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POVZETEK

V genetskih sodnomedicinskih preiskavah predstavlja identifikacija pogresanih oseb Se
vedno izziv, saj so skeletizirani posmrtni ostanki, na katere smo se v magistrski nalogi
osredotocili, pogosto v slabem stanju, teZaven pa je tudi izbor skeletnih elementov, Ki bi
omogocili pridobitev kar se da kvalitetnih rezultatov. Na ohranjenost deoksiribonukleinske
kisline (DNA) v skeletnih ostankih vplivajo individualno specifi¢ni dejavniki (spol,
starost), bolj pa dejavniki okolja ter ¢as od smrti do najdbe. V nalogi smo z analizo treh
priblizno 70 let starih skeletov iz prikritega povojnega grobis¢a Huda jama (skupno smo
preiskovali 168 skeletnih elementov) s pomocjo razli€nih parametrov, kot so koli¢ina
DNA, stopnja degradacije le-te in uspesnost njene tipizacije, iskali skeletne elemente, ki bi
bili za identifikacijo Zrtev druge svetovne vojne najbolj primerni. Analiza je obsegala
¢iS€enje in mletje kosti in zob, ekstrakcijo in ¢iScenje DNA, dolocitev koli¢ine DNA v
ekstraktih z metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR) v realnem casu, PCR -
pomnozevanje in analizo specifi¢énih podrocij kratkih tandemskih ponovitev (lokusi STR)
in pridobitev ter interpretacijo avtosomskih genetskih profilov. Najbolj povedna parametra
sta koli¢ina DNA v nanogramih na gram kostnega in zobnega prahu in uspesnost tipizacije,
ki smo jo definirali kot Stevilo uspeSno pomnozenih lokusov STR za posamezni skeletni
element pri treh analiziranih skeletih. Kot najprimernejSe skeletne elemente smo dolo¢ili
vse dlan¢nice (I-V), vse stopalnice (I-V), intermedialno klinasto kost stopala, distalno
prstnico palca noge, skocnico, sencnico (skalnico) in golenico, ki so pri vseh preiskovanih
skeletih dali kompletne genetske profile. Seznam lahko razSirimo na 25 skeletnih
elementov - dodamo tiste, ki so dali delne profile z izpadom enega samega lokusa STR:
glavatico, proksimalno prstnico palca roke, proksimalno prstnico palca noge, medialno
klinasto kost, pogacico, ¢olni¢, distalno prstnico palca roke, petnico, lateralno klinasto kost
in kocko. Ustvarili smo eliminacijsko zbirko z genetskimi profili oseb, ki smo sodelovale
na vseh stopnjah rokovanja z vzorci ter primerjali profile s profili treh analiziranih skeletov
in ob neujemanju izkljucili moznost kontaminacije. V konénem delu smo opravili
identifikacijo sedmih Zrtev prikritega medvojnega grobis¢a Babna Gora, kjer smo z analizo
treh Zenskih in Stirth moSkih skeletov uspeli identificirati tri moSke (oceta in dva strica
referencnih oseb) in eno Zensko Zrtev poboja (teto referencnih oseb); pri slednji moramo za
dokoncno identifikacijo v preiskavo vkljuciti dodatne avtosomske genetske oznacevalce. S

primerjavo avtosomskih genetskih profilov in pri moskih tudi haplotipov kromosoma Y
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smo s pomocjo dveh Se ziveCih sorodnikov (referencnih oseb) poiskali ujemanje in

statisticno ovrednotili verjetnost sorodstva.

Kljucne besede: identifikacija zrtev, forenzicna genetika, skeletizirani posrmtni ostanki,

mnozi¢na grobisca, genopitizacija

ABSTRACT

In forensic genetics investigations identification of missing persons is still a challenge,
because skeletonized human remains, which we focused on in this thesis, are often in bad
condition when discovered, which makes it harder to perform a sampling that would
optimize analysis and give the most quality results. Preservance of deoxyribonucleic acid
(DNA) in skeletal remains depends on individually specific factors, such as biological sex
and age and even more on environmental factors and post mortem interval. In this thesis
we analyzed three approximately 70 year-old skeletons, total of 168 skeletal elements from
hidden Second World War mass grave Huda jama. With the help of parameters, such as
quantity of DNA, degradation rate and typing success, we tried to find the best types of
elements to identify the victims. Analysis was composed of cleaning and grinding bones
and teeth, extraction and purification of DNA, its quantification with real time polymerase
chain reaction (RT-PCR), analysis of short tandem repeats (STR) and creation and
interpretation of autosomal genetic profiles. The best parameters were quantity (in
nanograms of DNA per gram of bone or tooth powder) and typing success which we
defined as a number of successfully amplified loci for specific skeletal elements in three of
the examined skeletons. Best 15 skeletal elements to use as a source of DNA are
metacarpal bones (I-V), metatarsal bones (I-V), intermediate cuneiform, distal phalanx
(foot), talus, petrous bone and tibia from all of which we were able to create complete
genetic profile in all three examined skeletons. If we expand this list to skeletal elements
that generated partial profiles with drop out of only one STR locus, we can add capitate,
first proximal phalanx of both foot and hand, medial cuneiform, patella, navicular, 1st
distal hand phalang, calcaneus, lateral cuneiform and cuboid. We also created genetic
profiles of everyone involved in any step of the analysis to compare them to sample
profiles and exclude potenatial contamination. Furthermore we tried to indetify seven

victims found in hidden mass grave Babna Gora where we examined three female and four
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male skeletons and successfully managed to identify three male (father and two uncles)
and one female victim (aunt), though to complete indetification of the female victim, more
autosomal markers should be included in analisys. We compared autosomal genetic
profiles of the victims and Y-haplotypes of male victims to those of the two living relatives

(references) and found them matching, so we statistically evaluated probability of kinship.

Keywords: victim identification, forensic genetics, skeletal remains, mass graves,

genotyping
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UvOD

Od zacetka devetdesetih let se kot glavno orodje v namen identifikacije oseb, preverjanja
sorodstvenih povezav, kriminalistike in drugih forenzi¢nih preiskav uporabljajo analize
deoksiribonukleinske klisline (DNA). Kljub bliskovitemu in mo¢nemu razvoju podrocja,
tovrstne preiskave Se vedno predstavljajo izziv; zaradi svoje strukture se najdlje in najbolje
ohranijo kosti in zobje, zato so obi¢ajno najboljsi in pogosto edini vir DNA, vendar pa
ohranjenost in koli¢ina molekul DNA moc¢no odvisi od ohranjenosti teh tkiv, na kar
vplivajo dejavniki, ki so jim tkiva podvrzena pred, predvsem pa po smrti organizma - med
slednjimi so najvplivnej$i okoljski dejavniki (1). Ocena primernosti kosti in zob za
genotipizacijo je zato tezavna, genetske preiskave so pogosto neuspesSne, v najboljsih
primerih drage. Posledi¢no se mnogo novejsih raziskav usmerja v iskanje najprimernejSih
skeletnih elementov, katerih analiza bi v najvecji meri omogocila pridobitev kar se da

dobro ohranjene in zadostne koli¢ine DNA za genetsko identifikacijo (25, 26).

STARODAVNA DNA

Ko se v genetskih analizah uporablja DNA, izolirana iz slabo ohranjenih, lahko ve¢ stoletij
ali celo tisoCletij starih ostankov organizmov, govorimo o starodavni DNA, ki nam
omogoca preucevanje teh organizmov ter nudi vpogled v mehanizme njihove evolucije.
Zacetki segajo v leto 1984, ko so iz miSi¢nega tkiva 140 let starega muzejskega primerka
sorodnika zebre (Equus quagga), predhodno 100 let izumrle vrste, uspesno izolirali DNA,
leto pozneje pa so izolacijo uspesno izvedli na 2400 let stari egipanski mumiji. Podrocje
je dozivelo bliskovit razvoj nekaj let pozneje z odkritjem verizne reakcije s polimerazo
(PCR), kar je omogocilo preuc¢evanje zelo majhnih koli¢in in tar¢no specificnih odsekov
DNA, dodatno pa se je okrepilo z razvojem novejsih, visoko zmogljivih tehnik

sekvenciranja (2).

V zivem organizmu za popravilo poskodovane DNA skrbijo posebni mehanizmi, ki po
smrti ne delujejo ve¢, saj se celino ravnovesje porusi. Poskodbe DNA se zaradi
izpostavitve bakterijam, glivam in nukleazam kljub temu Se naprej dogajajo, zaradi Cesar
po smrti organizma prezivi malo intaktne DNA, ki je obiCajno poskodovana in zelo

fragmentirana, posledi¢no postaja razmerje med Stevilom fragmentov posamezne dolZine



in njihovo dolzino obratno sorazmerno; najdaljsih fragmentov DNA se ohrani najmanj (2,

3,7).

Proucevanje DNA, izolirane iz razli¢no starih posmrtnih ostankov, najdenih na razli¢nih
lokacijah dokazuje, da na ohranjenost DNA ne vpliva zgolj Cas, ki je pretekel od smrti
organizma, temve¢ predvsem okolje, v katerem se je organizem po smrti nahajal.
Prisotnost soli, izpostavitev sevanju, pH, dostop Kkisika in vlage, prisotnost
mikroorganizmov ter temperatura so glavni dejavniki iz okolja, ki vplivajo na ohranjenost
(2, 3, 4). Poleg fragmentacije lahko pod vplivom teh dejavnikov pride tudi do

navzkriznega povezovanja verig in sprememb ter delecij v nukleotidnem zaporedju (4).

Najprimernejs§i pogoji za dobro ohranjanjenost DNA so nizka izpostavljenost
ultravijolicnemu (UV) sevanju, hitra izsusitev posmrtnih ostankov, nizka vlaznost, visoka
koncentracija soli, rahlo bazi¢en ali nevtralen pH, nizka vsebnost huminskih Kkislin,
odsotnost mikroorganizmov in predvsem nizka temperatura, ki je klju¢nega pomena (7).
Vzorci podobne starosti, shranjeni pri nizkih temperaturah, so bolje ohranjeni kot tisti, Ki
so bili izpostavljeni vi§jim temperaturam. Kljub temu pa se kvaliteta in ohranjenost
izolirane DNA razlikuje tudi v vzorcih, ki so bili najdeni v navidezno podobnih okoljih in

bili izpostavljeni podobnim pogojem (4).

KOSTI IN ZOBJE
Kosti

Razumevanje sestave in poteka razgradnje kosti sta klju¢na dejavnika pri dolocanju
nahajaliS¢a DNA v kosteh in posledicno igrata pomembno vlogo pri izbiri primernih
vzorcev za pridobitev in preucevanje DNA.

Makroskopsko delimo kostnino na kompaktno in spongiozno. Kompaktna sestavlja zunanji
del koncev dolgih kosti (epifiza) in plos¢atih kosti ter srednji del dolgih kosti (diafiza).
Spongiozno najdemo v notranjosti plos¢atih kosti in v koncih dolgih kosti. Srednji deli
dolgih kosti so znotraj votli - prostor imenujemo medularni kanal, zapolnjuje ga rumeni
kostni mozeg (4, 32). Kompaktno kostnino sestavljajo ponavljajoce se strukturne enote,
imenovane osteoni. Skozi sredisS¢e vsakega izmed njih vzdolz kosti poteka centralni
(Harvesov) kanal, v katerem so krvne in limfne zile ter zivci, pre¢no pa Harvesove kanale

med seboj povezujejo Volkmannovi kanali. V vsakem osteonu Harvesov kanal obdajajo



koncentri¢ne lamele, med njimi pa so podroc¢ja, imenovana lakune, v katerih se nahajajo
zrele kostne celice osteociti. Lakune so med seboj povezane s kanalikuli, majhnimi kanali,
ki sodelujejo pri prenosu hranilnih snovi iz Harvesovega kanala do osteocita in pri
odvajanju odpadnih snovi iz osteocita. Spongiozna kostnina ne vsebuje osteonov, temve¢
jo sestavljajo trabekule, premrezene kostne plos€ice, ki prav tako vsebujejo lamele, lakune,
osteocite in kanalikule, ter rde¢ kostni mozeg, ki vsebuje krvne zile, ki prehranjujejo
osteocite. Zaradi krhkosti spongiozne kostnine le-ta potrebuje zunanjo zas¢itno plast
kompaktne kostnine (10).

Na Sliki 1 je prikazan vzdolzni prerez dolge kosti s prikazanim kostnim mozgom in
sestava kostnine s prikazanimi spongiozno kostnino, kompaktno kostnino, osteoni,

Harvesovimi kanali, Volkmannovimi kanali, osteociti in ekstracelularnim matriksom.
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Slika 1: VzdolZzni prerez dolge kosti. Slika povzeta po (31).

Mikroskopsko kost sestavljajo celice in medceli¢nina. Medceli¢nina sestoji iz organskega
in anorganskega dela. Organski del v najvec¢ji meri predstavlja kolagen tipa I in nekateri
drugi proteini in glikoproteini (glikozaminoglikani, osteokalcin, osteonektin, osteopontin,
sialoprotein), anorganski del pa hidroksiapatit, sestavljen iz kalcijevih in fosfatnih ionov.
Celice, ki sestavljajo kosti, so osteoblasti, osteociti in osteoklasti ter sodelujejo v gradniji,
resorpciji in mineralizaciji kosti. Aktivni osteoblasti so nezrele kostne celice in sodelujejo

pri izgradnji medceli¢nine; izlocajo hornome (prostaglandine) in encim (alkalna fosfataza),



ki sodelujejo pri mineralizaciji, prav tako pa izlocajo organski del kostnega matriksa
Imenovanega osteoid, ki ga sestavlja meSanica proteinov, izmed katerih vecinski delez
predstavlja kolagen tipa I. Osteoid z vezavo s hidroksiapatitom povzro¢i mineralizacijo
kosti in ji da trdnost in rigidnost. Skozi proces osteogeneze se osteoblasti ujamejo v osteoid
in se po mineralizaciji preoblikujejo v osteocite. Osteoklasti so celice, ki sodelujejo v
resorpciji kosti, nahajajo se na kostni povrsini v prostorih, imenovanih Howshipove lakune
4,5).

Kosti se po smrti organizma zaradi svojih lastnosti ohranijo mnogo bolje kot mehka tkiva.
Slednja so na makrostrukturni ravni fizi¢no bolj dostopna mikroorganizmom in drugim
okoljskim dejavnikom, zaradi Cesar je njihov razkroj hitrejsi, nasprotno pa so kosti fizi¢no
bolj odporne in se zato bolje ohranijo (1, 4, 11). Pri tem je zelo pomembna poroznost, ki
pogojuje, kako hitro in na kakSen nacin bodo okoljski dejavniki vplivali na spremebe v
kosteh po smrti. Velikost por v kostnem tkivu in njihova medsebojna povezanost dolocata,
kako bodo vanj in iz njega prehajali voda, mikroorganizmi in drugi delci (11). Propad
kostnih celic in mehkih tkiv v Zilah naredi kost bolj porozno. Velik vpliv na razgradnjo
ima okolje, v katerem se tkivo nahaja od smrti do najdbe, in v njem prisotni dejavniki;
zaradi veCanja poroznosti s ¢asom lahko v prsti prisotne glive in bakterije ter v vodi
prisotne cianobakterije lazje vdirajo v tkivo in ga delajo Se bolj poroznega in zmanj$ajo
njegovo moznost prezivetja (4). Nasprotno lahko pod okoljskimi vplivi pride do
zmanj$anja poroznosti zaradi permineralizacije, ki postopoma vodi v fosilizacijo, zaradi

cesar se kost bolje ohrani (11).

Mehanizmi procesa razgradnje, nacina in lokacije ohranjanja DNA v takem tkivu Se niso V
celoti raziskani. Na ultrastrukturni ravni naj bi na upocasnjeno razgradnjo molekule DNA
in za$¢ito pred encimskimi procesi v skeletnih ostankih vplivala vezava njenih negativno
nabitih fosfatnih skupin na hidroksilne skupine hidroksiapatita, ¢emur pri¢a dejstvo, da se
ob povecani razgradnji hidroksiapatita ohrani manj DNA, prav tako pa naj bi se molekula
DNA vezala na kolagen - izolacija iz kostnega prahu je zato mozna iz hidroksiapatitne in
kolagenske frakcije (4, 7, 9). Kolagen in hidroksiapatit skupaj tvorita tesno strukturo, Ki
zaradi majhnih por onemogoca vdor kolagenazam mikroorganizmov (21).

Na Sliki 2 je prikazana sestava spongiozne kostnine s trabekulami, lamelami, lakunami,

osteociti, osteoklasti, osteoblasti, kanalikuli.
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Slika 2: Sestava spongiozne kostnine. Slika povzeta po (32).

Ohranjenost in koli¢ina DNA vedno ne sovpadata z makroskopskim stanjem kosti, saj se
lahko ta zdi v morfolosko slabem stanju, a je iz nje v nekaterih primerih vseeno mozno
izolirati zadostno koli¢ino dobro ohranjene DNA. Nasprotno nam stanje na mikroskopski
ravni pove mnogo ve¢ o ohranjenosti in koli¢ini DNA. Raziskava strukture srednjeveskih
Cloveskih kosti s transmisijsko elektronsko mikroskopijo in imunohistokemijskimi
metodami ter vsebnosti in ohranjenosti DNA v teh kosteh je pokazala povezavo med
strukturo in vsebnostjo ter ohranjenostjio DNA. Dobro ohranjena DNA se nahaja v
agregatih kristalov, povezana je z zelo dobro ohranjeno mikrostrukturo z malo
demineralizacije, ohranjenimi lamelami, visoko vsebnostjo kolagena in bolj kompaktnim
izgledom pri transmisijski elektronski mikroskopiji, kjer so vidni intaktni osteoni in dobro

organiziran kostni matriks z vsebnostjo kolagena in osteokalcina (9).

Zobje

Anatomsko lahko zob razdelimo na tri dele; krona, ki predstavlja zgornji del in korenina,

in korenine. Zunanja plast krone je prekrita s sklenino, ki je najtrse tkivo v ¢loveskem
telesu in je skoraj v celoti mineralnega izvora in ne vsebuje celic. Korenina zoba je prekrita

s cementom, ki je mineralizirano tkivo, sestavljeno iz hidroksiapatita, kolagena in drugih



nekolagenskih proteinov. Delimo ga v dve vrsti glede na prisotnost ali odsotnost celic
(cementocitov) (8). Cement brez celic se nahaja v vratnem delu zobne korenine in
povezuje zob z obzobnimi tkivi. Cement, ki vsebuje v medceli¢nino ujete celice, se nahaja
v apikalnem delu zobne korenine in v furkacijskem podro¢ju zoba - tam, Kjer se razhajajo
korenine veckoreninskih zob (24). Lahko ga primerjamo s kostnim tkivom, kjer so v
lakunah ujeti osteociti, saj prav tako sluzi kot dober vir DNA, a je po svoji funkciji in
strukturi drugacen; ni oziljen, oziv€en, ne vsebuje kostnega mozga, ni podvrzen nenchni
remodelaciji, skozi Zivljenje posameznika pa se nenehno debeli (8, 24). Na meji med krono
in korenino - v podro¢ju imenovanem zobni vrat - Se stikata sklenina in cement, pod njima
pa se nahaja zobovina, ki §c¢iti zobno pulpo. Zobovina in pulpa predstavljata glavnino zoba
in sta v nasprotju s sklenino bogata s celicami, ve¢inoma gre za odontoblaste in fibroblaste.

Zobovino sestavljajo hidroksiapatit, kolagen tipa | in voda (8).

Na Sliki 3 je prikazan vzdolzni prerez zoba, njegovi deli (krona, vrat, korenina, pulpa) in
tkivna sestava (sklenina, zobovina, cement) ter vzdolzni prerez dlesni in alveolarne kosti,
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Slika 3: Vzdolzni prerez in sestava zoba z dlesnijo in alveolarno kostjo. Slika povzeta po

(30).
S starostjo posameznika se sestava zoba spreminja, s tem pa se spreminja tudi koli¢ina in
razporeditev DNA. Vzroki za to so mineralizacija in naravna izguba sklenine ter
zmanjSanje poroznosti zobovine, prav tako se z leti Stevilo celic v pulpi zmanj$a in postane

bolj fibrozna, zmanjsa se tudi njen volumen zaradi nenehnega nalaganja zobovine. Pulpa je



dobro oziljena in ozivéena in predstavlja bogat vir DNA, vendar je lahko prisotna v
omejeni koli¢ini ali je celo ni pri starejSih ali umrlih zobeh, medtem ko zobna korenina
vsebuje priblizno desetkrat ve¢ DNA kot krona, saj slednjo ve¢inoma sestavlja brezceli¢na
zobna sklenina. Ce sklenino uporabimo pri vzoréenju v kombinaciji z ostalimi zobnimi
tkivi, lahko prisotnost mineralov moti ekstrakcijo in inhibira pomnozevanje PCR. Zobje z
vecjo pulpo in zobje z ve¢ koreninami so najboljsi vir DNA, saj vsebujejo vec celic pulpe,
prav tako pa imajo ve¢ zobnega cementa v primerjavi z zobmi z eno korenino. Po

priporo¢ilih so najprimernejsi ko¢niki, ¢e slednjih ni, se za uporabo priporo¢ajo li¢niki (8).

Po smrti posameznika so zobje podvrzeni v veliki meri enakim dejavnikom kot kosti, a so
na te dejavnike bolj odporni in zato primernejsa izbira za genetsko identifikacijo, saj so
bolje zasciteni tako zaradi zgradbe tkiv kot tudi zaradi pozicije v Eeljusti, kar predstavlja
dodatno obrambo pred okoljskimi vplivi in fizicnimi poskodbami, ki bi lahko pospesili
propad tkiv. Najugodnejsi medij, v katerem se zobje lahko nahajajo od smrti posameznika
do najdbe, je zrak, nekoliko slabse rezultate dajejo zobje, ki so bili zakopani v zemljo,

najslabse pa zobje, ki so bili v vodi (8).

Zobna tkiva se razgrajujejo pocasi tudi v ekstremnih okoljih, odporna so na ekstremne
temperature in manj dovzetna za hidrolizo (7). Zunanje tkivo, sklenina, s¢iti tkiva, ki so v
notranjosti zoba, pred zunanjimi dejavniki, kot so denimo UV sevanje, mikroorganizmi in
visje temperature. Sklenina ima pore in je neprepustna za molekule, ki so ve¢je od vode,
ter tako §¢iti zob tudi po smrti organizma. S pomocjo radiometriCnega datiranja
ogljikovega izotopa v sklenini je mozno dolociti letnico rojstva posameznika, ki mu
pripada zob, vc¢asih pa tudi letnico smrti, saj tkivo ni podvrzeno nenehni remodelaciji in je
radiometri¢no datiranje zato mnogo bolj natan¢no. Pore v zobovini prav tako prispevajo k
boljsi ohranjenosti, saj SO manjse od por v kostnem tkivu, tubuli v zobovini med seboj niso
povezani, prav tako ni povezave z zunanjo povrsino zoba preko Harvesovih kanalov, kot
pri kosteh - vse to prispeva k boljsi izolaciji in ohranjenosti zob v primerjavi s kostmi.
Hkrati so, podobno kot pri kosteh, tudi zobje zas¢iteni s pomoc¢jo kolagena. Mineralizirani
kolagen je mnogo odpornejs$i od nemineraliziranega in se zato ob odsotnosti encimske
razgradnje lahko v kosteh ohranja vec sto ali celo vec¢ tiso¢ let (21). Voda, pH in poroznost
mineraliziranega tkiva so dejavniki, ki vplivajo na topnost hidroksiapatita; voda omogoc¢i
raztapljanje mineralnih ionov, prav tako se topnost visa z nizanjem pH. Izmeni¢no suha in

vlazna okolja in okolja z nenehnim vodnim pretokom so bolj Skodljiva, kot nenehno vlazna



okolja (8, 11, 21). Potrebno je upostevati tudi, ali je zob po smrti izpadel ali ne, saj

alveolarna kost pomaga zmanjSati moznost kontaminacije (8).

V zobeh se DNA s ¢asom razgrajuje, na kar, podobno kot pri kosteh, v veliki meri vplivajo
vsi ze prej omenjeni okoljski dejavniki. Rubio s sodelavci s preiskovanjem vpliva ¢asa od
smrti posameznika na DNA ugotavlja, da najve¢ DNA v zobnih tkivih propade v prvih
dveh letih po smrti, nato pa v intervalu med 2 in 10 let po smrti ni opaznega znizanja
koli¢ine DNA - vsi zobje so bili hranjeni na sobni temperaturi (27). Razkroj se pri¢ne z
endogenimi encimi, ki se sprostijo iz notranjosti celic po njihovi smrti, nadaljuje pa z
eksogenimi encimi, ki izvirajo iz organizmov v okolju ali pa jih proizvajajo
mikroorganizmi, ki vdirajo v zobno tkivo. Proces razgradnje DNA najbolj pospesijo
eksogeni encimi, medtem ko imajo endogeni encimi, hidroliza in oksidacija manjsi vpliv
(8). Garcia s sodelavci s preu¢evanjem vplivov €asa in razlicnih okolij, kot so pesek,
zemlja, sladka in slana voda ter zrak na koli¢ino DNA v zobeh ugotavlja, da ima

najugodne;jsi vpliv na ohranjanje DNA zrak, medtem ko ima voda najslabsi vpliv (28).

Izpuljeni zobje, ki so jih Schwartz in sodelavci v namen ugotavljanja vpliva okoljskih
dejavnikov na DNA v zobni pulpi izpostavili pogojem, kot so razliéne pH vrednosti (3, 7,
10), temperatura (4°C, 25°C, 37°C, sezig), vlaga (20%, 66%, 98%), vrste prsti (pesek,
zemlja za roze, vrtna zemlja), morska voda, sobna temperatura 16 do 19 let in pokop od
enega tedna do Sestih mesecev, so pokazali, da razen prsti, ostali dejavniki niso bistveno
vplivali na zmoznost pridobitve DNA iz zobne pulpe (22). Suho okolje in niZja
temperatura v kombinaciji s kratkim ¢asom od smrti posameznika so za ohranitev DNA v

pulpi najugodnejsi, v nasprotnem primeru pa ohranitev DNA odvisi od trdnih zobnih tkiv

(8).

Na koli¢ino in kvaliteto DNA v zobu vplivajo tudi bolezni zob, hkrati pa slednje zvisajo
moznosti kontaminacije. Pri kariesu mikroorganizmi lokalno razgradijo mineralizirano
zobno tkivo, kar omogoci vdor bakterij v pulpo in pod njihovim vplivom privede do smrti
celic, zato posledi¢no zobna pulpa hitro zac¢ne s proizvajanjem in odlaganjem terciarne,
strukturno slabse organizirane zobovine, v kateri so odontoblasti lahko ujeti v
mineralizirano zobno tkivo. V kombinaciji z napredovano parodontalno boleznijo lahko
karies uniCi zobni cement, saj je le-ta v tem primeru izpostavljen ustni votlini in tako

dostopen mikroorganizmom (8). Napredovana parodontalna bolezen, karies in njuno



zdravljenje vplivajo na viabilnost celic v zobnih tkivih, posledicno pa tudi na DNA.
Higgins in sodelavci s preucevanjem zobovine in zobnega cementa, kot dveh morebitnih
najugodne;jsih virov jedrne DNA v zobeh, ki so pripadali moskim in Zenskam med 17 in 79
let, prihajajo do zakljuckov, da obstaja razlika v koli¢ini jedrne DNA na miligram tkiva
med primerljivimi zobmi iste osebe in med razli¢nimi tkivi istega zoba. Ugotavljajo, da
starost in bolezni zob vplivajo na koli¢ino DNA v zobovini, ne pa tudi v zobnem cementu.
Pri vzor¢enju priporocajo uporabno zdravih, nezdravljenih zob, ¢e takih ni na voljo, pa je
DNA bolj smiselno pridobiti iz zobnega cementa. Ravno nasprotno pa glede na njihove
raziskave vpliva na kolicino DNA spol, kjer njihova statisti¢na analiza kaze, da obstaja
razlika v koli¢ini DNA v zobnem cementu, z vecjo povprecno koli¢ino pri moskih,

medtem v zobovini razlike v koli¢ini DNA med spoloma ni bilo opaziti (23).

RAZISKAVE O UPORABNOSTI RAZLICNIH SKELETNIH
ELEMENTOV V NAMEN IZOLACIJE DNA IN GENOTIPIZACIJE

NajprimernejSe za izolacijo in analizo DNA iz kosti so po trenutnih priporocilih
kompaktne kosti, predvsem dolge kosti rok in nog. Izmed teh je kot najbolj primerna
oznacena stegnenica, takoj za njo golenica in nadlahtnica, ponekod tudi mecnica, manj
primerne pa so plos¢ate in spongiozne kosti, kot so kosti lobanje, vretenca in rebra (6, 12,
13, 15). Podobno Edson in sodelavci kot najprimernejSe oznaCujejo dolge, kompaktne
kosti nog (stegnenica in golenica), dobre rezultate v njihovi raziskavi dajejo tudi stopalnice
in rebra, medtem ko ugotavljajo, da so za dobro genotipizacijo manj primerne kosti glave,
kar pripisujejo njihovi poroznosti, zaradi Cesar je take kosti teZko ocistiti z bruSenjem. V
sploSnem poudarjajo, da so za vzorcenje najprimernejsi predeli kompaktne kostnine (86).
Po aktualnih priporocilih Interpola (87), kot tudi glede na zakljucke raziskave Prinza in
sodelavcev (83) je najbolj smiselno vzorc¢iti dolge, kompaktne kosti nog in rebra, ¢e slednji
elementi niso na voljo, pa za vzorcenje priporocajo zobe; spongiozno kostnino oznacujejo
kot dober morebiten vir DNA, a je v svoja priporoc€ila ne uvrs€ajo, zaradi slabSe moznosti
ohranjanja tovrstnega tkiva (83, 87). Amerisko zdruzenje National Association of Medical
Examiners enako kot Interpol v svojih aktualnih priporocilih kot prvo izbiro oznacuje
(dolge) kompaktne kosti, takoj za njimi pa zobe (88). S slednjimi priporocili sovpadajo
tudi priporocila ameriskega nacionalnega instituta National Institute of Justice (89).

Mundorff in sodelavci (90) pa v Studiji iz leta 2009 nekoliko odstopajo od podobnih

raziskav in dokazujejo, da dolge, kompaktne kosti morda niso (edina) najboljsa izbira za



analizo DNA in ugotavljajo, da so rezultati analiz pogacic, stopalnic in prstnic nog
primerljivi ali celo boljsi od stegnenic in golenic, vsem nastetim pa po kvaliteti rezultatov
sledijo rebra. NajslabSe rezultate so pridobili iz kriznic, prstnic rok, lopatic, kljucnic,
nartnic, kosti lobanje in dlan¢nic (90). NovejSa Studija raziskovalcev Mundorff in
Davorena temu podobno kaze, da dolge kompaktne kosti morda niso (edina) najboljsa
izbira za analizo DNA, vendar pa poleg potrditve rezultatov predhodne raziskave (90)
tokrat med najboljSe uvrscata tudi prstnice rok; dokazujeta, da je koli¢ina jedrne DNA na
enoto mase kosti mnogo visja pri majhnih spongioznih kosteh, ki se do sedaj obi¢ajno niso
vzorcile in uporabljale v te namene, v primerjavi s kompaktnimi. Najboljse rezultate dajejo
majhne spongiozne kosti rok in nog - prstnice rok in nog, stopalnice in pogacice (16).
Potrditev temu so tudi nekatere druge raziskave, ki govorijo o zelo uspeSnih analizah
DNA, pridobljene iz tovrstnih kosti, in celo priporo¢ajo uporabo prstnic kot nadomestek za
stegnenico zaradi lazjega vzoréenja in dobrih rezultatov (17 - 20).

Vzroki za vecjo koli¢ino in bolj ohranjeno DNA v tej vrsti kostnine $e niso znani. V
naslednji S$tudiji Mundorff in Davoren s sodelavci (17) preko raziskave mikrostrukture
kostnine ugotavljata, da kljub vi§jemu Stevilu osteocitnih lakun v kompaktni kostnini ni
povezave s koli¢cino DNA na enoto mase vzorca, so pa s pomocjo sinhrotrone radiacijske
mikro racunalniske tomografije (Synchrotron Radiation Micro-Computed Tomography,
SR micro-CT) opazili ostanke prostemu ocesu nevidnih mehkih tkiv med trabekulami
spongiozne kostnine in postavili hipotezo, da bi naj ostanki mehkih tkiv vsebovali celice
kostnega mozga, pokostnice in endosteuma, kar naj bi vplivalo na vecjo koli¢ino DNA v

spongiozni kostnini (17).

Prav tako v nasprotju z uveljavljenimi priporoc€ili najnovejse raziskave kazejo, da je za
genetske preiskave skeletiziranih posmrtnih ostankov najprimerneje vzorc¢iti dva elementa
in sicer zobni cement v predelu korenine (24), Se vec¢ raziskav (26) pa se osredotoca in
razli¢ne skeletne elemente primerja s srednjim delom senc¢nice - skalnico, ki je ena izmed

najtrsih kosti v ¢loveskem telesu (25).

Gamba s sodelavci (29) s primerjavo koli¢ine DNA v skalnicah in zobeh sedmih
posameznikov prihaja do zakljucka, da je koli¢ina endogene DNA v skalnici v povprecju
5,2-krat ve¢ja od tiste v zobeh, vendar pa pri slednjih niso vzor¢ili le zobnega cementa
(29).
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Medtem Hansen in sodelavci (25) s preiskavo obeh elementov (zobni cement in skalnica),
pridobljenih iz istega skeleta, ki se med seboj razlikujejo po starosti in okolju, v katerem so
se po smrti nahajali, ugotavljajo, da lahko dobro ohranjen zobni cement vsebuje enako ali
celo vedjo koli¢ino DNA kot skalnica, vendar pa ob slabi ohranjenosti zob (krhki zobje,
brez cementa) priporo¢ajo uporabo skalnice. Slednja je po njihovih raziskavah v slabsih
ohranitvenih pogojih odpornejsa oziroma bolje zas¢itena v primerjavi z zobnim cementom,

zato se DNA v njej ohrani dlje (25).

Do podobnih ugotovitev prihajajo Pilli in sodelavci, ki s primerjavo skalnic, stegnenic in
zob posameznega skeleta, skupno trinajst skeletov iz 6. do 7. stoletja (39 elementov)
dokazujejo, da se DNA v skalnici ohrani bolje tudi v primerjavi s stegnenico in zobmi in je
iz nje mozno pridobiti celotne STR - profile tudi pri zelo starih kosteh. Sklepajo, da je
vzrok temu visoka gostota kostnine v skalnici, kar zvi$a odpornost in zmanjsa poskodbe in

razkroj DNA, ki bi ga povzrocile bakterije po smrti organizma (26).

DEDOVANJE DNA

Avtosomska DNA posameznika je rezultat dedovanja od obeh starSev, izmed katerih se od
vsakega podeduje polovica — s posameznim starSem Si torej otrok deli polovico
avtosomske DNA. Nekoliko drugace se dedujeta mitohondrijska DNA (mtDNA) in
kromosom Y; mtDNA se deduje po materi ne glede na spol otroka, medtem ko se
kromosom Y deduje po ocetu in se prenaSa zgolj na moske potomce. Zaradi
enostarSevskega dedovanja mtDNA in kromosoma Y ne prihaja do rekombinacije, razen v
kratkem, terminalnem predelu kromosoma Y, ki se rekombinira s kromosomom X. Z
analizo mtDNA lahko torej sledimo maternalni (materini) liniji ne glede na spol, medtem

ko z analizo kromosoma Y lahko sledimo paternalni (o¢etovi) liniji (85).

AVTOSOMSKA JEDRNA DNA IN KRATKI POLIMORFNI ODSEKI

V FORENZICNIH MOLEKULARNO GENETSKIH PREISKAVAH

Genetski profil (DNA — profil ali STR — profil) sestavlja niz Stevilk, ki predstavljajo
posamezne alele preiskovane osebe oziroma vzorca. Te Stevilke predstavljajo Stevilo
ponovitev osnovnega motiva posameznega lokusa STR in so torej povezane z dolzinskim
polimorfizmom lokusov STR. Fragmenti DNA lokusov STR so razli¢no dolgi in nam

omogocajo razlikovanje med genetskimi profili razlicnih oseb (34).
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Zgolj priblizno 5% celotne molekule DNA so eksoni, tisti deli, ki predstavljajo zaporedja,
ki kodirajo proteine. Preostanek molekule DNA so nekodirajoc¢a podrocja, imenovana

introni, katerih vloga kljub temu, da predstavljajo vec¢inski del, Se ni v celoti znana (34).

Tekom evolucijskih procesov so introni izpostavljeni nekoliko druga¢nim procesom, kot
eksoni; mutacije se lahko pojavijo v tako kodirajo¢ih kot tudi nekodirajocih predelin DNA,
vendar pri slednjih niso nujno fenotipsko izrazene, a v njih vseeno povzrocajo visoko
stopnjo polimorfnosti, saj so mutacije tukaj manj nadzorovane kot v kodirajo¢ih predelih.
Tako najdemo denimo hipervariabilne lokuse, ki jih uporabljamo kot oznacevalce v namen
identifikacije oseb, v nekodirajocih regijah, saj so zaradi visoke stopnje polimorfnosti ti

predeli mnogo bolj individualno specifi¢ni (34).

V cCloveskem genomu poznamo tri vrste takih polimorfizmov: minisateliti (VNTR,
variabilno $tevilo tandemskih ponovitev), mikrosateliti (STR, kratke tandemske ponovitve)

in polimorfizme posameznega nukleotida (SNP) (34).

Minisateliti so predeli DNA, ki sestojijo i1z zaporednih ponavljajocih se homolognih enot
(osnovnih motivov), izmed katerih je vsaka posami¢na dolga med 20 in 100 baznih parov
in se zaporedno ponovi do 100 krat. Visoka stopnja polimorfnosti minisatelitnih lokusov je
posledica razlicnega Stevila ponovitev enot oz. osnovnih motivov, zaradi ¢esar so ti lokusi

zelo uporabni kot identifikacijski oznacevalci (34).

Mikrosateliti so po principu podobni minisatelitom, a se od slednjih razlikujejo v dolZini
osnovnega motiva in v Stevilu ponovitev le-tega. Posami¢ne enote so dolzine 2-8 baznih
parov, Stevilo njihovih ponovitev pa je 2-20. Locimo tri vrste mikrosatelitov glede na
vzorec ponavljanja osnovnih motivov: enostavne, sestavljene in kompleksne (glej Sliko 4).
Enostavne sestavlja neprekinjen niz homolognih ponavljajocih se motivov, pri sestavljenih
gre za dve ali ve¢ enostavnih sosednjih ponovitev, pri kompleksnih pa gre za ve¢ razli¢no
dolgih ponovitev z razli¢no velikimi osnovnimi motivi, niz ponovitev pa je lahko vmes

prekinjen (34).

Na Sliki 4 so prikazana podro¢ja STR; THOI, FGA in D21S11 so trije lokusi STR, ki se
pogosto uporabljajo v forenzi¢nih preiskavah. THO1 je lokus z enostavnimi ponovitvami,
FGA vsebuje sestavljene ponovitve, D21S11 pa sestavljajo kompleksne ponovitve. Za

vsak lokus sta prikazana dva alela.
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THOI - Enostavna ponovitev

[ aaTG | AaTG | AaTG | AaTG | AATG [ AATG | AATG | alel 7

[ AATG | AATG | AATG | AATG [ AATG | AATG |ATG| AATG | AATG | AATG | alel 9.3

FGA - Sestaviljena ponovitey

NN CEENENEEEES el 17
NN CENEENEEEEEEEE el 20

Drrrc .TTTT TTCT Dcm [ crec .TTCC

D21S811 - Kompleksna ponovitey
CTT 7 OO [ [ [TTTTTTT TTTTTTTTTIT] all2s

(T T T N T T T T TTTTT TTTTTTTTTT] all302

[]tcta [ tc1g [] TA [] sekvenca ni del ponovitve

Slika 4: Vzorci enostavne, sestavljene in kompleksne ponovitve STR - podrocij. Slika
povzeta po (35).

Tako pri mini kot tudi pri mikrosatelitith govorimo o dolzinskih polimorfizmih, ki jih je

mozno dolo€iti s pomocjo standardnih elektroforetskih metod (34).

Pri polimorfizmih posameznega nukleotida (SNP) obstaja v genomu na to¢no dolo¢enih
mestih ve¢ moznih razli¢ic baz - med aleli je torej razlika zgolj pri enem nukleotidu. Gre

za najpogostejSo obliko polimorfizma v genomu, ki se pojavlja v bi, tri ali tetra alelni
obliki (34).

STR - aleli (mikrosateliti) so zaradi svoje velikosti v kriminalistiki, kjer je DNA pogosto
razgrajena (degradirana), najprimernejsi za uporabo, saj je pomnozevanje DNA z reakcijo
PCR uspesnejse, ¢e pomnozujemo krajSe odseke. Pri pomnozevanju daljsih odsekov lahko
pride tudi do izpada alela, saj se lahko pomnozi le njegov del. Prav tako je pri

genotipizaciji mozno doseci vecjo resolucijo, ¢e so fragmenti krajsi (33).

V cloveskem genomu obstaja na tisoce lokusov STR, primernih za forenzi¢ne analize, ki se
nahajajo na vseh avtosomnih in obeh spolnih kromosomih. Kljub velikemu Stevilu
poznanih lokusov STR pa se jih obi¢ajno v forenzi¢nih analizah uporablja zgolj okrog 20
(35). Tako avtosomni kot tudi neavtosomni lokusi STR imajo visoko mutacijsko stopnjo v
primerjavi z drugimi vrstami polimorfnih lokusov, kar naj bi bila posledica tega, da se v
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genomu nahajajo Vv regijah, ki so bolj podvrzene mutacijam - t. i. mutacijske "vroce tocke"
(angl. "hot spots”) (67). STR - oznaevalce v izogib moznim povezavam med njimi

obicajno izberemo na locenih kromosomih (33).

STR - lokuse med seboj, glede na vrsto osnovnega motiva, lo¢imo na dinukleotidne, pri
katerih gre za razli¢no Stevilo ponovitev osnovnega motiva, sestavljenega iz dveh
nukleotidov, trinukleotidne, Kkjer se ponavlja osnovni motiv, sestavljen iz treh,
tetranukleotidne, kjer se ponavlja osnovni motiv, sestavljen iz Stirih baz itn. V namen
identifikacije oseb se najpogosteje uporabljajo STR - lokusi, ki jih sestavljajo

tetranukleotidni osnovni motivi (33).

Cloveski genom vsebuje mnogo STR - lokusov, na vsakem izmed lokusov pa je ved
razlicnih alelov, kar omogoca razlikovanje med posamezniki in njihovo identifikacijo.
Vendar pa na vsakem STR - lokusu obstaja le omejeno S$tevilo alelov, zato je v
molekularnogenetskih sodnomedicinskih preiskavah potrebno analizirati ve¢ lokusov
hkrati, da je s pomocjo njihove kombinacije mozna natan¢na identifikacija in razlikovanje

med posamezniki (34).
Za hkratno analizo ve¢ STR - lokusov morajo slednji zadosc¢ati naslednjim pogojem:

e loceni in med seboj prepoznavno razli¢ni aleli,

e pomnozevanje lokusa mora biti robustno,

e mocan diskriminacijski potencial,

e preiskovani lokusi med seboj ne smejo biti genetsko povezani,

e nizka tvorba artefaktov ob pomnozevanju loklusa v reakciji PCR,

e moznost pomnozevanja S hkratno reakcijo PCR (35).

Pomembno je, da v kriminalistiki uporabljeni STR — oznacevalci, pridobljeni iz bioloskega
materiala, v analizah dajejo popolnoma enake profile ne glede na posameznika ali
laboratorij, ki izvaja analizo, saj je le tako moZna medlaboratorijska primerjava in razvoj

podatkovnih zbirk (68-72).

Poleg STR - lokusov se pri identifikaciji oseb kot oznacevalec uporablja tudi
amelogeninski lokus, prisoten na kromosomih X in Y, na katerem se nahaja gen za

amelogenin, ki kodira protein, ki sestavlja matriks sklenine. Obstajata dve razli¢ici gena;
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gre za dolzinski polimorfizem - tista razli¢ica, ki jo najdemo na kromosomu X (107 baznih
parov), je v primerjavi s tisto na kromosomu Y (113 baznih parov) za Sest baznih parov
krajSa, zato dobimo po reakciji produkte PCR, specificne za posamezni kromosom. Pri
pomnozevanju zenske DNA dobimo produkta istih dolzin, pri pomnoZevanju moSke DNA

pa produkta razli¢nih dolzin (73).

Potrebno je natan¢no dolocanje dolzine STR - alelov, saj se lahko med seboj razlikujejo
zgolj za en bazni par. Zaradi podobne dolzine STR - lokusov lahko ob njihovi hkratni
analizi prihaja pri rezultatin genotipizacije do prekrivanja lokusov, kar onemogo¢i ali
delno onemogoci interpretacijo zaradi nezmoznosti locevanja med sicer razli¢nimi, a
dolzinsko podobnimi ali enako dolgimi lokusi, zato je pri pomnozevanju z reakcijo PCR
potrebno produkte oznaciti s fluorescentnimi barvili, da lahko alele, ki smo jih tipizirali,
loéimo in pripiSemo pripadajo¢im lokusom (35). Za oznacevanje produktov PCR
najnovejSi kompleti, kot je denimo GlobalFiler™ Kit (Thermo Fisher Scientific),
uporabljajo do Sest razli¢nih barvil, kar omogoca analizo do pet lokusov STR podobne
dolZine, eno izmed barvil pa je namenjeno oznacevanju notranjega velikostnega standarda

(14).

Na Sliki 5 je prikazan komplet za pomnozevanje lokusov STR. Prikazani so lokusi,

njihove velikosti, barvni oznacevalci in notranji velikostni standardi.

m DYS481 DYS549 m DYS438 DYS437

DYS570 DYS635 DYS390 DYS439 DYS392 DYS643
m DYS458 DYS385 a/b DYS456 Y-GATA-H4
wmitr ¥ P 1P 1P 1P 6 1P 151711

Slika 5: PowerPlex® Y23 System. Slika povzeta po (91).
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NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

Zobje in dolge kosti, predvsem stegnenice, so po veljavnih priporocilih najprimernejsi
vzorci za genetsko identifikacijo skeletnih posmrtnih ostankov v forenzi¢nih analizah,
vendar pa raziskovalca Mundorff in Davoren v njuni novejsi Studiji (16), opravljeni na
relativno svezih skeletih, kot primernejSe oznacujeta drobne kosti kon¢nih delov udov
(dlan¢nice, stopalnice in kosti ¢lenkov prstov - prstnice). V magistrski nalogi bomo
ugotovili, ali so tudi pri starejSih skeletnih elementih za genetsko identifikacijo primerne;jsi
drugi elementi kot zobje in stegnenice. Obdelali bomo 56 skeletnih elementov pri vsakem
izmed treh kompletnih moskih skeletov iz slovenskega mnozi¢nega grobis¢a Huda jama iz
Casa druge svetovne vojne, skupno 168 elementov. Vzoréili bomo skeletne elemente glave,
trupa, rok in nog. Pri vsakem skeletu bomo vzor¢ili le kosti iz desne strani telesa. 1z vseh
teh elementov bomo izolirali DNA, jo kvantificirali, tipizirali in dolo¢ili genetske profile s
pomocjo avtosomskih STR - lokusov. Genetske profile bomo ovrednotili glede na koli¢ino
izolirane DNA, stevilo uspesno pomnozenih STR - lokusov in nato dolo¢ili priblizno 20
skeletnih elementov, ki so najprimernej$i za genetsko identifikacijo posameznikov iz
obdobja druge svetovne vojne. lzbrane elemente bomo primerjali s tistimi, ki jih
raziskovalca Mundorff in Davoren dolo¢ata kot najprimernejSe za genetsko identifikacijo
skeletov in poiskali morebitne razlike med primernostjo izbora dolocenih elemetov
novejsih skeletov v primerjavi s 70 let starimi skeleti. Na koncu bomo s pomocjo razli¢nih

skeletnih elementov genetsko identificirali 7 skeletov, izkopanih iz grobis¢a Babna Gora.

Magistrska naloga je del projekta ARRS J3-8214, katerega nosilec je znanstvena svetnica
in doc. dr. Irena Zupani¢ Pajni¢, univ. dipl. biol., iz Instituta za sodno medicino,
Medicinske fakultete UL.

Komisija za medicinsko etiko je podala soglasje za izvedbo raziskave skeletov iz grobisca
Huda jama (5t. odloc¢be 102/11/14) in identifikacijo zrtev iz grobiS¢ Babna Gora zenski
grob (st. odlocbe 0120-35/2015-3, KME 118/05/15) ter moski grob (St. odlo¢be 0120-
638/2016-4, KME 59/01/17).
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MATERIALI IN METODE
SHEMATSKI PRIKAZ POTEKA DELA

( 3

IZBOR VZORCEV

4

CISCENJE KOSTI IN ZOB

2

IZOLACIJA DNA

4

KVANTIFIKACIJA DNA

2

PCR POMNOZEVANJE

4

DETEKCIJA PCR
PRODUKTOV (USTVARJANJE
DNA - PROFILA)

\ J

2

ANALIZA IN
INTERPRETACIJA DNA -
PROFILA

A

STATISTICNO
VREDNOTENJE DNA -
PROFILA

VZORCI

Skeleti iz grobis¢a Huda jama

Za iskanje najprimernejSih skeletnih elementov za identifikacijo Zrtev druge svetovne
vojne smo izbrali tri moske skelete, izkopane iz povojnega grobis¢a Huda jama, ki smo jih
oznacili s ¢rkami A, B in C. Za izolacijo genomske DNA smo vzorcili 56 skeletnih
elementov desne strani telesa vsakega izmed treh moskih skeletov, skupno 168 skeletnih

elementov. Vzordili smo sledede skeletne elemente:
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Skeletni elementi glave:

¢elnica,
temenica,
zatilnica,
sencnica,

spodnja
Celjustnica,
zgornja
Celjustnica,
zgornji sekalec,
spodnji sekalec,
zgornji podocnik,
spodnji podo¢nik,
zgornji liénik,
spodnji licnik,
zgornji kocnik,

zpodnji koc¢nik.

Skeletni elementi

trupa:

Skeleti iz grobisca Babna Gora

prsno vretence,
ledveno vretence,
vratno vretence,
rebro 1.,

rebro V1.,

rebro XII.,
prsnica,
kjucnica,
lopatica,
sednica,
érevnica,
sramnica,

kriznica.

Skeletni elementi rok:

nadlahtnica,
podlahtnica,
kozZeljnica,
dlanc¢nica I.,
dlan¢nica II.,
dlancnica III.,
dlanc¢nica IV.,
dlanc¢nica V.,
proksimalna
prstnica palca
roke,

distalna prstnica
palca roke,

glavatica.

Skeletni elementi nog:

stegnenica,
golenica,
mecnica,
pogacica,
stopalnica I.,
stopalnica Il.,
stopalnica IlI.,
stopalnica IV.,
stopalnica V.,
proksimalna
prstnica palca
noge,

distalna prstnica
palca noge,
klinasta kost
intermedialno,
klinasta kost
medialno,
klinasta kost
laterlano,
petnica,
skocCnica,
¢olnic,

kocka.

Za identifikacijo zrtev medvojnega grobis¢a Babna Gora v Zenskem grobu smo uporabili

stegnenice, golenice in spodnji levi ko¢nik. Za identifikacijo Zrtev v moSkem grobu smo
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uporabili stegnenice. Kot referen¢ne vzorce smo uporabili profila DNA dveh se zivecih

sorodnikov, ki smo jih pridobili z izolacijo DNA iz brisov ustne sluznice.

Eliminacijska zbirka genetskih profilov
V eliminacijsko zbirko smo vkljucili vse osebe, ki so sodelovale v postopku od izkopa in
nadalje pri obdelavi vzorcev kosti in zob (izolaciji, kvantifikaciji in tipizaciji DNA).

Njihove profile smo pridobili z izolacijo DNA iz brisov ustne sluznice.

PREPRECEVANE KONTAMINACIJE

Izvor kontaminacije kosti in zob je lahko DNA bakterij in gliv, ki lahko vpliva na
uspesnost pridobitve endogene DNA iz vzorcev in je ni mozno prepreciti, medtem ko je
kontaminacijo endogene DNA z moderno ¢lovesko DNA, do katere lahko pride med
izkopom, nepravilnim shranjevanjem, antropoloskimi in genetskimi preiskavami, mozno
prepreciti s pravilnim ravnanjem z vzorci (37). Do tovrstne kontaminacije lahko pride
zaradi nepravilnega postopanja z vzorci brez uporabe zas¢itnih sredstev (rokavic, kirurskih
mask, za$Citnih prevlek za Cevlje, zasCitnih Cepic, zasCitnih plaséev), lahko pa je
kontaminacija posledica prisotnosti eksogene DNA v reagentih, na materialih ali v zraku,
kjer je DNA vezana na aerosole (38). Za prepoznavanje morebitnega izvora kontaminacije
je pomembno, da vzpostavimo eliminacijsko zbirko genetskih profilov vseh oseb, ki so
rokovale z vzorci vse od izkopa in skozi nadaljnje analize, da lahko potrdimo pravilnost
oziroma avtenti¢nost genetskih profilov, pridobljenih iz preucevanih vzorcev. Poleg tega je
pomembno tudi, da hkrati z vsako serijo vzorcev analiziramo tudi negativno kontrolo,
slednjo pa je potrebno vkljuciti tudi v vsako PCR - reakcijo, da preverimo in identificiramo
morebitni vzrok kontaminacije katerega izmed predhodno uporabljenih reagentov in

materialov (39).

V Laboratoriju za molekularno genetiko Instituta za sodno medicino v Ljubljani Smo v
izogib kontaminaciji vedno sledili naslednjim priporo¢ilom:

e uporabljamo dvojne diste, sterilne laboratorijske rokavice, ki jih za vsak vzorec

menjamo, kirurSke maske za obraz, zascitne kape, zascitne prevleke za cevlje in

zascitno haljo za enkratno uporabo,
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vse delovne povrSine pred in po delu ter med vsako novo serijo o€istimo s 6%
natrijevim hipokloritom, bidestilirano vodo in 80% etanolom, ¢e je mozno jih Cez
no¢ izpostavimo tudi UV sevanju,

orodja in pripomocke za ¢isCenje, bruSenje in mletje kosti in zob po uporabi
ocistimo na enak nacin, kot delovne povrsine, jih steriliziramo in ¢ez no€ ter pred
zaCetkom dela izpostavimo UV sevanju,

na enak nacin po sterilizaciji ¢ez no¢ in pred zacetkom dela UV sevanju
izpostavimo vse pripomocke, orodja, reagente in laboratorijsko plastiko,

za vsak vzorec uporabimo nova, ¢ista orodja in pripomocke,

referenéne vzorce in vzorce, ki sestavljajo eliminacijsko zbirko analiziramo
popolnoma loceno od vzorcev kosti in zob,

prostorsko med seboj lo¢imo razli¢ne dele analize, da prepre¢imo morebitno
kontaminacijo s predhodno pomnozenimi produkti PCR. Pomnozenih PCR -
produktov nikoli ne vnaSamo v prostore za pripravo vzorcev in reagentov, izolacijo
DNA in pripravo reakcij PCR; slednji so med seboj prav tako loceni,

¢isCenje in mletje kosti in zob poteka v popolnoma lo¢enem prostoru, kjer
mehansko Cistimo vzorce Kkosti v zaprti citostaticni komori, da prepre¢imo
navzkrizno kontaminacijo vzorcev s kostnim prahom. Ta prostor uporabljamo
zgolj za pripravo tovrstnih vzorcev (kosti in zob), ne pa tudi za pripravo vzorcev, Ki
vsebujejo vecje kolicine DNA, kot denimo vzorci krvi in sline,

v pomnozevanje produktov z reakcijo PCR vedno vklju¢imo negativno PCR -
kontrolo, da zaznamo kakrSnokoli kontaminacijo z DNA ali predhodno
pomnozenimi PCR - produkti,

prav tako vedno vklju¢imo negativno kontrolo v postopek izolacije DNA, da
preverimo Cistost izolacijskih reagentov, laboratorijske plastike in morebitno
navzkrizno kontaminacijo vzorcev,

uporabljeni nastavki za pipete morajo imeti filtre, da prepre¢imo kontaminacijo z
DNA, vezano na aerosole, in biti pred uporabo izpostavljeni UV svetlobi, za vsak
vzorec pa moramo uporabiti nov nastavek, da prepreCimo moznost navzkrizne
kontaminacije,

dobljene profile skeletnih elementov primerjamo z eliminacijsko podatkovno

zbirko genetskih profilov,

20



e analizo DNA iz kosti in zob v primeru identifikacije delamo za vsakega
posameznika v dvojniku, najraje iz razli¢nih skeletnih elementov - tako preverimo,

ali dobljeni rezultati med seboj sovpadajo (36).

IZOLACIJA DNA (priprava reagentov in vzorcev, ekstrakcija in ¢is¢enje
DNA)

Pri izolaciji DNA je potrebno paziti, da se izognemo izpostavitvi vzorcev visokim
temperaturam, mocnim detergentom ali obdelavi z drugimi agresivnimi postopki, saj tako
prepre¢imo nadaljnjo razgradnjo starodavne DNA (40). Metoda mora prav tako ¢im bolje
zmanjSati Stevilo inhibitorjev in omogociti pridobitev ¢im vecje koli¢ine DNA, ki je na
voljo v vzorcu (41).

Izolacija DNA iz skeletnih elementov poteka v ve¢ fazah, ki obsegajo ¢iscenje, mletje in

demineralizacijo kosti in zob ter ekstrakcijo in ¢iS€enje DNA.

Reagenti, ki smo jih uporabili pri izolaciji DNA in njihova priprava:

Vsi reagenti so bili pripravljeni z ultra ¢isto destilirano vodo (Gibco), ki je bila predhodno
¢ez no¢ izpostavljena UV sevanju. Po pripravi in pred vsako nadaljnjo uporabo smo vse
reagente, materiale in opremo ¢ez no¢ izpostavili UV sevanju.

1. 5 % Alconox detergent (25 g prahu detergenta Alconox (Sigma-Aldrich) smo
dodali 500 mL ultra ¢iste destilirane vode (Gibco); steklenico smo polozili v vroco
vodo, da se je detergent raztopil; ¢ez no¢ smo izpostavili UV sevanju),

2. 80 % etanol (400 mL absolutnega etanola (Merck) smo dodali 100 mL ultra ¢iste
destilirane vode (Gibco); ¢ez no¢ smo izpostavili UV sevanju),

3. 0,5 M EDTA (46,53 g prahu EDTA (Promega), dopolnili do 200 mL z ultra ¢isto
destilirano vodo (Gibco) in pH uravnali na 8,0 s 5 M NaOH, kon¢ni volumen
raztopine je bil 250 mL, razliko smo dopolnili z ultra ¢isto destilirano vodo
(Gibco); raztopino smo avtoklavirali in ¢ez no¢ izpostavili UV sevanju),

4. 5 M NaOH (20 g prahu NaOH (Merck) smo dopolnili do 100 mL z ultra ¢isto

destilirano vodo (Gibco), avtoklavirali in ¢ez no¢ izpostavili UV sevanju),

21



1 pg/nL cRNA (liofiliziranemu cRNA (EZ 1 DNA Investigator Kit, Qiagen) smo
dodali 310 pL ultra ciste destilirane vode (Gibco), vorteksirali, alikvotirali po 10
puL in do uporabe zamrznili na -20 °C),

1 M DTT (154 mg DTT (Sigma-Aldrich) smo dodali 1 mL ultra Ciste destilirane
vode (Gibco) in 5 pl 2 M natrijevega acetata ( S pH 5,2 in nato vorteksirali,
alikvotirali in do uporabe zamrznili na -20 °C),

2 M natrijev acetat (8,203 g natrijevega acetata (Merck) smo dopolnili do 50 mL z
ultra Cisto destilirano vodo (Gibco), uravnali pH na 5,2 s pomoc¢jo 1 M HCI in
avtoklavirali),

1 M HCI (10 mL koncentrirane HCI (Merck) smo v avtoklavirani steklenici
dopolnili do 100 mL z ultra ¢isto destilirano vodo (Gibco)) (36).

Materiali in aparature, ki smo jih uporabili pri izolaciji:

sterilne laboratorijske rokavice e tehtnica (A&D Company),
(brez pudra, lateks), e tekoci dusik,

kirurs§ke maske za obraz, e Kkladivo,

prevleke za Cevlje, e kovinske komore s kovinsko
halje za enkratno uporabo, kroglo (Tehtnica - Domel),
zascitne kape, e homogenizator Bead Beater
avtoklav, MillMix 20 (Tehtnica - Domel),
centrifugirke (50 mL) (Sarstedt), e termomesalnik Thermomixer
primeZ (Proxxon), comfort (Eppendorf),
brusilnik (Dremel), e pipete,

brusilni nastavek (Proxxon), e nastavki za pipete s filtrom
krozna diamantna Zagica (Eppendorf),

(Proxxon), e EZ1 DNA Investigator Kit
citostati¢na komora (MC 3, Iskra (vsebuje pufer G2 za lizo,
Pio), proteinazo K, cRNA, vzoréne
pincete, epruvete, elucijske epruvete,
spatule, konice s filtrom za enkratno

staniCevina, uporabo in njihovo drzalo, kartuso

kartonske skatle, z reagenti) (Qiagen),
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e Biorobot EZ1 (Qiagen), e bidestilriana voda (Millipore ali

e EZ1 Investigator Card Sartorius-Stedium Biotech),
(raziskovalna kartica) (Qiagen), e natrijev hipoklorit (6%)

e centrifuga Megafuge 1.0 (Kemika),
(Heracus), ¢ pH indikatorski trakci.

e mikrocentrifugirke (2 mL /1,5
mL) (Eppendorf),

Cis¢enje Kkosti in zob

Nepravilno ravnanje, shranjevanje in ¢iScenje kosti in zob lahko vodi do povrSinske
kontaminacije ali celo do kontaminacije globjih plasti, ki odvisi od poroznosti in
ohranjenosti skeletiziranih posmrtnih ostankov (42-44). Kosti je zato potrebno ocistiti
mehansko in kemi¢no, medtem ko pri zobeh mehansko ¢iS¢enje nadomesti obsevanje z UV
svetlobo - tako znizamo koli¢ino prisotne kontaminirajo¢e DNA in inhibitorjev (40).

Vsa uporabljena orodja, materiali in reagenti so bili pred uporabo ¢ez no¢ obsevani z UV

svetlobo.

Kosti smo v zaprti citostati¢ni komori v prostoru, ki je posebej namenjen ¢iS€enju starih
skeletnih elementov, mehansko oc€istili s pomocjo brusilnika in tako fizi€no odstranili
povrsinsko plast, s kroZzno diamantno Zagico vrezali utore v obliki mreZice za laZje
lomljenje na manjSe koscke, nato pa Se kemicno ocistili z detergentom (5% Alconox),
bidestilirano vodo in 80% etanolom in jih nato posusili. Med rezanjem in brusenjem smo
kost hladili s teko¢im dusikom, saj lahko toplota, ki se ob mehanskem ¢is¢enju proizvaja,
poskoduje endogeno DNA (45). Pri tem uporabljena orodja smo po vsakem vzorcu pred
obdelavo naslednjega o€istili z natrijevim hipokloritom, bidestilirano vodo in etanolom.
Zobe smo namesto mehanskega ¢is¢enja ocistili tako, da smo jih z obeh strani 30 minut
obsevali z UV svetlobo, kemi¢no pa z detergentom (5% Alconox), bidestilirano vodo in
80% etanolom ter jih posusili.

Pomembno je, da detergent dobro speremo, saj lahko v nadaljnjem postopku vpliva na

reagente in razgradnjo DNA (36).
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Postopek:

1.

10.

Vsa orodja in materiale, ki smo jih uporabljali, smo ¢ez no¢ obsevali z UV
svetlobo.

* Kost (del vecje ali celo manj$o) smo v zaprti citostati¢ni komori vpeli v primez, z
brusilnikom odstranili 1-3 mm povrsinske plasti z vseh strani kosti, jo ohladili s
teko¢im dusikom in s krozno diamantno zagico z vseh strani vrezali vanjo plitve
utore v obliki mreze in ponovno ohladili s teko¢im duSikom.

* Ociscen del z vrezanimi utori smo s krozno diamantno zagico odrezali tako, da
smo dobili koscek, ki je tehtal priblizno 2-3 g, in ga s pinceto prenesli v sterilno
plasti¢no 50 mL centrifugirko, preostanek pa smo shranili.

** Zobe smo obsevali z UV svetlobo 30 minut na eni strani in nato obrnili za 180 °
ter obsevali 30 minut $e z druge strani.

Zobe in kosti smo v plastiéni 50 mL centrifugirki spirali s 5 % Alconox
detergentom z rahlim stresanjem 30 sekund. Detergent smo nato odlili.

Z bidestilirano vodo smo spirali detergent z rahlim stresanjem 1 min in vodo nato
odlili; spiranje z vodo smo ponovili priblizno tikrat oz. dokler nismo popolnoma
sprali detergenta.

Z 80 % etanolom smo spirali kosti in zobe z rahlim stresanjem 1 minuto in etanol
odlili. Spiranje z etanolom smo $e enkrat ponovili.

Tako ociS¢ene zobe in kosti smo pokrili s stani¢evino in posusili ¢ez no¢.

Vse uporabljene delovne povrSine smo ocistili s 6 % natrijevim hipokloritom,
bidestilirano vodo in 80 % etanolom ter UV sevanju izpostavili vse, kar smo imeli
namen uporabljati naslednji dan.

Naslednji dan smo kosti in zobe v sterilnih 50 mL centrifugirkah stehtali in zapisali

tezo.

* Velja le za kosti.

** Velja le za zobe.

Miletje kosti in zob ter demineralizacija

Za ¢im uspesnejSo demineralizacijo in ekstrakcijo DNA je klju¢nega pomena, da zmeljemo

kosti in zobe v Kkar se da fini prah in tako omogoc¢imo, da je ¢im vecja povrSina vzorca v

stiku s kelacijsko raztopino (40). Mletje smo izvedli s pomocjo homogenizatorja in
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tekoCega dusika; s slednjim smo hladili vzorce in kovinske komore za mletje ter tako

preprecili pregrevanje. Postopek dekalcifikacije z 0,5 M EDTA omogoci locbo celic kosti

od kostne mase (46). EDTA moc¢no veze kovinske ione, kot je denimo kalcij, in tako

omogoca demineralizacijo (40). Za popolno demineralizacijo 1 g prahu kosti ali zob je
potrebnih 15 mL 0,5 M EDTA (48). Pri svezih skeletiziranih posmrtnih ostankih

demineralizacija ni potrebna, medtem ko je pri izolaciji DNA iz starejsih skeletiziranih

posmrtnih ostankov kljuénega pomena za pridobitev vecjih koli¢in DNA iz vzorcev (47).

Vsa uporabljena orodja, materiali in reagenti so bili predhodno ¢ez no¢ obsevani z UV

svetlobo.
Postopek:

1. Kosti in zobe v 50 mL centrifugirki smo ohladili s tekocim duSikom in pocakali, da
je izhlapel.

2. S teko¢im dusikom smo veckrat ohladili spodnji del kovinske komore za mletje.

3. Ohlajen vzorec smo s pinceto prenesli v sterilen kos rokavice (prst) in vse skupaj
ovili v sterilno stanicevino ter s pomocjo kladiva zlomili na manjSe koscke.

4. Koscke smo prenesli v ohrajen del kovinske komore za mletje, dodali kovinsko
kroglo, komoro zaprli in jo vstavili v homogenizator ter mleli pri 30 Hz 1-2 minuti.

5. Dobljen prah smo prenesli v sveZo sterilno 50 mL centrifugirko, stehtali in zapisali
tezo.

6. Za demineralizacijo smo 0,5 g prahu pustili v centrifugirki, preostanek pa prenesli
v mikrocentrifugirke in zamrznili pri -20 °C.

7. Za vsako serijo smo uporabili dodatno, sterilno centrifugirko, ki nam je sluzila v
namen negativne kontrole.

8. Vzorcem prahu in vzorcu negativne kontrole smo dodali 10 mL 0,5 M EDTA in
vorteksirali 10 sekund.

9. Vse vzorce smo ¢ez no¢ inkubirali v termomesalniku pri 37 °C in 750 obratih na
minuto.

10. Vse potrebno za delo prihodnji dan smo ¢ez no¢ izpostavili UV svetlobi.

11. Naslednji dan smo vzorce centrifugirali 15 minut na 1300g, brez zavore.

12. Odpipetirali in zavrgli smo celoten supernatant; pri negativni kontroli smo pustili

priblizno 100 pL.
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13. Dodali smo 10 mL sterilne bidestilirane vode in 10 sekund vorteksirali pri visoki
hitrosti.

14. Ponovno smo centrifugirali 15 minut na 1300g, odpipetirali in zavrgli supernatant
ter oborino in 100 pL negativne kontrole uporabili v nadaljnjem postopku

VW W

ekstrakcije in ¢iscenja.

Ekstrakcija in ¢iS€enje DNA

Ekstrakcijo in purifikacijo smo izvedli s pomocjo naprave Biorobot EZ1 (Qiagen) in EZ1
DNA Investigator raziskovalne kartice (Qiagen) ter kompleta EZ1 DNA Investigator Kit
(Qiagen). Oborini, dobljeni po demineralizaciji, in negativni kontroli smo dodali
ekstrakcijski pufer (G2) za lizo, proteinazo K (endoliticna serinska proteaza, ki cepi
proteine na posamezne aminokisline) in DTT (reducent, ki cepi disulfidni most med
cisteinskima ostankoma v proteinu) ter po inkubaciji pridobili lizat z ekstrahirano DNA, Ki
smo jo ocistili s pomoc¢jo naprave Biorobot EZ1 (Qiagen) (36). Princip ¢is¢enja DNA z
napravo Biorobot EZ1 (Qiagen) temelji na vezavi molekul DNA na povr§ino magnetnih
delcev, ki so prevlec€enti s silicijem; vezava poteka v prisotnosti kaotropi¢nih soli. Naprava
magnetne delce z vezanimi molekulami DNA od preostanka lizata lo¢i s pomoc¢jo magneta,
nato pa magnetne delce spira in eluira z vodo ali s pufrom (49).

Ob vi§ji temperaturi inkubacije se pri lizi sprosti ve¢ DNA, predvsem, ¢e je prah mlet bolj
grobo, vendar pa z visanjem temperature tvegamo poskodbo molekul DNA (36).

Dodana cRNA omogoca boljSo vezavo molekul DNA na povr§ino magnetnih delcev, Se
posebej, ko so koli¢ine DNA v vzorcu majhne (< 100 ng), ter tako pripomore k vi§jim
koli¢inam izolirane DNA po eluciji (49).

V celoten proces ekstrakcije in ¢iS¢enja DNA smo vedno vkljuéili negativno kontrolo in s

tem nadzorovali ¢istost uporabljenih materialov in reagentov.

Na Sliki 6 je prikazan postopek ¢iscenja DNA v napravi BioRobot EZ1 s kompletom EZ1
DNA Investigator Kit. Po dodatku magnetnih delcev lizatu, se DNA veze na s silicijem
prevlecene magnetne delce, ki jih s pomo¢jo magneta naprava lo¢i od lizata in jih spira, po

spiranju pa sledi ponovna locba in elucija o¢is¢ene DNA.
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Pripravljeni vzorci (lizati)

Dodajanje magnenih
delcev vzorcu

Vezava DNA na
magnetne delce

I
|

Spiranje

Locba z
magnetom

l Elucija

Oc¢is¢ena DNA

Slika 6: Shematski prikaz ¢iS¢enja DNA v napravi BioRobot EZ1 s kompletom EZ1 DNA
Investigator Kit. Slika povzeta po (49).

Postopek:
1. Oborini, dobljeni po dekalcifikaciji, in negativni kontroli smo dodali

e 100 pL pufra G2 za lizo,

e 60 uL proteinaze K,

e 20 uL DTT.

Vorteksirali smo 10 s.

Inkubirali smo v termomesalniku 2-3 ure pri 56 °C in 750 rpm.

Dobljen lizat in negativno kontrolo smo centrifugirali 2 min pri 600g.

o b~ w DN

400 pL lizata in 200 puL negativne kontrole smo s pipeto prenesli v vzorcne

epruvetke; preostanek lizata smo shranili v zmrzovalniku pri -20 °C.
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6. Lizatu in negativni kontroli smo dodali 1 pLL cRNA, ki smo jo tik pred uporabo
odtalili.

7. DNA smo o¢istili s pomocjo naprave BioRobot EZ1 (Qiagen), raziskovalne kartice
EZ1 Investigator Card in kompleta EZ1 Investigator Kit po navodilih proizvajalca
(49).

8. Elucijske epruvete z ocis¢eno DNA in negativnho kontrolo smo kratkoro¢no

shranjevali pri 4 °C, dolgoro¢no pa pri -20 °C (36).

DNA iz brisov ustne sluznice smo pridobili z napravo BioRobot EZ1 (Qiagen),
raziskovalno kartico EZ1 Investigator Card in kompletom EZ1 Investigator Kit po

navodilih proizvajalca (49).

KVANTIFIKACIJA DNA Z RT-PCR (doloditev koli¢ine DNA v

ekstraktih z metodo veriZne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu)

Po izolaciji smo dologili koli¢ino izolirane DNA in ocenili hjeno kvaliteto, z namenom da
smo pri pomnoZzevanju lokusov STR v reakciji PCR, ki je sledilo, lahko proces optimizirali
in pridobili kvalitetne rezultate v najkrajSem moznem casu. Slednje je Se posebej
pomembno, ¢e izoliramo DNA iz starih skeletnih ostankov, katerih ohranjenost in
posledi¢no koli¢ina in kvalita ekstrahirane DNA je nizka oziroma slaba. Ce v reakciji PCR
uporabimo preveliko ali premajhno koli€¢ino DNA, lahko na koncu dobimo genetske
profile, katerih interpretacija ni mogoca ali je le delno mogoca (35). Mnogi kompleti za
pomnozevanje lokusov STR v reakciji PCR potrebujejo za optimalni potek reakcije
doloceno koncentracijo zacetne, matricne DNA (34). Ob premajni zacetni koli¢ini lahko
pride do stohasticnega efekta - heterozigotni lokusi se neenakomerno pomnozujejo, kar
privede do izpada alela in povzrodi navidezno homozigotnost doti¢nega lokusa (50). Ce je
zaCetna koli¢ina prevelika, lahko pride do tvorbe artefaktov med reakcijo PCR zaradi zdrsa
polimeraze, kar se odrazi kot adicija ali delecija osnovnega motiva lokusa STR - slednje
lahko s pomocjo kvantifikacije delno ali v celoti odpravimo, saj dodamo v reakcijo PCR
optimalno koli¢ino DNA (34).

Kvantifikacijo smo izvedli s kvantitativno reakcijo PCR v realnem Casu, ki je trenutno zlati
standard kvantifikacije DNA vzorcev in nepogresljiv del analiz, kjer je koli¢ina izolirane
DNA majhna (34). Metoda temelji na klasi¢ni reakciji PCR, vendar lahko pri PCR v
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realnem casu sproti neprekinjeno zaznavamo koli¢ino pomnozenih PCR - produktov.
Tovrstno sprotno spremljanje nam omogoca fluorescentno oznacena hidrolizirajoca sonda,
dva specifi¢na oligonukleotidna zacetnika in Taq DNA polimeraza s 5'-eksonukleazno
aktivnostjo. Sonda je oznaCena - na 5' koncu ima vezano fluorescen¢no barvilo, ki ga
imenujemo reporter, na 3' koncu pa dusilec, ki zavira fluorescenco - in ima zaporedje, ki je
komplementarno tistemu znotraj tarénega odseka, ki ga pomnozujemo, in Ki je definiran z
oligonukleotidnima zacetnikoma. Med reakcijo PCR v koraku podaljSevanja verige pride
zaradi 5'-eksonukleazne aktivnosti Taqg DNA polimeraze do hidrolize sonde, ki je vezana
znotraj tarénega odseka DNA. Ker je zaviranje fluorescence mogoce le, kadar sta fluorofor
in dusilec v neposredni blizini, pride ob hidrolizi sonde do porasta fluorescence, Saj
fluorofor in dusSilec ve¢ nista v neposredni blizini. Ve¢ PCR - produktov se pomnozi, vec¢
fluorescenénih molekul se sprosti in fluorescen¢ni signal, ki ga sproti zaznavamo, je
mocnejsi (35). Pomnozevanje tarénih odsekov poteka v vec ciklih, po vsakem izmed njih
se koli¢ina pomnozenih produktov meri s pomocjo fluorescenénega signala. Tocka, pri
kateri je pomnoZzenih dovolj kopij, da fluorescenca preseze prazno vrednost, se zgodi pri
dolo¢enem S§tevilu ciklov, ki jih ozna¢imo s Ct (angl. cycle threshold) (51). Prazna
vrednost fluorescence je ekvivalentna specifi¢ni koli¢ini DNA. Ko je pomnozenih dovolj
kopij DNA, da je prazna vrednost doseZena, racunalniski program na podlagi Stevila
ciklov, ki so bili za to potrebni, s pomocjo standardne krivulje izra¢una koli¢ino zacetne
matriéne DNA. Standardno krivuljo pripravimo s pomocjo DNA znane koncentracCije
(standarda), ki jo serijsko red¢imo in analiziramo hkrati z vzorci DNA neznane

koncentracije (34). Metoda je zelo obcutljiva in specifi¢na za clovesko DNA (35).

Na Sliki 7 je prikazan potek vezave in razgradnje hidrolizirajo¢e sonde na tarcni odsek
enoverizne DNA. (a) Hidrolizirajoca fluorescencno oznacena sonda se veze na
komplementarno zaporedje znotraj tarcnega odseka DNA. (b) Ob podaljSevanju verige Taq
DNA polimeraza s 5'-eksonukleazno aktivnostjo povzro¢i razgradnjo sonde. (C)
Fluorescen¢no barvilo (reporter - R) ni ve¢ v blizini dusilca (NFQ - non fluorescent

quencher), zato lahko fluorescira.
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Slika 7: Prikaz vezave in razgradnje hidrolizirajo¢e sonde na tarcni odsek enoverizne

DNA. Slika povzeta po (35).

Za kvantifikacijo vseh vzorcev smo uporabili komplet PowerQuant™ System (Promega) in

jo izvedli v napravi 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) ter rezultate

vrednotili s pomocjo racunalniskega programa PowerQuant Analysis Tool in HID Real-

Time PCR Analysis Software 1.2.

Uporabljeni materiali, reagenti in aparature:

kvantifikacijska plos¢a MicroAmp® (Applied Biosystems),

pipete,

nastavki za pipete s filtrom (Eppendorf),

racunalniski program PowerQuant Analysis Tool in HID Real-Time PCR Analysis
Software 1.2,

7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems),

komplet PowerQuant™ System (Promega) (vsebuje PowerQuant™ 2X Master
Mix, PowerQuant™ 20X Primer/Probe/IPC Mix, ultra ¢isto vodo, PowerQuant™
Male gDNA Standard, PowerQuant™ Dilution Buffer),

opti¢ni adhezivni film MicroAmp® (Applied Biosystems),

mikrocentrifugirke.

PowerQuant™ System (Promega)

Rezultati kvantifikacije s kompletom PowerQuant™ System nam poleg kolicine DNA v

vzorcih pokazejo, ali so vzorci DNA primerni za analizo lokusov STR, kateri komplet za

pomnozevanje lokusov STR je najprimernejsi, degradiranost molekule DNA in prisotnost
inhibitorjev reakcije PCR (52).
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S kompletom smo v vsakem vzorcu pomnozevali naslednja tar¢na podrocja DNA:

krajSe podroc¢je avtosomske DNA (84 bp, sonda oznacena s barvilom FAM, za
kvantifikacijo DNA, prisotne v vzorcu),

drugo, daljSe podrocje na istem lokusu avtosomske DNA (294 bp, sonda oznacena
z barvilom Quasar® 670, podroc¢je zaradi dolzine bolj dovzetno za degradacijo in
inhibitorje, s pomoc¢jo razmerja koliCine krajSega in daljSega fragmenta lahko
ocenimo stopnjo degradacije),

podro¢ji na kromosomu Y (81 bp in 136 bp, sonda oznacena z barvilom CAL
Fluor® Gold 540, za detekcijo prisotnosti moske DNA),

notranjo pozitivno PCR - kontrolo (IPC) (435 bp, sonda oznacena z barvilom TMR,
zaradi dolZine tar¢nega odseka je IPC bolj podvrzena morebitnim inhibitorjem, zato

na ta na¢in detektiramo prisotnost inhibitorjev reakcije PCR v vzorcih) (52).

V vsaki reakciji je prisotno pasivno referencno barvilo CXR, katerega signal sluzi za

uravnavanje signalov ostalih barvil (52).

Za izdelavo standardne krivulje smo uporabili $tiri raztopine razli¢nih koncentracij

standarda PowerQuant™ Male gDNA; zaéetna koncentracija je bila 50 ng/ul, nato pa smo

standard se 25-kratno trikrat serijsko red¢ili s pufrom PowerQuant™ Dilution Buffer za

red¢enje in pridobili red¢itve s koncentracijami 2 ng/puL, 0,08 ng/uL in 0,0032 ng/uL.

Postopek kvantifikacije s pripravo standardov:
1) Priprava standardov:

a)

b)

Odotalili smo standard PowerQuant™ Male gDNA koncentracije 50 ng/uL in pufer
za redCenje ter standard vorteksirali pri visoki hitrosti 10 sekund.

4 uL neredcenega standarda koncentracije 50 ng/uL smo prenesli v novo
mikrocentrifugirko in dodali 96 pL pufra ter vorteksirali pri visoki hitrosti in dobili
redCitev standarda s koncentracijo 2 ng/uL.

4 uL redcenega standarda s koncentracijo 2 ng/ul smo prenesli v novo
centrifugirko in dodali 96 uL pufra ter vorteksirali pri visoki hitrosti in dobili

redCitev standarda s koncentracijo 0,08 ng/uL.
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d) 4 pL redCenega standarda s koncentracijo 0,08 ng/ul. smo prenesli v novo
centrifugirko in dodali 96 pL pufra ter vorteksirali pri visoki hitrosti in dobili
zadnjo redcitev standarda s koncentracijo 0,0032 ng/uL.

2) Odtalili smo reagenta PowerQuant™ 2X Master Mix in PowerQuant™ 20X
Primer/Probe/IPC Mix na sobni temperaturi in nato vorteksirali 10 sekund.

3) Dolo¢ili smo Stevilo reakcij za kvantifikacijo in izrac¢unali volumne posameznih
komponent reakcijske zmesi z upoStevanjem 10-15 % pribitka zaradi napake pri
pipetiranju. Vse vzorce, standarde in negativno kontrolo smo pomnozevali dvakrat, kar
smo upostevali pri racunanju volumnov komponent reakcijske zmesi. Sestava
reakcijske zmesi je prikazana v Preglednici I.

4) V skladu z izratunom smo pripravili reakcijsko zmes z ultra ¢isto vodo in reagentoma
PowerQuant™ 2X Master Mix in PowerQuant™ 20X Primer/Probe/IPC Mix.

5) Pripravljeno meSanico smo vorteksirali.

6) V vsako vdolbinico reakcijske plosé¢e smo dodali 18 pL reakcijske zmesi.

7) V vsako vdolbinico reakcijske plos¢e smo dodali 2 pL vzorca (neznane DNA,
standarda ali negativne kontrole) v dvojniku.

8) Kuvantifikacijsko plos¢o smo prekrili z optiénim adhezivnim filmom in preverili, da
slednji dobro drzi.

9) Plos¢o smo kratko centrifugirali.

10) Kvantifikacijo smo izvedli s pomo¢jo naprave 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) ter racunalniSkega programa PowerQuant Analysis Tool (Promega) in

HID Real-Time PCR Analysis Software 1.2 po navodilih proizvajalca (52).

Reakcija kvantifikacije je potekala pod naslednjimi podoji:

1) Zacetna denaturacija 2 minuti pri 98 °C.
2) 39 ciklov s 15 sekund denaturacije pri 98 °C in 35 sekund prileganja pri 62 °C.
3) Prag fluorescen¢nega signala je bil za posamezne fluorofore slede¢:

a) avtosomski fragment 0,2;

b) degradacijski (daljsi avtosomski) fragment 0,2;

¢) fragment notranje pozitivne kontrole 0,03;

d) fragment kromosoma Y 0,2.
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V Preglednici | je prikazana sestava reakcijske zmesi za kvantifikacijo po posameznih
komponentah in volumni le-teh. Povzeto po (52).

Preglednica I: Prikaz posameznih komponent reakcijske zmesi in njihovih volumnov za
kvantifikacijo enega vzorca.

Komponente Volumen (uL)
Ultra Cista voda 7 18
PowerQuant™ 2X Master Mix 10
PowerQuant™ 20X Primer/Probe/IPC Mix 1
Vzorec (neznana DNA, negativna kontrola ali standard) 2
Konéni volumen reakcijske zmesi za en vzorec 20

Vsaka kvantifikacija je poleg vzorcev neznane DNA in standardov vsebovala tudi
negativno kontrolo, ki je v reakcijski mesanici kot komponento vzorca vsebovala 2 pL
ultra ciste vode ali pufer TE (pH 8,0). Zaradi zelo visoke obcutljivosti kompleta
PowerQuant™ System lahko pri negativni kontroli pride do pomnoZevanja in tvorbe

produktov v subpikogramskih koli¢inah (52).

Na Sliki 8 je prikazana shema postopka kvantifikacije. Redcitve, prikazane v shemi, so
drugane od redCitev, ki smo jih za izris standardne krivulje uporabili pri nasi

kvantifikaciji.
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Slika 8: Shematski prikaz postopka kvantifikacije. Slika povzeta po (53).

PROFIL DNA

Skupek kombinacije $tevil, ki opisujejo alele v preiskovanem vzorcu, predstavlja genetski
profil, ki ga imenujemo tudi profil DNA ali profil STR. Lokusi, na katerih se nahajajo
aleli, ki jih preiskujemo, imajo posebne oznake, kot so denimo D3, D21, FGA, VWA, ki
omogocajo njihovo identifikacijo. Podobno kot lokusi, imajo tudi aleli oznake; slednje
opisujejo Stevilo ponovitev osnovnega motiva lokusa STR (ta je povezana z dolZino
fragmenta DNA) in omogocajo razlikovanje med razli¢nimi profili.

Cloveski genom vsebuje mnogo razli¢nih lokusov STR, na vsakem izmed njih pa so
razliéni aleli, vendar pa je na posameznem lokusu le doloceno S§tevilo razliénih alelov.
Tako je za ¢im boljSo individualizacijo pri ustvarjanju DNA profila potrebno analizirati

ve¢ razli¢nih lokusov in pripadajocih alelov hkrati.

Z izolirano, ociS¢eno in kvantificirano DNA smo ob pomnozevanju v reakciji PCR
ustvarili profil DNA. V eni reakciji PCR smo pomnozevali ve¢ lokusov STR hkrati in pri
tem pridobili skupek pomnozenih in razlicno fluorescentno oznacenih alelov za

preiskovane lokuse STR. Pomnozene produkte smo nato lo¢ili s kapilarno elektroforezo in
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jih detektirali s pomocjo oznacenih barvil ter pridobili elektroferogram, ki je predstavljal in

nam sluzil za dolocitev profila DNA.

POMNOZEVANJE LOKUSOV STR V REAKCIJI PCR (TIPIZACIJA
LOKUSOV STR)

Reakcija PCR je proces, pri katerem iz manjSe koli¢ine o¢is¢ene DNA pridobimo vecjo
koli¢ino enega ali ve¢ specifi¢nih podro¢ij DNA, ki jih tekom reakcije pomnozujemo. V
osnovi metoda sestoji iz treh korakov - denaturacija, prileganje in podaljsevanje.

V fazi denaturacije se ob segrevanju verigi DNA razkleneta. Sledi faza prileganja, Kjer se
ob nizanju temperature na denaturirano, enoverizno DNA vezejo specifi¢ni
oligonukleotidni zacetniki, ki dolo¢ajo mejna podro¢ja tar¢nega odseka, ki ga zelimo
pomnoziti. Sledi tretji korak, kjer pride ob rahlo poviSani temperaturi V prisotnosti
encimske aktivnosti encima polimeraze do podaljSevanja verige DNA, ki se zaéne pri
oligonukleotidnem zacetniku, vezanem na enoverizno DNA. Po koncu podaljSevanja
nastane na novo pomnozen dvoverizni tar¢ni odsek DNA. Koraki denaturacije, prileganja
in podaljSevanja se veckrat cikli¢no ponovijo; po vsakem ciklu se Stevilo kopij tar¢nega

odseka podvoji (34).

Na Sliki 9 je prikazan potek reakcije PCR. Prikazan je tar¢ni odsek in zacetna denaturacija,
Ki ji sledi prileganje specifi¢nih oligonukleotidnih zacetnikov na komplementarna podrocja

razklenjene enoverizne DNA ter faza podaljSevanja verige in nova kopija tarénega odseka.

Tar¢ni odsek
B T000000UU00000000000 00000000003
Matrica .
30000000000000000000800000000800,5
v Denaturacija
5000000000 0000000000000000 0000 3
3 000000000000000000000000000000,5”

y Prileganje

5’ 3
: Po 5
Oligonukleotidni %
5

zaletnik Pol
3 5

v Podalj$evanje (sinteza) verige

Slika 9: Shematski prikaz poteka enega cikla reakcije PCR. Slika povzeta po (57).
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Za pridobitev profilov DNA so taréna podrocja v reakciji PCR razli¢ni lokusi STR, Ki so
zelo polimorfni in pri katerih je pojavnost alelov (alelna frekvenca) v ¢loveski populaciji
znana. Kompleti za analizo vsebujejo kombinacijo oligonukleotidnih zadetnikov za
pomnozevanje ve¢ lokusov STR hkrati, poleg tega pa vsebujejo Se oligonukleotidne
zacetnike za pomnozevanje amelogeninskega lokusa, s katerim identificiramo alela na
kromosomu X in Y in dolo¢imo spol. Oligonukleotidni zacetniki omogocajo
pomnozevanje ne glede na dolzino posameznega alela na tarnem lokusu - po en par
oligonukleotidnih zaCetnikov za vsak preiskovani lokus nam torej omogoci, da ustvarimo
DNA - profil za katerokoli osebo, ne glede na to, kateri aleli se nahajajo na teh lokusih
(34).

Sprotno oznacevanje produktov reakcije PCR med pomnozevanjem nam omogoci njihovo
samodejno zaznavo. Gre za oznacevanje s fluorofori, ki po vzbujanju z lasersko svetlobo
znane valovne dolzine oddajajo fluorescentno svetlobo, katere valovna dolzina je prav tako
znana in jo detektiramo z detektorjem. Detektirana svetloba potrdi prisotnost pomnozenih
produktov PCR, intenziteta signala predstavlja njihovo koli¢ino, ¢as elektroforezne lo¢be
pa je odvisen od velikosti produkta PCR. Uporaba razli¢nih barvil pri oznacevanju nam
omogoca analizo ve¢jega Stevila lokusov hkrati (34).

Ce pomnozevanje preiskovanih lokusov v reakciji PCR ni popolnoma uspe$no, je mozno
pridobiti le delni profil ali sploh nobenega - interpretacija je zato otezena ali nemogoca.
Vzroki za to so lahko mutacije, stohasti¢ni efekt, artefakti, prisotnost inhibitorjev PCR -
reakcije in degradiranost preiskovane DNA. Ce gre za mutacijo znotraj podro&ja STR, Ki
ga pomnozujemo, bo reakcija PCR vseeno potekla, vendar bo v kon¢nem rezultatu
prikazan alel, ki bo navidezno druga¢ne velikosti od pri¢akovane - tak dogodek lahko
mocno otezi ali onemogoci interpretacijo DNA - profila. Po drugi strani lahko pride do
pojava mutacije v podro¢ju, na katerega se veze oligonukleotidni zacetnik, kar lahko
zmanjSa njegovo vezavno afiniteto in vpliva na ucinkovitost pomnozevanja tarcnega
odseka (54). Zaradi premajhne zacetne koli¢ine DNA lahko pri rezultatih opazimo
neravnovesje pri visini vrhov v elektroferogramu, izpad ali pojav alelov, preferen¢no
pomnozevanje lokusov in zdrs polimeraze, ki se odraza v napa¢nem prikazu Stevila
ponovitev osnovnega motiva lokusa STR (34). Ce iz vzorca predhodno ne uspemo izloéiti
inhibitorjev reakcije PCR, denimo huminskih kislin in nekaterih v zemlji prisotnih

organskih spojin, lahko le-ti vplivajo na aktivnost DNA - polimeraze preko interakcije s
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samim encimom ali preko vezave na DNA v vzorcu; koli¢ina PCR - produktov se zato

lahko zmanjsa celo pod mejo detekcije (55).

Vse reakcije PCR smo izvedli v napravi Mastercycler® nexus gradient (Eppendorf) ob

uporabi razli¢nih pomnozevalnih ali amplifikacijskih kompletov ESSplex SE QS (Qiagen),
ESSPlex Plus (Qiagen), PowerPlex® Y23 System (Promega), PowerPlex® ESI 17 Pro
System (Promega) in AmpF{STR® NGM (Thermo Fisher Scientific). Lokusi in vzorci, Ki

smo jih analizirali s posameznim amplifikacijskim kompletom, so prikazani v Preglednici

V Preglednici Il so prikazani lokusi in vzorci, ki smo jih analizirali s posameznim

amplifikacijskim kompletom ter vzorci, ki smo jih s posameznim kompletom pomnozili.

Preglednica 1I: Amplifikacijski kompleti z lokusi, ki jih pomnoZujejo, ter vzorci, ki smo jih
s posameznim kompletom pomnoZili.

PowerPlex® AmpF{STR®
ESSPlex PowerPlex®
ESSplex SE ESI 17 Pro NGM (Thermo
) Plus Y23 System ]
QS (Qiagen) ) System Fisher
(Qiagen) (Promega) o
(Promega) Scientific)
DYS576,
D22S1045,
D1S1656, D1S1656, DYS389I,
D3S1358,
D2S441, D2S441, DYS448,
VWA,
D2S1338, D251338, DYS389ll,
D16S539,
D3S1358, D351358, DYS19,
D22S1045, D251338, D2S1338,
D8S1179, D8S1179, DYS391,
D19S433, D3S1358, D8S1179,
D10S1248, D10S1248, DYS481, _
amelogenin, D2S441, D21S11,
v . D12S391, D12S391, DYS549,
PomnoZevani D10S1248, D1S1656, D18S51,
D16S539, D16S539, DYS533,
lokusi D18S51, D16S539, D195433,
D18S51, D18S51, DYS438,
D12S391, D21S11, THO1, FGA,
D19S433, D195433, DYS437,
VWA, TH01, SE33, D1S1656,
D21S11, D21s11, DYS570,
FGA, D8S1179. D12S391,
D22S1045, D2251045, DYS635,
D10S1248,
FGA, THO, FGA, THO1, DYS390,
D22S1045,
VWA, SE33, VWA, DYS439,
] ) D2S44,
amelogenin. amelogenin. DYS392, .
amelogenin.
DYS643,
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DYS393,

DYS458,
DYS385a/b,
DYS456 in Y-
GATA-H4.

Vzorci iz
zenskega

groba v
Vzorci iz Vzorci iz grobiséu

Vzorci iz moskega | moskega groba N Babna Gora,
. ) . Vzorci iz zenskega .

Vzoreci, Ki grobi$ca groba v v grobiscu ) vzorci za

B ) . groba v grobiscu o

smo jih Huda jama grobiscu Babna Gora eliminacijsko
) Babna Gora .

pomnoZili s (avtosomna | Babna Gora (STR - zbirko,

] . (avtosomna .

kompletom podrocja (avtosomna podrocja _ VZOrci
) podro¢ja STR). .

STR). podrocja kromosoma referen¢nih
STR). Y). oseb
(avtosomna

podrocja

STR).

Vsi kompleti so vsebovali reakcijsko meSanico, meSanico oligonukleotidnih zacetnikov,

kontrolno DNA, DNA - velikostni standard in alelno lestvico.

Najprimernejsa zacetna koli¢ina DNA za posamezni komplet:
e ESSPlex SE QS (Qiagen): med 0,2 in 2 ng DNA, vendar je zanesljive rezultate

mozno pridobiti tudi iz manj kot 0,1 ng zacetne DNA (56).
e ESSPIlex Plus (Qiagen): med 0,2 in 0,5 ng DNA, vendar je zanesljive rezultate

mozno pridobiti tudi iz manj kot 0,1 ng zacetne DNA (60).

e PowerPlex® Y23 System (Promega): 0,5 ng DNA (62).
e PowerPlex® ESI 17 Pro System (Promega): 0,5 ng DNA (61).
o AmpF{STR® NGM (Thermo Fisher Scientific): 1 ng DNA (63).

Postopek amplifikacije:

1. Pred uporabo smo vse reagente odtalili, premesali in kratko centrifugirali.
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Pripravili smo mesanico reagentov, pri ¢emer smo upostevali pribitek zaradi izgub
pri pipetiranju.

Mesanico smo premesali in pipetirali v vdolbinice reakcijske plosce.

Dodali smo vodo iz kompleta (proizvajalec zanjo zagotavlja, da ne vsebuje
nukleaz) in vzorec DNA v ustreznem razmerju. Sestave reakcijskih meSanic za
posamezni komplet so prikazane v Preglednicah 111, IV, V, VI in VII.

Pripravili smo pozitivno kontrolo (kontrolna DNA iz amplifikacijskega kompleta)
in negativno kontrolo (vodo iz kompleta, za katero proizvajalec zagotavlja, da ne
vsebujenukleaz).

PCR - reakcije smo izvedli po navodilih proizvajalcev (56, 60, 61, 62, 63) v
napravi Mastercycler® nexus gradient (Eppendorf). Pogoji poteka reakcije PCR za
posamezne amplifikacijske komplete so navedeni pod pripadajo¢imi
preglednicami, ki opisujejo sestavo reakcijskih meSanic za posamezni komplet

(Preglednice 111, 1V, V, VI, VII).

V Preglednici Il je prikazana sestava reakcijske meSanice in volumni posameznih

komponent za amplifikacijo s kompletom ESSPlex SE QS (Qiagen).

Preglednica I1L.: Sestava reakcijske mesanice za amplifikacijo s kompletom ESSPlex SE QS

(Qiagen).
Komponente Volumen (pL)
Fast Reaction Mix 2,0 7,5
mesanica oligonukleotidnih zacetnikov 2,5 10
Vzorec (neznana DNA, negativna kontrola ali pozitivna kontrola) variabilno
Voda variabilno
Konéni volumen reakcijske zmesi za en vzorec 25

Poqoji poteka amplifikacije:

3 cikli pri: 30 sekund 98 °C, 55 sekund 64 °C, 5 sekund 72 °C.
27 ciklov pri: 10 sekund 96 °C, 55 sekund 61 °C, 5 sekund 72 °C.
2 minuti pri 68 °C.

Ohladitev pri 10 °C.
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V Preglednici IV je prikazana sestava reakcijske meSanice in volumni posameznih
komponent za amplifikacijo s kompletom Investigator ESSPlex Plus (Qiagen).

Preglednica 1V: Sestava reakcijske mesanice za amplifikacijo s kompletom Investigator

ESSPlex Plus (Qiagen).
Komponente Volumen (nL)
Fast Reaction Mix 7,5
mesanica oligonukleotidnih zacetnikov 2,5 10
Vzorec (neznana DNA, negativna kontrola ali pozitivna kontrola) variabilno
Voda variabilno
Konc¢ni volumen reakcijske zmesi za en vzorec 25

Poqoji poteka amplifikacije:

e 5 minut pri 95 °C.
e 30 ciklov pri: 10 sekund 96 °C, 120 sekund 61 °C.
e Ohladitev pri 10 °C.

V Preglednici V je prikazana sestava reakcijske meSanice in volumni posameznih
komponent za amplifikacijo s kompletom PowerPlex® Y23 System (Promega).

Preglednica V: Sestava reakcijske mesanice za amplifikacijo s kompletom PowerPlex®

Y23 System (Promega).
Komponente Volumen (pL)
PowerPlex® Y23 5X Master Mix 5
mesanica oligonukleotidnih zacetnikov 2,5 "
Vzorec (neznana DNA, negativna kontrola ali pozitivna kontrola) variabilno
Voda variabilno
Kon¢ni volumen reakcijske zmesi za en vzorec 25

Poqoji poteka amplifikacije:

e 2 minuti pri 96 °C.
e 30 ciklov pri: 10 sekund 94 °C, 1 minuta 61 °C, 30 sekund 72 °C.
e 20 minut pri 60 °C.
e Ohladitev pri 4 °C.
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V Preglednici VI je prikazana sestava reakcijske meSanice in volumni posameznih
komponent za amplifikacijo s kompletom PowerPlex® ESI 17 Pro System (Promega).

Preglednica VI: Sestava reakcijske mesanice za amplifikacijo s kompletom PowerPlex®
ESI 17 Pro System (Promega).

Komponente Volumen (nL)
PowerPlex® ESI 5X Master Mix 5
mesanica oligonukleotidnih zacetnikov 2,5 e
Vzorec (neznana DNA, negativna kontrola ali pozitivna kontrola) variabilno
Voda variabilno
Kon¢ni volumen reakcijske zmesi za en vzorec 25

Pogoji poteka amplifikacije:

e 2 minuti pri 96 °C.
e 30 ciklov pri: 30 sekund 94 °C, 2 minuti 59 °C, 90 sekund 72 °C.
e 45 minut pri 60 °C.
e Ohladitev pri 4 °C.

V Preglednici VII je prikazana sestava reakcijske meSanice in volumni posameznih
komponent za amplifikacijo s kompletom AmpFISTR® NGMTM PCR Amplification Kit
(Thermo Fisher Scientific).

Preglednica VII: Sestava reakcijske mesanice za amplifikacijo s kompletom AmpFISTR®
NGM™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific).

Komponente Volumen (pL)
AmpFISTR® NGM™ Master Mix 10
mesanica oligonukleotidnih zacetnikov 5 o
Vzorec (neznana DNA, negativna kontrola ali pozitivna kontrola) variabilno
Voda variabilno
Kon¢ni volumen reakcijske zmesi za en vzorec 25

Pogoji amplifikacije:

e 11 minut pri 95 °C.
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e 29 - 30 ciklov pri: 20 sekund 94 °C, 3 minute 59 °C.
e 10 minut pri 60 °C.
e Ohladitev pri 4 °C.

ELEKTROFOREZNA LOCBA IN DETEKCIJA POMNOZENIH IN
OZNACENIH FRAGMENTOV DNA

Kapilarna elektroforeza je metoda, s katero lahko med seboj loCimo in zaznamo nabite
makromolekule, kot so DNA, RNA, polisaharidi in proteini. Poglavitni del naprave za
kapilarno elektroforezo je kapilara iz kremencevega stekla z opti¢nim okencem. Ta
omogoca detekcijo predhodno fluorescencno oznacenih molekul, ki po vzbujanju z
lasersko svetlobo dolocene valovne dolzine, ob prehodu nazaj v osnovno stanje oddajajo
fluorescenc¢no svetlobo, to pa zazna detektor. Za analizo podroc¢ij STR denaturiramo DNA
z visoko temperaturo ali formamidom, ki ga dodamo pri pripravi vzorcev, ali se¢nino, ki je
dodana teko¢emu polimeru. Z denaturacijo omogocimo bolj natan¢no dolocanje velikosti
fragmentov in sicer tako, da prepre¢imo tvorbo sekundarnih struktur verig DNA, saj lahko
le-te vplivajo na mobilnost fragmentov, kar se odrazi v napac¢no doloceni velikosti takega
fragmenta. Vnos vzorcev v kapilaro poteka avtomatsko z elektrokineticnim injiciranjem.
Kapilara povezuje dva rezervoarja s pufrom, rezervoarja pa sta povezana z elektrodami.
Ker so stene kapilar tanke, toplota skozi njih lazje prehaja, kar nam omogoca uporabo
vi§jih napetosti zaradi boljSega hlajenja. DNA - fragmenti, ki jih locujemo, se v
elektricnem polju pomikajo proti pozitivno nabiti anodi; krajSi fragmenti potujejo hitreje
kot dalj$i. V splosnem lahko med seboj lo¢imo fragmente dolZine do 1000 nukleotidov z
lo¢ljivostjo na en nukleotid natanc¢no (57, 58). Glede na vrsto in Cas emitirane svetlobe
vemo, kateri fragment je bil detektiran. Detektiran signal je prikazan v obliki

elektroferograma. Racunalniski program nam na koncu sestavi DNA - profil (34).
Loc¢bo in detekcijo smo izvedli z napravo Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) in
genetske profile dolocili z racunalniskim programom GeneMapper ID v3.2 (Applied

Biosystems).

Na Sliki 10 je prikazan postopek locbe in detekcije pomnozenih fragmentov s postopkom

kapilarne elektroforeze. DNA - fragmenti potujejo razlicno hitro glede na njihovo velikost
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skozi elektricno polje v kapilari proti pozitivno nabiti anodi. Skozi opticno okence v

kapilari jih tekom potovanja obsevamo z laserjem s svetlobo znane valovne dolZine, ki

vzbudi fluorofore, ti pa nato oddajajo svetlobo drugacne valovne dolzine, ki jo zazna

detektor. Signal emitirane svetlobe je s pomocjo racunalnika prikazan kot elektroferogram,

racunalniski program pa sestavi DNA profil.

"Kapilara

Detektor |

Opti¢no A
okence
! Laser
. [ ‘
o | AN
4 =
+)

. Vir napetosti
Pufer P

Ptff‘el‘

H Analiza podatkov

Slika 10: Shematski prikaz locbe in detekcije pomnoZenih fragmentov s kapilarno

Postopek:

elektroforezo. Prirejeno po (57).

1. Pripravili smo mesanico formamida (Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems)) in

DNA - velikostnega standarda, pripadajoCega posameznemu amplifikacijskemu

kompletu.

2. 'V vdolbinice testne plos¢e smo pipetirali meSanico formamida in DNA -

velikostnega standarda za vsak vzorec.
3. Dodali smo 1 pL PCR - produkta oz. alelno lestvico.
4. 'V prazne vdolbinice smo pipetirali formamid.

5. Pri 95 °C smo vzorce 3 minute denaturirali in nato za 3 minute testno plosco

postavili na led.
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6. Locbo in detekcijo pomnozenih produktov PCR smo izvedli z napravo Genetic
Analyzer 3130 (Applied Biosystems) in ustvarili genetske profile s programom
GeneMapper ID v3.2 (Applied Biosystems) po navodilih proizvajalca (56, 60, 61,
62, 63).

Za elektroforezo smo uporabili kapilaro dolzine 36 cm (Applied Biosystems), v kapilari je
bil teko¢i polimer POP-4 (4% polidimetilakrilamid, 8M se¢nina, 5% 2-pirolidinon)
(Applied Biosystems), uporabljen pufer pa 10x Genetic Analyzer Buffer z EDTA (Applied
Biosystems) (56, 59).

STATISTICNI IZRACUNI VERJENOSTI SORODSTVENIH
POVEZAV

Genetske profile, med katerimi smo zeleli dokazati sorodstveno povezanost in ugotoviti
njihov skupen izvor, smo med seboj primerjali. Ob ujemanju smo potrdili skupen izvor ter
statisticno ovrednotili mo¢ genetskega dokaza. Za izraCun verjetnosti sorodstvenih
povezav s pomocjo avtosomskih podro¢ij STR smo uporabili program DNA VIEW v. 37.37
(2017) (C. H. Brenner (Berkley, ZDA)). Upostevali smo alelne frekvence v slovenski
populaciji in predhodno verjetnost (prior = 1/(n+1); n = Stevilo zrtev v grobis¢u) (74 — 77).
Za haplotipe kromosoma Y smo statisti¢no verjetnost sorodstvenih povezav izracunali s
pomocjo frekvenc haplotipov (P) v podatkovni zbirki YHRD (angl. Y chromosome

haplotype reference database (www.yhrd.org)) (78). Uporabili smo metodo $tetja (p = x /

n ; p — frekvenca haplotipa, X — Stevilo ponovitev haplotipa, n — velikost podatkovne baze),
upostevali smo tudi korekcijski faktor za napake pri vzorcenju (78-80).

Verjetnost sorodstva med dvema osebama smo izrazili z verjetnostnim razmerjem (LR)
(angl. Likelihood ratio). Ce je §lo pri dveh osebah za ujemanje med avtosomskima
genetskima profiloma in med haplotipoma kromosoma Y, smo to izrazili s skupnim
verjetnostnim razmerjem LRc, ki predstavlja produkt LR avtosomskega profila in LR
haplotipa kromosoma Y (81). Verjetnostno razmerje nam pove, kolikokrat bolj verjetna je
sorodstvena povezava med osebo, ki ji pripada preiskovani vzorec, in referencno osebo, v
primerjavi z naklju¢no izbrano osebo iz primerjane populacije, ki z osebo, ki ji pripada
preiskovani vzorec, ni v sorodu. Pri haplotipih kromosoma Y nam pove, kolikokrat
verjetneje je, da osebi z identicnim haplotipom kromosoma Y pripadata isti paternalni

liniji, kot pa da sta pripadnika razli¢nih paternalnih linij (7).
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Sorodstveno povezavo smo ovrednotili tudi s skupno naknadno verjetnostjo sorodstva
(PPc) (angl. Posterior probability combined) z uposStevanjem predhodne verjetnosti in

skupnim verjetnostnim razmerjem.

PPc = LRc * prior / (LRc * prior + (1 — prior)) * 100%

Skupna naknadna verjetnost sorodstva mora presegati vrednost 99,9% - le tako lahko

potrdimo sorodstveno razmerje ali pozitivno identificiramo zrtev (77, 82, 83).

OBDELAVA PODATKOV

Rezultate smo statisticno obdelali s programoma Microsoft Office Excel 2016 in IBM SPSS
Statistics v23.

Rodovnik za prikaz sorodstvenih povezav in identifikacijo zrtev iz grobis¢a Babna Gora
smo ustvarili s spletno aplikacijo Progeny Free Online Pedigree Tool (Progeny Genetics
LLC.) (66).
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REZULTATI IN RAZPRAVA

ISKANJE NAJPRIMERNEJSEGA SKELETNEGA ELEMENTA ZA
IDENTIFIKACIJO ZRTEV DRUGE SVETOVNE VOJNE -
GROBISCE HUDA JAMA

REZULTATI KVANTIFIKACIJE

Ugotovili smo, da razlika v koli¢ini izolirane DNA med skeleti A, B in C ni bila
signifikantna (ANOVA, p = 0,205), hkrati pa opazili razlike v koli¢ini izolirane DNA med
razli¢nimi tipi skeletnih elementov (KV = 141,2 % za vrednosti povprecnih koli¢in DNA v
ng/g kosti) (Preglednica XI, Slika 11) .

Odsotnost kontaminacije smo preverili z negativno kontrolo reakcije PCR in negativno

kontrolo ekstrakcije, pri katerih nismo zaznali DNA.

NajuspeSnejSih 20 elementov pri posameznem skeletu:

SKELET A: Med prvih 20 skeletnih elementov pri skeletu A glede na koli¢ino DNA,
smo uvrstili kosti rok in nog, med katerimi smo najve¢ DNA pridobili iz stopalnic, ter
senc¢nico. Najmanj DNA smo uspeli pridobiti iz zob, pri katerih je 6/8 vzorcev bilo pod
mejo detekcije pri postopku kvantifikacije. Rezultati so prikazani v Preglednici VIII.
SKELET B: Precej podobne rezultate smo dobili pri analizi elementov skeleta B, kjer so
med prvimi dvajsetimi elementi, iz katerih smo uspeli pridobiti najve¢ DNA, povecini
kosti rok in nog (17/20), ledveno in prsno vretence ter sencnica. Najve¢ DNA smo dolocili
v dlan¢nici III, stopalnici |, proksimalni prstnici palca roke, medialni klinasti kosti in
skoc¢nici. Podobno kot pri skeletu A, smo tudi pri skeletu B najmanj DNA dolo¢ili v
vzorcih zob, kjer pri 4/8 vzorcev pri kvantifikaciji nismo zaznali prisotnosti DNA v
vzorcih. Rezultati so prikazani v Preglednici 1X.

SKELET C: Prvih 20 elementov, ki smo jim dolocili najvecjo koli¢ino DNA,
predstavljajo pri skeletu C predvsem kosti rok in nog, med katerimi so najboljse dlan¢nice
in stopalnice, poleg tega pa Se sencnica in I. rebro. Najmanj DNA smo pri skeletu C
pridobili iz vzorcev zob, kjer pri 4/8 vzorcev pri kvantifikaciji nismo zaznali prisotnosti

DNA v vzorcih. Rezultati so prikazani v Preglednici X.

Pri vseh analiziranih vzorcih DNA nismo zaznali v 14 od skupno 168 vzorcev. V vseh

primerih je $lo za zobe. (Preglednice VIII, IX in X)
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Pri kvantifikaciji smo skupaj z vsakim vzorcem pomnozevali tudi notranjo pozitivno
kontrolo v namen identificiranja inhibicije reakcije PCR. Parameter »IPC shift« je
samodejno izracunan in predstavlja razliko v IPC Ct vrednosti vzorca in njemu najblizjega
DNA - standarda (52). Vecje ali nedoloc¢ene vrednosti pomenijo ve¢jo stopnjo inhibicije;
da lahko trdimo, da je v vzorcu priSlo do inhibicije, mora vrednost parametra biti vecja ali
enaka 0,3 (64). S tem parametrom smo dolo¢ili predvsem inhibicijo preko vezave na
molekulo DNA - tovrstni inhibitor je denimo huminska kislina (65).

Pri skeletu A je bil tako inhibiran zgolj en element, zgornja ¢eljustnica (IPC shift = 3,08)
(Preglednica VIII). Noben izmed elementov skeleta B ni kazal prisotnosti inhibitorjev
(Preglednica IX), medtem ko je pri skeletu C $lo za rahlo inhibicijo pri golenici (0,3) in
intermedialni klinasti kosti (0,73) (Preglednica X). Kljub temu smo za golenico in
intermedialno klinasto kost skeleta C uspeli pridobiti celoten DNA profil, pri zgornji
Celjustnici skeleta A pa smo v postopku kvantifikacije zaznali le kratke fragmente DNA,
dolgih pa ne, kar bi lahko bil poleg inhibicije vzrok temu, da tipizacija lokusov STR tega

vzorca ni bila uspes$na (Stevilo uspesno pomnozenih lokusov je bilo 7 ali manj).

Stopnjo degradacije smo ocenili s pomoc¢jo razmerja koli¢in avtosomskega (krajSega) in
degradacijskega (daljSega) fragmenta v vzorcu — degradacijskega indeksa ([Auto]/[D]);
vis§je razmerje [Auto]/[D] (vrednosti ve¢je od 2) ali celo popolna odsotnost
degradacijskega fragmenta po PCR reakciji (slednje onemogoci dolo¢itev degradacijskega
indeksa), nakazujejo na vecjo degradiranost DNA - molekul v vzorcu.

Izmed vseh elementov skeleta A je bil najmanjs$i degradacijski indeks 3,45 (prsnica),
najve¢ji pa 21,47 (dlancnica V). Degradacijskega indeksa ni bilo mozno dolociti pri
slede¢ih elementih skeleta A: zgornja celjustnica, Crevnica, zgornji kocnik, spodnja
Celjustnica, nadlahtnica, vratno vretence, klju¢nica, kozeljnica, zatilnica, ¢elnica rebro XII.,
sednica, rebro VI., podlahtnica, temenica, zgornji sekalec II., lopatica, spodnji li¢nik,
spodnji kocnik, spodnji sekalec, spodnji podo¢nik, zgornji li¢nik, zgornji podocnik.
(Preglednica VIII)

Pri skeletu B je bil najmanjsi degradacijski indeks 1,51 (zgornji podo¢nik), najvecji pa
20,82 (sramnica). Degradacijskega indeksa ni bilo mozno dolociti pri slede¢ih elementih
skeleta B: klju¢nica, spodnji sekalec, zatilnica, Celnica, zgornji sekalec, spodnji li¢nik,

spodnji podo¢nik, zgornji liénik, spodnji ko¢nik. (Preglednica 1X)
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Pri skeletu C je bil najmanjsi degradacijski indeks 2,39 (stegnenica), najvecji pa 25,61
(lateralna Kklinasta kost). Degradacijskega indeksa ni bilo mozno dolo¢iti pri slede¢ih
elementih skeleta C: mec¢nica, spodnji podocnik, nadlahtnica, zgornji ko¢nik, Celnica,
spodnji li¢nik, zatilnica, kljuCnica, temenica, spodnji sekalec, zgornji sekalec, zgornji
licnik, zgornji podo¢nik, spodnji ko¢nik. (Preglednica X)

Vendar pa se za napoved uspeha genotipizacije degradacijski indeks v nasem primeru ni
izkazal za najbolj primernega — mnogim elementom z niZjo stopnjo degradacije smo
namre¢ uspeli dolociti le delne profile, medtem ko smo iz vzorcev z vis§jimi
degradacijskimi indeksi uspeli pridobiti celotne profile. Hkrati pa smo iz vseh vzorcev
skeletov A, B in C, pri katerih je bilo pomnozevanje degradacijskega fragmenta
popolnoma neuspes$no (46 od skupno 168 vzorcev), uspeli pridobiti delni profil le v dveh
primerih (2/47) — zgornji ko¢nik skeleta A in spodnji sekalec skeleta B. V nobenem izmed
vzorcev, kjer je bilo pomnozevanje degradacijskega fragmenta popolnoma neuspesno,
nismo pridobili celotnega DNA profila. Slednja ugotovitev sovpada z rezultati raziskave,
Ki jo je na starih skeletnih elementih izvedla Zupani¢ Pajnii¢ s sodelavci (92), pri ¢emer
prihajajo do zakljuckov, da pri vzorcih, pri katerih je bilo pomnoZevanje degradacijskega
(ali degradacijskega in avtosomskega) fragmenta popolnoma neuspesno, DNA profila,
primernega za interpretacijo, ni bilo mozno pridobiti (92).

Povpre¢na vrednost degradacijskih indeksov za vse vzorce, kjer smo ta parameter lahko
dolo¢ili, je bila 7,34 + 4,25 s koeficientom variacije 57,9 %, kar kaze na to, da je DNA v
nasih vzorcih v sploSnem precej razgrajena, kar je glede na starost skeletov in okolje, v
katerem so se nahajali, pricakovano — pogoji, kot so denimo dostop kisika in vlage in
prisotnost mikroorganizmov namre¢ neugodno vplivajo na ohranjenost DNA (2, 3, 4),
medtem ko bi okolje s konstantno nizko temperaturo ugodno vplivalo na ohranitev
molekule DNA (7). Hkrati pa nam koeficient variacije nakazuje, da je stopnja degradacije

med vzorci razliéna.

Pomnozevanje IPC je bolj obcutljivo na inhibitorje, kot pomnoZevanje degradacijskega
fragmenta, zato je ob visokem degradacijskem indeksu brez opaznega poviSanja parametra
»IPC shift« vec¢ja verjetnost prisotnosti degradirane DNA, kot pa prisotnost inhibitorjev v
vzorcu (64). Tako degradacija, kot tudi inhibitorji, ovirajo ali celo onemogocijo analizo
daljsih alelov. Slednje smo opazili pri zgornji Celjustnici skeleta A, kjer nismo uspeli

dolociti degradacijskega indeksa, hkrati pa je bil IPC shift zelo povisan (3,08), v skladu s
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tem pa tipizacija lokusov STR ni bila uspesna (uspesno pomnozenih je bilo manj kot 8

alelov). (Preglednica VIII)

V Preglednicah VIII, IX in X so prikazane povpre¢ne vrednosti dupliciranih kvantifikacij
za posamezni skeletni element. Z oznako HO smo v preglednicah oznacili navidezno
homozigotnost, ki je posledica izpada enega alela na posameznem lokusu. Oznaka 17/17
(2xHO) tako denimo pomeni, da so aleli pomnozeni na vseh 17 preiskovanih lokusih,
vendar je na dveh lokusih priSlo do izpada enega alela, zaradi ¢esar imamo navidezno
homozigotnost. Oznaka 15/17(3xHO) pomeni, da je pri dveh lokusih prislo do izpada
celotnega lokusa (pomnozil se ni noben alel na teh dveh lokusih), pri treh lokusih pa je
prislo do izpada enega alela, zato imamo navidezno homozigotnost. Tovrstno vrednotenje
uspeSnosti genotipizacije posameznih elementov smo omogocili tako, da smo najprej
dolocili celoten profil STR za posameznega izmed treh skeletov s pomocjo skeletnih
elementov, Ki so bili pri tipizaciji lokusov STR najuspesnejsi.

V Preglednici VIII so prikazani rezultati kvantifikacije in genotipizacije elementov
skeleta A, razporejeni padajoce po degradacijskem indeksu. Prikazani so $tevilka vzorca,
ime elementa, koli¢ina avtosomskega fragmenta v ng na mikroliter vzorca, koli¢ina
degradacijskega fragmenta v ng na mkroliter vzorca, razmerje med avtosomskim in

degradacijskim fragmentom, Stevilo uspesno pomnozenih lokusov STR in IPC Shift.

Preglednica VIII: Rezultati kvantifikacije in genotipizacije skeleta A iz grobis¢a Huda

jama.
PQ Deg PQ [Auto]/[Deg] STR PQ IPC
Stevilka ELEMENT PQ Auto | AVERAG razmerje ESSPLEX Shift
vzorca SKELETA A AVERAGE E AVERAGE SEQS AVERAGE
442 DLANCNICA V. 0,1606 0,0074 21,47 17/17 -0,29
SENCNICA -
536 SKALNICA 0,0725 0,004 17,99 17/17 -0,16
438 STOPALNICA V. 0,5731 0,0406 14,13 17/17 -0,42
95 KRIZNICA 0,0127 0,001 13,32 16/17 0,09
PROKS.
PRSTNICA 16/17
166 PALCA ROKE 0,0116 0,0009 12,9 (1XHO) -0,32
440 DLANCNICA IV. 0,1345 0,0105 12,76 17/17 -0,41
94 KOCKA 0,0104 0,0008 12,48 16/17 -0,17
17/17
77 STOPALNICAV. 0,022 0,0018 11,97 (2XHO) -0,68
439 | DLANCNICA III. 0,2699 0,0227 11,91 17/17 -0,22
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437 STOPALNICA II. 0,4816 0,0412 11,68 17/17 -0,33
441 DLANCNICA II. 0,2337 0,0209 11,19 17/17 -0,46
436 STOPALNICA III. 0,5974 0,0622 9,61 17/17 -0,4
KLINASTA KOST
83 LATERAL 0,0122 0,0013 9,57 16/17 -0,8
412 STOPALNICA 1. 0,0579 0,0061 9,54 17/17 -0,52
78 COLNIC 0,0838 0,0101 8,26 17/17 -0,44
DIST. PRSTNICA 17/17
167 PALCA ROKE 0,0839 0,0121 6,94 (1XHO) -0,37
PROKS.
PRSTNICA
80 PALCA NOGE 0,033 0,0051 6,48 17/17 -0,67
84 SKOCNICA 0,0566 0,0088 6,46 17/17 -0,54
6 SRAMNICA 0,0063 0,001 6,45 16/17 -0,18
KLINASTA KOST
82 MED. 0,0348 0,0055 6,37 16/17 -0,65
17/17
76 DLANCNICA I. 0,0849 0,0134 6,34 (1XHO) -0,51
5 POGACICA 0,1159 0,0184 6,3 17/17 -0,12
KLINASTA KOST
71 INTERM. 0,224 0,0371 6,05 17/17 -0,32
74 GLAVATICA 0,2788 0,047 5,93 17/17 -0,46
DIST. PRSTNICA
73 PALCA NOGE 0,1364 0,0233 5,86 17/17 -0,35
91 PETNICA 0,0206 0,0035 5,8 16/17 -0,47
11/17
85 REBRO I. 0,0034 0,0006 5,69 (2XHO) -0,84
15/17
11 STEGNENICA 0,0029 0,0006 5,18 (5xHO) -0,5
1 MECNICA 0,0066 0,0013 5,15 15/17 -0,26
17/17
2 GOLENICA 0,0114 0,0025 4,53 (1XHO) -0,14
LEDVENO
89 VRETENCE 0,0101 0,0024 4,25 16/17 -0,68
PRSNO 14/17
90 VRETENCE 0,0121 0,0029 4,22 (2XHO) -0,6
12/17
87 PRSNICA 0,0021 0,0006 3,45 (3XHO) -0,75
ZG. <8
96 CELJUSTNICA 0,0028 / nedolo¢eno lokusov 3,08
<8
88 CREVNICA 0,0011 / nedolo¢eno lokusov -0,4
12/17
99 ZG. KOCNIK 0,001 / nedoloéeno (5XHO) -0,2
SP. <8
179 CELJUSTNICA 0,001 / nedoloc¢eno lokusov -0,49
<8
13 NADLAHTNICA 0,0006 / nedoloc¢eno lokusov -0,47
93 VRATNO 0,0006 / nedoloceno <8 -0,41
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VRETENCE lokusov

<8

4 KLJUCNICA 0,0004 nedoloceno lokusov -0,34
<8

12 KOZELINICA 0,0003 nedolo¢eno lokusov -0,45
<8

7 ZATILNICA 0,0003 nedoloceno lokusov -0,53
<8

75 CELNICA 0,0003 nedoloceno lokusov -0,73
<8

86 REBRO XII. 0,0003 nedoloceno lokusov -0,74
<8

178 SEDNICA 0,0003 nedoloceno lokusov -0,73
<8

3 REBRO VI. 0,0002 nedoloceno lokusov -0,35
<8

10 PODLAHTNICA 0,0002 nedoloceno lokusov -0,5
<8

72 TEMENICA 0,0002 nedoloceno lokusov -0,66
<8

107 ZG. SEKALEC II. 0,0002 nedoloceno lokusov -0,67
<8

14 LOPATICA 0,0001 nedoloceno lokusov -0,41
<8

101 | SP. LICNIK / nedolo¢eno lokusov -0,54
<8

103 | SP. KOCNIK / nedolo¢eno lokusov -0,28
<8

104 SP. SEKALEC / nedoloc¢eno lokusov -0,63
<8

105 | SP. PODOCNIK / nedolo¢eno lokusov -0,54
<8

106 | ZG. LICNIK / nedolo¢eno lokusov -0,49
<8

108 | ZG. PODOCNIK / nedolo¢eno lokusov -0,61

V Preglednici IX so prikazani rezultati kvantifikacije in genotipizacije elementov skeleta
B, razporejeni padajoe po degradacijskem indeksu. Prikazani so Stevilka vzorca, ime
elementa, koli¢ina avtosomskega fragmenta v ng na mikroliter vzorca, koli¢ina

degradacijskega fragmenta v ng na mkroliter vzorca, razmerje med avtosomskim in

degradacijskim fragmentom, Stevilo uspesno pomnozenih lokusov STR in IPC Shift.
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Preglednica IX: Rezultati kvantifikacije in genotipizacije skeleta B iz grobis¢a Huda jama.

PQ Deg PQ [Auto]/[Deg] STR PQ IPC
Stevilka ELEMENT PQAuto | AVERAG razmerje ESSPLEX Shift
vzorca SKELETA B AVERAGE E AVERAGE SEQS AVERAGE
13/17
57 SRAMNICA 0,0079 0,0004 20,82 (1XHO) -0,43
16/17
177 REBRO XII. 0,0063 0,0003 19,42 (4XHO) -0,72
17/17
195 ZG. KOCNIK 0,0094 0,0007 14,36 (2XHO) -0,2
15/17
56 SEDNICA 0,0046 0,0004 11,54 (1XHO) -0,52
443 DLANCNICA I11. 0,4183 0,0381 10,99 17/17 -0,42
DIST. PRSTNICA
41 PALCA ROKE 0,0902 0,0089 10,17 16/17 -0,03
65 DLANCNICA V. 0,0072 0,0008 9,16 17/17 -0,36
DIST. PRSTNICA
37 PALCA NOGE 0,0969 0,0117 8,3 17/17 0,07
17/17
18 GOLENICA 0,0151 0,0018 8,25 (3XHO) -0,53
VRATNO 17/17
64 VRETENCE 0,0459 0,0056 8,24 (1XHO) -0,19
<8
21 PODLAHTNICA 0,0014 0,0002 8,1 lokusov -0,44
11/17
54 KRIZNICA 0,0079 0,0010 7,95 (3XHO) -0,28
17/17
51 STOPALNICA IV. 0,0073 0,0010 7,48 (3XHO) -0,5
49 STOPALNICA II. 0,0131 0,0018 7,42 17/17 -0,22
13/17
62 LOPATICA 0,0014 0,0002 7,28 (3XHO) -0,62
SENCNICA -
537 | SKALNICA 0,078 0,0111 7,05 17/17 -0,46
35 GLAVATICA 0,0353 0,0053 6,69 17/17 -0,57
50 STOPALNICAIII. 0,085 0,0142 5,97 17/17 -0,18
15 MECNICA 0,012 0,0022 5,38 16/17 -0,48
KLINASTA KOST
38 INTERM. 0,0515 0,0099 5,2 17/17 -0,13
14/17
28 KOZELIJNICA 0,0017 0,0003 5,18 (1XHO) -0,42
48 DLANCNICA IV. 0,0215 0,0044 4,88 17/17 -0,13
KLINASTA KOST
70 MED. 0,2213 0,0457 4,85 17/17 -0,19
KLINASTA KOST
39 LATERAL. 0,0948 | 0,0197 4,82 17/17 -0,23
SP. <8
27 CELJUSTNICA 0,0009 0,0002 4,8 lokusov -0,15
61 PRSNICA 0,0388 0,0083 4,67 17/17 -0,48
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32 KOCKA 0,061 0,0132 4,64 17/17 -0,31
63 REBRO VI. 0,0023 0,0005 4,6 14/17 -0,36
17/17
52 | STOPALNICAV. | 0,1183 | 0,0258 4,59 (1XHO) 0,18
34 POGACICA 0,1235 0,0276 4,48 17/17 0,02
31 | SKOCNICA 0,1857 | 0,0427 4,35 17/17 -0,18
PROKS.
PRSTNICA
33 PALCA NOGE 0,0794 0,0186 4,27 17/17 -0,05
53 DLANCNICA II. 0,1031 0,0252 4,09 17/17 -0,21
67 DLANCNICA I. 0,1668 0,041 4,07 17/17 -0,23
17 STOPALNICA I. 0,4021 0,1005 4 17/17 -0,04
PRSNO
58 VRETENCE 0,137 0,0347 3,95 17/17 -0,67
ZG. 17/17
69 CELJUSTNICA 0,0126 0,0032 3,95 (1XHO) -0,3
LEDVENO
59 VRETENCE 0,0908 0,0242 3,75 17/17 -0,33
17/17
55 CREVNICA 0,0413 0,011 3,75 (1XHO) -0,42
PROKS.
PRSTNICA
19 PALCA ROKE 0,2918 0,0796 3,67 17/17 -0,23
30 COLNIC 0,0731 0,0201 3,63 17/17 0,08
36 PETNICA 0,1399 0,04 3,5 17/17 -0,27
20 STEGNENICA 0,0113 0,0034 3,37 17/17 -0,35
15/17
22 NADLAHTNICA 0,0021 0,0006 3,29 (1XHO) -0,12
17/17
29 REBRO I. 0,0281 0,0097 2,9 (1XHO) -0,36
<8
25 TEMENICA 0,0004 0,0002 1,72 lokusov -0,39
<8
44 ZG. PODOCNIK 0,0002 0,0001 1,51 lokusov -0,49
<8
60 KLJUCNICA 0,0011 / nedoloceno lokusov -0,43
45 SP. SEKALEC 0,001 / nedoloc¢eno 9/17 -0,63
<8
24 CELNICA 0,0006 / nedolo¢eno lokusov -0,14
<8
26 ZATILNICA 0,0004 / nedoloc¢eno lokusov -0,24
<8
43 ZG. SEKALEC 0,0001 / nedoloc¢eno lokusov -0,31
<8
42 SP. LICNIK / / nedolo¢eno lokusov -0,36
<8
46 SP. PODOCNIK / / nedolo¢eno lokusov -0,28
<8
47 ZG. LICNIK / / nedolo¢eno lokusov -0,22
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’ 169 ‘SP.KO(VZNIK

’ / ’ / ’ nedoloceno ‘

<8
lokusov

’ -0,71 ’

V Preglednici X so prikazani rezultati kvantifikacije in genotipizacije elementov skeleta

C, razporejeni padajo¢e po degradacijskem indeksu. Prikazani so Stevilka vzorca, ime

elementa, koli¢ina avtosomskega fragmenta v ng na mikroliter vzorca, koliina

degradacijskega fragmenta v ng na mkroliter vzorca, razmerje med avtosomskim in

degradacijskim fragmentom, Stevilo uspesno pomnozenih lokusov STR in IPC Shift.

Preglednica X: Rezultati kvantifikacije in genotipizacije skeleta C iz grobis¢a Huda jama.

VRSTA PQ Auto/Deg STR
Vzo ELEMENTA PQ Auto PQ Deg razmerje ESSPLEX | PQ IPC Shift
rec SKELET C AVERAGE | AVERAGE AVERAGE SEQS AVERAGE
KLINASTA KOST 16/17
145 | LAT. 0,0157 0,0006 25,61 (1XHO) -0,78
17/17
444 | STOPALNICA IV. 0,164 0,0101 16,2 (2XHO) -0,31
17/17
160 | DLANCNICA I. 0,007 0,0005 14,04 (1XHO) -0,02
DIST. PRSTNICA 17/17
149 | PALCA NOGE 0,0365 0,003 12,27 (2XHO) -0,87
17/17
445 | STOPALNICA III. 0,0702 0,0061 11,6 (1XHO) -0,25
PROKS.
PRSTNICA PALCA
532 | ROKE 0,0612 0,0053 11,45 17/17 -0,38
17/17
134 | SEDNICA 0,0026 0,0002 10,47 (5XHO) -0,51
16/17
147 | PETNICA 0,0069 0,0007 9,88 (2XHO) -1,14
17/17
448 | DLANCNICA II. 0,0244 0,0025 9,75 (2XHO) -0,82
17/17
450 | DLANCNICA IV. 0,3739 0,0392 9,54 (1XHO) -0,31
<8
136 | REBRO VI. 0,0023 0,0002 9,4 lokusov -0,86
17/17
446 | STOPALNICAII. 0,1437 0,0169 8,52 (1XHO) -0,31
16/17
139 | CREVNICA 0,0034 0,0004 8,15 (2XHO) -0,94
VRATNO 16/17
138 | VRETENCE 0,0038 0,0005 7,75 (3XHO) -0,93
KLINASTA KOST 17/17
180 | INTERM. 0,0165 0,0022 7,51 (1XHO) 0,73
137 | LEDVENO 0,0031 0,0004 7,49 12/17 -0,7
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VRETENCE (2XHO)
17/17
451 | DLANCNICA V. 0,2842 0,038 7,48 (1XHO) -0,42
152 | GLAVATICA 0,0114 0,0015 7,46 16/17 -0,95
154 | KOCKA 0,0071 0,001 7,41 16/17 -0,98
17/17
127 | SP. CELJUSTNICA 0,0078 0,0011 7,19 (1XHO) -0,27
16/17
146 | POGACICA 0,022 0,0031 7,08 (1XHO) -0,99
17/17
413 | STOPALNICA I. 0,0295 0,0044 6,75 (1XHO) -0,93
PROKS.
PRSTNICA.PALCA
148 | NOGE 0,0106 0,0016 6,43 16/17 -0,95
447 | STOPALNICA V. 0,0857 0,0136 6,32 17/17 -0,45
DIST.PRSTNICA 16/17
150 | PALCA ROKE 0,0091 0,0015 6,28 (1XHO) -1,2
SENCNICA -
538 | SKALNICA 0,1791 0,029 6,18 17/17 -0,39
17/17
449 | DLANCNICA III. 0,2523 0,0437 5,77 (1XHO) -0,34
16/17
140 | SRAMNICA 0,0038 0,0007 5,38 (4XHO) -0,92
16/17
165 | ZzG. CELJUSTNICA | 0,0064 0,0012 5,17 (2XHO) -0,24
PRSNO 17/17
143 | VRETENCE 0,0085 0,0017 5,04 (2XHO) -0,9
17/17
135 | REBRO I. 0,0096 0,0021 4,63 (1XHO) -0,5
KLINASTA KOST
144 | MED. 0,0323 0,0076 4,24 17/17 -0,76
15/17
182 | PRSNICA 0,0069 0,0018 3,94 (4XHO) -0,86
156 | KRIZNICA 0,0061 0,0017 3,59 17/17 -0,7
17/17
128 | GOLENICA 0,0446 0,0143 3,12 (1XHO) 0,3
141 | SKOCNICA 0,0069 0,0022 3,07 17/17 -0,87
16/17
153 | COLNIC 0,0062 0,0022 2,8 (1XHO) -1,01
<8
122 | LOPATICA 0,0004 0,0002 2,75 lokusov -0,55
<8
125 | KOZELINICA 0,0005 0,0002 2,64 lokusov -0,28
<8
142 | REBRO XII. 0,0007 0,0003 2,58 lokusov -0,98
<8
124 | PODLAHTNICA 0,0005 0,0002 2,58 lokusov -0,25
16/17
121 | STEGNENICA 0,0064 0,0027 2,39 (2XHO) -0,34
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<8

181 | MECNICA 0,0022 / nedoloceno lokusov -0,69
<8

172 | SP. PODOCNIK 0,0006 / nedoloceno lokusov -0,37
<8

133 | NADLAHTNICA 0,0006 / nedoloceno lokusov -0,65
<8

174 | ZG. KOCNIK 0,0005 / nedoloceno lokusov -0,7
<8

129 | CELNICA 0,0005 / nedoloceno lokusov -0,17
<8

171 | SP. LICNIK 0,0004 / nedoloceno lokusov -0,63
<8

123 | ZATILNICA 0,0001 / nedoloceno lokusov -0,64
<8

130 | KUUCNICA 0,0001 / nedoloceno lokusov -0,01
<8

131 | TEMENICA 0,0001 / nedoloc¢eno lokusov -0,1
<8

110 | SP. SEKALEC 0,0001 / nedoloceno lokusov -0,44
<8

111 | ZG. SEKALEC / / nedoloceno lokusov -0,65
<8

109 | ZG. LIENIK / / nedoloéeno lokusov -0,7
<8

170 | ZG. PODOCNIK / / nedoloceno lokusov -0,65
<8

175 | SP. KOCNIK / / nedoloéeno lokusov -0,72

NajuspesSnejSih 20 elementov povprecno pri vseh treh skeletih

Z medsebojno primerjavo in razvr$¢anjem razlicnih skeletnih elementov glede na
povprecno koli¢ino DNA v ng na g kosti oziroma zoba v skeletih A, B in C (uporabili smo
vrednost kvantifikacije kratkega fragmenta), smo ugotovili, da so med prvimi dvajsetimi
elementi po tem kriteriju izklju¢no kosti rok in nog, izmed katerih smo najboljSe rezultate
pridobili iz stopalnic (I, II, 11, IV) in dlanénic (I, 11, IV, V), ki predstavljajo prvih 8
elementov s povpre¢no najve¢ DNA v ng na g kosti 0ziroma zoba v posameznem elementu
za tri preiskovane skelete. Dlan¢nica III, ki je imela v skeletih A, B in C povprec¢no
najvecjo koli¢ino DNA v ng/g kosti oziroma zoba, je posami¢no v skeletu A glede na
koli¢ino DNA uvrs§cena na 15., pri skeletu B na 18. in pri skeletu C na 3. mesto. Iz zob
smo povprecno pridobili najmanj DNA in le en celoten profil (zgornji ko¢nik, skelet B),
kar je glede na druge raziskave zelo presenetljivo, saj bi se v zobeh DNA morala dobro in

dolgo ohranjati (22, 27). Poleg zob so povprec¢no nizko koli¢ino DNA (ng/g kosti oziroma
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zoba) imele tudi temenica, zatilnica, ¢elnica, lopatica in kljucnica (Preglednice VIII, 1X, X,

XI, Slika 11).

V Preglednici XI so prikazane vrste skeletnih elementov, povpreéna koli¢ina DNA v ng
na g kosti oziroma zob, Stevilo celotnih profilov in povprecno Stevilo pomnozenih lokusov
v treh preiskovanih skeletih. Za izracun povpre¢ne koli¢ine ng DNA na g kosti 0z. zoba

smo uporabili rezultate kvantifikacije kratkega (avtosomskega) fragmenta.

Preglednica XI: Povprec¢na koli¢ina DNA v ng/g kosti oziroma zob, Stevilo celotnih
profilov in povprecno Stevilo pomnoZenih lokusov za posamezni element v vseh treh

skeletih.
Vrsta skeletnega elementa Povprecno ng Stevilo Povprecno Stevilo
DNA /g kosti polnih pomnoZenih STR
oz. zoba A,B,C profilov lokusov
DLANCNICA IIl. 31,4 3/3 17
STOPALNICA III. 25,1 3/3 17
STOPALNICA IV. 24,8 3/3 17
STOPALNICA II. 21,3 3/3 17
DLANCNICA IV. 17,7 3/3 17
STOPALNICAI. 16,3 3/3 17
DLANCNICA V. 15,1 3/3 17
PROKS. PRSTNICA PALCA ROKE 12,2 2/3 16,7
DLANCNICA II. 12,0 3/3 17
SENCNICA — SKALNICA 11,0 3/3 17
GLAVATICA 10,9 2/3 16,7
KLINASTA KOST INTERM. 9,7 3/3 17
KLINASTA KOST MED. 9,6 2/3 16,7
DIST. PRSTNICA PALCA NOGE 9,0 3/3 17
POGACICA 8,7 2/3 16,7
DLANCNICA I. 8,6 3/3 17
SKOCNICA 8,3 3/3 17
STOPALNICA V. 7,5 3/3 17
DIST. PRSTNICA PALCA ROKE 6,1 1/3 16,3
PETNICA 5,6 1/3 16,3
CoLNIC 54 2/3 16,7
PROKS. PRSTNICA PALCA NOGE 4,1 2/3 16,7
KLINASTA KOST LATERAL 4,1 1/3 16,3
KOCKA 2,6 1/3 16,3
GOLENICA 2,4 3/3 17
REBRO I. 1,4 2/3 15
PRSNO VRETENCE 1,0 2/3 16
KRIZNICA 0,9 1/3 14,7
ZG. CELJUSTNICA 0,7 1/3 13,3
MECNICA 0,7 0/3 12,7
STEGNENICA 0,7 1/3 16
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LEDVENO VRETENCE
SRAMNICA
PRSNICA

ZG. KOCNIK

SP. CELJUSTNICA
REBRO XII.
CREVNICA
VRATNO VRETENCE
SEDNICA

REBRO VI.
NADLAHTNICA
KOZELINICA
PODLAHTNICA
CELNICA

SP. SEKALEC
ZATILNICA
KUUCNICA
LOPATICA
TEMENICA

SP. PODOCNIK
SP. LICNIK

ZG. SEKALEC

ZG. PODOCNIK
SP. KOENIK

ZG. LICNIK

0,7
0,5
0,5
0,4
0,3
0,2
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

1/3
0/3
1/3
1/3
1/3
0/3
1/3
1/3
1/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3
0/3

15
15
14,7
12
10,3
10
13,3
13,3

~ O O O R
\l\'\'w\lww

NN NN NN NN

Na Sliki 11 so prikazane posamezne vrste skeletnih elementov nara$¢ajo¢e po povprecni
koli¢ini DNA v ng/g kosti oziroma zoba v vseh treh skeletih. Pri vseh treh skeletih
povpre¢no so se med najboljse elemente glede na ng DNA na g kosti 0z. zoba uvrstile
skorajda izkljuéno kosti rok in nog - stopalnice in dlan¢nice ter proksimalna prstnica palca
roke — ter sencnica; omenjene kosti predstavljajo 10 najvisje uvrSc¢enih. Med najslabse
uvrséenimi so zobje. Koli¢ino DNA v ng predstavljajo rezultati kvantifikacije krajSega,
avtosomskega fragmenta DNA. Os x prikazuje imena posameznih skeletnih elementov, os

y pa povpreéno koli¢ino DNA v ng na g kosti oziroma zob v skeletih A, B in C.

Kvantifikacijo smo izvedli s kompletom PowerQuant™ System (Promega).
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REZULTATI GENOTIPIZACIJE LOKUSOV STR
Za genotipizacijo vzorcev iz grobis¢éa Huda jama smo uporabili Ze opisan komplet
ESSPlex SE QS (Qiagen), s katerim smo pomnozevali podro¢ja STR avtosomske DNA in

odsek amelogeninskega gena — skupno 17 podrodij.

ELEKTROFEROGRAMI

Izbrali smo nekatere elektroferograme skeletov A, B in C za prikaz razli¢no uspesnih
amplifikacij in pridobitve genetskih profilov (celotni profili, delni profili (profili z izpadi
celih lokusov in profili z navideznimi homozigotnimi stanji na posameznih lokusih STR)
in profili neprimerni za interpretacijo (ti imajo pomnozenih manj kot 8 lokusov STR). Na
elektroferogramu vsak izmed vrhov pripada enemu izmed analiziranih alelov, viSina vrhov
pa prikazuje intenziteto fluorescence v relativnih enotah fluorescence (RFU) (0s y). Z osi x
razberemo dolzino DNA - fragmentov in oznako lokusov, ki jim preiskovani aleli
pripadajo, Stevilke pod osjo pa prikazujejo Stevilo ponovitev osnovnega motiva za

posamezni alel.

SKELETA

Slika 12 prikazuje elektroferogram skeleta A, vzorec 5, pogacica, pri katerem so uspesno

pomnoZeni vsi tar¢ni lokusi (17/17), prikazan je celoten profil skeleta A.
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Slika 12: Elektroferogram skeleta A, vzorec 5, pogacica, 17/17.

60



Slika 13 prikazuje elektroferogram skeleta A, vzorec 2, golenica, pri katerem so uspe$no

pomnozeni vsi tar¢ni lokusi (17/17); na lokusu vWA je prisotna navidezna homozigotnost.
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Slika 13: Elektroferogram skeleta A, vzorec 2, golenica, 17/17.

Slika 14 prikazuje elektroferogram skeleta A, vzorec 76, dlan¢nica, pri katerem so uspe$no

pomnoZeni vsi taréni lokusi (17/17); na lokusu D2S1338 je prisotna navidezna

homozigotnost.
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Slika 14: Elektroferogram skeleta A, vzorec 76, dlanc¢nica l, 17/17.
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Slika 15 prikazuje elektroferogram skeleta A, vzorec 166, proksimalna prstnica palca roke,
pri katerem je uspe$no pomnozenih 16/17 tar¢nih odsekov; na lokusu D21S11 je prisotna

navidezna homozigotnost, prikazan je delni profil skeleta A.
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Slika 15: Elektroferogram skeleta A, vzorec 166, proks. prstnica palca roke, 16/17.

Slika 16 prikazuje elektroferogram skeleta A, vzorec 7, zatilnica, pri katerem je uspesno

pomnozenih manj kot 8 lokusov; profil ni primeren za interpretacijo.

3 Applied
A.‘E Biosystems PR_SEQS_J3_8214_140617
GeneMapper 1D v3.2.1
jiome 200 20, —
[A_ZATILNICA_D vz ]
] I )35135¢ [ VWA 10 21811 13
T0 140 o 80 350 420
500
250
ol ok i M A A A " ah
Q
i T
Q S
TILNICA D _va? E E 05 vz [ ]
53¢ 856 | 1] SE3S J
2 80 350 420
500
250
oloa A Ak AA A "
A_ZATILNICA D _vz7 ESSplex_SE Q6 v2 ]
70 140 210 280 350 420
500
250
0 A A Ak A A Ak A
TILNICA_D_va? E [ ]
[ o2saai | 1 FGA ]
70 140 20 350 420
500
250
0 A A Ab A

Slika 16: Elektroferogram skeleta A, vzorec 7, zatilnica, < 8 lokusov.
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SKELETB

Slika 17 prikazuje elektroferogram skeleta B, vzorec 17, stopalnica I, pri katerem so

uspesno pomnozeni vsi taréni odseki (17/17). Prikazan je celoten profil skeleta B.
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Slika 17: Elektroferogram skeleta B, vzorec 17, stopalnica l, 17/17.

Slika 18 prikazuje elektroferogram skeleta B, vzorec 52, stopalnica V, pri katerem so

uspesno pomnozeni vsi taréni odseki; na lokusu D2S1338 je prisotna navidezna
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Slika 18: Elektroferogram skeleta B, vzorec 52, stopalnica 'V, 17/17.
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Slika 19 prikazuje elektroferogram skeleta B, vzorec 15, mecnica, pri katerem je uspesno

pomnozenih 16/17 lokusov; prikazan je delni profil skeleta B.
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Slika 19: Elektroferogram skeleta B, vzorec 15, mecnica, 16/17.

Slika 20 prikazuje elektroferogram skeleta B, vzorec 44, zgornji podocnik, pri katerem je

uspesno pomnozenih manj kot 8 lokusov, profil ni primeren za interpretacijo.
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Slika 20: Elektroferogram skeleta B, vzorec 44, zgornji podoc¢nik, < 8 lokusov.
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SKELET C

Slika 21 prikazuje elektroferogram skeleta C, vzorec 141, skoc¢nica, uspe$no so pomnozeni
vsi lokusi (17/17). Prikazan je celoten profil skeleta C.
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Slika 21: Elektroferogram skeleta C, vzorec 141, skoc¢nica, 17/17.

Slika 22 prikazuje elektroferogram skeleta C, vzorec 128, golenica, uspe$no je

pomnozenih 17/17 lokusov; na lokusu SE33 je prisotna navidezna homozigotnost.
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Slika 22: Elektroferogram skeleta C, vzorec 128, golenica, 17/17.
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Slika 23 prikazuje elektroferogram skeleta C, vzorec 149, distalna prstnica palca noge,

uspesno je pomnozenih 17/17 lokusov; na lokusih D2S1338 in SE33 je prisotna navidezna

homozigotnost.
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Slika 23: Elektroferogram skeleta C, vzorec 149, distalna prstnica palca noge, 17/17.

Slika 24 prikazuje elektroferogram skeleta C, vzorec 109, zgornji li¢nik, uspesno je

pomnozenih manj kot 8 lokusov, dobljen profil ni primeren za interpretacijo.
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Slika 24: Elektroferogram skeleta C, vzorec 109, zgornji licnik, < 8 lokusov.
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NEGATIVNA KONTROLA REAKCIJE PCR

Slika 25 prikazuje elektroferogram negativne kontrole
lokusov STR.

reakcije PCR, ni pomnoZenih
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Slika 25: Elektroferogram, negativna kontrola reakcije PCR.

NEGATIVNA KONTROLA EKSTRAKCIJE

Slika 26 prikazuje elektroferogram negativne kontrole ekstrakcije; ni pomnozenih lokusov
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Slika 26: Elektroferogram, negativna kontrola ekstrakcije serije 11.
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V Preglednici XI je prikazano, pri kolikih izmed treh skeletov smo iz posameznega
skeletnega elementa pridobili celotni profil ter povprec¢no Stevilo uspe$no pomnozenih
lokusov na skeletni element. VV Preglednicah VIII, 1X, X so prikazana Stevila uspe$no
pomnozenih lokusov za vsakega izmed analiziranih vzorcev. Na Sliki 27 je prikazano
Stevilo uspesno pomnozenih lokusov za skeletne elemente vseh treh skeletov. V

Preglednici X1I so zbrani genetski profili skeletov A, B, in C.

Preglednica XII: Zbrani genetski profili skeletov A, B in C iz grobis¢a Huda jama.

SKELET A SKELET B SKELET C
Amelogenin X/Y X/Y X/Y
THO1 6/6 9/9.3 6/9
D3S1358 15/17 15/16 15/16
Vwa 17/18 14/16 15/16
D21S11 28/30 28/30 29/30
D16S539 12/13 13/14 11/12
D1S1656 12/18.3 15/17 11/17.3
D19S433 12/14 14/15 12/12
SE33 15/28.2 27.2/29.2 16.1/27.2
D10S1248 13/13 15/17 14/16
D22S0145 15/16 11/15 11/15
D12S391 22/25 18/19 20/22
D8S1179 13/14 9/16 14/15
D2S1338 20/24 17/25 16/26
D2S441 10/14 14/14 10/10
D18S51 13/18 13/17 15/16
FGA 21/22 19/20 21/22

Slika 27 prikazuje uspesno pomnozene lokuse STR, ki smo jih pomnoZevali s kompletom
Investigator® ESSplex SE QS (Qiagen), glede na vrsto skeletnega elementa. Na osi x so prikazana
imena skeletnih elementov, na osi y pa Stevilo uspe$no pomnozenih lokusov STR; 7 predstavlja vse

vrednosti, ki so manjse od 8.
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Slika 27: Prikaz Stevila uspesno pomnoZenih lokusov STR po skeletih glede na vrsto skeletnega elementa.
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Pri profilih, ki smo jih oznacili kot celotni profili, smo uspesno pomnozili alele na vseh
preiskovanih lokusih. Ce nismo uspeli pomnoziti alelov za vse preiskovane lokuse (17/17),
a smo vseeno uspesSno pomnozili 8 ali ve¢ alelov, smo tak profil oznacili kot delni. Vse
profile, kjer smo uspesno pomnozili zgolj 7 ali manj preiskovanih lokusov, smo oznacili

kot neprimerne za interpretacijo.

Izmed skupno 168 analiziranih elementov skeletov A, B in C smo celotne profile
pridobili iz 75 vzorcev, delne profile iz 40 vzorcev, iz 53 vzorcev pa profila nismo

uspeli pridobiti.

Izmed 56 razli¢nih vrst skeletnih elementov smo za 15 elementov pridobili celoten
profil za vse tri preiskovane skelete. Za 8/56 skeletnih elementov smo pridobili celoten
profil pri 2/3 preiskovanih skeletov. Za 14/56 elementov smo pridobili celoten profil za
1/3 preiskovanih skeletov. Za 19/56 skeletnih elementov nismo uspeli pridobiti

celotnega profila pri nobenem izmed treh skeletov.

UspeSnost pridobitve genetskega profila v povezavi s koli¢cino DNA v ng/g

kosti oziroma zoba

Stopnja degradacije DNA za napoved uspeSnosti genotipizacije ni bila najprimernejsi
parameter, nasprotno pa smo ugotovili, da je za napoved uspesnosti tipizacije mnogo bolj
poveden parameter povprecne koli¢ine DNA v ng na g kostnega oziroma zobnega prahu

preiskovanih skeletnih elementov.

Celoten profil smo pri vseh treh skeletih pridobili za 15/56 elementov; 14 izmed njih
(intermedialna klinasta kost, distalna prstnica palca noge, dlan¢nice (I, I1, I11, IV, V),
sencnica - skalnica, sko¢nica in stopalnice (I, II, III, IV, V)) je bilo hkrati tudi med
prvimi 20 elementi glede na povpre¢no koli¢ino DNA v ng na g kosti oziroma zob vseh
treh skeletov. Izjema je bila golenica, ki je izmed vseh skeletnih elementov, pri katerih
smo uspesno pridobili celotne profile pri vseh treh skeletih, imela najnizjo povprecno
koli¢ino DNA v ng na g kosti (2,4 ng DNA/g kosti) in se je tako glede na kriterij koli¢ine
DNA uvrstila na 25. mesto. Vseh 15 elementov lahko ozna¢imo kot najprimernejse za

uporabo v namen identifikacije (Slika 11, Slika 27).
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Med najprimernejSe lahko uvrstimo Se elemente, pri katerih smo uspesno pridobili celoten
profil pri dveh skeletih, pri tretjem skeletu pa smo pridobili delni profil s 16/17
pomnozenimi aleli preiskovanih lokusov, hkrati pa so vsi ti elementi glede na povprecno
kolicino DNA vseh treh skeletov med prvimi dvajsetimi elementi. Ti elementi so:
glavatica, proksimalna prstnica palca roke, medialna klinasta kost,in pogacica. (Slika 11,
Slika 27) Dodali bi lahko $e proksimalno prstnico palca noge, saj je dala celoten profil pri
dveh skeletih, pri tretjem skeletu pa smo pridobili delni profil z izpadom enega lokusa, saj
je pri genetski identifikaciji kriterij uspesne pridobitve genetskega profila najpomembne;jsi.
Pri stirih skeletnih elementih — distalna prstnica palca roke, petnica, lateralna klinasta kost
in kocka — smo celoten profil pridobili pri enem izmed treh skeletov, pri ostalih dveh
skeletih pa smo pridobili delna (skoraj celotna) profila s 16/17 uspe$no pomnozenimi
lokusi STR.

8/14 najuspesnejsih elementov (sencnica — skalnica, dlanc¢nici I, 111, stopalnice I,, 11, V.,
distalna prstnica palca noge, intermedialna klinasta kost), glede na povpreéje rezultatov
kvantifikacij skeletov A, B C in njihove genotipizacije, je bilo med prvimi dvajsetimi tudi

posamezno pri vsakem izmed treh skeletov.

Skeletni elementi, za katere smo pri vseh treh skeletih (A, B in C)
pridobili celoten profil, a se glede na koli¢ino DNA niso pri vsakem izmed
treh skeletov lo¢eno uvrstili med prvih 20:

e Golenica se je po tem kriteriju (koli¢ina DNA v ng/g kosti) med prvih 20 uvrstila le
pri skeletu C (10. mesto), kljub temu pa smo tudi pri skeletih A (26. mesto) in B
(28. mesto) iz nje pridobili celoten profil.

e Dlancnica I, za katero smo pri vseh treh skeletih pridobili celoten profil, se je med
prvih 20 (kolicina DNA ng/g kosti) ) uvrstila pri skeletu A (11. mesto) in pri
skeletu B (6. mesto), pri skeletu C pa na 25. mesto.

e Dlancnica IV se je med prvih 20 (koli¢ina DNA v ng/g kosti) uvrstila pri skeletih A
(9. mesto) in C (1. mesto), pri skeletu B pa na 27. mesto; pri vseh treh skeletih smo

iz nje pridobili celoten profil.
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e Dlancnica V se je med prvih 20 (koli¢ina DNA v ng/g kosti) uvrstila pri skeletin A
(7. mesto) in C (2. mesto), pri skeletu B pa je bila na 37. mestu; pri vseh treh
skeletih smo iz nje pridobili celoten profil.

e Stopalnica Il, iz katere smo pri vseh treh skeletih pridobili celoten profil, se je med
prvih 20 (koli¢ina DNA v ng/g kosti) uvrstila pri skeletu A (3. mesto) in skeletu C
(6. mesto), pri skeletu B pa se je uvrstila na 29. mesto.

e Stopalnica 1V, iz katere smo pri vseh treh skeletih pridobili celoten profil, se je
med prvih 20 (koli¢ina DNA v ng/g kosti) uvrstila pri skeletu A (2. mesto) in
skeletu C (5. mesto), pri skeletu B pa se je uvrstila na 36. mesto.

e Skocnica se je med prvih 20 (koli¢ina DNA v ng/g kosti) uvrstila pri skeletu A (17.
mesto), in pri skeletu B (5. mesto) vendar smo tudi pri skeletu C (26. mesto) iz nje

pridobili celoten profil.

Elementi, za katere smo kljub nizjim koli¢cinam DNA uspe$no pridobili celotne profile, so
pri skeletu A golenica, pri skeletu B golenica, dlan¢nica IV in V, stopalnica II in IV, pri
skeletu C pa dlané¢nica I in sko¢nica. En pripada skeletu A (golenica), veéina jih pripada
skeletu B (golenica, dlan¢nica IV, dlan¢nica V, stopalnica II in stopalnica 1V), dva pa

skeletu C (dlan¢nica I, skocnica).

Primerjava s skeletnimi elementi, ki sta jih kot najboljSe oznacila

raziskovalca Mundorff in Davoren

Prvih 20 skeletnih elementov, v katerih sta Mundorftf in Davoren dolocila najvecjo koli¢ino
DNA (v ng/g kosti ali zoba) (nasteti po padajoci koli¢ini DNA) so: distalna prstnica palca
roke, sledili so intermedialna klinasta kost, zgornji kocnik, zgornji sekalec, skocnica,
zgornji podocnik, lateralna klinasta kost, kocka, 1. rebro, glavatica, spodnji sekalec, ¢olnic,
spodnji podo¢nik, zgornji koc¢nik, petnica, dlan¢nica IV, spodnji kocnik, stopalnica II,
stopalnica V in medialna klinasta kost (16).

Prvih 20 skeletnih elementov, v katerih smo dolo¢ili najvecjo koli¢ino DNA (v ng/g kosti)
mi, so (padajoCe po koli¢ini): dlancnica III, stopalnica III, stopalnica IV, stopalnica II,
dlan¢nica IV, stopalnica I, dlan¢nica V, proksimalna prstnica palca roke, dlan¢nica II,

senc¢nica — skalnica, glavatica,, intermedialna klinasta kost, medialna klinasta kost, distalna
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prstnica palca noge, pogacica, dlan¢nica I, skoc¢nica, stopalnica V, distalna prstnica palca
roke in petnica.

Skupne tocke smo opazili pri kosteh rok in nog, medtem ko so zobje, ki so v Studiji
raziskovalcev Mundorff in Davorena (16) med elementi, iz katerih so povpre¢no pridobili
najve¢ DNA, v naSem primeru prepri¢ljivo med najslabSimi po koli¢ini DNA (v ng/g
zobnega prahu).

Kot najprimernejSe za nadaljnjo analizo sta Mundorff in Davoren izbrala 10 sledecih
elementov: vratno vretence, VI. rebro, golenico, stegnenico, pogacico, dlan¢nico IV,
distalno prstnico palca roke, stopalnico IV, sko¢nico in medialno klinasto kost stopala (16).
V nasi analizi smo kot najprimernejse glede na povprecno koli¢ino DNA in Stevilo uspesno
pomnozenih lokusov dolocili vse dlancnice, vse stopalnice, intermedialno klinasto kost
stopala, distalno prstnico palca noge, sen¢nico — skalnico, skoénico, golenico, glavatico,
proksimalno prstnico palca roke, proksimalno prstnico palca noge, medialno klinasto kost
stopala, poga¢ico in &olni¢ (skupno 21 skeletnih elementov). Ce dodamo $e skeletne
elemente, ki so dali celotne profile pri enem skeletu in delne profile z izpadom enega
lokusa STR pri dveh skeletih, je potrebno naStetim kostem dodati Se distalno prstnico palca
roke, petnico, lateralno klinasto kost in kocko (skupaj 25 skeletnih elementov).

Podobno kot Mundorff in Davoren smo tudi mi na podlagi rezultatov kot najprimernejse
dolo¢ili ve¢inoma majhne spongiozne kosti rok in nog, ki so se glede na rezultate

kvantifikacije in tipizacije vselej uvrs¢ale med najboljSe.

Primerjava skeletnih elementov z rezultati in priporocili nekaterih
drugih studij

Zaklju¢ki in priporocila, ki smo jih osnovali na podlagi dobljenih rezultatov, se od
nekaterih v uvodu omenjenih Studij in priporocil (83, 86, 87, 88, 89) precej razlikujejo.
Slednje kot najprimernejSe druzno oznacujejo dolge, kompaktne kosti rok in nog,
nasprotno pa nasi rezultati kazejo, da so najprimernejSe majhne, spongiozne kosti rok in
nog — do podobnih zakljuckov prihaja tudi Mundorff s sodelavci (90), ki opisuje stopalnice
in prstnice nog kot enako ali celo bolj primerne kot stegnenice in golenice. S slednjim je
skupne tocke je delno moc¢ najti v raziskavi Prinza in sodelavcev (83) ter priporocilih
Interpola (87), kjer spongiozno kostnino oznacujejo kot dober vir DNA, a je v svoja

priporocila ne uvrscajo zaradi dvoma v zmoznost njenega ohranjanja skozi ¢as.
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Nadalje lahko zobe v skladu z dobljenimi rezultati ozna¢imo kot najmanj primerne za
identifikacijo. Slednje se mo¢no razlikuje od rezultatov sorodnih raziskav nekaterih drugih
prikritih slovenskih mnozi¢nih vojnih grobis¢, ki jih je izvedla Zupani¢ Pajni¢ s sodelavci
(93, 94), kjer so rezultati analiz zob bili v splosnem neprimerljivo boljsi. Tovrsten kontrast
je presenetljiv, saj ga glede na ¢asovni in okoljski aspekt morda ne bi pricakovali; starost
skeletnih elementov in okolje sta namre¢ precej podobna. Nasi rezultati prav tako niso
skladni s priporocili Prinza in sodelavcev (83), trenutnimi priporocili Interpola (87),
zdruzenja National Association of Medical Examiners (88) in inStituta National Institute of
Justice (89) — vsi izmed nastetih namre¢ kot drugo izbiro, takoj za dolgimi, kompaktnimi
kostmi, priporocajo uporabo zob.

Kosti glave so v nekaterih omenjenih raziskavah (86, 90) bile oznaene kot najmanj
primerne, vendar pa nekatere najsodobnejse raziskave (25, 26, 29), vkljuéno z naso, temu
nasprotujejo. Poleg majhnih, spongioznih kosti rok in nog smo namre¢ med najprimernejSe
uvrstili del sen¢nice — skalnico. Sovpadajo¢i z naSimi so tudi rezultati in dognanja, do
katerih prihajajo Phili in sodelavci (26), ki skalnico oznacujejo kot bolj primerno od
kompaktnih kosti in zob, ter Gamba in sodelavci (29), ki skalnici dajejo prednost pred
zobmi, medtem ko Hansen v svoji raziskavi (25) trdi, da dobro ohranjen zobni cement daje
enake ali boljSe rezultate kot skalnica, v slabSih ohranitvenih pogojih pa skalnica zaradi
vecje odpornosti in boljse zascite daje boljSe rezultate. S slednjim najdemo vzporednico v
nasi raziskavi — mnoZi¢no grobis¢e Huda jama lahko oznafimo kot okolje s slabSimi
ohranitvenimi pogoji, v skladu s tem pa so rezultati analiz skalnic v primerjavi z zobmi bili

mnogo boljsi.

Dolo¢itev spodnje meje kolicine DNA, ki je na osnovi kvantifikacije

avtosomskega fragmenta Se primerna za tipizacijo lokusov STR

Za dolocitev spodnje meje koli¢ine DNA, ki je Se primerna za tipizacijo STR - lokusov,
smo, podobno kot so to storili Poetsch in sodelavci (95), vseh 168 skeletnih elementov
razdelili v dve skupini: na tiste, pri katerih smo uspesno pridobili delni ali celotni profil
DNA (primeren za interpretacijo), in tiste, pri katerih dobljeni profil STR ni bil primeren
za interpretacijo (manj kot 8 pomnozenih lokusov). Ob tem smo upostevali dva Kriterija;
vsaj 85 % vzorcev nad doloCeno spodnjo mejo mora imeti profil, ki je primeren za
interpretacijo (in najve¢ 15 % vzorcev nad doloceno spodnjo mejo ima lahko profil, ki ni

primeren za interpretacijo) in vsaj 95 % vzorcev pod doloceno spodnjo mejo mora imeti

74



profil, ki ni primeren za intepretacijo (in najve¢ 5 % vzorcev pod dolo¢eno spodnjo mejo
lahko ima profil, ki je primeren za interpretacijo). Spodnjo mejo koli¢ine DNA, ki je na
osnovi kvantifikacije avtosomskega fragmenta Se primerna za tipizacijo lokusov STR, smo
dolo¢ili pri 0,00095 ng / nl. Nad dolo¢eno spodnjo mejo se nahaja 122/168 skeletnih
elementov; izmed 122 je 115 (94,3 %) takih, ki imajo profil primeren za interpretacijo, 7
(5,7 %) pa jih ima profil, ki ni primeren za interpretacijo. Pod spodnjo mejo koli¢ine DNA,
ki smo jo dolo¢ili, se nahaja 46 skeletnih elementov — vseh 46 (100 %) ima profil, Ki ni

primeren za interpretacijo.

REZULTATI GENOTIPIZACIJE LOKUSOV STR OSEB V
ELIMINACIJSKI ZBIRKI

V Preglednici X111 so prikazani profili oseb, ki smo jih vkljuéili v eliminacijsko zbirko.
Profile v eliminacijski zbirki smo primerjali s profili skeletov A, B in C — med njimi ni bilo
ujemanja, kar pomeni, da ni prislo do kontaminacije skeletnih elementov z DNA oseb, ki
smo prisle v stik s kostmi in zobmi skeletov A, B in C. Zaradi varovanja osebnih podatkov

so imena Sifrirana.

Preglednica XIII: Eliminacijska zbirka genetskih profilov za vzorce iz grobis¢a Huda
jama.

OEB1 | OEB2 | OEB3 | OEB4 | OEB5 | OEB6 | OEB7 | OEB8 | OEB9

Amelogenin X/Y X/X X/X X/X X/Y X/Y X/Y X/X X/Y
THO1 6/8 7/9.3 8/9 6/9 5/6 6/6 8/8 8/9.3 6/9.3
D351358 15/18 14/17 | 16/16 | 14/18 15/16 | 14/15 | 16/16 18/18 14/18
vWA 17/19 14/16 | 18/18 | 17/18 17/17 | 17/17 | 14/17 14/17 16/17

D21S511 30/30.2 | 29/31 | 28/30 | 30/30.2 | 31/32.2 | 28/29 | 30/31 | 30/31.2 | 30/30
D16S539 12/13 9/9 9/12 11/12 11/13 | 12/12 | 11/12 12/12 12/12

D1S1656 15/17 | 12/17.3 | 11/11 | 11/14 | 15/15.3 16/17.3
D195433 15/15 | 13/15.2 | 13/14 | 15/16 12/15 | 14/16 | 14/15 13/13 | 14/17.2
D10S1248 12/13 14/16 | 14/14 | 15/16 13/14 14/14
D2250145 15/15 16/16 | 16/16 | 15/15 11/17 17/18
D12S391 23/23 22/22 | 15/21 | 17/18 18/22 18/21

D8S1179 14/14 10/14 | 13/16 | 13/15 14/14 | 12/14 | 11/13 12/13 10/11
D251338 17/24 17/20 | 17/25 | 24/26 25/25 | 17/17 | 24/25 20/24 17/20

D2s441 10/10 14/14 | 10/11 | 10/11.3 | 11/14 14/15
D18S51 16/19 10/17 | 17/19 | 12/16 13/15 | 12/18 | 16/16 14/17 17/17
FGA 20/24 20/20 | 19/20 | 22/24 21/23 | 20/21 | 22/24 22/24 20/21
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IDENTIFIKACIJA ZRTEV 1Z GROBISCA BABNA GORA

Identifikacijo Zrtev iz grobis¢a Babna Gora smo opravili s pomoc¢jo primerjave z dvema
referen¢nima osebama; primerjali smo avtosomska STR podrocja in haplotipe kromosoma
Y. Domnevne sorodstvene povezave med referencnima osebama in zrtvami so prikazane v
obliki druzinskega drevesa na Sliki 28; zrtve, ki smo jih Zeleli identificirati, so oznacene S
»Pokopani v istem grobiSc¢u«. Referencni osebi sta brat in sestra, domnevne sorodstvene
povezave Zrtev z njima pa so: oce, trije strici po ocetovi strani, dve teti po ocetovi strani in
Zena enega izmed stricev — za slednjo nismo imeli referen¢nega vzorca, zato identifikacija

ni mozna.
| Zivi
1 | Pokojni ,

Pokopani v istem grobiicu Babica Dedek

G W WK & & D

Mati Oce Stric 1 Stric 2 Stric 3 Stri¢eva Zena Teta 1 Teta 2 Stric 4

O 1

Referenca 1 Referenca 2
Otrok 1 Otrok 2

Slika 28: DruZinsko drevo Zrtey iz grobis¢a Babna Gora s prikazanimi pokojnimi in Se
Zive¢imi sorodniki ter sorodstvenimi vezmi.

REZULTATI KVANTIFIKACIJE

V Preglednici XIV so prikazane povprecne vrednosti duplicirane kvantifikacije za
posamezno kost oziroma zob. Pri dveh vzorcih iz Zenskega groba (skelet 1 — golenica;
skelet 3 — golenica) nismo zaznali DNA. Degradacijski fragment smo pri skeletnih

elementih iz zenskega groba uspe$no dolocili le pri spodnjem levem kocniku skeleta 2 in
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pri desni golenici skeleta 2. Pri kosteh iz moskega groba degradacijskega fragmenta nismo

uspeli dolociti pri stegnenici 3. Odsotnost degradacijskega fragmenta nakazuje na mo¢no

fragmentirano DNA. Podroc¢je na kromosomu Y smo uspes$no dolocili za vse elemente iz

moskega groba. Notranja IPC kontrola je pokazala, da so pri stegnenici skeleta 1 (zenski

grob) bili prisotni inhibitorji (IPC Shift = 0,59; mejna vrednost je 0,3). Pri ostalih vzorcih

ni bilo opaziti inhibicije. Razmerje koncentracij avtosomskega in degradacijskega

fragmenta v vseh primerih kaze na fragmentirano DNA (mejna vrednost je 2).

Preglednica XIV: Rezultati kvantifikacije za DNA izolirano iz kosti, najdene v moskem in
Zenskem grobis¢u Babna Gora.

Vaorec PQ Auto :&2;2 A':/Cé: A | PQIPCShift | PQ[Auto]/[Deg]
AVERAGE E GE AVERAGE | razmerje AVERAGE
2ENSI§|_I_§ECN);-“SII::2LET 1- 0,0003 / / 0,59 nedolo¢eno
fENSKIGCZ)RLC;z-IzI;ELET 1- / / / 0,49 /
Zﬁﬁ'g.';kff&?,]sfgéﬂ.f' 0,0054 0,0012 / -0,44 4,61
2ENS;(L$E:§;\::E;ET 2- 0,0029 / / -0,07 nedolo¢eno
2ENS'B' EETEI;SIEZLET 21 0,002 0,0006 / -0,38 3,22
ZENSKIGGORLCEz-IZI;ELET 3- / / / 031 /
ZENSKI GROB-ISP / / / -0,33 /
s“ﬁ?é l':'EﬁT&Bi 0,027 0,006 | 0,0149 -0,53 4,47
xsz E'EET&B; 0,0046 0,0018 | 0,0031 -0,44 2,57
;ergg II\(IIEETCC,)AB; 0,0003 / 0,0002 -0,42 nedoloceno
xsz E'EET&B; 0,0015 0,0002 | 0,0005 -0,51 7,38
xsz E'EET&B; 0,0048 0,0009 | 0,0017 -0,51 5,12
ﬁggﬁ;ﬁf&% 0,0193 0,0059 | 0,0107 -0,42 3,29
MOSKI GROB-ISP / / / -0,24 /

REZULTATI GENOTIPIZACIJE AVTOSOMSKIH PODROCIJ STR

Pri stegnenici in golenici skeleta 1 in golenici skeleta 3 Zenskega groba in stegnenici 3

moskega groba nismo uspeli pridobiti genetskega profila (Preglednica XV). Pri istih
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vzorcih ni bilo mozno zaznati degradacijskega fragmenta, koncentracija avtosomskega
fragmenta pa je prav tako bila nizka ali nezaznavna, zato lahko sklepamo, da je neuspesna
genotipizacija posledica preve¢ razgrajene DNA, prisotnosti inhibitorjev in prenizke
koli¢ine DNA. Izjema je bila stegnenica skeleta 2 zenskega groba, kjer smo pridobili
celoten profi, kljub temu da degradacijskega fragmenta nismo zaznali, je pa bila
koncentracija avtosomskega fragmenta skoraj 10-krat visja (Preglednica XIV) od prej
omenjenih kosti, kjer degradacijskega fragmenta prav tako nismo zaznali. Pri ostalih
kosteh in zobeh smo pridobili kompletne profile, le pri dveh kosteh smo pridobili delne
profile (golenica skeleta 2 zenski grob in stegnenica 4 moski grob). Glej Preglednico XV,
ki prikazuje Stevilo uspe$sno pomnozenih lokusov pri analiziranih vzorcih glede na
amplifikacijski komplet.

Preglednica XV: Prikaz Stevila uspesno pomnoZenih lokusov pri analiziranih vzorcih
glede na amplifikacijski komplet.

Vrsta kosti STR:LSSSPLEX STRESI 17 STR NGM PPY23
ZENSKI GROB-SKELET 1- < 8 lokusov < 8 lokusov
STEGNENICA
ZENSKI GROB-SKELET 1- < 8 lokusov < 8 lokusov
GOLENICA
ZENSKI GROB-SKELET 2- 17/17
SPODNJI LEVI KOENIK (1xl/-|O) 16/16 (3xHO)
ZENSKI GROB-SKELET 2-D
STEGNENICA 17/17 16/16 (1xHO)
ZENSKI GROB-SKELET 2-D 15/17
GOLENICA (1xl/-|O) 14/16 (5xHO)
ZENSKI GROB-SKELET 3- < 8 lokusov < 8 lokusov
GOLENICA
ZENSKI GROB-ISP 0/17 0/16
MOSKI GROB-STEGNENICA 1 16/16 16/16 23/23
MOSKI GROB-STEGNENICA 2 16/16 16/16 23/23
MOSKI GROB-STEGNENICA 3 < 8 lokusov < 8 lokusov < 8 lokusov
MOSKI GROB-STEGNENICA 4 14/16 (6xHO) 13/16 (7xHO) 22/23
MOSKI GROB-STEGNENICA 5 14/16 16/16(4xHO) 23/23
MOSKI GROB-STEGNENICA 6 16/16 16/16 23/23
MOSKI GROB-ISP 0/16 0/16 0/23

V Preglednici XVI so prikazani genotipi za preiskovane lokuse STR pri posameznih

vzorcih, konsenzusni profili in profila referencnih oseb. Profilov skeleta 1 in 3 zenskega

groba ter golenice 3 moskega groba nismo uspeli pridobiti.
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Preglednica XVI: Rezultati tipizacije avtosomskih STR podrocij Z

v

v

rtev in dveh Se Zivecih sorodnikov.

ZENSKI GROB-SKELET 2-
D STEGNENICA-ESI 17

Amelogenin

THO1

D351358

VWA

D21s11

D16S539

D1S165
6

D19s4
33

D8s1
179

D2s13
38

D10s1
248

D22s0
145

D12s3
91

FGA

D2s44

SE33

ZENSKI GROB-SKELET

- SKELET 2

MOSKI GROB-
STEGNENICA 2-
ESSPlex Plus

| 2-D STEGNENICA- X/X 7/9 14/18 14/16 30/32 11/12 11/15 14/14 | 16/16 | 21/21 | 13/14 16/16 | 18/23 1295/ 11/15 116/ !
NGM
ZENSKI GROB-SKELET 19/ 11/1
I 5-D GOLENICA-ES| 17 X/X 7/9 14/18 14/16 30/32 11/12 11/15 14/14 | 16/16 16/16 | 23/23 25 11/15 p 16/20
ZENSKI GROB-SKELET 19/
5-D GOLENICA-NGM X/X 14/18 14/16 32/32 11/11 11/15 14/14 | 16/16 | 21/21 | 13/13 16/16 | 23/23 25 11/15
ZENSKI GROB-SKELET 19
2-SPODNIJI LEVI X/X 7/9 14/18 14/16 30/32 11/12 11/15 14/14 | 16/16 | 21/23 | 13/14 16/16 | 18/23 / 11/15 1un 20/20
M 25 6
KOCNIK 2-ESI 17
ZENSKI GROB-SKELET 19 11
2-SPODNIJI LEVI X/X 7/9 14/18 14/16 30/32 11/12 11/15 14/14 | 16/16 | 23/23 | 13/14 16/16 | 18/23 19/ 11/15 1/
KOCNIK 2-NGM
ZENSKI GROB- 19/ 11/1
KONSENZUSNI PROFIL X/X 7/9 14/18 14/16 30/32 11/12 11/15 | 14/14 | 16/16 | 21/23 | 13/14 | 16/16 | 18/23 25 11/15 6 16/20

MOSKI GROB-
STEGNENICA 2-NGM

MOSKI GROB-
STEGNENICA 2-
KONSENZUSNI PROFIL

MOSKI GROB- 22/ 12/1
STEGNENICA 1- X/Y 7/9 14/18 14/14 29/30 11/12 13/14 13/14 | 16/16 | 18/21 | 14/16 15/16 | 15/23 23 10/11 9
ESSPlex Plus
MOSKI GROB- 22/ 12/1
STEGNENICA 1-NGM X/Y 7/9 14/18 14/14 29/30 11/12 13/14 13/14 | 16/16 | 18/21 | 14/16 15/16 | 15/23 23 10/11 9
MOSKI GROB- 22/ 12/1
STEGNENICA 6- X/Y 7/9 14/18 14/14 29/30 11/12 13/14 13/14 | 16/16 | 18/21 | 14/16 15/16 | 15/23 23 10/11 9
ESSPlex Plus
MOSKI GROB- 22/ 12/1
STEGNENICA 6-NGM X/Y 7/9 14/18 14/14 29/30 11/12 13/14 13/14 | 16/16 | 18/21 | 14/16 15/16 | 15/23 23 10/11 9
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MOSKI GROB-
KONSENZUSNI PROFIL
- STEGNENICA 1IN 6

MOSKI GROB-
STEGNENICA 4-
ESSPlex Plus

X/Y

7/9

14/18

14/14

29/30

11/12

13/14

13/14

16/16

18/21

14/16

15/16

15/23

22/
23

10/11

MOSKI GROB-
STEGNENICA 4-NGM

STEGNENICA 5-
ESSPlex Plus

MOSKI GROB-
STEGNENICA 5-NGM

MOSKI GROB-
KONSENZUSNI PROFIL
- STEGNENICA4IN 5

REFERENCA 1 (Otrok
1)

| MOSKI GROB-

29/32

REFERENCA 2 (Otrok
2)

29/32.2

80




REZULTATI TIPIZACIJE HAPLOTIPOV KROMOSOMA'Y

V Preglednici XVII so prikazani haplotipi kromosoma Y petih stegnenic iz moskega
groba Babna Gora in haplotip kromosoma Y referenéne osebe — lokuse smo tipizirali s
kompletom PowerPlex Y23 (Promega). Za dve Zrtvi smo ustvarili konsenzusni profil. Na
lokusu DYS391 so vse zrtve imele alel 10, medtem ko ima referen¢na oseba alel 9
(oznaceno z rdeco barvo). Na lokusu DYS391 med Zrtvami in referen¢no osebo torej ni
ujemanja, pri ¢emer gre za enostopenjsko STR mutacijo — Stevilo ponovitev osnovnega

motiva se je na mutiranem lokusu spremenilo za 1 (84).
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Preglednica XVII: Rezultati tipizacije haplotipov kromosoma Y moskih Zrtev in ZiveCega moskega sorodnika.

DY | DY (DY | DY | D | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DY | DYS | DY Xg
Vzorec S5 | S3 | S4|S38|YS|S3|S4|S5|S5|S4|S4|S5|S6|S3|S4|S3|S6/|S3|S4]|385]| S4 AH
76 | 891 |48 | 9Il 19|91 |81 |49 (33 |38 |37 |70 |35(90|39|92|43 |93 |58 | ab |56 4

Moskigrob~ | 45 | 15 | 21| 28 |14 |10 |25 | 13 |11 |10 |16 | 21 |21 |22 |11 |11 |12 |14 |17 | | 13| 1
stegnenica 1 13

Moskigrob - 1 16| 15 | 21| 28 |14 | 10 | 25 | 13 |12 |10 [16 |21 |21 | 22 |11 |11 |12 |14 |17 | Y2 |13 | 11
stegnenica 6 13
Stegnenici 1in

6 |16 |12 |21 |28 14|10 |25 |13 |11 |10 16|21 |21 |22 |11 |11 |12 14|27 % 13| 1
konsenzusni 13

profil

Moskigrob -1 16| 15 | 21| 28 |14 | 10 | 25 | 13 |12 |10 |16 |21 |21 |22 |11 |11 |12 |14 |17 | Y2 |13 | 11
stegnenica 2 13

Moskigrob -1 16| 15 | 21 | 28 1025|1311 |10 16|20 |21 |22 11|11 |12]1417]® 13|11
stegnhenica 4 13

Moskigrob~ | 46 | 1 | 21| 28 |14 |10 |25 | 13 |12 |10 |16 | 20 |21 |22 |11 |11 |12 |14 |17 | | 13| 1
stegnenica 5 13
Stegnenici4in

® |16 |12 |21 | 28 |14 |10 |25 |13 |11 |10 |16 |21 |21 |22 |11 |11 |12 14|17 | | 13| 11
konsenzusni 13

profil

Referencal | (o) 19 | 21| 28 | 14| 9 |25 | 13 |12 |10 |16 | 20|21 | 22 |12 |11 |12 |14 | 17| ¥ | 13| 11
(Otrok 1) 13
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GENOTIPIZACIJA DNA OSEB V ELIMINACIJSKI ZBIRKI

V Preglednici XVI1I so prikazani profili oseb, ki smo jih vkljuili v eliminacijsko zbirko.
Profile v eliminacijski zbirki smo primerjali s profili, pridobljenimi iz skeletnih elementov
iz grobis¢a Babna Gora - med njimi ni bilo ujemanja. Zaradi varovanja osebnih podatkov

SO imena Sifrirana.

Preglednica XVIII: Profili oseb v eliminacijski zbirki za vzorce grobis¢a Babna Gora.

OSEZ1 OSEZ | OSEZ | OSEZ OSEZ5 | OSEZ6 OSEZ | OSEZ | OSEZ | OSEZ

2 3 4 7 8 9 10

Amelogenin X/X X/X X/X X/X X/Y X/X X/Y X/Y X/X X/Y
THO1 6/9 7/9.3 8/9 8/9.3 6/8 8/9 6/9.3 6/9.3 9/9.3 7/9.3
D3S51358 14/18 14/17 16/16 | 18/18 15/18 15/17 15/16 17/17 15/16 14/18
VWA 17/18 14/16 18/18 | 14/17 17/19 16/16 16/18 16/17 14/18 17/17
D21s11 30/30.2 | 29/31 | 28/30 30/231' 30/32.2 30'22/30 28/231' 29/30 29/30 29/232'
D16S539 11/12 9/9 9/12 12/12 12/13 8/12 12/12 11/12 13/13 10/12
D151656 11/14 12217' 11/11 15/17 11/318' 13215' 11/13 11/317'
D195433 15/16 13/215' 13/14 | 13/13 15/15 14/14 12/216' 13/214' 13/216' 13/14

D851179 13/15 10/14 13/16 12/13 14/14 14/14 13/14 10/12 10/13 13/16

D251338 24/26 17/20 17/25 20/24 17/24 17/25 20/23 17/24 16/24 17/20

D10S1248 15/16 14/16 14/14 12/13 13/13 13/16 14/15 13/16
D2250145 15/15 16/16 16/16 15/15 15/15 16/17 16/16 15/16
D12S391 17/18 22/22 15/21 23/23 18/22 18218' 17/23 18/22
FGA 22/24 20/20 19/20 | 22/24 20/24 21/24 22/24 20/24 20/20 20/26
D25441 10/11.3 14/14 10/11 10/10 10/10 11/14 14/14 10/11
D18s51 12/16 10/17 17/19 14/17 16/19 15/18 14/16 11/13 12/17 18/21

IZRACUNI STATISTICNE VERJETNOSTI SORODSTVA

Predhodno verjetnost sorodstva (77) smo izrac¢unali s pomocjo Stevila zrtev v grobiscu, 7,
in dobili rezultat 0,125.

Haplotip kromosoma Y

V Preglednici XVII so prikazani haplotipi kromosoma Y za tri mo§ke Zrtve in mos§ko
referen¢no osebo 1. Opazili smo, da na lokusu DYS391 ni ujemanja med Zrtvami in

referencno osebo, med njimi se Stevilo ponovitev osnovnega motiva na tem lokusu namre¢
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razlikuje za 1 (zrtve imajo alel 10, referenéna oseba pa alel 9), kar je posledica
enostopenjske STR - mutacije (84). S pomocjo baze YHRD smo dolocili frekvenco
haplotipa ob upostevanju enostopenjske mutacije.

Za haplotip kromosoma Y smo LR dolo¢ili s pomo¢jo podatkovne baze YHRD in sicer je
vrednost za LR ob upostevanju enostopenjske mutacije 2. To pomeni, da je 2-krat bolj
verjetno, da haplotipi pripadajo isti paternalni liniji, kot da pripadajo razli¢nim paternalnim

linijam.

Avtosomska podroéja STR

Uspesno smo pridobili $tiri razliéne avtosomske genetske profile, ki so za posamezni
skeletni element in kot konsenzusni profili posamezne Zrtve prikazani v Preglednici XVIII.
Izmed treh zenskih skeletov smo bili uspesni pri tipizaciji skeleta 2, izmed moskih pa smo
pridobili profile iz stegnenic 1, 2, 4, 5 in 6; stegnenica 2 pripada eni izmed moskih Zrtev,
stegnenici 1 in 6 drugi ter stegnenici 4 in 5 tretji moski zrtvi. Dobljene avtosomske

genetske profile smo primerjali z genetskima profiloma referencnih oseb.

Oce referencnih oseb 1 in 2

Med profilom moske stegnenice 2 in profiloma referen¢nih oseb smo potrdili ujemanje na
vseh 15 lokusih STR. Sklepamo, da je zrtev, Ki ji pripada stegnenica 2, bioloski oce
referencnih oseb. Za analizirane lokuse STR smo izracunali LR, ki je 2,1 X 10°, Kkar
pomeni, da je tolikokrat vecja verjetnost, da je Zrtev bioloski o€e referencnih oseb, kot da
je njun oce naklju¢no izbrana, sorodstveno nepovezana oseba iz slovenske populacije.
IzraCunana naknadna verjetnost sorodstva je 99,9999997 %. Potrdimo lahko, da gre za
oceta referencnih oseb 1 in 2.

S pomoc¢jo LR haplotipa kromosoma Y, pri katerem smo prav tako opazili ujemanje, smo
izraCunali skupno verjetnostno razmerje LRc, ki je 4,3 X 10°, in skupno naknadno
verjetnost sorodstva, ki je 99,9999998 %, ter tako povecali mo¢ statisticnega dokaza teh

sorodstvenih vezi.

Stric 1 refere¢nih oseb 1 in 2

Pri konsenzusnem profilu moskih stegnenic 1 in 6 smo s profilom referen¢ne osebe 1
zasledili ujemanje na 11 lokusih STR, s profilom referen¢ne osebe 2 pa na 13 lokusih STR.

Sklepamo, da stegnenici pripadata enemu izmed stricev. Za analizirane lokuse STR smo
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izratunali LR, ki je 8,6 x 10, kar pomeni, da je tolikokrat ve&ja verjetnost, da je Zrtev stric
referenc¢nih 0seb, kot da je njun stric naklju¢no izbrana, sorodstveno nepovezana oseba iz
slovenske populacije. Izra¢unana naknadna verjetnost sorodstva je 99,999992 %. Potrdimo
lahko, da gre za enega izmed stricev referen¢nih oseb 1 in 2.

S pomocjo LR haplotipa kromosoma Y, pri katerem smo prav tako opazili ujemanje, smo
izratunali skupno verjetnostno razmerje LRc, ki je 1,7 x 10°% in skupno naknadno
verjetnost sorodstva, ki je 99,999996 %, ter tako povecali mo¢ statisticnega dokaza teh

sorodstvenih vezi.

Stric 2 referencnih oseb 1 in 2

Pri konsenzusnem profilu moskih stegnenic 4 in 5 smo s profilom referencne osebe 1
zasledili ujemanje na 12 lokusih STR, s profilom referen¢ne osebe 2 pa na 14 lokusih STR.
Sklepamo, da stegnenici pripadata enemu izmed stricev. Za analizirane lokuse STR smo
izradunali LR, ki je 5,3 x 10°, kar pomeni, da je tolikokrat ve&ja verjetnost, da je Zrtev stric
referenénih oseb, kot da je njun stric naklju¢no izbrana, sorodstveno nepovezana 0sebo iz
slovenske populacije. IzraCunana naknadna verjetnost sorodstva je 99,9999 %. Potrdimo
lahko, da gre za enega izmed stricev referen¢nih oseb 1 in 2.

S pomoc¢jo LR haplotipa kromosoma Y, pri katerem smo prav tako opazili ujemanje, smo
izratunali skupno verjetnostno razmerje LRc, ki je 1,1 x 10', in skupno naknadno
verjetnost sorodstva, ki je 99,99993 %, ter tako povecali mo¢ statistiénega dokaza teh

sorodstvenih vezi.

Teta referencnih oseb 1 in 2

Pri konsenzusnem profilu Zenskega skeleta 2 smo s profilom referencne osebe 1 zasledili
ujemanje na 12 lokusih STR, s profilom referencne osebe 2 pa na 13 lokusih STR.
Sklepamo, da Zenski skelet 2 pripada eni izmed tet. Za analizirane lokuse STR smo
izracunali LR, ki je 2140, kar pomeni, da je tolikokrat ve¢ja verjetnost, da je zZrtev teta
referenc¢nih oseb, kot da je njuna teta nakljuc¢no izbrana, sorodstveno nepovezana osebo iz
slovenske populacije. Izracunana naknadna verjetnost sorodstva je 99,67 %. Statisticni
dokaz nima dovolj visoke verjetnosti, da bi lahko potrdil sorodstveno povezavo med
zrtvijo in referenénima osebama 1 in 2. Skupna naknadna verjetnost sorodstva namreé
mora presegati vrednost 99,9% - le tako lahko potrdimo sorodstveno razmerje ali pozitivno
identificiramo zrtev (77, 82, 83). Tako je pri teti (zenski skelet 2) potrebno za dokon¢no
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identifikacijo v preiskavo vkljuciti dodatne avtosomske genetske oznacevalce, ki nam bodo

omogocili doseganje verjetnosti 99,9%.
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ZAKLJUCEK

V magistrski nalogi smo v prvem delu raziskovanja z analizo 168 skeletnih elementov, ki
so pripadali trem razli¢nim skeletom, poiskali tiste, ki so najprimernej$i za identifikacijo
zrtev 2. svetovne vojne. Pri tem smo kot kriterija za izbor glede na dobljene rezultate
dolocili kolicino DNA v ng/g kosti in Stevilo uspesno pomnozZenih lokusov STR. Kot
najprimernejSe glede na omenjena kriterija smo izbrali intermedialno klinasto kost,
distalno falango palca noge, skocnico, dlancnice (I-V), stopalnice (I-V), skalnico in
golenico. V skladu s S$tudijo raziskovalcev Mundorff in Davorena smo tudi mi med
najboljSe uvrstili majhne kosti rok in nog, katerih uporaba v namen identifikacije Zrtev ni v
skladu s trenutno veljavnimi priporocili. Izmed vseh skeletnih elementov smo presenetljivo
v splo$nem najslabse rezultate pridobili iz zob in jih zato v nasprotju s trenutno veljavnimi
priporo¢ili 0znacili kot najmanj primerne za identifikacijo zrtev, vendar bi lahko vzrok
temu bila bistveno slabsa ohranjenost zob kot kosti v tem grobis¢u, saj so rezultati preiskav
zob pri ostalih slovenskih grobis¢ih, (93, 94) pogosto dali zelo dobre rezultate Torej bi bilo
potrebno obdelati razlicne skupine zob Se pri zrtvah drugih grobiS¢ in povzeti rezultate. Za
vse tri skelete smo pridobili tudi avtosomske genetske profile. Slednje smo primerjali s
profili eliminacijske zbirke in tako ob neujemanju izklju¢ili morebitno kontaminacijo z
DNA oseb, ki so sodelovale v razli¢nih fazah preiskave.

Smiselno je, da se trenutne in prihodnje Studije Se naprej usmerjajo v iskanje
najprimernejSega skeletnega elementa za tovrstne analize, saj je zaradi vpliva mnogih
okoljskih in individualno specifi¢nih dejavnikov izbor vzorcev teZaven, napoved uspeha pa
skorajda nemogoca, hkrati pa je v izogib Casovni in financni potrati dobrodosla vsakrSna

optimizacija.

V drugem delu raziskovanja smo na enak nacin kot v prvem delu obdelali kosti, izkopane
iz grobi$¢a Babna Gora, ki so pripadale sedmim Zrtvam. S pomocjo dveh referencnih oseb
smo zeleli identificirati zrtve, ki so bile z referencnima osebama v sledecih sorodstvenih
razmerjih: ocCe, trije strici po o€etovi strani, dve teti po oCetovi strani in Zena enega izmed
stricev — slednje zaradi genetske nepovezanosti z referen¢nima osebama nismo mogli
identificirati. Uspesno smo pridobili avtosomske genetske profile za Stiri Zrtve in sicer tri
moske in eno zensko, ter haplotipe kromosoma Y za tri moske. Z izraCunom statistiCne
verjetnosti sorodstvenih povezav smo dokazali sorodstveno povezanost dveh referen¢nih

oseb in treh moskih zrtev, ki smo jih identificirali kot oceta in dva strica referen¢nih oseb.
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Za 7ensko zrtev, katere profil smo pridobili, z racunom nismo pridobili dovolj mo¢nega
statisticnega dokaza, da bi lahko z gotovostjo trdili, da gre za teto referencnih oseb. Za
mocnejsi statisticni dokaz bi morali analizirati in primerjati ter ovrednotiti ve¢ avtosomskih
lokusov STR. Vse dobljene profile smo primerjali s profili eliminacijske zbirke in tako
izlo¢ili moznost kontaminacije DNA Zrtev z DNA oseb, ki so sodelovale v katerikoli

stopnji raziskave.
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PRILOGE

Priloga 1: Elektroferogrami kosti iz moskega groba grobis¢a Babna Gora; leva
stegnenica 1, desna stegnenica 2, stegnenica 4, stegnenica 5, stegnenica 6, izolacijska
negativna kontrola (ISP) in negativha PCR-kontrola (NEGKON).
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Priloga 2: Elektroferograma referen¢nih oseb 1 in 2 za Zrtve grobis¢a Babna Gora.

A 808 %ems on_esir 220815
GeneMapper 1D v32.1
I T £ 3
T KEAE]
(AT osswse | Ovesasy | 028136 | 0zsioes |
n o e ) 0 @
=1 I |
AUA " | N | 1AF LEEN il
x| e 13 20| 16
Y 14 14 23 16
[REFeRENGAT —  pepmESTo ]
[ofessss T ow@ssi | Disies | Diosias | Dasasn |
6 w e 0 ) @
LI |
Al LRI T | PHITTLLEN UL DT
12 13 13 14 10 14
12 18 15 14
[REFERENCAT PomePer ESLTTVT ]
[ T S S T
o o 0 ) s @
m[
U | R T n it " u "
s 1a] B 18
9 18 32 19
[REFERENGAT [T TR RATE]
Cosstie | "weA T sew ]
n o e = = =
= I | |
N A [ % 1
1] 2 2
15 23 212
Thu Feb 01,2018 10:15AM, CET Printed by: gmid Page1of1
; ied
A‘% é'&?}ismm PR_ESI7_220515
GeneMapper IDv32 1
T — £33 =
RereR EATK] )
0 w Y o o a
w0
Al A l " J i 1l a J A |
X 14 14 23| 16
X 14 14 25 16
REFERENCAZ PowsPE ESTTVIT 3
w 0 = = @
a LTIy WTTTAPW g LTI TTQVRY
1 12 14 14 1
12 13 15 14 14
PowsPR £V £}
o ) 0 ) = @
L A A A " A
6 14 2 | 18
7 16 322 19
[REFERE! T [ ]
- 20 0 = a
- ‘
" I s A i
15 19 23 212
16 222
Thy Feb 01,2018 10:17AM, CET Printed by: gmid Page 101




Priloga 3: Elektroferogrami skeleta 2 iz Zenskega groba brobis¢a Babna Gora; desna
stegnenica in golenica, levi zgornji ko¢nik 2, izolacijska negativna kontrola (ISP) in
negativna PCR kontrola.
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