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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu



Marker porekla kao adut u forenzickim analizama DNK
u kompleksnim slu¢ajevima iz perspektive Y hromozoma
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Apstrakt

Kako se Y hromozom kroz generacije ne menja rekombinacijama, prenosi se uglavhom nepromenjen
sa oca na sina. Haplotipovi dobijeni kombinovanom analizom kratkih tandemskih ponovaka na Y hromo-
zomu imaju Siroku primenu u forenzi¢kim analizama za definisanje paternalne linije muskog donora bi-
oloskog traga, posebno u sluc¢ajevima gde standardna analiza autozomnih markera nije dovoljno
informativna. Y vezani haplotipovi se koriste i u evolucionim i genealoskim studijama, ali se za rekon-
strukciju filogenije Y hromozoma koristi analiza polimorfizama pojedina¢nih nukleotida. Promene na 'Y
hromozomu se ipak desavaju usled mutacija sto moze da dovede do diferencijacije Y vezanih haplotipova
izmedu oca i sinova. Tako mutacije u lokusima sa kratkim tandemskim ponovcima mogu da omoguce
identifikaciju muskarca u okviru jedne paternalne linije, ali mogu i da dovedu do progresnog iskljucenja
bioloskog srodstva. Usled toga je za ta¢nu interpretaciju genetickih profila neophodna precizna procena
stope mutacije pojedinacnih lokusa, za Sta se koriste studije parova otac-sin ili velikih porodi¢ni stabala.

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Lineage marker as a key player in complex forensic cases
from the perspective of Y chromosome

Miljana Kecmanovi¢, Milica Keckarevi¢ Markovi¢, Dusan Keckarevi¢

University of Belgrade - Faculty of Biology, Department of Biochemistry and Molecular
Biology, Center for Forensic and Applied Molecular Genetics

Correspondence: miljana@bio.bg.ac.rs

Abstract

Y chromosome is transmitted mostly unchanged from father to son due to the absence of re-
combination events. Haplotypes composed of Y-chromosomal short tandem repeat polymorphisms
are widely used to define paternal line of unknown male perpetrator in forensic analysis, especially
when standard analysis of autosomal markers is not informative enough. Y-chromosomal haplotypes
are also used in evolutionary and genealogical studies, but single nucleotide polymorphisms are more
suitable for the reconstruction of the Y chromosome phylogeny. However, Y chromosome changes
due to mutations, which could lead to differentiation of Y haplotypes between father and sons. Thus,
mutations in short tandem repeats loci can enable the identification of a man within a single pater-
nal line, but they could also lead to an erroneous exclusion of biological paternity. Reliable mutation
rates, for the proper use and accurate interpretation of genetic profiles, could be estimated from
multi-generation pedigrees or father-son pairs.

Keywords: Y chromosome; ancestry; mutation rates; forensic DNA analysis



Svaki ¢ovek, bez obzira na pol, u nukleusima svojih somatskih ¢elija ima 22 para autozomnih hromo-
zoma. Hromozomi jednog para su homologni, od kojih jedan potice od oca, a drugi od majke. Izmedu ho-
molognih hromozoma dolazi do razmene genetickog materijala tokom mejoze, ¢ime se obezbeduje
geneticki diverzitet. Dvadeset treci par hromozoma u nukleusima somatskih ¢elija ¢ini par polnih hromo-
zoma, koji mogu biti homologni (X i X) kod Zena ili nehomologni (X i Y) kod muskaraca [1]. Kako Y hromo-
zom nema svog homolognog para prakti¢no se nepromenjen prenosi sa oca na sina, te su informacije koje
nosi iskljucivo potpis paternalne linije.

Struktura Y hromozoma i obrazac nasledivanja

Y hromozom ¢oveka dugacak je 60 miliona baznih parova (bp) i jedan je od najmanjih hromozoma hu-
manog genoma. Terminalni regioni njegovog dugog i kratkog kraka, oznaceni kao pseudoautozomni regioni
(eng. Pseudoautosomal Regions, PAR), Cine oko 5% sekvence Y hromozoma. Pseudoautozomni regioni sadrze
10 - 12 gena od kojih svi imaju pandane na X hromozomu. Usled toga, ovi regioni na hromozomima XiY
mogu da se rekombinuju tokom mejoze, sli¢cno kao homologni autozomni hromozomi [2, 3]. Pseudoauto-
zomni regioni ogranicavaju nerekombinujudi region Y hromozoma (eng. Non-recombining Portion of the Y
Chromosome, NRY) koji ¢ini oko 95% njegove sekvence. Ovaj region predstavlja “nerekombinujucu pustinju”
jer ne podleze rekombinaciji tokom mejoze usled odsustva homologije sa X hromozomom. Medutim, kako
je ustanovljeno da izmedu sekvenci NRY moze dodi do nereciprocne rekombinacije (genska konverzija
izmedu ponovljenih sekvenci istog hromozoma), ovaj region se oznacava kao region specifi¢an za muskarce
(eng. Male-Specific Y Region, MSY) [4].

U okviru MSY razlikuju se euhromatinski i heterohromatinski regioni. Vise od polovine heterohromatina
Cine razli¢ite ponovljene sekvence bez kodirajuce funkcije, ¢ije delecije nemaju nikakav vidljiv fenotipski
efekat [1]. Sa sekvenci iz euhromatinskog regiona MSY prepisuje se 156 transkripcionih jedinica, od kojih bar
polovina kodira proteine. Od ukupnog broja od 78 protein - kodirajucih jedinica, oko 60 se moZze svrstati u
neku od 9 genskih familija specifi¢nih za MSY, ¢iji ¢lanovi poseduju preko 98% identi¢nu sekvencu. Pre-
ostalih 18 gena prisutno je u jednoj kopiji, te se moze re¢i da MSY kodira 27 razlicitih proteina ili familija
proteina [4]. Katalog sekvenci euhromatina obuhvata tri klase: sekvence transponovane sa X hromozoma,
X - degenerisane sekvence, i klasu amplikona, sastavljenu uglavnom od sekvenci koje pokazuju ¢ak 99,9%
identi¢nosti sa drugim sekvencama u MSY, a koje se odrZzavaju ¢estim Y - Y genskim konverzijama. Amp-
likoni i palindromske sekvence ¢ine Y hromozom podloznim samorekombinaciji tokom spermatogeneze
$to za posledicu ima intrahromozomske delecije. Takve delecije uzrok su varijacija u broju kopija genaY hro-
mozoma, a mogu uzrokovati i neplodnost muskarca [5].

Y hromozom je haploidan i prenosi se iskljuc¢ivo po muskoj liniji iz generacije u generaciju prakti¢no ne-
promenijen, usled odsustva homologne rekombinacije. Jedini faktor koji uzrokuje varijacije izmedu generacija
su (retke) mutacije. Tako Y hromozom nosi zapis svih mutacionih dogadaja oslikavajudi istoriju paternalne lin-
ije [6]. Navedeno cini analizu Y hromozoma nezaobilaznim alatom kada su u pitanju rekonstrukcije puteva mi-
gracije muskaraca u proslosti, analiza drevne DNK, geneticka genealogija, slu¢ajevi spornog ocinstva gde se
koristi kao pomocna alatka, utvrdivanje srodstva u masovnim nesre¢ama, i naravno, forenzi¢ke DNK analize [7].

AMEL lokus i pol

Od posebnog znacaja za forenzicke analize DNK bilo je otkrice amelogenin genskog markera (AMEL) za
utvrdivanje pola. Amelogenin genski lokus podrazumeva dva homologna gena prisutna na X i Y hromo-

I Trendovi u molekularnoj biologiji

277



Trends in Molecular Biology

278

zomima: AMELY kodira protein uklju¢en u demineralizaciju zubne gledi i ima paralog na X hromozomu
(AMELX). Prvi intron AMELX je Sest bp kradi, te je dizajniran poseban set prajmera za umnozavanje AMEL
lokusa u ovom regionu oba hromozoma, dajuci amplikone od 106 bp i 112 bp sa X iY hromozoma, redom
[8]. Prajmeri za umnozavanje AMEL standardni su deo svakog kompleta hemikalija koji se koristi za utvrdi-
vanje DNK profila analizom autozomnih lokusa, s obzirom da moze da pruZi informaciju o polu donora bi-
oloskog traga. Medutim, kako retka delecija gena za amelogenin na Y hromozomu dovodi do odsustva
amplikona'Y hromozoma [9], danas je uglavnom jos jedan lokus sa Y hromozoma deo standardnog kompleta
za DNK tipizaciju, kako se, u slu¢aju odsustva amplikona od 112 bp, ne bi izveo pogresan zakljucak da se radi
o zenskom donoru bioloskog traga [10].

Polimorfizmi Y hromozoma

Potraga za polimorfizmima specifi¢cnim za Y hromozom bila je usmerena prvobitno na polomorfizme
u duzini restrikcionih fragmenata (eng. Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLPs). Detektovana su
samo dva Y RFLP [11], a daljim analizama je pokazano da'Y hromozom ima mali broj ovakvih polimorfizama
u poredenju sa drugim hromozomima [12]. Zahvaljudi napretku tehnologije i razvoju novih metoda, otkri-
vani su novi polimorfizmi Y hromozoma. Danas se u analizi Y hromozoma koriste dva tipa polimorfizama u
okviru MSY: sporomutirajuci polimorfizmi pojedinacnih nukleotida (eng. Single Nucleotide Polymorphisms,
SNP) i brze mutirajudi kratki tandemski ponovci (eng. Short Tandem Repeats, STRs). Kako se Y-STR i Y-SNP
odlikuju razli¢itim stopama mutacije koriste se i za izu¢avanje evolucionih dogadaja na razli¢itim vremen-
skim skalama [13]. Poseban napredak u otkri¢u novih polimorfizama Y hromozoma donelo je masivno para-
lelno sekveniranje (eng. Massive Parallel Sequencing, MPS). Takode, lako dostupni servisi koji vrse
sekvenciranje Y hromozoma MPS-om na li¢ni zahtev, znacajno su prosirili baze podataka i pruzili nove in-
formacije o Y-SNP i Y-STR lokusima [14].

Detekcija Y-SNP-ova uglavnom se obavlja metodom minisekvenciranja koja podrazumeva elongaciju
specifi¢nog prajmera za jedan nukleotid, upravo na mestu gde se nalazi SNP od interesa. Poseban vid ove
reakcije koji je Siroko u upotrebi, SNaPshot (ThermoFisher Scientific, SAD), podrazumeva koris¢enje obelezenih
dideoksi nukleotida i detekciju alela na osnovu emitovane fluorescencije, dok se analiza dobijenih fragme-
nata vrsi kapilarnom elektroforezom [6].

Detekcija alela za svaki Y-STR lokus vr3i se odredivanjem duzine fragmenata dobijenih lan¢anom rekaci-
jom polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) kapilarnom elektroforezom. Danas su dostupni kom-
pleti hemikalija kojima je mogucée istovremeno umnoziti vedi broj Y-STR lokusa u jednoj reakciji. Takode,
nova tehnologija sekvenciranja, osim otkri¢a novih polimorfizama, nasla je primenu i u analizi Y hromo-
zoma. Primenom MPS-a moguce je dobiti podatke o duzini fragmenata kao i standardno kapilarnom elek-
troforezom, ali je pored toga moguce utvrditi promene sekvence samih ponovaka i okolnih regiona. MPS je
veoma privla¢na metoda s obzirom da pruza vise informacija i omogucava rezoluciju alela koji se kapilarnom
elektroforezom detektuju kao aleli iste duZine. Uprkos tome, kapilarna elektroforeza je i dalje zlatni standard
kada je u pitanju detekcija minimalne koli¢ine muske komponenete u musko-zenskim mesavinama jer MPS
za sada zahteva vece kolicine DNK materijala za analizu [15].

Y hromozom u forenzici i tumacenju proslosti

Kljuc¢ni zahtev forenzi¢kih analiza DNK je da se dobije visokodiskriminativan DNK profil koji je pogodan
za identifikaciju osobe. Analiza autozomnih STR lokusa je sama po sebi dovoljna za identifikaciju, jer je DNK



profil svake osobe jedinstven. Nasuprot tome, analizom Y vezanih STR lokusa, posebno onih koji se odlikuju
relativno niskom stopom mutacija (~103 po markeru po generaciji) [16, 17] dobija se haplotip koji definise
samo paternalnu liniju, ali nema mo¢ identifikacije osobe. Stoga je Y hromozom u forenzi¢kim istragama
dugo bio ignorisan. Naime, ukoliko se Y haplotip osumnjicene osobe poklopi sa Y haplotipom traga, ne
mozZe se reci da je ta osoba donor bioloskog materijala. Kako svi njegovi srodnici po muskoj liniji imaju isti
Y haplotip, ni oni se ne mogu iskljuciti kao potencijalni donori. S druge strane, nepodudaranje Y haplotipova
bioloskog traga i osumnji¢ene osobe omogucava da se osoba iskljuci kao donor bioloskog traga. I u sluca-
jevima utvrdivanja spornog ocinstva mora se uzeti u obzir da rezultat zasnovan iskljuc¢ivo na Y-STR ha-
plotipovima ne isklju¢uje kao moguceg oca nijednog muskog srodnika u istoj paternaloj liniji. Medutim,
znacaj analize Y-STR lokusa kod utvrdivanja spornog ocinstva, odnosi se pre svega na situacije kada poten-
cijalni otac nije dostupan za analizu, ali jesu njegovi srodnici po muskoj liniji. Kao i u kriviénim istragama,
nepodudaranje Y haplotipova podrazumeva iskljucenje ocinstva, dok uslovno istovetni Y haplotipovi mogu
da ukazu da je re¢ o istoj muskoj liniji i da upotpune informaciju dobijenu analizom autozomnih STR lokusa
ukoliko postoji.

Binarne markere, poput SNP, karakterise niska stopa mutacija (reda veli¢ine 10 po bazi po generaciji)
[18], zbog ¢ega se obi¢no smatraju jedinstvenim dogadajima u evoluciji ¢oveka. Za razliku od tackastih
polimorfizama u drugim delovima genoma, Y-SNP se akumuliraju u MSY znacajno brze, $to moze da se ob-
jasni velikim brojem ¢elijskih deoba prilikom spermatogeneze i odsustvom rekombinacije u ovom regionu.
U Projektu 1000 genoma sekvencirano je 1244 humanih' Y hromozoma i ustanovljeno preko 65000 SNP-ova
[19]. Osim otkri¢a novih polimorfizama Y hromozoma, Projekat 1000 genoma pruzio je i preciznije procene
mutacionih stopa za Y-SNP lokuse. Zavisno od primenjenog pristupa, one se krecu u rasponu od 8,71x107°
[20] do 7,6x107° [21] po bazi po generaciji. Zahvaljujudi niskoj stopi mutacije, kombinacije Y-SNP markera
definisu linije porekla - haplogrupe. Muskarci koji imaju istu kombinaciju SNP-ova na Y hromozomu pri-
padaju istoj haplogrupi. Haplogrupe se koriste za konstruisanje filogenetskog stabla Y hromozoma i tu-
macenje proslosti ljudi. Precizna procena mutacionih stopa Y-SNP-ova potrebna je za finu kalibraciju Y
filogenetskog stabla i odredivanje starosti poslednjeg zajednic¢kog pretka u okviru svake haplogrupe [22].

Arhitektura filogenetskog stabla Y hromozoma obuhvata 20 osnovnih haplogrupa ili grana, koje se oz-
nacavaju slovima od A-T. Duboke grane filogenetskog stabla definisu Y SNP-ovi koji su nastali toliko davno
da su zajednicki za Y hromozome velikog broja muskaraca. U okviru svake grane vremenom su se javljali novi
SNP-ovi koji su dovodili do daljeg grananja, definisuci nove, mlade grane, koje su rasprostranjene samo u
odredenim geografskim regionima. Neki SNP-ovi su nastali toliko skoro da su prisutni samo u nekim
porodicama ili ¢ak samo kod odredene osobe (privatne mutacije), odredujuci tako potencijalno najmlade
graneY filogenetskog stabla. Odredivanje geografskog regiona odakle potic¢u preci neke osobe, tj. njegovog
biogeografskog porekla, od znacaja je u forenzi¢kim analizama jer mogu da pruze istrazne smernice ka
pronalaZenju nepoznatog pocinioca [23, 24].

Y-SNP haplogrupe i njihova globalna distribucija

Populacione studije su pokazale filogeografsku struktuiranost Y hromozoma, odnosno omogucile su
pracenje biogeografske rasprostranjenosti njegovih pojedinih grana [25]. Ta¢nije, analiza rasprostranjenosti
osnovnih i mladih grana, koje su se formirale tokom istorije i migracija ljudi, pokazala je da su pojedinci koji
zive na istom kontinentu sli¢niji medu sobom u poredenju sa onima nastanjenim na drugim kontinentima.
Ustanovljeno je, na primer, da su najdublje grane filogenetskog stabla Y hromozoma, haplogrupe A i B,
ogranic¢ene na Afriku [26, 27]. Haplogrupa B je narocito zastupljena u Etiopiji i Sudanu [27]. Grane haplogrupe
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Ci D zastupljene su u razli¢itim delovima Azije [28-31]. Haplogrupa E je veoma razgranata, sa granama E1 i
E2 prisutnim u Severoistocnoj Africi i granom E3 koja pokazuju Siroku geografsku rasprostranjenost. Naime,
grana E3a je zastupljena u Africi i medu afro-amerikancima, dok je E3b zastupljena u Severnoj Africi, Za-
padnoj Evropi i na Bliskom istoku [27, 32]. Haplogupa | je ekskluzivno evropska. Smatra se da je nastala na
tlu Evrope, sa granom |1 koja je narocito zastupljena na severu Evrope i granom 12 koja je zastupljena sa vi-
sokom ucestalos¢u na teritorijama koje naseljavaju slovenski narodi [33]. Takode, haplogrupa R je sa svoje
dve osnovne grane, R1ai R1b, posebno zastupljena na teritoriji Evrope. Procenjuje se da preko 100 miliona
zapadnih Evropljana pripada R1b grani [34], dok je R1a prisutna u isto¢noj Evropi medu slovenskim naro-
dima, ali i u Aziji [35].

Y-STR haplotipovi

Drugi tip polimorfizama koji se koristi u analizi Y hromozoma su Y-STR-ovi, zastupljeni u manjem broju
u poredenju sa Y-SNP-ovima. Sekvenciranjem ¢itavog Y hromozoma primenom MPS utvrdeno je da katalog
sekvenci Y hromozoma sadrzi oko 4500 Y-STR-ova [36]. Kombinovanom analizom Y-STR lokusa dobija se Y
vezani haplotip koji definiSe odredenu paternalnu liniju i ima Siroku primenu u forenzici, slozenim slucaje-
vima spornog ocinstva i utvrdivanju srodstva. Svi haplotipovi koji imaju iste Y-SNP-ove pripadaju istoj ha-
plogrupi. Kako se svaka mutacija u okviru Y-STR lokusa deSava na nekom Y hromozomu sa odredenom Y-SNP
haplogrupom, varijacije Y-STR alela su duboko podeljene po haplogrupama [37], zbog ¢ega se Y-STR ha-
plotipovi mogu koristiti sa razli¢citom preciznos$¢u za predvidanje Y haplogrupa i u odsustvu Y-SNP genotipova
[38-40]. S druge strane, varijacije Y-STR alela u okviru haplogrupe mogu da pruze informaciju o starosti ha-
plogrupe, s obzirom da ¢e se starije haplogrupe odlikovati ve¢im diverziteom Y-STR haplotipova [14].

Primenu u forenzici Y-STR lokusi nasli su odmah nakon sto je okarakterisan prviY-STR, DYS19[41,42], a
vremenom su pazljivo selektovani novi iz skupa sekvenci kandidata iz MSY regiona i dodavani komercijalno
dostupnim kompletima hemikalija za utvrdivanje Y haplotipova. Prvi slu¢aj u kome je koris¢ena analiza Y-
STR lokusa podrazumevao je uzorak vaginalnog brisa silovane i ubijene Zene koji je metodom diferenci-
jalne ekstrakcije [43] razdvojen na frakcije spermatozoidnih i nespermatozoidnih (epitelnih) ¢elija. U frakciji
nespermatozoidnih celija nije bilo moguée umnoziti analizirani Y-STR lokus PCR-om, dok je analiza istog
lokusa u spermatozoidnoj frakciji vaginalnog brisa dala rezultat. Dobijeni alel razlikovao se od alela dobi-
jenog analizom nespornog uzorka osumnji¢ene osobe, te je prva primena analize Y-STR lokusa po-
drazumevala isklju¢enje osumnji¢ene osobe kao potencijalnog donora bioloSkog traga. Takode, tom
prilikom je pokazano da je moguce detektovati samo DNK poreklom od muske osobe u nebalansiranoj
musko-zenskoj mesavini, kada je prakti¢cno nemoguce identifikovati muskog doprinosioca analizom auto-
zomnih STR lokusa. Nedvosmislena detekcija muske komponente u tragovima u kojima se o¢ekuju musko-
zenske mesavine sa predominantnim sadrzajem bioloskog materijala poreklom od zenske osobe i
minimalnom koli¢inom materijala poreklom od muske osobe, poput uzoraka iz seksualnih napadaili pod-
nokatnog sadrzaja, i dalje je glavno polje primene Y-STR haplotipizacije. Tako je studija na uzorku od preko
2000 bioloskih tragova iz skoro 300 sluc¢ajeva seksualnih napada pokazala da bi jedna desetina ostala
neresena da pored standardnog utvrdivanja DNK profila analizom autozomnih STR lokusa, nije primenjena
i analiza Y vezanih haplotipova [44].

Forenzicka zajednica je 1997. godine definisala minimalni set Y-STR markera koji obuhvata devet lokusa
[45]. Kako bi se postigla bolja rezolucija paternalne linije povecan je broj Y-STR markera u kompletima
hemikalija, te su tako danas dostupni i oni sa 27 Y-STR markera. Povecanje broja Y-STR markera ima tehnicka
ogranicenja jer se ne mogu neograni¢eno dodavati markeri kompletima koji se analiziraju kapilanom elek-



torforezom, $to je metoda izbora u rutinskom radu u forenzici [46]. Medutim, bolja rezolucija paternalne
linije moze se postici i upotrebom markera koji se odlikuju viSom stopom mutacije. Tako, osim vecéeg broja
markera, komercijalni kompleti koji su danas u upotrebi imaju i nekoliko markera koji se odlikuju visom
stopom mutacije. Stopa mutacije Y-STR lokusa odnosi se na promenu broja ponovaka, posebno ponovaka
u neprekinutim nizovima, u kojima veci broj ponovaka dovodi do ¢es¢eg proklizavanja DNK polimeraze
tokom replikacije [47, 48]. Lokusi koji se odlikuju viSom stopom mutacija pogodniji su za identifikaciju pa-
ternalne linije donora bioloskog traga i diferencijaciju srodnika iste paternalne linije dok su lokusi koji se
odlikuju niskom ili umerenom stopom mutacija pogodniji za asocijaciju muskarca sa paternalnom linijom
pri utvrdivanju ocinstva/srodstva [49].

Znacaj utvrdivanja stopa mutacija Y-STR lokusa

Konvencionalno koris¢eni kompleti hemikalija za utvrdivanje Y haplotipova imaju dva ogranic¢enja zbog
relatvno niske stope mutacija koris¢enih Y-STR lokusa: nemogucnost rezolucije paternalne linije u situaci-
jama kada se utvrde identi¢ni haplotipovi kod nesrodnih muskaraca kao posledica povratnih mutacija
(“slucajno identi¢ni haplotipovi”) i nemogucnost da se napravi razlika medu haplotipovima srodnika iz iste
patrenalne linije (“haplotipovi identi¢ni po poreklu”). [50]. Napredak u diferencijaciji paternalnih linija
postignut je identifikacijom 13 brzo mutirajucih (eng. Rapidly Mutating, RM) Y-STR markera [50]. Ovi marke-
ri odlikuju se stopom mutacija ve¢om od 10 po markeru po mejozi [48, 50], a njihov znacaj u diferencijaciji
muskih srodnika, ali i nesrodnih muskaraca ¢iji su “haplotipovi slucajno identi¢ni’, pokazan je u brojnim
studijama koje su usledile [7, 51-56]. Nekoliko od 13 prvobitno opisanih RM markera postao je deo komer-
cijalnih kitova [57, 58], medutim njihov relativno mali broj u komercijalnim kitovima predstavlja ograni¢enje
za diferenijaciju bliskih srodnika po muskoj liniji. Kako je upotrebom 13 RM Y-STR markera utvrdena stopa
diskriminacije muskih srodnika, udaljenih jednu do Cetiri mejoze, koja je iznosila od 20% do 60% [51, 56, 60],
paznja je usmerena ka selekciji novih kako bi se moguc¢nost diskriminacije povecala. Identifikovano je potom
12 dodatnih brzo mutirajucih Y-STR markera, a kombinacijom opisanih 25 RM Y-STR-ova kapacitet diskrim-
inacije srodnika iste paternalne linije udaljenih do Cetiri mejoze povecan je na 90% [61]. Nedavno je razvi-
jenivalidiran RMplex komplet kojim je omoguéena analiza 30 RM Y-STR-ova [62].

S druge strane, ono $to je nedostatak Y-STR lokusa kod identifikacije, predstavlja prednost kada je u pi-
tanju utvrdivanje ocinstva/srodstva i identifikacija Zrtava masovnih nesreca [46]. U ovom slucaju prednost
imaju Y-STR lokusi koji se odlikuju niskom ili umerenom stopom mutacija. Medutim, kako je povecan broj
lokusa koji su deo standardnih kompleta povecana je i moguénost da se dobiju haplotipovi koji ¢e se raz-
likovati na odredenim lokusima [46]. Kada se Y haplotipovi potencijalnog oca i sina (ili pripadnika iste pa-
ternalne linije kod uvrdivanja srodstva) razlikuju na nekom od analiziranih lokusa, postavlja se pitanje da li
je ta razlika posledica mutacija ili se zapravo ne radi o ocu i sinu. Ranije je predlozeno pravilo da se iskljuci-
vanje ocinstva vrsi ukoliko se haplotipovi razlikuju na minimum 3 Y-STR lokusa. Medutim, ovakav model
morao je da pretrpi promenu nakon rezultata vise studija. Tako je u studiji u kojoj je koris¢en komplet za ana-
lizu 17 Y-STR lokusa na 1730 parova otac-sin zabeleZeno da je jedan par imao mutaciju na 3, dok su dva para
imala mutaciju na 2 od 17 lokusa [16]. Analizom dodatnih 169 lokusa kod istih parova, 123 parova otac-sin
je imalo mutacije na 3 lokusa, 42 para na 4 lokusa, a po 3 para na ¢ak 5, 6, 7 ili 8 lokusa [17]. Ovakvi rezultati
pokazuju da koris¢enje fleksibilnog modela za isklju¢enje ocinstva ima vise smisla. Takav model po-
drazumeva da se uzme u obzir ukupan broj lokusa koji se analiziraju, njihove stope mutacija, kao i razlike u
broju ponovaka na alelima koji se ne podudaraju s obzirom da vec¢ina mutacija STR lokusa podrazumeva
promenu u jednom ponovku [46].
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Za ispravnu i tacnu interpretaciju dobijenih profila neophodne su pouzdane procene stopa mutacija
[63]. Poznavanje mutacionih stopa potrebno je i za procenu vremenske udaljenosti do najskorijeg zajed-
ni¢kog pretka u genealoskim studijama. Za procenu stopa mutacija koriste se razliciti pristupi. Jedan pristup
podrazumeva utvrdivanje broja mutacija u parovima otac-sin [16, 17, 64, 65]. Kako bi se postigla sto pre-
ciznija procena, potrebno je analizirati veliki broj parova otac-sin. Drugi pristup podrazumeva analizu velikih
porodicnih stabala koje omogucavaju utvrdivanje stopa mutacija Y-STR lokusa koris¢enjem ograni¢enog
seta uzoraka koji su razdvojeni velikim brojem mejoza [7, 56, 66]. Medutim, oba pristupa imaju svoja
ograni¢enja. Analiza parova otac/sin ne uzima u obzir mogudi uticaj razli¢itih faktora na vremenskoj skali na
stope mutacije, dok se za velika i duboka porodi¢na stabla ancestralni haplotip rekonstruise na osnovu ha-
plotipova savremenika dostupnih za analizu, te su moguce greske u proceni mutacionih stopa zbog posto-
janja skrivenih mutacija u oba smera (povecanje i smanjenje broja ponovaka) i paralelnih mutacija u
razlicitim granama stabla, koje nije moguce detektovati [60]. Stoga, posebno za RM Y-STR, direktno pracenje
transmisija kod dovoljno velikog broja parova otac-sin, predstavlja bolji pristup za utvrdivanje stopa mu-
tacija. Stavise, samo ovaj pristup omogucava da se nedvosmisleno odredi za koliko se pove¢ao odnosno
smanjio broj ponovaka, kao i da se okarakterise smer mutacija (smanjenje ili povecanje broja ponovaka)
[61].

Poklapanje Y-STR haplotipova - znacaj velike baze podataka

U istrazi jednog krivi¢nog dela utvrdeno je da se Y haplotip bioloskog traga poklapa sa Y haplotipom
osumnji¢ene osobe na 23 Y-STR lokusa [67]. Kako su i sedmorica njegovih bliskih rodaka po muskoj liniji
imali identi¢ne haplotipove, kombinacijom dostupnih kompleta hemikalija i 13 RM Y-STR utvrdeni su hap-
lotipovi na 47 Y-STR markera, ali ponovo i njihovo medusobno poklapanje [67]. Medutim, na osnovu
ucestalosti haplotipa u populaciji i primenom odgovarajuceg matematickog modelovanja [68] utvrdeno je
da je Sansa da se slu¢ajnim mutacijama generisu identi¢ni haplotipovi tako visoke rezolucije van Sire
porodice veoma mala [67]. Tome u prilog dalje govore i rezultati studije u kojoj je analizirano 128 potomaka
jednog muskarca, u kojoj je pokazano da 12 savremenika, razdvojenih od 9 do 18 mejoza, ima identi¢an
haplotip na 36 Y-STR markera [56]. S druge strane, pripadnici iste muske linije mogu se razlikovati na ¢ak 18
od ukupno 36 analiziranih Y-STR markera, ukljucujucii 13 RM [56], Sto sve treba uzeti u obzir prilikom foren-
zi¢kih istraga i utvrdivanja srodstva.

Kako bi se ispravno tumacdili rezultati i procenila tezina dokaza u slu¢ajevima kada se utvrdi poklapanje
Y haplotipova pri ispitivanju srodstva ili Y haplotipa osumnji¢ene osobe sa Y haplotipom bioloskog traga,
potrebno je poznavanje ucestalosti Y haplotipova u opstoj populaciji. Saradnjom preko trideset forenzickih
i antropoloskih institucija iz Evrope, iniciranom nauénicima sa Univerziteta Sarite (Charité University) iz
Berlina, napravljena je kolekcija od preko 5000 minimalnih haplotipova. Na taj nacin je 2000. godine formi-
rana, sada najveca, baza podataka koja sadrzi Y-STR haplotipe anonimnih osoba iz svih delova sveta (Y chro-
mosome haplotype reference database, YHRD) [69]. VisegodiSnjim dopunjavanjem i prosirivanjem podataka,
pre svega kada je u pitanju broj Y-STR lokusa koji su deo haplotipa, poslednji put je dopunjena u februaru
2022. godine, 5to je bilo njeno 67. izdanje. (www.yhrd.org).

Biogeografsko poreklo mnogo bolje oslikavaju Y-SNP markeri u poredenju sa Y-STR markerima zbog
nize stope mutacija. Medutim, sa porastom broja haplotipova u YHRD, postajala je jasno uocljiva bio-
geografska struktuiranost i Y-STR haplotipova Sirom sveta [68]. Skup Y-STR profila rasprostranjenih na nekoj
teritoriji, a koji su deo jedne ili nekoliko zajednickih linija porekla ¢iji su nosioci tu teritoriju nastanili u dalekoj
proslosti, oznacava se kao “metapopulacija” [70, 71]. Metapopulacije su vremenom stabilizovane kultur-



oloskim i socioloskim faktorima ukljucujuci zajednicki jezik [72, 73], patrilokalno$¢u drustvenih zajednica [74]
i/ili geografskim barijerama [75]. Kako bi bolje oslikavala Y-specifi¢ne strukture metapopulacija, reorgani-
zovana je i YHRD baza, te je danas pretragom iste moguce utvrditi ucestalost odredenog haplotipa u okviru
metapopulacije. Ovo je od posebnog znacaja u istragama krivi¢nih dela i tumacenju dobijenog Y-STR ha-
plotipa, s obzirom da je prava slika njegove ucestalosti u okviru konkretne metapopulacije, a ne svih svetskih
metapopulacija, gde se taj haplotip mozda uopste ne javlja. Da li ¢e se pretragom baze utvrditi poklapanje,
kao i da li su u pitanju “slu¢ajno identi¢ni haplotipovi”ili “haplotipovi identi¢ni po poreklu” zavisi od broja
lokusa obuhvacenih haplotipom, njihove stope mutacija, veli¢ine baze i struktuiranosti same populacije
[67]. Vedi broj markera po haplotipu i vise stope mutacija povecavaju verovatno¢u da su “haplotipovi ide-
nti¢ni po poreklu”, a ne “slu¢ajno identi¢ni”. Ovo je takode od znacaja za forenzicke istrage jer se u slucaju
poklapanjaY haplotipova visoke rezolucije izmedu srodnika jedne muske linije istraga moze suziti samo na
tu liniju [67].
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