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Anotace

V bakalafské praci je popsana a vysvétlena podstata starobylé DNA,
mechanismy jeji degradace a jeji zdroje. Dale jsou uvedeny moznosti
dekontaminace starodavné DNA. Pfi prace se starodavnou DNA je potfeba
dodrzovat mnoho specifickych postupl a dbat na pfisna opatfeni pfi jeji izolaci
a nasledné analyze. V druhé c&asti prace jsou vypsany nékteré metody

a nastinény konkrétni pfipady identifikace osob pomoci starodavné DNA.

Klicova slova: Starodavna DNA, aDNA, kosterni pozustatky, extrakce DNA,

kontaminace, izolace DNA



Annotation

The bachelor's work described and explained the substance of ancient DNA,
mechanisms of its degradation and its resources. Then the possibilities of
decontamination of ancient DNA are introduced. It is necessary to observe
many of specific procedures at work with ancient DNA and abide strict
measures in its isolation and subsequent analysis. There are some of the
methods written in the second part of the bachelor's work and specific examples

of identification people by ancient DNA are outlined.

Key words: Ancient DNA, aDNA, skeletal remains, DNA extraction,

contamination, DNA izolation
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Uvod

Starodavnou DNA (ancient DNA, paleoDNA, starobyla DNA, aDNA) mizeme

definovat jako deoxyribonukleovou kyselinu z rostlin, zvifat &i lidi. Je to

biologicky material vyskytujici se v archeologickych vykopavkach, mumiich,

muzejnich exponatech a v trvale zmrzlé puadé, tzv. permafrostu. Diky analyze

DNA se sleduji prehistorické migrace obyvatel, zjiStuje se slozeni lidské stravy

v davné minulosti pomoci analyzy paleostolice, sleduje se systém pohibivani,

identifikace jednotlivych osob, popfipadé posuzovani pfibuzenskych vztahu

a zjistuji se choroby u vymrelych populaci.

K posuzovani pfibuzenskych vztahl se uziva ¢tyf skupin DNA lokusu:

Lokusy autozomalni (dédi¢né z matky i z otce na déti)

X-chromozolalni haplotyp (dédény z matky na vSechny déti a z otce

pouze na dcery)
Y-chromozomalni haplotyp (dédi¢ny vyhradné z otce na syna)

Mitotyp - lokusy mtDNA (dédi¢ny z matky na vSechny déti)

,Zadny ¢lovék nem(Ze poznat cil své Zivotni pouti, pokud se nedozvi,
odkud pfesné pochazi a jak se dostal na své sou¢asné misto.”

Maya Angelou (americka basnifka) (Vanék, 2009)
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1 DNA

Chemicky je to makromolekula, ktera se vyskytuje v burice (Simkova, 2012).
Jeji struktura a princip prepisu informace do proteint byly odhaleny v poloviné
minulého stoleti anglickymi védci Crickem a Watsonem, ktefi za svuj objev
obdrzeli Nobelovu cenu (Pizova a spol.,, 2011). Je tvofena cukrem
(deoxyribozou), zbytkem kyseliny fosforeéné (fosfatem) a dusikatymi bazemi
(adenin, guanin, thymin, cytozin). Je to komplex dvou protismérnych
(antiparalelnich) vlaken spojenych  vodikovymi  muUstky, které tvofi
dvouSroubovici (Urban a Vyhnalek, 2002). Ve specifickém poradi nukleotidu je

zakédovana dédicna informace (Borkova a spol., 2011).

- Purinové baze: adenin (A) a guanin (G)

- Pyrimidinové baze: thymin (T) a cytozin (C) (Urban a Vyhnalek,
2002)

Obrazek 1: Nukleotid - http://www.gjar-po.sk/heureka/ucastnici/vykopavky/dna/
nukleo.htm (11. 3. 2013).
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Zakladni struktura DNA. DNA je polymer nukleotidd, kazdy nukleotid je slozeny

z trifosfatu, cukru deoxyribdzy a baze.
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Pfi  vzniku dvouSroubovice DNA se uplathuje zakladni pravidlo
komplementarity, coz je chemicka afinita mezi dusikatymi bazemi. Kdy adenin
se vaze na thymin (viz Obrazek 2) a guanin na cytozin (viz Obrazek 3) (Urban
a Vyhnalek, 2002). DNA se u lidskych Zivych bunék vyskytuje jednak v jadfe
(jaderna DNA) a v mitochondriich (mitochondrialni DNA - mtDNA) (Simkova,
2012).

Obrazek 2: Vazba adeninu a thyminu Y DNA -
http://genetika.wz.cz/images/at.gif (1. 7. 2013).
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Obrazek 3: Vazba guaninu a cytosinu v DNA -

http://genetika.wz.cz/images/cg.gif (1. 7. 2013).
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1.1 Jaderna DNA

Genom cClovéka je tvofen genetickym materidlem, ktery je uloZzeny v jadie
buriky (Borkova a spol., 2011). V kazdé jaderné lidské burice se normalné
nachazi 23 pard chromosom( tvofenych 22 pary tzv. autosomi (tedy
chromosomu neurcujicich pohlavi) a jednim parem pohlavnich chromosomu
(XX u Zen a XY u muzu). Jaderny genom &lovéka obsahuje asi 3x10° bp
(Bezdék a Téthalova, 2010).

1.2 Mitochondrialni (mt)DNA

Mitochondrie jsou organely, jez se nachazi v cytoplazmé buriky a slouzi
k produkci energie ve formé ATP (Simkova, 2012). Mitochondrie maiji vlastni
jednoduchou kruhovou molekulu DNA o velikosti 16 569 parl bazi.

MtDNA je obvykle pfitomna v archeologickych vzorcich v mnohem vétSim
mnozstvi nez nuklearni DNA (Gilbert a spol.,, 2003). V lidské mtDNA
rozliSujeme hypervariabilni oblasti: dvé hlavni (HV1 — ma 341 nukleotidu; HV2 —
ma 267 nukleotidd) a jednu vedlejsi (HV3 — ma 136 nukleotidd). Mutace
v téchto oblastech nemaiji vliv na Zivotaschopnost organismu. Frekvence vzniku
jedné mutace je pfiblizné 2 000 let (Vanék 2010). Analyza mtDNA je zaméfena
na prvni a druhou oblast (HVR1 a HVR2). Tato oblast je velikd 1 050 bazi
(pfiblizné 7 % genomu mtDNA) (Simkova, 2012).

Pfi zkoumani mitochondrialni aDNA (roku 1987) byla objevena teorie
spole¢ného predka, tzv. ,Mitochondrialni Evy“. Jeji plivod je z Afriky a Zila pfed
asi 150 000 lety. DNA této ,Africké pramatky“ se zachovala v matefské linii
a dodnes se pfedava z matky na dceru. Teorie je spojovana se 7 nejhojnéji
se vyskytujicimi haploskupinami mtDNA (tzv. sedmi dcerami Evinymi). Jedna
se 0 haploskupiny U, X, H, V, T, K a J. Plvodni teorie byla postavena
na vyzkumu zmapovani mtDNA u 147 jedinci. Na zakladé shodnosti
a odlinosti v polymorfnich oblastech mtDNA byl vytvofen evoluéni strom
(Cann a spol., 1987).

- 13-



1.3 Genetické genealogie

Obor, ktery vznikl na zacatku 90. let 20. stoleti, vyuziva se ke sledovani
muzskych linii. Chromozom Y pfedstavuje pouze 0,38 % celkové DNA
obsazené v lidské bunce a je nejmenSim ze vSech chromozom(. Obsahuje
nejvétsi nerekombinujici blok DNA v lidském genomu (pfiblizné 58 milionu paru
bazi). Je proto vhodnym ,zdznamovym zafizenim® genetickych zmén. Analyza
DNA muzskych linii je zaméfena na nerekombinujici ¢ast chromozomu Y (NRY,

Non-re-combining region of the human Y chromosome).

Geneticky ,praotec Adam*“ Zil asi pred 60 tisici lety v Africe v oblasti Cadu.
VSichni muzi v sobé& maji kousek jeho DNA. Geneticka informace nékterych
muzl uloZzena na chromozomu Y nemusi byt pfedana dal. Tito muzi v prabéhu
generaci bud nemaji potomky, nebo maji jen dcery, které od otce nemohou

pfijmout Y chromozom (Vanék, 2009).

2 Zacatky analyzy aDNA

Prvni prace o aDNA byla objevena v poloviné 90. let, kdy Higuchi a spol.
(1984) provedli sekvenovani fragmentd mtDNA ze 150 let starého muzejniho
exemplare. Kratce na to Paabo a spol. (1985) uvefejnili ¢ast sekvence mtDNA
z 2430 let staré egyptské mumie. Tyto studie mély velky vliv, protoZze dokazaly,
Ze molekula aDNA byla schopna pfezit dlouhé obdobi a mohla byt pouzita
k analyze (Ho a Gilbert, 2010).

Tyto prvni studie pouzivaly bakterialni klonovani, tj. viozeni fragmentu DNA
do bakterialniho plazmidu pro analyzu malych sekvenci aDNA. Jimi dosazené
vysledky poukazovaly na to, Zze geneticky material ve vzorcich z vyhynulych
organisml byl ¢asto hlavné mikrobialniho a plisnového pivodu. Endogenni
DNA byla obvykle obsaZzena ve vzorcich ve formé kratkych poskozenych

fragmentu. Bylo tedy velmi obtizné ziskat pozitivni vysledek. Proto mnoho zprav

- 14 -



z této doby nebylo uspésSnych a nepfikladal se jim velky vyznam (Willerslev
a Cooper, 2005).

3 Poruchy pfi analyze DNA

Zpracovani kosternich pozustatk(l pfi analyze aDNA ma mnoho specifik
a s nimi se pojicich probléml. Prvnim problémem je nebezpeci kontaminace
soudobou (recentni) DNA, ktera se do naslednych enzymatickych procesu
zapojuje snadnégji. Dale hrozi nebezpeli kontaminace jednotlivymi vzorky
mezi sebou. DalSi nevyhodou aDNA je vysoka mira jeji degradace, ktera mlze
probihat mnoha zpusoby. Prvnim z nich je roztrhani fetézce DNA na velmi
kratké useky. Dalsim je ,vypadavani“, Cili delece jednotlivych pismen
genetického koédu tak, ze se méni jeho smysl. Pokud se néjaka DNA vibec
uchova, pak jen ve velice mizivém mnozZstvi — fadové pikogramy DNA
na mikrolitr izolatu. Poslednim vétSim problémem spojenym s aDNA je
pritomnost inhibitort, zejména huminovych kyselin, které zpUsobuji problémy

pfi amplifikaci (Pizova a spol., 2011).

V ostatcich po ¢ase dochazi k chemickym zménam. Jednou z téchto zmén je
tzv. racemizace aminokyselin. Racemizaci se obecné nazyva jev, pfi kterém
dochazi k pretvareni opticky aktivnich latek. Stupen fragmentace (kvalitu aDNA)
Ize ovéfit na zakladé koncentrace aminokyselin v kosti. Pomér racemizace
kyseliny aspartové se vyuzZiva pro zjiSténi zachovalosti aDNA, ¢imz zjistime,
zda je ve vzorku jesté néjaka amplifikovatelna DNA. Cim vétsi je pak
zastoupeni L-formy kyseliny asparagové, tim pravdépodobnéjSi je vyskyt
amplifikovatelné DNA. Ve vzorku starych tkani, v nichZ je pomér D/L kyseliny
asparagoveé vysSi nez 0,08 nelze uspédné amplifikovat sekvence (Poinar
a spol., 1996).

V roce 1993 byla provedena srovnavaci analyza racemizace aminokyselin
u 91 zvifecich vzorku - kosti a zub(, se kterymi pracovaly dfivéjsi studie. Pomér
D/L aminokyselin byl v rozmezi 0,02 - 0,17. Sest kosti mé&lo D/L pomér

racemizace vySSi nez 0,1. U téchto kosti neni amplifikace aDNA mozna. Pfesto
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bylo v8ech 6 kosti aDNA uspésné amplifikovana, z toho 5 kosti mélo velmi
dobré vysledky (viz Graf 1) (Lindahl, 1993).

Graf 1: Srovnani racemizace aminokyselin a uspésnost DNA amplifikace.
(Lindahl, 1993).

{a)
12 1--“]
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Cerna barva predstavuje netspésnou amplifikaci, $eda barva slabou Uspé&snou

amplifikaci a bila barva ukazuje dobrou kvalitu.

3.1 Degradace DNA

Degradace lidského téla zaCina 4 minuty po smrti organismu (Lindahl,
1993). Reparace DNA se okamzité zastavi a buriky rychle projdou autolyzou.
Tento rozklad je doplnén plsobenim vnéjSich mikroorganismi spolu
s bakteriemi stfevni mikrofléry (Ho a Gilbert, 2010). Cim mensi je mikrobialni
aktivita, tim je vétSi nadéje, Ze se DNA zachova (Drozdova a spol., 2012).
Rozklad aDNA je charakterizovan jednofetézcovymi €i dvouretézcovymi zlomy
vlaken (Lindahl, 1993). Kdegradaci DNA hrozi i tehdy, vystavime-li ji
nevhodnym fyzikalnim, chemickym &i biologickym vliviim (tj. vysoka teplota, UV
zareni, vlihkost, chemikalie, bakterie, plisné). Nasledkem toho muze dojit
k fragmentaci, tj. rozstépeni DNA na kratSi useky, k naruseni struktury nebo

ke zméné jednotlivych bazi (Simkova, 2012). Piedevsim dva typy poskozeni
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maji vliv na DNA. Za prvé mize dojit k hydrolyze, ktera ma za nasledek
depurinaci a depyrimidinaci. Druhym zplusobem poskozeni je oxidace
zpusobena ionizujicim zarenim. Probihajici bud’ v pfimém kontaktu s DNA nebo
vreakci s vodou, pfi které vznikaji volné radikdly. Mezi jiné méné
pravdépodobné mechanismy poskozeni patfi alkylace nebo UV zafeni (HOss
a spol., 1996).

Existuje vyznamny rozdil v kvalité DNA ziskané z kosti a zubu. Napfiklad
kostni vzorky z mist nachazejicich se ve vysokych zemépisnych Sitkach,
obvykle pfinasi lepSi kvalitu nez vzorky z mist s mirnym podnebim (Campos
a spol., 2012). Napfiklad vzorky z Egypta, Evropy nebo Ameriky mivaji velké
poskozeni aDNA a neposkytuji po amplifikaci Zzadné sekvence DNA. Proto ma
rozhoduijici vliv pro dlouhodobé uchovani aDNA chladné prostiedi. Klesne-li
teplota o 20 °C, dojde kdeseti az dvacetinasobnému snizeni rychlosti
chemickych reakci plsobicich na degradaci aDNA (Hoss a spol., 1996).

Také pH prostfedi, ve kterém se tkané nachazeji, ma vliv na jejich
degradaci. Neutralni nebo mirné zasadité prostfedi je pro zachovani aDNA
nejlepsi (Lindahl, 1993).

Enzymatickou degradaci DNA zpusobuji nukleazy, které Stépi nukleové
kyseliny bud od konce (exonukledzy, DNazy) nebo uvnitf sekvence
(endonukleazy, napf. restriktazy) (Borkova a spol., 2011). Nastésti vysuseni,
nizka teplota €i vysoka koncentrace soli mohou tyto procesy zastavit (Hofreiter
a spol., 2001). DNA se rozklada také pfi vyssi teploté, kdy dochazi k denaturaci,
zaniku vodikovych mustkl (kdy se nejdfiv rozpoji dvojna vazba A-T, pak trojna
C-G). Molekula tak postupné ztraci svij pfirozeny tvar. Mnozstvi DNA
oCekavané z 1 g starobylého kostniho materialu dosahuje jen 1 ng, coz je
o nékolik Fadd méné nez v pripadé Cerstvych vzorkd (Borkova a spol., 2011).

Odbouravani DNA je slozity proces, proto je obtizné jeho pfesné modelovani.
Opakované vsak bylo pozorovano, Ze vysledkem odbouravani aDNA je inverzni
vztah mezi velikosti a poc¢tem zbylych templatovych molekul. V dusledku toho
se pfi pouziti PCR musi ustanovit kompromis mezi délkou cilovych sekvenci
aDNA a poctem PCR cyklu, které jsou potfebné pro odpovidajici amplifikaci

aDNA. KratS§i fragmenty zpusobuji mensi vyskyt chyb, jelikoz je
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pravdépodobné, Ze poskozenim bude ovlivnéno méné molekul aDNA. Dalsi
funkci PCR je schopnost templatd na sebe navazat primery (metoda PCR ma
limit pfiblizZn& 40 bazi). ReSenim tohoto problému je navazani aDNA k dalsi
DNA pfed provedenim PCR. V takovém pfipadé PCR primery mohou byt
navazany mimo cilovou sekvenci, takze lIze informaci ziskat iz menSich
templatl. Tato metoda tvofi zaklad dalSich metod ktvorbé genomu
napf. Roche/454 nebo lllumina analyzator.

Zakladni chyby u poSkozené aDNA mohou byt detekovany klonovanim PCR

produktl nebo sekvenovanim mnohonasobnych PCR kopii (Ho a Gilbert, 2010).

Obrazek 4: Spontanni degradace DNA fetézce (Borkova a spol., 2011).

Degradace DNA
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DNA podliéha degradaénim procesim jako je hydrolyza, oxidace,
neenzymaticka metylace, tvorba mezimolekularnich kfizovych vazeb
(Maillardovy produkty), plsobeni volnych kyslikovych radikal, vyssi teplota
a UV zafeni. Mista modifikovana oxidativnimi (Cervené Sipky), hydrolytickymi
(modré Sipky) a metylaénimi (Cerné Sipky) procesy, které mohou vést
k jednofetézcovym zlomam, dvou-fetézcovym zlomam, odstranéni bazi
z fetézce (depurinace a depyrimidinace), deaminaci (odstranéni aminoskupiny)
nebo metylacni (GC-AT) zméné genetické informace nebo blokovani posunu

polymerazy po fetézci DNA béhem polymerazoveé fetézove reakce (PCR).
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Obrazek 5: Jedno ze schémat prace
se starodavnou DNA (Borkova a spol.,
2011).

Znazornény jsou vstupni a vystupni body
(ovaly), procesy (obdélniky) a rozhodovaci
body (Gervené obdélniky). Cerné Sipky
znamenaji postup pfi splnéni podminky,

Cervené alternativni postup.
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3.2 Kontaminace — znehodnoceni vzorku

Kontaminaci se rozumi jakykoli nechtény pfenos biologického materialu

do vzorku (Simkova, 2012). Pfedevdim jde o kontaminaci historickych

kosternich pozlstatkl sou¢asnou DNA, kterou kazdy ¢lovék Sifi neustale kolem

sebe. Pracovisté pracujici se starodavnou DNA se sklada ze 3 oddélenych

mistnosti, aby se zabranilo kontaminaci vzorkd recentni DNA a kontaktu

amplifikacnich produktd se vzorky. V pre-PCR mistnosti probiha zpracovani

vzorku a extrakce DNA. V PCR mistnosti amplifikace vybranych usekd DNA

a v post-PCR mistnosti detekce amplifikatd. Musi byt pouzivan jednorazovy
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sterilni spotfebni material. Néktefi autofi uvadéji, ze pravé pfi preparaci
a vyzvedavani kosternich pozlstatki dochazi k nejvétsi kontaminaci recentni
DNA, a tim ke znehodnoceni kosternich vzorkll pro genetické analyzy

(Drozdova a spol., 2012). Proto je dllezité dodrzovat fadu pravidel:

v' Pouziti ochrannych pomlcek jako jsou sterilni rukavice, rousky,
ochranna kombinéza, pokryvka hlavy.

v' Exkavaéni naradi mezi skryvanim jednotlivych skeletd by meélo byt
omyvano oxidaénim prostfedkem a ethanolem.

v' Co nejrychlejsi odbér vzorku vhodného pro izolaci DNA (zub, dlouha

kost) a jeho uloZeni v suchu a chladu.

v' Zamezeni pohybu dal$ich osob v okoli mista prace.

v" Ochrana nalez( pred pfimym sluncem.

v' Kosti neumyvat, nechat obalené zeminou.

v Stanoveni genetického profilu lidi, ktefi pfisli do styku s materialem.

v Mit oddélené laboratofe pro izolaci, amplifikaci a postamplifikacni
analyzy.

v Pipetovat ve flow boxu.

v Pred praci veskeré pracovni plochy ocistit Savem a etanolem.

v' Mistnost vysvitit UV zafivkou.

v' Uzaviena cirkulace vzduchu v laboratofi (Pizova a spol., 2011).

Obrazek 6: Laboratof pro izolaci DNA (PiZova a spol., 2011).
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Lidska a mikrobialni DNA je vSudypfitomna. Je rozumné pfedpokladat, ze
vSechna laboratorni cCinidla i nastroje budou kontaminovany pfi pfijezdu
od vyrobce. Proto je nutné disledné cisténi (napf. ultrafiltrace, vystaveni UV
zareni - 45 W na dobu 72 hodin, zahfati na vice nez 180°C na dobu 12 hodin,
ponofeni do 2,5 M HCI na dobu 48 hodin) (Willerslev a Cooper, 2005).

Predtim, nez muize zacit extrakce, musi byt veSkera exogenni DNA
odstranéna. Dekontaminacni opatfeni zahrnuji tfi zakladni kroky: mechanickou
dekontaminaci, chemickou dekontaminaci a dekontaminaci pomoci UV zareni.
Kazda z téchto metod ma své vyhody a nevyhody. PFfi mechanické
dekontaminaci dochazi k odstranéni &asti povrchu ze zkoumanych vzorkd,
napfiklad za pouziti smirkového papiru nebo jiného obruSovaciho nastroje. Tato
metoda je velice uinnd a z povrchu by méla byt odstranéna vétSina
nezadouciho materialu. Nicméné, tato metoda vytvafi znacné mnozstvi prachu,
ktery muze vyvolat dal$i kontaminaci. Chemickou dekontaminaci se rozumi
myti povrchl nejCastéji latkami oznaCovanymi jako bélidla. U vzork(, kde doslo
k proniknuti kontaminujicich latek hloubéji do pord, pouhé povrchové osetreni
nestaci. Dekontaminace UV svétlem je u€inna metoda, kterou je vSak obtizné
provést u vzorkl s nepravidelnymi tvary. Pravé kombinace vS$ech
3 dekontaminacnich postupu je v literatufe doporu€ovana jako nejefektivnéjsi
(Kaestle a Horsburgh, 2002).

3.3 Pritomnost inhibitorid PCR

Inhibitory PCR jsou chemické latky, které snizuji u€innost reakce nebo ji
zcela znemozni. Muzou se vyskytovat jiz ve vzorku (napf. vapenaté ionty,
kolagen, fosfat v kosti) nebo do né&j proniknou z okolniho prostfedi (huminové

kyseliny, polysacharidy, téZké kovy, fenolické latky, alkoholy).

Nékteré inhibitory PCR Ize odstranit extrakéné-purifikacnimi technikami, coz
je precisténim izolatu DNA (napf. agarézou s nizkou teplotou tani, promyvanim
v hydroxidu sodném). Mezi inhibitory PCR patfi i Maillardovy produkty

(slou€eniny vzniklé reakci aminokyselin s cukry, zpusobujici hnédnuti cukru
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podobné karamelizaci), které pusobi i jako mezimolekularni zabrany amplifikace
DNA (Borkova a spol., 2011).

4 Analyza DNA

4.1 Zdroje a DNA

Zdrojem starodavné DNA mulze byt jakykoli biologicky vzorek (kost, zub,
vlas, chlup, nehet, stolice, dokonce i zadfena kuze na historickych pfedmétech)
(Borkova a spol., 2011). NejCastéjSim materialem pro analyzu se pouziva kost,
protoZze ma tendenci si udrZzovat nejvyssi koncentraci DNA a nejdelSi fragmenty
ve srovnani s jinymi materialy. Jeji porovitost ma vSak za nasledek vysoké
riziko kontaminace (Ho a Gilbert, 2010). Po pohfbu dochazi na kosti k absorpci
cirkulujicich kationtd a organickych latek, vyméné nékterych iontl, ke zlomim,
vyplavovani kolagenu aminerald a k mikrobialnim zménam. Intenzita

mikrobialnich vlivl je pozorovatelna az za 4000 a vice let (Hedges, 2002).

Zakladni tkani kosti je kostni tkan, kterou tvofi kostni buriky (osteocyty,
osteoklasty a neaktivni osteoblasty) (Campos a spol., 2012) a kostni hmota,
ktera ma organickou (kolagen, prolin, hydroxyprolin, tuky a mukopolysacharidy)
a anorganickou sloZku (hydroxyapatit, vyskytujici se v nékolika formach)
(viz Obrazek 7) (EliaSova a spol., 2009).

Jadra nasledujicich typl bunék jsou hlavnim zdrojem DNA:

» Osteocyty - maji tvar hvézdy, jsou to zralé kostni buriky, které jsou uloZzeny
v dutinach zvanych lakuny (Campos a spol.,, 2012). UdrZuji metabolismus
a kontroluji aktivitu osteoblastl (EliaSova a spol., 2009).

* Osteoblasty - jsou na povrchu (Campos a spol., 2012). Jsou to nezralé kostni
bunky zodpovédné za tvorku kosti. Produkuji také hormony (prostaglandiny

a alkalickou fosfatazu) podilejici se na mineralizaci (EliaSova a spol., 2009).
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» Osteoklasty - jsou velké bunky na povrchu kosti zodpovédné za resorpci
(Campos a spol., 2012).

Kostni tkan je slozena z bilkovin a minerdlnich latek. Mezi nejCastéji
se vyskytujici bilkoviny patfi kolagen a osteokalcin. PFiblizné 70% mineralni
sloZky kosti tvofi hydroxyapatit, ktery obsahuje vapnik, fosfore€nan vapenaty,
uhli¢itan vapenaty, fluorid, hydroxid vapenaty a citrat. Molekula DNA ma velmi
silnou afinitu k hydroxyapatitu, chrani tak molekulu DNA pfed degradaci.
Vnitfinim faktorem preziti kostni tkané je jeji hustota. Bylo zjisténo, Ze existuje
rozdil v hustoté kostni tkané u muzl a zen, pfiemz u Zen vykazuje hustota
kostni tkané nizS8i hodnoty. Rozdil hustoty je také v rlznych Castech kosti.

NejvysSi hustota tkané je v oblasti diafyzy (Campos a spol., 2012).

Obrazek 7: Struktura kosti (Campos a spol., 2012).

Concentric Lamellae

Cement Line

Osteoblast
Blood Vessel
Bone Lining Call
Cannaliculi
Nucleus

Osteocyte

4.2 Vlastni analyza DNA

Proces analyzy starodavné DNA je podobny jako u novodobé DNA (Borkova
a spol., 2011). V biologickém materialu je kromé& DNA pfitomno velké mnozstvi
dalSich latek, napf. bilkoviny, lipidy, polysacharidy, inhibitory, enzymy atd., které
je potieba od DNA oddélit (Simkova, 2012).

-3 -



Obrazek 8: Sterilni exkavace na pohfebisti ve Znojmé-Hradisti (Pizova a spol.,

2011).

DNA je vzdy degradovana na velikosti mensi nez 200 paru bazi (bp)
s obsahem malého mnozstvi endogenni DNA (Green a spol., 2010). Vysledkem
extrakce je izolat, coz je zkumavka s Cirou tekutinou, kde se bude nalézat jen
par stovek pikogramd DNA (Simkova, 2012).

Pfi odhadu, zda je kostni material vhodny k analyze starodavné DNA,
se sleduje celkovy stav télesnych pozustatkd, stupenn mikrobialni a plishové
degradace, ktera je odhadovana podle velikosti péri v kostech (nadéjné jsou
pory do priiméru 50 um), hloubky uloZeni v zemi, druhu, pH a vihkost okolni
zeminy a v neposledni fadé také teploty zeminy. VSechna tato pozorovani nam

vSak poskytnou pouze orientac¢ni udaje (Borkova a spol., 2011).
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Obrazek 9: Techniky pouzivané pfed vlastni analyzou (Ho a Gilbert, 2010).
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Uspé&snost analyzy je do znaéné miry podminéna i stavem zachovalosti
lidskych kosternich pozlstatkl. Vzorky pro genetickou analyzu se nejCastéji
odebiraji z hrudniho kose, stehenni kosti, zubl, popfipadé z kosti ruky nebo
nohy (Borkova a spol., 2011).

Aplikace informaci ziskanych z vyzkumd aDNA s sebou nese velky pfislib.
Nicméné, stejné jako v pfipadé jakéhokoli studia Clovéka, je dulezité vzit
v Uvahu etické, pravni a socialni (ELSI) dusledky v oblasti vyzkumu.

Védci by si méli pfed zacatkem kazdé analyzi aDNA poloZit tyto otazky:

1) Povede zvolena metoda k ziskani antropologickych informaci?

2) Existuji nedestruktivni metody, kterymi je mozné ziskat vysledek?

3) Jsou pozustatky nebo jiny material dostate€né zachovany, aby obsahovaly
s nejveétsi pravdépodobnosti aDNA?

4) Souhlasi ostatni s pouZitim destruktivnich metod?

_25.-



5) Jaké dopady bude mit vyzkum v etické, pravni a socialni roviné na Zzivé
pfibuzné?

6) Je dullezité informovat a ziskat souhlas od zainteresovanych jedinci?
(Kaestle a Horsburgh, 2002)

5 Extrakce a izolace

Ziskani DNA z kosti obvykle vyZzaduje individualni pfistup izolacniho procesu.
Kost je tvrda pojivova tkan s vysokym obsahem vapniku, ktery spolu s hofCikem
funguiji jako kofaktory intrabunécnych nukleaz. DalSim problémem extrakéniho
procesu je vazba DNA s hydroxyapatitem ve strukturu zvanou bioapatit, ktera

vznika post mortem b&éhem mineralizace a rozkladu proteinu.

Prvnim krokem je lyza bunék, ze kterych jsou ziskavany nukleové kyseliny.
U béznych bunék staci obvykle rozpusténi biomembran a denaturace protein(
detergentem, napf. dodecylsulfat sodny (SDS). Pro lyzu bunék tvrdych tkani je
vyhodné pouziti mechanického rozruSeni kostni tkané, napf. drceni tkané
zmrazené tekutym dusikem. Pro odstranéni proteind z izolované DNA
se k lyzaénimu roztoku pfidava enzym proteinaza K, ktery $tépi bilkoviny véetné

histonu vazanych na strukturu DNA.

Bunécny obsah vcetné nukleovych kyselin se z lyzovanych bunék uvolni
do pufrovaného roztoku, ktery kromé detergentu obsahuje
etylendiaminotetraoctovou kyselinu (EDTA). Ta chelatuje ionty vapniku fungujici
jako kofaktor nukleaz. Nukleazy bez vapniku nejsou funkéni, takZze vychytanim
vapniku se zabrani fragmentaci Cerstvé uvolnéné DNA. Jako inhibitor nukleaz
funguji také nékteré detergenty. Tyto detergenty se pouZzivaji pfi lyze bunék

zejména dodecylsulfat sodny a N-larylsarkosin.

Pro izolaci DNA se dnes pouziva cela fada rGznych protokold nebo

komer&né vyrabénych souprav kitd (EliaSova a spol., 2009).
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5.1 Extrakce smeési fenol-chloroform

Je postup pro odstranéni proteint za pouziti pufru ekvilibrovanym fenolem
nebo smési fenolu a chloroformu. Tyto organické latky se nemisi s vodou,
a proto po pfidani do vodného prostifedi zplsobi tvorbu dvou vrstev (fazi).
Jakmile se smés dukladné promicha, dojde k denaturaci proteini a jejich
vysrazeni. Srazeninu proteini Ize centrifugaci koncentrovat do fazového
rozhrani, oddélujiciho tézS8i organickou fazi od lehéi vodné faze. Pokud
se pouziva fenol ekvilibrovany neutralnim nebo alkalickym pufrem, nukleové
kyseliny (DNA i RNA) zlstavaji ve vodné fazi. Jestlize se k extrakci pouzije
kysely fenol, pfechazi DNA do organické faze a ve vodné fazi zustava pouze

RNA. Této skuteénosti se vyuziva pfi izolaci RNA (Smarda a spol., 2005).

5.2 Purifikace - precisténi

Po extrakci fenolem je k dispozici vodny roztok nukleové kyseliny zbaveny
proteind, ktery je vSak pfili§ nafedény a obsahuje stopy fenolu a chloroformu.
Obzvlasté fenol ma urcity stupen rozpustnosti ve vodé a mohl by zpUsobit
nezadouci denaturaci enzym( pfi dalSi praci s purifikovanou nukleovou
kyselinou. Nukleové kyseliny je nutné pfevést na maly objem a pfecistit, a to Ize
zajistit  srazenim  (precipitaci) alkoholem, obvykle etanolem nebo
izopropanolem. Za pfitomnosti jednomocnych iontd (Na*, K* nebo NH;") je
mozné nukleové kyseliny srazet do podoby agregatu. Ten se pfi centrifugaci
sedimentuje na dno zkumavky. Po odpareni etanolovych par se DNA rozpusti
ve vodném roztoku, ktery obvykle obsahuje pufr Tris-HCI (pH 7,5-8), inhibitor
nukleaz a EDTA (Smarda a spol., 2005).

Jedna z dalSich technologii pouzivana pro purifikaci je metoda zaloZena
na (para)magnetickych Casticich (MPs). MPs jsou ¢astice velké 5 nm — 100 pym.
Tvofené z kovového jadra, kterym byva nejCastéji gamma-Fe,O3 (maghemit)
nebo Fe3O4 (magnetit), ale i napfiklad Au. Jadro obaluje vrstva, ktera ma
pfipraveny specificky povrch. Ten Ize upravit podle toho, jaké molekuly chceme

izolovat (viz Obrazek 10). Princip izolace je zaloZen na fyzikalné-chemickych
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vlastnostech MPs. Ty reaguji na vné&jSi magnetické pole a jsou schopny navazat
rizné bioreaktivni molekuly. Samotna izolace probiha tak, Zze se ke vzorku
pfidaji MPs. Modifikované MPs se nasledné pfitahnou magnetem ke sténé
zkumavky a zbyly roztok se odstrani. Nasleduje promyvani a uvolnéni MPs
i s navazanymi molekulami. Jednou z vyhod MPs je, Ze se vzorek nemusi
slozité upravovat odstfedovanim nebo dialyzou. Vynechanim téchto kroku
se podstatné zkracuje €as a navic se zmenSi riziko jejich pfipadného fyzikalniho

nebo biologického poSkozeni (Huska a spol., 2008).

Obrazek 10: Schematicky znazornéné (para)magnetické castice urcené

pro izolaci nukleovych kyselin (Huska a spol., 2008)

jadro . DNA sonda i

obalovi cilowa %

struktura maolekula

5.3 Extrakce pomoci cetyltrimethylamoniumbromidového
(CTAB) pufru a isoamylalkohol-chloroformu

Tato metoda umoznuje snadny, rychly a efektivni zplsob, jak ziskat vysoce
kvalitni DNA. Do kostniho prasku byly pfidany 2 ml smési CTAB pufru
slozeného z 2% CTAB; 100 mmol/l Tris-HCI o pH 8,0; 20 mmol/l EDTA,
1,4 mmol/l NaCl a 0,2% 2-merkaptoethanolu (Ye a spol., 2004).
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5.4 lzolaéni kity

QIAquicky PCR Purification Kit

Tento kit je pavodné ureny pro zachyceni PCR produktl, které jsou vétsi
nez 100 bp a mensi nez 10 kb. Je schopen zachytit zbytky nukleotidu, proteinu
a soli (Yang a spol., 1998). Obsahuje oxid kifemicity na bazi membrany (Ye
a spol., 2004). Je idealni pro praci se starodavnou DNA, ktera je Casto velmi
degradovana a sekvence pro amplifikaci jsou velmi malé (150 - 250 bp) (Yang
a spol., 1998).

Stejné objemy roztoku DNA a lyzacniho pufr jsou dobfe promichany. Poté je
pfidana resuspendovana pryskyfice, vie je inkubovano 5 minut. Nasledné je
vzorek ihned pfenesen na magneticky stojan. Pryskyfice je promyta lyzacnim
pufrem a umisténa znovu na magneticky stojan. Stejny postup promyvani je
opakovan celkem tfikrat. Po poslednim promyti je ponechana zkumavka
se vzorkem vyschnout a nakonec pfidana deionizovana voda (Ye a spol.,
2004).

1IQ™ Systém (Promega)

Metoda DNA IQ™ Systém je alternativni metodou QIAquick™ Systému.
Komeréné dostupny IQ™ Systém ma v8ak nékolik vyhod. Napfiklad u néj neni
potfeba centrifugace ani oplachovani vzorku. Tato metoda je schopna izolovat
maximalné 100 ng DNA. Starodavna DNA obsahuje je$té mens$i objemy, takze
je tato metoda velmi vhodna pro izolaci tohoto typu. DNA 1Q™ System

(Promega) je pfi izolaci DNA rychlejSi a snadnéjsi (Ye a spol., 2004).

Mezi dal$i pouzivané kity napfiklad patfi: QlAquick™

spin columns (Qiagen)
a QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Komeréni soupravy jsou optimalizovany
pro pouziti na konkrétni typ a mnozstvi vzorku a poskytuji standardizované
vysledky. Po srovnani vS8ech izolaci ma nejvysSi vytéZzek DNA fenol-

chloroformova extrakce (EliaSova a Mazura, 2009).

-29.



5.5 Detekce

Pokud je purifikovana DNA dostate¢né dista, tj. zbavena vSech latek, které
absorbuji ultrafialové zareni (napf. RNA, volnych nukleotidu, proteinl), Ize
odhadnou jeji koncentraci spektrofotometrickym méfenim absorbance roztoku
pfi vinové délce 260 nm. Tento zpusob stanoveni koncentrace DNA je
jednoduchy, ale ne pfilis selektivni. Roztok dvouretézové DNA o koncentraci
50 ug/ml ma absorbanci 1. Tuto hodnotu pozméni pfitomnost proteind nebo
fenoll v roztoku DNA. Pro detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin se bézné
pouzivaji barviva typu ethidiumbromidu. Ethidiumbromid je fenantridinové
barvivo, které ma plochou kruhovou strukturu umozriujici jeho vmezefeni
mezi baze nukleovych kyselin. Komplex DNA s navazanym barvivem pak muze

byt detekovan po ozéafeni ultrafialovym svétlem (Smarda a spol., 2005).

5.6 Ovéreni pravdivosti vysledku

| presto, Ze dodrzime vSechna protikontamina¢ni opatfeni, stale neni
zaruéeno, ze nedoSlo k prenosu soudobé DNA do nékterého ze vzorkd.
V poslednich letech byla zavedena jednoducha pravidla slouzici k vylou€eni

laboratorni kontaminace (PiZova a spol., 2011).

v' Slepé vzorky pro PCR (vzorky pro amplifikaci bez templatu —
bez pfidavku aDNA).

v Provedeni nezavislé analyzy v jiné laboratofi.

v' Dekontaminace reagentl a vybaveni — oxida¢ni prostfedek, UV svétlo,
ethanol, sterilizace v autoklavu.

v" Opakovani v§ech reakci.

v' Kvantifikace DNA vstupuijici do reakce (zaji$téni dostateéné koncentrace
aDNA pro PCR).

v Stanoveni koncentrace jinych makromolekul.

v Je-li to mozné, izolace DNA z kostry jiného zivociSného druhu
nalezeného v téze lokalité, avsak s primery specifickymi pro lidskou DNA

(Pizova a spol., 2011).
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6 Co se stanovuje?

6.1 Kompetitivni sekvence

Jsou nejpolymorfnéjsi lokusy DNA, které se v genomu vyskytuji opakované.
Pokud jsou jednotlivé motivy v DNA zafazeny tésné za sebou vtandemu,
nazyvame takovy usek DNA tandemova repetice. Pokud se vyskytuji rozptylené
na riznych mistech genomu, mluvime o repetici rozptylené. Dfive se k analyze
uzivaly tzv. dlouhé tandemové repetice s variabilnim poctem opakovani
(VNTR - Variable Number of Tandem Repeats, minisatelity). Jejich délka je
10 — 100 nukleotidl opakujicich se v jednotkach az stovkach tésné za sebou
(Simkova, 2012). Délkovy polymorfismus vznika napt. pfi inzerci, deleci jednoho
¢i vice nukleotidi nebo jde orozdil v poctu tandemovych opakovani

nukleotidové sekvence (Borkova a spol., 2011).

V souc€asné dobé jsou nejuzivané&jSimi lokusy tzv. kratké tandemové repetice
(STR - Short Tandem Repeats, mikrosatelity, SSR — Simple Sequence Repeat)
(viz Obrazek 11). Jejich délka je 2 - 9 nukleotidi opakujicich se v jednotkach az
desitkach tésné za sebou. Podle délky klasifikujeme mikrosatelity na di-, tri-,
tetra-, penta-, okta- a nonanukleotidové. Pro analyzu lidské DNA se vyuZivaji
vyhradné STR lokusy tetra- nebo pentanukleotidové. STR lokusy se vyskytuji
ve v8ech chromozomech (i v pohlavnich), nevyskytuji se pouze v mtDNA.

PFi analyze DNA je potfeba vybirat tedy takové lokusy, které:
- jsou tetra- nebo pentanukleotidové
- maji dostate¢nou variabilitu, tj. co nejvétsi pocet alel
- maji vyvazené frekvence alel
- nejsou v genetické vazbé, tj. aby lokusy v DNA nebyly pfilis
blizko sebe (Simkova, 2012).
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Obrazek 11: STR (Vanék, 2009).

Kratke tandemoveé repetice (STR)

fluorescenéng znaceny primear +
yP ATTG
L, T

neznaceny primer
7 opakovani motivu ATTG -
Ja

6.2 Polymorfismy

Dalsi lokusy, které Ize vyuzit pro identifikaci DNA, jsou tzv. jednonukleotidové
polymorfismy (SNP — Single Nucleotide Polymorphisms) (viz Obrazek 12) nebo
ve specifickych pfipadech hypervariabilni oblast mitochondrialni DNA (HVR —
Hypervariable Region of mitochondrial DNA). (Simkova, 2012) Analyza
polymorfismi se pouziva pro stanoveni pfibuzenskych vztahu.(Bezdék
a Téthalova, 2010).

Obrazek 12: Struktura jednonukleotidového polymorfismu -
http://cs.wikipedia.org/wiki/Jednonukleotidov%C3%BD _polymorfismus
(11. 3. 2013).
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6.3 Analyza HVR mtDNA
a) Sekvenace DNA

Pro analyzu vlastni mtDNA muzZeme pouzit jakékoli burky lidského téla.
Trendem dneSni doby je stér ze sliznice dutiny Ustni. Primérné muzeme
z jednoho stéru ziskat az tisicinasobek mnoZzstvi oblasti (HVR1 a HVR2)
(Vanék, 2010).

Sekvenaci rozumime stanoveni pofadi nukleotidi k analyzovani HVR oblasti
mtDNA. NejuzivanéjSi metodou je metoda sekvence pomoci asymetrické PCR
s tzv. terminatory. Nejprve je HVR oblast namnoZena pomoci jednoho paru
primert klasickou PCR. Poté nasleduje precisténi amplifikatu a kontrola
uspésnosti (detekce namnozeného fragmentu). Ten pak dale poslouzi jako
templat do asymetrické PCR reakce. Pfi sekvencni reakci je v reakéni smési
pritomen pouze jeden z paru primertd. Nové fragmenty vznikaji pouze podle
jednoho z obou komplementarnich fetézcu sekvenovaného fragmentu. Reakéni
smés obsahuje kromé deoxyribonukleotidl (dNTP) téz fluorescencné znacené
dideoxyribonukleotidy (ddNTP), nazyvané pro svou ulohu v reakci terminatory.
Pomér dNTP a ddNTP by mél byt cca 100:1, aby doSlo ke vzniku riznych délek
fragmentd. Na konci fragmentu se nachazi fluorescenéné znaceny terminator
(mohou byt pfitomny 4 druhy: ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP).

b) Hybridizace s SSO

Predstavuje rychlejsi, levnéjSi moznost analyzy HVR mtDNA. Tato metoda
slouzi pouze ke zjisténi informaci o nékolika nejpolymorfméjsich nukleotidu
v usecich HVR jako celku. Podstatou je pouziti SSO sondy a navazani sondy

na pfisludny usek HVR mtDNA, které spolu musi byt komplementarni.

6.4 Analyza SNP lokusu

K zjisténi genotypu jednonukleotidovych polymorfismu slouzi
minisekvenovani. Pfi minisekvenovani je nejprve namnozZen usek obsahujici
SNP pomoci klasické PCR reakce. Poté je reakéni smés vystavena puUsobeni

enzymu, které rozlozi zbytky nespotfebovanych primert a zbylé volné dNTP.
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Nasleduje krok oznacCovany jako prodlouzeni primerd. Do reakce je pfidan
extenzni primer nasedajici tésné pred testovany SNP. Polymeraza poté pfipoji
k primeru jediny ddNTP. Vznikly produkt je posléze analyzovan pomoci

kapilarni elektroforézy (Simkova, 2012).

7 Techniky a metody pouzivané pfi analyze

7.1 PCR (polymerazova retézova reakce, Polymerase Chain
Reaction).

Je technika, za niz vdécime nositeli Nobelovy ceny K. B. Mullisovi. PCR je
cyklicka enzymaticka metoda, umozniujici namnozZeni urcitého useku DNA
opakovanim 3 krok(l (Borkova a spol., 2011). V reakéni smési je pfitomen
templat. Na tento templat nasedaji primery, které znaci misto pro polymerazu.
Cela reakce je fizena zménami teplot. (McPherson a Mgller, 2006). PCR
se provadi v zafizeni zvaném termocykler. Opakovani probiha 20 - 40x
(Simkova, 2012).

- Faze denaturaCni — pfi této fazi se reakéni smés zahfeje na
teplotu 95 °C (McPherson a Mgller, 2006) a dochazi
k rozruSeni vodikovych vazeb nukleotidového Fetézce
a vytvofeni jednovliaknové DNA (Simkova, 2012).

- Faze hybridizaéni (annealing) — po denaturaci nasleduje
ochlazeni reakéni smési o nékolik desitek stupnl. Jestlize je
teplota pfili§ nizka, dochazi k nespecifickému navazani
primerl. PFi vysoké teploté se primery Spatné vazou, coz ma
za nasledek nizkou vytéznost. Za primery se hned vaze
polymeraza (McPherson a Mgller, 2006).

- Faze prodluzovaci — dochazi k prodluzovani primerl enzymem

polymerézou a ke vzniku dvousroubovice (Simkova, 2012).
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Vstupni reakéni smés obsahuje:

PCR pufr, tj. voda s Mg®*, K*, NH," apod.

Volné nukleotidy, oznacené jako ANTP (pro PCR uZivame
smés 4 zakladnich dNTP — dATP, dCTP, dGTP a dTTP)
(Simkova, 2012) Musi byt v ekvimolarnich koncentracich, jinak
by mohla byt ovlivnéna pfesnost PCR (McPherson a Mgller,
2006).

Primery — kratké useky DNA o délce 20-30 nukleotidu, od nichz
kopirovani zacina.

DNA polymerazu — enzym, ktery provadi vlastni kopirovani.

Templatovou DNA — piedloha pro kopirovani (Simkova, 2012).

Pomoci PCR nyni mizeme izolovat v podstaté jakykoli gen z jakéhokoli

organismu (McPherson a Mgller, 2006).

Obrazek 13: Prubéh PCR - http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcrsteps.qgif

(4.7.2013)
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7.2 Elektroforéza DNA

Vysledek PCR lze tzv. detekovat na gelu. To znamena, Ze se vzorek reakéni
smési nanese na start agaré6zového nebo polyakrylamidového gelu a podrobi
se elektroforéze (Kaestle a Horsburgh, 2002). Elektroforéza je separacni
metoda zaloZena na pohybu c&astic ve stejnosmérném elektrickém poli.
Na zakladé rizné pohyblivosti dojde elektroforézou k separaci jednotlivych typu

Castic.

DNA je za béZznych podminek diky fosfatu ve své struktufe zaporné nabita
molekula a ve stejnosmérném elektrickém poli se tedy pohybuje smérem
ke kladné elektrodé (anodé). Cim delsi fragment DNA je, tim pomaleji
se pohybuje (s poctem bazi mobilita klesa). Mobilitu ovliviuje také podil C a G
nukleotid ve fragmentu (C a G nukleotidy jsou té€zSi nez A a T nukleotidy)
(Simkova, 2012).

7.2.1 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza se provadi ve vhodném nosici, tzv. gelu.
Elektroforetické gely pouzivané pro separaci nukleovych kyselin jsou nejcastéji
tvofeny polyakrylamidem nebo agardzou, které vytvareji sloZitou sitovou
strukturu polymernich molekul s pory. Agarézoveé gely jsou vhodné pro separaci
molekul nukleovych kyselin o velikosti od 100 bp az po 50 kb. Polyakrylamidové
gely se pouzivaji pro separaci mensich molekul (10 az 1000 bp). Podle polohy
gelu v elektroforetické aparatufe rozliSujeme horizontalni a vertikalni gelovou

elektroforézu (Smarda a spol., 2005).
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Obrazek 14: Gelova elektroforéza pro Amelogenin (Kaestle a Horsburgh, 2002).

-« 112bp
e B8 =406 bp

123456 78910

Rada 1 a 10 ukazuje velikost markerd. Rada 2 negativni kontrolu
amplifikace. Rada 3 vzorek soudasné Zeny. Rada 4 vzorek soudasného muze.
V fady 5-8 Ize vidét negativni kontroly extrakce. Rada 9 predstavuje historicky
vzorek, morfometricky identifikovany jako Zena. DNA fragment amplifikovany
z X chromozomu je dlouhy 106 bp, DNA fragment z Y chromozomu je dlouhy
112 bp (viz Obrazek 14) (Kaestle a Horsburgh, 2002).

7.2.2 Kapilarni elektroforéza

Pfi kapilarni elektroforéze je vzorek elektrickym pulzem nabran na zacCatek
tenké sklenéné kapilary naplnéné polymerem linearniho akrylamidu nebo
polydimethylamidu. Na kapilaru je pomoci elektrod, zanofenych do pufru,
privedeno napéti (120V) a dochazi tak k separaci fragmentu na zakladé
rozdilné mobility. Kazdy fragment je pfed analyzou oznacCen fluorescencni
barvou (ethidiumbromid). V koncové &asti kapilary se nachazi okénko, kterym je
prosvécovan laserovy paprsek. Ten v okamziku prichodu okénkem vybudi
silnou fluorescenci (svételné zareni), které je zaznamenano CCD detektorem

(stejnym jako u digitalnich fotoaparatt) (Simkova, 2012).
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7.3 Mikrofluidni metoda

Tato mikrofluidni metoda je spojena s efektivni hmotnostni a tepelnou
energii zajisténou diky mikrofluidni ploSiné s potencidlem. Vyhodou této metody
je snizeni spotfeby vzorku a ¢inidla, zvySena rychlost analyzy, snizeni nakladu
a schopnost propojit vice technik. K pohybu ¢€inidel mikrofluidnim zafizenim

slouzi hydrodynamicka a elektrokineticka cerpadla.

U hydrodynamickych Cerpadel je k pfistroji napojena mikrofluidni hadice
a konektory, kterymi prochazi parabolicky tok, coZz znamena, Ze je tok rychlejsi
ve stfedu kanalu v dusledku tfecich sil. Elektrokineckymi Cerpadly prochazi
elektroosmoticky tok (EOF) (Parton, 2013). Vznika pusobenim stejnosmérného
elektrického pole na difuzni Cast elektrické dvojvrstvy na rozhrani pevné
a kapalné faze u vnitfni stény kapilary. Vznik elektrické dvojvrstvy je dusledkem
selektivni adsorpce jednoho druhu iontd na sténu kapilary a/nebo disociace
ionogennich skupin na vnitinim povrchu kapilary (napf. silanolovych skupin
v pfipadé nejCastéji pouzivanych kfemennych kapilar). Adsorbované nebo
disociaci vzniklé ionty vytvafi na sténé& imobilizovanou ¢&ast elektrické
dvojvrstvy, zatimco v jeji difuzni Casti smérem do roztoku zlstava prebytek
volného naboje. Tim se v blizkosti stény vytvafi potencialni rozdil, jehoz Cast
vyskytujici se v difuzni oblasti elektrické dvojvrstvy se nazyva elektrokineticky
potencial nebo téz zeta potencial. Elektroosmoticky tok unasi vdechny pfitomné
ionty stejnou rychlosti, tj. z hlediska separace plsobi jako neselektivni sila
(Kasicka, 1997).

7.4 Next generation sequencing - sekvenovani nové generace

V posledni dobé se objevily zcela nové technologie, které posunuly
sekvenovani do upIné jiné dimenze. Diky témto novym metodam potfebujeme
na osekvenovani celého lidského genomu pouze jeden pfistroj, jednoho
Clovéka a dobu 3 tydny. B&hem jediné sekvenaclni reakce pfistroj dokaze
preCist az stovky milionG bazi a zachytit milion signald na ploSe nékolika

centrimetrového Cipu.
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Nejprve se uchyti na sklenénou desticku - Cip - milidony kratkych fragmentu
DNA. Rozmisténi jednotlivych fragmentl je zcela nahodné. Kazdy fragment je
na svém misté namnozen, a poté je Cip promyvan fluorescenéné znacenymi
nukleotidy. Po navazani nukleotidd detektor vytvori obrazek a pocitac vi, jaky
konkrétni nukleotid ze 4 moznych byl v kterém konkrétnim misté navazan. Pak
pokraCuje syntéza a po kazdém kroku je vytvofen obrazek (viz Obrazek 15).
Pocitat pak z téchto obrazi ziska najednou sekvence miliond fragmentu

z jednoho malého Cipu (Dolezal, 2012).

Obrazek 15: Obrazek z detektoru po navazani nukleotidu (Dolezal, 2012).
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8 Zajimavosti pfi analyzovani DNA

8.1 Nalezisté ostatkli v Darwen ve Velké Britanii a analyza 3
vzork

Toto misto bylo pohfebistém v poloviné 19. stoleti. Ostatky byly nalezeny
v roce 2008 skupinou archeologu z Oxfordu (Parton, 2013). Genetické urceni
pohlavi Clovéka je zalozeno na pfitomnosti dvou odliSnych chromozémi XY
u muzskych a dvou stejnych chromozéoml XX u zenskych bunék. Vzdy dochazi

ke zkoumani urditého lokusu, nikoli celého chromozému. Funkéni oblast
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u X chromozému ma délku 977 paru bazi, Y chromozém ma délku 788 bp
(Bezdék a Téthalova, 2010).

VnéjSi povrch kosti byl ozafen UV zafenim. Rozemleté kostni vzorky byly
postupné pridavany do pufra, inkubovany a centrifugovany. Amplifikace DNA
byla provedena za pouziti PCR a nasledné elektroforézy, slouzici pro analyzu
produktti PCR.

Pro vyhodnoceni tfi riznych kostnich vzork (SK095, SK091 a SK116) byl
pouzit mikrofluidni systém. Vzorky SK091 a SK116 patfily Zenskému pohlavi.
Vzorek SKO095 vSak nepredlozZil Zzadné zjistitelné vysledky po opakované

analyze (Parton, 2013).
Spolehlivost uréeni pohlavi je ovlivnéna:

- stafim kostry — pohlavi Ize s jistotou urcit pouze u dospélych
jedincl, nebot’ u détskych koster nejsou pohlavné diferencujici

znaky vyvinuty.

- zachovalosti kostry — musi byt dostateCné zachovala oblast
panve a lebky (Bezdék a Téthalova, 2010).

8.2 Srovnani DNA neandertalce a moderniho ¢lovéka

s

Neandrtalci jsou €lenové zaniklé skupiny Zijici pfed 350 000 - 30 000 lety
(Lacan a spol., 2013) na uzemi Evropy a zapadni Asii, od jizniho Sibife az
(Lacan a spol., 2013). Z analyzy jaderného genomu neandertalcl a modernich
lidi vyplyva, Ze eurasijské populace moderniho ¢lovéka sdili s neandertalci vice
genetickych variant Uusekll genomu nez s populacemi v subsaharské Africe
(Green a spol., 2010). Prvni kosterni pozustatky pfipsané neandertalskému
Clovéku byly nalezeny ve vapencové jeskyni Feldhof v Neandrové udoli roku
1856 (Tuma a spol., 2012).

Svante Paabo z Max Planckova institutu pro evoluéni antropologii v Lipsku

urCil na zakladé DNA analyzy kosternich pozlstatkid neandertalct, Zze
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Homo neanderthalensis a Homo sapiens maji shodnych vice nez 98,5 % DNA
(Vanék, 2010). A Ze tyto dvé skupiny maji spole¢né predky Zijici pfed 500 000
lety (Green a spol., 2010). Pokud porovname jejich mtDNA, zjistime 206 rozdilt
(195 tranzici a 11 transverzi). Tranzici nazyvame takovou mutaci, pfi niz
dochazi v DNA k zaméné nukleotidu s purinovou dusikatou bazi za nukleotid
sjinou purinovou bazi nebo kzaméné pyrimidinové baze za jinou
pyrimidinovou. Pfi transverzi se zaméni nukleotid s purinovou bazi za nukleotid
s pyrimidinovou nebo naopak (Vanék, 2010).

V jeskyni Vindija v Chorvatsku bylo analyzovano 21 kosti neandertalcu.
Z pod povrchu kazdé z téchto kosti bylo ziskano 50 az 100 mg prasku pomoci
kostni sterilni vrtacky. Vzorky byly testovany na pfitomnost neandertalské
mtDNA pomoci PCR. 3 kosti byly vybrany pro dal8i analyzu (viz Obrazek 16).
VSechny 3 kosti pochazeji z rlznych zen. Sekvence mtDNA u kosti Vi33-26
byla k nerozeznani od kosti Vi33-16, coZ poukazovalo na jejich pfibuzensky

vztah (Green a spol., 2010).

Obrazek 16: 3 kosti z jeskyné Vindija, z kterych se ziskala aDNA (Green
a spol., 2010).

Wina-1cp i vina2c D vida-26
|Via3-1G RN Vi33-26 R Vidd-2G

Celkem devét DNA extraktu pfipravenych ze 3 kosti bylo vyuzito k sestaveni
knihovny. Kontaminace mtDNA byla odhadnuta pomoci 6 prodlouzenych
biotinylovanych primert, které se zaméfuji na rozdily mezi mtDNA c¢lovéka
a neandertalce (Green a spol., 2010).

Otazku ohledné zplsobu ziskavani stravy nam zodpovi rekonstrukce pfimo

z nalezenych kosternich pozlstatkl nebo z archeologickych nalezd s nimi
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asociovanych. Pfimo z kosternich pozustatkil lze ziskat organicky material
(nejCastéji kolagen) a provést analyzu stabilnich izotopu uhliku (& 13C) a dusiku
(& 15N). Timto zplsobem je mozné rekonstruovat plvod bilkovin z rostlinnych
¢i zvifecich zdrojli, pficemz provedené studie naznacuji, ze neandertalci

ziskavali vétsinu proteinll z masa ulovenych zvifat (Tuma, 2012).

8.3 Identifikace ostatku Mikulase Kopernika

Svétové nejznaméjSi astronom Mikula$ Kopernik, autor De Revolutionibus
Orbium Coelestium, se narodil v roce 1473 v Toruni (Polsko) v rodiné bohatého
obchodnika. Jeho otec se také jmenoval Mikulas. Matka se jmenovala Barbara
Watzenrode a Mikula$ byl jejich nejmladsi syn. Studoval nejprve na Univerzité
v Krakové, poté v italské Bologni a Padové. Mikulas Kopernik zemrel v 70 let

v roce 1543 a byl pohiben v Fromborské katedrale, kde plsobil jako knéz.

V roku 2005 byly ve Fromborkské katedrale v blizkosti oltafe sv. Kfize
exhumovany kosterni pozuUstatky pravdépodobné patfici Kopernikovi.
Na porovnani byla pouzita DNA ziskana ze vzork( vlasu. Vlasy byly nalezeny
v knize Calendarium Romanum Magnum od Johannese Stoefflera, kterou
pouzival mnoho let. Pomoci 6 markerd z 15 kratkych tandemovych repetic

(STR) za pouziti Identifiler kit (Applied Biosystems) byly prokazany tyto

vysledky genotypizace:

Marker Alela
D8S1179 11, 14
D3S1358 16, 18
THO1 9.3
D19S433 13
VWA 14,15
D5S818 12
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Diky témto ziskanym datim muze byt ukonCeno hledani ostatki Mikulase
Kopernika, které trvalo nejméné 2 staleti, nebot doSlo ke shodé DNA
s nalezenymi vlasy.

Analyza DNA pfinesla jesté jeden zajimavy vysledek, a to ze Kopernik mél
mit svétlou (modrou) barvu o€i. ProtozZe se pfi analyze SNP odhalil C/C genotyp
na genu HERC2, ktery pfevldda u modrookych lidi. Tento fakt je v rozporu
s dobovymi podobiznami astronoma, na nichz je obvykle zachycen s tmavyma

oCima (Bogdanowicz a spol., 2009).

Obrazek 17: Rekonstrukce lebky Mikulase Kopernika -
http://www.tyden.cz/obrazek/kopernik-rekonstrukce-
49259b9ccb0al_275x183.jpg (16.6.2013)

Diky nalezené lebce byl sestaven portrét Mikulase Kopernika.

Metody rekonstrukce podoby Elovéka podle lebky Ize rozdélit na kresebné
(2D) aplastické (3D), ty se z technického hlediska déli na socharské
a pocitacové. Plastickou rekonstrukci Ize dale rozdélit na nékolik dalSich metod.
Prvni z nich je metoda anatomicka (ruska metoda), pfi niz se podle charakteru
pfipojovych mist na lebce rekonstruuji zvykaci svaly, které nejvice formuiji tvar
obliCeje. Jinym postupem je metoda hloubky mékkych tkani (metoda americka),

pfi niz se vyuziva pramérnych rozmérl tloustky mékkych tkani
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v antropometrickych bodech. Kombinovana (britska) metoda slucuje vyhody

obou pfedchozich (Vanickova, 2011).

8.4 Nalez v Denisové jeskyni na Sibifri

Prfed vice nez 40 000 lety zil v jizni Sibifi ¢lovék, ktery se liSil od predku
moderniho Clovéka, tak i od neandertalct (Petr, 2012). Zatim se naSel pouze
jeden Clanek prstu a dva zuby (viz Obrazek 18). Geneticka analyza vsSak
potvrdila jedine¢nost fosilnich ostatkl. Ostatky patfici mladé divce objevili rusti
archeologové v Denisové jeskyni v pohofi Altaj v roce 2008 (Gibbons, 2012).
V blizkosti ostatkl byly nalezeny ozdoby a nastroje z kamene (Reich a spol.,
2010). V Denisove jeskyni se prumérna ro¢ni teplota pohybuje kolem 0 °C. Coz
bylo velmi pfiznivé pro uchovani genetického materialu (Gibbons, 2012). Fosilie

ziskala pfezdivku ,Zena X* (Petr, 2012).

Obrazek 18: Nalezeny zub (Reich a spol., 2010).

Na obrazku je vyobrazen témér kompletni zub (tfeti nebo druha horni stolicka).
Kofeny byly kratké, ale silné. Celkoveé Ize Fici, ze zub byl velmi velky (pramér
13,1 mm).

Védci pod vedenim Svanteho Paaba z Max Planck institutu pro evolucni
antropologii v Lipsku precetli prakticky cely genom, pfi¢emz kazdy nukleotid

v primeéru tficetkrat (Gibbons, 2012). Pfi analyze DNA byly pouzity 2 enzymy:
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uracil-DNA-glykosylaza a endonukleaza VIII (Reich a spol., 2010). Problémem
u starovéké DNA je, Ze se rozklada na &asti hned po extrahovani z kosti.
Prilomem bylo vyvinuti sekvenéni metody s pouzitim pouze jednovlaknové
DNA misto dvouvlaknové. Diky tomu dnes napfiklad vime o denisovanech, ze
meéli tmavou kizi, hnédé vliasy a hnédé oci (Petr, 2012). Ponékud prekvapivé je,
ze DNA denisovanu lze vystopovat v genomu dnesnich obyvatel Melanésie
a Australie (Gibbons, 2012). Odhaduje se, ze 4,8 + 0.5% z genomu obyvatel

Melanésie pochazi od denisovanu (Reich a spol., 2010).

8.5 Identifikace neznamych osob

V letech 1991 — 1995 probéhla na uzemi Chorvatska valka za nezavislost.
Bylo zde objeveno 135 masovych hrobu. Pozlstatky 674 osob byly vykopany
zvice nez 30 hroblu na uzemi Chorvatska a nasledné byly prevezeny
na Oddéleni patologie a forenzni mediciny do Fakultni nemocnice ve Splitu.
Pro identifikaci byl k dispozici seznam lidi, ktefi byli po roce 1995 nezvéstni.
Tento seznam zahrnoval také udaje od pfibuznych a lékafsky i stomatologicky

zaznam.

Nejprve vS§ak musel byt povrch kosti ocistén od zbytkd pudy a mékkych tkani
a vzorky byly obrouseny ve vodé Setrnym Cisticim prostfedkem. Poté byly omyty
destilovanou vodou a volné suSeny na vzduchu. Nasledné znovu omyty
tfikrat destilovanou vodou, dvakrat v70 % etanolu a suSeny na vzduchu
po dobu 24 hodin. Vzorky byly zmrazeny a nadrceny na jemny prasek. K2 g
prasku byl pfidan extrakéni pufr (3 ml), ktery byl slozen z 10 pymol/l Tris
o pH 8,0; 100 umol/l NaCl; 50 ymol/l EDTA o pH 8,0 a 0,5% SDS. Ke smési
bylo pfidano jesté 100 pl proteinkinazy K (20mg/ml). Roztok se inkuboval
pfi56 °C 48  hodin a nasledovala  extrakce @ pomoci  fenol-
chloroformisoamylalkoholu.

Modifikaci této metody je izolace DNA systémem |1Q (Promega, Madison, WI,
USA). K 2 g rozdrcené kosti byly pfidany 3 ml extrakéniho pufru a 200 ml
proteinkinazy K (20 mg/ml). Inkubace pak probihala jen 15 minut pfi 56 °C.
Roztok byl centrifugovan 4 minuty pfi 4000 rpm. Dva dily pfipraveného
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lyzaéniho pufru a 15 yl pryskyfice byly pfidany k Cistému supernatantu a vse
bylo inkubovano 10 minut pfi pokojové teploté. Zkumavky byly umisténé
do magnetického pole a po oddéleni roztoku a pryskyfice, byl odstranén
veskery roztok. 100 pl lyzaéniho roztoku bylo pfidano k pryskyfici. Zkumavky
byly vloZzeny do magnetického stojanu a po oddéleni pryskyfice a pufru byl
vesSkery lyzaCni pufr odstranén. Stejny postup byl proveden dvakrat
s promyvacim roztokem. Ziskana pryskyfice s rozpusténou DNA byla
ponechana oteviena na 5 az 15 minut mezi magnetickymi stojany, aby mohla
volné vyschnout. Nakonec bylo ke smési vloZzeno 30 pl eluéniho pufru a vSe
bylo 5 minut inkubovano pfi 65 °C. Zkumavky byly okamzité umistény
do magnetického pole k oddéleni pryskyfice a roztoku DNA.

Jind modifikace, popsana Andelinovicem a spol., zahrnuje dekalcifikaci
(odvapnéni) pomoci EDTA. Kdy bylo do 2 g rozdrcené kosti pfidano 16 ml 0,5 M
EDTA o pH 7,5. V3e bylo ponechano na tfepacce pfi pokojové teploté
na 24 hodin. Roztok byl centrifugovan 15 minut pfi 2000 ota¢kach za minutu
a nasledné byl supernatant odstranén. Opét bylo pfidano 16 ml EDTA. Postup
byl opakovan vrozmezi 3 — 5 dni. Ziskané pelety byly oplachnuty v 16 ml
destilované vody a znovu centrifugovany 15 minut pfi 2000 rpm. Supernatant
byl slit a tato procedura probéhla jesté dvakrat. Nasledna extrakce a inkubace
byla popsana v pfedchozim odstavci.

Témito metodami bylo analyzovano 1155 kostnich vzork( za ucelem
identifikace osob v obdobi 1993-2005. Uspésna identifikace byla dosazena
u 703 osob. Z toho identita 577 osob (85,6%) byla potvrzena klasickou forenzni
analyzou. Zbytek ostatkl (14,4%) zlstal neznamy a nebyl identifikovan
(Andelinovi¢ a spol., 2005).
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Tabulka 1: Usp&$né DNA amplifikace z rdznych typa kosternich ostatki v letech
2000-2004 (Andelinovi¢ a spol., 2005).

Pocet extrakci za rok

Procento uspésnych amplifikaci za rok

Typ kosti | 2000 2001 2002 2003 2004 suma |2000 2001 2002 2003 2004 suma
stehenni | 15 69 46 76 13 219 80 91 87 97 100 92
zub 6 63 6 11 0 86 67 89 100 100 - 90
lebka 2 5 5 0 1 13 100 60 60 - 100 69
pazni 1 6 6 0 3 16 100 67 100 - 67 81
loketni 1 3 1 1 0 6 0 100 100 O - 67
vietenni |1 1 1 0 0 3 100 100 100 - - 100
Dolni

0 1 0 0 0 1 - 0 - - - 0
celist
zebra 0 2 0 0 0 2 - 0 - - - 0
patni 0 0 1 0 0 1 - - 0 - - 0
panev 0 0 4 0 0 4 - - 75 - - 75
holenni 0 0 9 1 8 18 - - 89 100 100 94
krizova 0 0 1 0 0 1 - - 100 - - 100
lytkova 0 0 2 0 0 2 - - 100 - - 100
Neznamé | 21 2 17 0 0 40 100 50 88 - - 93
Vsechny

47 152 99 89 25 412 87 86 87 97 96 89
vzorky

DNA byla nejvice ziskavana z kosti stehenni a ze zubu. 100% UuUspéSnost

amplifikace byla u kosti vietenni, kfizové a lytkové.

8.6 Kosterni pozistatky z pohiebisté ve Znojmé-Hradisti

V roce 2007 bylo ve Znojmé-Hradisti objeveno pfi zachranném vyzkumu

doc. PhDr. Bohuslavem Klimou

rozsahlé slovanské pohfebisté datované

do stfedohradistniho obdobi (Drozdova, 2011).

K preparaci kosternich pozlstatku v terénu byly uzity bézné preparacni

nastroje: kovova lopatka a motyCka s dfevénou rukojeti, difevéné Spachtle,
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Stétce ze syntetického vlakna, igelitovy sedak. Ochranny odév se skladal
z kombinézy s kapuci, respiratoru, igelitovych navlekl, bryli a latexovych
rukavic. Pfed preparaci kazdého hrobu byly pomucky oSetfeny 5% NaClO
a96% etanolem a nasledné sterilizovany spolu s ochrannym odévem
a uzaviratelnymi plastovymi sacky 20 minut UV zafenim. Vzhledem k tomu, Ze
pro analyzu DNA jsou nejvhodné&jSi zuby nebo kompakta dlouhych kosti, bylo

rozhodnuto o sterilnim odbéru lytkovych kosti (Drozdova a spol., 2012).

Obrazek 19: Kosterni pozustatky nalezené v letech 2007 a 2008 byly velmi

dobfe zachovalé (Drozdova, 2011).

Ukazka kosternich pozustatkll z pohfebisté ve Znojmé-Hradisti: Lebka muze
(hrob €. 432), lebka Zeny (hrob €. 539) a lebka ditéte (hrob &. 509).

Z odebranych vzorkG bylo pomoci vrtaCky a sterilnich brusnych pasu
odstranéno pfiblizné 1 - 2 mm povrchové kostni tkané. Mechanicky oSetfené
vzorky byly poté ocistény 5% NaClO a 96% etanolem a kratce sterilizovany
UV zafenim (10 minut z kazdé strany). Pomoci oscilacniho kulového mlynu byly
vzorky rozemlety na prasek. Vzorky rozemleté na jemny prasek, byly
dekalcifikovany plsobenim 0,5 M EDTA (pH 8,0) pfi teploté 4 °C. K izolaci DNA
byl pouZit izola¢ni kit QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen). Pro genetické ur€eni
pohlavi byla uZita metoda analyzy genu SRY a genu pro amelogenin
(viz Obrazek 14).
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Prvni metoda umozriuje pfimou identifikaci pouze jedinci muzského pohlavi.
Je dana amplifikaci Useku genu SRY, dlouhého 93 bp. Gen SRY (Sex
determining Region Y) se nachazi na kratkém raménku chromozomu Y. Jedinci
Zenského pohlavi jsou uréeni nepfimo, nepfitomnosti amplifikaéniho produktu.

Amelogenin je gen kodujici protein zubni skloviny (Drozdova a spol., 2012).
Patfi mezi geny nachazejici se jak na chromozomu X (AMELX), tak
na chromozomu Y (AMELY). Lidsky AMELX gen ma velikost 2872 bp a je
lokalizovan v oblasti Xp22.1-22.3, zatimco AMELY je dlouhy 3272 bp v oblasti
11p12.2 (ElidSova a Mazura, 2009).

Celkem bylo hodnoceno 137 skeletd muzl, Zen a déti. Z toho patfilo
19 koster muzdm, 19 Zenam a 98 koster patfilo détem a nedospélym juvenilnim

jedincim (Drozdova, 2011).

Graf 2. Grafické vyjadfeni slozeni Casti populace ze Znojma-Hradisté podle

pohlavi (upraveno dle Drozdova, 2011).
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Uvedena Ccisla ukazuji na vysoké procento (71,5 %) jedincd zemrielych

v détském véku.

Vék byl u détskych jedinct uréen metodou podle stupné profezani chrupu
a podle délek dlouhych kosti. Vzhledem k velmi dobrému stavu zachovalosti
kosterniho materialu se podafilo urcit vék témér u vdech zkoumanych jedincu.
Vék nebyl pfesné stanoven pouze u dvou dospélych. Stafi bylo tedy urceno
u 135 osob.
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Analyza umrtnosti ukazala pomérné velké mnozstvi novorozencll a kojencl
do pul roku Zivota v této Casti pohrebisté, kde jich bylo objeveno sedm. Jak je
obvyklé, nejvice déti umiralo v obdobi kojeneckém mezi 2. az 4. rokem Zivota
(49,4 %), coz Cini téméF polovinu détské populace do 16 let. Dale vidime
zvySenou umrtnost u déti mezi 6. az 8. rokem, kdy zemfelo asi 18,7 % déti.
Posledni zvySeni je mozno vysledovat ve 14 letech, kdy zemrelo témér 9 % déti
(Drozdova, 2011).

Graf 3: Umrtnost détské hradistské populace (Drozdova, 2011).
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Vyska postavy byla vypocitana na zakladé délky kosti stehenni. Vyska
postavy byla zjisténa u 14 muzu a 16 Zzen. VySka postavy muzl se pohybovala
v intervalu 158 az 176 cm, s primérem 168 cm. NejmenSi Zena méfila 144 cm,
nejvy8Si Zena pak byla 165 cm vysoka. Primérna vySka Zen dosahovala
156 cm.

Popisovany kosterni material byl vyzvednut v prvnich dvou letech vyzkumu
(2007 a 2008) na dnes jiz velmi rozsahlém pohfebisti v lokalité Znojmo-
Hradisté. Jedna se pouze o malou ¢ast (137 muzl, Zzen a déti) populace
pohifbené na tomto pohrebisti, ktera ma v soucasnosti pfes 300 hrobu. Proto

jsou uvadéné vysledky pouze dil€i (Drozdova, 2011).
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8.7 Pohrebisté novorozenct v lzraeli

Ashkelon byl osidlen pfed vice nez 5000 lety a patfil mezi hlavni mofské
pristavy. V Ashkelonu byly ve stoce objeveny kosterni pozustatky stovky
novorozenych déti spolu se zvifecimi kostmi a stfepy. Podle vyvoje zubu bylo

stafi novorozencll odhadnuto na 1-2 dny.

K urCeni pohlavi byla pouzita DNA analyza. Vzorky byly odebrany
ze 43 levych femurl, aby se zabranilo testovani téhoz jedince dvakrat. Kosti
byly &istény mékkym kartdCkem. Pro extrakci DNA bylo pouZzito 0,5 - 1 mg
kostniho prasku. DNA byla ziskana purifikaCni metodou Chelex. K amlifikaci
byla pouzita metoda PCR a pohlavi bylo uréeno amelogeninovym testem.
Amplifikace byla uspésna u 19 vzork( ze 43. Muzské pohlavi bylo uréeno

u 14 vzorkl a zbylych 5 vzorku byly Zzeny (Faerman a spol., 1998).

Obrazek 20: Jedna 2z détskych koster nalezenych ve stoce -
http://i.dailymail.co.uk/i/pix/2010/06/25/article-1289603-0A33A745000005DC-

-

870 _468x348.jpg

Predpoklada se, Ze stoka slouzila jako vefejné misto pro likvidaci kojencu,
ktefi zemfreli pfirozené nebo byli umysiné usmrceni. Pohfebni obfad se provadél

az u déti starych nejméné 6 mésice (Faerman a spol., 1998).
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Takto vysoka frekvence umrti muzZského pohlavi (74%) je prekvapiva,
vzhledem k tomu, Ze dcery byly obecné v této spoleénosti méné hodnotné.
Autofi se domnivaji, Ze novorozenci byli potomci kurtizan, pracujici nedaleko
stoky v lazeniském domé. Narozené divky se ponechavaly, aby pokracovaly

v profesi svych matek (Kaestle a Horsburgh, 2002).

8.8 Analyza pohiebisté v Ergoldingu ze 7. stoleti

Ve mésté Ergolding lezici v Bavorsku (Némecko) byly nalezeno pohfebisté
s ostatky datované do 7. stoleti. V letech 1997 — 2002 zde némecti
archeologové zkoumali vice nez 440 hrobl. Nalez artefaktt ucinil z Ergoldingu
jedno z nejbohatSich bavorskych pohrebist z pozdné merovejského obdobi.
Proto se usuzovalo, Zze zde musely byt pohfbeny velmi vyznamné osoby.
V centralni ¢asti byl objeven vyznamny hrob Cislo 244 s 6 nalezenymi muzi.
Proto bylo rozhodnuto provést DNA analyza vSech 6 pohibenych jedincl
(oznaCenych 244A az 244F). Jedinci nalezeni v zapadni ¢asti leZeli na rovnych
zadech a byli pohfbeni jako bojovnici s meci, kopimi a Stity. Jedinci ve vychodni

Casti byli okradeni, takZze nebyly nalezeny Zadné cenné artefakty.

Pro genetickou analyzu byly pouzity jednotlivé kosti stehenni. U vzork(l 244A,
B, C, D, F byly kosti hodné porovité v dusledku demineralizace (viz Obrazek
21). Stehenni kost 244E neméla Zadné znamky poskozeni a méla slonovity bily

vzhled.

Obrazek 21: Vzhled povrchu kosti (Vanék, Saskova a Koch, 2009)-




Na zakladé genetické analyzy se podafilo zjistit, Ze jediny pfibuzensky vztah
byl u jedincli 244A a 244B. Byli to bratfi s pravdépodobnosti 99,99979 %. Méli
totiz shodny Y haplotyp. Kostra jedince 244C s nimi méla velmi podobnym
haplotyp, coZz znaci, Z2e se jednalo o jejich vzdaleného pfibuzného.
U zbyvajicich kosternich pozustatkl uz Zzadna podobnost nebyla. (Vanék,
Saskova a Koch, 2009).
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9 Zaver

Ve své bakalafské praci se zabyvam analyzou DNA, ktera zkouma
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), které se nachazi v bunkach kazdého
organismu. Molekula DNA v ném muze za optimalnich podminek zUstat
auchovat se az tisice let po smrti organismu. Prvni studie zabyvajici
se starodavnou DNA (aDNA) probéhly v poloviné 90. let. Tehdy byl analyzovan

150 stary muzejni exemplar a 2430 let stara egyptska mumie.

Zdrojem starodavné DNA mulze byt jakykoli biologicky vzorek, napfiklad
kosti, zuby, vlasy, chlupy, nehty. NejcastéjSim zdrojem nukleovych kyselin je
kostni tkan. Je to nejCastéjSi material pro analyzu DNA, s kterym

se pfi vyzkumu setkavame.

Objev metody polymerazove fetézove reakce (PCR) mél zasadni vyznam pro
celou molekularni biologii a genetiku. PCR je cyklicka enzymatickd metoda,
umozfujici namnozZeni urCitého uUseku DNA. Je predevS§im dulezita
pro starodavnou DNA, ktera byva vlivem Casu poSkozena a degradovana.
V dusledku toho neni kdispozici dostate€né mnozstvi vzorku pro vlastni
analyzu. DalSim velkym problémem pfi analyze aDNA je kontaminace.
PredevsSim jde o kontaminaci historickych kosternich pozlstatkl soucasnou

DNA, kterou kazdy Clovék Sifi neustale kolem sebe.

Samotny proces genetické analyzy se sklada z nékolika zakladnich krokd.
Prvnim krokem je odbér vzorku, nasleduje extrakce DNA ve specializované
laboratofi urlené kpraci se starodavnou DNA. Po extrakci dochazi
k namnozZeni useku DNA pomoci polymerazové fetézové reakce. Nakonec je

provedena detekce produktl pomoci elektroforézy.

Na zacatku své bakalafské praci se snazim vysvétlit podstatu a funkci
DNA. Vénuji se pocatkum genetické analyzy a problematice, ktera ji doprovazi.
Poté jsem se snazila shrnout techniky, které se vyuZivaji pfi vlastni analyze
DNA. Druha ¢ast mé prace ukazuje konkrétni pfiklady, pfi kterych byla vyuZita
starodavna DNA. Napfiklad pfi uréovani pohlavi u ostatk v Darwenu i

pribuzenskych vztahl u muzli nalezenych v jednom z nejbohatSich bavorskych
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pohfebist z pozdné merovejského obdobi. Dale se vyuziva pfi identifikaci
jedincu, ktefi zemfeli ve valce v Chorvatsku i pfi jinych katastrofickych
udalostech. Nebo slouzi pro odliSeni lidskych ostatkd od zvifecich nalezenych
v Izraeli ve stoce. Dulezitou roli také hraje pfi ovéfovani totoznosti kosternich
pozUstatkd MikulaSe Kopernika a jinych vyznamnych historickych osobnosti.

Slouzi také ke studiu evoluce ¢€i objevu nového jedince nalezeného v Denisové
jeskyni na Sibifi.
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