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PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANEK

Uporaba mitohondrijske DNA v forenzicnih
preiskavah

Mitochondrial DNAin forensic analyses

Irena Zupanic Pajnic

Izvlecek

Prispevek na pregleden nacin opisuje uporabo mitohondrijske DNA (mtDNA) v forenzi¢nih prei-
skavah. Pri starih in slabo ohranjenih bioloskih vzorcih tipizacija jedrne DNA pogosto ni uspesna,
lahko pa preiskujemo polimorfizme mtDNA, ki je zaradi Stevilnih kopij na celico in krozne obli-
ke manj izpostavljena razgradnji in se ohrani daljsi ¢as. Osredinili se bomo na kontrolno regijo
mtDNA, ki je zaradi svoje polimorfnosti v forenzi¢nih preiskavah najbolj uporabna, in opozorili
na heteroplazmijo, ki jo je potrebno upostevati pri identifikaciji posameznikov in bioloskih sledi.
Slabo ohranjeni bioloski vzorci so predvsem stari skeletni ostanki - kosti in zobje, stari nohti,
feces, urin ter izpadli lasje. Pri slednjih gre za mikrosledove, ki jih kriminalisti pogosto najdejo
na krajih kaznivih dejanj. Posamezen tip bioloskega materiala bomo podrobneje opisali. Poleg
zgradbe bomo namenili posebno pozornost vplivom okolja na ohranitev DNA v posameznem
tipu bioloskega materiala, optimizaciji ekstrakcijskih metod za ucinkovito izolacijo in optimalno
vzorcenje. Zaradi nizkih koli¢in DNA so ti vzorci izpostavljeni kontaminaciji z DNA oseb, ki sode-
lujejo pri postopkih zbiranja in genetskih preiskavah. Za preprecevanje in sledenje morebitni
kontaminaciji upostevamo razlicne ukrepe, ki jih bomo opisali. Uporaba mtDNA je v forenzicni
dejavnosti zelo Siroka, zato bomo prispevek zakljucili s predstavitvijo preiskav mtDNA v Sloveniji
in po svetu.

Abstract

This review article presents mitochondrial DNA (mtDNA) analyses in forensic genetics. Typing of
nuclear DNA in old and poorly preserved biological samples is often unsuccessful and instead
of nuclear DNA, mtDNA polymorphisms can be used for human identification. Due to its multy
copy nature and circular conformation, MtDNA is less prone to degradation and is retained lon-
ger. The most polymorphic control region is regularly used in forensic casework, and mtDNA
heteroplasmy must be considered in the identification cases and analyses of biological traces.
The poorly preserved biological samples are mainly old skeletal remains - bones and teeth, old
nails, feces, urine and hair shafts. The latter are micro traces, often found by criminalists at crime
scenes. We will describe each type of biological material in more detail. In addition to morpho-
logical structure, we will pay special attention to the environmental impacts on the preservati-
on of DNA in each type of biological material, optimization of extraction methods for effective
isolation and optimal sampling. Due to low amounts of DNA, these samples are exposed to DNA
contamination from personnel involved in sampling procedures and genetic testing. Different
measures used to prevent and track potential contamination will be described. MtDNA analyses
are often used in forensics to solve different cases, and some applications of mtDNA in Slovenia
and worldwide will be discussed.

Uporaba mitohondrijske DNA v forenzi¢nih preiskavah 55



JAVNO ZDRAVSTVO (VARSTVO PRI DELU)

56

Citirajte kot/Cite as: Zupanic Pajnic |. [Mitochondrial DNA in forensic analyses]. Zdrav Vestn. 2020;89(1-

2):55-72.

DOI: 10.6016/ZdravWestn.2932

1 Uvod

Na Indtitutu za sodno medici-
no Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani od leta 1996 opravljamo mo-
lekularnogenetsko identifikacijo oseb
in biologkih sledi ter preverjamo bliznje
sorodstvene povezave z metodo genet-
skega profiliranja jedrne DNA (1), pri
kateri preiskujemo dolzinske polimor-
fizme mikrosatelitskih lokusov razmero-
ma dobro ohranjenih bioloskih vzorcev.
Vendar pa z metodo genetskega profili-
ranja jedrne DNA identifikacija starih in
slabo ohranjenih bioloskih materialov
pogosto ni uspesna. Zato smo leta 2004
uvedli metodo tipizacije mtDNA (2).
Problemati¢ni biologki vzorci so sta-
ri skeletni ostanki (kosti in zobje), sla-
bo ohranjeni ali mo¢no poskodovani
¢loveski posmrtni ostanki (v letalskih,
zelezniskih in prometnih nesrecah, ek-
splozijah in pozarih zoglenela in mo¢-
no poskodovana trupla, Zrtve naravnih
nesre¢, teroristicnih napadov ali vojn),
stari nohti, feces in urin ter mikrosle-
dovi v kriminalisticnih primerih (zlasti
izpadli, telogeni, lasje, ki jih kriminalisti
pogosto najdejo na kraju kaznivega de-
janja). Nasteti bioloski materiali vsebu-
jejo zelo malo jedrne DNA, ali pa je ta
preve¢ razgrajena za pridobitev mikro-
satelitskega genetskega profila. Zato op-
ravimo preiskave sekven¢nih polimor-
fizmov mtDNA, saj se ta nahaja v celici
v Stevilnih kopijah in je zaradi kroZne
oblike manj izpostavljena razgradnji.
To ji omogoca daljSo ohranitev v starih
in slabo ohranjenih bioloskih materia-
lih (3). Pri tipizaciji mtDNA preiskujemo
polimorfizme najbolj variabilne nekodi-

rajoce kontrolne regije (hipervariabilne
regije HVI, HVII in HVIII), dodatno pa
povecamo diskriminacijsko mo¢ s prei-
skavo enonukleotidnih polimorfizmov
(angl. Single Nucleotide Polymorphism,
SNP) kodirajoce regije, kar nam pove-
¢a moznost razlikovanja oseb z identi¢-
nimi haplotipi kontrolne regije (4). Ob
metodi genetskega profiliranja jedrne
DNA nam tipizacija mtDNA v rutinskih
preiskavah omogoca celosten pristop k
molekularnogenetskim identifikacijam
bioloskega materiala v sodni medicini
in kriminalistiki. Kadar analiza jedrne
DNA zaradi premajhne koli¢ine genet-
skega materiala ali njegove razgrajenosti
ni uspes$na, uporabimo za identifikacijo
metodo tipizacije mtDNA.

Del ¢lankov, ki so navedeni v poglav-
ju Literatura, sem pregledala v doktor-
ski disertaciji (5), manjsi del pa jih je
v magistrskem delu pregledal Marcel
Obal (6) in jih v tem preglednem ¢lanku
povzemamo.

2 Mitohondrijski genom

Mitohondrijska DNA pri ¢loveku
predstavlja 0,3% genomske DNA. Je
dvoverizna, kovalentno zaprta krozna
molekula, ki jo sestavljata zunanja tezka
veriga (veriga H) in notranja lahka veri-
ga (veriga L). Prva vsebuje ve¢ purinskih
baz, druga pa je bogata s pirimidinskimi
bazami. MtDNA je dolga 16.569 bp in
ima v celoti dolo¢eno nukleotidno zapo-
redje (7). Sestavljena je iz prevladujoce
konservativne kodirajoce regije s 37 geni
in variabilne nekodirajoce kontrolne re-
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gije. Mitohondriji se ne tvorijo na novo,
ampak nastanejo z rastjo in delitvijo ob-
stojecih v vsaki celi¢ni generaciji. Celoten
proces podvajanja se uravnava in zagota-
vlja v celici stalno koli¢cino mtDNA (8).
Mutacije v mtDNA lahko povzrocajo
dedne bolezni, ki se dedujejo po materi
in se prenesejo na vse njene potomce, ne
glede na spol. Vzrok je v tem, da vsi mi-
tohondriji v jaj¢nih celicah (pri sesalcih
oociti vsebujejo priblizno 200.000 mo-
lekul mtDNA) izvirajo iz izolirane po-
pulacije molekul mtDNA. Pri raziskavah
zgodnjih faz embrionalnega razvoja so
namre¢ ugotovili, da se nahaja v Zenski
primordialni kli¢ni liniji le nekaj mole-
kul mtDNA (8). Bendall (9) predpostav-
lja, da je za ¢loveka znacilen mehanizem
genetskega ozkega grla, ki vsebuje zelo
nizko $tevilo segregacijskih enot, saj je
opazil razlike v stopnji heteroplazmi-
je ze v eni generaciji (med potomci iste
matere) in segregacijo heteroplazmije
v homoplazmijo Ze v dveh generacijah.
Mehanizem ozkega grla z malim $tevi-
lom segregacijskih enot omogoca hitro
fiksiranje mutacij v mtDNA (10).
Cloveske celice vsebujejo $tevilne
kopije mitohondrijskega genoma, kar
daje, v primerjavi z le dvema kopijama
jedrnega genoma, veliko ve¢jo moznost
ekstrakcije mtDNA iz starih ali slabo
ohranjenih vzorcev, kot so (izpadli) te-
logeni lasje, stare kosti, zobje, feces, urin
in nohti (11). Vsaka celica vsebuje prib-
lizno 500 mitohondrijev, vsak mitohon-
drij 5 do 10 molekul mtDNA; tako se v
metabolno aktivnih celicah nahaja 1000
do 10.000 molekul mtDNA. Veliko mi-
tohondrijev vsebujejo sr¢no tkivo (polo-
vico prostornine citoplazme tvorijo mi-
tohondriji) ter jetrno in misi¢no tkivo.
Najve¢ molekul mtDNA vsebujejo ooci-
ti, najmanj pa spermijske celice (le nekaj
100) (8). Pri identifikaciji starih in slabo
ohranjenih bioloskih materialov je pred-
nost uporabe mtDNA pred jedrno DNA

Uporaba mitohondrijske DNA v forenzi¢nih preiskavah

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANEK

tudi v tem, da se ohrani daljsi ¢as, saj jo
pred razgradnjo z eksonukleazami $¢itita
krozna oblika in mitohondrijska ovojni-
ca (12). Zaradi nastetih lastnosti mtDNA
lahko bioloske vzorce, katerih tipizacija
jedrne DNA ni uspesna, identificiramo
s polimorfizmi mtDNA, vendar zaradi
odsotnosti rekombinacije identificiramo
maternalno linijo, ki ji bioloski vzorec ali
sled pripada, in ne posameznika.

Mitohondriji se nahajajo v citoplaz-
mi, zato se mtDNA deduje neodvisno od
jedrnega genoma. Pri ¢loveku se mtDNA
deduje po materi. Zaradi maternalnega
dedovanja in odsotnosti rekombinaci-
je obravnavamo nukleotidno zaporedje
mtDNA kot enolokusno ali haplotip-
sko (13). MtDNA se v nespremenjeni
obliki prenese na vse materine potomce
ne glede na spol, zato uporabljamo njena
nukleotidna zaporedja kot oznacevalce
za maternalne rodovnike, kar je potreb-
no upostevati pri izbiri referen¢nega ozi-
roma primerjalnega vzorca v identifika-
cijskih testih. Osebe z enakimi zaporedji
nukleotidov mtDNA imajo skupnega
zenskega prednika (3), kar je osnova za
prepoznavanje bioloskih vzorcev s tipi-
zacijo mtDNA.

3 Kontrolna regija mtDNA

Najbolj variabilni del mtDNA je 1122
bp dolga nekodirajoc¢a kontrolna regija.
Natan¢neje lahko omejimo sekvencni
polimorfizem predvsem na dva, 300 do
400 bp dolga, hipervariabilna segmenta,
ki se nahajata znotraj zanke D (14). Prvi
segment, ki ga najdemo na mestu 16.024—
16.365, imenujemo hipervariabilna regija
1 (HVI), drugega, na mestu 73-340, pa
hipervariabilna regija 2 (HVII). Obe re-
giji sta med osebami, nesorodnimi po
materini liniji, zelo polimorfni (3). HVI
ima vedje $tevilo sekven¢no variabilnih
mest in niZjo frekvenco posameznih
polimorfizmov, HVII pa manjse $tevilo
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sekven¢nih polimorfizmov, ki imajo visjo
frekvenco (15). Poleg regij HVI in HVII
je v kontrolni regiji mtDNA tudi regija
HVIII (na mestu 438-574), katere varia-
bilnost je veliko manj$a kot variabilnost
regij HVI in HVII (16). Kontrolna regija
mtDNA ima vsaj 5-krat vi§jo mutacij-
sko stopnjo kot preostala mtDNA (17).
Zaradi svoje polimorfnosti je najbolj
raziskano podroc¢je molekule mtDNA,
zato je izredno uporabna za identifika-
cijo (18). Evropejci kavkazijske rase se
med seboj razlikujemo na regijah HVI
in HVII povprecno na 8 nukleotidnih
mestih, kar je priblizno 1,5-odstotna nu-
kleotidna raznolikost (19). Raznolikost
mtDNA je 5- do 10-krat vi§ja med rasa-
mi kot znotraj posameznih ras, ki so med
seboj precej podobne (20). Raznolikost
znotraj ¢rnske rase je veliko veéja kot
znotraj azijske, belske ali hispanske rase,
po variabilnosti pa ¢rnski rasi sledi azij-
ska rasa (17). Zaradi velike variabilnosti
mtDNA znotraj in med populacijami
lahko s polimorfizmi mtDNA ugotavlja-
mo genetsko strukturo populacij, filoge-
netske odnose med njimi ter migracije
in moderno poselitev sveta.

Nukleotidno zaporedje lahke veri-
ge mtDNA, ki nam v forenzi¢nih pre-
iskavah sluzi kot referenc¢ni standard
pri dolo¢anju nomenklature haplotipov
mtDNA, je prvi opisal Anderson (7) in ga
zato imenujemo Andersonova sekven-
ca ali Cambridge Reference Sequence
(CRS) (13). Nomenklatura haplotipov
mtDNA temelji na priporo¢ilih komisije
ISFG (International Society for Forensic
Genetics) in skupine EDNAP (European
DNA profiling group) (13). Kadar opazi-
mo razliko med preiskovanim haploti-
pom mtDNA in Andersonovo sekvenco,
oznac¢imo le nukleotidna mesta, na ka-
terih smo razliko opazili, pri ¢emer na-
vajamo sekvencne razlike v lahki verigi
mtDNA (21).

Pri uporabi mtDNA v forenzi¢ne
namene moramo biti pozorni na mo-
zen pojav heteroplazmije (heterogenost
molekul mtDNA znotraj posameznika).
V preteklosti je veljalo mnenje, da je
mtDNA posameznika homoplazmi¢na,
danes pa vemo, da je heteroplazmija do
doloc¢ene mere prisotna pri vseh ljudeh,
vendar z nizko stopnjo (pri 5-10 % lju-
di) (22). Heteroplazmija je prisotnost
dveh ali ve¢ tipov molekul mtDNA v
citoplazmi; od tod ime heteroplazmija.
Bolj splo$no pa heteroplazmijo opre-
delimo kot me$anico multiplih (obicaj-
no dveh glavnih) populacij mtDNA pri
posamezniku. Heteroplazmija lahko
nastopa na ravni celic (posamezna celi-
ca je homoplazmicna, razli¢ne celice pa
so med seboj heteroplazmic¢ne), na ravni
mitohondrijev (posamezen mitohondrij
je homoplazmicen, razli¢ni mitohondri-
ji so med seboj heteroplazmicni, zato je
posamezna celica heteroplazmic¢na) in
na ravni molekul mtDNA (posamezen
mitohondrij je heteroplazmicen) (23).
Pri regijah HVI in HVII sta bili opazeni
dve vrsti heteroplazmije, in sicer tockov-
na in dolzinska. Dolzinska je v populaciji
veliko pogostejsa in se kaze kot variacija
v $tevilu citozinskih baz v homopolimer-
nem odseku (19). Tockovna heteroplaz-
mija se v populaciji redkeje pojavlja od
dolzinske (24). Heteroplazmija se pode-
duje ali je posledica somatskih mutacij,
do katerih pride v ¢asu Zivljenja posame-
znika (22). Kadar je stopnja heteroplaz-
mije visoka in je prisotna v vseh tkivih, je
najverjetneje podedovana od matere; ¢e
nastopa le v posameznih tkivih, je pos-
ledica somatskih mutacij. Stopnja hete-
roplazmije se med razli¢nimi tkivi razli-
kuje in narasca s starostjo posameznika,
najvisja pa je pri laseh (25). V forenzi¢-
nih preiskavah je bila prvi¢ opisana he-
teroplazmija v kontrolni regiji mtDNA
pri identifikaciji ruskega carja Nikolaja
II(26,27). Heteroplazmi¢no  mesto
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16169 so potrdili tudi pri carjevem bratu
Georgiju Romanovu, medtem ko je pri
4 generacije oddaljenih $e Zivecih soro-
dnikih zaradi segregacije heteroplazmije
prislo na tem mestu do homoplazmije.
Identi¢nost haplotipov carja in njegove-
ga brata je dokon¢no potrdila pozitivno
identifikacijo skeletnih ostankov carja
Nikolaja II (27). Tudi Parsons (28) ugo-
tavlja, da je za ¢loveka znacilna zelo hitra
segregacija sekvenc¢nih variant med ge-
neracijami, saj je opazil segregacijo he-
teroplazmije v homoplazmijo Ze v dveh
generacijah.

Mitohondrijski genom ima 5- do-
10-krat vi§jo mutacijsko stopnjo od jedr-
nega, kar je verjetno posledica pogostih
napak pri podvajanju in nizZje udcin-
kovitosti popravljalnih mehanizmov.
Metabolno aktivnej$a tkiva z visjimi
energetskimi potrebami zaradi oksida-
tivnih poskodb hitreje kopicijo mutaci-
je (25). Zaradi visokih mutacijskih sto-
penj mtDNA lahko opazimo razlike med
haplotipi Ze med bliznjimi sorodniki po
materini liniji (na primer med materjo
in otrokom), razlike med haplotipi pa
lahko opazimo tudi v somatskih tkivih,
zlasti kot posledico segregacije obstoje-
¢e heteroplazmije pri posamezniku. To
pomeni, da lahko pride do razlik med
haplotipi mtDNA med razli¢nimi lasmi
in/ali tkivi znotraj posameznika (24).
Poznavanje mutacijske stopnje kontro-
Ine regije mtDNA je pomembno tako
za evolucijske Studije kot za forenzi¢ne
identifikacijske teste. Povpre¢no se mu-
tacijska stopnja kontrolne regije mtDNA
ocenjuje na 10~° do 10”° mutacij na nuk-
leotid na generacijo (29). Parsons (28) je
dolo¢il mutacijsko stopnjo na 0,03 mu-
tacij na generacijo. Ce je skupna dolZi-
na regij HVI in HVII mtDNA 608 bp
in predpostavimo, da traja ena genera-
cija 20 let, lahko ocenimo to mutacijsko
stopnjo na 2,5 mutacij/nukleotid/milijon
let.
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Problemati¢ne, slabo ohranjene bio-
loske vzorce, ki jih v forenzi¢nih raziska-
vah najpogosteje preiskujemo s tipiza-
cijo mtDNA, predstavljajo stari skeletni
ostanki — kosti in zobje, stari nohti, mi-
krosledovi v kriminalisti¢cnih primerih
— zlasti izpadli, telogeni, lasje ter feces in
urin.

4 Kosti

Kosti glede na obliko delimo na dol-
ge, kratke, plo$cate, nepravilnih oblik in
sezamoidne. Makroskopsko delimo ko-
stninino na kompaktno in spongiozno.
Prva je gosta in neporozna, razmerje
med povrsino in prostornino je majhno,
druga pa je moc¢no porozna in ima ve-
liko razmerje med povrsino in prostor-
nino. Kompaktna sestavlja zunanji del
koncev dolgih kosti (epifiza) in plosc¢atih
kosti ter srednji del dolgih kosti (diafi-
za). Spongiozno najdemo v notranjosti
ploscatih kosti in v koncih dolgih kosti.
Srednji deli dolgih kosti so znotraj votli
- prostor imenujemo medularni kanal,
zapolnjuje ga rumeni kostni mozeg (30).
Kompaktno kostnino sestavljajo ponav-
ljajoce se strukturne enote, imenovane
osteoni. Skozi sredidce vsakega od njih
vzdolz kosti poteka centralni (Harvesov)
kanal, v katerem so krvne in limfne Zile
ter Zivci, pre¢no pa Harvesove kanale
med seboj povezujejo Volkmannovi ka-
nali. V vsakem osteonu Harvesov kanal
obdajajo koncentri¢ne lamele, med nji-
mi pa so podrocja, imenovana lakune,
v katerih se nahajajo zrele kostne celice
osteociti. Lakune so med seboj poveza-
ne s kanalikuli, majhnimi kanali, ki so-
delujejo pri prenosu hranilnih snovi iz
Harvesovega kanala do osteocita in pri
odvajanju odpadnih snovi iz osteocita.
Spongiozna kostnina ne vsebuje oste-
onov, temve¢ jo sestavljajo trabekule,
premrezene kostne ploscice, ki prav tako
vsebujejo lamele, lakune, osteocite in ka-
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nalikule, ter rde¢ kostni mozeg, ki vsebu-
je krvne zile, ki prehranjujejo osteocite.
Zaradi krhkosti spongiozne kostnine
le-ta potrebuje zunanjo zasc¢itno plast
kompaktne kostnine (31).

Mikroskopsko kost sestavljajo celice
in medceli¢énina. Medceli¢nina sesto-
ji iz organskega in anorganskega dela.
Organski del v najvecji meri predstavlja
kolagen tipa I in nekateri drugi protei-
ni in glikoproteini (glikozaminoglikani,
osteokalcin, osteonektin, osteopontin, si-
aloprotein), anorganski del pa hidroksia-
patit, sestavljen iz kalcijevih in fosfatnih
ionov. Celice, ki sestavljajo kosti, so oste-
oblasti, osteociti in osteoklasti ter sode-
lujejo v gradnji, resorpciji in mineraliza-
ciji kosti. Aktivni osteoblasti so nezrele
kostne celice in sodelujejo pri izgradnji
medceli¢nine; izlo¢ajo hormone (pros-
taglandine) in encim (alkalna fosfata-
za), ki sodelujejo pri mineralizaciji, prav
tako pa izloc¢ajo organski del kostnega
matriksa, ki se imenuje osteoid. Sestavlja
ga mesanica proteinov, izmed katerih
vecinski delez predstavlja kolagen tipa
I. Osteoid z vezavo s hidroksiapatitom
povzroc¢i mineralizacijo kosti in ji da
trdnost in togost. Skozi proces osteo-
geneze se osteoblasti ujamejo v osteoid
in se po mineralizaciji preoblikujejo v
osteocite. Osteoklasti so celice, ki sode-
lujejo v resorpciji kosti, nahajajo se na
kostni povrsini v prostorih, imenovanih
Howshipove lakune (30).

V kostnem tkivu (prav tako v zobeh)
je DNA veliko bolj stabilna kot v osta-
lih tkivih. Kemp in Smith (32) sta zago-
vornika hipoteze, ki pravi, da omogoca
stabilnost DNA in njeno ohranitev v
starih skeletnih ostankih vezava DNA
na hidroksiapatit, pri ¢emer se nega-
tivno nabite fosfatne skupine molekule
DNA vezejo na hidroksilna mesta na
hidroksiapatitu, ki je glavna kostna
masa. To hipotezo potrjuje dejstvo, da
se ob povecani degradaciji hidroksiapa-

tita ohrani v kosti manj DNA. S ¢asom
je zaradi dejavnikov okolja kost ved-
no bolj porozna, kar zmanj$a moznost
pridobitve DNA (30). Prve uspesno iz-
vedene preiskave DNA, pridobljene iz
kosti, so opravili Hochmeister (33) in
Hagelbergova (34), ki je pri molekular-
noantropoloskih preiskavah kosti, starih
od 300 do 5.500 let, ugotovila, da je ohra-
njenost DNA v kosteh odvisna predvsem
od pogojev, v katerih so se skeletni os-
tanki nahajali, manj pa od same starosti
skeletnih ostankov. Za preiskavo DNA
iz skeletnih ostankov se najpogosteje
uporabljajo stegnenice, golenice, zobje
ter skalnice sencnic (35-37), nekatere no-
vejse raziskave pa kazejo velik potencial
majhnih spongioznih kosti dlani in sto-
pal ter pogacic (38,39). Metoda ekstrak-
cije DNA iz kosti je ena najzahtevnejsih
in najdaljsih ekstrakcijskih metod v fo-
renzi¢nih genetskih preiskavah. Svezih
kosti za pridobitev genomske DNA ni
potrebno prej dekalcificirati, pri starih
kosteh pa nam dekalcifikacija omogoca
pridobitev vecje kolicine DNA (33).

5 Zobje

Za genetsko identifikacijo skeletizira-
nih, mo¢no poskodovanih ali razpadlih
¢loveskih posmrtnih ostankov so zobje
zelo dober, ¢e ne celo najboljsi vir DNA,
saj so skriti v ¢eljustnih kosteh, dodatno
pa jih Scitijo Se jezik, li¢na sluznica in
sklenina. V primerjavi s kostmi je DNA
v zobeh bolj zadcitena, saj predstavlja-
jo trda zobna tkiva, ki obdajajo pulpno
votlino, fizi¢no zas¢ito zobne pulpe. Trda
zobna tkiva se ohranijo v Stevilnih skraj-
nih okoli$¢inah, saj niso podvrzena hitri
razgradnji po zakopu in raztapljanju v
vodi. Alvarez Garcia (40) je preuceval
vpliv okolja na razgradnjo DNA v zobeh
in ugotovil, da pride najhitreje do razgra-
dnje DNA v vodi, nato v zemlji in nato
na zraku. V starih zobeh je DNA izred-
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no stabilna, saj je, podobno kot v starih
kosteh, vezana na hidroksiapatit. Rubio s
sodelavci (41) ugotavlja, da najve¢ DNA
v zobnih tkivih propade v prvih dveh le-
tih po smrti.

Anatomsko lahko zob razdelimo na
tri dele: krona, ki predstavlja zgornji
del, in korenina, ki predstavlja spodnji
z alveolno kostjo obdan del, ter vrat, ki
predstavlja sti¢i$¢e krone in korenine.
Zunanjo plast krone prekriva sklenina,
ki je najtr$e tkivo v ¢loveskem telesu.
Skoraj v celoti je mineralnega izvora in
ne vsebuje celic. Korenina zoba je prek-
rita s cementom, ki je mineralizirano
tkivo, sestavljeno iz hidroksiapatita,
kolagena in drugih nekolagenskih pro-
teinov. Delimo ga v dve vrsti glede na
prisotnost ali odsotnost celic (cemento-
citov) (42). Cement brez celic se nahaja
v vratnem delu zobne korenine in pove-
zuje zob z obzobnimi tkivi. Cement, ki
vsebuje v medceli¢nino ujete celice, se
nahaja v apikalnem delu zobne koreni-
ne in v furkacijskem podrocju zoba, tj.
tam, kjer se razhajajo korenine veckore-
ninskih zob (43). Lahko ga primerjamo s
kostnim tkivom, kjer so v lakunah ujeti
osteociti, saj prav tako sluzi kot dober vir
DNA, a je po svoji funkciji in strukturi
drugacen; ni oziljen, oZiv¢en, ne vsebuje
kostnega mozga, ni podvrzen nenehne-
mu remodeliranju, v Zivljenju posame-
znika pa se nenehno debeli (42,43). Na
meji med krono in korenino - v podro-
¢ju, imenovanem zobni vrat - se stika-
ta sklenina in cement, pod njima pa se
nahaja zobovina (dentin), ki $¢iti zobno
pulpo. Zobovina in pulpa predstavljata
glavnino zoba in sta v nasprotju s skle-
nino bogata s celicami, ve¢inoma gre za
odontoblaste in fibroblaste. Zobovino
sestavljajo hidroksiapatit, kolagen tipa I
in voda (42). Najbogatejsi vir DNA v zo-
beh je zobna pulpa. Ta je v pulpni votlini
dobro zas¢itena, vse dokler je zob trdno
zasidran v alveolni kosti. Ce je zob shra-
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njen v suhem okolju, pride do dehidri-
ranja zobne pulpe in mumifikacije, kar
zaustavi nekroti¢ne in gnilobne procese
in omogoc¢a dobro ohranjenost DNA.
Ce je mikrookolje vlazno, pulpa hitro
zgnije. Suho okolje in niZja temperatu-
ra v kombinaciji s kratkim posmrtnim
intervalom so za ohranitev DNA v pul-
pi najugodnejsi, v nasprotnem primeru
pa se DNA ohrani v trdnih zobnih tki-
vih (42).V primerih, ko je posmrtni in-
terval dolg in je verjetnost razgradnje
zobne pulpe velika, lahko opravimo tipi-
zacijo mtDNA, katere glavni vir je den-
tin — ostanki podaljskov odontoblastov v
dentinskih kanalih pa tudi cementociti v
cementu (44). Zunanje tkivo - sklenina
§¢iti tkiva, ki so v notranjosti zoba, pred
zunanjimi dejavniki, kot so denimo UV
sevanje, mikroorganizmi in vigje tem-
perature. Sklenina ima pore in je nepre-
pustna za molekule, ki so vecje od vode,
ter tako §¢iti zob tudi po smrti organiz-
ma. Pore v zobovini so manjse od por v
kostnem tkivu, kar prispeva k boljsi oh-
ranjenosti zob v primerjavi s kostmi.

Na koli¢ino in kakovost DNA v zobu
vplivajo tudi bolezni zob, hkrati pa sled-
nje zvi$ajo moznosti kontaminacije. Pri
kariesu mikroorganizmi lokalno razgra-
dijo mineralizirano zobno tkivo, kar
omogoci vdor bakterij v pulpo. V kombi-
naciji z napredovalo parodontozo lahko
karies unici zobni cement, saj je le-ta v
tem primeru izpostavljen ustni votlini in
tako dostopen mikroorganizmom (42).
Higgins in sodelavci (45) s preuceva-
njem zobovine in zobnega cementa, kot
dveh morebitnih najugodnejsih virov
DNA v zobeh, prihajajo do zakljuckov,
da obstaja razlika v koli¢ini DNA med
zobmi iste osebe in med razli¢nimi tki-
vi istega zoba. Pri vzorcenju priporocajo
uporabo zdravih, endodontsko nezdrav-
ljenih zob, ¢e takih ni na voljo, pa je DNA
bolj smiselno pridobiti iz zobnega ce-
menta v predelu korenine in ne iz celega
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zoba (43). Za genetsko preiskavo si zobje
po primernosti sledijo v naslednjem vr-
stnem redu: endodontsko nezdravlje-
ni koc¢nik, li¢nik, podo¢nik in sekalec.
Pridobitev DNA iz zoba je mogoca bo-
disi z resekcijo zoba ter ekstrakcijo zob-
ne pulpe, bodisi z zmletjem celega zoba
ali pa z zmletjem le koreninskega dela, ¢e
ima zob karies (43).

6 Nohti

Nohti so se razvili le pri primatih in
predstavljajo rozeno tvorbo epidermisa
koze. Epidermis v glavnem tvorijo ke-
ratinociti, ki izdelujejo vlaknasti protein
keratin. V visje lezec¢ih plasteh epidermi-
sa se keratinociti spreminjajo v rozevi-
naste luske. PoroZenevanje ali keratini-
zacija je proces, v katerem se keratinociti
postopno v razli¢nih plasteh epidermisa
izdiferencirajo v korneocite, izpolnjene
s keratinom in drugimi beljakovinami.
Keratinizacija se konc¢a po kemi¢nih
spremembah, katerih rezultat so disul-
fidne povezave keratinskih filamentov.
Keratin koZze imenujemo mehki keratin,
keratin las in nohtov pa trdi keratin, ki
za razliko od mehkega vsebuje veliko di-
sulfidnih skupin. Mehki keratin se lu$ci,
trdega pa je potrebno rezati (46). V pri-
meru identifikacije moc¢no razpadlega
ali ekshumiranega trupla pridobimo ge-
netski material, ¢e je le mozno, iz nohtov.
Ti se, podobno kot lasje, ohranijo dolgo
po smrti in so v naravnem okolju manj
izpostavljeni mikrobni razgradnji, saj
obstaja le nekaj specializiranih mikro-
organizmov, ki lahko uporabljajo keratin
kot hranilo (47). Najprimernejsi so nohti
na palcih nog, saj so najdebelejsi (48). Za
razliko od zob in kosti je postopek izo-
lacije genomske DNA iz nohtov bistve-
no krajsi in manj zahteven. Cline (49) je
uspesno sekveniral do 270 bp dolge fra-
gmente mtDNA iz nohtov, ekshumira-
nih 36 let po pokopu. Splo$no velja, da je

iz razmeroma svezih nohtov mo¢ prido-
biti jedrne profile, pri starih nohtih pa je
ve¢inoma uspesna analiza mtDNA. Ce je
noht nalakiran z lakom, je potrebno lak
odstraniti, saj zavira reakcijo PCR (49).
Vecina standardnih metod za pridobitev
DNA iz keratiniziranih tkiv (nohti in las-
je) zahteva zaradi prisotnosti disulfidnih
vezi med keratinskimi proteini ve¢dnev-
no inkubacijo v ekstrakcijskem pufru, ki
poleg proteinaze K vsebuje tudi DTT (ta
cepi disulfidne vezi med polipeptidi). Za
polno aktivnost proteinaze K je potreb-
na prisotnost ionov Ca**. Hellmann (50)
je v. TNca-pufru EDTA zamenjal z ioni
Ca™ in dosegel popolno razgradnjo ke-
ratiniziranega nohta (ali lasnega stebla)
ze v 2—5 urah, zaradi Cesar je Cas, potre-
ben za pridobitev DNA iz nohtov (ali
las), bistveno krajsi kot iz kosti ali zob.

7 Lasje

Las je roZena, elasti¢na tvorba epider-
misa. V kozo je vloZen v tulcu ali foliklu.
Med nosec¢nostjo se pri embriju razvijejo
vsi lasni folikli, iz katerih nato v Zivljenju
cikli¢no izrascajo in izpadajo lasje (22).
V lasnem steblu sta dve populaciji mi-
tohondrijev - ena iz matriksnih celic in
druga iz melanocit. Posledica dveh po-
pulacij mitohondrijev je mesanje razlic-
nih genskih skladov molekul mtDNA, ki
imajo lahko razli¢ne haplotipe in so torej
potencialno heteroplazmi¢ni. Eno samo
lasno steblo lahko ima vzdolz razli¢nih
delov stebla razli¢na razmerja heterop-
lazmi¢nih variant oziroma so lahko raz-
licna razmerja heteroplazmi¢nih variant
prisotna med lasmi, ki izvirajo iz istega
folikla (22,51).

Lasje imajo tri faze rasti. Prva faza je
anagena ali aktivna faza, v kateri so lasje
2 do 8 let. Sledi ji katagena ali razgraje-
valna faza, ki traja 2 do 4 tedne (52).V tej
prehodni fazi se zakljuci mitotska aktiv-
nost matriksnih celic lasnega folikla. Po
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katageni fazi se lasje nahajajo 2 do 4 me-
sece v telogeni ali pocivajoci fazi, dokler
ne izpadejo iz lasi§¢a. Zacetek zadnje,
telogene faze naznanja skréitev lasne ko-
renine in njeno potiskanje proti povrsini
lasi$¢a. Po delovanju proteinaz nastane
v kozi iz vidne cebulice lasne korenine
nevidna palicasta korenina, bogata s ke-
ratini, povezanimi z disulfidnimi vezmi.
Telogena korenina dosega le $e 1/3 dol-
zine korenine v anageni fazi. V telogeni
fazi pride do programirane celi¢cne smrti
- apoptoze, katere rezultat je keratiniza-
cija celi¢nih proteinov, razgradnja jedra
in izguba oziroma razgradnja jedrne
DNA. Pod telogeno korenino se zacne
tvoriti nov anageni las, telogeni pa izpa-
de iz lasis¢a. Populacija matriksnih celic
in dermalna papila za nov anageni las
torej izvirata iz starega telogenega lasu,
nov las pa se tvori na istem mestu, kot je
stari izpadel. Telogeni folikel postane zo-
pet anageni (22). Ko las izpade iz lasnega
folikla, pride do dehidracije celic, zato
popolnoma keratiniziran las vsebuje
manj kot 10 % vode. Vsak dan nam iz-
pade 50 do 100 telogenih las. Na lasiscu
imamo 100.000 do 150.000 las, od tega
je 80 do 90 % anagenih in priblizno 10 %
telogenih. Katagenih las je malo, saj tra-
ja katagena faza le 2 do 4 tedne (52). Pri
anagenih in katagenih laseh se jedrna
DNA nahaja v ¢ebulici lasne korenine in
celicah lasnega tulca, ki obkroZzajo lasno
korenino. Vec¢ino jedrne DNA vsebu-
je lasna korenina, lasni tulec je vsebuje
zelo malo. Pred ekstrakcijo DNA iz las
je nujno potrebno opraviti mikroskop-
sko analizo, saj je prisotnost jedrne DNA
odvisna od morfologije lasu. Korenine
anagenih in katagenih las so odli¢ni kan-
didati za analizo jedrne DNA. Telogeni
lasje imajo le nevidno palicasto, kerati-
nizirano korenino in popolnoma kera-
tinizirano lasno steblo (22). Zato je pri
izpadlih - telogenih laseh, ki jih na kraju
kaznivega dejanja kriminalisti najpogo-
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steje najdejo, ve¢inoma uspes$na le anali-
za mtDNA (53).

V lasnem steblu so pigmentna zrn-
ca melanina, ki dolo¢ajo barvo las.
Eumelanin je v rjavih in ¢rnih laseh,
feomelanin v rdecih in svetlih laseh. S
standardnimi ekstrakcijskimi postopki
melanina ne moremo lo¢iti od DNA in
inhibira reakcijo PCR (54). Nekateri fo-
renzi¢ni strokovnjaki (54) domnevajo,
da pogosto $amponiranje in barvanje las
negativno vplivata na koli¢ino izolirane
DNA, vendar McNevin (55) negativne-
ga ucinka kozmetic¢nih sredstev ni opa-
zil. Razli¢ni avtorji (50,54) poudarjajo
pri preiskavah lasnih stebel potrebo po
odstranjevanju povrsinske kontaminaci-
je.

Malo je znanega o posmrtnih spre-
membah mtDNA v laseh. Ce so poskod-
be DNA podobne kot v drugih tkivih,
lahko pri¢akujemo oksidativno in hidro-
liticno depurinacijo, hidroliti¢cno deami-
nacijo in fragmentacijo, ki so posledica
izpostavljenosti ionizirajocemu sevanju
in UV - svetlobi (47). Grafty (53) v pri-
merih identifikacije pogresanih oseb, Se
posebno, ce je bilo truplo najdeno nekaj
mesecev ali let po smrti, priporoca izola-
cijo DNA iz kosti, tudi ¢e so lasje ohra-
njeni, saj so analize starih las problema-
ti¢ne, pogosto tudi neuspesne.

8 Feces

Clovesko blato ali madeZi ¢loveskega
blata na toaletnem papirju ali obleki so v
redkih primerih edini dokazni material,
najden na kraju kaznivega dejanja. Pri
spolnih zlorabah je mozno najti majhne
koli¢ine blata na penisu posiljevalca. S
tipizacijo DNA lahko ugotovimo izvor
¢loveskega blata in osumljenca oziroma
zrtev povezemo (ali ne) s kaznivim de-
janjem.

Feces je kon¢ni produkt prebave, ki
poteka v prebavilih. Ta je oblozen z epi-
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telom, ki se regenerira na dva do $est dni.
Pri ¢loveku se tako iz prebavil dnevno
odlus¢i 17 milijard celic (56). Glede na
to, da dnevno izlo¢imo 100-200 gra-
mov blata in da celica vsebuje priblizno
6 pg genomske DNA, lahko ocenimo, da
miligram blata teoreti¢no vsebuje 300-
600 ng DNA. Vendar prakti¢no iz fecesa
pridobimo veliko manj DNA, saj ve¢ino
odluscenih celic in njihove DNA v pro-
cesu prebave prebavni encimi in bakteri-
je razgradijo. Intestinalno oblogo tvorijo
stebricaste absorptivne celice in casaste
celice. V fecesu poleg teh dveh tipov epi-
telnih celic najdemo tudi luskaste celice
iz epitela analnega kanala, ki se odlusci-
jo ob iztiskanju blata. Levkocitov, ki so
sicer prisotni v intestinalni oblogi, v fe-
cesu obi¢ajno ne najdemo. Z mikroskop-
sko analizo blata so dokazali prisotnost
nukleiranih odluséenih epitelnih celic, ki
so v fecesu glavni vir DNA in nakazujejo
moznost pridobitve jedrne DNA. Vendar
vsebuje feces zelo veliko bakterij (v de-
belem ¢revesu in danki je 10" bakterij-
skih celic na gram c¢revesne vsebine), ki
degradirajo DNA, in ogromno snovi, ki
inhibirajo reakcijo PCR (57).

Vsebnost DNA v fecesu ljudi moc-
no variira in je individualno specifi¢na,
kar sta dokazala tako Jahnson (56) kot
Vandenberg (58). Na koncentracijo iz fe-
cesa izolirane DNA vplivajo koli¢ina bla-
ta in interval gibanja peristaltike, razgra-
dnja odluscenih epitelnih celic in DNA
v blatu, izpostavljenost blata zunanjim
dejavnikom ter uc¢inkovitost ekstrakcij-
ske procedure. Tako je mozno pridobi-
ti najve¢ genomske DNA iz svezega in
zamrznjenega blata, z daljsanjem izpo-
stavljenosti zunanjim dejavnikom pa se
stopnjuje bakterijska razgradnja DNA in
razgradnja zaradi razgrajevalnih snovi,
ki se v ¢loveskem blatu nahajajo (npr.
zol¢ne kisline). Odluscene epitelne celice
v fecesu niso enakomerno razporejene.
Gibanje peristaltike povzroca mesanje

¢revesne vsebine, zato so vsi deli fecesa
obcasno izpostavljeni epitelni povrsi-
ni Crevesa. Mesanje je manj intenzivno
v rektumu in analnem kanalu, kjer pri-
de ob iztiskanju do dodatnega luscenja
epitelnih celic, zato so najverjetneje na
povrsini blata vecje kolicine epitelnih
celic. Vandenberg (58) zato priporocata
ekstrakcijo DNA iz blata, odvzetega iz
povrsine.

9 Urin

V forenzi¢ni dejavnosti je urin za-
nimiv zlasti v primerih, ko je potrebno
ugotoviti identiteto urina, prej odvzetega
za forenzi¢ne toksikoloske ali alkoholi-
metri¢ne preiskave ter kontrole dopin-
ga (59). V teh primerih se namre¢ lahko
pojavi sum, da urin ne pripada preisko-
vancu (ali so ga preiskovanci zamenjali Ze
v ambulanti pri samem odvzemu vzorca,
ali pa je prislo do zamenjave vzorcev ob
analizi v laboratoriju). Preverjanje izvo-
ra urinskega vzorca ni preprosto, saj ima
urin v primerjavi z ostalimi telesnimi
tekoc¢inami zelo malo celic. V zdravem
¢loveskem urinu najdemo le do 500 nu-
kleiranih celic na mililiter urina. Najve¢
je levkocitov (300-500 celic/ml urina), v
majhnem $tevilu pa so prisotne tudi epi-
telne celice (60). Urin Zensk vsebuje vec-
je Stevilo nukleiranih celic (zlasti epitel-
ne celice iz noZni¢nega trakta) kot urin
moskih, zato obi¢ajno pridobimo pet-
krat ve¢ DNA iz urina Zensk (61). Proces
hidrolize celic v urinu in kontaminacije
z mikroorganizmi (bakterije, glive) nas-
topi prakti¢no takoj po uriniranju, zato
je dobro svezemu urinu pred shranje-
vanjem dodati snovi, ki preprecijo rast
mikroorganizmov, zmanjs$ajo aktivnost
encimov in stabilizirajo DNA. Razli¢ni
avtorji predlagajo uporabo razli¢nih
prezervativov in shranjevanje vzorcev
pri razli¢nih temperaturah (62). Koli¢ina
genomske DNA, ki jo je mo¢ pridobiti iz
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vzorca urina, je odvisna od spola, od po-
gojev, v katerih so urin shranili, od ¢asa
shranjevanja, od obseznosti mikrobne
kontaminacije, od spros¢anja nukle-
az iz hidroliziranih celic in od metode
izolacije, ki jo uporabimo za pridobitev
DNA (62). Ce tipizacija jedrne DNA ni
uspesna, tipiziramo mtDNA.

10 Ukrepi za preprecevanje
kontaminacije DNA

Kemijski dejavniki okolja (¢as, son¢na
svetloba, temperatura, vlaznost...) in bi-
oloski dejavniki okolja (prisotnost mi-
kroorganizmov), kateremu so c¢loveski
posmrtni ostanki ali c¢loveski izloc¢ki
podvrzeni, povzrocajo razgradnjo ge-
netskega materiala in kontaminacijo z
DNA bakterij in gliv. Najslabse vpliva na
¢loveski dedni material izpostavljenost
visokim temperaturam, visoki vlaznosti
in neposredni son¢ni svetlobi ter mikro-
organizmom, ki s svojimi encimi cepijo
molekulo DNA (na mikrobno razgradnjo
v najvecji meri vpliva vlaga). Tovrstne
kontaminacije, ki v najvec¢ji meri vpli-
va na uspesnost tipizacije mtDNA, ne
moremo prepreciti. Prepre¢imo pa lah-
ko najnevarnejsi tip kontaminacije, to
je kontaminacija s ¢loveskim bioloskim
materialom oziroma sodobno c¢loves-
ko DNA. Zaradi nizke vsebnosti DNA
in njene razgrajenosti v starih ali slabo
ohranjenih bioloskih materialih so to-
vrstni forenzi¢ni vzorci zelo dovzetni za
kontaminacijo s sodobno DNA (32), do
katere lahko pride pri zbiranju in shra-
njevanju dokaznega materiala ali med
samo tipizacijo v laboratoriju. Pri starih
kosteh, zobeh in telogenih laseh je najpo-
gostej$a povrsinska kontaminacija zara-
di neprimernega rokovanja z dokaznim
materialom. Povr$insko kontaminacijo
odstranjujemo z razlicnimi metodami.
Med njimi so najpogostejse spiranje v
vodi, detergentu, kislini, etanolu ali be-
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lilu, obsevanje z UV-svetlobo, pri kos-
teh fizi¢no odstranjevanje povrsine in
kot zadnja moznost pridobitev DNA iz
materiala, odvzetega iz notranjosti kos-
ti ali zoba. Za ucinkovito odstranevanje
povrsinske kontaminacije se obicajno
uporablja razlicna kombinacija nastetih
tehnik.

Uporabo belila (natrijev hipoklorit)
kot sredstva za odstranjevanje kontami-
nacije iz povrsine starih kosti ali zob je
preuceval Kemp (32) in ugotovil, da be-
lilo uni¢i kontaminacijsko DNA na po-
vrsini kosti ali zob, saj jo z oksidativnim
delovanjem razcepi na kratke fragmente,
endogena DNA pa ostane neposkodo-
vana. Vzrok za to je izredna stabilnost
DNA, ki se v starih kosteh in zobeh veze
na hidroksiapatit, ki jo $¢iti pred kemij-
sko razgradnjo. Belilo je potrebno nato
odstraniti s spiranjem z vodo in etano-
lom. Pri zobeh je zobna pulpa, ki je glav-
ni vir DNA, zaprta v pulpni votlini in
obdana s trdimi tkivi (sklenina, dentin
in cement), zato je manj izpostavljena
kontaminaciji (63). Vecina raziskoval-
cev (54) uporablja za dekontaminacijo
povrsine zob podobno kot pri kosteh
zaporedno spiranje v detergentu, vodi
in etanolu ter obsevanje z UV-svetlobo.
Ce je zob poskodovan (zlomljen ali pri-
zadet z zobno gnilobo) njegovo povrsi-
no dekontaminiramo le s spiranjem v
vodi in obsevanjem z UV-svetlobo (54).
Povrsina lasnega stebla je zaradi hidro-
fobne narave keratinskih proteinov vo-
doodporna in zato na nek nacin zascite-
na pred kontaminacijo, ¢e pa Ze pride do
nje, se jo da sprati z zaporednim veckra-
tnim spiranjem v detergentu, etanolu
in vodi (53,54). Cline (49) opozarja, da
lahko uporaba previsokih koncentracij
belila (10-odstotno belilo), kislin (1N
HCl) in ekstrakcijskih pufrov (z doda-
no proteinazo K in SDS) kot sredstev za
odstranjevanje povrsinske kontaminaci-
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je iz nohtov poskoduje endogeno DNA
nohta.

Poleg povrsinske kontaminacije s
sodobno DNA je mozna $e kontami-
nacija s predhodnimi produkti reakcije
PCR ali kontaminacija reagentov, pla-
stike in druge laboratorijske opreme. V
Laboratoriju za molekularno genetiko
Instituta za sodno medicino v Ljubljani
zato v izogib kontaminaciji vedno sledi-
mo priporocilom za njeno prepreceva-
nje (13,19,32,64,65). Uporabljamo dvojne
sterilne laboratorijske rokavice, ki jih za
vsak vzorec menjamo, kirurske maske za
obraz, zascitne kape, zascitne prevleke
za Cevlje in za§¢itno haljo za enkratno
uporabo. Vse delovne povrsine pred in
po delu ocistimo z belilom, vodo in eta-
nolom. Ce je mozno, jih ¢ez no¢ izposta-
vimo tudi UV-sevanju. Orodja in pri-
pomocke za ¢iS¢enje, brusenje in mletje
kosti in zob po uporabi o¢istimo na enak
nacin kot delovne povrsine, jih sterilizi-
ramo in ¢ez noc¢ ter pred zaetkom dela
izpostavimo UV-sevanju. Na enak nacin
po sterilizaciji ¢ez no¢ in pred zacet-
kom dela UV-sevanju izpostavimo vse
pripomocke, orodja, reagente in labora-
torijsko plastiko. Za vsak vzorec upora-
bimo nova, ¢ista orodja in pripomocke.
Izdelano imamo eliminacijsko podat-
kovno zbirko DNA, v kateri so shranjeni
profili mtDNA laboratorijskega osebja in
oseb, ki so v kateri koli fazi zbiranja in
shranjevanja forenzi¢nih vzorcev - zlasti
skeletnih ostankov, prisle v stik z njimi.
Vzorce eliminacijske zbirke analiziramo
lo¢eno od forenzi¢nih vzorcev in loce-
no od referen¢nih vzorcev (sorodniki
ali osebni predmeti pogresane osebe pri
identifikacijskih postopkih). Prostorsko
med seboj lo¢imo razli¢ne dele analize,
da prepre¢imo morebitno kontaminaci-
jo s produkti PCR. Pomnozenih produk-
tov PCR nikoli ne vnasamo v prostore za
pripravo vzorcev in reagentov, izolacijo
DNA in pripravo reakcij PCR; slednji so

med seboj prav tako logeni. Cis¢enje in
mletje kosti in zob poteka v popolnoma
lo¢enem prostoru, kjer mehansko cisti-
mo vzorce kosti v zaprti citostati¢ni ko-
mori, da prepre¢imo navzkrizno konta-
minacijo vzorcev s kostnim prahom. Ta
prostor uporabljamo zgolj za pripravo
tovrstnih vzorcev (kosti, zobje, telogeni
lasje, stari nohti), ne pa tudi za pripra-
vo vzorcev, ki vsebujejo vecje koli¢ine
DNA, kot denimo vzorci krvi in sline.
V pomnozevanje produktov z reakcijo
PCR vedno vklju¢imo negativno kontro-
lo, da zaznamo kakrsno koli kontamina-
cijo z DNA ali s produkti PCR. Prav tako
vedno vklju¢imo negativho kontrolo v
postopek ekstrakcije DNA, da preverimo
Cistost ekstrakcijskih reagentov, labora-
torijske plastike in morebitno navzkriz-
no kontaminacijo vzorcev. Dobljena nu-
kleotidna zaporedja forenzi¢nih vzorcev
primerjamo z eliminacijsko podatkovno
zbirko profilov mtDNA. MtDNA ved-
no sekveniramo v obe smeri, s ¢imer
zagotovimo pravilnost dolocitve nukle-
otidnega zaporedja. Preiskave forenzic¢-
nih vzorcev, ki vsebujejo nizke koli¢ine
mtDNA, ponovimo vsaj dvakrat — tako
preverimo, ali dobljeni rezultati med se-
boj sovpadajo (66).

11 Primeri preiskav mtDNA

Mitohondrijski genom je zelo upo-
raben za dolocanje identitete starih po-
smrtnih ostankov ter preucevanje gene-
aloskih odnosov, saj lahko kot referen¢ni
vzorec uporabimo tudi nekaj generacij
oddaljene sorodnike po materini lini-
ji (3). Tako so s tipizacijo mtDNA iden-
tificirali francoskega prestolonaslednika
Ludvika XVII, katerega srce je po usmr-
titvi izrezal zdravnik in se je ohranilo
vse do danes. Iz preko 200 let starega
srca pridobljeni haplotip mtDNA so pri-
merjali s haplotipom mtDNA las Marije
Antoinette in njenih $e Zivec¢ih potom-
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cev po materini liniji. Z identi¢nostjo
haplotipov so dokazali, da je bil dese-
tletni decek, ki je leta 1795 umrl v jeci
Temple, res sin Ludvika XVI. in Marije
Antoinette (67). S pomocjo polimorfiz-
mov mtDNA in primerjavo s $e Ziveci-
mi sorodniki po materini liniji so iden-
tificirali tudi skeletne ostanke Martina
Bormanna, enega najbolj radikalnih
Hitlerjevih sodelavcev (68). S tipizacijo
jedrne in mtDNA so identificirali brata
Reinholda Messnerja (69) ter leta 1960
pokopane clane gverilske organizacije
Che Guevara v Boliviji (70). Velikokrat
se uporablja kombinacija jedrnih in
mtDNA polimorfizmov za identifici-
ranje zrtev mnozi¢nih nesre¢, kot so
letalske nesrece, potresi in pozari (71).
Ena najbolj odmevnih molekularnoge-
netskih identifikacij skeletnih ostankov
je bila identifikacija ruske vladarske
druzine Romanov (26,27), pri kateri je
bilo potrebno za pozitivno identifikaci-
jo analizirati tako jedrno kot mitohon-
drijsko DNA. § pomo¢jo jedrne DNA
so lahko preverili maternalno in pater-
nalno povezanost druzinskih ¢lanov v
grobi$¢u, niso pa mogli odgovoriti na
vprasanje, ali gre dejansko za posmrtne
ostanke druzine Romanov. Jedrna DNA
namre¢ omogoca le preverjanje bliznjih
sorodstvenih odnosov, preverjanje so-
rodnosti med daljnimi sorodniki, ki so
med seboj loc¢eni z nekaj generacija-
mi pa zaradi rekombinacije ni mogoce.
Preverjanje daljnih sorodstvenih pove-
zav je mozno z analizo linearnih genet-
skih oznacevalcev, kot sta kromosom
Y in mtDNA, saj se dedujeta v nespre-
menjeni obliki. Pri druzini Romanov
so preverili identi¢nost skeletnih ostan-
kov tako, da so nukleotidna zaporedja
mtDNA primerjali z nekaj generacij od-
daljenimi, a $e Zive¢imi potomci po ma-
terini liniji. Molekularnogenetske anali-
ze 5.000 let starega tirolskega ledenega
loveka — Oetzija (72), neandertalca (73)
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in mnoge druge genetske analize staro-
davne DNA so pokazale, da je mozno
pridobiti mtDNA iz zelo starih ¢loveskih
ostankov, ne le skeletov, ampak tudi mu-
mificiranih mehkih tkiv razli¢nih mu-
zejskih in arheoloskih zbirk (3).

S pomoc¢jo mtDNA poteka identi-
fikacija skeletnih ostankov ameriskih
vojakov, padlih v vojnah v Vietnamu,
Kambodzi, Laosu in na Kitajskem (2300
zrtev), v korejski vojni (8.000 Zzrtev)
in v drugi svetovni vojni (78.000 voja-
kov) (11) ter identifikacija Zrtev mnozic-
nih pobojev na ozemlju bivse Jugoslavije
(100.000 zrtev) (74,75). MtDNA je izred-
no uporabna pri identifikaciji Zrtev dru-
ge svetovne vojne v Sloveniji, kjer imamo
preko 600 evidetiranih prikritih grobis¢
s priblizno 100.000 Zrtvami. Najvecje
prikrito masovno grobisce, ki smo ga v
Sloveniji genetsko identificirali, je gro-
bis¢e Konfin I v blizini Grcaric (76).
Seznam Zrtev, najden varhivih, je zajemal
88 zrtev, antropoloska $tudija izkopanih
skeletov je to $tevilo potrdila. Se Zivece
sorodnike (brate, sestre, sinove, héerke,
necakinje, necake, bratrance) smo uspeli
najti za 44 Zrtev. Izkop v anatomski legi
ni bil mogo¢, zato smo genetsko prei-
skali vse desne stegnenice (84 kosti) ter
pridobili jedrno DNA za uspes$no tipiza-
cijo mikrosatelitov iz 82 kosti, pri ¢emer
smo s primerjavo genetskih profilov av-
tosomskih mikrosatelitov ter haplotipov
kromosomaY in mtDNA s sorodniki us-
peli identificirati tretjino Zrtev, statistic-
ne analize pa so pokazale visoko stopnjo
identifikacije za 32 Zrtev (76). Haplotipi
mtDNA so nam sluzili za identificira-
nje s pomocjo sorodnikov po materini
liniji. Kosti smo vrnili sorodnikom, ki
so svojce pokopali v druzinske grobove.
Identifikacija Zrtev druge svetovne vojne
je zelo kompleksen proces, saj vkljucu-
je sodelovanje strokovnjakov razli¢nih
podrocij, genetska tipizacija je tezavna
zaradi slabo ohranjene DNA v starih
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kosteh, problemati¢no pa je tudi iska-
nje sorodnikov, saj je od vojnih pobojev
minilo ve¢ kot 70 let. Dokazali smo, da
lahko s kombinacijo razli¢nih genetskih
oznaclevalcev (avtosomske DNA, kro-
mosoma Y in mtDNA) in tipizacijo bli-
znjih in daljnih sorodnikov ter izredno
uspesno metodo ekstrakcije DNA iz ske-
letnih ostankov, ki smo jo razvili v na-
$em laboratoriju (66), uspe$no identifi-
ciramo tudi Zrtve druge svetovne vojne.
Identifikacija Zrtev masovnega grobisca
Konfin I je postavila osnovo za nadalj-
nje molekularnogenetske preiskave po-
vojnih mnozi¢nih grobis¢, ki smo jih v
zadnjih desetih letih izvedli v Sloveniji
v naem laboratoriju. Poleg storziskih
zrtev (77) smo genetsko preiskali tudi
zrtve Bodoveljske Grape (5), lobanjo iz
Bohinja (78), zrtve grobis¢a Mackovec
(prispevek v postopku recenzije), Mace
(prispevek v pripravi), Babna Gora (pri-
spevek v postopku recenzije), Mozelj,
Krzeti, Zaplana, Krimska jama in Konfin
IL.

12 Zakljucek

Preiskave mtDNA v forenzi¢ni dejav-
nosti so izredno pomembne za re$evanje
primerov, pri katerih preiskava jedrne
DNA ni uspe$na, ter primerov identi-
fikacij, pri katerih imamo za primerja-
vo kot referen¢ni vzorec na razpolago
le sorodnike po materini liniji. Le malo
evropskih laboratorijev je v preteklo-

sti uporabljalo preiskave mtDNA, saj je
postopek Sangerjevega sekveniranja in
lo¢evanja sekven¢nih produktov na ka-
pilarni elektroforezi zamuden, mtDNA
pa je zaradi $tevilnih kopij mocno iz-
postavljena kontaminaciji, kar je pot-
rebno upostevati pri organizaciji in
opremi forenzi¢nega genetskega labo-
ratorija, postopki pa v nasprotju s pre-
iskavami jedrnih mikrosatelitov niso
standardizirani. Z razvojem tehnologije
sekveniranja naslednje generacije (angl.
Next Generation Sequencing, NGS) po-
staja tipizacija mtDNA v forenziki hitrej-
$a, enostavnejsa, uporabniku prijaznejsa,
zaradi zaprtih sistemov manj podvrzena
kontaminaciji in standardizirana. Tako
lahko danes s tehnologijo NGS na eno-
staven nacin sekveniramo ne le kontro-
Ino regijo mtDNA, ampak tudi celoten
mitohondrijski genom (51,79,80).

13 Zahvala

Zahvaljujem se Komisiji Vlade
Republike Slovenije za resevanje vpra-
$anj prikritih grobis¢ za opravljene izko-
pe Zrtev druge svetovne vojne.
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ja za raziskovalno dejavnost Republike
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