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1. UVOD

Forenzicka nauka predstavlja deo velike slagalice, ¢ije uklapanje zapocinje na
mestu zloCina, a zavrSava se u sudnici, izricanjem presude. Jedna od kljucnih
forenziCkih disciplina jeste forenzi€¢ka molekularna biologija. Promene u smislu
nadgradnje ove discipline, prenele su svoj uticaj na druge forenziCke discipline, ali i na
konacan ishod procesa koji od njih zavise. S obzirom na to, prilikom razmatranja
sada$njih 1 budu¢ih trendova u forenzickoj molekularnoj biologiji, neophodno je uzeti u
obzir moguéi uticaj, kako na same forenzi€ke nauke, tako i1 na srodne oblasti
istrazivanja.

Od svog nastanka, forenzicka molekularna biologija imala je jedan od najbrzih
razvoja do sada, a ostavila je dubok trag i u pravosudnom sistemu. Naravno, razvoj
nauke je, u znatnoj meri, zavisio i od tehnoloSkog razvoja, koji je omogucavao
dobijanje vece osetljivosti primenjenih metoda, kao i vec¢u informativnost rezultata
izvrSenih analiza dezoksiribonukleinske kiseline (DNK). S druge strane, razvoj
forenzickih nauka izazvao je pozitivnu reakciju pravosudnog sistema, koji je uveo
neophodne izmene u prihvatanju novih forenzickih DNK testova. Naravno, uvodenje
novih metoda neretko je bilo pra¢eno debatama i neslaganjima, narocito o poStovanju
pravnih i eti¢kih principa.’

Varijabilnost medu individuama u populaciji postoji 1 moze se identifikovati na
viSe razli¢itth nivoa. Prva istrazivanja su se odnosila na posmatranje postojanja
fenotipske varijabilnosti (otisak prsta, ABO sistem krvnih grupa...). Po¢etkom 1980,
posle otkrica humanih DNK polimorfizama, a nakon uspeSnog kloniranja gena i
dostupnosti restrikcionih enzima, otkriveni su molekularni markeri.

Nove tehnologije omogucile su direktno sekvenciranje DNK ¢ime je moguca
identifikacija velikog broja genetickih varijacija. Ispitivanje DNK ukazalo je na
postojanje genetickih varijacija u egzonima, kao 1 u intronima. Geneticka varijabilnost
se moze pojaviti na fenotipskom nivou ako razlike u redosledu nukleotida u DNK
sekvenci uslovljavaju razlike u redosledu aminokiselina u proteinu, kodiranom tom
DNK sekvencom, i ako razlike u sekvenci aminokiselina uticu na funkciju enzima.

Najve¢i deo DNK jedra sadrzi nekodiraju¢e sekvence, u vidu ponavljajucih

jedinica koje se razlikuju prema veli€ini ponovljenith motiva i prema njihovom broju, a



u okviru alelnih varijanti. Kratki uzastopni ponovci (Short Tandem Repeats - STR) ili
uzastopni ponovci varijabilnog broja (Variable Number Tandem Repeats - VNTR)
definisani su kao mikrosateliti i minisateliti, nalaze se u svakom hromozomu,
predstavljaju polimorfne multialelne sisteme 1 pogodan su materijal za molekularno-
geneticka istraZivanja.

Jedna od najCeSce koriStenih molekularnih metoda bila je analiza polimorfnosti
duZzine restrikcionih fragmenata (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP)
1 Southern hibridizacija. Zahvaljuju¢i posebnoj primeni RFLP, britanski nau¢nik
Jeffreys je, 1984. godine, otkrio mogucénost koriStenja metode u cilju identifikacije
osobe, 1 bio je prvi koji je koristio DNK polimorfizam u utvrdivanju ocCinstva, u
procesima imigracije 1 sluCajevima ubistva (iako se njegovo prvobitno istrazivanje
baziralo na pronalazenju markera za odredena oboljenja). Otkriveni metod nazvan je
"DNA fingerprinting", a razlikovao se od dotadaSnjeg po tome, Sto su se lokusi
analizirali pojedinacno, jedan za drugim, umesto svi istovremeno. U narednom periodu,
naziv metode promenjen je u "DNA typing", kao 1 "DNA profiling", koji su vise
odgovarali samom procesu. Americki Federal Bureau of Investigation - FBI je 1999.
godine napustio RFLP testiranje 1 uveo u zvani¢nu upotrebu kratke uzastopno
ponavljaju¢e sekvence DNK, prvenstveno mikrosatelite, s ponovcima dva do pet
nukleotida, koji se uspesno analiziraju metodom lancane reakcija polimeraze (PCR).

Najnovija faza u evoluciji DNA polimorfizma je upotreba pojedina¢nih
nukleotida (Single Nucleotide Polymorphism - SNP), koji su obi¢no bialelni 1 lako se
analiziraju.’

Napredak u tehnologijama genotipizacije 1 sekvenciranja omogucio je
odredivanje genetiCke varijabilnosti na nivou genoma. Genomska varijabilnost
mikrosatelitskih markera omogucava proucavanje procesa migracija tokom evolucije,
ekspanzije 1 opadanje brojnosti stanovniStva, kao 1 pravce prirodne selekcije. Takode,
omogucuje prucavanje genetiCke strukture subpopulacija 1 populacija, 1 obim geneticke
bliskosti, odnosno udaljenosti medu populacijama uz koriS¢enje odgovarajucih
statistickih metoda. Mikrosateliti se uspeSno koriste 1 za demografska istraZivanja i1
obezbeduju znalajne podatke pogodne za filogeografske studije.’

Ispitivanja mikrosatelitskih markera X hromozoma ukazuju na to da se analize
navedenih markera mogu uspes$no koristiti u populaciono-genetickim studijama (za

kvantifikovanje genetiCkih varijacija unutar 1 izmedu populacija, diferencijaciju



geografski izolovanih populacija...), kao 1 da predstavljaju znacajno sredstvo u
reSavanju kriminalisti¢kih slu¢ajeva i drugih slu¢ajeva vezanih za sudsku medicinu.*

S obzirom na postojanje razlika u zastupljenosti i ucestalosti pojedinih alela
mikrosatelitskih lokusa u razli¢itim populacijama, svaka institucija koja se bavi
ispitivanjem mikrosatelitskih lokusa u forenzicke ili druge svrhe, mora posedovati
podatke o populaciji na teritoriji na kojoj se nalazi. U nasoj sredini, do sada, nisu vrSena
ispitivanja geneticke polimorfnosti mikrosatelitskih markera X hromozoma, te podaci o

frekvenciji alela u populaciji Vojvodine, kao ni u Srbiji uopste, nisu poznati.



2. PREGLED PROBLEMA

2.1. GENOM COVEKA

Genom predstavlja kompletan nasledni materijal jednog organizma ili, u uzem
smislu, to je kompletan nasledni materijal koji se nalazi u haploidnoj ¢eliji. Sastoji se od
25 razli€¢itih tipova molekula DNK.

Jedinica grade molekula DNK je nukleotid koji se sastoji od azotne baze,
purinske (adenin ili guanin) ili pirimidinske (citozin ili timin), Secera dezoksiriboze 1
fosfatne grupe. Azotna baza i dezoksiriboza su povezane N-glikozidnom vezom, a
fosfatna grupa estarskom vezom za C5’ atom dezoksiriboze. Nukleotidi su medusobno
povezani fosfodiestarskim vezama u polinukleotidni lanac. Fosfatna grupa C5’ atoma
jedne dezoksiriboze vezuje se za C3’ atom slede¢e dezoksiriboze u nizu (Slika 1), te su

terminalne grupe svakog polinukleotidnog lanca 5’-fosfat 1 3’-hidroksi.

Slika 1. Sematski prikaz molekula DNK



U molekulu DNK polinukleotidni lanci povezani su vodoni¢nim vezama koje se
obrazuju izmedu komplementarnih azotnih baza. Adenin 1 timin se povezuju preko dve,
a citozin 1 guanin preko tri vodonicne veze, te je precnik molekula DNK celom duzinom
2 nm. U molekulu DNK lanci su antiparalelni 1 spiralno udesno uvijeni, oko imaginarne
ose, u dvostruku zavojnicu (heliks). Duz zavojnice se pruzaju dva zljeba, razli¢ite Sirine
1 dubine, veliki 1 mali. Ovi zljebovi su znacajni jer su to mesta gde DNK ostvaruje
interakciju sa proteinima. Pun zavoj (360°) se pojavljuje na svakih 10 parova nukleotida,
tj. na rastojanju od 3,4 nm (Slika 2). Ovaj tip DNK je tzv. B-DNK, prisutna uglavnom u
hromozomima. Pored B zavojnice DNK, u ¢eliji se mogu se naci i zavojnice tipa A 1 Z.
Zavojnica A je desnogira, kra¢a i 8ira od B, 1 ima 11 baza po zavoju, dok je Z levogira 1

ima 12 baza po zavoju.

Slika 2. Struktura molekula DNK

Molekuli DNK obezbeduju Cuvanje i prenoSenje genetiCkih informacija sa
roditelja na potomke zahvaljuju¢i sposobnosti samoreplikacije, 1 upravljaju sintezom
proteina, te tako obezbeduju odrzavanje zivotnih procesa u organizmu.

Ukupna koli¢ina DNK u genomu je specifi¢na 1 karakteristicna za razliCite

bioloSke vrste 1 naziva se C vrednost. Ona najceS¢e nije u direktnoj korelaciji sa



evolucionim razvojem 1 kompleksnoS¢u organizama §to se naziva C paradoks (na
primer, neki jednocelijski organizmi, kao 1 neki vodozemci imaju mnogo vec¢i genom od
genoma coveka).

Za razumevanje strukture i funkcije genoma posSlo se od njegove sekvence.
Sekvenciranje genoma je izvrSeno u okviru velikog projekta, Human Genome Project
(HGP), u periodu od 1990. do 2003. godine, u kome je ucestvovalo preko 20 institucija
Sirom sveta. Donatori DNK su pripadali razli¢itim polovima, rasama 1 socijalnim
slojevima. Osnovni ciljevi projekta bili su mapiranje genoma 1 identifikacija gena,
proucavanje polimorfnosti humane populacije, 1 kao krajnji cilj sekvenciranje humanog
genoma.

Genom ¢oveka je sloZen 1 obuhvata genom jedra (nukleusa) i genom mitohondrija
(Slika 3). Genom jedra sadrzi 24 razliCita tipa linearnih molekula DNK, koji ulaze u
sastav 24 tipa hromozoma, a genom mitohondrija je u vidu prstenastog molekula DNK 1

po strukturi je sli¢an genomu prokariota.

[ Genom c¢oveka ]

[ Genom jedra ] [ Genom mitohondrija ]

Geni i srodne
sekvence DNK van gena
Kodirajuca Nekodiraju¢a Jedinstvena DNK / Ponavljajucéa
DNK DNK mali broj kopija DNK
| [
I I I I
Geni u jednoj Familii Uzastopno Rasyt_e )
kopiji amilije gena ponavljajuce ponavljajuce
sekvence sekvence

Slika 3. Organizacija genoma ¢oveka



2.1.1. Funkcionalna organizacija genoma jedra

Projekat genoma coveka (HGP) fokusirao se primarno na sekvenciranje
euhromatina, koji je bogat genima i predstavlja transkripciono aktivan region genoma
jedra, a obuhvata 2,9 Gb. Ostalih 200 Mb ¢ini transkripciono neaktivan (konstitutivni)
heterohromatin, koji se sastoji od visoko ponavljaju¢ih nizova DNK, koje je bilo tesko
precizno sekvencirati.

Kompozicija baza euhromatinske regije genoma jedra je u proseku 41% G+C,
ali postoje varijacije izmedu hromozoma (38% C+G u hromozomima 4 1 13, a 49% u
hromozomu 19). Takode duZ istog hromozoma postoji varijabilnost u kompoziciji baza.

Razli¢iti tipovi sekvenci DNK mogu biti jedanput zastupljeni u genomu ili se
mogu ponavljati. Postoje duze sekvence DNK transkripciono aktivne, 1 kratke

nekodirajuce sekvence, prisutne i u milion kopija.

2.1.1.1. Struktura i raspored gena

Gen je deo DNK koji se transkribuje u molekul RNK koji kodira proteine, kao i
u druge tipove molekula RNK. Sekvence koje kodiraju proteine ¢ine 1,1% genoma, dok
sekvence koje ne kodiraju proteine obuhvataju regulatorne sekvence, a deo Cini tzv.
»otpad®“ili junk DNK.

Vecéina gena su diskontinuirani, sadrze kodirajue sekvence egzone, kod
eukariota u proseku duzine 150 bp, 1 nekodiraju¢e sekvence introne, prosecne duzine
3500 bp. Samo izuzetno mali broj gena (na primer geni za interferone 1 histone) ne
sadrze introne. Duzina introna unutar gena obi¢no je ve¢a u odnosu na duzinu egzona.
Introni su rasuti izmedu egzona, isecaju se 1 izbacuju tokom obrade primarnog prepisa
RNK. U genomu coveka ima oko 26 000 gena, a najbrojniji su tzv. strukturni geni koji
kodiraju proteine, ¢ija je prosecna veli¢ina oko 27 000 bp. Primeri krac¢ih gena su gen za
histon H4 od 500 bp 1 gen za insulin od 1 400 bp, dok je najve¢i gen za distrofin
veli¢ine 2 400 000 bp.>*

Na 5’ kraju, ispred gena, nalazi se promotorski region koji sadrzi vec¢i broj AT
bp 1 to je tzv. TATA box. Promotorski region se ne transkribuje, za njega se vezuju
regulatorni proteini 1 enzimi, zapoCinju proces transkripcije 1 regulisSu ekspresiju gena. U

sastav gena ulaze 1 delovi koji se ne prevode u proteine - na 5’ kraju je region 5S’UTR



(Untranslated Region) tzv. vodeca sekvenca, a na 3’kraju gena je 3’UTR koja sadrzi

signal za obrazovanje poly A repa, §to se dogada tokom obrade RNK (Slika 4).

5'UTR kodirajuci region  3UTR
TATA box o
promotor \ FEand
ey egzon 1 egzon 2 * DNK
5' g
intron 1 intron 2

Slika 4. Struktura gena

Kao rezultat projekta ljudskog genoma, pri sekvenciranju nuklearnog genoma,
dobijen je velik broj informacija o svakom od hromozoma. Statistika hromozoma,
zasnovana na informacijama o humanom genomu Sanger Instituta koje se nalaze u
VEGA (Vertebrate and Genome Annotation) bazi podataka, ukazuje da su geni
neujednaceno rasporedeni na hromozomima, a svaki hromozom u razli¢itom stepenu,
sadrzi regione siroma$ne 1 bogate genima. Jasno se moze uociti da se na prvom
hromozomu nalazi najveci broj gena (3148), dok Y hromozom poseduje najmanji broj
gena (samo 125), a na njemu je sekvencioniran 1 najmanji broj baza (Tabela 1).

Prvi generalni uvid u raspored gena duz hromozoma je uoc¢en Gimsa bojenjem
(G trake). Visok sadrzaj G+C, odnosno svetle trake prisutne su u regionima hromozoma
bogatim genima. Takode prisustvo CpG ostrva u DNK je u vezi sa prisustvom gena duz
hromozoma.

Utvrdeno je, da je kod eukariota doSlo do smanjene gustine gena zbog povecanja
veli¢ine gena, Cemu je doprinelo prisustvo brojnih introna, povecanje veli¢ine
regulatornih sekvenci 1 povecanje veli¢ine DNK izmedu gena tj. intergenske sekvence.

Kopije gena mogu se nalaziti u okviru dela hromozoma ili mogu biti rasute na
vise hromozomskih lokacija. Duplikacije gena bile su Ceste tokom evolucije, a poznati
mehanizmi duplikacije gena su:’

- tandemska duplikacija gena - obi¢no je posledica nejednakog crossing-over-a,
- retrotranspozicija - nastaje kada se duplicirana kopija DNK integriSe na novu

subhromozomsku lokaciju,



Tabela 1. Statistika hromozoma doveka®

Hromozom |Broj gena|Ukupan broj baza Sekvencionirane baze

3,148 247,200,000 224,999,719
2 902 242,750,000 237,712,649
3 1,436 199,450,000 194,704,827
4 453 191,260,000 187,297,063
5 609 180,840,000 177,702,766
6 1,585 170,900,000 167,273,992
7 1,824 158,820,000 154,952,424
8 781 146,270,000 142,612,826
9 1,229 140,440,000 120,312,298
10 1,312 135,370,000 131,624,737
11 405 134,450,000 131,130,853
12 1,330 132,290,000 130,303,534
13 623 114,130,000 95,559,980
14 886 106,360,000 88,290,585
15 676 100,340,000 81,341,915
16 898 88,820,000 78,884,754
17 1,367 78,650,000 77,800,220
18 365 76,120,000 74,656,155
19 1,553 63,810,000 55,785,651
20 816 62,440,000 59,505,254
21 446 46,940,000 34,171,998
22 595 49,530,000 34,893,953
X 1,093 154,910,000 151,058,754
Y 125 57,740,000 22,429,293




- genska duplikacija fuzijama predackih ¢elija - primer su mitohondrije koje su se
tokom evolucije endocitozom ubacile u celije eukariota, te se sada sintetiSu
specifi¢ne izoforme enzima, 1 ¢elije domacina 1 mitohondrijskog genoma,

- subgenomske duplikacije - nastaju kao rezultat translokacija velikih segmenata
DNK euhromatinskog regiona

- duplikacije celog genoma - deSavale su se tokom evolucije.

2.1.1.2. Kodiraju¢a DNK

2.1.1.2.1. Geni koji kodiraju polipeptide

Jedarni genom sadrzi gene koji kodiraju proteine, a koji se najéeS¢e mogu naci
kao pojedinacéne strukture, odnosno jedinstveni nizovi nukleotida prisutni u samo jednoj
kopiji u genomu. Rede, ovi geni mogu se javljati u ponovljenim sekvencama.

Geni koji kodiraju polipeptide pokazuju varijacije u veli€ini 1 u unutrasnjoj
organizaciji, a zauzimaju samo 1,1% genoma. Mali broj protein kodiraju¢ih gena ne
sadrzi introne. Prosecna veli€ina egzona protein kodiraju¢ih gena je oko 300 bp i
nezavisna je od veli¢ine gena. Postoji velika varijabilnost u duzini introna i uglavnom
veliki geni imaju velike introne. Medutim transkripcija dugackih introna traje dugo, te
po pravilu, geni koji imaju izrazenu ekspresiju imaju kratke introne.

Ponavljaju¢e sekvence DNK mogu se nac¢i unutar egzona, introna, kao i1 u
grani¢nim (flanking) sekvencama gena.

Gustina gena varira od hromozoma do hromozoma, a razli¢ita je 1 izmedu
razli¢itih regiona istog hromozoma. U regionima gde je gustina gena ve¢a mogu se naci
geni koji se delimi¢no preklapaju. Oni se Cesto transkribuju sa suprotnog lanca DNK.
Utvrdeno je da se 9% protein kodiraju¢ih gena delimi¢no peklapaju (na primer HLA
geni).

Nekada su mali protein kodiraju¢i geni locirani unutar introna drugih ve¢ih gena
(gen za faktor zgruSavanja krvi ima dva gena, dok gen za neurofibromatozu ima tri gena
unutar introna drugih gena). Velik broj introna sadrzi gene za regulatorne molekule
RNK.

Postoje primeri nekih kodiraju¢ih gena koji imaju zajednicki promotor. Oni

mogu da se transkribuju u suprotnim smerovima, ili u istim, a tada proizvode multigene
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transkripte za svaki gen. Ima 1 sluajeva da funkcionalno razliiti proteini imaju
zajednicki prekursor (na primer A 1B lanci insulina, hormon somatostatin 1 drugi).
Protein kodiraju¢i geni sli¢ne strukture mogu biti udruzeni u familije gena i mogu
kodirati funkcionalno 1 strukturno srodne proteine tzv. familije proteina. Mogu biti u
grupama na jednom hromozomu ili rasuti na viSe hromozoma u genomu. Ovakve
familije gena su nastale duplikacijama gena tokom evolucije. Ako razli¢iti geni kodiraju
sli¢ne proteine smatra se da su nastali duplikacijama 1 to ne jako davno. Ovi geni su
grupisani u istom regionu hromozoma. Medutim, ukoliko geni kodiraju proteine neSto
izmenjenih sekvenci aminokiselina, tada se smatra da su nastali davno tokom evolucije
translokacijama ili inverzijama, te se oni obi¢no grupiSu na razli¢itim hromozomima.
Npr. a-globin 1 B-globin familije gena prisutne su na hromozomima 16 1 11, ¢ije su
pojedina¢ne komponente aktivne na razli¢itim stepenima razvoja jedinke, od embriona
do adulta (Slika 5). Smatra se da su ove familije nastale duplikacijom predackog gena

pre oko 500 miliona godina.

Geni za beta globine

epsilon [ mma della bela
G [} 11
— . L e
5 5
L L
Hb F Hix B2 Hix H

Geni 2a alfa globine

16
fela? Fela Aipha 2 Aipha 1
—EE——— -
a2 3

Slika 5. Familija alfa i beta globinskih gena ¢oveka
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Multigenske familije obuhvataju dve grupe:
- klasi¢ne familije gena koje pokazuju visok stepen homologije sekvenci (na
primer geni za histone),
- superfamilije koje imaju ograni¢enu homologiju sekvenci, ali su funkcionalno
povezane (na primer HLA lokus, T receptori 1 imunoglobulini).
Genska familija koja poseduje visok stepen homologije sekvenci je genska
familija za histone (Slika 6). Klasine familije gena obuhvataju kopije gena koji
kodiraju histonske proteine H1, H2A, H2B, H3 i1 H4. Poznato je oko 20 uzastopno

ponovljenih kopija svakog od gena koji su rasprSeni u skupine na razliitim

hromozomima. Primeri familija gena su 1 geni za mirisne receptore, transkripcione
9,10

faktore, aktin, imunoglobulin, proteine citoskeleta i dr.

Slika 6. Familije gena za histone'’
Genske familije mogu da sadrze i1 defektne genske kopije koje sadrZze egzone

funkcionalnih gena i nazivaju se pseudogeni. Ovi nekodiraju¢i segmenti, pseudogent,

izgubili su sposobnost da kodiraju funkcionalni protein. Medutim, neki pseudogeni

12



imaju sposobnost da reguliSu protein kodirajuce gene tako §to mogu da se transkribuju u
RNK, a zatim u kratku interferiraju¢u iRNK, koja reguliSe kodiraju¢e gene preko RNKi
puta. Neki pseudogeni reguliSu aktivnost tumor supresor gena i onkogena. Smatra se da
su pseudogeni nastali duplikacijom funkcionalnih gena i naknadnim mutacijama.'*"?

Postoje 1 okrnjeni geni kojima nedostaje jedan deo 1 genski fragmenti koji sadrze

samo mali deo funkcionalnog gena, na primer, pojedinacni egzon.

2.1.1.2.2. RNK geni

RNK geni sastoje se od grupe identicnih gena, koji se viSestruko ponavljaju, da
bi proizveli dovoljne koli¢ine svojih produkata (npr. geni za rRNK 1 tRNK).

Za rRNK postoji preko 800 gena smeStenih ve¢inom u sekundarnim suzenjima
akrocentricnih hromozoma (hromozomi 13, 14, 15, 21 1 22). Svaki gen predstavlja
jednu transkripcionu jedinicu, od 45S rRNK, od koje se nakon obrade diferenciraju
rRNK od 28S, 18S 1 5,8S (Slika 7). Ovi genski regioni zajedno sa transkriptima
obrazuju jedarce, pa su ti regioni nazvani organizatori jedarca (NOR - nukleolusni
organizatori). Nakon obrade, rRNK ulaze, zajedno sa proteinima, u sastav velike 1 male
subjedinice ribozoma. Geni za 5S rRNK nalaze se u grupama, a najveca grupa od 16

gena je na hromozomu 1g42.

458

— Hi— i .

185 585 288

Slika 7. Organizacija rRNK gena

Klasi¢ne familije gena za tRNK su rasprSene u skupine na razli¢itim
hromozomima u celom genomu, a najvise ih je u okviru hromozoma 6, 1, 18,17, a
nema ith na Y hromozomu. Poznato je preko 500 ponovljenih gena koji su ¢lanovi 51
multigene familije. Takode, tu se nalazi 1 324 pseudogena. Funkcija tRNK je prenos

. . . . .o . . . 14.1
aminokiselina do ribozoma pri sintezi polipeptida.'*"®
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U genomu su nadene i rasute familije gena za male jedarne molekule RNK,
duzine 60 - 360 nukleotida, koje ucestvuju u ekspresiji gena i1 u regulaciji genske
ekspresije. Male jedarne molekule RNK sadrZe visok sadrzaj uridina 1 obuhvataju:

- familiju gena za snRNK (small nuclear RNA) — male jedarne RNK koje su
ukljuc¢ene u sintezu snRNK, koja ucestvuje u procesima splajsovanja RNK (isecanje
introna iz primarnog transkripta RNK).

- familiju gena za male nukleolusne RNK (snoRNA- small nucleolar RNA), koji
se transkribuju u klase malih RNK molekula koje upravljaju posttranskripcionim
obradama prekursora rRNK u jedarcu.

- gene za mikro RNK (miRNA - microRNA) koji se nalaze u intragenskim
regonima 1 u intronima. Transkribuju se u RNK molekule od 22 nukleotida, spadaju u
grupu protein nekodiraju¢ih RNK, imaju ulogu u posttranskripcionoj regulaciji genske
ekspresije i utiavanju genske ekspresije.'

- mala interferiraju¢a RNK (siRNA - small interfering RNA) duzine 20 do 25 bp,
dvolan¢ana RNK molekula komplementarna sa iRNK koja se transkribuje u celiji.

Uloga joj je u destrukeiji iRNK posle transkripcije, ¢ime se spre¢ava ekspresija gena.'’

2.1.1.3. Nekodirajuéa DNK

2.1.1.3.1. Uzastopno ponavljajuce sekvence DNK

Visoko ponovljiva DNK je uglavnom locirana izvan gena, u vidu kratkih
uzastopnih ponovaka. MoZe se nalaziti u heterohromatinskim regijama i ulaziti u sastav
centromera 1 telomera, ili su to kratki ponovci DNK rasuti po genomu, tzv. transpozoni.
Uzastopno ponavljajuce sekvence DNK obuhvataju: satelite, megasatelite, minisatelite 1

mikrosatelite.

Satelitna DNK

Konstitutivni heterohromatin ¢ini 6,5% genoma i sastoji se od nizova uzastopnih
ponovaka nazvanih satelitna DNK. Satelite izgraduju ponovljivi nizovi nukleotida
duzine do 171 bp. Lako se odvajaju od ostale, glavne DNK centrifugiranjem u cezijum

hlorid gradijentu gustine, pa se zato nazivaju satelitna ili prate¢a DNK (Slika 8).
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Slika 8. Glavnina DNK 1 satelitha DNK

Ova DNK se nalazi u konstitutivnom heterohromatinu oko centromera svih
hromozoma, u regionima heterohromatina hromozoma 1, 9, 16 1 19. Ne transkribuje se,
a nazvana je alfa satelitna ili alfoidna DNK. Takode, postoji 1 beta satelitna DNK, ¢iji su
ponovci duzine 68 bp, a nalaze se u heterohromatinskim centromernim regijama
hromozoma Y iu kratkim kracima hromozoma 1, 9, 13, 14, 15, 21, 22.

Pored satelitne DNK utvrdeno je prisustvo minisatelitne 1 mikrosatelitne DNK.
Za sada ne postoji konsenzus o preciznoj definiciji mini 1 mikrosatelita izvrSenoj samo
na osnovu broja ponovaka. Po nekim autorima granica izmedu mikro i minisatelita
moze varirati izmedu 6 1 10 ponovaka, ali je za tacnu klasifikaciju potrebno posmatrati,
pored broja ponovaka u nizu, i duzinu ponovljenih nizova, njihovu distribuciju, kao 1

funkciju.'®

Megasatelitna DNK

Prema nekim autorima postoje 1 megasateliti koji se nalaze u nekodiraju¢im
delovima genoma. Ponavljaju¢i nizovi nukleotida (repetitivne sekvence) su razliCite
duzine 1 broja ponavljanja. Na primer, megasatelit RS447 na hromozomu 4pl6.1,

veoma je polimorfan i sadrzi funkcionalan gen za enzim deubikvitinizacije USP17."
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Minisatelitna DNK

Minisatelitna DNK se sastoji od dve familije uzastopno ponovljenih, kratkih
sekvenci - telomerne DNK 1 hipervarijabilne DNK.

Telomerna DNK sadrzi ponovke od 6 bp, 5’-TTAGGG-3" koji se ponavljaju
nekoliko stotina puta, ucCestvuju u gradi telomera i sluze u odrzavanju integriteta
hromozoma.

Hipervarijabilna DNK je polimorfna, ima razli¢it broj kratkih uzastopnih
ponovaka od 10-64 bp, a nizovi ponovaka mogu biti u duzini do 20 kb. MozZe se naci u
svim hromozomima, posebno u subtelocentricnim regijama. PoSto broj ponovaka varira
medu razli¢itim individuama, polimorfnost minisatelitne DNK moze se koristiti u

kriminalistici, kao 1 za utvrdivanje o€instva.

Mikrosatelitna DNK

Mikrosateliti su kratki uzastopni ponovci (Short Tandem Repeats - STR),
prisutni u genomima vecine bioloskih vrsta, a kod coveka zauzimaju oko 3% genoma.
To su segmenti veoma polimorfne DNK, koji sadrze motive od 2 do 6 bp, uzastopno

ponovljenih u nizu duZine do 150 bp. Na primer:

GTGTGTGTGT oznacavaju se kao (GT) 5
CTGCTGCTG oznacavaju se kao (CTG) 3
ACTCACTCACTC oznacavaju se kao (ACTC) 3

Broj ponovaka u bilo kojoj mikrosatelitnoj regiji je vrlo varijabilan, moze
iznositi do nekoliko stotina kopija ponovljenih jedinica u svakom mikrosatelitu.
Mikrosateliti se najceS¢e sastoje od niza DNK nukleotida koji sadrze mono, di, tri, ili
tetra nukleotidne uzastopne ponovke, po kojima se aleli odredenog lokusa mogu
razlikovati.>'®2*!

U populaciji moZze postojati mnogo alela, do 70 - 80 u jednom lokusu, pri ¢emu
je svaki alel razli¢ite duzine. Homozigotna individua za neki lokus ¢e imati isti broj
ponovaka na oba homologna hromozoma, dok ¢e heterozigotna imati razli¢it broj
ponovaka. Mikrosateliti se nasleduju kodominantno.

Mikrosateliti se pojavljuju 1 ponavljaju u kodiraju¢im 1 nekodiraju¢im regijama
gena - u intronima, u 5'UTR 1 3'UTR regionima, u promotorskim 1 intergenskim

sekvencama. U nekodiraju¢im delovima DNK, najceS¢e su smeSteni dinukleotidni

16



ponovci, a u kodiraju¢im, trinukleotidi 1 heksanukleotidni mikrosateliti kodiraju
polipeptide, dok trinukleotidi mogu da uzrokuju nastanak raznih bolesti. U pocetnim
fazama istrazivanja, mikrosateliti su koriSteni za analizu veze monogenskih patologija
sa odredenim hromozomskim delovima, a kasnije su koristeni u asocijativnim studijama
multifaktorijalnih bolesti. Ponovci lokalizovani u kodiraju¢im regijama gena dovode do
promena u strukturi gena, u transkripciji, a kasnije 1 u konfiguraciji 1 funkciji molekula
belanevina.”*** Mikrosateliti imaju uticaj na regulaciju gena i funkciju proteina. Mogu
imati regulatorne uloge u ekspresiji gena, a ¢esto su blisko vezani za protein kodirajuce
regije.”* Promena duZine mikrosatelita unutar promotora moZe promeniti ekspresiju
gena.”

Mikrosateliti su uglavnom nefunkcionalni delovi genoma, ali otkricem
dinamickih mutacija doslo se do saznanja da neki mikrosateliti mogu biti i1 funkcionalni.
Na primer, ekspanzija trinukleotidnih ponovaka, nizova od po tri nukleotida CGG (i do
1000 ponovaka) na kraju gena FMR-1 (Fragile X Mental Retardation) uslovljava
pojavu sindroma lomljivog X. Mikrosateliti u okviru introna mogu da uticu na pojavu
nekih oboljenja, npr. ekspanzija GAA tripleta, u prvom intronu gena X25, povezana je
sa transkripcijom, a uzrokuje Fridrihovu (Friedreich) ataksiju®®, uzastopni ponovci
prvog introna gena za asparagin sintetazu povezani su sa akutnom limfoblastiénom
leukemijom®’, polimorfizam uzastopnih ponovaka u &etvrtom intronu gena NOS3
povezan je sa hipertenzijom.”® Ukoliko se trinukleotidi ponavljaju u poveéanom broju,
to uzrokuje nastanak Huntingtonove bolesti kao i brojnih neuroloskih bolesti.*’ Ponekad
su mnogi geni ukljuceni u nastanak bolesti, kao npr. u Sizofreniji. Za pomenute bolesti,
mikrosatelitske sekvence su koriStene kao markeri za lociranje regije hromozoma sa
odgovarajuim genima, §to se naziva poziciono kloniranje. Mikrosatelitni markerti,
bliski mutiranim genima, koreliraju sa nasledivanjem bolesti, te se analizom tih markera
unutar porodice, moze predvideti kako ¢e se bolest naslediti. Smanjen broj ponovaka u
EGFR genu, povezan je sa osteosarkomom.'® Broj ponovljenih nizova nukleotida se
razlikuje medu jedinkama unutar populacije, te zbog velike polimorfnosti mikrosateliti
imaju veliku primenu u identifikacji DNK razligitih osoba i u forenzici.*

Ubrzo nakon otkri¢a mikrosatelita, u ranim 1980-im, postalo je jasno da su
uzastopni ponovei polimorfni i da imaju stopu mutacija ¢ak i do 107 po lokusu, po

generaciji.”’ Korelacija izmedu duzine mikrosatelita i stope mutacije je utvrdena u
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analizama razli¢itih organizama® i do sada nije ta¢no utvrdeno da li postoji linearni,

kvadratni ili eksponencijalni odnos.*'*
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Slika 9. Model replikacionog proklizavanja
(A) Tokom replikacije novih lanaca DNK, moze se zaustaviti replikacija na zaostaju¢em lancu (B). (C)
Delimi¢no odmotavanje zaostaju¢eg lanca moze dovesti do replikacije proklizavanjem kada se replikacija
ponovo pokrene, usled koje nastaje ekspanzija ili kontrakcija replikacionog segmenta. (D) Alternativno,
delimi¢no odmotavanje zaostajuceg lanca moze rekombinacijom sestrinskih hromatida dovesti do

kontrakcije ili ekspanzije.

Postoje dve osnovne hipoteze koje objasnjavaju kako mikrosateliti mutiraju:*’

o Polimerazno proklizavanje ,,Polymerase slippage” 1ili ,slipped-strand
mispairing” - kada se DNK replicira, polimeraza izostavlja nukleotide ili ih
dodaje u vecem broju od uobicajenog, u vidu ponovljenih jedinica (Slika 9).
Rezultat toga je da novonastali lanac DNK ima razli¢it broj ponovaka u odnosu

na roditeljski. Sekvence, od dva ili tri ponovka, tako su distribuirane u celom
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genomu. Proklizavanje se deSava u svakom mikrosatelitu oko jedanput na 1000

generacija. Vecina proklizavanja rezultira u promeni jedne ponovljene jedinice,

a stopa proklizavanja varira u odnosu na razlike u veli¢ini ponovaka 1 razlicita je

kod razli¢itih vrsta.***

o Nejednak crossing-over tokom mejoze dovodi do promena u broju ponovaka,
obi¢no jedan od homologih hromozoma nakon crossing-overa dobije viSak
ponovaka, a drugi manjak.*

Pokazatelj mikrosatelitske nestabilnosti je genomsko okruzenje mikrosatelita.
Lokus gde se mikrosatelit nalazi utiCe na njegovu stabilnost (npr. utvrdeno je da
prisutnost drugih ponovaka u blizini jednog mikrosatelita smanjuje njegovu stabilnost).
Sastav nukleotida, moguce stvaranje sekundarnih struktura, kao $to je G-kvadridupleks 1
nivo transkripcije, takode su ukljuceni u stabilnosti mikrosatelita.

S obzirom na to da su mikrosateliti veoma rasprostranjeni u genomima eukariota
1 vrlo varijabilni, na temelju PCR metode, koja zahteva male koli¢ine pocetnog
materijala, oni su koriSteni u razli¢itim podru¢jima istrazivanja, kao §to su:

o Forenzika - mikrosatelitni lokusi se koriste za forenzi¢ku identifikaciju u kojoj je
cilj povezati osumnji¢enog sa uzorkom krvi, sperme ili kose uzete sa mesta
zlo¢ina, ili povezati uzorak pronaden na ode¢i osumnji¢enog sa Zrtvom, kao i
utvrditi postojanje silovanja ili incesta. Takode, mogu se ispitivati sporni
srodnicki odnosi.

. Dijagnoza 1 identifikacija bolesti - promenom duZine mikrosatelita nastaju neke
bolesti, a duzina mikrosatelita moZe da se menja u ranim fazama razvoja nekih
tumora, tako da se mogu koristiti kao markeri za njihovo rano otkrivanje.
Buduc¢i da su mikrosateliti polimortni, koriste se u studijama vezanosti (/inkage
studies), koje pokuSavaju locirati gene odgovorne za razne nasledne poremecaje.
Mikrosateliti su povezani sa slede¢im bolestima: sindrom fragilnog X (Fragile X
syndrome) - gen FMR1/FMR2, miotoni¢na distrofija - gen DMPK, Fridrihova
(Friedrich) ataksija - gen X25, Kenedijeva (Kennedy) bolest - gen AR,
Hantingtonova (Huntington) bolest - gen HD, spinocerebelarna ataksija -
genSCAL 1dr.

o Populacione studije - analizom varijacija mikrosatelita u populacijama, mogu se
izvesti zakljucci o strukturi populacija 1 razlikama unutar populacija, kao i

izmedu njih, pa ¢ak i o vremenu postojanja zadnjeg zajednickog pretka.*
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2.1.1.3.2. Ponavljajuce sekvence DNK rasute po genomu

Rasuti ponavljajué¢i nizovi nukleotida (/nterspersed Tandem Repeats) mogu, a
ne moraju, da se transkribuju. To su nizovi nukleotida koji imaju sposobnost da menjaju
svoje mesto u genomu. Zauzimaju 45% genoma 1 nazivaju se transpozoni ili mobilni
geneticki elementi. Oni prenose geneticki materijal sa jednog na drugo mesto unutar
istog hromozoma ili na razli¢ite hromozome, izazivaju¢i mutacije gena i strukturne
aberacije hromozoma. U zavisnosti od dejstva transpozicije razlikuju se dve klase
transpozona:

o DNK transpozoni, prisutni sa oko 300 000 kopija, ¢ine oko 3% genoma i
kodiraju enzim transpozazu (koji je odgovoran za njihovo premestanje).
Segmenti DNK se isecaju 1 ubacuju na drugo mesto, premestaju se u vidu
Lcut/paste’.

o Retrotranspozoni - nastaju transkripcijom DNK u RNK, a potom se ta RNK
kopira u ¢cDNK 1 sluzi kao matrica za sintezu drugog DNK lanca (,,copy/paste”
mehanizam premestanja). Kopirana DNK se ubacuje na drugo mesto u genomu.
Ovo premestanje, sa jednog mesta u genomu na drugo, odvija se uz pomo¢ RNK
intermedijera 1 uz pomo¢ enzima reverzne transkriptaze. RNK transpozoni
obuhvataju tri klase: duge rasute nuklearne nizove, kratke rasute nuklearne
nizove 1 duge terminalne ponovke.

Dugi rasuti nuklearni nizovi (Long Interspersed Nuclear Elements - LINESs) su
aktivni transpozoni koji se nalaze u euhromatinskim regijama. Najzastupljeniji su LINE
koji obuhataju tri famije gena LINE 1, LINE 2 1 LINE 3 1 ¢ine oko 20% genoma.
Familija Line 1 je najznacajnija 1 kodira RNK vezujuée proteine, proteine sa
endonukleaznom aktivno$¢u 1 reverznu transkriptazu.

Kratki rasuti nuklearni nizovi (Short Interspersed Nuclear Elements - SINEs)
obuhvataju Alu familiju koja poseduje visok sadrzaj CG, nalazi se u euhromatinskim
regijama, ali ne kodira proteine. Smatra se da Alu ponovci imaju ulogu u aktivaciji
susednih gena 1 u odrzavanju stabilnosti genoma. Ugradivanjem Alu ponovaka u genski
alel 1 mutacijama u genu mogu nastati neke bolesti kao na primer neurofibromatoza.

Dugi terminalni ponovci (Long Terminal Repeats - LTR) na krajevima imaju
dugacke ponovljene sekvence. Endogene retroviralne sekvence sadrze gene gag i1 pol

koji kodiraju proteazu, reverznu transkriptazu, RNK-azu 1 integrazu.
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2.1.2. Genom mitohondrija

Dezoksiribonukleinska kiselina mitohondrija (mtDNK) nalazi se u vidu
dvolan¢anog, prstenastog molekula. Dva lanca se medusobno razlikuju po sastavu baza
- teSki lanac sadrzi viSe guanina, a laki lanac viSe citozina (Slika 10). Mitohondrijska
DNK nije vezana za histone, a ima viSe C-G nego A-T parova. Sadrzi ukupno 37 gena -
2 gena za rRNK (23S 1 16S), 22 gena za tRNK 1 13 gena za iRNK.

Geni mitohondrija ne sadrze introne. Kodirajuce sekvence nekih gena se delom
preklapaju. Univerzalni geneticki kod je u mtDNK izmenjen, mtDNK ima 60 kodona
koji kodiraju aminokiseline i ima 4 stop kodona (UAA, UAG, AGA i1 AGG). Geni
mtDNK kodiraju samo mali broj mitohondrijskih proteina, dok je vecina
mitohondrijskih proteina kodirana genima iz jedra, sintetisana u ribozomima citosola 1
transportovana u mitohondrije gde vrSe odredene funkcije.

Broj mtDNK zavisi od aktivnosti ¢elije 1 njene potrebe za energijom. MtDNK se
prenosi na potomstvo preko gameta majke. Posto u ¢elijama postoji veéi broj mtDNK,
neki od alela mogu mutirati, a neki ostati nepromenjeni, Sto se naziva heteroplazmija, a
ukoliko su svi aleli identi¢ni, radi se o homoplazmiji. Dve nekodirajuce hipervarijabilne
regije HV1 1 HV2 u kontrolnom regionu, odnosno D petlji, posebno su interesantne za

forenzicne analize.
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Slika 10. mtDNK
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Tabela 2. Uporedni pregled karakteristika genoma jedra 1 genoma mitohondrija

Genom jedra

Genom mitohondrija

Veli¢ina

3,1 Gb

16,6 kb

Broj razli¢itih molekula

DNK

24, svi linearni

jedan, prstenasti molekul

DNK

Ukupan broj DNK

molekula

46 u diploidnoj Celliji

velik broj kopija

DNK povezani proteini

histoni 1 nehistonski protein

uglavnom bez proteina

Gustina gena

oko 1/120 kb

1/0,45 kb

Ponovljiva DNK vise od 50% malo
Introni prisutni u vecini gena nema ih
Protein kodiraju¢a DNK 1,1% oko 66%

Koristeni kodoni

61 za amino kiseline, 13

stop kodona

60 za amino kiseline, 14

stop kodona

Rekombinacije

prisutne

nisu prisutne
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2.2. KARAKTERISTIKE HROMOZOMA

Prema veliCini 1 obliku, autozomi ¢oveka svrstani su u 7 grupa, od A do G (Tabela
3). Polni hromozom X je srednje veli¢ine i submetacentri¢an, slican hromozomima C
grupe, dok je polni hromozom Y, sitan 1 akrocentrican, slican hromozomima G grupe. U
toku dela celijskog ciklusa, interfazi, hromozomi su difuzno rasporedeni po jedru, dok
se u vreme Ccelijske deobe spiralizuju 1 mogu se uociti pod mikroskopom kao

pojedinacne strukture.

Tabela 3. Raspored hromozoma po grupama

Grupa| Hromozomski par | Oblik hromozoma

A 1,2,3 veliki, 1 i 3 par su metacentri¢ni, 2 par je submetacentri¢an
B 4,5 veliki, submetacentri¢ni

C 6,7,8,9,10,11, 12 srednji, submetacentri¢ni

D 13, 14, 15 srednji, akrocentri¢ni

E 16,17, 18 16 par je metacentri¢an, parovi 17 1 18 su submetacentri¢ni
F 19, 20 mali, metacentri¢ni

G 21,22 mali, akrocentri¢ni

2.2.1. Molekularna organizacija hromozoma

U sastav hromozoma, pored DNK koja ¢ini oko 30%, ulazi i oko 30% histona,
30% drugih DNK vezujuéih proteina i oko 10% RNK.

Histoni su proteini male molekulske mase (10-15 kDa) 1 poseduju veliku
koli¢inu pozitivno naelektrisanih aminokiselina lizina i arginina koji se lako povezuju sa
negativno naelektrisanim fosfatnim grupama u molekulu DNK. Postoji pet glavnih
tipova histona: H1, H2A, H2B, H3 i H4, koji omogucuju specificno pakovanje
hromatinske niti u hromozom. Osnovna jedinica organizacije hromatina, nukleozom,
sastoji se od oktamera histona H2A 1 H2B, kao 1 H3 i1 H4, koji je obavijen nepuna dva
puta (odnosno 1,75), sa segmentom molekula DNK od 146 bp (Slika 11).
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oktamer histona

Slika 11. Grada nukleozoma

N-krajevi histona H2A, H2B, H3 1 H4 pruzaju se izvan nukleozoma, usmeravaju
1 stabilizuju namotavanje DNK. Oni podlezu hemijskim modifikacijama (kao Sto su
metilacija, acetilacija, fosforilacija), koje utiCu na promene strukture i funkcije
hromatina pri transkripciji, replikaciji, reparaciji, rekombinaciji, kondenzaciji hromatina
1 interakciji nukleozoma. DNK ¢&vrsto pakovana sa histonima u nukleozome
transkripciono je manje aktivna u odnosu na raspletenu DNK. Molekuli histona H1 se
nalaze izmedu nukleozoma 1 reguliSu njihov prostorni raspored u DNK, formirajuci
strukturu koja pode¢a na ,perlice na niski”. Slede¢i nivo pakovanja hromatina
predstavljen je sa po 6 nukleozoma 1 naziva se solenoid, dijametra 30 nm. Ova struktura
se uvija u hromatinske petlje, a one se dalje uvijaju 1 kondenzuju u kompaktnu strukturu
- hromozom (Slika 12).

Posto su molekuli DNK veoma dugacki, ovakav na¢in udruzivanja sa proteinima
1 njihovo pakovanje omogucuje smestanje u jedro. U diploidnim ¢elijama, duZina svih
molekula DNK je duzine oko 2m, dok je jedro ¢elije u proseku oko 10 -15 mikrometara.
Delovi hromatina koji se transkribuju zadrzavaju strukturu ,,perlica na niski”, dok se
delovi koji ne podlezu transkripciji zadrZzavaju na nivou strukture 30 nm ili na nivou
kasnijih pakovanja hromatina. Poslednjih godina utvrdeno je da u ¢eliji postoje dva tipa
informacija, geneticka, koja podrazumeva redosled nukleotida u molekulu DNK 1
epigeneticka, koja podrazumeva modifikacije N - krajeva histona.

U jedru celije, u nukleoplazmi, postoje morfoloski i funkcionalno dva tipa
hromatina. Euhromatin, koji se transkribuje 1 heterohromatin, koji je uglavnom
transkripciono neaktivan. Zastupljenost euhromatina i heterohromatina je razli¢ita u

hromozomima (Tabela 4), a varira 1 duZ hromozoma.
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Slika 12. Pakovanje hromatina

Heterohromatin moze biti:

- konstitutivni heterohromatin, koji se pojavljuje u oba homologna hromozoma,
ali je promenljivog poloZaja 1 koli¢ine. Nalazi se u telomernim regionima i1 oko
centromere, a ima ga mnogo u kratkim kracima akrocentricnih hromozoma, u dugom
kraku Y hromozoma, kao i na dugim kracima hromozoma 1, 91 16.

- fakultativni heterohromatin je delimi¢no neaktivni X polni hromozom Zenki
sisara, tzv. Barovo telo.

Nehistonska frakcija proteina obuhvata oko 100 razliitith proteina 1 to su
proteinski molekuli koji ucestvuju u odrzavanju i1 formiranju viSih nivoa organizacije
hromatina, u kontroli i procesima replikacije i transkripcije, a mogu imati uticaja na
ekspresiju gena 1 njthovu regulaciju. Tkivno su specifiéni 1 vezani za odredeno

funkcionalno stanje Celije.
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Tabela 4. Sadrzaj DNK u hromozomima &oveka®’

Hromozom Ukupna DNK Euhromatin Heterohromatin
(Mb) (Mb) (Mb)
1 249 224 19,5
2 243 240 2,9
3 198 197 1,5
4 191 188 3,0
5 181 178 0,3
6 171 168 2,3
7 159 156 4,6
8 146 143 2,2
9 141 120 18,0
10 136 133 2,5
11 135 131 4,8
12 134 131 4,3
13 115 96,3 17,2
14 107 88,3 17,2
15 103 82,1 18,3
16 90 79,0 10,0
17 81 78,7 7,5
18 78 74,6 1,4
19 59 60,8 0,3
20 63 60,6 1,8
21 48 34,2 11,6
22 51 35,1 14,3
X 155 151 3,0
Y 59 26,4 31,6

Tokom mitoze, u profazi 1 metafazi, na hromozomima se uocavaju hromatide

povezane centromerom. Polozaj centromere odreduje oblik hromozoma 1 za nju se
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vezuju proteinski molekuli formirajuéi kinetohore od kojih se pruzaju mikrotubularne
niti deobnog vretena, koje povlace hromozome na polove ¢elije tokom ¢elijskih deoba.
Centromerna DNK je gradena od heterohromatina, odnosno visoko ponovljive,
tzv. satelitne DNK 1 proteina tipa CENP-A, CENP-C, 1 CENP-T, koji su bitni za
strukturne 1 funkcionalne aspekte centromere i1 kinetohore. CENP-A je od posebnog
znacaja jer je to varijanta histona H3. U sastav centromere ulazi nukleozom kakav se ne
nalazi na drugim mestima duz hromozoma u genomu, a u kojem je histon H3 zamenjen
s homologom - CENP-A ili CenH3. Ustvari gen CENP-A kodira centromerni protein,
koji zamenjuje jednu ili obe kopije konvencionalnog histona H3 u okviru nukleozoma
(H3 - H4). Centromerni proteini (CENPs) udruzuju se sa centromernim hromatinom
tokom celijskog ciklusa i potrebni su za funkciju kinetohore. Za razliku od glavnine
histona, CENP ne prati sintezu DNK u S-fazi ve¢ se okuplja u centromere u G1 fazi
interfaze 3839404142
Telomere su specijalne, kratke, uzastopno ponovljive sekvence DNK, 5'-
TTAGGG-3', povezane sa proteinima, a nalaze se na krajevima hromozoma (Slika 13).
Pri tome su 3' krajevi DNK jednolancani u duzini od 12 - 16 bp. Telomeraza je
ribonukleoproteinski kompleks, ¢ija sekvenca RNK sluzi kao matrica za sintezu DNK u
telomeri. Proteinska komponenta telomeraze funkcioniSe kao reverzna transkriptaza

(prepisuje RNK u DNK).
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Slika 13. Struktura telomere

Telomere obezbeduju stabilnost hromozoma 1 njithov integritet, skra¢uju se pri
¢elijskim deobama (pri svakoj deobi gubi se 50-200 bp), a imaju ulogu 1 u ¢elijskom
starenju. Enzim telomeraza katalizuje izduZivanje telomera u celijama. Aktivacijom
enzima telomeraze spreCava se skracenje hromozoma i nastavljaju se deobe celija Sto

najéesée dovodi do nastanak tumora.’
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Pored primarnog suZenja prisutnog na svim hromozomima, akrocentri¢ni
hromozomi grupa D 1 G, (hromozomi 13, 14, 15, 21 1 22), imaju na kratkim kracima 1
sekundarno suzenje ili nukleolusni organizator (NOR). To je despiralizovan deo DNK
koji ucestvuje u obrazovanju nukleolusa i sadrZi uzastopno ponovljene gene, koji
kodiraju rRNK od 45S. Na samom kraju ovih akrocentricnih hromozoma se cesto
uocavaju loptasti delovi, nazvani sateliti, koji ne sadrze gene. Pojava primarnih suzenja,

kao 1 satelita, mogu sluZiti kao markeri za pomenute hromozome.

2.2.2. X hromozom

Hromozomi X 1 Y, nastali su od para autozoma tokom poslednjih 300 miliona
godina. U tom procesu, izvorni, funkcionalni elementi, geni, konzervirani su na X
hromozomu, a Y hromozom je podlegao brojnim mutacijama i izgubio gotovo sve
tragove autozoma, ukljucuju¢i 1 gene koje je nekad delio sa X hromozomom. Tokom
evolucije, polako je dolazilo do prestanka rekombinacija izmedu X 1 Y hromozoma i

degradacije Y hromozoma® (Slika 14).

Slika 14. Polni hromozomi X 1Y

X hromozom ljudi obuhvata 155 miliona baza i sadrzi oko 1900 gena, Sto
predstavlja oko 5% ukupne DNK u ¢elijama Zena, u odnosu na Y hromozom koji sadrzi
oko 59 miliona baza 1 450 gena, Sto ¢ini oko 2,5% DNK u ¢elijama muSkaraca (Tabela
5). Na X hromozomu postoji 824 gena koji kodiraju proteine, a samo 48 od njih imaju

funkcionalne parove na mnogo manjem Y hromozomu.
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Tabela 5. Karakteristike polnih hromozoma**

X hromozom Y hromozom
Duzina 155,260,560 59,363,566
Sekvencionirano 151,100,560 25,653,566
Ukupan broj gena 1,943 451
Geni koji kodiraju proteine 824 48
Broj pseudogena 829 341

Standardni nacin za opisivanje lokacije pojedinih gena na hromozomu je slede¢i:

slovo X oznacava da se radi o polnom hromozomu X, (autozomi imaju brojeve od 1 do

22); Od centromera se ka krajevima pruzaju kraci hromozoma, kratki (obelezava se sa

,p~ od francuske reci petit), 1 dugacki (,,q”, posto to slovo sledi posle p); Sledec¢i broj

oznacava region hromozoma i traku na hromozomu dobijenu specificnim bojenjem, a

moze se po potrebi dodati 1 zarez i broj subtrake u okviru tamne ili svetle zone; Broj

koji pokazuje polozaj gena se povecava udaljavanjem od centromere (Slika 15).
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Slika 15. Prikaz X hromozoma
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International Human Genome Sequencing Consortium je, do 2004, objavio
sekvence hromozoma 5, 6, 7, 9, 10, 13, 14, 16, 19, 20, 21, 22 1Y, a kasnije je zavrSeno
sekvenciranje ostalih hromozoma. Utvrdeno je da u gradi X hromozoma dominira
euhromatin, dok se heterohromatin sre¢e samo u karakteristiénim centromernim i
telomernim regionima. Ovaj hromozom sadrzi mnogo rasutih ponovaka i nizi sadrzaj
GC baza (39%), u odnosu na prosek genoma (41%). LINE 1 ponovljeni elementi
pokrivaju jednu tre¢inu X hromozoma. Srednja vrednost duzine gena X hromozoma je
49 kb. Na X hromozomu, u lokusu Xp21.1, nalazi se najve¢i do sada poznati gen u
genomu Coveka, gen za distrofin (DMD), veli¢ine 2.220.223 bp. Od svih hromozoma, X
polni hromozom ima najmanju gustinu gena (iskljucujuc¢i pseudogene). To moze biti
rezultat niske gustine gena na autozomu predaka od kojeg je nastao X hromozom ili je
selekcija tokom evolucije favorizovala prenos pojedinih gena sa hromozoma X na
autozome. U skladu sa malom gustinom gena je i niska frekvencija CpG ostrva, 5,25
Mb, §to je upola manje od proseka celog genoma. Egzoni 1.098 gena ¢ine samo 1,7%
sekvence X hromozoma, a samo 33% hromozoma se prepisuje. To je znatno ispod
vrednosti procena za hromozome 6, 9, 10 i 13.45464748 Raguti ponovci ¢ine 56% od
euhromatinske sekvence X hromozoma, u poredenju sa genomom gde ih ima prosecno
45%. Ucestalost pojave Alu familija kratkih rasutih sekvenci (SINEs) je ispod proseka,
Sto je u skladu sa smanjenom gustinom gena X hromozoma.

I pored relativno niske gustine gena, hromozom X ima istaknuto mesto u
istrazivanju 1 razumevanju ljudskih bolesti. Fenotipska ekspresija mutacija gena na X
hromozomu je ¢es¢a kod muskaraca, jer Y hromozomi ne nose odgovarajuc¢e gene koji
bi ih mogli kompenzovati. Vise od 300 gena za razliCite bolesti mapirano je na X
hromozomu, kao npr. geni za daltonizam, hemofiliju, razli¢ite oblike mentalne
retardacije, DiSenovu (Duchenne) misi¢nu distrofiju 1 niz drugih, dok je gotovo 10%
gena na X hromozomu deo antigena raka testisa.*’

Hromozom X zauzima vazno mesto u genomu 1 zajedno sa Y hromozomom
utie na diferencijaciju pola. lako X hromozom ima velik broj gena, samo nekoliko od
njih ima indirektnu ulogu u odredivanju pola.

Geni koji se nalaze na segmentu Y hromozoma, koji nije homolog X
hromozomu, nazivaju se holandricni geni ili Y-vezani geni. Deo euhromatinskog
regiona, specifican samo za Y hromozom, a samim tim i samo za muski pol, sadrzi,

izmedu ostalih, 1 SRY (sex determining region Y). Gen SRY je okidac¢ aktivnosti drugih
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gena (na autozomima 1 polnim hromozomima) 1 ima ulogu u determinaciji pola,
spermatogenezi 1 razvoju testisa. PoSto muskarci poseduju samo jedan X hromozom, oni
su hemizigotni za odgovarajue gene tog hromozoma. Kod ljudi, u osmoj nedelji
razvica embriona, ako je SRY gen prisutan, ukljuuje se, i indiferentne gonade
usmerava ka razvicu u testise. Kada se to zavrSi, testisi pocinju luciti androgene
(testosteron 1 dihidrotestosteron). Androgeni izazvaju niz reakcija ukljuenja gena, koji
usmeravaju razvi¢e embriona u pravcu muskog pola. Svojstva koja se nalaze pod
kontrolom ovih gena specificno se prenose samo u muskom delu populacije (sa oca na
sina).

Neproporcionalno velik broj Mendelovskih bolesti povezan je sa X
hromozomom. Neke bolesti ¢eS¢e su prisutne kod muskaraca, nego kod zena. Takve
bolesti, pod nazivom X-vezane recesivne bolesti, ¢esto su uzrokovane mutacijama u
genima koji se nalaze na X hromozomu. X-vezana osobina ili bolest se prenosi od
majke, na kceri 1 sinove, a od oca samo na kceri. Poznati primeri X-vezanog recesivnog
nasledivanja su daltonizam i1 hemofilija A. Dominantne X-vezane mutacije, u kojima je
Zena prenosilac sa samo jednim mutiranim genom, su retke. Jedan primer takve bolesti
je vitamin D rezistentni rahitis. Hromozom X takode moZe imati vaznu ulogu u funkciji
mozga 1 inteligenciji. Zbog ove fundamentalne geneticke razlike, bolesti uzrokovane
genima sa X hromozoma mogu uticati razli¢ito na muskarce 1 Zene, a time se 1 nasleduju

na neuobicajen nacin, tj. ne Mendelovski nacin.

Inaktivacija X hromozoma

Ista doza ekspresije gena sa X hromozoma, kod muskih i zenskih jedinki,
obezbedena je posebnim procesom koji se naziva X inaktivacija, u kojoj su geni na
jednom od X hromozoma Zenskih jedinki delimi¢no inaktivirani, a inaktivacija se odvija
u ranim fazama embriogeneze.

Tokom ranog razvoja Zenskog embriona, u fazi od oko 100 celija, u gastrulaciji,
jedan od dva X polna hromozoma se delimi¢no inaktivira. Inaktivaciji moze podleci
ocCev ili majcinski X hromozom, a Mary Lyon (1961-1962) je zakljucila da se
inaktivacija X hromozoma dogada sasvim slucajno i nasleduje se u svim narednim
generacijama celija. Koji od dva X hromozoma ¢e biti u svakoj somatskoj celiji
inaktivisan je slucajna pojava, osim ako je jedan od X hromozoma neuobicajen (sadrzi

deleciju, inserciju, inverziju) i uvek se on inaktiviSe. Ovaj fenomen se zove X-
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inaktivacija ili lyonisation, ¢ime se stvara tzv. Barr-ovo telo. Ono obi¢no lezi uz
membranu interfaznog jedra, u kondenzovanom stanju, 1 uvek se replicira kasnije od
drugog X hromozoma. Barr-ovo telo se uo¢ava u epitelnim ¢elijama bukalne sluzokoze
zenskih jedinki, obi¢no u oko 40% celija. Ono nije vidljivo u ¢elijama hematopoeze i
gametogeneze, kao ni kod normalnih muskaraca. X inaktivacija se ne odvija u Zenskim
gametama, u kojima su oba X hromozoma funkcionalna.”

Inaktivacija X hromozoma sastoji se u delimi¢noj inaktivaciji gena na jednom
od X hromozomu, u Zenskom fetusu, §to rezultira nedostatkom proteinskog proizvoda
inaktiviranog gena. X-inaktivacija osigurava da Zene, poput muskaraca, imaju jednu
funkcionalnu kopiju X hromozoma u svakoj somatskoj celiji. Inaktivaciji ne podlezu
grupe gena u pseudoautosomalnom regionu.”’

Sekvence nukleotida na X inaktivacionom centru (X inactivation center - XIC),
na X hromozomu, kontroliSu delimi¢nu inaktivaciju X hromozoma. Utvrdeno je da XIC
centar sadrzi 4 gena koji se ne prevode u protein. XIST lokus zauzima 32103 bp u
regionu Xq13 1 njegov transkript od 19275 bp se dalje ne prevodi. Nadeni su kra¢i XIST
transkripti, koji su nastali alternativhom obradom. Nekodiraju¢i molekul RNK se veze
za X hromozom 1 dalje upravlja procesom delimi¢ne inaktivacije X hromozoma.
Stabilnost inaktivacije je uzrokovana nizom kompleksnih molekularnih promena

. . Y . . 4
nazvanim epigeneticke modifikacije.*’

Pseudoautozomalni regioni

Na krajevima X 1 Y hromozoma nalaze se kratki homologni regioni, koji
sinapsiraju tokom mejoze 1 podlezu rekombinacijama - crossing overu, a nazivaju se
pseudoautozomalni regioni, PAR1 1 PAR2. PAR1 zauzima 2,6 Mbp na kratkim kracima
X i Y hromozoma, a PAR?2 je lociran na kraju dugih krakova i zauzima 320 kbp.>

Tokom profaze I mejoze dolazi do sparivanja ovih homolognih regija X 1 Y
hromozoma, te moze do¢i i do pojave rekombinacija, Sto znaci da ¢e svojstva Ciji se
geni nalaze u tom regionu pokazivati nac¢in nasledivanja identi¢an svojstvima ¢iji su
geni na autozomima.” Do danas su opisana 24 gena u PARI regiji, pri ¢emu, za
polovinu od njih nisu poznate funkcije. Nasuprot tome, samo 4 gena su otkrivena u
PAR2 regiji. Utvrdeno je da postoji homologija X transposed regiona (XTR), na
poziciji Xq21.3, sa regionom Yp11.2,>* kao i to da postoji vise od 98% podudarnosti
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izmedu Xq21.3 1 Ypl1.2, odnosno u regionu koji je nazvan PAR3, gde se odvija proces

rekombinacija.”
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2.3. X-STR MARKERI

2.3.1. Razvoj markera X hromozoma

Osnovna ideja o upotrebi X-hromozomskih markera u forenzici, nastala je u
drugoj polovini dvadesetog veka, i to na osnovu istrazivanja iz oblasti klinicke genetike.
Postoje mnoge poznate bolesti ili stanja, kao Sto su npr. hemofilija, DiSenova miSi¢na
distrofija, deficit enzima glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze (G6PD), daltonizam, itd., koje
su posledica X-hromozomskog nasleda.

U forenzickim ispitivanjima srodstva, koje je zapocelo pedesetih godina proslog
veka, samo su markeri krvnih grupa igrali izvesnu ulogu. Kasnije su dopunjeni
varijantama serumskih proteina 1 enzima. Medutim, svi oni imaju autozomalno
nasledivanje. Prvi znaajan napredak X-hromozomskih markera bio je nacinjen

. . 4
utvrdivanjem Xg* krvne grupe’*>>°%7

, a njena povezanost sa X hromozomom se
prepoznaje poredenjem frekvencije Xg*/Xg fenotipa kod muskaraca i Zena (muSkarci
0,62/0,38, Zzene 0,86/0,14). Medutim, s obzirom na to da je krvna grupa Xg° prili¢no
slab antigen, ispitivanje se, u praksi, nije pokazalo kao znac¢ajan metod za utvrdivanje
krvnog srodstva. Ipak, odredena naucna pitanja, kao Sto je identifikacija porekla X
hromozoma u hromozomskim aberacijama Klinefelter 1 Tarner sindroma, bila su reSena
kori§éenjem seroloskog Xg* testiranja.>*>"

Nakon toga, otkrivena su jo§ dva lokusa na X hromozomu, koji kodiraju
polimorfne genske produkte, te su se mogli primeniti u testiranju krvnog srodstva. To su
G6PD dehidrogenaza™®*®'%? i fosfoglicerat kinaza (PGK)**® koji pokazuju znadajne
razlike na proteinskom nivou, u razli¢itim geografskim oblastima. Klinicki geneticari,
koji su se bavili otkrivanjem DiSenove miSi¢ne distrofije 1 hemofilije tipizacijom SNP-
ova, ukljugili su u upotrebu minisatelit St14 (DXS52)*, kao i analize polimorfizama
duzine CA.®®® Minisatelitni marker DXS52 je ispunjavao zahteve za forenzike

markere, ali se, i pored toga u forenzickoj literaturi dosta retko pojavljuje.®”®

2.3.2. Mikrosatelitski markeri X hromozoma

Prvi znacajniji mikrosatelitski markeri, smesteni na X hromozomu, bili su

1,72,73 - 1,74
HPRTB69,70,7 72,73 i ARA.70’7 ,74,75,76
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Formule za izraCunavanje parametara neophodnih u forenzickim analizama, a
koje vaze iskljuc¢ivo za nasledivanje po X hromozomu, kreirane su tokom 1997. 1 1998
godine.”””® Sli¢na formula, za rad sa markerima autozomalnih hromozoma objavljena je
tridesetak godina ranije.”’

Dok je upotreba dinukleotidnih ponovaka uglavnom izbegavana, analiza tri, tetra
1 penta STR markera postala je Siroko rasprostranjena metoda u forenzi¢koj medicini, a
STR markeri smesteni na autozomima’® koristili su se dugo pre upotrebe Y

1,82
h79,80,8 8

hromozomski 1 X hromozomskih STR markera. Mada je postojanje X

hromozomskih markera, tj. HPRTB (hypoxanthine phosphoribosyl transferase gene)™”’,
ARA (androgen receptor gene)’"’* i DXS981 (DNA - X chromosome - single copy -
chromosome location 981)” bilo objavljeno relativno rano, korid¢enje ovih markera, u
forenziCke svrhe, pojavilo se znatno kasnije.

Interesovanje za markere smeStene na X hromozomu povecano je u poslednjih
nekoliko godina, uglavnom iz razloga Sto predstavljaju kombinaciju poZeljnih osobina
drugih uobiCajeno koristenih genetickih markera. Kako autozomi, tako 1 X hromozom
podleze rekombinaciji, a slicno mitohondrijskoj DNK 1Y hromozomu, ima polno vezan
nacin nasledivanja 1 omogucuje izradu haplotipova (samo kod muskih osoba). Pored
toga, odredeni, komplikovaniji slucajevi utvrdivanja srodstva, npr. kod nedostatka
potencijalnog oca od kojeg treba uzeti uzorak za analizu, mogu adekvatnije biti reSeni
ovom metodom, u odnosu na dosadasnju praksu utvrdivanja srodstva putem analize
autozomalnih 1 Y mikrosatelitskih markera. Posto je relativno mali broj takvih slu€ajeva,
manji broj nauc¢nika se bavi ovom temom, te se i koli¢ina neophodnih podataka sporo
uvecava. S druge strane, da bi se postigla sigurnost u nau¢nim zaklju¢cima, oni moraju
biti zasnovani na zapazanjima koje obezbeduje solidna baza podataka. Shodno tome,
razvila se 1ideja o prikupljanju Sto veceg broja podataka o distribuciji alela,
frekvencijama, mutacijama, itd., dobijenith makar i iz pojedinanih, manje obimnih
studija, sa ciljem da se svi podaci Salju u jednu datoteku, koja bi se nalazila na
odredenom internet sajtu, a kojoj bi forenzicka zajednica imala slobodan pristup. Sli¢na
baza podataka napravljena je sa podacima o analizi Y-STR markera, a nalazi se na
stranici sajta www.yhrd.org. Osim toga, ukoliko druge nauc¢ne discipline (npr.
evolutivna antropologija), fokusiraju svoju paznju na markere X hromozoma, bi¢e im

potrebni podaci o ovim markerima, iz razli¢itih delova sveta.
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Utvrdivanjem broja 1 frekvencije alela, unutar 1 izmedu populacija, moZe se doc¢i
do informacija o njihovoj strukturi, rastu, veli¢ini i starosti® Pored utvrdivanja
frekvencije alela, vazno je ustanoviti da 1li postoje geneticke substrukture unutar
populacije, kao i1 geneticke varijacije izmedu populacija. Jedna od najces¢ih metoda
kojom se utvrduju pomenuti elementi, predstavlja metoda F statistike (Fst)**, koja ima
direktan odnos sa varijansom frekvencije alela unutar populacije, kao 1 izmedu njih.
Manje Fst vrednosti ukazuju na nisku geneticku diferencijaciju poredenih struktura
unutar ili medu populacijama, i obrnuto.

Razlog za kreiranje jedne ovakve baze podataka, koja bi sadrzala varijante alela
na ispitivanim lokusima, lezi u Cinjenici da se svi forenzicki statistiCki parametri
procenjuju upravo na osnovu frekvencija tih alela, u datoj populaciji. Prema tome, da bi
se dobili precizni rezultati, neosporivi u sudskim procesima, neophodno je utvrditi
geneticki diverzitet lokalne populacije. Pocetkom devedesetih godina, preporuka je bila
da se prilikom kreiranja populacionih studija obezbedi uzorak od najmanje 100 do 150
ispitanika, pri ¢emu su ispitanici medusobno nesrodne osobe. U poslednje vreme,
preporuke nalazu da se Cak i za manje populacije, mora obezbediti uzorak od najmanje
200 ispitanika, a za objavljivanje rezultata u pojedinim nau¢nim ¢asopisima neophodan
je uzorak od 500 ispitanika, §to zavisi od vrste ispitivanih markera.®> U nau¢nim
Casopisima, vezanim za oblast populacionih studija, mogu se pronaci brojni radovi u
kojima se objavljuju podaci o distribuciji i frekvenciji alela, za veliki broj populacija,
rasprostranjenih Sirom sveta. OlakSan pristup takvim podacima, omogucava vrsenje
uporednih analiza rezultata ispitivane populacije, sa rezultatima ranije istrazenih
populacija, utvrdivanje eventualnih statisticki znacajnih razlika izmedu populacija,
preciznije izraCunavanje forenziCkih statistickih parametara, kao i ocene mogucénosti
primene metode u datom regionu. U forenzickoj primeni je naroCito vazno uociti
eventualne substrukture unutar populacije (npr. razlika izmedu frekvencije alela izmedu
muskaraca 1 Zena), 1 uzeti ih u obzir prilikom tumacenja snage dokaza dobijenog DNK
profila.*®

Dakle, kako bi analiza X-STR markera mogla biti prakti¢no primenjena na nasoj
teritoriji, potrebno je napraviti populacionu studiju u kojoj ¢e biti utvrdeni broj i
frekvencije alela na svakom od analiziranih lokusa. Iz ovih, tzv. sirovih podataka,
odredila bi se struktura i frekvencija haplotipova, a takode i izratunali neophodni opsti 1

forenzicki statistiCki parametri. Po dosada$njim saznanjima, ovakva populaciona studija
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nije radena u nasoj zemlji, te bi istraZivanje mikrosatelitskih markera X hromozoma

predstavljalo prvo istrazivanje ove vrste u Srbiji.

2.3.3. Eticki aspekti analize X-STR markera

Vodi¢ Internacionalnog drustva za forenzi€¢ku hemogenetiku daje preporuke za
koris¢enje X-STR markera.®’ Medutim, prilikom rada sa markerima X hromozoma,
moraju se uzeti u obzir izvesni specificni molekularni, geneti¢ki 1 eticki aspekti.
Analizom X-STR markera moguce je otkriti hromozomske aberacije kao Sto su
Klinefelter sindrom (XXY) ili Tarner sindrom (X0). Ovakve informacije, do kojih se
dolazi u toku forenzickih analiza, trebalo bi da ostanu pod okriljem lekarske tajne, osim
ukoliko ispitivana osoba sama ne zeli da joj se, pored forenzickih, saopste 1 podaci o
utvrdenim obolenjima. Iz etickih principa, marker HumARA viSe se ne smatra
pogodnim za forenzicke analize. Za razliku od svih ostalih markera, njegovi ponovci se
nalaze u kodirajuem regionu gena, Sto znaci da se analiziranjem ovog markera mogu
otkriti neke bolesti, kao §to su spinalna i bulbarna migi¢na atrofija®, poveéan rizik za
nepravilnu spermatogenezu®’ i za vi§e vrsta malignih tumora (dojke, endometrijuma,

debelog creva i prostate).”

2.3.4. X-STR markeri u utvrdivanju identifikacije i srodstva

U slucaju potrebe za utvrdivanjem ocinstva, obi¢no se uzimaju uzorci krvi (ili
bukalni bris) od deteta, majke i potencijalnog oca, a zatim se analiziraju pomocu
autozomalnih STR markera, Sto bi trebalo da pribavi dovoljno informacija za potvrdu ili
iskljucivanje potencijalnog oca. Medutim, ukoliko se posumnja da su potencijalni ocevi
ispitivanog deteta medusobno u srodstvu (npr. otac i sin), tada analiza X-STR markera
pokazuje svoje prednosti u odnosu na autozomalne, a naroCito ako se utvrduje
potencijalni otac Zzenskog deteta.

Ukoliko je neophodno utvrditi oca Zenskog deteta, pri cemu je otac nedostupan
za uzimanje uzorka, zahvaljuju¢i analizi X-STR markera, moguce je iskoristiti uzorak
uzet od majke nedostupnog oca, jer ¢e se analiziranjem maj¢inog DNK profila mo¢i
sagledati 1 aleli koje je njen sin (a istovremeno potencijalni otac) nasledio. Upravo u
ovakvim situacijama tzv. deficijentnim slu¢ajevima, analiza markera vezanih za X

hromozom predstavlja najjaci forenzicki adut.
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Kada oba roditelja nisu dostupna za uzimanje uzorka, analizom X-STR markera
uzoraka uzetih od sestara, koje nasleduju X hromozom od svog oca, a samim tim i
identi¢ne alele sa njegovog hromozoma, moguce je iskljuciti musku osobu kao njihovog
potencijalnog oca. Analizom autozomalnih markera sestara, isklju¢ivanje potencijalnog
oca, ne bi bilo moguce izvrsiti.

Prilikom utvrdivanja srodnickih odnosa, u sudskomedicinskoj praksi se najcesce
radi o utvrdivanju o€instva, ali ponekad je neophodno utvrditi 1 maj¢instvo. Za potvrde
srodstva izmedu majke 1 zenskog deteta, analize autozomalnih 1 X markera daju
podjednak stepen informacija. Ukoliko, nakon analize autozomalnih markera, nije
postignut dovoljan stepen verovatnoce poklapanja, naknadnom analizom X markera
moze se dodatno povisiti. Medutim, za potvrdu srodstva izmedu majke 1 muSkog deteta,
analiza X markera je mnogo informativnija u odnosu na analizu autozomalnih markera,

sa visokom moc¢i isklju¢ivanja.

2.3.5. X-STR markeri u kriminalistici

Mo¢ diskriminacije mikrosatelitskih markera X hromozoma, u mnogome zavisi
od pola osobe €iji se tragovi analiziraju. Ovi markeri, pokazali su se kao bolji, a ujedno 1
efikasniji od analize autozomalnih markera, prilikom analize meSovitih tragova, u
kojima je potrebno izdvojiti DNK profil Zenske osobe, iz meSovitog traga u kojem
dominira DNK profil muske osobe. Njihova prednost, u pomenutoj situaciji, ogleda se u
tome Sto se aleli Zenske osobe mogu kompletno poklopiti sa DNK profilom muske
osobe, samo u slu¢aju da je ta zenska osoba homozigot za sve lokuse, §to je, u praksi,
gotovo nemoguce. Prema tome, najve¢i znacaj 1 prakticna primena X-STR markera
podrazumevala bi situacije u kojima je neophodno identifikovati Zensku osobu (npr.
zrtvu silovanja), iz ¢elija njene koze nadene ispod noktiju muske osobe (osumnjicenog)
ili 1z uzorka vaginalnih ¢elija izuzetih sa njegovog polnog uda.

U suprotnoj situaciji, kada ve¢i deo bioloskog traga pripada zenskoj, a manji deo
muskoj osobi, analizom X-STR markera, ve€a je verovatnoca da ¢e se aleli muske
osobe potpuno poklopiti sa DNK profilom Zenske osobe, te je bolje koristiti markere
autozomalnih hromozoma. Ako trag poti¢e samo od muskih osoba, prednost se, takode
daje autozomalnim markerima.

Ukoliko se analizira bioloski trag koji potice isklju¢ivo od Zenskih osoba, X-

STR 1 autozomalni markeri, podjednako su informativni.
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2.3.6. Analiza haplotipova X-STR markera

S obzirom na to da muske osobe poseduju samo jedan X hromozom, kod njih su
X-STR markeri u hemizigotnom stanju, a posto se svi nalaze na istom hromozomu,
postoji mogucnost medusobne povezanosti. Ukoliko su ti markeri, odnosno lokusi,
medusobno povezani, odnosno ukoliko se nalaze u /inkage disequilibriumu, ne mogu se
nezavisno razdvajati. U tom slucaju, radi efikasnijeg analiziranja, ovi markeri dele se u
4 vezane grupe, sa po odredenim brojem markera u svakoj grupi, u zavisnosti od
komercijalnog kita koris¢enog pri analizi. Grupe daju nezavisne genotipske informacije.
Sa prakticnog gledista, Cetiri nevezana markera, tj. DSX8378, DXS7132, HPRTB 1
DXS7423, su izabrana 1 oznacena kao jezgro za Cetiri vezane grupe. Ovaj niz nevezanih
markera (plus amelogenin) moze se analizirati upotrebom komercijalnog forenzickog
PCR komercijalnog kita Mentype Argus X-UL. Naknadno, kit je proSiren dodatnim
markerima, tako da je nastao Mentype Argus 8-X, koji poseduje 4 grupe, sa po dva
markera u svakoj (DXS10135-DXS8378, DXS7132-DXS10074, HPRTB-DXS10101 i
DXS7423-DXS10134).

Markeri komercijalnog kita Mentype Argus X-12, podeljeni su u 4 grupe, pri
¢emu svaka grupa sadrzi po tri markera, a kombinacija ta tri markera predstavlja
haplotip. Grupe su locirane na Xp22.2, Xql2, Xq26 i Xq28 (Slika 16), a svaka grupa
zauzima manje od 0,5 centimorgana (cM). Centimorgan pokazuje koliko se Cesto
deSavaju rekombinacije u odredenom regionu, a jedan centimorgan jednak je 1% Sansi
da ¢e marker jednog lokusa na hromozomu biti razdvojen od markera drugog lokusa
istog hromozoma, kao posledica rekombinacije tj. crossing-overa, u toku jedne
generacije.

Zbog svega navedenog, moze se re¢i da svaka grupa predstavlja stabilan
haplotip, a verovatnoca mejoticke rekombinacije izmedu njih je manja od 0,5%.
Ukoliko postoji jace izrazen linkage disequilibrium, haplotipovi se moraju odrediti
direktno iz sirovih podataka populacionih studija, a ne iz ve¢ prethodno izracunatih

frekvencija alela.*
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Razlike u distribuciji alela X hromozomskih markera, minimalne su kada se
uporede bliske populacije.”” Medutim, ukoliko se vr§i razmatranje u svetskim
razmerama, mogu postojati znacajne razlike u prisustvu odredenih alela 1 u alelnoj
frekvenciji.”>***° Linkage disequilibrium (LD), ili ne-sluajna povezanost alela, nije
potpuno razjasnjena u humanom genomu. Ispitivanja LD izmedu mikrosatelita, u novije
vreme i izmedu SNP,” dalo je novi uvid u poreklo i istoriju humane populacije. Primera
radi, nivo LD je mnogo visi kod ne-Afri¢kih populacija nego kod Afri¢ke populacije’® i
to moZe odrazavati populacioni bottleneck (usko grlo) koji je u vezi sa poreklom ne-
Afrigke populacije’’. U sustini, analiza LD izmedu markera X hromozoma moZe uputiti
na etni¢ku razliku sa visokim posledicama.”®”® Na taj naéin, ova ispitivanja mogu
dopuniti rezultate istrazivanja Y hromozomskih markera i mtDNK markera, o svetskoj

migraciji ljudi.
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2.4. PRIMENA ANALIZE MIKROSATELITSKIH MARKERA

Svaki alel, u sklopu odredenog markera koji se koristi u forenzici, nalazi se u
odredenoj frekvenciji unutar populacije, odnosno poseduje odredenu ucestalost. Ono §to
je vazno, jeste utvrditi kolika je njegova ucestalost u populaciji, a samim tim kolika je
mo¢ tog markera u povezivanju dva DNK profila koji se porede (bioloSki trag -
osumnjiceni, dve srodne osobe 1 dr.). Ukoliko se alel nalazi u populaciji, u ucestalosti
od 50% (poseduje ga svaka druga osoba), tada podatak, da bioloski trag i osumnji¢ena
osoba imaju isti marker, nece biti od velike koristi. Medutim, ukoliko se, u odredenoj
populaciji, taj alel nalazi kao jedan u milion osoba, takva informacija moze biti od
velike koristi.

U forenzi¢kim analizama, obino se ispituje vise razli¢itith markera, a potom se
moze izracunati ukupna vrednost geneticke podudarnosti, za ¢itav komercijalni kit koji
se koristi. To prakticno znaci da ¢e se sa svakim pridodatim markerom, ukupna vrednost
podudarnosti povecavati. S obzirom na ranije pomenutu ¢injenicu, da postoje znacajne
razlike u zastupljenosti pojedinih alela u razli¢itim populacijama, svaka institucija mora
posedovati podatke o populaciji na svojoj teritoriji. Medutim, ispitivane populacije
takode moraju da ispune odredene uslove. Prvi uslov je da se populacija nalazi u Hardi -
Vajnbergovoj ravnotezi (Hardy-Weinberg equilibrium). Drugi uslov je da genotipovi,
koji se nalaze na razliitim lokusima, ne pokazuju medusobnu povezanost unutar
populacije, Sto se naziva linkage equilibrium (LE).

Hardy-Weinberg-ov princip zasnovan je na teoremi da frekvencija alela i
genotipova u populaciji ostaje nepromenjena iz generacije u generaciju ukoliko su
ispunjeni odredeni uslovi.'”

e da populacija ostane u panmiksiji §to znaci da je populacija dovoljno velika, da
u populaciji vlada slobodna oplodnja, da se i1z svakog ukrStanja dobije
podjednak broj jedinki i da odnos polova bude 1:1,

e da populacija ostane zatvorena, tj. da u njoj ne deluju faktori koji remete
geneticku ravnotezu, kao $to su migracija, mutacija, prirodna selekcija, geneticki

drift.
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NajceSe se ne ostvare svi ovi uslovi u prirodi, te se vrednosti alelnih frekvencija
kre¢u oko veli¢ine koja predstavlja genetiCku ravnotezu. Promenom jednog od uslova i
ravnoteza se poremeti.
Frekvencije dominantnog i recesivnog alela izracunavaju se na slede¢i nacin:

A=p

a =q pricemuje

ptq=1
Ocekivane frekvencije genotipova su

AA = p*  zahomozigote AA

aa = ¢ za homozigote aa i

Aa = 2pg za heterozigote

Odnosi frekvencija genotipova p”, 2pq i ¢* se nazvaju Hardy-Weinberg proporcije

p+qY =p +2pq +q = 1.

Ukoliko se hromozomi, kao intaktni, prenose sa roditelja na potomstvo, markeri
koji su medusobno blisko postavljeni na istom hromozomu, nasledi¢e se zajedno,
odnosno oni pokazuju geneticku povezanost (genetic linkage). Za markere koji se
nalaze na razli¢itim hromozomima 1 prenose na potomstvo nezavisno jedan od drugog
(nisu medusobno povezani), kaze se da su u linkage equilibrium-u. Suprotno od toga,
markeri koji poseduju geneticku povezanost 1 koji ¢e se, unutar populacije, ¢eS¢e naci
zajedno nego $to se pretpostavlja, nalaze se u linkage disequilibrium-u.

U toku istrage krivicnog dela, na licu mesta se nailazi na tragove bioloskog
porekla (npr. krv, semena tec¢nost, dlake, itd.). U takvim tragovima, neretko je prisutna
vrlo mala koli¢ina DNK, a ukoliko je i prisutna moze biti degradirana, a samim tim
manje podesna za utvrdivanje DNK profila. Pored toga, moguce je da se u jednom tragu
nalaze uzorci DNK koji poti¢u od viSe osoba, tzv. meSoviti tragovi, koje je neophodno
razdvojiti 1 identifikovati osobe od kojih poti¢u. Zbog svojih osobina, mikrosatelitski
markeri su, tokom 90-tih godina, gotovo u potpunosti zamenili upotrebu drugih markera
u forenzickim laboratorijama. Pozeljne osobine koje bi trebalo da sadrze mikrosatelitski
101,102,103,104,105,106.

markeri, su:

e visoka mo¢ diskriminacije (PD) od preko 90%, uz visoku heterozigotnost (HET)

od preko 70%,
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e da se nalaze na razli¢itim hromozomima u odnosu na druge markere koji se
istovremeno ispituju, kako bi doslo do nezavisnog nasledivanja,

e da imaju mogucénost istovremene amplifikacije sa drugim markerima, uz visoku
reproducibilnost 1 sigurnost dobijenih rezultata,

e da postoji mali procenat laznih (stutter) produkata,

e da imaju nisku ucestalost mutacija,

e da duzina alela iznosi izmedu 90 1 500 bp.

Pronalazak 1 upotreba metode PCR u forenzi¢kim laboratorijama umnogome je
doprinela mogucénostima da se iz vrlo male koli¢ine bioloskih tragova, izdvoji
neophodna koli¢ina DNK za uspes$no identifikovanje osobe, od koje trag potice.
Teoretski podaci govore da je za uspe$nu analizu dovoljan samo jedan molekul DNK.'"
Medutim, u praksi, za uspeSnu analizu potrebna je koli¢ina od oko 100-500 pikograma
(pg), Sto bi bilo ekvivalentno koli¢ini od oko 20-100 telesnih ¢elija. Pri tome treba imati
u vidu da su, u sluCaju starijih tragova ili tragova sa degradiranom DNK, krac¢i

fragmenti pogodniji za analizu.

2.4.1. Autozomalni STR markeri

Analiza DNK u oblastima identifikacije primenjuje se od kraja osamdesetih
godina proslog veka. Moguc¢nost njene primene zasniva se na pretpostavci da ne postoje
dve osobe sa istim DNK profilom, osim jednojajéanih blizanaca. Da bi ova tvrdnja
postala 1 nepobitna ¢injenica, bilo bi neophodno analizirati DNK profile Citave svetske
populacije 1 na taj nacin potvrditi da zaista ne postoje dva ista genetska profila. S
obzirom na to da je takav zadatak praktiéno nemoguce izvrSiti, vr$i se utvrdivanje
stepena verovatnoce da je odredena (osumnjic¢ena) osoba ostavila bioloski trag, odnosno
da to nije uCinila neka druga osoba. Ukoliko se DNK profil bioloskog traga izuzetog sa
lica mesta, poklapa sa DNK profilom ispitivane osobe, prelazi se na izraCunavanje moci
diskriminacije za svaki lokus, a na osnovu broja lokusa koris¢enog komercijalnog kita,
dolazi se do ukupne vrednosti moc¢i diskriminacije. Broj dobijen preracunom,
predstavljace verovatnocu, iskazanu u procentima, da dve nesrodne, slu¢ajno odabrane
osobe, imaju identiCan profil. Kao $to je ve¢ ranije napomenuto, najpre je neophodno

poznavati ucestalost 1 raspored alela u populaciji iz koje potiCe ispitivana osoba.
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Podaci o frekvenciji 1 broju alela autozomalnih markera, dobijeni su u
populacionoj studiji uzorka stanovnistva Vojvodine.'® Kao najinformativniji, izdvojeni
su markeri D2S1338 1 D18S51. Na osnovu zabelezenih frekvencija alela 1 vrednosti
izraCunatih statistickih parametara, zakljuceno je da se analiza autozomalnih markera,
pomocu 15 AmpFISTR Identifiler PCR komercijalnog kita, u naSoj populaciji, moze

uspesno primeniti u oblastima kriminalistike 1 utvrdivanja srodnickih odnosa.
2.4.2. Amelogenin

Pol osobe moguce je utvrditi pomocu analize Amelogenina, gena koji je
odgovoran za sintezu proteina zubne gledi. Ovaj] marker obi¢no se nalazi u sklopu
komercijalnih kitova za analizu mikrosatelitskih markera i ispituje se zajedno sa
njima.'”'"” Na X hromozomu postoji delecija 6 parova nukleotida, usled ega je ovaj
analizirani fragment DNK kra¢i na X, u odnosu na Y hromozom, §to daje mogucénost
njihovog razlikovanja na elektroferogramu. Pored toga, kod analize DNK zZenske osobe,
na elektroferogramu pojavic¢e se samo jedan pik, koji predstavlja X hromozom, dok ¢e

se kod muske osobe pojaviti dva pika, manji za X 1 ve¢i za Y hromozom.

2.4.3. Y-STR markeri

Analiza mikrosatelitskih markera smesStenih na Y hromozomu, moze se
primeniti u viSe razliitih oblasti istrazivanja, npr. oblastima klinicke genetike,
migratornim, evolutivnim, genealoSkim i drugim oblastima. Medutim, ova metoda
uglavnom se primenjuje u oblastima sudske medicine, konkretnije, prilikom utvrdivanja
spornih srodnickih odnosa 1 u kriminalistici.

Pre pojave mikrosatelitskih markera, utvrdivanje oCinstva baziralo se na prilicno
nepouzdanim analizama ABO, Rh 1 MN krvnih grupa, pomocu kojih se mogla samo
iskljuciti muska osoba kao potencijalni bioloski otac deteta, ali se nije moglo 1 dokazati
da on to zaista jeste. Ispitivanjem HLA sistema napredovalo se u tom smislu, ali je tek
pojavom analize STR markera dokazivanje oc¢instva dovedeno na verovatno¢u od oko
99,9999%.

U oblastima kriminalistike, analiza Y-STR markera pokazala se kao znacajna
metoda prilikom analiziranja tzv. meSovitih tragova, odnosno bioloskih tragova u

kojima su prisutni molekuli DNK dve ili viSe osoba, koje mogu biti i razli¢itog pola. U
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slucajevima seksualnih delikata, npr. kod silovanja, potrebno je identifikovati pocinioca,
koji je, najCeS¢e, muskog pola. Analizom autozomalnih STR markera moze do¢i do
preklapanja 1 maskiranja pikova na elekroferogramu, a samim tim i1 nemogucnosti
utvrdivanja DNK profila musSke osobe, odnosno sigurne identifikacije pocinioca.
Primena Y-STR markera u ovakvim situacijama omogucuje da se izvrSi vezivanje i
ispitivanje lokusa koji poticu isklju¢ivo od muske osobe, ¢ime se vrlo lako dolazi do
zeljene identifikacije pocinioca krivicnog dela.

U naSoj sredini, vrSena je populaciona studija mikrosatelitskih markera

v . 111
smeStentih na Y hromozomu

, kojom su dobijeni podaci o frekvenciji alela 1
haplotipova u populaciji Vojvodine. Izracunati forenzicki statistiCki parametri pokazali
su da se, na teritoriji Vojvodine, Y mikrosatelitski markeri mogu uspeSno primeniti u
forenzicke svrhe, odnosno u oblasti kriminalistike 1 pri utvrdivanju srodnic¢kih odnosa.
Poredenjem podataka ove studije, sa populacionim podacima drugih regija, doslo se do
zakljucka da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu karakteristika pomenutih
markera u populaciji Vojvodine, u odnosu na populacije Rumunije, Hrvatske 1 uzorka

stanovni$tva Beograda. S druge strane, statisticki znaCajna razlika zabeleZena je u

odnosu na populaciju Madarske.

2.4.4. Mitohondrijska DNK

Mitohondrijska DNK specifi¢na je po tome Sto se, u zavisnosti od vrste tkiva,
nalazi u velikom broju kopija unutar ¢elije (shodno broju mitohondrija). Tako se, npr. u
¢elijama koze, sluzokoZe ili vagine nalazi oko 1000 mitohondrija po jednoj celiji, a
moguée je da broj molekula DNK, po jednoj éeliji, premasuje i nekoliko hiljada.''?
Upravo zbog toga, analiza mitohondrijske DNK vrSi se u slucajevima kada je u
bioloskom uzorku prisutna veoma mala koli¢ina DNK, ili su ti uzorci stari 1 degradirani
(npr. stari skeleti, nokti, kosa). Pored toga, vazna osobina mitohondrijske DNK je i to
Sto se nasleduje iskljucivo po materinskoj liniji. Razlog za ovakav tip nasledivanja lezi
u ¢injenici da, prilikom oplodnje, u jajnu ¢eliju ulazi samo glava spermatozoida, koja ne
sadrzi mitohondrije, a vrat i rep spermatozoida, koji sadrZze mitohondrije, ostaju van
jajne celije. Usled navedenog, analiza mitohondrijske DNK moZe se koristiti za
identifikaciju nepoznate Zenske osobe uporedivanjem njenog DNK profila, sa DNK

profilima srodnika sa maj¢ine strane.
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Zahvaljujuéi analizi polimorfizma mitohondrijske DNK, izvrSenoj u populaciji
Vojvodine'"?, otkrivene su mtDNK sekvence i svrstane u odgovarajuée haplogrupe.
Takode, odredene su 1 frekvencije ovih haplogrupa. Njihovim poredenjem sa
populacionim studijama drugih regija, utvrdeno je da mitohondrijski genetski materijal
stanovnis$tva Vojvodine ima vise sli¢nosti sa drugim populacijama Juzne Evrope, a da
istovremeno poseduje kombinacije mtDNK podgrupa i zasebne tipove sekvenci koji su
karakteristicni, pre svega za populacije Srednje 1 Isto¢ne Evrope. Pracenjem
podudarnosti 1 razlika haplotipova 1 ucestalosti njihovog javljanja u razliCitim
populacijama, moze se do¢i do odredenih zakljuCaka o velikim svetskim migracijama
ljudi, Sto predstavlja jo§ jednu, od Sirokog spektra oblasti, u kojima analiza

mikrosatelitskih markera moze na¢i svoju primenu.
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2.5. METODE I TEHNOLOGIJE ANALIZE DNK

2.5.1. Tehnike izolacije DNK

Za 1izolaciju DNK, iz uzoraka sakupljenih sa lica mesta, mogu se koristiti
razli¢ite metode. Izbor metode zavisi od viSe faktora, pre svega vrste 1 koli¢ine
bioloSkog materijala, potrebne brzine i mogucénosti automatizacije ekstrakcije, statisticki
dokazane efikasnosti u radu sa forenzickim uzorcima, vrste koriStenih hemikalija, cene
postupka, kao i obuenosti struénog tima.''*!''>M&NTIS guektar moguéih tehnika
podrazumeva jednostavnu alkalnu lizu, neutralizaciju,'’’ dobro poznatu metodu
isoljavanja (salting-out)'* koja se u koristi u slu¢ajevima veée koncentracije ¢elija u
uzorku, kao 1 prakticnu metodu koja se vr§i u zatvorenoj epruveti, uz dodavanje
termostabilne proteinaze.'"” Samo neke od metoda pogodne su za automatizaciju.
Mnoge metode, prilikom izolacije, povezane su sa mogu¢noscu kontaminacije DNK, a
pored toga, =zahtevaju 1 dodatne postupke centrifugiranja 1 odstranjivanja

v 121,122
rastvaraca,

te ih nije lako prilagoditi za automatizaciju. Standardi, za optimalan
proces izolacije DNK, jesu visok prinos DNK, brzina izvodenja procesa'”® i visok
kvalitet izolovane DNK.'**'* Veé¢ina metoda za izolaciju DNK ispunjava samo po
jedan od navedenih standarda za optimalan izolacioni proces. Upravo zbog toga, za
analizu u forenziCke svrhe, dugo vremena se, kao metoda izbora, koristila tradicionalna,
ali istovremeno 1 Stetna, fenol-hloroform ekstrakcija DNK, koja se morala vrsiti uz
posStovanje strogih mera bezbednosti. Finalni produkt ekstrakcije ponekad nije bio

dovoljno kvalitetan, te je morao biti podvrgnut daljim koracima preciS¢avanja, tako da

ni ovaj metod nije bio u potpunosti idealan.

Izolacija jedarne DNK

Bez obzira o kom protokolu izolacije DNK se radi, prvi korak predstavlja liza
¢elije, odnosno Celijske membrane, kako bi se doSlo do molekula DNK. Tako se DNK
moze izolovati termi¢kom hidrolizom'*®, ovom suvie grubom metodom razaranja éelija,
nece se dobiti DNK zadovoljavajuceg kvaliteta 1 CistoCe, koja bi se mogla dalje koristiti
u tehnikama analiziranja, kao npr. u amplifikaciji reakcijom PCR. DNK dobijena ovom
metodom, nije u zadovoljavaju¢oj meri odvojena od strukturnih elemenata i vezanih

proteina, a ove necisto¢e kompromituju dalje procedure. Za dobijanje kvalitetne DNK,
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fosfolipidna celijska 1 nuklearna membrana se moraju razloziti procesom lize,
upotrebom tzv. liziraju¢eg pufera (lysis buffer). Liziraju¢i pufer Cesto sadrzi natrijum
dodecil sulfat, koji rastvara lipide, a samim tim prekida kontinuitet membrane. Takode,
pufer odrzava nivo pH vrednosti konstantnim, ¢ime utice na stabilnost molekula DNK.
DNK je negativno naelektrisana usled fosfatnih grupa prisutnih u svojoj strukturi, te je
njena rastvorljivost zavisna od pH vrednosti. Proteinaze, tj. enzimi koji razgraduju
proteine, dodaju se liziraju¢em puferu radi odstranjivanja proteina vezanih za DNK, kao
1 razaranja celijskih enzima koji bi, u suprotnom, razgradili DNK oslobodenu nakon lize
membrane. Pored navedenog, za uspeSan proces liziranja, ponekad je neophodno

zagrevanje 1 muckanje uzoraka, kako bi se ubrzala enzimska reakcija 1 rastvaranje lipida.

Precis¢avanje DNK

Celije ili uzorci tkiva mogu sadrzati odredene elemente, koji ¢e inhibitorno
delovati na proces izolacije DNK. Ovi elementi uglavnom deluju na sledece nacine u
procesu izolacije DNK:

1. Ometaju sam proces liziranja ¢elije,

2. Degradiraju nukleinske kiseline ili spre€avaju njihovu izolaciju nakon liziranja
membrane,

3. InhibiSu aktivnost polimeraze tokom umnoZavanja ciljne sekvence DNK
reakcijom PCR.

Nakon inicijalne izolacije, DNK je neophodno odvojiti od drugih celijskih
komponenti, koje su preostale nakon liziranja membrane. Obi¢no se ovaj korak obavlja
ispiranjem uzorka, ¢ime se odstranjuju sve supstance koje bi mogle inhibitorno da uticu
na proces amplifikacije reakcijom PCR. Postoji Sirok spektar poznatih inhibitora PCR
reakcije, ukljucuju¢i komponente telesnih te¢nosti (hemoglobin, urea, melanin),
hemijske reagense koji se koriste u klinickim 1 forenzickim laboratorijama (heparin,
formalin, Ca®"), organska i fenolna jedinjenja, glikogen, polisaharidi, mikroorganizmi i
dr."?” Mnoga od navedenih jedinjenja imaju rastvorljivost sli¢nu DNK, usled &ega se ne
otklanjaju u potpunosti tokom procesa izolacije, te zaostaju kao kontaminirajuci
elementi. Razvijeno je nekoliko metoda za odstranjivanje ovih zaostalih, inhibitornih
produkata.'*"!?®
U forenzi¢kim laboratorijama koriste se tri osnovne tehnike ekstrakcije DNK:

1. Fenol-hloroform ekstrakcija (Phenol - chloroform extraction)
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2. Heleks (Chelex) ekstrakcija 1
3. Ekstrakcija u ¢vrstoj fazi na osnovu magnetnog afiniteta (magnetic affinity solid

- phase extraction)

Standardni protokol za fenol-hloroform ekstrakciju, koji se 1 danas koristi,
opisan je 1989.'*' Pojedini protokoli ukljuduju i dodatne postupke pre¢iséavanja i
koncentrovanja, ¢ime se otklanjaju inhibitori sli¢ne rastvorljivost kao DNK, kao §to su
hem, indigo boje 1 dr. Fenol-hloroform ekstrakcija je vrlo pogodna za dobijanje
dvostrukog lanca DNK velike molekulske mase. Medutim, proces je dugotrajan,
podrazumeva upotrebu opasnih hemikalija, zahteva prebacivanje sadrzaja u veci broj
epruveta, kao 1 finalni korak talozenja, Sto povecava rizik kontaminacije. Uprkos tome,
ova metoda je vrlo dobra za izolaciju DNK iz gotovo svih vrsta forenzickih uzoraka 1
jos uvek se koristi kao poslednje moguée sredstvo u izolovanju DNK iz
"problemati¢nih" uzoraka, jer daje relativno visok prinos, visoko kvalitetne DNK, a
visoka Cisto¢a omogucava da DNK ostane stabilna tokom duZzeg skladistenja.

Chelex® 100 je salinjen od kopolimera stiren-divinilbenzena i jona
iminodiacetata, i ima veliki afinitet ka jonima metala (Mg”>" i Ca*")."*® Vezujuéi ove
jone i uklanjaju¢i ih iz rastvora, dovodi do deaktivacije nezeljenih enzima, kao npr. DN-
aza. Pored ovog efekta, menja strukturu proteina ¢elijske membrane, $to najpre dovodi
do destabilizacije Citave Celije, a potom 1 liziranja membrane. Dodavanjem proteinaze K,
koja razara deaktivirane enzime 1 strukturno izmenjene proteine, Citav proces dobija na
brzini i kvalitetu. Poteinaza K se zatim samostalno deaktivira u narednom koraku
izolacije, koji podrazumeva prokuvavanje na 100°C. Ova metoda izolacije pocela je da
se koristi u forenzi¢kim laboratorijama prema protokolu iz 1991.'* Jednolantana DNK
dobijena ovom metodom izolacije, moze se koristiti za analize tehnikom PCR. Jos bolji
rezultati dobijeni su ukoliko se primeni 1 inicijalni korak inkubacije, dodavanje
proteinaze K, kao 1 inkubacija na 56°C tokom 2 casa, ili na 37°C preko no¢i. Velika
prednost Chelex metode izolacije predstavlja brzina izvodenja i jednostavnost procesa,
niska cena, rad sa hemikalijama manje Stetnosti, kao 1 to Sto se ¢itav postupak odvija u
jednoj epruveti, bez koraka koji zahtevaju prebacivanje sadrzaja iz jedne u drugu
epruvetu, Sto redukuje moguénost kontaminacije. Iz navedenih razloga, Chelex metoda
je vodeca metoda ekstrakcije DNK iz forenzitkih uzoraka.'”*'*° S druge strane, da bi se
dobio kvalitet DNK poput kvaliteta dobijenog metodom fenol-hloroform ekstrakcije,

neophodni su dodatni koraci pre¢iS¢avanja.
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Ekstrakcija u ¢vrstoj fazi (solid-phase extraction - SPE) u upotrebi je ve¢ vise
godina unazad. U sustini, ova tehnika predstavlja proces kojim se jedinjenja, rastvorena
ili suspendovana u te¢noj smesi, odvajaju od drugih jedinjenja, na osnovu fizickih 1
hemijskih karakteristika. Naprednija varijanta ove tehnike zasniva se na vezivanju DNK
za silikatnu povrSinu, odnosno povrSinu absorbensa, koja se nalazi na paramagnetnim
kuglicama, a sve odvija u prisustvu haotropnih rastvora. Kuglice se, zajedno sa DNK
vezanom za povrsinu kuglica, prikupe dejstvom magnetne sile, a ostaci liziranih celija,
proteini i dr. se odstranjuju iz rastvora. Kuglice sa DNK se zatim resuspenduju, u vise
koraka preciS€avanja, kako bi se dobila §to je moguce kvalitetnija DNK. Prema tome,
izolacija se moze izvrsiti u jednoj epruveti, dodajuci ili oduzimajuéi rastvore, tako da se
necistoce odstranjuju, a DNK ostaje vezana za kuglice, dok se, na kraju, 1 ona ne odvoji
1 koristi za dalje analize. Ova tehnika poseduje odredene prednosti u odnosu na
prethodne dve, a to je:

e nekoriS¢enje Stetnih organskih rastvaraca,

e nekoriS¢enje koraka talozenja, centrifugiranja i suSenja kuglica,
e Dbrzo preciS¢avanje,

e odstranjivanje gotovo svih inhibiraju¢ih elemenata,

¢ dobijanje visoko kvalitetne jednolancane DNK,

e reproducibilna ekstrakcija sa merljivim rezultatima,

e pogodna za modifikovanje.

2.5.2. PCR metoda

Metoda lancane reakcije polimeraze (Polymerase Chain Reaction - PCR) sastoji
se u oponasSanju prirodnog procesa replikacije, u strogo kontrolisanim, laboratorijskim
uslovima (Slika 17). Nakon izolacije DNA, u reakcionu smeSu se dodaju slobodni
nukleotidi, od kojih ¢e biti sintetisani novi lanci, komplementarni lancima izolovane
DNK, zatim termostabilna polimeraza TagPoly - enzim koji ¢e vrSiti elongaciju novih
lanaca, kao 1 set prajmera, neophodnih za inicijaciju replikacije, koja zapocinje njithovim
vezivanjem za odabrana mesta u genomu. Pomocu aparata, vrSe se ciklicne promene
temperature u reakcionoj smesi. Proces zapoc€inje zagrevanjem uzorka na oko 94°C, radi
kidanja vodoni¢nih veza izmedu komplementarnih lanaca DNK. Temperatura se zatim

snizava na oko 58°, kada se prajmeri, kratki komplementarni segmenti DNK, vezuju za
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odabrane segmente jednolan¢ane DNK, oznacavajuci na taj na¢in deo molekula koji ¢e
biti replikovan. Nakon toga, temperatura se podize na oko 72°, na kojoj DNK
polimeraza vrsi elongaciju novih lanaca DNK. Svaki od ovih koraka traje, priblizno, po
I minut. S obzirom na to da se proces istovremeno odvija na oba lanca, nakon svakog
ciklusa, dobija se dvostruko veca kolicina DNK. Nakon tridesetak ciklusa, dobijena
koli¢ina DNK, teorijski, veca je 1 do milijardu puta od pocetne. Medutim, u praksi,

postize se nekoliko desetina miliona puta veca koli¢ina DNK."'

Slika 17. PCR aparat Thermal Cycler 9700

Mentype Argus X-12

Na trziStu postoji viSe komercijalnih kompleta, koji se koriste za analizu
mikrosatelitskih markera autozomalnih i polnih hromozoma. Mentype Argus X-12 PCR
Amplification Kit predstavlja jedan od njih, a namenjen je za multipleks analizu
mikrosatelitskih markera smesStenih na X hromozomu. U njemu se, pored prajmera za
Amelogenin, nalaze i prajmeri za slede¢ih 12 lokusa: DXS7132, DXS7423, DXS8378,
DXS10074, DXS10079, DXS10101, DXS10103, DXS10134, DXS10135, DXS10146,
DXS10148 i HPRTB (Tabela 6).

Prajmeri su obelezeni fluorescentnim bojama (plavom, zelenom, Zutom 1
crvenom), te ¢e se 1 dobijeni pikovi na elektroferogramu razlikovati, osim po veli¢ini, 1
po navedenim bojama. Za uspeSno izvrSene analize, prema podacima proizvodaca,
optimalno je uzeti po 0,2-0,5 nanograma (ng) DNK, iako je donja granica detekcija oko

100 pikograma (pg) DNK. Ovaj kit testiran je na PCR aparatu GeneAmp 9700 thermal
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cycler, kao 1 na instrumentima za kapilarnu elektroforezu ABI PRISM 310 Genetic

Analyzer 1 ABI PRISM 3100/3130 Genetic Analyzer.

Tabela 6. Lokus-specifi¢ne informacije Argus X-12 Kita

Ref. | Opseg
Lokus Ponovljen motiv
alel alela

Amelogenin X — — -

Amelogenin Y — — -

DXS7132 [TCTA]13 13 | 820

DXS7423 [TCCA]3 TCTGTCCT [TCCA]12 15 | 819

DXS8378 [CTAT]12 12 | 7-15

DXS10074 [AAGA]14 14 | 421
[AGAG]3 TGAAAGAG [AGAA]17 AGAG

DXS10079 21 | 14-25
[AGAA]3

[AAAG]3 GAAAGAAG [GAAA]3 A
DXS10101 [GAAA]4 AAGA [AAAG]5S AAAAAGAA | 28.2 | 24-38
[AAAG]13 AA
[TAGA]2 CTGA
DXS10103 19 | 15-21
[CAGA][TAGA]11[CAGAJ4[TAGA]
[GAAA]3 GAGA [GAAA]4 AA [GAAA]
GAGA [GAAA]4 GAGA [GACAGA]3
DXS10134 35 | 28-46.1
[GAAA] GTAA [GAAA]3 AAA [GAAAl4
AAA [GAAA]LS

DXS10135 [AAGA]3 GAAAG [GAAA]20 23 | 13-39.2
[TTCC]3 T [TTCC]3 TTTC CTCCCTTCC

[TTCC] [TCCC] TTCTTCTTTC [TTCC]2

DXS10146 26 | 24-46.2
TTTCTT [CTTT]2 CTTC [CTTT]10 T
[CTTT]2
DXS10148 [GGAAJ4[AAGA]I2[AAAG]4 N8 [AAGG]2 | 22 [13.3-38.1
HPRTB  [AGAT]12 12 | 619
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2.5.3. Kapilarna elektroforeza

Nakon amplifikacije, neophodno je izvrsiti razdvajanje i detekciju dobijenih
umnozenih, mikrosatelitskih produkata. Produkti moraju biti razdvojeni tako, da se
svaki alel, pojedina¢no, moze razlikovati, iako je ponekad razlika izmedu pojedinih
alela u samo jednom baznom paru. Raniji na¢ini za detekciju ukljucivali su radioaktivno
obelezavanje i1 autoradiografiju. lako su ove metode bile dovoljno senzitivne, oduzimale
su vise vremena i bile ekonomski manje isplative usled koriS¢enja fotografskih filmova
i druge opreme, kao i postovanju strogih uslova za odlaganje radioaktivnih materija.
Potom su se, krajem proslog veka, pocele koristiti metode za detekciju produkata na
bazi gel elektroforeze i bojenja srebrom.**'** Pozitivna strana metode bojenja srebrom
bila je to Sto je ekonomski vrlo isplativa. Medutim, negativna strana podrazumevala je
nemogucnost razlikovanja alela koji su iste duzine, a smesteni na razli¢itim lokusima.
Upravo zbog ovog problema, uvedeno je obelezavanje PCR produkata razli¢itim
bojama, ¢ime je omoguceno uspesno razlikovanje alela istih duzina. Prajmeri, koji se
nalaze u sklopu gotovo svih komercijalnih kitova za istrazivanje mikrosatelitskih
markera i koriste za obelezavanje zeljenog segmenta DNK, obeleZeni su fluorescentnim
bojama. Detekcija tako obelezenih PCR produkata, u modernijim laboratorijama, vrsi se
instrumentima za kapilarnu elektroforezu, kao Sto su npr. ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer, (Slika 18) ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, ABI PRISM 3700 Genetic
Analyzer, koji u zavisnosti od broja kapilara, mogu da analiziraju i preko 48, 1000,

odnosno 4000 uzoraka DNK, u toku jednog dana.'>*'3>136:137

Slika 18. a) Spoljasnji i b) unutrasnji izgled aparata ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
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Tehnologija metode kapilarne elektroforeze zasniva se na upotrebi vrlo tanke,
staklene kapilare, duzine oko 25-75 cm, ispunjene polimerom kroz koji se krecu
fragmenti DNK. Nailaskom fragmenta na snop lasera, on biva prekinut, $to se registruje
kao pik na elektroferogramu (Slika 19), odnosno na racunaru koji dolazi u kompletu sa
aparatom za kapilarnu elektroforezu. Kraci fragmenti krecu se brze kroz polimer, brze
nailaze na laserski snop, a samim tim ¢e se nalaziti u pocetnom delu elektroferograma,
ispred duzih fragmenata. Zatim se dobijeni fragmenti uporeduju sa fragmentima
poznatih duzina, tzv. standardima, 1 iz odgovarajucih tablica ocitava o kom alelu se radi

za dati lokus.

&000 AN DX510103 DXSB378 DX57132 C510134

"

'y A

-

2600 [ [ox510074 | | Dxs10101 [ [oxsio1ss

[EH
EE==

I @é} B E;

S6Z5 |Dxs74z3 [ [DxS10146 DHS10079

2600 HPRTE DX510148

75 S0 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345 360 37s 390

Slika 19. Prikaz elektroferograma
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

Izrada populacione studije, iz koje ¢e se izracunati broj 1 frekvencija alela na
svakom ispitivanom lokusu.

. Utvrdivanje strukture 1 frekvencije haplotipova.

. Utvrdivanje vrednosti forenzicki relevantnih parametara X-STR markera
(polimortnost, heterozigotnost, mo¢ isklju¢ivanja, mo¢ diskriminacije za zenske

1 muske osobe, prose¢na Sansa iskljucivanja).

Ocena mogucénosti primene analize X-STR markera u slucajevima iz oblasti
medicinske kriminalistike, humane identifikacije 1 veStacenja spornih srodni¢kih

odnosa u populaciji Vojvodine.

Poredenje dobijenih rezultata sa rezultatima drugih populacionih studija 1

odredivanje geneticke bliskosti izmedu populacija.

Postavljanje osnova za dalja istrazivanja u populaciono-genetickim,

antropoloskim, demografskim i drugim oblastima.
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4. RADNA HIPOTEZA

Dosadasnja ispitivanja mikrosatelitskih markera X hromozoma, sprovedena u
drugim zemljama, ukazuju da analize navedenih markera predstavljaju pogodno
sredstvo za reSavanje slucajeva iz oblasti kriminalistike, humane identifikacije 1
vestacenja spornih srodni¢kih odnosa.

Na osnovu toga, polazi se od pretpostavke, da X-STR markeri, u populaciji
Vojvodine, poseduju visoke vrednosti forenzicki relevantnih parametara, odnosno da
imaju relativno visok broj razli¢itih alela (5-12 po lokusu), visok procenat
heterozigotnih osoba (30-90% u zavisnosti od lokusa), visoke vrednosti verovatnoce
iskljucenja (30-80% po lokusu), visoke vrednosti mo¢i diskriminacije (25-95% po
lokusu) 1 generalno visok stepen polimorfizma, odnosno informativnosti (PIC 0,3-0,85
po lokusu).

Ocekuje se da dobijeni rezultati ukazu na nizu genetiCku distancu u odnosu na
geografski bliske populacije, odnosno na viSu geneticku distancu u odnosu na udaljenije
populacije.

Takode, poznavanje varijabilnosti ispitivanth markera, uz koriS¢enje
odgovaraju¢ih statistickih metoda, omogucila bi primenu analize X vezanih
mikrosatelitskih lokusa, u medicinskoj kriminalistici, u cilju humane identifikacije 1 u

vestacenjima spornih srodni¢kih odnosa medu stanovniStvom Vojvodine.
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5. MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je izvrSeno u Centru za sudsku medicinu, toksikologiju 1

molekularnu genetiku, u Novom Sadu, u vidu prospektivne studije, tokom 2012. 1 2013.

godine.

5.1. MATERIJAL

Uzorci venske krvi, uzeti su od 200 odraslih, medusobno nesrodnih osoba, oba

pola (175 muskaraca i1 25 Zena), obdukovanih u Centru za sudsku medicinu,

toksikologiju 1 klinicku genetiku u Novom Sadu, ¢ija se poslednja adresa stanovanja

nalazi na teritoriji Vojvodine. Trajne krvne mrlje, na€injene su na FTA-karticama

(impregnirana hartija na kojoj se lizira membrana celije, a DNK vezuje za matriks

hartije).

5.2. METODE

5.2.1. I1zolacija jedarne DNK

Izolacija DNK materijala iz krvnih mrlja vriena je Chelex metodom'*?, u DNK

laboratoriji, prema slede¢em protokolu

I.

Komadi¢ trajne krvne mrlje veli¢ine oko 0,3 x 0,3 cm inkubira se u plasti¢noj
epruveti zapremine 1,5 ml, sa 1 ml dejonizovane vode, tokom 30 minuta, na
sobnoj temperaturi

Uzorak se vorteksira 5 sekundi na 1000 obrtaja, a zatim centrifugira 3 minuta na
13.000 obrtaja u minuti

Iz epruvete se otpipetira 980 ul supernatanta

U epruvetu se doda 160 pl 5% Chelex 100 reagensa, vorteksira i ostavi preko

no¢i u vodenom kupatilu na 56°C

. Vorteksira se 5 sekundi na 1000 obrtaja, a zatim vrati u vodeno kupatilo na

100°C tokom 8 minuta
Vorteksira se 5 sekundi na 1000 obrtaja, pa centrifugira 3 minuta na 13000

obrtaja u minuti
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7.

U novu plasticnu epruvetu se otpipetira 30 pl supernatanta, razblazi sa 120 pl

dejonizovane vode i dobijen sadrzaj koristi za dalju analizu.

5.2.2. Amplifikacija DNK

Amplifikacija dobijenih uzoraka DNK, vrSena je metodom PCR, uz koriS¢enje

komercijalnog Mentype® Argus X-12 PCR Amplification Kit - a, proizvodada Biotype

AG, Dresden, Germany, prema uputstvu proizvodaca.

MasterMix je safinjen prema slede¢em protokolu:

I.

2
3.
4

15,9 ul dejonizovane vode
5 ul reakcione smese

2,5 ul prajmera

0,6 ul DNK polimeraze.

U plasticnu epruvetu zapremine 0,2 ml, dodaje se po 1 pl izolovanog uzorka

DNK 1 24 pl MasterMix-a. Epruvete se postavljaju u aparat Thermal Cycler 9700

proizvodaca Applied Biosystems, u kojem se ciklicne promene temperature vrSe na

slede¢i nacin:

I.

A e A o

—
)

11.

Inicijalno zagrevanje na 94°C u trajanju od 4 minuta radi aktivacije DNK
polimeraze

Na 96°C u trajanju od 30 sekundi

Na 63°C u trajanju od 120 sekundi

Na 72°C u trajanju od 75 sekundi

Prethodna tri koraka (2-4) ponavljaju se u 5 ciklusa, a zatim

Na 94°C u trajanju od 30 sekundi

Na 60°C u trajanju od 120 sekundi

Na 72°C u trajanju od 75 sekundi

Prethodna tri koraka (6-8) ponavljaju se u 25 ciklusa

. Uzorci se potom drze na 68°C u trajanju od 60 minuta radi finalne ekstenzije

lanca

Cuvaju se na 10°C do uzimanja u dalji rad.
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5.2.3. Detekcija produkata amplifikacije

Nakon zavrSetka PCR reakcije, uzima se po 1 pl PCR produkta 1 12 pl
formamida, uz dodatak 0,5 pl standarda (DNA SizeStandard 550 (BTO)). Razdvajanje
dobijenih fragmenata izvodi se kapilarnom elektroforezom na aparatu ABI Prism 310
Genetic Analyzer, koriS¢enjem ABI Prism 310 Data Collection softvera.

Za interpretaciju dobijenih rezultata koriSten je GeneScan 1 Genotyper program,

sa 3.7 verzijom softvera.

5.2.4. Statisticka obrada podataka

Nakon detekcije 1 razvrstavanja dobijenih rezultata, odnosno DNK profila,
izvrSeno je izraCunavanje opStih genetickih, statistickih parametara. Utvrdivanje
frekvencije alela izvrSeno je direktnim prebrojavanjem, 1 to zasebno kod osoba muskog,
a zatim 1 Zzenskog pola. Za podatke iz muskog dela populacije izraunate su i frekvencije
haplotipova. Dobijene frekvencije, dodatno su proverene pomocu programa Arlequin
verzije 3.5 1 GENEPOP verzije 4.2.

S obzirom na to da je u sprovedenom istraZivanju analiziran manji broj zZenskih
osoba, upotrebljen je Exact test radi utvrdivanja eventualnog postojanja statisticki
znacajne razlike izmedu frekvencije alela u muskoj i1 Zenskoj populaciji. Ukoliko razlike
u frekvenciji alela ne bi bile statisticki znac¢ajne, u daljem radu bi se mogla posmatrati
ukupna frekvencija alela, a ne frekvencija svakog pola zasebno. Pored toga, Exact
testom je provereno da li medu lokusima postoji pojava linkage disequilibrium-a. Za
uzorak zenskog dela populacije izvrSena je provera da li se populacija nalazi u Hardy-
Weinberg-ovoj ravnotezi. Matemati¢ke formule za Exact test 1 Hardy-Weinberg-ovu
ravnotezu nalaze se u sklopu Arlequin programa, tako da su ovim programom i izvrSene
pomenute statistiCke analize.

Nakon izraCunavanja opstih genetickih, statistickih parametara, izracunati su 1
sledeci forenzicki statistiCki parametri:

*  Polymorphism information content (PIC) - parametar koji pokazuje koliko je
odredeni marker polimorfan, odnosno informativan, a ¢ije vrednosti rastu sa
povecanjem broja alela na lokusu i1 njihovim ujednacenijim frekvencijama.

» Stepen heterozigotnosti (HET) predstavlja procenat heterozigotnih osoba - veci

stepen heterozigotnosti rezultuje veCom varijabilnoscu.
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*  Power of exclusion (PE), odnosno moc¢ isklju¢ivanja - verovatnoca da ¢e muska
osoba koja nije bioloSki otac deteta biti iskljuen na osnovu rezultata za
odredeni lokus.

*  Paternity index (PI), odnosno index ocinstva - verovatnoca da je ispitana muska
osoba bioloski otac deteta u odnosu na musSku osobu, izabranu metodom
slucajnog izbora.

* Power of discrimination of man and female (PDM 1 PDF), odnosno mo¢
diskriminacije za musSke 1 Zenske osobe - verovatnoca da ¢e dve osobe, izabrane
metodom slucajnog izbora, imati razli¢it genotip na odredenom lokusu.

*  Mean exclusion chance (MEC), odnosno prosecna vrednost iskljucivanja -
verovatno¢a da ¢e dve osobe, izabrane metodom slucajnog izbora, imati

identian genotip na odredenom lokusu.

Pomenuti parametri, PIC, HET, PE, PI, PDM, PDF i MEC, izraCunati su
kori¢enjem statistickog programa i formula’%""*%1% dostupnim za slobodnu

upotrebu na stranici sajta www.chrx-str.org ' (Slika 20).
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Slika 20. Formule za preraCunavanje forenzickih statistickih parametara

I. MEC formula po Krugeru, koja se koristi za autozomalne STR markere, kao i X-STR markere kada se
analiziraju dete, majka i majka pretpostavljenog oca.

II. MEC formula po Kishidi, koja se koristi za X-STR markere kada se analiziraju zensko dete, majka i
potencijalni otac.

III. MEC formula po Desmaraisu, koja se koristi za X-STR markere kada se analiziraju zensko dete,
majka i potencijalni otac.

61



IV. MEC formula po Desmaraisu, koja se koristi za X-STR markere kada se analiziraju otac i ¢erka ili
majka i sin.

V. Formula za izracunavanje PD za osobe Zenskog pola.

VI. Formula za izra¢unavanje PD za osobe muskog pola.

Exact test je upotrebljen radi utvrdivanja eventualnog postojanja statisticki
znacCajne razlike izmedu frekvencije alela pojedina¢nih lokusa populacije Vojvodine, u
odnosu na populacije drugih zemalja.

Za vizuelizaciju interpopulacionih genetickih odnosa, pomoc¢u programa
POPTREE2'* konstruisani su dendrogrami. Pouzdanost nodusa dendrograma odredena
je bootstrap analizom sa 1000 permutacija. Kao ulazni parametar u konstruisanju
dendrograma, uzete su izratunate Fst vrednosti geneticke diferencijacije.'*' Geneticka
diferencijacija izmedu parova populacija definisana je kao niska ukoliko su Fst
vrednosti manje od 0,05. Fst vrednosti u opsegu od 0,05 do 0,15 ukazuju na srednji nivo
diferencijacije izmedu populacija. Visok nivo diferencijacije populacija je odreden Fst
vrednostima u opsegu od 0,15 do 0,25, dok na veoma visoku diferencijaciju ukazuju Fst
vrednosti vece od 0,25.]42

Dobijene vrednosti geneticke diferencijacije iskoriStene su i implementirane 1 u
koordinatnu analizu (Principal Coordinate Analysis - PCoA) programskog paketa
GenAlEx 6.5.'* PCoA analiza je takode jedna od metoda vizualizacije genetickih
odnosa izmedu ispitivanih populacija i omogucava pregledan prikaz i laku interpretaciju
velikog broja obradenth podataka. U suStini, predstavlja prikaz podataka u
koordinatnom sistemu, u ¢ijem centru se nalaze glavne koordinatne ose varijacije. Prve
dve, eventualno tri koordinate, otkrivaju vecinu varijacija, kao 1 moguce grupisanje
populacija, pri ¢emu svaka naredna pridodata koordinata ukazuje na proporcionalno

manje varijacija u odnosu na ukupnu koli¢inu varijacija.
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6. REZULTATI

Dobijeni rezultati su, radi preglednosti, predstavljeni tabelarno 1 graficki. U
Tabeli 7. prikazani su DNK profili svih 200 analiziranih osoba. U tabelama 8, 9, 101 11
date su frekvencije haplotipova, koje su mogle biti racunate samo za muski deo
populacije. Na kraju su, pojedinacno za svaki lokus, prikazani broj i1 frekvencije alela,
kao 1 izraCunati opsti 1 forenzicki statisticki parametri.

Frekvencije alela najpre su izracunate posebno za muski 1 posebno za zenski deo
populacije (Tabela 7). Analizom Zenskog dela populacije, utvrdeno je da se populacija
nalazi u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi. Pomocu exact testa 1 Bonferonijeve korekcije,
izvrSeno je poredenje ove dve populacije, ¢ime je ustanovljeno da ne postoji statisticki
znacajna razlika u frekvenciji alela izmedu muskih 1 Zenskih osoba, te su podaci za
musku 1 zensku populaciju objedinjeni 1 prikazani za celokupni uzorak.

Exact testom sa Bonferonijevom korekcijom utvrdeno je da ne postoji
povezanost pojedinih lokusa prilikom nasledivanja, odnosno nema pojave linkage

disequilibrium-a.

63



6.1. PRIKAZ ALELA KOMPLETNOG UZORKA

Tabela 7. Aleli 12 analiziranih lokusa, u uzorku od 175 muskih 125 zenskih osoba
populacije Vojvodine

DXS10103|DXS8378|DXS7132| DXS10134|DXS10074| DXS10101{ DXS10135|DXS7423| DXS10146| DXS10079 | HPRTB | DXS10148

Ml 18 11 15 35 9 32 28 14 28 19 12 18

M2 19 11 15 37 18 28.2 25 17 29 20 8 25.1
M3 19 11 15 383 8 32.2 17 16 30 18 13 22.1
M4 | 16 11 15 35 16 30.2 20 15 28 22 12 25.1
M5 18 10 13 36 18 29.2 24 14 31 21 12 25.1
M6 18 10 14 40.3 18 30.2 22 15 42.2 20 9 24.1
M7 19 11 14 36 19 28.2 31 15 39.2 15 13 26.1
M8 17 12 14 35 15 32 21 14 28 19 12 18

M9 17 12 14 36 7 31.2 21 14 28 19 10 26.1
Mio| 20 11 14 34 8 28.2 19 16 30 21 11 28.1
Mit| 19 11 15 35 17 31.2 22 15 26 20 11 24.1
Mi2| 19 10 16 35 16 30.2 21 15 26 17 15 24.1
M3 | 18 10 14 36 8 29.2 26 15 40.2 22 9 23.1
Mi4| 19 11 14 36 8 31.2 20 15 26 20 14 24.1
Mis| 20 12 17 35 15 30.2 16 15 26 19 13 24.1
Mi6| 18 9 13 35 16 28.2 22 15 27 21 12 24.1
M17| 20 10 13 35 19 30.2 19 14 29 21 10 18

Mig| 16 10 14 37 18 31 22 14 42.2 20 12 26.1
M19| 18 11 16 40.3 15 32 20 14 45.2 17 12 23.1
M20| 18 10 13 38 16 31.2 24 13 26 20 14 26.1
M21| 20 10 15 37 16 31.2 23 15 28 17 15 25.1
M2| 19 11 14 37 8 30.2 23 15 46.2 16 12 27.1
M23 | 18 10 14 36 8 27.2 22 14 27 20 12 | 29.1
M24| 19 10 14 35 7 282 | 21.1 16 28 19 12 | 28.1
M25| 19 11 14 36 17 27.2 25 15 26 20 12 | 30.1
M26| 19 11 15 36 16 32.2 22 14 27 19 13 | 25.1
M27| 19 10 15 433 8 33 17 15 24 17 13 20

M28| 18 10 13 35 17 30 28 14 29 20 13 | 25.1
M29 | 20 12 15 33 8 30.2 19 15 45.2 17 14 18

M30| 19 10 13 35 18 31.2 26 17 30 20 12 | 24.1
M3l | 18 10 13 36 8 31.2 24 14 41.2 17 13 | 25.1
M32| 19 10 14 40.3 18 32 21 14 30 19 15 | 26.1
M33| 16 9 15 37 18 28.2 23 15 28 18 13 | 23.1
M34| 20 11 14 36 18 31.2 19 14 26 21 13 18

M3s| 19 12 15 33 7 32 23 13 28 21 12 19

M36| 14 11 13 36 17 31.2 18 15 26 19 12 23

M37| 19 11 14 39.3 18 27.2 20 14 39.2 17 13 | 24.1
M38| 19 10 14 38 8 27.2 20 13 42.2 20 12 | 28.1
M39| 18 12 14 37 16 31 20 15 39.2 13 13 ] 25.1
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M40 | 21 13 17 423 18 32 27 14 28 20 13 19
M4l | 19 11 13 35 17 28.2 24 16 29 21 13 | 26.1
M42| 19 11 14 40.3 8 31 21 14 39.2 17 15 | 27.1
M43 | 19 10 13 40.3 17 33 26 14 29 21 13 | 26.1
M44 | 18 10 15 34 15 32.2 20 16 44.2 19 13 | 25.1
M4s | 19 11 13 383 20 30 30 15 27 18 14 | 23.1
M46 | 19 10 14 36 16.2 31 21 14 28 19 13 | 26.1
M47| 18 11 13 34 20 29.2 28 17 33.2 19 13 ] 29.1
M48 | 18 10 12 34 17 30.2 20 13 26 20 11 26.1
M49 | 16 10 14 36 15 32 26 14 25 20 14 | 28.1
Mso| 19 11 14 37 16 33 22 16 30 15 12 | 23.1
Ms1| 19 11 13 35 16.2 | 28.2 22 14 44.2 21 13 | 23.1
Ms2 | 20 10 14 37 7 30 23 14 27 20 13 18
Ms3 | 18 11 14 40.3 16 32.2 29 15 28 20 13 | 28.1
Ms4 | 21 13 14 33 18 31.2 19 16 43.2 17 13 | 24.1
Mss| 18 12 14 36 18 322 22 14 24 19 15 | 25.1
Ms6 | 20 12 15 37 18 31.2 20 14 29 20 12 | 26.1
Ms7| 16 10 13 37 18 32.2 34 15 43.2 19 13 | 25.1
Msg| 19 10 13 37 16 27 21 14 28 16 12 18
Ms9 | 19 12 14 35 8 29.2 27 13 26 20 13 19
M6o | 16 13 15 34 8 28.2 22 16 28 17 13 | 24.1
M6l | 16 10 14 38 19 28.2 25 13 25 20 13 | 26.1
Me2 | 17 10 15 35 17 30.2 22 15 43.2 19 10 | 25.1
M63 | 17 11 14 40.3 8 31 23 15 39.2 17 15 | 27.1
Me4 | 19 11 14 37 16 31.2 25 14 32 19 11 19
M6s | 20 10 13 34 19 29.2 22 16 27 18 15 | 26.1
M66 | 19 12 14 35 19 31.2 19 15 29 20 13 | 24.1
M67| 19 11 16 36 16.2 | 30.2 18 15 26 19 14 | 22.1
Mes | 17 9 15 36 18 26.2 22 16 30 20 12 | 24.1
M69 | 16 10 15 36 18 28.2 22 14 28 20 13 | 28.1
M70 | 21 10 14 36 17 29 22 15 25 20 14 | 24.1
M71| 15 13 14 38 7 33 25 15 26 18 12 | 23.1
M72| 19 12 14 34 17 29.2 29 15 27 19 12 19
M73| 19 12 14 37 17 32.2 20 15 29 19 13 18
M74| 20 10 15 37 18 30 23 16 29 22 14 | 28.1
M75| 19 10 15 34 8 32 19 15 30 18 12 | 24.1
M76 | 19 9 13 35 8 32 22 14 28 18 14 | 24.1
M77| 18 10 15 34 18 30.2 22 15 30 15 11 18
M78| 19 12 13 34 7 32.2 19 13 27 19 12 | 24.1
M79 | 20 12 14 35 8 31.2 18 15 28 20 13 ] 25.1
Mso| 17 12 14 42.3 14 322 29 14 28 15 13 18
Msl| 19 12 13 36 8 30 24 15 32 19 12 | 23.1
Ms2| 20 11 15 383 18 30.2 23 14 44.2 18 11 24.1
Ms83| 19 10 14 36 8 31 21 15 25 19 14 | 28.1
Ms4| 19 13 13 34 15 28.2 22 14 28 20 12 18
Mss| 16 10 14 34 8 32 21 15 28 20 15 18

65



Ms6 | 15 10 12 34 16 27.2 18 14 43.2 22 11 27.1
M87| 18 13 15 36 17 28 20 15 25 20 14 | 28.1
Msg | 18 10 13 35 16.2 | 29.2 25 14 26 20 12 | 24.1
Ms89 | 20 11 13 423 17 29.2 21 15 29 19 14 | 28.1
Moo | 18 10 13 36 17 32 20 15 26 20 12 | 24.1
Mol | 19 11 12 37 16 28.2 23 16 41.2 20 11 26.1
M2 | 19 12 14 31 18 31.2 25 16 39.2 20 13 | 26.1
M3 | 19 13 13 32 7 29.2 16 15 25 21 12 | 27.1
Mo4| 19 10 14 38 19 29.2 20 13 28 19 10 | 28.1
Mos | 21 13 11 36 16.2 | 30.2 23 16 30 19 13 | 30.1
M96 | 20 12 13 33 18 29 30 16 44.2 21 14 | 23.1
Mo7| 19 11 15 38 18 32 19 16 27 20 14 | 25.1
Mog | 18 11 13 37 18 32.2 27 15 29 22 12 | 27.1
M99 | 19 11 13 37 17 30.2 27 15 29 20 13 | 28.1
M100| 19 11 13 37 15 27.2 27 14 44.2 19 12 | 23.1
Miol| 18 11 13 36 17 24.2 28 14 28 20 12 | 24.1
Mi02| 21 10 13 34 18 29.2 22 15 31 19 13 | 26.1
M103| 19 10 13 34 19 28.2 19 16 31 17 8 26.1
Mi104| 18 10 13 35 17 31 21 15 30 21 13 18
M105| 19 11 12 35 16 28.2 21 15 26 19 12 | 25.1
M106| 17 10 14 34 8 31.2 21 15 40.2 19 12 | 28.1
M107| 16 12 16 35 18 33 31 14 25 18 13 | 24.1
Mi08| 17 11 14 34 17 31 24 14 43.2 21 13 | 26.1
M109| 19 10 15 41.3 17 28 22 15 29 21 12 | 27.1
Milo| 18 11 15 35 16 34 17 15 45.2 20 13 | 24.1
M| 18 10 15 35 17 28.2 21 15 29 19 12 | 25.1
Mi2[ 20 10 16 35 15 28.2 22 16 28 17 11 27.1
M113| 17 12 14 36 14 31 29 15 25 19 13 | 28.1
M4l 17 13 13 34 17 31 19 15 30 20 15 18
Mi1s| 19 12 13 32 17 30.2 17 16 28 17 12 | 26.1
Mil6| 18 11 15 37 8 30 27 14 27 17 12 | 25.1
Mi17| 21 12 15 37 16.2 | 29.2 25 14 29 18 13 | 25.1
Mi18| 16 10 14 33 15 35 25 13 26 22 13 18
Mi19| 20 10 14 38 16 29.2 25 14 27 19 13 | 24.1
Mi20f 21 10 14 37 16 31.2 26 14 30 18 12 | 24.1
Mi21| 18 9 13 34 16 27.2 21 17 42.2 22 12 | 26.1
Mi122| 19 11 13 34 18 30.2 25 13 27 20 13 ] 25.1
M123| 19 10 13 34 8 29.2 22 14 27 18 12 18
M124| 18 12 14 36 18 30.2 29 15 25 18 10 | 25.1
Mi125| 18 12 12 36 16 32.2 17 13 26 17 13 | 26.1
Mi126| 19 10 15 35 17 28 21 14 27 20 13 | 28.1
M127| 19 10 12 34 17 30.2 28 13 40.2 19 11 29.1
MiI28| 18 12 14 35 16.2 | 32.2 20 15 29 19 11 24.1
M129| 18 12 14 33 16 28.2 24 16 28 20 13 | 26.1
Mi130| 20 11 14 36 16 28.2 22 15 27 16 15 18
M1l 19 11 15 31 17 30.2 28 14 43.2 18 13 | 25.1
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Mi32| 18 11 13 36 7 27.2 24 15 29 18 12 18
Mi33| 16 10 13 35 17 27.2 24 13 442 23 12 18
Mi34| 20 10 14 35 17 31.2 19 14 29 19 11 18
Mmi3s5| 19 10 15 36 16 29.2 25 16 39.2 20 12 24.1
Mi36| 19 11 14 35 16 30.2 32 16 27 19 13 23.1
Mi37| 20 11 14 37 17 29.2 26 14 442 18 12 25.1
Mi38| 19 10 14 35 13 31.2 23 15 29 20 13 23.1
M139| 17 10 13 37 7 31 28 15 29 21 14 30.1
Mi40| 17 12 13 31 14 30 27 16 40.2 19 13 25.1
Mi41| 19 11 14 36 17 30.2 22 14 27 20 13 19
Mi42| 16 10 14 35 15 33 21 14 28 19 14 19
M143| 18 12 14 35 16 30 20 14 29 20 13 27.1
Mi44| 17 11 14 38.3 19 32 27 14 46.2 19 14 25.1
M145| 19 10 15 36 15 29.2 24 15 25 20 13 26.1
Mi46| 17 12 16 35 18 30.2 19 14 432 19 13 18
M147| 20 11 15 35 15 30.2 30 13 30 19 14 25.1
Mmi48| 19 11 13 33 15 29.2 25 16 27 20 14 28.1
Mi49| 17 11 14 33 8 30.2 26 13 29 18 10 24.1
M50 19 12 13 32 20 27.2 22 15 29 20 11 24.1
Mmis1| 19 11 12 35 8 27.2 21 13 28 20 12 24.1
Mis2| 17 10 12 40.3 16 33 28 16 28 19 13 18
Mis3| 19 11 12 34 17 30.2 25 14 442 22 12 24.1
Mis4| 19 10 14 35 16 27.2 22 16 28 22 12 27.1
Mis5| 16 10 15 34 8 34 20 13 27 20 13 22.1
Mis6| 20 12 16 38.3 8 29.2 23 15 30 20 13 18
Mi57| 16 11 14 34 8 31 26 14 29 20 13 28.1
Mis8| 18 11 14 34 17 33 23 15 29 19 13 25.1
Mi59| 19 10 13 37 8 31.2 21 13 25 19 12 22.1
Mi60| 21 11 12 37 19 30.2 24 15 28 20 10 26.1
Mi6l| 20 11 12 33 17 28.2 29 14 31 18 13 25.1
Mi62| 19 10 13 35 18 29.2 29 15 29 18 14 26.1
Mi63| 20 10 15 33 7 31.2 22 15 27 19 13 30.1
Mie4| 17 11 13 36 19 26.2 17 16 40.2 17 12 23.1
Mi6s| 20 10 13 38.3 8 32.2 22 14 42.2 19 14 23.1
Mie6| 18 12 11 34 17 33 18 13 27 19 12 18
Mmi67| 19 10 14 37 16 32 19 16 28 22 13 26.1
Mmi68| 15 10 14 35 17 31 25 15 26 19 14 27.1
Mi69| 19 11 13 36 7 31.2 24 13 25 20 14 26.1
mi70| 17 10 15 35 16.2 28 17 14 29 19 12 27.1
M171| 19 12 14 35 8 30.2 26 14 30 18 13 24.1
Mi72| 20 10 16 36 17 29.2 19 16 40.2 20 14 24.1
Mi173| 17 11 15 35 16 30.2 25 14 25 17 13 28.1
M174| 15 12 15 38.3 7 33.2 18 14 28 20 13 25.1
Mi175| 18 13 14 35 17 24 29 14 28 20 12 20
7176| 19,19 | 10,10 | 14,15 | 38423 | 1717 [292312| 2226 | 13,15 | 2431 | 1920 | 12,13 [25.1,27.1
2177| 19,19 | 10,11 | 14,15 | 3335 | 17.17 |29.2.292| 2334 | 1516 | 37,392 | 17,17 | 11,11 |23.1.25.1
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z178| 1820 | 11,11 | 13,15 | 32393 | 8,18 | 30312 | 2525 | 13,14 | 28,402 | 18,20 | 12,12 |13.3.25.1
2179| 16,19 | 11,12 | 14,14 |37.2382| 8,162 | 28232 | 2329 | 1515 | 2628 | 1517 | 12,17 |25.1,26.1
7180 16,18 | 10,10 | 14,14 | 3335 | 8,19 |29302 | 2125 | 1416 | 2829 | 19,19 | 9,11 | 20,23.1
Z181| 1920 | 11,13 | 14,14 | 3336 | 8,16 [28.2302| 2425 | 14,16 | 25432 | 1920 | 11,14 | 1827.1
z182| 1920 | 11,12 | 15,15 | 3135 | 1618 |30.230.2| 2022 | 1515 | 26,31 | 18,20 | 11,12 {27.1,27.1
z183| 17,19 | 11,11 | 12,13 | 3436 | 8,15 | 30231 | 2728 | 1516 | 26,31 | 18,20 | 12,15 (24.1,25.1
z184| 18,19 | 11,12 | 14,15 | 37403 | 16,19 |29.2302| 1927 | 14,15 [402,412| 1519 | 11,11 |23.1,24.1
z185| 17,19 | 11,12 | 13,15 | 3535 77 | 31232 2831 | 1516 | 2727 | 17,18 | 12,14 | 18.24.1
7186| 16,18 | 10,10 | 14,14 | 3536 | 1720 | 28232 | 2020 | 1515 | 2930 | 19,21 | 12,14 18,18
z187] 18,19 | 9,10 | 13,14 | 3435 | 16,17 | 30232 | 2223 | 13,14 | 2526 | 1921 | 12,15 |24.1,25.1
7188 16,19 | 12,12 | 13,14 | 3535 | 8,17 | 28231 | 2025 | 1516 | 26,462 | 18,18 | 12,13 {22.1,26.1
7189| 2021 | 10,12 | 14,15 | 3537 | 17.17 |29.230.2| 2228 | 1515 | 2931 | 1520 | 14,14| 18,18
z190| 19,19 | 9,11 | 13,14 | 3334 | 1516 [29.2302| 2331 | 15,16 | 27,442 | 1521 | 11,11 | 18,24.1
z191| 16,19 | 12,12 | 14,14 | 3436 | 8,16 [30.2302| 2028 | 14,06 | 2830 | 1821 | 11,14 |24.1,25.1
z192| 1920 | 12,12 | 13,15 | 3437 | 1719 | 3234 | 2227 | 14,16 | 2528 | 1921 | 12,13 |24.1,25.1
z193| 17,08 | 9,11 | 13,15 | 3538 78 | 26231 | 1921 | 1515 | 27,30 | 17,18 | 11,13 |26.127.1
z194| 18,19 | 10,11 | 13,15 | 36,403 | 17,18 [28.2.282| 2023 | 14,14 | 27,28 | 19,20 | 11,12 |24.1,24.1
7195| 19,19 | 10,11 | 14,15 | 3138 | 1516 | 3031 | 2527 | 14,15 | 2529 | 17,19 | 13,14 (23.1,25.1
7196 16,18 | 11,11 | 13,15 | 3435 | 10,16 | 292,30 | 2627 | 1516 | 30,31 | 19,20 | 12,13 {25.1,26.1
z197| 17,19 | 11,11 | 13,13 | 3638 | 7,17 | 29231 | 2225 | 14,15 [392,402| 17,21 | 12,13 {23.1,26.1
z198| 18,19 | 11,12 | 14,15 | 3637 | 16,17 | 2835 | 2426 | 1515 | 25472 | 19,20 | 12,12 |24.1,25.1
719| 1920 | 10,11 | 15,15 | 3537 | 8,19 [30.2302| 2226 | 15,16 | 26,402 | 19,20 | 12,13 | 18,18
2200 19,19 | 10,11 | 14,15 | 3437 | 1517 [28.2302] 1931 | 14,15 | 25422 | 17,20 | 12,14 |24.1,24.1

68



6.2. FREKVENCIJE HAPLOTIPOVA

Tabela 8. Struktura i ucestalost haplotipova I grupe

DXS10148 DXS10135 DXS8378 BROJ FREKVENCIJA
18 18 12 1 0,0057
18 19 10 2 0,0114
18 19 11 1 0,0057
18 19 12 2 0,0114
18 19 13 1 0,0057
18 20 12 1 0,0057
18 21 10 3 0,0171
18 21 12 1 0,0057
18 22 10 2 0,0114
18 22 11 1 0,0057
18 22 13 1 0,0057
18 23 10 1 0,0057
18 23 12 1 0,0057
18 24 10 1 0,0057
18 24 11 1 0,0057
18 25 10 1 0,0057
18 28 10 1 0,0057
18 28 11 1 0,0057
18 29 12 1 0,0057
19 21 10 1 0,0057
19 22 11 1 0,0057
19 23 12 1 0,0057
19 25 11 1 0,0057
19 27 12 1 0,0057
19 27 13 1 0,0057
19 29 12 1 0,0057
20 17 10 1 0,0057
20 29 13 1 0,0057

22.1 17 11 1 0,0057
22.1 18 11 1 0,0057
22.1 20 10 1 0,0057
22.1 21 10 1 0,0057
23 18 11 1 0,0057
23.1 17 11 1 0,0057
23.1 20 11 1 0,0057
23.1 22 10 1 0,0057
23.1 22 11 2 0,0114
23.1 23 9 1 0,0057
23.1 23 10 1 0,0057
23.1 24 12 1 0,0057
23.1 25 13 1 0,0057
23.1 26 10 1 0,0057
23.1 27 11 1 0,0057
23.1 30 11 1 0,0057
23.1 30 12 1 0,0057
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23.1 32 11 1 0,0057
24.1 16 12 1 0,0057
24.1 17 11 1 0,0057
24.1 19 10 2 0,0114
24.1 19 12 2 0,0114
24.1 19 13 1 0,0057
24.1 20 10 1 0,0057
24.1 20 11 2 0,0114
24.1 20 12 1 0,0057
24.1 21 10 1 0,0057
24.1 21 11 1 0,0057
24.1 22 9 3 0,0171
24.1 22 10 2 0,0114
24.1 22 11 1 0,0057
24.1 22 12 1 0,0057
24.1 22 13 1 0,0057
24.1 23 11 1 0,0057
24.1 25 10 3 0,0171
24.1 25 11 1 0,0057
24.1 26 10 2 0,0114
24.1 26 11 1 0,0057
24.1 26 12 1 0,0057
24.1 28 11 1 0,0057
24.1 31 12 1 0,0057
25.1 18 12 2 0,0114
25.1 19 11 1 0,0057
25.1 20 10 1 0,0057
25.1 20 11 1 0,0057
25.1 20 12 1 0,0057
25.1 21 10 1 0,0057
25.1 21 11 1 0,0057
25.1 22 10 1 0,0057
25.1 22 11 1 0,0057
25.1 22 12 1 0,0057
25.1 23 10 1 0,0057
25.1 23 11 1 0,0057
25.1 24 10 2 0,0114
25.1 25 11 2 0,0114
25.1 25 12 1 0,0057
25.1 26 11 1 0,0057
25.1 27 11 2 0,0114
25.1 27 12 1 0,0057
25.1 28 10 1 0,0057
25.1 28 11 1 0,0057
25.1 29 11 1 0,0057
25.1 29 12 1 0,0057
25.1 30 11 1 0,0057
25.1 34 10 1 0,0057
26.1 17 12 2 0,0114
26.1 19 10 2 0,0114
26.1 20 10 1 0,0057
26.1 20 12 1 0,0057
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26.1 21 9 1 0,0057
26.1 21 10 2 0,0114
26.1 21 12 1 0,0057
26.1 22 10 3 0,0171
26.1 23 11 1 0,0057
26.1 24 10 2 0,0114
26.1 24 11 4 0,0229
26.1 24 12 1 0,0057
26.1 25 10 1 0,0057
26.1 25 12 1 0,0057
26.1 26 10 1 0,0057
26.1 29 10 1 0,0057
26.1 31 11 1 0,0057
27.1 16 13 1 0,0057
27.1 17 10 1 0,0057
27.1 18 10 1 0,0057
27.1 20 12 1 0,0057
27.1 21 11 1 0,0057
27.1 22 10 3 0,0171
27.1 23 11 2 0,0114
27.1 25 10 1 0,0057
27.1 27 11 1 0,0057
28.1 19 11 1 0,0057
28.1 20 10 2 0,0114
28.1 20 13 1 0,0057
28.1 21 10 3 0,0171
28.1 21 11 1 0,0057
28.1 21.1 10 1 0,0057
28.1 22 10 1 0,0057
28.1 23 10 1 0,0057
28.1 25 11 2 0,0114
28.1 26 10 1 0,0057
28.1 26 11 1 0,0057
28.1 27 11 1 0,0057
28.1 29 11 1 0,0057
28.1 29 12 1 0,0057
29.1 22 10 1 0,0057
29.1 28 10 1 0,0057
29.1 28 11 1 0,0057
30.1 22 10 1 0,0057
30.1 23 13 1 0,0057
30.1 25 11 1 0,0057
30.1 28 10 1 0,0057
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Tabela 9. Struktura i ucestalost haplotipova I grupe

DXS7132 DXS10079 DXS10074 BROJ FREKVENCIJA
11 19 16.2 1 0,0057
11 19 17 1 0,0057
12 17 16 1 0,0057
12 18 17 1 0,0057
12 19 16 2 0,0114
12 19 17 1 0,0057
12 20 8 1 0,0057
12 20 16 1 0,0057
12 20 17 1 0,0057
12 20 19 1 0,0057
12 22 16 1 0,0057
12 22 17 1 0,0057
13 16 16 1 0,0057
13 17 8 1 0,0057
13 17 17 1 0,0057
13 17 19 2 0,0114
13 18 7 1 0,0057
13 18 8 2 0,0114
13 18 18 1 0,0057
13 18 19 1 0,0057
13 18 20 1 0,0057
13 19 7 1 0,0057
13 19 8 3 0,0171
13 19 14 1 0,0057
13 19 15 1 0,0057
13 19 17 2 0,0114
13 19 18 2 0,0114
13 19 20 1 0,0057
13 20 7 1 0,0057
13 20 15 2 0,0114
13 20 16 1 0,0057
13 20 16.2 1 0,0057
13 20 17 5 0,0286
13 20 18 2 0,0114
13 20 20 1 0,0057
13 21 7 2 0,0114
13 21 16 1 0,0057
13 21 16.2 1 0,0057
13 21 17 3 0,0171
13 21 18 2 0,0114
13 21 19 1 0,0057
13 22 16 1 0,0057
13 22 18 1 0,0057
13 23 17 1 0,0057
14 13 16 1 0,0057
14 15 14 1 0,0057
14 15 16 1 0,0057
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14 15 19 1 0,0057
14 16 8 1 0,0057
14 16 16 1 0,0057
14 17 8 2 0,0114
14 17 18 2 0,0114
14 18 7 1 0,0057
14 18 8 2 0,0114
14 18 16 1 0,0057
14 18 17 1 0,0057
14 18 18 1 0,0057
14 19 7 2 0,0114
14 19 8 2 0,0114
14 19 14 1 0,0057
14 19 15 2 0,0114
14 19 16 3 0,0171
14 19 16.2 2 0,0114
14 19 17 5 0,0286
14 19 18 2 0,0114
14 19 19 2 0,0114
14 20 7 1 0,0057
14 20 8 7 0,0400
14 20 13 1 0,0057
14 20 15 1 0,0057
14 20 16 3 0,0171
14 20 17 4 0,0229
14 20 18 3 0,0171
14 20 19 2 0,0114
14 21 8 1 0,0057
14 21 17 1 0,0057
14 21 18 1 0,0057
14 22 8 1 0,0057
14 22 15 1 0,0057
14 22 16 2 0,0114
15 15 18 1 0,0057
15 17 8 4 0,0229
15 17 16 2 0,0114
15 18 8 2 0,0114
15 18 16.2 1 0,0057
15 18 17 1 0,0057
15 18 18 2 0,0114
15 19 7 1 0,0057
15 19 9 1 0,0057
15 19 15 2 0,0114
15 19 16 1 0,0057
15 19 16.2 1 0,0057
15 19 17 2 0,0114
15 20 7 1 0,0057
15 20 8 1 0,0057
15 20 15 1 0,0057
15 20 16 2 0,0114
15 20 17 3 0,0171
15 20 18 5 0,0286
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15 21 7 1 0,0057
15 21 17 1 0,0057
15 22 16 1 0,0057
15 22 18 1 0,0057
16 17 15 2 0,0114
16 17 16 1 0,0057
16 18 18 1 0,0057
16 19 16.2 1 0,0057
16 19 18 1 0,0057
16 20 8 1 0,0057
16 20 17 1 0,0057
17 19 15 1 0,0057
17 20 18 1 0,0057
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Tabela 10. Struktura 1 u€estalost haplotipova III grupe

DXS10103 HPRTB DXS10101 BROJ FREKVENCIJA
14 12 31.2 1 0,0057
15 11 27.2 1 0,0057
15 12 33 1 0,0057
15 13 33.2 1 0,0057
15 14 31 1 0,0057
16 12 27.2 1 0,0057
16 12 30.2 1 0,0057
16 12 31 1 0,0057
16 13 28.2 4 0,0229
16 13 31 1 0,0057
16 13 32.2 1 0,0057
16 13 33 1 0,0057
16 13 34 1 0,0057
16 13 35 1 0,0057
16 14 32 1 0,0057
16 14 33 1 0,0057
16 15 32 1 0,0057
17 10 30.2 2 0,0114
17 10 31.2 1 0,0057
17 12 26.2 2 0,0114
17 12 28 1 0,0057
17 12 31.2 1 0,0057
17 12 32 1 0,0057
17 13 30 1 0,0057
17 13 30.2 2 0,0114
17 13 31 2 0,0114
17 13 32.2 1 0,0057
17 13 33 1 0,0057
17 14 31 1 0,0057
17 14 32 1 0,0057
17 15 31 2 0,0114
18 9 29.2 1 0,0057
18 9 30.2 1 0,0057
18 10 30.2 1 0,0057
18 11 30.2 2 0,0114
18 11 32.2 1 0,0057
18 12 24 1 0,0057
18 12 24.2 1 0,0057
18 12 27.2 3 0,0171
18 12 28.2 2 0,0114
18 12 29.2 2 0,0114
18 12 30 1 0,0057
18 12 32 3 0,0171
18 12 32.2 1 0,0057
18 12 33 1 0,0057
18 13 28.2 1 0,0057
18 13 29.2 1 0,0057
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18 13 30 2 0,0114
18 13 31 2 0,0114
18 13 31.2 1 0,0057
18 13 32.2 3 0,0171
18 13 33 1 0,0057
18 13 34 1 0,0057
18 14 28 1 0,0057
18 14 31.2 1 0,0057
18 15 32.2 1 0,0057
19 8 28.2 2 0,0114
19 10 29.2 1 0,0057
19 11 27.2 1 0,0057
19 11 28.2 1 0,0057
19 11 30.2 1 0,0057
19 11 31.2 2 0,0114
19 12 27 1 0,0057
19 12 27.2 5 0,0286
19 12 28 1 0,0057
19 12 28.2 3 0,0171
19 12 29.2 4 0,0229
19 12 30 1 0,0057
19 12 30.2 3 0,0171
19 12 31.2 2 0,0114
19 12 32 2 0,0114
19 12 32.2 1 0,0057
19 12 33 1 0,0057
19 13 27.2 1 0,0057
19 13 28 1 0,0057
19 13 28.2 3 0,0171
19 13 29.2 2 0,0114
19 13 30.2 6 0,0343
19 13 31 1 0,0057
19 13 31.2 3 0,0171
19 13 32 1 0,0057
19 13 32.2 3 0,0171
19 13 33 2 0,0114
19 14 29.2 2 0,0114
19 14 30 1 0,0057
19 14 30.2 1 0,0057
19 14 31 1 0,0057
19 14 31.2 2 0,0114
19 14 32 2 0,0114
19 15 30.2 1 0,0057
19 15 31 1 0,0057
19 15 32 1 0,0057
20 10 30.2 1 0,0057
20 11 28.2 2 0,0114
20 11 30.2 1 0,0057
20 11 31.2 1 0,0057
20 12 29.2 1 0,0057
20 12 31.2 1 0,0057
20 13 28.2 1 0,0057
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20 13 29.2 2 0,0114
20 13 30 1 0,0057
20 13 30.2 1 0,0057
20 13 31.2 3 0,0171
20 14 29 1 0,0057
20 14 29.2 2 0,0114
20 14 30 1 0,0057
20 14 30.2 2 0,0114
20 14 32.2 1 0,0057
20 15 28.2 1 0,0057
20 15 29.2 1 0,0057
20 15 31.2 1 0,0057
21 10 30.2 1 0,0057
21 12 31.2 1 0,0057
21 13 29.2 2 0,0114
21 13 30.2 1 0,0057
21 13 31.2 1 0,0057
21 13 32 1 0,0057
21 14 29 1 0,0057
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Tabela 11. Struktura 1 u€estalost haplotipova IV grupe

DXS10146 DXS10134 DXS7423 BROJ FREKVENCIJA
24 36 14 1 0,0057
24 43.3 15 1 0,0057
25 32 15 1 0,0057
25 35 14 2 0,0114
25 36 13 1 0,0057
25 36 14 1 0,0057
25 36 15 6 0,0343
25 37 13 1 0,0057
25 38 13 1 0,0057
26 33 13 1 0,0057
26 34 13 1 0,0057
26 35 13 1 0,0057
26 35 14 1 0,0057
26 35 15 5 0,0286
26 36 13 1 0,0057
26 36 14 1 0,0057
26 36 15 5 0,0286
26 38 13 1 0,0057
26 38 15 1 0,0057
27 33 15 1 0,0057
27 33 16 1 0,0057
27 34 13 4 0,0229
27 34 14 1 0,0057
27 34 15 1 0,0057
27 34 16 1 0,0057
27 35 14 1 0,0057
27 35 15 1 0,0057
27 35 16 1 0,0057
27 36 14 3 0,0171
27 36 15 1 0,0057
27 37 14 2 0,0114
27 38 14 1 0,0057
27 38 16 1 0,0057
27 38.3 15 1 0,0057
28 32 16 1 0,0057
28 33 13 1 0,0057
28 33 16 1 0,0057
28 34 14 1 0,0057
28 34 15 1 0,0057
28 34 16 1 0,0057
28 35 13 1 0,0057
28 35 14 5 0,0286
28 35 15 2 0,0114
28 35 16 3 0,0171
28 36 14 4 0,0229
28 37 14 1 0,0057
28 37 15 3 0,0171
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28 37 16 1 0,0057
28 38 13 1 0,0057
28 38.3 14 1 0,0057
28 40.3 15 1 0,0057
28 40.3 16 1 0,0057
28 423 14 2 0,0114
29 32 15 1 0,0057
29 33 13 1 0,0057
29 34 14 1 0,0057
29 34 15 1 0,0057
29 35 14 5 0,0286
29 35 15 5 0,0286
29 35 16 1 0,0057
29 36 15 1 0,0057
29 37 14 2 0,0114
29 37 15 4 0,0229
29 37 16 1 0,0057
29 37 17 1 0,0057
29 40.3 14 1 0,0057
29 41.3 15 1 0,0057
29 423 15 1 0,0057
30 34 15 3 0,0171
30 34 16 1 0,0057
30 35 13 1 0,0057
30 35 14 1 0,0057
30 35 15 1 0,0057
30 35 17 1 0,0057
30 36 16 2 0,0114
30 37 14 1 0,0057
30 37 16 1 0,0057
30 38.3 15 1 0,0057
30 38.3 16 1 0,0057
30 40.3 14 1 0,0057
31 33 14 1 0,0057
31 34 15 1 0,0057
31 34 16 1 0,0057
31 36 14 1 0,0057
32 36 15 1 0,0057
32 37 14 1 0,0057
33.2 34 17 1 0,0057
39.2 31 16 1 0,0057
39.2 36 15 1 0,0057
39.2 36 16 1 0,0057
39.2 37 15 1 0,0057
39.2 39.3 14 1 0,0057
39.2 40.3 14 1 0,0057
39.2 40.3 15 1 0,0057
40.2 31 16 1 0,0057
40.2 34 13 1 0,0057
40.2 34 15 1 0,0057
40.2 36 15 1 0,0057
40.2 36 16 2 0,0114
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41.2 36 14 1 0,0057
41.2 37 16 1 0,0057
42.2 34 17 1 0,0057
42.2 37 14 1 0,0057
42.2 38 13 1 0,0057
42.2 38.3 14 1 0,0057
42.2 40.3 15 1 0,0057
43.2 31 14 1 0,0057
43.2 33 16 1 0,0057
43.2 34 14 2 0,0114
43.2 35 14 1 0,0057
43.2 35 15 1 0,0057
43.2 37 15 1 0,0057
44.2 33 16 1 0,0057
44.2 34 14 1 0,0057
44.2 34 16 1 0,0057
44.2 35 13 1 0,0057
44.2 35 14 1 0,0057
44.2 37 14 2 0,0114
44.2 38.3 14 1 0,0057
45.2 33 15 1 0,0057
45.2 35 15 1 0,0057
45.2 40.3 14 1 0,0057
46.2 37 15 1 0,0057
46.2 38.3 14 1 0,0057
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Tabela 12. Distribucija haplotipova za sve 4 grupe

Broj Broj Broj Frekvencija
Grupa mogucih razli¢itih | jedinstvenih | najceSceg
haplotipova | haplotipova | haplotipova | haplotipa
I 1330 140 113 0,0229
11 910 112 73 0,0400
I 1368 118 81 0,0343
v 1300 124 102 0,0343

U ispitivanom uzorku od 175 muskih osoba populacije Vojvodine, pronadeno je

140 haplotipova u prvoj grupi, 112 haplotipova u drugoj grupi, 118 haplotipova u trecoj

grupi 1 124 haplotipa u Cetvrtoj grupi, Sto ukupno predstavlja 494 razli¢ita haplotipa

(Tabela 12). Najucestaliji haplotip je 14-20-8, pripada kombinaciji lokusa iz druge
grupe (DXS7132-DXS10079-DXS10074) 1 pronaden je 7 puta u ispitivanom uzorku

populacije, odnosno ima ucestalost od 4%. U samo jednoj kopiji, nadeno je ukupno 369

haplotipova.
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6.3. FREKVENCIJE ALELA I STATISTICKI PARAMETRI

Distribucija i1 frekvencija alela analizirana je i predstavljena za svaki lokus

pojedinacno.

LOKUS DXS10103

Tabela 13. Frekvencija alela u lokusu DXS10103

ALEL BROJ ALELA | FREKVENCIJA %
14 1 0,0044 0,44
15 4 0,0178 1,78
16 21 0,0933 9,33
17 23 0,1022 10,22
B 45 0,2000 20
19 91 0,4044 40,44
20 31 0,1378 13,78
21 9 0,0400 4

45-

40,44

Alel

Grafikon 1. Frekvencija alela u lokusu DXS10103
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Tabela 14. Opsti 1 forenzicki statisti€ki parametri u lokusu DXS10103

General

Polymorphism information

content (PIC): 0.725931
Homozygotie (h): 0.243614
Heterozygotie (HET): 0.756386
Power of Exclusion (PE): 0.520755
Paternity Index (PI): 0.121807
Power of Discrimination

PD female: 0.910198
PD male: 0.756386

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.554359
MEC Kishida: 0.725815
MEC Desmarais: 0.725931
MEC Desmarais Duo: 0.591473

Analiziranjem lokusa DXS10103, pronadeno je ukupno 8 alela. Najucestaliji alel
je 19, koji je prisutan kod 40,44% populacije Vojvodine, a najredi alel 14, sa
ucestalos¢u od 0,44% (Tabela 13, Grafikon 1).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,73, heterozigotnost 75,64%, mo¢ iskljucivanja
52,08%, indeks ocinstva 0,12, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 91,02%, a za muske
osobe 75,64% (Tabela 14).

Prosecna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 55,43%, prema
formuli Kiside 72,58%, a prema formulama Desmaraisa 72,59%, odnosno 59,15

(Tabela 14).
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LOKUS DXS8378

Tabela 15. Frekvencija alela u lokusu DXS8378

ALEL BROJ ALELA | FREKVENCIJA %

9 8 0,0356 3,56

10 82 0,3644 36,44

11 78 0,3467 34,67

12 46 0,2044 20,44

13 11 0,0489 4,89
40+
35
30
25+
% 20
15+
10
5
0,

Alel

Grafikon 2. Frekvencija alela u lokusu DXS8378
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Tabela 16. Opsti 1 forenzicki statisticki parametri lokusu DXS8378

General

Polymorphism information

content (PIC): 0-646399
Homozygotie (h): 0.298426
Heterozygotie (HET): 0.701574
Power of Exclusion (PE): 0.430699
Paternity Index (PI): 0.149213
Power of Discrimination

PD female: 0.855717
PD male: 0.701574

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.444507
MEC Kishida: 0.646349
MEC Desmarais: 0.646349
MEC Desmarais Duo: 0.501911

Analiziranjem lokusa DXS8378, pronadeno je ukupno 5 alela. Najucestaliji alel
je 10, koji je prisutan kod 36,44% populacije Vojvodine, a najredi alel 9, sa ucestalos¢u
od 3,56% (Tabela 15, Grafikon 2).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,65, heterozigotnost 70,16%, mo¢ iskljucivanja
43,07%, indeks ocCinstva 0,15, mo¢ diskriminacije za zenske osobe 85,57%, a za muske
osobe 70,16% (Tabela 16).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 44,45%, prema
formuli KiSide 64,64%, a prema formulama Desmaraisa 64,64%, odnosno 50,19%

(Tabela 16).
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LOKUS DXS7132

Tabela 17. Frekvencija alela u lokusu DXS7132

ALEL BROJ ALELA | FREKVENCIJA %
11 2 0,0089 0,89
12 12 0,0533 5,33
13 60 0,2667 26,67
14 86 0,3822 38,22
15 55 0,2444 24,44
16 8 0,0356 3,56
17 2 0,0089 0,89

40- 38,22

Alel

Grafikon 3. Frekvencija alela u lokusu DXS7132
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Tabela 18. Opsti 1 forenzicki statisti€ki parametri u lokusu DXS7132

General

Polymorphism information

content (PIC): 0069696
Homozygotie (h): 0.281204
Heterozygotie (HET): 0.718796
Power of Exclusion (PE): 0.457934
Paternity Index (PI): 0.140602
Power of Discrimination

PD female: 0.871824
PD male: 0.718796

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.473442
MEC Kishida: 0.669696
MEC Desmarais: 0.669696
MEC Desmarais Duo: 0.527189

Analiziranjem lokusa DXS7132, pronadeno je ukupno 7 alela. Najucestaliji je
alel 14, koji je prisutan kod 38,22% populacije Vojvodine, a najredi aleli 11 1 17, sa
ucestalos¢u od 0,89% (Tabela 17, Grafikon 3).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,67, heterozigotnost 71,88%, mo¢ iskljucivanja
45,79%, indeks ocCinstva 0,14, mo¢ diskriminacije za zenske osobe 87,18%, a za muske
osobe 71,88% (Tabela 18).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 47,34%, prema
formuli KiSide 66,97%, a prema formulama Desmaraisa 66,97%, odnosno 52,72%.

(Tabela 18).
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LOKUS DXS10134

Tabela 19. Frekvencija alela u lokusu DXS10134

ALEL BROJ ALELA FREKVENCIJA %
31 5 0,0222 2,22
32 4 0,0178 1,78
33 14 0,0622 6,22
34 34 0,1511 15,11
35 56 0,2489 24,89
36 42 0,1867 18,67
37 32 0,1422 14,22
37.2 1 0,0044 0,44
38 11 0,0489 4,89
38.2 1 0,0044 0,44
39.3 1 0,0044 0,44
40.3 2 0,0089 0,89
42.3 1 0,0044 0,44
24 89
25,00
20,00
15,00
%
10,00
5,00
0,44 0,44 %89 44
0,00

31

32

33 34 35 36

37 37.2 38 38.2 39.3 40.3 42.3

Alel

Grafikon 4. Frekvencija alela u lokusu DXS10134
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Tabela 20. Opsti 1 forenzicki statisticki parametri u lokusu DXS10134

General

Polymorphism information

content (PIC): 0-837283
Homozygotie (h): 0.147087
Heterozygotie (HET): 0.852913
Power of Exclusion (PE): 0.700615
Paternity Index (PI): 0.073543
Power of Discrimination

PD female: 0.962735
PD male: 0.852913

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.609405
MEC Kishida: 0.732707
MEC Desmarais: 0.837283
MEC Desmarais Duo: 0.734455

Analiziranjem lokusa DXS10134, pronadeno je ukupno 13 alela. Najucestaliji je
alel 35, koji je prisutan kod 24,89% populacije Vojvodine, a najredi aleli 37.2, 38.2,
39.3 142.3 sa ucestalo$¢u od 0,44% (Tabela 19, Grafikon 4).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,84, heterozigotnost 85,29%, mo¢ iskljucivanja
70,06%, indeks ocinstva 0,07, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 96,27%, a za muSke
osobe 85,29% (Tabela 20).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 60,94%, prema
formuli KiSide 73,27%, a prema formulama Desmaraisa 83,73%, odnosno 73,45%

(Tabela 20).
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LOKUS DXS10074

Tabela 21. Frekvencija alela u lokusu DXS10074

ALEL BROJ ALELA FREKVENCIJA %

7 16 0,0711 7,11
8 40 0,1778 17,78
9 1 0,0044 0,44

10 1 0,0044 0,44

13 1 0,0044 0,44

14 3 0,0133 1,33

15 17 0,0756 7,56

16 39 0,1733 17,33

16.2 7 0,0311 3,11

17 50 0,2222 22,22
18 32 0,1422 14,22
19 14 0,0622 6,22
20 4 0,0178 1,78

25-
22,22

0,44 0,44 0,44

7 8 9 10 13 14 15 16 16.2 17

Alel

18 19 20

Grafikon 5. Frekvencija alela u lokusu DXS10074
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Tabela 22. Opsti 1 forenzicki statisticki parametri u lokusu DXS10074

General

Polymorphism information

content (PIC): 0833698
Homozygotie (h): 0.147398
Heterozygotie (HET): 0.852602
Power of Exclusion (PE): 0.700000
Paternity Index (PI): 0.073699
Power of Discrimination

PD female: 0.961370
PD male: 0.852602
Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.705484
MEC Kishida: 0.835474
MEC Desmarais: 0.835698
MEC Desmarais Duo: 0.730946

Analiziranjem lokusa DXS10074, pronadeno je ukupno 13 alela. Najucestaliji je
alel 17, koji je prisutan kod 22,22% populacije Vojvodine, a najredi aleli 9, 10, 1 13 sa
ucestalos¢u od 0,44% (Tabela 21, Grafikon 5).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,84, heterozigotnost 85,26%, mo¢ iskljucivanja
70%, indeks ocinstva 0,07, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 96,14%, a za muSke
osobe 85,26% (Tabela 22).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 70,55%, prema
formuli KiSide 83,55%, a prema formulama Desmaraisa 83,57%, odnosno 73,10%

(Tabela 22).
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LOKUS DXS10101

Tabela 23. Frekvencija alela u lokusu DXS10101

ALEL BROJ ALELA FREKVENCIJA %
24 1 0,0044 0,44
24.2 1 0,0044 0,44
26.2 3 0,0133 1,33
27 1 0,0044 0,44
27.2 12 0,0533 5,33
28 5 0,0222 2,22
28.2 27 0,1200 12
29 3 0,0133 1,33
29.2 29 0,1289 12,89
30 11 0,0489 4,89
30.2 42 0,1867 18,67
31 18 0,0800 8
31.2 25 0,1111 11,11
32 19 0,0844 8,44
32.2 13 0,0578 5,78
33 9 0,0400 4
33.2 1 0,0044 0,44
34 3 0,0133 1,33
35 2 0,0089 0,89
20+ 18,67
18-

16

14

12

% 10+

24 26.2 27.2 282 292 30.2 31.2 32.2 332
Alel

35

Grafikon 6. Frekvencija alela u lokusu DXS10101
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Tabela 24. Opsti 1 forenzicki statisti€ki parametri u lokusu DXS10101

General

Polymorphism information

content (PIC): 0-888231
Homozygotie (h): 0.103092
Heterozygotie (HET): 0.896908
Power of Exclusion (PE): 0.789108
Paternity Index (PI): 0.051546
Power of Discrimination

PD female: 0.980715
PD male: 0.896908

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.792791
MEC Kishida: 0.887924
MEC Desmarais: 0.888251
MEC Desmarais Duo: 0.807223

Analiziranjem lokusa DXS10101, pronadeno je ukupno 19 alela. Najucestaliji je
alel 30.2, koji je prisutan kod 18,67% populacije Vojvodine, a najredi aleli 24, 24.2, 27 1
33.2 sa ucestalos¢u od 0,44% (Tabela 23, Grafikon 6).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,89, heterozigotnost 89,69%, mo¢ iskljucivanja
78,91%, indeks ocinstva 0,05, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 98,07%, a za muSke
osobe 89,69% (Tabela 24).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 79,28%, prema
formuli KiSide 88,79%, a prema formulama Desmaraisa 88,83%, odnosno 80,72%

(Tabela 24).
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LOKUS DXS10135

Tabela 25. Frekvencija alela u lokusu DXS10135

ALEL BROJ ALELA | FREKVENCLJA %
16 2 0,0089 0,89
17 7 0,0311 3,11
18 6 0,0267 2,67
19 18 0,0800 8
20 22 0,0978 9,78
21 21 0,0933 9,33

21.1 1 0,0044 0,44
22 35 0,1556 15,56
23 18 0,0800 8
24 14 0,0622 6,22
25 23 0,1022 10,22
26 13 0,0578 5,78
27 13 0,0578 5,78
28 12 0,0533 5,33
29 9 0,0400 4
30 3 0,0133 1,33
31 5 0,0222 2,22
32 1 0,0044 0,44
34 2 0,0089 0,89

Grafikon 7. Frekvencija alela u lokusu DXS10135
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Tabela 26. Opsti 1 forenzicki statisti€ki parametri u lokusu DXS10135

General

Polymorphism information 0.910797
content (PIC):

Homozygotie (h): 0.083264
Heterozygotie (HET): 0.916736
Power of Exclusion (PE): 0.829722
Paternity Index (PI): 0.041632
Power of Discrimination

PD female: 0.987128
PD male: 0.916736

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.831743
MEC Kishida: 0.910689
MEC Desmarais: 0.910797
MEC Desmarais Duo: 0.841984

Analiziranjem lokusa DXS10135, pronadeno je ukupno 19 alela. Najucestaliji je
alel 22, koji je prisutan kod 15,56% populacije Vojvodine, a najredi aleli 21.1 1 32 sa
ucestalos¢u od 0,44% (Tabela 25, Grafikon 7).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,91, heterozigotnost 91,67%, mo¢ iskljucivanja
82,97%, indeks ocinstva 0,04, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 98,71%, a za muSke
osobe 91,67% (Tabela 26).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 83,17%, prema
formuli KiSide 91,07%, a prema formulama Desmaraisa 91,08%, odnosno 84,20%

(Tabela 26).
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LOKUS DXS7423

Tabela 27. Frekvencija alela u lokusu DXS7423

ALEL BROJ ALELA | FREKVENCIJA %
13 23 0,1022 10,22
14 71 0,3156 31,56
15 87 0,3867 38,67
16 40 0,1778 17,78
17 4 0,0178 1,78

Alel

Grafikon 8. Frekvencija alela u lokusu DXS7423
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Tabela 28. Opsti 1 forenzicki statisticki parametri u lokusu DXS7423

General

Polymorphism information

content (PIC): 0-636982
Homozygotie (h): 0.291452
Heterozygotie (HET): 0.708548
Power of Exclusion (PE): 0.441608
Paternity Index (PI): 0.145726
Power of Discrimination

PD female: 0.863490
PD male: 0.708548

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.457876
MEC Kishida: 0.656982
MEC Desmarais: 0.656982
MEC Desmarais Duo: 0.513021

Analiziranjem lokusa DXS7423, pronadeno je ukupno 5 alela. Najucestaliji alel
je 15, koji je prisutan kod 38,67% populacije Vojvodine, a najredi alel 17, sa
ucestalos¢u od 1,78% (Tabela 27, Grafikon 8).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,66, heterozigotnost 70,86%, mo¢ iskljucivanja
44,16%, indeks ocCinstva 0,14, mo¢ diskriminacije za zenske osobe 86,35%, a za muske
osobe 70,86% (Tabela 28).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 45,79%, prema
formuli Kiside 65,70%, a prema formulama Desmaraisa 65,70%, odnosno 51,30%

(Tabela 28).
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LOKUS DXS10146

Tabela 29. Frekvencija alela u lokusu DXS10146

ALEL BROJ ALELA | FREKVENCIJA %
24 3 0,0133 1,33
25 19 0,0844 8,44
26 24 0,1067 10,67
27 26 0,1156 11,56
28 38 0,1689 16,89
29 31 0,1378 13,78
30 19 0,0844 8.44
31 9 0,0400 4
32 2 0,0089 0,89

32.2 1 0,0044 0,44
37 1 0,0044 0,44
39.2 9 0,0400 4
40.2 10 0,0444 4.44
41.2 3 0,0133 1,33
42.2 6 0,0267 2,67
43.2 8 0,0356 3,56
44.2 9 0,0400 4
45.2 3 0,0133 1,33
46.2 3 0,0133 1,33
47.2 1 0,0044 0,44

Grafikon 9. Frekvencija alela u lokusu DXS10146
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Tabela 30. Opsti 1 forenzicki statistiCki parametri u lokusu DXS10146

General

Polymorphism information

content (PIC): 0896254
Homozygotie (h): 0.096107
Heterozygotie (HET): 0.903893
Power of Exclusion (PE): 0.803379
Paternity Index (PI): 0.048054
Power of Discrimination

PD female: 0.983125
PD male: 0.903893

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.806739
MEC Kishida: 0.896037
MEC Desmarais: 0.896254
MEC Desmarais Duo: 0.819536

Analiziranjem lokusa DXS10146, pronadeno je ukupno 20 alela. Najucestaliji je
alel 28, koji je prisutan kod 16,89% populacije Vojvodine, a najredi aleli 32.2, 37 147.2
sa ucestalos¢u od 0,44% (Tabela 29, Grafikon 9).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,90, heterozigotnost 90,39%, mo¢ iskljucivanja
80,34%, indeks ocinstva 0,04, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 98,31%, a za muSke
osobe 90,39% (Tabela 30).

Prose¢na Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 80,67%, prema
formuli KiSide 89,60%, a prema formulama Desmaraisa 89,63%, odnosno 81,95%

(Tabela 30).
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LOKUS DXS10079

Tabela 31. Frekvencija alela u lokusu DXS10079

ALEL BROJ ALELA | FREKVENCIJA %
13 1 0,0044 0,44
15 8 0,0356 3,56
16 3 0,0133 1,33
17 26 0,1156 11,56
18 28 0,1244 12,44
19 61 0,2711 27,11
20 66 0,2933 29,33
21 21 0,0933 9,33
22 10 0,0444 4,44
23 1 0,0044 0,44

30+

25—

20

% 15

10

Alel

Grafikon 10. Frekvencija alela u lokusu DXS10079
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Tabela 32. Opsti 1 forenzicki statisticki parametri u lokusu DXS10079

General

Polymorphism information

content (PIC): 0-772576
Homozygotie (h): 0.200518
Heterozygotie (HET): 0.799482
Power of Exclusion (PE): 0.598079
Paternity Index (PI): 0.100259
Power of Discrimination

PD female: 0.932886
PD male: 0.799482

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.613244
MEC Kishida: 0.772345
MEC Desmarais: 0.772576
MEC Desmarais Duo: 0.648537

Analiziranjem lokusa DXS10079, pronadeno je ukupno 10 alela. Najucestaliji je
alel 20, koji je prisutan kod 29,33% populacije Vojvodine, a najredi aleli 13 1 23 sa
ucestalo$¢u od 0,44% (Tabela 31, Grafikon 10).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,77, heterozigotnost 79,95%, mo¢ iskljucivanja
59,81%, indeks ocinstva 0,1, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 93,29%, a za muSke
osobe 79,95% (Tabela 32).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 61,32%, prema
formuli KiSide 77,24%, a prema formulama Desmaraisa 77,26%, odnosno 64,85%

(Tabela 32).
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LOKUS HPRTB

Tabela 33. Frekvencija alela u lokusu HPRTB

ALEL BROJ ALELA FREKVENCIJA %
8 2 0,0089 0,89
9 3 0,0133 1,33
10 7 0,0311 3,11
11 25 0,1111 11,11
12 70 03111 31,11
13 73 0,3244 32,44
14 32 0,1422 14,22
15 12 0,0533 5,33
17 1 0,0044 0,44

35+ 32,44

Alel

Grafikon 11. Frekvencija alela u lokusu HPRTB
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Tabela 34. Opsti 1 forenzicki statistiCki parametri u lokusu HPRTB

General

Polymorphism information

content (PIC): 0725384
Homozygotie (h): 0.238666
Heterozygotie (HET): 0.761334
Power of Exclusion (PE): 0.529356
Paternity Index (PI): 0.119333
Power of Discrimination

PD female: 0.907089
PD male: 0.761334

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.548650
MEC Kishida: 0.725150
MEC Desmarais: 0.725384
MEC Desmarais Duo: 0.591347

Analiziranjem lokusa HPRTB, pronadeno je ukupno 9 alela. Najucestaliji je alel
13, koji je prisutan kod 32,44% populacije Vojvodine, a najredi alel 17 sa ucestalos¢u
od 0,44% (Tabela 33, Grafikon 11).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,73, heterozigotnost 76,13%, mo¢ iskljucivanja
52,94%, indeks ocinstva 0,12, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 90,71%, a za muSke
osobe 76,13% (Tabela 34).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 54,87%, prema
formuli KiSide 72,52%, a prema formulama Desmaraisa 72,53%, odnosno 59,14%

(Tabela 34).
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LOKUS DXS10148

Tabela 35. Frekvencija alela u lokusu DXS10148

ALEL BROJ ALELA | FREKVENCIJA %
13.3 1 0,0044 0,44
18 33 0,1467 14,67
19 7 0,0311 3,11
20 3 0,0133 1,33
22.1 5 0,0222 2,22
23 1 0,0044 0,44
23.1 19 0,0844 8,44
24.1 44 0,1956 19,56
25.1 39 0,1733 17,33
26.1 31 0,1378 13,78
27.1 17 0,0756 7,56
28.1 18 0,0800 8
29.1 3 0,0133 1,33
30.1 4 0,0178 1,78

13.3 18

19 20 221 23 23.1 24.1 251 26.1 27.1 28.1 29.1 301
Alel

Grafikon 12. Frekvencija alela u lokusu DXS10148
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Tabela 36. Opsti 1 forenzicki statisti€ki parametri u lokusu DXS10148

General

Polymorphism information

content (PIC): 0-8360130
Homozygotie (h): 0.130210
Heterozygotie (HET): 0.869790
Power of Exclusion (PE): 0.734221
Paternity Index (PI): 0.065105
Power of Discrimination

PD female: 0.969406
PD male: 0.869790

Mean paternity exclusion chance

MEC Kriiger: 0.738375
MEC Kishida: 0.856039
MEC Desmarais: 0.856150
MEC Desmarais Duo: 0.759639

Analiziranjem lokusa DXS10148, pronadeno je ukupno 14 alela. Najucestaliji je
alel 24.1, koji je prisutan kod 19,56% populacije Vojvodine, a najredi aleli 13.3 123 sa
ucestalos¢u od 0,44% (Tabela 35, Grafikon 12).

Polimorfnost lokusa iznosi 0,86, heterozigotnost 86,98%, mo¢ iskljucivanja
73,42%, indeks ocinstva 0,07, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 96,94%, a za muSke
osobe 86,98% (Tabela 36).

ProseCna Sansa isklju¢ivanja, prema formuli Krugera, iznosi 73,84%, prema
formuli KiSide 85,60%, a prema formulama Desmaraisa 85,62%, odnosno 75,96%

(Tabela 36).
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Tabela 37. Zbirna tabela frekvencija alela i statistickih parametara

DXS10103

DXS8378

DXS7132

DXS10134

DXS10074

DXS10101

DXS10135

DXS7423

DXS10146

DXS10079

HPRTB

DXS10148

0,0711

0,1778

0,0089

0,0356

0,0044

0,0133

10

0,3644

0,0044

0,0311

11

0,3467

0,0089

0,1111

12

0,2044

0,0533

03111

13

0,0489

0,2667

0,0044

0,1022

0,0044

0,3244

13.3

0,0044

0,0044

0,3822

0,0133

0,3156

0,1422

15

0,0178

02444

0,0756

0,3867

0,0356

0,0533

16

0,0933

0,0356

0,1733

0,0089

0,1778

0,0133

16.2

0,0311

17

0,1022

0,0089

0,2222

0,0311

0,0178

0,1156

0,0044

18

0,2000

0,1422

0,0267

0,1244

0,1467

19

0,4044

0,0622

0,0800

0,2711

0,0311

20

0,1378

0,0178

0,0978

0,2933

0,0133

21

0,0400

0,0933

0,0933

21.1

0,0044

22

0,1556

0,0444

22.1

0,0222

23

0,0800

0,0044

0,0044

23.1

0,0844

24

0,0044

0,0622

0,0133

24.1

0,1956

24.2

0,0044

25

0,1022

0,0844

25.1

0,1733

26

0,0578

0,1067

26.1

0,1378

26.2

0,0133

27

0,0044

0,0578

0,1156

27.1

0,0756

27.2

0,0533

28

0,0222

0,0533

0,1689

28.1

0,0800

28.2

0,1200

29

0,0133

0,0400

0,1378

29.1

0,0133

29.2

0,1289

30

0,0489

0,0133

0,0844

30.1

0,0178

30.2

0,1867

31

0,0222

0,0800

0,0222

0,0400

31.2

0,1111

32

0,0178

0,0844

0,0044

0,0089

32.2

0,0578

0,0044

0,0622

0,0400

33.2

0,0044

34

0,1511

0,0133

0,0089

35

0,2489

0,0089

36

0,1867

37

0,1422

0,0044

37.2

0,0044

38

0,0489

38.2

0,0044

39.2

0,0400

39.3

0,0044

40.2

0,0444

40.3

0,0089

41.2

0,0133

42.2

0,0267

42.3

0,0044

43.2

0,0356

0,0400

45.2

0,0133

46.2

0,0133

47.2

0,0044

PIC

0,7259

0,6463

0,6697

0,8373

0,8357

0,8882

0,9108

0,6570

0,8962

0,7726

0,7254

0,8562

HET

0,7564

0,7016

0,7188

0,8529

0,8526

0,8969

09167

0,7085

0,9039

0,7995

0,7613

0,8698

IPE

0,5208

0,4307

0,4579

0,7006

0,7000

0,7891

0,8297

0,4416

0,8034

0,5981

0,5294

0,7342

IP1

0,1218

0,1492

0,1406

0,0735

0,0737

0,0515

0,0416

0,1457

0,0480

0,1002

0,1193

0,0651

IPDF

0,9102

0,8557

0,8718

0,9627

0,9614

0,9807

0,9871

0,8635

0,9831

0,9329

0,9071

0,9694

IPDM

0,7564

0,7016

0,7188

0,8529

0,8526

0,8969

0,9167

0,7085

0,9039

0,7995

0,7613

0,8698

IME Ckru

0,5544

0,4445

0,4734

0,6094

0,7055

0,7928

0,8317

0,4579

0,8067

0,6132

0,5486

0,7384

IMECkis

0,7258

0,6463

0,6697

0,7327

0,8355

0,8879

0,9107

0,6570

0,8960

0,7723

0,7252

0,8560

IMECpes

0,7259

0,6463

0,6697

0,8373

0,8357

0,8882

0,9108

0,6570

0,8962

0,7726

0,7254

0,8562

IME Cpespuo

0,5915

0,5019

0,5272

0,7344

0,7309

0,8072

0,8420

0,5130

0,8195

0,6485

0,5913

0,7596
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6.4. INTERPOPULACIONA POREDENJA NA OSNOVU
GENETICKE DISTANCE

Za medusobno poredenje, odnosno odredivanje geneticke distance izmedu
populacija, izracunate su Fst vrednosti. U Tabeli 38. predstavljene su Fst vrednosti za 22
populacije kod kojih je izvrSena analiza 8§ mikrosatelitskih lokusa smestenih na X
hromozomu, a na isti nacin izracunate su i Fst vrednosti za 17 populacija kod kojih je
izvrSena analiza 12 lokusa X hromozoma.

Vizuelni prikaz odnosa ovih populacija dat je pomocu dve metode izrade
dendrograma, UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic mean) 1 NJ
(neighbor-joining) metode, 1 to posebno za populacije kod kojih je analizirano 8 (Slike
20, 21), odnosno 12 lokusa (Slike 22, 23). Takode, vizuelni prikaz je dat 1 pomocu
koordinatnog sistema PCoA, posebno za populacije kod kojih je analizirano 8 (Slika
24), odnosno 12 lokusa (Slika 25). KoriS¢enje veceg broja razliCitih grafickih prikaza
pri poredenju populacija, preporucuje se iz razloga Sto koriste razli¢ite nac¢ine obrade
podataka, te se mozZe desiti da krajnji rezultat ne bude potpuno isti za svaki prikaz. Sto

Pomocu exact testa, izvrSeno je medusobno poredenje frekvencije alela lokusa
populacije Vojvodine, sa istim lokusima u populacijama susednih drZava, Hrvatske i
Bosne 1 Hercegovine. Ustanovljeno je da ne postoji statisticki znaCajna razlika u
frekvenciji alela izmedu pomenutih populacija. S druge strane, statisticki znacajne
razlike, u odnosu na populaciju Vojvodine, zabeleZene su za lokus DXS7423 kod

populacija Juzne Koreje 1 Kine, kao 1 za lokus DXS8378 kod populacije Grenlanda.
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Slika 20. Dendrogram konstruisan po UPGMA metodi za populacije analizirane
PCR kitom Mentype Argus X-8
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Slika 21. Dendrogram konstruisan po NJ metodi za populacije analizirane PCR

kitom Mentype Argus X-8

109



71

Vojvodina
Belorusija(jug)
Belorusija(sever)
Belorusija(istok)

57— Amerika(kavkaski)

91

Ceska
Italija
Belorusija(severozapad)

Grcka

Madjarska

Danska

Amerika(latino)

— Amerika(afro)

Y] S— Somalija

Grenland

Slika 22. Dendrogram konstruisan po UPGMA metodi za populacije analizirane

PCR kitom Mentype Argus X-12
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Slika 23. Dendrogram konstruisan po NJ metodi za populacije analizirane PCR

kitom Mentype Argus X-12
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Slika 24. PCoA konstruisan za populacije analizirane PCR kitom Mentype

Argus X-8
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Slika 25. PCoA konstruisan za populacije analizirane PCR kitom Mentype

Argus X-12
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7. DISKUSIJA

Rezultati dosadasnjih ispitivanja ukazuju na to, da lokus koji je manje
informativan u jednoj populaciji, u drugoj populaciji moze biti mnogo znacajniji 1
informativniji. Upravo zbog toga je neophodno utvrditi frekvenciju alela za svaki lokus,
u svakoj populaciji, da bi, na osnovu dobijenih podataka populacionih studija, bilo
moguce izracunati forenzi¢ke parametre, a potom ih 1 koristiti na odredenoj teritoriji.

Stepen polimorfizma, odnosno informativnost odredenog markera, zavisi od
broja alela prisutnih na lokusu, kao i od nacina na koji su ti aleli rasporedeni. U naSem
istrazivanju, najveci broj alela, ukupno 20, pronaden je na lokusu DXS10146. Medutim,
iako sadrzi najvise alela, ovaj lokus nije istovremeno i najinformativniji, ve¢ je to lokus
DXS10135 sa svojih 19 alela. Razlog za to predstavlja ravnomerniji raspored u
frekvencijama alela na ovom lokusu, u odnosu na prethodni. NajniZi stepen
polimorfizma pokazao je lokus DXS8378. Najucestaliji je alel 19, koji pripada lokusu
DXS10103, sa frekvencijom od 40,44%.

U posmatranom uzorku populacije Vojvodine, za ispitivane lokuse, stepen
polimorfizma krece se u rasponu 0,6463 - 0,9108, heterozigotnost 70,16 - 91,67%, mo¢
iskljucivanja 43,07 - 82,97%, mo¢ diskriminacije za zenske osobe 85,57 - 98,71%, a za
muske osobe 70,16 - 91,67%.

Ispitivanje populacije centralnog dela Hrvatske'** izvreno je pomoéu
komercijalnog kita Mentype Argus X-8, tako da se osam markera poklapa sa markerima
iz naSeg istrazivanja 1 moguce je uporediti podatke populacionih studija. Dobijeni
rezultati pomenute studije pokazuju da su, na lokusu DXS10135 medu najucestalijim
aleli 27, 25, 26, 24, 23, 19 1 21 (od pronadenih 25), dok su u naSoj populaciji
najucestaliji aleli istog lokusa 22, 25, 20, 21, 19, 23 i 24 (od pronadenih 19),
respektivno. Na lokusu DXS8378, u obe populacije, pronadeno je po 5 alela, pri cemu
su aleli 10 i 11 najucestaliji. Na lokusu DXS7132, u obe populacije, pronadeno je po 7
alela, pri ¢emu je najucestaliji alel 14, a sledi ga alel 13. Na lokusu DXS10074, u obe
populacije, pronadeno je po 13 alela, pri ¢emu je najucestaliji alel 17. Na lokusu
HPRTB, u obe populacije, pronadeno je po 9 alela, pri ¢emu su najucestaliji aleli 12 1
13. Na lokusu DXS10101, u obe populacije, najucestaliji aleli su 30.2, 29.2, 28.2,131.2,
respektivno. Na lokusu DXS10134 najucestaliji aleli su 36 1 35, od pronadenih 23 u
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populaciji Hrvatske, odnosno pronadenih 13 u nasoj populaciji. Na lokusu DXS7423 u
obe populacije pronadeno je po 5 alela pri cemu su najucestaliji aleli 15 1 14.

Poredenjem pojedina¢nih lokusa populacije Vojvodine 1 Hrvatske, pomocu exact
testa, ustanovljeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u frekvenciji alela. Ovo
je, donekle, 1 ocekivano, imajuéi u vidu Fst vrednosti od 0,001 izmedu ovih populacija.
Za vrednosti ispod 0,05 smatra se da ukazuju na nisku geneticku diferencijaciju izmedu
dve populacije, tako da dobijena vrednost ukazuje na veoma nisku geneticku
diferencijaciju izmedu populacija Vojvodine 1 Hrvatske.

U uzorku populacije Hrvatske, za 8 ispitivanih lokusa, heterozigotnost se kretala
izmedu 67,68 - 95,96%, mo¢ diskriminacije za osobe Zenskog pola 84,47 - 99,18%, za
osobe muskog pola 69,22 - 93,45%, stepen polimorfizma 0,63 - 0,93 1 mo¢ isklju¢ivanja
41,63 - 86,63%. Najpolimortniji je lokus DXS10135, medutim najmanje polimorfan
lokus nije isti, u njihovoj studiji je to DXS7423.

U jo$ jednom od istraZivanja na teritoriji Hrvatske'*®, koristen je komercijalni kit
sa pet X-STR markera, od kojih se samo lokus HPRTB poklapa sa markerima iz nasSeg
istrazivanja, te je bilo moguce uporediti podatke samo za ovaj lokus. U uzorku od 90
muskih 1 93 Zenske osobe, na pomenutom lokusu, pronadeno je 9 razli¢itih alela i to 8§,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 1 16. Najucestaliji je alel 13, sa frekvencijom od 27,9%. U
naSem istrazivanju identifikovano je takode 9 alela, nije utvrden alel 16, ali jeste alel 17.
Najucestaliji alel takode je alel 13, sa frekvencijom 32,44%.

Na teritoriji Bosne 1 Hercegovine vrSeno je ispitivanje 14 X-STR markera, u
uzorku od 86 mugkih i 68 zenskih osoba.'”?

naSim istrazivanjem, a to su DXS8378, DXS7132, HPRTB 1 DXS7423. Na lokusu

Od pomenutih 14 lokusa, 4 se poklapaju sa

DXS8378, u obe populacije, pronadeno je po 5 istih alela, pri ¢emu su aleli 10 1 11
najucestaliji. Na lokusu DXS7132, u obe populacije, pronadeno je po 7 istih alela, pri
¢emu je najucestaliji alel 14, a sledi ga alel 13. Na lokusu HPRTB, u populaciji Bosne i
Hercegovine pronadeno je 10, a u populaciji Vojvodine 9 alela, pri Cemu je, u obe
populacije, najucestaliji alel 13, a sledi ga alel 12. Na lokusu DXS7423, u obe
populacije, pronadeno je po 5 istih alela, pri ¢emu je najucestaliji alel 15, a zatim 14.
IzvrSeno je poredenje lokusa populacije Bosne i1 Hercegovine sa lokusima
populacije Vojvodine, pomocu exact testa, i1 ustanovljeno da ne postoji statisticki
znacajna razlika u frekvenciji alela. Izracunate Fst vrednosti iznosile su 0,001, identicno

kao 1 kod poredenja populacije Hrvatske i Vojvodine.
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Uzimaju¢i u obzir samo 4 podudarajuc¢a lokusa, heterozigotnost se kretala
izmedu 70,59 - 77,94%, mo¢ diskriminacije za zenske osobe 85,41 - 90,10%, za muske
osobe 69,77 - 75,24% 1 stepen polimorfizma 0,64 - 0,71. Vrednosti izracunatih
statistiCkih parametara su ocigledno nize u odnosu na vrednosti prethodno iznetih
populacija Vojvodine 1 Hrvatske, medutim, mora se imati u vidu, da nekoliko
najinformativnijih markera nisu uzeti u obzir, jer nisu obuhvaceni ovim istraZzivanjem.
Kao najmanje informativan pokazao se marker DXS7423, Sto odgovara podacima
populacije Hrvatske, ali se razlikuje od podataka populacije Vojvodine.

Poredenje rezultata populacionih studija, izvrSenih u nasoj zemlji 1 zemljama
najbliZzeg okruZenja, Hrvatske 1 Bosne 1 Hercegovine, ukazuje na veliku slicnost kako u
broju, tako 1 u rasporedu alela po lokusima. Zanimljiva razlika primecena je na lokusu
HPRTB, gde je u populaciji Hrvatske 1 Bosne 1 Hercegovine utvrdeno prisustvo alela 7 1
16, koji nisu prisutni u populaciji Vojvodine, a s druge strane, u populaciji Vojvodine
utvrdeno je prisustvo alela 17, kojeg nema u populacijama navedenih susednih zemalja.
Na ovaj detalj trebalo bi obratiti paznju, kada se, u budu¢im istraZzivanjima, obuhvati
veci broj osoba, tj. kada se poveca ispitivani uzorak populacije.

Istrazivanje populacije severne Italije obuhvatalo je analizu 8 X-STR markera, u
uzorku od 147 Zenskih 1 29 musSkih osoba. Najinformativniji je, kao i u naSoj populaciji,
lokus DXS10135, dok je najmanje informativan DXS7423, §to predstavlja razliku u
odnosu na populaciju Vojvodine, gde je najmanju informativnost pokazao lokus
DXS8378. Vrednosti statistickih parametara kretale su se za stepen polimorfizma 0,617
- 0,925, za mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 83,7 - 99,1%, a za muske osobe 67,3 -
93%. Utvrdene su 1 forme alela koje do tada nisu opisane, kao §to je alel 36.2 na lokusu
DXS10134 i aleli 14.2 i 17.2 na lokusu DXS10074."

Na teritoriji Madarske, izvrSene su tri, takore¢i povezane populacione studije.
Prva studija obuhvatila je ispitivanje cetiri markera, DXS8378, DXS7132, HPRTB 1
DXS7423, na uzorku od 219 muskih i 165 Zenskih osoba.'”® Druga studija, na istom
uzorku, proSirena je na analizu 8 markera dodatkom DXS10135, DXS10074,
DXS10101 i DXS10134."° Treéa studija, u kojoj je udestvovalo 219 muskih i 188
zenskih osoba, izvrSena je komercijalnim kitom Mentype argus X-12, tako da je
dodatno prosirena markerima DXS10148, DXS10079, DXS10103 i DXS10146."°
Geneticka udaljenost izmedu populacije Vojvodine i Madarske, sa vrednoS¢u Fst od

0,003, nesto je veca u odnosu na prethodne tri poredene populacije (Bosne 1 Hercegvine,
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Hrvatske 1 Italije) gde je vrednost Fst iznosila 0,001, ali joS uvek pripada vrednostima
niske geneticke diferencijacije.

Prema rezultatima prve studije, stepen polimorfizma krece se u rasponu 0,645 -
0,711, heterozigotnost 73,3 - 79,4%, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 85,2 - 90,8%,
a za muske osobe 69,4 - 73,4 %, MEC po Krugeru 44,0 - 52,8% 1 MEC po Kisidi 64,5 -
71,1%. Treba imati u vidu da se u ovoj grupi ipak nalaze lokusi sa neSto manjim brojem
alela (6-10 u odnosu na 13-19 alela u drugoj i 7-24 alela u tre¢oj grupi).

U drugoj studiji, stepen polimorfizma krec¢e se u rasponu 0,8250 - 0,9325,
heterozigotnost 84,85 - 92,73%, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 95,69 - 99,22%, a
za muske osobe 84,36 - 93,62 %, MEC po Krugeru 68,88 - 87,15% 1 MEC po Kisidi
82,5 - 93,35%. Takode, pronadeno je nekoliko mikrovarijanti i retkih alela kao $to su
aleli 17.1, 18.1, 20.1 1 26.1 na lokusu DXS10135, zatim alel 11 na lokusu DXS10074,
aleli 26, 34.2 1 35 na lokusu DXS10101 1 aleli 35.3, 37.2, 38.2, 39.2 1 41 na lokusu
DXS10134.

U tre¢oj studiji, stepen polimorfizma poseduje vrednosti 0,7102 - 0,8728,
heterozigotnost 71,27 - 86,17%, mo¢ diskriminacije za Zenske osobe 90,04 - 97,56%, a
za muske osobe 74,44 - 88,36 %, MEC po Krugeru 53,19 - 76,73%, MEC po Kisidi
71,02 - 87,27%, MEC po Desmaraisu 71,02 - 87,28% 1 MEC po Desmaraisu za parove
otac/k¢i 1 majka/sin 57,27 - 78,44%.

. T v . . v . ¥ . 146,1
Osim brojnih istrazivanja koja su vriena u zemljama naeg kontinenta'*®'®’,

v . . © e 145,146,151,152,161,162
slicne populacione studije radene su i Sirom sveta. 7P Ono

Sto je
zajednicko 1 Sto se navodi u zaklju¢cima svih navedenih objavljenih radova, jeste to, da
X-STR markeri ispunjavaju postavljene kriterijume o stepenu polimorfizma,
heterozigotnosti, mo¢i diskriminacije i iskljucivanja, te da je njthova samostalna
primena ili primena u vidu dodatne metode, uz analizu drugih markera, u potpunosti
opravdana.

Medutim u odnosu na naSe podatke, postoje 1 odredene razlike. U populaciji
pokrajine Guangdong, na jugu Kine, zatim u populaciji Somalije 1 JuZzne Koreje,
najmanje informativan je lokus DXS7423 sa vrednoS¢u PIC 0,42%, 0,59% 1 0,41%
respektivno, dok je kod nas to lokus DXS8378 sa vrednos¢u PIC 0,64%. Statisticki
znacajne razlike, u odnosu na populaciju Vojvodine, zabelezene su za lokus DXS7423

kod populacija Juzne Koreje 1 Kine, kao 1 za lokus DXS8378 kod populacije Grenlanda.

Ovo upravo potvrduje teoriju prema kojoj isti markeri nisu podjednako informativni u
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razli¢itim populacijama, te je sasvim moguce da u jednoj populaciji odredeni marker
bude medu najmanje informativnim, dok u drugim populacijama bude mnogo
informativniji, a samim tim i mnogo znacajniji za forenzicku primenu.

Razlike u distribuciji 1 frekvencijama alela, a time 1 geneticka bliskost, odnosno
udaljenost izmedu populacija, prikazana je vrednostima Fst, a na osnovu kojih,
konstruisani dendrogrami i koordinatni sistemi (Slike 20 do 25), na jednostavan,
vizuelan nacin prikazuju odnose izmedu populacija. Ono Sto je na prvi pogled
najuocljivije, to je da postoji grupisanje evropskih populacija, Sto ukazuje na njihovu
geneticku bliskost. U grupu sa evropskim populacijama spada i populacija kavkaskih
Amerikanaca. NeSto geneticki izdvojenija od ostalih evropskih populacija jeste
populacija Danske, ali istovremeno, ona pokazuje viSe geneticke bliskosti sa
populacijom severnog dela Belorusije u odnosu na ostale evropske populacije.
Populaciji Latinoamerikanaca pripada posebna grupa, koja je, opet, bliza evropskim
populacijama, u odnosu na populacije Afrike 1 Azije. Afroamerikanci i dve analizirane
populacije Somalije svrstane su u istu grupu na osnovu genetiCke bliskosti, a takode 1
populacije Kine, Juzne Koreje i azijski Amerikanci, s tim §to unutar ove grupe, pojedini
vizuelni prikazi pokazuju vecu bliskost izmedu populacija Koreje i azijske Amerike
(PCoA), a drugi izmedu Kine i1 azijske Amerike (UPGMA). Populacija Grenlanda
predstavlja geneticki najudaljeniju populaciju od svih analiziranih 1 svrstana je u
posebnu grupu. Najveca geneticka diferencijacija, u ovom istrazivanju, upravo je i
zabeleZena izmedu populacije Grenlanda i Afroamerikanaca, a Fst vrednost iznosila je
0,062. Prezentovana poredenja izmedu populacija u skladu su sa rezultatima drugih
istrazivanja'>*, gde je takode najveéu geneticku diferencijaciju pokazala populacija
Grenlanda, u odnosu na 13 ispitivanih populacija.

Kao S$to je ranije pomenuto, u sluaju da su odredeni lokusi medusobno
povezani, odnosno da se nalaze u linkage disequilibrium-u, preporuCuje se analiza
frekvencije haplotipova X-STR markera, umesto frekvencije alela. Jedna od
najobimnijih studija o haplotipovima napravljena je u Nemackoj, izvrSena je pomocu
komercijalniog kita Mentype Argus X-12, a obuhvatila je 1037 ugesnika muskog pola.'®®
U prvoj grupi pronadeno je 504 razlicita haplotipa, u drugoj grupi 278, u trecoj grupi
248 1u Cetvrtoj grupi 389. Najces¢i haplotip predstavlja 19-12-30.2, kombinacije lokusa
DXS10103-HPRTB-DXS10101. Zabelezen je 37 puta, odnosno ima frekvenciju od
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3,57%. Ovo istrazivanje ujedno je dalo i1 prve podatke o haplotipskim frekvencijama u
populaciji Nemacke.

U uzorku populacije Vojvodine, sacinjenom od 175 muskih osoba, pronadeno je
140 haplotipova u prvoj grupi, 112 haplotipova u drugoj grupi, 118 haplotipova u trecoj
grupi 1 124 haplotipa u Cetvrtoj grupi, Sto ukupno predstavlja 494 razliita haplotipa.
Najucestaliji haplotip je 14-20-8, pripada kombinaciji lokusa II grupe (DXS7132-
DXS10079-DXS10074) 1 pronaden je 7 puta u ispitivanom uzorku populacije, odnosno
ima ucestalost od 4%. U samo jednoj kopiji, nadeno je ukupno 369 haplotipova.

U populaciji Italije'*® zabelezeno je 156, 115, 114 i 142 haplotipa po grupama,
respektivno. Najucestaliji haplotip je 19-31.2-12, a pripada kombinaciji lokusa
DXS10103-DXS10101-HPRTB. Zabelezen je 10 puta, odnosno pojavljuje se kod 5%
osoba ove populacije.

U populaciji Egipta'®* raspored haplotipova po grupama bio je 217, 137, 129 i
185, pri ¢emu najces¢i haplotip 19-29.2-12 pripada kombinaciji lokusa DXS10103-
HPRTB-DXS10101, a zabelezen je 9 puta, odnosno prisutan je u frekvenciji od 3,6%.

Za razliku od rezultata naSe populacije, gde je najucestaliji haplotip pronaden u
IT grupi, u navedene tri studije (Nemacke, Italije 1 Egipta) najucestaliji haplotip nalazio
se u III grupi.

Poput drugih izradenih populacionih studija u kojima su analizirani haplotipovi

148,164,165,1
X-str markera!*%164165.166

1 u istrazivanju populacije Vojvodine, I grupa bila je
najpolimorfnija, dok su Il 1 III grupa bile najmanje polimorfne.

lako je nezahvalno prognozirati kako ¢e se u buducnosti kretati istrazivanja u
forenzickoj genetici, odredena predvidanja idu u pravcu sve manjeg ulaganja
finansijskih sredstava, kao 1 smanjenju vremena neophodnog za dalja istrazivanja.
Povecano ineteresovanje, javice se za statisticke metode, kojima ¢e se analizirati velika
koli¢ina podataka, dobijena iz sve brojnijih, novoistrazenih markera. Ovakva
predvidanja proizilaze iz prakticnih slucajeva, pre svega iz oblasti utvrdivanja spornih
srodnickih odnosa, a zatim 1 iz oblasti kriminalistike, koji se, u danasnje vreme, reSavaju
sa zadovoljavaju¢im stepenom verovatnoce, te se priliv materijalnih sredstava nece
zadrzati na dosada$njem nivou. Retke situacije prilikom utvrdivanja srodstva, za sada
jo$ uvek reSene na nezadovoljavaju¢em nivou, jesu razlikovanja "pravih" brace i sestara

od polubraée/polusestara, kao i polubraée/polusestara od nesrodnih osoba.'®” Medutim,

reSavanje ovih najkompleksnijih problema vrSice se istovremenom analizom veceg
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broja razli¢itih, ali ve¢ postoje¢ih markera, na kraju ¢ega c¢e, krajnji ishod, opet najvise
zavisiti od primene odgovarajucih statistickih metoda, neohodnih za pravilnu ocenu

vrednosti dobijenih DNK profila.'®®
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8. ZAKLJUCAK

U radu je proucavana varijabilnost mikrosatelitskih lokusa X hromozoma u

populaciji Vojvodine. Na osnovu sprovedenog istrazivanja potvrdena je postavljena

hipoteza 1 izvedeni su slede¢i zakljucci:

I.

Izradena je prva populaciona studija mikrosatelitskih markera X hromozoma u
naSoj zemlji, iz koje je moguce odrediti broj 1 frekvenciju alela na svakom od 12
ispitivanih lokusa, kao 1 strukturu i frekvenciju haplotipova u populaciji

Vojvodine.

Broj alela na ispitivanim lokusima kre¢e se izmedu 5 1 20. Lokus sa najve¢im
brojem alela je DXS10146, a dva lokusa sa najmanjim brojem alela su DXS8378
1 DXS7423.

Poredenjem sa populacionim podacima iz studija Hrvatske 1 Bosne 1
Hercegovine, uocava se sli¢nost u rasporedu 1 frekvencijama alela po lokusima,
pri ¢emu nije utvrdena statistiCki znacajna razlika izmedu ovih populacija 1

populacije Vojvodine.

Statisticki znacajna razlika zabeleZena je za lokus DXS7423 kod populacija
Juzne Koreje 1 Kine, kao 1 za lokus DXS8378 kod populacije Grenlanda, u

odnosu na populaciju Vojvodine.

Poredenje populacija, na osnovu izracunatih Fst vrednosti, ukazuje na nisku
geneticku diferencijaciju izmedu populacije Vojvodine 1 drugih evropskih
populacija, kao 1 populacije kavkaskih Amerikanaca, 1 srednju geneticku

diferencijaciju u odnosu na uporedivane populacije Amerike, Afrike 1 Azije.

Najvecu geneticku udaljenost, kako od populacije Vojvodine, tako 1 od drugih

populacija koje su obuhvacene analizom, pokazala je populacija Grenlanda.

Za ispitivane lokuse, stepen polimorfizma krec¢e se u rasponu od 0,6463 do
0,9108. Najvec¢i stepen polimorfizma pokazao je lokus DXS10135, dok je

najmanje informativan lokus DXS8378.
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10.

1.

12.

13.

14.

Heterozigotnost ispitivanih lokusa krec¢e se u rasponu od 70,16 do 91,67%.
Najveci stepen heterozigotnosti poseduje lokus DXS10135, a najmanji lokus

DXS8378.

Mo¢ isklju€ivanja ispitivanih lokusa krec¢e se u rasponu od 43,07 do 82,97%.

Najvecu vrednost poseduje lokus DXS10135, a najmanju lokus DXS8378.

Mo¢ diskriminacije za Zenske osobe krece se u rasponu od 85,57 do 98,71%, a
za muSke osobe od 70,16 do 91,67%. Najvecu vrednost poseduje lokus

DXS10135, a najmanju lokus DXS8378.
Prosec¢na Sansa iskljuc¢ivanja:

e u situaciji kada je potrebno analizirati uzorke majke, deteta 1 majke
pretpostavljenog oca - otac nedostaje (formula po Krugeru), krece se izmedu

44,45 - 83,17%.

e u situaciji kada je potrebno analizirati uzorke majke, Zenskog deteta i

pretpostavljenog oca (formula po Kishidi), krece se izmedu 64,63 - 91,07%.

e u situaciji kada je potrebno analizirati uzorke majke, Zenskog deteta i
pretpostavljenog oca (formula po Desmaraisu), kre¢e se izmedu 64,63 -

91,08%.

e u situaciji kada je potrebno analizirati uzorke majke 1 sina, odnosno oca i

¢erke (formula po Desmaraisu), krece se izmedu 50,19 - 84,2%.

Analizom 12 X-STR lokusa, u uzorku od 175 muskih osoba, utvrdeno je 494
razlicita haplotipa (po grupama 140, 112, 118 1 124). Najucestaliji haplotip
prisutan je u 4% ispitivane populacije, a 369 haplotipova zabelezeno je samo po

jednom (po grupama 113, 73, 811 102).

Dobijeni rezultati analize haplotipova pokazuju da je I grupa najpolimorfnija,
dok su II 1 lIT grupa najmanje polimorfne, Sto je u skladu sa rezultatima studija u

populacijama Italije, Egipta i Somalije.

Na osnovu svih dobijenih rezultata zakljucuje se da se analiza ispitivanih X-STR

markera moZe uspeSno primeniti u slu¢ajevima iz oblasti medicinske
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15.

kriminalistike, humane identifikacije 1 veStacenja spornih srodnickih odnosa, u

populaciji Vojvodine.

Rezultati sprovedene populacione studije mogu posluziti kao osnova i baza
podataka za dalja istrazivanja u populaciono-genetickim, antropoloskim,

demografskim i1 drugim oblastima.
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