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1. UvOD

1. 1. Povijesni pregled DNA profiliranja

Nakon $to je proslo pola stolje¢a od otkrica molekularne strukture DNA kao i njene uloge
temeljnog nosioca nasljedne informacije, ona je postala najpoznatija organska komponenta u
Sirokom spektru brojnih znanstvenih disciplina. Najpoznatija metoda koju vezemo uz pojam

DNA analize u forenzici je DNA fingerprinting ili DNA profiliranje (eng. DNA typing).

DNA profiliranje se u forenzici temelji na fundamentalnim principima i koristi tehnike koje se
takoder primjenjuju u svakodnevnoj rutini medicinske dijagnostike, kao i u razli¢itim
populacijsko-geneti¢kim istrazivanjima. Osnova ove molekularne metode je analiza osnovnog
svojstva svih zivih bica, tj. molekularne bioraznolikosti jer je samo 0,1% DNA razli¢it medu
ljudskim genomima. Karakteristika svih genetickih metoda je da se na osnovi vrlo malih
koli¢ina DNA prisutne u promatranom bioloskom uzorku moze, sa velikom sigurnoscu,

utvrditi geneticki identitet osobe kojoj taj bioloski trag pripada (1).

Prvi put se pojam DNA profiliranja spominje 1985. godine u znanstvenom radu poznatog
engleskog geneticara Aleca Jeffreysa koji je otkrio da odredene regije ljudskog genoma
sadrze DNA sekvence koje se sukcesivno ponavljaju. Takoder je doSao do otkri¢a da broj
ponavljajucih sekvenci tj. repetitivnih jedinica, moze individualno varirati unutar populacije.
Upravo razvijanjem metoda kojima se ispitivala varijacija duljine tih repetitivnih sekvenci,
kreirala se ¢itava znanstvena disciplina-forenzi¢na genetika, ¢ija je osnova DNA profiliranje.
Ponavljajuce sekvence su danas poznatije pod imenom VNTR (Variable Number Tandem
Repeats) polimorfni markeri. U svrhu otkrivanja ovih sekvenci dr. Jeffreys je koristio metodu
RFLP (eng. Restriction Fragment Length Polymorphism) koja se zasniva na uporabi
restrikcijskih enzima koji izrezuju mjesta u DNA molekuli na kojima se nalaze VNTR
markeri. Ova metoda je prvi put koristena u svrhu rjesavanja sluc¢aja imigracije u Engleskoj, a
nedugo zatim i u rjeSavanju slucaja dvostrukog ubojstva koje se ¢esto spominje i kao 'Colin
Pitchfork Case' (2). Od tada se razvoj DNA profiliranja ubrzao i doveo do saznanja o
postojanju STR (Short Tandem Repeats) markera koje koristimo i danas. Osim otkri¢a
molekularnih markera, jedan od najznacajnijih noviteta koji je omoguéio razvoj genetike i
forenzi¢ne genetike, zasigurno je metoda PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) ili lan¢ana
reakcija polimerazom koja se usavr$avala 80-ih godina proslog stoljeca pod vodstvom Kary

Mullis-a. Naime, upravo ovim iskorakom u DNA profiliranju, postalo je moguce analizirati



bioloSke uzorke koji sadrze minimalne koli¢ine DNA. Pocetkom ovog stoljeca, zabiljezena je
upotreba najnovijih markera pod imenom SNP (eng. Single Nucleotide Polymorphism) za
koje se trenutno pretpostavlja da ¢e uvelike doprinijeti napretku biotehnologije, povecati
upotrebu i vrijednost mitohondrijske DNA kao i molekularnih markera vezanih za spolne
kromosome. Postoje¢i STR markeri pomogli su kreiranju miniSTR markera koji su omogucili
analizu vrlo malih koli¢ina visokodegradirane DNA koja se nerijetko pronade u bioloSkim
uzorcima na mjestu dogadaja. Trenuta¢ni razvoj DNA profiliranja usmjeren je u pravcu
fenotipizacije, tj. pretpostavke osnovnih fenotipskih karakteristika osobe kojoj pripada

odredeni bioloski trag, oslanjajuci se prvenstveno na analizu SNP markera (1).

Slika 1. Sir Alec Jeffreys (lijevo) koji je zasluzan za otkrice VNTR markera i dr. Kary Mullis

(desno) koji je uz svoje suradnike uveo PCR metodu u genetiku (izvori:
https://www.nlm.nih.gov/visibleproofs/galleries/cases/jeffreys.html;https://aeispeakers.com/sp

eakers/dr-kary-mullis/).
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1. 2. Uloga DNA u kriminalistici i forenzici

Prva osoba koja je bila osudena na temelju DNA dokaza u Velikoj Britaniji je Robert Melias
1987. godine, a iste godine u SAD-u je osuden Tommy Lee Andrews zbog silovanja. Godine
1992. i 1994. u Virginiji je DNA analizom bioloskih tragova doslo do velikog broja

oslobadanja neduznih, ali u pojedinim sluc¢ajevima i osude pocinitelja smrtnom kaznom (3).

U posljednja dva i pol desetljeca, zabiljeZen je ogroman porast koriStenja DNA kao dokaza u
kriminalistickim istragama, ispitivanjima ocinstva, identifikaciji zrtava masovnih katastrofa,
populacijskim istrazivanjima podrijetla naroda te u svrhu pronalaska i potvrde identiteta
povijesno znacéajnih osoba te nestalih. U prilog tome, po¢etkom 1990-ih, americ¢ka je vojska
od svih vojnih djelatnika prikupila uzorke krvi te ih propisno pohranila u svrhu moguceg
DNA profiliranja ukoliko bude potrebna identifikacija zbog njihovog stradavanja (2).

Dobra laboratorijska praksa, akreditiran forenzi¢ni laboratorij, profesionalnost i kvaliteta
znanstvenika koji prikupljaju i obraduju bioloski trag, predstavljaju uvjete za pozitivan
rezultat DNA profiliranja u obliku relevantnog i validiranog dokaza, podobnog za sud. Slucaj
koji je uzdrmao Siru javnost upravo zbog manjkavosti u prikupljanju uzoraka sa mjesta
dogadaja, njihove pohrane i obrade, zbog Cega je osumnjiceni i osloboden je slucaj O. J.
Simpson iz 1994. godine. Nakon tog sluc¢aja su kompanije koje se bave proizvodnjom
laboratorijskih potrepstina, dobile gotovo pa neograni¢ene fondove u cilju usavrSavanja i

razvoja metoda i uredaja za DNA analize (1).



2.CILJ

Cilj ovog rada je prikazati metode 1 nacine analize DNA u forenzici. Takoder ¢e se opisati i
usporediti multipleksni sustavi analize genetickih lokusa, objasniti koje su prednosti, a koji
nedostatci pojedinih multipleks analiza te dati preporuka o njihovom koristenju. Naposljetku
¢e se obrazloziti povezanost multipleks sustava sa bazama podataka te njihova upotreba u

forenzici.



3. METODE I NACINI ANALIZE DNA U FORENZICI

3. 1. STR-Short Tandem Repeats molekularni markeri

Genom eukariota sadrzi veliki broj markera ¢ije se svojstvo polimorfnosti zasniva na
razli¢itom broju ponavljanja poznatog repetitivnog motiva baza. Upravo zbog tog svojstva,
STR markeri se uvelike koriste i primjenjuju u forenzi¢noj genetici. Sastoje se od iznimno
kratkih repetitivnih sekvenci, i to 2-7 baznih parova duljine, koji se na definiranom lokusu
ponavljaju odredeni broj puta. Taj broj ponavljanja je razlicit, i varira od osobe do osobe osim
kod jednojajcanih blizanaca. Nije neobic¢na situacija da se na nekoliko promatranih STR
lokusa kod dviju osoba pronadu identi¢ne alelne varijante, pa se iz tog razloga komercijalni
multipleksni STR sustavi dizajniraju na minimalno 15 promatranih STR lokusa (4). Ono $to

se smatra zapravo najvecom vrijedno$¢u ovog markera je (1):

e jednostavnost,
e Dbrzina samog procesa,
e mogucnost istovremenog promatranja veceg broja STR markera u multipleks

STR sustavima (visok stupanj individualizacije prilikom identifikacije tragova).

U analizama se najcesSce koriste tetranukleotidni STR lokusi, ali ponekad to budu i tri- i
pentanukleotidni sustavi. Vrlo je Cest slucaj kada se pruZza mogucénost simultane analize tetra i
penta lokusa, ¢ime se postizu rezultati S visokom razinom indeksa iskljuc¢ivanja. Osobine koje

su podobne za STR lokus su:

e izraZena heterozigotnost,
e mala molekularna teZina,
¢ jasno definirane repetitivne jedinice,
e jasno determinirane alelne varijante,

e jednostavna i pouzdana amplifikacija.

U listopadu 1997. godine ISFH komisija (eng. International Society of Forensic
Haemogenetics) je dopunila i uvela nomenknaturu STR lokusa i alelnih varijanti koja se i
danas koristi. U imenu STR lokusa D21S11 se nalaze opisane Cetiri njegove osobine, a to Su:
radi se o DNA markeru, smjestenom na 21. kromosomu, koji je prisutan u samo jednoj kopiji,
na samo jednom mjestu u genomu (eng. single copy-S), te da je to 11. otkriveni i
kategorizirani marker na 21. kromosomu. Ukoliko se marker pojavljuje na viSe mjesta u

genomu onda umjesto oznake slova S ide oznaka slova Z.



Nomenklatura alelnih varijanti bazira se na broju repetitivnih jedinica. Npr. ukoliko se alelna
varijanta sastoji od 32 ponavljajuca (repetitivna) niza, onda se oznaCava sa brojem 32.
Medutim, ukoliko alelna varijanta nema cijeli broj ponavljajuc¢ih sekvenci, te jo$ jedan dio
niza u vidu nekoliko baza npr. 2, onda se oznacava kao 32.2. Broj 32 predstavlja broj
potpunih ponavljaju¢ih nizova, a 2 broj baza nekompletnog ponavljaju¢eg niza.

Mikrovarijante su alelne varijante koje sadrze i nekompletni dio repetitivne sekvence (4).

3. 2. DNA profil

Kao krajnji rezultat detekcije alelnih varijanti na analiziranim STR lokusima dobije se
elektroferogram (DNA profil), a izgled elektroferograma moze varirati u ovisnosti
analiziranih lokusa (autosomalnih ili spolnih markera) kao i o bojama koje su koriStene i
slicnim kriterijima. Elekroferogram sadrzi kombinaciju kompjuterski detektiranih alelnih
varijanti u obliku jasno pozicioniranih pikova. Alelne varijante se prvo detektiraju u softveru,
a potom i imenuju. Svaki pik je oznacen brojem koji predstavlja broj ponavljanja repetitivne

jedinice unutar analiziranog STR lokusa.

Za dobru analizu elektroferograma je potrebno iskustvo, znanje i preciznost kako bi se moglo
ocijeniti je li elektroforeza pravilno protekla, odrediti koli¢inu DNA u uzorku, prepoznati

mijeSane profile kao 1 kompletne 1 parcijalne.

Amelogenin je gen koji je odgovoran za sintezu proteina koji je osnovna komponenta
matriksa zubne cakline, a takoder je lociran na spolnim kromosomima. Zbog duljinskog
polimorfizma medu X 1 Y kromosomima, koristi se u determinaciji spola u DNA profiliranju.
Ukoliko se radi o kombinaciji XY rije¢ je o muskom DNA profilu, a ukoliko imamo XX

kombinaciju mozemo sa sigurnos¢u re¢i da imamo zenski DNA profil (1).

Kod autosomalnih STR lokusa i X-vezanih STR lokusa kod zena, heterozigoti se detektiraju u
obliku dva pika, a homozigoti sa jednim pikom. Elektroferogrami Y-STR lokusa ne mogu
imati heterozigotne kombinacije upravo iz razloga jer predstavljaju haplotipove kao rezultate

samo jednoga kromosoma, a ne para kromosoma (3).

DNA profili se trenutacno ne koriste za procjenu zdravstvenog stanja, no neki pokazatelji
predispozicija za odredenu vrstu bolesti ¢e se vjerojatno u buduénosti otkriti u dijelu genoma

koji se Cesto naziva ‘junk DNA” (5).
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Slika 2. Primjer elektroferograma koji predstavlja DNA profil muske osobe (izvor:

https://atlasofscience.org/donor-in-recipient-dangers-in-dna-profiling-after-

allotransplantation/).

3. 3. Prvi monolokusni komercijalni sustavi

Razvijanjem forenzi¢nih analiza ustanovljeni su brojni nedostatci i ograni¢enja RFLP pristupa
u analizi VNTR markera. Zbog nemogué¢nosti simultane analize viSe markera, potrebe za
velikom koli¢inom DNA u uzorcima, kompleksnosti i dugotrajnosti analize javljala se potreba
za standardizacijom i usavr$avanjem procedure te su se tako pojavili i prvi komercijalni PCR
kompleti ili sustavi. Monolokusni sustav, AmpliFLP™ D1S80 PCR Amplification Kit, poznat
i pod nazivom D1S80, predstavljao je analizu istoimenog, jednog, ali polimorfnog VNTR
lokusa. Medutim, iako snaga diskriminacije nije bila velika, ovaj sustav se u kombinaciji sa
drugim sustavima pokazao kao dovoljno informativan u vrijeme prvih forenzi¢nih DNA

analiza. Prvi komercijalni PCR sustav koristen u forenzici je AmpliType® PM+DQA1 PCR
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Amplification and Typing Kit, koji je usavrSsavanjem i kombinacijom PCR metode i dot blot

analize obuhvatio Sest lokusa i time povecao snagu diskriminacije (1).

3. 4. Komercijalni autosomalni multipleksni PCR-bazirani STR sustavi

Dana$nji komercijalni kompleti su kreirani tako da simultano mogu analizirati vise
autosomalnih STR lokusa, i to u ovome trenutku najvise 29 (6). Postoje tri najveca i
najpoznatija proizvodaca ovih kompleta: Promega Corporation, Applied Biosystem-AB i
Qiagen. Prva dva proizvodaca su iz SAD-a, a posljednji je iz Njemacke. Pocetak proizvodnje
se biljezi ve¢ 1993. godine kada su se proizvodili i monopleksni sustavi, ali se pravi vrhunac
zapravo postize u kasnim 90-im godinama dvadesetog stoljeca (4). Odlika kvalitetnog
multipleksnog sustava sadrzana je u njegovoj jednostavnosti i mogucénosti uporabe u svim
forenzi¢no-genetickih laboratorijima. Napretkom tehnologije i razvojem sustava poceli su se
primjenjivati i upotrebljavati lokusi koji su po svojim tehnickim i statistiCkim
karakteristikama bili podobni za forenzi¢ne analize. U komercijalne multipleksne STR lokuse

bili su odabrani lokusi koji (1):

imaju diskriminacijsku snagu vecu od 0,9 i uoc¢enu heterozigotnost ve¢u od 70%,

e imaju jasno izdvojenu i samostalnu kromosomsku lokaciju te koji nisu geneticki
povezani sa drugim lokusima,

e se mogu jasno multiplicirati u kombinaciji s drugim markerima,

e imaju nisku stopu mutacije,

e posjeduju alele ¢ija se duljina kre¢e od 90 do 500 baznih parova.

Cesto su u komercijalnim sustavima zastupljeni tzv. CODIS lokusi, i to njih 13. Vjerojatnost
da ¢e dvije osobe koje nisu u srodstvu, imati identi¢ne varijante na tih 13 lokusa, izraZena je

kao jedan prema milijardu (7).

U sljede¢im poglavljima je pregled nekih od najpoznatijih komercijalnih kompleta

autosomalnih i spolnih multipleksnih sustava za analizu DNA.
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Slika 3. Prikaz 13 CODIS STR markera sa njihovim kromosomskim pozicijama (izvor:

https://quantumijk.blogspot.com/2015/09/principi-dna-fingerprinting-u-forenzici.html).

3.4.1. POWERPLEX™ 16 SYSTEM

PowerPlex™ [6(Promega, 2001) je dvokomponentni komplet reagensa koji se sastoji od:

o preamplifikacijske komponente: Gold Star 10x pufer, PowerPlex™ 16 10x Primer
Pair Mix i DNA uzorak kao pozitivna kontrola;

e postamplifikacijske komponente: PowerPlex® 16 Allelic Ladder Mix, Internal Lane
standard (ILS) 600 i Blue Dextran Loading Solution.

Moguc¢e ga je koamplificirati i trobojno detektirati na 16 lokusa (15 STR lokusa i
amelogenin). Sastoji se od 13 STR tetranukleotidnih lokusa (tzv. standardnih CODIS lokusa) i

2 pentanukleotidna lokusa. Postoje tri kompleksa pocetnica:


https://quantumjk.blogspot.com/2015/09/principi-dna-fingerprinting-u-forenzici.html

e pocetnice obiljezene fluoroscinom (FL-plava boja) za lokuse: Penta E, D18S51,
D21S11, THO1 i D3S1358;

e pocetnice obiljezene karboksitetrametilrodaminom (TMR-Zuta boja) za lokuse: FGA,
TPOX, D8S1179, VWA i AMELOGENIN;

e pocetnice obiljezene 6-karboksi-4',5"-dikloro-2',7'-dimetoksi fluorescin (JOE-zelena
boja) za lokuse: Penta D, CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317 i D5S818.

Internal Lane Standard (ILS) sluZi za analizu veli¢ina fragmenata. Sastoji se od 22 umjetno
sintetizirana jednolan¢ana DNA fragmenta koji su rangirani u duljini 60-600 baznih parova.
Fragmenti su oznaceni karboksi-x-rodaminom i detektiraju se crvenom bojom. Ovaj standard

odreduje relativnu migracijsku poziciju svakog fragmenta koja ovisi samo o njegovoj duljini.

PowerPlex™ [6 Allelic Ladder Mix je smjesa velikog broja DNA fragmenata i sadrzi sve

ranije opisane alelne varijante u kavkazoidnoj populaciji na odabranim lokusima.

Blue Dextran Loading Solution je kemikalija koja se koristi prilikom detekcije na genetickim
analizatorima koji koriste analizu na vertikalnom poliakrilamidnom gelu i za vizualizaciju
uzorka pri postavljanju na gel ¢ime se pojacava njegova viskoznost te pospjesuje kvaliteta

procesa elektroforeze.

Diskriminantna snaga i stupanj individualizacije ovoga multipleksnog sustava opisani su
vjerojatnos$¢u postojanja dviju nesrodnih osoba s identi¢nim alelnim varijantama na 15 STR

lokusa zastupljenih u ovom sustavu za kavkazoidno stanovnistvo, u iznosu od 1,83 x 1077 (2).

3.4.2. AMPFISTR® IDENTIFILER™ PCR AMPLIFICATION KIT

AMpFISTR® Identifiler™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems, 2005) je multipleksni
STR komplet kojim se istovremeno moze analizirati 15 STR lokusa, no za razliku od
PowerPlex™] 6 kompleta reagensa, svi lokusi su tetranukleotidni. Osim 13 CODIS lokusa,
sadrzi dva dodatna lokusa (D2S1338 I D19S433). Sustav se bazira na postojanju Cetiri tipa

pocetnica:

e lokusi D8S1179, D21S11, D7S820 i CSF1PO obiljezeni plavom bojom 6-FAM,

e lokusi D3S1358, THO1, D13S317, D16S539 i D2S1338 obiljezeni zelenom bojom
VIC,

e |okusi D19S433, TPOX, VWA i D18S51 obiljezeni zutom/crnom bojom NED,
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e amelogenin, D5S818 i FGA obiljezeni crvenom bojom PET.

U odnosu na prethodno opisani multipleksni sustavu se osim kemijski druk¢ijih boja dodala i
peta boja, narancasta boja LIZ. Tom novom bojom sastava fragmenata duljine do 500 baznih

parova, obiljezen je interni standard veliCine.

Stupanj diskriminacije 1 individualizacije je izrazen u obliku vjerojatnosti da postoje dvije
nesrodne osobe s identi¢nim alelnim varijantama na 15 STR lokusa u ovom sustavu za npr.

kavkazoidno stanovnistvo SAD-a, u iznosu od 5,01 x 10 ().

3. 4. 3. Investigator IDplex Kit
Ovaj multipleksni STR sustav (Qiagen, 2010), istovremeno analizira 15 tetranukleotidnih
STR lokusa koji su istog sastava kao i kod Identifiler sustava opisanog u prethodnom

poglavlju. Bazira se na postojanju pocetnica obojenih u ¢etiri boje i to:

e lokusi amelogenin, THO1, D3S1358, VWA i D21S11 plavom bojom 6-FAM,

e lokusi TPOX, D7S820, D19S433, D5S818 i D2S1338 zelenom bojom BTG,

e lokusi D16S539, CSF1PO, D13S317 i FGA obiljezeni zutom/crnom bojom BTY,
e lokusi D18S51 1 D8S1179 obiljezeni crvenom bojom BTR.

DNA size standard se sastoji od 26 sintetiziranih i jednolancanih DNA fragmenata u duljini
60-550 parova baza. Svaki je fragment oznacen BTO fluorescentnom bojom i detektira se u

narancastom spektru (1).

3. 4. 4. PowerPlex™ ESX i ESI SYSTEM

PowerPlex™ ESX i ESI 16 su sustavi koji se mogu koamplificirati i detektirati u Cetiri boje na

16 lokusa (15 STR lokusa i amelogenin).

Postoje i njihove verzije u kojima je broj STR lokusa povecan na 17 (PowerPlex™ ESX 17 i
ESI 17), jer se osim standardnih i uobicajenih 15 lokusa dodaje i analiza izuzetno
informativnog SE33 lokusa. Svi STR markeri u ovim sustavima su tetranukleotidi, osim
D22S51045 koji je trinukleotidan.
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Standardni sustavi ovoga tipa sa 16 STR lokusa su zapravo kombinacija 8 CODIS lokusa
(D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11, FGA, THO1, vWA i D16S539), dva lokusa koja se
javljaju i u ldentifileru (D2S441 i D19S433), pet novopreporuc¢enih ESS genetickih markera
(D10S1248, D22S1045, D1S1656, D12S391 i D2S1338) i amelogenin. Koriste se Cetiri
geneti¢ke boje za detekciju: plava (FL), zelena (JOE), zuta/crna (TMR-ET) i crvena (CXR-
ET). Internal size standard je PPlex_ILS500 koji se detektira u narancastom spektru i sadrzi

21 fragment veli¢ine 60-500 parova baza.

Prednosti ESX i ESI sustava u odnosu na prethodno objasnjeni PowerPlex sustav su u ve¢em
broju STR markera koji su veli¢inom manji od 200 bp pa samim tim spadaju u skupinu
miniSTR markera pomoc¢u kojih se moze analizirati degradirana DNA, novi PCR pufer koji se
smatra manje osjetljivim na prisustvo PCR inhibitora, kao i ukljucenje novih ESS visoko
informativnih STR lokusa u kombinaciji sa ve¢ poznatim lokusima koji se nalaze i u drugim

multipleksnim sustavima.

Zanimljivost lezi u Cinjenici da je Promega korporacija prilikom kreiranja ovih sustava
napravila modifikacije: u ESX verziji novi ESS lokusi su u miniSTR modelu (ispod 200 bp), a
ostali lokusi u standardnom; u ESI verziji je miniSTR model CODIS STR lokusa, a novi ESS
lokusi te D2S441 i D19S433 u standardnom STR modelu. Ovakav sustav kombinacije je
izrazito koristan u sluc¢ajevima izuzetno degradirane DNA u uzorcima jer se za isti uzorak
kroz dvije reakcije koriStenjem ova dva sustava dobiju rezultati na miniSTR lokusima §to uz

spajanje rezultata u konac¢nici daje DNA profil na ve¢em broju lokusa (1).

3.4.5. AmpFISTR® NGM Select PCR Amplification Kit
AmpFISTR® NGM Select PCR Amplification Kit je multipleksni sustav koji takoder dopusta

koamplifikaciju i1 ¢etverobojnu detekciju 16 lokusa (15 STR lokusa i amelogenin), a u verziji

AmpFISTR® NGM Select se ovim STR markerima dodaje i visoko polimorfni SE33 lokus.

Smatra se poboljSanom verzijom AMPFISTR® SGM Plus™ 1 sadrzi njegovih 10 lokusa
(D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11, FGA, THO01, vWa, D16S539, D2S1338 i D19S433),
pet novopreporucenih ESS lokusa (D10S1248, D22S1045, D2S441, D1S1656 i D12S391) i to
su prva tri u miniSTR modelu. Svi markeri su tetranukleotidni, osim D22S1045 koji je

trinukleotidan.
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Za detekciju se koriste Cetiri boje: plava (6-FAM), zelena (VIC), zuta/crna (NED) i crvena
(PET). Interni veli¢inski standard je 500 LIZ Size Standard ,detekcije u naranc¢astom spektru
sa 16 fragmenata raspona 35-500 bp.

U odnosnu na prethodni multipleksni sustav korporacije Applied Biosystems, prednost se
ocituje u ve¢em broju miniSTR markera koji su podobni za analizu degradirane DNA, PCR
pufer je manje osjetljiv na prisutnost PCR inhibitora kao i u uklju¢enju novih ESS visoko
informativnih STR lokusa u kombinaciji sa ostalim standardnim lokusima koji su zastupljeni

u multipleksnim sustavima (1).

3. 4. 6. Investigator ESSplex Kit

Kao i prethodno opisani multipleksni sustavi novije generacije, sadrzi 15 STR lokusa
preporuc¢enih od ENFSI-a i amelogenin. U detekciji su Cetiri boje: plava (6-FAM), zelena
(BTG), zuta/crna (BTY) i crvena (BTR). Interni veli¢inski standard je DNA Size Standard 550

koji se detektira u naranc¢astom spektru (BTO boja) te sadrzi 26 fragmenata u rasponu od 60-

550 bp.

Izuzetno je osjetljiv (uspjesno analizirani uzorci i s <1 ng DNA), analizira i degradiranu DNA
te uzorke sa prisutnim povecanim koncentracijama PCR inhibitora. Visoko je informativan i u
forenzi¢nom i statistickom aspektu. Na trziste je Qiagen poslao i unaprijedenu verziju u kojoj

se pored navedenih lokusa nalazi te analizira i SE33 lokus (1).

3. 5. MiniSTR multipleksni sustavi

MiniSTR molekularni markeri su odli¢no rjeSenje za analizu degradiranih uzoraka u
forenzi¢noj genetici jer oni zapravo predstavljaju modificiranu verziju ve¢ postojecih
standardnih STR markera, u kojima se pocetnice vezuju puno blize njihovom polimorfnom
dijelu. Time se smanjuje ukupna molekularna tezina (veli¢ina markera izrazena u baznim
parovima) te se time postize moguénost primjene u analizama uzoraka iznimno degradirane
DNA. Ovi sustavi su ve¢ uvelike upotrebljavani u analizi 1 identificiranju Zrtava teroristickih

napada (World Trade centar, New York) te u identifikaciji zrtava Drugoga svjetskog rata (1).
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OgraniCavaju¢i faktor medutim, lezi u forenzicno-statistickoj informativnosti kroz proces
individualizacije bioloSkog traga. Naime, miniSTR sustavi ne predstavljaju multipleksne STR

sustave kao u dosadasnjim poglavljima.

Jedan od najpoznatijih sustava je AmpFISTR® Minifiler™ PCR Amplification and Typing Kit
od Applied Biosystems korporacije, koji se zasniva na upotrebi Cetiri boje osam STR lokusa
(D13S317, D7S820, D2S1338, D21S11, D16S539, D18S51, CSF1PO i FGA) i amelogenina.
Svi lokusi se nalaze u intervalu 70-283 parova baza. Iskustvo je pokazalo da se uspjesni DNA
profili mogu dobiti i za manje koli¢ine DNA od 100 pg kao i u slucajevima povecanih
koncentracija PCR inhibitora (1).

PowerPlex® S5 System je Promegin STR sustav koji koristi dvije boje za detekciju ¢etiri STR
lokusa (D18S51, D8S1179, FGA i THO1) i amelogenina. Za to se koriste dvije boje, plava
(FL) 1 zelena (JOE). Interni veli¢inski standard je ILS sa detekcijom u crvenom dijelu spektra,
veli¢ine 60-600 bp. S obzirom da su dva lokusa pozicionirana ¢ak izvan okvira baznih parova
za miniSTR sustave, moze se re¢i da se radi o kombinaciji STR genetickih markera i
miniSTR markera. Iako je ovaj sustav u pocetku zamisljen kao brzi test za koli¢inu i kvalitetu
izolirane  DNA, uz kombinaciju ranije spomenutog AmpFISTR® Minifiler™ PCR
Amplification and Typing Kit sustava, uspjeSno se moze koristiti u analizi zahtjevnih

bioloskih tragova (8).

Nekoliko godina nakon toga, Qiagen je kreirao dva miniSTR sustava: Investigator Triplex
DSF i Investigator Triplex AFS QS. Prvi sustav koristi 3 STR lokusa ( D3S1358, SE33 i
FGA) u plavom (6-FAM) i zelenom ( HEX) spektru. Drugi sustav detektira dva lokusa (FGA
i SE33) sa amelogeninom. Nedugo nakon se pojavio jo$ jedan miniSTR sustav, Investigator
Hexaplex ESS kojim se detektiraju svi novi ESS lokusi (D1S1656, D2S441, D10S1248,
D12S391 i D22S1045) sa THOL i amelogeninom u tri boje: plava (6-FAM), zelena (BTG) i
zuta/crna (BTY). Interni veli¢inski standard je DNA Size Standard 550 sa detekcijom

naranCastom spektru. Svi lokusi su u intervalu veli¢ine do 225 bp (1).

3. 6. Direktni amplifikacijski STR sustavi
U cilju brze, jednostavnije 1 jeftinije analize bioloskih tragova koji su prvenstveno prikupljeni

u svrhu kreiranja forenzi¢nih baza podataka razvile su se procedure koje u potpunosti
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zaobilaze izolaciju DNA iz uzoraka. Ovaj model direktnog PCR-a se zasniva na direktnoj

amplifikaciji STR markera.
Najpopularnija tri multipleksna STR sustava koji funkcioniraju na ovome modelu su (1):

e PowerPlex® /8D System (Promega) pomocu kojeg se odvija direktna amplifikacija 18
STR lokusa od kojih je 13 CODIS lokusa te Penta E, Penta D, D2S1338, D19S433 i
amelogenin;

o  AmpFISTR® Identifiler® Direct PCR Amplification Kit Koji se direktno amplificira uz
koristenje 15 STR lokusa prisutnih u Identifiler sustavu i amelogenina;

o AmpFISTR® NGM omogucava direktno amplificiranje 10 STR lokusa koji se nalaze u
AmpFISTR® SGM Plus® sustavu, dva visoko polimorfna STR lokusa (D1S1656 i
D12S391), tri miniSTR lokusa (D10S1248, D22S1045 i D2S441) i amelogenina.

Locl
Amelogenin

CSF1PO
FGA
THO1
TPOX
WWWA
D351358
D55818
D75820
D8sS1179
D138317
D16S539
D18551
D21511
D251338
0195433
Penta D
Penta E
D151656
D28441
D1051248
0125391
D2251045
SE33

Autosomal STR Typing Kits

Applied Biosystems AmpFISTR kits

Profiler

Profiler Plus (ID) 1]:3 2
COfiler i

SGM Plus 3|2 1

Identifiler (Direct, Plus)

SEfiler Plus

MiniFiler

NGM

NGM SElect

£
N

Promega PowerPlex kits
PowerPlex 1.1(1.2)

PowerPlex 2.1
PowerPlex 16 (BIO. HS)
PowerPlex S5

PowerPlex ESX 16
PowerPlex ESX 17
PowerPlex ESI 16
PowerPlex ESI 17

Qiagen Investigator kits
ESSplex

ESSplex SE

Hexaplex ESS

Nonaplex ESS

Decaplex SE

IDplex

Slika 4. Dio komercijalno najpoznatijih autosomalnih STR multipleksnih sustava sa prikazom
markera koji se u njima nalaze i boja kojima su obojeni (izvor:
https://slideplayer.com/slide/3508145/).
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3. 7. Y-STR komercijalni multipleksni sustavi

Bez obzira na koliko se molekularnih markera radilo tijekom analize, vazno je istaknuti da Y-
STR profil ne predstavlja potpunu individualizaciju u sudskoj praksi. Y kromosom se
nasljeduje po muskoj liniji, tj. s oca na sina, ¢ime je jasno da isti profil imaju sve muske osobe
koje su povezane tom rodbinskom linijom. U slucaju podudaranja Y-STR profila iz uzoraka,
navedena osoba se ne moze iskljuciti kao potencijalni donor bioloskog uzorka koji se
analizira. Takoder, uz to se najceSce priloze podatci o relativnoj frekvenciji pojavljivanja tog

Y-STR profila, odnosno haplotipa u konkretnoj kao i regionalnoj te svjetskoj populaciji (4).
Na trzi$tu su najpoznatiji i najvise se koriste (1):

e PowerPlex® Y (Promega) multipleksni Y-STR komplet ¢ijom se primjenom moze
analizirati 12 Y-STR lokusa;

e PowerPlex® Y23 (Promega) multipleksni Y-STR sustav kreiran za analiziranje 23 Y-
STR lokusa;

o  AmpFISTR® Yfiler® PCR Amplification Kit (Applied Biosystems) namijenjen analizi
17 Y-STR lokusa;

e Investigator Argus Y-12 QS Kit (Qiagen) moze analizirati 12 Y-STR lokusa.

3. 8. Mitohondrijska DNA i njena primjena u komercijalnim

multipleksnim sustavima

Mitohondrijska DNA (mtDNA) je smjestena u stani¢noj organeli, mitohondriju koji je poznat
po svojoj ulozi u procesu oksidativne fosforilacije. Unutar spolnih stanica oocita, moguce je
pronaci oko 100 000 kopija mtDNA, a u somatskim stanicama ¢ak od 200-ak do vise od 1700
kopija. Upravo u toj ¢injenici lezi razlog uspjesne izolacije DNA iz uzoraka koji su se pod

djelovanjem vanjskih uvjeta i vremena, ubrzano raspali (1).

Vazno je naglasiti da svaki ¢ovjek u svom genomu sadrzi istovjetnu kopiju mtDNA, (ukoliko
su izostale mutacije) koju je naslijedio od svoje majke, a ona od svoje i tako unazad kroz
brojne generacije maj¢inskom linijom. Mitohondrijski genom je podlozan nasumi¢nim
mutacijama, koje se potom prenose na buduce generacije, a samim tim te mutacije koje se
detektiraju na mtDNA sluze kao obiteljski geneticki identitet. To saznanje je pokrenulo
napredak u forenzi¢nim analizama kao 1 u istraZivanjima migracija ljudi kroz proslost

(arheogenetika).
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Najvaznija prednost analize mtDNA je u pocetnoj brojnosti kopija u svakoj stanici koja ima
aerobni metabolizam. Takoder, dijelovi mtDNA koji se analiziraju su dugi svega tristotinjak
parova baza Cime se postize veca vjerojatnost da ¢e ciljani dio molekule prezivjeti unatoc
uvjetima u kojima moze biti uzorak. Osim toga, puno veci broj osoba moze dati referentni
uzorak za analizu s obzirom na naéin nasljedivanja. Cesto se koristi za analize degradiranih

uzoraka kostiju ili vlasi kose (9).

Osnovni nedostatak je u tome da je ograni¢ena moguénost pozitivne identifikacije zbog male
snage diskriminacije i analize samo hipervarijabilnih regija. Takoder, prilikom umnozavanja
mtDNA uzoraka PCR metodom ona postaje izrazito osjetljiva na kontaminaciju uzorka.
Unato¢ tome $to je mMtDNA analiza skuplja i sloZenija od analize STR sekvenci u jezgrinoj

DNA, stalno se razvijaju nove metode koje usavrsavaju ove nedostatke.

Kreirani su razli¢iti komercijalni sustavi za PCR analizu mtDNA, a najviSe su u upotrebi oni
kojima je moguée sekvencirati HV1 i1 HV2 (hipervarijabilnu) regiju. Na trzistu se takoder
pojavljuju multipleksni sustavi kojima se moze analizirati i nekoliko desetaka SNP lokusa kao
1 njthovi mikroCipovi kojima se sve pojednostavljuje, povecava kvaliteta rezultata te

pouzdanost (4).

Osim toga, u slu¢aju nepodudaranja, odredena 0soba se moze potpuno iskljuciti tj. mogu se
odbaciti sve sumnje. lako je analiza STR lokusa uspje$nija u pozitivnoj identifikaciji zbog
veceg broja analiziranih lokusa, varijabilnost na svakom pojedinom lokusu je viSestruko

manja od varijabilnosti mtDNA.

Prezentaciju rezultata mtDNA analize olakSati moze koriStenje podataka iz ve¢ postojece
EMPOP baze koja je zapravo baza podataka mtDNA haplotipova kontrolnih regija,
prikupljenih od razli¢itih svjetskih populacija (1).

3.9. X-STR markeri i komercijalni multipleksni sustavi

Ljudski spolni kromosomi, X i Y, po svojoj genetickoj strukturi se bitno razlikuju od
autosomalnih kromosoma i samim tim su izuzetno zanimljivi i korisni za specificne slucajeve
testiranja srodstva, kao i identifikacijama kada to nije moguce analizom autosomalnim STR

markerima ili rezultati nisu dostatni.
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Ukoliko su uzorci za analizu ekshumirani skeletni ostatci ili povijesni i prapovijesni uzorci
cesto se podlijeze koriStenju miniSTR markera ne samo na autosomalnim, nego i na spolnim

kromosomima.

X-vezani STR markeri su u forenzici pokazali znacajnu ulogu u samostalnoj primjeni, a

pogotovo u zajednickoj sa Y-vezanim STR markerima i autosomalnim markerima.

Jezgra ljudske stanice sadrzi 22 para autosomalnih kromosoma i 2 spolna kromosoma. Kod
muskaraca su spolni kromosomi u kombinaciji X 1 Y kromosoma, a kod Zena par spolnih
kromosoma ¢&ine dva X kromosoma. Zene nasljeduju po jedan X kromosom od oba roditelja, a

muskarci samo jedan X kromosom od majke.

Pocetak primjene X-STR markera veze se za drugu polovicu 20. stolje¢a kada su se znacajno
istrazivale X-vezane bolesti poput hemofilije, daltonizma, Duschene miSi¢ne distrofije i
drugih sindroma koji se nasljeduju preko X kromosoma. Oni su kao i autosomalni i Y-STR
markeri, visokoinformativni. Genomske baze podataka se sve viSe razvijaju i ve¢ odavno
posjeduju vise od stotinu sekvenciranih STR polimorfizama pozicioniranih na X kromosomu
(10).

Ne tako davno, na trziStu je postojao samo jedan komercijalni sustav, Mentype Argus X-8
PCR Amplification Kit (Biotype AG) koji sadrzi pocetnice za 8 X-vezanih STR markera:
DXS10135, DXS8378, DXS7132, DXS10074, HPRTB, DXS10101, DXS7423 i DXS10134.
Zatim se pojavio i Qiagen Investigator Argus X-12 sustav koji ima 12 X-vezanih STR lokusa
grupirana u Cetiri povezane skupine (engl. Linkage group) svaka sa po tri markera. Ideja je
proizaSla kao usavrSeni model prethodnog sustava, na nacin da se svaki set po 3 markera
zapravo promatra kao haplotip. Prednosti ovog sustava su u znacajno velikoj otpornosti na
djelovanje inhibitora, te osjetljivost. Cetiri markera su dodatna: DXS10103, DXS10146,
DXS10148 i DXS10079 (4).

Jedna od najznacajnijih i najkorisnijih uloga koristenja X-STR markera je u slucajevima
utvrdivanja spornog ocinstva bez prisustva potencijalnog oca ili u slucajevima utvrdivanja

majcinstva (10).
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4. DNA FENOTIPIZACIJA

Najnovija istrazivanja u polju forenzicne genetike baziraju se na SNP genotipizaciji u svrhu
ispitivanja pretpostavki odredenih fenotipskih karakteristika kao §to su boja koze, ociju i kose,

osobe ¢iji se identitet Zeli ustanoviti.

Ideja i potreba za ovim pravcem razvila se iz slu¢ajeva u kojima je bilo potrebno doci do
saznanja o velikom broju fenotipskih karakteristika o0 osobi od interesa, a da se to nije moglo
saznati klasi¢nim STR profiliranjem. Princip je sluzio u identifikaciji posmrtnih ostataka, ali i
individualizaciji osobe koja je ostavila nekakav bioloski trag. Izuzetna korist ove metode je u
slu¢ajevima identifikacije nestalih osoba koje su nepoznate, a nemamo nikakvih informacija o
njihovim srodnicima koji bi sudjelovali u testiranju. Takoder, u slu¢ajevima kada pocinitelj
ostavi nekakav bioloski trag, a nemamo izjave svjedoka ili ga nema u bazi podataka,

fenotipizacija bi itekako pomogla u forenzicnoj istrazi.

Vrlo je vazno napomenuti da se rezultati fenotipskih analiza ne unose u DNA baze podataka
nego imaju samo ulogu usmjeravanja istrage na potencijalne i relevantne osobe, a uz pomo¢

STR profiliranja mozemo naposljetku potvrditi njihov identitet.

Najnoviji razvojni stadij ove metode bazira se na determinaciji tocno preciziranih geneti¢kih
markera koji su u korelaciji sa genetickom determinacijom karakteristika poput boje ociju,
koze i kose. Toc¢nije, usavrSavaju se multipleksni sustavi kojima su osnova SNP markeri

pozicionirani u blizini onih gena koji su zasluzni za pigmentaciju.

Poznato je Sest markera za pretpostavku boje ociju, a sedam za boju koze. SNP multipleksni
sustav namijenjen za ovakav tip analize u svrhu pretpostavke boje o€iju, zove se IrisPlex i
sadrzi Sest najinformativnijih SNP markera iz Sest pigmentacijskih gena te bez obzira na
biogeografsko podrijetlo ispitanika, daje vrlo pouzdane i objektivne rezultate. Koristenjem
evolutivnog geneti¢kog pristupa, doslo se do saznanja 0 pet SNP markera koji se sa 82%-om

vjerojatnos¢u, mogu Koristiti u pretpostavkama boje koze na razini svjetske populacije (1).

Nedostatak u razvijanju 1 usavrSavanju uvelike predstavlja veliki utjecaj vanjskih faktora na
boju koze i kose, subjektivnost prilikom opisivanja boje o¢iju, ali i to da SNP-ovi imaju
razli¢itu informativnost medu ljudskih populacijama. Unato¢ tome, trenutno se znanstvenici
trude napraviti razdiobu na kontinentalne SNP sustave kojima bi se povecala informativnost

unutar determiniranih populacija.
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Osim pigmentacijskih osobina, u realizaciji i istrazivanjima su:determinacija tjelesne visine i

individualne starosti.

Studije su pokazale da je najveca preciznost rezultata u zajednickom koristenju STR lokusa u
kombinaciji sa SNP lokusima, nego kada se iskljucivo koristi jedan tip markera. Najnovija
publicirana izdanja, osim ove kombinacije, omogucuju web-statisticki alat za raCunanje

pretpostavki podrijetla u slu¢aju koriStenja oba tipa ovih markera (11).

Hair & Eye colour phenotype Prediction result

- Dark _ Light
Hair |55 161
Brown Red Blond
0.001 0.059

Report: The most probable hair colour of the individual is black/dark brown with an accuracy of 87.5%
for the black hair prediction category based on a =300 European test set.
The most probable eye colour is brown with an accuracy of 95% based on a European dataset of >3800 individuals [19]
— Dark Light
i } 0.144
Red Blond

0.014 0.082
Int.
0.221 0.564
Report: The most probable hair colour of the individual is brown with an accuracy of
78.5% for the brown hair prediction category based on a =300 European test set.

The most probable eye colour is brown with an accuracy of 91% based on a European dataset of >3800 individuals [19]

(A)

Int,
0.183

(B)

* Dark =3
Hair o545
Black Brown Red Blond
(C 0.057 | 0.152 0.01 0.78

Blue Int. Brown
Eye 0.03 0.02

Report: The most probable hair colour of the individual is light blond with an accuracy of
69.5% for the blond hair prediction category based on a >300 European test set,
The most probable eye colour is blue with an accuracy of 99% based on a European dataset of >3800 individuals [19]

< Dark
Hair 0.033 0.967
Black Brown Red Blond
0.007 0.077 0.816 0.1

Ev Blue Int. Brown
ye 0.965 0.027 0.007

Report: The most probable hair colour of the individual is red with an accuracy of
80% for the blond hair prediction category based on a =300 European test set.
The most probable eye colour is blue with an accuracy of 99% based on a European dataset of >3800 individuals [19]

Slika 5. Primjer izra¢una Hlrisplex sustava za simultanu pretpostavku boje kose i o¢iju (izvor:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1872497312001810).
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5. DNA BAZE PODATAKA

Prihva¢anjem metoda i rezultata DNA analize kao relevantnog dokaza u istragama i medu
pravosudnim tijelima, nametnula se potreba kreiranja baza podataka kojima sam proces
istrage postaje ucinkovitiji i efikasniji, a posebice kada tradicionalnim tehnikama istrage ne
mozemo identificirati osumnji¢enika. Najvazniji faktori koji omogucuju stvaranje kvalitetne
DNA baze podataka su zakonodavna vlast odnosno ovlasti ili ograni¢enja koja zakon nalaze
prilikom koriStenja baze podataka. Iznimno je vazno da je laboratorij kvalitetan i akreditiran
za obavljanje DNA analize, sa $to kra¢im vremenom procesuiranja, ali je isto tako potrebna
adekvatna suradnja sa zakonodavstvom u svrhu postizanja efikasnosti ovog sredstva istrage.
Mnoge drzave svijeta su razvile DNA baze podataka sa vlastitim nacinima pristupa i pohrane

podataka, vremenom ¢uvanja te brisanjem podataka nakon izvjesnog vremena.

Osim §to su se neduzne osobe oslobodile izdrzavanja zatvorske kazne 1 svih optuzbi, tako su
se mnoga visestruka ubojstva, pljacke, silovanja 1 sl. delikti povezali sa po€initeljima ¢iji su
bioloski uzorci ve¢ bili pohranjeni u bazi. Istrazivanja su pokazala da vise od 60% pocinitelja
kaznenih djela nasilja nakon izlaska iz zatvora u manje od tri godine pocine sli¢no kazneno

djelo te ih se uz pomo¢ baze podataka vrlo brzo identificira (1).

Takoder, mogu se sprijeciti serijska kaznena djela prije samog ponovnog pocinjenja
upotrebom pravilno sakupljenih i obradenih bioloSkih tragova sa mjesta dogadaja ukoliko u
bazi podataka postoji podudaranje (4). Nacionalna baza podataka moze funkcionirati na
podrucju unutar 1 izvan granica drzave ¢ime se njena funkcionalnost i u¢inkovitost rjeSavanja

zloc¢ina povecava, a istovremeno skracuje vrijeme dugoro¢nih sudskih procesa (3).

5. 1. Kriteriji za kreiranje baze

Ovisno o drzavi, razli€iti su kriteriji kojima se u baze ukljucuju osumnjicenici, osudenici ili
DNA profili dobiveni iz spornih bioloSkih tragova. Tendencija je uklju¢ivanja zlo¢ina poput
pljatke do onih teskih kaznenih djela i nasilnih delikta. Cesto uvritavanje u bazu podataka
ovisi 1 o duljini ili moguc¢oj duljini kazne, a za uzimanje uzoraka ponekad je potreban i sudski
nalog. Vec¢ina drzava nema ogranienja u uklju¢enju DNA profila iz spornih tragova

pronadenih na mjestu dogadaja (1).
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5. 2. Uklanjanje profila iz baze podataka

Kao 1 kod kriterija za ukljucivanje u bazu podataka, tako i za uklanjanje DNA profila iz baze,
ovisi o drzavi 1 njihovoj zakonodavnoj vlasti. S obzirom da je mnogo slucajeva zastarjelo te
rijeSeno nakon mnogo godina ili se nikad nisu rijesili, neke drzave zadrzavaju podatke o
pociniteljima na neodredeno vrijeme ili do njihove smrti. Ukoliko dode do oslobadajuce
presude ili odbacivanja optuzbi, Cesto se profili osumnji¢enika izbrisSu iz baze. U nekim

drzava se profili ¢uvaju do kraja izdrzavanja dodijeljene kazne (12).

U Republici Hrvatskoj zakon nalaze da se ispitivani bioloski materijal moze Kkoristiti i
obradivati samo tako dugo dok se pridruzivanja tragu ili utvrdenje istovjetnosti ili podrijetla
ne iskljuci, a potom se uniStava, osim ako nesto drugo nije propisano zakonom. Prema ¢l.
327.a ZKP-u podatci prikupljeni molekularno-genetskom analizom od okrivljenika koji je
kasnije u kaznenom postupku pravomoéno osuden, pohranjuju se i ¢uvaju dvadeset godina
nakon zavrSetka kaznenog postupka. Iznimno, ako je rije¢ o kaznenom djelu za koje je
propisana kazna zatvora od deset godina ili teza, ili ako je rije¢ o kaznenom djelu protiv
spolne slobode za koje je propisana kazna zatvora teza od pet godina, navedeni podatci se
mogu cuvati najdulje Cetrdeset godina od zavrSetka kaznenog postupka. Po isteku tih rokova,
nadlezno tijelo ¢e po sluzbenoj duznosti brisati te podatke. Podatci prikupljeni molekularno-
genetskom analizom uzoraka od okrivljenika koji je kasnije u kaznenom postupku
pravomoc¢no osloboden optuzbe, ili je postupak obustavljen ili je optuzba odbijena, te podatci
prikupljeni molekularno-genetskom analizom uzoraka uzetih od zrtve, Cuvaju se deset godina
od zavrSetka postupka, a protekom tog roka, nadleZno tijelo te podatke po sluZbenoj duznosti
brise. Ako se molekularno-genetskom analizom uzoraka uzetih od drugih osoba, utvrdi da ne
pripadaju okrivljeniku, uzorci i podatci ¢e se unistiti odmah po zavrSetku postupka. Uzorci
pronadeni na mjestu dogadaja te drugi uzorci koji nisu pridruZeni odredenoj osobi, Cuvaju se
trajno. Podatci prikupljeni molekularno-genetskom analizom, pohranjuju se i ¢uvaju u bazi
podataka u Centru za forenzi¢na ispitivanja, istraZzivanja 1 vjeStaCenja “Ivan Vuceti¢”

Ministarstva unutarnjih poslova (13).

5. 3. Baze podataka u svijetu i njihov kapacitet
Najvece forenzi¢ne baze podataka nalaze se u: Kini (oko 12 milijuna profila), u SAD-u (oko
11 milijuna profila), u Velikoj Britaniji (oko 5,5 milijuna profila) i Francuskoj (oko 1,2

milijuna profila). Osim njih, drzave koje sadrze preko 100 000 DNA profila u bazama
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podataka su: Njemacka, Kanada, Australija, Izrael, Austrija, Novi Zeland, Nizozemska,
Svicarska, Spanjolska i Finska. Drzave koje imaju baze podataka, ali nisu medu navedenima,

sadrze manje od 100 000 DNA profila (1).

5. 4. CODIS baza podataka (SAD)

U Sjedinjenim Americkim Drzavama, sustav arhiviranja DNA profila je baziran na
softverskom kompleksu koji se naziva CODIS (eng. Combined DNA Indexing System),a
postoji na lokalnom, drzavnom i nacionalnom nivou. Svi pocetci se vezu za pilot projekt iz
1990.-e godine i 14 drzava SAD-a. Nakon cetiri godine, usvojio se DNA akt kojim se
formalno ovlastio FBI sa ciljem uspostavljanja Nacionalne DNA baze podataka. Upravo ta
baza je predstavljena 1998. godine pod nazivom NDIS (eng. National DNA Indexing System).
CODIS je time unaprijeden kao distribucijska baza podataka sa tri hijerarhijska nivoa: lokalni,
drzavni i savezni. NDIS je na najvisem nivou CODIS hijerarhije. Drugi nivo je SDIS (eng.
State DNA Index System) koji je nastao kao inacica LDIS (eng. Local DNA Index System)
prema nacionalnom nivou. Ovakvim nacinom strukturne organizacije se kontroliraju podatci

unutar zasebnih laboratorija i oni mogu odlucivati o dijeljenju podataka (4).

Svih 50 drzava dio su CODIS programa, a NDIS je pod vlas¢u FBI-a na tajnoj lokaciji. Osim
Sto forenzi¢ni indeks sadrzi profile iz bioloskih tragova pronadenih na mjestu dogadaja, prije
nekoliko godina dodani su i Indeksi osumnji¢enika, nestalih i neidentificiranih osoba i
Referentni indeks nestalih osoba. Nacin na koji CODIS zapravo funkcionira je algoritam za
pretrazivanje kojim se osim pretrazivanja mogu usporediti razli¢iti indeksi koji su pod strogim

pravilima u svrhu zastite privatnosti i podataka osoba (1).

Kod kaznenih djela silovanja i ubojstva, princip kojim se CODIS koristi je usporedba
Forenzi¢nog indeksa sa njim samim, a zatim sa Indeksom osudenika. Tim usporedbama se
mogu povezati dva ili viSe prethodno nepovezanih slu€ajeva. S obzirom da CODIS daje

jedino potencijalne veze, svaku tu vezu mora potvrditi ili opovrgnuti DNA analiticar.

Status druge po veli¢ini baze podataka, CODIS je zasluZio na temelju svojih brojki koje su u
rujnu 2018. godine iznosile: 887 807 forenzi¢nih profila, 13 528 363 profila optuzenika te 3
280 752 profila osumnji¢enika. Samim tim je broj pozitivnih identifikacija dosegao 435 887 i
time pomogao u 424 268 istraga (14).
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Osnova za svaki CODIS-ov profil je sadrzaj od osnovnog seta od 13 STR tetranukleotidnih
lokusa (D3S1358, THO01, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO,
VWA, D8S1179, TPOX i FGA). U kombinaciji ovih lokusa vjerojatnost da postoje dvije

nesrodne osobe s identi¢nim DNA profilom iskazuje se u vrijednosti od 10™7(1).

Od 1. sije¢nja 2017. godine CODIS-ovom setu od trinaest lokusa dodano je jo§ sedam lokusa
koji su validirani i sluzbeno u upotrebi, ¢ime se moze re¢i da se u ovom trenutku CODIS
sastoji od 20 STR lokusa. Sedam novih lokusa su: D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248,
D12S391, D19S433 i D22S1045 (15).

CODIS is Growing Fast

Total Profiles in CODIS
12,000,000

10,000,000 /’
8,000,000 /
6,000,000 / —Offender Profiles
Forensic Samples

4,000,000 /
2,000,000

0
&P S SO
% Qg o g O G R P W
2000 2007 2010 Oct 2011
Offender Profiles 460,365 5,070,473 7,833,009 10,269,778
Forensic Profiles 22,484 194,785 302,002 399,071

Slika 6. Graficki prikaz porasta broja DNA profila pocinitelja (plava linija) i forenzi¢nih
uzoraka sa mjesta dogadaja (Zuta linija) u CODIS-u tijekom 11 godina (izvor:
http://www.skepticaljuror.com/2013/01/codis-interruptus.html).
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5. 5. Engleska NDNAD baza podataka

Engleska odavno predstavlja drzavu sa najve¢im rezultatima i pristupima u upotrebi
forenzicne DNA tehnologije na svijetu. Sve je pocelo 1995. godine kada je osnovana
Nacionalna DNA baza podataka (eng. National DNA Database-NDNAD). Engleskoj se tada
pridruzio i Wales, te su zajedno nastavili razvijati i usavrsavati metode nacina koristenja DNA
dokaza u svrhu identificiranja, zastite ljudi i izvrSavanja kazni kroz proces kriminalisticke

istrage (4).

Cak 90% svih DNA analiza u sklopu forenzike koje su se provodile u Engleskoj, do nedavno
je provodila poludrzavna agencija, pod imenom: Sluzba za forenzi¢nu znanost (eng. Forensic
Science Service-FSS), a osim te duznosti, imala je ovlast nad DNA bazom podataka za koju je
proglasila odgovornom Asocijacija policijskih zapovjednika (eng. Association of Chief Police
Officers-ACPO). Prije 11 godina je ipak odgovornost za nacionalnu DNA bazu podataka
dodijeljena Nacionalnoj policijskoj agenciji (eng. National Policing Improvement Agency-
NPIA) koja prati funkcionalnost i akreditaciju laboratorija iz kojih se $alju DNA profili u
bazu (1).

Prema najnovijim podatcima iz ozujka 2017. godine NDNAD je sadrzavao 6 024 032 DNA
profila pocinitelja i 555 362 profila sa mjesta dogadaja. Faktori koji se mogu promatrati i
pokazuju Siroku primjenu DNA baza podataka su statisti¢ki podatci koju su na dan 31. 3.
2017. pokazali da je najveéi broj pocinitelja upravo iz Engleske, a zatim Skotske, Walesa pa
onda Irske i ostatka Ujedinjenog Kraljevstva. Preko 80% pocinitelja su muskarci, a ostatak
Zene i nepoznati podatci. Takoder se mogu pratiti i dobne razlike, etni¢ka pripadnost i vrsta

pocinjenog zlo¢ina kao i ostali sli¢ni faktori (16).

Uspjesnost primjene DNA baze podataka u Velikoj Britaniji, proizasla je iz poprili¢no
liberalnog, ali i pomalo agresivnog zakona u kojem nije predvideno brisanje podataka i u
kojem se dozvoljava pohranjivanje DNA profila svih pocinitelja. Europski sud za ljudska
prava se suprotstavio ovom zakonu, no to je odbijeno uz obrazloZenje 0 javnom interesu u

sklopu prevencije i borbe protiv kriminala (1).
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Slika 7. Grafikon prikazuje broj evidentiranih pocinitelja u NDNAD bazi podataka prema
njihovim dobnim skupinama u ozujku 2017. godine (izvor:
https://assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment data/
file/724596/040718 new CCS0518718592 National DNA_Database Strateqy Board AR
2016-17_updates NEW.pdf).

5. 6. DNA baza podataka u Njemackoj

Status pete po redu po veli¢ini u svijetu, Njemacka DNA baza podataka je opravdala
promjenama u zakonodavstvu, sudjelovanjem u prekograni¢nim sluc¢ajevima koristenjem
DNA tehnologije te promoviranjem i popularizacijom DNA kao dokaza u forenzici.
Parlament i federalno vijece usvojili su zakon kojim se DNA uzorci mogu uzeti bez obzira 0
tipu kaznenog djela, bez sudskog naloga i bez obzira o tome je li osoba osumnjicena ili

osudena (1).
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Njemacka je takoder jedna od drzava koja nakon $to se dobije DNA profil pojedinca, unistava
bioloski uzorak koji sadrzi DNA kako bi se osigurala privatnost osobe kojoj uzorak pripada i

time sprijecile moguc¢e manipulacije (17).

5. 7. INTERPOL baza podataka
INTERPOL-ova DNA baza podataka uspostavljena je 2002. godine pod nazivom DNA

Gateway. Na samom pocetku, preporuceno je sedam lokusa u osnovnom setu (ISSOL-
INTERPOL Standard Set of Loci), a od 2010. je proSiren na jo§ 12 na osnovu preporuke
ENFSI-a (eng. European Network of Forensic Science Institutes). Takoder, osim ovih 12, set
se moze prosiriti sa jos 16 dodatnih lokusa. Da bi DNA profil bio uvrsten u bazu podataka,
potrebno je da se analizira na najmanje Sest od ponudenih 12 osnovnih 1 16 dodatnih STR
lokusa. Baza je organizirana na nekoliko osnovnih Kkategorija: profili pocinitelja, profili sa
mjesta dogadaja, profili nestalih osoba 1 neidentificiranih tijela. Pretrazivanje traje

maksimalno 15 minuta (1).

U prosincu 2017. godine INTERPOL DNA baza podataka je sadrzavala vise od 173 000 DNA

profila u vise od 84 drzave ¢lanice (18).

Najveca vrijednost ovakve organizacije podataka je razmjena informacija medu drzavama
¢lanicama koje time postiZzu odli¢ne rezultate u borbi protiv kriminala 1 u iskoriStavanju
potencijala DNA tehnologije u cilju pronalaska pocinitelja na svjetskoj razini. Clanice koje
unose DNA profile u INTERPOL, takoder mogu ograniCiti pristup podatcima drugim

drzavama.

5. 8. Europski set lokusa (ESS) i razmjena informacija

DNA radna grupa u sklopu ENFSI-a, svake godine izdaje preporuke za primjenu DNA
analize medu drzavama Europe. Tako je od 2001. godine, predloZzen ESS (eng. European
Standard Set) koji je sadrzavao sedam lokusa (THO1, vWa, FGA, D21S11, D3S1358,
D8S1179 i D18S51), a takoder se podudarao sa ISSOL standardom. Kako bi se poboljsali

statistiCki parametri, individualizacija i informativnost, dodano je jo§ pet lokusa: D10S1248,
D2S441, D1S1656, D12S391 i D22S1045 (4).
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Rastom 1 usavrSavanjem baza podataka, razvila se 1 prekograni¢na suradnja europskih drzava,
a time 1 njihova ucinkovitost u razrjeSenju slucajeva, identifikaciji, borbi protiv terorizma i
ostalih oblika kriminalnih radnji. Prvi pozitivni rezultati podudaranja profila zabiljezeni su
izmedu Austrije i Njemacke, nakon $to je u prosincu 2006. godine u Priimu sklopljen

sporazum kojim je zapoCelo usporedivanje sadrzaja nacionalnih DNA baza podataka (19).

Kao predstavnik Europske Unije, Njemacka je takav princip sporazuma uvela u EU i u zakone
koji vladaju unutar nje, ¢ime su se sve drzave ¢lanice uklju¢ile u mrezu nacionalnih baza

podataka (1).

5. 9. Baze podataka u Hrvatskoj
U Republici Hrvatskoj se 1996. godine biljezi pocetak uvodenja metode DNA profiliranja u

sklopu rada Centra za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjeSta¢enja "Ivan Vuceti¢”.

DNA baza podataka koju RH koristi je CODIS, osnovana 2000. godine na principu koji
koriste Sjedinjene Americke Drzave, to¢nije FBI, i sadrzi DNA profile po¢initelja kaznenih
djela i neidentificiranih tragova. Cilj koriStenja ove baze je u provjeri, usporedbi i pohrani

DNA profila medu ostalim zemljama Europe i svijeta (20).

Osim DNA baze podataka, od 2006. godine postoji i Automatizirani sustav za prepoznavanje
otisaka prstiju (Automated Fingerprint Identification System-AFIS) koji sadrzi dvije manje
baze; bazu otisaka prstiju i bazu spornih tragova papilarnih linija.

Prema podatcima iz travnja 2017. godine, u hrvatskim bazama ima oko 35 000 profila i oko
5000 neidentificiranih tragova (19).

Priimskim sporazumom je skloplien ugovor izmedu Belgije, Njemacke, Spanjolske,
Francuske, Luksemburga, Nizozemske te Austrije, u cilju ja¢anja prekograni¢ne suradnje,
posebice u borbi protiv terorizma i ostalih oblika kriminalnih radnji te ilegalnih migracija.
Odredbe ovoga sporazuma su potom inicijativno predlozene Europskoj komisiji koja je taj
prijedlog uvazila 1 sadrZaj sporazuma uvrstila u pravni okvir Europske Unije ¢ime su se
drzave clanice EU, medu kojima je i Hrvatska, obvezale na prekograni¢nu suradnju
pojednostavljenom komunikacijom i razmjenom informacija izmedu tijela zaduzenih za
provedbu zakonskih mjera u svrhu kriminalisti¢kih istraga 1 ostalih obavjestajnih djelatnosti.

Glavne odredbe o suradnji omogucuju drzavama c¢lanicama pristup analiziranim DNA
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profilima, sustavima daktiloskopske identifikacije te podatcima o registraciji vozila. U slucaju
podudaranja, slijede postupci u kojima se na zahtjev potrazuju dodatne osobne informacije od

¢lanica koja posjeduju trazene podatke (21).
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6. REZULTATI | RASPRAVA

U uvodnom dijelu te u poglavlju materijala i metoda analize DNA, predstavljen je povijesni
pregled razvoja DNA metodologije, prihva¢anja ove molekule kao dokaznog materijala te
samim tim i Kreiranje i usavrSavanje sustava za analize kojima se dolazi do krajnjeg rezultata,

zeljenog DNA profila.

Monolokusni sustavi su bili prvi sustavi za analizu ¢iji je glavni nedostatak bio premala snaga
diskriminacije, ali unato¢ tome, u to vrijeme pocetaka i taj jedan lokus je bio poprili¢no
informativan, pogotovo u kombinaciji sa boljim sustavima koji su nudili analizu na Sest

lokusa.

Nedugo nakon toga, na trzistu su se pojavili brojni multipleksni PCR-bazirani STR sustavi od
tri poznata proizvodaca u svijetu. Medusobno se razlikuju u sastavu pufera, pocetnicama i
njihovim bojama, internom veli¢inskom standardu, alelnim ljestvicama, otopini za pripremu
uzoraka za elektroforezu te broju lokusa za detekciju $§to zapravo utjeCe na snagu
diskriminacije, stupanj individualizacije, odnosno informativnost. Njihova najveca kvaliteta i
prednost nad ostalim sustavima za analizu su: osnovni sadrzaj od poznatih 15 STR lokusa
(najées¢e CODIS lokusi) i amelogenina koji su kod nekih sustava pojacani Visoko
informativnim lokusima te puferima sa izuzetnom otpornos¢u na PCR inhibitore. Njihov
nedostatak je losiji rezultat profiliranja kod uzoraka sa degradiranom DNA gdje se poseze za
miniSTR multipleksnim sustavima, ali postoje i sustavi sa mjesovitim sastavom STR lokusa u

svrhu kvalitetnijih rezultata.

S obzirom na prednost Kori$tenja miniSTR multipleksnih sustava u analizi bioloskih uzoraka
koji sadrze DNA u malim koli¢inama odnosno, u degradiranim uzorcima, tako se i nedostatak
njihovog koriStenja javlja u forenzi¢no-statistickoj informativnosti zbog malog broja lokusa

koji se mogu simultano koamplificirati.

Y-STR komercijalni multipleksni sustavi funkcioniraju na principu nasljedivanja Y
kromosoma po muskoj liniji, ¢ime je smanjena moguc¢nost individualizacije, ali se unato¢
tome odredena osoba ne moze iskljuciti kao donor bioloskog traga ukoliko se pokaze

podudaranje.

MtDNA s obzirom na svoju brojnost u stanicama, prednjaci nad ostalim sustavima za analizu,
pogotovo uzoraka koji su ubrzano propali zbog vanjskih uvjeta i starosti. Takoder, dijelovi

koji se analiziraju sadrZe manji broj baznih parova nego ostali sustavi ¢ime su vece Sanse da
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¢e se dobiti rezultati, tj. DNA profil. Zbog nacina nasljedivanja majcinskom linijom, vise
osoba moze biti uklju¢eno u analizu. Nedostatci su medutim, smanjena mogucnost pozitivne
identifikacije zbog analize samo hipervarijabilnih regija te smanjene snage diskriminacije,
osjetljivost na kontaminaciju te slozenost 1 visoka cijena analize u odnosu na analizu STR
lokusa iz jezgrine DNA. Unato¢ ovim nedostatcima, u slucaju nepodudaranja, osoba se moze
potpuno iskljuciti, a i varijabilnost mtDNA je viSestruko veca nego na svakom pojedinom

lokusu u analizi STR lokusa.

Kao i kod Y-STR vezanih lokusa, X-STR vezani lokusi su uvelike informativni, a nude
mogucnost koriStenja miniSTR oblika ukoliko se radi o skeletnim ostacima, iz dalje povijesti i
prapovijesti. Jedna od prednosti, kao i kod Y-STR lokusa, je koriStenje u svrhu genealogije.
Stoga je njihova najvecéa primjena upravo u kombinaciji sa ostalim multipleksnim sustavima.
Druge prednosti su osjetljivost i otpornost na utjecaj inhibitora, kao i koriStenje u dokazivanju

majcinstva 1 o€instva bez prisustva potencijalnog oca.

SNP markeri su pokazali svoj znacaj u razvijanju metoda fenotipizacije, poput pretpostavki
boje ociju, kose i koze. lako se ti podatci ne unose u baze podataka, mogu uvelike olaksati
smjer istrage kada nemamo drugih opcija. Nedostatci su u subjektivhom opisivanju
karakteristika, utjecaju vanjskih uvjeta, ali i razli¢ita informativnost SNP markera medu

svjetskim populacijama.

Razvijanjem metoda za analizu DNA profila, javila se potreba za DNA bazama podataka. Bez
obzira na zakonodavstvo u odredenim drZzavama, sve DNA baze podataka imaju istu svrhu,
odnosno prednosti u lakSem pretrazivanju i pohrani profila dobivenih od razli¢itih pocinitelja,
neidentificiranih profila 1 nestalih osoba te profila koji su dobiveni iz bioloskih tragova sa
mjesta dogadaja. Osim toga, u prevenciji kriminaliteta se koriste razliciti statisticki podatci
(dob, spol, nacionalnost, vrsta zlo¢ina) koji se dobiju na godi$njim izraCunima upravo prema
profilima sadrzanima u bazi, a koji su ostvarili podudaranje. Nedostatci su uvjeti zadrzavanja
pohranjenih profila, tj. njihovo trajno biljeZenje u bazi te krSenje etickih i socijalnih ljudskih

prava zbog moguc¢ih manipulacija profilima.

Standardizacijom i kreiranjem DNA baza podataka u svijetu, nastao je set lokusa koji koristi
CODIS te postao jedan od osnovnih dijelova svih poznatih multipleksnih sustava za DNA
profiliranje. Korporacije koje proizvode komercijalne sustave za DNA analize svakim danom
na trziSte plasiraju nova dostignuca i napredna izdanja svojih proizvoda u cilju razvoja

forenzicne genetike.
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7. ZAKLJUCCI

Odabir odredenog komercijalnog multipleksnog STR sustava za DNA profiliranje ovisi o Vise

faktora, a najviSe o kvaliteti uzorka kao i okolnostima u svrhu kojih se profiliranje vrsi.

Najvecu upotrebu imaju autosomalni multipleksni STR sustavi triju najvecih proizvodaca
(Promega, Applied Biosystems, Qiagen) koji omogucuju koamplifikaciju na velikom broju

lokusa,a samim tim veéu snagu diskriminacije i individualizacije.

U slucajevima degradirane DNA u uzorku ili uzoraka koji su propali zbog utjecaja vanjskih
faktora, najbolji odabir su miniSTR sustavi ili mtDNA.

U svrhu genealogije i dokazivanja o€instva ili maj¢instva mogu se koristiti X-vezani ili Y-

vezani STR markeri. Maj¢instvo se takoder moze dokazati koriStenjem mtDNA.

DNA baze podataka omogucéuju brz, efikasan i praktican oblik pretrazivanja i pohranjivanja
DNA profila u svrhu identifikacije po¢initelja zlo¢ina, nestalih i neidentificiranih osoba kao i
prevencije svih oblika kriminala. Sadrzani DNA profili su izradeni prema preciznim uputama

0 analizi na odredenim lokusima koji su odabrani u pojedinim multipleksnim sustavima.

Priimskim sporazumom, odnosno ulaskom Hrvatske u Europsku Uniju, postignut je
zajednicki cilj drzava cClanica o jaanju prekograni¢ne suradnje, posebice u borbi protiv
terorizma i ostalih oblika kriminalnih radnji te ilegalnih migracija. Usvajanjem odredbi
sporazuma postiZze se kvalitetna prekograni¢na komunikacija i razmjena informacija koje su

kljucne za uspjesne rezultate istraga 1 ostalih obavjesStajnih djelatnosti.
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9. SAZETCI

DNA PROFILIRANJE | BAZE PODATAKA

U uvodnom dijelu ovoga rada, predstavljen je povijesni pregled razvoja DNA metodologije,
tehnologije i njenog prihvacanja kao relevantnog dokaza u kriminalistickim istragama i medu

pravosudnim tijelima.

Cilj ovoga rada je prikazati metode i nacine analize DNA u forenzici te opisati i usporediti
multipleksne sustave za analizu genetickih lokusa. Takoder ¢e se objasniti njihove prednosti i
nedostatci te dati preporuka o koristenju. Na kraju rada se donosi pregled najpoznatijih DNA
baza podataka u svijetu i obrazlozenje njihove povezanosti sa multipleksnim sustavima za

analizu s ciljem naglasavanja vaznosti DNA baza podataka i razmjene medu njima.

Otkri¢e svojstva polimorfizma koje opisuje eukariotski genom, potaknulo je razvoj DNA
profiliranja koje se zasniva na principu koristenja odredenih molekularnih markera, uglavnom
STR, ali to mogu biti i VNTR i SNP markeri. Konacan rezultat DNA profiliranja prikazuje se
elektroferogramom, odnosno setom markera (lokusa) odabranog komercijalnog kompleta

multipleksnog sustava, sa pripadaju¢im pikovima koji predstavljaju alelne varijante.

Opisane su metode rada osnovnih multipleksnih sustava za analizu DNA, najvise
autosomalnih STR sustava triju korporacija (Promega, Applied Biosystems, Qiagen), kao i

spolnih STR markera (X i Y multipleksni sustavi), mtDNA te miniSTR sustava.

Rezultati su pokazali da odabir odredenog komercijalnog multipleksnog STR sustava za DNA
profiliranje ovisi najvise o kvaliteti uzorka kao i okolnostima u svrhu kojih se profiliranje vrsi.
Najvise se koriste autosomalni multipleksni STR sustavi zbog moguénosti koamplifikacije na
velikom broju lokusa te zbog znacajne visoke snage diskriminacije 1 individualizacije. U
slu¢ajevima degradirane DNA u uzorku ili uzoraka koji su propali zbog utjecaja vanjskih
faktora, najbolji odabir su miniSTR sustavi ili mtDNA. U svrhu genealogije i dokazivanja
ocinstva ili maj¢instva mogu se koristiti X-vezani ili Y-vezani STR markeri te mtDNA. DNA
baze podataka omogucuju pretrazivanja i pohranjivanja DNA profila u svrhu identifikacije

pocinitelja zlo¢ina, nestalih i neidentificiranih osoba kao i prevencije svih oblika kriminala.
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Sadrzani DNA profili su izradeni prema preciznim uputama o analizi na odredenim lokusima

koji su odabrani u pojedinim multipleksnim sustavima.

Kljuéne rije¢i: DNA profiliranje, multipleksni sustavi, molekularni markeri, DNA baza
podataka
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DNA PROFILING AND DATABASES

In the introductory part of this thesis, a historical review of DNA methodology, technology
and its acceptance as a relevant evidence in criminal investigations and judicial authorities has

been presented.

The aim of this thesis is to demonstrate methods of DNA analysis in forensics and to describe
and compare multiplex systems for genetic loci analysis. In thesis we will also show
advantages and disadvantages and make usage recommendations for particular system. In the
end of the thesis is an overview of the most renowned DNA databases in the world and the
explanation of their association with multiplex systems for analysis with goal to emphasize

their importance and importance of data exchange among them.

The discovery of the polymorphisms described by the eukaryotic genome has prompted the
development of DNA profiling based on the use of certain molecular markers, mostly STR,
but also by VNTR and SNP markers. The ultimate DNA profiling result is shown by the
electropherogram, set of markers (loci) of the selected commercial set of the multiplex

system, with the associated peaks representing alleles.

The methods of basic multiplex DNA analysis systems, the most autosomal STR systems of
three corporations (Promega, Applied Biosystems, Qiagen), as well as sex STR markers (X

and Y multiplex systems), mtDNA and miniSTR systems are described.

The results have shown that selecting a particular commercial multiplex STR system for DNA
profiling depends most on the sample quality as well as the circumstances for which profiling
is performed. Most autosomal multiplex STRs are used due to the possibility of co-
amplification on a large number of loci and due to the significant high levels of discrimination
and individualization. In cases of degraded DNA in a sample or samples that have failed due
to the influence of external factors, the best choice is miniSTR systems or mtDNA. X-linked
or Y-bound STR markers and mtDNA may be used for the purposes of genealogy and
paternity or motherhood demonstration. DNA databases allow searching and storing of DNA
profiles for the purpose of identifying perpetrators, missing and unidentified persons as well
as the prevention of all forms of crime. Contained DNA profiles were made according to

precise analysis instructions on certain loci that were selected in multiple multiplex systems.

Key words: DNA profiling, multiplex systems, molecular markers, DNA database
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