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Abstract

In the graveyards of Divaky-Padelky za humny (dating bet-
ween 9" and 11™ centuries AD) and Znojmo-Hradiste (Great
Moravian period) an attempt has been made to extract the samp-
les in so called sterile way for the purpose of genetic analysis.

In the research period during 2008 the exhumation of grave
No. 160 in the graveyard of Divaky was carried out using this
sterile method and afterwards the anthropological and genetic
analysis of the skeletal remains was completed. The anthropo-
logical analysis showed that the skeleton was a female, aged
between 24-30 years and this result was confirmed by the ge-
netic analysis using the section of the SRY gene and analyzing
the gene for amelogenin. Due to the fact that the method of
exhumation at Divaky was both time-consuming and physically
demanding and at the same time prevented the thorough docu-
mentation of the site, in 2009 a new method was used. Prior
to the actual exhumation of the skeleton, one long bone was
lifted from the grave using a sterile method and this proved to
be a more suitable way because it did not interrupt the flow of
the research. During the next research season of 2009 and 2010
this method was applied at both graveyards. The experiences at
both Divaky and Znojmo show that this way of on- site prepara-
tion and laboratory processing of skeletal remains is more sui-
table in the lifting of bone tissue for genetic analysis.

Key words: physical antropology, palacogenetics, human ske-
letal material, Old Slavonic period, Divaky, Znojmo Hradisté

Uvod

V poslednich deseti letech doslo k propojeni do té doby po-
mérné vzdalenych obort, jako je molekularni biologie a gene-
tika s antropologii a archeologii. Do antropologickych analyz
byly prejaty nékteré molekularné biologické postupy. Techniky
zkoumani historické DNA z kosternich pozustatki, objeve-
nych pfi archeologickych vyzkumech, byly zdokonaleny do té
miry, ze v dne$ni dobé je mozné z kosternich vzorku starych az
100 000 let vyizolovat malé mnozstvi historické DNA, ktera
je nositelem genetické informace (Ovchinnikov et al., 2000;
Krings et al., 2000). Historicka DNA nam mtize poskytnout
témef stejné informace o svém nositeli jako DNA recentniho
Cloveéka. Zasadnim problémem pii analyze historické DNA je
nebezpeci kontaminace praveé sou¢asnou DNA, ktera se do nas-
lednych enzymatickych reakci zapojuje mnohem ochotnéji nez
malo kvalitni a fragmentovana historickdi DNA. K pokustim
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popisovanym v tomto ¢lanku nas inspirovala prace danskych
badatelt (Melchior et al., 2008), ktefi analyzovali autentické
sekvence mitochondrialni DNA z historickych kosternich po-
zustatkli vykopanych na vikingském pohtebisti Galgedil, da-
tovaném cca do 11. stol. n. 1. Dansti badatelé se pokusili pred
vlastnim genetickym vyzkumem minimalizovat kontaminaci
kostni tkan¢ recentni DNA uz od zacatku preparace kosternich
pozistatki.

Prace danskych badatelti (Melchior et al., 2008) byla pod-
nétem pro vypracovani metodiky vyzvednuti kosternich po-
zustatkli bez ptimého dotyku lidské ruky, aplikované na nase
podminky.

Pro uspésnou izolaci historické DNA z kosternich vzorki
je nutné, aby byly v kostni tkani zachovany bunky, ze kterych
by bylo mozné vyizolovat autentickou genetickou informaci
a to bud’ z mitochondrii, bunéénych organel, které se nachazeji
v cytoplasmé a nesou tzv. vedlejsi genom lidské buniky o délce
pouze 16 569 bp a nebo z jadra bunky, kde se nachazi vlastni
geneticka informace organismu, tvofena 46 molekulami DNA,
které nazyvame chromozomy. Jeho velikost je 3,3 x 10° bp (Br-
dicka, 2001; Snustad & Simmons, 2009).

Je vSeobecné znamo, ze vyzkum historické DNA z koster-
nich pozustatkll vymielych populaci narazi vzdy na nékolik
zavaznych problémut. Prvnim problémem je stav zachovalosti
autentické DNA v kostech, ktery je primarné ovlivnén podmin-
kami v zemi, kde byl ulozen (slozenim ptdy, vodnimi poméry,
teplotou apod.), a stafim kosternich pozistatkll (¢im déle od
smrti jedince, tim mén¢ DNA se zachova) a je témét vzdy Spat-
ny. DNA je degradovana enzymatickymi a chemickymi proce-
sy. Tato degradace zacina ihned po smrti organismu primarné
bunécénou autolyzou a aktivitou mikroorganismi z vnéjsiho
prostiedi (¢im mensi je mikrobialni aktivita, tim je vétsi nadgje,
ze se DNA zachova). Aktivita enzymu zptisobuje fragmentari-
zaci DNA a tim dochazi k redukci mnozstvi zachovalé DNA.
Oxidacni procesy opét zptsobuji fragmentarizaci fetézcl a také
modifikaci nukleotidl, hydrolytické reakce zplsobuji ztratu
aminoskupin, coz opét zpusobuje potize pii izolaci DNA (Do-
noghue, 2008). Fragmentarizace fetézci pak vede k tomu, ze
takto fragmentovana DNA je neamplifikovatelna, tedy dale ne-
zpracovatelnd, nebo ji 1ze zpracovavat jen s velkymi obtizemi.
historickych kosternich pozlstatkli soucasnou DNA, kterou
kazdy clovek sifi neustale kolem sebe. Néktefi autofi uvadeji
(Melchior et al., 2008), ze prave pfi preparaci a vyzvedavani
kosternich pozustatkti dochazi k nejvétsi kontaminaci recentni
DNA, a tim ke znehodnoceni kosternich vzorkt pro genetické
analyzy. Na kontaminaci kosternich pozustatkd recentni DNA
se dale vydatn¢ podili i nasledné antropologické zpracovani
v laboratofi, kdy pfi Cisténi, rekonstrukei nebo pfi vlastni antro-
pologické analyze se kosternich pozustatkl dotyka velké mnoz-
stvi osob. Problémem je také skladovani kosternich poztstatkt
v depozitafich, které jsou casto situovany ve sklepnich nebo
pudnich prostorach, kde podminky (teplota a vlhkost, prasnost)
nejsou pro zachovani historické DNA vhodné. Velmi rychle zde
vSak také dochazi k degradaci soucasné DNA, kterd kosterni
pozistatky kontaminovala (Sampietro et al., 2006). Nemluveé
o jiz dlouho vykopanych kosternich pozustatcich, které¢ byly
v 60. a 70. letech 20. stol. chemicky osetfovany — zpeviiovany
(prostoupeny chemickymi latkami na akrylatové bazi) a tedy
veskeré zbytky genetické informace byly zniCeny. Z vyse uve-
denych divodu je nutné se problematikou vyzvedavani a nakla-
dani s kosternimi pozutstatky, u kterych se predpoklada genetic-
ky vyzkum, zabyvat.

Existuje konsensus, jak nakladat s kosternimi pozistatky pii
odbéru vzorku v laboratofi pted vlastnim genetickym zpraco-
vanim (Cunha et. al, 2000; Hummel, 2003; Sampietro et al.,
2006; Donoghue, 2008; Vanharova & Drozdova, 2008; Vanha-
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rova, 2011). Co vSak d¢lat pfimo na lokalité, abychom alespon
kontaminaci recentni DNA minimalizovali, kdyZ uz nemtizeme
zabranit poskozeni DNA vlivem vnéjSich podminek prostiedi,
ve kterém jsou kosti uloZzeny? Pokusili jsme se o vyzvednuti
kosternich pozustatki tak, abychom zamezili jejich kontaktu
s recentni DNA.

Metodika

K experimentu jsme vybrali dvé lokality: pohtebisté Divaky
— Padélky za humny, datované do 9. az 11. stoleti n. 1., zkouma-
né v letech 2000 az 2009 Ustavem antropologie Pfirodovédec-
ké fakulty Masarykovy univerzity ve spolupraci s Ustavem ar-
cheologické pamatkové péce Brno (Drozdova & Unger, 2005),
a nové objevené pohiebisté ve Znojmé Hradisti, datované do
stitedohradistniho obdobi (Klima & Kratochvil, 2009), zkouma-
né Katedrou historie Pedagogické fakulty Masarykovy univer-
zity. Na pohftebisti Divaky bylo vedle dokladt o osidleni v neo-
litu lidem s kulturou moravské malované keramiky, depotu tii
nadobek kultury zvoncovitych pohart, hrobu unétické kultury
a nekolika zarovych hrobu velatické kultury, dosud prozkou-
mano 147 kostrovych hrobt ze stfedni a mladsi doby hradi$tni
(Unger, 2005; Unger, 2006). Na pohfebisti ve Znojmé — hradi-
sti datovaného do obdobi Velké Moravy bylo dodnes objeveno
vice nez 300 hrobu (Drozdova, 2011).

Prvni ¢ast experimentu jsme provedli ve vyzkumné sezo-
né 2008 na pohiebisti v Divakach v Cervenci (termin byl fixni,
protoze vyzkum se konal pouze béhem Eervence) (Obrazek 1).
Nasim cilem bylo vyzvednout kosterni pozistatky z jednoho
hrobu na pohfebisti (jednalo se o hrob 160, ktery byl nahodné
vybran), kosterni pozustatky antropologicky zhodnotit a podro-
bit je genetické analyze — v naSich podminkach genetickému
ur¢eni pohlavi. Nakonec popsat naSe zkusenosti s timto zpu-
sobem vyzvedavani kosternich poztstatku, vyjadfit jeho klady
a zapory. Druha ¢ast experimentu probéhla v letni sezéné 2009.
Ve Znojmé HradiSti v mésici ¢ervenci a srpnu a v Divakach
v Cervenci. Tentokrat bylo nasim cilem modifikovat metodiku
odbéru vzorkt pro genetické analyzy tak, abychom vyzvedli
co nejvice vzorki a co nejméné jsme zpomalili archeologicky
vyzkum. Modifikace pouzité metodiky vychazela z nasich zku-
Senosti z predeslého roku.

a) Metodika terénniho vyzkumu
Postup pouzity v roce 2008 na pohrebisti Diviky

K preparaci kosternich pozistatki v terénu jsme pouzili
bézné uzivané preparacni techniky. Bez pouZiti ochrannych
pomucek byl hrob odkryvan asi do 10 cm vrstvy zeminy nad
vlastni kostrou. Jakmile byla vymezena hrobova jama, byl hrob
ptikryt igelitovou plachtou a s odkrytim kostry se pokracovalo
az nasledujiciho dne.

Obrazek 1. Zkoumand cast pohrebiste Diviky — Padélky
za Humny v roce 2008, s hrobem 160 (kresba M. Sodek)

Preparac¢ni tym se skladal ze tfi ¢lend (2 muzi a 1 Zena)
a fotografa (zena) (Obrazek 2), ktery se na vlastni preparaci
nepodilel. VSichni 4 ¢lenové experimentalniho tymu byli oble-
¢eni v ochrannych odévech a dalSich pomuckach tak, aby byla
eliminovana moznost pienosu jejich DNA na preparované kos-
terni pozustatky. VSichni byli obleeni v ochranné kombinéze
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MINTO 34778 s kapuci, na o¢ich méli ochranné bryle Artilux
Swiss Safety A. G., na ustech a nosu respirator, bézné k dos-
tani v prodejnach pracovnich pomucek. Ruce méli chranény
dvéma pary sterilnich rukavic SEMPERMED® Natural Latex,
na nohou méli igelitové navleky. VSechny ochranné pomucky,
kromé sterilné balenych rukavic, byly sterilizovany UV zate-
nim po dobu 20 minut z kazdé strany a poté uzavieny do stej-
né vysterilizovaného igelitového pytle a tento ulozen do UV
zatenim vysterilizované kartonové krabice s vikem, uréené ke
skladovani kosternich pozustatkti (Obrazek 3). Nastroje uréené
k preparaci kostry byly nové zakoupeny (3 motycky, 3 Spachtle,
3 $tétce a 3 zahradnické kovové lopatky) a ped pouzitim ocis-
tény 5% NaClO (SAVO) a 96% EtOH a vysterilizovany opét
UV zafenim po dobu 20 minut. Na lokalitu byly pfepravovany
stejnym zpisobem jako ochranné pomticky.

Preparované kosterni pozistatky byly ihned po uvolnéni ze
zemé odebirany do vysterilizovaného igelitového pytle, ktery
byl ulozen ve vysterilizované kartonové krabici na kosterni
vzorky s vikem. Kvuli minimalizaci kontaminace kosternich
pozistatkd recentni DNA, byla dokumentace provadéna pouze
fotograficky.

Béhem preparace, ktera trvala asi 3 hodiny, se ke ¢leniim ex-
perimentalniho tymu a k preparovanému hrobu nesméli pfiblizit
dokud nebyly ze zemé vyzvednuty veskeré kosti preparované
kostry (Obrazek 4). Po vyzvednuti vSech kosti preparované
kostry byla krabice s kosternimi pozustatky uzaviena a odveze-
na do Laboratofe biologické a molekularni antropologie Ustavu
experimentalni biologie PfF MU, kde byly za standardnich ste-

Obrazek 2. Priprava pred preparact kostry, lokalita Diviky —
Padeélky za Humny, rok 2008 (foto E. Drozdova)

Obréazek 3. Prenos sterilnich pomiicek na lokalitu Diviky — Pa-
delky za Humny, rok 2008 (foto E. Drozdova)
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rilnich podminek odebrany vzorky kostni tkané. Teprve potom
byly kosterni poztstatky podrobeny antropologické analyze.

Postup pouzity v letech 2009, 2010 a 2011 na pohrebisti Znojmo
Hradisté a Diviky

K preparaci kosternich pozistatkd v terénu jsme pouzili
bézné uzivané preparacni techniky. Pfi praci byly uzity bézné
preparacni nastroje: kovova lopatka a motycka s dievénou ru-
kojeti, dievéné Spachtle, Stétce ze syntetického vlakna, igeli-
tovy sedak (Obrazek 5). Preparacni tym se skladal z jednoho
pracovnika (1 zena), ktery mél dva pomocniky, ktefi se ptimo
na vyzvedavani nepodileli. Ochranny odév se sestaval z kombi-
nézy MINTO 34778 s kapuci, respiratoru, igelitovych navleku,
bryli a latexovych rukavic. Pied preparaci kazdého hrobu byly
pomiucky osetfeny 5% NaClO a 96% EtOH a nasledné steri-
lizovany spolu s ochrannym odévem a uzaviratelnymi plasto-
vymi sacky 20 minut UV zafenim. Po sterilizaci byly vSechny
pomucky ulozeny do transportnich sacki, uzavieny $vem a na-
skladany do plastového boxu s vikem, ktery slouzil k transportu
na pohiebisté a chranil pfedméty pied kontaminaci z vnéjsiho

Obrazek 4. Preparace kosternich poziistatkii z hrobu 160, Di-
vaky — Padelky za humny, rok 2008 (foto E. Drozdova)

Obréazek 5. Pomiicky uzité pro preparaci vzorkii na lokalité
Znojmo — Hradiste, rok 2009 (foto V. Dadejova)
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prostiedi. Obsah boxu slouzil vzdy pro preparaci dvou hrobu.
Vlastni postup pfi preparaci hrobu a vyzvedavani vzorku ,,ste-
rilnim* zptisobem byl oproti experimentu v roce 2008 modi-
fikovan tak, aby nebranil archeologickému vyzkumu hrobu
a jeho tadné dokumentaci. Vzhledem k tomu, Zze pro analyzu
DNA jsou nejvhodnéjsi zuby nebo kompakta dlouhych kosti,
bylo rozhodnuto o sterilnim odbéru lytkovych kosti. Skelet byl
odkryvan béznym zptisobem az na uroven ¢ésky. Nyni prisel
¢as na odbér vzorku. Vlastni pfiprava na ,.sterilni” preparaci
probihala 2 m od aktualné preparovaného hrobu. Tésné pod vi-
kem plastové krabice byly ulozeny rukavice, dale nasledovalo
oblékani do kombinézy, respiratoru, bryli a na zaver se navlékl
na ruce druhy par rukavic. Po sestupu do hrobové jamy byly
veskeré dosud odkryté ¢asti skeletu oc¢istény pomoci vatového
tamponu NaClO a EtOH. Poté byla po vrstvach odkryta jedna
koncetina (Obrazek 6). V momenté, kdy byla obnazena, pfisla
na fadu fotograficka dokumentace provadéna technikem vyzku-
mu z dalky asi jednoho metru od hrobové jamy. Ke kostie bylo
opatrné prilozeno meéritko, tabulka s ¢islem hrobu a severka.
Po zdokumentovani byla fibula opatrn¢ vyjmuta a uloZena do
sterilniho sacku s uzaviratelnym Svem, ihned oznacenym ¢islem
hrobu, datem a jménem osoby, ktera odbér provadéla. Vzorky
pro analyzu DNA byly ulozeny do plastového boxu, aby byla
minimalizovana doba expozice UV zafenim ze slune¢niho svi-
tu, které DNA poskozuje. Pii ukladani byly zaroven vyjmuty
i pomticky pro preparaci. Pouzity ochranny odév a naradi byl
ulozen do igelitového pytle mimo box. Veskeré odebrané kos-
terni pozistatky byly co nejrychleji dopraveny do vyzkumné
zakladny, kde byly uloZeny do mraziciho boxu a skladovany pri
teploté —20 °C. Po ukonceni terénniho vyzkumu byly vzorky
prevezeny v polystyrénové krabici na Pfirodovédeckou fakultu
Masarykovy univerzity. Podobnym zptsobem bylo postupova-
no v letni sezéné 2009 také na lokalit¢ Divaky.

b) Metodika antropologické analyzy

Antropologicky rozbor byl proveden standardnimi antropo-
logickymi metodami metrickymi a morfoskopickymi. Pohlavi
bylo ur¢ovano dvéma metrickymi metodami podle panve (No-
votny, 1981; Murail et al., 2003) a podle morfologie lebky.
K uréeni véku byla uzita kombinovana metoda Nemeskéri et al.
(Knussmann, 1988), Lovejoyovo schéma obrusu zubti (White
& Folkens, 2005) a schéma stupné uzavieni ristovych Stérbin
dle Brothwelova schématu (Knussmann, 1988).

Obrazek 6. Preparace kosternich poziistatkii pro ucely gene-
tické analyzy na pohrebisti Znojmo — Hradiste, rok 2009 (foto
V. Dadejova)
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Obrézek 7. Stiibrem platované zdusnice z hrobu 160, Divdky —
Padélky za humny (kresba M. Sodek)

=

v lebce

za lebkou

c) Metodika genetické analyzy

Z kosternich pozistatki bylo za sterilnich podminek odebra-
no 6 vzorkt kostni tkané (fragment zebra, té€lo kréniho obratle,
os metacarpale III, fragment kosti temenni, fezak, fragment
levé kosti panevni). Odbér byl provadén sterilnimi rukavicemi
SEMPERMED® Natural Latex v ochranné kombinéze MINTO
34778 s kapuci, s respiratorem, igelitovymi navleky a ochran-
nymi brylemi. Z odebranych vzorki bylo pomoci vrtacky
DREMEL® Stylus ™ Lithium-Ion a sterilnich brusnych past
DREMEL®408 odstranéno piiblizné 1-2 mm povrchové kostni
tkané, aby byla minimalizovana moznost kontaminace vzorka
recentni DNA. Mechanicky oSetfené vzorky byly poté ociste-
ny 5% NaClO (SAVO) a 96% EtOH a kratce sterilizovany UV
zatenim (10 minut kazda strana). Pomoci oscila¢niho kulového
mlynu Retsch® MM301 byly vzorky rozemlety na prasek. Na-
dobky, nalezici k mlynu, bylo nutné po kazdém mleti duklad-
né vymyt, ocistit 5% NaClO a 96% EtOH a sterilizovat UV
zatenim, aby se zabranilo kontaminaci mezi vzorky. Vzorky,
rozemleté na jemny prasek, byly dekalcifikovany pusobenim
0,5M EDTA (pH 8,0) pti teploté 4 °C. K izolaci DNA byl pouzit
izola¢ni kit QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen). Z kazdého kos-
terniho vzorku byla izolace DNA provedena tiikrat a kazdy izo-
lovany vzorek DNA byl poté analyzovan samostatné.

Pro genetické urCeni pohlavi byla uzita metoda analyzy
genu SRY a genu pro amelogenin. Prvni metoda umoznuje pii-
mou identifikaci pouze jedinctt muzského pohlavi. Je dana am-
plifikaci useku genu SRY, dlouhého 93 bp (Cunha et al., 2000).
Gen SRY (Sex determining Region Y) se nachazi na kratkém
raménku chromozomu Y (Ypl1.3). Jedinci Zzenského pohlavi
jsou urceni nepiimo, nepfitomnosti amplifikaéniho produktu.

Amelogenin je gen kodujici protein zubni skloviny. Lidsky
gen pro amelogenin ma dvé kopie, jedna kopie se nachazi na
chromozomu X (Xp22.31-p22.1) a druhd na chromozomu Y
(Yp11.2) (Hummel, 2003). Metoda amplifikace Gseku sekvence
z prvniho intronu genu pro amelogenin umoziuje rozlisit obé
pohlavi, a to diky odli$né délce amplifika¢nich produkti muz-
ské a zenské DNA. V prvnim intronu genu pro amelogenin na
X chromozomu je pfitomna delece 6 bp (Mannucci et al., 1994;
Sullivan et al., 1993). DNA usek amplifikovany z X chromozo-
mu je dlouhy 106 bp, DNA tsek amplifikovany z 'Y chromozo-
mu je dlouhy 112 bp (Kaestle & Horsburgh, 2002; Cunha et al.,
2000; Sullivan et al., 1993).

Amplifikace DNA izolované z kosternich vzorki byla pro-
vedena podle modifikovaného protokolu dle Hummelové (ame-
logenin) a Cunhy (SRY) (Hummel, 2003; Cunha et al., 2000).
Produkty amplifikace byly separovany gelovou elektroforézou
(3% agarozovy gel, 5% MetaPhor®) a zviditelnény pouzi-
tim interkala¢niho ¢inidla EtBr. Vysledky byly hodnoceny na
transluminatoru pod UV svétlem a dokumentovany digitalnim
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Obrazek 8. Lebka Zeny z hrobu 160, Diviky — Padélky za hum-
ny (foto E. Drozdova)

fotoaparatem.

Pracovisté sestava ze 3 oddélenych mistnosti, aby se zab-
ranilo kontaminaci vzorktu recentni DNA a kontaktu ampli-
fika¢nich produktti se vzorky. V pre-PCR mistnosti probiha
zpracovani vzorkl a extrakce DNA, v PCR mistnosti ampli-
fikace vybranych useki DNA a v post-PCR mistnosti detekce
amplifikatd. Pouziva se jednorazovy sterilni spotfebni material,
pracuje se v ochranné kombinéze DuPont™ Tyvek® s respira-
torem, ochrannymi brylemi a igelitovymi navleky. Pracovni
plocha Biohazard boxu (Euroflow EF/S, Clean Air) a laminar-
niho boxu BIOAIR aura mini je pravidelné ¢isténa 5% NaClO
(SAVO) a denaturovanym lihem a sterilizovana UV zéafenim
mezi jednotlivymi pracovnimi tkony.

Vysledky nasledného vyzkumu hrobu 160 z lokality Divaky
— Padélky za Humny
Vysledky archeologické analyzy

Archeologicka dokumentace objevené situace v hrobu 160
byla provedena dodate¢né. V hrobové jamé obdélnikového tva-
ru o rozmérech 235 x 70 cm lezela kostra jedince pohibené-
ho na zadech s hornimi koncetinami podél téla, pfi¢emz kosti
levého ptedlokti se nachazely pod levou panevni kosti, radius
pravé kosti lezel nad a ulna pod pravou panevni kosti. Prava
kli¢ni kost otoCena oproti anatomické poloze o 90°. V zasypu
hrobu nalezena mysi elist. Délka kostry in situ 165 c¢m, orien-
tace JJZ-SSV (azimut 224°). Pii preparaci byla u lebky naleze-
na bronzova stfibrem platovana zausnice, dalsi parova zausnice
byla nalezena v laboratofi pfi oSetfeni kosternich pozustatkl
(Obrazek 7). V oblasti hrudniku nalezen maly zelezny cvocek.
Jedna se o hrob Zeny vybavené kvalitnimi postiibfenymi zaus-
nicemi z 11. stoleti. Podle rozvolnéné panve a rukou pod panvi
se zda, ze byla pohibena v rakvi, piestoze stopy dieva nebyly
pfi vyzkumu zjistény.

Vysledky antropologické analyzy

Zkoumané kosterni pozistatky byly pomérné silné pos-
kozené. Z lebky se podafilo rekonstruovat mozkovnu a za-
chovala se neposkozena dolni celist s kompletnim chrupem
(Obrazek 8). Postkranialni skelet byl poskozen pobytem v zemi,
konce dlouhych kosti byly abradovany, Zzebra a obratle rozla-
many. Zachovalost kosternich pozistatkt shrnuje obrazek 9.

Kosterni pozustatky patfily jednoznacéné zeng, coz potvrdily
obé metody metrického hodnoceni podle panevni kosti. Navic
v sulcus preauricularis se nachazely poporodni zmény. Podle
kombinované metody se Zena dozila 19-28 let, protoze méla
Cerstvé prirostlou crista iliaca je mozné jeji vék posunout nad
24 let a obrus zubti ukazoval na vék 24-30 let. Proto jsme od-
hadovany vék zazili na interval 24-30 let. Vyska postavy byla
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podle délky pravého femuru 165,4 + 4,49 cm. Na kosternich
pozisstatcich nebyly patrny zadné patologické zmény.

Vysledky genetické analyzy

Z kosternich pozistatki, vyzvednutych z hrobu 160, bylo
odebrano 6 vzorki kostni tkané (fragment Zebra, fezaku, pan-
ve, kosti temenni, obratle a os metacarpale IIT). Pohlavi bylo
urcovano na zakladé detekce markeru SRY a amelogeninového
markeru. Analyzou markeru SRY bylo pohlavi stanoveno jako
zenské (Obrazek 10, Tabulka 1). Za prukazné stanoveni zenské-
ho pohlavi byl povazovan vysledek, kdy nebyl pfitomny hleda-
ny amplifikacni produkt a zaroven byly pfitomny tzv. primer-
dimery (polymerazova fetézova reakce nebyla inhibovéna).
U vzorku DNA z temenni kosti (3. izolace) byl na agar6zovém
gelu pozorovan hledany produkt. Jednalo se vsak o jediny pii-
pad, ke kterému pravdépodobné doslo cross-kontaminaci (kon-
taminaci kiizem) mezi vzorky.

Analyzou amelogeninového markeru bylo rovnéz uréeno
zenské pohlavi. Na MetaPhor® gelu byl pozorovan jeden am-
plifika¢ni produkt (Obrazek 11) v pfipadé¢ analyzy vzorku DNA
z zebra (1., 2., 3. izolace) a vzorku DNA z obratle (2. izolace).
U ostatnich DNA vzorkd se hledané useky nepodatilo ampli-
fikovat.

Diskuse

Dansti kolegové z kosternich pozistatki odebirali pouze tii
zuby a jejich preparace v ochrannych pomickach byla omeze-
na na lebku preparovaného jedince. Zkoumali celkem 14 hrobu
(Melchior et al., 2008). Nasim cilem bylo v prvni fazi zjistit,
jestli je proveditelna preparace celé kostry bez ptimého doty-
ku lidské ruky, proto byla nase situace od situace na pohiebisti
Galgedil odlisna. Pro naSe ucely (izolaci jaderné DNA) jsme
potiebovali totiz kromé zubt také kompaktu dlouhych kosti,
ktera je pro izolaci jaderné DNA nejvhodnéjsi (Faermann et al.,

Tabulka 1. Vysledky analyzy markeru SRY ze vzorkii kostni
tkane, odebranych z hrobu 160 (Divaky — Padeélky za Humny)
v roce 2008

Vzorek 1.izolace  2.izolace  3.izolace
zebro negativni  negativni  negativni
fezak negativni  negativni  negativni
panev - - negativni
temenni kost - negativni  pozitivni
obratel - negativni  negativni
os metacarpale 111 negativni  negativni  negativni

Poznamka: ,,negativni“ — negativni vysledek amplifikace viseku z SRY
genu za pritomnosti primer-dimerii; ,,pozitivni* — pozitivni vysledek
amplifikace vuseku z SRY genu, ,,—* negativni vysledek za nepritomnosti
primer-dimerii

1995; Hummel, 2003). Za timto Gcelem jsme provedli experi-
ment v sezon¢ 2008 na pohiebisti Divaky, kdy vlastni preparace
kosternich poztistatki z hrobu 160 v ochrannych pomiickach
probéhla dobre. Cela akce trvala 3 hodiny, za tuto dobu nepfisli
¢lenové preparacniho tymu, ani kosterni pozistatky do styku
s ostatnimi pracovniky, ktefi nebyli chranéni (nechranéni pra-
covnici vyzkumu méli povoleno pfiblizit se k preparovanému
hrobu na vzdalenost maximalné 5 m). Jediné, co pfi preparaci
chybélo, byla ochrana hrobu stanem z plastové folie. Tak by
byly preparované poziistatky dokonale chranény pted piipad-
nou kontaminaci pfinesenou napft. vétrem. Vzhledem k tomu,
ze jsme preparovali pouze jediny hrob, pracovali jsme bez
prestavky, celé 3 hodiny, coz pfi vysokych letnich teplotach,
v plastové kombinéze a dvou parech gumovych rukavic na ru-
kou, je siln¢ vycCerpavajici. Pokud bychom si udé¢lali prestavku,
bylo by nutné vSechny ochranné pomucky vymeénit za sterilni
nebo je znovu vysterilizovat. Kazda kost preparované kostry
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Obréazek 9. Schéma zachovalosti kosternich poziistatkii z hrobu
160, Divaky — Padeélky za humny

musi byt vyzvednuta ihned po vykopani, coz omezuje moznost
dokumentace celé kostry a také moznost dokumentace vsech
archeologickych nalezi v hrob¢. Tento zptisob prace je vysoce
efektivni, pokud se ty¢e zabranéni kontaminace vyzvedava-
nych kosternich poziistatkt, ale velmi zdlouhavy a neefektivni
z hlediska archeologického vyzkumu pohtebisté. Pokud by-
chom chtéli timto zptisobem vyzvednout vice hrobti nebo celé
pohiebisté, jednalo by se o vysoce ndkladnou a naro¢nou akei,
pti které by bylo spotfebovano velké mnozstvi jednorazovych
ochrannych pomticek, protoze jakmile se preparator vzdali
od preparovaného hrobu, je nutné vSechny ochranné pomtic-
ky 1 nastroje vymenit za sterilni. Proto by na lokalit¢ musela
byt moznost sterilizace UV zafenim prostfednictvim pfenosné
germicidni lampy a k tomu vyhrazena mistnost. Veskeré ukony
spojené s vyzkumem pohiebisté by se musely konat v ochran-
nych pomuckach (nivelace, dokumentace atd.). Pro praci na
preparaci kosternich poztistatkti by muselo byt vyclenéno né-
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Obréazek 10. Hrob 160, Diviky — Padélky za humny. Analyza
markeru SRY, 3% agarézovy gel (foto K. Boberova)

-—

— - - - - - -
-

1234567 8910112131415161718192021

Poznamka: 1: hmotnostni standard, 2: negativni kontrola, 3: pozitivni
kontrola — muz, 4-9: vzorky 1. izolace (vzorek z Zebra, Fezdku, panve,
kosti temenni, obratle a os metacarpale 1I1),10-15: vzorky 2. izolace
(vzorek z Zebra, Fezdku, pdanve, kosti temenni, obratle a os metacarpale
11), 16-21: vzorky 3. izolace (vzorek z Zebra, Fezdku, panve, kosti te-
menni, obratle a os metacarpale I11)

Obréazek 11. Hrob 160, Diviky — Padélky za humny, vysledky
analyzy amelogeninového markeru, 5% MetaPhor® gel (foto
K. Boberova)

Poznamka: 1: hmotnostni standard, 2: negativni kontrola, 3: pozitivni
kontrola — Zena, 4: pozitivni kontrola — muz, 5: vzorek z Zebra (1. izo-
lace), 6: vzorek z Zebra (2. izolace), 7: vzorek z obratle (2. izolace),
8: vzorek z zebra (3. izolace)

kolik tymt, které by se v praci na vyzvedavani hrobi stridaly,
protoze prace v horkém letnim pocasi v ochrannych pomic-
kéch po delsi dobu ohrozuje lidské zdravi. Veskeré nastroje pro
preparaci kosternich poziistatki, i krabice pro ulozeni koster-
nich vzorkt, by musely byt sterilni.

Ve druhé fazi jsme se snazili modifikovat techniku vyzve-
davani vzorki tak, aby byl naplnén pozadavek sterility vzorku,
ale cely proces vyzvedavani by probihal tak, aby nebranil ply-
nulosti archeologického vyzkumu. Tento modifikovany postup
vyzvedavani kosternich pozistatkd, ktery jsme poprvé pouzili
v 1été roku 2009 na pohfebistich Znojmo — Hradist¢ a Divaky,
se osveédcil Iépe. Sterilni preparace pouze jedné kosti se ukazala
jako vhodny zptisob odbéru vzorkt pro genetické analyzy. Pti
vyse popsaném postupu byl striktné dodrzen ,,sterilni* zptisob
vyzvednuti vzorku pro genetickou analyzu, prace vSak probi-
hala rychle, nezdrzovala archeologicky vyzkum a umoznila
pouziti dokumentac¢nich technik uzivanych k dokumentaci pfi
archeologickém vyzkumu a tedy nijak nenarusila prubéh celé-
ho vyzkumu pohtebisté. Timto zptisobem byly v letni sezéné
2009 vyzvednuty na pohiebisti Divaky vzorky z 10 hrobt a na
pohiebisti Znojmo — Hradisté vzorky ze 66 hrobt. Takto mo-
difikovana metodika odbéru vzorkd umoznila skloubit potiebu
zabranéni kontaminace kosternich poziistatkii recentni gene-
tickou informaci a zaroven nenarusit priabéh archeologického
vyzkumu. V dalsich vyzkumnych sezénach (2010, 2011) bylo
na pohfebisti Znojmo — Hradisté sterilnim zptisobem vyzved-
nuto velké mnozstvi kosternich vzorkd, ze kterych byla ziskana
analyzovatelna DNA v dostatecném mnozstvi a kvalité, umoz-
fujici vyuzit pro analyzu DNA také dalsi, robustnéjsi, metodiky
(napt. qRT PCR, analyza STR markerti apod.). Vysledky téchto
analyz budou publikovany v samostatné studii.

Oba experimenty také ukazaly, jak je dulezité predem vy-
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pracovat protokol pro ,,sterilni preparaci kosternich pozistat-
ki na pohiebisti (pracovni postup), jehoZz striktni dodrzovani
pti odbéru vzorku z kazdého nalezeného jedince zajisti steril-
ni podminky pro vyzvedavani kosternich pozustatkti a hlavné
opakovatelnost a reprodukovatelnost postupu v budoucnu, coz
je zasadni pro publikovatelnost vysledkt. Podobné protokoly
jsou bézné dodrzovany v laboratofich pracujicich s biologic-
kych materialem, kde je nebezpeci kontaminace lidskou DNA
a nebo naopak nakazy Elovéka ze zpracovavanych vzorku.
Ke stejnym zavéram dochazeji i dalsi autofi (Sampietro et al.,
2006). Ukazuje se, Ze tento protokol je nutné mirné pfizpusobo-
vat mistnim podminkam vyzkumu.

Nase zkuSenosti z preparace kosternich poztstatkt bez pii-
mého dotyku lidské ruky na pohiebisti v Divakach a ve Znojmé
— Hradisti ukazuji, ze vyzvednuti kosternich vzorku timto zpu-
sobem je proveditelné a mozné. Predevsim sezona 2009 ukaza-
la, Zze 1ze odbér vzorku skloubit s archeologickym vyzkumem,
aniz by byl tento zavaznym zptisobem omezen. Proto by méli
badatelé, kteti vyzvedavaji kosterni pozustatky z hrobovych
celkd, uvazovat o zavedeni odbéru vzorku pro genetické analy-
zy podobnym zptisobem.

Zavér

Jak ukazal prvni experiment v roce 2008, postup ,,sterilniho*
vyzvednuti celé kostry neni pouzitelny rutinng pfi vyzvedavani
kosternich pozustatkl. Zvlasté v dnesni dobé, kdy se archeolo-
gické vyzkumy orientuji pfedevsim smérem k zachrannym vyz-
kumum (kde je dulezité co nejrychlejsi provedeni vyzkumu).
Jak se ukazuje, tento postup je pouzitelny pouze pii vyzkumu
velmi vzacnych kosternich pozustatku, kdy je dostatek Casu
a prostiedkd pro archeologicky i antropologicky vyzkum. Ex-
periment z roku 2009 naopak ukazal cestu, kterou by se mél od-
bér vzorku pro genetickou analyzu ubirat. Zavéry experimen-
ta ukazuji, ze postup ,,sterilniho* vyzvednuti jedné kosti pro
genetickou analyzu je vhodnéjsi, protoze narusuje plynulost
a rychlost archeologického vyzkumu jen velmi malo. Nékdy
vSak mohou byt podminky terénniho archeologického vyzku-
mu silné omezené. V téchto pfipadech doporucujeme pouzit
k vyzvednuti vzorku pro genetickou analyzu sterilni rukavice
a nastroje o¢isténé 5% NaClO (SAVO) a 96% EtOH, a okamzi-
té odebrani jedné z dlouhych kosti a n€kolika zubi do sterilniho
papirového sacku jako vzorkti pro mozné genetické analyzy.
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Souhrn

Na pohiebistich Divaky — Padélky za humny (datace od
9. do 11. stoleti n. 1.) a Znojmo — Hradisté (obdobi velkomo-
ravské) byl u¢inén pokus o odbéry vzorku tzv. ,sterilnim zpu-
sobem™ pro ucely genetické analyzy. Timto zpusobem byl na
pohiebisti Divaky vypreparovan hrob 160. Poté byla provede-
na antropologicka a geneticka analyza kosternich pozustatku.
Antropologicka analyza urcila, Ze se jedna o Zenu, starou asi
24-30 let. Geneticka analyza potvrdila Zenské pohlavi metodou
detekce tseku SRY genu i metodou analyzy genu pro amelo-
genin. Protoze zpusob preparace uZzity na pohiebisti Divaky
byl Casove i fyzicky naro¢ny a branil v dokonalé dokumentaci
hrobu, byl ve vyzkumné sezéné 2009 pouzit jiny postup, kdy
byla pred vlastnim odkrytim kostry vyzvednuta tzv. ,,sterilnim
zpusobem® pouze jedna dlouha kost. Tento postup se ukazal
jako vhodnéjsi, nebranici plynulosti archeologického vyzkumu.
Tento postup byl v sezéonach 2009, 2010 a 2011 aplikovan na
obou pohiebistich. ZkuSenosti z terénni preparace i laboratorni-
ho zpracovani kosternich pozustatkt v Divakach a ve Znojmé
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ukazuji, Ze tento postup je pro vyzvedavani vzorkt kostni tkané
pro tcely genetické analyzy vhodny.

Klicova slova: antropologie, paleogenetika, obdobi velkomo-
ravské a mladohradistni, Divaky, Znojmo Hradisté
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