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Prispevek na pregleden nacin predstavlja osnove genetskih preiskav DNA, pridobljene iz ske-
letiziranih ¢loveskih posmrtnih ostankov na primeru molekularnogenetskih identifikacij Zrtev
druge svetovne vojne, ki jih opravljamo v Laboratoriju za molekularno genetiko Instituta za
sodno medicino Medicinske fakultete v Ljubljani. V prispevku podajamo lastnosti DNA, pri-
dobljene iz starih kosti in zob, ter dejavnike, ki vplivajo na njeno ohranitev. Opisana so pri-
porocila za izkop in shranjevanje posmrtnih ostankov za nadaljnjo genetsko identifikacijo,
priporocila za zbiranje vzorcev Se Zivec¢ih sorodnikov in oseb za eliminacijsko podatkovno zbir-
ko ter priporocila za molekularnogenetsko identifikacijo skeletnih ostankov. Natan¢no opre-
deljujemo, katere kosti in zobje so najprimernejsi za genetske preiskave in kak$ni so ukrepi
za preprecevanje kontaminacije endogene DNA kosti in zob. Opisan je postopek ekstrakcije
genomske DNA, postopek dolocitve kolicine DNA v vzorcu, postopki za pridobitev genetskih
profilov avtosomske jedrne DNA, haplotipov kromosoma Y in haplotipom mitohondrijske DNA
ter metode statistinega ovrednotenja verjetnosti sorodstvenih povezav ob ujemanju genet-
skih profilov kosti ali zob s $e Zive¢imi sorodniki.
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This review article describes genetics investigations of DNA from human skeletal remains.
In the molecular genetic laboratory at the Institute of Forensic Medicine, molecular genet-
ic identifications of the World War II mass grave victims are performed. The characteristics
of ancient DNA and the environmental factors which affect its preservation are described.
The recommendations for excavation, storage and molecular genetic identification of skele-
tal remains are presented. Reference samples from relatives and samples for the elimination
database are collected and analyzed for each mass grave. The most appropriate type of bones
and teeth for genetic analyses are described and the measures for preventing contamination
are listed. Procedures for DNA extraction, DNA quantification, DNA typing of autosomal
microsatellites, Y chromosome microsatellites and mitochondrial DNA are described and sta-
tistical calculations of match probability are exposed.
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Institut za sodno medicino, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova ulica 2, 1000 Ljub-
ljana; irena.zupanic@mf.uni-lj.si
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V Zivi celici encimski procesi skrbijo za to, da
ostaja DNA neokrnjena (1). Po smrti organiz-
ma se ravnovesje v celici porusi in DNA je
izpostavljena razgradnji z nukleazami celi¢-
nih lizosomov ter razgradnji z bakterijami in
glivami, ki se prehranjujejo z makromoleku-
lami (2). Ob vezavi DNA na mineralno osnovo
kosti in zob se encimska in mikrobna razgrad-
nja upocasni, zato se lahko DNA ohrani tudi
v zelo starih skeletnih ostankih. Vendar je
pogosto razgrajena na fragmente, katerih dol-
Zina je med 100 in 500 baznih parov (bp) (3, 4).
Ohranjenost DNA v skeletnih ostankih s sta-
rostjo pada, vendar vedno temu ni tako,
saj na ohranitev DNA v najvedji meri vpliva
okolje, v katerem se skeletni ostanki nahaja-
jo (4-6). Najpomembnejsi dejavniki okolja so
temperatura, vlaznost, pH, kemijske lastno-
sti zemlje in prisotnost mikroorganizmov.
Hitra izsuSitev posmrtnih ostankov omogo-
¢aboljso ohranitev DNA, prav tako na ohrani-
tev DNA pozitivno vpliva nizek nivo izpostav-
Jjenosti ultravijolicnemu (UV) sevanju. DNA
se bolje ohrani v zemlji z visoko koncentra-
cijo soli, nevtralnim ali rahlo bazi¢nim pH,
nizko vsebnostjo huminskih kislin in nizko
vlaznostjo (1, 7, 8). Klju¢ni dejavnik ohrani-
tve DNA pa je vsekakor temperatura okolice,
v kateri so se skeletni ostanki nahajali od smr-
ti organizma do izkopa oziroma do molekular-
nogenetskih preiskav. Nizke povprecne letne
temperature omogocajo najboljso ohranitev
DNA, zato najdemo najbolje ohranjeno DNA
v bioloskih vzorcih, najdenih v jamah in traj-
no zamrznjenih tleh (9, 10). Na koli¢ino in
kakovost DNA v skeletnih ostankih pa vpli-
va tudi nacin njihovega shranjevanja po izko-
pu (11, 12). Uspesnost genetske tipizacije je
vedja pri sveze izkopanih skeletih kot pri
skeletih, ki so bili ve¢ let shranjeni pri sobni
temperaturi (npr. v muzejskih zbirkah), zla-
nja skeletnih ostankov pred njihovim shranje-
vanjem, kar zmanjSa pH in koncentracijo
soli v kosteh. Za ¢im daljSo ohranitev DNA
v skeletnih ostankih je najprimernejse njihovo
zamrzovanje (13). Za molekularnogenetske
preiskave so najprimernejse dolge kosti in zob-
je, v katerih se DNA najdlje ohrani (14-16).

Zaradi mocno razgrajene DNA, pridoblje-
ne iz skeletnih ostankov, so molekularnoge-

netske preiskave zasnovane na zelo kratkih
polimorfnih odsekih jedrne in mitohondrij-
ske DNA (mDNA). Tipi polimorfizmov, ki jih
preiskujemo, so natancno opisani v tretji Ste-
vilki 50. letnika Medicinskih razgledov (17).
Poleg avtosomskih mikrosatelitov in mikro-
satelitov, vezanih na kromosom Y, se posluzu-
jemo tudi preiskav sekvenénih polimorfizmov
kontrolne regije mitohondrijske DNA. Ta se
v celici nahaja v $tevilnih kopijah, kar ji omo-
goca dalj8o ohranitev v starih skeletnih ostan-
kih v primerjavi z jedrno DNA (4, 18-20).
V metabolno aktivnih celicah najdemo od
1.000 do 10.000 molekul mDNA. KroZna obli-
ka in mitohondrijska ovojnica $¢itita mDNA
pred razgradnjo z eksonukleaznimi encimi,
zato je manj podvrZena razgradnji kot jedr-
na DNA (21). Mitohondrijska DNA se pri ¢lo-
veku deduje po materi in se za razliko od
kromosoma Y, ki se deduje po ocetu (sledimo
lahko ocetovi liniji), prenese na vse njene
potomce ne glede na spol, kar nam omogo-
¢a sledenje materini liniji. Zaradi odsotnosti
rekombinacije in dedovanja po materi oz. oce-
tu imajo osebe z enakimi zaporedji nukleo-
tidov mDNA skupnega Zenskega prednika in
osebe z enakimi haplotipi kromosoma Y skup-
nega moskega prednika (22). To je osnova za
identifikacijo skeletnih ostankov s pomocjo
analize mDNA in kromosoma Y. Stopnja iden-
tifikacije, ki jo dosegamo s preiskavo mDNA
in s preiskavo mikrosatelitov kromosoma Y,
je zaradi odsotnosti rekombinacije veliko
niZja od stopnje identifikacije, ki jo dosegamo
s preiskavo mikrosatelitov avtosomske jedr-
ne DNA. S tipizacijo mDNA in kromosoma Y
lahko identificiramo le maternalno in pater-
nalno linijo, medtem ko nam mikrosateliti
avtosomske jedrne DNA omogocajo indivi-
dualizacijo posameznika. Zato preiskujemo
pri identifikaciji starih skeletnih ostankov, ¢e
je to le mogoce, tako polimorfizme jedrne
DNA (avtosome in kromosom Y) kot polimor-
fizme mDNA (23).

Pri tipizaciji DNA starih skeletnih ostan-
kov se poleg mocno razgrajene DNA srecu-
jemo tudi z zelo majhnimi koli¢inami endo-
gene DNA, ki jo tezko razlikujemo od veliko
pogostejse sodobne (eksogene) DNA. Prav ta
kontaminacija je resen problem pri preiska-
vah DNA, pridobljene iz starih skeletnih
ostankov (3, 24-27). Do kontaminacije endo-
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gene DNA kosti in zob s sodobno DNA lah-
ko pride ob izkopu, ob neprimernem shranje-
vanju skeletnih ostankov ter ob antropolos-
kih in molekularnogenetskih preiskavah (28).
Zato je treba upostevati priporocila za prepre-
Cevanje kontaminacije in kriterije, ki potrju-
jejo verodostojnost pridobljenih genetskih
profilov (4, 29). Zelo pomembno je, da vzpo-
redno z vzorci kosti in zob testiramo tudi
ekstrakcijske in pomnoZevalne negativne
kontrole ter osebje, ki je sodelovalo pri izko-
pu, shranjevanju in antropoloskih ter genet-
skih preiskavah, kar nam omogoca sledenje
kontaminaciji v primeru, da do nje pride. Za
posamezen skelet je treba tipizirati vsaj dva
vzorca in iz obeh je treba pridobiti identic¢-
ne genetske profile (30).

Molekularnogenetske identifikacije ske-
letnih ostankov bomo prikazali na primeru
Zrtev povojnih mnoZi¢nih pobojev v Sloveni-
jiiz ¢asa druge svetovne vojne. Komisija Vla-
de Republike Slovenije za reSevanje vprasanj
prikritih grobisc¢ je v zadnjih letih evidenti-
rala preko 600 grobisc iz tega obdobja (31).
Natan¢nih podatkov o $tevilu Zrtev v grobis-
¢ih ni, po mnenju zgodovinarja JoZeta Dez-
mana naj bi jih bilo okoli 100.000. Za veéino
grobi$¢ ni nobenih dokumentov, na osnovi
katerih bi lahko opravili molekularnogenet-
sko identifikacijo. Izjemo predstavljajo red-
ka grobisca, najvedje med njimi je grobisce pri
breznu Konfin I, za katerega je bilo mogoce
iz ohranjenih arhivskih virov sestaviti seznam
88 Zrtev (32). V Laboratoriju za molekular-
no genetiko Instituta za sodno medicino smo
genetsko obdelali in pozitivno identificirali
Zrtve treh grobisc, za katera so bili na razpo-
lago poimenski seznami Zrtev, na osnovi
katerih smo lahko zbrali primerjalne vzorce
ustnih sluznic e Zivecih sorodnikov. To so gro-
bis¢a Konfin I, StorZi¢ in Bodoveljska grapa.
Za Konfin I smo pozitivno identificirali 32 Zr-
tev, za StorZi¢ 3 Zrtve in za Bodoveljsko gra-
po 7 zrtev (23, 33-37).

SKELETIZIRANI POSMRTNI
OSTANKI
Zobhje

V primerjavi s kostmi je DNA v zobeh bolj zas-
Citena, saj predstavljajo trda zobna tkiva, ki
obdajajo pulpno votlino, fizi¢no zascito zob-

ne pulpe (38). Trda zobna tkiva se ohrani-
jo v Stevilnih ekstremnih okoljih, saj niso
podvrzena hitri razgradnji po zakopu, raztap-
Jjanju v vodi in prenesejo temperaturo do
1.100 °C (39). Garcia s sodelavci je preuceval
vpliv okolja na razgradnjo DNA v zobeh in
ugotovil, da pride do razgradnje DNA najhi-
treje v vodi, nato v zemlji, najpocasneje pa na
zraku (40). V starih zobeh je DNA izredno sta-
bilna, saj je, podobno kot v starih kosteh, veza-
na na hidroksiapatit (41).

Najbogatejsi vir DNA v zobeh predstav-
lja zobna pulpa. Ta je v pulpni votlini dobro
za$Citena, vse dokler je zob trdno zasidran
v alveolni kosti. Ce je zob shranjen v suhem
okolju, pride do dehidracije zobne pulpe in
mumifikacije, kar zaustavi nekroti¢ne in gni-
lobne procese in omogoca dobro ohranjenost
DNA. Ce obealni aparat zoba popusti in je
mikrookolje vlazno, pulpa hitro zgnije. Tako
Ze tri tedne po pokopu zoba v zemljo
Schwartz zaradi uni¢enja zobne pulpe ni ve¢
uspel pridobiti jedrnega profila, Pfeiffer pa
ugotavlja 90% zmanjSanje kolic¢ine jedrne
DNA po Sestih tednih v zemlji (38, 42). V pri-
merih, ko je posmrtni interval dolg in je ver-
jetnost razgradnje zobne pulpe velika, lahko
opravimo tipizacijo mDNA, katere glavni vir
je dentin — ostanki podaljskov odontoblastov
v dentinskih kanalih, pa tudi cementociti v ce-
mentu (43, 44). Najve¢ DNA dobimo iz zoba,
¢e cel zob zmeljemo, saj zajamemo tudi DNA,
ki se nahaja v trdih zobnih tkivih (39). Koli-
¢ina DNA je odvisna od velikosti zobne pulpe
oziroma skupine zob, zato so ko¢niki najbo-
gatejsi vir DNA. Za izolacijo DNA si zobje po
primernosti sledijo v naslednjem vrstnem
redu: endodontsko nezdravljeni ko¢nik, licnik,
podoc¢nik in sekalec ter endodontsko zdrav-
Jjeni koc¢nik, li¢nik, podoénik in sekalec (45).
Za identifikacijo Zrtev mnoZi¢nih grobis¢
Boles s sodelavci priporoca uporabo zob, saj
je te lazje transportirati kot kosti in omogoca-
jo pridobitev kakovostne genomske DNA (46).

Mornstad je je v dveh loc¢enih postopkih
izoliral DNA iz zobne pulpe in dentina in pri
preiskovancih ugotavljal vpliv kronoloske sta-
rosti na koli¢ino mDNA v dentinu (47). Opa-
zil je upadanje koli¢ine mDNA s starostjo,
kar je v skladu z degenerativnimi starostni-
mi spremembami podalj§kov odontoblastov
in zapiranjem dentinskih kanalov s kristali
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kalcijevega fosfata. Vendar tudi po razkroju
podaljskov odontoblastov ostane v dentinu
med kristali kalcijevega fosfata ujete dovolj
mDNA za uspe$no molekularnogenetsko
identifikacijo. Koli¢cina DNA v endodontsko
zdravljenem - polnjenem zobu je 100-krat
manjsa kot v vitalnem zobu, vendar dovolj
velika za uspe$no pomnoZitev z veriZno reak-
cijo s polimerazo (angl. polymerase chain
reaction, PCR). Prisotnost DNA v endodont-
sko oskrbljenem zobu kaZe na prisotnost DNA
v trdih tkivih zoba (dentin in cement), saj je
bila zobna pulpa odstranjena. Prisotnost
kariesa in plombirnih materialov na ekstrak-
cijo DNA in njeno pomnoZevanje ne vpliva,
zato plombirnih materialov pred mletjem
zoba ni treba odstranjevati (39). V primeru
eksplozij ali letalskih nesrec je pogosto treba
opraviti molekularnogenetsko identifikacijo
iz fragmentiranih zob.

Gaytmenn in Sweet sta ugotavljala, kate-
ri del zoba vsebuje najve¢ DNA (48). Zob sta
v raziskavi razdelila na $tiri dele: grizno in
vratno polovico zobne krone ter na vratni dve
tretjini korenine in apikalno tretjino korenine.
Ugotovila sta, da je najvi§ja koncentracija
DNA v vratnih dveh tretjinah korenine (zob-
na pulpa, dentin in cement), sledita vratni del
krone (zobna pulpa, dentin in sklenina) ter
apikalna tretjina korenine (zobna pulpa, den-
tin in cement), najmanj DNA pa je v grizni
polovici krone (dentin, sklenina in morda
divertikli zobne pulpe). Sama koli¢ina DNA
se tako med posamezniki kot med skupina-
mi zob moc¢no razlikuje, koli¢ina in kakovost
izolirane DNA pa je odvisna tudi od patolos-
kega stanja zoba, zobozdravstvenih posegov,
Casa, ki je pretekel od ekstrakcije zoba do izo-
lacije DNA, in starosti donorja (42). Tsuchi-
mochi je z metodo Chelex uspesno izoliral
genomsko DNA iz zob (zobne pulpe), ki jih
je za 2 minuti izpostavil temperaturi 300 °C,
zelo dobre rezultate pa je s to metodo dosegel
tudi pri identifikaciji zoglenelih trupel (49).
Pri izpostavljenosti zoba temperaturam 500 °C
ali vec je prislo do karbonizacije zobne pulpe
in posledi¢nega unicenja DNA. Sweet je pri
zoglenelem truplu iz zobne pulpe neizraslega
modrostnega zoba pridobil 1,35 yg DNA (50).
1z sveZe izpuljenih in neposkodovanih ko¢ni-
kov, ki sta jih zmlela v prah, sta Sweet in Hil-
debrand ekstrahirala 0,5-97,5 ug DNA (pov-

prec¢no 30pg), Schwartz pa 15-20 g DNA
(39, 42). Sweet je pridobil mikrosatelitski je-
drni profil iz zob trupla, ki je bilo ekshumi-
rano 3,5 let po pokopu, Alvarez Garcia pa iz
zob, starih do 501et (40, 51). Boles je iz zob
trupel, izkopanih 101let po pokopu, pridobil
10-50 ng DNA na posamezen zob in uspesno
tipiziral mDNA (46). Baker je pridobil mDNA
iz 3.000let starih zob (52). V nasem laborato-
riju smo uspeli pridobiti 11 ng DNA/g zobnega
prahu in kompletne jedrne genetske profile
iz preko 300 let starih zob, izkopanih v Auer-
spergovi kapeli na trZnici v Ljubljani (rezul-
tati $e niso objavljeni).

Kosti

V kostnem tkivu se DNA nahaja v osteocitih,
ki so obdani z mineralizirano kostno maso.
V enem mm? kosti je 20.000-26.000 osteoci-
tov (53). Kostnina je tkivo, zgrajeno iz celic
in medceli¢nine. Medceli¢nino sestavljajo
organske (predvsem kolagen tipa I) in anor-
ganske sestavine (najpogoste;jsi so kalcijevi in
fosfatni ioni, prisotni pa so e bikarbonatni,
magnezijevi, kalijevi in natrijevi ioni). Kalci-
jevi in fosfatni ioni tvorijo kristale hidroksia-
patita, iz katerih so plosce, ki leZijo vzdolZ kola-
genskih vlaken. Povezava kolagenskih vlaken
s kristali zagotavlja trdnost in odpornost kost-
nine. Ce kost dekalciniramo, sicer ohrani obli-
ko, vendar postane mehka in upogljiva. Ce pa
odstranimo organsko medceli¢nino, kost prav
tako ohrani obliko, vendar postane krhka in
lomljiva (54). Kemp in Smith sta zagovornika
hipoteze, ki pravi, da omogoca stabilnost DNA
in njeno ohranitev v starih skeletnih ostan-
kih vezava DNA na hidroksiapatit, ki predstav-
Jja glavno kostno maso (55). Mehanizem veza-
ve DNA na hidroksiapatit je negotov, predvi-
devajo pa, da se negativno nabite fosfatne sku-
pine molekule DNA veZejo na hidroksilna
mesta na hidroksiapatitu. To hipotezo potrjuje
dejstvo, da se ob povecani degradaciji hidrok-
siapatita ohrani v kosti manj DNA. Moc¢na
vezava kolagenskih in nekolagenskih prote-
inov na hidroksiapatit prepredi razgradnjo
hidroksiapatita, do katere bi sicer zaradi zuna-
njih vplivov (temperatura in razli¢ni kemij-
ski dejavniki) lahko prislo.

Za preiskavo DNA iz skeletnih ostankov
so po mnenju Edsona s sodelavci najprimer-
nejSe dolge kosti, zlasti stegnenice in kosti
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reber, sledijo golenice in kosti vretenc, mede-
nic¢ne kosti, nadlahtnice, lopatice in ¢eljusti
z zobmi, med najmanj primerne za genetske
preiskave pa Edson s sodelavci Steje kosti loba-
nje (16). S primerjalno Studijo uspesnosti
tipizacije jedrne DNA na skeletnih ostankih
(tipizirali smo zobe, stegnenice in golenice)
iz masovnih grobis¢ druge svetovne vojne smo
v na$em laboratoriju ugotovili, da so za tipi-
zacijo DNA najprimernejsi zobje, tem sledi-
jo stegnenice in slednjim golenice (56). Do
podobnih zakljuckov sta prisla tudi Milo§ s so-
delavci in Misner s sodelavci (14, 15).

Prve uspes$no izvedene preiskave DNA,
pridobljene iz nekaj mesecev do deset let
starih kosti, so opravili Lee, Hochmeister in
Hagelbergova (53, 57-60). Sledili so jim $te-
vilni raziskovalci in v odvisnosti od starosti
in stopnje poroznosti kosti analizirali jedrne
mikrosatelite ali polimorfizme mDNA (14, 34,
37, 61-81). Hagelbergova je pri molekularno
antropoloskih preiskavah kosti, starih od 300
do 5.5001et, ugotovila, da je ohranjenost DNA
v kosteh odvisna predvsem od pogojev, v ka-
terih so se skeletni ostanki nahajali, manj pa od
same starosti skeletnih ostankov (59). Lee je
iz nekaj mesecev stare kosti brez predhodne
dekalcinacije pridobil od 0 do 500ng DNA/mg
kosti, Hochmeister je iz nekaj mesecev do
11 let starih kosti s predhodno dekalcinacijo
pridobil od 25 ng do 3,3 ug DNA/g kosti, Ya-
momoto je iz 16 let starega skeleta novorojen-
caiz 1gstegnenice pridobil 5ng DNA, Seo je
iz 10let starih skeletnih ostankov novorojen-
ca pridobil iz 1,5 g kosti 6 ug DNA, Tahir pa
iz 27 let starega ekshumiranega skeleta 8 ng
DNA/gkosti (57,53, 61, 62, 80). V nasem labo-
ratoriju smo uspeli pridobiti do 100ng DNA/g
kostnega prahu in kompletne jedrne genet-
ske profile iz 65 let starih kosti, izkopanih iz
povojnega mnozi¢nega grobisc¢a v kraski jami
Konfin I (34, 35).

V Laboratoriju za molekularno geneti-
ko Instituta za sodno medicino izberemo za
genetsko preiskavo za vsak skelet iz posamez-
nega povojnega grobisca eno dolgo kost (naj-
primernej$a je stegnenica) in dva zoba (po
moznosti dobro ohranjena in endodontsko
nezdravljena ko¢nika), kar je mogoce le ob
izkopu skeletov v anatomski legi. Ce izkop ske-
letov ni bil opravljen v anatomski legi, izbe-
remo za molekularnogenetske preiskave vse

leve ali vse desne stegnenice, najdene v gro-
biscu. Ves skeletni material fotodokumentira-
mo in primerno ozna¢imo ter zamrznemo do
postopka izolacije DNA.

UKREPI ZA PREPRECEVANJE
KONTAMINACLJE DNA

Kemijski in bioloski dejavniki okolja, ki so jim
¢loveski posmrtni ostanki izpostavljeni, pov-
zroCajo razgradnjo genetskega materiala in
kontaminacijo z DNA bakterij in gliv. Tovrst-
nih sprememb DNA, ki v najvecji meri vpliva-
jo na uspes$nost tipizacije jedrne ali mDNA,
ne moremo prepreciti. Preprec¢imo pa lahko
najnevarnejsi tip kontaminacije, to je konta-
minacija s ¢loveskim bioloskim materialom
o0z. sodobno DNA. Zaradi nizke vsebnosti DNA
in njene razgrajenosti v starih bioloskih mate-
rialih so tovrstni vzorci zelo dovzetni za kon-
taminacijo s sodobno DNA. V reakciji PCR
sodobna DNA tekmuje z endogeno DNA kosti
in zob in kon¢ni rezultat tipizacije je v najslab-
Sem primeru genetski profil sodobne — kon-
taminacijske DNA (55). Do kontaminacije
s sodobno DNA lahko pride pri izkopu in shra-
njevanju skeletov ali med samo tipizacijo v la-
boratoriju. Najpogostej$a je povrsinska kon-
taminacija zaradi neprimernega rokovanja
(prijemanje skeletnih ostankov brez sterilnih
za$¢itnih laboratorijskih rokavic). Povrsinsko
kontaminacijo odstranjujemo z razli¢nimi
metodami. Med njimi so najpogostejse spira-
nje v vodi, detergentu, kislini, etanolu ali beli-
lu, obsevanje z UV-svetlobo, pri kosteh fizi¢no
odstranjevanje povrsine in kot zadnja, prido-
bitev DNA iz materiala, odvzetega iz notra-
njosti kosti ali zoba. Za ucinkovito odstranje-
vanje povrsinske kontaminacije se obicajno
uporabljajo razli¢ne kombinacije nastetih teh-
nik.

Uporabo belila (natrijev hipoklorid, NaOCI)
kot sredstva za odstranjevanje kontaminaci-
je iz povrsine starih kosti ali zob je preuceval
Kemp (55). Ugotovil je, da belilo unié¢i kon-
taminacijsko DNA na povrsini kosti ali zob,
¢e je pred izolacijskim postopkom vzorec
vsaj 15 min obdeloval s 3-6 % belilom. NaOCl
z oksidativnim delovanjem razcepi kontami-
nacijsko DNA na kratke fragmente ali celo
posamezne baze, kar sta dokazala Prince in
Andrus z neuspelim pomnoZevanjem 76 bp
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dolgega fragmenta DNA, obdelane z 10 %
NaOCl (belilo Clorox) (82). Za endogeno DNA
je Kemp ugotovil, da ostane neposkodova-
na, tudi Ce je kost obdeloval s 6% belilom
21ur (55). Vzrok za to je izredna stabilnost
DNA, ki je v stari kosti verjetno vezana na
hidroksiapatit. Ta $¢iti DNA pred kemijsko
razgradnjo.

Fizi¢no odstranjevanje povrsine kosti ali
izrezovanje materiala iz notranjosti za ucin-
kovito odstranitev povrsinske kontaminacije
po Kempovem prepricanju ni zadostno, saj
lahko kontaminacijska DNA prodre globlje
v kost (55). Zato je treba ti dve tehniki kombi-
nirati z drugimi tehnikami. Kemp celo pripo-
roca za dekontaminacijo povrsine le 15-minut-
no spiranje v 6 % belilu, kar je po njegovem
mnenju najucinkovitejse, najhitrejse in cenov-
no vsem dostopno (55). Belilo je iz kosti ali
zob odstranil z veckratnim zaporednim spi-
ranjem (1-2 minuti) z ultracisto, bidestilira-
no vodo. S to tehniko je u¢inkovito odstranil
povrsinsko kontaminacijo iz 500-10.000 let
starih skeletnih ostankov.

Rennick je preuceval vpliv razli¢nih teh-
nik za odstranjevanje mehkega tkiva iz povr-
Sine kosti na razgradnjo endogene DNA (83).
Ugotovil je, da $tiriurno kuhanje v 3 % razto-
pini belila povzroca degradacijo endogene
DNA, medtem ko kuhanje v vodi ali v vodni
raztopini detergenta (Alconox) in natrijeve-
ga karbonata (ohranja bazi¢nost raztopine)
na endogeno DNA ne vplivata razgrajevalno.
Zato za odstranjevanje mehkega tkiva iz povr-
$ine kosti namesto belila priporo¢a uporabo
detergenta Alconox.

Pri zobeh je zobna pulpa, ki je glavni vir
DNA, zaprta v pulpni votlini in obdana s trdi-
mi tkivi (sklenina, dentin in cement), zato je
manj izpostavljena kontaminaciji (49). Veci-
na raziskovalcev uporablja za dekontaminaci-
jo povrsine zob zaporedno spiranje v detergen-
tu, etanolu in vodi ter obsevanje z UV-svetlobo
(39,48, 52). Ce je zob poskodovan (zlomljen
ali prizadet z zobno gnilobo), njegovo povr-
$ino dekontaminiramo le s spiranjem v vodi
in obsevanjem z UV-svetlobo (39).

Poleg povrsinske kontaminacije s sodob-
no DNA je mozZna $e kontaminacija s pred-
hodnimi produkti reakcije PCR ali kontami-
nacija reagentov, plastike in druge laboratorijske
opreme. Pri molekularnogenetskih preiska-

vah za preprecevanje kontaminacije s sodob-
no DNA v Laboratoriju za molekularno gene-
tiko Instituta za sodno medicino vedno sle-
dimo mednarodnim priporocilom (4, 22, 29,
30, 55, 64, 65, 84-89). Za zagotavljanje kako-
vosti in preprecevanje kontaminacije v genet-
skem laboratoriju upostevamo veliko ukrepov,
med katerimi so najpomembne;jsi naslednj:

* Da vzorca ne kontaminiramo z lastnim bio-
loskim materialom, pri delu uporabljamo
Ciste laboratorijske rokavice, ki jih pogosto
menjavamo, kirursko masko za nos in usta
(prepreci kontaminacijo s slino ob kaslja-
nju, kihanju ali govorjenju), zas¢itno kapo
in ocala ter sveZ laboratorijski plas¢. Pri
obdelavi kosti in zob z nizko vsebnostjo
DNA uporabljamo dvojne laboratorijske
rokavice. Rokavice pri obdelavi razli¢nih
vzorcev menjavamo, da ne kontaminira-
mo vzorcev med seboj.

* Vse laboratorijske povrsine pred koncanim
delom in po njem odistimo s komercialno
dostopnim razkuZilom, vodo in etanolom,
pri Cemer uporabimo papirnate brisace za
enkratno uporabo. Povrsine ocistimo tudi
med vzoréenjem in obdelavo razli¢nih
skeletnih elementov.

* Uporabljamo vodo in laboratorijsko plasti-
ko, za katero proizvajalec zagotavlja, da je
prosta DNA (ne vsebuje DNA).

* Vse orodje za ¢iscenje, brusenje in mletje
kosti in zob pred uporabo umijemo z 10 %
detergentom Alconox (Alconox Inc.), ste-
rilno bidestilirano vodo in 80 % etanolom
ter ga steriliziramo.

* Vse reagente, orodje in laboratorijsko pla-
stiko po steriliziranju preko no¢i postavimo
pod UV-svetlobo. Dodatno jih obsevamo
z UV-svetlobo $e vsaj 30 minut pred upo-
rabo.

 Zavsak vzorec kosti ali zob uporabimo Cisto
in sveZe orodje.

* Za vsak vzorec uporabimo sveZe sterilne
rokavice, ki jih po potrebi med obdelavo
posameznega vzorca tudi menjavamo.

* Z rokavicami na rokah se ne dotikamo
obraza.

* Vzorce DNA, pridobljene iz kosti ali zob,
analiziramo lo¢eno od referencnih vzorcev
ali vzorcev za eliminacijsko podatkovno
zbirko od postopka izolacije DNA pa vse
do kon¢nih rezultatov tipizacije.
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* Kontaminacijo s predhodnimi produkti
reakcije PCR preprecimo s fizi¢no lo¢itvi-
jo prostorov, kjer kosti in zobe ¢&istimo in
meljemo, od tistih, kjer izoliramo genom-
sko DNA, pripravljamo reakcijske mesanice
za PCR in analiziramo produkte pomno-
Zevanja. Po koncani reakciji PCR se produk-
ti iz analitskega prostora nikoli ne vracajo
v prostor za pripravo kosti in zob, prostor
za izolacijo DNA ter prostor za pripravo
reakcijskih mesanic za PCR. Postopke pred
reakcijo PCR in po njej je treba izvajati v lo-
¢enih prostorih.

* Vse reagente shranjujemo v skladu z navo-
dili proizvajalca.

* Vzporedno z DNA kosti in zob v reakciji
PCR pomnoZujemo negativno kontrolo,
katere pomnoZitev nas bi opozorila na
kontaminacijo reagentov ali laboratorijske
plastike s predhodnimi produkti pomno-
Zevanja ali kontaminacijsko DNA.

¢ Negativne kontrole vklju¢imo tudi v sam
postopek izolacije genomske DNA, s ¢imer
preverjamo Cistost uporabljene laborato-
rijske plastike in izolacijskih reagentov.

* Vzporedno z DNA kosti in zob pri mDNA
sekvenciramo tudi negativno kontrolo.

» Uporabljamo nastavke za pipete s filtri, ki
preprecujejo aerosolno kontaminacijo in
so bili pred uporabo vsaj 30 minut izpo-
stavljeni delovanju UV-svetlobe.

* V prostoru, kjer kosti in zobe Cistimo in
meljemo ter iz njih izoliramo DNA, ne
obdelujemo bioloskih materialov, ki vse-
bujejo velike koli¢ine DNA (npr. kri, slina),
pac pa je ta prostor namenjen izkljuéno
delu s starimi kostmi in zobmi.

* Pri kosteh in zobeh izolacije in pomnoZe-
vanje ponovimo dvakrat, s ¢imer preveri-
mo identi¢nost dobljenih rezultatov.

¢« mDNA vedno sekvenciramo v obe smeri,
s ¢imer zagotovimo pravilnost dolocitve
nukleotidnega zaporedja.

IZKOP SKELETNIH OSTANKOV
IN NJIHOVO SHRANJEVANIJE

Stari skeletni ostanki vsebujejo zelo malo DNA
ali je ta mocno razgrajena. Zato je pravilen pri-
stop k izkopu skeletnih ostankov, antropologki
obdelavi in shranjevanju tovrstnega bioloske-
ga materiala za uspe$nost genetske identifi-

kacije klju¢nega pomena. Nepravilni postop-
ki pri rokovanju s skeletnimi ostanki in njiho-
vo neprimerno shranjevanje lahko privedejo
do kontaminacije in razgradnje endogene
DNA kosti in zob, posledica ¢esar so napac-
ni rezultati molekularnogenetskih analiz ali
neuspes$na analiza (23, 90).

Pri izkopu skeletnih ostankov je z vidika
nadaljnjih genetskih preiskav treba uposteva-
ti troje. Obvezna je uporaba Ccistih rokavic,
previdno ravnanje v smislu bioloske kontami-
nacije (ob prehladu, kasljanju ali kihanju je
treba nositi masko za usta in nos) in shranje-
vanje skeletnih ostankov v zra¢ne zaboje. Ni
primerna uporaba vre¢ iz neprodu$ne umet-
ne mase, saj se v njih kosti ne morejo susiti
in lahko pride do gnitja in razpadanja. Zno-
traj zaboja naj bodo posamezni anatomski deli
skeleta (npr. lobanja z zobmi) dodatno zas-
¢iteni tako, da so shranjeni v Ciste papirna-
te vrece, ki morajo biti ustrezno oznadene
(opremljene z eviden¢nimi $tevilkami skele-
ta, ki mu lobanja pripada). Najprimerne;jsi je
navaden papir, ki ni odi$avljen in kemicno
obdelan. Skeletne ostanke je treba ustrezno
dokumentirati (oznaciti in fotografirati) in
shranjevati v Cistih, zra¢nih in suhih prosto-
rih, kjer so za razvoj mikroorganizmov slab-
$i pogoji (91).

Za antropolosko obdelavo skeletnih ostan-
kov je najprimerneje antropologa oskrbeti
z razkuzilnimi sredstvi, laboratorijskimi roka-
vicami, kapami, maskami in plasci za enkrat-
no uporabo ter ga seznaniti s pravilnim naci-
nom rokovanja s skeletnimi ostanki (uporaba
za$Citnih oblacil, razkuZevanje delovne povr-
$ine in indtrumentov ter menjavanje rokavic).

ELIMINACIJSKA
PODATKOVNA ZBIRKA

Do kontaminacije posmrtnih ostankov s ¢lo-
veskim biolo$kim materialom oziroma sodob-
no DNA lahko pride, kot smo Ze omenili, ob
izkopu, ob neprimernem shranjevanju skelet-
nih ostankov ter ob antropoloskih in moleku-
larnogenetskih preiskavah (28). V genetskem
laboratoriju se lahko kontaminacijska DNA
nahaja v laboratorijski plastiki, reagentih ali
so fragmenti DNA vezani na aerosolne del-
ce v zraku (92). Da lahko omogocimo sledlji-
vost v primeru pojava kontaminacije, moramo
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za posamezno grobisée pripraviti eliminacij-
sko podatkovno zbirko, ki vsebuje vse osebe,
ki v katerikoli fazi zbiranja, shranjevanja,
antropoloske in molekularnogenetske preiska-
ve pridejo v stik s skeletnimi ostanki. Treba
je pridobiti brise ustnih sluznic vseh, ki so
sodelovali pri izkopu, vseh, ki so sodelovali pri
antropoloski Studiji, in vseh, ki sodelujejo pri
molekularnogenetski identifikaciji. Osebam,
ki sestavljajo eliminacijsko podatkovno zbir-
ko, je treba dostaviti komplete za odvzem bri-
sa ustne sluznice na sterilno vatirano palcko
z navodili za pravilen odvzem. Poleg brisov
ustne sluznice je treba pridobiti tudi podpi-
sano izjavo o strinjanju s preiskavo. Za vse ose-
be, ki so vkljucene v eliminacijsko podatkovno
zbirko, je treba pridobiti genetske profile jedr-
ne avtosomske DNA, mDNA in za osebe mos-
kega spola $e haplotipe kromosoma Y (33-37).

REFERENCNE OSEBE -
SORODNIKI ZRTEV

Za zbiranje referen¢nih oseb — Se Zivecih
sorodnikov je treba v medijih objaviti seznam
domnevnih Zrtev grobisca in telefonsko Ste-
vilko tajni$tva Instituta za sodno medicino,
kjer lahko svojci pridobijo vse potrebne infor-
macije o nadaljnjem postopku zbiranja brisov
ustne sluznice. Po pogovoru s svojci in izbi-
ri primernih referen¢nih oseb sorodnikom po
posti posljemo komplet za odvzem brisa
ustne sluznice, ki vsebuje sterilno, zascite-
no vatirano pali¢ico in navodila za pravilen
odvzem brisa ustne sluznice ter sterilne roka-
vice. Prav tako sorodniki prejmejo v podpis
izjavo, da se strinjajo s preiskavo in z objavo
rezultatov genetske identifikacije. Svojci nam
po posti vrnejo brise ustnih sluznic in podpi-
sane izjave. Za primerjavo avtosomskih mikro-
satelitov jedrne DNA kot referen¢ne osebe
uporabimo najbliZje sorodnike Zrtev, za pri-
merjavo polimorfizmov mDNA uporabimo
sorodnike po materini liniji, ki so lahko v bliz-
njem ali daljnem sorodu z Zrtvijo, za primer-
javo haplotipov kromosoma Y pa uporabimo
bliZnje ali daljne sorodnike po ocetovi liniji.
Za vse sorodnike pridobimo genetske profi-
le za avtosomsko jedrno DNA, profile kromo-
soma Y pridobimo za sorodnike po ocetovi
liniji, profile mDNA pa za sorodnike po mate-
rini liniji.

Molekularnogenetsko identifikacijo Zrtev
povojnih mnoZi¢nih grobis¢ sestavlja vec
korakov. Prvi je pridobitev DNA iz skeletnih
ostankov ter iz sline sorodnikov Zrtev in oseb,
ki sestavljajo eliminacijsko podatkovno zbir-
ko. Temu sledi dolo¢itev kolicine DNA v vzor-
cih ter pridobitev genetskih profilov avtosom-
ske jedrne DNA, haplotipov kromosoma Y in
mDNA za kosti in zobe, referenéne osebe
in osebe iz eliminacijske podatkovne zbirke.
Preveriti je treba Cistost ekstracijskih in pom-
nozevalnih negativnih kontrol. Pridobljene
genetske profile kosti in zob primerjamo z ge-
netskimi profili oseb iz eliminacijske podat-
kovne zbirke nato pa $e z genetskimi profili
referen¢nih oseb - $e Zivecih sorodnikov Zrtev.
V kon¢ni fazi ob ujemanju profilov kosti in
zob Zrtev grobis¢ z referencnimi osebami sta-
tisti¢no ovrednotimo verjetnost sorodstvenih
povezav.

PRIDOBITEV (IZOLACIJA ALI
EKSTRAKCIJA) GENOMSKE DNA

Metoda izolacije DNA iz kosti je ena najzah-
tevnejSih in najdaljsih izolacijskih metod
v forenzi¢nih genetskih preiskavah. Ker je
v starih kosteh prisotnih veliko inhibitorjev
reakcije PCR (predvsem huminske kisline iz
zemlje) in je vsebnost DNA nizka, je treba
izbrati tak$no izolacijsko metodo, ki omogoca
pridobitev ¢im vedje koli¢ine DNA in odstra-
nitev inhibitornih snovi v ¢im vedji meri (93).
Dekalcinacija z 0,5 M etilendiaminotetraocet-
no kislino (angl. ethylenediaminetetraacetic
acid, EDTA) nam omogoca locitev kostnih
celic od medceli¢nine (79). Pri sveZih kosteh
in zobeh za pridobitev genomske DNA ni
potrebna predhodna dekalcinacija, pri starih
skeletnih ostankih pa nam predhodna dekal-
cinacija omogoca pridobitev veéje koli¢ine
DNA (53). Tako je Loreillu s sodelavci uspe-
lo s popolno demineralizacijo kosti pridobi-
ti zadostne koli¢ine DNA iz starih skeletnih
ostankov, ki brez demineralizacije niso dali
nobenih rezultatov (94). Vec¢ raziskav je poka-
zalo, da umivanje skeletnih ostankov in roko-
vanje z njimi brez zasc¢ite kontaminira povr-
$ino in do doloéene mere tudi notranjost kosti
in zob s sodobno DNA, pri ¢emer je kontami-
nacija notranjosti odvisna od ohranjenosti in
stopnje poroznosti skeletnih ostankov (95-97).
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Zato je treba skeletizirane posmrtne ostan-
ke odistiti mehansko in kemic¢no, obsevati
z UV-svetlobo in upostevati vse ukrepe za
zagotavljanje kakovosti in preprecevanje
kontaminacije, ki smo jih nasteli v poglavju
Ukrepi za preprecevanje kontaminacije DNA.
Postopek izolacije genomske DNA vkljucuje
tri korake: ¢iSCenje, mletje in ekstrakcijo DNA
iz kostnega in zobnega prahu (98).

Ciséenje kosti in zob

Povrsinsko kontaminacijo pri kosteh in zobeh
odstranimo s kombinacijo naslednjih tehnik:
fizicno odstranjevanje povrsine (pri zobeh ta
postopek zamenjamo z obsevanjem z UV-svet-
lobo) ter spiranje v detergentu, vodi in etano-
lu. Od stegnenice (enako velja za druge dolge
kosti) z Zago, ki ji vstavimo nov sterilni list,
odreZemo priblizno 10 cm dolg kos kompakt-
ne kosti in ga vzdolZno prereZemo. S povrsine
vzdolZno prerezanega dela kosti in iz zoba
s skalpelom odstranimo zemljo. Nato kost in
zob spiramo v sterilni bidestilirani vodi ter
ju preko noci posusimo. Sledi tehtanje in
odstranjevanje povrsinske kontaminacije pri
kosteh z brusenjem in pri zobeh z obsevanjem
z UV-svetlobo na obeh straneh po 30-60 mi-
nut. Kost vpnemo v primeZ (Proxxon) in z li-
nearnim brusenjem s pomocjo brusilnika
(Minicraft MB 8571) in razli¢nih brusilnih
nastavkov (Proxxon) odstranimo povr$insko
plast, debelo 2-3 mm. Da pri brusenju ne
pride do pregrevanja kosti, jo veckrat ohla-
dimo s teko¢im dusikom. Segrevanje kosti
lahko namre¢ povzroci razgradnjo endogene
DNA (64). O¢iscen del kosti, katerega teZa obi-
¢ajno ne presega 4-6 g (teZa zob je manjsa),
s kroZzno diamantno Zagico (Proxxon) odre-
Zemo od preostalega dela kosti. Sledi kemic-
no ciscenje kosti in zob s 5% detergentom
Alconox (Alconox Inc.), sterilno vodo in 80 %
etanolom.

Mletje kosti in zob

Za ekstrakcijo zadostne koli¢ine DNA iz sta-
rih skeletnih ostankov je treba iz kosti in zob
pridobiti fin prah, za kar ni primeren vsak
homogenizator. Pri zelo malih delcih prahu
je demineralizacija ucinkovitej$a in hitrej-
$a (99). Kostni in zobni prah pridobimo ob
uporabi tekocega dusika z mletjem v homo-

genizatorju TissueLyser (Retsch), pri Cemer
uporabimo kovinske komore s kovinskimi
kroglami. S teko¢im dusikom ohladimo tako
kovinske komore kot o¢is¢ene fragmente kosti
in zobe ter jih meljemo 1-2 minuti pri frek-
venci 30 Hz. Dobljeni prah prenesemo v epru-
veto, stehtamo in zamrznemo do postopka

ekstrakcije genomske DNA.

Ekstrakcija DNA

Genomsko DNA ekstrahiramo iz 0,5 g kostne-
ga ali zobnega prahu po 72-urni dekalcinaci-
ji v raztopini 0,5 M EDTA. Vzorcu dodamo
proteinazo K in inkubiramo preko nodi pri
56 °C. Po centrifugiranju iz supernatanta ob
uporabi kompleta EZ1 DNA Investigator Kit
in istoimenske raziskovalne kartice (Qiagen)
izoliramo genomsko DNA v napravi Biorobot
EZ1 (Qiagen). Celoten postopek ekstrakcije
je avtomatiziran, traja le 20 minut in ne zah-
teva uporabe nevarnih organskih topil, kot sta
fenol in kloroform. Temelji na tehnologiji
magnetnih delcev, pri kateri se nukleinske
kisline veZejo na s silicijem prevlecene povr-
$ine magnetnih delcev v prisotnosti kaotro-
pi¢nih soli (gvanidin tiocianat — GuSCN ali
gvanidin hidroklorid - GuHCI ali natrijev
jodid — Nal), ki so izredno ucinkovite pri ¢is-
¢enju nukleinskih kislin (100). Kaotropi¢ne
soli namre¢ lizirajo celice, denaturirajo pro-
teine, inaktivirajo nukleaze ter pospesujejo
vezavo DNA na paramagnetne, s silicijem pre-
vlecene delce. Celoten ekstrakcijski postopek
poteka v plasti¢cnem nastavku za pipete, ki je
zavarovan s filtrom in ga po uporabi zavr-
Zemo. Tudi izolacijski reagenti so v zaprtem
sistemu, jih ni treba ro¢no pipetirati in so za
enkratno uporabo, kar mo¢no zmanj$a moz-
nost kontaminacije. Pri skeletnih ostankih
z nizko vsebnostjo DNA je slednje izrednega
pomena. Veliko u¢inkovitost ekstrakcije DNA
s tehnologijo magnetnih delcev so potrdile
Stevilne Studije (101-104). V ekstrakcijskem
postopku pridobljeno DNA kosti in zob
zamrznemo do postopka kvantifikacije in tipi-
zacije jedrne in mDNA. V postopek ekstrak-
cije genomske DNA vklju¢imo negativne
kontrole, s ¢imer preverjamo cistost izolacij-
skih reagentov in plastike. Iz sline sorodnikov
in oseb za eliminacijsko podatkovno zbirko
pridobimo genomsko DNA v napravi Biorobot
EZ1 (Qiagen) ob uporabi kompleta EZ1 DNA
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Investigator Kit in istoimenske raziskovalne
kartice (Qiagen).

KVANTIFIKACIJA ALl
DOLOCITEV KONCENTRACLJE
DNA V VZORCU

Kadar preiskujemo moc¢no poskodovano (raz-
grajeno) DNA ali ko je $tevilo kopij molekul
DNA v vzorcu zelo nizko, je treba pred pom-
noZevanjem v reakciji PCR vzorce kvantifici-
rati, saj lahko le s tem zagotovimo kakovost
preiskav, ki temeljijo na metodi PCR. Ob upo-
rabi zelo nizke koncentracije zaCetne DNA
(pod 20 kopij (60pg) prijedrni DNA) se namre¢
zaradi stohasti¢nega ucinka moznost napak
pri pomnoZevanju v reakciji PCR poveca zara-
di nepomnozZenih alelov (105). Za kvantifi-
kacijo DNA je na razpolago veliko razlicnih
metod; najnovejsa temelji na kvantitativni
reakciji PCR v realnem casu (angl. real-time
PCR) in ima od vseh znanih kvantifikacijskih
metod najvecjo obéutljivost (105-107). Kvan-
tifikacija jedrne in mDNA nam sluZi kot zadet-
ni presejalni test, saj lahko na osnovi rezul-
tatov kvantifikacije ocenimo, ali je vzorec kosti
ali zob primeren za tipizacijo mikrosatelitov
jedrne DNA ali le za tipizacijo mDNA. Dolo-
¢imo lahko optimalno koli¢cino DNA za uspe-
$no analizo, s ¢imer zmanj$amo porabo DNA
in ohranimo vzorec za nadaljnje neodvisne
preiskave (108). Kvantifikacijski testi nam
omogocajo tudi zaznavo inhibitornih snovi
v vzorcu (107).

Vsak vzorec DNA (pridobljen iz kosti, zob,
sline sorodnikov in oseb za eliminacijsko podat-
kovno zbirko) pred pomnoZevanjem v reak-
ciji PCR kvantificiramo z metodo kvantita-
tivne reakcije PCR v realnem ¢asu. Metoda
temelji na zaznavi 5-nukleazne aktivnosti Taq
DNA-polimeraze ob uporabi s fluorescentni-
mi barvili oznacCenih sond in detekcijskega
sistema, pri katerem spremljamo napredo-
vanje pomnoZevanja s PCR v realnem casu.
Racunalniski program v povezavi s standard-
no krivuljo avtomatsko izra¢una koncentra-
cijo DNA v preiskovanem vzorcu. Za kvan-
tifikacijo jedrne DNA uporabimo komplet
Quantifiler Human DNA Quantification kit
(Applied Biosystems), s katerim pomnoZuje-
mo 62bp dolg intronski odsek gena TERT
(gen za telomerazno reverzno transkriptazo),

ki se nahaja na kromosomu 5. Z notranjo pozi-
tivno kontrolo, ki je dodana vsakemu vzorcu,
ugotavljamo prisotnost inhibitornih snovi
v vzorcu DNA. Z uporabo tega kompleta lah-
ko natanéno doloc¢imo koli¢ino DNA v prei-
skovanem vzorcu v obmodju od 23 pg/pl do
50 ng/pl.

V nasem laboratoriju smo uspeli pridobiti
do 100ng DNA/g kostnega prahu iz 84 stegne-
nic, izkopanih iz povojnega mnozi¢nega grobis-
¢a v kraskem breznu Konfin I, do 8,6 ng DNA/g
kostnega prahu iz treh stegnenic grobi$éa pod
Storzi¢em, do 55 ng DNA/g zobnega prahu iz
dveh koc¢nikov skeleta iz grobis¢a pod Stor-
Zitem in do 16 ng DNA/g kostnega prahu iz
25 stegnenic, izkopanih iz grobisc¢a Bodovelj-
ska grapa (23, 34, 35, 37). Jedrne DNA nismo
zaznali pri izolacijskih negativnih kontrolah,
kar kaZe na Cistost postopka izolacije in odsot-
nost kontaminacije vzorcev med postopkom
izolacije.

GENETSKI PROFILI
AVTOSOMSKE JEDRNE DNA,
HAPLOTIPI KROMOSOMA Y
IN HAPLOTIPI MITOHONDRUJSKE
DNA

Za hkratno pomnoZevanje avtosomskih mikro-
satelitov je obicajno potrebno 250 pg DNA
(50 dvoveriznih kopij) in 28-30 ciklov reak-
cije PCR, vendar z novimi pomnoZevalnimi
kompleti pridobimo popolne genetske profi-
le tudi iz manj kot 100 pg DNA (56).
Neuspes$no pomnozevanje jedrnih avto-
somskih mikrosatelitov je lahko posledica:

* prevec razgrajene DNA (treba bi bilo upo-
rabiti zacCetne oligonukleotide, ki dajejo
krajSe produkte pomnoZevanja),

* zelo nizkih koncentracij DNA (uporabiti bi
bilo treba vedje Stevilo ciklov reakcije PCR),

* inhibicije reakcije PCR zaradi prisotnosti
inhibitornih snovi (DNA bi bilo treba red-
¢iti z vodo v volumskem razmerju vsaj 1:20,
v reakcijo PCR bi bilo treba vkljuciti goveji
serumski albumin (angl. bovine serum albu-
min, BSA) in povecati koli¢ino polimeraze)
ali

* prisotnosti polimorfizma (mutacije) v nu-
kleotidnem zaporedju, kamor bi se morali
vezati zaCetni oligonukleotidi.
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Pri prvih treh tockah je vzrok neuspe$nega
pomnoZevanja pojav prioritetnega pomnoze-
vanja enega alela, pri zadnji tocki pa pojav
tihih alelov zaradi mutacije.

Pri molekularnogenetski preiskavi kosti
in zob Zrtev iz grobis¢ je treba opraviti tipiza-
cijo jedrne avtosomske DNA, mikrosatelitov
na kromosomu Y, treba pa je dolociti tudi
nukleotidno zaporedje regij HVI in HVII
mDNA. Jedrno avtosomsko DNA tipiziramo
s tremi komercialno dostopnimi kompleti.
Profile, dobljene s kompletom AmpFISTR
NGM® PCR Amplification Kit (Applied Biosy-
stems), preverimo $e s kompletom Investi-
gator ESSplex Kit (Qiagen) in s kompletom
MiniFiler (Applied Biosystems), ki nam omo-
goca pomnozevanje kratkih mikrosatelitov pri
mocno razgrajeni DNA. Tipizacijo mikrosa-
telitov na kromosomu Y izvedemo z zapo-
rednima pomnoZitvama s kompletom YFiler
(Applied Biosystems), s sekvenciranjem pa
dolo¢imo nukleotidno zaporedje regij HVI in
HVII mDNA (109).

Pri referencnih osebah - $e Zivecih sorod-
nikih opravimo tipizacijo jedrne avtosomske
DNA s kompletom AmpFISTR NGM® PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems). Za
sorodnike po materini liniji je treba dolo¢i-
ti nukleotidno zaporedje regij HVI in HVII
mDNA, za sorodnike po ocetovi liniji pa opra-
viti tipizacijo mikrosatelitov na kromosomu Y,
za kar uporabimo komplet YFiler (Applied
Biosystems).

Pri osebah za eliminacijsko podatkovno
zbirko opravimo tipizacijo jedrne avtosomske
DNA s kompletom AmpFISTR NGM® PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems), dolo-
¢imo nukleotidno zaporedje regij HVI in
HVII mDNA, pri mogkih osebah pa opravimo
Se tipizacijo mikrosatelitov na kromosomu Y,
za kar uporabimo komplet YFiler (Applied
Biosystems).

Pridobitev genetskih profilov
aviosomske jedrne DNA

S pomnoZevalnim kompletom AmpFISTR
NGM® PCR Amplification Kit (Applied Biosy-
stems) soCasno pomnozimo 15 avtosomskih
mikrosatelitov (D3S1358, THO1, D21S11,
D18S51, D10S1248, D1S1656, D2S1338,
D16S539, D2251045, vWA, D8S1179, FGA,
D2S441, D128391, D19S433) in odsek ame-

logeninskega homolognega gena X in Y, ki
nam omogoca doloditev spola. Za ta komplet
je optimalna koli¢ina zaCetne genomske DNA
0,5 ng. Vzporedno z vzorci kosti in zob iz gro-
bis¢ pomnozimo negativno kontrolo.

S kompletom Investigator ESSplex Kit
(Qiagen) so¢asno pomnoZzimo 15 avtosomskih
mikrosatelitov (D3S1358, THO01, D21S11,
D18S51, D10S1248, D1S1656, D2S1338,
D16S539, D2251045, vWA, D8S1179, FGA,
D2S441, D12S391, D19S433) in odsek ame-
logeninskega gena. Za ta komplet je optimal-
na koli¢ina zacetne genomske DNA 0,35 ng.
Vzporedno z vzorci kosti in zob iz grobis¢ pom-
nozimo negativno kontrolo.

S kompletom MiniFiler (Applied Biosy-
stems) soCasno pomnoZimo 8 avtosomskih
mikrosatelitov (D135317, D7S820, D2S1338,
D21S11, D16S539, D18S51, CSF1PO in FGA)
in odsek amelogeninskega gena. Za ta kom-
plet je optimalna koli¢ina zacetne genomske
DNA 0,5-0,75 ng. Vzporedno z vzorci kosti in
zob iz grobi$¢ pomnoZimo negativno kontrolo.

Fluorescentno oznacene produkte naste-
tih kompletov, ki se med seboj razlikujejo po
dolZini in po barvi, lo¢imo z avtomatskim gen-
skim analizatorjem ABI PRISM® 3130 Gene-
tic Analyser (Applied Biosystems), ob upo-
rabi tekocega polimera POP 4 in notranjega
velikostnega standarda GeneScan-500 LIZ
Size Standard (Applied Biosystems) ter notra-
njega velikostnega standarda 550 BTO (Qia-
gen). Genetske profile dolo¢imo z racunal-
niskim programom Data Collection v 3.0 in
GeneMapper ID v 3.2 (Applied Biosystems).

Genetske profile grafi¢no prikazemo
z elektroferogrami, na katerih vsak vrh ustre-
za enemu alelu mikrosatelita. Os x nam poda-
ja dolZino fragmentov DNA (aleli so oznaceni
s Stevilom ponovitev osnovnih motivov), os
y pa intenziteto fluorescentnega signala v re-
lativnih enotah fluorescence (angl. relative
Sfluorescence units, RFU). Pri kompletu Amp-
FISTR NGM (Applied Biosystems) so z mo-
dro barvo oznaceni Stirje mikrosateliti (od
najkrajSega do najdaljSega si sledijo po veli-
kosti v naslednjem vrstnem redu: D10S1248,
vWA, D16S539 in D251338), z zeleno trije
mikrosateliti (D85§1179, D21S11 in D18S51)
ter odsek amelogeninskega gena, homologne-
ga kromosomoma X in Y, ki nam omogoca
dolocitev spola. S ¢rno barvo so oznaceni $tirje
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mikrosateliti (D22S1045, D19S433, THO1
in FGA) in z rdeco barvo §tirje mikrosateliti
(D28441, D351358, D1S1656 in D128391). Pri
kompletu Investigator ESSplex (Qiagen) so
z modro barvo oznaceni Stirje mikrosateliti
(od najkrajSega do najdaljSega si sledijo po
velikosti v naslednjem vrstnem redu: THOT,
D3S1358, vWA in D21511) ter odsek amelo-
geninskega gena, z zeleno pet mikrosatelitov
(D16S539, D1S1656, D19S433, D8S1179 in
D2S1338). S ¢rno barvo so oznaceni Stirje
mikrosateliti (D10S1248, D2251045, D12S391
in FGA) in z rdeco barvo dva mikrosatelita
(D28441 in D18S51). Pri kompletu MiniFiler
(Applied Biosystems) sta z modro barvo ozna-
¢ena dva mikrosatelita (D13S317 in D7S820),
z zeleno prav tako dva mikrosatelita (D2S1338
in D21811) ter odsek amelogeninskega gena,
s ¢rno barvo dva mikrosatelita (D16S539 in
D18S51) in z rdeco barvo zadnja dva mikro-
satelita (CSF1PO in FGA).

Na sliki 1 sta prikazana elektroferograma
genetskih profilov skeleta (zoba) iz povojne-
ga grobisca Storzi¢, ki smo ju pridobili s kom-
pletoma AmpFISTR NGM® (Applied Biosy-
stems) in Investigator ESSplex Kit (Qiagen).

Pri molekularnogenetskih identifikaci-
jah Zrtev povojnih pobojev smo uspeli prido-
biti avtosomske jedrne genetske profile iz kar
98% stegnenic, izkopanih iz grobisca v kraskem
breznu Konfin I, iz vseh treh skeletov grobisca

pod StorZiem ter iz 18 od skupno 25 kosti,
ki smo jih tipizirali za grobi$ce Bodoveljska
grapa (23, 34, 35, 37).

Pridobitev haplotipov
kromosoma Y

S kompletom YFiler (Applied Biosystems)
socasno pomnozimo 17 mikrosatelitov kromo-
soma Y: DYS456, DYS3891, DYS390, DYS3891I,
DYS458, DYS19, DYS385a/b, DYS393, DYS391,
DYS439, DYS635,DYS392, Y GATA H4, DYS437,
DYS438 in DYS448. Za ta komplet je optimal-
na koli¢ina zacetne genomske DNA 0,5-1ng.
Vzporedno z vzorci kosti in zob iz grobi$¢ pom-
nozimo negativno kontrolo.

Fluorescentno oznacene produkte reak-
cije YFiler lo¢imo z avtomatskim genskim ana-
lizatorjem ABI PRISM® 3130 Genetic Analyser
(Applied Biosystems), ob uporabi tekocega
polimera POP 4 in notranjega velikostnega
standarda GeneScan-500 LIZ Size Standard
(Applied Biosystems). Genetske profile dolo-
¢imo s pomocjo racunalniskih programov Data
Collection v 3.0 in GeneMapper ID v 3.2 (App-
lied Biosystems).

Genetske profile grafiéno prikazemo
z elektroferogrami, na katerih vsak vrh ustre-
za alelu mikrosatelita. Os x nam podaja dol-
Zino fragmentov DNA (aleli so oznaceni
s §tevilom ponovitev osnovnih motivov), os y
pa intenziteto fluorescentnega signala v (RFU).
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Slika 1. Elektroferograma popolnih genetskih profilov aviosomskih mikrosatelitov skelefa (zoba) iz povojnega grobista StorZic, ki smo
ju pridobili s kompletoma AmpFISTR NGM® (Applied Biosystems) in Investigator ESSplex Kit (Qiagen).
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Slika 2. Hlektroferagram papolnega genetskega profila mikrosatelitov kromosoma Y skeleta (zoba) iz povojnega grobista StorZi, ki smo

ga pridobili s kompletom YFiler (Applied Biosystems).

Pri kompletu YFiler (Applied Biosystems) so
z modro barvo oznaceni $tirje mikrosate-
liti (od najkrajSega do najdaljSega si sledi-
jo po velikosti v naslednjem vrstnem redu:
(DYS456, DYS3891, DYS390 in DYS3891I),
z zeleno §tirje mikrosateliti, (DYS458, DYS19,
DYS385a in DYS385b), s ¢rno pet mikrosate-
litov (DYS393, DYS391, DYS439, DYS635 in
DYS392) in z rdeco barvo Stirje mikrosateli-
ti (Y GATA H4, DYS437, DYS438 in DYS448).

Rezultati tipizacije mikrosatelitov komple-
ta YFiler so prikazani na sliki 2 (pomnozili
smo DNA, pridobljeno iz skeleta (zoba) iz gro-
bisca Storzic).

Pri molekularnogenetskih identifikaci-
jah Zrtev povojnih pobojev smo uspeli prido-
biti haplotipe kromosoma Y iz kar 98 % steg-
nenic, izkopanih iz grobi$¢a v kraskem breznu

Konfin I'in iz vseh treh skeletov grobi$ca pod
Storzicem (34, 35, 37).

Pridobitev haplotipov
mitohondrijske DNA

Za dolocitev haplotipa mDNA v reakciji PCR
pomnoZimo celotno regijo HVIin HVII; HVI
z zacetnima oligonukleotidoma L15997/
H16401, HVII pa z L00029/H00408 (109, 110).
Vzporedno z vzorci kosti in zob iz grobis¢
pomnoZimo negativno kontrolo. PomnoZitve-
ne produkte precistimo z ultrafiltracijskimi
enotami Centricon-100 (Millipore Corpora-
tion) in sekvenciramo z metodo avtomatskega
neposrednega fluorescentnega sekvencira-
nja ob uporabi kompleta BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, verzi-
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ja 1.1 (Applied Biosystems). Regiji HVI in HVII
v skladu z mednarodnimi priporo¢ili vedno
sekvenciramo v obeh smereh in tako s sek-
venciranjem tezke verige preverimo nukleo-
tidno zaporedje, dobljeno s sekvenciranjem
lahke verige mDNA (22). Produkte sekvenc-
ne reakcije precistimo s kolonami Micro-
Spin® G-50 (Amersham Biosciences) in jih
lo¢imo z avtomatskim genskim analizatorjem
ABI PRISM® 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems), ob uporabi tekoCega polimera
POP 4 in racunalniskih programov Data Col-
lection v 3.0 in AB DNA Sequencing Analy-
sis Software v 5.2 (Applied Biosystems). Pri-
dobljena nukleotidna zaporedja primerjamo
v regiji HVI v obmodju 16030-16381, v regi-
ji HVII pa v obmodju 55-388 z Andersono-
vo referencno sekvenco, ki jo uporabljamo kot
referen¢no nukleotidno zaporedje pri razisko-
vanju polimorfizmov ¢loveske mDNA (111).

Rezultate tipizacije mDNA prikazujemo
v obliki elektroferogramov, pri katerih vsak
vrh ustreza eni bazi, baze pa se razlikujejo
med seboj po barvi. Z modro barvo je oznac¢en
citozin (C), z zeleno adenin (A), s ¢rno gva-
nin (G) in z rdeco timin (T).

Na sliki 3 je prikazan elektroferogram
nukleotidnega zaporedja celotne hipervaria-
bilne regije HVII lahke verige mDNA skele-

ta (zoba) iz grobisca Storzi¢, ki smo ga pri-
dobili z metodo avtomatskega neposrednega
fluorescentnega sekvenciranja.

Pri molekularnogenetskih identifikaci-
jah Zrtev povojnih pobojev smo uspeli prido-
biti haplotipe mDNA iz kar 98 % stegnenic,
izkopanih iz grobi$c¢a v kraskem breznu Kon-
fin I, iz vseh treh skeletov grobisc¢a pod Stor-
Zi¢em ter iz vseh 25 skeletov, ki smo jih tipi-
zirali pri grobis¢u Bodoveljska grapa (23, 34,
35, 37).

STATISTICNI 1IZRACUN
VERJETNOSTI SORODSTVENIH
POVEZAV

Dobljene genetske profile (avtosomske, haplo-
tipe kromosoma Y in mDNA) kosti oziroma
zob in referen¢nih oseb med seboj primerja-
mo in ugotavljamo, ali imajo skupen izvor ali
ne. Kadar se dva profila med seboj ne ujema-
ta, bioloska vzorca nimata skupnega izvora.
Ob ujemanju genetskih profilov potrdimo
skupen izvor in statisticno ovrednotimo moc¢
genetskega dokaza. Verjetnosti sorodstvenih
povezav za avtosomske mikrosatelite izracu-
namo s statisticnim programom DNA VIEW
v. 28.71 (2011) avtorja C. H. Brennerja (Ber-
keley, ZDA), pri ¢emer upostevamo alelne
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Slika 3. Sekvenca celote hipervariabilne regije HVII lahke verige mDNA skeleta (zoba) iz grobista StorZic,

dobljena z metodo avto-

matskega neposrednega fluorescentnega sekvenciranja ob uporabi kompleta BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

(Applied Biosystems).
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frekvence v slovenski populaciji in predhod-
no verjetnost 1/n+1, pri ¢emer predstavlja n
Stevilo Zrtev v grobisc¢u (112-115). Verjetno-
sti sorodstvenih povezav za haplotipe kromo-
soma Y in za haplotipe mDNA pa izracunamo
na osnovi frekvenc haplotipov (P) v razli¢nih
podatkovnih zbirkah (116). Frekvenco haplo-
tipa kromosoma Y dolo¢imo s pomoc¢jo podat-
kovne zbirke YHRD (angl. Y chromosome
haplotype reference database), frekvenco haplo-
tipa mDNA pa s podatkovno zbirko EMPOP
(angl. European mDNA Database), pri cemer
za oceno frekvence haplotipa uporabimo meto-
do $tetja ter upostevamo korekcijski faktor za
napake pri vzorcenju (85, 117-120). Korek-
cija je potrebna zaradi razmeroma majhnih
podatkovnih zbirk in velikega $tevila haploti-
pov, zaradi Cesar pogosto opazimo nov haplo-
tip, ki ga v obstojeci podatkovni zbirki ni:

P=y+2/n+2, 1)

pri cemer je P frekvenca haplotipov, y Stevi-
lo opazenih haplotipov v podatkovni zbirki,
n pa §tevilo oseb s tem haplotipom (22, 120).
Verjetnosti sorodstvenih povezav podamo
v obliki verjetnostnega razmerja, ki ga oznaci-
mo s kratico LR (angl. likelihood ratio). Poleg
LR podamo tudi vrednost za naknadno ver-
jetnost sorodstva, ki jo oznacimo s kratico PP
(angl. posterior probability) in uposteva pred-
hodno verjetnost dogodka. Za predhodno
verjetnost upostevamo $tevilo Zrtev v grobis-
¢u, kot pozitivno identificirane Zrtve pa upo-
Stevamo tiste Zrtve, pri katerih dosegamo
naknadno verjetnost 99,9 % (115, 121, 122).
Pri avtosomskih mikrosatelitih nam LR pove,
kolikokrat bolj verjetno je, da izkopane kosti
ali zobje pripadajo osebi, ki je v sorodu z re-
feren¢no osebo, kot da pripadajo neki nakljuc-
no izbrani z referencnim vzorcem nesorodni
osebi iz slovenske populacije. Ob identi¢nem
haplotipu mDNA kosti ali zob in referencne
osebe nam LR pove, kolikokrat bolj verjetno
je, da pripadajo izkopane kosti in zobje ter
referencna oseba isti maternalni liniji, kot da
pripadajo razliénima maternalnima linija-
ma. Ob identi¢nem haplotipu kromosoma Y
pa nam LR pove, kolikokrat bolj verjetno je,
da pripadajo izkopane kosti in zobje ter refe-
rencna oseba isti paternalni liniji, kot da pri-
padajo razlicnima paternalnima linijama.

Kromosom Y in mDNA nam ob preiska-
vi avtosomske jedrne DNA sluZita kot zelo
koristna dodatna sistema pri identifikaciji
Zrtev mnoZi¢nih pobojev ob koncu druge
svetovne vojne v Sloveniji, saj lahko v preiska-
vo vkljué¢imo tudi daljne sorodnike po oceto-
vi in materini liniji, hkrati pa lahko s pomocjo
kromosoma Y in mDNA pri bliznjih sorodni-
kih, npr. bratih in sestrah, pove¢amo izracu-
nano statistiéno verjetnost sorodstva med
Zrtvijo in Se Zive¢im sorodnikom (120, 123).
Kadar opazimo med kostmi (ali zobmi) in
sorodniki ujemanje avtosomskih jedrnih
genetskih profilov in haplotipov mDNA, upo-
rabimo pri oceni skupnega verjetnostnega raz-
merja (LRc) pravilo produkta (123). Enako
naredimo, kadar opazimo ujemanje avtosom-
skih jedrnih genetskih profilov in haplotipov
kromosoma Y (120).

Za avtosomske mikrosatelite jedrne DNA
in genetske oznacevalce mDNA velja, da se
dedujejo neodvisno. Z vidika matemati¢ne
verjetnostne teorije torej predstavljata jedr-
ni profil in haplotip mDNA osebe dva neod-
visna dogodka, zato lahko pri oceni skupnega
verjetnostnega razmerja (LRc) uporabimo pra-
vilo produkta in ga izra¢unamo po enacbi:

LRc=LR, x LR o (123).(2)

avtosomski STR)

Prav tako se dedujejo neodvisno avtosomski
mikrosateliti in mikrosateliti kromosoma Y,
zato lahko tudi pri teh genetskih oznaceval-
cih uporabimo pravilo produkta in skupno
verjetnostno razmerje izratunamo po enacbi:

LRc=LR, X LR gy (120). (3)

avtosomski STR)

Dobljene genetske profile (avtosomske, kro-
mosoma Y in mDNA) kosti in zob primerjamo
tudi s profili oseb iz eliminacijske podatkov-
ne zbirke, s ¢imer ugotavljamo, ali je prislo
do kontaminacije vzorcev kosti in zob s sodob-
no DNA.

PRIMER POZITIVNE
IDENTIFIKACIJE ZRTVE
POVOJNEGA MNOZICNEGA
GROBISCA

Pozitivno molekularnogenetsko identifika-
cijo Zrtev povojnih mnozi¢nih grobis¢ prikazu-
jemo na primeru ene od Zrtev poboja v kraskem
breznu Konfin L. Zrtev JG smo identificirali
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s primerjavo s $e Ziveco sestro AK, ki nam je
sluzila za primerjavo jedrnih avtosomskih
mikrosatelitskih polimorfizmov in haplotipov
mDNA. Desna stegnenica 43 pat (oznaka pat
oznacuje patologijo kosti — zlom) in desna
stegnenica 48 pat imata identi¢ne genetske
profile avtosomske jedrne DNA, kromoso-
ma Y in mDNA, kar kaZe na to, da obe kosti
pripadata isti osebi iz grobisca. Desni stegne-
nici 43 in 48 pat sta prelomljeni, fragmentirani
kosti. Na sliki 4 je prikazana desna stegneni-
ca 43 pat in fragment, ki smo ga odvzeli za
genetsko preiskavo. Na sliki 5 pa je prikazana
desna stegnenica 48 pat in fragment, ki smo
ga odvzeli za genetsko preiskavo.

Desni stegnenici 43 in 48 pat imata iden-
ti¢en haplotip mDNA kot sorodnica AK (glej
tabelo 1). Haplotip mDNA desnih stegnenic
43 in 48 pat ter sestre AK smo v evropski kav-
kazijski podatkovni zbirki, ki vsebuje 4.476 ha-
plotipov, opazili enkrat. Vrednost za LR za ta
haplotip je 1.493, kar pomeni, da je 1.493-krat

bolj verjetna hipoteza, da pripadata desni
stegnenici 43 in 48 pat in AK isti maternalni
liniji, kot hipoteza, da pripadata razli¢nim
maternalnim linijam. V tabeli 2 so prikaza-
ni genetski profili jedrne avtosomske DNA
desnih stegnenic 43 in 48 pat ter sestre AK.

Za analizirane mikrosatelite smo izracu-
nali LR, katerega vrednost je 681 (to pomeni,
da je 681-krat bolj verjetno, da fragmenta
desnih stegnenic 43 in 48 pat pripadata bra-
tu AK, kot da pripadata neki naklju¢no izbra-
ni, AK nesorodni osebi iz slovenske popula-
cije). Naknadna verjetnost sorodstva (PP) je
87,3 %, pri ¢emer smo upostevali kot predhod-
no verjetnost sorodstva vrednost 0,01. JG smo
identificirali s polimorfizmi jedrne avtosom-
ske DNA in mDNA, zato smo izracunali
skupno verjetnostno razmerje LRc, katerega
vrednost je 1x10°. Naknadna verjetnost
sorodstva (PP) je 99,99 %, pri ¢emer smo upo-
Stevali kot predhodno verjetnost sorodstva
vrednost 0,01. V tabeli 3 sta prikazana haplo-
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Slika 5. Desna stegnenica 48 pat iz grobista Konfin | in fragment, odvzet za genetsko preiskavo (oznaka pat oznacuje patologijo kosti— zlom).
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tipa kromosoma Y desnih stegnenic 43 in
48 pat. Obe kosti imata identi¢en haplotip kro-
mosoma Y, kar poleg identi¢ne avtosomske
jedrne DNA in mDNA govori v prid temu, da
obe kosti pripadata Zrtvi JG.

Zrtev ]G iz grobis¢a Konfin I, za katero
smo kot primerjalni genetski material upora-
bili DNA Se ZiveCe sestre, smo pozitivno iden-
tificirali, saj je izraCunana naknadna verjet-
nost presegala vrednost 99,9 % (115, 121, 122).

Tabela 1. Haplotipi regij HVI in HVIl mDNA desnih stegnenic 43 in 48 pat in sestre Zrtve AK. (RS — cambriska referencna sekvenca,

pat — patologija kosti, zlom.

Vzorec Razlike glede na CRS Obmotje

Desna stegnenica 43 pat HVI: 16093C, 16224C, 16311C HVI: 16030-16381
HVII: 736, 152C, 2636, 315.1C HVII: 55-388

Desna stegnenica 48 pat HVI: 16093C, 16224C, 16311C HVI: 16030-16381
HVII: 736, 152C, 2636, 315.1C HVII: 55-388

Sestra Zrtve AK HVI: 16093C, 16224(, 16311C HVI: 16030-16381
HVII: 736, 152C, 2636, 315.1C HVII: 55-388

Tabela 2. Genetski profili jedre aviosomske DNA desnih stegnenic 43 in 48 pat in sestre AK. Amelog. — odsek amelogeninskega gena,

pat — patologija kosti, zlom.

Vzorec DESII79  D2ISIT  D7S820  GSFIPO  DISI3S  THOI  DI3S3I7  DI6SSH
Desna segneni
o 13 W W W0 M 777 93 8 13131
Desna segneni
o 013 W W W0 M 777 93 8 1131
StozmeM 14 14 30 382 10 1 10 12 17 17 7 93 8 13 12 13
Vzorec DISI338  DI9SA33 WA TPOX  DIBSSI  Amelog.  DSSBI8 oA
Desna segneni
B 025 12015 16 16 8 8 12 18 X ¥ U N 2B
Desna segneni
o W 2% 12005 16 16 8 8 12 18 X Y N 1 B A

Sestra Zrive AK 23 25 12 13 14 16

8 8 12 14 X X 1 12 19 2

Tabela 3. Haplotipa kromosoma Y desnih stegnenic 43 in 48 pat. pat — patologija kost;, zlom.

Vaorec DYSAs6  DYS3BS  DVS390  DVS3BIN  DVSASS  DVSI9  DVS385/h  DYS303
Egsg;“eg"e"““ 18 13 2% 2 14 5 a5 13
Egsg;“eg"e"‘“’ 18 13 2% 2 14 5 N1
Vaorec DIS391  DVS439  DVS635  DYSI92  DVSH4  DYSA37  DVSA38  DYSAdg
E?ngreg"emm 10 0 i 1l 1 14 1l 2
Desna stegnenica I 1 " . 2

T 10 1 23
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Z 7rtvijo JG smo povezali dve fragmentirani
stegnenici, ki sta imeli identi¢ne genetske pro-
file avtosomskih mikrosatelitov, mikrosate-
litov kromosoma Y in mDNA, kar kaZe na
moznost, da prelomljeni kosti predstavljata
proksimalni in distalni del iste kosti (v gro-
bis¢u Konfin I je bilo 40 ranjencev, ki so bili
prepeljani iz Bolni$nice Ljubljana na moris-
¢e in so imeli zlomljene ali amputirane ude).
Pri identifikaciji Zrtev iz grobisc¢a Konfin I
izklju¢ujemo moznost kontaminacije endoge-
ne DNA kosti med izkopom (pri zbiranju
in shranjevanju kosti), med antropolosko ter
med genetsko preiskavo. Verodostojnost genet-
skih profilov kosti iz grobi$¢a Konfin I potrju-
jejo Ciste izolacijske in pomnoZevalne negativ-
ne kontrole, ponovljivost rezultatov zaporednih
pomnoZevanj z razliénimi pomnoZevalnimi
kompleti in neujemanje genetskih profilov
kosti z osebami iz eliminacijske podatkovne
zbirke.

ZAKLJUCEK

Ob upostevanju mednarodnih priporoc¢il in
v nasem laboratoriju razvitih postopkov smo
uspesno identificirali Zrtve povojnih pobojev
iz grobisca Konfin I, Storzi¢ in Bodoveljska
grapa (23, 33-37). Opisane ekstrakcijske in
tipizacijske metode za avtosomsko DNA, kro-
mosom Y in mDNA so izredno ucinkovite, saj
smo iz vec kot 65 let starih kosti in zob pri-
dobili zelo kakovostno DNA, ki smo jo lahko
pomnoZili z uporabo komercialno dostopnih
pomnoZevalnih kompletov ter uspesno tipi-
zirali ne le mDNA, temvec tudi jedrno DNA.
Pokazalo se je, da je za identifikacijo starih
skeletnih ostankov smiselno analizirati tako
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kosti in zob s sodobno DNA. Verodostojnost
genetskih profilov kosti in zob namre¢ potr-
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tivne kontrole, ponovljivost rezultatov dveh
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larno antropoloske preiskave veliko starejsih
skeletnih ostankov iz arheoloskih najdisc.
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