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1.UVvOD

1.1. IDENTIFIKACIJE (opcenito)

Identifikacija oznaCava utvrdivanje istinitosti osoba, dijelova tijela, tragova i predmeta u
svrhu otkrivanja pojedinih obiljezja koji omoguéuju nesumnjivo 1 neporecivo
prepoznavanje. Proces identifikacije temelji se na dva postupka: trazenju i biljeZenju
karakteristicnih osobina objekta ispitivanja, te usporedivanju utvrdenih znacajki s ve¢

prije poznatim podacima o objektu za koji se identitet pretpostavlja (1).

U istragama krSenja ljudskih prava forenzicari su Cesto suoceni s identifikacijom
skeletnih ostataka iz masovnih grobnica. Primarni cilj takve istrage je odrediti identitet
zrtava 1 vratiti ostatke obiteljima, u skladu sa Genevskom konvencijom (2).
Identifikacija ljudskih ostataka je kompleksan i iscrpljujuéi posao koji zahtjeva mnogo
vremena i predanosti, a osobito je tezak kada je proslo mnogo vremena od pokopa.
Metode identifikacije trebaju biti planirane, raznolike i komplementarne zbog podizanja

broja uspjesnih identifikacija (2, 3).

U ratu 1 nakon njega proces identifikacije sloZen je zbog migracija civilnog stanovnistva
i vojne pokretljivosti, prekida evidencije stanovnistva, namjernog uniStavanja osobnih
dokumenata, masovnih pogibija, velikog broja mrtvih u zajedni¢kim grobnicama,
neodgovaraju¢eg pokopa, dugog razdoblja od smrti do iskapanja pri ¢emu su mnogi
identifikacijski pokazatelji nepouzdani i neupotrebljivi, postojanje samo pojedinih
dijelova tijela (bez glave i1 zuba) ili samo fragmenata kostiju, i mozda najvaznijeg,
nepostojanja zazivotnih podataka (1). Zaracene strane su koristile razli¢ite metode
sakrivanja ratnih zrtava i mjesta ukopa: iskopavanje i preseljenje ostataka s jednog
mjesta na drugo; daljnje preseljenje na tercijarne lokacije; rastavljanje i mijeSanje
dijelova tijela, zbijanje 1 drobljenje. Sve te aktivnosti otezavaju ili ¢ine nemoguéim
odredivanje broja tijela, njihovo sastavljanje 1 identifikaciju. Posljedi¢no, broj
fragmentiranih uzoraka kostiju se vrtoglavo dize (3, 4). Uspjeh svake forenzi¢ne
identifikacije ovisi, u velikoj mjeri, o opsegu i ocuvanosti podataka skupljenih na

terenu.



Razli¢ite metode se koriste za identifikaciju ljudskih ostataka te one ovise o
okolnostima i stanju ostataka. Cetiri najée$ée metode koje se koriste pri identifikaciji
ostataka ukljucuju: identifikaciju ostataka od strane osobe koja je poznavala preminulog
putem direktnog facijalnog prepoznavanja, prepoznavanja nekih specifi¢nosti, kao $to
su individualni oziljci ili oznaka (na primjer, tetovaze); sparivanje otisaka prstiju
(dostupni  pre-mortem otisci za usporedbu) ili status zubala (ako su dostupni
reprezentativni pre-mortem dentalni podaci) i DNA analiza (5, 6). Zbog nedostatka
zazivotnih podataka 1 raspadanja tijela, uobicajene metode identifikacije nisu dostupne,

pa se poseze za DNA identifikacijom.



1.2. IDENTIFIKACIJE PRIMJENOM ANALIZE DNA

Prije same DNA analize odreduje se starost uzorka koriste¢i se **C metodom datiranja,
odnosno, uz pomo¢ izotopa ugljika (1). Obavlja se cjelokupan forenzi¢ni pregled svih
ostataka koji ukljucuje opce antropoloske varijable, medicinsku i dentalnu povijest i
jedinstvene patoloSke i1 traumatoloske osobine kostiju kao $to su bolesti kostiju,
deformacije i1 ozljede (2). Pazljivo se napravi i fotografska dokumentacija svih
karakteristi¢nih detalja kako bi se pomoglo rodbini pri potencijalnom prepoznavanju
nestalih Clanova obitelji. U slucajevima u kojima posmrtne promjene ne rezultiraju
potpunom dekompozicijom tijela obavi se i obdukcija tijela i vanjski pregled kojim se
odrede spol i visina Zrtve, te se posmrtni dentalni podaci usporede sa postojecim
podacima u bazi podataka. Kao temelj identifikacije zrtava Domovinskog rata koristi se
lista osoba koje su ubijene ili nestale na tom podru¢ju u razdoblju od 1991.-1995.
godine. Uzimaju se podaci o odjeéi, obu¢i i drugim osobnim stvarima koji se zatim
izlazu rodbini i bliskim prijateljima i olakSavaju proces identifikacije zrtava. No, ako se
identifikacija ostataka radi dugo nakon smrti, informacije o zrtvinoj odje¢i, osobnim

stvarima, godinama, spolu, visini i druge karakteristike se znac¢ajno smanjuju (1, 4, 5).

Odredivanje spola zrtve je jednostavno ukoliko postoji cijeli kostur, no kada postoji
samo jedna kost ili viSe fragmenata kostiju, postupak je znatno oteZzan. Dok je kod djece
stupanj kalcifikacije zuba pokazatelj spola, nakon 18 godina spolne razlike na skeletu su
dobro izraZzene pa razlikovanje muskaraca od Zena moZe biti pouzdano utvrdeno.
Najpouzdanije informacije dobivaju se pregledom zdjelice, zatim lubanje i dugih

kostiju, posebice natkoljenic¢ne kosti (1).

Odredivanje Zivotne dobi lakSe je i1 preciznije §to je osoba mlada. Kod mladih osoba
koriste se koStane 1 zubne promjene kao indikatori dobi: kalcifikacija 1 izbijanje zuba,
postojanje centara okoStavanja, medusobno srastanje dijelova kostiju 1 duljina dugih
kostiju. Kod odraslih ljudi Kkoriste se tehnike i metode zasnovane na morfoloskim i
mikroskopskim promjenama na kostima, ponajprije na spojnoj plohi stidnih kostiju
zdjelice, zglobnoj povrsini bo¢ne kosti zdjelice 1 hvatiStima rebara za prsnu kost, te

zatvaranje lubanjskih Savova (1).



Analiza se temelji na usporedbi ljudske DNA, izolirane iz skeletnih uzoraka, s DNA
izolirane iz krvnog uzorka, kose ili brisa sluznice pretpostavljenog najblizeg rodaka (3).
DNA tehnologija, ukljuc¢uju¢i STR analizu i analizu mitohondrijske DNA, potvrdeno je
metoda izbora u identifikaciji nestalih osoba u Domovinskom ratu u Hrvatskoj zbog
mogucnosti tipiziranja visoko razgradene DNA (3, 4). Isti¢e se kako je analiza mtDNA
najbolji izbor ako se radi s veoma degradiranim materijalom. Medutim, primjenom
izmijenjenih metoda izolacije DNA i proé¢iS¢avanja putem NaOH ili nekih drugih
kemikalija (eng. repurification), utvrdeno je da uspjeSnost identifikacije putem
genomske DNA moze dose¢i vrijednosti vise od 96% (1). ldentifikacija ljudskih
ostataka putem analize STR regija je nedostatna jedino kada dvostruko kopirani
nuklearni markeri ne funkcioniraju, te se tada koristi analiza mtDNA (7). lako je
varijabilnost na svakom pojedinom lokusu mtDNA viSestruko veéa, analiza
ponavljajuéih sljedova (eng. short tandem repeat- STR) daje mnogo vec¢u vjerojatnost

pozitivne identifikacije zbog veceg broja analiziranih lokusa (1).

U konacnici se DNA profili iz kostiju i zuba Zrtava usporeduju s DNA profilima iz krvi
zivih rodaka. Genotip svakog kosturnog ostatka usporeden je sa svim genotipovima u
bazi podataka kako bi se pozitivno identificirala nestala osoba (4). Pri identifikaciji
zrtve putem roditelja nuzno je odrediti ucestalost jednog zajednickog alela kod svakog
od roditelja, za $to se koristi zbrajanje vjerojatnosti, odnosno, metoda neiskljucenosti
slucajno odabranih roditelja iz opcée populacije (eng. random parents not excluded-
RPNE) (1).



1.3. DNA

DNA (deoksiribonukleoinska kiselina, eng. deoxyribonucleic acid) je gradena od dva
polinukleotidna lanca spiralno uvijena oko zajednicke osi i smjeStena je u svih 46
kromosoma, a predstavlja geneticku osnovu svakog organizma. Polinukleotidni lanci su
gradeni od purinskih 1 pirimidinskih parova baza koje su smjeStene u unutrasnjosti
uzvojnice, dok su fosfatne i Secerne jedinice smjestene s vanjske strane uzvojnice. Lanci
su antiparalelni, odnosno, jedan lanac ima slobodnu hidroksilnu skupinu na polozaju 5 u
deoksiribozi u prvom nukleotidu u nizu (5' kraj) 1 na polozaju 3 u deoksiribozi u
zadnjem nukleotidu u nizu (3' kraj), dok je drugi lanac DNA suprotno usmjeren, od 3'
prema 5' kraju. Vodikove veze medu parovima baza povezuju dva lanca, pri ¢emu se
baze sparuju prema principu komplementarnosti: uvijek adenin s timinim, a citozin s
gvaninom. Slijed baza u lancu nije ograni¢en, ve¢ upravo taj razliciti slijed ¢ini razli¢itu

geneticku informaciju koja ¢ini osnovu utvrdivanja identiteta odredene osobe (1, 7, 8).
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Struktura molekule DNA. Prilagodeno prema Brown (9).

Slika 1.



Jezgrina DNA geneticki je materijal koji nosi nasljednu poruku zapisanu u genima.
Geni su dio kromosoma koji sadrzava kodirajuci i nekodirajuci slijed DNA koji je vazan
za stvaranje funkcionalnih proteina, tRNA ili rRNA. Prema Mendelu, gen je definiran
kao pojedinac¢na jedinica informacije koja utjeCe na nasljedna svojstva. Mjesto gena na
kromosomu naziva se genskim lokusom, a genom oznacava ukupnost svih gena u
stanici.

Procjenjuje se da ljudski genom ¢ini samo 25% gena, a od toga samo 1% kodirajuci
sljedovi, dok ostalih 75% ¢ine jednostavni ponavljajuéi sljedovi, duplicirani sljedovi i
neklasificirana DNA. Jednostavni ponavljaju¢i sljedovi obuhvacaju kratka uzastopna
ponavljanja koja su izuzetno vazna pri identifikaciji DNA analizom (STRs, eng. short-
tandem repeats) ili mikrosatelite, minisatelite (VNTRs, eng. variable number of tandem

repeats) i ponavljanja sljedova duljine 14 do 500 nukleotida (7, 8).

Mitohondrijska DNA (mtDNA) gradena je od dva komplementarna lanca koja se bitno
razlikuju u sastavu: ,teSki lanac* bogat je purinskim, a ,laki lanac* pirimidinskim
bazama. Unutar sekvencije je 37 kodirajucih regija: 22 gena kodiraju transportnu RNA
(tRNA), 2 kodiraju ribosomsku RNA (rRNA), 16 kodira glasnicku RNA (mRNA) za
enzime vazne u procesima oksidativne fosforilacije i stvaranja adenozintrifosfata (ATP),
dok je od nekodirajuéih regija zna¢ajna samo kontrolna regija (eng. control region, -CR)
u kojoj se nalazi ishodiSno mjesto za replikaciju. Kontrolna regija mtDNA moZe se
podijeliti na tri hipervarijabilne regije. NajvisSe se upotrebljava sekvenciranje
hipervarijabilne regije 1 (HV1) 1 hipervarijabilne regije 2 (HV2) nekodirajucih regija
mtDNA u sudskoj medicini i kriminalistici, zbog njihove visoke varijabilnosti unutar
populacije, a populacijske studije rezultate temelje upravo na tockastim mutacijama
unutar sekvence hipervarijabilne regije 1 (HV1) kontrolne regije mtDNA. Nasljedivanje
mtDNA samo po majcinskoj liniji omogucava, pri identifikaciji, kao referentini uzorak
koriStenje srodnika koji su u obiteljskom stablu relativno daleko od osobe ¢iji se
identitet nastoji utvrditi. S druge strane, upravo to svojstvo nasljedivanja smanjuje
njezinu diskriminatornu sposobnost i1 ¢ini ju nepodobnom pri identifikaciji u kojoj
nemamo pretpostavljen identitet Zrtve. Vrijednost mtDNA analize najviSe dolazi do
izrazaja kod posmrtnih ostataka u kojima je DNA veoma degradirana, te je nemoguce

izolirati kvalitetan geneticki materijal za analizu jezgirne DNA (1, 10).



1.4. ANALIZA DNA

DNA analiza ima S$iroku primjenu, a najkoristenija je u sudskoj medicini u nekoliko

razli¢itih podrucja: istrazivanju kriminalnih radnji, utvrdivanju identiteta i dokazivanju

srodstva. Zahvaljuju¢i DNA analizi i projektima identifikacija Zrtava rata, vracena su

imena tisu¢ama posmrtnih ostataka, kako u Hrvatskoj, tako i u susjednim drzavama (1).

1.4.1. IZDVAJANJE DNA

DNA se u stanici ne nalazi u ¢istom obliku, nego je udruzena s brojnim drugim

molekulama koje mogu kociti postupke analize DNA, kao na primjer, umnozavanje

DNA tijekom PCR analize, stoga je njih potrebno ukloniti posebnim tehnikama. Tri su

najcescée koristene metode izdvajanja DNA:

a)

b)

Metoda izdvajanja DNA s pomocu organskih otapala moze se primijeniti na
razli¢itim uzorcima, jer mu se protokol moze modificirati, a ,,kostur se uvijek
iznova ponavlja kroz svaku varijantu. U prvoj fazi postupka doda se pufer koji
stvara uvjete u kojima ¢e proteinaza K moci obaviti digestiju proteina,
razgraduju¢i membranski kompleks 1 ostavljaju¢i genomsku DNA da ,,slobodno
pliva®. U drugoj fazi fenol/kloroform/izoamilni alkohol ,,obara“ proteine i masti
1 ostavlja ¢istu DNA. Percipitacija DNA, kao treca faza, moZze se provoditi
alkoholnom ili Centrikon® metodom. Prva se bazira na izmjeni¢nom ispiranju
apsolutnim i 70%-tnim alkoholom, a druga na ispiranju DNA otopine kroz
ultramembranu Centrikon® tubica. Membrana zadrzava DNA, a u suprotnu
stranu se doda TE pufer ili destilirana voda.

Izdvajanje DNA ,,Chelex® 100“ metodom je vrlo ué¢inkovito kod uzoraka u
kojima se o¢ekuje minimalna koli¢ina DNA, a temelji se na kuhanju uzorka s
tvornickim pripravkom pod nazivom Chelex® 100. Nakon kuhanja, Chelex® 100
se veze za ione, uklanja skupa s molekulama na koje je vezan 1 ostaje Cista
DNA.

»Qiagen® metoda izdvajanja DNA je jedan od najpouzdanijih i
najjednostavnijih ekstrakcijskih kompleta. Postoji vise varijanti koje se

prilagoduju uzorcima. Princip rada zasniva se na osnovnim fazama digestije uz



proteinazu K koju joj omoguce kemikalije iz seta, transferiranju uzoraka na
silika-membranu i proci§¢avanju tako vezane DNA, te u konacnici, njezinom

ispiranju u posebne tubice (1).

1.4.2. KVANTIFICIRANJE DNA

Ishod analize DNA uvelike ovisi 0 njezinoj kakvo¢i i koli¢ini. Metodama kvantifikacije
utvrdujemo pravu kolicinu DNA za PCR analizu, ali i podrijetlo i ¢istocu (1).
Kvantifikacija DNA osigurava optimalnu uporabu ograni¢enih koli¢ina DNA
pronadenih u vedini forenzi¢kih dokaznih materijala, kako se DNA ne bi potrosila u
skupim ponavljaju¢im nizovima PCR analiza izvodenih sa neprikladnim brojem DNA

predlozaka (11).

Trenuta¢no jedna od najrasirenijih metoda kvantifikacije izdvojene DNA jest
hibridizacijska (slot-blot) metoda. To je komercijalna metoda koja se temelji na
hibridizaciji sonde koja sadrzi ulomke ljudske DNA. DNA izdvojena iz uzorka se
najprije prebaci i imobilizira na membrani te se nakon toga veze s DNA-probom.
Dobiveni rezultati se usporeduju s pozitivnom kontrolom za koju postoje poznate
koncentracije DNA. Postupak je slozen, dugotrajan i dokazano je da katkad uzorci koji

nisu kvantificirani u ovom tipu reakcije budu uspjesno analizirani (1).

Uporabom kvantitativne PCR-reakcije u realnom vremenu (eng. Quantitative real time
PCR, QRT-PCR), uspjesno se kvantificira ljudska DNA. Temelji se na detekciji i
kvantifikaciji flourescentno obiljeZenog reportera ¢iji signal raste u izravnoj ovisnosti o
poveéanju  broja  kopija  produkta u PCR  reakcijskoj smjesi  (1).
QRT-PCR kvantifikacijski sustav je dokazano osjetljiv, pouzdan i veoma koristan u
rutinskoj forenzi¢noj DNA analizi, te moze detektirati inhibitore koji su potencijalno
prisutni u predloScima. Kvantifikacija ljudske DNA sa kvantitativnom lan¢anom
reakcijom polimeraze u realnom vremenu (QRT-PRC) stekla je veliku vaznost u
forenzi¢noj DNA i proucavanjima starih uzoraka DNA, te je postala esencijalna metoda
osiguravanja kvalitete testiranja temeljenih na lancanoj reakciji polimeraze niskog broja

kopija ili visoke razine oStecenosti DNA uzoraka (11, 12).
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Tablica 1. Prikaz slijeda kori$tenog za kvantifikaciju ljudske DNA QRT-PCR-om.

NAZIV 5'-SLUED
nDNA CCAGAAAATAAATCAGATGGTATGTAACA
RB1-2672 F
nDNA TGGTTTAGGAGGGTTGCTTCC
RB1-2750R
nDNA FAM-CAGCACTTCTTTTGAGCACACGGTCG
RB1-2727

11
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Slika 2-1. Sadrzaj proba za QRT-PCR reakciju.

Forward §‘I:.Z|:1hr1ar"|
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5|‘ 3.-'
P s
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Slika 2-2. Pocetak umnazanja ljudske DNA.
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Slika 2-3. Tijek umnazanja ljudske DNA i oslobadanja fluorescentno

obiljezenog Reportera.
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1.4.3. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR)

Lancana reakcija polimeraze (PCR) snazna je i osjetljiva analiticka tehnika sa uporabom
u mnogim poljima, ukljucuju¢i molekularnu biologiju, klinicku dijagnostiku,
populacijsku genetiku i forenzi¢ku analizu (13). Nekoliko je koraka u procesu lancane
reakcije polimeraze koje se, osim prema temperaturi, razlikuju i prema supstancama
potrebnim za taj postupak. Prvi korak je zagrijavanje reakcije na temperaturu raspona
94-96°C koja se odrzava 1-9 minuta, nakon Cega slijedi denaturacija, odnosno,
zagrijavanje reakcije na 94-98°C u trajanju od 20-30 sekundi $to uzrokuje pucanje
vodikovih veza izmedu baza i stvaranje jednolancane DNA. SpuStanje temperature na
50-65°C u trajanju od 20-40 sekundi omogucéava vezivanje primera na jednolancani
DNA predlozak, Sto odreduje ucinkovitost i1 specificnost PCR reakcije. Elongacija ili
produljenje je sintetiziranje novog DNA lanca komplementarnog DNA predlosku uz
pomo¢ enzima. Najéesce je to enzim Taq polimeraza, ¢ija je optimalna aktivnost pri
temperaturi od 75-80°C. Posljednji korak se odvija pri temperaturi raspona 70-74°C u
trajanju od 5-15 minuta nakon posljednjeg PCR ciklusa, gdje enzim polimeraze
provjerava da je svaka jednolan¢ana DNA u potpunosti produzena. Nakon toga se, na

temperaturi od 4-15°C uzorak moze pohraniti na neko vrijeme.

Moguénost analize malih koli¢ina ljudske DNA izoliranih iz starih kostiju i zuba
metodama temeljenim na lancanoj reakciji polimeraze, pruza priliku identifikacije
nepoznatih kosturnih ostataka putem komparativne geneti¢ke analize pretpostavljene
rodbine (6).
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Slika 3. Prikaz lancane reakcije umnazanja specifi¢nog dijela DNA. Prilagodeno

prema Rudin i sur.(14)



1.4.4. MULTIPLEKSNI STR-SUSTAVI

Genotipiziranje STR-a ili mikrosatelita predstavlja jednu od najpouzdanijih i
metoda analize jezgrine DNA (15, 1). STR-sustavi za tipizaciju imaju mogucnost
viSekratne reakcije, odnosno, amplifikacije viSe lokusa istodobno, te izravne detekcije,
pri ¢emu po jedna pocetnica od svakog para ima flourescentnu oznaku tako da je

moguce razlikovati PCR-multiplekse prema razli¢itim valnim duljinama svjetlosti (1).

Y-kromosomni STR (Y-STR) markeri se nasljeduju s oca na sina, najveéim dijelom
nepromijenjeni jer ne sudjeluju u rekombinaciji sa X kromosomom, pa genotipiziranje
ove Y-specificne nerekombinantne regije (NRY) omogucava identifikaciju muske
nestale osobe kada je jedina dostupna referenca muska rodbina s oceve strane, te moze
koristiti za pracenje roditeljske loze (4, 15). Unato¢ manjoj sposobnosti razlikovanja u
usporedbi sa autosomnim STR genotipiziranjem, Y-STR markeri su u $irokoj uporabi u
forenzi¢nim i populacijskim testovima (15). Cak i u sluajevima veoma degradiranih
ljudskih ostataka iz masovnih grobnica starijih od 50 godina, Y-kromosomna i

autosomna STR analiza moze pridonijeti identifikaciji Zrtava (4).

AmpFISTR® Profiler™ Kit, AmpFISTR® Identifiler™ PCR Amplification Kit,
AmpFISTR® Cofiler™ Kit i PowerPlex™ 16 su jako osjetljivi mnogostruki sustavi za
amplifikaciju STR-a, koji se mogu uspjesno koristiti za dobivanje multilokusnog STR
profila iz starih uzoraka kostiju i zuba sa minimalnom koli¢inom ljudske DNA ili ¢ak
bez detektabilne ljudske DNA (6).

PowerPlex™ 16 je dvokomponentni komplet reagensa koji se sastoji od
preamplifikacijskih komponenti 1 postamplifikacijskih komponenti koje sadrze sve
kemikalije nuZne za automatsku detekciju 1 analizu rezultata. Sustav dopusta

koamplifikaciju i sadrzi trobojnu detekciju 16 lokusa (1).

AmpFISTR® Identifiler™ PCR Amplification Kit je DNA identifikacijski komplet
kojim se istodobno moze analizirati 15 STR-lokusa. Osim §to koristi nove boje, dodana
mu je i peta, LIZ boja, koja obiljezava Size Standard koji se sastoji od ulomaka duljine
500 pb (2).
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1.4.5. DETEKCIJA

Detekcija se odvija nakon amplifikacije na nekom od analitickih strojeva, a uporabom

softvera se generiraju konac¢ni geneticki profili (1).

DNA sekvenciranje je proces utvrdivanja redoslijeda baza unutar landa DNA.
Poznavanje DNA-sekvencije je preduvijet bilo kakvoj manipulaciji ciljanim segmentom
nasljednog materijala. Postoji nekoliko tehnika sekveniciranja koje se medusobno

razlikuju po osnovnim principima (1).

Sangerova metoda sekvenciranja zasniva se na zaustavljanju enzimske sinteze lanca
DNA ugradnjom dideoksiribonukleozi-trifosfata. Sve generacije automatskih

sekvencionera temelje se na Sangerovoj metodi (1).

Automatsko sekvenciranje trenutacno je najprimjenjivanija metoda analize DNA-
sekvencija zbog brzine, jednostavnosti i Sirokog spektra primjenjivosti. Preduvjet za
uspjeSno automatsko sekvenciranje je simultanost detekcije obiljezenih ulomaka i
procesa elektroforeze. Prednost u automatskoj detekciji imaju flourescentni biljezi.
Krajnja detekcija zbiva se tijekom elektroforeze, prolaskom obiljezene sekvencije kroz
polje djelovanja detektora. Ovaj princip testiranja nasljednog materijala ponajprije se

primjenjuje u procesu ispitivanja mtDNA i njezinih hipervarijabilnih regija (1).

S druge strane, analiza STR-molekularnih biljega podrazumijeva utvrdivanje broja
ponavljanja odredene kratke tandemski ponavljajuce jedinice. Zbog toga se obiljeZzava

bojom cijela pocetnica odabranog STR-lokusa (1).
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1.5. UZORCI ZA ANALIZU

Problemi s kojima se forenzicari najcesce suocavaju prilikom rada s DNA izdvojenom
iz uzoraka kosti i zubi iz masovnih grobnica ili sa mjesta velikih katastrofa, su mala
kolicina DNA, visoka razina degradacije DNA, kontaminacija DNA, te prisutnost

inhibitora (12).

Zubi imaju prioritet kao uzorak za analizu, ali kada lubanja ili zubi nisu pronadeni
femur je, zbog svoje Cvrste strukture, logi¢an izbor uzorka za DNA analizu. Zbog toga
Sto su najveca i1 najjaca kost u ljudskom kosturu, te su obi¢no dobro oCuvani, ¢esto se
moze uspjesno izolirati DNA visoke kvalitete. Idealna situacija S o¢uvanim lubanjama,
zubima 1 odgovaraju¢éim brojem parova femura se rijetko pronalazi. Ako se
identifikacija izvodi samo na temelju femura onda je logi¢no prepoloviti broj uzoraka i
ograniciti DNA analizu samo na lijevi ili desni femur. lako je morfoloski vrlo lagano
razlikovati vec¢e fragmente lijevog od desnog femura, problem se javlja kada jedan od

femura nedostaje ili je uniSten toliko da ne moze posluziti niti za usporedbu (3).

Kako bi se smanjila potrebna koli¢ina fragmenata kosti za identifikaciju, analiza kosti
ukljucuje mjerenja duzine femura i dijametar femoralne glave, dijametre gornjeg Sireg i
donjeg sireg dijela fragmenata kostiju, te mjerenja gusto¢e i mjerenja mase i volumena
fragmenata. Nakon ispitivanja kosti slijedi stvaranje baze podataka. NajceSce se koristi
Trotterova jednadZba za izracunavanje visine tijela putem odredivanja mjera bedrene
kosti i dijametra femoralne glave, te se tako dobiva okvirna slika o fenotipu pokojnika.
Vrlo ¢esto imamo samo dijelove femura, te u takvim situacijama nema nacina da se sa

sigurnos§¢u spare lijevi i desni femur prema mjerenjima (3).

Jedan od problema sa izolacijom i tipizacijom DNA ljudskih ostataka iz masovnih
grobnica je ucestala teSka degradacija, kao i posmrtna kontaminacija s bakterijama,
gljivama, metalnim ionima i humusnom kiselinom. Ekstrakcija DNA iz tla uvijek
rezultira izvlacenjem i drugih komponenti tla, uglavnom humusne kiseline i drugih
humusnih supstanci, koje negativno interferiraju s procesom DNA detekcije. Dokazano
je da dodavanje sinteticke humusne kiseline inhibira kvantitativni PCR u realnom
vremenu (QRT-PCR). Ta inhibicija humusnom kiselinom se moze ukloniti sa

jednostavnim dodavanjem polivinil-polirolidon smole (PVPP). Takoder, vise
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koncentracije humusne kiseline uzrokuju lazno negativne rezultate, koji se mogu

ponistiti koriste¢i vise Taq polimeraze (2, 11, 13).

19



2. CILJ RADA

e Opisati proces identifikacije osoba analizom DNA iz koStanih uzoraka.
e [staknuti probleme izolacije DNA iz koStanih ostataka.

e [staknuti probleme identifikacije Zrtava rata zbog nemogucnosti prikupljanja

uzoraka DNA pretpostavljene uze rodbine.
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3. MATERIJALI | METODE

Najveci 1 najozbiljniji problem koji se javlja tijekom rada sa starim kosturnim ostacima
jest, osim izuzetne pocijepanosti DNA molekule uslijed djelovanja bakterija i ostalih
Stetnih ¢imbenika okoliSa, prisutnost moguée kontaminacije. U svrhu izbjegavanja
moguce kontaminacije, u svim procesima ekstrakcije, umnazanja i vizualizacije DNA iz
uzoraka, koriste se kemikalije visoke CcCistoCe. Isto tako, koriste se sterilne i
autoklavirane epruvete za jednokratnu uporabu. Laboratorijsko posude i pribor koji su
koriSteni u radu nisu za jednokratnu uporabu, oprani su na poseban nacin ¢ime se

sprijecila kontaminacija DNA (10).

3.1. MATERIJALI

3.1.1.PRIBOR

Cetkica za pranje uzoraka

Brusna cetkica (disk)

Aluminijska folija

Polipropilenske tubice od 50 mL, Falcon
Polipropilenske tubice od 15 mL, Falcon
Papiri¢i za vaganje

Nastavci za mikropipete s filterom, ART
Amicon Centricon 100 tubice

Kim Wipes

Eppendorf tubice od 1.5 mL
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3.1.2. REAGENSI

Otopina hipoklorita (HOCI)

Destilirana voda

Ekstrakcijski pufer (5 mL 100 mM Tris-Cl pH 8.0; 5 mL 1 M NaCl; 25 mL 100 mM
EDTA pH 8.0; 2.5 mL 10% SDS; redestilirana voda ad 50 mL)

Proteinaza K (20 mg/mL), Gibco BRL, Boehringer

Fenol/kloroform/izoamilni alkohol (25:24:1), Sigma

n-butanol

TE pufer

AmpFISTR" Identifiler® Plus PCR Amplification Kit

Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems

GeneScan™ —500 LIZ® Size Standard

3.1.3. INSTRUMENTI

Stolna busilica

Grinder (usitnjavac)

Vorteks

Centrifuga

RT-PCR ABI Prism 7000 Sequence Detection System (7000 SDS)
GeneAmp® PCR System 9700

Eppendorf ThermoMixer® comfort

ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer
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3.2. METODE

3.2.1. IZUZIMANJE UZORAKA

U radu je koristena bedrena kost. Za DNA analizu uzima se 5-20 g uzorka kosti, dok se
za izolaciju izdvoji samo 2 g ili nesto manje, ovisno o protokolu (5). Povrsina kosti se
oCisti od ostataka mekog tkiva i tragova tla, te se lagano opere toplom vodom sa blagim
detergentom i zatim ispere destiliranom vodom nekoliko puta i ostavi da se su$i na

zraku.

Dobro osusena kost se reze 2-3 mm duboko sa K9 tip 900 (KaVo Elektrotehnisches
Werk, Leutkrich, Njemacka) kako bi se doslo do dijelova pogodnih za izolaciju DNA.
Vrijeme rezanja (kontakt s kosti) ogranicen je na 3 sekunde, jer bi duze izlaganje moglo

dovesti do zagrijavanja kosti §to bi rezultiralo brzim oSte¢enjem DNA.

Nakon §to je kost izrezana na sitne kocke, uzorak se ispire u polipropilenskim tubicama
(Falcon, 50 ml) sa 5% otopinom hipoklorita (HOCI), zatim u destiliranoj, deioniziranoj

vodi (ddH,0) 3-4 puta, te stavlja na susenje sljedeca 24h na sobnoj temperaturi.

Nakon toga, svaki laboratorijski uzorak kosti stavljen je u tekuéi duSik 10 min i
prebacen u komorice od Celika u kojima je smrvljen u fini prah. Zatim se prah vaze u
dvije Falconove tube, svaka sadrzavajuci 1 g uzorka. Ponavljajuca verzija smjesStena je u

hladnjak na -20°C, a radni uzorak ide u proces izolacije DNA (4, 5, 6, 10).

3.2.2. 1IZOLACIJA DNA

Radni uzorak prode kroz postupak dekalcifikacije kako bi se otopio kalcij i necistoce

koje mogu interferirati sa DNA prilikom procesa umnozavanja. KoriSteni protokol rada:

1. uradni uzorak doda se 20 ml tvornicke EDTA (UltraPure, 0.5 M, pH 8.0);

2. uzorak se smjesta u hladnjak na +4°C 3-5 dana na automatski rotor;

3. centrifugira se 5 minuta na 5000 rpm;

4. odbacuje se supernatant i dodaje ddH,O do 30 mL, centrifugira se 5 minuta na
5000 rpm;
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5.
6.

Vitalan

odvaja se supernatant i vraca u centrifugu 2 minute na 5000 rpm;
ponovno odvojimo supernatant i na taj nacin je uzorak spreman za postupak
izolacije (6).

korak u DNA analizi je izolacija DNA. Standardna izolacija

fenol/kloroform/izoamil alkoholom, upotpunjena s drugim metodama i modifikacijama,

se pokazala kao najucinkovitija metoda za ovaj korak (5). Koristeni protokol rada:

1.

10.

11.

12.

u polipropilensku tubicu doda se u uzorak 3 mL ekstrakcijskog pufera (100
umol/L Tris-Cl, pH 8.0; 100 umol/L NaCl; 50 umol/L etilendiamintetraoctene
kiseline [EDTA], pH 8.0; 2.5 mL 0.5% natrij dodecil-sulfat [SDS]), 150 pL
proteinaze K i 50 uL ditiotreitola (DTT);

dobro se protrese 1 inkubira 48 sati u vodenoj kupelji na 56°C uz protresivanje;
nakon inkubacije, uzorku se doda 3 mL smjese fenol/kloroform/izoamilni
alkohol u omjeru 25:24:1;

centrifugira se 3 minute na 5000 okretaja, te se gornji sloj prebaci u ¢istu
polipropilensku tubicu (Falcon od 15 mL);

doda se ponovno 3 mL smjese fenol/kloroform/izoamilni alkohol u omjeru
25:24:1;

centrifugira se 3 minute na 5000 okretaja, gornji sloj se prebaci u distu
prolipropilensku tubicu;

doda se 3 mL n-butanola, promuéka, te centrifugira 2 minute na 5000 rpm;
odbaci se gornji sloj, a donji se prebaci u Amicon Centricon 100 tubicu;
centrifugira se 30 min na 2600 rpm;

odbaci se donji sloj, a u gornji se doda ddH,O do vrha tubice. Centrifugira se 15
minuta na 2600 rpm. Postupak se ponovi dva puta;

gornji dio Amicon Centricon 100 tubice se okrene u inverzni polozaj 1
centrifugira 2 minute na 2600 rpm;

filtrat se prebaci u oznacenu Eppendorf tubicu od 1,5 mL, te je spreman za PCR
(6, 10).
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3.2.3. INSTRUMENTALNE TEHNIKE U DNA ANALIZI
3.2.3.1. PRIPREMA ZA PCR i PCR

U pripremi uzorka za PCR koristen je AmpFISTR® Identifiler® Plus PCR Amplification
kit koji sadrzava: AmpFISTR" Identifiler® Plus Master Mix, AmpFISTR® Identifiler”
Plus Primer Set i AmpFISTR® Identifiler® Plus Control DNA 9947A.

Nakon uspjesne izolacije, posto smo uzorak stavili u Eppendorf tubicu od 1,5 mL,

dodajemo:

AmpFISTR® Identifiler® Plus Master Mix- 2,5 uL
AmpFISTR® Identifiler® Plus Primer set- 1,25 uL

Takoder, potrebno je napraviti C-kontrolu za provjeru to¢nosti analize. Nju napravimo

sa istim reagensima i u istim koli¢inama, osim §to umjesto uzorka dodajemo:

AmpFISTR® Identifiler® Plus Control DNA 9947A- 0,5 uL
ddH,0O- 2 uL

Nakon izmijeSanih sastojaka, uzorak i C-kontrolu stavljamo u PCR ¢iji protokol

namjestimo manualno. PCR protokol u ovom postupku:

11 minuta na 95°C;
20 sekundi na 94°C;
3 minute na 59°C;

10 minuta na 60°C;

o b w0 DN

Na +4°C do pripreme za sekvenciranje (1, 5, 16) .
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3.2.3.2. PRIPREMA ZA ODJELJIVANJE UMNOZENIH FRAGMENATA

Nakon PCR rekacije, u posebne tubice stavlja se:

Formamid- 12 pL
Standard LIZ 500- 0,5 uL
uzorak- 2,5 uL

Nakon mije$anja, uzorak stavljamo u Eppendorf ThermoMixer® comfort na 3 minute
kako bismo doveli DNA do denaturacije. Odmah iz Eppendorf ThermoMixer® comforta

uzorak stavljamo u led na 3 minute.

Cijela koli¢ina uzorka prebaci se u tubice za sekvencioner ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer. Sekvencioner ima zadani program sa odredenim zadacama, a vrijeme analize

je 28 minuta.
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4. REZULTATI

Autenti¢nost rezultata tipizacije mora se temeljiti na reproducibilnosti razli¢itih PCR
amplifikacijskih reakcija (sa razli¢itim ulaznim DNA) iz barem dupliciranih DNA

izvadaka (6).
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Slika 4-1. Prikaz ljestvice alela kompleta - AmpFISTR® Identifiler® Kit. U sastavu se
nalazi 15 biljega (lokusa) i lokus za odredivanje spola - Amelogenin. U svakom lokusu

naveden je popis mogucih alela.
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Slika 4-3. Prikaz rezultata analize DNA izolirane iz bioloskih uzoraka muske osobe

umnoZene u kompletu — AmpFISTR® Identifiler® Kit.
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Slika 4-4. Prikaz rezultata analize DNA izolirane iz bioloskih uzoraka muske osobe

umnoZene u kompletu — AmpFISTR® Identifiler® Kit.
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Slika 4-5. Prikaz rezultata analize DNA izolirane iz bioloskih uzoraka Zenske osobe

umnoZene u kompletu — AmpFISTR® Identifiler® Kit.
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Tablica 2. Prikaz rezultata analize 15 STR lokusa i gena za amelogenin.

LOKUSI Kost NN Krv -majka | Krv-sestra | Krv -sestra
D8S1179 8;13 12;13 13:13 13:13
D21S11 28;29 29;30 29:30 29:30
D7S5820 9;9 9;9 9:11 9:11
CSF1PO 11;13 10;11 10:13 11:12
D3S1358 16;17 15;17 15:16 16:17
THO1 6;9,3 6;7 6:7 6:9,3
D13S317 11;13 11;13 11:11 12:13
D16S539 12;13 9;12 12:13 9:13
D2S51338 17;22 17;26 17:26 17:22
D195433 14;15 14;14 14:15 14:16,2
vWa 17;18 18;19 14:18 17;18
TPOX 8;8 8;8 8;8 8;8
D18S51 11;13 11;16 13:16 13:16
D5S818 12;12 11;12 11:12 12:12
FGA 23;24 23;23,2 23:24 23:24
Amelogenin XY X; X X; X X; X
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Rezultati analize:

Tablica br. 2 pokazuje rezultate analize za 15 ispitivanih STR lokusa i gena za
amelogenin kojima su utvrdeni genotipovi za uzorke Krvi pretpostavljene majke i
sestara pokojnog xy. Rezultati analize gena za amelogenin utvrduju za uzorak Kkosti
genotip muske osobe. Usporedbom svakog pojedinog lokusa, odreduje se Sto je
pokojnik naslijedio od pretpostavljene majke, te Sto ima zajedniCko sa sestrama. DNA
rezultati analiziranog uzorka kosti podudaraju se s DNA rezultatima uzoraka krvi, te je

utvrdeno da uzorci kosturnog ostatka pripadaju osobi xy kao sinu osobe xx.

Prema tome, vjerojatnost da je xx majka pokojnog xy je 99,986672%.
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5. RASPRAVA

Dobro organiziran terenski rad i1 pazljivi postupci u obdukcijskoj sali mogu ,,ispricati
pricu“ o posljednjim trenucima Zivota zrtava, dok je identifikacija Zrtve isklju¢ivo u

domeni DNA analize (4).

Iznimno je vazno pobrinuti se o tijeku cjelokupnog procesa i izvoditi svaki dio analize u
predvidenom vremenu jer neke studije pokazuju da, ukoliko se neki dijelovi analize ne
obave u odredenom vremenu, mozda kasnije nee moci biti izvedeni (zbog unisStenja

lokacije ekshumacije, loSeg rukovanja uzorcima ili nekih drugih postupaka) (3).

NajceS¢e se koristi kombinacija razli¢itih metoda DNA analiza ¢iji odabir ovisi 0
prethodno skupljenim podacima, uzorcima, razdoblju iz kojeg potjecu, lokaciji iz koje

su ekshumirani ostaci i dostupnosti uzoraka pretpostavljene rodbine.

Neki autori tvrde da razlika u odjeci i nakitu pomaze u procesu identifikacije u skoro
pola slucajeva. Takoder je dokazano da je izlozba osobnih stvari iznimno korisna
¢lanovima obitelji jer ne moraju prolaziti kroz teSko iskustvo ulaska u obdukcijsku salu

zbog identifikacije ostataka (5).

Iako je kvaliteta izvadene DNA iz zuba obi¢no bolja od DNA iz kostiju, dokazano je da
kvaliteta DNA varira izmedu vrste kosti. Takoder je dokazano da je kvaliteta DNA

dobivene iz duzih kostiju ve¢a od DNA izvadene iz lubanje ili rebara (5, 6).

Problemi koji se najcesc¢e susrecu pri radu S DNA dobivenom iz kostiju iz masovnih
grobnica su ograni¢ena koli¢ina DNA, degradacija i kontaminacija uzoraka, te posmrtne
promjene (2). Metoda EDTA dekalcifikacije uklanja ione kalcija koji interferiraju sa
DNA prilikom amplifikacije (5).

Humusna kiselina, kao PCR inhibitor, interferira s reakcijom (inhibirajuci aktivnost
polimeraze) i uzrokuje razlicite razine smanjene efikasnosti PCR-a. Nakon utvrdivanja
da 4 pg/mL humusne kiseline u potpunosti inhibira QRT-PCR, dodavanje 50 U/mL Taq
polimeraze se pokazalo kao optimalna koli¢ina za prevladavanje inhibicije (12). No,
poznato je i da humusna kiselina nema utjecaja na izdvajanje DNA i PCR amplifikaciju

putem klasi¢ne organske ekstrakcije (13). Koriste¢i klasi¢nu organsku ekstrakceiju,
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izbjegli smo problem interferencije humusne kiseline tokom PCR reakcije. Uzorci su
obradivani sustavima koji analiziraju autosomne STR lokuse, zbog manjeg protoka
vremena od stvaranja masovnih grobnica do ekshumacije, te je veca mogucénost
prikupljanja uzoraka potencijalne rodbine, pa nije potrebno pracenje obiteljskog stabla

muskom linijom kako bi se mogla koristiti analiza Y-STR lokusa.
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6. ZAKLJUCCI

1. Najveci broj pozitivnih identifikacija posti¢i ¢e se kombinacijom razli¢itih metoda

DNA analize.

2. U identifikaciji je vrlo znacajna prethodno prikupljena dokumentacija, te se na

temelju nje koriste odredene metode analize.

3. Metodama temeljenim na PCR reakciji moguce je analizirati male koli¢ine ljudske

DNA izolirane iz starih kostiju, te pozitivno identificirati nepoznate kosturne ostatke.

4. Metodom neiskljucenosti slucajno odabranih roditelja iz opée populacije uspjesno se

identificira Zrtva, putem roditelja, odredivanjem zajednickih alela.
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8. SAZETCI

8.1. SAZETAK

Cilj: Opisati proces identifikacije ljudskih ostataka pronadenih u masovnim grobnicama
analizom DNA iz koStanih uzoraka, istaknuti probleme izolacije DNA i nemogucnosti

prikupljanja uzoraka DNA pretpostavljene uze rodbine.

Metode: Nakon uzimanja uzorka koStanih ostataka, izvrSena je DNA ekstrakcija
klasiénom organskom ekstrakcijom. Zatim se poslije kontrole dobivene DNA,
uporabom lancane reakcije polimerazom (PCR) umnoZe ciljni fragmenti DNA.

Umnozeni se fragmenti vizualiziraju na ABI Prism 310 Genetic Analyzeru.

Rezultati: Analize 15 STR lokusa i gena za amelogenin utvrdeni su genotipovi uzorka
kosti Zrtve i uzoraka krvi pretpostavljene rodbine. Usporedbom podudarnih lokusa

utvrdeno je da je 99,986672% vjerojatnost da je Xy sin majke xx.

Zakljuc¢ak: Zbog dostupnosti uzoraka pretpostavljene rodbine i postojanja dosta
zazivotnih podataka o pretpostavljenim Zrtvama Domovinskog rata, analiza koStanih
uzoraka radena je putem analize autosomnih STR-sustava. ldentifikacija je izvrSena
usporedbom genotipa svakog kosturnog ostatka sa genotipovima u postojecoj bazi

podataka.

Kljuéne rije¢i: DNA analiza, identifikacija, uzorci koStanih ostataka
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8.2. ABSTRACT

Aim: Descirbe the identification of human remains found in mass graves with DNA
analysis of skeletal samples, underlain problems with DNA isolation and impossibility
of gathering DNA samples from assumed close relatives.

Methods: After taking bone samples, DNA extraction is done by classical organic
extraction method. Afterwards DNA control is done and by use of polymerase chain
reaction (PCR) target fragments of DNA are amplified. Multiplied fragments are

visualized on ABI Prism 310 Genetic Analyzer.

Results: With analysis of 15 STR loci and amelogenin gen, genotypes from victims
bone samples and samples from assumed close relatives are established. Comparation of
matching loci stated it is 99, 986672% probability that xy is son of mother xx.

Conclusion: Due to availabilty samples assumed close relatives and existence of pre-
mortem data about assumed victims in 1991-1995 war, bone samples analysis is
executed by autosomal STR- systems. Identification is done by comparation of

genotype of every skeletal remain with genotypes in existing data base.

Key words: ostataka DNA analysis, identification, samples of skeletal remains,
bone samples
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