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Zobje kot vir DNA za genetske preiskave forenzicnih in
starodavnih skeletnih ostankov

Teeth as a source of DNA for genetic investigations of forensic and ancient skeletal
remains

Hana Brezar,! Barbara Miheli¢ Pecar,! Irena Zupanic Pajnic?

lzvlecek

Zobje so eno najpogosteje uporabljenih tkiv za izolacijo DNA v forenziki in arheogenetiki, saj jih odlikuje njihova ¢asovna
in strukturna obstojnost. V forenzicnih in starodavnih skeletnih ostankih je sicer koli¢ina DNA majhna, DNA je poskodova-
na in degradirana, kar Se dodatno oteZuje nadaljnjo analizo in genetsko umescanje. V preglednem clanku obravnavamo
zgradbo in znacilnosti zobnih tkiv, vplive na ohranjenost zob in DNA v njih ter uporabnost zob v forenzi¢nih in arheogenet-
skih preiskavah. Pri genetski analizi moramo upostevati moznost ohranjanja integritete vzorca, zato prikazujemo razlike
med klasi¢no destruktivno in sodobno minimalno destruktivno metodo ekstrakcije DNA iz zoba ter prednosti pri uporabi
zobnega cementa za pridobitev DNA. Zobni cement omogoca pridobiti visokokakovostno DNA ob ohranjeni integriteti
zoba. Metoda ekstrakcije je hitra in u¢inkovita. Zaradi zmanjSanja Stevila manualnih korakov pri ekstrakciji iz cementa se
zmanjsa tudi tveganje za kontaminacijo s sodobno DNA. Prispevek se zakljucuje z dognaniji s podrocja razvoja novih tehnik
in s perspektivami v prihodnosti.

Abstract

Teeth are one of the most frequently utilized tissues for DNA isolation and extraction in both forensic science and archae-
ogenetics, due to their long-term structural integrity and resistance to environmental factors. In skeletal remains, DNA
quantity is typically low and often degraded or fragmented, presenting additional challenges for further genetic analysis
and identification. In this review article, we present a comprehensive overview of the structural characteristics of dental
tissues, factors affecting teeth and DNA preservation, and the applicability of teeth in forensic and archaeological research.
In genetic analysis, strategies that ensure the integrity of the samples are especially important. Consequently, convention-
al, destructive DNA extraction techniques are compared to new, non-destructive approaches, emphasizing the advantages
of using tooth cementum. Cementum serves as a reliable, rapidly accessible source of high-quality DNA while maintaining
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the morphological integrity of the tooth, which is an important consideration. The extraction process, developed with min-
imal manual handling steps, significantly lowers the risk of contamination with modern DNA. The review article concludes
with an insight into recent advancements and future research perspectives in the archaeogenetic and forensic field.

1 Uvod

Genetske preiskave DNA skeletnih ostankov so
klju¢nega pomena za identifikacijo posameznikov v
forenzi¢nem kontekstu ter za raziskave genetske zgo-
dovine v arheologiji in paleogenetiki. Arheoloski in fo-
renzi¢ni ostanki zaradi posmrtnih procesov razgradnje
vsebujejo zelo malo DNA, ki je poskodovana in zelo
fragmentirana, tako da genetske preiskave niso vedno
uspesne. Najbolj obetajoce tarce za izolacijo DNA so
zato najbolj obstojna tkiva (1-3). Med vsemi skeletni-
mi tkivi so zobje eden najbolj zanesljivih virov DNA,
predvsem zaradi posebne zgradbe in visoke odpornosti
na okoljske vplive. Visoka mineralizacija trdih zobnih
tkiv omogoca dolgotrajno ohranjenost tako jedrne kot
mitohondrijske DNA (mtDNA) tudi v razmerah, v ka-
terih so mehka tkiva ze povsem razpadla (4,5). Zaradi
visoke odpornosti in fizi¢ne zascite z okolnimi struk-
turami (Celjustna kost, jezik in li¢na sluznica) so zobje
eden najboljsih virov DNA za identifikacijo mo¢no po-
$kodovanih posmrtnih ostankov (6).

2 Zgradba zoba

Zobni organ sestavljata zob in obe$alni aparat zoba.
Zob anatomsko razdelimo na krono, vrat in korenino
(Slika 1). Krono zoba pokriva sklenina, korenino pa
cement. V vratu zoba se ti dve strukturi stikata (7,8).
Obzobna tkiva so pozobnica, alveolna kost in dlesen.
Njihova glavna naloga je, da skupaj s cementom zob
vezejo na Celjust (7). Pozobnica, ki jo sestavljajo kola-
genska vlakna, ob zobnem vratu prehaja v dlesen. Ob
zobu se vpenja na cement, na drugi strani pa v kost.
Vsebuje $tevilne fibroblaste, osteoblaste in osteocite ter
druge mezenhimske celice (7).

3 Distribucija DNA v zobnih tkivih

Histolosko zob razdelimo na sklenino, zobovino ali
dentin, cement in zobno pulpo (9). Sklenino, ki je najtr-
$a snov v telesu, izdelujejo ameloblasti Se pred izrastom
zoba v ustno votlino. Po izrastu ameloblasti propade-
jo (7). Sklenina je v 96 % zgrajena iz anorganskega hi-
droksiapatita. Ne vsebuje celic in zato ni vir DNA, toda
njena integriteta je klju¢nega pomena za zascito glob-
ljih tkiv (9-11).
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Slika 1: Anatomska zgradba zoba. Povzeto po Sobotta J,
1993 (8).

Zobovina ali dentin je v 70 % sestavljena iz organske
snovi in tvori glavno zobno maso (10). V kroni zoba
dentin pokriva sklenina, v korenini pa cement. Je druga
najtr$a snov v telesu in $¢iti zobno pulpo (7). Odon-
toblasti na povrsini zobne pulpe tvorijo nemineralizi-
ran predentin, ki nato mineralizira v dentin (Slika 2).
Primarni dentin se oblikuje $e pred izras¢anjem zoba.
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Slika 2: Shematski prikaz odontoblastov. Povzeto po

Vavpotic¢ M, et al., 2005 (13).
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Sledi mu sekundarni dentin, ki tvori ozek pas zoba na
meji s pulpo. Terciarni dentin se pojavi kot odziv na
poskodbe, mehansko obrabo in karies, kar aktivira fib-
roblaste, krvne celice in odontoblaste, ki so potencialni
vir dednega materiala (12). Poleg tega dentin vsebuje
kanale s Tomesovimi podaljski odontoblastov, ki lahko
segajo vse do sklenine in vsebujejo veliko mitohondri-
jev (7,13).

Zobni cement, ki pokriva koreninski dentin, je ana-
tomsko sestavni del zoba, funkcionalno pa spada v
obesalni aparat zoba, ker skupaj z obzobnimi tkivi veze
zob na celjust. Njegova zgradba je podobna kosti, saj
vsebuje celice, ne vsebuje pa zil in Zivcev (7). Tvorijo ga
cementoblasti in cementociti, ki se v najvec¢jem Stevilu
pojavljajo na zobnem apeksu, zato je tam plast najdebe-
lej$a. Pri hitrem nastajanju cementa se lahko cemento-
blasti ujamejo v cementu in postanejo cementociti (7).
Poleg tega se cement ne remodelira in se v ¢asu Zivljenja
nalaga in debeli. Po stopnji mineraliziranosti ga uvrsca-
mo med pulpo in dentin (4).

Najgloblje, v sredi$¢u zoba, je zobna pulpa, meh-
ko vezivno tkivo, ki vsebuje zivce in Ziv¢éne koncice
ter drobne krvne Zile. Nahaja se v pulpni votlini, ki jo
tvorita pulpna komora in koreninski kanal. Apikalni
foramen jo povezuje s pozobnico. Poleg glavnega ka-
nala ima vsaka korenina $e dodatne, manjse stranske
in medkoreninske kanale (7). V primerjavi z ostalimi
zobnimi tkivi vsebuje najve¢ genetskega materiala, saj
vsebuje najve¢ celic (odontoblasti, fibroblasti, krvne,
imunske, dendriti¢ne in mati¢ne celice ...) (9). Najbo-
gatejsi vir DNA v zobeh je prav zobna pulpa. Ta je v
pulpni votlini dobro zas¢itena, vse dokler je zob trdno
zasidran v alveolni kosti. Pulpe veckoreninskih zob je
za priblizno 4-krat ve¢ kot pulpe enokoreninskih, koli-
¢ina pa se z leti zmanj$uje zaradi nenehne tvorbe mine-
ralnih plasti dentina (9).

Najprimernejsi rezervoarji DNA v zobu so dentin,
cement in zobna pulpa, vloga sklenine pa je zas¢ita tkiv
pred okoljskimi dejavniki (9,14,15). Veliko vlogo igra
tudi obesalni aparat zoba, saj pritrjuje zob v celjustne
kosti in ga s tem dodatno varuje pred zunanjimi dejav-
niki, ki spodbujajo razpad (6).

4 Intrinzicni dejavniki, ki vplivajo na
vsebnost DNA v zobeh

Koli¢ina DNA moc¢no variira med skupinami zob.
Pomembno vlogo pa igrajo tudi zdravje zoba in mo-

rebitni endodontski posegi, kronoloska starost zoba in
¢as od odmrtja tkiv do ekstrakcije DNA (16).
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Slika 3: Anatomska delitev zoba. Povzeto po Gaytmenn R,
etal., 2003 (6).

4.1 Vrsta in posamezni deli zoba

Za genetske analize so najbolj primerni zobje z naj-
vecjo vsebnostjo zobne pulpe, saj je ta najbolj bogata z
genetskim materialom. Pomembno vlogo pri vsebnosti
DNA igrajo tudi zobne korenine, predvsem zaradi vecje
koli¢ine celularnega cementa. Zato so po mednarodnih
smernicah prva izbira za analizo DNA ko¢niki in li¢ni-
ki. Dobra izbira pa so tudi podo¢niki, saj imajo veliko
pulpno votlino (10,17).

Ob upostevanju anatomske razdelitve zoba sta
Gaytmenn in Sweet (2003) ugotavljala, kateri del zoba
vsebuje najve¢ DNA. To so: grizna in vratna polovica
zobne krone, vratni dve tretjini korenine in apikalna
tretjina korenine (Slika 3). Najve¢ DNA sta pridobila iz
vratnih dveh tretjin korenine, kjer so prisotni tako pul-
pa kot dentin in cement. Najmanj DNA je bilo v grizni
polovici krone, kjer sta glavni tkivi dentin in sklenina

(6).
4.2 Kronoloska starost

Pri ljudeh se vse od ploda v 10. tednu nosec¢nosti do
pozne starosti v zobeh stalno dogajajo spremembe, ki
preko celularnosti zoba vplivajo na vsebnost DNA (18).
Leskovar in sodelavci so dokazali visjo vsebnost DNA
pri stalnih zobeh odraslih v primerjavi z mle¢nimi
zobmi (19). Zaradi procesa staranja zoba se prostorni-
na zobne pulpe pri starejsih ljudeh (51-59 let) manj-
$a, medtem ko je pri mlajsih ljudeh (10-30 let) vecja
(10,20,21). Starostne spremembe vplivajo tudi na koli-
¢ino DNA v dentinu. Moérnstad (1999) je opisal upada-
nje koli¢ine DNA in predpostavljal, da gre za posledico
zapiranja dentinskih kanalov zaradi mineralizacije in
degenerativnih sprememb odontoblastnih podaljskov
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(22). Starostne spremembe so najbolj ocitne predvsem
pri sekalcih, manj pa pri podo¢nikih (20). Nekatere ra-
ziskave porocajo o pozitivnem vplivu kronoloske sta-
rosti zoba na koli¢ino pridobljene DNA po smrti posa-
meznika, saj imajo zobje starejsih oseb ozje, bolj zaprte
apikalne odprtine in so bolj mineralizirani, kar ve¢a od-
pornost zoba proti okoljskim dejavnikom (10,23).

4.3 Zdravje zoba in endodontski posegi

Vecina dosedanjih raziskav je pokazala, da bolezni
zoba, kot so karies, parodontalna bolezen in okuzbe z
vnetjem in toksini uni¢ujejo podporna mineralizirana
tkiva zob in spodbujajo izgubo cementa ter nastanek
terciarnega dentina, kar zmanjsuje koli¢ino za ekstrak-
cijo razpolozljive DNA (10). Najnovejse Studije pa v
nasprotju s starejsimi nakazujejo pozitiven vpliv neka-
terih bolezni (kot je parodontalna bolezen) na integrite-
to, koli¢ino in kakovost izolirane DNA zaradi povecane
koli¢ine vnetnih celic v zobnih tkivih, kar veca koli¢ino
razpolozljive DNA v zobni pulpi. Pri tem je klju¢nega
pomena, da bolezen ni tako napredovala, da bi se unici-
la pulpa (15,17). Pri obolelih zobeh je za izolacijo DNA
poleg pulpe najbolj zanesljiv cement, pri katerem pa bo-
lezni zoba nimajo vec¢jega vpliva na razgradnjo DNA,
medtem ko v dentinu DNA prakti¢no ni (24).

Veliko vlogo pri uspesnosti pridobivanja DNA imajo
tudi morebitni endodontski posegi, ki zmanjsujejo koli-
¢ino razpolozljive DNA (Slika 4). Koli¢ina DNA v endo-
dontsko zdravljenih zobeh je zaradi odstranitve pulpe
po izsledkih nekaterih $tudij za kar 100-krat manjsa kot
v nezdravljenih zobeh (4,25,26). Kljub manjsi vsebno-
sti DNA je te vseeno dovolj za uspe$no pomnozitev z
reakcijo PCR, kar kaze na morebitno prisotnost DNA
v trdih tkivih zoba, saj je zobna pulpa odstranjena. Pri
takih vzorcih je tako potrebno DNA izolirati iz trdih

Slika 4: Rentgenska slika vitalnih zob (na levem delu slike)
in endodontsko zdravljenega - polnjenega zoba (zob
skrajno desno). Povzeto po Vavpoti¢ M, et al., 2005 (13).
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zobnih tkiv, kot sta cement in dentin (27). Raziskave so
pokazale, da karies in plombirni materiali ne vplivajo na
ekstrakcijo in kasnej$e pomnozevanje DNA (27).

5 Ekstrinzicni dejavniki, ki vplivajo na
vsebnost DNA v zobeh

V zivih organizmih se celice neprestano delijo in s
popravljalnimi mehanizmi ohranjajo integriteto geno-
ma. Po smrti pride, zaradi prenehanja delovanja teh en-
cimov, hidrolize in depurinacije nukleotidov, do delecij
nukleotidnega zaporedja, navzkriznega povezovanja in
razgradnje verig DNA z endoceli¢nimi nukleazami ter
fragmentacije do dolzine 40-500 baznih parov. Trdna
zobna tkiva pa se zaradi odpornosti na hitro encimsko
in temperaturno razgradnjo $e dlje ¢asa ohranijo v ek-
stremnih okoljih. Dodatno stabilnost omogoc¢a moc¢na
afiniteta DNA do hidroksiapatita v starih kosteh in zo-
beh, kjer pride do interakcij med fosfatnimi skupinami
DNA in hidroksilnimi mesti na hidroksiapatitu, kar
omogoca adsorpcijo DNA na mineralno povrsino (28).

Stopnja poskodb, ohranjenost in koli¢ina genetskega
materiala so odvisni od strukturne sestave in zunanjih
dejavnikov ter njihovega trajanja, kar vpliva na stabil-
nost in razgradnjo preiskovanih tkiv (23,29-31).

5.1 Temperatura

Raziskave so pokazale, da najve¢ $kode mineralizi-
ranim tkivom povzrocajo temperaturna nihanja v oko-
lju, okolja s stabilnimi temperaturami pa diagenezo za-
ustavljajo (2,32-34). V nekaterih $tudijah porocajo, da
temperaturna nihanja v razponu zgolj 2 °C pomembno
vplivajo na ohranjanje DNA, pri ¢emer je izolacija DNA
manj uspe$na pri vzorcih, izpostavljenih vi$jim tem-
peraturam (23,31). Vse raziskave pa poudarjajo, da so
spremembe v uspes$nosti pridobivanja DNA iz zoba za-
radi temperature moc¢no odvisne tudi od drugih okoli-
$¢in in da hitrosti razgradnje DNA zgolj zaradi tempe-
raturnih vplivov ni mogoce zanesljivo napovedati (23).

Pri obravnavi temperaturnih dejavnikov je zelo po-
membno omeniti Se kremirane posmrtne ostanke, ki so
izpostavljeni zelo visokim temperaturam. Zobna pul-
pa je obdana z mineraliziranimi tkivi, ki delujejo kot
toplotna zascita in jo do dolo¢ene mere varujejo pred
termi¢no degradacijo. Toda pri temperaturah, visjih od
500 °C, kljub temu pride do karbonizacije zobne pulpe
in s tem unic¢enja DNA (35). Tudi pri cementu je obseg
odpornosti na visoke temperature omejen, pri cemer pa
nedavne raziskave potrjujejo, da pride pri upepelitvi v
zobeh do popolne degradacije DNA (36-38).
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5.2 Kemijska zgradba okolja in vlaZnost tal

Sestava tal ima velik pomen, saj se DNA z vezavo na
mineralne komponente zasciti pred encimsko razgra-
dnjo, $e posebej od mikroorganizmov (39). Nizek pH,
prisotnost kationov, pozitivno nabitih povrsin glin ter
drugih mineralnih komponent lahko poveca adsorpcijo
DNA, ki je v tej obliki manj dostopna encimom in mi-
kroorganizmom (34,39-41). Druge studije kazejo, da se
mineralna sestava zoba najbolje ohranja v nevtralnih ali
rahlo alkalnih razmerah, saj v kislih razmerah organska
tkiva, kot je pulpa, razpadajo hitreje (42).

Rezimi zamrzovanja in odtaljevanja ter cikli¢no mo-
¢enje in susenje povzrocajo nabrekanje in kréenje sno-
vi, kar vodi do mehanskih napetosti in zato do fizi¢nih
poskodb, kot so razpoke in luscenje zob (2,4,10,33,43).
To so pogosto opazili tako pri zobeh, ki niso bili zako-
pani, kot tudi pri zakopanih zobeh (33,43). Nekatere
s$tudije so pokazale, da zobje, izpostavljeni na prostem,
dajejo boljse rezultate kot tisti, zakopani v zemlji. Toda
ohranjenost je zelo odvisna od zas¢ite apikalne odprtine
zoba (31). V suhem okolju zaradi mumifikacije in de-
hidracije pulpe ne pride do razkrojnih in nekroti¢nih
procesov, kar prispeva k dobri ohranitvi DNA. Najniz-
je koncentracije DNA dajejo vzorci, potopljeni v vodi,
predvsem zaradi hidrolize molekul DNA in vpliva vod-
nih ekosistemov (2,31).

6 Metode ekstrakcije DNA iz zob

V zadnjih desetletjih so se nacini pridobivanja DNA
iz zob preoblikovali od preprostih in destruktivnih na-
¢inov k tehni¢no dovr$enim in manj invazivnim pris-
topom, prilagojenim razlicnim znanstvenim podro-
¢jem. V primeru starosti in slabe ohranjenosti je tako
pri analizi zobne DNA pomembna izbira prave meto-
de, postopka ekstrakcije in samega zoba. Zlati standard
zaradi najveéjega volumna zobne pulpe predstavljajo
ko¢niki. Sledijo jim li¢niki, podo¢niki in sekalci (10,17).
Osnovni princip preiskav temelji na zmletju celotnega
zoba, saj je na tak na¢in mozno pridobiti DNA iz vseh,
tudi trdnih zobnih tkiv (10). Vkljucena je tudi demine-
ralizacija prahu s pufrom EDTA, ki deluje kot kelator
kovinskih ionov, kot so kalcijevi in magnezijevi ioni
(44-46). Kon¢no purifikacijo DNA obicajno izvajamo z
razli¢nimi komercialnimi kompleti in avtomatiziranimi
postopki (15,46-49).

Destruktivni postopki sicer omogocajo pridobiti
najvedje koli¢ine vzorca za ekstrakcijo DNA, vendar se
ob tem arheoloski oz. forenzi¢ni vzorci poskodujejo ali
povsem unicijo. Zato so preiskave neponovljive, hkrati
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pa metode spremljajo eti¢na vprasanja in pomisleki. Po-
leg posega v kulturno dedis¢ino lahko klasi¢ni pristop
z mletjem zoba otezi ekstrakcijo DNA, saj lahko priso-
tnost mineralov in kolagena moti pomnozevanje DNA
v reakciji PCR (10,50).

Standardni postopki ekstrakcije DNA iz zob so to-
rej invazivne narave, saj vklju¢ujejo mehansko obdelavo
(vrtanje ali mletje zoba) in kemijsko lizo pridobljenega
materiala (6,10,27). Manj invazivna alternativa je luplje-
nje, rezanje in vrtanje zoba ali namakanje v komerci-
alnih demineralizacijskih pufrih razli¢nih ponudnikov
(15,51). Te metode se posluzujejo forenzi¢ni laboratori-
ji, ki nimajo ustrezne infrastrukture za mletje in proce-
siranje fino mletih vzorcev (52).

Nove metode temeljijo na minimalno invazivnem
pristopu, ohranjanju vzorca in vecji obcutljivosti pri
zelo degradirani DNA. Pri forenzi¢nih vzorcih je bolj
aktualno minimalno vrtanje v zob in dostop do pulpne
votline. Pri arheoloskih vzorcih, pri katerih pa pulpa,
razen pri specifi¢nih pogojih, ni ohranjena, so zato taréa
ekstrakcije DNA druga zobna tkiva (53). Vse vec se za
analizo DNA uporablja zobni cement, ki je zaradi lege
na povrsini zoba enostavno dostopen in ne zahteva in-
vazivnega poseganja v preostanek zoba. Najnovej$e me-
tode tako ohranijo integriteto zoba in s targetiranjem
zobnega cementa na povrsini zobne korenine omogo-
¢ajo morebitne nadaljnje morfoloske raziskave (54). Po
namakanju celotnega zoba v demineralizacijske pufre
komercialnim lizijskim pufrom izpostavimo le zobno
korenino in pridobimo raztopino, ki se uporabi za na-
daljnje avtomatizirane postopke ekstrakcije in purifi-
kacije DNA. Ob tem ostane zob ohranjen in vizualno
skoraj neposkodovan, razen Ce ni ze prej poskodovan,
ali ¢e gre za krhkejse vzorce (54,55).

Zaradi ohranitve vzorcev, ki so pogosto predmet ne-
ponovljivih (arheo)genetskih analiz, je tudi z eti¢nega
vidika $e posebej pomembno ¢im manjse poseganje va-
nje. Zato se v takih primerih najpogosteje uporabljajo
minimalno destruktivne metode pridobivanja DNA. Ta
pristop pa ni omejen zgolj na ¢loveka, temve¢ se upo-
rablja tudi pri zZivalskih, zlasti izumrlih vrstah, pri kate-
rih analiza vzorcev prispeva k razumevanju biodiverzi-
tete in filogenetskih povezav, zato je njihovo ohranjanje
za prihodnje morfoloske in genetske $tudije klju¢nega
pomena (54,56).

Kontaminacija s sodobno DNA predstavlja enega
najvedjih izzivov pri delu s starodavnimi ali nizkokako-
vostnimi vzorci, saj je dolocena stopnja kontaminacije
laboratorija s sodobno, eksogeno DNA prakti¢no nei-
zogibna (25,51,57). Klju¢nega pomena pri izogibanju
kontaminacije DNA sta delo v posebnih laboratorijih s
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strogimi protokoli in upostevanje jasnih meril za potrje-
vanje avtenticnosti DNA (25,52,58). Laboratoriji, name-
njeni delu z starodavno DNA, morajo biti fizi¢no loceni
od prostorov za analizo produktov PCR. Vsa oprema se
mora uporabljati izklju¢no za delo s starodavno DNA in
mora biti, vklju¢no z reagenti, kemi¢no ocis¢ena, steri-
lizirana in obsevana z UV svetlobo. Pri preprecevanju
kontaminacije je pomembno tudi avtomatiziranje me-
tod, saj vec¢ ro¢nih postopkov poveca tveganje za konta-
minacijo s sodobno DNA.

Merila za dolocanje avtenticnosti DNA vkljucujejo
uporabo negativnih ekstrakcijskih kontrol, negativnih
kontrol reakcije PCR, dupliciranje preiskav in inverzno
korelacijo med koli¢ino in dolzino pridobljene DNA.
Ker je stara ali poskodovana DNA fragmentirana, prica-
kujemo namrec¢ veliko krajsih fragmentov in manj dalj-
$ih (30). Za preverjanje morebitne prisotnosti eksogene
DNA se pred analizo vzpostavijo izkljucitvene zbirke
vzorcev z genetskimi profili vseh udelezenih v procesu
dela z vzorci, in sicer tako na terenu kot v laboratoriju
(59).

7 Uporaba zob v forenzicnih preiskavah

Iz zob izolirana DNA je klju¢nega pomena pri iden-
tifikaciji zrtev nesre¢, zlo¢inov, mnozi¢nih nesre¢ ali na-
ravnih katastrof, kjer drugih tkiv zaradi spremenjenosti
ali posmrtnih sprememb ne moremo uporabiti (60,61).
Interpol je leta 2002 ustvaril mednarodno bazo DNA z
ve¢ kot 280.000 profili iz 89 drzav, ki se uporabljajo za
posmrtno identifikacijo ostankov, poleg tega pa tudi za
pomo¢ pri preiskovanju razlicnih kaznivih dejanj (62).
Zobe kot vir DNA za identifikacijo skeletiziranih po-
smrtnih ostankov pogosto uporabljajo na Institutu za
sodno medicino Medicinske fakultete Univerze v Lju-
bljani v rutinskih sodnomedicinskih identifikacijskih
primerih v Sloveniji. Prav tako jih uporabljajo za identi-
fikacijo posmrtnih ostankov zrtev povojnih grobis¢, pri
katerih so zobje najboljsi vir DNA (63,64).

Analiza posmrtnih ostankov je bila izvedena tudi
v hrvaskem naselju Osor na Cresu, kjer je bilo odkri-
to mnozi¢no grobisce italijanskih vojakov iz ¢asa dru-
ge svetovne vojne. Za identifikacijo so bili uporabljeni
kostni in zobni vzorci, iz katerih so pridobili 24 avto-
somnih profilov in haplotipov kromosoma Y. Primer-
java z DNA domnevnih potomcev je vodila do uspesne
identifikacije oz. potrditve ocetovske linije pri 10 zrtvah.
Poleg vojakov je bilo najdenih tudi 6 zenskih okostij,
domnevno lokalnih prebivalk, a brez sorodstvenih po-
vezav do drugega reda (65).

Z analizo oznacevalcev STR so iz 4 koc¢nikov in 2

Zobje kot vir DNA za genetske preiskave forenzi¢nih in starodavnih skeletnih ostankov
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kostnih vzorcev na Institutu za sodno medicino iden-
tificirali mosko okostje iz leta 1944, ki je bilo odkrito
skupaj z Zenskim skeletom leta 2015. Okostja njegove
soproge zaradi pomanjkanja primerjalnih vzorcev so-
rodnikov sprva ni bilo mozno identificirati. Z dodatno
izvedenimi metodami NGS za napoved barve las in o¢i
pajo je bilo mogoce primerjati s portretom slikarke Iva-
ne Kobilce in dodatno prispevati k potrditvi njene iden-
titete (64).

Ceprav so zobje dragoceni vir DNA, je z eti¢nega in
humanitarnega vidika pomembno uporabiti metode za
pridobivanje DNA brez unicenja zob, saj je s tem svoj-
cem omogoceno vracanje kompletnih posmrtnih ostan-
kov. Kombinacija molekularnogenetskih preiskav je
bistvenega pomena za uspesno identifikacijo skeletnih
ostankov Zrtev mnozi¢nih pobojev, ne le zaradi zgodo-
vinskega, ampak tudi zaradi pravnega in antropoloske-
ga vidika.

8 Uporaba zob v arheogenetskih
preiskavah

Arheogenetika je interdisciplinarna veda, ki vklju-
Cuje strokovnjake ve¢ podrocij - arheologe, genetike
in bioinformatike - ter se ukvarja z analizo starodav-
ne DNA. Gre za analizo DNA, izolirane iz slabo ohra-
njenih, lahko ve¢ stoletij ali tisocletij starih vzorcev;
arheoloski vzorci so po nekaterih virih vzorci, starejsi
od 50 let, po Bouwmanu pa za arheoloske opredelimo
tudi vzorce, starejse od 70 let po smrti osebe (66,67). V
Sloveniji se za arheolosko najdbo smatra arheoloska os-
talina, ki prispeva k odkrivanju zgodovinskega razvoja,
je hranjena pod zemljo ali pod vodo vsaj 100 let in ima
lastnosti dedis¢ine. Poleg tega se za ostalino smatrajo
tudi predmeti, povezani z grobis¢i, ki so bili hranjeni
pod zemljo ali vodo vsaj 50 let (68). Z analizo starodav-
ne DNA lahko preuc¢ujemo tudi selitve ¢loveskih popu-
lacij, njihove genetske znacilnosti in bolezni ter evolu-
cijske procese (69).

Visoka stopnja degradacije DNA poleg kontami-
nacije s sodobno DNA pomeni poseben izziv za razi-
skovalce. Zato so potrebni dodatni koraki na podroc¢ju
raziskovalnih procesov in previdnostnih ukrepov za
preprecevanje kontaminacije. Komercialni ekstrakcij-
ski kompleti pogosto ne dosegajo ucinkovite izolacije
DNA, saj so postopki avtomatizacije optimizirani za
kakovostnej$e vzorce. Ob uporabi avtomatiziranih po-
stopkov lahko pride do izgube podatkov, interference z
inhibitorji in do suboptimalnih rezultatov, zato v arhe-
ogenetiki ostaja klju¢nega pomena kombinirani pristop
(70).
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V arheogenetskih preiskavah fragmentirane sta-
rodavne DNA se tako najpogosteje uporabljajo kratki
oznacevalci SNP, saj je pomnozevanje kratkih odsekov
zaradi degradiranosti DNA uspes$nejse. Poleg analize av-
tosomske DNA pa sorodstvenim linijam sledimo tudi s
kromosomom Y in mtDNA, ki se skozi generacije pre-
nasata v nespremenjeni obliki (4).

Na Slovenskem je bila leta 2011 opravljena prva arhe-
ogenetska molekularna preiskava slabo ohranjenih delov
skeletov (kosti in zob) iz 17. stoletja, najdenih v Auer-
spergovi kapeli (sedanja kapela cerkve Franciskanskega
samostana). Iz zob so izolirali DNA in uspes$no tipizirali
mikrosatelite avtosomov in kromosoma Y ter DNA (63).

Kombinacija ve¢ arheologkih in molekularnih prei-
skav pa omogoca tudi vpogled v precej starejsa, in sicer
v anti¢na obdobja; analiza skeletov 4 oseb, pokopanih na
grobis¢u Pristava na Bledu, je okostja ¢asovno umesti-
la v 5. in 6. stoletje. Pokop ve¢ skeletov v enem grobu
je redka najdba. V tem primeru pa je slo glede na re-
zultate preiskav za hkraten pokop druzinskih ¢lanov. V
pomo¢ pri umestitvi so bili: nakit, najden v grobovih,
makroskopske in histoloske analize ter preiskave DNA.
Z analizo starodavne DNA so bili doloceni spol in so-
rodstvena razmerja vseh 4 okostij (71,72). Poleg tega pa
je bilo prek analize stabilnih izotopov mozno tudi oceni-
ti njihove prehranjevalne navade in stres, ki so bili v ve¢ji
meri odvisni od takratne klimatske situacije in druzbe-
nozgodovinskega konteksta (60,61).

V svetovhem merilu izstopa najnovejsa S$tudija
sekvenciranja celotnega genoma iz zoba moskega visje-
ga sloja staroegipcanske druzbe, ki je dozZivela svoj raz-
cvet okoli 3.000 let pr. n. §t. K izvrstno ohranjeni DNA je
verjetno prispeval pokop v kerami¢ni posodi v grobnici,
vklesani v skalo. Rezultati sekvenciranja so pokazali ge-
netske povezave z zgodnjimi severnoafriskimi ljudstvi
ter prebivalstvom obmod¢ja rodovitnega polmeseca, kar
kaze ne le na kulturno-trgovske stike, temve¢ tudi na mi-
gracije prebivalstva (73).

V arheogenetskih preiskavah je $e posebej po-
membno interdisciplinarno sodelovanje, saj je, $e po-
sebno pri slabse ohranjenih vzorcih, dopolnjevanje
analiz klju¢nega pomena. Iz zgodovinskega konteksta je
mozno sklepati o kompleksnih druzbenih, kulturnih in
politi¢nih dogodkih ter naravnih procesih svetovne raz-
seznosti, kar omogoca boljsi vpogled v delovanje druz-
benih struktur skozi cas.

9 Izzivi in omejitve

Ker so zobje pogosto bolje zasc¢iteni pred vplivi
okolja kot druge kostne strukture, predstavljajo enega
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najbolj zanesljivih virov starodavne DNA. Kljub temu
pa je izbira zoba in natanc¢nost pri postopkih ekstrak-
cije klju¢nega pomena, saj neprimeren pristop lahko
povzroc¢i dodatno izgubo dragocenega genetskega ma-
teriala ali poveca tveganje za kontaminacijo. Omejitev
koli¢ine in kakovosti vzorca je prisotna predvsem pri
$tudijah starodavne DNA, saj so razpoloZljivi vzorci
nemalokrat degradirani in poskodovani do te mere, da
iz njih ni mogoce pridobiti zadostne koli¢cine DNA za
genetske preiskave (61). Ob tem lahko pride tudi do
kontaminacije s sodobno DNA ob izkopavanju skeletov,
pri transportu, shranjevanju in ob samih laboratorijskih
postopkih. Pri tem je pomembno upostevati standardne
ukrepe in veckrat preveriti avtenti¢nost preiskovane
DNA.

Sodobne analize zaradi svoje kompleksnosti ne-
malokrat zahtevajo visoko stopnjo izku$enosti in na-
tancnosti, za kar je potrebna skupina strokovnjakov ve¢
podrocij in njihovo medsebojno dopolnjevanje. Optimi-
zacija in nove metode pa so lahko tudi vedji strosek za
laboratorije (74).

10 NajnovejSa dognanja in prihodnje
perspektive

Z vecletnim razvojem novih tehnik, od reakcije PCR
in sekvenciranja prve generacije vse do proteomike, li-
podomike, izotopske analize in sekvenciranja tretje ge-
neracije, je mozna tudi analiza zelo kratkih fragmentov
starodavne DNA (75).

V arheogenetskih preiskavah pridobiva na po-
membnosti proteomika, tj. veda o analizi proteinov, ki
izkoris¢a dolgo obstojnost proteinov in z njihovo ana-
lizo dopolnjuje morfoloske in genetske Studije. Novo-
dobni masni spektrometri omogocajo visoko locljivost
in obcutljivost pri analizi proteinov ter omogocajo do-
lo¢anje sorodstvenih povezav na podlagi podobnosti
proteinskih zaporedij (76,77). Posebno vlogo ima v ana-
lizi zob, saj je sklenina zaradi svoje obstojnosti dober vir
proteinskih oznacevalcev. V paleoproteomiki je mozna
dolocitev spola na podlagi vsebnosti amelogenina, pro-
teina zobne sklenine, ki se nahaja v specifi¢nih oblikah X
(AMELX) in Y (AMELY) (78,79).

V procesu ekstrakcije velja nameniti poudarek tudi
avtomatizaciji postopkov, kar poleg zmanj$anja verjetno-
sti za kontaminacijo omogo¢i precizno in hitrejso izved-
bo raziskovalnega procesa. To je Se posebej pomembno
na forenzi¢nih podro¢jih (74). Za razliko od forenzi¢nih
vzorcev, ki so pogosteje bolje ohranjeni, pa se na po-
drocju paleogenetike fokus usmerja predvsem v razvoj
novih tehnik za sekvenciranje mocno fragmentiranih
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odsekov DNA, saj so avtomatizirani procesi pogosto
manj uc¢inkoviti (70).

V skladu z naprednimi novimi metodami ekstrakcije
poteka tudi razvoj nedestruktivnih metod in standar-
diziranih protokolov le-teh z namenom povzrociti ¢im
manj sprememb na arheoloskem vzorcu. Pri zobeh to
pomeni optimizacijo postopkov, ki omogocajo pridobiti
¢im vedji nabor podatkov Ze iz enega samega zoba ob
minimalnem posegu v njegovo strukturo, kar je klju¢ne-
ga pomena tako z vidika ohranjanja obcutljive kulturne
dediscine kot eti¢nosti raziskovanja (80).

11 Zakljuéki

Identifikacija vzorcev skeletnih ostankov je pomemb-
na tako z zgodovinskega kot tudi s pravnega in eti¢ne-
ga vidika, Se zlasti v primerih, ko se ohranijo le delni,
degradirani skeletni ostanki in DNA postane klju¢ni vir
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informacij. Med enega najzanesljivejsih virov uvrs¢amo
zobe, ki kljub $tevilnim intrinzi¢nim in ekstrinzi¢nim
dejavnikom zaradi svoje mineraliziranosti dobro ohra-
njajo genetski material tudi v neugodnih okoljih. Glede
na ohranjenost in eti¢ne zadrzke je pomembna tudi izbi-
ra pravilne tehnike ekstrakcije DNA, ki sega od popolne
destrukcije zoba do zgolj minimalnega poseganja v tki-
vo z minimalno destruktivnimi metodami. Razvoj novih
metod omogoca analiziranje krajsih in slabse ohranjenih
fragmentov DNA, uporabnost novih tkiv ter optimizaci-
jo na podrocju postopkov ekstrakcije DNA. Nenazadnje
pa ponuja moznost ohraniti integriteto zoba za vrnitev
vzorcev svojcem, za uvrstitev v muzejske zbirke ali shra-
njevanje v arhivih.

Izjava o navzkriZju interesov
Avtorice nimamo navzkrizja interesov.
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