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Primjena forenzi¢ne DNA analize:
interdisciplinarna perspektiva

Petar Proji¢', Gordan Lauc'?, Dragan Primorac'*#+%¢

DNA analiza danas nedvojbeno ima nezamjenjivu ulogu u sveukupnim forenzi¢nim znanostima. Otkrice i primjena molekularnih
STR biliega znacajno je unaprijedila forenzicnu DNA analizu. Najbolje ispitivani i najcesc¢e ukljucivani u analize individualne i popu-
lacijske raznolikosti su tetranukleotidni STR biljezi.

Uporaba SNP molekularnih biljega jedan je od novijih pristupa u populacijsko-genetickim studijama, medicinskoj dijagnostici i
testiranju identiteta. Najveci dio SNP-ova sastavni je dio nekodirajuceg dijela genoma, pa se smatra da su selektivno neutralni. Ipak,
postoji odredeni broj SNP-ova smjestenih u kodirajucoj regiji genoma (cSNP) i oni mogu utjecati na razvoj razlic¢itih multifaktorskih
bolesti. Za razliku od autosomnih biliega koji variraju kroz generacije, Y-vezani i mitohondrijski biljezi prolaze kroz generacijske
barijere neizmijenjeni (u odsutnosti mutacija), zbog cega se cesto primjenjuju u populacijskoj, humanoj i forenzicnoj genetici za
pracenje roditeljskih linija. Kromosom Y ima vaZnu ulogu u slucajevima silovanja te kod utvrdivanja migracije pojedinih naroda.
Razvojem molekularnih metoda proteklih godina uloga DNA analize u animalnoj i bilinoj forenzici postala je vrlo znacajna. Broj
sudskih predmeta u kojima su kao dokazi primjenjivani tragovi Zivotinjskog i bilinog podrijetla znacajno je porastao. DNA tehnolo-
gija takoder ima vrlo vaznu ulogu u identifikaciji mikroorganizama koje je moguce upotrijebiti radi bioteroristickog napada. Primje-
na utvrdivanja identiteta analizom DNA posebno je vazna kod otkrivanja zrtava trgovine liudima, Zrtava seksualnog i radnog
iskoristavanja te suzbijanja nezakonitih useljavanja i nezakonitih posvojenja. Najnoviji trend u podrucju forenzicne genetike je DNA
fenotipizacija. Primjenom SNP biliega u procesu genotipizacije pokusavaju se predvidjeti pojedine fenotipske karakteristike, poput

boje koze, ociju, kose i sl, radi utvrdivanja identiteta posmrtnih ostataka ili individualizacije osobe koja je ostavila bioloski trag.

Kljuc¢ne rijeci: biometricka identifikacija; bioloski markeri; forenzi¢na medicina; bioterorizam; emigracija i imigracija

uvoD kompleksnoj interakciji velikog broja znanstvenih podrucja
kao $to su biologija, biotehnologija, genetika (posebno po-

DNA analiza danas nedvojbeno ima nezamjenjivu ulogu u pulacijska i molekularna), biokemija, matematika, biostati-

sveukupnim forenzi¢nim znanostima. Ova metoda je doZiv-
jela znanstvenu promociju prije 20 godina u radovima en-
gleskog geneticara Aleca Jeffreysa. On je opisao postojanje
DNA sljedova (sekvenci) jasno lociranih u humanom geno-
mu, koji se uzastopno ponavljaju odredeni broj puta. Potvr-
dio je da broj tih ponavljajucih jedinica moze individualno
varirati u promatranom populacijskom uzorku. Usavrsava-
njem metoda ispitivanja duZinskih varijacija ovih ponav-
ljajucih DNA sljedova, Jeffreys je omogucio pokretanje ma-
sovnog provodenja humanog DNA testiranja, 5to je dovelo
do razvoja nove znanstvene discipline koja se naziva fo-
renzi¢na genetika. Forenzi¢na genetika proucava primjenu
genetickih spoznaja u sudskim procesima, a zasniva se na

stika, medicina, tehnologija, pravo i etika (1). U posljednjih
dvadesetak godina Sirom svijeta su bas DNA analizom ra-
svijetljeni brojni sudsko-medicinski slucajevi (2, 3). Nekoliko
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je glavnih podrucja primjene analize DNA u sudskoj medi-
cini: istrazivanje kriminalnih radnji, utvrdivanje identiteta
osoba i dokazivanje ocinstva. Prema nekim spoznajama
samo u Sjedinjenim Americkim DrZzavama godisnje se rea-
lizira vise od stotinu tisu¢a DNA analiza radi razli¢itih vje-
Stacenja. Kroz "“DNA Innocence Project] pokrenut u Sjedinje-
nim Americkim DrZzavama radi oslobadanja pogrjesno op-
tuzenih osoba, zahvaljuju¢i prvenstveno analizi DNA u
proteklih dvadeset godina oslobodeno je gotovo 300 oso-
ba, od kojih su neke bile osudene na smrtnu kaznu.

Ova metoda je odigrala izuzetno bitnu ulogu i na nasim
prostorima kroz projekte identifikacije Zrtava rata u Hrvat-
skoj i okolnim zemljama zahvacenim ratom (4, 5, 6, 7).

GENETICKI BILJEZI U PROCESU IDENTIFIKACIJE
| INDIVIDUALIZACIJE

DNA analiza u forenzi¢noj genetici temelji se na spoznaji da
je samo 0,5 % DNA razli¢ito kod svake osobe. Taj mali dio
DNA sadrzi veliki broj polimorfizama, odnosno razlika u
geneti¢kim informacijama izmedu pojedinaca. Polimorfi-
zam se definira kao varijacija, promjena ili mutacija DNA
slijeda na odredenoj, specificnoj lokaciji. Stoga mozemo s
gotovo potpunom sigurnoscu tvrditi da sve osobe, osim
jednojajc¢anih blizanaca, imaju jedinstvenu geneti¢ku gra-
du. Bas se na toj ¢injenici temelje analize razli¢itih bioloskih
tragova koje se provode u procesima utvrdivanja identiteta,
ocinstva, srodstva i sl. Vecina gena nije tolerantna prema
mutacijama. Geni koji toleriraju mutacije imaju vise od jed-
nog oblika, odnosno imaju svoje alele. Lokusi koji sadrzavaju
alele $to se pojavljuju s relativno visokom ucestalo$¢u nazi-
vaju se polimorfni lokusi. Geneticka varijabilnost kod krvnih
skupina, serumskih proteina i transplantacijskih antigena na
razini proteina odraz je polimorfizma, odnosno varijabilnost
na razini DNA.

Do revolucionarnog otkri¢a strukture ljudskog genoma
2001. godine dosle su dvije odvojene skupine istrazivaca:
medunarodni konzorcij za sekvenciranje humanog genoma
pod vodstvom Erica Landera i Celera Genomics pod vod-
stvom Craiga Ventera (8, 9). Cilj obiju skupina bio je utvrditi
potpuni slijed svih nukleotida ljudskog genoma koji sadrZi
oko 3 x 10° parova baza. Uslijedilo je veliko iznenadenje kad
se otkrilo da ljudski genom ima svega 20000 do 30000, a ne
kako se ranije predvidalo 100000 gena. Zbog alternativhog
prekrajanja (prema engl. alternative splicing) izviesno je da
pojedinacni geni daju vise od jedne glasnicke RNA (mRNA),
sto prema nekim predvidanjima rezultira ¢injenicom da taj
relativno mali broj gena kodira vise od 100000 proteina.
Znanstvenike je posebno iznenadila ¢injenica da tek nesto
vise od 1% ukupne DNA sadrZi sliedove koji kodiraju pro-
teine.
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Razvoj metoda molekularne biologije tijekom proteklih dva-
ju desetlje¢a omogucio je uvodenje metoda koje mogu
nedvojbeno utvrditi identitet i rodbinske odnose medu
jedinkama na temelju analize njihove DNA. Sve se ove
analize u suvremenoj, primijenjenoj znanosti zasnivaju
prvenstveno na analizi i primjeni genetickih biljega. Ge-
neticki marker zapravo opisuje dio DNA ¢iji su svojstva i
pozicija (lokus) jasno definirani i na osnovi kojih se me-
dusobno razlikuju Zivi sustavi (10). Na osnovi duZine ponav-
ljajuceg slijeda dijele se na minisatelite (10 - 100 bp) i mikro-
satelite (2 — 10 bp).

Promjenijivi broj ponavljaju¢eg niza (prema engl. Variable
Number Tandem Repeats - VNTR) biljezi su tipi¢ni minisate-
litni biljezi koji su upotrebljavani u ranim forenzi¢no-ge-
netickim analizama. Vecina ovih polimorfnih biljega smje-
stena je u nekodiraju¢em dijelu DNA (introni), pa samim
tim nisu pod utjecajem prirodne selekcije, $to ih ¢iniizvrsnin
biliezima za geneti¢ku identifikaciju bioloskih sustava. Ka-
rakterizira ih relativno velika stopa mutacija (11) koje uzro-
kuju promjene u broju ponavljajucih sljedova unutar pro-
matranog biljega, a broj razli¢itih alelnih inacica na njima
moze biti veciiod 100. Osnovni nedostatci u primjeni ovih
biljega bili su: kompleksnost i dugotrajnost procesa analize,
$to je znacajno ogranicavalo broj uzoraka koji se moze pro-
cesuirati u odredenom trenutku, potrebna relativno velika
kolicina DNA koja nije degradirana, uporaba radioaktivnih
materijala te visoka cijena analize. Tehnika koja se primje-
njivala u detekciji VNTR biljega bila je analiza polimorfizma
duljine slijeda restrikcijskih odsjecaka (prema engl. Restric-
tion Fragment Length Polymorphism - RFLP).

Otkrice mikrosatelita, odnosno kratkih uzastopnih ponav-
ljajucih sljedova (prema engl. Short Tandem Repeats - STR) te
utvrdivanje njihovih osnovnih znacajki, dovelo je do njiho-
vog jasnog definiranja kao molekularnih polimorfizama koji
se danas siroko primjenjuju u forenzi¢noj genetici (12).
Najbolje ispitivani i naj¢es¢e ukljucivani u analize individual-
ne i populacijske raznolikosti su tetranukleotidni STR lokusi,
odnosno lokusi u ¢ijim se ponavljaju¢im sljedovima nalaze
Cetiri baze. Radi brze i jednostavnije analize razlicitih tragova
osmislien je model tzv. multipleks STR sustava. Na takav
nacin danas je moguce istodobno umnozavanje i analiza
vise od 10 STR biljega metodom polimeraza lan¢anom
reakcijom (prema engl. Polymerase Chain Reaction — PCR).
Postoji vrlo veliki broj setova reagensa, odnosno multiplex
STR sustava koji se trenutno primjenjuju u analizama DNA
radi utvrdivanja identiteta, ocinstva, srodstva, kao i u foren-
zi¢nim DNA analizama.

Usporedno s uvodenjem, razvojem i primjenom STR lokusa
za rutinske analize u forenzi¢noj DNA analizi bioloskih trago-
va, javila se potreba za standardizacijom ovih analiza, a to je
podrazumijevalo uspjesnu medusobnu razmjenu podata-
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ka. Osnovni preduvjet za to bila je primjena istih genetickih
biliega. Prvu sluzbenu DNA bazu podataka zasnovanu na
uporabi 13 STR lokusa, razvio je FBI (prema engl. Federal Bu-
reau of Investigation) sredinom 90-tih godina proslog stolje-
¢a (13). Ova baza podataka nazvana je CODIS (prema engl.
Combined DNA Indexing System). Nacionalnim DNA indek-
snim sustavom (prema engl. National DNA Index System —
NDIS), programom na nacionalnoj razini, upravlja FBI na taj-
noj lokaciji. U svom prvobitnom izdanju CODIS se sastojao
od dva dijela: indeksa osudenih prijestupnika i forenzi¢nog
indeksa. Prvi indeks sadrzavao je profile osoba osudenih za
neki zlocin, a forenzi¢ni indeks profile dobivene iz bioloskih
tragova nadenih na mjestu dogadaja. CODIS je kroz godine
dodao i neke nove indekse: indeks uhi¢enih osoba, indeks
nestalih ili neidentificiranih osoba i referentni indeks ne-
stalih osoba. Tijekom 2011.12012. godine najavila se potre-
ba i mogu¢nost prosirenja postojeceg CODIS seta lokusa.
INTERPOL je svoju DNA bazu podataka uspostavio 2002. go-
dine. Da bi se DNA profil inkorporirao u INTERPOL bazu po-
dataka mora biti analiziran na najmanje 6 od ponudenih 12
osnovnih i 16 dodatnih STR lokusa.

Jedan od najnovijih pristupa koji ubrzano pronalazi svoju
primjenu u forenzi¢noj DNA analizi je uporaba polimorfiza-
ma jednog nukleotida (prema engl. Single Nucleotide Poly-
morphism - SNP) molekularnih biljega. To su najucestaliji
oblici DNA polimorfizama koji se javljaju unutar humanog
genoma. U posljednjih nekoliko godina, posebno s otkricem
mogucnosti primjene novih tehnika, doZivjeli su potpunu
afirmaciju ne samo u populacijsko-genetickim studijama,
vec i u medicinskoj dijagnostici i testiranju identiteta. Ovaj
polimorfizam se zasniva na zamjeni samo jedne baze u
standardnom redoslijedu promatranog slijeda. Najveci broj
polimorfizama u humanom genomu odnosi se na SNP
geneticke markere (14). SNP-ovi nastaju insercijom, dele-
cijom ili kao posljedica toc¢kastih mutacija kad je u procesu
promjene u pitanju samo jedan nukleotid. lako su manje
polimorfni u odnosu na danas siroko primjenjivane STR
markere, njihovo pojavljivanje na gotovo svakih 1000 bp
¢ini ih izuzetno informativnim. Najveci dio SNP-ova je sa-
stavni dio nekodiraju¢eg dijela genoma, pa se smatra da su
selektivno neutralni. Ipak, postoji odredeni broj SNP-ova pri-
sutnih u kodirajucoj regiji genoma (cSNP) i oni mogu utje-
cati na razvoj razlicitih multifaktorskih bolesti. Procjenjuje se
da se broj cSNP-ova krece izmedu 10 000 i 50 000. Polimor-
fizmi detektirani na ovim genetickim biljezima mogu dove-
sti do promjene u redoslijedu aminokiselina u proteinskom
produktu (15, 16, 17, 18).

U posljednjih nekoliko godina zabiljezeno je znacajno po-
vecanje populacijskih podataka vezanih za SNP markere lo-
cirane na nerekombiniraju¢em dijelu kromosoma Y. U vrlo
kratkom razdoblju uoceno je vise od 200 SNP-ova i malih
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insercijskih delecijskih (indel) pozicija koje karakterizira niska
stopa paralelnih mutacija, $to ih ¢ini izuzetno pogodnim za
identifikaciju i pracenje roditeljske linije tisu¢ama godina
unatrag. Ipak, jedan od primarnih smjerova razvoja u testi-
ranju ovih biljega upravljen je prema dodatnoj analizi mi-
tohondrijske DNA (19).

ANALIZA SPOLNIH KROMOSOMA
| MITOHONDRIJSKE DNA (mt DNA)

Za razliku od autosomnih biljega koji zbog nasljedivanja
alelnih inacica od majke i od oca jasno variraju kroz genera-
cije, Y-vezani i mitohondrijski biljezi prolaze kroz genera-
cijske barijere neizmijenjeni (u odsutnosti mutacija). Bas iz
tih razloga ovi se biljezi ¢esto primjenjuju u populacijskoj,
humanoj i forenzi¢noj genetici za pracenje roditeljskih linija;
mitohondrijska DNA za ispitivanje majcinske, a kromosom
Y za ispitivanje oceve linije. Stoga se ovi biljezi oznacavaju,
u slobodnom prijevodu, kao obiteljski (engl. lineage).

Svi muski srodnici po ocevoj linijiimaju identi¢an Y haplotip,
dok svi srodnici po zenskoj liniji imaju identican mtDNA
haplotip. Uporaba ovih biljega u forenzi¢noj genetici ima i
odredene limite. Nisu informativni poput autosomnih STR
lokusa i zahtijevaju poseban model statisticke analize.

lpak, zbog svojih genetickih posebnosti ovi biljezi mogu
posluZiti kao izuzetno jako i u¢inkovito orude, posebno kao
potpora rezultata dobivenih analizom autosomnih biljega u
procesima forenzi¢ne DNA analize.

Analiza spolnih kromosoma vazna je u slu¢aju potrebe od-
redivanja spola i vec u startuiskljucuje 50% populacije. Marker
koji se najcesce analizira prilikom utvrdivanju spola nalazi se
u intronu 1 gena amelogenina koji je lociran na spolnim
kromosomima. Inacica gena na kromosomu X je kraca za 6
bp u odnosu na inacicu na kromosomu Y (muski spol).

KROMOSOMY

U usporedbi s drugim humanim kromosomima kromosom
Y ima deficitaran broj gena, a priblizno 50% njegovog slije-
da se sastoji od ponavljajucih elemenata. MoZze pruziti vazne
informacije kod odredivanja nasljednih linija za musku oso-
bu, jer sadrZi visokopolimorfne regije. Humani kromosom Y
je prisutan kod normalnih muskaraca u jednoj kopiji, na-
slieduje se po ocu, a 95% njegovog kompleksa ne podlijeze
rekombinaciji, odnosno ¢ini tzv. “nerekombinantni Y (NRY).
U forenzi¢nim analizama kromosom Y ima vaznu ulogu u
slu¢ajevima silovanja, a posebno u onima koja ukljucuju
vise od jednog muskarca (20). Y-STR biljezi takoder mogu
biti korisni u slu¢ajevima dokazivanja ocinstva ili daljeg
srodstva po muskoj liniji, kad su djeca muskog spola te u
procesu identifikacije kad su prisutni srodnici samo s oceve
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strane. Kromosom Y se sve vise primjenjuje i kod utvrdivanja
migracije pojedinih naroda tijekom proslosti, jer ne podlijeze
rekombinaciji tijekom generacijskog prenosenja genetickog
materijala (21). Neka istraZivanja su ponudila izuzetno za-
nimljive modele i scenarije ljudske povijesti i na nasim pro-
storima (22, 23, 24), te su promovirala i uporabnu vrijednost
SNP biljega. Analiza Y-STR biljega ima takoder vaznu ulogu u
rijetkim, ali vaznim slucajevima kad postoji nedostatak ame-
logenin gena u muskarca (25, 26). Jedan od pokazatelja
koliko je ozbilino i bitno analiziranje kromosoma Y u fo-
renzi¢noj DNA analizi je i relativno veliki broj komercijalnih
multipleksnih sustava koji je dosad dizajniran.

KROMOSOM X

U posliednje vrijeme u fokusu zanimanja znanstvenika iz
podrucja forenzi¢ne genetike nasli su se gonosomni poli-
morfizmi, a medu njima osobito STR biljezi pozicionirani na
kromosomu X (27). X-vezani STR biljezi danas se razvijaju u
vrlo upotrebljivo dodatno orude, koje u zajednickoj primje-
ni s autosomnim i Y-vezanim STR biljezima moze pruziti
nuzne informacije, osobito u slu¢ajevima kad je rije¢ o Zen-
skom potomstvy, a potencijalni bioloski otac iz odredenog
razloga nije dostupan, te radi testiranja ocinstva nad Zen-
skom djecom u odsutnosti oca i to po nacelu procesiranja
bioloskih uzoraka ocevih blizih srodnika (28). Nasljedivanje
gena smjestenih na kromosomu X podlijeze specificnim
pravilima koja proizlaze iz sljedecih ¢injenica: muskarciimaju
samo jedan kromosom X, gotovo svi geni na kromosomu X
nemaju svoj alelni “duplikat”na kromosomu Y i bilo koji gen
smjesten na kromosomu X, ako je i recesivan kod Zena, kod
muskaraca je funkcionalno aktivan, $to znaci da dolazi do
njegove ekspresije. Geni koji se nasljeduju po ovakvom
nacelu nasljedivanja definirani su kao spolno vezani, odno-
sno X-vezani geni, kad je rije¢ o kromosomu X. Jedan od
primjera ovakvog modela (X-vezanoga) nasljedivanja je he-
mofilija A, koja se naj¢esce nasljeduje recesivno. Uz hemofi-
liju dosad je dijagnosticirano mnogo poznatih bolesti koje
se nasljeduju s kromosoma X poput: Duchenneove misi¢ne
distrofije, Lesch — Nyhanovog sindroma, G6PD deficijencije,
neraspoznavanja boja te niza drugih. Ako aficirani muskarac
ima zensko potomstvo, sve njegove kceri nasljeduju ocev
defektni kromosom X i prenose ga na polovicu sliedece ge-
neracije. Shodno tome, polovica zenskog potomstva nosi-
teljice su defektnog gena, a polovica muskog potomstva
eksprimira defektni gen, jer su hemizigoti za gene smjestene
na kromosomu X (29). Poput autosomnih i Y-vezanih STR
biliega, X-vezani STR biljezi su visokoinformativni DNA
markeri. Analiziraju se primarno PCR metodom. Genomska
baza podataka (prema engl. Genom Database) dosad po-
sjeduje vise od stotinu sekvenciranih STR polimorfizama
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smjestenih na kromosomu X, a sustavno se radi na istra-
Zivanju i razvoju novih X-STR biljega, koji bi takoder bili po-
godni za primjenu za forenzi¢ne DNA analize. Provedeno je
nekoliko studija u regiji, na 8 X-vezanih STR biljega (30) te na
14 X-vezanih STR biljega koji su u sastavu dvaju analiziranih
mini-X-pleksa: mini X1 imini X2 (31).

mtDNA

Analiza mtDNA uvedena je kao dodatna metoda u sudsko-
medicinsku praksu. Njena osnovna primjena je takoder
identifikacija osoba, bilo da su one Zrtve nesrecaili prirodnih
katastrofa, odnosno zrtve zlocina ili ratnih djelovanja. Po-
stoje odredene prednosti zbog kojih je analiza mtDNA uve-
dena kao metoda u praksu, a jedna od njih je velik broj is-
tovjetnih kopija MtDNA koje se nalaze u razli¢itom broju
mitohondrija unutar svake somatske stanice. Bas ta brojnost
molekula mtDNA u pojedinoj eukariotskoj stanici poveca-
va vjerojatnost njenog uspjesnog izdvajanja i iz uzoraka
u kojima se DNA zbog vanjskih uvjeta s vremenom ubrza-
no raspada. Procjenjuje se da normalna oocita sadrzi oko
100000 kopija mtDNA (32, 33). Funkcija, mutacije, popula-
cijska varijabilnost i nasljedni poremecaji mitohondrijskog
genoma detaljno su istrazeni i poznate su specificne dele-
cije, udvostrucenja i brojne tockaste mutacije koje dovode
do razlicitih specificnih patofizioloskih sindroma. Tockaste
mutacije uzrokuju: mitohondrijsku miopatiju, encefalomio-
patiju, laktat acidozu, stroke-CVI (MELAS), mioklonu epilep-
siju s pokidanim misi¢nim vlaknima (prema engl. ragged
red fibers) (MERRF), Leberovu nasljednu opticku neuropa-
tiju, Leighov sindrom (subakutna nekrotiziraju¢a encefalo-
mijelopatija). Velika preslagivanja mitohondrijske DNA po-
vezana su s nastankom: Kearns — Sayrovog sindroma,
progresivne oftalmoplegije, Pearsonova sindroma i dr. Na-
kupljanje somatskih mutacija (ste¢enih za vrijeme Zivota)
smatra se jednim od uzroka degenerativnih promjena stani-
ca, tkiva i organa starenjem (34).

MtDNA ima vrlo visoku stopu mutacija, a osobito njena
nekodirajuca regija. Dio mitohondrijskog genoma koji naj-
brze evoluira je nekodiraju¢a kontrolna regija koja se jos$ na-
ziva i D-petlja (prema engl. D-loop). Postoje dvije hipervarija-
bilne regije unutar one kontrolne u kojima je frekvencija
mutacija razmjerno velika: hipervarijabilna regija 1 (HV1) i
hipervarijabilna regija 2 (HV2). Sekvenciranje tih dvaju seg-
menata zbog visoke varijabilnosti najvise se primjenjuje u
sudskoj medicini i kriminalistici.

Osnovna znacajka nasljedivanja mtDNA je da ta se na-
slieduje po majcinoj liniji, $to znadi da braca i sestre imaju
isti slijed nukleotida mtDNA koji je istovjetan onom njiho-
vih majki (spajanjem citoplazmi spermija i jajne stanice u
zigoti ocito dolazi do dominacije mitohondrijskih DNA mo-



PaepIATR CroAT. 2013;57:301-11

lekula majc¢ina podrijetla). Osim toga, izvjesno je da postoje
neki specificni mehanizmi koji prepoznaju i uklanjaju tih
nekoliko kopija ocinske mtDNA ako dospiju u citoplazmu
zigote (35, 36). Osnovni nedostatak ove metode kod identi-
fikacija je ograni¢ena mogucénost pozitivne identifikacije.
Novija mogucnost povecavanja diskriminativnosti i vjerojat-
nosti pozitivnog nalaza je analiza veceg broja SNP biljega
(37, 38). Pojava mikrocipova za analizu SNP biljega dodatno
pojednostavljuje postupak i povecava kvalitetu i pouzda-
nost analize (39).

PRIMJENA DNA ANALIZE U GENETICKOJ
KARAKTERIZACLJI ZIVOTINJA

Analogno metodama za analizu humane DNA razvijene su
i metode za analizu DNA razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Danas
je moguce s vrlo visokim stupnjem vjerojatnosti dokazati
potjecu li dva bioloska uzorka (krv, meso, kost, dlaka, sli-
na...) od iste zivotinje, od njezinih roditelja ili djece, ili od
nesrodnih jedinki. Broj sudskih predmeta u kojima su kao
dokazi upotrijebljeni tragovi Zivotinjskog podrijetla znac¢ajno
je porastao posljednjih godina. Jedna od moguc¢ih podjela
pri analizi DNA Zivotinjskih uzoraka je podjela prema vrsti
Zivotinje od koje potjece bioloski uzorak. Razlikujemo
forenzi¢nu entomologiju i animalnu forenziku kraljeznjaka
(potkoljeno vertebrata).

Forenzi¢na entomologija se bavi prouc¢avanjem kukaca i
ostalih ¢lankonozaca u svjetlu pravnih i kriminalistickih istra-
ga. Najcesca primjena forenzi¢ne entomologije je u sudsko-
medicinskim slucajevima kod ubojstava, samoubojstava,
silovanja, fizitkog zlostavljanja i krijumcarenja. DNA anali-
zom kukaca moze se: povezati osumnji¢enog s mjestom
zlo¢ina ili sa zrtvom, dokazati da je tijelo Zrtve bilo pomica-
no i utvrditi vrijeme smrti Zrtve (40, 41). Analiza humane
DNA izdvojene iz kukaca jos$ je jedna bitna primjena mo-
lekularnih metoda u rasvjetljavanju zloc¢ina. Ova metoda
moZe biti korisna u slu¢ajevima kad je truplo dislocirano, te
su pronadene samo li¢cinke na mjestu moguceg ubojstva,
na mjestu zlocina postoji alternativni izvor hrane koji je mo-
gao rezultirati pojavom li¢inki nekrofagnih kukaca, te kad je
pouzdanost prikupljenih dokaza sporna (42, 43).

Kad govorimo o animalnoj forenzici kraljeznjaka (potkolje-
no vertebrata), primjena analize STR biljega u Zivotinjskim
uzorcima moze se nacelno usmijeriti u dva osnovna pravca:
standardna forenzi¢na primjena utvrdivanja podrijetla pro-
nadenog bioloskog traga (44, 45) i analiza Zivotinjskog DNA
pri kontroli podrijetla prehrambenih proizvoda (46). Tri su
glavne skupine forenzi¢nih slucajeva kad je Zivotinjski DNA
dokaz: zivotinja kao svjedok (povezivanje osumniji¢enog i
Zrtve ili povezivanje osumnji¢enog s mjestom zlocina); zi-
votinja kao zrtva i Zivotinja kao pocinitelj - pri napadu na
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Covjeka. Jedan od prvih opisanih slucajeva u kojem je
bioloski uzorak Zivotinjskog podrijetla (macja dlaka) pove-
zao osumnji¢enog i mjesto zlocina, bio je slucaj,Snowball”
(47). Otad su tragovi Zivotinjskog podrijetla upotrebljavani
kao dokazi u velikom broju sudskih predmeta, ukljucujuci
one koji se odnose na prometne nesrece, ubojstva, pljiacke
banaka, napade psa kad je Zrtva ¢ovjek te psece napade kad
je Zrtva pas ili druga Zivotinja. Pri forenzi¢noj analizi jezgrine
(nuklearne) DNA u Zivotinja gotovo iskljucivo je rije¢ o ana-
lizi mikrosatelitnih ponavljanja. Utvrdeno je da STR lokusi
koji se primjenjuju u postupcima utvrdivanja identiteta za
pse (48, 49), imaju gotovo podjednaku snagu diskriminacije
kao i humani STR lokusi. Osim za pse, multipleksni STR su-
stavi za identifikaciju vrste/jedinke primjenjuju se za goveda
i druge domace Zivotinje, macke, ptice, ribe i sl. U najve¢em
broju slucajeva ovi STR sustavi nisu tako optimizirani kao oni
koji se primjenjuju za analizu ljudskih tragova.

Posljednjih godina je snazno podignuto stanje svijesti jav-
nosti o sastavu prehrambenih proizvoda, prvenstveno zbog
pojave razli¢itih ¢cimbenika poput geneticki modificiranih
organizama (GMO), alergija na hranu, nesavjesnosti nekih
proizvodaca hrane, strahova u vezi s hranom (,kravlje ludilo’,
pti¢ja gripa, slinavka, 3ap..), religijskih razloga itd. Kontrola
podrijetla prehrambenih proizvoda izuzetno je bitna s vise
stajalista, a jedan od znacajnijih primjera je kod identifika-
cije goveda koja su zanimljiva zbog velikog znacenja i za-
stupljenosti u ljudskoj prehrani. Molekularna biologija omo-
gucuje pracenje putova“ zivotinja koje ulaze u ljudsku pre-
hranu (engl. from stable to table), te time i pomoc u suzbija-
nju ,crnog trzista” stoke, a posebno goveda (50). Danas
postoji nekoliko komercijalnih setova reagensa koji se rutin-
ski primjenjuju u procesima identifikacije i ispitivanja po-
drijetla goveda. Mikrosateliti ukljuceni u postojece komer-
cijalne setove su dinukleotidi, odnosno kratka ponavljanja
koja se sastoje od samo dvaju nukleotida po jednoj alelnoj
inacici, sto ih cini izrazito nepovoljnim u samoj uporabi u
tehnickom smislu. Za postoje¢e komercijalne setove rea-
gensa potrebno je dogovoriti nomenklaturu alela, koja bi se
temeljila na broju ponavljanja (kao kod ljudi), razviti stan-
dard za svaki biljeg (engl. allelic ladder) i odrediti kontrolni
uzorak DNA. U vecini razvijenih zemalja utvrdivanje identi-
teta primjenom postojecih komercijalnih setova reagensa,
odnosno spomenutih biljega, uspostavljeno je za njihove
populacije goveda. U Hrvatskoj je provedena populacijska
studija za goveda s podrucja sjeverne Hrvatske (51), a prvi
put je u sklopu novorazvijenog multiplex STR sustava (12
STR lokusa), za utvrdivanja identiteta goveda, razvijena i in-
tegrirana alelna ljestvica (52). Uporaba ovog STR sustava
trebala bi znac¢ajno povecati vrijednost i preciznost buducih
DNA analiza kod goveda, te ih pribliZiti vrijednostima anali-
za DNA humanog podrijetla.
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FORENZICNA BOTANIKA

Forenzi¢na botanika je kombinacija vise disciplina biljne
biologije i njihove primjene u podrucju zakonodavstva (53).
Metode forenzi¢ne botanike znacajno pridonose u istraznim
postupcima, ali njihova je primjena jos i sad ogranic¢ena na
identifikaciju biljnog uzorka i komparaciju analiziranih uzo-
raka. Biljni materijal s mjesta zlo¢ina Cesto je degradiran i
morfoloski neprepoznatljiv, pa je karakterizacija na moleku-
larnoj razini jedini nacin detekcije i identifikacije biljne vrste.
STR biljezi su visoko individualizirani molekularni biljezi i
izvrsni su za analizu biljnih uzoraka kad ih se optimizira za
analizu odredene biljne vrste. Analiza STR biljega pokazala
se uc¢inkovitom u detekciji i identifikaciji razlicitih sojeva ma-
rihuane (Cannabis sativa L.).

Najcesce primjenjivani nasumicni biljezi u forenzi¢nim ana-
lizama biljnih uzoraka su nasumi¢no umnozeni polimorfni
DNA (prema engl. Randomly Amplified Polymorfed DNA -
RAPD) i umnoZeni fragmenti DNA-a razli¢itih duZina (prema
engl. Amplified Fragment Length Polymorphism — AFLP).
RAPD analiza ¢esto se primjenjuje u botanickoj forenzici za
povezivanje zrtve i mjesta zlocina (54), za neovlastenu ko-
mercijalizaciju biljaka prilikom patentiranja biljnih proizvo-
da (55) te za analizu Zelucanog sadrzaja zrtve (56). AFLP je
metoda za genotipizaciju biljnih uzoraka iz jednog izvora
(57). U forenzi¢nim analizama AFLP metoda se primjenjuje
za individualizaciju uzoraka marihuane, ali i za povezivanje
uzgajivaca, distributera i konzumenata marihuane (58).

Identifikacija biljne vrste je prvi nuzan korak kad se nastoji
utvrditi forenzi¢na povezanost, a potom se provodi indivi-
dualizacija ako je na raspolaganju dostatan uzorak za testi-
ranje DNA (53).

Analiza peluda ili palinologija je korisna u otkrivanju foren-
zickih veza i utvrdivanju vremena smrti. Pelud isto tako
moze biti korisna u slu¢ajevima kao $to su ubojstvo, sek-
sualni i fizicki napad, krivotvorina, oruzana pljacka ili ras-
pacavanje droge (58).

BIOTERORIZAM | FORENZICNA MIKROBIOLOGIJA

Bioterorizam podrazumijeva uporabu mikroorganizama ili
njihovih toksina s nakanom ozljedivanja, razbolijevanja ili
ubijanja ljudi ili Zivotinja, zZbog osobnih, politickih ili socijal-
nih razloga (59). Forenzi¢na mikrobiologija relativno je nova
znanstvena disciplina koja se primjenjuje za analizu mogu-
¢ih bioteroristickih napada ili nenamjernih oslobadanja mni-
kroorganizama i njihovih toksina (60).

Americki centri za kontrolu bolesti (prema engl. Centers for
Disease Control and Prevention - CDC) sve su mikroorganiz-
me koji bi se potencijalno mogli rabiti u bioteroristicke svrhe
klasificirali u tri kategorije (59). Identifikacija osoba koje su
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skrivile bioteroristicki napad namjerno ili zZbog nepaznje
zahtijeva rigoroznu uporabu suvremenih mikrobioloskih
analitickih metoda i oruda, tradicionalnu forenzi¢nu analizu
i obradu, DNA testiranje, uzimanje otisaka prsta i sl. (60).
DNA tehnologija za identifikaciju mikroorganizama koja se
primjenjuje u bioterorizmu ukljucuje: sekvenciranje, tehnike
mikrocipova, ukljucujuci mikrocip analizu patogenosti, ka-
rakterizaciju SNP biljega, razli¢it broj uzastopno ponovljenih
analiza te vazne tehnike u karakterizaciji gena odgovornih
za rezistenciju na antibiotike. Ad hoc skupina Svjetske zdrav-
stvene organizacije (prema engl. World Health Organization
- WHO) dala je 1998. godine kriterije za proglasavanje epi-
demija (60, 61). Najbolji pristup za pripravnost u detekciji ili
odgovoru na ¢in bioterorizma je integrirana mreza koju ¢ine
vladine institucije, akademska zajednica, industrija i javno
zdravstvo (62).

ULOGA DNA KOD ILEGALNOG USELJAVANJA
| TRGOVINE LJUDIMA

Pouzdanost DNA kao alata za rjeSavanje zlo¢ina omogu-
¢ila je razlicite primjene metoda utvrdivanja identiteta ljudi
u brojnim drzavnim i sudskim procesima te u humanitarne
svrhe. Za razliku od biometrijskih identifikacijskih alata po-
put otisaka prstiju, prepoznavanja 3arenice ili glasovnog
prepoznavanja, DNA analiza moze potvrditi ili opovrgnuti
tvrdnje o bioloskoj povezanosti izmedu analiziranih osoba.
Primjena utvrdivanja identiteta analizom DNA posebno je
vazna u kontroli grani¢nih prijelaza i migracijskoj politici, od-
nosno u borbi suzbijanja nezakonitih useljavanja, nezakoni-
tih posvojenja, prijevara kod useljavanja, utvrdivanja identi-
teta zrtava trgovine ljudima te Zrtava seksualnog i radnog
iskoridtavanja. Analiza DNA se primjenjuje za pouzdano i
uc¢inkovito utvrdivanje identiteta, ali i za utvrdivanje obi-
teljskih povezanosti. Testiranje ukljucuje analizu autosom-
nih STR lokusa i statisticku obradu podataka kako bi se odre-
dila medusobna povezanost osoba koje se usporeduju (63).
Kao dodatni alati mogu posluziti SNP biljezi, Y-vezani biljezi
i mtDNA. Za razliku od biometrijskih oznaka DNA ima jedin-
stvenu ulogu u grani¢noj sigurnosti i slucajevima uselja-
vanja koji ovise o navodnoj rodbinskoj povezanosti izmedu
podnositelja zahtjeva i korisnika usluge. Zbog velikog broja
prijevara u manipuliranju geneti¢kim profilima osoba (64,
65) kod pokusaja ilegalnog useljenja, trgovini ljudima i sl.,
pokusalo se na brojne nacine unaprijediti sustav kontrole,
odnosno otkriti potencijalne prijevare. Kroz razlicite DNA
programe, unaprijedena je suradnja izmedu DNA laborato-
rija u razmjeni DNA baza podataka, razvijen je model kon-
trole ¢itavog procesa prikupljianja DNA uzoraka, kao i same
analize u akreditiranim DNA laboratorijima. U istu svrhu uve-
dena je tehnologija automatske (brze) DNA analize (prema
engl. Rapid DNA analysis). Za razliku od standardne DNA
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analize koja se odvija u vise razli¢itih koraka, u vremenskom
rasponu od nekoliko sati do nekoliko dana, ovisno o labora-
toriju i opremi, automatska DNA analiza ucinkovitije obra-
duje profile u rasponu od nekoliko minuta do nekoliko sati.
Najbrzi DNA sustavi za izdvajanje DNA, umnoZavanje oda-
branih lokusa te odredivanje alelnih inacica rabe mikrofluid-
nu tehnologiju u jednom integriranom uredaju. Kao refe-
rentni uzorci za analizu na ovom uredaju se primjenjuju bris
sluznice usne Supljine i krvna mrlja. Ova tehnologija pruza
niz mogucnosti za brzu procjenu identiteta osobe, bez po-
trebe za njenim duzim zadrzavanjem. No javljaju se i od-
redena pitanja, pa je tako nejasno hoce li DNA profili dobi-
veni na ovakav nacin biti u skladu s postojec¢im standardima
koji vrijede za DNA profiliranje te hoce li dobiveni profili biti
dovoljno kvalitetni za unos u nacionalne baze podataka po-
put CODIS-ove baze. Kako se zbog provedbe zakona upora-
ba primjene DNA $iri i na gradane koji ne pripadaju krimi-
nalnoj populaciji, poput osoba s priviemenim boravistem u
nekoj zemlji, postavlja se i pitanje je li rutinsko izuzimanje
uzoraka tih osoba za DNA analizu ugroZavanje njihove pri-
vatnosti i krsenje ljudskih prava (66). DNA programi svakako
trebaju definirati odredena pravila, poput pravila o duzini
zadrzavanja prikupljenih uzoraka, jasno definirane ovlasti
pristupanja uzorcima te nacina njihovog unistavanja. Slicni
uvjeti su potrebni i za pristup bazama DNA profila. Stoga je
osiguravanje socijalno i drustveno odgovornog koristenja
prikupljenih genetickih informacija klju¢ u razvoju modela
politike za provedbu DNA testiranja.

DNA FENOTIPIZACIJA

Najnoviji trendovi u forenzi¢noj DNA analizi u prvi plan stav-
ljaju genotipizaciju primjenom SNP biljega radi potencijal-
nog predvidanja pojedinih fenotipskih karakteristika poput
boje koze, ociju, kose i drugih (67). Ovaj smjer forenzi¢ne
genetike je opisan kao DNA fenotipizacija (prema engl. DNA
phenotyping — FDP). Zasniva se na potrebi sakupljanja $to
veceg broja informacija radi individualizacije osobe, radi
identificiranja posmrtnih ostataka te osobe ili individualiza-
cije osobe koja je ostavila odredeni bioloski trag. Ovakve
informacije mogu biti korisne u slucajevima identifikacije
nestalih osoba nepoznatog podrijetla, u nedostatku osnov-
nih informacija o srodnicima koji bi se mogli potraziti i testi-
rati. DNA fenotipizacija bi mogla takoder dati polazne infor-
macije o analiziranim fenotipskim karakteristikama pocini-
telja u slucajevima forenzickih istraga kad je pronaden
bioloski trag, kad ne postoje nikakve dodatne informacije o
pocinitelju (izjave svjedoka i sl), a generirani DNA profil se
ne nalazi u DNA bazi podataka.

Novija istrazivanja su uspjela odrediti odredene geneticke
biljege koji stoje u korelaciji s genetickom karakterizacijom
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osobina poput boje ociju, kose i koze (68). Shodno tome,
radi se na uspostavljanju razvijenih multipleksnih sustava
baziranih na SNP biljezima koji su pozicionirani u blizini
gena, prvenstveno odgovornih za pigmentaciju. Melanin je
osnovni pigment odgovoran za boju ociju, koZe i kose. Nje-
gova sinteza je ovisna o ve¢em broju gena kao i drugim
faktorima poput starosne dobi, lijekovima, bolesti, uvjeti-
ma okolisa, pa se pigmentacija smatra kompleksnom oso-
binom. Analizirano je sedam SNP biljega (rs12913832,
rs1545397,rs16891982, rs1426654, rs885479, rs6119471 i
rs12203592) radi potencijalnog dokazivanja moguceg pred-
vidanja pigmentacije. Sest od njih je primijenjeno u pred-
vidanju boje ociju, a svih 7 u analizi boje koze. Stopa po-
grjeske, bez obzira na etnicku pripadnost ispitanika, bila je
izuzetno mala, $to upucuje na to da bi analiza ovih biljega u
budu¢nosti mogla pruzati izuzetno korisne informacije u
podrucju forenzi¢ne istrage. Razvijena su dva SNP sustava
nazvana IrisPlex (Eye-color-predictor-1 i Eye-color-predictor-2)
koji sadrze po 6 najinformativnijih SNP biljega iz 6 pigmen-
tacijskih gena. Razvijeni SNP sustavi dijele tri zajednicka SNP
biljega: rs12913832, rs16891982 i rs12203592 (69, 70). No
prvenstveno su bazirana na SNP biljegu rs12913832 cija
vrijednost predvidanja za boju ociju iznosi 75% (68), a pri-
mjenom dodatnih SNP biljega to¢nost predvidanja se po-
boljsava.

SNP sustav IrisPlex (Eye-color-predictor-1) nedavno je prosi-
ren sa 18 novih SNP biljega koji se primjenjuju za predvida-
nje boje kose. Razvijeni sustav je nazvan HlrisPlex, a sastoji
se od 24 SNP biljega iz 11 gena. Rezultati studije su poka-
zali da je postotak to¢nosti predvidanja plave boje kose iz-
nosio 69,5%, smede boje kose 78,5%, crne 87,5% te crvene
80% (71).

Kad govorimo o pigmentaciji, jos i sad se trazi potencijalno
visoko informativna kombinacija SNP biljega (72). Osnovni
problem je znatno vedi utjecaj vanjskih ¢imbenika na boju
koZe nego na boju ociju, te ¢injenica da razliciti SNP biljezi
pokazuju razli¢itu informativnost za razli¢ite humane popu-
lacije. Stoga se razvijaju tzv. kontinentalni SNP sustavi koji ¢e
unutar definiranih populacija bitiizuzetno informativni. Una-
to¢ spomenutim poteskoc¢ama odredeno je 7 SNP biljega
koji se mogu primijeniti u odredivanju boje koZe u svjetskoj
populaciji (69).

Uz analizu predvidanja osobina zasnovanih na pigmentaciji
u proteklih nekoliko godina su provedene studije koje su
ispitivale geneticko odredivanje i drugih osobina poput tje-
lesne visine (73), individualne starosti (74), oblika kose
(kovrcava ili ravna kosa) (75), gubitka kose i sl. Sva ova istra-
Zivanja su upucivala na izuzetnu kompleksnost analiza feno-
tipskih osobina, a posebno kvantitativnih osobina s velikim
brojem uocenih inacica, pa se istrazivanja u ovom smjeru
intenzivno nastavljaju.
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SUMMARY

Forensic DNA application: an interdisciplinary perspective

Petar Proji¢, Gordan Lauc, Dragan Primorac

The DNA analysis today undoubtedly has an irreplaceable role in all forensic sciences. The discovery and application of STR mole-
cular markers has significantly improved forensic DNA analysis. The tetranucleotide STR markers are best studied and most com-
monly included into the analysis of individual and population diversity. The use of SNP molecular markers is one of the more recent
approaches in population-genetic studies, medical diagnosis and identity testing. The largest part of the SNPs is an integral part of
noncoding region of the genome, for this reason being considered as selectively neutral. However, there is a certain number of SNPs
located within the coding region of the genome (cSNP) and they can influence the development of various multifactorial diseases.
As opposed to autosomal markers, which vary through generations, Y-linked and mitochondrial markers pass through generational
barriers unchanged (in the absence of mutations). For this reason, they are often used in population, human and forensic genetics
for tracing parental lineage. Y parental chromosome plays an important role in the cases of rape as well as in identification of migra-
tion of certain nations. With the development of molecular methods over the past years, the role of DNA analysis in animal and plant
forensics has become very notable. The number of cases in which traces of animal and plant origin are used as evidence has in-
creased significantly. DNA technology also plays an important role in identification of microorganisms that could be used for bioter-
rorist attacks. The application of identity determination by DNA analysis is especially important for revealing the victims of human
trafficking, sexual and labor abuse, as well as in combating illegal immigration and illegal adoptions. The latest trend in the field of
forensic genetics is DNA phenotyping. The use of SNP markers in the process of individual genotyping serves to anticipate certain
phenotypic characteristics such as the color of the skin, eyes, hair and alike, in order to establish the identity of the remains or indi-

vidualization of a person who has left a biological trace.

Keywords: biometric identification; biological markers; forensic medicine; bioterrorism; emigration and immigration
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