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Se Ziveli sorodniki Zrtev
povojnih grobis¢ Konfin
1in Strzi¢, ki so vkljuceni
v pricujotem ¢lanku,

so dali pisno privolitev
k objavi rezultatov
molekularno genetskih
preiskav.
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Visoko ucinkovita metoda ekstrakcije DNA iz

skeletnih ostankov

Highly efficient DNA extraction method from skeletal remains

Irena Zupanic Pajnic¢

Izvleéek

Izhodi$ca: V prispevku je natanéno opisana me-
toda ekstrakcije DNA, ki smo jo razvili za pri-
dobitev visokokakovostne DNA iz kosti in zob
posmrtnih ostankov Zrtev 2. svetovne vojne,
uporabljamo pa jo tudi za molekularnogenetsko
identifikacijo neznanih razgrajenih trupel v ru-
tinskih sodnomedicinskih primerih, kjer so za
genetsko preiskavo primerni le $e kosti in zobje.
V studijo smo vklju¢ili 109 kosti in dva zoba iz
razli¢nih povojnih masovnih grobi$¢ v Sloveniji.

Metode: Kosti in zobe smo odistili, odstranili
povrsinsko onesnazenje in jih z uporabo teko-
¢ega dusika zmleli v prah. Genomsko DNA smo
ekstrahirali v dveh paralelkah v napravi Bioro-
bot EZ1 (Qiagen), pri ¢emer smo kostni in zobni
prah predhodno tri dni dekalcificirali. Jedrno
DNA smo kvantificirali z metodo kvantitativne
reakcije PCR (angl. Polymerase Chain Reacti-
on) v realnem c¢asu. S pomnozevanjem mikro-
satelitov ali podrocij STR (angl. Short Tandem
Repeat) v polimerazni verizni reakciji (PCR)
smo pridobili avtosomalne genetske profile ter
haplotipe kromosoma Y, s sekvenciranjem po-
dro¢ij HVI in HVII pa haplotipe mitohondrijske
DNA (mtDNA) preiskovanih kosti in zob. Zara-
di sledljivosti v primeru pojava onesnaZenja smo
pripravili eliminacijske podatkovne zbirke, ki
so vsebovale genetske profile jedrne in mtDNA
vseh oseb, ki smo bile kakor koli v stiku s skele-
tnimi ostanki.

Rezultati: Iz zob smo pridobili do 55 ng DNA/g
zoba, iz stegnenic do 100 ng DNA/g kosti, iz go-
lenic do 30 ng DNA/g kosti in iz nadlahtnice do
0,5 ng DNA/g kosti. Uspesnost tipizacije avtoso-
malnih podroéij STR in podro¢ij STR kromo-
soma Y je bila pri zobeh 100 %, pri stegnenicah
98 %, pri golenicah in nadlahtnici pa od 75 % do
81 %. Uspesnost tipizacije mtDNA je bila za zobe
100 %, za kosti pa 96 % do 98 %.
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Zakljucki: 1z ve¢ kot 60 let starih skeletnih
ostankov smo uspeli pridobiti dovolj kakovo-
stno jedrno DNA za uspe$no tipizacijo podrocij
STR. Opisana metoda ekstrakcije DNA je izre-
dno ucinkovita, saj smo iz samo 0,5 g kostnega
ali zobnega prahu iz vecine skeletnih ostankov
pridobili od 0,8 do 100 ng DNA/g prahu in kom-
pletne genetske profile tako avtosomalne DNA
kot haplotipe kromosoma Y in mtDNA.

Abstract

Background: This paper precisely describes the
method of DNA extraction developed to acquire
high quality DNA from the Second World War
skeletal remains. The same method is also used
for molecular genetic identification of unknown
decomposed bodies in routine forensic casework
where only bones and teeth are suitable for DNA
typing. We analysed 109 bones and two teeth
from WWII mass graves in Slovenia.

Methods: We cleaned the bones and teeth, re-
moved surface contaminants and ground the
bones into powder, using liquid nitrogen . Prior
to isolating the DNA in parallel using the BioRo-
bot EZ1 (Qiagen), the powder was decalcified
for three days. The nuclear DNA of the samples
were quantified by real-time PCR method. We
acquired autosomal genetic profiles and Y-chro-
mosome haplotypes of the bones and teeth with
PCR amplification of microsatellites, and mtD-
NA haplotypes 99. For the purpose of traceabil-
ity in the event of contamination, we prepared
elimination data bases including genetic profiles
of the nuclear and mtDNA of all persons who
have been in touch with the skeletal remains in
any way.

Results: We extracted up to 55 ng DNA/g of the
teeth, up to 100 ng DNA/g of the femurs, up to 30
ng DNA/g of the tibias and up to 0.5 ng DNA/g

of the humerus. The typing of autosomal and Y-
STR loci was successful in all of the teeth, in 98 %
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of the femurs, and in 75 % to 81 % of the tibias
and humerus. The typing of mtDNA was suc-
cessful in all of the teeth, and in 96 % to 98 % of
the bones.

Conclusions: We managed to obtain nuclear
DNA for successful STR typing from skeletal re-

mains that were over 60 years old . The method
of DNA extraction described here has proved
to be highly efficient. We obtained 0.8 to 100 ng
DNA/g of teeth or bones and complete genetic
profiles of autosomal DNA, Y-STR haplotypes,
and mtDNA haplotypes from only 0.5g bone and
teeth samples.

Uvod

Za molekularnogenetsko identifikaci-
jo skeletiziranih, moc¢no poskodovanih ali
razpadlih ¢loveskih posmrtnih ostankov so
poleg dolgih kosti najboljsi vir DNA zobje,
saj so skriti v Celjustnih kosteh, dodatno pa
DNA §¢iti $e sklenina." Med dolgimi kostmi
so primerne predvsem kosti spodnjih udov
(stegnenice, sledijo jim golenice), manj pa
kosti zgornjih udov (nadlahtnice).? Hagel-
bergova s sod.> je pri molekularnoantro-
poloskih preiskavah kosti, starih od 300 do
5500 let, ugotovila, da je ohranjenost DNA
v kosteh odvisna predvsem od pogojev, v
katerih so se skeletni ostanki nahajali, man;
pa od same starosti skeletnih ostankov. Pri
zobeh se koli¢ina DNA tako med posame-
zniki kot tudi med skupinami zob moc¢no
razlikuje, koli¢ina in kakovost ekstrahirane
DNA pa je odvisna tudi od bolezni zoba,
zobozdravstvenih posegov, ¢asa, ki je prete-
kel od ekstrakcije zoba do pridobitve DNA,
in starosti dajalca.* Koli¢ina DNA v zobeh
je odvisna zlasti od velikosti zobne pulpe
oziroma skupine zob, zato so ko¢niki naj-
bogatejsi vir DNA. Za genetske preiskave si
zobje po primernosti sledijo v naslednjem
vrstnem redu: nekariesni ali endodontsko
nezdravljeni ko¢niki, li¢niki, podo¢niki in
sekalci ter kariesni ali endodontsko zdra-
vljeni koc¢niki, li¢niki, podo¢niki in sekal-
ci.> Stare kosti in zobje pogosto vsebujejo
zelo malo DNA ali pa je mo¢no razgrajena.
Zato je zbiranje in shranjevanje tovrstnega
bioloskega materiala za uspes$nost genetske
identifikacije klju¢nega pomena. Nepravilni
postopki zbiranja in shranjevanja lahko pri-
vedejo do onesnazenja in razgradnje DNA,
posledica pa so napacni rezultati analiz ali
neuspesna analiza. Pri izkopu je z vidika na-
daljnjih genetskih preiskav obvezna upora-
ba cistih rokavic in maske ter shranjevanje
skeletnih ostankov v zra¢ne zaboje, v katerih

je lobanja z zobmi zas¢itena v Cisti papirnati
vredi. Natan¢na priporocila za delo s starimi
skeletnimi ostanki so opisana v prispevku
Irene Zupanic Pajnic.°

Metoda ekstrakcije DNA iz kosti in zob
je ena najzahtevnejsih in najdaljsih metod v
forenzi¢nih genetskih preiskavah. V starih
skeletnih ostankih je vsebnost DNA nizka,
DNA je razgrajena, prisotnih je veliko inhi-
bitorjev reakcije PCR (predvsem huminske
kisline iz zemlje), bioloski material pa je
izjemno podvrzen moznosti onesnazenja s
t.i. moderno DNA.”® Vse nasteto omeju-
je uspes$nost genetske tipizacije starih kosti
in zob. Zaradi zahtevnosti in dolgotrajnosti
je opisanih veliko razli¢nih ekstrakcijskih
metod, ki se razlikujejo po koli¢ini potreb-
nega zobnega ali kostnega prahu, po vklju-
¢itvi dekalcifikacije ter po nacinu ciscenja
DNA. Vecina metod zahteva precej veliko
koli¢ino zobnega oziroma kostnega prahu.
Iz ve¢ kot petih gramov kostnega prahu
pridobivajo DNA v International Commis-
sion on Missing Persons (ICMP) v Bosni
in Hercegovini,” Alonso s sod.’® in Vanek s
sod.'! pa opisujeta metodo, ki zahteva 1 do
2 g kostnega prahu. Ekstrakcijske metode se
razlikujejo tudi po vkljucitvi dekalcifikacije,
ki nam omogoca locitev kostnih celic od ko-
stne mase.'? Starej$e ekstrakcijske metode v
glavnem ne vkljucujejo dekalcifikacije, no-
vejSe raziskave®'*'* pa kazejo, da dekalcifi-
kacija znatno pripomore k pridobitvi vecjih
koli¢cin DNA iz skeletnih ostankov. Vecina
ekstrakcijskih metod uporablja za cis¢enje
DNA fenol-kloroform,®!®'* ki sta toksi¢na,
sam postopek pa je dolgotrajen. Sledijo jim
metode z vezavo DNA na silicijeve delce,>”
' najnovej$e metode pa uporabljajo za veza-
vo DNA magnetne delce.*'® V Laboratoriju
za molekularno genetiko Instituta za sodno
medicino smo razvili metodo, ki omogo-
¢a pridobitev DNA iz le 0,5 g kostnega ali
zobnega prahu. Vkljucena je 72-urna dekal-
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cifikacija, za vezavo DNA pa uporabljamo
magnetne delce. Postopek ¢iS¢enja in vezave
DNA poteka avtomatizirano v napravi Bio-
robot EZ1 (Qiagen). S to metodo smo med
88 zrtvami identificirali 28 zrtev, izkopanih
iz kraskega brezna Konfin I,'” vse tri Zrtve
grobi$ca pod Storzi¢em'® in 7 od 25 Zrtev
grobi$¢a v Bodoveljski Grapi.'” Iz prakti¢-
no vseh skeletnih ostankov smo pridobili
haplotipe mtDNA, haplotipe kromosoma Y
in avtosomalne genetske profile, kar nam je
omogocilo primerjavo tako z bliznjimi kot
z daljnimi sorodniki po materini in oceto-
vi liniji. V pripravi je molekularnogenetska
identifikacija skeletnih ostankov domnev-
nih ¢lanov rodbine Auersperg s konca 17. in
zacetka 18. stoletja, pri kateri bomo $e pre-
vidnejsdi pri ukrepih za preprecevanje kon-
taminacije z moderno DNA, podaljsali pa
bomo tudi ¢as dekalcifikacije.

V studijo smo vkljucili 109 kosti in dva
zoba iz masovnih grobis¢ v Sloveniji, kjer
so se mnozi¢ni poboji dogajali ob koncu 2.
svetovne vojne. Med kostmi je bilo veliko
prelomljenih kosti, saj so bile Zrtve grobisca
Konfin I, ki smo jih v velikem Stevilu mo-
lekularnogenetsko identificirali,'” tudi ra-
njenci, ki so imeli prestreljene, zlomljene ali
amputirane ude. Nekatere kosti so bile izko-
pane iz zemlje,'®'® druge so bile prineSene
iz kraskih brezen,"” kjer so bile izpostavljene
delovanju dejavnikov okolja (zlasti meteor-
ne vode). Genomsko DNA smo ekstrahirali
iz 93 stegnenic, 15 golenic, ene nadlahtnice
in dveh ko¢nikov (desni in levi molar 2).

Metode

Za zagotavljanje kakovosti in preprece-
vanje kontaminacije v genetskem laborato-
riju smo upostevali ukrepe, opisane v eni
od predhodnih stevilk Zdravniskega vestni-
ka.'® Cistost ekstrakcijskih in PCR reagen-
tov ter plastike smo preverjali z vkljucitvijo
negativnih kontrol v postopek ekstrakcije,
z vkljucitvijo pomnozevanja v reakciji PCR
in sekvenciranja. S tem smo sledili moznem
onesnazenju vzorcev preko uporabljenih
reagentov in plastike. Z namenom sledljivo-
sti v primeru pojava onesnazenja z moder-
no DNA smo pripravili tudi eliminacijske
podatkovne zbirke, ki so za vsako grobisce

Zdrav Vestn | Visoko ucinkovita metoda ekstrakcije DNA iz skeletnih ostankov

IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

vsebovale genetske profile vseh oseb, ki smo
v kateri koli fazi zbiranja (izkopa), shranje-
vanja, antropoloske in molekularnogenetske
preiskave, prisle v stik s skeletnimi ostanki.
Tako smo v primeru grobis¢a Konfin I v
eliminacijsko podatkovno zbirko vklju¢ili
arheologe, jamarje in kriminaliste, ki so so-
delovali pri izkopu in shranjevanju skeletnih
ostankov, antropologinjo, ki je opravila an-
tropolosko preiskavo skeletov, ter zaposlene
na Institutu za sodno medicino: vse zaposle-
ne v Laboratoriju za molekularno genetiko,
pomivalko laboratorijske steklovine, obduk-
cijskega pomocnika, ki je sodeloval pri vzor-
¢enju kosti, in fotografa. Od oseb, ki smo
bile vkljucene v eliminacijske podatkovne
zbirke, smo pridobili brise ustnih sluznic,
na osnovi katerih smo vsem posamezni-
kom dolo¢ili avtosomalne genetske profile
in haplotipe mtDNA, moskim osebam pa
$e haplotipe kromosoma Y. Avtosomalne
genetske profile ter haplotipe mtDNA in
kromosoma Y kosti in zob smo primerjali s
profili in haplotipi oseb iz eliminacijske po-
datkovne zbirke, s ¢cimer smo ugotavljali, ali
je prislo do onesnazenja vzorcev kosti in zob
z moderno DNA.

Za genetsko preiskavo smo od vsake
kosti (stegnenice, golenice ali nadlahtnice)
odvzeli del kosti v dolzini 5 do 10 cm ter s
pinceto iz celjustnice odstranili dva ko¢nika.
Kosti in zobe smo pred preiskavo fotodoku-
mentirali in oznacili s Stevilkami. Na Sliki 1
je prikazana prelomljena stegnenica iz gro-
bisc¢a Konfin I in del, ki smo ga odvzeli za
genetsko preiskavo.

Kosti in zobe smo mehansko in kemijsko
ocistili. Povrsinsko onesnazenost smo od-
stranili s fizicnim odstranjevanjem povrsi-
ne ter spiranjem v 5-odstotnem detergentu
Alconox, v vodi in v 80-odstotnem etanolu.
Sledilo je mletje v homogenizatorju Tissue-
Lyser (Retsch) ob uporabi tekocega dusika.
Celoten postopek je potekal v prostoru, na-
menjenem izklju¢no delu s starimi kostmi in
z zobmi. Mehansko ¢isc¢enje (odstranjevanje
povrsine kosti z brusenjem) in rezanje kosti
z diamantno Zago je potekalo v zaprti cito-
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Slika 1: Del leve
stegnenice 47 iz grobisca
Konfin I.

174

e e, e,

stati¢ni varnostni komori C-(MaxPro)3-130
(Iskra Pio).

S povrsine zoba in vzdolzno prerezane-
ga delcka kosti smo s skalpelom odstranili
zemljo in mikroorganizme. Nato smo zob
ali kost umili v bidestilirani vodi (Milipor),
ki smo ji dodali blag detergent (5-odstotni
Alconox (Alconox Inc.)). Sledilo je nekaj-
kratno spiranje v bidestilirani vodi (Mili-
por). Zob in kost smo ¢ez no¢ posusili na
zraku. Pri kosti smo mehansko odstranili
povrsinsko plast, medtem ko smo pri zobu
mehansko c¢idcenje z brusenjem nadomestili
z obsevanjem z ultravijolicno svetlobo. Kost
smo vpeli v primez (Proxxon) in z zunanje
ter notranje strani s pomocjo brusilnika
(Dremel) in brusilnega nastavka (Proxxon)
odstranili povrsinsko plast, debeline 2 do 3
mm. Kost smo ohladili v tekocem dusiku.
Ponovno smo jo vpeli v primez (Proxxon)
in njeno zunanjo povsino s krozno diaman-
tno Zagico (Proxxon) narezali tako, da smo
zarezali v kost utore, ki so oblikovali mrezo
s kvadratki velikosti 5 x 5 mm. Kost smo po-
novno ohladili v teko¢em dusiku. Postopek
smo ponovili tudi na notranji povrsini kosti.
Zbruseni in narezani del kosti smo s krozno
diamantno Zagico (Proxxon) odrezali od
preostalega dela kosti.

Sledilo je kemicno ¢is¢enje obrusene ko-
sti ali zoba. Enominutnemu spiranju z bi-
destilirano vodo (Milipor) je sledilo 15-mi-
nutno spiranje s 5-odstotnim detergentom
Alconox (Alconox Inc.), trikratno enominu-
tno spiranje z bidestilirano vodo (Milipor)

BT A Lo o4
- (43)
LR

in dvakratno enominutno spiranje z 80-od-
stotnim etanolom. Vsa spiranja so potekala
ob rahlem stresanju na stresalniku (GFL).
Mehansko in kemijsko ociS¢eno kost ter
o¢isc¢eni zob smo posusili ¢ez no¢ na zraku.

Pred mletjem smo vsako stran zoba 30
minut obsevali z UV-svetlobo, kost po ob-
sevanju z UV-svetlobo ni bila izpostavljena,
saj smo povrs$insko onesnazenje odstranili z
brusenjem povrsinskega sloja kosti, medtem
ko zob mehansko z brugenjem nismo obde-
lali. Nekateri laboratoriji po svetu pa tudi
kosti obsevajo z UV-svetlobo kot dodaten
ukrep pri preprecevanju onesnazenja. V pri-
meru pojava onesnazenja bi se tudi v nasem
laboratoriju odlo¢ili za ta dodatni ukrep.

S teko¢im dusikom smo 5 minut ohlajali
kovinsko komoro in kroglo ter o¢i$ceni zob
ali del kosti. Ohlajeni zob ali kost smo pre-
nesli v odrezani prst sterilne laboratorijske
rokavice (lateks brez pudra), delec s kladi-
vom razlomili na majhne koscke in jih pre-
nesli v ohlajeno kovinsko komoro (Retsch).
Zobe in kosti smo mleli v homogenizatorju
TissueLyser (Retsch), pri ¢cemer smo hkrati
uporabljali dve kovinski komori s kovinski-
ma kroglama (Retsch). Mletje je potekalo 1
do 2 minuti pri frekvenci 30 Hz po navodi-
lih proizvajalca.*® Pridobili smo fini kostni
ali zobni prah.

Kostni in zobni prah smo dekalcificirali
72 ur. Za ekstrakcijo genomske DNA smo
uporabili 0,5 g kostnega ali zobnega prahu,
ki smo mu dodali 1,5 ml 0,5 M EDTA ter
mocno vorteksirali. Sledila je inkubacija
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Slika 2: Kostni prah,
dobljen po mletju

v homogenizatorju
Tissuelyser (Retsch).

¢ez no¢ pri 37 °C in 950 obr/min v napravi
Thermomixer comfort (Eppendorf). Vzorec
smo centrifugirali 9o s pri 13.400 obr/min
ter zavrgli supernatant. Dodali smo 1 ml 0,5
M EDTA in moc¢no vorteksirali. Ponovno
sta sledila inkubacija ¢ez no¢ pri 37 °C in 950
obr/min ter centrifugiranje 9o s pri 13.400
obr/min. Po odstranitvi supernatanta smo
inkubacijo ¢ez no¢ v 1 ml 0,5 M EDTA po-
novili $e enkrat, centrifugirali in zavrgli su-
pernatant. Oborini smo dodali 1 ml sterilne
bidestilirane vode (Gibco) in mo¢no vor-
teksirali. Po centrifugiranju 9o s pri 13.400
obr/min smo zavrgli supernatant.

Ekstrakcija in ¢iS¢enje genomske
DNA v napravi Biorobot EZ1 (Qiagen)

Iz oborine, ki smo jo dobili po dekalcifi-
kaciji, smo s kompletom EZ1 DNA Investi-
gator Kit (Qiagen) v napravi Biorobot EZ1
(Qiagen) ekstrahirali genomsko DNA. Obo-
rini smo dodali 250 ul pufra G2 (EZ1 DNA
Investigator Kit (Qiagen) in 20 ul proteinaze
K (EZ1 DNA Investigator Kit (Qiagen)) ter
mocno vorteksirali. Vzorec smo inkubirali
3-5 ur pri 56 °C in 950 obr/min v napravi
Thermomixer comfort (Eppendorf). Po za-
¢etni inkubaciji smo dodali $e 40 pl protei-
naze K (EZ1 DNA Investigator Kit (Qiagen)).
Vzorec smo inkubirali ¢ez no¢ pri 56 °C in
950 obr/min v napravi Thermomixer com-
fort (Eppendorf). Sledilo je 1,5-minutno cen-
trifugiranje pri 1900 obr/min. V primeru, da
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po centrifugiranju nismo dobili bistrega su-
pernatanta, smo centrifugiranje ponovili pri
6000 obr/min 4 min. Do 650 pl supernatan-
ta smo prenesli v epruvetko za vzorec (EZ1
DNA Investigator Kit (Qiagen)), dodali 400
ul pufra MTL (Qiagen) in 1 ul cRNA v kon-
centraciji 1 ug/pl (EZ1 DNA Investigator Kit
(Qiagen)). Epruvetko smo prenesli v napra-
vo Biorobot EZ1 (Qiagen). Za ¢iscenje DNA
smo izbrali postopek, ki omogoca pridobi-
tev DNA iz vecjega volumna, raztapljanje
DNA v vodi in kon¢ni volumen ekstrakta 50
ul. Cis¢enje smo izvedli v skladu z navodili
proizvajalca.** Ekstrakcijo genomske DNA
smo pri vsaki kosti in zobu ponovili vsaj
dvakrat ter v ekstraktih dolo¢ili kolic¢ino je-
drne DNA. Ekstrakt, ki smo mu dolo¢ili vis-
jo vsebnost jedrne DNA, smo uporabili za
tipizacijo jedrnih mikrosatelitov, ekstrakt z
nizjo vsebnostjo jedrne DNA pa smo upo-
rabili za dolocitev nukleotidnega zaporedja
podrocij HVI in HVII mtDNA.

Kvantifikacija DNA

S kvantifikacijo jedrne DNA smo ugota-
vljali, ali koli¢ina DNA v vzorcu zadostuje
za uspesno tipizacijo podrocij STR, koliko
vzorca naj pri preiskavi uporabimo ter pri-
sotnost inhibitornih snovi. Za kvantifikacijo
jedrne DNA smo uporabili komplet Quan-
tifilerTM Human DNA Quantification Kit
(Applied Biosystems) in reakcijo izvedli v
napravi ABI PRISM 7000 Sequence Detecti-
on System (Applied Biosystems) ob uporabi
racunalniskega programa SDS Software ver-
zija 1.0 (Applied Biosystems) po navodilih
proizvajalca.*?

Tipizacija jedrnih podro¢ij STR

Pri kosteh in zobeh smo opraviti tipi-
zacijo jedrne avtosomalne DNA in mikro-
satelitov na kromosomu Y, pri ¢emer smo
uporabili za pomnoZevanje podrocij STR
komplet AmpFISTR IdentifilerTM PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems),
komplet PowerPlex 16 System (Promega) in
pri degradiranih vzorcih DNA $e komplet
AmpFISTR MiniFiler TM PCR Amplificati-
on Kit (Applied Biosystems) za avtosomalno
DNA ter komplet AmpFISTR YFiler (Ap-
plied Biosystems) za kromosom Y. Skupno
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Tabela 1: Koncentracija jedrne DNA ekstrakta 1in 2 (Human Quantifiler—Applied Biosystems), izraZzena v pg DNA/ul ekstrakta,
uspesnost tipizacije mikrosatelitov avtosomalne DNA (AmpFISTR IdentifilerTM PCR Amplification Kit (Applied Biosystems) in
PowerPlex 16 System (Promega)), izraZzena s Stevilom uspesno tipiziranih podrocij STR, uspe$nost tipizacije mikrosatelitov kromosoma
Y, izrazena s Stevilom uspesno tipiziranih podrocij STR in uspesnost tipizacije mtDNA (podrocij HVI in HVII) kosti in zob posmrtnih
ostankov Zrtev 2. svetovne vojne (D=desna, L =leva, K=Konfin |, S = Storzic).

Kost/zob Koncentracija ekstrakta 1 | Koncentr. ekstrakta 2 | Avtosomalna Podroéja STR
(pg/ ut) (pg/ ut) podroéja STR kromosoma Y

zob LM22S 18/18 17/17 HVI, HVII
zob DM22S 510 350 18/18 17/17 HVI, HVII
LfemurlS 43 13 18/18 17/17 HVI, HVII
Lfemur2S 86 82 18/18 17/17 HVI, HVII
L femur3S 59 20 18/18 17/17 HVI, HVII
femur AantK 221 208 18/18 17/17 HVI, HVII
femur BantK 32 17 18/18 7/17 HVI, RVII
femur Cant K 60 40 17/18 17/17 HVI, HVII
femur D ant K 37 35 18/18 17/17 HVI, HVII
femur Eant K 70 49 18/18 17/17 HVI, HVII
femur F ant K 50 18 18/18 14/17 HVI, HVII
femur G ant K 40 14 17/18 12/17 HVI, HVII
femur Hant K 106 69 18/18 17/17 HVI, HVII
femur | ant K 26 7 17/18 17/17 HVI, HVII
D femur 43 pat K 237 200 18/18 17/17 HVI, HVII
D femur 44 pat K 23 23 12/18 14/17 HVI, HVII
D femur 45 pat K 46 15 17/18 14/17 HVI, HVII
L femur 46 pat K 72 57 16/18 11/17 HVI, HVII
L femur 47 pat K 26 23 18/18 17/17 HVI, HVII
D femur 48 pat K 39 35 18/18 17/17 HVI, HVII
D femur 49 pat K 116 96 18/18 17/17 HVI, HVII
D femur 50 pat K 23 17 16/18 13/17 HVI, HVII
D femur 51 pat K 56 12 18/18 17/17 HVI, HVII
L femur 53 pat K 79 46 18/18 17/17 HVI, HVII
D tibia 54 pat K 28 7 12/18 17/17 HVI, HVII
tibia 55 pat K 35 8 8/18 0/17 HVI, HVII
tibia 56 pat K 26 13 12/18 13/17 HVI, HVII
L tibia 57 pat K 31 17 10/18 17/17 HVI, HVII
tibia 58 pat K 26 16 8/18 6/17 HVI, RVII
tibia 59 pat K 69 55 18/18 16/17 HVI, HVII
tibia 60 pat K 50 37 15/18 15/17 HVI, HVII
tibia 61 pat K 47 28 7/18 16/17 HVI, HVII
tibia 62 pat K 100 90 8/18 17/17 HVI, HVII
tibia 63 pat K 14 3 0/18 0/17 HVI, HVII
tibia 64 pat K 32 8 0/18 0/17 HVI, HVII
tibia 66 pat K 39 11 7/18 14/17 HVI, HVII
L tibia 67 pat K 300 117 16/18 15/17 HVI, HVII
tibia 68 pat K 23 7 9/18 17/17 HVI, HVII
tibia 69 pat K 67 63 18/18 17/17 HVI, RVII
humerus 72 pat K 5 1 0/18 0/17 HVI, HVII
Dfemur1K 62 43 18/18 16/17 HVI, HVII
D femur 2 K 10 9 13/18 12/17

D femur3K 43 26 18/18 16/17 HVI, HVII
D femur 4K 21 18 17/18 16/17 HVI, HVII
D femur5K 18 18 16/18 14/17 HVI, HVII
D femur 6 K 10 8 14/18 7/17 HVII

D femur 7K 24 19 18/18 17/17 HVI, HVII
D femur 8K 69 8 18/18 16/17 HVI, HVII
D femur 9K 17 12 18/18 16/17 HVI, RVII
D femur 10K 46 24 18/18 16/17 HVI, HVII
Dfemur 11K 114 91 18/18 17/17 HVI, RVII
D femur 12 K 120 64 18/18 17/17 HVI, HVII
D femur 13K 35 25 18/18 17/17 HVI, HVII
D femur 14 K 60 22 16/18 13/17 HVI, HVII
D femur 15K 100 89 18/18 17/17 HVI, HVII
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D femur 16 K
D femur 17 K
D femur 18 K
D femur 19 K
D femur 20 K
D femur 21 K
D femur 22 K
D femur 23 K
D femur 24 K
D femur 25 K
D femur 26 K
D femur 27 K
D femur 28 K
D femur 29 K
D femur 30 K
D femur 31K
D femur 32 K
D femur 33 K
D femur 34 K
D femur 35 K
D femur 36 K
D femur 37 K
D femur 38 K
D femur 39 K
D femur 40 K
D femur 41 K
D femur 42 K
D femur 43 K
D femur 44 K
D femur 45 K
D femur 46 K
D femur 47 K
D femur 48 K
D femur 49 K
D femur 50 K
D femur 51 K
D femur 52 K
D femur 53 K
D femur 54 K
D femur 55 K
D femur 56 K
D femur 57 K
D femur 58 K
D femur 59 K
D femur 60 K
D femur 61 K
D femur 62 K
D femur 63 K
D femur 64 K
D femur 65 K
D femur 66 K
D femur 67 K
D femur 68 K
D femur 69 K
D femur 70 K
D femur 71 K
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10
30

smo pomnoZzevali 17 mikrosatelitov na kro-
mosomu Y in 17 avtosomalnih mikrosateli-

18/18
18/18
18/18
18/18
11/18
18/18
18/18
18/18
18/18
18/18
16/18
18/18
18/18
15/18
18/18
16/18
18/18
18/18
18/18
18/18
16/18
18/18
18/18
18/18
17/18
18/18
17/18
14/18
17/18
18/18
18/18
18/18
18/18
18/18
18/18
18/18
18/18
18/18
14/18
18/18
18/18
18/18
17/18
18/18
18/18
18/18
18/18
17/18
18/18
0/18

18/18
18/18
0/18

18/18
16/18
17/18

IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

8/17

17/17
17/17
17/17
14/17
17/17
17/17
17/17
17/17
17/17
15/17
16/17
17/17
6/17

17/17
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14/17
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17/17
9/17

16/17
17/17
14/17
16/17
15/17
0/17

17/17
17/17
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7/17

11/17
16/17

HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, HvII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, BVl

HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVII

HVI, HVII
HVI, HvII
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, RVl
HVI, HVII
HVI, BVl
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, HVII
HVI, BVl

omogoca dolocitev spola. Vse reakcije smo
izvedli v napravi ABI PRISM 7000 Sequen-
tov ter odsek amelogeninskega gena, ki nam ce Detection System (Applied Biosystems)
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v skladu z Zupani¢ Pajni¢ s sod."” Fluore-
scentno oznacene produkte smo locevali z
avtomatskim genskim analizatorjem ABI
PRISMTM 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems) ob uporabi tekocega polimera
POP 4 (Applied Biosystems) in notranje-
ga velikostnega standarda GeneScan-500
LIZ Size Standard (Applied Biosystems)
pri kompletih AmpFISTR Identifiler, Am-
pFISTR MiniFiler in AmpFISTR Yfiler PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems) ter
notranjega velikostnega standarda ILS 600
(Promega) pri kompletu PowerPlex 16 Sy-
stem (Promega). Genetske profile smo do-
locili s pomo¢jo ra¢unalniskih programov
Data Collection v 3.0 in GeneMapper ID v
3.2 (Applied Biosystems).

Vsem kostem in zobem smo dolo¢ili nu-
kleotidno zaporedje podrocij HVI in HVII
mtDNA po postopkih, opisanih v Zupanic¢
Pajni¢ s sod.'” >’ Reakcije PCR smo izvedli v
cikli¢cnem termostatu Biometra UNO-Ther-
moblock (Biometra). Produkte reakcije PCR
smo precistili z ultrafiltracijskimi enotami
Centricon-100 (Millipore Corporation) in
jih sekvencirali z metodo avtomatskega ne-
posrednega fluorescentnega sekvenciranja
ob uporabi kompleta BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, v 1.1
(Applied Biosystems). Fluorescentno ozna-
¢ene produkte smo precistili s kolonami
MicroSpinTM G-50 (Amersham Bioscien-
ces) in jih loc¢evali z avtomatskim genskim
analizatorjem ABI PRISMTM 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems) ob uporabi
tekocega polimera POP 4 in racunalniskih
programov Data Collection v 3.0 in DNA
Sequencing Analysis Software v 5.2 (Applied
Biosystems).

Dobljene genetske profile (avtosomalne,
mtDNA in kromosoma Y) kosti in zob smo
primerjali s profili oseb iz eliminacijske po-
datkovne zbirke, s ¢cimer smo ugotavljali, ali
je prislo do onesnazenja vzorcev kosti in zob
z moderno DNA.

Rezultati

Po 72-urni dekalcifikaciji smo ve¢inoma
pridobili oborino s kostnim ali z zobnim
prahom, ki ni bil popolnoma dekalcificiran.
Za popolno dekalcifikacijo bi bilo potrebno
vsaj $e trikrat zamenjati EDTA, vendar smo
se zaradi dolgotrajnosti postopka kompletne
dekalcifikacije in pridobitve jedrnih genet-
skih profilov iz vecine kosti Ze po trikratni
menjavi EDTA odlo¢ili za tridnevno dekal-
cifikacijo. Kompletno dekalcifikacijo najlaz-
je dosezemo tako, da dodamo 0,5 g kostnega
ali zobnega prahu 7 do 10 ml 0,5M EDTA v
15-ml epruveti. V tem primeru deminerali-
zacija potece Ze v 24 urah. Vendar smo se pri
tem postopku srecali s problemom, kako tak
vzorec skoncentrirati na volumen, manjsi
od 0,5 ml (tak volumen vzorca potrebujemo
za avtomatizirano in zelo uc¢inkovito ¢isce-
nje DNA v napravi Biorobot EZ1). Testirali
smo razli¢ne kolone za koncentriranje vzor-
cev, vendar smo pri vseh naleteli na tezave
pri masenju por v membrani in posledi¢no
nepropustnosti. Zato smo se odlo¢ili za de-
kalcifikacijo v 2-ml epruveti z veckratnim
menjavanjem EDTA.

S kvantifikacijo jedrne DNA smo obe-
ma ko¢nikoma in vsem 109 kostem, razen
dvema stegnenicama in nadlahtnici, vsaj pri
enem ekstraktu dolo¢ili ve¢ kot 8 pg DNA/ul
ekstrakta. Pri kosti D femur 65 K smo zazna-
li najve¢ 4 pg DNA/pl ekstrakta, pri kosteh
D femur 68 K in humerus 72 pat K pa najvec
5 pg DNA/ul ekstrakta (glej Tabelo 1 v do-
datnem elektronskem materialu). Pri vseh
treh nastetih kosteh tipizacija avtosomalnih
in na kromosom Y vezanih podrocij STR ni
bila uspesna, prav tako se jedrna podrocja
STR niso pomnozila pri kosteh tibia 63 pat
K, ki smo ji dolo¢ili najve¢ 14 pg DNA/ul
ekstrakta, in tibia 64 pat K, ki smo ji dolo-
¢ili najvec 32 pg DNA/ul ekstrakta. Iz preo-
stalih 106 kosti smo pridobili vsaj pri enem
ekstraktu od 8 do 1000 pg DNA/pl ekstrakta
oziroma od 0,8 do 100 ng DNA/g kosti. Iz
stegnenic smo pridobili do 100 ng DNA/g
kosti, iz golenic do 30 ng DNA/g kosti in iz
nadlahtnice do 0,5 ng DNA/g kosti. Veliko
DNA smo pridobili iz zob, vsaj pri enem ek-
straktu je bila koli¢ina od 51 do 55 ng DNA/g
zoba. Najve¢ DNA smo pridobili iz desne
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stegnenice 18 iz grobis¢a Konfin I, iz katere
smo uspeli pridobiti kar 100 ng DNA/g ko-
sti. Pri dveh ekstrakcijah iz posamezne kosti
ali zoba je bila vsebnost DNA v ekstraktih
vec¢inoma precej podobna, le pri Stirinaj-
stih kosteh in enem zobu sta se ekstrakta po
vsebnosti DNA razlikovala. Stirikratno raz-
liko smo opazili pri ekstraktih sedmih kosti,
petkratno pri ekstraktih treh kosti, osem-
kratno pri ekstraktih dveh kosti, enajstkra-
tno, dvajsetkratno in petindvajsetkratno pa
pri ekstraktih ene kosti. Pri enem zobu smo
opazili petkratno razliko v vsebnosti DNA
med dvema ekstraktoma (glej Tabelo 1 v do-
datnem elektronskem materialu).

Tipizacija avtosomalnih podrocij STR
je bila uspesna pri 106 od 111 kosti in zob,
kar pomeni 95-odstotno uspesnost. Genet-
skih profilov nismo pridobili za dve stegne-
nici, dve golenici in nadlahtnico. Pri zobeh
je bila uspesnost tipizacije avtosomalnih
podrocij STR 100 %, pri stegnenicah 98 %,
pri golenicah in nadlahtnici skupaj pa 81 %.
Kompletne avtosomalne genetske profile,
kjer se je pomnozilo vseh 17 podroc¢ij STR in
amelogenin, smo pridobili iz 69 kosti in zob,
delne profile, z manjkajoc¢im enim ali dvema
podroé¢jema STR, smo pridobili iz 20 kosti
(manjkala so predvsem daljSa podrocja),
pri preostalih 17 kosteh pa se je pomnozilo
od 7 do 15 podrocij STR. Tipizacija podrocij
STR kromosoma Y je bila uspesna pri 105
od 111 kosti in zob, kar pomeni 95-odstotno
uspesnost. Haplotipov kromosoma Y nismo
pridobili za tri golenice, nadlahtnico in dve
stegnenici. Pri zobeh je bila uspesnost tipi-
zacije podrocij STR kromosoma Y 100 %, pri
stegnenicah 98 %, pri golenicah in nadlah-
tnici skupaj pa 75%. Kompletne genetske
profile kromosoma Y, kjer se je pomnozilo
vseh 17 podrocij STR, smo pridobili iz 54 ko-
sti in zob, delne profile z manjkajo¢im enim
ali dvema podro¢jema STR smo pridobili iz
19 kosti, pri preostalih 32 kosteh pa se je po-
mnozilo od 6 do 14 podrocij STR. Tipizacija
podroc¢ja HVI mtDNA je bila uspesna pri
obeh zobeh in pri 105 kosteh, kar predstavlja
96 % uspesnost. Tipizacija podro¢ja HVII
mtDNA pa je bila uspesna pri obeh zobeh in
pri 107 kosteh, kar predstavlja 98-odstotno
uspesnost (glej Tabelo 1 v dodatnem elek-
tronskem materialu).
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Razprava in zakljucki

Nagy s sod.' je za ekstrakcijo DNA iz
kosti, starih do nekaj let, uporabil na ma-
gnetnih delcih zasnovano avtomatizirano
napravo Biorobot M48 (Qiagen), mi pa smo
za ta namen uporabili sorodno napravo Bi-
orobot EZ1 (Qiagen). Pred ekstrakcijo smo
kosti in zobe dekalcificirali do 72 ur in prisli
do podobnih zakljuckov kot Loreille s sod.,"
da je mozno pridobiti vecje koli¢ine DNA iz
predhodno dekalcificiranih kosti in zob.

Iz starih skeletnih ostankov smo prido-
bili od 0,8 do 100 ng DNA/g kosti, kar je
bistveno ve¢ kot Marjanovi¢ s sod.,** ki je
pridobil iz kosti iz obdobja 2. svetovne vojne
od 0,04 do 10 ng DNA/g kosti. Yamamoto s
sod.” je iz 16 let starega skeleta novorojenca
iz 1 g stegnenice pridobil 5 ng DNA, Tahir
s s0d.?® pa iz 27 let starega ekshumiranega
skeleta 8 ng DNA/g kosti. Med kostmi smo
preiskovali le dolge kosti, med katerimi smo
pridobili najve¢ DNA iz stegnenic, sledile so
jim golenice in nadlahtnica. Tudi v Inter-
national Commission on Missing Persons?
ugotavljajo najvisjo uspesnost tipizacije av-
tosomalnih podrocij STR pri stegnenicah,
pri ostalih kosteh je ta uspesnost nizja. Ti-
pizacija regije HVI mtDNA je bila uspesna
pri 96 % kosti in zob, regije HVII pa pri 98 %
kosti in zob. Palo s sod."” je za identifikacijo
posmrtnih ostankov finskih vojakov, padlih
v 2. svetovni vojni v bivsi Sovjetski Zvezi,
uspel analizirati le mtDNA (tipizacija jedr-
ne DNA ni bila uspe$na), pri ¢emer je bila
pri dolgih kosteh uspesnost tipizacije regije
HVI 96 % in regije HVII 91 %. Veliko DNA
(od 51 do 55 ng DNA/g zoba) smo pridobi-
li iz zob, pri cemer opozarjam, da raziskava
vkljucuje le dva zoba, zato bi bilo potrebno
za verodostojnejse podatke preiskati vecje
Stevilo zob. Literatura nasplosno opisuje
zobe kot eden najboljsih virov DNA v starih
skeletnih ostankih.! Milo§ s sod.” ob primer-
javi stegnenic in zob ugotavlja zelo podobno
uspesnost tipizacije jedrnih podrocij STR za
DNA, pridobljenih iz 15 let starih posmrtnih
ostankov. 10 let po pokopu ekshumiranih
zob je Boles s sod.?” pridobil 10-50 ng DNA.

Iz ve¢ kot 60 let starih skeletnih ostan-
kov, ki so bili zagrebeni v zemljo ali so lezali
v kragki jami, smo uspeli pridobiti dovolj ka-
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kovostno jedrno DNA za uspesno tipizacijo
podrocij STR. Opisana metoda ekstrakcije
DNA je izredno ucinkovita, saj smo iz ve-
¢ine skeletnih ostankov pridobili od 0,8 do
100 ng DNA/g kostnega ali zobnega prahu
in kompletne genetske profile tako avtoso-
malne DNA, kot haplotipe kromosoma Y
in mtDNA. Za ekstrakcijo je zadostovalo zZe
0,5 g kostnega ali zobnega prahu, kar nam
omogoca pridobitev genetske informacije
iz koli¢insko skromnih vzorcev. Pri preiska-
vah starih skeletnih ostankov izklju¢ujemo
moznost kontaminacije DNA med izkopom
(pri zbiranju in shranjevanju kosti), med an-
tropolosko ter med molekularnogenetsko
preiskavo. Avtenti¢nost genetskih profilov
kosti in zob potrjujejo Ciste ekstrakcijske in
PCR negativne kontrole, identi¢ni genet-
ski profili, pridobljeni s kompletoma Am-
pFISTR Identifiler (Applied Biosystems) in
PowerPlex 16 System (Promega), neujema-
nje genetskih profilov kosti in zob z oseba-
mi iz eliminacijskih podatkovnih zbirk ter
ujemanje profilov s profili e zivecih soro-
dnikov, torej pozitivne identifikacije Zrtev
grobisc.
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