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Saketak - Primenom dosadasnjibh metods veftadenjs spornog ofinstva, kao Sto su serolodka ispitivanja krvnih antigena ili HILA-
tipizacija tkiva, osobr mudkog pola eventualno je mogla biti iskljufena kao biolodks otac. dok poritivan nalar, koji = dovelinom
verovatnodom govori u prilog tezn da su presumpliv ni i biolozks mag detewn sty osoby, nije mogae biti :tuhum H||'|r:n;|rr|1hlinn-l
pajedinih naslednih osobing omoguéila je primenu analize DNA v veStalenjima spormog u-a‘imz.h.d Zime je ufinjen sudtinski pomak,
jer je. dircktnim uvidom v naslednu materiju, sporno ofinstvo mogloe biti "praknéne dokaano”, Sto podrazomevs rezultat koji <o
verovatnoem vedom od 99%9%9% potvrdue spomo ofinstvo odredenog mudkarea. Mikrosatelitsks marken gradeni su od weastopno
ponovljenih sekvenci osnovoe repetitivae jedinice, dufine 2-6 parova nuklestida. Zahvaljujuct varijacijama broja ponavijanja repeti-
tivme jedinice, vedina mikrosatelitskih markera pokaruje visoki stepen polimorfizma, koj je moguce ispitati PCR tehnologijom, Sto
vmogudéava primenu ove veste anubiza Koko o kriminalistici 1 sleajevima forenzike entifikacije, tako i v veSiadenjima spornog

rachitelpsiva,

Kljufne refi: DMK + analiza; Ofinstve; Sudska medicina: Mikrosalelitske repetitivne sekvence

Prema rezultatima nedavno zavrienog istrazi-
vanja americkog Macionalnog imstituta za ispitivanje
humanog genoma (National Human Genome Re-
search Institute) | AmeriCkog viadinog ureda za en-
ergiju (L2S Department of Energy), humani genom
sadrzi a"'“ﬂ',-'ijllﬂ l'l11!|1]| lﬁff!;] gena nego Sto se pret-
pﬂ':.ta'ulnln | 1a) brm I.EI'IU'bl svega oko 30 000, Uko-
liko se ima u vidu ¢injenica da je proseéna duZina
gena oko 1000 - 1500 parova nukleotida, duZina
svil kodirajuéih sekvenci humanog genoma iznosi
oko 300-450 miliona baznih parova, $to ¢ini manje
od 3% ukupne nuklearne DNA. Nekodirajuéim de-
lom obuhvaceni su ekstragenska DNA, s jed-
instvenim i I‘Ep-ll'[:ltl'r:ﬂllﬂ sekvencama, te pseudogeni,
introni 1 genski FFHEUHLHU U nekodirajuéim de-
lovima DNA nalaze se i markeri znadajni za hu-
manu identi- fikaciju.

Godine 1985, britanski geneticar Alec Jeffreys
otkrio je da se v pojedinim regijama DNA odredene
sekvence nukleotida ponavljaju. a da je broj po-
navljanja repetitivne jedinice mr;lwldu:ahn te da je
odredivanjem duzina ovih regija moguce razlikovati
genetski materijal razli¢itih osoba. Regije su nazva-
ne VNTRs (Fariable Number of Tandem Repeats)
ili minisatelitska DNA, a metod analize zasnivao se
na delovanju restriktivnih enzima na krajeve seg-
menta gradenog od repetitivinih sekvenci po ¢emu je
| dobio ime - RFLP {Restriction Frasments Lenghi

R L]

mrsrmrEErEEEE

Polymorphism) ili polimorfizam duZina restriktiviih
fragmenata. Uprkos visokom stepenu polimorfizma
1 veliko) moci diskriminacije minisatelitskih marke-
ra. RFLP metod zahtevao je veliki utrosak vremena
1 relativno veliku kolig¢inu intaktne DNA. Zbog toga
se pojavila poteba za metodom koja ¢e biti dovoljno
specifiéna. ali briza 1 efikasnija pri radu sa minimal-
nom kolidinom DNA mﬂl:erijata Osamdesetih go-
dina XX veka predstavljena je metoda koja je |spu—
njavala sve postavljene uslove. Nazvana je PCR ili
Polymerase Chain Reaction {Kar;-r Mulhs] I’Lm.’mﬁ
reakcija polimeraze, a markeri u Cijem je ispitivanju
metoda nasla svoju najznacaniju forenzicku pr
menu dobili su naziv STRs (Shor Tandemr Re-
peats), SSK {.‘Fr'e'mpfc* Sequence Repears) ili mikro-
satelitska DNA [1.2].

STR-markeri gradeni su od uzastopno pono-
vijenih sekvenci osnovne repetitivne jedinice. du-
e 2-6 parova nukleotida, koje se ponavljaju ra-
zli¢it broj puta, Sto dovedi do pojave raz{n.mh
duZina odgovarajucih segmenata DNA. lako je ste-
pen polimorfizma mikrosatelitskih markera rela-
tivne nizak u poredenju s nm‘:lsatelltlma Cije su re-
petitivne jedinice duge i vise desetina baznih paro-
va, veliki broj mikrosatelita prisutnih u genomu,
Jednostavna amplifikacija i moguénost istovremene
analize veceg broja markera {multnple!{s PCR). kao i
Efkﬂsn-::st Ilmt:}-:l:: pri radu minimalnim
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kolicinama, &ak i delom degradirane DNA, udinili
su  mikrosatelite  markerima  prvog  izbora u
forenzickim DNA analizama [3].

5a vecim brojem alela prisutnih na odredenom
genskom lokusu raste 1 broj razli&itih genotipova u
populaciji. Generalno uzevii, n alela odredenog
markera rezultira¢e sa n homozigotnih genotipova i
n*(n-1)/2 heterozigotnih varijanti prisutnih u popu-
lactji. Otuda. marker sa svega 10 alela v populaciji
ce biti prisutan u 55 varijanti, a kombinacijom [0
markera sa po 10 alela moguée je dobiti oko
2.5x10" razlicitih genotipova. Zbog toga je sasvim
Jednostavno zakljuéiti da, kao Sto je slucaj 1 sa kodi-
rajucim delovima DNA, izuzev u sluéajevima jed-
nojajanih  blizanaca, ne postoje dve osobhe sa
identicnim strukturama STR markera.

Kao izvor genomske DNA u veStaéenjima rodi-
teljstva, po pravilu. slu#i propisno uzet uzorak krvi
ili bris sluzokoZe usne dupye. Ukoliko navedeni
uzorci nisu dostupni (kod dokazivanja srodstva post
martem), izolaciju DNA moguce je izvrsiti i iz bilo
kog drugog thiva - kost, midi¢, zub, tkivo u parafin-
skom bloku 1 dr. [4.5],

lzolovana DNA amplifikuje se metodom PCR,
koyi predstavlja proces ciljane replikacije izabranih
seamenata DNA u strogo kontrolisanim uslovima,
dodavanjem optimalnih kolid¢ina komponenti u reak-
cionu smedu, uz upotrebu termostabilne DNA-
polimeraze 1 cikli¢ne promene temperature. Nakon
svakog PCR-ciklusa nastaje dvostruko veéa kolicina
DNA od pofetne. te su nakon standardnih 23-30
PCR-ciklusa u reakcionoj smedi prisutni milioni
identi¢nih kopija poteinog, originalnog molekula,
Sto predstavija koh€inu vise nego dovoljnu za dalje
analize,

Fragmenti DNA nastali tokom PCR amplifika-
ciye razdvajaju se Kapilarmom elektroforezom. &to
podrazumeva kretanje DN A-molekula pod uticajem
¢lektricnog polja, kroz stakleni kapilar ispunjen
specifiénim pﬁljimc:rnim gelom [6,7]. Zahvaljujuéi
svojim dimenzijama, kradi fragmenti kredu se brie
kroz medijum, dok duzi aleli nailaze na veéi otpor
sredine | putuju sporije, Prolazak svakog molekula
DMNA ispred detektora predstavljen je na elektro-
ferogramu u vidu pika. Broj pikova u elektrofero-
gramu u podrucju jednog markera moze biti 1 ili 2,
Sto zavisi od toga da li je osoba homo- ili heterozi-
2ot na ispitivanom lokusu. Odredivanje duzine frag-
menata vrii se poredenjem poloZaja dobijenih piko-
va sa standardom, odnosno. elekiroferogramom do-
bijenim elektroforezom fragmenata DNA poznate
duzine,

Prema medunarodnim preporukama i propisima,
neophodno je da ispitivanjem bude obuhvaéeno naj-
manje |2 medusobno nezavisnih lokusa s poznatom
ucestaloicu mutacija, na najmanje 10 razlicitih hro-
mozoma. Postizanje verovalnode veée od 99999
cdgovara izrazu "praktiéno dokazano odinstve”. dok
Je za iskljuéenje ocinstva neophodno postojanje naj-
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Fig. I. Schematic representation of THOT micrasatellite loci

Pored neophodnosti ispunjavanja tehnickih pre-
duslova, 3to  podrazumeva adekvatan prostor,
opremu validiranu za ovu vrstu analiza, validaciju
osoblja 1 redovno sprovodenje spoljainje kontrole
rada od strane najmanje jedne od medunarodnih in-
stitucija koje se bave ovom problematikom, kao
nezaobilazni zadatak, pred svaku laboratoriju koja
se¢ bavi forenzickom DNA analizom, postavlja se
izrada populacione studije, koja predstavlja podatke
o frekvencijama alela genskih markera Gije se ispiti-
vanje vrii, medu stanovniitvom koje nastanjuje po-
drucje delovanja laboratorije. Imajuci v vidu
cinjenicu da svaka populacija pokazuje manje ili
vece specifinosti u distribuciji alela, rezultan stu-
dije sa jednog podrudja ne mogu i ne smeju biti
automatski primenjeni pri statistickoj obradi 1 inter-

retact)i rezultata u drugoj sredini. Razlike u uéesta-
osti pojedinih alela mogu biti veoma znacajne, ne
samo 1zmedu razlicitih rasa. veé i u okviru iste et-
ni¢ke grupe [9].

Na osnovu podataka iz populacione stud je
sprovedene medu stanovniStvom Vojvodine, te sta-
tistiCke obrade rezultata i vrednosti Torenzickih pa-
rametara, moze se zakljuciti da analiza STR mar-
kera moZe biti veoma uspesng koridéena u nadoj
sreding, kako u kriminalistici 1 sluajevima forenzi-
cke identifikacije, tako | u slucajevima veStatenja
spornog roditeljstva. Podaci o frekvencijama alela
standardno ispitivanih mikrosatelitskih markera u
vojvodanskoj populaciji koriste se pri statistickim
proraCunima i interpretaciji rezultata analiza koje se
H%ﬁ u Institutu za sudsku medicinu u Novom Sadu

Lakljuéak
Za razliku od dosadadnjih metoda vestacenja.

analiza DNA omoguéava direkian uvid u samu
naslednu materiju, te po prvi put omoguéava ne
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samo iskljuéivanje, nego i praktitno dokazivanje
spornog  odinstva, s verovatnofom vecom od
99,99%, koja ukazuje da su presumptivoi i biolodki
olac 1sta osoba,

Medunarodni standardi, pored validacije labora-
torijskog prostora, opreme i osoblja, podrazumevaju
1 permanentnu spoljasnju kontrolu rada laboratorije.
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Frekvencije pojedinih naslednih osobina razli-
kuju se ne samo izmedu rasnih tipova, nego i u
okviru iste etnicke grupe, te svaka laboratorija koja
se bavi analizom DNA mora raspolagati podacima o
genskim karakteristikama vlastite populacije.
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Kummary

Microsarteflite amalysis

By using serological or FLA-testing, the alleged father can be
excluded as the biological father, but, regardiess of the degree
af probability, positive paternity results cannot be obtained
without DNA festing. According to the results of the National
Human Genome Project, human gerome consisls of approxi-
matelly 30000 genes. The vast majority of human DNA is not
arganized in genes and has no genelic expression or visible
Surction. Non-coding DINA containg genetic markers important
for fuman identification. Short tandem repeats, or STRs, are a
class of microsatellites consisting of landermily repeated se-
guences of 2 to 6 base pair length monomers, Most of the mi-
crpsatellites show a high degree of polymaorphism, which can

be evaluated by PCR technigue, and wsed in criminalisiics, fo-
rénsic identificarion and parentage testing. A source of DNA in
parentage testing are hlood samples or buccal swabs which are
routinelly used Amplification of isolated DNA con be per-
Jormed in 23-30 opeles by PCR. and fragments are separated By
capillary electrophoresis

Conclusion

The probability of paternity of 99 99% or Righer corresponds to
the paternity “practicaly proven”, indicating that the alleged
Jather is the biclagical father Such resulls can be obtained
only by DNA festing, DNA-testing laboratiories are required to
conduct validation of laboratory facilities, equipment and staff
and are subject 1o permanent control by the society.
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