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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace byla prvotni genetickarekteristika souboru jeditic
rans stedowkého potiebise (polykulturni lokalita MIékojedy, okr. Litogtice, Ceskéa
republika). Metoda autozomalnich STR maikieyla zvolena pro vysokou diskrirra
schopnost, zvlaSvhodnou pro studie genetické diverzityiébpzenské analyzy u malych
soubofi. Nespornou vyhodou byla také moznost validaceaniggh vysledk vzhledem
primery pro amplifikaci zkracenych STR loKugniniSTR). Opakovatelhse podélo
amplifikovat jadernou DNA z 35 % kostnich vzark 91 % zub. UspsSnost PCR
amplifikace se urrné snizovala s néstem délky fragmeiitnad 150 bp. Zarowgsme
zaznamenali vysokou miru alelového drop-outu, ksetédci o vysoké degradaci aDNA.
Vérohodné genotypy markeru THO1 se pidldastanovit jen u dvanacti z celkovéhocpho
23 jedind. Ziskané vysledky jsou diskutovany v porovnarécentnimi populacemi a
dalSimi aDNA studiemi historickych ptdbig’.

Kli¢ova slova: ancient DNA, STR markery, miniSTR, rastiedowké poliebisg, ceska

populace



ABSTRAKT

The aim of this diploma thesis was the initial genanalysis of early mediaeval
burial site from Mlekojedy polycultural locality {fométice District, Czech Republic).
Autosomal STR markers were chosen because of llogviog reasons. The high degree of
polymorphism of these markers and the high exteEheterozygosity favor the use of
STRs instead of mitochondrial DNA for the structwmaalysis of small populations.
Usefulness of STR typing for validation purposes wamonstrated many times before.
We used primers for miniSTRs to obtain the fulkestults. Nuclear DNA was extracted
from 35 % of bone samples and 91 % of teeth. Weatled lower PCR amplification
success rate of fragments longer than 150 bp arydhigh rate of allele drop-out which is
sign of degraded DNA. Twelve reliable genotypesengetermined for THO1 marker.
Observed allele frequency and genetic diversityesere discussed in comparison with

recent populations and other aDNA studies of busiiak.

Keywords: ancient DNA, STR markers, miniSTR, eankydieval burial site, Czech
population
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1 UVOD

Rychle se rozvijejici metodiky ancient DNA (aDNAjadyz umo#uji stale
rozsahlejsi vyzkumy historickych lidskych gistatka primo z archeologickych nalezis
Genetika v tomto siému owiuje hypotézy archeol@ggnebo antropolaga sama finasi
nove informace tam, kde jsou archeologické zaznaaapstaténé a antropologické
metody mén spolehlivé. Studiumijvoducloveéka a celych populaci, sledovani
demografického vyvoje a migraci nebo analyzy choeariastnosti historickych a
prehistorickych populaci, jsou v propojeni s nalamheologickymi a antropologickymi,
jen casténym vyctem moznych zagteni aDNA vyzkund.

Prosazovani kostrového pbiivani v ptibghu 9. stoleti \Cechéach (Bubenik et al.
1998) vyplynulo v existenci relati¢rrozsahlych kosternich pastatki z doby hradistni
(rany stedowk), ktera podporuje SirSi vyuziti metod aDNA. Arahpohlavi, nafiklad
pro demografické rekonstrukce populaci, jsou dizeggkladnimi typy vyzkuri, jeZ je
mozné aplikovat nejen deskych stedowkych poltebi¥’ (Vanharova &Drozdova 2008).
Metodicky a s ohledem na interpretaci vyshe@k nepondrné nara@né¢jSi odhadovani
biologické blizkosti jeding, skupin¢i populaci. Studie genetickéipuznosti na arovni
n¢kolika jedindi ¢i menSich skupin, v ramci jednoho i vice pahi&’, jsou séZejni pro
pochopeni socio-kulturnich vlastnosti historickypdpulaci (Haak et al. 2008; Keyser-
tracqui et al. 2003). Analyzy genetické diverzityygkumy Fimo na populéni Grovni
pomahaji nejen charakterizovat danou historickquuiai v kontextu archeologickém a
antropologickém, ale dovoluji téZ sledovatéoyv genetické diverzitv praibéhu
minulych let a diskutovat tato zj&ti v souladu s konkrétnimi vlastnostmi a minulym
vyvojem danych populaci (Bramanti et al. 2000a;nBaati et al. 2000b; Dudar et al. 2003;
Gerstenberg 2002). Potenciél podobnych vyzkyenvelmi Siroky a jejich usfnost pimo
zavisla na rozsahu dostupného biologickeho materza@ichovalosti aDNA a vhodn
zvolené metodice analyz.

Prvotni aDNA studie na souboru lidskych skeletdimpoZistatki ceského raé
stredovkého poliebist byla prednttem této diplomové prace. Autozomalni STR
polymorfizmy byly vyuzity z dvodu jejich vysokého diskrimigaiho potencialu, ktery je
zvla¥ vhodny pro studie genetickeé diverzity nezavislgahlavi jediné a pro analyzy

piibuznosti natrznych Grovnich. Vyznamnou vyhodou STR maiikjerschopnost



rozliSeni dvou jedint na zaklad jejich genetickych profil, vzhledem k vysoké pishs
zachyceni potenciarkontaminujici DNA.

Nasledujici kapitoly shrnuji zatim znamé poznathgkalit¢ Mlékojedy a
studovaném pdkbisti v archeologickém a antropologickém kontekalSi kapitoly
avodu se jiz zabyvaji genetickymi moZnostmi vyzkunistorickych pobkebi&’ s dirazem
na aplikaci autozomalnich STR marnkePosledniast Gvodu je ¥novana problematice
ancient DNA studii.



1.2 Polykulturni lokalita Mlékojedy

Soubor skeletalnich pagtatki jedindi pouzitych v této studii pochazi z rann
stredowkého poliebist nachazejiciho se v lokaljtktera je rozprosena okolo dnesni
obce Mlékojedy (okr. Litor&ice). Tato obec se nacha#imo na levém fehu Labe ve
vzdalenosti necely kilometr oddsta Litonefice. Studované paabist, dale ozn&vano
uz jen jako potebist Mlékojedy, bylo objevenoipzachranném archeologickém
vyzkumu, ktery proghl v ¢ervenci a zé 2007 pod vedenim Mgr. J. Blazka z Ustavu
archeologie a pamatkovégaéseverozapadniahech. Archeologickymi metodami bylo
odhadnuto, ZediSina naleit pohrebist spada do doby mladohradistnifesrgji do 10. az
11. stoleti. Na stejné ploSe bylo navic nalezetkolik starSich pragkych kostrovych

pohtbt a sidelni jamy z doby bronzove.

1.2.1 Litomeéricko v mladsi dobé hradistni

Mladsi doba hradistni (950-1150) je na uzemi deéZéch charakterizovana
hlavreé sjednocenimjvodre samostatnych kméra samospravnych céikpod viadou
Premyslovd@. Zarovei je obdobim pravwpodobného zstku vyrazného demografického
rastu, ktery je pedpokladan od konce 11. stoleti a vrcholi ve dté2ta 13. (Boh&a
1987). Do té dobyievladaly na trvale osidleném Gzemi spiSe rozptydeoBné osady
nebo shluky usedlosti (Zerskia 2006).

Dnesni Litongticko, zvlast ustednicast @i Ohii a Labi, nalezelo kém ceskym
krajindm s velmi intenzivnim osidlenim, souvisleatZp@atku neolitu (Zapotocky 1965).
V okoli litometického hradu se v fibéhu stedni doby hradistni vyty¥da v okruhu
priblizné 2 km relativié rozsahla sidelni aglomeragi¢ajici okolo 20 osad. Celkem 70 mist
s nalezy sidlistniho charakteru bylo nalezeno tankificku mimo samotny katastr
Litomefic. Tyto poznatky vypovidaji o existenci velké sideglomerace v okoli dneSnich
Litoméfic uz v mladSi dobhradistni (Zapotocky 1965).

1.2.2 Archeologicky a antropologicky vyzkum

Studované padiebist je tretim nalezenym pdhbiSEm v blizkosti obce Mlékojedy.

Jihovychodg od této obce, asi 0,5 km od gaaného fehu Labe a necely 1 km od naseho
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pohrebiSt, se nachézela dalSi pdmeé rozsahla patebni plocha fiblizné stejného
datovani. Podrobny archeologicky a antropologicigkum tohoto potrebist je
zdokumentovan v praci M. Zapotockého (Zapotocky5)9Bla této lokali bylo nalezeno
75 hrolii a dalSich naldéesidliStniho charakteru, které podporuji hypotézsahlého
osidleni této lokality. fleti poltebiS& neni zatim zdokumentovano.

Archeologicky a antropologicky vyzkum nalezovéhataipoliebis¢ Miékojedy
neni jest uzawen. V zatim odkrytéasti bylo nalezeno 54 &itelnych polibi a 5 shluk
kosti v neanatomické poloze bez vlastni hrobové jatatované do stejné doby raného
stredowku. VétSina poliba byla strukturovana dogkolika rozeznatelnyckad (viz Riloha
I, obr. 4 a 5). Na patebisti se dale nachazel®kolik spole&nych hrolii, vétSinou
nedosplych jedindi, naznaujicich mozny pibuzensky vztah. Antropologicky vyzkum
zatim identifikoval 52 jeding z toho 29 dosjicu a 23 jediné subadultniho &ku. Doba
vyuzivani pokebist je predlEzné odhadovana na 100 az 150 let¢&aodin Zijicich
v dané dob byl odhadnut podle vzorce Acsadi — Nemeskérihslc &Nemeskeéri
1970), na jednu a&yii nuklearni rodiny, s vynechanim kor&tého koeficientu
piedpokladajiciho nepdbené dti (Stloukal 1999). Odhad soéasre Zijicich obyvatel
v konkrétniméase niZe byt do jisté miry skresleny. Vzhledem klkému potibeni dti se
pravdpodobré nedochovaly vSechnytské kostry. Poloha a struktura pebist navic
piispiva k podeieni, Ze cela plocha nebyla gsdkryta (Dr. Krystof Derner, osobni

komunikace).

1.3 Genetické markery aDNA analyz

Genetickych markery obeéslouzi k vyjadeni genetické variability jediti¢
populaci nebo druh Jejich existence vyplyva zippmnosti polymorfizni na Grovni
DNA. Genetickym markerem iie byt gen, sekvence nebo jednonukleotidovy
polymorfizmus. @lezitym predpokladem pro testovani variability je selektimautralita
markeru. Praktickou vyhodou pak rychla a jednoduebtovatelnost. Genetické markery
se vyskytuji jak v mitochondrialni DNA (mtDNA), tala autozomalnich a gonozomalnich
chromozomech jaderné DNA. K dnesdasigjSim typim markett aDNA analyz pat
hypervariabilni oblast mtDNA, lokusy g&ma pohlavnich chromozomech, které se

vyuzivaji pro rozliSeni genetického pohlavi, a kédiandemové repetice (STR). Stéle
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¢astji se v poslednich letech vyuziva jednoduchych eotitiovych polymorfizra (SNP)
Y-chromozomu i autozomalnich chromozinvySe vypsané metody dominuji gt§iny
nejnowjSich aDNA studii zagtenych na vyzkumy genetické variability. Ze starSich
metod je nafiklad stale vyuzivan systém krevnich skupin ABOi{Narova &Drozdova
2008). Ri interpretaci vysledk téchto analyz je ale nutné, zohledniegdpokladany vliv
selekce na frekvence jednotlivych skupin v populaci

1.3.1 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA je dvoietézcova kruhova molekula o délce 16 569 bp, za
normalnich podminek vyhradmédéna po maternalni linii. Lidska mtDNA obsahuje tzv.
hypervariabilni oblasti (HVR 1, 11), jejichZz sekvemi polymorfizmy slouZi k diferenciaci
jednotlivych haplotyp. Pro mtDNA existuji rozsahlé databaze se spegifitk
polymorfizmy pro jednotlivé populace. Analyzy mtDNgou velmi ginosné v evolénich
a migra&nich studiich. Vhodné jsou pro studium recentnstidnické (prehistorické)
genetické variability populaci. Nejvice se upligi pri studiu populaci, u nichz je vysoka
variabilita @ekavand, vzhledem Kgdpokladm zalozenym na dostupnych informacich o
historickém vyvoiji ¥chto populaci (Casas et al. 2006). MtDNA je alejgenim
markerem, ktery je navicdény jen od jednoho z rodl. Efektivni velikost populace je
pro mtDNA protoc¢tvrtinova, oproti jadernym autozomalnim sekvendi#nohem rychleji
tak dochazi ke vzniku novych linii a zaravarag minoritnich alel. Studie genetické
diverzity jen progednictvim mtDNA mohou byt z tohotaidodu podhodnoceny nebo se
vyrazré menit v zavislosti na vyéru vzorki (Williams et al. 2002; Zhang &Hewitt 2003).
Jako dopikova metoda slouzi mtDNA pro analyzu SirSi¢lbpzenskych vztaha
samostatéiv téch gripadech, kdy se jaderna DNA nedochova (Adachi.€1C4)6).

Vzhledem k tomu, Ze mtDNA se viee vyskytuje ve velkém gitu kopii (rekolik
molekul DNA na mitochondrii a desitky az stovky agihondrii na biiku), je mnohem
vice pravdpodobné, Ze bude detekovatelna u degradovanyckiveproti nukleové DNA
(jedna kopie v diploidni sest&av(Von Wurmb-Schwark et al. 2003). Amplifikace
nukleové DNA a zaroveneuspsna analyza mtDNA je situace velmi vyjibmé (Chilvers
et al. 2008). Hlavni nevyhodou analyz aDNA preghictvim mtDNA je jejich vysokéa
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nara:nost na laboratorni vybaveni a podminky,ifidad pro poteby klonovani, které je
nezbytnou podminkou autentizace vysked&ooper &Poinar 2000).

1.3.2 Amelogenin

Odhad pohlavi historickych lidskych pietatki ma vedle odhadugku sgzejni
vyznam pro demografickou rekonstrukci populaciegleVani trendl v jejim vyvoji.
Soutasre s analyzou mitochondrialni DNAipasi poznatky o migracich a obécn
genovém toku pro jednotliva pohlavi u historickyapulaci. Genetické metody jsou
velmi uzite&iné pro odhad pohlavi neda@bgrh jedindi (Faerman et al. 1998; Yharova
&Drozdova 2008), kdy jsou antropologické metodyiespé (Lassen et al. 1996) a/nebo
v pripact jen fragmentardochovanych pamstatki skeletu. Amplifikace markérv genu
pro amelogenin je jednou ze z&kladnich &amsdjjSich metod pouzivanych pro rozliSeni
genetického pohlavi, ale saniiegrné neni jedinou.

Amelogenin je gen lokalizovany na kratkém raménkomozomu Y (Ypll.2) a
na homolognéasti chromozomu X (Xp22.31). Tento gen obsahujeve fack kddujici
sekvenci pro protein zubni skloviny. Oba geny js@4 % sekvetn¢ identické. Delece
VvV prvnim intronu genu na X chromozomu se vyuziv@rpeliSeni pohlavi jiz skoro dvacet
let (Sullivan et al. 1993). Amplifikace tohoto Usek muzského genotypu vyusti v ziskani
dvou délko¥ rozliSitelnych fragmerit (106/112 bp). V fipac vysoce degradované DNA
je ¢asto problematické amplifikovat Useky delSi nez kpOProto byly velmi brzy
navrzeny primery amplifikujici kratSi segmentyizmych oblastech genu. Jednim z nich je
fragment 80/83 bp, ktery byl také pouzit v tétogd(dlaas-Rochholz &Weiler 1997).
Vyhodou amplifikace lokusamelogeninu je snadné a rychlé rozliSeni oboul isdsp.
muzského nebo Zenského genotypu, oprotiikkgu nowjSim SNP metodam (Gibbon et
al. 2009; Tzvetkov et al. 2010). Nevyhodou tétoadgtje zvySené riziko alelového drop-
outu, které nmiZze vyustit v ukeni muzskych genotygako Zenskych (Vigharova
&Drozdova 2008). Amplifikace lokusu amelogeninwasto navic pouziva jako prvni
krok pro posouzeniiiomnosti jaderné DNA v historickych vzorcich (Clipoo et al.

1999; Cipollaro et al. 1998).
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1.3.3 Jednoduché nukleotidové polymorfizmy

SNP je souhrnnym oztenim pro sekvaimi varianty v rozsahu jednoho bazického
paru vyskytujici se v populacistnosti nad 1 % (Brookes 1999). Jednoduché
nukleotidoveé polymorfizmy se vyskytuji po celém gamuclovéka wetrg mtDNA.

Obvykle se ale jako SNP ozhgi polymorfizmy v jaderné DNA a jejich vyuZziti je
teoreticky podobné STR marken. Vzhledem k tomu, Ze jsou SNP obvykle jen bialedj
jsou samostatnjen velmi malo informativni. Jejich vyhodou je nméZkombinovatelnost
az rekolika desitek polymorfiziindo jedné multiplexové reakce, ktera diskringimia
potencial vyrazé zvySuje. B analyzach vysoce fragmentarni DNA jsou SNP siadn
detekovatelné a jejich pouziti i v rdmci jadernafNA analyz stéle nasta (Li et al.
2007). Nevyhodou pro aDNA i forenzni vyzkumy je rhierozsah popuémich databazi,

které existuji pro SNP polymorfizmy, ve srovnaki&tkymi tandemovymi repeticemi.

1.3.4 Kratké tandemové repetice (STR)

Kratké tandemoveé repetice (short tandem repeaR’) §&bo také mikrosatelity
tvori jednu z podskupin délkovych polymorfizne jaderné DNA. STR jsou tveny
opakujicim se motivem zpravidla od 1 do 6 bp a yigkse u eukaryotickych i
prokaryotickych organizin Motiv repetice se fize vyjime&né liSit, nebo byt peruSovany
odliSnou kratkou sekvenci.¢které STR maiji slozijSi stavbu s nepravidelnyn¥gtanim
raznych motivi i sekverinich polymorfizni, tzv. slozené a komplexni STR lokusy.

V lidském jaderném genomu jsou &eggtjSim typem dinukleotidové a tetranukleotidové
repetice. Hlavnimi vlastnostmi kratkych tandemovyepetic je vysokd mutabilita
(pramérné 1 mutace na 1000 gamet), Siroky rozsah alel ak§ypolymorfizmus (Wang et
al. 2000). Obeanse kratké tandemové repetice vyuzivaji pro vazelmadyzy a mapovani
chromozond, pro identifikaci jedin@ v oboru forenzni genetiky a Siroké upkath
nachazeji ve studiich popufd genetiky. Jejich vyhodou je jednoducha a rychédodika
analyz oproti SNP metodam a kratSi délka amplifiklao fragmentu oprotiitve
pouzivanym minisatelim (VNTR). STR markery se vyskytuji na gonozomalriich
autozomalnich chromozomech.

Na Y-chromozomu se vyuZivajigvazié STR markery lezici v nerekombinantni
¢asti chromozomu, ktera jedtna po otcovskeé linii v nezénéné podoB. Kombinaci alel
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jednotlivych STR do tzv. haplotyge mozZné rekonstruovat genealogické vztahy po
paterndlni linii (Keyser-tracqui et al. 2003). Pbddjako u mtDNA je Y-chromozom
pouzivan pro migrani a obec# evolwini studie na moderni i historické DNA (Crubézy et
al. 2010; Kayser et al. 2005). Kratké tandemovétiep vazané na chromozom X
vytvareji systém pro identifikaci jedific komplexni pibuzenské analyzy (Szibor et al.
2003) i populani studie. Potenciaéthto markei je zatim sniZzen nedostébeymi
popul&nimi databazemi v porovnani se vSemi ostatnimi typykef.

Autozomalni STR se vyskytuji na vSech 22 lidskyepahlavnich chromozomech.
Kromé jiz zmininé vysoké mutability (markery s nejvyssi mutabiliteay. FGA, D18S51,
SE33 jsou nejvice polymorfni a disponuji répim patem alel), plati pro autozomalni
STR mendelisticky typalicnosti a kodominance. ProtoZze jsou STR v genomupam
rozSiené, je mozné kombinovat lokusytiznych chromozotinbez ohledu na potencialni
genetickou vazbu. Kombinace vice STR v jedné aeatyySuje diskriminéni potencial
(.,power of discrimination“) neboli rozliSovaci sgmost metody. UZ od gatku 90. let se
autozomalni STR upladji jako efektivni nastroj pro lidskou identifika@dwards et al.
1991) a pro fibuzenské analyzy. VyuZivané jsou ré¥mpro celogenomoveé vazebné
analyzy a mapovani chromozandsou nepostradatelnym nastrojem pognilgenetiky pi
uréovani genetické diverzity a struktury populaci nphetudiu historie recentnich
populaci (Zhivotovsky 2003). O aplikacich autozami@h STR polymorfizma v aDNA

studiich pojednava podrofnnasledujici kapitola.

1.4 Autozomalni STR v oboru aDNA

Autozomalni STR jsou po amelogeninu druhyntasgji volenym markerem u
aDNA analyz jaderné DNA. Hlavni vyhodami jsou vygakskriminani potencial pro
rozliSeni jediné a rekonstrukci Uzkychifbuzenskych vztah kratka délka amplifikénich
fragmenii a moznost amplifikovat vice lokluss jedné multiplexové reakci.iezitou
vyhodou genotypizace autozomalnimi STR markerygead autentizace vysladike
smyslu o¥feni gitomnosti laboratornich kontaminaci (Hummel e2800).
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1.4.1 Identifikace a pribuznost na drovni rodiny

V pripact ndlezu spokenych hroli, nékolika potba v tésné blizkosti nebo hrab
uloZzenych nad sebou vyvstava otazka, zda jsoujédinici biologicky nebo jinak
sprizreni. Jednim z imych vysledk mtze byt samotna identifikace osob v hrobu a
rekonstrukce jejich vztahna zaklad jiz urcitych predpoklad. Peter Gill s kolegy (Gill et
al. 1994) nafiklad rekonstruovaliffbuzenské vztahy u pagtatki nalezenych
v Jekagrinburgu (Rusko) v roce 1991. Identifikace poslédniuského cara Mikulase Il.,
carevny a jejich dcer byla prvniniipadem, kdy byla analyza autozomalnich STR
s usgchem pouzita na historickém skeletalnim materialu.

Castji feSenou otazkou je vztah jedingloZzenych ve spot@ém hrols, kdy se
biologicka gibuznost ¢ekava, ale charakter konkrétnich vziae jen odhaduje (Clisson
et al. 2002; Vag&k et al. 2009; Wiechmann &Grupe 2005). Biologickéza¥nost
spole&né pohtbenych jeding je navic jen jednou z moznych hypotéz. Vyleni rekterych
typt pribuznosti (nafiklad matka — syn / dcera, sourozenectvi) je maZngtanovenim
haplotypi mtDNA (Adachi et al. 2006; Clisson et al. 2002)pNpadt stejnych haplotyjp
je blizka gibuznost odhalitelna hlagrs pomoci autozomalnich STR (Wiechmann &Grupe
2005).

1.4.2 Pribuznost na urovni skupin

Objasrni piibuzenskych vztahpomaha pedevsim pochopeni socio-kulturnich
pravidel a norem historickych populaci. Takovymadly jsou napiklad polebni ritus
nebo vzorcesatkového chovani v jednotlivych socialnich a sakonomickych
skupinach. Rozsahl&ipuzenska analyza umiafje nagiklad studovatsatkové modely
historickych populaci na zaklagrislusenstvi do jiné socialriidy. Julia Gerstenberg
(Gerstenberg 2002) studovala ¢atredowké poltebis€ Weingartner (5. az 8. stoleti),
Némecko, kde byly podle vybavy hrbla zpisobu polkbeni definovany dvsocialni
vrstvy. Redniétem vyzkumu byla otdzka, zda se stratifikace sfpmlsti na socialni Urovni
projevi také na urovni genetické. Opakovatelnéeadlsy, alespd u ¢asti autozomalnich
STR, se poddo ziskat u 88 jedint (z celkovych 161). V tomtoffpact se statisticky
vyznamr neliSili ani frekvence autozomalnich STR ani viitita haplotygi mezi oEma
skupinami. Vysledky naziaji, Ze mezi skupinami pragdodobré dochéazelo ke
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genovému toku a podporuji hypotézu, Ze u poputa@ho sedowku nebylo braéno
shatkim mezi jedinci z odliSnych socialnich vrstev (Genfterg 2002).

Jednim z dalSich socio-kulturnich pravidel je utdZedindi na poliebisti na
zaklad jejich vzajemného vztahu. Skupinu tu v tomippd predstavuji potby néjakym
zpisobem od#&ené od ostatnich (centralni skupina fimhodclené od perifernitady
nebo malé v§lenéné skupiny hrob). Zatim jen velmi Bidka byla testovana biologicka
piibuznost jeding uloZzenych v jashstrukturé oddtlené skupii ¢i fa s vyuzitim
jaderné DNA (Dudar et al. 2003; Keyser-tracquile@03).

1.4.3 Geneticka diverzita pohiebist

V némeckém Goslaru v Dolnim Sasku bylo v roce 1993warje pokiebist z 18.
stoleti. Podle zaznairbyli na potiebisti poltbivani jen jedinci pracujici vipehlych
sttibrnych dolech. ”Rdmétem z4jmu bylo, zda do Goslartighazeli stale novi
specializovani pracovnici z jinych regigmebo jestli se prace stala rodinnou tradici a
skupinu jediné pohrebiSe tvorila socialré i geneticky si blizka skupina. Geneticka
analyza na urovni populai genetiky byla provedena s celkem deviti STR mark
Pres\wdcivé genotypy se podido ziskat u 30 jedinta vysledky mohly byt teprve podruhé
u STR analyz aDNA zpracovany statistickymi metodattypotéza novych migraci byla
posouzena jako mémpravdpodobna. Navic rozsah sdilegkterych alel mezi jedinci
poukazal na pravghodobné fibuzenské vztahy v ramci piahist (Bramanti et al.
2000Db).

U historickych a hlavé prehistorickych potebi¥’ neni obvykle jasné, kdo a podle
jakych pravidel byl na pdkbisti polibivan. Proto je geneticka charakterizacerpblse
jednim z cih aDNA studii (Bramanti et al. 2000a; Bramanti et28l00b; Dudar et al.
2003; Gerstenberg 2002; Zierdt et al. 1996). Datiimodem jsou potencialni analyzy
piibuznosti. Konveéni zpisob odhadovaniifiouznosti genetickymi metodami mezi
dvéma jedinci je zaloZen na prajgbdobnosti vyskytu dvou danych genaiyya
piedpokladu ufitého gibuzenského vztahu. Zaravplati, Ze¢im vzacrjsi alelu jedinci
sdileji, tim je ¥tSi pravépodobnost, Ze jsou si biologicky blizctitBm frekvence alel,

v tomto Fipadt alel autozomalnich STR, se u kazdé populacedvicers liSi (Budowle
&Chakraborty 2001). Jedinci sdilejici stejné alefgdnom nebo vice autozomalnich STR
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mohou byt ueni jako blizce fibuzni podle kritérii moderni evropské (kavkazske)
populace. Biologickaiflbuznost pi stejné situaci rize byt ovSem zanedbatelna, pokud se
frekvence alel studované populace vyralrsi.

Rozdily v distribuci alel autozomalnich STR martkerezi dneSnimi populacemi
vypovidaji zpravidla o dlouhodobém rozdilném derafigkém vyvoiji £chto populaci
(Hofer et al. 2009). Omezeém spiSe u jagrdefinovanych populaci Ize z modernich dat
studovat, jak se vliv nedavné historie projevili@jgch genetické variabikt Moderni data
navic podléhaji do zkaé miry zkresleni, které je @pobeno migracemi, expanzemi a
celkovym misenim populaci vifséhu let. ResrgjSi zaznam o zeémach genetické
diverzity minulych populaci dokaze odhalit jen arzal gimych z&znarh ulozenych pimo
v jejich biologickych poiistatcich.

V minulosti se pepokladalo, Ze historické a zvlast prehistorickpydace maji
pravdpodobréji nizSi biologickou diverzitu zivodu mensi poputai velikosti, ktera
mohla vést k inbreedingu a vyraznému genetickénftudCavalli-Sforza &Bodmer
1999). Sloan R. Williams (Williams et al. 2002) siloval stav historickych populaci na
modelu subpopulace Shamatari (populace YanomantigAlela, Brazilie), ktera se
skladala z fiblizné 12 vesnickych skupin o 30 az 300 jedincich. VediBNA byly
vyuzity autozomalni STR markery pro stanoveni gekétdiverzity. Pesto, Ze jednotlivé
vesnice byly vyraziendogamni a tedy geneticky skoro uzasé, byla celkova mira
pozorované heterozygozity relatémysoka a genotypové frekvence odpovidaly
predpokladim Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

Zatim bylo publikovano velmi malo studii, které fpgrovnavaly diverzitu
jadernych autozomalnich marker archeologickych zdréj(Bramanti et al. 2000a; Dudar
et al. 2003; Gerstenberg 2002; Zierdt et al. 19@®)o alespo prinesly SirSi data, ktera by
tato srovnani umdibvala (Keyser-tracqui et al. 2003). Distribuce alehira
heterozygozity autozomalnich STR byly sledovamgind sttedowké nemecké populace.
Prostednictvim markeru VWA se poii® ziskat genotyp 76 z 200 nah@dvybranych
jedinai pohrebist€ Weinegarten (Rmecko). Porovnani genetické diverzity s recentnimi
populacemi ukazalo na vysokou podobnost v distrivekvenci alel. Diskutovan byl
vyrazre zvySeny podil homozygotpro lokus VWA. (Zierdt et al. 1996). Pags§i studie na
stejném potebisti nezaznamenala rozdil ani ve frekvencichailell genetické diverzita
poukazaly tak na problematiku aDNA studii na pognila@irovni (Gerstenberg 2002).
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1.5 Problematika aDNA studii

1.5.1 Fragmentarnost biologického materialu

Nevyhodou aDNA studii jéasto velmi omezeny @et vzorki pro analyzu a tedy
obtiznost analyz na Urovni skupin nebo populadbito ohledu se problematika aDNA
neliSi od oboru archeologie. Rozsah materialuylfiemoZzné analyzovat genetickymi
metodami, zavisi v prviad na jeho dostupnosti. Pokud Zjigeme nagiklad zneny
n¢kterych genetickych charakteristilkcase, je samdejmeé nutné mit k dispozici jedince
ze stejného nebo velmi podobného obdobi. Dostatdidického materialu nemustibec
existovat z dvodu nepiznivych podminek wjSiho prostedi, nebo mize byt nepistupny
pro genetickeé studie.dSina vyzkuni je proto provaéha ne¢astji jen v ramci jednoho
pohrebisE. Vybér materialu je potom zavisly, jak na zachovalogildgickych tkani, ktera
se mize vyraz® liSit i mezi iznymicastmi nalezového mista, tak naenfinartni

nara:nosti €chto vyzkuni.

1.5.2 Fragmentarnost DNA

Krome¢ nedostatku studijniho materialu je rozsah vysiedlejich interpretace
ovlivnéna hlavi degradanimi zmenami v aDNA. Podstatnou roli pro uchovani histogéick
genetické informace maji viiti vlastnosti daného biologického materialu a zatoangjsi
vlivy prostredi, jako je teplota, chemické a fyzikalni vlasthpady, pritomnost spodnich
vod, ¢innost biologickyckiniteli nebo zgsob polibivani (Bell et al. 1996; Collins et al.
2002; Hagelberg &Clegg 1991; Hedges &Millard 1993 osud publikovanych praci
vyplyva, Ze sté vzorki neni nejdlezitejSi predispozici pro usph aDNA analyz.
SteZzejnim faktorem ovliitujicim degradaci biologickych tkani je nejspisSddgpokolniho
prostedi (Smith et al. 2003). Tuto hypotézu podpoiapa praci, f kterych se poddéo
amplifikovat DNA ze vzork nékolik desitek az stovek tisic let starych, pochi&ze
nagiklad ze Sihiského permafrostu (Schwarz et al. 2009). Procesadage DNA #ejme
urychluje i¢asté stidani teplot v pkbéhu roku. Lidské parstatky polibené relativy
melce jsou pravépodobr vystaveny vySSim rozdiin teplot, které obe@mnepodporu;ji
zachovani nukleovych kyselin.

Vlivy vn¢jSiho prostedi vypsané vigdchozim odstavci Zgobujifadu

chemickych reakci v DNA (oxidace, hydrolyza, allogadeaminace nebo Maillardovy
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reakce), které mohou vyrazovlivnit ispgSnost analyz a spravné vyhodnoceni vysiedk
K nejéastjSim degradénim zneénam u aDNA pat fragmentace, jako obvykly vysledek
oxidatnich nebo hydrolytickych reakci, které narusujichéey istupné chemickeé vazby v
DNA retézci. Nagiklad hydrolyzou vzniklé depurinace nebo depyrimmaaie zsobuji
zvySenou lomivost DNA. Hydrolytické &ieni fosfodiesterovych vazeb v primarni
strukture zapicini ptimou fragmentadietzce. Obec#ise tyto zminy projevi moznosti
amplifikovat jen zkracené useky DNA, zpravidla dif3500 bp (Willerslev &Cooper
2005). Amplifikace delSich Usék rozsahu &kolika stovek bazi je pra¥godobré mozna
(Haack et al. 2000), ale sniZuje jistotu autentigifsledki (viz nasledujici kapitola).

1.5.3 Autenticita vysledku

Vérohodnost aDNA vyzkuiinje v prvérad ovlivnéna gitomnosti degradaich
zmen v DNA. Degradace nukleovych kyselin se keoiragmentérnosti projevu
piitomnosti neprozenych intréetzcovych (v ramci jedné molekuly DNA) nebo
interrettzcovych vazeb (mezi dma molekulami DNA nebo mezi DNA a proteiny).
Intrafetézcové vazby mohou vznikat jako nasledékgbeni ultrafiaolového ¥éni, které
podporuje vytvéeni pyrimidinovych dimer nebo alkylénimi reakcemi. Vazby mezi
fetézci DNA a proteiny vznikaji Maillardovymi reakcen@ba dva typydchto znén
zpasobi zastaveniagpolymerazy a vyusti v amplifikaci jen zkracenyclekisDNA nebo
vznikem tzv. jumping PCR artefak{Paabo et al. 1990; Willerslev &Cooper 2005).
Stejnym zfisobem se projevujicktera oxid&ni poSkozeni v DNA. Radikalové produkty
peroxidu vodiku nebo hydroxylové radikaly derivoyirimidiny na hydantoin, ktery je
silny blokatoreniraqpolymerazy. K n&jasgji izolovanym oxid&nim produkim, nag.
thyminu, pati 5-hydroxy-5-methylhydantoin (5-OH-5-Mehyd) a Sengxyhydantoin (5-
OH-Hyd) (Hoss et al. 1996). U chemickych modifikbéizi se zvySuje riziko nespravného
zarazeni druhého nukleotiddip?CR amplifikaci, které fedstavuje jeden z nejgich
problémi interpretace vysledksekvenanich reakci jak mitochondrialni DNA (Gilbert et
al. 2003a; Gilbert et al. 2003b; Willerslev &Coo@805), tak jaderné (Binladen et al.
2005).

V pripact analyz STR markérjsou nefastji detekovanyit typy PCR artefak.

Za prveé je to tzv. alelovy drop-in, jin&kteno ,alela navic”, ktera se v profilu jedince

normalré nevyskytuje. Opakem je alelovy drop-out, tedy ,agiputi“ alely pi PCR
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amplifikaci. Alelovy drop-in nizeme zaznamenat jakésledek sporadickych
kontaminaci. Vyskyt getnost alelového drop-outu zavisi na kvandikvalig€ analyzované
DNA. Poslednim PCR artefaktem typickym pro STR reayKsou tzv. stuttery. Rozsah
téchto artefaki je zavisly na pouzitém typu STR markeruédrig se vyskytuje i i PCR
amplifikacich moderni DNA. V ifipact degradované aDNA se jejich mnoZstvi resp.
koncentrace produktu zvySuje nad obvyklou hranigZ3.0 % a mohou byt myin
zanenény za praveé alely.

Krom¢ PCR artefakt je autenticita vysledkovlivnéna kontaminacemiizného
pavodu. Za kontaminace ieme pokladat jakoukoli latku oviiuvjici PCR amplifikaci
nebo interpretaci vysledk Pokud se podaizolovat autentickou aDNA nasleduje vzdy jeji
namnoZeni pomoci PCR reakce. Koncentrace templé&ibMebyva obvykle velmi nizka a
tedy jakakoli latka, kterd by mohla reakci inhibgvaabyva p aDNA analyzach velkého
vyznamu. Projevem PCR inhibice jedjen velmi slabd amplifikace, nebo Upiny
negativni vysledek. Inhibice PCR je tedy jednouaznych picin faleSré negativnich
vysledki. Hlavni skupina inhibitar vyskytujicich se u historickych vzarlpochazi
z vrejSiho prostedi. Velmi¢astym problémem jsou huminové nebo fulviové kyselin
pochazejici z fdy. Exogenni fivod ma i kontaminujici moderni DNA, ktera formou
kompetice v podstatnhibuje amplifikaci autentické DNA (i kdyZ neirthije vlastni
PCR).Cast inhibici je pi¢itana endogennim fakiion pochazejicim z vlastnich vzdrk
biologické tkar nebo DNA. U extrakci DNA z kostni tk&ise sili projevuje inhibice
kolagenem a pravpodobrt i dalSimi proteiny fitomnymi v matrix (Scholz et al. 1998).
Stejnym zpisobem mohou{sobit ionty Zeleza (F&), jako pozstatek prokrvenéigiové
pulpy zubu nebo vapenaté ionty {aNskteré degradmi chemické modifikace v DNA
jako inter a intratetézcoveé vazby typicky ovlikuji cinnost DNA polymerazy (Kalmar et
al. 2000). Poslednimatezitym zdrojem inhibitak jsou reagencie, které se vzorkyspy
do styku hem zpracovéani. Do této skupiny fddétky pouzivané ip extrakci nap. NaCl,
ionické detergenty, ethanol, isopropanol, fenolmeitika mikropartikule. Jako PCR
inhibitor pisobi také pudrovy prasek laboratornich rukavigcliepsta vynéna, ktera se
doporiuje jako prevence kontaminaci u aDNA analyazenmit v tomto sgru negativni
vliv na vysledek amplifikace (Wilson 1997). Chaekpisobeni inhibitall je riznorody.
Modifikace templatové DNA iiize UplrEé zabranit navazani DNA polymerazy. Jiny

mechanismem je ovlivmi vlastni enzymatické reakce tapnizenim koncentrace
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horetnatych iont (Mg?"), které jsou kofaktorifaqpolymeréazy neboifmou spoludasti
v reakci (huminové kyseliny) (Sutlavet al. 2005).

Nerozpoznané kontaminace vzorizorodou DNA jsou bezpochyby jednim
Z nejwtSich problém aDNA analyz. Citlivost PCR, ktera je je&ilent zvySovana u
problematickych vzork, umoiuje amplifikovat i minimélni mnozstvi DNA v reakci.
Moderni DNA kompetuje id PCR amplifikacich s nizce koncentrovanotaato
degradovanou historickou DNA aiiire zcela jeji amplifikaci inhibovat. Mozna je i
implementace moderni DNA do historické sekvencsfednictvim “jumping PCR”.
Zvla¥ zavaznym problémem je riziko faleéSpozitivnich vysledl u analyz lidské DNA
nebo @i mikrobiologickych studiich v souvislosti s dag&jSimi zdroji kontaminaci
(Paabo et al. 2004). Rozsahlé poznatky o zdrojctigkninujici DNA a jejimu $éni
umoznily vypracovani mnoha preventivnich posiugiejreé jako zpisohi oveéreni, zda byla
amplifikovana skutén¢ autentickd DNA (Cooper &Poinar 2000; Kolman &Tws@)00).

NeZ se vzorky dostanou do labotgomohou byt kontaminovany jakoukoli DNA,
se kterou fijdou piimo do styku. Uz &kolikrat byla publikovanaiitomnost moderni
lidské DNA ve vzorcich, ve kterych by s&rpzere vyskytovat neréla, nag. v kostech
psi (Malmstrom et al. 2005), prasat (Richards et @895), vzorki Neandrtalé (Green et
al. 2006) a dalSich. N&gsgjSim zdrojem pre-laboratornich kontaminaci jsowhsi lidé,
kteri prisli se vzorky pimo do styku (archeologové, antropologové, pracovnuzei
apod.). Déle jsou to postupy, které zvysuji riziemeseni cizorodé DNA do vzorku.
(omyvani). Jinym typem kontaminaciize byt samotna aDNA z jiného jedince uloZzeného
pied exkavaci vésné blizkosti jedince zkoumaného. Vliv spodnich aaxklkové
podminky vigjSiho prostedi mohou teoreticky umoZznitgnos ¢chto kontaminaci. Jedna
z rekolika studii Thomase Gilberta (Gilbert et al. 2Dpp6ukazala na&si dilezitost pro
riziko kontaminaci fi manipulaci a myti kostnich vzakk zubi tésné po exkavaci oproti
pozdjSim zasahm. Vcasné planovani genetickych analyz u archeologickyzkumi je
tedy predpokladem pro dodrzovani proti-kontangimizzh opaiteni jiz v pfibéchu exkavace a
dalSiho zpracovani vzaikstejre jako umoAuje wasné zpracovani vzairko exkavaci.

Nesporr negastjSim zdrojem kontaminaci je DNA pracovijkteti se vzorky
pracuji gfimo v laboraté. Podobr rozsahlym potencionalnim zdrojem jsaeqchozi
DNA analyzy. ZvlaStnim typem laboratornich kontaawijsou tzv. cross-contamination,
vzajemné kontaminace aDNAgnesené mezi vzorky zpracovavanymi v jedné &ola

nebo PCR sad Nositelem podobnych kontaminaci jsinou aerosol vzniklyip
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manipulacich se vzorky nebo nedostateocisténé laboratorni pofitky pouzivané
opakova#. Nutné je samdejmeé pctitat s kontaminacemiipnesenymi ziiznych
komegnich pufi a izola&nich systémi, pokud nebyly certifikovany jako DNA-free.
Sporadické kontaminace mohou mit podobny chargkkerautenticka DNA, za kterou

mohou byt snadno zameny.
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2 CILE PRACE

Predmétem diplomoveé prace byla prvotni geneticka charésttka souboru jedinc
rané sttedowkéhoceského poiebist pomoci autozomalnich STR markePotencial
metody STR genotypizace je Siroky a sarepme z4avisi na rozsahu ziskanych vyslédk
V ramci této studie jsme se zéiili na nasleduijici cile:

- Stanoveni genetické diverzity a distribuce alebwopnéni s populacemi
recentnimi a s dosud publikovanymi vysledky aDNAlgn dalSich
historickych pokebi&’ (Dudar et al. 2003; Gerstenberg 2002; Keyser-
tracqui et al. 2003; Zierdt et al. 1996).

- Analyzu gibuznosti na arovni skupin podle ulozeni jedincramci
struktury poliebisg, metodou uteni rozsahu sdileni alel mezi jedinci
uloZzenymi ve stejnyckadach nebo skupinach (Dudar et al. 2003; Keyser-
tracqui et al. 2003).

Vysledky této prace mohouippét k charakterizaci genetického sloZeni jedinc
uloZenych na paiebisti. Zarove tyto vysledky mohou byt prvnimi datyilézitymi pro
ziskani pedstavy o genetické diverzia distribuci alel rarthstedowkych populacCech.
Na zaklad celkové uspsnosti amplifikace DNA bude mozné posouzeni vhotinadSich

genetickych analyz u daného pehist.
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3 MATERIAL A METODY

3.2 Nalezové misto

Plocha polebist se rozkladala na terénni héamad cestou mezi obcemi
Mlékojedy a Prosmyky, ve vzdalenosti 270 m od di@shehi Labe (147-148 m. n. m.).
Podlozi ndlezového mista tig pisky, ve svrchnich vrstvach jilovita spras.hiédem k
blizkosti Labe nebylo mozné vylditiob¢asné zaplaveni lokality, zejména u nejnize
uloZzenych potbu. BlizSi informace prawipodobnosti zaplaveni u konkrétnich fmh
v prostoru nebyly k dispozici. Na obrazku 1 je zwré&na poloha potfebist vzhledem
k blizkostiteky Labe.

Obr. 1 Poloha potebist v krajiré (plocha 1) vzhledem k vzdalenosti od dneSniehbieky Labe

Pozn.: Obec MIékojedy se na obrazku nachazi vpnahae.
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3.3 Vybérjedinctu

Pro studii jsme fednosts vybrali celkem 23 jedincsubadultniho &ku. Jednim
Z davoda byla priméarni geneticka analyza pohlavi. Vybradiifci se navic nachazeli na
riznychcéastech potebisg. Predstavovali tedyiiblizné vzorek charakterizujici celou
zatim odkrytou plochu nalezového misteed?50 % tviili déti do 6 let (infans I) a skoro
40 % jedinci od 7-13 let (infant Il). Dva jedingjlbjuvenilniho wku (41, 63) a jejich &k
byl odhadnut na maxima&iri6 let (tab. 1). Wtyt pripadi se jedinci nachazeli ve
spolé&nych hrobech. Jedinci 10A, B a C byli uloZeni vesidbe ve spot@ém hrobu
s adultnim jedincem. Jedinci 15A a B, 24 a 25, 383 byli poltbeni vZdy nad hloudji
uloZzenym pokbem starSiho jedince. VSech 23 vybranych jeidjeoryzn&eno na

piilozeném nakresu pédbise (Priloha Il, obr. 5).

3.4 Popis materialu

Pro genetickou analyzu byly k dispozici od kazdduince soubory kosti a ztup
které byly oddleny od ostatniho materialitgnl antropologickym zpracovanim. Informace
o celkové zachovalosti kranialniho a postkrania@rsgkeletu nebyly k dispozici. Obecn
byla u kazdého jedince k dispozici minim&jedna dlouha kost nebo fragmenty dlouhych
kosti. \EtSina kosti byla na povrchu&la nebo dedre az tma¥ hnéda a stejné zbarveni
se objevovalo n&ezu kosti, jen s ojedite se vyskytujicimi a nepatrnymi ,,08uky* cisté
bilé kompaktni tkat U poZistatki Sesti jeding (17, 35, 38A, 38B a 55) byly na kostech
rozeznatelné tmave &2rné a/nebo zelené skvrny, které jsou vSeabpitsuzovany vlivu
bakterii nebo plisni (Collins et al. 2002).

Ve trechétvrtinach gipadi byla sodasti poskytnutého materialu maxilla a/nebo
mandibula se zubyizného stupfivyvoje a zachovalosti (prasteny prehled
zachovalosti zubnich i kostnich vzar&dkazuji na Eloha 1l1). Ve wtSin¢ pripadi byly
zuby uloZené v alveoladtelisti, vyjime:n¢ byly od¢elisti odcleny uz ged zpracovanim
v laboratdi. ZvI&S€ u novorozenit a mladSich jedincbyl zubni material velmi omezeny,
vzhledem kiistu a vyndné dentice v pitbéhu ontogeneze a celkové horsi zachovalosti

materialu.
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Tab. 1 Seznam jedinkc (hrob), materidlu a antropologicky odhagku

Ozna&eni hrobu Material Odhadovany &k
6 F sin, mandibula 8 let +24 msial
TA F sin, H sin, mandibula, os temporale sin ki
8 F dx, T dx 3 roky +12 ngsioa
10A F dx, os temporale dx, obratle 129t
10B T sin, scapula dx, maxilla, mandibula, os terajgodx 7 let
10C F dx, H sin, mandibula 12-13 let
15A T dx, scapula dx, maxilla dx, mandibula 4 roky
15B H dx, sacrum — Sal, maxilla dx, mandibula St nBsial
17 F sin, zuby, os zygomaticum sin 7 let +2&sa1
24 H sin, T sin, zuby, os temporale 5 let +2&siai
25 H dx, mandibula 7-8 let £24 nisiol
34 T sin, obratle, mandibula, os temporale dx E8im
35 H sin, os ilium sin, mandibula 4 roky +12sfoi
37 ulna sin, os temporale dx novorozenec £8ine
38A F sin, mandibula sin, os temporale sin 1%—24Vrré,s!m
+8 mesial
38B F dx, os temporale sin 3 roky +12gfuol
41 F sin, H dx, 11 dx sup 12-16 let
43 H dx, H sin, scapula sin, maxilla dx, os temfmra 9 let +24 misica
49 F sin, H dx, maxilla, mandibula 9-10 let +36sMal
55 F sin, T dx, obratle, Zebra, sacrum, maxilldyzu 5 let +16 misial
58 F sin, H sin, obratle, mandibula 12 let
60 F sin, H sin, maxilla, mandibula 2-3 roky
63 F sin, H dx, maxilla 14-16 let

F = femur, H = humerus, T = tibie, dx = prava strasin = leva strana

3.5 Vybér vzorku

Pro blizSi predikci obsahu mitochondrialni nebcejaé DNA u kostnich vzotk

bylo do dnesSniho dne navrzeno mnoho metod (Batlay. 4996; Gotherstrom et al. 2002;
Poinar et al. 1996; Smith et al. 2003). Bohuaeéla z nich fesahuje nakmosti na
vybaveni moznostidznych laboratti (Bailey et al. 1996; Poinar et al. 1996). Navic

acinnost rekterych byla diskutovana jako sporna (Stone &Stomgk 999), stejé jako

prakticnost i omezeném mnoZstvi dostupnych vZorBakakoli dalsi manipulace se

vzorky samokejmeé navic zvySuje riziko kontaminace.

Pri vybéru vzorki byla uplatgna gedevsim dosud publikovana fakta o

zachovalosti DNA u tvrdych tkani. Kosti a zuby jsashecri negasgjSimi zdroji

autentické DNA. @vodem je v prvéadt pomalejSi degradace tvrdych tkani souvisejici

s jejich histologickou strukturou. V kostni tkaaei[PNA pravapodobré adsorbovana na
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krystalky hydroxyapatitu (Ga(POy)s(OH),), které spoléné s proteinovou slozkou vytyia
dulezitou bariéru proti degradiaim vrgjSim vlivam (Collins et al. 2002). &Si ochranu
tedy vytvai kompaktni tké oproti spongioze a kosti s vysokym obsahem konypakiu
tedy pro genetické analyzy nejvhagsi.

Zuby jsou rkterymi autory povazovany za vhagi zdroj aDNA (Woodward et
al. 1994), &koli pocet burgk obsahujicich DNA na jednotku objemu tk&y mgl byt
podle histologickych studii vysSi u kosti nez uiz(Bilbert et al. 2005). Zuby jsou spiSe
zdrojem kvalitrgjSi DNA. Buiky obsahujici DNA pochazeji z viiii pulpy (fibroblasty),
z rozhrani pulpy a dentinu (odontoblasty) nebo glodené v lakunach cementu
(cementoblasty). Dentin a sklovina na povrchu zghbmineralizovagjsSi tka nez kost a
chrani tak DNA ped degradaimi vlivy zevniho prosedi. Ri dobré zachovalosti tkani,
samotné usazeni zubuelisti prakticky zabrauje jakémukoli pistupu cizorodé DNA
nebo PCR inhibitam do vnitni ¢asti zubu.

Nejprve byla tedy vybrana prvni sada vzodd Sesti jedint s celko¥ lepSi
zachovalosti a od dalSich Sesti jedisdorSi zachovalosti podle nasledujicich pravidel.
Od kazdého jedince byly standaédrdebirany 3 vzorky, tak aby alespdva vzorky
pochazely ziznych tkani neboéasti skeletu jedince. Pokud byly k dispozici, byly
prednosti vybirany zuby. Ve vSechripadech byly zubyip odbéru stale ulozeny
v ¢elistich. V gripadt Spatné zachovalosti ztulfzuby s ulomenymi k@ny nebo
s vyraznymi prasklinami ve sklowihnebo nefitomnosti zuld u rekterych jeding, byly
pro analyzu voleny vzorky kosti s vysokym obsahemaktni tkas (femur, humerus,
tibie). Frednostr byly odebirany sednicasti diafyz respeasti, kde byla kompaktni tk&
kosti nejzachovalejSi. Po zpracovani a vyhodnoegsiedki byla vybrana druha sada
vzorkia. ProtoZze DNA byla detekovana i gkterych vzork: jedindi se Spatnou celkovou
zachovalosti, byly vzorky odebrany od vSech zbylgzhnadi bez ohledu na celkovou
zachovalost.

Od 23 jediné bylo dohromady odebrano 62 vzarkJ 18 jediné bylo mozné
odebrat alespodva vzorky z iznych tkani neboasti kostry. U gti jedinai byly
odebrany jen dva vzorky aznych mist stejné kosti, v jednortigact bylo mozné odebrat
jen jeden vzorek. Celkem bylo zpracovavano 44 virédsti a 18 zuln. Souhrnny gehled
pouzitych vzork shrnuje nasleduijici tabulka 2.
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Tab. 2 Souhrnny pehled odebranych vzaoila zhodnoceni zachovalosti kosti

Oznaeni Ozn&eni Typ vzorku Zachovalost

vzorku hrobu

1 6 zub N

2 femur velmi dobra
3 femur

4 7A femur velmi dobra
5 femur

6 humerus dobra

7 8 femur dobra

8 femur

9 tibie dobra

10 10A femur dobra

11 femur

13 10B tibie dobra

14 tibie

15 zub N

16 10C zub N

17 zub N

18 femur velmi dobra
19 15A zub N

20 zub N

21 zub N

22 15B zub N

23 tibie velmi dobra
24 tibie

25 38A g'l‘z“ha KOSt obra

26 dlouha kost DK

28 38B dlouha kost  dobra

29 dlouha kost

31 41 zub N

32 humerus Spatna

33 humerus

34 60 %"E“ha KOSt obra

35 dlouha kost DK

36 alﬁuha kost dobra

37 17 femur dobra

38 femur

40 24 humerus dobra

41 tibie dobra

42 tibie

43 25 zub N

44 zub N

45 humerus dobra

46 34 zub N

47 tibie velmi dobra
48 tibie

49 35 humerus Spatna

50 humerus




52 37 ulna dobra

55 43 humerus Spatna

56 humerus

57 zub N

58 49 zub N

59 femur dobra

60 femur

61 55 femur dobra

62 femur

63 Zebro dobra

64 58 zub N

65 zub N

66 femur velmi dobra
67 63 zub N

68 zub N

69 femur velmi dobra

Pozn.: Kurzivou jsou ozdané vzorky odebrané z jedné kosti. Réedi kostnich vzonk podle
zachovalosti je obsahem kap. Autentizace vysledk
N = nehodnoceno

3.6 Izolace DNA

Izolace historické DNA z tvrdych tkani se skladdkolika dikich kroki a kazdy
Z nich je pro usgch celého procesu podstatnye® viastni extrakci je nutné vzorky
pripravit resp. oistit od vSech n#éstot, které by mohly ovlivnit @ibéh a &innost izolace a
nasleds i amplifikaci DNA. Zarova je nutné odstranitifppadnou cizorodou DNA, ktera
mohla kontaminovat vzorkyfpd zpracovanim v labordtoVzorky je teba dostataé¢
homogenizovat a dekalcifikovat, protoZe vysoky stumineralizace kostni tk&ra tkani
zubu (dentin, cement) vytkigsilnou bariéru pro extr&ki reagencie a brani uvaim DNA
molekul. Vlastni extraéni metoda musi byt dostéte citliva pro izolaci malého mnozstvi
DNA a vysoce specificka pro extrakci nukleovychedyrs kvali odstraréni potencialnich
inhibitori PCR. S vyhodou je, pokud izétd metoda dovoli ziskany extrakt j@st
zkoncentrovat. Kazda laboratpouziva obvykle velmi dlouho optimalizovanou metpd

ktera je pro zaiteni jejich studii nej€inngjSi a zarova ekonomicky nejfijatelngjsi.
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3.6.1 Priprava vzorki

Na innostgisticich resp. dekontamitiaich postup je kladen velky draz,
protoZe poz&Si odhaleni pre-laboratornich kontaminaci je wej&ljSi. Zvolena metoda
pro ¢isteni vzorki kombinuje nejdinngjSi zpaisoby dekontaminaci, tedy mechanickou,
chemickou (NaOCI) a fyzikalni (UV) (Kemp &Smith 2B80Malmstrom et al. 2005).

Pomoci skalpelu byly odstramy zbytky pidnich neistot z povrcli vzorki kosti i
zuhi. U kostnich vzork byla odiznuta co nej#tsi cast spongidzy. Z povrchove i vimi
casti kostnich vzork byla sklegnym papirem obrousSena nejm¢éhmm silna vrstva tkan
(v zavislosti na nie zabarveni). U vzotks velmi tenkou vrstvou kompakty bylo
odstragno jen nezbytné minimum. Chemic&éténi probihalo postupnym ménim
vzorkid v pétiprocentnim chlornanu sodném (Savo) 2 min, destit@ vod 2 min a
acetonu 1 min. Vzorky byly suseny v laminarnim baxsogasré dekontaminovany UV
swtlem (254 nm) ze vzdalenostiiplizné 20 cm po dobu 30 min z obou stran. Pro
rozdrceni vzori byl pouZit gistroj Vibrom, vyuzZivaji principu drceni ocelovoowi
v uzavené nado& Drceni vzork probihalo vZzdy po 5 min u kosti a 1 min u @uak
dlouho, dokud nedoslo k rozdrceni zubu nebo ziskélnii jemného prasku u kostnich
vzorka. Pokud byl pro rozdrceni vzorkieba delSéas, byla ped kazdym dalSim drceni
dodrZzovana pauza (asi 3 min), aby nedoslo k degr&éA vlivem tepla vznikajiciho i
mechanickém zpracovani (Alonso et al. 2001).

Ziskany kostni prasek byl rovnéme rozctlen v mnozstvi 0,5 g do zkumavek
Eppendorf (1,5 ml). Udkterych \&tSich vzork odebranych z kosti, byl prasek réteh na
dva a vice vzornk které byly ozné&ny jako paralelni izolaceipodnich vzork. Tyto
vzorky byly skladovanyip 4 °C a pouZity pozi v piipads vycerpani fivodnich vzork®.
Zuby byly pouzity vzdy celé v ramci jednoho iz&ého vzorku. Posledriiast
dekontaminaniho protokolu probihala jako stast dekalcifikace a je tedy s@sti dané
kapitoly.

VSechna manipulace se vzorky probihala v peatiaminarniho boxu aDNA
laboratdie. Pouzit byl cel@ovy ochranny oblek, rouska, ochranné bryle a dud§avice.
Svrchni rukavice byly pravidetn(minimalre po kazdém vzorku) smény. Nastroje

pouzivaneé Kisténi a manipulaci se vzorky byly po kazdém vzorkuatg&minovany 5%

! paralelni izolani vzorky byly oznéeny vZzdy stejnyngislem pivodniho vzorku a pismenem
abecedy (nap paralelni izolace vzorku 2 — 2b, 2c atd.). V souhvSech vysledkjsou tyto izolace u
kazdého vzorku ozrtany hwzdickou (Filoha 9).
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chlornanem sodnym (Savo) a po kazdé sérii iz@kaz 10 vzork) vystaveny UV zéeni
(254 nm). Mlynek pro pulverizaci byl po kazdém Jaodikladns vy¢istén za pomoci
vody a saponatu, 5% chlornanu sodného #0d&lvysusen v laminarnim boxu. Po kazdé
sérii vzorki byl povrch koule a vnihi ¢ast mlynku dekontaminovana UVieaim po dobu

alespa 30 min.

3.6.2 Dekalcifikace

Protokol zvoleny pro dekalcifikaci zahrnuje inkubezorka v kyselire
ethyldiaminaminoctové (EDTA, aH16N2Osg). EDTA demineralizuje a zarokaleaktivuje
DNazy chelataci bivalentnich katiantMg?*, C&"). Uginnost a rychlost dekalcifikace
zavisi revazrg na koncentraci EDTA a velikosti objemu pufru v gemk hmotnosti
prasku, mé&na pouzité teplétacasu (Andelinow et al. 2005; Loreille et al. 2007;
Rohland &Hofreiter 2007b).

Priblizné 0,5 g kostniho prasku bylo promichano s 1 ml O, A (pH 8).
Supernatant ziskany po &&mi vzorku (12 000 g) byl odstr&mjako posledni krok
dekontaminaniho protokolu u kosti (vizipdchozi kapitola). U zubbyl tento krok
vynechan vzhledem k praggodobnému vyskytu DNA na povrchu miich sén pulpy.
Oba druhy vzork byly nasleds promichany s 0,5 ml 0,5 M EDTA a inkubovéany4 °C
po dobu 7 az 10 dni za stalého michani.

EDTA byla ged pouzitim autoklavovana (121 °C, 30 min) a poariawv piblizné
20 ml aliquotech. Negativni izalai kontrola byla vytveena ptiméru na kazdy osmy

vzorek.

3.6.3 Izolace aDNA silika metodou

Pro aDNA extrakci byla vyuZita metoda zaloZzenapecdické adsorpci
nukleovych kyselin na povrchy oxidudmicitého SiQ (silika) za gitomnosti
chaotropnich soli. Tyto soli maji destabilizuji¢inek na vnitni strukturu iznych
makromolekul (jako je DNA, RNA nebo proteiny)eatns vody. NaruSuji vodikové vazby
vody i hydraté&ni obal normala se vyskytujiciho kolem makromolekul a umap

reverzibilni navazani nukleovych kyselin zaponabitymi fosfatovymi zbytky na povrch
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siliky (Vogelstein &Gillespie 1978).i@sny charakter vzniklé vazby dosud nebyl gasn
definovan. Adsorpce zavistevazi na pH, které by se ¢vo pohybovat v rozmezi 4 az 7,5
(optimalre pH 4-5). Jakékoliijgkraieni nad nebo pod vymezenou hranici vygazn
ovliviiuje vyizek extrakce (Rohland &Hofreiter 2007b). Kapacilikygpiesahuje 1 mg
navazané DNA na 1 g siliky a gluost&uje pro extrakci $tSinou nizce koncentrované
DNA v historickych vzorcich.

Rozséahlé srovnavani jednotlivych metod extrakce DANrdych tkani ukazalo na
vysokou @innost ,silika“ metod oproti ostatnim namrganickym metodam (Rohland
&Hofreiter 2007b). Pro tuto préci byl zvolen postyyxhazejici z protokolu Booma et al.
1990 (Boom et al. 1990). Metoda vyuZiva digesceégmovych molekul proteinazou
K, specifické vazby DNA na siliku za&ipomnosti guanidin thiokyanatu (GuSCN) a
zaroveh mozného odstrani vSech potencionarinhibujicich latek z roztoku. DNA je
nakonec uvaiovano do pH neutralniho pufru nebo vody za zvy3eplbty (Hoss &Paabo
1993). Zvolena metoda nevyzaduje dalSi krok komeesntvzorku, kterd je zajita
vhodnou volbou objemu elniho média. Extraini a promyvaci pufry jsouiipravovany
piimo v laboraté a pred pouzitim dekontaminovany. Riziko kontaminacih@zejicich
Z izol&ni metody je tedy zavislé hla¥ma spravném dodrzeni postupu metody (Hoss
&P&abo 1993; Rohland &Hofreiter 2007a). Metodagezeai nespor levrejSi nez zné

komekni metody a bezgegjSi nez fenol-chloroformova extrakce.

3.6.4 Protokol izolace aDNA

Silikdtova suspenze byldipravena podle jrodniho (Hoss &Paabo 1993) i
nowjsi (Rohland &Hofreiter 2007b) protokolu. Oba dw@siupy se navzajem liSi délkou
casovych intervdl a jsou s usithem pouzivany (Rohland &Hofreiter 2007a). Suspenze
byla rozdlena na aliquoty poijblizné 200 ul a skladovana ve &mpri 4 °C.

Extralkeni a promyvaci pufry bylyifpraveny podle fivodniho protokolu (HOss
&Paabo 1993). Po celou dobtigravy byla strikté dodrzovana dopoteni pro prevenci
kontaminace putr. VSechny kroky zahrnujici otevirani flakoneki@@gvani chemikalii
apod.) byly provaghy v laminarnim boxu. Qifeni pH probihalo pipetovanim na
lakmusovy papirek. Oba typy pifbyly dekontaminovany 10@ silikatové suspenze (na
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piiblizné 50 ml objemu pufru), po dobu 3 az 10 henoc) za alasného promichani.
Pred pouzitim byly st®eny na maximum a dale skladovany ve tra pokojove teploty.

Extrak éni pufr: 10 M GuSCN
0,1 M Tris-HCI pH 6,4
0,02 M EDTApH 8
1,3% Triton X-100

Promyvaci pufr: 10 M GuSCN
0,1 M Tris-HCI pH 6,4

Proteinova sloZka byla degradovana proteinazowyskdnou koncentraci 0,4 az
0,5ug/ul pii 56°C 10 min za stédlého michanfii#zn¢ 0,4—0,5 ml ziskaného supernatantu
(12 000 g, 1 min) bylo inkubovano v nové 1,5 mlmavce s 0,8—-0,9 ml extr&kiho pufru
pii 56 °C 3 az 8 h za stadleho michani. Po centrifu@c000 g, 5 min) aieneseni
supernatantu @b do noveé 1,5 ml zkumavky byl roztok inkubovan su28ilikatové
suspenzeip56 °C 1 h za stalého mirného michani. Déle hijiltagpromyvana vzdy po
stadeni (12 000 g, 1 min) a odsteam supernatantu postuwp,5 ml promyvaciho pufru,
0,5 ml 70% ethanolu (+ NaCl) a 0,5 ml 70% ethar@m chloridu sodného. Nakonec byla
silika kratce proplachnuta v 0,5 ml acetonu a sa$elaminarnim boxu zaistupu
vzduchu 20 min. Silika s navazanou DNA byla skladwvgi —20 °C. Red amplifikaci
byla DNA uvolrena do 8Qul sterilni dHO nebo TE pufru inkubaciips6 °C 15 min za
stadleho michani. Vzorky byly steny na maximum (24 000 g, 5 min) a supernatant byl

velmi opatr odebran aienesen do 0,21 zkumavky.

3.7 Amplifikace aDNA

Metody amplifikace historické DNA jsou specifickyizpusobené malému
mnoZzstvi nukleovych kyselin v reakci a potencialiimbicim reakce. V tomto ohledu je
pii amplifikacich aDNA mozné vychazet z tzv. metodNLG?ojem LCN (low copy
number) existuje v ramci oboru forenzni genetikiplzné deset let (Gill et al. 2000) a
oznauje souhrn vSech metod zvysujicich citlivost geskgtth analyz vzork s velmi
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nizkou koncentraci DNA, LT-DNA (low template DNAtvodni definice LT-DNA resp.
LCN analyz vychézela z kvantitativniho vyfédi obsahu DNA ve vzorku. Hranice pro
LT-DNA byla stanovena na 100 pg/ul DNA (Gill et 2000). Dnes se pro kvantitativni
rozliSeni povazuje koncentrace pod 200 pg/ul, Kigraela vice odpovidat mnozstviiip
kterém se z#naji objevovat problémy s vyhodnocovanim vyste(oretti et al. 2001).
Vzhledem k¢asto obtiZzné kvantifikaci vzoiks velmi malym mnoZzstvim DNA a
odliSnostmi v odhadech koncentraci mezi kvantifiieni metodami se postupmistalila
definice vychazejici z kvality ziskanych vyslédietody LCN a aDNA analyz se tedy do
jisté miry propojuji. V této praci jsme vyuzili Mag zvySeni poétu cykli PCR a postugn
také redukci celkového objemu PCR reakce (Budotvéd. 2009). DalSimi metodami PCR
s vyhodou vyuzivanymiipamplifikacich obecé degradované DNA jsou niklad tzv.
touch down, hot start, nested PCR nebo dvoukrokawgiltiplexové PCR. V této praci
jsme pro amplifikaci aDNA vyuzili metody ,hot starffento typ PCR slouZi k redukci
nespecifickych produlit které se vytvi jeSt pred z&atkem prvniho cyklu reakce. Pro
zabrarni vzniku €chto produki se dive pouzivalo odéleni jedné z PCR komponent,
nag. dNTP, které byly do reakcéigavany az po dosazeni vyssich teplot. V naSem
piipads jsme pouzili polymerazu AmpliTaq Gold, jejiz enztickacinnost se aktivuje az
v prab¢hu iniciatni denaturace. Z ostatnich vyjmenovanych metod jsik vyuZili vyhod
multiplexové reakce, kdy se amplifikujékolik raiznych lokug DNA najednou. Tohoto
efektu je docileno kombinacékolika paG primett, mezi nimiz nedochazi ke vzajemné
interakci.

Amplifikace aDNA probihala postuprv nekolika krocich. Nejprve byl u vSech
vzorka amplifikovan lokus amelogeninu. Vzorky, u kterysd opakovahnepodélo
amplifikovat DNA, byly z dalSich analyz ¥gzeny nebo reizolovany (viz kap. Autentizace
vysledki). Na zaklad vysledki asgsSnosti amplifikace amelogeninu byla zvolena a
optimalizovdna metoda pro STR analyzu. Metoda bgltamalizovana nejdve na
moderni DNA a nasledrpouZita a dale optimalizovana na aDNA vzorcichedly
protokoly nebo fiklady protokoli pouzitych pro optimalizaci a naslednou amplifikaci
aDNA jsou pro ¥tSi prehlednost obsahentifphy V.

Priprava mastermixu pro amplifikaci aDNA probihala jelaboratéi aDNA,
samotna amplifikace v labordi@ro moderni DNA. Hprava mastermixu a amplifikace

moderni DNA probihala jen v ,moderni“ labor#to/ piipadt pouziti pozitivni kontroly
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amplifikované zaroviese vzorky aDNA byla vZzdy recentni DNAigdvana do reakce az

v laborat®i moderni.

3.7.1 Amplifikace amelogeninu

Pro amplifikaci amelogeninu byly zvoleny primeryrahicujici fragmenty o délce
80 bp u Zen a 80 / 83 bp u niudHaas-Rochholz &Weiler 1997). Tento lokus byl \étoy

protozZe je jednim z nejkratSich pro analyzu poh{8uilivan et al. 1993).

Tab. 3 Sekvence primérpro amelogenin 80 / 83 bp (Haas-Rochholz &Weil97)

Lokus Oznaeni Sekvence primén5— 3°) Tn(°C)
Amelogenin VIC F—-CCCTTT GAA GTG GTA CCA GAG CA 57,0
80/83bp R—-GCATGC CTAATATTT TCA GGG AAT A 55,0

Pozn.: Fluorescen¢ znaené primery byly pouZity az u multiplexové reakce.
F = forward, R = reverse,,= teplota tani

Amplifikace amelogeninu probihala v celkovém radkn objemu 5Ql. MnozZstvi
templatové DNA fpidavané do reakce bylols. Kazdy vzorek byl amplifikovan veech
paralelnich reakcich. Amplifikace byly opakovangiipact vyskytu silné inhibice
s vysSim p&tem jednotek polymerazy a/neboigddnim bovinniho sérového albuminu
(BSA, 20 mg/ml, Fermentas) v koncentraci od 0,3+@/al.

3.7.2 Vybér metodiky STR analyzy

Jednotlivé STR lokusy byly vybirany ze stand&rgdauzivanych systéimv oboru
forenzni genetiky (tzv. core loci), pro které edjstvysoky pdet srovnavacich
popul&nich databazi a jsou proto volenydsmy aDNA analyz (Bouwman et al. 2008;
Parsons et al. 2007; Véhet al. 2009). Zaroves ohledem na pragédodobnou vysokou
degradaci DNA ve vzorcich byla zvolena metodika amgici amplifikaci zkracenych
STR markei tzv. miniSTR (Butler et al. 2003), u kterych jigléa nekolikrat ukazana vyssi
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uspEsnost amplifikace aDNA nebo obe&ctlegradované DNA (Catelli et al. 2008;
Fondevila et al. 2008; Opel et al. 2006). Nejprylalzvolena metoda amplifikace
jednotlivych lokus zvlag’, aby bylo mozné vifpact velmi Spatnych vysledk
optimalizovat metodu jen pro jeden lokus. Multiplea reakce jf@sto ginasi velkou
vyhodu amplifikace vice lokusnajednou. Proto byly jednotlivé lokusy vybirany

s ohledem na podobnost teplot tani jednotlivycmprii a moznostech kombinovatelnosti
(Butler et al. 2003; Parsons et al. 2007).

Pro STR analyzu byly tedy vybrany celketgii lokusy — THO1, D8S1179,
D2S1338 (v pibehu optimalizace nahrazen markerem vWA) a D21S1ankmposleds
zminéného nepekrauji amplifikatni produkty délku 150 bp. Lokus D21S11 frpérnou
délkou 200 bp byl vybran pro posouzeni miry degradedDNA.

Tab. 4 Prehled gti pouzitych STR markér

Lokus Rozsah alel Délka fragmentu
THO1 3-14 51-98 bp
D8S1179 7-19 86-134
D2S1338 15-28 90-142

VWA 10-25 88-148

D21S11  24-38.2 153-211

Tab. 5 Sekvence priméra teplota tani pro vybrané STR lokusy (Butlerle@03)

STR lokus Ozna&eni Sekvence primér(5” — 3") Tn(°C)
THO1 6-FAM F-CCTGTTCCTCCCTTATTT CCC 61,0

R-GTTTCTTGG GAACACAGACTCCATGGTG 62,8
D8S1179 NED F-TTT GTATTT CAT GTG TAC ATT CGT ATC 58,5

R — ACC TAT CCT GTAGAT TATTTT CACTGT G 59,4
D2S1338 - F -TGGAAACAGAAATGGCTTGG 61,0

R — GATTGCAGGAGGGAAGGAAG 61,1
VWA VIC F — AATAATCAGTATGTGACTTGGATTGA 58,1

R — ATAGGATGGATGGATAGATGGA 57,3
D21S11 NED F—ATT CCC CAA GTG AAT TGC 55,8

R — GGT AGA TAG ACT GGA TAG ATA GAC GA 56,5

F = forward, R = reverse,,= teplota tani
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3.7.3 Optimalizace protokolu a amplifikace STR

Pro optimalizaci protokolu STR analyzy byla poufitagéna linie K562. Dale
byla pouzita DNA pracovnika laboraéos jiz dive ugenym STR profilem (PowerPlex®
16), ktera byla izolovana ze siPro ol pozitivni kontroly byly vytvdenytedicitady k
ziskani koncentraci od 500 pg/ul dibpzné 50 pg/ul. Vychozi koncentrace DNAgqul
fednim a nasledné koncentrace vZotr&dicitady do 0,5 ng/ul byla @ena na
Spektrofotometru ND-1000 (NanoDrop™). Ostatni wéddkoncentrace (pod 500 pg/ul)
jsou @iblizné.

Pro STR analyzu byl na zakkadysledlki amplifikace amelogeninu navrzen
pozmenény protokol. Vzhledem k vysokému vyskytu drop-obtdi ¢as iniciani
denaturace prodlouzen z 5 min na 8 min a kazda daf&aturace z 15 s na 30 s, aby byla
zajiStna dostaténa denaturace DNA (Parsons et al. 2007). Doba etmngrimeit byla
prodlouZzena z 20 s na 1 mintkivpiitomneé inhibici amplifikace. Objem reakce byl smize
z 50l na 25ul (Budowle et al. 2009).

Optimalizace protokolu probihala nasledéviNovy protokol byl nejtive
vyzkouSen u vSech pouzitych primigréetnt amelogeninu) na moderni DNA. Protoze
byla zp@&atku pouzivana lew#jsi Taq polymeraza, bylas inici@ni denaturace zkracen na
tiéi minuty. Postupé byla pro kazdy STR lokus &¢gna nejvhodgjSi annealingova teplota
metodou gradientové PCRi pozsahu teploty annealingu od 50 do 60 °C. Gitiv
amplifikaéni metody byla vyzkouSena na koncentracich DNA @@l o iblizné 50 pgiul.
U lokusu D2S1338 byl zaznamenan vysoky podil neBplegch produkti do 55 °C a
samostatné alely se pdda amplifikovat az pi 60 °C. Vzhledem k tomu, Zdip
amplifikaci aDNA se obvykle voli niZsi teploty aralieagu, byl tento lokus Wazen a
nahrazen markerem vWA. U ostatnich lakge produkty u jednotlivych teplotnich prdfil
nelisily a dale byla pouzivana uz jen teplota afinga 55 °C.

Pro amplifikaci STR lokusa amelogeninu byla vytvena multiplexova reakce.
Pro prvni reakci byla zvolena ekvimolarni koncecgraSech primér(8 pmol na reakci).
Dale byly jednotlivé koncentracéipptisobovany podle vysledkamplifikace i stejné a
meénici se koncentraci templatové DNA v reakci (ukazisledku jedné z optimalizaich
reakci je zéazena do ifdlohy VI, obr. 14).

2 DNA byla izolovana stejnou metodou pouZitou pralazi aDNA s nasledujicimi rozdily. Krok
dekalcifikace byl Gplé vynechan &as inkubace v extrgkim pufru zkrdcen na 1 h. Izolace probihala
v moderni laborat.
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Jednotlivé STR lokusy byly wkterych aDNA vzork nejprve amplifikovany
zvla¥ v singleplexové reakci. Protoze se wSiné piipadi poddilo ziskat produkt
alespa u tii z pouzitych marker, byla dale vyuzivana pro amplifikaci jen multiptss

reakce.

3.8 Detekce PCR produktii

Pritomnost produktu v amplifikai reakci byla u vS8ech PCR nejprvesiena na
agardézovém gelu. Detekce a rozliSeni jednotliviiehamelogeninu a STR probihala na

vertikalni nativni polyakrylamidové elektroforéZeXGE) a/nebo kapilarni elektroforéze.

3.8.1 Agarozova elektroforéza

Produkty amplifikace byly separovany na 2% agarémogelu pomoci
horizontalni elektroforézy v 0,5x TBE pufrii papsti 80 az 100 V po dobu 45 min. Na
gel bylo nandSenod produktu s Jul nandseciho pufru (6 x DNA Loading Dye,
Fermentas). Produkty byly detekovany pomoci etihidimomidu a UV-transluminatoru.
Velikost byla odétena podle 50 bp DNA Zéisku (Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder,

Fermentas) v softwaru GeneTools (Syngene).

Protokol pro p¥ipravu agar6zoveho gelu
Agardza 0,89

5x TBE 4 ml

dH,O 36 ml

- pro celkovy objem roztoku 40 ml
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3.8.2 Polyacrylamidova elektroforéza

Separace alel amelogeninu a samostamplifikovanych STR lokusprobihala na
tzv. nativni polyacrylamidové elektroforéze (PAGEdlyakrylamidovy gel vznika
polymerizaci monoakryamidu v prestli volnych radikdl do dlouhychretézci. Volné
radikaly v reakci vznikaji redukci amonium perstféAPS) tetramethylendiaminer (
N, N, N-tetramethylendiamin, TEMED). ViftomnostiN, N-metylenbisakrylamidu
vznika trojroznérné struktura sbvaného polymeru s pravidelaspgdadanymi pory.
RozliSeni a pib¢h separace je ovlivma koncentraci akrylamidu, tlaikou gelu a silou
elektrického pole (Grosman &Colburn 1992). &&tji pouzivané koncentrace
polyakrylamidu jsou 5-15 %jigemz koncentrach, N metylenbisakrylamidu je obvykle
5 % celkového mnoZstvi akrylamidu. V nativni polgamidové elektroforéze se oproti
denaturani PAGE molekuly DNA pohybuji ve sv&ipzené forn.

Pro rozliSeni alel amelogeninu byl stand&rdouzivan 12% gel. Pro STR byla
vyzkouSena rozliSovaci schopnost na 12% a 15% Yéte. koncentrovany gel prakticky
nepispel ke zlepSeni metodiky a dale byl tedy vyuzivéevazig gel 12%.

Protokol pro p¥ipravu polyakrylamidového gelu

Reagencie 12% qel
40% Akrylamid:bisakrylamid (19 : 1) 10, 5 ml
10% APS 400!
TEMED 40ul

10x TBE 3,5ml
dH,O 20,5 ml

- pro celkovy objem roztoku 35 ml

Skla aparatury byla vzdyred elektroforézoutkladre ocisténa saponatem a
oplachnuta destilovanou vodouifadné zbytky n@stot byly odstrasgny etanolem (96%).
Smes pro gel byla ppravena podle protokolu, jako posledni biiddn amonium persulfat
pro aktivaci polymerizéni reakce a roztok byligladre promichén. ¥tSina sndsi byla
pomalu nalita mezi @srena skla aparatury, opatrbyl zasunut febinek a zbytek roztoku
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gelu byl dolit az ke kraji. #padné bublinky byly odstrgny mirnym pohybemiebinku
nebo ponechany. Po ztuhnuti gelu (1 h) bylo odstraiEsreni a skla byla upewima do
aparatury. kebinek byl odstraim po napl&ni elektroforézy pufrem (1x TBE).

Pro separaci amplifikmiho produktu amelogeninu byl na gel nanaSen olg@m
produktu s ful nanaSeciho pufru (6 x Orange DNA Loading Dyentkantas). Produkty
STR amplifikace byly nanaSeny v objemu2&e 4ul nanasejiciho pufru (6 x DNA
Loading Dye). Elektroforéza probihal& O V prvnich 30 min az hodinu pro dokonalejSi
zaosteni DNA band, dale pak f 110 V gres noc (asi 15 hod). Po pabimuti
elektroforézy byl gel porien na 15 min do roztoku ethidium bromidu (Qgdml) a poté
kratce proplachnut ve védProdukty byly detekovany pod UV &lem.

3.8.3 Kapilarni elektroforéza

RozliSeni alel STR mark&amplifikovanych v multiplexové reakci probihalo na
kapilarni elektroforéze. Fragmenty DNA jsoti {g@to metod rozcleny
v polyakrylamidovém gelu obsazeném v tenké kapilBetekce DNA je zajiSha
snimanim fluoresceniho signalu z fluorescéné znatenych primeili. Produkt PCR je
injektovan do kapilary spate¢ se standardnim velikostnim markerem, podle kteygho
mozné odé&ist velikost fragmeriit

Separani analyza STR probihala v Laboréateekvence DNA B UK na @istroji
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Amjlfini produkt byl injektovan
v objemu 1ul spol&n¢ s 9 pl Hi-DIi™ formamidu (Applied Biosystems) a @J35S500
LIZ standardniho velikostniho Zgtku (Applied Biosystems). Elektroforéza probihala

v polymeru POP-6 a kapiid o délce 50 cm.

3.8.4 Urceni alel

Alely amelogeninu (80 / 83 bp) byly rozliSeny pogkdikosti pomoci 50 bp nebo
20 bp standardniho velikostniho DNA Zeku (20 bp DNA Ladder, Fermentas). Alely
STR singleplei byly determinovéany podle velikosti oitené od 20 bp DNA Zékiku a
podle alelového ZélEku pripraveného reamplifikaci bradkného alelového Zéfgku

PowerPlex® 16 (Promegd)e publikovaného protokolu (Butler et al. 2003)
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s nasledujicimi rozdily. Pro reamplifikaci byly gty vZzdy primery pro kazdy lokus
zvla¥ a v koncentraci 10 pmol na reakci. Taq DNA polyazerbyla pouzita namisto
AmpliTaq Gold acas denatugaich fazi byl zkracen. Ret cykl byl zdvojnasoben Kili
ziskani vyssi koncentrace produktu detekovatelmahmolyakrylamidovém gelu. Kotiea
extenze byla zkracena vzhledem k tomu, Ze PAGElagimuzivana pro separaci alel
s délkovym rozdilem 1 baze (préegny gehled fivodniho a odvozeného protokolu
odkazuji na Ellohu VI). Vysledné byly vyhodnoceny v softwaru @dmols.
Determinace alel STR u multiplexovych reakci prakdhugenim velikosti podle
standardniho velikostniho Zéku GS500 LIZ a pomoci alelového #&fku pripraveného
podle protokolyButler et al. 2003). Pro kazdy STR marker byliketk amplifikovan
zvlag (koncentrace kazdeho z prinidsyla 10 pmol na reakci) a naslédsmichan
vponerul:1l:2:3(THO1D8S1179 : vWA : D21S11). Velikost alel byla
determinovana v softwaru Genescan 7.3 a typ aléBnuporovnanim ziskanych velikosti

s alelovym zekickem.
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4 AUTENTIZACE VYSLEDKU

Stale nova kritéria validace vysledkDNA analyz jsou publikovana a diskutovana
vzhledem k fibyvajicim poznatkm o charakteru kontaminaci a moznostech jejich
zachyceni (Gilbert et al. 2006; Leonard et al. 200a&mstrom et al. 2007). V této praci
byla zvolenaada ze standardnich preventivnich égatpro sniZzeni rizika kontaminace
vzorka cizorodou DNA (Cooper &Poinar 2000). DalSi metdgyy vyuzity pro
zhodnoceni autenticity vysletllz hlediska vyskytu kontaminaci, PCR artefiaktfaless
negativnich vysledk Popis jednotlivych metod&@sté&né shrnuti vysledkje sowasti
nésledujicich kapitol.

4.1 Obecna preventivni opatreni

Priprava vzork pro izolaci, izolace aDNA arfprava mastermixu pro PCR
probihala v laboratovyhradré urcené pro praci s aDNA. PCR a post-PCR prace byly
provadny v laboratéi pro vyzkum moderni DNA. Mezi laboragmi nedochazelo
k vymeéné vybaveni, chemikalii nebo ochrannych paek a byl dodrzovanifsns
jednosngrny pohyb pracovnikz pre-PCR do post-PCR prostor. Vstup do aDNA
laboratde byl po praci v moderni laborditaovolen jen po osprchovani a vimg
obleteni. VSichni laboratorni pracovnici pouzivali oaimg celotlovy oblek (giprava
vzorku, izolace) nebo pl&sdalecepice, rousky, dvoji latexové rukavice a ochranné
navleky.

Veskeré laboratorni povrchy v aDNA laborateietns laminarniho boxu byly
pravidelrg ¢isteny lihobenzinem a sterilizovany 5% NaOCI (Savomirgarni box byl také
pravidelr® dekontaminovan UV zéanim (254 nm, f@s noc). Drobné kovové nastroje a
laboratorni sklo bylo dekontaminovanodbd % NaOCI, pomoci UV nebo autoklavovano.
Pro vzorky DNA a zasobni roztoky byly vyuzivany gerosol rezistentni Sidy. VSechny
chemikalie, roztoky nebo pufry byly autoklavovamkyogmé PCR reagencii), péjpadc
dekontaminovany silika metodou. Yipadt opakovaného pouzivani byly rateny do
aliquoti, aby nedoslo ke kontaminaci zasobnich roztok

Pozitivni kontroly pro o¥ieni &Einnosti amplifikace nebyly standargdpouzivany

spole&né s aDNA vzorky kroms prvnich amplifikaci, kdy byl optimalizovan protdkaro
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amelogenin a vifpadt oveéieni protokolu amplifikace u lokusu D21S11(Amplifdea
aDNA). V takovém gipact byla moderni DNA fidavana do reakce az v moderni
laboratdi.

Pro geehled konkrétnich preventivnich ofeti vztahujicich se k protokah

izolace a amplifikace odkazuji na dané kapitoly.

4.2 Detekce potencialnich kontaminaci

V prab¢hu izolaci byla v pfméru na kazdy osmy vzorek zaloZzena negativni
izola¢ni kontrola obsahujiciistou EDTA bez vzorku. Na kazdou amplifikaci byla
zaloZzena minimékhjedna negativni PCR kontrola 8ganim sterilni vody namisto
extraktu. V ptibéhu celé prace nebyla detekovana kontaminace v Zade§ativnich
izolacnich kontrol. Ve dvouippadech amplifikace aDNA byla kontaminovana neggtiv
kontrola PCR. V prvémifpact se nepoddo amplifikovat DNA z Zadného jiného vzorku
v reakci. Ve druhémifpact byl zarovés amplifikovan amelogeninovy lokus ve dvou fe t
paralelnich PCR u vzorku 47 (jedinec 34). Proteea vysledek nebyl dale opakovatelny,
byl tento vzorek z dalSich analyziayen a vysledky nebyly pouZity.

U vSech pracovniklaboratde, ktei méli ptistup do aDNA laborate byly
stanoveny genotypy vSec¢tyi pouzitych STR polymorfisin(tab. 10, str. 52) a porovnany
s vysledky amplifikaci viech vzarkZadny z vyslednych STR genotype jako celek
neshodoval s profily pracovnikktei méli piistup do aDNA laborate. U jediné 25 a 41
se podalo urcit jen rekolik alel, které s€asté&n¢ shoduji s profilem jednoho
Z pracovnik. ProtoZe se ale neshodovaly genotypy amelogejsiou tyto alely sotasti

vysledki.

4.3 “Appropriate molecular behavior

Ancient DNA je zpravidla velmi degradovana a uifige amplifikaci jen kratkych
fragmeni. Prava@podobnost amplifikace Usélokolo 500 az 1000 bp je velmi
nepravépodobnd a je povazovana za kontaminaci (Bouwmah 2008; Cooper &Poinar
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2000). Uspsnost amplifikace a koncentrace produktu se rycigiSuje i amplifikaci
kratSich lokus (pod 100 pb) u aDNA oproti déd zachovalé kontaminujici DNA
(Malmstrom et al. 2007). V naSemipact byly amplifikovany lokusy s délkou fragment
od piblizné 60 bp do 250 bp. V této praci se poildeamplifikovat &tSinou jen lokusy
kratSi nez 150 bp, coZippiva k divéryhodnosti ziskanych vysléd

4.4 Zachovalost material

U kostnich vzor byla hodnocena zachovalost za prvévatia zpstného
posouzeni rizika falegmegativnich vysledku relativie dolie zachovanych vzoik Za
druhé pro validaci vysledkna zaklad zachovalosti materialu. Pro posouzeni obsahu
autentické DNA ve vzorcich se obvykle dopane pouZzit gkterou z rkolika dosud
publikovanych biochemickych metod (Cooper &Poin@@@, Poinar et al. 1996).
Vzhledem k tomu, Ze hodnoceni zachovalosti kostiougilo pro vykr jednotlivych
vzorka k analyze, byl zvolen metodicky jednodussi posRiptoZze zachovalost DNA
piimo koreluje s histologickou zachovalosti kompakitaint (Gotherstrom et al. 2002),
kterd souvisi s makroskopicky ohodnotitelnou zaamsti kosti (Haynes &Searle 2002),

byly vSechny vzorky &hem zpracovani rozteny do nasledujicich kategorii:

Velmi dobra zachovalost

- kost na povrchu hladka, bez odlupujicich se vrstelkow t¢Zka, i fezu velmi
tvrda, blizici se tvrdostierstvé kosti; n&ezu bez nebo s minimem makroskopicky

rozeznatelnych pdr
Dobra zachovalost

- kost na povrchu drsna, s trhlinami a odlupujicienpsvrchovymi vrstvami; i

fezu tvrda; ndezu s makroskopicky rozeznatelnymi pory v kompakisiw
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Spatné zachovalost

- hruba struktura kosti,ipbézné manipulaci se rozpada, velmekka kost, pvodni
tvar je £Zce rozeznatelny; kost marfdovy" charakter

Do prehledu usgdnosti amplifikace na zakladachovalosti byly zagteny jen
vzorky, u kterych se podio amplifikovat DNA alespa ve dvou nezavislych izolacich.
Protoze je tento princip totoZzny s postupem zvatepyo autentizaci celkovych genotyp
ktery je popsan na konci celé kapitoly, pouZili gsihv tomto pipadt stejného ozngeni
(varianta 2, var. 2).

Podle zachovalosti kostnich vzarkecastji podailo amplifikovat DNA z velmi
dohe zachovalych vzotkoproti druhym d¥éma kategoriim. Absolutni get negativnich a
pozitivnich vzork podle stavu zachovalosti kosti je shrnut v talRéativni uspSnost
amplifikace vyjaduje graf 1. Podle druhé varianty autentizace b@BA pozitivni
vétSina z velmi dofe zachovalych vzoik Vyjimkou byly vzorky 47 (tibie, jedinec 34) a
69 (tibie, jedinec 63). Vzorek 47 byl z analyZazgen z dvodu pravdpodobné
kontaminace a nebyl tedy do souhrnu 2édm. VVzorek 69 byl vzhledem k velmi dobré
zachovalosti reizolovan spel® se vzorky 10, 25, 28, 34, 37, 61 a 62 (dobra 2zalbet)
a vzorkem 32 (Spatna zachovalost). U Zadnékiortd vzorki se nepodé@do DNA
amplifikovat. DalSi pehled postu uplatrenych u negativnich vzotkobsahuje dalSi

kapitola.

Tab. 6 Patet aDNA pozitivnich a negativnich kostnich vzZbkkzhledem k zachovalosti

Zachovalost  Usgnost amplifikace
DNA pozitivni* DNA negativni Celkem

Velmi dobra 9 2 11
Dobréa 7 20 27
Spatna 1 5 6

* varianta autentizace 2
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Graf 1 Relativni uspSnost amplifikace ze vSech odebranych kostnichkizorzavislosti na stavu

zachovalosti

100% -

80% -

60% -

B DNA negativni

40% - B DNA pozitivni

20% -

0% -

Velmi dobra Dobra Spatna

4.5 Postup u PCR negativnich vzorki

Rozsah vysledkje krome zachovalosti DNA ve vzorcich ovli¥n také vhodi
zvolenou izolani a amplifik&ni metodikou. Dosud publikované prace se odhabdasi
negativnich vysledkveénuji spiSe vyjiméne v porovnani s problematikou zachyceni
piipadnych kontaminaci (Chilvers et al. 2008; Kemple2006).

V této praci byl kazdy vzorek amplifikovan v@th paralelnich amplifikacich.
Pokud se DNA nepodido detekovat ani v jedné reakci (Amelo) nebo penprisgsné
amplifikaci se jiz nepoddo vysledek znovu zopakovat (Amelo, STR) a exislov
podezeni na faleShnegativni vysledek (velmi déd zachovaly vzorek, detekce inhibice
PCR reakce), byl postup nésledujici. Nppdt detekce inhibice PCR, byla reakce
opakovana sifdanim BSA, se zvySenou koncentraci polymerazyba/rsenizSim
objemem vzorku v reakci. DalSim postupem byla la@® givodniho izol&niho vzorku

nebo vyuziti paralelni izolace (viz kagifprava vzork).
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4.6 Autentizace genotypt

Vysledky aDNA analyz mohou byt zkresleny falegozitivnimi vysledky
zpiasobené fitomnymi kontaminacemi a PCR artefakty vzniklynmdizrodu vysoké
degradace DNA. Opakovatelnost vyslég jednim z hlavnich kritérii pro autentizaci
vysledii. V naSem fipact byly odebirany vzorky materialu tak, aby bylo méforovnat
vysledky z tiznychc¢asti skeletu jedince nebo alesp® vzorki odebranych ziznych
mist jedné kosti. Vipact, Zze se poddo amplifikovat DNA ze vzorku, byla PCR znovu
opakovana.

Pro vyhodnoceni vyslednych genaoiiyw kazdého jedince byly zvoleny &v
varianty autentizace. V prvéijsnsjSi“ variant (varianta 1, var. 1) byly do profilu
zapdateny jen ty alely, které byly potvrzeny minimélve dvou nezavislych amplifikacich
ze dvou nezavisle odebranych a zpracovavanyclogiaalych a amplifikovanych) vzoik
U druhé varianty byla do celkového genotypu zégma kazda alela, ktera byla detekovana
alespa ve dvou nezavislych PCR (amplifikace vzibrkraiznych dnech). \fack pripadi
se podalo amplifikovat DNA jen jednou a vysledek uz nebyte opakovatelny. Do
vysledki tyto alely nebyly zaptitany vibec a jsou jen vypsany jako sast celkového
piehledu ziskanych vysledKPriloha 1X).

Pro rozliSeni opravdovych homozy§aid faleS& negativnich heterozygobyl
zvolen nasledujici postup. Pokud se stejna aledtammla v ramci vSech analyz jedince
alespa Skrat a Zadné jina alela nebyla detekovana, lolghge oznéen jako homozygot
pro danou alelu (x/x). Vifpads detekce jedné odliSné alely, byl jedinec aéamgjako
homozygot jen v tomifipac, Ze bylacastjSi alela uéena alesppdesetkrat. V takovem
piipadt byla druha alela povazovana za patiobnou kontaminaci nebo PCR artefakt.
Pravidlo platilo pro ob varianty autentizace!

Za stuttery byly povaZzovany ty alely, které se afiolvaly pod 10 % hranici
vySky nasledného peaku. Vipact detekce peaku pod 30% hranici byl vyskyt stutteru
jese oweien porovnanim vyslednych aleli&znych amplifikaci. Pokud byla tato
hypoteticka alela detekovana jenttpmnosti nasledujici alely, byla kratSi alela
povazovana za stutter. VSechny ostatni alely jsedeny v pehledu vSech vysledika
byly zap@teny @i validaci genotyp.

48



5 VYSLEDKY

5.1 Uspésnost amplifikace aDNA

Do analyz vstoupilo celkem 62 vzdrkdpovidajici 23 jedinan. DNA byla
alespa jednou detekovana u 36 ze vSech odebranych #6886 UspsSnost). V souladu s
podminkami autentizace se paittaamplifikovat aDNA z 52 % (var. 1) resp. 57 Yafv2)
vSech odebranych vzarkZ celkového p&tu 44 kostnich vzorkjsme ziskali
amplifikovatelnou DNA u 36 % resp. 41 % vzarkJspsnost u vzork zubi byla 89%
resp. 94% (celkovy gt 18). Usp3nost amplifikace DNA (v absolutni¢islech)
z celkového pé&u odebranych vzotka podle jednotlivych typtkani @i platnosti obou

autentiz&nich variant zobrazuje graf 2.

Graf 2 Uspsgnost amplifikace aDNA z celkovéhodho odebranych vzork
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B aDNA pozitivni, var. 1
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O .

Kost Zub Oba typy

Typ vzorku
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5.1.1 Amplifikace amelogeninu

v s

V souladu s fisrgjSi variantou autentizace se ptttaurcit genotyp amelogeninu u
12 z celkového piu 23 jeding. V osmi Fipadech byl detekovan muzsky profil. Pro
druhou verzi autentizace mohl byt vysledny genggplavi stanoven u 16 jedincz nichz
se u 12 (80 %) objevil muzsky profil. Souhrn vyst@amplifikace amelogeninu a rozdily

v obou verzich autentizace je obsahem tab. 7.

Tab. 7 Souhrnny pehled uspSnosti amplifikace a genoty@melogeninu v obou variantach

autentizace

Oznaeni Amelo Amelo STR
hrobu (var.1) (var.2)

6 XX XX +
TA XX XX +
8 - - -
10A - - -
10B XX XX +
10C Xy Xy +
15A Xy Xy +
15B Xy Xy +
17 - - -
24 Xy Xy ?
25 x/? Xy +
34 XX XX +
35 - - -
37 - Xy -
38A - - -
38B - - -
41 - Xy +
43 Xy Xy ?
49 Xy Xy +
55 - y -
58 Xy Xy +
60 - - -
63 Xy Xy +

Pozn.: Zvyraz#ény jsou odliSnosti od varianty 1. Znaménko plusadaje opakovatelny vysledek
STR analyz (var. 2), znaménko minus negativni dgtea otaznik neopakovatelné vysledky STR.
Amelo = amelogenin
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5.1.2 Amplifikace STR

Z celkového p&tu 16 jedind, ktei vstoupili do STR analyz po i&né amplifikaci
amelogeninu, se potil amplifikovat alely vSeclityi lokusi u dvou (var. 1) respiit
jedinai (var. 2). PIny profil vSech STR se pdidia urcit pouze u jednoho jedince (15b),
nezavisle na autentizaich variantachCasteény profil se podtlo ziskat u deviti resp.
osmi jediné. Dva jedinci (24, 43) vykazovali neopakovatelnéleflky. U jednoho jedince
(55) se jiz nepoddo amplifikovat Zadnou z alel STR marketJréené genotypy u

kazdého jedince podle obou variant autentizacegbsahem nasledujicich dvou tabulek.

Tab. 8 a 9Souhrnny pehled vyslednych STR prafila analyzy amelogeninu, var. 1 a 2

Jedinec Amelo THO1 D8S1179 VWA D21S11

6 XX 6/8 13/14 18/? -
7a XX 9/9.3 14/14 18/20 -
10b XX 8/9 10/? 18/? 31.2/?
10c Xy 6/7 - - -
15a Xy 9/? 15/? - -
15b Xy 6/7 12/13 15/19 28/31.2
24 Xy - - - -
25 x[? 9/? 14/? - -
34 XX - - - -
41 - 9/? - - -
43 Xy - - - -
49 Xy - 10/? - -
55 - - - - -
58 Xy 6/? 12/? - -
63 xy  9.3/9.3 13/13 14/? -
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Jedinec Amelo THO1 D8S1179 VWA D21S11

6 XX 6/8 13/14 18/? -
7a XX 9/9.3 14/14 18/20 32.2/?
10b XX 8/9 10/? 18/? 31.2/?
10c Xy 6/7 - - -
15a Xy 9/? 15/? - -
15b Xy 6/7 12/13 15/19 28/31.2
24 Xy - - - -
25 Xy 9/? 14/? - -
34 XX 7/9.3 - - -
41 Xy 9/? - 16/? -
43 Xy - - - -
49 Xy 9/9.3 10/? - -
55 y - - - -
58 Xy 6/9 12/? - -
63 xy  9.3/9.3 13/13 1418 -

Pozn.: Otaznik ozraje pipady, kdy genotyp nebyl potvrzen ani jako homozyayo jako
heterozygot. Zvyrazmy jsou rozdily mezi chma variantami autentizace.

Tab. 10STR profily pracovnil laboratde

Amelo THO1 D8S1179 VWA  D21S11

P1 XX 8/9 11/14 14/16  30/30,2
P2 Xy 6/9.3 13/14 17/17 31,2/31,2

P = pracovnik laborate

5.2 Analyza STR

Vzhledem k celko¥ malému poétu ziskanych $rohodnych genotyjpbylo mozné
stanovit genetickou diverzitu a distribuci alel jemarkeru THOL1. Ziskané vysledky jsme
porovnali s popukinimi charakteristikami recentni¢leskych populaci a obetn
populacemi evropskymi. Dale bylo mozné ziskana datavnat s novaikym
pohrebis€m podobného rozsahu a charakteru (Dudar et al.)28@3li pfiliS malému
poctu jedindl v kon&ném souboru jsme nevyuzili pro srovnani vysfedtatistickych
metod, ale jenifmého srovnéni. BohuZel se nepbldeziskat dostat@y rozsah STR
genotyp pro analyzu fibuznosti, ktera byifnesla hodnogrné vysledky.
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5.2.1 Geneticka diverzita

Geneticka diverzita byla vyjéena hodnotou pozorované heterozygozyty) @
piedpokladané heterozygozitii platnosti Hardy-Weinbergovy rovnovahy JiHHodnota
pozorované heterozygozity byla ziskana z grenvyskytu heterozygotnich jedinoproti
celkovému pétu jedindl. V pripadech, kdy nebyl potvrzen homozygotni ani hetgyoini
genotyp, byli jako heterozygoti piani a) pouze potvrzeni heterozygoti (8 z 12 jedlin
b) vSechny fipady genotyf, u kterych nebyl potvrzen homozygotni stav (1R} 1
Predpokladana heterozygozita pro jeden lokus byla&tgma podle vzorce:

He =2n (1 -Yx%) / (2n — 1) (Nei 1978).

a) H,=0,66 H=0,71
b) H,=0,92

Hodnota H (a) je miri snizena oproti stanoven&s&avané heterozygozitOhs
hodnoty (a, b) se zaroiéiSi od rozsahu heterozygozity lokusu THO1 u papuEvropy,
ktery se pohybuje od 0,76 do 0,80 (Montelius eP@08; Santos et al. 1996; Sotak et al.
2008; Simkova et al. 2009; Turowska &Sanak 2000).

5.2.2 Distribuce alel

U markeru THO1 se opakowapoddilo amplifikovat alely 6 az 9.3. U recentni
ceské populace t¥bvyjmenované alely g negasgjSich alel lokusu THO1, s frekvencemi
pohybujicimi se od 10 do 32 % (Simkova et al. 200@jwtSi podil detekovanych alel u
vzorku populace Mlékojedy tviby alely 6, 9 a 9.3, nejmértasto byla detekovana alela 8
resp. 7 a 8ip platnosti @isrejSi varianty autentizace. Tyto pény se shoduji s distribuci
alel u sodasnéieské populace (Vatek et al. 2005; Vakk et al. 2000). Alely se
sowasnowetnosti 1 % a mé&mebyly detekovany. U obou variant autentizaceajena

mirn¢ zvySena frekvence alely d#wproti recentnim dam (graf 3).
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Graf 3 a 4Frekvence alel lokusu THO1 u populace MIékojedy.(taa 2), recentni populace
Ceské republiky (Vatk et al. 2000) a populaceCkch (Varéek et al. 2005)
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— H populace Mlékojedy
% 0,4000 n =10 (var. 1)
5
£ 0,3000
% recentni populace CR
& 0,2000 - n=202
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M recentni Ceska
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0.0000 - populace Jizni Cechy
' n =230
6 7 8 9 9.3 10
Typ alely*

*Uvedeny jsou jen alely &tnosti rovnou neboitsi 1 % u recentnickeskych populaci
n = paet jedind

Pro lokus D8S1179 se paila ziskat vysledky jen u deviti jediicCelkem bylo
opakovas detekovano 6 tylpalel (alely 10 az 15). Tyto alelygdstavuji piblizn¢ 96 %
vSech alel v recentni populaci, s vyskytem od B866. Alely scetnosti mensSi nez 2 % se
nepodélo opakovag amplifikovat.

Pro lokusy VWA a D21S11 se neptittaziskat dostaty paset profili pro
zhodnoceni alelovych frekvenci. V prvédigac byly krome jedné vyjimky alespo

54



jednou detekovany vsechny typy alel, které se ¥ang populaci vyskytuji s frekvenci
rovné nebo vyssi 0,01. NejstjSi ceska alela lokusu VWA 17 (necelych 27 %) nebyla
detekovana ani jednou. U systému D21S11 seipodgpakovag amplifikovat ¥ typy

dnes piimérné casto se vyskytujicich alel.

5.2.3 Porovnani STR charakteristik s pohi‘ebistém Harmony Road

Frekvence alel a mira heterozygozity byla dale yo@oa s daty ziskanymi z
novowkého poliebi¥e (19. st.) Harmony Road (Ontario, Kanada) (Dudat.e2003),
které bylo zaloZeno rodinami evropskéhivpdu. Cast tohoto potebist, které bylo zatim
odkryto a podrobeno genetické analyze bylo vyuzivdiblizné sto let a zahrnovalo
celkem 38 jedin&. Mira pozorované heterozygozity markeru THO1 lsgdnovena ze
ziskanych genotypl4 jeding na 0,78 a neliSi se od hodnoty(8,77) (Nei 1978).
Srovnani frekvenci lokusu THO1 u souboru jedipohebis& Mlékojedy a Harmony
Road ukazuje graf 5. Nasledujici graf obsahujerstoizobou potebi¥’ s ptimérnou

recentni distribuci alel daného lokusu u evropskyapulaci.

Graf 5 Distribuce alel lokusu THO1 souboru jedinc polfebisg Mlékojedy a jeding pohrebid
Harmony Road (Dudar et al. 2003)
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*Zahrnuty jen detekované alely v obou studiich
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Graf 6 Distribuce alel obou pdkbi&’ v porovnani s gimérnymi evropskymi frekvencemi
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*Zahrnuty jen detekované alely v obou studiich
**Zdrojem frekvenci byla databaze programu popSTR
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6 DISKUZE

6.1 Autenticita vysledkii

Vysledky aDNA analyz jsou do velké miry ohroZergikem zkresleni vigsledku
potencialnich kontaminaci a PCR artefakypicky se vyskytujicich u analyz degradované
DNA. Odhaleni pipadnych kontaminaci, jejich zdécg/nebo zfisobu penosu tvei
podstatnoutast problematiky aDNA i po skokvrt stoleti existence tohoto oboru. Do
dnesniho dne byla publikovarada viceti mérg ucinnych metod vyuzivanych pro
validaci vysledk aDNA analyz. V této préaci jsme pouzikitginu ze standardnich opexi
pro prevenci amplifikace ,neautentické” DNA. Celkoautenticita vysledkv této praci
byla posouzena podle vyskytu a rozsahu kontaminaeativnich kontrolach,
porovnanim ziskanych genotyp profily pracovnil laboratde, rozsahu vysledkna
z&kladt délky amplifikovaného fragmentu (,appropriate nwllar behavior”) a usf$nosti
amplifikace DNA v zavislosti na zachovalosti kosti.

Zadna z negativnich izafaich kontrol nebyla &hem celé prace kontaminovana a
jen dvakrat, byla zachycena kontaminace u PCR mveggeth kontrol. V obou fipadech
PCR kontrol byla z celé amplifikai série kontaminovana &jen kontrola samostatn
nebo spoléné s rekolika PCR vzorky (obr. 2). Tyto vysledky nazn@d mensi
pravdpodobnost vyskytu rozsahlych laboratornich kontaciiinap. zasobnich roztdah.
Vzhledem k tomu, Ze u vzorku 47 i u negativni kolytbyl detekovan muzsky profil
amelogeninu, vyvstava otazka, zda se nejednalotot@ripadt o autentickou DNA.
Kontaminace PCR kontroly mohla vzniknout vzajemkoaotaminaci (,,cross-
contamination®) vychazejici z PCR vzdrkbsahujicich autentickou DNA. U vzorku 47 se
jiz nepoddilo opakovatelt DNA amplifikovat a ostatni vzorky jedince s oZzaaim 34
vykazovaly Zensky genotypi€tpokladame tedy, Ze se v tomtippd jednalo o
sporadickou kontaminaci vykazujici u aDNA vzbgodobny charakter jako historicka
DNA. Patrny rozdil v koncentraci amplifigaich produki mohl vzniknout pitomnosti

inhibi¢nich faktofi v izolatnim extraktu, ktery se do negativnich PCR kontegkidava.
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Obr. 2 Ukazka vyskytu kontaminacei@mmplifikaci lokusu amelogeninu

M = velikostni marker 50 bp, NKI = negativni izdtd kontrola, NKP = neg. PCR kontrola

Pouziti STR markérpro (Eely validace bylo nejviceinosné udch vzorki, kde se
poddilo ziskat geneticky profil alespalvou, 1épe vSakéch markei. V piipads
amplifikace jednotlivych STR lokuissamostat&inebo u vysokého alelového drop-outu
nebylo mozné objektivhvyloucit moznost kontaminaci. &ohodré ovéreny mohly byt az
vysledné genotypy jednotlivych vzdrkebo jeding, u kterych jsme shodu
nezaznamenali. Tyto vysledky naZop, Ze preventivni op&tni pro zabrami
kontaminaci z laboratornich zdidpyla dostaténa.

Pro vysledné vyhodnoceni genolygmelogeninu a STR jsme pouzili dvou
postup. V prvé variant jsme jako autentické povazovaly jen genotypy, &t
opakovaly utiznych vzorki od jednoho jedince. Ve druhérrigad jsme zapéitali do
vysledki alely, které se podiédo amplifikovat alespd ve dvou nezavislych PCR. Prvni
varianta je jedna zifsngjSich autentizénich metod, kterou je mozné pouzit jen u
rozsahlého biologického materialu (Haak et al. 20D8uh& metoda byla v této praci sice
povaZzovana za mévérohodnou, ale umoznila autentizaci iéeh pfipadech, kdy byl
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material velmi omezeny, nebo se z jinych odebramwgahki DNA izolovat nepodalo.
Vysledky dophujicich valid&nich metod spiSefispivaji k ndzoru, Ze izolovana a
amplifikovana DNA ze vzork je autenticka. DNA se potil opakovateld amplifikovat
z vice jak 80 % vzork odebranych z velmi dde zachovalych kosti. Uibe zachovalych
kosti byla usgdnost PCR amplifikace ndpadsniZzena. Rozsah vysledke zarovi
snizoval s rostouci délkou amplifikovaného fragmefdk u samostatramplifikovanych
lokusi, tak u vysledls multiplexovych reakci. Tyto vysledky santegné¢ nemohou
vyloucit moznost sporadickych kontaminaci, ale podobegsidobnymi studiemi aDNA
prispiva k wrohodnosti ziskanych vysledKDudar et al. 2003; Haak et al. 2008). Proto
povazujeme i druhou variantu autentizace &alwodnou vzhledem k potencialnim

kontaminacim cizorodou DNA.

6.2 Uspésnost amplifikace aDNA

V této préaci se pod#o ziskat opakovatethamplifikovatelnou DNA v piméru u
55 % ze vSech 62 odebranych vZotkrdych tkani. NiZSi usgnost jsme zaznamenali u
kostnich vzorly, ktera byla fiblizn¢ 35%. Naopak vzorky zuise v tomto fipad
ukazaly byt mnohemasgjSim zdrojem DNA (~ 91% usgnost). Vysoky rozdil
v us@snosti amplifikace u obou tkani je prapddobré disledkem vice faktar

Zuby byly jiz v minulosti ozn&ny za vhod§si zdroj jaderné DNA (Woodward et
al. 1994; Zierdt et al. 1996) a v s@sné dobjsou pro analyzy vybirany mnoherastji
oproti kostnim vzorkm (Haak et al. 2008). Vifpack této studie tvili znacnoucast
souboru jedinci étského ¥ku a zuby se udkterych gipadi v dostupném materialuibeec
nenachéazeli nebo byly vyrazhiie zachovalé. Objektivni porovnani zachovalostiizaib
kosti je pomdrné slozité. Zachovalost kosti byla v této praci hazhma spiSe zigoda
ovéreni autenticity vysledk Hodnocena byla hla¥rtvrdost resp. iehkost a celkova
makroskopicky rozeznatelna struktura tk&ouvisejici se zachovalosti nukleovych
kyselin. U zuli je pro zachovalost DNAddeZita spiSe celistvost a neporusenost skloviny,
ktera zabrauje pisobeni vijSich degradaich faktofi, jako je voda nebo mikrofléra.
Zachovalost kostnich tkani je tedy ¢&ca vice ovliviena napiklad propustnostiialy, ve
které jsou poistatky uloZzeny. Z rarinstedowkého poliebise z lokality ,Na Piskach®,
kde bylo podloZi tviieno frevazr riznymi druhy pisk, se u necelych padesati procent
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jedinai dochovaly jen fragmenty lebky se zuby. Dlouhé kestzachovaly uijblizné
Styficeti procent jeding® (Ungerman 2008). Vifpads naseho pafebist bylasast podloZi
tvorena hlave pisky a celé nalezové misto se nachazetsnet blizkostteky podobs
jako u gedchoziho fipadu. Neméame sice k dispozici informaci o celknaéhovalosti
skelefi jedinal na poliebisti, ale rozsah vzoikktery jsme zpracovavali, byl uditych
jedinai obdobny jako u fedesSIého palebiSt.

Degradé&ni podminky vijSiho prostedi mohly mit rozdilny vliv na zachovalost
kosti vzhledem k rozdilnému p&na obsahu proteinové a mineralni slozkyétsiych
jedinai oproti dosplym. Tato moznost neni rozhofimanedbatelna, vzhledem k tomu, Ze
podstatnokast naSeho souboru t¥odéti do 6 let (12 z 23). Rozdil v zachovalosti kasti
téchto mladsSich jedincoproti starSim nebyl vyznamny a toto srovnaniguaoti neni
souwasti vysledit. Celkova zachovalost, ndklad z hlediska mikrostruktury tkénale
nebyla hodnocena. Marina Faerman (Faerman et @8) Ehalyzovala pohlavi u
novorozend (4. aZ 6. stoleti), u nichzgdpokladali umrti v @isledku infanticidy. Pro
studii pouzili vzorky z celych nebo fragmentarnfemurt. Z celkového pé&tu 43
amplifikovali opakovai DNA u 44 % vzork, coZ je o ico malo vice nez vifpadt nasi
studie, ale pesny popis zachovalosti pouzitého materialu nebgtatény. Porovnani
obou studii je ale diskutabilni, protoZe metodikaN& analyz se za poslednich dvanact let
vyrazre vylepSila. NaSe vysledky také nev§lyi moznost, Ze u skeletalniho materialu
dosglych jedindi, by mohlo byt dosazen@tiho uspchu.

Pt hodnoceni usfnosti amplifikace DNA je nutné diskutovat i mozarniy
zvolené metodiky. U ¢kterych kostnich vzorkjsme na agar6zovém gelu zaznamenali
piitomnost nespecifickych produk(obr. 3). Protoze se tyto produkty opakovaly uctSe
amplifikaci a izolaci vzonk odebranych vzdy z gitych kosti, je prav&podobrjsi, Ze tyto
produkty nevznikly g PCR reakci, ale byly koextrahovany zartveeDNA. Tyto latky
tedy mohly zarowve inhibovat PCR reakci a zaraveniZzovat mnozstvi navazané DNA na
siliku pii extrakci.

% 7 celkového p&tu 1286 jeding, jejichZ celkova zachovalost se ptithlurcit na zaklad kreseb a
fotografii v praci autora.
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Obr. 3 Ukazka detekce nespecifickych produltkostnich vzonk

Koextrakce

18¢ 18d 23c¢ 32b 35b 45b 59b 60b 62b NKI NKP M

Pozn.: Nespecifické produkty jsou viditelné u vZogk, 3c, 32b, 35b, 59b, 60b, 62b.

6.3 Analyza STR

V této praci se pod#o urc¢it genotypy markeru THOL1 u 10 (var. 1) resp. 12rjedl
z celkem dvaceti Sesti. Hodnoty pozorované hetgazyy byly stanoveny z celkového
poctu 12 genotyp, v piipact zapd@teni i diskutabilnich homozygd(0,66) a v pipac
zapd@teni jen potvrzenych homozygot0,92). V gipad platnosti prvni hodnoty by se
jednalo o mirné sniZzeni pozorované heterozygopitgtooiekavané hodnétpii platnosti
H-W rovnovahy. OB hodnoty jsou v tomtoffjpact stejré tak mirré snizeny oproti
rozsahu heterozygozity u evropskych popul&etn ceské (0,76 — 0,80).

U recentnich populaci je snizeni heterozygozityopmzano v pipads piilis malého
souboru, pitomnosti gibuznych jeding ve studovaném souboru, u vyraandogamnich
populaci nebo nedavném rozsahlém snizeni veligosgtilace (,bottleneck”). V naSem
piipact se jedna o velmi maly vzorek rastredowké populace a zkresleni hodnot z tohoto
duvodu nelze v Zadnéntipadt vyloucit. Dosud publikované vyzkumy ptdbi&’ na

popul&ni Urovni zaznamenali vyraZj§i snizeni diverzity vyjad@né autozomalnimi STR
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polymorfismy jen velmi Bidka a ve ¥tSir¢ pripadi se hodnoty neliSi od dneSnich populaci
(Bramanti et al. 2000a; Dudar et al. 2003; GerstemB002; Keyser-tracqui et al. 2003).
V prvotni studii rana sttedowkého poliebise Weingarten (Nmecko) byl detekovan
vyrazny rozdil pozorované heterozygozity STR marketA (41 %, 31 jedini) oproti
hodnot He (77 %, 58 jeding). Poliebist Weingarten je jedno z nejrozsahlejSichéran
stredovych pofebi& v Némecku (kolem tisici jeding. Soubor o celkem dvou stech
jedincich byl pro studii vybran ndhaogla ol# hodnoty genetické diverzity byly stanoveny
z relativre velkého vzorku jedinc V pripact snizené heterozygozity a normalni distribuce
alel se u aDNA studifastji diskutuje vliv PCR artefakt ProtoZe stanovena distribuce
alel se podle H. Zierdta podobala recentimecké populaci i dalSim populacim Evropy,
byla jiz v pivodni praci diskutovana moznost zkresleni vyshedkiisledku alelového
drop-outu. Alelovy drop-out je jeden z PCR artefiaktery je typickym vysledkem aDNA
vyzkumi v piipadech, kdy je amplifikovan lokus DNA vykazujicalelicky charakter.
Ztrata jedné alely Zjsobi, Ze fivodni heterozygotni genotyp je mylaykladan jako
homozygotni a zvySuje se tedy celkovyg@ohomozygat v souboru. DalSi rozsahla
analyza tohoto pdkbist stejného rozsahu jiz podobné sniZzeni hodnoty meragnala a
podpdila hypotézu vysokého vyskytu alelového drop-oufpiivodni studie (Gerstenberg
2002). V této praci jsme zaznamenali velmi vysokglipalelového drop-outu, ktery je
patrny hlavi na vysledcich amplifikace amelogeninu. Z tohateadiu byla vypditana i
druh& hodnota ki kdy jsme jedince povazovali za homozygotni prdTH gipack, ze

dané alela byla detekovana alesparaf a 7adna jina alela nebyla amplifikovana.
Pozorovand heterozygozita byla stanovemalptnosti tohoto kritéria na 0,92. ©b
stanovené hodnoty se tedy pohybuji nad i pgekéavanym rozsahem 0,76-0,80 a proto je
velmi prav@&podobné, Ze hodnota pozorované heterozygozitydogtiného vzorku se
spiSe neodchyluje od recentnich hodnot.

U marketfi THO1 a D8S1179 jsme detekovali vSechny alely virgksi se u
souwrasnéteské populace &tnosti vyssSi nez 1 % (2 % pro lokus D8S1179). Gtané
frekvence alel lokusu THO1 se vyznaimeliSi od recentriieské populace.rPplatnosti
obou variant autentizace je patrné mirné zvySekivence alely dei. Toto vychyleni je
opet mozné povazovat zaisledek malého souboru jedina nelze ani vylotit vliv
nespravi uréenych homozygdtjako v gredeslém fipadu. Mirg zvySené sdileni jedné

nebo vice alel mezi jedinci bylo detekovano i uijebit z Goslaru (18. st.) (Bramanti et

* Zapasitany byly vdechny vysledky amplifikaci ze v&ecblaci pro daného jedince.
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al. 2000b). ZvySenéetnost utitych alel byla pisouzena pravipodobnému vyskytu blizce
piibuznych jeding v souboru. Tato hypotéza by mohla platit i uigdiist Miékojedy,
vzhledem k porérné malé velikosti potebise. Hypotézu pibuznosti mezi jedinci by
mohlo podporovat zagdani genotyp jedinai, kte'i sdileli spolény hrob (15a, 15b a 24,
25). U obou dvoijic ale byly geny naprosto odliSné genotypy. Sdileni alel medinjg
bychom mohli hypotetickyigdpokladat i u jedincpohrbenych v &sné blizkosti nebo u
odcklenych skupin jedint v ramci prostoroveé struktury ptgbise (Dudar et al. 2003).
Tato moznost nemohla byt v naSetippct dostatén¢ posouzena zivodu omezeného
poctu ziskanych genotyp

Srovnani hodnot genetické diverzity nasSeho soubguoitebis&Em Harmony road
ukazalo na stejné rozdily, které vyplynuly ze s@nirs recentnimi populacemi. Distribuce
alel ¢trnacti jediné z potrebis€ Harmony Road se vyrazmeliSi od pimérnych
evropskych frekvenci. Na tomto pelisti se ¢ekavala blizka fbuznost mezi jedinci,
vzhledem k existujicim zaznaimm o poltbivani. Tento fedpoklad se projevil spiSe
sdilenim gkterych alel markeru THO1 a hlavhaplotyg mtDNA u jedind pohrbenych
v tésné blizkosti. Zarovebyly frekvence alel pro lokus THO1 vygitany z podob&
malého souboru a mohly tedy byt vystaveny podobnéynhyleni hodnot, ke kterému
nedoslo. V naSemifpac bohuzel nelze ze ziskanych vyslédkhodnotit jasné zavy,
ale vySe popsana srovnani spisSe ukazuji, Zérmighirné snizeni pozorované
heterozygozity a zvySeni frekvence alely &ige prava@podobrji dasledkem PCR
artefakfi spojenych s aDNA analyzami.
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7 ZAVER

Jednoducha metodika STR analyz nam umoznila stadozsahly soubor lidskych
skeletalnich pastatki z rani stedowkéhoceskeho potrebise Mlékojedy. Vysoka
citlivost metody silikatové extrakce umoznila izedd aDNA z 35 % kostnich vzaila z
91 % zuls. U wtSiny PCR amplifikaci ze vSech izékdch vzorki jsme zaznamenali
vysoky podil alelového drop-outu, ktery vyustil wtnost pouziti fisnych validénich
opateni, ktera do zrimé miry ovlivnila moznosti interpretace ziskanygisledk.
Patetné metody autentizace vyslédk jejich vyhodnoceni na druhou strarfispiva
k preswdéeni, Ze byla izolovana a analyzovana autentickdaDNnaSi praci se tedy
znovu ukazalo, Ze zuby jsou obéwaodrejSimi zdroji historické DNA. Snizena PCR
vliva, specifickych pro dané ptdbisg, a v propojeni s problematikou zachovani
skeletalnich poistatki détskych jeding.

Presto, Ze analyza pohlavi na pebiSti nebyla cilem této prace, poittase nam
ziskat opakovatethamplifikovatelny genotyp amelogeninu u 16 z 23ned. Pro analyzu
genetické struktury na pedbisti jsme aplikovali metodu STR genotypizace poimo
zkracenych STR lokus Alely vSechétyi pouzitych marker se podélo amplifikovat jen
u i jedinal. NejdelSi z markérD21S11 jsme detekovali jen vyjitr@. Celkow zvySena
uspesnost PCR amplifikaci u kratSich lokig znakem vysoce degradované DNA.

Pro lokus THO1 byly stanoveny hodnoty pozorovapi&dpokladané
heterozygozity a distribuce alel. Tyto vysledkyybgliskutovany hlavév porovnani
s dalSimi historickymi patebisti wtSiho i mensSiho rozsahu. Pro nedosiajepaiet
celkovych genotyfp nemohl byt splén cil analyzy pibuznosti. Pesto ¥iime, Ze ziskané
vysledky mohou bytiptnosné, jak pro potenciarmalSi genetické analyzy studovaného
pohrebist, tak pro ostatni archeogenetickd praceyistera by v podobnych vyzkumech

chttla pokra&ovat.
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8 SEZNAM ZKRATEK

aDNA
APS
BSA
dNTP
EDTA
GuSCN
LCN
LT-DNA
mM
MtDNA
PCR
SDS
SNP
STR

ancientDNA

persulfat amonny

bovinni sérovy albumin
deoxynukleotidtrifosfat

kyselina ethylendiaminotetraoctova
guanidinium thiokyanat

low copy number

low template DNA

mmol/l

mitochondrialni DNA
polymerase chain reaction
sodium dodecyl sulfat

single nucleotide polymorphism

short tandem repeat
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Priloha | Seznam chemikalii a roztok

Aceton

Agardza

AmpliTag® Gold DNA polymerase

+ GeneAmp 10 x PCR Buffer

+ GeneAmp 10 x PCR Buffer I

Bovinni sérovy albumin (BSA), 20 mg/mi
Bromthymolova motl

DNA Ladder 20 bp

DNA Ladder GeneRuler™ 50 bp

6 x DNA Loading Dye

6 x Orange DNA Loading Dye

dNTP Mix, 10 mM kazdy z nukleotid
Ethanol

Ethidium bromid

GeneScan 500 LIZ

Guanidinium thiokyanat (GUSCN)
Hi-Di™ formamid

Chlorid sodny (NaCl)

Kyselina borita

Kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA)
K562

MgCl,, 25 mM

Proteinaza K, 18,7 mg/ml

Rotiphores® Gel 40 (19 : 1)

Silica (SIQ)

Sodium dodecyl sulfat (SDS)

Taq DNA polymerase, Recombinant, 5uU/
TEMED p.a.

Persulfat amonny (APS)

Tris

Tris-hydrochlorid

P-Lab
Roth
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Fermentas
Sigma Aldrich
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
P-Lab
Sigma
Applied Biosystems
Roth
Applied Biosystems
Roth
P-Lab
Roth
Fermentas
Applied Biosystems
Fermentas
Roth
Sigma Aldrich
Roth
Fermentas
Roth
Roth
Roth
Roth



0,5M EDTA pH 8
186,19 EDTA
800 ml dH0
- upravit pH (NaOH) a doplnit do 1 litru

TBE pufr

54 g Tris

27,5 g kyselina borita
20 ml 0,5 EDTA pH 8,0

- doplnitdo 1 litru

TE pufr
1 ml1M Tris-HCI
0,2ml 0.5 M EDTA

- doplnit do 100 ml



Priloha Il Nakresy pohrebist Mlékojedy
Obr. 4 Detailni planek potebist s vyzn&enymi jedinci vybranymi do studie

Obr. 5 Celkovéa plocha pdlbist (na nasledujici strance)
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Priloha 11l Ukazky obrazk a pouzitych skeletalnich vzorki

Obr. 6 a 7Ukézka zuli odebranych pro analyzu Dt




Obr. 8 a 9Ukézka kotnich vzorki odebranych pro analyzu D!

vz. 55 a 56




Priloha IV Priklady rozdéleni kostnich vzorki podle stavu zachovalosti

Obr. 10 a 11Velmi dobra a dobra zachovalost




Obr. 12 Spatna zachovalost




Priloha V Priklady protokol@ pouZzitych pri optimalizaci PCR a
amplifikaci aDNA

A) Protokol pro amplifikaci moderni DNA - singleplex

Reagencie Zasobni koncentrace Vysledna koncentrace
PCR Pufr Gold 10x 1x

MgCl, 25 mM 3 mM

dNTP mix 10 mM 0,2 mM

Primery 10 uM kazdy 8 pmol na reakci
BSA 20 mg/ml 3,2 ug na reakci

Tag DNA pol. 5 U/ul 0,5 U na reakci
Templatova DNA 500-63 pg na reakci

- celkovy reakni objem 25l

PCR protokol

Iniciaéni denaturace: 95 °C 3 min
Denaturace: 95 °C 30s
Annealing: 50-60 °C 30s
Elongace: 72 °C 1 min 45x
Konetna extenze: 72 °C 7 min



B) Protokol pro amplifikaci aDNA — singleplex

Reagencie Zasobni koncentrace
PCR Pufr Gold 10x%

MgCl, 25 mM

dNTP mix 10 mM

Primery 10 uM kazdy z primier
BSA 20 mg/ml

AmpliTaq Gold pol. 5 U/ul

Templatova DNA

- celkovy reakni objem 25l

PCR protokol

Iniciaéni denaturace: 95 °C 8-10 min
Denaturace: 95 °C 30s
Annealing: 55°C 30s
Elongace: 72 °C 1 min 45x
Koneina extenze: 72 °C 7 min

Vysledné koncentrace

1x

3 mM

0,2 mM

8-10 pmol na reakci
0,3-0,89/ul
1-2 U na reakci
3-10 pl na reakci

10



C) Optimalizovany protokol pro amplifikaci aDNA — miglkex

Reagencie Zasobni koncentrace
PCR Pufr Gold 10x%

MgCl, 25 mM

dNTP mix 10 mM

Amelo 10 uM kazdy z primér
THO1 10 uM kazdy z primér
D8S1179 10 uM kazdy z primer
VWA 10 uM kazdy z primer
D21S11 10 uM kazdy z primer
BSA 20 mg/ml

AmpliTaq Gold pol. 5 U/ul

Templatova DNA

- celkovy reakni objem 25l

PCR protokol

Inicia¢ni denaturace: 95 °C 8 min
Denaturace: 95 °C 30s
Annealing: 55°C 30s
Elongace: 72 °C 1 min 10x
Denaturace: 90 °C 30s
Annealing: 55°C 30s
Elongace: 72 °C 1 min 35x
Koneina extenze: 60 °C 60 min

Vysledné koncentrace

1x
3 mM
0,2 mM
3 pmol na reakci
3 pmol na reakci
10 pmol na reakci
6 pmol na reakci
25 pmol na rekci
0,3-0,89/ul
1-2 U na reakci
3-10 pl na reakci

11



Priloha VI Protokoly pro piipravu alelového Zeli¢ku

A) Pavodni protokol (Butler et al. 2003)

Reagencie Zasobni koncentrace
PCR Pufr Gold 10x

MgCl, 25 mM

dNTP mix 10 mM

Primery Mix (NCO01, SGM+ apod.)
BSA 3,2 mg/ml

AmpliTaq Gold pol. 5 U/ul

PowerPlex 16 fed®no 1 : 1000

- celkovy reakni objem 2Qul

PCR protokol

Inicia¢ni denaturace: 95 °C 10 min
Denaturace: 94 °C 1 min
Annealing: 55°C 1 min
Elongace: 72 °C 1 min 15x
Koneina extenze: 60 °C 240 min

Vysledné koncentrace

1x
2 mM
0,25 mM
3,2 1ug na reakci
2 U na reakci

21 na reakci

12



B) Upraveny protokol — PAGE (stejny rea objem)

Reagencie

PCR Pufr Gold
MgCl,

dNTP mix

Primery

BSA

AmpliTaq Gold pol.
PowerPlex 16

PCR protokol

Inicia¢ni denaturace:

Denaturace:
Annealing:
Elongace:

Koneina extenze:

Zasobni koncentrace

10x
25 mM
10 mM
10 uM kazdy
20 mg/ml
5 Ulul
recéno 1 : 1000

95°C 3 min
94°C 30s
55°C 1 min

72 °C 1 min 30x
60 °C 10 min

Vysledné koncentrace

1x
2mM
0,25 mM
10 pmol na reakci
3,2 ug na reakci
2 U na reakci
2l na reakci

13



Priloha VII Ukazky vysledka optimalizace

Obr. 13 Amplifikace lokusu THO1 p gradientu teploty annealingu a dvaizmych koncentraci

templatové DNA

M = velikostni standard 50 bp, NKI = negativni &wli kontrola, NKP = negativni PCR kontrola

14



Obr. 14 Ukazka vysledku jedné z optimalérdch reakci multiplexu

DNA K562, 500 pg/ul fedéno 1 : 9
I ul na reakci

D21S11

THOI

- -

_-qu-a

Koncentrace primér 1 — 4 (8 pmol na rekci pro vSechny STR lokusy), & (6, 6, 8 a 10 pmol na
reakci, v p#adi od nejkratSiho lokusu k nejdelSimu), ve 25glit@vého objemu reakce.
M = velikostni standard 20 bp

15



Priloha VIII Ukazky primarnich vysledk @ STR analyz

Obr. 15 Amplifikace lokusu THO1 a D8S1179 u vzérk az 6

M 1 2
THOI

M = velikostni marker 50 bp, NKI = negativni izdtd kontrola, NKP = negativni PCR kontrola

16



Obr. 16 Ukazka rozliSeni alel lokusu THO1 na polyacrylanvéim gelu

nespec. produkt

9.3/10

MI
THOI

M1 = velikostni standard 20 bp, M2 = reamplifikoyaalelovy Zebicek

17



Obr. 17 Ukéazka rozliseni alel lokusu D8S1179 na polyacrytimvém gelu

Pozn.: U tetiho markeru je vyzrana pesnost rozliSeni na 12% polyacrylamidovém gelug&p,
u fragmentu s délkou 86 bp), velikost byla &dea od 20 bp velikostniho standardu.
M = reamplifikovany alelovy Zeftek

18



Priloha IX Kompletni vysledky amplifikace amelogeninua STR markeri

Pozn.: Nezavislé izolace v rdmci jedince jsou Belyiimskymicislicemi, nezavislé PCR pro
jednotlivé vzorky Bznymi cisly.
Ex = extrakce, re = reizolace, * zfigoostupr jednotlivé paralelni izolace

jedinec 6

vz. 1 (zub)
ex (re)/PCR  Amelo THO1  D8S1179 vWA D21S511
1/1
I/1
1/1
1/2
1/2 -
1/2 X
1/3 -
1/3 -
/4 -
1/5 - - - - -
re/6 - - - - -

xX X X X

vz. 2 (femur)

/1 X

/1

/1

/2 13/14

/3 _
/3 -
/4 13

/4 -
11/5 6/8

11/5 14

/6 - - - - -
/7 - - - - -
n*/8 X

*/8 -

n*/4 14

H*/4 -
IV¥*/9 6/8 13/14 18 24/28

vz. 3 (femur)

/1 X

/1 X

/1 X

/2 6/8

/2 13/14

/3 -

19



/3
11/6
11/6
reiz/8
1*/9
*/9
n*/a
*/5
I*/s
/7
I*/10
IV*/10

x X

6/8 -

13

6/8 13/14
6/8 13/14

18

jedinec 7a

ex (re)/PCR
1/1

I/1

1/1

1/2

1/2

1/3

/4

*/5

Amelo

X

x

x

vz. 4 (femur)
THO1 D8S1179

9/9.3(10)
14
9/9.3 14
9 14
9/9.3 14

vWA

18

18/20

D21511

30/32.2

32.2

vz. 5 (femur)

/1
/1
/1
/2
/2
/3
/4
*/5
n*/e

xX X X

x X

9/9.3
14
9.3 -
9/9.3 14

18/20

vz. 6 (humerus)

I/1
1/1
I/1
1/2
1/2
1/3
1/4
re/5

16

20



jedinec 8

ex (re)/PCR
I/1

/1

I/1

/2

*/2

Amelo

vz. 7 (femur)
THO1 D8S1179 vWA

D21S11

vz. 8 (femur)

/1
/1
/1

vz. 9 (tibia)

/1
/1
/1

jedinec 10A

ex (re)/PCR
/1

I/1

I/1

re/2

Amelo

vz. 10 (femur)
THO1 D8S1179 vWA

D21S11

vz. 11 (femur)

/1
/1
/1

21



jedinec 10B

ex (re)/PCR
I/1
/1
I/1

Amelo

vz. 13 (tibia)

THO1

D8S1179

vWA

D21S11

vz. 14 (tibia)

I/1

1/1

I/1

1/8

1*/2
1*/2
1*/2
1*/3
1*/3
1*/3
I*/4
1*/5
1*/6
/7
1*/8

x

16
18

vz. 15 (zub)

/1
/1
/1
/2
/3
/4
/5
/6
/7
/8

18

18

31.2
31.2

22



jedinec 10C

ex (re)/PCR
I/1
/1
I/1

Amelo

vz. 16 (zub)

THO1

D8S1179

vWA

D21S11

vz. 17 (zub)

I/1
1/1
I/1
1/2
1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
/7
re/8

6/7

13/15

vz. 18 (femur)

/1
/1
/1
/2
/2
/2
/3
/4
11/5
/7
/8
/9
11/10
re/11
n*/e
H*/e
n*/e
*/9
1*/10
IV**/10
IV¥*/10

x

14

12

18

14

30

23



jedinec 15A

ex (re)/PCR
I/1
1/1
I/1
1/2
1/2
1/3
1/4
re/5
re/6
re/7
re/8

Amelo
Xy

vz. 19 (zub)
THO1 D8S1179 vWA

15

D21S11

vz. 20 (zub)

/1
/1
/1
/2
/2
/2
/3
/3
/4
/5
/6

13/15
9 -

vz. 21 (zub)

1/1
I/1
1/1
1/2
1/2
1/2
1/3
1/3
/4
1/5
re/6
re/7

7/9 - 14

24



jedinec 15B

vz. 22 (zub)
ex (re)/PCR  Amelo THO1 D8S1179 vWA D21S11
1/1
/1
1/1
1/2 -
1/2 -
1/3 -
/4 - - - - -
1/5 X 6 - 15 28/31.2
re/6 Xy 6/7 12/13 15/19 28

vz. 23 (tibia)

/1
/1
/1
/2
/2 -

/2 Xy

H*/4

n*/4

H*/4 X

I*/s 6

*/5 12/13

n*/e 13

/7 X 5/6 13 15/19 -
n*/8 X 6/7 12/13 15 -
IV**/8 X 7 12/13 15/19 28

xX X X X

vz. 24 (tibie)

/1 X

/1 X

/1 X

/3 -

/3

/3

/4 % 6/7 12 15 -
/5 Xy - 12/13 15 28/30/31.2
n*/2 -

n*/2 -

n*/2 -




jedinec 17

vz. 37 (femur)
ex (re)/PCR  Amelo THO1  D8S1179 vWA D21S511
I/1 -
/1 -
I/1 -
re/2 - - - - -

vz. 38 (femur)

1/1 -
1/1 -
1/1 -

jedinec 24

vz. 40 (humerus)
ex (re)/PCR  Amelo THO1  D8S1179 vWA D21S511
/1 -
1/1 y
I/1 -
1/2 -
1/2 -
1/3 -
re/4 - - - - -

vz. 41 (tibia)

1/1 -
1/1 -
1/1 -

vz. 42 (tibia)

/1 -

/1 -

/1 -

/2 X

/2 -

I1/5 - - - - -
Ii/6 - - - - -
re/3 -

re/3 -

re/3 X

re/4 - - - - -
re/7 - - - - -
re2/8 y - 15 - 31.2
re2/9 - - - - -
re2/10

1
o
w

1

1

1




jedinec 25

ex (re)/PCR
I/1

/1

I/1

1/2

1/2

1/3

1/4

re/5

Amelo

vz. 43 (zub)
THO1 D8S1179 vWA D21S11

vz. 44 (zub)

/1
/1
/1
/2
/2
/3
/3
/4
11/5
re/6
re/7
re/8

< <

6 14 - -

vz. 45 (humerus)

/1
/1
/1
/2
/3
n/a
re/5
re/6
IV*/7

27



jedinec 34

ex (re)/PCR

I/1
1/1
I/1
1/2
1/3
/4
1/5
1/6
re/7
re/8
re/9

vz. 46 (zub)
THO1 D8S1179 vWA

7

7/9.3 - -
7/9.3 14 18

7/9.3 - -

D21S11

vz. 47 (tibia)

/1
/1
/1
/2
/2

vz. 48 (tibia)

/1
/1
/1
/4
/5
re/2
re/2
re/2
re/3
re/6
re/7

28



jedinec 35

ex(re)/PCR
I/1

/1

I/1

re/3

vz. 49 (humerus)

Amelo THO1 D8S1179

vWA

D21S11

vz. 50 (humerus)

/2
/2
/2

jedinec 37

ex (re)/PCR
/1
1/1
I/1
1/2
1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
/7
re/8

vz. 52 (ulna)

Amelo THO1 D8S1179

< X < <

vWA

D21S11

jedinec 38A

ex (re)/PCR
1/1

I/1

1/1

re/2

vz. 25 (dlouha kost DK)

Amelo THO1  D8S51179

vWA

D21511

vz. 26 (dlouha kost DK)

/1
/1
/1

29



jedinec 38B

ex (re)/PCR
I/1

/1

I/1

re/2

vz. 28 (dlouhd kost DK)
THO1 D8S1179

Amelo

vWA

D21S11

vz. 29 (dlouhd kost DK)

/1
/1
/1

jedinec 41

ex (re)/PCR
/1
I/1
I/1
1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
/7
1/8

Amelo

Xy

Xy

vz. 31 (zub)

THO1 D8S1179

9

9

9
7/9

9

10

vWA

16
16

D21S11

vz. 32 (humerus)

/2
/2
/2
re/3
re/3
re/3

vz. 33 (humerus)

1/1
I/1
1/1

30



jedinec 43

vz. 55 (humerus)
ex (re)/PCR  Amelo THO1  D8S1179 vWA D21S511
1/1 y
1/1 y
I/1 -
1/2 -
1/3 -
/4 -
1/5 y - 14 17 -
re/6 - - - - -

vz. 56 (humerus)

/1 -
/1 -
/1 -

vz. 57 (zub)

/1 -

/1 -

/1 Xy

/2 -

/3 -

/4 -

re/5 - - - - -




jedinec 49

ex (re)/PCR
I/1
1/1
I/1
1/2
1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
/7
1/8
re/9
re/10
re/11

Amelo

X

< X X

vz. 58 (zub)
THO1 D8S1179 vWA

9/9.3 - 14

D21S11

vz. 59 (femur)

/1
/1
/1
re/2
re/2
re/2
re/3
re/3
re/4
re/5
re/6
IV*/7

- 10 -

vz. 60 (femur)

/1
/1
/1
IV*/2

32



jedinec 55

ex (re)/PCR
I/1

/1

I/1

re/2

vz. 61 (femur)

THO1

D8S1179

vWA

D21S11

vz. 62 (femur)

1/1
I/1
1/1
re/2
re/2
re/2
n*/3

vz. 63 (costa)

/1
/1
/1
/2
/2
/3
/4
11/5
/6
/7
re/8

33



jedinec 58

ex (re)/PCR
I/1
/1
I/1
1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
/7
1/8

Amelo
Xy
Xy
Xy

vz. 64 (zub)

THO1

D8S1179

. 65 (zub)

/2
/2
/2
/3
/4
/5
/6

VZ.

66 (femur)

/1
/1
/1
/2
/3
/4
/s
/e
/7
/8

o O

Vo]

34



jedinec 60

vz. 34 (dlouhd kost DK)
ex (re)/PCR  Amelo THO1  D8S1179
I/1 -
1/1 -
I/1 -
re/3 - - -

vWA

D21S11

vz. 35 (dlouhd kost DK)

/1 -
/1 -
/1 -
/2 -
/2 -

vz. 36 (dlouha kost HK)

I/1 -
1/1 -
I/1 -

35



jedinec 63

ex (re)/PCR
I/1
/1
I/1
1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
/7
1/8

Amelo
Xy
Xy
Xy

Xy
Xy

vz. 67 (zub)
THO1 D8S1179

9.3 (10)
9.3 13
9.3 13

9.3 13

vWA

14
14/18

18

D21S11

vz. 68 (zub)

/2
/2
/2
/3
/4
11/5
11/6
17
re/8
re/9
re/10

9.3 (10)

9.3 13

- 13

35,2

vz. 69 (femur)

/1
/1
/1
re/2

36



