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Dna afslgrer
Ruslands sidste zar

RETSMEDICIN

Uadviklingen af moderne metoder til at identificere personer ved hjeelp af dna-analyser

er i dag sa fremskreden, at de ogsa kan bruges til at identificere historiske personer.

Et lzererigt eksempel er identifikationen af Ruslands sidste zar.

Af Peter K. A.Jensen

M Det er i dag principielt og
ogsé praktisk muligt at opna
npjagtig og sikker identifikation
af humant arkzologisk og histo-

risk materiale ved analyse af dna.

Analyserne udferes pa mini-
male rester af dna bevaret i fos-
siler eller i organisk arkaologisk
materiale (kaldet “fossilt dna”,

“ancient dna” eller blot adna). Til
nogle formal er det hensigts-
maessigt at supplere med analyse
af dna fra nulevende personer.

Den genetiske identifikation
af skeletterne af den sidste rus-
siske zar, Nikolaj II, zarinaen,
Alexandra og deres fem bern
er et fascinerende og lererigt
eksempel pa anvendelsen af
dna-analyse inden for den histo-
riske retsmedicin.

Zaren og zarinaen blev sam-
men med deres fem bern, Olga,
Tatjana, Maria, Anastasia og
Aleksej myrdet af bolsjevikkerne
den 16. juli 1918. Herved slut-
tede Romanovslegtens nasten
300-arige herredemme over det
russiske rige. Forud var zarfami-
lien sammen med deres lzege og

Den sidste russiske Zar, Nicolaj II. Malet af Earnest Lipgart.

tre af staben blevet holdt fanget
i Ipatiev-huset i Jekaterinburg
(Sverdlovsk i Sovjettiden). Farst
i 1991 blev graven med de for-
modede rester af zarfamilien pa

Boris Jeltsins ordre undersogt
narmere. Graven var dog alle-
rede i 1979 blevet lokaliseret til
et skovomride ca. 30 km uden
for Jekaterinburg. Graven viste

sig at indeholde i alt ni skelet-
ter, fem fra kvinder og fire fra
meand. En forelpbig retsmedi-
cinsk undersegelse gjorde det
sandsynligt, at fem af skelet-
terne vitterligt hidrerte fra zar-
familien, mens de ovrige fire
tilhorte familiens leege og tre
af det ovrige personale. To af
bernene manglede siledes, og
sandsynligvis drejede det sig om
Aleksej og Anastasia.

De fgrste dna-undersggelser
11994 blev det besluttet at

soge at f4 sagen endelig afklaret
ved hjelp af dna-undersegel-
ser. Analyserne blev udfert pa
mitokondrie-dna, som nedar-
ves udelukkende fra moder til
bern. Man koncentrerede sig
om analyse af de dele af mito-
kondrie-dna, der vides at vare
sede for serlig hyppige muta-
tioner. Foruden dna fra skelet-
resterne var det ngdvendigt at

fa dna fra levende slegtninge af
samme kvindelinje til de afdgde.
Zarinaen var barnebarn af den
engelske dronning Victoria og
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Stamtree over den russiske zar-familie (Romanov). “Kernefamilien”
er vist med rgde symboler. Relevante slaegtninge er vist med sorte
symboler. De med % markerede personer indgik i undersggelsen. Det
ses, at hertugen af Fife og Xenia er besleegtet med zaren i ubrudte
kvindelinjer, og tilsvarende er prins Philip beslaegtet gennem en ubrudt
kvindelinje med zarinaen. Cirkler symboliserer kvinder, firkanter maend.
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Prins Philip

var siledes beslegtet gennem

en ubrudt kvindelinje med her-
tugen af Edinburgh, prins Phi-
lip (se stamtraet). For zarens
vedkommende fik man prover
fra to slegtninge, der begge var
efterkommere af zarens mormor
(den danske dronning Louise af
Hesse-Cassel, der var gift med
Christian IX) i ubrudte kvin-
delinjer.

Resultaterne var utvety-
dige for zarinaens og de tre
dotres vedkommende, men
for zarens vedkommende
var der den komplikation, at
han pé en bestemt position
i mitokondrie-dna'et (posi-
tion 16169) havde to forskel-
lige dna-sekvenser, hvor 30 %
havde basen T og 70 % havde
C. Zaren havde med andre
ord to forskellige populatio-
ner af mitokondrie-dna sva-
rende til position 16169. Nér
en ny mutation opstdr, vil den
i starten kun vare til stede i ét
mitokondrie-dna-molekyle i
én celle, men i lobet af nogle
fa generationer vil den i reglen

veere til stede i praktisk taget
alle sadanne dna-molekyler
i alle celler (en tilstand, der
benzvnes homoplasmi). Men
indtil da vil der altsd optrede
to populationer af mitokon-
drie-dna hos samme person,
hvilket betegnes heteroplasmi.
De gvrige resultater var imid-
lertid utvetydige for zarens ved-
kommende (se boks nzste side).
P4 grund af den usikkerhed,
som den péviste heteroplasmi
hos zaren afstedkom, blev den
officielle rapport om under-
sogelsen udsat, og det blev
besluttet at inddrage skelettet
af zarens bror, Georgij Roma-
nov, som var ded af tuberkulose
i 1899, i analysen. Analyse af
hans mitokondrie-dna gav fuld-
stendig samme resultat som
zarens, inklusive heteroplasmien
i position 16169. Konklusionen
blev derfor, at man havde iden-
tificeret den rigtige zar, og at der
i zarens mors kvindelinje métte
have optridt heteroplasmi i
nogle generationer.

Overlevede Anastasia?
Der har veret et serligt pro-
blem med identifikationen af
Anastasia, hvis skelet aldrig
blev fundet i graven. Adskil-
lige personer har i tidens lob
pastdet at veere Anastasia, men
ingen har veret si vedhol-
dende som Anna Anderson,
som livet igennem vedblev at
haevde, at hun var den for-
tabte prinsesse. Anna Ander-
son var bosat i USA, og hun
fremkom forste gang med sin
pastand i 1920, og da hun
dede i 1984 var der stadig
usikkerhed om hendes identi-
tet. Anna Anderson var blevet
kremeret, hvorfor det ikke var
muligt at udvinde dna fra lig-
resterne. Men der fandtes en
udvej: I 1970 var hun blevet
opereret pé et hospital i Char-
lottesville, Virginia. Vv, der
var blevet fjernet i forbindelse
med operationen, fandtes fort-
sat i sygehusets patologiske
laboratorium efter 24 ir. Det
var derfor muligt at udfere

en dna-profilanalyse pid Anna
Anderson i 1994. Resultatet
var krystalklart: Anna Ander-
son var hverken beslegtet med
zaren eller zarinaen.
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En ny grav og nye
dna-undersggelser

I juli 2007 blev der fundet en
ny grav ved Jekaterinburg med
brendte knogler fra to indivi-
der; knoglerne var slemt med-
taget af ild og svovlsyre. Da der
var mistanke om, at den nye
grav kunne rumme resterne af
Aleksej og Anastasia, blev der
iverksat nye dna-undersogelser.
De nye undersogelser omfat-
tede individer fra bide forste
grav identificeret i 1991 og den
nye grav fra 2007. Siden 1994,
hvor de forste dna-analyser blev
udfort, er der sket store tekno-
logiske fremskridt, si det i 2007
nu var muligt dels at undersege
det komplette genom af mito-
kondrie-dna fra hvert individ
foruden analyse af dele af den
egentlige arvemasse (det nukle-
xre dna eller kerne-dna).

Til genetisk analyse blev der
udvalgt tre nogenlunde beva-
rede knogler fra 2007-graven.
Desuden indgik der knogler fra
1991-graven i undersogelsen
reprasenterende zaren, zarinaen
og tre af deres dotre. Zarinaens
kvindelinje blev reprasenteret
ved nulevende slegtninge til
Dronning Victoria, mens zarens
kvindelinje blev reprasenteret
ved en nulevende slegtning til
hans mor, zarina Maria Feodor-
ovna, kendt som prinsesse Dag-
mar af Danmark, datter af dron-
ning Louise og Christian IX. En
mandlig linje blev reprasenteret
ved mandlige efterkommere af
zar Nikolaj I, der var Nikolaj
IT’s oldefar.

Undersagelse af de samme
sekvenser i mitokondrie-dna,
som indgik i undersegelsen fra
1994, viste, at disse sekvenser
var fuldstendig ens for de tre
knogler fra 2007-graven og for
fire af de udvalgte knogler fra
1991-graven (kun zarens knogle
gav — som ventet — et andet
resultat). Dette resultat viser, at
alle de undersogte individer til-
horer samme kvindelinje.

Indicierne hober sig op

Fra to af knoglerne fra
2007-graven var der udvundet
dna i sa rigelige mengder, at
der bade kunne laves analyse af
mitokondrie-dna og kerne-dna.
Analyse af disse to knogler og

Dna til sleegtskabsanalyse
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@ cellekerner
mitokondrier:

@@
Langt det meste af vores arvemasse (genomet)
findes i kromosomerne i cellekernen og bestar af 24
forskellige lineaere dna-molekyler, der er opbygget af
3,2 milliarder enheder (kerne-genomet eller det nukle-
zere genom). Hver celle indeholder desuden mange
kopier af en langt mindre, cirkuleer dna-streng, der blot
bestar af 16.568 enheder. Denne del af arvemassen
findes inde i sma strukturer kaldet mitokondrier, der er
ansvarlige for cellens energiforsyning. Mitokondrier var
oprindeligt frit levende bakterier, der for omkring 2,5
milliarder ar siden blev optaget i “stamfaderen” til alle
hgjerestaende (eukaryote) celler. Det er grunden til, at
de har deres eget genom (mitokondrie-dna, forkortet
mt-dna). En gennemsnitlig menneskecelle indeholder
hundredvis af mitokondrier, der hver indeholder 5-10
identiske kopier af mt-dna. Forekomsten af et sa stort
antal kopier per celle er forklaringen pa, at det selv
fra arkaeologiske og palaeoantropologiske levn kan
lade sig ggre at udvinde analyserbart, “fossilt” mt-dna.
Mitokondrie-dna er unikt ved udelukkende at veere af
maternel oprindelse, idet saedcellens mitokondrier
ikke optages i det befrugtede eeg. Dette betyder, at
mt-dna nedarves fra mor til dgtre og sgnner og videre
fra dgtrene til disses bgrn, altsa gennem rene kvin-
delinjer.

Hyppigheden af mutationer i mt-dna er generelt
ca. 10 gange stgrre end i kerne-dna. Pa grund af
den store hyppighed af mutationer er fylogenetiske
studier baseret pa mt-dna karakteriseret ved en stor
»oplgselighed«. Dette betyder, at analyser af mt-dna
er velegnede til at afklare sleegtskabsforhold mellem
meget neaertstaende arter og populationer. Analyser
af mt-dna har i stor stil veeret anvendt til at klarleegge

oprindelsen og den senere udbredelse af det moderne
menneske, Homo sapiens.
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Nar seedcellen befrugter aegcellen traenger kun det
kerneholdige hoved ind gennem segcellens membran;
resten, inklusive mitokondrierne deltager ikke i selve
befrugtningen, men gar i stedet tabt. Derfor modtager
fosteret kun mtDNA fra moderens aegcelle.

Modstykket til mt-dna er Y-kromosomets dna. Kun
maend har et Y-kromosom, og bortset fra eventuelle
mutationer i Y-kromosomets dna-molekyle, nedarves
det uforandret fra far til sgn; det fglger heraf, at alle
“nulevende” Y-kromosomer i sidste ende kan fagres
tilbage til en enkelt mand pa samme made som

alt “nulevende” mt-dna kan fgres tilbage til en enkelt
kvinde i fortiden. Y-kromosomet indeholder en meget
stor sekvensvariation, der kan anvendes til analyse
af sleegtskab. Det har vist sig, at Y-dna er det bedst
egnede genetiske system til at fastlaegge oprindelsen
og den efterfglgende udbredelse af Homo sapiens pa
Jorden, fordi de forskellige varianter er teet knyttet til
bestemte geografiske regioner.
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Analyser af mitokondrie-dna af skeletterne fra graven med den formodede zar og hans familie samt af tre levende
sleegtninge og zarens afdgde bror (jvf. stamtreeet). Der er anfart resultater af sekvensbestemmelsen i forskellige
positioner (numrene i gverste reekke). Bogstaverne er baserne (A,C,T,G). CRS er referencesekvensen (Cambridge
Reference Sequence). Alle afvigelser fra referencesekvensen er vist med rgdt. ? betyder “ikke bestemt”. Bemaerk
angivelsen C/T for Zaren og hans bror i position 16169. Dette er en sakaldt heteroplasmi, der viser, at zaren havde
to forskellige populationer af mitokondrie-dna pa denne position.
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Blodskirken i Jekaterinburg ligger nu pé den grund, hvor Ipatievhuset

RETSMEDICIN \

tidligere ld, og hvor zaren og hans familie blev myrdet.

at blive mym’et zzf 17015]'6111',%/667726.

“zarina-knoglen” fra 1991-graven
samt blodprever fra nulevende
slegtninge til Dronning Victo-
ria viste perfekt overensstem-
melse mellem de tre knogler og
Victorias slegtninge. Denne
Victoria-type mitokondrie-dna
er ikke genfundet i nogen kendt
database over sekvenser af mito-
kondrie-dna, sa den synes at
veare unik for zarinaens kvinde-
linje.

Komplet mitokondrie-dna
fra Zar-knoglen matchede
med én undtagelse slegtningen
til Dronning Dagmar. Ogsi
Dagmar-typen synes — som

Victoria-typen — at vare unik.
Undtagelsen vedrorer den oven-
nazvnte heteroplasmi hos zaren;
denne ma zaren have nedarvet
fra sin moder, Dagmar. Hete-
roplasmien blev ikke genfundet
hos den nulevende slegtning til
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1 tre maneder blev zarfamilien holdt fanger i Ipatiev-huset for derefter

Dagmar, idet den som ventet
var blevet til en homoplasmi for
T i position 16169 hos denne
person.

Analysen af dna fra Y-kromo-
somet (den mandlige linje) viste,
at alle undersogte nulevende
mandlige efterkommere af
Nikolaj I har det samme Y-kro-
mosom som Nikolaj II og den
formodede prins Alexej.

Analyse af forskellige geneti-
ske markerer (sikaldte mikrosa-
tellic-profiler) pd Y-kromosomet
fra zar-knoglen og den formo-
dede knogle fra Aleksej samt
flere af ovennavnte mandlige
slegtninge viste igen en unik
type, der ikke er genfundet i
nogen kendt database.

Til yderligere dokumentation
blev der foretaget diverse dna-
undersogelser dels til fastleg-
gelse af individernes keon, dels

til at skelne mellem knoglerne
fra 2007-graven. Disse under-
sogelser bekreftede formodnin-
gerne om, hvilke knogler der
stammede fra hhv. kvinder og
mend, ligesom det blev vist,

at knoglerne fra 2007-graven
ikke var identiske med nogen
fra 1991-graven, men at de
kunne reprasentere forstegrads-
slegtninge til medlemmer af
1991-graven.

Ingen overlevende!

Zaren var i 1891 udsat for et
attentat i forbindelse med et
beseg i Japan. Zaren overlevede,
men hans skjorte blev edelagt
af blodpletter. Skjorten opbeva-
res i dag pa Hermitage museet i
St. Petersborg. Det er lykkes at
udvinde dna fra nogle af blod-
pletterne, og i blodpletterne
fandtes den samme sjzldne
Dagmar-type mitokondrie-dna,
som i zar-knoglen. Hetero-
plasmien i position 16169 blev
ogsd fundet i blodpletterne,
ligesom analyse af Y-kromoso-
met og dna-markerer fra andre
kromosomer afslgrede et per-
fekt match mellem blodplet-
terne og zar-knoglen. Sandsyn-
ligheden for, at denne knogle
tilhorer zaren og ikke en til-
feldig person, hvis samtlige
omtalte analyser tages i betragt-
ning, er herefter astronomiske
(>10%%),

Resultatet af de nye dna-ana-
lyser er i fuld overensstemmelse
med resultaterne af analyserne
fra 1994. Det kan derfor kon-
kluderes, at undersggelserne
overbevisende dokumente-
rer at 1991-graven indeholder
resterne af zaren, zarinaen, dot-
rene Olga, Tatjana og Maria,
mens 2007-graven indeholder
resterne af Alexej og Anasta-
sia. Sandsynligheden for, at
gravfundene ikke hidrerer fra
de pigzldende er mindre end
1:100.000.000. Vi kan derfor
trygt konkludere, at ingen af
Romanov-familien overlevede
massakren i 1918.

P4 det seneste har angeren
over tragedien i 1918 grebet
den russiske befolkning, eller i
det mindste dele af den: Ipatiev-
bygningen er jevnet med jorden
og i stedet er der opfort en kate-
dral, Blodskirken, pd tomten. W
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