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Prispevek na pregleden nacin predstavlja forenzi¢ne genetske preiskave, ki se opravljajo v Slo-
veniji in tujini. V laboratoriju za molekularno genetiko Instituta za sodno medicino preverjamo
bliznje in daljne sorodstvene odnose ter opravljamo identifikacijo bioloskih sledi v krimina-
listiki in identifikacijo neprepoznavnih in skeletiziranih ¢loveskih posmrtnih ostankov v ru-
tinskih sodnomedicinskih preiskavah in tudi v grobiscih iz ¢asa 2. svetovne vojne in povojnih
pobojev ter arheoloskih najdis¢ih. V medicinskih preiskavah opravljamo identifikacijo tkiv-
nih vzorcev ob sumu na njihovo zamenjavo, spremljamo uspe$nost transplantacije kostnega
mozga in drugih krvotvornih mati¢nih celic ter dolo¢amo eno- oz. dvojajéne dvojcke. V pris-
pevku opisujemo razlicne genetske oznacevalce, ki jih v forenzi¢ni genetiki zaradi njihove varia-
bilnosti preiskujemo. Pri jedrni avtosomski DNA in kromosomu Y preiskujemo dolZinske
polimorfizme podrocij kratkih tandemskih ponovitev, pri mitohondrijski DNA pa sekvenc-
ne polimorfizme dveh variabilnih podrocij kontrolne regije mitohondrijske DNA. Opisanih
je veliko genetskih preiskav, ki so bile opravljene z namenom identifikacije Zrtev mnozi¢nih
katastrof (tako naravnih kot tistih, ki so bile posledica ¢loveskega nasilja), z namenom raz-
krivanja zgodovinskih dejstev in identifikacije znanih osebnosti ¢loveske zgodovine.

ABSTRACT
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This article describes forensic genetics investigations performed in Slovenia and abroad.

At the Molecular Genetic Laboratory of the Institute of Forensic Medicine, close and distinct

kinship analyses are performed, biological stains are analyzed in casework, and human ske -
letal remains are identified from forensic investigations, World War II mass graves and archeo-

logical sites. Identification of tissue samples is performed in clinical examinations whenever

a suspicion of exchange appears. Furthermore, hematopoietic cell chimerism is monitored

after bone marrow transplantations, and zygosity in twins is determined before transplan-

tations. The paper describes variable genetic markers used in forensic genetics. Whenever

nuclear autosomal and Y chromosome Short Tandem Repeat loci are used, length polymorp -
hisms are traced. In the variable control region of the mitochondrial DNA, sequence polymorp-

hisms are analyzed. In the paper, the most famous genetics investigations for the reconstruction

of historical cases are presented, some mass disaster victimidentifications are listed, and some

identifications of notabilities of our past are described.
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Na Institutu za sodno medicino Medicinske
fakultete Univerze v Ljubljani (ISM) Ze od
leta 1996 opravljamo molekularnogenetske
preiskave za identifikacijo oseb in biologkih
sledi ter preverjamo sorodstvene povezave.
Prvotne preiskave smo usmerili v raziskave
polimorfizmov mikrosatelitskih podrocij avto-
somske jedrne DNA, sledile so jim raziskave
polimorfizmov mikrosatelitskih podrocij kro -
mosoma Y in pred nekaj leti preiskave poli -
morfizmov mitohondrijske DNA (mDNA), saj
tipizacija jedrne DNA pri starih in slabo ohra-
njenih bioloskih materialih zaradi moc¢ne
razgradnje ni bila vedno uspesna (1-5).

Za preverjanje sorodstvenih povezav
(zlasti spornih oletovstev) in identifikacijo
oseb iz razmeroma dobro ohranjenih biolos-
kih materialov izoliramo genomsko DNA iz
naslednjih bioloskih vzorcev: kri in krvni
madeZi, slina in sledovi sline v kriminalistic-
nih primerih (cigaretni ogorki, postne znam-
ke, zobne $c¢etke), tkiva, odvzeta pri obdukciji,
sperma in vaginalni brisi, odvzeti po posils-
tvu, lasje z lasno korenino, prhljaj, citoloski
in histoloski preparati, tkiva, vpeta v para-
finske bloke, epitelijske celice na prstnem
odtisu (kontaktne sledi) itd. Iz starih biolos-
kih materialov (skeletni ostanki, zobje), slabo
ohranjenih bioloskih vzorcev (v eksplozijah,
poZarih ali prometnih nesrecah zoglenela in
moc¢no poskodovana trupla), iz starega fece-
sa ter mikrosledov v kriminalisti¢nih prime -
rih (izpadli lasje, ki so obicajno brez korenin)
pogosto ni mogoce izolirati dovolj kvalitetne
jedrne DNA za uspe$no tipizacijo mikrosa -
telitskih podrodij, pri¢akujemo pa lahko
uspesno tipizacijo mDNA.

Ob metodi genetskega profiliranja jedr -
ne DNA nam tipizacija mDNA v rutinskih
preiskavah omogoca celosten pristop k mo-
lekularnogenetskim identifikacijam bioloske -
ga materiala v sodni medicini in kriminalistiki.
Tako smo v zadnjih letih uspe$no identifici -
rali Zrtve povojnih mnoZi¢nih grobis¢ (6-10).
Genetsko smo obdelali §tiri grobisca, za katera
so bili na razpolago poimenski seznami Zrtev,
na osnovi katerih smo lahko zbrali primerjal-
ne vzorce ustnih sluznic Se Zivecih sorodnikov.
Najvedje grobisce, ki smo ga molekularnoge-
netsko obdelali, je bilo grobis¢e Konfin I, iz

katerega so leta 2006 izkopali skeletne ostan-
ke 88 Zrtev, za katere smo uspeli pridobiti bri-
se ustnih sluznic $e Zivec¢ih bliznjih in daljnih
sorodnikov za 44 7rtev. Za preiskave smo upo -
rabili stegnenice, katerih genetske profile
smo primerjali s $e Zive¢imi sorodniki. Ob pri-
merjavi genetskih profilov kosti s $e Zivecimi
sorodniki smo pri 32 kosteh zasledili ujema-
nje z referencnimi osebami (sestrami, brati,
héerami, sinovi, bratranci in necdaki) in
pri vseh izracunali verjetnost sorodstva, ki
je presegala vrednost 99,9 %, kar po medna-
rodnih priporocilih zadostuje za pozitivno
identifikacijo. Dokazali smo, da je ob preiska-

vi veCjega Stevila genetskih oznacevalcev

(avtosomski mikrosateliti, mikrosateliti kro-

mosoma Y in kontrolna regija mDNA) in

vkljucitvi bliZnjih in daljnih sorodnikov Zrtev

v analizo mogoce pozitivno identificirati

Jrtve 2. svetovne vojne, za katere je zaradi

Casovne oddaljenosti tezko pridobiti Se Zive-

Ce bliznje sorodnike. Molekularnogenetska

identifikacija Zrtev grobi$¢a Konfin I je objav-

Jjena v najuglednejsi svetovni forenzi¢ni revi-

ji International Journal of Legal Medicine (10).

Trenutno poteka v Laboratoriju za moleku-

larno genetiko ISM molekularnogenetska

identifikacija skeletnih ostankov domnev-
nih ¢lanov rodbine Auersperg iz 17. stoletja.

Te kosti in zobe obdelujemo po postopkih, pri-

mernih za starodavne skeletne ostanke, pri

katerih je zlasti pomembna popolna demine-

ralizacija (11).

Na ISM opravljamo naslednje forenzi¢no -

genetske preiskave (6-10, 12-17):

* preverjanje sorodstvenih odnosov (bliZnji
sorodstveni odnosi, kot so sporna ocetov-
stva, in daljne sorodstvene povezave),

* identifikacija bioloskih sledi v kriminalistic -
nih primerih (umori, posilstva, ropi, rekon -
strukcije prometnih nesrec in iskanje sledi
voznika itd.),

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

* identifikacija tkivnih vzorcev,

* spremljanje uspesnosti transplantacije kost -
nega mozga in drugih krvotvornih matic-
nih celic,

* dolocanje, ali sta dvojcka eno- ali dvojaj¢na,
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* preverjanje identitete bioloskih vzorcev,
odvzetih za alkoholimetri¢ne ali toksiko-
loske preiskave,

* identifikacija Zrtev 2. svetovne vojne in
povojnih pobojev in

* identifikacija skeletnih ostankov iz arhe-
ologkih najdis¢.

Molekularnogenetske metode za identifi-

kacijo bioloskega materiala in preverjanje

sorodstvenih povezav se od zacetka devetdese-
tih let uporabljajo v sodnomedicinskih, kri-
minalisti¢nih, paleoantropoloskih in gene -
aloskih Studijah, pa tudi v §tudijah muzejskih

Zivalskih in rastlinskih materialov (18, 19).

Z metodo genetskega profiliranja dolo¢amo

alelne vzorce oz. genetske profile jedrne DNA.

Ta metoda nam prvi¢ v zgodovini omogoca

pozitivno identifikacijo in ne le izkljuditve. Vse

predhodne metode so namre¢ uporabljale
serologke in biokemi¢ne oznacevalce, ki so
imeli prenizko variabilnost, da bi lahko natanc -
no dolo¢ili identiteto vzorca (20). Zelo uspe -
$no uporabo polimorfizmov DNA je omogo-

C¢ilo odkritje verizne reakcije s polimerazo

(angl. polymerase chain reaction, PCR), pri

kateri polimorfne odseke DNA pomnoZimo

v milijon ali vec¢ kopijah. Tako je danes mogo-

¢a uspesna identifikacija las, sline iz cigaret-

nega ogorka, sline iz po$tne znamke, prhljaja,
epitelijskih celic na prstnem odtisu (kon-
taktne sledi) in paleoantropoloskega biolos-

kega materiala (21).

Uspesnost genetskih identifikacijskih
metod je odvisna od koliine in kvalitete
izolirane DNA in torej od ohranjenosti bio -
loskega materiala, ki ga Zelimo preucevati. Pri
svezih tkivih in sorazmerno dobro ohranje -
nih biologkih vzorcih z metodo genetskega
profiliranja analiziramo dolZinske polimorfiz-
me jedrne DNA (avtosomske kromosome in
kromosom Y). Pri starih in problemati¢nih
vzorcih pa se lahko zgodi, da zaradi moc¢ne
razgradnje jedrne DNA ni mogoce pridobiti
v zadostnih koli¢inah. V takih primerih upo -
rabimo sekvencne polimorfizme mDNA.
Problemati¢ne bioloske vzorce predstavljajo
stari skeletni ostanki in zobje, slabo ohranje-
ni ali mo¢no poskodovani ¢loveski posmrtni
ostanki (v letalskih, Zelezniskih in prometnih
nesrecah, eksplozijah in pozarih zoglenela in
moc¢no poSkodovana trupla, Zrtve naravnih
nesre¢, teroristi¢nih napadov ali vojn), stari

nohti, feces in urin ter mikrosledovi v krimi-
nalisti¢nih primerih (zlasti izpadli telogeni las-
je, ki jih kriminalisti pogosto najdejo na kraju
kaznivega dejanja) (5).

PREISKAVE JEDRNE DNA

Na jedrni DNA opravljamo dve vrsti preiskav.
Prva je preiskava avtosomskih kromosomov,
druga pa preiskava spolnih kromosomov, zla -
sti moskega spolnega kromosoma Y. Oba tipa
preiskav uporabljamo za reSevanje razlicnih
sodnomedicinskih primerov. Vzrok za to so
razlike v na¢inu dedovanja avtosomov in kro -
mosoma Y ter velike razlike v diskriminacij-
skem potencialu (moci razlikovanja) obeh
tipov preiskav (22).

Aviosomska DNA

Avtosomska DNA je najbolj polimorfna, zato
jo najpogosteje preiskujemo tako pri prever-
janju bliznjih sorodstvenih povezav kot pri
identifikacijskih testih. Avtosomski genetski
profil lahko dolo¢imo vsem biologkim vzor-
cem, ki vsebujejo celice s celiénim jedrom,
v katerih se nahaja DNA. Analiziramo mikro-
satelite ali kratke tandemske ponovitve (angl.
short tandem repeat, STR). Podro¢ja STR pred -
stavljajo individualno najbolj specifi¢ne odse-
ke cloveskega genoma. Njihova variabilnost
znotraj populacije je tako visoka, da lahko
z uporabo vedjega Stevila podrocij STR med
seboj razlikujemo kateri koli osebi razen eno-
jaj¢nih dvojckov, katerih dednina je identic -
na. Pripadajo nekodirajo¢i DNA in ne kodirajo
beljakovin ter so raztreseni po vsem genomu.
So nevtralni, kar pomeni, da ne nosijo nobe -
ne informacije o fenotipskih lastnostih posa-
meznika in nam omogocajo le ugotavljanje
identitete. Podroc¢ja STR imajo obliko kratkih,
tandemsko ponovljenih nukleotidnih zapore -
dij, osnovnih motivov, ki se ponavljajo v Stevil-
nih identi¢nih ali sorodnih kopijah. DolZinski
polimorfizem podrocij STR torej temelji na
variacijah v $tevilu ponovitev osnovnega moti -
va. Ljudje se med seboj razlikujemo v tevilu
ponovitev osnovnega motiva preiskovanih
podrocij STR. Na vsakem avtosomskem podroc -
ju STR imamo dva alela. Enega smo podedo -
vali po materi in drugega po ocetu. Alele
oznacujemo s Stevilkami, ki predstavljajo $te -
vilo ponovitev osnovnega motiva. Forenzi¢ -
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otetov [N AATG | ANTG | AATG [ ANTG [AATG [AATG [AATG [anTG [RRRRN 8 ponovitey (alel 8)

materin [0 AATG | AATG | AATG | AATG [ATe R 5 ponovitev (alel 5)

oetov [0 AATG | AATG | AATG |ANTG [ATG [AnTe [N 6 ponovitev (alel 6)

homologna

OSEBAT kromosoma
homologna

O0SEBA2  kromosoma

materin [J0 AATG | AATG [ AATG [ AATG |AATG [AATG [AATG [AATG [AATG [ 9 ponovite (alel 9)

Slika 1. Shematski prikaz dolzinskega polimorfizma lokusa kratkih tandemskih ponovitey (STR).

na podro¢ja STR imajo v glavnem osnovni
motiv dolZine 4 nukleotidov, njihova skupna
dolZina pa ne presega 400 nukleotidov (22).

Na sliki 1 je shematsko prikazan dolZin-
ski polimorfizem enega od podrodij oz. loku-
sov STR. Osnovni motivi so obarvani rumeno,
njihovo nukleotidno zaporedje je AATG,
mejna podrodja lokusa pa so obarvana modro.
Obe prikazani osebi imata zaradi razlicnega
Stevila ponovitev osnovnega motiva na loku-
su razli¢no dolge alele. Tako ima oseba 1 na
enem kromosomu 8 ponovitev osnovnega
motiva in na homolognem kromosomu 5 po -
novitev, oseba 2 paima 6 in 9 ponovitev osnov-
nega motiva.

Rodovniske analize so pokazale, da se
podrodja STR razporejajo neodvisno s 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 oce -
ta. Na tej osnovi temeljijo preverjanja spor -
nih ocetovstev in druge preiskave, pri katerih
ugotavljamo bliZnje sorodstvene povezave
med posamezniki. Identifikacijski testi, pri
katerih i¢emo popolno identi¢nost genetskih
profilov analiziranih vzorcev in jih najpogo -
steje uporabljamo v kriminalisti¢nih prime -
rih, pa temeljijo na predpostavki, da imajo vsa
tkiva posameznika enak genotip. Po pomno -
Zitvi vedjega Stevila podrocij STR v veriZni
reakciji s polimerazo in locitvi produktov reak -
cije s kapilarno elektroforezo, dobimo indi -
vidualno specifi¢en alelni vzorec ali genetski
profil (imenujemo ga tudi profil DNA ali pro -

fil STR) preiskovanih mikrosatelitov posamez-
nika ali bioloske sledi.

Genetski profil grafi¢no prikazemo v ob-
liki elektroferograma, na katerem vsak vrh
ustreza enemu alelu podro¢ja STR. Os x nam
podaja dolZino fragmentov DNA (aleli so
oznaceni s Stevilom ponovitev osnovnih moti-
vov), 0s y pa intenziteto fluorescentnega sig-
nala v relativnih enotah fluorescence (RFU).
Elektroferogram v obliki, kot je prikazan na
sliki 2, oddamo kot kon¢ni rezultat genetske
preiskave. Na sliki 2 je prikazan produkt reak-
cije AmpFISTR Identifiler (Applied Biosystems),
v kateri smo pomnozili 15 podrocij STR avto-
somske jedrne DNA, ki smo jo pridobili iz leve
stegnenice skeleta 3, najdenega v povojnem
grobi$¢u pod StorZicem.

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 ujemanju genetskih profilov pa
potrdimo skupen izvor vzorcev. S preiskavo
15 avtosomskih podrocij STR dosegamo pri
identifikacijskih testih verjetnost ujemanja
priblizno od 107 do 107 (to je verjetnost, da
bosta imeli dve naklju¢no izbrani in sorod-
stveno nepovezani osebi identi¢en genetski
profil na preiskovanih 15 podroc¢jih STR). Pri
preverjanju spornih oCetovstev pa dosegamo
verjetnost oCetovstva, ki v glavnem presega
vrednost 99,999 %. Po mednarodnih priporo -
¢ilih mora za potrditev sorodstvenega odno-
sa ta verjetnost presegati vrednost 99,9 %.



MED RAZGL 2011; 50

[Eime=rnies e }ﬂ H -
(LGOI M TTAse e
[ 1T —ERET | [ Oma ] [
oa Rl = i k] 3
1 i i il A ] kb LA i
11 | 3 31 1ill'
[13] |21 % 0 11
! —
L ez | [ Cwwn || iemEE § miwtsge | [ wweam |
bt v I cr.d . .
Tl
,..L _.l._l P .“. i m piriig it Biiigi I i
V14 ﬁ_ i T F EIJ
1 T 12 23
_LEH FIE |- EI!EJ Il W -
IZE: m:&:n Ll )
k. am
=
e s i l]l ki .! .!. A il. & i
3] 18 HE
[ig [z 13] .
(L SOETS [FOW SToREE [ L i |
B s == P 5 |
_T_ e R 3 = _I'E x| ]
1
‘:r ] i l i & 5 CR= Lo il
X {12 15 .l
i =l

Slika 2. Elektroferogram genetskega profila, ki smo ga pridobili iz leve stegnenice skeleta 3, najdenega v povojnem grobiscu pod Stor-

Zicem. Za pomnoZevanje podrocii STR smo uporabili komplet AmpFISTR Identifiler™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems), s ka -

terim smo v posamezni reakdiji socasno pomnoZili 15 podroci STR in odsek amelogeninskega gena, ki omogoca dolocitev spolo. Z modro
barvo so oznacena 4 podrocja STR (od najkrajSega do najdaliSega si sledijo po velikosti v naslednjem vistnem redu: D8S1179, 021511,
D75820 in (SF1P0), z zeleno 5 podrocij STR (D3S1358, THOT, D135317, 0165539 in D251338), s ¢ino 4 podrocia STR (D195433,
vIWA, TPOX in D18S51) in z rdeco 2 podrodji STR (055818 in FGA) ter odsek amelogeninskega gena, homolognega kromosomoma
Xin'Y, ki omogoca dolocifev spola. STR — kratke tandemske ponovitve.

Preverjanje sorodstvenih povezav

Najpogosteje uporabljamo teste ugotavlja -
nja bliZnjih sorodstvenih povezav za prever -
janje starSevstva oz. spornih ocetovstev, saj
obiajno materinstva niso sporna (razen pri
detomorih). Ocetovstvo potrdimo, ko je potr-
ditev prisotna na vseh 15 podrogjih STR,
izklju¢imo pa, ko so izkljucitve prisotne na vsaj
treh analiziranih podrocjih STR. Izkljucitev
na enem ali dveh podro¢jih bi namre¢ lahko
bila posledica naklju¢ne mutacije. Poleg pre -
verjanja spornih ocetovstev so testi dokazo-

vanja bliznjih sorodstvenih povezav uporab -
ni tudi za reSevanje imigracijskih primerov,
s katerimi se je v preteklosti v Evropi najpo -
gosteje sreCevala Velika Britanija (23). Po bri -
tanskem zakonu imajo imigranti s stalnim
bivali¢em pravico zahtevati stalno bivalisce
tudi za najbliZje sorodnike, pri ¢emer morajo
dokazati prvostopenjsko sorodstveno poveza-
vo. Poleg tega te teste uporabljamo za prever -
janje druzinskih sorodstvenih odnosov
v grobiscih (primer je identifikacija ruske vla -
darske druZine Romanov) in za identifikacijo
posmrtnih ostankov z reverznimi testi star -
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Sevstva. Pri teh testih preverjamo, ali imajo
posmrtni ostanki domnevnega sina ali hce-
re genetski profil, ki ustreza genetskemu
profilu otroka $e Zivec¢ih analiziranih starSev.
Uporabljamo jih pri masovnih katastrofah, kot
so letalske nesrece in potresi, ter pri identi-
fikacijah posmrtnih ostankov v mnozZi¢nih
grobis¢ih. Pri vseh masovnih katastrofah,
pri katerih za¢nejo z identificiranjem pogre-
$anih oseb neposredno po nesreci (letalske
nesrece, teroristi¢ni napad na Svetovni trgo-
vinski center v New Yorku leta 2001 itd.), so
za genetske preiskave najprimernejsi referenc-
ni oz. primerjalni vzorci osebni predmeti
(zobne $¢etke, glavniki, brivniki), ki jih naj-
demo v domovih pogresanih oseb. Tovrstni
vzorci nam namre¢ omogocajo neposredno
primerjavo genetskih profilov v smislu iska-
nja identi¢nosti, kar je zaradi majhnega Stevi-
la referenénih vzorcev z ekonomskega vidika
najracionalnejsi pristop.

Pri zastarelih masovnih katastrofah (mno-
7i¢na grobisca iz Casa 2. svetovne vojne in
povojnih pobojev v Sloveniji, mnoZi¢na gro-
bisc¢a v BiH itd.) pa osebnih predmetov pogre-
$anih po vrsti let ni ve¢ mogoce zbrati, zato
nam kot referencni vzorci sluzijo njihovi Se
Zivedi sorodniki. Identiteto pogresanega oz.
Zrtve najlazje dolo¢imo, ¢e imamo na voljo
primerjalne vzorce bliznjih sorodnikov. Ce teh
ni, moramo za uspe$no genetsko identifika-
cijo (pri kateri poleg avtosomskih podrocij
STR preiskujemo e podrocja STR, vezana na
kromosom Y in mDNA) zbrati ¢im vedje Ste -
vilo sorodnikov pogre$ane osebe (za primer -
javo kromosoma Y sorodnike po ocetovi liniji,
za primerjavo mDNA pa sorodnike po mate -
rini liniji), kar mo¢no poveca stroske tovrst -
nih preiskav.

Velikokrat se uporablja jedrne polimorfiz -
me za identifikacijo Zrtev mnoZi¢nih nesrec,
kot so naravne katastrofe (potresi, poplave,
pozari, cunamiji), letalske in Zelezniske nesre -
Ce ter teroristi¢ni napadi (24-30). Tako so
Olaisen in njegovi sodelavci identificirali
139 od skupno 141 ruskih in ukrajinskih Zrtev
letalske nesrece, ki se je zgodila avgusta 1996
v Spitsbergnu (25). Uspes$nost identifikacije
s pomocjo analize DNA je v celoti odvisna od
razpoloZljivosti referenc¢nih vzorcev. Le dve
Zrtvi nista imeli bliZnjih sorodnikov, zato jih
s tipizacijo DNA niso mogli identificirati, pri

drugih Zrtvah pa je bila identifikacija uspe-
$na. Genetske profile, ki so jih dobili iz moc¢no
poskodovanih delov teles, so primerjali z ge-
netskimi profili bliznjih sorodnikov. Najpri-
mernejsi referencni 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 refe-
rencne 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 (110.000 USD
o0z. 3-5% cene celotne operacije) se je izkaza-
la kot izredno primerna identifikacijska meto-
da pri mnoZi¢nih katastrofah (25). S preiskavo
jedrne DNA poteka identifikacija Zrtev mno-
Zi¢nih pobojev na ozemlju bivse Jugoslavije
(31, 32). Prav tako je s tipizacijo jedrne DNA
Jetfreys s sodelavci identificiral nacisti¢nega
zdravnika Josefa Mengeleja (referencni ose-
bi sta bila sin in Zena) (33).

Identifikacija celi¢ne populacije po
presaditvi kostnega mozga in drugih
krvotvornih mati¢nih celic ter dolo¢anje
eno- oziroma dvojajénih dvojckov

Dolocanje izvora celi¢ne populacije po trans-
plantaciji kostnega mozga je pomembno za
nadzorovanje uspes$nosti presaditve. Bolnika
in darovalca presadka tipiziramo pred trans-
plantacijo (dolo¢imo genetske profile na
podrodjih STR), po transplantaciji pa pri
bolniku v dolo¢enih ¢asovnih intervalih pre-
verjamo razmerje med bolnikovimi in daro -
val¢evimi populacijami levkocitov. Uspes$nost
transplantacije potrdimo, ko se v bolnikovi
krvi pojavi genetski profil darovalca. Z ugo-
tavljanjem razmerja med genetskim profilom
bolnika in darovalca lahko dolo¢imo stopnjo
veepitve presadka. Tovrstna informacija je
zelo uporabna v zgodnji potransplantacijski
fazi, saj omogoca odlocitev za dodatno zdrav -
ljenje, ki prepreci neuspes$no transplantaci -
jo oz. ponoven pojav bolezni (34).

Dolocanje eno- ali dvojajénih dvojckov je
pomembno ob potrebi po transplantaciji dolo-
&enega tkiva ali organa. Ce se dvojcka popol -
noma ujemata v genetskih profilih, smo
tipizirali enojajéna dvojcka.
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Identifikacijski testi

Avtosomska podrocja STR so poleg preverja-
nja sorodstvenih odnosov izredno uporabna
za identifikacijske teste, pri katerih ne sprem-
ljamo nacina dedovanja, ampak nas zanima,
ali se genetski profili analiziranih vzorcev med
seboj ujemajo. Najpogosteje jih opravljamo
v kriminalisti¢nih primerih, kot so umori, posil-
stva, ropi, pretepi, rekonstrukcije prometnih
nesrec, iskanje sledi voznika ipd. Osumljen-
Cev genetski profil primerjamo z genetskimi
profili bioloskih sledi, najdenih na kraju kaz -
nivega dejanja. Da lahko potrdimo vpletenost
osumljenca v kaznivo dejanje, se mora njegov
genetski profil popolnoma ujemati z genet-
skim profilom bioloske sledi (35-37). Enako
nacelo 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 (ge-
netski profil biopsijskega vzorca primerjamo
z genetskih profilom bolnika). Tipizacijo DNA
uporabimo tudi za preverjanje identitete
bioloskih vzorcev, odvzetih za alkoholimetric¢-
ne ali toksikologke preiskave v primerih, ko
se preiskovanci z rezultati preiskav ne strinjajo
in izrazijo dvom o istovetnosti preiskovane-
ga bioloskega vzorca. Na osnovi ponovnega
odvzema telesnih tekocin (krvi, sline) preisko-
vancu ter pridobitvi DNA iz preiskovancevih
biologkih vzorcev in arhiviranega vzorca opra -
vimo tipizacijo avtosomske jedrne DNA in
pridobljene genetske profile med seboj pri -
merjamo.

Opravljeni tipizaciji podrocij STR sledi
interpretacija rezultatov oz. ocena moci genet -
skega dokaza. Ce se genetski profil osumljen -
ca (ali bolnika ali preiskovanca) in genetski
profil bioloske sledi (ali spornega tkivnega
vzorca ali arhiviranega vzorca za alkoholime -
tri¢ne oz. toksikoloske preiskave) ujemata, nas
zanima, kak$na je verjetnost, da imata oba
genetska profila isti izvor, oz. kak$na je ver-
jetnost, da ima naklju¢no izbrana oseba iz slo-
venske 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 empiricno in teme-
Jji na populacijskih podatkih. Za oceno moci
genetskega dokaza potrebujemo za vsako
podrodje STR opravljeno populacijsko $tudijo
na slovenski populaciji z izra¢unanimi alel-
nimi frekvencami ter preverjeno neodvisnost-
jo genetskih podatkov znotraj posameznega
podrogja in med podrodi STR (1, 2, 12). Ce
je populacijski vzorec velik, bo empiri¢no
dolocena verjetnost oz. frekvenca doloce-
nega genetskega profila zelo dober priblizek
resni¢ni frekvenci. Pri izra¢unavanju frekven-
ce genetskega profila v populaciji uporablja-
mo »pravilo produktac, ki ga podaja verjetnost
kombiniranih dogodkov. Ce so dogodki neod-
visni, je skupna verjetnost, da se vsi zgodijo
skupaj, produkt verjetnosti posameznih dogod-
kov. V forenziki predstavljajo dogodke posa-
mezna podrocja STR. Ker morajo biti dogodki
naklju¢ni in med seboj neodvisni, se podrocja
STR ne smejo dedovati vezano (leZati morajo
na razli¢nih kromosomih ali ¢im dlje narazen
na istem kromosomu). Frekvenco genotipa na
enem podro¢ju STR ocenimo kot produkt alel -
nih frekvenc (za homozigota je ta frekvenca
p?, za heterozigota pa 2pq). Skupno frekven-
co genetskega profila na vseh analiziranih
podrodjih STR pa ocenimo kot produkt frek-
venc genotipov posameznih podrodij. Frekven-
ca genetskega profila predstavlja verjetnost,
s katero pride v populaciji do naklju¢nega uje-
manja dveh profilov sorodstveno nepoveza-
nih oseb. Frekvenca je majhna, e je v profil
vkljucenih veliko podrocij STR (pri tipizaci -
ji 15 podrodij STR priblizno od 107 do 107%).
Ujemanje dveh genetskih profilov statisticno
ovrednotimo z verjetnostnim razmerjem, ki
ga oznacimo s kratico LR (angl. likelihood ratio)
in je obratno sorazmerno frekvenci genetske-
ga profila: LR = 1/frekvenca genetskega profi -
la (2). Priizracunu LR primerjamo verjetnost
dogodka, da bioloska sled pripada osumljen -
cu (Stevec), in verjetnost dogodka, da biolo$ -
ka sled pripada naklju¢no izbrani osebi iz
slovenske populacije (imenovalec). Verjetnost
v §tevcu je 1, verjetnost v imenovalcu pa je
enaka frekvenci genetskega profila. Verjet -
nostno razmerje nam pove, kolikokrat bolj
verjetno je, da bioloska sled pripada osumljen -
cu, kot da pripada naklju¢no izbrani osebi iz
slovenske populacije. Na nasem institutu ga
racunamo s pomocjo statisticnega programa

331



332

I. ZUPANIC PAINIC FORENZICNA GENETIKA | MED RAZGL 2011; 50

DNA VIEW v.29.48 (2011) avtorja C. H. Bren -
nerja (38).

Avtosomska podrocja STR so zaradi rekom-
binacije v molekularnogenetskih 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 omo-
gocajo sledenje ocetovi liniji, in preiskave
mDNA, s katero lahko sledimo materini lini-
ji. Ker biologko materinstvo v nasprotju z bio-
loskim ocetovstvom po navadi ni sporno, so
vsekakor rezultati, ki jih dobimo s preiskavo
mDNA, zanesljivej$i od rezultatov preuce-
vanja kromosoma Y. Verjetnost, da je nekje
v predniski ocetovi liniji prislo do nebiolos-
kega ocetovstva zaradi nezvestobe, posilstev
ali posvojitev, je v ZDA priblizno 5 %. Ni veli -
ko, vendar bi lahko po 10 generacijah verjet-
nost, da bi v krvni liniji prislo do dogodka, ki
ga genetiki imenujemo nebiolosko oletovstvo,
presegla 50 %.

Kromosom Y

V sodnomedicinskih in kriminalisti¢nih prei -
skavah se je irSa uporaba podrocij STR, veza -
nih na kromosom Y (Y-STR), zacela leta 1996.
Kromosom Y je haploiden in se deduje po oce-
tu, kar nam omogoca sledenje ocetovi liniji.
To pomeni, da lahko v preiskave vklju¢imo le
moske, saj ga Zenske nimajo. Kromosom Y
nima kromosomskega partnerja, s katerim bi
se pri meiozi rekombiniral (izjema sta dve
majhni psevdoavtosomski podrodji, ki se rekom -
binirata s kromosomom X), zato se z oCeta na
sina prenasa v identi¢ni obliki. Edine spre -
membe na kromosomu Y povzrocajo redke
mutacije. Ko pride do mutacije, se zaradi
odsotnosti rekombinacije le-ta ohrani in pre -
nese na naslednjo generacijo. Zato vsebuje
vsak kromosom Y zapis vseh mutacijskih
dogodkov, do katerih je prislo na Y kromoso -
mih prednikov mnogo let nazaj. Kadar preu -
¢ujemo rodovnike znotraj 8-9 generacij, je
mutacijska stopnja kromosoma Y zelo nizka
(1,9-5,4 x 10™ na nukleotid/leto) (39).
Kromosom Y nam omogoca resevanje t.i.

pomanjkljivih spornih ocetovstev, kjer bioloski
material domnevnega oleta ni na razpolago
za analizo, namesto njega pa lahko testiramo
njegove moske sorodnike, katerih kromo -
som Y je identicen (oCeta, dedka, brate, stri-

ce). Zal pa lahko na ta na¢in preverjamo spor-
na ocetovstva le, ko je otrok moskega spola.
Ce se haplotipi kromosoma Y testiranih oce-
tovih sorodnikov po ocetovi strani razlikujejo
od otrokovega haplotipa, govorimo o izklju-
¢itvi. 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 vklju-
¢imo tudi daljne sorodnike po ocetovi liniji,
hkrati pa lahko s pomocjo kromosoma Y pri
bliznjih sorodnikih, npr. bratih, pove¢amo
izra¢unano statistino verjetnost sorodstva
med Zrtvijo in e Zivecim sorodnikom (40).

Diskriminacijska moc za Y specificen iden-
tifikacijski sistem je bistveno niZja od avtosom -
skega sistema, ki nam daje edinstven genetski
zapis. Sistem, specifi¢en za kromosom Y, nam
da haplotip, ki je identi¢en vsem moskim sorod-
nikom po ocetovi liniji (o¢etu, dedku, bratom,
stricem). S tipizacijo mikrosatelitov kromo-
soma Y torej lahko identificiramo le paternal-
no (ocetovo ali mosko) linijo, medtem ko nam
mikrosateliti jedrne avtosomske DNA omo-
gotajo individualizacijo posameznika. Ce pri-
merjamo diskriminacijsko mo¢ (moc razliko-
vanja med nesorodnimi osebami) sistema
Y-STR zjedrno avtosomsko DNA, vidimo, da
je stopnja identifikacije posameznika z jedr-
no avtosomsko DNA prakti¢no 100 % (obicaj -
no vedja kot 99,9999 %), stopnja identifikaci -
je paternalne linije s tipizacijo mikrosatelitov
kromosoma Y pa je priblizno 99 %. Sistem, pri
katerem analiziramo 17 Y-STR podrocij, nam
namrec daje informativno vrednost haploti -
pov, ki znasa 98,8 %, kar pomeni, da je v sloven -
ski populaciji verjetnost naklju¢nega ujemanja
haplotipov kromosoma Y med sorodstveno
nepovezanimi osebami 1,2% (3). Zato je
sistem z Y specifi¢nimi oznacevalci, ¢e ga upo -
rabimo kot samostojni test, uporaben za izklju -
¢itve. V kombinaciji z avtosomskimi ozna -
¢evalci STR nam omogoca pri potrditvah
oCetovstva ali drugih sorodstvenih povezavah
povecanje statisti¢ne verjetnosti sorodstva, pri
¢emer dolocimo frekvenco haplotipa kromo-
soma Y s pomo¢jo podatkovne zbirke YHRD
(angl. Y chromosome haplotype reference data -
base) (41).
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Spolna kromosoma X in Y nam omogo-
Cata dolocanje spola forenzi¢nega vzorca
tako v kriminalisti¢nih kot v genealoskih in
sodnomedicinskih primerih, pri katerih
imamo opravka s skeletiziranimi posmrtnimi
ostanki ali neprepoznavnimi trupli. Test za
dolocanje spola temelji na pomnoZevanju krat-
kega odseka introna 1 amelogeninskega gena
na kromosomih X in Y in ga je opisal Sulli-
van s sodelavci (42). Amelogenin je protein,
ki sodeluje pri razvoju skleninskega matrik-
sa zobne pulpe pri sesalcih. V nasprotju s po-
drodji STR amelogeninski gen ne predstavlja
ponavljajo¢ega se nukleotidnega zapored-
ja (43). Med homolognimi geni kromosoma X
in Y je amelogeninski gen najprimernejsi za
dolocanje spola. Po PCR, pri kateri uporabi-
mo en par zacetnih oligonukleotidov, dobimo
za kromosoma X in Y specifi¢ne produkte, ki
se med seboj razlikujejo po dolZini. Na pom-
noZenem intronskem odseku je namre¢ med
kromosomoma X in Y prisotna dolZinska raz-
lika. Na kromosomu X je v evoluciji prislo do
delecije Sestih baznih parov, zato dobimo
krajsi amplifikacijski produkt kot na kromo-
somu Y. Pri pomnoZevanju Zenske DNA (XX)
dobimo produkta istih dolZin, pri pomnoze-
vanju moske DNA (XY) pa produkta dveh raz-
licnih dolZin, ki se med seboj razlikujeta za
Sest baznih parov. Ker so produkti pomnoZeva-
nja odseka amelogeninskega gena zelo kratki,
lahko dolo¢amo spol tudi za moc¢no razgraje-
ne vzorce (44). Odsek amelogeninskega gena
pomnoZujemo v hkratni reakciji PCR skupaj
s podrodji STR, kar nam omogoca poleg ugo-
tavljanja identitete tudi dolocCanje spola.
Kombinacija obeh informacij je zelo uporab-
na pri analizi kriminalisti¢nih vzorcev (42).

Ker se kromosom Y in priimki v zahod -
ni civilizaciji dedujejo po moski liniji, lahko
sledimo prednikom po pisnih virih (priimki
in kraj izvora) in te izsledke primerjamo s pre -
iskavami kromosoma Y $e Zive¢ih domnevnih
potomcev po paternalni liniji. Pri preuceva -
nju 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 pred -
nik. Kot primerjalni vzorci so uporabni moski,
ki Zivijo v bliZini kraja, od koder je priselje -
nec pripotoval v Ameriko in imajo enak pri -
imek. Genetska analiza vkljucuje priblizno

17 podrodij Y-STR. Ce se moska, ki is¢eta skup-
nega prednika, razlikujeta na treh ali vec
podrogjih STR, nista sorodna (s tem uposte-
vamo moznost mutacijskega dogodka), v nas-
protnem primeru pa imata skupnega prednika
in sta daljna sorodnika.

Kromosom Y so za razjasnitev oetovstva
analizirali v nekaterih zelo znanih in polemic -
nih genealoskih Studijah. Tako so dokazali, da
je bil tretji ameriski predsednik Thomas Jef-
ferson ofe najmanj enega od sedmih sinov
svoje suznje Sally, o ¢emer se je v ameriski ¢rn-
ski skupnosti govorilo Ze od 19. stoletja, ven-
dar so beli zgodovinarji v skrbi za Jeffersonov
moralni lik to vztrajno zavracali. Kot primer -
jalne vzorce za Thomasa Jeffersona in sino-
ve suznje Sally so uporabili njihove $e Zivece
potomce po moski liniji. Po pregledovanju
rodovnikov so za Thomasa Jeffersona nasli Se
Zivede potomce po njegovem stricu (po oce-
tovi strani), $e ZiveCe potomce pa sta imela
tudi prvi in zadnji sin suZnje Sally. Za zadnjega
sina so dokazali identi¢nost haplotipov kromo-
soma Y s potomci Thomasa Jeffersona (45).

PREISKAVE MITOHONDRIJSKE
DNA

Kadar analiza jedrne DNA (tako avtosomske
kot DNA, vezane na kromosom Y) zaradi pre-
majhne koli¢ine genetskega materiala ali nje-
gove razgrajenosti ni uspesna, se posluZzujemo
polimorfizmov mDNA, ki jih od leta 1992 upo -
rabljamo v forenzi¢nih preiskavah. Posamezna
Cloveska celica vsebuje Stevilne kopije mDNA,
kar daje v primerjavi z le dvema kopijama
avtosomskih kromosomov veliko ve¢jo moz -
nost izolacije mDNA iz slabo ohranjenih bio-
loskih vzorcev, kot so telogeni lasje, stare kosti,
zobje, feces, urin in nohti (46). V metabolno
aktivnih celicah najdemo 1.000-10.000 mo -
lekul mDNA. KroZna oblika in mitohondrij -
ska ovojnica §¢itita mDNA pred razgradnjo
z eksonukleaznimi encimi, zato je mDNA manj
podvrZena razgradnji kot jedrna DNA (47). To
$e dodatno poveca mozZnost uspesne analize
slabo ohranjenih vzorcev z mDNA. Mitohon-
driji se nahajajo v citoplazmi, zato se mDNA
deduje neodvisno od jedrnega genoma. Za
gene, ki se nahajajo zunaj jedra, je znacilno
citoplazmatsko dedovanje, katerega skrajni
primer je dedovanje po enem starsu, vecino -
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ma po materi. Mitohondrijska DNA se pri ¢lo-
veku deduje po materi in se v nasprotju s kro-
mosomom Y prenese na vse njene potomce
ne glede na spol, kar omogoca sledenje mate-
rini liniji. Zaradi maternalnega dedovanja
obravnavamo nukleotidno zaporedje mDNA
kot enolokusno ali haplotipsko (48). Zaradi
odsotnosti rekombinacije in dedovanja po
materi imajo osebe z enakimi zapored;ji nukleo-
tidov mDNA skupnega Zenskega prednika. To
je osnova za identifikacijo bioloskih vzorcev
s pomodjo analize mDNA. V nasprotju s kro-
mosomom Y ima mDNA nekoliko visjo muta -
cijsko stopnjo (3,5x 1078/ nukleotid /leto) (49).

Mitohondrijska DNA predstavlja pri ¢lo-
veku 0,3 % genomske DNA. Je majhna, dvo-
veriZna, kovalentno zaprta kroZzna molekula,
ki jo sestavljata zunanja tezka veriga (veri-
ga H) in notranja lahka veriga (veriga L).
Dolga je 16.569 baznih parov (bp) in ima
v celoti dolo¢eno nukleotidno zaporedje (50).
Z vidika forenzi¢nih molekularnogenetskih
preiskav je zaradi izredne polimorfnosti zani-
miva zlasti nekodirajoca kontrolna regija m-
DNA. V kodirajoc¢ih podrodjih pa so zanimive
tockovne mutacije, ki jih imenujemo enonu-
kleotidni polimorfizmi (angl. single nucleoti-
de polymorphism, SNP). Ti nam omogocajo
povecanje diskriminacijske in izkljucitvene
moci molekularnogenetskih identifikacij s ti-
pizacijo mDNA (51). Variabilno kontrolno re-
gijo mDNA imenujemo tudi zanka D. Znotraj
te zanke sta najbolj variabilni hipervariabilni
podrodji 1 in 2 (HVI in HVII), od katerih je
vsako dolgo priblizno 400 bp. HVI ima vecje
Stevilo sekvencno variabilnih mest in niZjo
frekvenco posameznih polimorfizmov, HVII
pa manjse Stevilo sekvencnih polimorfizmov,
ki imajo visjo frekvenco (52). Identifikacije
s pomoc¢jo mDNA temeljijo na sekvenénem
polimorfizmu teh dveh podrocij. Belci se
med seboj razlikujejo na obeh podrodjih pov-
pre¢no na osmih nukleotidnih mestih, kar
predstavlja priblizno 1,5 % nukleotidno raz -
nolikost, medtem ko se pripadniki érne rase
med seboj razlikujejo na obeh podrodjih pov-
precno kar na 14 nukleotidnih pozicijah (53).
Raznolikost mDNA je od 5- do 10-krat visja
med rasami kot znotraj posameznih ras, ki so
med seboj precej podobne (54). Raznolikost
znotraj ¢rne rase je veliko vecja kot znotraj
azijske, belske in hispanske rase, po variabil-

nosti pa ¢rnski rasi sledi azijska rasa (55, 56).
Zaradi velike variabilnosti mDNA znotraj
in med populacijami lahko s polimorfizmi
mDNA ugotavljamo genetsko strukturo popu-
lacij, filogenetske odnose med njimi ter migra-
cije in poselitev sveta z modernim ¢lovekom.
Analizo sekvencnega polimorfizma mDNA
uporabljamo za identifikacijske teste in za
dolocanje maternalnih rodovnikov, ni pa pri -
merna za preverjanje spornih oéetovstev, saj
se deduje le po materi. Primerna je za reSeva-
nje detomorov, pri katerih se morata mDNA
domnevne matere in najdenih posmrtnih
ostankov novorojenca popolnoma ujemati.
Mitohondrijska DNA nam sluZi kot zelo koris-
ten dodaten sistem pri identifikaciji Zrtev
mnoZi¢nih pobojev ob koncu 2. svetovne voj-
ne v Sloveniji, saj lahko v preiskavo vkljuci-
mo tudi daljne sorodnike po materini liniji,
hkrati pa lahko s pomod¢jo mDNA pri bliZznjih
sorodnikih, npr. bratih in sestrah, pove¢amo
izraCunano statistino verjetnost sorodstva
med Zrtvijo in $e Zive¢im sorodnikom, pri
¢emer dolocimo frekvenco haplotipa mDNA
s pomodjo podatkovne zbirke EMPOP (Euro-
pean mDNA database) (57, 58).
Mitohondrijski genom je zelo uporaben
za dolo¢anje identitete starih posmrtnih ostan-
kov in preucevanje genealoskih odnosov, saj
lahko kot referencni vzorec uporabimo tudi
nekaj generacij oddaljene sorodnike po mate-
rini liniji (59). Z genetskimi preiskavami so
znanstveniki odgovorili na eno najvznemir-
ljivejsih ugank francoske zgodovine. S tipiza-
cijo mDNA so identificirali francoskega pre -
stolonaslednika Ludvika XVII., ¢igar srce je
po usmrtitvi izrezal zdravnik in se je ohranilo
vse do danes (slika 3). Iz preko 200 let stare -
ga srca pridobljen haplotip mDNA so primer-
jali s haplotipom mDNA las Marije Antoinet -
te in njenih $e Zive¢ih potomcev po materini
liniji. Z identi¢nostjo haplotipov so dokazali,
daje bil desetletni decek, ki je leta 1795 umrl
vjedi Temple, res sin Marije Antoinette (60, 61).
Ta ugotovitev je ovrgla vse romanti¢ne zgod -
be o tem, da so princa Ludvika z zamenjavo
z drugim otrokom neznanci redili iz jeCe, in
zgodbe vseh 43 avanturistov, ki so se v 19. sto-
letju razglasali za Ludvika XVIL., med kate-
rimi je bil najprepricljivejsi pruski urar Naun-
dorff. Tudi iz njegovih posmrtnih ostankov
so izolirali mDNA in jo primerjali z mDNA
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las Marije Antoinette in mDNA dveh njenih
$e zivecih sorodnikov po materini liniji. Ne -
ujemanje mitohondrijskih sekvenc potrjuje,
da Naundorff ni bil sin Marije Antoinette.

S pomocdjo polimorfizmov mDNA in pri-
merjavo s $e Zive¢imi sorodniki po materini
liniji so identificirali tudi skeletne ostanke Mar-
tina Bormanna, enega najradikalnejsih Hit-
lerjevih sodelavcev, in skeletne ostanke
slovitega ameriskega gangsterja Jesseja Jame-
sa, stare vec kot 1151let (62, 63). Molekular-
nogenetske analize 4001et starih skeletnih
ostankov princa Branciforte Barresija iz Sicili-
je, 5.0001et starega tirolskega ledenega clove-
ka Oetzija, neandertalca, najdenega v zahodni
ske analize starodavnih antropoloskih bio-
loskih materialov so pokazale, da je mogoce
pridobiti mDNA iz zelo starih ¢loveskih ostan-
kov (64-67). Mitohondrijsko DNA so izolirali
iz ¢loveskih skeletov in mumificiranih meh-
kih tkiv razli¢nih muzejskih in arheoloskih
zbirk, pri egipCanskih mumijah je bila uspe-
$na tudi ekstrakcija jedrne DNA (68). Prav
tako so uspesno izolirali mDNA 40.000 let sta-
rega mamuta, najdenega v Sibiriji, in potrdi -
li njegovo sekvencéno sorodnost z danasnjim
slonom. Najstarej$o uspesno izolacijo DNA pa
predstavlja DNA iz kloroplastov 17-20 mili -
jonov let starih fosiliziranih listov magnolije.
Avtenti¢nost te DNA je potrdila natan¢na pri -
merjava fragmentov DNA z moderno magno-
lijo (69).

Stopnja identifikacije, ki jo dosegamo
s preiskavo mDNA, je zaradi odsotnosti rekom -
binacije veliko niZja od stopnje identifikacije,
ki jo dosegamo s preiskavo jedrne avtosom-
ske DNA. S tipizacijo mDNA lahko identifi -
ciramo le maternalno (materino ali Zensko)
linijo, medtem ko mikrosateliti jedrne avto -
somske DNA omogocajo individualizacijo
posameznika. Ce primerjamo diskriminacij -
sko mo¢ (moc razlikovanja med nesorodnimi

Slika 3. Identifikaciia Ludvika XVI. Iz leve proti desni: Ludvik XVI., Ludvik XVII. in Marija Antoinetta.

osebami) mDNA z jedrno avtosomsko DNA,
vidimo, da je stopnja identifikacije posamez-
nika z jedrno avtosomsko DNA prakti¢no
100 % (obicajno vecja kot 99,9999 %), stopnja
identifikacije maternalne linije s tipizacijo
podrocij HVI in HVII mDNA pa je 98,8 %, kar
pomeni, da je v slovenski populaciji verjetnost
naklju¢nega ujemanja haplotipov mDNA med
sorodstveno nepovezanimi osebami 1,2 % (5).
Veliko molekularnogenetskih identifi-
kacij je opravljenih s preiskavo ve¢ razli¢nih
genetskih oznacevalcev (avtosomski mikro-
sateliti, mikrosateliti, vezani na kromosom Y
in mDNA). Tako so s tipizacijo jedrne in mito-
hondrijske DNA identificirali zob nemskega
cesarja Wilhelma II., brata Reinholda Mes-
snerja in slavnega astronoma Nikolaja Koper-
nika ter preverjali sorodstveno povezanost
skeletov, ki datirajo v 7. stoletje (70-73). Z je-
drno in mitohondrijsko DNA so identificirali
leta 1960 pokopane ¢lane gverilske organizacije
Che Guevara v Boliviji in 501et stare skeletne
ostanke pilota Jamesa B. McGoverna (74, 75).
S preiskavo jedrne in mitohondrijske DNA
poteka identifikacija skeletnih ostankov ame-
riskih vojakov, padlih v vojnah v Vietnamu,
Kambodzi, Laosu in na Kitajskem, v korejski
vojni, v I. in IL. svetovni vojni ter identifikaci -
ja domobranskih Zrtev v Sloveniji (9, 10, 76-79).
Ena najodmevnej$ih molekularnogenet-
skih identifikacij skeletnih ostankov, pri kateri
je bilo mogoce tipizirati ve¢ genetskih ozna -
cevalcev, je bila prav gotovo identifikacija
ruske vladarske druZine Romanov, ki so jo
pobili po februarski revoluciji leta 1917. Za
pozitivno identifikacijo je bilo treba analizirati
tako jedrno kot mitohondrijsko DNA (80-83).
S pomodjo jedrne DNA so lahko preverili
maternalno in paternalno povezanost druZin-
skih ¢lanov v grobi$¢u, niso pa mogli odgo-
voriti na vprasanje, ali gre dejansko za posmrt-
ne ostanke druZine Romanov. Jedrna DNA
namre¢ omogoca le preverjanje bliznjih sorod -
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stvenih odnosov, preverjanje sorodnosti med
daljnimi sorodniki, ki so med seboj nekaj gene-
racij oddaljeni, pa zaradi rekombinacije ni
mogoce. Preverjanje daljnih sorodstvenih
povezav je mogoce z analizo mDNA, saj se ta
deduje po materi in se ne rekombinira, ter
z analizo mikrosatelitov kromosoma Y, ki se
prenasa z oeta na sina v nespremenjeni obli-
ki. Pri druZini Romanov so preverili identic¢-
nost skeletnih ostankov tako, da so nukle -
otidna zaporedja mDNA primerjali z nekaj
generacij oddaljenimi, $e Zive¢imi potomci po
materini liniji. Referencna oseba za identifi-
kacijo carice Aleksandre in njenih otrok je bil
princ Filip, vojvoda Edinburski, pranecak cari -
ce Aleksandre in moz angleske kraljice Eliza-
bete II. Njegova mDNA je bila identi¢na cari-
&ini in otroskim. Se Zived referenéni osebi za
identifikacijo carja Nikolaja sta bila vauk in
vnukinja Luise Hesse Cassel. Pri carju Nikola-
ju se sekvenca haplotipa mDNA na eni nukle-
otidni poziciji ni ujemala s e Zive¢imi sorod-
niki po materini liniji, zato so opravili dodatne
primerjave carja Nikolaja s posmrtnimi ostan-
ki carjevega brata Georgija Romanova, ki je
umrl za tuberkulozo leta 1899 in so ga za
potrebe te analize ekshumirali iz katedrale
svetega Petra in Pavla v Sankt Peterburgu ter
potrdili popolno identi¢nost nukleotidnih
zaporedij mDNA (81). Z analizo jedrne in
mitohondrijske DNA so dokazali, da posmrt-
ni ostanki v domnevnem grobiséu druzine
Romanov dejansko pripadajo tej druZini.
V grobi$¢u so nasli posmrtne ostanke carja
Nikolaja II, carice Aleksandre, treh njunih
otrok, treh sluzabnikov in druZinskega zdrav -
nika. Car in carica sta imela $tiri hcerke in
sina. Vsi trije najdeni otroski skeleti so bili Zen -
skega spola. V grobiScu sta torej manjkali tru -
pli sina in ene od héera (80). Identifikaciji
Romanovih je sledila genetska preiskava bio-
loskega materiala pokojne Ane Anderson
Manahan, ki je vse do svoje smrti leta 1984
v ZDA trdila, da je Anastazija Romanov (biop -
sijski vzorec Crevesnega tkiva, ki so ga odvze -
li Andersonovi leta 1979 in je bil shranjen
v eni od bolni$nic v Virginiji). Genetska pove -
zanost Andersonove z Romanovimi je bila
ovrZzena (82). Pred pribliZzno dvema letoma
pa je bila uganka Romanovih kon¢no resena,
saj so nasli manjkajoca otroska skeletale 70 m
pro¢ od grobisca, kjer so leta 1991 izkopali

posmrtne ostanke vecine ¢lanov druZine Roma-
novih. Genetska analiza je potrdila, da najde-
na otro$ka skeleta pripadata manjkajoemu
sinu in eni od héera (83).

V slovenskem prostoru so z vidika mole-
kularnogenetskih genealoskih Studij izredno
zanimive lobanje celjskih grofov, ki so jih pred
desetletjem analizirali v genetskem laborato-
riju v Rimu, a neuspesno, in bi jih bilo vred-
no ponovno preuciti, saj je v zadnjem deset-
letju tehnologija v molekularni genetiki mo¢no
napredovala. Zaradi izredno velikega nacio-
nalnega pomena teh lobanj je problem ponov-
ne analize v tem, da bi zopet priglo do popol -
nega unicenja dela kostnega tkiva, pri cemer
pa Zal zaradi velike starosti lobanj uspe$no-
sti genetske analize vnaprej ni mogoce zago-
toviti. Del lobanje, ki bi jo potrebovali za genet -
sko analizo, ne bi bil prav velik, saj smo pri
preiskavah starih skeletnih ostankov na ISM
Medicinske fakultete v Ljubljani razvili meto-
do ekstrakcije, ki omogoca pridobitev DNA
7e iz 0,5 g kostnega prahu (84). Grofje celj-
ski so bili nasa najpomembnejsa plemiska rod-
bina. Vladali so od 13. do 15. stoletja, ko se
je s smrtjo Ulrika II. Celjskega njihova vlada-
vina zakljucila. Vse druZinske ¢lane od Fride-
rika I. naprej so pokopavali v druZinsko grob -
nico v minoritski cerkvi v Celju. Po pozaru
leta 1811 so le lobanje brez spodnjih ¢eljust-
nic spravili v cerkvi za glavni oltar in jih po
2. svetovni vojni prenesli v Pokrajinski muzej
Celje. Celjski grofje imajo po Barbari Celjski
(Zenska linija) Se Zivece potomce (ohranili so
se od 15. stoletja v neprekinjeni liniji dvajse -
tih generacij). Zato bi bila z analizo mDNA
mogoca natan¢na identifikacija lobanj, Studija
pa bi bila podobna Ze omenjeni identifikaciji
Romanovih, le da v primeru Celjskih najver -
jetneje jedrne DNA ne bi bilo mogoce analizi -
rati, saj so lobanje bistveno starej$e od posmrt -
nih ostankov ruske vladarske druZine (5001let
v primerjavi z 90 leti).

PRIHODNOST FORENZICNIH
GENETSKIH PREISKAV

Naj zakljuc¢imo s pregledom mozZnosti foren-
zi¢nih genetskih preiskav v prihodnosti.
Danasnje preiskave jedrne DNA in mDNA, ki
temeljijo na analizi nevtralnih odsekov, ne
nosijo nobene informacije o vidnih karakte -



MED RAZGL 2011; 50

ristikah posameznika (barva odi, las, koZe,
telesna viSina) in omogocajo le ugotavljanje
identitete. Edina vidna karakteristika, ki jo
lahko dolo¢imo, je spol. Prihodnost genetskih
preiskav v forenziki pa je prav gotovo v tem,
da bi lahko poleg individualizacije neke sle-
di iz nje z dolo¢eno zanesljivostjo razbrali tudi
fizi¢ne karakteristike oz. vidne lastnosti posa-
meznika. Najnovejse raziskave nam nakazu-
jejo moZnosti ugotavljanja vidnih znakov
posameznika iz biologkih sledov v prihodno-
sti. Pri genu za receptor melanokortin 1 so
nekatere mutacije povezane s fenotipom rde-
Ce barve las, kar pomeni, da bi lahko bili dolo-
Ceni polimorfizmi indikatorji za rdeco barvo
las (85). Znotraj genov, ki so povezani s pig-
mentacijo pri ¢loveku, so odkrili enonukleo-
tidne polimorfizme, s pomocjo katerih lahko
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