupini na
podro¢ju analiz mtDNK (50, 51).

Analiza mtDNK se izvaja s sekvenciranjem posameznih podrocij (doloce-
vanjem nukleotidnega zaporedja) (80), saj njen polimorfizem v vecini primerov
temelji na baznih substitucijah in kratkih delecijab/insercijah. Prvo sekvenco
Sloveske mtDNK je objavil Anderson leta 1981 (26) in rabi danes kot referencna
sekvenca za ugotavljanja polimorfizmov ne glede na vrsto populacije (58). Obe
verigi mtDNK imata obCutno razliko v sestavi baz, lahka veriga je bogata s
pirimidinskimi bazami, teZka pa s purini. O3tevil¢enje baz se pri¢ne priblizno v
sredini kontrolne regije. Zato se kotrolna regija razteza od 16.024 do 16.569
nukleotidnega zaporedja in nadalje od 1 do 576 nukleotidne pozicije. V razdobju
zadnjih 15 let je intenzivno potekalo raziskovanje mitohondrijskega genoma.
Analizirali so nukleotidna zaporedja med posamezniki in populacijami v obeh
regijah mtDNK. V nasprotju s kodogeno regijo so deli v kontrolni regiji mtDNK
med posamezniki visoko variabilni, kar je verjetno posledica zmanjSanega selek-
cijskega pritiska na to podrocje. Zaradi tega so se forenzi¢ni identifikacijski testi
usmerili v analizo sekvenc¢ne variabilnosti znotraj hipervariabilne kotrolne regije.
Po obdelavi posameznih podatkov so ugotovili, da sta najbolj variabilni podrocji v
tej regiji podrogji HVI in HVIL Podro&je HVI poteka od nukleotidne pozicije
16.024 do 16.365, medtem ko HVII od 73 do 340. Sekvenciranje temelji na
tehniki PCR z uporabo fluorescentnih obarvanih oligonukleotidnih zaCetnikov.
Le-te so izbrali tako, da omejujejo do 500 nukleotidov dolgo zaporedje. Pomno-
7ena nukleotidna zaporedja se lo¢i z gelsko ali kapilarno elektroforezo, doloca pa
se jih avtomatiziranq, z uporabo posebnega instrumenta, avtomatskega sekvena-
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torja (377 DNA Sequencer ali 310 Genetic Analyzer), ki vsebuje analitski racu-
nalniski program. Rezultati analiz so podani v obliki sekven¢nega elektrofero-
grama, ki nam pove natan¢no zaporedje nukleotidov za posamezno analizirano
podro&je. Avtomatizirana fluorescentna tehnologija omogoca zelo hitro, natanéno
in u&inkovito analizo polimorfizmov DNK (81).

Dokazovanje sorodstvenih povezav z analizo mtDNK

Med razvojem celice se molekule mtDNK podvojujejo neodvisno druga od
druge in niso striktno vezane na mitoti¢no ali mejoti¢no celi¢no delitev, med njimi
tudi ne poteka rekombinacija. Se ved, replikacija mtDNK je povezana z veliko
vedjim §tevilom napak kot jedrna DNK. To sta razlagi, ki ustvarjata moZnost, daje
populacija mtDNK, najdena v individuumu, lahko razlicna, z zelo razliénimi
variantami, ker se mitohondriji podvajajo in segregirajo neodvisno. Ce bi vse
variante mtDNK, navzode v materi, presle na hder, bi se po nekem Casu nabralo
toliko razli¢nih variant, da bi postal koncept mtDNK neuporaben. Vendar ni tako,
intenzivne raziskave so pokazale, da posamezniki obi¢ajno vsebujejo le en tip
mtDNK, ki ga loci od ostalih materinih sorodnikov. Jasno je, da obstaja mehani-
zem, imenovan efekt ozkega grla (82, 83), ki omejuje raven razli¢nih mtDNK, ki
bi prehajale iz generacije v generacijo. Poznano pa je tudi, da lahko obstaja v
posamezniku meSanica dveh ali ve¢ subpopulacij mtDNK, pojav je poznan kot
heteroplazmija. Ceprav je napisano o heteroplazmiji v kontrolni regiji Ze veliko
&lankov, je $tevilo Se vedno premajhno, da bi lahko z natan¢nostjo dolocili frek-
venco, s katero se heteroplazmija pojavlja pri dolo¢eni nukleotidni poziciji. Prav
gotovo smo na doloCeni ravni vsi heteroplazmicni, vendar pa za forenzi¢na iden-
tifikacijska testiranja v&asih postane ta nivo signifikanten. S sekvenénimi anali-
zami je bilo ugotovljeno, da se na splo¥no vidna heteroplazmija v populaciji
pojavi relativno z nizko frekvenco (2-8% v populaciji) in tako v vedini primerov v
sekvenéni analizi ni opaZena. Poleg tega je znanje na dovolj visoki ravni, da jo je
lahko razloZiti (50, 51).

Za dolotanje sorodstvenih povezav moramo uporabiti empiricno ovredno-
tenje, ki je rezultat vseh procesov v preteklosti. Ugotoviti je treba, s kakS$no
frekvenco je dolotena sekvenca (vrsta ali haplotip) mtDNK opaZena v razli¢nih
populacijah. V bazo podatkov kavkaSke populacije so vnesene 604 osebe, od tega
je kar 451 razli¢nih haplotipov mtDNK. Med njimi je manjse Stevilo obiCajnega
tipa mtDNK (26 posameznikov oz. 4,3%) in vecje Stevilo neobicajnih tipov
mtDNK, ki se v populaciji pojavijo le enkrat (390 oseb). Za ugotavljanje primerjav
med posameznimi pari pri vseh sekvencah so v laboratoriju FBI razvili program
Mitosearch, s katerim se nato dolo&i empiri¢na verjetnost naklju¢nega ujemanja
vseh haplotipov v bazi podatkov in znaSa za kavkasko populacijo 0,0037. Na
osnovi le-tega se lahko predvideva, da se bosta dve nakljucno izbrani osebi iz
populacije ujeli enkrat v 270 primerih. Verjetnost, da bo prislo do ujemanja
dolo&ene sekvence z naklju¢nimi posamezniki, v veliki meri zavisi od relativne
redkosti dolodenega tipa. Povpre&na razlika med posamezniki v kavkagki popu-

361



BREZ MILOSTI

laciji je 8 nukleotidov. Z nara$¢anjem baze podatkov o poznanih vrstah mtDNK
naraSca tudi njena raznovrstnost, s tem pa tudi nara¥¢a mo¢ testiranja mtDNK, saj
se je pokazalo, da je v populaciji manjse Stevilo obi¢ajne vrste mtDNK. Ko dodajo
v bazo podatkov nove sekvence, ostane veina sekvenc v njej $e naprej enkratnih,
pri tem pa se njihova pogostnost na populacijo zniZa.

Mo€ ujemanja

Ko se pri¢ne sekvencna tipizacija aplicirati kot identifikacijski genetski test, je
Jasno, da je njen namen odgovoriti na dve odvisni vpra$anji:

— ali se lahko s sekvencno primerjavo osebo izlo¢i kot moZen vir spornega
vzorca, ,

— in, kaj nam vkljucitev pove o moZnosti, da je oseba dejansko vir spornega
vzorca.

Ce je odgovor na prvo vpraSanje pritrdilen, potem je rezultat izkljuditve
izjemnega pomena, saj postane s tem uporabnost mtDNK analiz jasna in uteme-
ljena. Kolikor pa je posameznik vklju¢en kot potencialni vir spornega forenzi¢nega
vzorca, se takoj pojavi drugo vprasanje, teza dokaza, saj lahko vkljucitev pomeni
karkoli (v primeru metanja kovanca je moZnost med cifro in glavo 50 % : 50 %, kar
pomeni pri forenzi¢nih preiskavah neuporabnost analize). DolZnost forenzi¢nih
strokovnjakov je, da utemeljijo pomen vkljucitev ali ujemanj mtDNK. V splo§nem
je teZa ujemanj v sekvenci mtDNK odvisna od primera do primera in od vrste
mtDNK, ki je vkljuCena v primer. V samo omejenih vrstah okoli§¢in je ujemanje
mtDNK misljeno kot dokoncen dokaz identifikacije (50, 51). Za sedaj se to lahko
zgodi le v primerih, ko je populacija, iz katere lahko izvira potencialni vir, zaprta,
omejena le na doloCeno skupino posameznikov. Npr. v letalski nesredi, &e pride v
analizi do ujemanj primerjalnega vzorca z osebo, ki je bila na letalu in se razlikuje
od vseh ostalih, potem se ujemanje z najdenimi ostanki smatra kot pozitivna
identifikacija. Identifikacija v tem primeru ne temelji na statistiki, pa¢ pa na
procesu eliminacije, ki je odvisen od dejstva, da vzorec lahko izvira le od znane
skupine ljudi. Identifikacija Michaela J. Blassieja (4), katerega skeletni ostanki so
bili zakopani v grobnici 14 let, kot posmrtni ostanki neznanega ameriskega vojaka,
padlega v Vietnamu, je primer, ko je bila uporabljena analiza mtDNK, da razloci
med omejeno skupino razli¢nih porekel (rodov). Iz grobnice so vzeli 6 skeletnih
ostankov — nadlahtnico, medeni¢no kost in 4 rebra, da bi na njih opravili analizo
mtDNK in rezultate primerjali z referen¢nimi vzorci sedmih druZin, ki so tudi
izgubile svoje bliZnje v istem ¢asu in istem obmodju v vietnamski vojni. Ko so
sekvenco mtDNK, dobljeno iz skeletnih ostankov neznanega ameriskega vojaka,
primerjali s haplotipi sedmih druZin, je pri3lo do ujemanja le pri Blassijevi druZini
in pri nobeni drugi od ostalih 6 druZin. Ta informacija, skupaj z drugimi oko-
lis¢inami (da je bil Michael Blaissie ameriski vojak, ki je izgubil Zivljenje v
vietnamski vojni) je odlocilno vplivala, da so bili skeletni ostanki identificirani kot
Michael J. Blassie. Klju¢nega pomena je tu tudi delovanje CILHI (Central Identi-
fication Laboratory in Hawaii), ki opravlja druge identifikacije na osnovi tradi-
cionalnih metod, antropologke in zobne primerjave itd., in v primerih, ko le-te
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niso dovolj, se zahteva $e dodatna informacija z analizo mtDNK. Do februarja
1999 je bilo v ta namen analiziranih vec kot 125 mtDNK.

Bolj obi&ajno pa je, da se testiranje mtDNK vklju€uje v primere, ko populacija,
iz katere izvira potencialni vir, ni zaprta oziroma okarakterizirana, npr. pri kaznivih
dejanjih (50, 51). Takrat ne moremo podati dokoncne identifikacije in moramo
oceniti relativno pomembnost ali potencial izkljuditve (ujemanja). Ta izjava temelji
na indikacijah o relativni frekvenci doloenega tipa mtDNK v populaciji oz.
kaksna je verjetnost, da bo prislo do ujemanja med naklju¢nim posameznikom in
doloenim tipom mtDNK. Najenostavnejse sporocilo, ki ga je mogoce ugotoviti
glede na redkost mtDNK sekvence, je ugotovitev, kolikokrat je bila taka sekvenca
opaZena v razliénih bazah podatkov. To se oznacuje kot metodo Stetja (vendar s
tem ni mi§ljena ocena frekvenc) brez nadaljnjih interpretacij, saj je metoda Stetja
kot ocenitve pogostnosti doloenega tipa mtDNK Sibka metoda.

Ce se pri analizah pojavi heteroplazmija, je treba opraviti interpretacijo Se bolj
natan¢no in analizirati sporni vzorec z ve&jim $tevilom primerjalnih vzorcev, kar
ponavadi olaj$a razlago opaZenih razlik. Ce mtDNK sekvenci vzorcev v primerjavi
kaZeta heteroplazmijo (obe sekvenci sta opaZeni v vsakem vzorcu), potem se
vzorca ne moreta izkljucevati. Ce vzorca med seboj delita skupno sekvenco
mtDNK (en vzorec je homoplazmi&en, drugi je heteroplazmiCen, vendar je ena od
sekvenc enaka kot pri homoplazminem vzorcu), potem se ga zopet ne more
izkljugiti. Ce sta oba homoplazmi¢na, pa se lo¢ita le v enem nukleotidu, je potrebna
nadaljnja raziskava. Ce se pri tem ne razrefi, je rezultat neodlogen. Ko primer-
jalnega vzorca ne moremo izkljuiti kot potencialnega vira, je Zeleno, da se poda
redkost vrste mtDNK. Le-ta se poda s Stevilom, kolikokrat je bila dolocena
sekvenca (tip) vidna v bazi podatkov.

Sklep

Najvedji izziv sodne medicine in forenzi¢nih preiskav postaja prav identi-
fikacija Zrtev mnoZi¢nih nesre¢, kot so letalske nesrece, potresi, poZari, in Zrtev
mnoZi¢nih pobojev kot posledice vojaskih konfliktov ali diktatorskega reZima, ki
so ostale neodkrite mnogo let. Pozitivna identifikacija Cloveskih posmrtnih ostan-
kov se primarno dolo¢a na osnovi daktiloskopskih, odontologkih in antropoloskih
analiz. Vendar v primerih, ko je mehko tkivo Ze povsem razgrajeno ali ko pri-
merjalna analiza zobnega statusa ali skeleta ni mogoca, ko so na voljo le Se delni
skeletni ostanki, deli okostij z nedolo¢ljivimi znalilnostmi ter zelo razgrajeni,
izsu$eni in zogleneli Eloveski ostanki, so podatki, dobljeni iz teh sledi, preskromni
za pozitivno identifikacijo. Genetski identifikacijski testi s preiskavo polimor-
fizmov DNK pa v vecini teh primerov omogocajo identifikacijo.

Mnogo skupin je uspe$no izvedlo identifikacijske DNK teste tako z analizo
mikrosatelitov jedrne DNK kot tudi nukleotidnega zaporedja kontrolne regije
mitohondrijskega genoma. Npr. pri identifikaciji posmrtnih ostankov cesarske
dru¥ine Romanov, Josefa Mengeleja, neznanega ameriSkega vojaka, padlega v
Vietnamu, doloitve vseh 229 umrlih v letalski nesre¢i §vicarskega letala, ki je
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laciji je 8 nukleotidov. Z nara$¢anjem baze podatkov o poznanih vrstah mtDNK
naraSca tudi njena raznovrstnost, s tem pa tudi nara¥¢a mo¢ testiranja mtDNK, saj
se je pokazalo, da je v populaciji manjse Stevilo obi¢ajne vrste mtDNK. Ko dodajo
v bazo podatkov nove sekvence, ostane veina sekvenc v njej $e naprej enkratnih,
pri tem pa se njihova pogostnost na populacijo zniZa.

Mo€ ujemanja

Ko se pri¢ne sekvencna tipizacija aplicirati kot identifikacijski genetski test, je
Jasno, da je njen namen odgovoriti na dve odvisni vpra$anji:

— ali se lahko s sekvencno primerjavo osebo izlo¢i kot moZen vir spornega
vzorca, ,

— in, kaj nam vkljucitev pove o moZnosti, da je oseba dejansko vir spornega
vzorca.

Ce je odgovor na prvo vpraSanje pritrdilen, potem je rezultat izkljuditve
izjemnega pomena, saj postane s tem uporabnost mtDNK analiz jasna in uteme-
ljena. Kolikor pa je posameznik vklju¢en kot potencialni vir spornega forenzi¢nega
vzorca, se takoj pojavi drugo vprasanje, teza dokaza, saj lahko vkljucitev pomeni
karkoli (v primeru metanja kovanca je moZnost med cifro in glavo 50 % : 50 %, kar
pomeni pri forenzi¢nih preiskavah neuporabnost analize). DolZnost forenzi¢nih
strokovnjakov je, da utemeljijo pomen vkljucitev ali ujemanj mtDNK. V splo§nem
je teZa ujemanj v sekvenci mtDNK odvisna od primera do primera in od vrste
mtDNK, ki je vkljuCena v primer. V samo omejenih vrstah okoli§¢in je ujemanje
mtDNK misljeno kot dokoncen dokaz identifikacije (50, 51). Za sedaj se to lahko
zgodi le v primerih, ko je populacija, iz katere lahko izvira potencialni vir, zaprta,
omejena le na doloCeno skupino posameznikov. Npr. v letalski nesredi, &e pride v
analizi do ujemanj primerjalnega vzorca z osebo, ki je bila na letalu in se razlikuje
od vseh ostalih, potem se ujemanje z najdenimi ostanki smatra kot pozitivna
identifikacija. Identifikacija v tem primeru ne temelji na statistiki, pa¢ pa na
procesu eliminacije, ki je odvisen od dejstva, da vzorec lahko izvira le od znane
skupine ljudi. Identifikacija Michaela J. Blassieja (4), katerega skeletni ostanki so
bili zakopani v grobnici 14 let, kot posmrtni ostanki neznanega ameriskega vojaka,
padlega v Vietnamu, je primer, ko je bila uporabljena analiza mtDNK, da razloci
med omejeno skupino razli¢nih porekel (rodov). Iz grobnice so vzeli 6 skeletnih
ostankov — nadlahtnico, medeni¢no kost in 4 rebra, da bi na njih opravili analizo
mtDNK in rezultate primerjali z referen¢nimi vzorci sedmih druZin, ki so tudi
izgubile svoje bliZnje v istem ¢asu in istem obmodju v vietnamski vojni. Ko so
sekvenco mtDNK, dobljeno iz skeletnih ostankov neznanega ameriskega vojaka,
primerjali s haplotipi sedmih druZin, je pri3lo do ujemanja le pri Blassijevi druZini
in pri nobeni drugi od ostalih 6 druZin. Ta informacija, skupaj z drugimi oko-
lis¢inami (da je bil Michael Blaissie ameriski vojak, ki je izgubil Zivljenje v
vietnamski vojni) je odlocilno vplivala, da so bili skeletni ostanki identificirani kot
Michael J. Blassie. Klju¢nega pomena je tu tudi delovanje CILHI (Central Identi-
fication Laboratory in Hawaii), ki opravlja druge identifikacije na osnovi tradi-
cionalnih metod, antropologke in zobne primerjave itd., in v primerih, ko le-te
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niso dovolj, se zahteva $e dodatna informacija z analizo mtDNK. Do februarja
1999 je bilo v ta namen analiziranih vec kot 125 mtDNK.

Bolj obi&ajno pa je, da se testiranje mtDNK vklju€uje v primere, ko populacija,
iz katere izvira potencialni vir, ni zaprta oziroma okarakterizirana, npr. pri kaznivih
dejanjih (50, 51). Takrat ne moremo podati dokoncne identifikacije in moramo
oceniti relativno pomembnost ali potencial izkljuditve (ujemanja). Ta izjava temelji
na indikacijah o relativni frekvenci doloenega tipa mtDNK v populaciji oz.
kaksna je verjetnost, da bo prislo do ujemanja med naklju¢nim posameznikom in
doloenim tipom mtDNK. Najenostavnejse sporocilo, ki ga je mogoce ugotoviti
glede na redkost mtDNK sekvence, je ugotovitev, kolikokrat je bila taka sekvenca
opaZena v razliénih bazah podatkov. To se oznacuje kot metodo Stetja (vendar s
tem ni mi§ljena ocena frekvenc) brez nadaljnjih interpretacij, saj je metoda Stetja
kot ocenitve pogostnosti doloenega tipa mtDNK Sibka metoda.

Ce se pri analizah pojavi heteroplazmija, je treba opraviti interpretacijo Se bolj
natan¢no in analizirati sporni vzorec z ve&jim $tevilom primerjalnih vzorcev, kar
ponavadi olaj$a razlago opaZenih razlik. Ce mtDNK sekvenci vzorcev v primerjavi
kaZeta heteroplazmijo (obe sekvenci sta opaZeni v vsakem vzorcu), potem se
vzorca ne moreta izkljucevati. Ce vzorca med seboj delita skupno sekvenco
mtDNK (en vzorec je homoplazmi&en, drugi je heteroplazmiCen, vendar je ena od
sekvenc enaka kot pri homoplazminem vzorcu), potem se ga zopet ne more
izkljugiti. Ce sta oba homoplazmi¢na, pa se lo¢ita le v enem nukleotidu, je potrebna
nadaljnja raziskava. Ce se pri tem ne razrefi, je rezultat neodlogen. Ko primer-
jalnega vzorca ne moremo izkljuiti kot potencialnega vira, je Zeleno, da se poda
redkost vrste mtDNK. Le-ta se poda s Stevilom, kolikokrat je bila dolocena
sekvenca (tip) vidna v bazi podatkov.

Sklep

Najvedji izziv sodne medicine in forenzi¢nih preiskav postaja prav identi-
fikacija Zrtev mnoZi¢nih nesre¢, kot so letalske nesrece, potresi, poZari, in Zrtev
mnoZi¢nih pobojev kot posledice vojaskih konfliktov ali diktatorskega reZima, ki
so ostale neodkrite mnogo let. Pozitivna identifikacija Cloveskih posmrtnih ostan-
kov se primarno dolo¢a na osnovi daktiloskopskih, odontologkih in antropoloskih
analiz. Vendar v primerih, ko je mehko tkivo Ze povsem razgrajeno ali ko pri-
merjalna analiza zobnega statusa ali skeleta ni mogoca, ko so na voljo le Se delni
skeletni ostanki, deli okostij z nedolo¢ljivimi znalilnostmi ter zelo razgrajeni,
izsu$eni in zogleneli Eloveski ostanki, so podatki, dobljeni iz teh sledi, preskromni
za pozitivno identifikacijo. Genetski identifikacijski testi s preiskavo polimor-
fizmov DNK pa v vecini teh primerov omogocajo identifikacijo.

Mnogo skupin je uspe$no izvedlo identifikacijske DNK teste tako z analizo
mikrosatelitov jedrne DNK kot tudi nukleotidnega zaporedja kontrolne regije
mitohondrijskega genoma. Npr. pri identifikaciji posmrtnih ostankov cesarske
dru¥ine Romanov, Josefa Mengeleja, neznanega ameriSkega vojaka, padlega v
Vietnamu, doloitve vseh 229 umrlih v letalski nesre¢i §vicarskega letala, ki je
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padlo v morje pri Novi Skotski itd. Metode za uspesno izolacijo jedrne kot tudi
mitohondrijske DNK iz zelo starih kosti in zob so dolo&ene. Molekularne metode,
ki se uporabljajo v forenzic¢nih identifikacijskih testih, so standardizirane. Obenem
pa sta skupini EDNAP in TWGDNA uzakonili temeljna navodila za interpretacijo
analiz polimorfizmov mikrosatelitov jedrne DNK kot tudi nuleotidnega zaporedja
mtDNK.

Dejstvo je, da analiza DNK ostaja v nekaterih primerih, kot je identifikacija
posmrtnih ¢loveskih ostankov v mnoZi¢nih grobii¢ih ali pri mnoZi¢nih nesrecah,
edina moZnost. Izjemna ucinkovitost analiz DNK nam daje upanje, da bo skupaj s
tradicionalnimi metodami lahko povecala verjetnost pozitivne identifikacije zelo
tezkih primerov, ¢e so na voljo primerni sorodniki. Analize mtDNK se uspe§no
uporabljajo za doloCitev sorodstvenih povezav predvsem takrat, ko so Zrtev in
sorodniki loceni nekaj generacij, medtem ko analize mikrosatelitov omogodajo
zanesljivo dolocitev bliznjih sorodstvenih povezav kot so starSi—otrok, bratje—
sestre.

Dokazi, zbrani na podlagi forenzi¢nih preiskav, so pomembni za ugotavljanje
sorodstvenih povezav in prepoznavo pogreSanih. Za vsakega posameznika je zelo
bolece, da ne ve, kje leZi ljubljeni. Prav tako pa je tudi za drZavo pomembno, da
ve, kaj se je zgodilo z njenimi vojaki. Do leta 1992 je bilo med razli¢nimi vojaskimi
misijami ve¢ kot 86.000 Ameri¢anov pogreSanih. Zato je vlada ZDA vloZila veliko
truda, da bi razreSila usodo vsakega pogresanega ameriSkega drZavljana. Na tisoCe
posmrtnih ostankov so odkrili in poslali v laboratorij CILHI, ki izvaja identifikacije
na osnovi tradicionalnih metod (antropoloskih in odontolo$kih). Njemu v pomo¢
pa so leta 1991 ustanovili Se AFDIL, ki za identifikacijo uporablja analize DNK
(predvsem mtDNK).

Prav tako so se po vsem svetu ustanovile razline mednarodne forenzicne
skupine, sestavljene iz antropologov, patologov, obducentov in DNK forenzi¢nih
strokovnjakov, ki delujejo na obmodcju vojaSkih konfliktov (Ruanda, Kosovo,
Bosna, Gvatemala Argentina), da zberejo ¢im ve¢ podatkov, pomagajo pri pre-
poznavi oseb v razli¢nih mnoZi¢nih grobiscih ter sodii¢em pri kazenskem prega-
njanju posameznikov za zlocine proti ¢loveStvu. Eno novejsih skupin je ustano-
vilo Mednarodno zdruZenje za pogre$ane osebe (International Commission on
Missing Persons) za identifikacijo oseb, pogreSanih v zadnji vojni v Bosni s
sedezem v Sarajevu. V bliZnji prihodnosti nameravajo opraviti 120.000 mtDNK
analiz, kar je vec, kot jih obsega celotna svetovna baza podatkov.
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