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Abstrakt

Pro archeologické nebo forenzni studie ma Gspés$na extrakce a analyza DNA z lidskych
ostatkl obrovsky vyznam, ale nékdy je pro molekularniho biologa vyzvou. Historicka DNA je
vysoce degradovana a jeji mnoZstvi je omezené. Nasledné molekularné genetické analyzy
jsou komplikovany kontaminacemi moderni DNA a inhibitory PCR. Tato prace se zabyva
metodami extrakce DNA z historického kosterniho materidlu. Prvni kapitola stru¢n¢
charakterizuje problematiku prace se starou a degradovanou kostni tkani a popisuje specifické
vlastnosti historické DNA. Nasleduje vycet moZnych preventivnich opatfeni a
dekontamina¢nich technik pouZivanych ke sniZeni potencialnich rizik kontaminace moderni
DNA. Hlavni &ast této prace obsahuje podrobny popis dnes nejéastéji vyuZivanych
extrak¢énich metod s piehledem jejich aplikaci a pfipadnych slabych a silnych stranek. Kratka
kapitola na zavér pojednava o inhibitorech PCR.

Klicova slova: historicka DNA, kosterni ostatky, DNA extrakce

Abstract

Succesful extraction and analysis of DNA from human remains in archeological and
forensic cases has great importance, but sometimes it is a challenge for molecular biologist.
Historic DNA is highly degraded and its quantity is reduced. Subsequent molecular genetic
analyses are complicated by modern DNA contamination and PCR inhibitors. This thesis is
focused on methods for DNA extraction from historic bone material. The first chapter
introduces problems with old and degraded bone tissue and describes specific properties of
historic DNA. The next chapters present the list of possible preventive measures and
decontamination techniques which may be used to minimize potential risks of modern DNA
contamination. The main part of the thesis includes detailed description of the most common
extraction methods with overview of their applications to date and their eventual advantages

and disadvantages. The last chapter briefly deals with PCR inhibitors.
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Seznam pouzitych zkratek

aDNA - ancient DNA

BSA - kravsky sérovy albumin

CTARB - cetyltrimethylamonium bromid
DTT - dithyothreitol

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina
GnSCN - guanidinium thiokyanat

PK pufr - extrakéni pufr s proteinazou K
SDS - sodium dodecyl sulfat



1. Uvod

Molekularni analyzy DNA maji dnes nezastupitelné uplatnéni skoro ve vSech
biologickych oborech. Geneticka informace pfitomna v kosternich pozistatcich ¢lovéka je
vyznamnym studijnim materiadlem pro archeology, antropology, kriminalisty nebo evolu¢nich
biology. Historicka DNA, tzv. ancient DNA (aDNA), se muzZe uplatnit pfi identifikaci
neznamych kostnich nalezi, otazkach pfibuzenskych vztahti, objasiiovani starych
kriminalistickych zlo¢ini a v neposledni fadé pii charakteristice vlastnosti vymielych
populaci a evoluénich vztahi. Casto jsou pro tyto analyzy k dispozici jen Glomky kosti nebo
velmi degradovana tkan. Znamé a jednotné metody ¢i standardy pro béZné DNA extrakce se
v tomto ptipad€é nedaji pouzit. U aDNA je nutné pocitat s jeji velmi malou koncentraci a
degradaci, s rizikem kontaminace moderni DNA a s pfitomnosti latek, jeZ mohou znemoZnit
namnoZeni i uUspé3n¢ extrahované DNA. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze molekularni
analyza historického materidlu vyZaduje specificky pfistup. V poslednich 20 letech byla
vyvinuta fada extrakénich metod a stale nové dokonalej$i postupy jsou rychle publikovany.

Jednim z cili mé bakalafské prace je charakterizovat vlastnosti historickych kosti a v nich
obsazené genetické informace, ze kterych se vychazi pii volbé nebo ptimo vytvafeni vhodné
metodiky. Chtéla bych se zaméfit na problematiku prace s degradovanou kostni tkani a na
prekazky, jeZ je moZné o¢ekavat u analyz aDNA. Zarover chci u popsanych problémi zminit
n€které z nové¢jsich technik pouzivanych k jejich piekondni. Hlavnim tcelem této prace je
ovSem vytvofit ur€ity souhrn dnes nejvice pouZivanych metod pro izolace aDNA ze starych a
degradovanych kosti. Mym umyslem neni jejich absolutni vycet, ale spiSe piehled zékladnich
pfistupi, z kterych jednotlivé postupy vychazeji. Nejdiive bych chtéla shrnout zakladni
principy charakterizujici dany pfistup a nakonec zduraznit nejvyznamnéj$i metody, jez byly
nebo jsou v této dobé s uspéchem pouzivany pfi praci s historickym nebo degradovanym
kosternim materidlem. V teoretické roviné bych se rada pokusila i o urité vzajemné srovnani
a zdlraznéni jejich vyhod a nevyhod. Nakonec bych jesté zdiraznila, Ze tato prace se nebude

pfimo zaméfovat na izolace aDNA z prehistorickych nebo paleontologickych nalezi.



2. Historicka kostni tkan jako zdroj DNA

2.1. Histologie kosti a typy kosti

Kostni tkaii ma oproti mékkym tkanim specifické vlastnosti, které ji predurcuji
k archeologickym analyzam. Prvnim krokem k pochopeni téchto vlastnosti je porozumeéni jeji
histologické struktuie. Kost je specializovana pojivova tkan obsahujici rizné druhy bun€k a
zvapenatélou mezibuné¢nou hmotu, tzv. matrix, tvofici 50% suché hmotnosti kosti. Z vétsi
¢asti je sloZzena z anorganickych latek, hlavné vapniku a fosforu. V menSim mnoZstvi je
ptitomen hydrogenkarbonat, citrat, hot¢ik, draslik a sodik. Vapnik s fosforem vytvateji
krystalky hydroxyapatitu Ca;o(PO4)s(OH),, které jsou uloZeny podél proteinovych fibril jako
ploché deskovité utvary. Men$i ale vyznamné mnoZstvi tvofi nekrystalicky amorfni
fosfore¢nan vapenaty. Organicka sloZzka mezibunééné hmoty je sloZena z kolagenu typu I a
amorfni hmoty tvofené glykoproteiny (osteokalcin, sialoprotein) a glykosaminoglykany.
Zakladnimi burikami kosti jsou osteocyty, jejich nezralé formy osteoblasty a osteoklasty.
Osteocyty jsou uloZzeny v malych komurkach, tzv. lakunach, ohrani¢enych okolni
mezibunéénou hmotou. Na povrchu kazdé kosti se nachazi vrstva periostu obsahujiciho
kromé kolagennich vldken a fibroblasti je$té osteoprogenitorové buriky. Tenk4 vrstva endostu
vystyla dutiny kosti. Uvnitf dlouhych kosti a v dutinkach kosti spongioznich je kostni dfen
s hematopoietickou funkci. Mezi periostem a endostem je kostni tkai rizného typu.

B&hem vyvoje a pfi hojeni napf. zlomenin mluvime o primarni nezralé kostni tkani. Ta je
tvofena vlaknitou hmotou a obsahuje nepravidelné uspofddana jemna kolagenni vlakna, méné
minerali a vice osteocytii. Zrala kost je tvofena kompaktni a houbovitou kostni tkani.
V kompakté jsou kolagenni vlakna uspofadana v lameléch paralelné nebo koncentricky kolem
Haversova kanalku, a dohromady tvofi tzv. Haverstv systém (osteon) (viz. obr.1). Spongi6za
obsahuje velké mnozZstvi dutinek oddélenych lamel6zné upravenymi tramecky uspotadanymi
nepravideln€ nebo architektonicky podle miry zatéZe pisobici na kost. (Junqueira et al. 2002).
BliZ§i studie anorganické €asti matrix ukazala na rozdily v uspofadani hydroxyapatitu a
kolagennich fibril. Krystaly silné asociované s fibrilami, pfitomné spiSe ve spongioze, se po
rozruSeni kolagenni slozky snadno rozpadaji na monomery. Naproti tomu krystalky
lokalizované mezi fibrilami, typicky v kompakté, mohou tvofit té€sné agregity, které se

nerozpadaji ani pfi ptisobeni silnych oxida¢nich latek (Weiner & Price 1986). Uvnitt téchto



agregati byla prokazana pfitomnost DNA jak u modernich tak archeologickych kosti
(Salamon et al. 2005).

Haversliv systém (osteon)

Volkmanniiv kanalek

endost periost

Obr. 1: Schéma stavby kompaktni kostni tkané diafyzy dlouhé kosti (Junqueira et al. 1997).

Pomér kompakty a spongiozy se u riznych kosti li$i. Dlouhé kosti v epifyzach obsahuji
jen slabou vrstvu kompakty a vétSinu spongiozy. Naproti tomu kompakta je nejvyznamné;jsi
v diafyzach (viz. obr. 2). Kratké kosti maji vét§inou spongiozni jadro s rovnocennou vrstvou
kompaktni tkan€. Ploché kosti tvofi dvé vyrazné vrstvy kompakty oddélené slabou spongiozni
vrstvou (Janqueira et al. 2002). Vzhledem k vysokému obsahu kompakty v kostech se
obvykle pfi analyzach voli dlouhé kosti horni a dolni koncetiny, nej¢astéji femur a humerus,
déale pak tibie, radius nebo ulna. Z ostatnich druhti kosti jsou to pfedevs§im kosti lebky.
Samoziejmé pii volbé druhti kosti pro analyzy je nejdilezitéj$im uréujicim faktorem stupeii

zachovani nalezu (Andelinovi¢ et al. 2005, Kalmar et al. 2000).



Obr. 2: Rez tibii znazortiujici kompaktni a spongi6zni &ast kosti (Junqueira et al. 1997).

2.2. Posmrtna degradace DNA

Pritomnost DNA je v kosti vazana na zZivé buiiky. Po jejich smrti je vystavena vnitinim a
vnéj$im degrada¢nim vlivim. Z vnitinich faktori jsou to endonukleazy, které jsou soucasti
smési autolytickych enzymi vylévanych z lysozomi. Déle téZ pfirozené chemické procesy
(hydrolyza, oxidace), jenz jsou v Zivé buiice opravovany reparaénimi procesy (Lindahl 1993).
Vnéj§i faktory, podrobnéji popsané niZe, zpisobuji enzymatickou degradaci
(mikroorganismy) a zmény v DNA zptsobené hydrolyzou, oxidaci, alkylaci a Maillardovymi
kondenza¢nimi reakcemi (Willerslev & Cooper 2005). V prvni fadé se post-mortem
degradace DNA manifestuje fragmentaci, kterd se pfi analyzich projevi amplifikaci jen
délkoveé omezenych usekii. Hydrolyza je odpovédna za deaminaci bazi nebo za uplnou ztratu
baze (Lindahl 1993). Deaminaci vznika z cytosinu uracil (analog thyminu) a adeninu
hypoxantin (analog guaninu). Studie zkoumajici frekvence vSech tranzici a transverzi u
mtDNA z historickych kosti potvrdila C->T a A->G tranzice jako nejCastéj$i a tedy i
deaminaci jako hlavni pfi¢inu vzniku tzv. miskédujicich 1ézi (miscoding lesions) (Gilbert et al
2003). Pri amplifikaci produkti nedojde k zastaveni polymerazy, ale dochazi k pfifazeni
Spatného nukleotidu a tedy k sekvenénim chybam (Hofreiter et al. 2001). Z oxida¢nich



produkti byly nejéastéji izolovany 5-hydroxy-5-methylhydantoin (5-OH-5-MeHyd) a 5-
hydroxyhydantoin (5-OH-Hyd) jako degrada¢ni produkty thyminu a 8-hydroxyguanin (8-OH-
Gua). Prvni dva produkty mohou byt pfi¢inou zastaveni polymerazy a moZnosti amplifikace
jen zkracenych produkti. Jen ¢asteéné prodlouZené primery se mohou navazovat na jiné Casti
templatu a nasledné vytvaret neautentické sekvence. Tento efekt je oznacovan jako jumping
PCR (Piibo et al. 1990). Hydroxyguanin je dal$i z miskodujicich 1€zi (analog thyminu) (Hoss
et al. 1996). Jinymi typy poskozeni DNA struktury je tvorba vnitrofetézcovych a
mezifetézcovych (DNA-protein) vazeb, které mohou branit amplifikaci i pfi dobrém
zachovani DNA (Geigl 2002). Piehled posmrtnych degrada¢nich zmén v DNA je shrnut

v nasledujicim obrazku.
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Obr. 3: Piehled post-mortem modifikaci v DNA, mista poSkozeni jsou oznaCena Cervené. (a)
Vznik zlomi v DNA pusobenim hydrolyzy. (i) Pfimé rozstépeni fosfodiesterové vazby (A), (ii)
depurinace (B) nasledovana zlomem v deoxyrib6zovém kruhu beta-eliminaci (C). (b) Vnitrofetézcova
vazba vznikla alkylaci (i) a mezifetézcové vazby zptisobené Maillardovymi reakcemi (ii). (c) Oxidaci
nebo hydrolyzou zpisobené modifikace bazi mohou vyustit v blokaéni (i) nebo muta¢ni oblasti (ii)
(Cooper and Willerslev 2004).

2.3. Zavislost zachovani DNA na kostni matrix

Proti vnéj$im chemickym a biologickym degrada¢nim vliviim je genetickd informace na
rozdil od mékkych tkani ¢astené chranéna pfitomnosti okolni matrix. Vzhledem k vysoké
afinit¢ DNA k hydroxyapatitu je stupeni zachovani histologie kosti u archeologickych nalezii
povaZovan za nejdilezitéjsi (Hagelberg et al. 1989, Lindahl 1993) (viz. obr. 4). Goétherstrom a
spol. (2002) ve své praci prokdzal jasnou korelaci mezi Uspé$nosti extrakce DNA a
uchovanim struktury hydroxyapatitu. Rada dal$ich studii véetn& Gotherstroma poukazala na
stejnou, i kdyZ mirnéj$i, korelaci uspé$né DNA amplifikace a obsahu proteind (Poinar et al.
1999, Gotherstrom et al. 2002). Ochrana mineralni matrix je siln€ svazana s pfitomnosti
proteinové slozky, hlavné kolagenu, ale i osteokalcinu (Collins et al. 2002). Pfedpoklada se,
Ze organické molekuly tésn¢ vazané k povrchu hydroxyapatitu zpomaluji jeho rozpousténi
(Kleter et al. 1994), a naopak ztraty mineralni ¢asti vystavi kolagen u¢inkim biodegradace
(Krane 1975). Otazka, kde a jakym zptisobem je DNA v kostech chranéna pted vlivy postiedi,

jesté nebyla jasné zodpovézena. Jednim z obecnéjSich zavéri je predpoklad, Ze DNA je
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adsorbovana a stabilizovana hydroxyapatitem a kolagen je souéasti komplexniho systému

zachovavajici vSechny tfi slozky (Gotherstrom et al. 2002).

Obr. 4: Porovnani rizného rozsahu degradace kosti. (19) Stfedni mira degradace ¢asti kompakty
pod periostem. Patrné je roz$ifeni lakun a sit’ kanalkd. Kosterni vzorek je ze stfedovékého pohrebisté
(1100-1540). (15) Midkortikalni region s vyraznou post-mortem degeneraci. Nékteré Hawersovy
systémy jsou ale stale patrné. Kosterni vzorek z masového hrobu (1644-1663) (Hagelberg et al. 1991).

2.4. Vnéjsi faktory degradace

Alespori ¢aste¢né pochopeni degradacnich procest kosti a vlivu vnéjsich faktord na tyto
procesy muze byt vyuZito k urité predikci uspéSnosti extrakce na podkladé znalosti o
podminkéach, ve kterych se kosterni material nachazel.

Na degradaci se podili fyzikalni, chemické a biologické vlivy pisobici na organické i
mineralni sloZky kosti (Collins et al. 2002) (viz. obr 5). Biologickymi vlivy se rozumi hlavné
pisobeni mikroorganismti, ale i rostlin (napf. proristani kofinki). Mikroorganismy
predstavuji nej¢astéjsi rozkladny mechanismus a na kostech se jejich vliv objevuje brzy po
smrti (Bell et all. 1996). Zpisobuji lokalni destrukce a histologicky rozeznatelné
mikroskopické tunylky tak, Ze kolagendzami a jinymi proteolytickymi enzymy degraduji
volné proteiny. Mineralizovany kolagen je ovSem biologicky nedostupny, protoZe tésné
prostory nedovoli pfistup enzymu a je tedy tfeba plisobeni dalSich abiotickych chemickych
faktorti. Pfispivajicim biologickym faktorem by mohli byt néktefi zastupci plisni rodu
Ascomycetes, ktefi maji schopnost sniZovat pH ve svém okoli a degradovat tak i mineralni
slozku. Jako nejcast&j$i typ plisn€ byli izolovani z archeologického kosterniho materialu

spoleéné s nejhojnéj$imi druhy bakterii, vétSinou zrodu Pseudomonas (Child 1995).
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Zastoupeni a poc¢et mikroorganismi je ovlivnén teplotou a typem pudy, hlavné obsahem
kysliku, vody a dal$ich organickych latek (Collins et al. 2002, Hedges 2002).

Chemicka degradace zahrnuje hlavné hydrolyzu kolagenu, rozpousténi mineralni matrix, a
naopak rekrystalizaci a pfijem nékterych organickych latek z pidy, hlavné huminovych
kyselin. Tyto procesy jsou zavislé na obsahu vody, jejich chemickych vlastnostech a teploté.
Vysoky a staly obsah vody v pidé umoziiuje rychlé ztraty mineralnich latek diky jejich prosté
diftizi po koncentraénim spadu a tim rychlej$i ztraty mineralni matrix. Casté vysychani a
zvlh¢ovani pidy (typ podnebi, zmény pocasi ) ovliviiuji hlavn€ kosti uloZené blizko povrchu
a ve vice vodivych napft. piskovych pidach. Pohyb vody rozsifuje uz tak biologicky zvétSené
pory a tim i plochu, na kterou mohou degrada¢ni faktory pasobit (Hedges and Miliard 1995).
Geochemické vlastnosti zahrnuji typy a koncentrace ve vodé rozpusténych latek, pH a
ptitomnost kysliku. Zjednodus$en¢ se da fici, Ze celkovou degradaci urychluje nizké pH, velké
rozdily koncentraci mineralii mezi kostmi a okolim a volny pfistup kysliku. Vysoka teplota
urychluje hlavné ztraty kolagenu (Collins et al. 2002, Hedges 2002).
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Obr. 5: Vzajemné pisobeni vnéjSich vlivii na posmrtnou degradaci kosti (Wilson & Pollard 2002).

2.5. Predikce ispés$né extrakce

VSechny zmiflované faktory zpisobuji na kostech histologické a chemické zmény,
z jejichZ rozsahu je moZné posoudit mozné zachovani genetické informace v archeologickém
materidlu. Jako “DNA marker* se napiiklad pouZiva stupeii racemizace L->D enantiomerti

kyseliny asparagové (Poinar et al. 1996). Dal$im ukazatelem by mohla byt mira krystalinity
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hydroxyapatitu nebo obsah kolagenu (Gotherstrom et al. 2002). Jiné metody vychazi ze
znalosti o pohfebisti a pusobicich faktorech prostfedi. Ur€eni tzv. termalniho v€ku posuzuje
zavislost zachovani DNA na ¢ase s ohledem na teplotni podminky (v¢etné€ teplotnich zmén).
Tato metoda je zaloZena na pfedpokladu, Ze depurinace je kli€¢ovou cestou DNA degradace a
jeji tCinek je ovlivnén teplotou (Smith et al. 2001). Napovidajicim ukazatelem mizZe byt
informace o zptisobu pohibeni. Jedna ze studii naptiklad poukazala na problém analyzy DNA
u kosti z hromadnych hrobd kviili rozsahlému mikrobiologickému rozkladu (Hagelberg &
Clegg 1991).

3. Kontaminace a moznosti reseni

3.1. Problematika a zdroje kontaminaci

Piesto, Ze se archeologicky kosterni material pouZiva pro analyzy DNA skoro dvacet let,
je problematika kontaminaci stile jednim ze zikladnich problémi a zdjmem fady studii
(Richards & Sykes 1995, Kolman & Tuross 2000, Malmstrom et al. 2005, 2007, Kemp &
Smith 2005). Vzhledem k tomu, Ze aDNA v kostech je velmi mélo a je rizn¢ degradovana
(Lindahl 1993, Gilbert et al. 2003), jsou jeji analyzy velmi ovlivnitelné i minimalnim
mnoZstvim moderni DNA. Tento problém vychazi z vysoké citlivosti PCR, ktera je sice
idealni pro amplifikaci malého mnoZstvi aDNA, ale pifi kompetici s moderni DNA, jezZ je
vZdy v lepSim stavu a n€kdy i vétS§im mnoZstvi, je aDNA v jasné “nevyhodé“. Moderni DNA
miZe zcela zabranit amplifikaci, i kdyZ je aDNA pfitomna (Kemp & Smith 2005). Zavéry
evoluénich studii pracujicich saDNA jsou tak vystaveny vysokému riziku chybnych
vysledku. Proto je stejné€ jako prevence duleZita i nasledna autentizace vysledku resp. jistota,
Ze byla opravdu amplifikovana aDNA (Richards & Sykes 1995).

V podstaté existuji tfi pfi€iny kontaminace analyzovanych kosti (Kemp & Smith 2005).
Prvni a nejvyznamnéj$i je exogenni DNA extrahovana ze vzorkd spolu s aDNA. V lep§im
ptipad€ je pfitomna jen na povrchu kosti, ale ¢asto i v hlubSich vrstvach, kam se dostava
spole¢né s vodou prostfednictvim pdri. Jejimi zdroji jsou mikroorganismy (bakterie, houby) a
vSichni lidé, ktefi s materidlem od exkavace aZ do analyz manipulovali (archeologové,
zaméstnanci muzei, antropologové, pracovnici laboratofe). Pokud vykazuji podobné nebo

dokonce stejné haplotypy jako studovana aDNA, miZe to vést ke Spatnym interpretacim
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vysledki (Cooper et al. 1997, Serre et al. 2004a). Dal§im zdrojem kontaminaci je laboratorni
vybaveni, pouZivané nastroje a reagencie. JestliZze nejsou distribuovéany jako tzv. DNA-free,
polita se s jejich kontaminaci lidskou nebo mikrobidlni DNA (Schmidt 1995). Ale vétSina
exogenni DNA v laboratofich pochazi z minulych nebo soubéZzné probihajicich studii. Pt
manipulaci s otevienymi zkumavkami vznika mikroskopicky aerosol, ktery miZe byt snadno
vzduchem rozsifen po celé laboratofi. Kontaminovany persondl jej dile miZe pfenaSet pfi
pfechodu mezi laboratofemi (Willerslev and Cooper 2005). Nékdy jsou tyto kontaminace tak
malé, Ze je nezachyti ani negativni kontroly (Kolman and Tuross 2000). Bez tohoto efektu je
mnozstvi DNA ve vzduchu a potencidlné moznd kontaminace moZna, ale velmi mala
(Toledano et al. 1997). Tteti pti¢inou je pfenos exogenni i aDNA mezi jednotlivymi vzorky,
tzv. cross contamination, hlavné pfi pfipravé PCR reakci (Kemp and Smith 2005).

3.2. MozZnosti prevence

Postupnym ziskavanim zkuSenosti bylo zavedeno nékolik riznych ptistupu, které vice &i
méné fesi problematiku kontaminaci (Handt et al.1994, Cooper and Poinar 2000, Péibo et al.
2004, Richards and Sykes 1995, Kemp and Smith 2005, Malmstrém et al. 2007). Prvnim z
nich je prevence a tedy pfimo zabranéni laboratorni kontaminaci nebo ,,zamofeni“ vzorkd.
Dal$im postupem je odstranéni uZ pfitomné exogenni DNA na vzorcich. Kromé téchto kroku
by se vzdy mély pouzivat kontroly zachycujici pfipadnou kontaminaci. MozZnosti
preventivnich opatfeni a kontrol jsou shrnuty v nasledujicich bodech (Handt et al.1994,
Cooper and Poinar 2000, Piibo et al. 2004).

vzorky kosti by mély byt studovany co nejdiive po exkavaci, pfimy kontakt s lidskou DNA
by se mél omezit na minimum; méceni kosti a nevhodné podminky skladovani (vysoka
vlhkost, teplota, svétlo) podporuje mikrobialni kontaminaci a sniZzuje obsah aDNA (Pruvost
et al. 2007).

pro aDNA vyzkum by méla byt vyhrazena samostatna laboratof, musi byt oddélené prostory
pro ¢isténi kosti, mechanické zpracovani, extrakce a PCR amplifikace

laboratorni povrchy musi byt pravidelné sterilizovany (UV, HCI, roztok NaOCl); pouzivané
nastroje a reagencie by mély byt jednorazové a DNA-free nebo by mély byt sterilizovany
(UV, autoklav); reagencie se sterilizuji vZdy v malych objemech (vyhnuti se opakovanému

pouzivani); Spi¢ky pipet by mély byt aerosol rezistentni
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vSichni pracovnici musi nosit ochranné pomticky a obleceni (min. plast, rukavice, pfeziivky)
pro kazdé pracovi§té¢ zvlast; rukavice se béhem pokust pravidelné sterilizuji (roztok
NaOCl) kvili prevenci pfenosu kontaminace mezi vzorky

kazda extrakce by méla byt provadéna nejméné ve dvou nezavislych vzorcich; stoprocentni
autentizaci zajisti nezavislé zopakovani studie jinou laboratofi se stejnymi vysledky

pro extrakce a PCR musi byt zavedeny negativni kontroly v co mozZna nejvyssi frekvenci;
pozitivni kontroly by se nemély pouzivat kvli dal$imu riziku kontaminaci

napomocnym ukazatelem je tzv. appropriate molecular behaviour, jeZ ptedpoklada zvySeny
pocet kratkych fragmenti a sniZeni dlouhych fragmentti vzhledem k degradaci aDNA
primery by mély byt vybirany jako specifické jen pro dany druh

¢ast PCR produkti by méla byt amplifikovana a sekvenovana k posouzeni poskozeni
vaDNA a kpiehledu haplotypti cizorodé DNA (napf. pro porovnani s haplotypy
pracovnikll) (Malmstrom et al. 2005); kvantifikace molekul exogenni DNA a aDNA
v extraktech a PCR produktech je vhodna k posouzeni zdroji kontaminace (laboratorni vs.
ze vzorkl) a vlivu miry kontaminace na amplifikaci aDNA (Handt et al. 1996)

3.3. Dekontaminace vzorku

Dnes jsou pfi praci saDNA preventivni opatfeni maximalné dodrZovana a vétSina
amplifikované cizorodé DNA tak pochazi z kontaminovanych kosternich vzorkd (Richards
and Sykes 1995, Malmstrom et al. 2005). Postupné¢ bylo zavedeno nékolik metod
dekontaminace kosti pfedchazejicich samotnou extrakci (viz. tab. 1). Zahrnuji fyzikalni a
chemické pfistupy, jeZ maji své vyhody i nevyhody. Mechanické odstranéni vrchni vrstvy
kosti je soucasti prakticky vSech studii. PouZivaji se rizné brusky (napt. zubaiské), skelny
papir nebo tryskové abrazivni techniky. V priméru se odstratiuje 2-3 mm silna vét§inou rizné
zbarvena vrstva az k bilé vnitini ¢asti (Yang et al. 1998, Kalmar et al. 2000, Alonso et al.
2001, Davoren et al. 2007). Nasleduje omyvani ve sterilni destilované H,O (Davoren et al.
2007) nebo vod¢ s mirnym detergentem (Alonso et al. 2001). Diivodem je hlavné odstranéni
zbytkl prachu po brouseni, ktery je stale zdrojem kontaminace. Jinou fyzikalni metodou, jeZ
obvykle nasleduje, je UV ozateni (1.0 J/em® 30-60 min) jako varianta (Malmstrom et al.
2005) nebo doplnéni k chemickym dekontaminacim (Ye et al. 2004, Kim et al. 2008).

16



Vybrané Omyti Odstranéni NaOCl
sytudie vnejsi svrchni HCI uv koncentrace Ethanol (%)
vIstvy vrstvy (%, m/V)
Kalr;lg(r)gt al. Neuvedeno
Alonso et al. komer¢ni b&lidlo 80.0
2001 (A) 5% (V/V) ** ’
Kemp &
Smith 2005 6,0
":t"glelg(')%‘gf komer¢ni bélidlo 70,0
Malmstrém -
et al. 2007 0,5 neuvedeno
Davoren et
al. 2007* 0,5 96,0
Palo et al. 1/10 roztok b&lidla 8% (V/V) a 70%
2007* ethanolu
Kim et al.
2008 34

Tab. 1: Pfehled nejéastéji pouzivanych dekontaminac¢nich metod. Pouziti metody v protokolu je
vyzna¢eno modrou barvou. U dvou nejéastéjSich chemickych metod je uvedena pouzita koncentrace
latky. * Protokoly byly pouzity na kostech méné nez 100 let starych. ** Objem bélidla/vodé. ***
NaOQOCl byl aplikovan na kosterni prasek.

Chemicka dekontaminace dnes nejcéastéji zahrnuje maceni nebo omyvani ziskané &asti
kosti v roztoku s hypochloridem sodnym (NaOCIl) (Ye et al. 2004, Andelinovié et al. 2005,
Davoren et al. 2007) nebo pfimo kosterniho prasku (Kolman & Tuross 2000, Malmstrém et
al. 2007). Vhodna koncentrace NaOCl a doba ptisobeni byla studovana v n€kolika pracech.
Richards a Sykes (1995) demonstrovali, Ze pouziti 0,5% (m/V) NaOCl je pro dekontaminaci
uéinnéj$i nez jen fyzikalni metoda. TotéZ nasledné potvrdili Kemp a Smith (2005). V této
jednodussi studii nejdfive ,,uméle* kontaminovali vzorky kosti, na kterych pak testovali nizné
koncentrace a dobu expozice. Jako dostate¢na se ukazala metoda s 3% NaOCl 15 min, pfesto
do své dalsi praxe zavedli maceni 15 min v 6% NaOC]I. Dale ukazali, Ze ani vyssi koncentrace
(6%) nesnizily mnoZstvi ani kvalitu aDNA. Na zavér poukazali na moZnou ,,pfirozenou*
dekontaminaci u vzorki, které byly také umysiné kontaminovany a nasledné ponechany 14
mésici v prostiedi s pfistupem vzduchu a v pokojové teploté. U téchto vzorki se kontaminace
neprojevila. Malmstrom (Malmstrom et al. 2007) uspésné pouzila metodu s 0,5% NaOCl 15
min na velmi kontaminovanych zvifecich kostech (Malmstrom et al. 2005). Nejprve vzorky
oSetfila 0,1M HCl a 95% ethanolem a nasledné pouzila bélidlo na kosterni prasek. Tato
metoda odstranila 99% kontaminace, ale i 77% aDNA. Vys8i koncentrace NaOCl (3%) se na
mnoZstvi aDNA uz nijak neprojevily.
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Obvykle po oSetfeni bélidlem nasleduje promyti/inkubace v ethanolu v koncentracich
pohybujicich se mezi 70-100% a promyti ve sterilni dH,0 (Alonso et al. 2001, Andelinovi¢ et
al. 2005, Davoren et al. 2007, Malmstrém et al. 2007).

4. Principy extrakce

Pfi molekularnich analyzach kosternich ostatki je prvnim a hlavnim cilem izolovat co
nejvétdi mnozZstvi pfitomné nukleové nebo mitochondrialni aDNA. Zaroven je dilezité ocistit
findlni vzorek co nejdikladnéji od vSech latek, které by mohly inhibovat naslednou
amplifikaci (viz. kap. 5. Inhibitory PCR) a vyhnout se jakékoli kontaminaci cizorodou DNA.
Vsem témto pozadavkim musi byt pfizptisobena zvolena metodika. VSechny metody jsou
riznymi variantami a modifikacemi obecného protokolu, ktery by mél obsahovat tyto kroky:
dekalcifikaci, lyzaci proteint, izolaci aDNA, purifikaci a koncentraci finalniho vzorku pro
naslednou amplifikaci pomoci PCR. Mohou byt provadény samostatn€ nebo byt rtzné
spojeny do jednoho procesu. Nasledujici podkapitoly by mély byt uréitym piehledem

moznych pfistupi vhodnych pro préci s kosternimi poztstatky.

4.1. Mechanicka pulverizace

Prvni piekaZkou na cesté k vyty¢enému cili jsou fyzikalni a chemické bariéry, které
normélné chrani aDNA v kosti proti okolni degradaci a biologickému ataku (Salamon et al.
2005, Loreille et al. 2007). Po odisténi a dekontaminaci zkoumané kosti je tedy nutna
dokonald pulverizace vzorku. K tomuto uéelu se pouzivd nepieberné mnozZstvi pomicek,
specialn€ k tomuto u€elu navrZzenych, nebo vhodné nastroje s jinym vyuZitim (napf. dentalni
ruéni vrtacka). Pfi drceni kosti se vyuziva nejdfive zamraZeni kosterniho vzorku a nékdy i
drtie v tekutém dusiku. Pokud se kosterni prasek ziskava vrtanim, mélo by se zabranit
vysokym teplotam, které by mohly degradovat pfitomnou aDNA (Alonso et al. 2001).
Spole¢nou podminkou v§ech pouzZivanych pomticek je sterilita, a to v&etné sterilizace nastroji

mezi jednotlivymi vzorky (Kemp & Smith 2005).
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4.2. Metody extrakce

4.2.1. EDTA dekalcifikace

Kosterni prasek je moZné pfed samotnou extrakci dekalcifikovat v samostatném
pfedfazeném kroku pomoci ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA). Tento postup byl
pouzit uz v jedné z prvnich praci zabyvajici se aDNA (Hagelberg and Cleg 1991). Kosterni
prasek byl inkubovan v 0,5 M EDTA, pH 8,5 po dobu 72 h. V této praci se kompletni
dekalcifikace neprokazala jako potfebna pro uspéS$nou extrakci aDNA a v n€kterych
ptipadech dokonce uspéch zmensila. Naproti tomu kratsi inkubace se ukazala jako vyhodna
k odstranéni tmavého zbarveni (huminové kyseliny nebo Zelezo). Nékdy se doporucuje po
dekalcifikaci zbavit vzorek vSech zbytki EDTA dikladnym promytim sterilni destilovanou
vodou. V lyza¢nim pufru se pak tato latka vynechava a navic se pfidava CaCl,, coZ by mélo
zajistit optimalni aktivitu proteinazy (Parr et al. 1996). Loreille a spol. (2006) ve své praci
zavedla velmi uspé€sny demineraliza¢ni protokol, pfi kterém dojde k absolutnimu fyzikalnimu
rozpu$téni kosterniho prasku. Timto postupem se podafilo extrahovat aDNA ze vzorkd, u
kterych opakované selhaly standardni metody (Loreille et al. 2006).

S uspéchem byl dekalcifikaéni krok pouzivan v letech 1993-2005 v Laboratofi pro
klinickou a forenzni genetiku v Chorvatsku na kosternich ostatcich z masovych hrobu
(Andelinovi¢ et al. 2005). Pouzity protokol byl velmi G¢inny jako néasledny krok u vzorkd, u
kterych selhala i opakovana fenol/chloroform/isoamyl alkoholova extrakce (viz. kap. 4.2.2.
Organicka extrakce), proto uvadim cely postup .

Ke 2 g kosterniho prasku se ptida 16 ml 0,5 M EDTA, pH 7,5 a ponecha pii pokojové
teploté 24 h na tfepacce. Roztok je nasledné centrifugovan (15 min, 2 000 rpm) a supernatant
odstranén. Ke vzorku se pfida opét 16 ml EDTA a cely proces se opakuje v prub&éhu 3-5 dnui.
Nakonec je pelet rozpustén v 16 ml destilované vody, centrifugovan (15 min 2 000 rpm) a
supernatent odstranén. Tento krok se dvakrat i vickrat opakuje.

Dekalcifikace nasledovana obvyklou extrakci byla zvolena u 132 vzorkid s 84,9 %
tspésnosti. Uginné byly i dalSich varianty protokold, hlavné se zkracenim &asovych intervald
(Andelinovi¢ et al. 2005).
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4.2.2. Organicka extrakce

Zakladni metodou pouZivanou pro izolaci aDNA z historického kosterniho materialu je
fenol/chloroform/isoamyl alkoholovd extrakce zavedend Sambrookem a spol. (1989).
V jednodussi podobé bez isoamyl alkoholu byla pouZita jako nejlepsi ze tfi testovanych metod
v praci Hagelbergové a Clega (1991). Od té doby bylo publikovano mnoho riznych variant
této metody. V nasledujicim odstavci jsem se pokusila shrnout zakladni kroky.

Kosterni prasek se nejdfive necha dekalcifikovat a nastépit v extrakénim pufru
obohacenym o proteinazu K (PK pufr). Ve vétsin€ pfipadi obsahuje Tris-HCI, NaCl, chelaéni
¢inidlo EDTA a néktery z detergentd, napf. sodium dodecyl sulfat (SDS). Proteinaza K se
pfidava pro St€peni bilkovinné sloZzky kosterni matrix. Vzorek se nechd inkubovat za mirného
michani n€kolik hodin (18-24) pti zvy$ené teploté (37-56°C). Pti téchto podminkach by mélo
dojit kuvolnéni DNA od kosterni matrix. Nasledné¢ probéhne organicka extrakce.
K nastépenému vzorku se pfida smés fenol/chloroform/isoamyl akohol v poméru 25:24:1, za
mirného promichavani necha inkubovat (30 s az 10 min) a nasledné se centrifuguje. Tento
krok se opakuje az do odstranéni pifitomného zbarveni. K odstranéni zbytki fenolu se
supernatant pfenese do jiné zkumavky obsahujici smés chloroform/isoamyl alkohol 24:1 a
znovu nasleduje inkubace (30 s aZ 5 min) a centrifugace. Tento krok se opét miZe opakovat
(Alonso et al. 2001, Davoren et al. 2007). PfestoZze se vodna faze vétSinou nachazi nad
organickou, miZe vysoka koncentrace soli ve vzorcich zpisobit opa¢né rozdéleni fazi. Tento
problém muZe nastat speciadln€ pii extrakcich aDNA z kosti (Sambrook and Russell 2001).
Finalni vzorek saDNA se nakonec koncentruje pomoci nékterého z centrifuga¢nich
filtranich systémi (napt. Centricon YM- 100). Tyto mikrokoncentratory obsahuji anisotropni
membranu, ktera zadrZzuje makromolekuly jako je DNA a propousti nizkomolekularni
polutanty v&etné rozpoustédla. Zarovenn se tedy zvySuje koncentrace DNA ve vzorku.
Nevyhoda pfimého pouZiti mikrokoncentratoru po organické extrakci spociva v tom, Ze
zaroven koncentruje i pfipadné inhibitory PCR. Z tohoto diivodu je mnoZstvi aDNA ziskané
touto metodou vétsinou mensi neZ pfi pouziti nékterého z purifika¢nich kroki (Yang et al.
1998, Davoren et al.2007).

Vhodnéj$im postupem je kombinace organické extrakce s naslednou purifikaci
komer¢nimi kolonkami (viz. déale). Jeden z Gspé$nych protokoli vyuZivajici tuto kombinaci
byl naptiklad pouzit v letech 1993-2007 pro identifikaci asi 60-70 let starych kosternich
ostatki Finskych vojaki z Druhé svétové valky pohibenych na dne$nim ruském vzemi.
Inkubace kosterniho prasku probéhla ve standardnim PK pufru, nasledovala
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fenol/chloroform/isoamyl alkoholova extrakce a koncentrace na mikrokoncentratoru Centrex
UF-2 (Schleicher & Schuell). Purifikace od pfipadnych necistot a inhibitori byla provedena
pomoci QIAquick™ kitu (Qiagen 2007). Ze 181 molekularné testovanych kosternich vzorka
se DNA podafila extrahovat ze 167. Devadesati procentni Gispé$nost byla u dlouhych kosti
jako je humerus, tibie nebo femur, oproti jen 51,2% tspéchu izolaci z kratkych kosti (Palo et
al. 2007).

4.2.3. Extrakcni metody vdazané na kiemicité (silika) partikule

4.2.3.1. Protokol zaloZeny na silika a guanidinium thiokyanatu (GnSCN)

Poprvé byly pro extrakci aDNA pouZity kfemicité (silika) mikro¢astice v metodé Hosse a
Padba (1993). Vzorek kosterniho prasku byl nejdfive inkubovan ve standardnim extrakénim
pufru navic obohacenym o guanidinium thiokyanat (GnSCN). Po centrifugaci se ziskany
supernatant nechal dale inkubovat znovu ve stejném pufru spolu se suspenzi obsahujici silika
mikropartikule (dioxid kfemiku) nebo sklenéné mikrokuli¢ky. GnSCN piisobi jako chaotropni
¢inidlo, které napomaha denaturaci proteinii a zaroven zprostiedkovava vysoce specifickou
vazbu aDNA na silika mikropartikule (Hoss and Padbo 1993). Pelet s mikro¢asticemi byl pak
dikladn¢ promyt a aDNA byla za vhodnych podminek uvolnéna. Takto byla extrahovéna
aDNA zkosti 25 tis let starych. Vysoké riziko kontaminace pufri obsahujicich GnSCN
moderni DNA bylo rovnéz feSeno vyvéazanim pfipadné DNA mikropartikulemi. Vyhodou této
metody je vyssi specifita pro DNA a mensi pro pfitomné PCR inhibitory. Nicméné samotné
silika partikule mohou byt silnym inhibitorem a je tedy nutné vénovat velkou pozornost
dokonalému oddéleni findlniho extraktu od peletu mikropartikuli (H6ss and Padbo 1993).
Komparativni studii porovnavajici silika metody pro izolace DNA z historickych kosti bylo
prokéazano, ze komeréné dostupné silika kolonky (viz. dale) jsou mnohem vice u¢inné nez

tento postup (Bouwman and Brown 2003).

4.2.3.2. Silika extrakce pomoci QIAquick PCR purifikaéniho kitu

O pét let pozdeji publikoval Yang a spol. (1998) protokol vychazejici z prace Hosse a
Padba (1993) a ze standardni metody organické extrakce s vyuzitim mikrokoncentratotu
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Centricon-30 (Amicon) (Hagelberg and Cleg 1991). Z prvni metody vyuZil vyhody navéazani
aDNA na mikro€astice tim, Ze pouZil QIAquick PCR purifikaéni kit. Tento komeréné
dostupny kit obsahuje kolonku s pevné navazanymi silika partikulemi, ¢imZz byl vyfeSen
problém vysokého rizika inhibice PCR volnymi mikropartikulemi. QIAquick kolonky jsou
navrzZeny tak, aby zachycovaly molekuly DNA o velikosti mezi 100 bp a 10 kb a zaroveri
propoustély volné nukleotidy, proteiny a sole. Tyto kolonky jsou tedy obzvlast’ vhodné pro
extrakce aDNA, ktera je vzdy velmi degradovana. VétSinou se amplifikuji molekuly okolo
300 bp dlouhé. U delsich feté¢zci DNA (nad 10 000 bp) by se dalo pfedpokladat, Ze je vzorek
kontaminovany moderni DNA. Protokol popisujici praci stémito kolonkami je popsan
v nasledujicim odstavci.

Po inkubaci kosterniho prasku v extrakénim pufru a dvou centrifugacich se k supernatantu
pfida pét objemli QIAquick PB pufru a 750 pl této smési se za sterilnich podminek pienese
ptimo na QIAquick kolonku. Nésleduje centrifugace (12 800 g 1 min) a tento krok se opakuje
az cely objem extraktu projde pfes kolonku. Navazana aDNA se nasledné promyje 750 pl PE
pufru a nakonec uvolni 100 pl TE pufru pfi stejnych podminkach centrifugace.

Yang a spol. (1998) testoval novou metodu na kosternich vzorcich starych od 15 do 5 000
let. Pro G¢ely porovnani u€innosti vyzkousel 4 protokoly:

A. Fenol/chloroformova extrakce ndsledovana koncentraci pomoci Centriconu-30 (Hagelberg
and Cleg 1991)

B. Fenol/chloroformova extrakce ndsledovana koncentraci a QlAquick purifikaci

C. Primé pouZiti Centricon-30 mikrokoncentrdtoru a ndsledné QIlAquick purifikace po
inkubaci vzorku v extrakénim pufru (bez fenol/chloroformové extrakce)

D. Primé pouZiti QlAquick kolonky po inkubaci v extrakcnim pufru (bez fenol/chloroformové
extrakce a koncentracniho kroku)

V protokolu vyuZivajicim Centricon-30 po inkubaci v extrakénim pufru (C) byl vzorek
pfenesen do mikrokoncentratoru a centrifugaci (2 000 g) byl jeho objem redukovan na
pozadovanou uroveni. Retentat byl pak normaln€ smisen s 5 objemy PB pufru a nanesen na
kolonku.

Vysledky po amplifikaci ukézaly na Gspé$né pouZiti protokolid B, C a D. Metodou A se
podafilo ziskat aDNA jen ze vzorkd 15 a 200 let starych (viz. obr. 6). Navic byly takto
ziskané vzorky vyrazné hnédé pigmentované a PCR amplifikace nebyla GspéSna. Naproti
tomu vzorky z ostatnich protokolti byly uplné Cist¢é a aDNA byla amplifikovana ze vsech
vzorki. To ukazuje na nedostate¢né odstranéni PCR inhibitord u pfimého pouziti Centricon

mikrokoncentratori po organické extrakci. Negativni kontroly neodhalily kontaminaci a
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nepfimo potvrdily autenticitu vysledkii. U protokolu C a D byla kolonka QIAquick pouzita
pro extrakci i purifikaci a byl tedy maximaln€ sniZen pocet krokl pro manipulaci se vzorky
(hlavné u protokolu D). Velmi se tim sniZilo riziko kontaminace moderni DNA a navic miize
byt tato metoda diky své jednoduchosti a nenaro¢nosti na vybaveni pouZivana i v méné
vybavenych laboratofich. Potencionalni limitaci protokolu D je ovSem objemova kapacita
kolonek (750 ul = 125 pl vzorku a 625 pl PB pufru). Jako praktické pro vyuziti se doporucuje
4-5 naneseni na kolonku pfi vy$§im objemu vzorku nez 125 pl (Yang et al. 1998).
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Obr. 6: Srovnani produkti PCR z extrahovanych vzorkid ziskanych protokoly A, B, C a D. 1-
blank, 2- 5 tis. let, 3- 2 tis. let, 4- 300 let, 5- 200 let a 6- 15 let stary kosterni vzorek (Yang et al. 1998).

4.2.3.3. Tissue and Hair extrakéni kit a DNA IQ™ izolaéni systém

Dal§im komer¢né dostupnym kitem, ktery je pouzitelny pro DNA izolace z kosterni
ostatkii je DNA IQ™ izolaéni systém od Promegy. Tento systém je specialn€ navrZen pro
forenzni GCely k izolaci DNA z krve, télnich tekutin a z biologickych skvrn. Extrakce DNA je
zprostfedkovana specifickym navézanim na silikou obalené paramagnetické Castice (DNA
IQ™ Resin), jeZ se naslednd separuji pomoci magnetického systému (napf. PolyATract®
System 1000 Magnetic Separation Stand, Promega). Velkou vyhodou je vynechani
centrifuga¢nich krokt a mensi potfebny pocet promyvacich kroki, ¢imz se redukuje mnoZs#vi

ztrat DNA. Systém je navrZen pro izolaci maximalné 100 ng DNA. Vzhledem k obvykle
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malému mnozZstvi aDNA ve starych nebo velmi degradovanych kostech je tato metoda pro
izolace aDNA optimalni (Ye et al. 2004). Extrahovana aDNA by méla byt vysoce
purifikovana od pfipadnych PCR inhibitort a jinych necistot (Promega 2005). Protoze lyza¢ni
pufr DNA IQ™ systému neni dostate¢né u¢inny pro tvrdé tkané, byl vyvinut Tissue and Hair
Extraction kit s naslednym pouzitim DNA IQ™. Set pro extrakce z kosti obsahuje specialné
pro kosti uréeny inkuba¢ni pufr, proteinazu K, inkuba¢ni pufr a dithiothreitol (DTT)
(Promega 2006).

Komeréni kit byl testovan Andelinoviéem a spol. (2005) jako dopliikova metoda se
standardni metodou inkubace vzorku v lyzaénim pufru s naslednou fenol/chloroform/isoamyl
alkoholovou extrakci (Alonso et al. 2001). Pouzity postup byl modifikaci Promega protokolu
pro DNA IQ™ systém (Promega 2005) a obsahuje tyto kroky:

Ke 2 g pulverizovaného vzorku se piidaji 3 ml Lyza¢niho/Extrakéniho pufru a 200 pl
roztoku proteinazy K (20 mg/ml) a smés se 15 min pii 56°C necha inkubovat. Po centrifugaci
(4 min 4 000 rpm) se k supernatantu p¥idaji dva objemy Lyza¢niho pufru a 15 pl DNA IQ™
Resin a vzorek se 10 min znovu inkubuje pii pokojové teploté. Separace je provedena jako v
protokolu od Promegy pomoci magnetického stojanu. K peletu mikrocastic s navazanou
aDNA se pfida Lyza¢ni pufr (100 pul) a separace se opakuje. Stejny postup se jesté tfikrat
opakuje, ale sPromyvacim pufrem. Ziskany pelet se necha oschnout 5-15 min na
magnetickém stojanku. Navazané nukleové kyseliny jsou uvolnény 30 pl Elu¢niho pufru
(inkubace 5 min pii 65°C) a separovany od mikro¢astic opét pomoci magnetismu. VSechny
reagencie a pomucky jsou komeréné dostupné (Andelinovi€ et al. 2005).

Pfi porovnavani mnoZstvi uspé$né€ izolovanych vzorkid byl DNA IQ™ systém stejné
spolehlivy jako organickd metoda. OvSem po srovnani primémého mnoZstvi aDNA pomoci
spektrofotometrické analyzy se ukazal tento systém skoro dvakrat u¢inné&jsi (v priméru 64 ng
DNA oproti 100 ng).

4.2.3.4. OlAamp DNA Blood Maxi kit (Qiagen)

Jednim z novéjSich postupti pro izolaci DNA z kosti vyuZiva komeréné dostupného kitu
od firmy Qiagen. OlAamp DNA Blood Maxi kit byl pivodné navrZen pro extrakce
genomové, mitochondridlni nebo virové DNA zkrve a ostatnich téInich tekutin. DA o
velikosti od 200 bp do 50 kb se v tomto pfipadé vaze na membranu tzv. silica gelu, coZ je

synteticky vyrobena pérovitad forma dioxidu kiemiku (silica mikropartikuli). Tato metoda je
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pouzivana pro identifikaci 10 az 15 let starych kosternich ostatki z masovych hrobt v oblasti
byvalé Jugoslavie. Ve ¢lanku Davorena a spol. (2007) byl popsan pouZivany protokol a
zaroveni byla srovnana jeho uinnost se standardni fenol/chloroform/isoamyl alkoholovou
extrakci. Ziskana aDNA z obou metod byla kvantifikovana real time PCR a pfitomnost PCR
inhibitort byla zaroveii posuzovana podle zvySenych hodnot Ct. Identifikace byla provedena
pomoci profilu STR Power Plex 16. Protokol extrakce byl nasledujici:

Pulverizovany kosterni prasek (5-10 g) je nejprve vystaven pusobeni 15 ml ATL
extrakéniho pufru, 10 mg proteinazy K (20 jednotek/pg; Invitrogen) a 300 ul 1 M DTT po
dobu 18 h za mirného michéani v 56°C vodni lazni. Nasleduje druhy inkubaéni krok se 14 ml
AL pufru (v8echny pouZivané pufry jsou soucasti kitu), 1 h pfi 70°C. Po centrifugaci (1000 g
po 5 min) se supernatant pfenese do nové zkumavky a spole¢né s 22 ml 96 % ethanolu micha
invertaci 15 s. DNA je pak navdzana na mebranu ve tfech krocich, ve kterych je smés
nanasena na kolonku a centrifugovana (2000 g 3 min). Od navdazané DNA jsou nasledné
odstranény vSechny nelistoty a potenciondlni PCR inhibitory béhem prvniho a druhého
promyvani. Nejdfive 10 ml AW1 pufru a po centrifugaci (2000 g 3 min) jest¢ AW2 pufrem.
Doba centrifugace je prodloZzen na 10 min, aby doSlo k odstranéni vSech zbytkti pufru.
Nakonec je DNA uvolnéna 3 ml AE pufru ohfatého na 72°C a centrifugaci (2000 g 3 min).
Tento krok se jesté jednou opakuje. Vyslednych 100 pl finalniho roztoku DNA je ziskano
dvoukrokovou koncentraci a promytim na kolonce Centricon YM-100 od firmy Millipore a
pouzitim vakuového koncentratoru od Eppendorfu.

Vzorky extrahované pomoci OlAamp DNA Blood Maxi kitu obsahovaly mnozZstvi DNA
vztaZzené na hmotnost kosterniho prasku v rozmezi od 0,25 ng/g do 9,58 ng/g (median: 1,49),
naproti tomu mnoZstvi DNA ziskané organickou metodou se pohybovalo v intervalu 0,0016-
4,48 ng/g (median: 0,27). Plny profil 16 lokusi se podafilo pomoci organické metody
amplifikovat jen u 14 z 20 vzorku a pfi amplifikaci se také vice projevila inhibice v porovnani
s druhou testovanou metodou. Vysledky studie dokumentuje obr. 7.

Davoren vysvétluje vétsi ucinnost nové metody dokonalej$imi extrakénimi vlastnostmi
ATL a AL pufr, jeZ jsou schopné lépe uvolnit DNA od kostni matrix. Hlavnim ¢inidlem by
mohla byt vy$si koncentrace EDTA (jeji koncentrace neni znama). Dal$im moZnym diivodem

je vysoka schopnost silika membrany vazat a extrahovat DNA (Davoren et al. 2007).
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Method

sikca organic
Mass concentrakon  bone concentration  bone
Sample (9) (o)  (nofg) (poful) (ngfg)
9100990 98 147 15 0.16* 0.0016*
9100856 838 82 094 022 0.0025
9101158 73 197 2170 6 o7t
9100880 76 135 1.78 6 0.0751*
9100850 5.7 164 288 7 0.1160
9102659 89 4] 0.25 9 0.0965
9100830 8.1 199 245 1 0.1339
9100986 7.1 48 0.68 1 0.1566
9100835 56 53 095 1 02017+
9102658 81 9 048 15 0.1887*
9100993 59 92 1.5% 2 0.3380
9102065 8.0 4 0.55 27 0.3391
9100828 84 125 148 K} 0.3662
9100854 57 5 0.88 39 0.6888
9100822 87 92 1.06 63 0.7246
9102654 56 186 N 68 12116
9102913 70 174 249 85 1219
9100838 8.0 152 19 121 15149
9102612 81 108 133 141 1.7440
9101338 57 546 958 25% 4 4880

*Fewer than 16 loci with reportable alleles.

Obr. 7: Mnozstvi GUspé$né izolované DNA (z 10-15 let starych kosti) silika a standardni
organickou extrakci (Davoren et al. 2007).

4.2.3.5. Silika mikropartikule, GnSCN a ionexové kolonky

Pomérné nedavno byla publikovana studie porovnavajici velkou ¢ast zatim pouzivanych
organickych nebo silika metod. Jejim vysledkem bylo zavedeni pomémné jednoduchého,
rychlého a ekonomického protokolu pro extrakci aDNA z historickych a prehistorickyclfmi'
a zubid. Rohland a Hofreiter (2007) pfimo navazuji na metodu Hosse a Pédidba (1993), kterou
jesté vice zjednodusuji a optimalizuji. Vyhybaji se dlouhé dekalcifikaéni inkubaci, pouziti
detergentli, potencidln¢ nebezpe€nych organickych rozpoustédel, nutnych piti fenol-
chloroformovych extrakcich, a drahym mikrokoncentratorim. Naopak vyuzivaji kombinaci
extrakéniho pufru s EDTA a proteinazou K, velmi u¢inné purifikace DNA pomoci silika
partikuli a vysoké koncentrace guanidinium thiokyanatu. Zaroveri se snaZi sniZit riziko je$té
dal$i degradace aDNA tim, Ze se vSechny kroky mohou provadét pfi pokojové teploté
(Rohland & Hofreiter 2007, Kim et al. 2008).

VySe zminénou metodu dale modifikuje Kim a spol. (2008). Publikovany protokol
Rohlanda a Hofreitera pouZil na rizné starych kosternich ostatcich (od 100 az do 3 300 let).

Pro potfeby dokonalejsi purifikace u obtizné analyzovatelnych vzorkii zavedl dalsi krok
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s ionexovou kolonkou (QIAGEN Genomic-tip 20/G, Qiagen). Purifikace ionexovymi
kolonkami byla do té doby pouZiviana pro DNA extrahovanou z pidnich organismi, ktera
obsahuje velké mnozZstvi PCR inhibitora z piidy. Ionexova kolonka je tedy velmi vhodna pro
procisténi extrahované aDNA (Kim et al. 2008).

Protokol zaéina inkubaci kosterniho prasku (asi 1 g) v 10 ml lyza¢niho pufru s 0,45 M
EDTA a 0,5 mg/ml proteinazy K pifes noc. Po centrifugaci se k supernatantu pfida 35 ml
extrakéniho pufru (5,5 M GnSCN, 20 mM Tris-HCI, pH 4,8) a 180 pl silika suspenze, pH se
upravi na 4. Nasleduje inkubace 3 h za stalého michani a centrifugace. Ziskany pelet se
promyje 1 ml extrakéniho pufru a dvakrat 1 ml promyvaciho roztoku (51,3 % ethanol, 125
mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0). Silika pelet se necha 15 min na vzduchu
oschnout, resuspenduje se v200 pl 1x TE a po 8 min inkubace se znovu centrifuguje (pfi
maximalni rychlosti). Uvolnéna aDNA v supernatantu je dale purifikovana na ionexovych
kolonkach. Smés 100 pl supernatantu a 2 ml QBT pufru (Qiagen) se nanese na kolonku,
promyje 15 ml QC pufru a aDNA se uvolni 7 ml QF pufru. Ziskany vzorek se koncentruje na
ptiblizné¢ 200 ul pomoci centifugaéniho filtra¢niho systému (Amicon Ultra-15 Centrifugal
Filter Unit s Ultracel-30 membranou). Koncentrat je nakonec jest¢ vice koncentrovan a
dvakrat promyt 500 pl 1x TE , aby se sniZilo mnoZstvi soli a isopropanolu z QF pufru, na
Microcon YM-30 centrifuga¢nim filtru (Millipore).

a) Silica-based DNA extraction b) lon-exchange column
purification of silica extracts
M
i
b

8 9 101

‘M M 9 2 3 4 5 6 7 8 ¢ 1011 M

Template 3 ul Template 3 pl B

Obr. 8: Srovnani amplifikovaného produktu amelogeninu (201 bp) na agarozovém gelu.
a) Extrakce silika metodou (Rohland & Hofreiter 2007), b) extrakce pomoci silika s purifikaci
ionexovymi kolonkami. Vzorky 2, 3, 4 (5. az 7. st.), 5, 6,9 (14. az 19. st.), 1,7, 8 (3. az 13. st. pi.n.l),
M- marker, 10- blank, 11- dH,O (Kim et al. 2008).
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Metoda byla porovnavana s protokolem bez ionexovych kolonek podle uspéchu
amplifikace dvou usekii mtDNA (263 a 440 bp) a amelogeninu (pro uréeni pohlavi) na deviti
vzorcich (viz. obr. 8). Demonstrované vysledky ukazaly, Ze purifikace ionexovymi kolonkami
po silika extrakci zvySuje $ance na pozitivni vysledky PCR. Navic se s testovanou metodou
podafilo amplifikovat viechny tfi sekvence u tfech vzorki, u kterych byl negativni vysledek

se silika metodou a tyto vzorky mohly byt povazovany za fale$Sn€ negativni (Kim et al. 2008).

4.2.4. VyuZiti alkoholové precipitace

4.2.4.1. Ethanolova nebo isopropanolova precipitace

Jednim z hlavni cili uspé$né extrakce aDNA je odstranéni vSech potencialnich inhibitort
PCR. K tomuto u¢elu se vyuziva purifikace precipitaci pomoci sodium-acetatu, ethanolu nebo
isopropanolu (Cattaneo et al. 1995, Hénni et al. 1995). Catherine Hénni a spol. (1995)
obohatila klasickou organickou extrakci o krok isopropanolové precipitace a zarovei
porovnala uc€innost tohoto postupu s pouZitim ethanolu. Nasledujici odstavec shrnuje
metodicky postup a dosazené vysledky. Metody zvolené pro odisténi a dekontaminaci
kosternich vzorki nebyly v praci popsany.

Vzorek kostniho prasku se tradi¢né€ inkubuje v extrakénim pufru a aDNA je izolovana
fenol/chloroformovou metodou (Hagelberg & Cleg 1991). Pii tomto postupu je ziskana vodna
faze jest¢ 4 h dialyzovana proti roztoku EDTA a Tris-HCl a nasledné koncentrovana
centrifugaénim mikrokoncentratorem (Centricon 30) (viz. kap. 4.2.2. Organickéa extrakce).
Praveé posledni dva kroky jsou nahrazeny alkoholovou precipitaci a naslednym rozpusténim
peletu ve sterilni vod€. Pti pokusech byly porovnavany vysledky protokolt pfi pouziti
ethanolu a isopropanolu zarovei s vysledky klasického protokolu u dvou neolitickych vzorkt
kosti. Ancient DNA byla amplifikovana jen pfi pouZiti isopropanolu. Tento vysledek se
predpokladal vzhledem k vétsi selektivité isopropanolu k nukleovym kyselinam pii precipitaci
(Sambrook et al. 1989). Finalni vzorky po isopropanolové precipitaci navic neobsahovaly
(nebo jen mirn€) tradi¢ni hnédé zbarveni pfitomné obvykle pfi organickych extrakcich. Hnédé
pigmenty jsou brany jako jeden z moZnych indikatori potencialnich PCR inhibitorti. Dal$im
takovym znakem je fluorescenéni modravé zabarveni DNA nanesené na agarézovy gel po
ozafeni UV svétlem. Intenzita tohoto indikatoru byla také vyrazn€ sniZena u

isopropanolovych vzorki, ale v rizné mife byla stale patrna. Hénni a spol. (1995) tedy
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zaroveh prokazala pozitivni korelaci mezi intenzitou hnédého zbarveni, modré fluorescence a

mirou inhibice PCR.

4.2.4.2. Modifikovana ethanolova precipitace vyuzivajici Dextran Blue

V roce 2000 Kalmar a spol. publikoval maximalné zjednodu$enou metodu pro izolace
aDNA, jeZ vychazi ze zku$enosti do té doby publikovanych metod. V protokolu popsaném
podrobnéji niZe je vyuzito alkoholového sraZzeni pro DNA extrakci i purifikaci od PCR
inhibitort (Hénni et al. 1995). Zcela vynechédn je krok organické extrakce, véetn€ dalSich
pomocnych kroki jako je dekalcifikace, dialyza nebo koncentrace na mikrokoncentratoru.
Metoda byla testovana na 10 kosternich vzorcich ze 7. az 15. st. ze ¢tyf madarskych
pohfebist’.

Pulverizovany vzorek se nejprve necha inkubovat s 1,6 ml klasického extrakéniho pufru
(0,1 M EDTA, 0,5% sodium N-laurylsarkosin, 100 mg/ml proteinazy K) pti 37°C pies noc za
stalé vertikalni rotace. Po centrifugaci (12 000 rpm 10 min) se 250 pl supernatantu smisi s 3,5
ul Dextranu Blue (1 pg/pl, Sigma), 250 pl 4 M NHs-acetatu a 500 ul 96% ethanolu a
promichd vortexovanim. DNA se precipituje pfi -70°C po dobu 7 min. Na sraZeni malé
koncentrace nukleovych kyselin se s ethanolem podili vysokomolekularni Dextran Blue, jez
zaroven zbarvuje pelet. Ziskany vzorek s aDNA se nakonec centrifuguje (14 000 rpm 15 min,
pti 4°C) a pelet se resuspenduje v 20-30 pl deionizované H»0. Z izolovanych vzorki byla
amplifikovana mDNA Taq DNA polymerazou v jedné reakci s 35 cykly.

Ziskané vysledky byly porovnavany s protokolem Hénni a spol. (1995). Vzorky, u nichz
byla pouzita metoda isopropanolového sraZeni, stale projevovaly modré fluorescenéni
zbarveni, které bylo dusledkem pfitomnych Maillardovych produkti (Kalmar et al. 2000).
Inhibi¢ni efekt se sniZil s vy$§im nafedénim vzorkd. Na agar6zovém gelu s nanesenymi
vzorky ziskanymi Kalméarovou metodou se modré zbarveni viibec neobjevilo a aDNA byla
amplifikovéana ze vSech deseti vzorkt. K amplifikaci DNA z “isopropanolovych“ vzorka bylo
navic vzhledem k pfitomnosti inhibitori potfeba dvou po sob& jdoucich PCR reakci s 40
cykly, &¢im2 se zvysilo riziko kontaminace moderni DNA. Usp&$né odstranéni inhibitorait PCR
je vysvétlovano aplikaci Blue Dextranu, ktery srazi jen DNA. Rozdilem je také pouziti
ethanolu misto isopropanolu (Kalmar et al. 2000).
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4.2.5. Odlisné varianty extrakcnich pufri

4.2.5.1. CTAB + isoamyl alkohol/chloroformové extrakce a silika purifikace

Metoda publikovand v roce 2004 (Ye et al. 2004) se v prvni fadé zaméfuje na volbu
sloZzek extrakéniho pufru, kterd byva kritickym krokem pfi izolaci DNA ze starych a rizné
poskozenych kosti. Misto klasického je pouzit extrakéni pufr obohaceny o
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) a 2-merkaptoethanol. CTAB je kationtovy detergent,
ktery je velmi efektivni pfi disintegraci bun€ék (Yang et. al. 1997). Spole¢né s 2-
merkaptoethanolem pouZivanym k denaturaci proteinu je velice G¢inny pti disintegraci kostni
tkan¢ a uvoliiovani DNA. Tento pufr byl jiz v minulosti pouzit (Yang et al. 1997) na
muzejnich a fosilnich kostech, od 2 do 46 000 let starych, na kterych byla porovnavana
ucinnost tehdy vyuZivanych metod. Yang a spol. (1997) po inkubaci kosternich vzorkid
v CTAB pufru néasledn€é aDNA extrahoval fenol/chloroformem a vysraZel ethanolem. NiZze
popsany protokol je moderné€jsi variantou pouziti CTAB pufru (Ye et al. 2004). Kosterni
vzorky pouzité v této praci byly dekontaminovany hypochloridem sodnym a UV ozafenim
bez odstranéni svrchni vrstvy.

Navrtanim ziskany vzorek kosterniho prasku (1-3 g) se smisi s CTAB pufrem (2 %
CTAB, 100 mmol/l1 Tris-HC1 pH 8,0, 20 mmol/l EDTA, 1,4 mmol/l NaCl a 0,2 % 2-
merkaptoethanol) a tfenim v hmoZdifi se dokonale spoji. Ziskana pasta se pfenese do 5 ml
zkumavky, nafedi stejnym CTAB pufrem (1 ml CTAB pufru na 1 g prasku) a necha
inkubovat pfi pokojové teploté pres noc. Aby se DNA od kosterni tkané uvolnila, necha se
smés zahfivat 1-1,5 h ve vodni ldzni o 65°C a kazdych 10-15 min se promicha. Po
centrifugaci (5 000 rpm 25 min) se k ziskanému supernatantu pfida stejny objem smési
chloroform/isoamyl alkohol 24:1. Po jemném promichani se vzorek centrifuguje (5 000 rpm
25 min) a horni vodna faze se pienese do nové zkumavky. K purifikaci je mozné pouzZit DNA
IQ™ systému (Promega 2005) nebo QIAquick™ kitu od Qiagenu (viz. kap. 4.2.3.2. Silika
extrakce s kolonkami QIAquick™ nebo metodu dle Yanga et al. 1998).

Vzorky pouZité pro pokus byly 1 az 9 let staré, dale kosti pfiblizné po dobu dvou let
vystavené ¢inkiim vody a spalené vzorky kosti nalezené po dopravnich nehodach. Usp&snost
byla porovnavana s vysledky izolace jednou z klasickych fenol/chloroformovych extrakci
s pouzitim Centriconu- 100 na koncentraci vzorku a DNA Clean- UP systému pro purifikaci
(Promega). Pro srovnani bylo nejprve pouZito celkové mnozstvi izolované DNA a vysledky

elektroferogramii po STR genotypizaci (AmpF STR Profiler Plus PCR Amplification kit,
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Applied Biosystems). Metodou s CTAB pufrem bylo ziskano vétSi mnoZstvi
podstatné lepsi vysledky STR genotypizace (viz. obr. 9a,b) (Ye et al. 2004).
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Obr. 9a: STR elektroferogram DNA vzorku kosti tfi roky po smrti. DNA byla extrahovana fenol-
chloroformem a koncentrovana Centricon-100 kolonkami, s naslednou purifikaci DNA Clean-up

systémem (Ye et al. 2004).
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Obr. 9b: STR elektroferogram DNA vzorku kosti, ktera byla dva roky po smrti macena ve vodé.
Extrakce byla provedena metodou CTAB pufr + isoamyl alkohol-chloroform, s naslednou purifikaci

kolonkami QIAquick (Ye et al. 2004).

4.2.5.2. Kolagenaza typu 1. a fosfatovy pufr

Pomémé odlisné sloZeni extrakéniho pufru bylo zvoleno pro postup pouzity ve studii
analyzujici mitochondrialni aDNA z prehistorickych (az 5 000 let) a historickych (11.-45.st.)

kosternich ostatki skotu. V tomto pifipadé se pulverizovany vzorek kosti (70 mg) meff¥ive
inkubuje pti 37°C v 1 ml kolagenazového pufru (1 mM EDTA/10 mM NaCl/10 mM Tris-
HCI, pH 7,5) a 5 mg kolagenazy typu I po dobu 16 h. Po centrifugaci (300 x g 5 min) se
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odstrani supernatant a pelet se rozmicha s 1 ml fosfatového pufru (0,2 M K;HPO4, pH 7,0) a
znovu centrifuguje (1300 x g 10 min). Ziskany vzorek s aDNA se koncentruje pomoci
centrifuga¢niho filtra¢niho systému (30000 MWCO Amicon Ultra-4 Centrifugal filter,
Millipore). Fosfatovy extrakéni pufr a kolagenaza typu I by mély zajistit velmi u¢innou lyzi
kostni matrix a uvolnéni aDNA od hydroxyapatitu. Navic je diky kolagenaze odstranén jeden
z nejvyznamnéj$ich PCR inhibitori (Anderung et al. 2005).

S. Inhibitory PCR

Jak uz bylo né&kolikrdt poznamenano, DNA je v historickém nebo degradovaném
kosternim materidlu obvykle zoufale malo. Po extrakci je tedy nezbytné nutnd amplifikace
pomoci PCR. Jednim z nejvétSich kol extrakéni metody je odstranit ze vzorku organické
nebo anorganické latky, které byvaji nejzavaznéjsi ptekazkou pii amplifikaci ziskané aDNA.
Takzvané PCR inhibitory jsou €astou pfi¢inou domnénky, Ze se v analyzovanych kostech
7zddnd aDNA nenachazi. Typy inhibitori se mohou ménit v zavislosti na misté resp.
podminkach pohiebisté. Z pidy pochazejici inhibitory mohou mit formu huminovych,
fulviovych nebo tfislovych kyselin (taninu) a iontdi (Fe®*). Jako inhibitor miZe pisobit
kontaminace moderni DNA, formou kompetice s malo koncentrovanou aDNA. Zna¢na &ést
inhibice je nasledkem degrada¢nich procest a chemickych modifikaci v kostech. Typickymi
ptiklady jsou Maillardovy produkty nebo mezifetézcové a vnitrofetézcové vazby (viz. kap.
2.2. Posmrtna degradace DNA) (Kalmar et al. 2000). U extrakci aDNA zkosti se silné
projevuje inhibice kolagenem a mozna dal$imi proteiny pfitomnymi v matrix (Scholz et al.
1997). Tieti skupinu inhibitori tvoii reagencie pouZivané pii extrakci jako je NaCl, ionické
detergenty (SDS), ethanol, isopropanol, fenol (Weyant et al. 1990) nebo silika partikule (Hoss
and Padbo 1993). Inhibitory zpisobi bud’ modifikace v templatové DNA, ktera je tak pro
DNA polymerazu nerozeznatelna nebo pfimo omezuji aktivitu polymerazy, napf. sniZovanim
koncentrace kofaktoru Mg?" nebo piimou spoluidasti v enzymatické reakci (huminové
kyseliny) (Sutlovi¢ et al. 2005).

Inhibice PCR se muze fesit na riznych urovnich. Nutnosti je dokonala dekontaminace
kosti a spravné zvolena extrakéni metoda (viz. kap. 4. Principy extrakce). Pokud se inhibitory
neodstrani pfi extrakci existuji dal$i moZnosti navrzené ptimo pro PCR reakci. Standardni

strategii je pfidani kravského sérového albuminu (BSA) do reakéni smési PCR. BSA je
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schopny navazat ptipadné inhibitory (Comey et al. 1994). Pro amplifikaci je moZné zvolit
jinou polymerazu neZ standartné pouzivané AmpliZag Gold® a TagDNA, které jsou k
inhibici nejcitlivéjsi (Al-Soud & Rédstrom 1998). V ptipadé¢ huminovych kyselin se ukéazalo
jako u¢inné zvysit mnoZstvi Taq polymerazy o 1,25 U (Sutlovi¢ et al. 2005). Méné vhodné
v ptipadé¢ aDNA extrakti je fedéni vzorki, vzhledem k malym koncentracim nukleovych
kyselin. Pfimo nevhodné je pouziti NaOH repurifikace, kvili znaénym ztratam DNA
(Andelinovié et al. 2005).
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6. Zavér

Kostni tkan je diky svym vlastnostem idedlni pro mnohaleté zachovani genetické
informace. To dokazuje fada publikaci informujicich o vysledcich analyz ancient DNA
z historického materidlu. Zavéry stale novych praci ukazuji, Ze usp&€ch nezavisi vZdy na
absolutnim stafi zkoumanych vzorkt. Rozhodujici vliv maji vnéjsi vlivy prostiedi, které bud’
zajisti perfektni zachovani kostni tkdn€ a sni i aDNA nebo jsou odpovédné za to, Ze i
z relativné mladych kosternich ostatki analyzovatelnou aDNA nelze ziskat. Spolu s rozpadem
okolni matrix jsou chemicky degradovany i nukleové kyseliny. Pfi molekularnich analyzach
se to projevi napf. moZnosti amplifikace jen kratkych useki, z divodu modifikace bazi
sekvenénimi chybami nebo efektem jumping PCR. Neé&které typy poSkozeni brani PCR
amplifikaci, i kdyZ je aDNA pfitomna a v relativné dobrém stavu. Zmeény v barvé a hlavné
struktufe kostni tkan€¢ nebo informace o historii uchovani kostnich vzorkii mohou byt ur¢itym
voditkem pro odhad, v jakém stavu a mnoZstvi se aDNA nachazi a jak s takovym materidlem
zachazet.

Hlavnim u¢elem mé prace bylo vytvofit souhrn dostupnych informaci potfebnych pro
praci molekularnich biologt s historickymi kosternimi pozistatky a s aDNA v nich obsazené.
Takové studie vzdy vyzaduji komplexni pfistup. Pouzivané metody musi byt schopné izolovat
malo koncentrovanou a nekvalitni aDNA a odtsranit co nejvice inhibitori PCR, které by
znemoZnily analyzu ziskané genetické informace. Zaroveni musi byt navrzeny tak, aby se
minimalizovalo vysoké riziko kontaminace moderni DNA. P#i vyvoji novych technik je
patrna snaha o sniZeni po¢tu krokli a zarovei jejich zdokonaleni. Pro $ir$i vyuZziti aDNA se
vyvijeji stdle nové komeréné piipravené kity pro cely postup izolace. Specializované
laboratofe maji Castéji vice neZ jednu zavedenou techniku a komeréni kolonky nebo sety jsou
pouzivany hlavné pro ucely dokonalé purifikace. Vzajemné srovnani dnes pouZivanych
metodik je spiSe otdzkou praktického vyzkouSeni na konkrétnich kosternich vzorcich.
V publikovanych pracich jsou spi$e upfednostiiovany extrakce pomoci silika a to bud’ formou
kolonek nebo volnych mikropartikuli. Vhodnymi technikami pro historické pozistatky se
mohou ukézat i postupy pouZivané na relativné mladém kosternim materialu.

Na zéavér bych rada zduraznila, Ze archeologicky material je vétSinou velmi vzacny a proto
by pouziti pomémé destruktivnich metod molekularnich studii méla pfedchazet dokonala

pfiprava a praktické zkousky, nejlépe na zvitecich ostatcich.
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