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Abstract

The aim of this study was to isolate and analyse ancient
DNA from the historical human skeletal remains of two popu-
lations who lived in 8"-9" and 11"—12" century for the purpose
of sex determination and the determination of mitochondri-
al haplogroups for detecting the possible kinship and origin.
Determination of sex was performed by PCR amplification
and subsequent analysis of a specific region of the ameloge-
nin gene. The obtained molecular-genetic data were compa-
red with the results of morphoscopic determination of sex.
Determination of mitochondrial haplogroups was performed
by amplification and sequencing of the hypervariable region
I of mitochondrial DNA. Possible kinship of individuals was
determined based on the correlation of polymorphisms in its
HVR 1 sequences. Sex determination based on molecular-
genetic data hepled succesfully determine the sex of indivi-
duals with an uncomplete skeleton or infants and aslo verified
the morphoscopic data based sex determination of other indi-
viduals. Determination of mitochondrial haplogroups revealed
the presence of several haplogroups with various haplotypes
in this two researched historical populations. Possible kinship
was detected between/among six individuals.

Keyword: ancient DNA, sex determination, mitochondrial hap-
logroups, HVR I, kinship

Uvod

Pojem archaicka DNA (aDNA) sa pouziva na pomenovanie
vsetkych typov DNA, ktoré je mozné vyizolovat’ z biologic-
kych archeologickych nalezov, mizejnych preparatov ¢i Cias-
tocne fosilizovanych materialov.

Vobec prva zmienka o aDNA pochadza z roku 1984, kedy
sa ju podarilo izolovat’ a nésledne analyzovat zo 150 rokov
starej vzorky svalového tkaniva vtedy uz vyhynutej zeb-
ry Quagga (Higuchi, Bowman, Freiberger, Ryder, & Wilson,
1984). Vyskum aDNA od tohto okamihu postupne napredo-
val a za 30 rokov svojej existencie zazil dva podstatné mil'ni-
ky. Prvym bolo zavedenie metody PCR do analyz aDNA, ¢o
umoznilo ziskat’ miliény koépii aj z vel'mi malého poctu mo-
lekul DNA (Pddbo & Wilson, 1988). Druhym mil'nikom bolo
zavedenie technik ,,novej generacie sekvenovania“ (NGS)
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do beznej praxe (Poinar et al., 2006), ktoré st v porovnani
s dovtedy pouzivanou Sangerovou metddou sekvenovania nie-
kol'ko 100-nasobne vykonnejsie a umoznili rekonstrukciu ce-
Iych gendémov déavno vyhynutych druhov (Miller et al., 2008).

Samotna izolacia a analyza aDNA je kvoli jej charakteristic-
kym vlastnostiam vel'mi naro¢ny proces. Je to kvoli tomu, Ze
molekuly aDNA sa v historickom materialy nachadzaju vo vel-
mi nizkych koncentraciach a s vysokym obsahom sekven¢nych
1ézii, ¢o je zapriCinené absenciou reparacnych mechanizmov
bunky po smrti organizmu a pdsobenim réznych environmen-
talnych faktorov. Okrem toho vo vsetkych krokoch ziskavania
¢i izolacie aDNA neustale hrozi riziko jej kontaminacie mo-
dernou DNA a preto je vel'mi délezité pri praci s nou dodrzi-
avat’ viaceré prisne pracovné a laboratoérne opatrenia (Cooper
& Poinar, 2000).

Informacie ziskané zo sekvencii aDNA si nasli svoje uplat-
nenie v mnohych vednych odboroch a disciplinach. V stcas-
nosti je vyskum aDNA zamerany prevazne na rieSenie otazok
suvisiacich s davnou a aj pomerne recentnejSou historiou mo-
dernych l'udi. Predovsetkym v §tadiu vztahu modernych l'udi
vo¢i ostatnym hominidom (Sanchez-Quinto & Lalueza-Fox,
2015), paleopatologii (Anastasiou & Mitchell, 2013), genealo-
gii (Keyser-Tracqui et al., 2003) ¢i forenznom vyskume obeti
vojen a revolucii (Coble et al., 2009).

Ciel

Ciel'om tejto prace bolo izolovat’ a analyzovat’ aDNA z l'ud-
skych kostrovych pozostatkov z dvoch historickych populacii.
Analyzy boli zamerané na molekularno-genetické urcenie po-
hlavia, uréenie mitochondrialnych haploskupin a na ich zakla-
de stanovit’ pévod a mozné pribuzenské vztahy skimanych
jedincov.

Metodika

Analyzované kostrové pozostatky pochadzali z dvoch ar-
cheologickych nélezisk na izemi Slovenska. Prvé sa nachadza
v obci Cifer-Pac (okr. Trnava) a jedna sa o slovansko-avarské
pohrebisko z 8.-9. storocia obsahujice 119 kostrovych pohre-
bov (Cilinska, 1975; Chropovsky & Fusek, 1984). Druhé sa na-
chadza na hrade Devin (Bratislava) a jedna sa o ranostredoveky
cintorin z 11.-12. storo¢ia obsahujtce 216 kostrovych pohre-
bov (Placha & Hlavicova, 1987). Obe archeologické naleziska
obsahovali dostato¢né mnozstvo relativne dobre zachovanych
kostrovych pozostatkov, vhodnych na komplexnejsiu genetickt
analyzu.

Izolacie aDNA boli vykonané z kostrovych pozostatkov
112 jedincov, pricom vicsia Cast’ jedincov (66) pochadzala
z naleziska v obci Cifer-Pac.

Ako vzorky na izolaciu aDNA boli odobraté zuby (d. canini,
d. incisivi) a dlhé kosti (tibia, ulna, radius), ktoré boli pred sa-
motnou izolaciou zbavené povrchovych necistot a mechanicky
spracované. V pripade zubov, boli odobraté vzorky na niekol’-
ko sekund ponorené do roztoku chlérnanu sodného (NaClO),
nasledne oplachnuté ultra¢istou vodou (upH,0) a vysusené.
Zo suchych vzoriek boli rezacim kotu¢om (Dremel) odstra-
nené korunky a korene boli vysvietené pod UV svetlom (260
nm) po dobu 5 minut. V pripade dlhych kosti, bola v miestach
s ich najmensim priemerom odstranena lmm povrchova vrstva
(Dremel) a nasledne tu boli kosti narezané na 0,5 cm Siroké
HkotuCiky” (Dremel). Kostné ,kotuciky* boli este vysvietené
pod UV svetlom (260 nm) po dobu 5 minat. Vzorky zubov
a kosti zbavené necistot boli mechanicky rozdrvené na jemny
prach.

Izola¢na metdda pouzitd v tejto praci bola kombinaciou
izolaénych krokov pouzitych v dvoch réznych stadiach zame-
ranych na izolaciu aDNA, pricom hlavnym kritériom pre ich

26



Ceska antropologie 66/2, Olomouc, 2016

vyber bola finan¢na a ¢asova nenaroc¢nost. Kroky dekalcifika-
cie a Stiepenia proteinov boli podl'a Deguilloux et al. (2010)
a kroky fenolovej extrakcie a naslednej precipitacie boli podl'a
Kemp et al. (2007). Objemy jednotlivych chemickych latok
a zlozenie roztokov pouzitych v tejto kombinovanej izola¢nej
metdde boli optimalizované aby vyhovovali potrebam autorov.

Pri uréovani pohlavia bola vyuzitda PCR amplifikacia a na-
sledovna fragmentova analyza Specifickej oblasti génu pre ame-
logenin, ktorej predchadzal navrh vlastnych fluorescencne
znacenych primerov (amelX — 80 bp, amelY — 83 bp). Do cel-
kového objemu PCR reakénej zmesi 30 pl bolo pridanych 1 pl
izolovanej aDNA; 3 ul 10x reak¢ného pufru S, (0,1 M Tris-
HCI /pH 8,8/; 15 mM MgCl; 500 mM KCl; 1,7 g - I'' BSA;
1% Triton X-100); 0,3 pl 2 pmol/I"! primerov; 0,19 pul 10 mM
dNTP; 6 ul 25 mM MgCl,; 0,9 ul 10 mg/ml BSA; 1 ul 5 U Taq
DNA polymerazy a doplnenych upH,O. Samotnd PCR ampli-
fikacia bola vykonana v termocykleri Labcycler (SensoQuest
GmbH) s klasickym teplotnym programom s predosle optima-
lizovanymi anelacnymi teplotami primerov.

Z PCR produktu amplifikacie $pecifickej oblasti ameloge-
ninového génu bol pridany 1 pl k 9 pl HiDi formamidu s mo-
lekulovym Standardom GS LIZ 500 a cela zmes bola nasledne
denaturovana na 95 °C po dobu 5 minat. Denaturované pro-
dukty boli analyzované v 4-kapilarovom genetickom analyza-
tore ABI PRISM Avant (AppliedBiosystems). Pri vyhodnoco-
vani fragmentovej analyzy bol pouzity softvér GeneMapper®
ID 4.1 (AppliedBiosystems), pricom pohlavie bolo ur¢ované
na zéklade pritomnosti signalu pre X chromozém (Zena) alebo
signalov pre X a Y chromozém (muz). Vysledky genetického
urcenia pohlavia boli porovnavané s vysledkami morfoskopic-
kého urcenia pohlavia, ktoré bolo stanovené na zaklade hodnoét
DS indexu (degree of sexualisation) vypocitaného podl'a meto-
dy Acsadiho a Nemeskériho (1970). PriCom bolo hodnotenych
55 znakov determinujucich pohlavie (16 na lebke, 7 na sanke,
2 na krizovej kosti, 2 na ramennej kosti, 1 na lakt'ovej kosti,
25 na panve a 3 na stehnovej kosti).

Pri urovani mitochondridlnych haploskupin bola vyuzi-
ta amplifikacia a sekvenovanie HVR I mtDNA, ktorej pred-
chadzal navrh 5 parov vzajomne sa prekryvajucich primerov
a stcasne pokryvajucich celt HVR I. Do celkového objemu
PCR reakénej zmesi 40 pl bolo pridanych 1 pl izolovanej
aDNA; 4 pl 10x reakéného pufru S, ; (0,1 M Tris-HCl /pH 8.8/;
15 mM MgCl; 500 mM KCI; 1,7 g-I'" BSA; 1% Triton
X-100); 1 pl 2 pmol/l primerov; 0,25 pl 10 mM dNTP; 8 pl
25 mM MgCl,; 0,9 ul 5 U Taq DNA polymerazy a doplnenych
upH,0. Samotnd PCR amplifikdcia bola vykonana v termocy-
kleri Labcycler (SensoQuest GmbH) s klasickym teplotnym
programom s predosle optimalizovanymi anela¢nymi teplotami
vSetkych 5 parov primerov.

Z PCR produktov amplifikacie HVR I mtDNA bolo nana-
Sanych 9 ul na 2% agardzovy gél a po naslednej elektroforéze
boli d’al$ej analyze podrobené len vzorky, u ktorych sa podarilo
amplifikovat’ vSetkych 5 amplikonov HVR L.

Pred sekvenovanim boli PCR produkty amplifikacie HVR I
urifikované podla doporuceného protokolu purifikacného
kitu ExoSAP-IT® For PCR Product Clean-Up (Affymetix).
Samotny proces sekvenovania bol vykonany podl’a doporuce-
ného protokolu sekvena¢ného kitu BigDye® Terminator v1.1
Cycle Sequence Kit (Invitrogen), pricom pre lepsSie pokrytie
HVR I boli jednotlivé amplikony sekvenované ,,forward™ aj
Lreverse® primerom. K 5 pl sekvena¢ného produktu bolo pri-
danych 20 pl precipita¢ného roztoku (3 M NaOAc /pH 4,6/;
95% etanol; upH,0). Celd zmes bola vortexovana, inkubova-
na pri —4 °C po dobu 10 minut a centrifugovana pri 3700 rpm
(Eppendorf 5804R) pri 4 °C po dobu 35 mintt. Supernatant
bol odstraneny a k peletu bolo pridanych 100 ul 70% etanolu.
Cela zmes bola opit’ centrifugovana pri 3700 rpm (Eppendorf
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5804R) pri 4 °C po dobu 10 mintt. Supernatant bol odstraneny
a pelet bol dokladne vysuseny pri 37 °C. K vysuSenému pe-
letu bolo pridanych 10 ul HiDi formamidu a cela zmes bola
denaturovana pri 95 °C po dobu 5 minut. Denaturované sek-
venacéné produkty boli analyzované v 16-kapilarovom gene-
tickom analyzatore ABI PRISM 3130 XL Genetic Analyzer
(AppliedBiosystems). Sekvena¢né data boli analyzované za po-
moci softvéru ChromasPro 1.5 (Technelysium), pricom mito-
chondridlne haploskupiny boli ur¢ované na zaklade zlozenia
SNP polymorfizmov v HVR I mtDNA a mozné pribuzenské
vztahy na zaklade zhody tychto polymorfizmov medzi skima-
nymi jednotlivcami.

Na eliminaciu rizika kontaminacie modernou DNA boli do-
drzané stanovené podmienky pre pracu s aDNA (napr. oddelené
pracovné priestory, sterilné pracovné nastroje a chemikalie, vy-
uzivanie viacerych kontrol pri izolacii a amplifikacii, opakova-
né izoléacie ¢i qPCR kontamina¢né a inhibi¢né testy).

Vysledky

Molekularno-genetickym spdsobom bolo mozné pohlavie
uréit’ u 62 jedincov. Dosiahnuté vysledky boli nésledne po-
rovnavané s dostupnymi vysledkami morfoskopického urcenia
pohlavia (Baldovi¢, 2003; Beniu§ & Masnicova, 2012). U 10 je-
dincov sa vysledky urcenia pohlavia navzajom nezhodovali
a u 3 jedincov bolo mozné urcit’ pohlavie len molekularno-
genetickym sposobom (Tabulka 1).

Mitochondrialne haploskupiny boli uréené u 52 jedincov.
V subore jedincov pochadzajicich z naleziska Cifer-Pac boli
zistené tieto haploskupiny: H, Hla, HS5, H6a, HV, HV2, J, K,
T2, US, U8a a W6. V stibore jedincov pochadzajicich z nale-
ziska Devin boli zistené tieto haploskupiny: H, H1, Hla, J2b,
K, Tla, U5Sa, VaW.

U troch dvojic jedincov pochadzajucich z naleziska Cifer-
Pac bolo zistené totozné zlozenie SNP polymorfizmov v HVR
I mtDNA. Oznacenie jedincov, ich pohlavie a zistené polymor-
fizmy su uvedené v tabulke 2.

Tabul’ka 1. Jedinci s odlisnymi vysledkami morfoskopického
a molekuldarno-genetického urcenia pohlavia

Vzorka Hrob M;’ohlaw;[ G DS index
1 8/75 muz zena 1,037
2 8/77 zena muz -1,000
3 10/77 muz zena 0,638
4 28/75 Zena muz -0,161
5 53/79 muz zena 0,698
6 102/83 zena muz -0,610
7 105/83 zena muz -0,560
8 123/84 muz zena 0,500
9 145/85 zena muz -0,220

10 57/83 zena muz -0,500%*
11 104/83a - zena infans 1
12 150/85 - zena infans 1
13 160/85 - zena senilis

Poznamka: MS — morfoskopicky stanovené, MG — molekulrano-gene-
ticky stanovené, * — na zdklade znakov lebky

Tabul’ka 2. Jedinci s totoznym zlozenim SNP polymorfizmov
v HVR I mtDNA

Hrob Pohlavie Polymorfizmy

7175 muz 16270C >T
117/83 muz 16270C >T
40/79 muz 16069C >T; 16126T > C
51/79 zena 16069C > T; 16126T > C
57/79 muz 16234C>T

58/79 Zena 16234C>T
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Diskusia

V pripade 49 jedincov doslo k zhode medzi vysledkami
molekularno-genetického a morfoskopického urcenia pohla-
via. Pri 10 jedincoch sa Gidaje molekularno-genetického uréenia
pohlavia nezhodovali s morfoskopickymi udajmi. U jedincov
z hrobov 10/77; 28/75; 53/79; 102/83; 105/83; 123/84 a 145/85
sa hodnoty DS indexu pohybovali v rozmedzi —0,610 az 0,698.
Ich odlisné molekularno-genetické idaje by bolo mozné vy-
svetlit absenciou dostatocného poctu sexudlne dimorfnych
znakov, ktora mohla byt zapricinena znizenou kvalitnou hod-
noteného kostrového materialu ¢i tafonomickymi procesmi,
a preto sa nanich posobenie prirodnych faktorov prejavilo
v ovel'a vic¢sej miere. U jedincov z hrobov 8/75 a 8/77 sa aj na-
priek vyssim hodnotam DS indexu (1,037 resp. —1,000), prikla-
name k rovnakému zdévodneniu ako u predoslych 7 jedincov.
Morfoskopické pohlavie jedinca z hrobu 57/83 bolo urcené len
na zaklade znakov lebky (kostra koncatin a trupu nebola k dis-
pozicii) a preto mohlo byt stanovené nespravne. U jedincov
z hrobov 104/83a (infans 1); 150/85 (infans 1) a 160/85 (senilis)
nebolo kvoli ich zachovalosti mozné morfoskopicky urcit’ po-
hlavie, to bolo stanovené len na zaklade molekularno-genetic-
kej analyzy.

Mitochondrialne haploskupiny stanovené v populaciach zij-
ucich v 8.-9. storo¢i a 11.—12. storo¢i, zapadaju vsetky do vari-
ability sucasnych bezne rozsirenych hlavnych eurépskych mi-
tochondrialnych haploskupin: H, J, K, N1, T, V, X, W, U4 a U5
(U) (Loogyviili et al., 2012). Stanovené mitochondrialne haplo-
typy sa odliSovali medzi sebou (s vynimkou haplotypu CRS)
a takisto aj od 0sob zapojenych do procesu izolacie a analyzy
aDNA, ¢o je mozné povazovat’ za d’al$i dokaz o autenticite do-
siahnutych vysledkov. Najviac sa vyskytovala haploskupina H
a jej subhaploskupiny (celkom u 31 z 52 analyzovanych jedin-
cov), ¢o koreluje s jej udavanou frekvenciou vyskytu 40-60 %
v Eurdpe (Richards et al., 2000). Z najstarSej haploskupiny
Eurépy U obsahujucej sedem subhaploskupin U1-U6, U8 a K,
boli uréené haploskupiny U5 (3 jedinci), USa (1 jedinec), U8a
(1 jedinec) a haploskupina K (3 jedinci). Tieto vysledky je tiez
mozné porovnat’ s udavanou eurdpskou frekvenciou vysky-
tu haploskupiny U a jej podtried 7% (Finnild, Hassinen, Ala-
Kokko, & Majamaa, 2000) a frekvenciou 6% haploskupiny
K (Richards et al., 2000). Vyskyt haploskupiny J (6 jedincov)
a jej subhaploskupiny J2b (1 jedinec) je taktiez mozno porov-
nat’ s eurdpskou frekvenciou vyskytu 10% (Dato et al., 2004).
Zvysné haploskupiny boli s vynimkou haploskupiny T2 (2 je-
dinci), zastipené vzdy len jeden krat. AvSak pre detailnejsie po-
rovnanie haploskupinového zlozenia tychto dvoch historickych
populécii navzajom alebo so stiCasnymi populaciami, by bolo
potrebné zanalyzovat’ omnoho vacsi pocet jedincov skimanej
skupiny. A okrem toho na to, aby sa v tychto dvoch populaciach
vyskytovali Gplne odlisné haploskupiny (v porovnani s dnes-
nymi) je 800 respektive 1300 rokov prilis kratky casovy tsek.

V subore jedincov s uréenymi mitochondridlnymi skupi-
nami sa vyskytli tri dvojice, u ktorych sa zhodovalo zlozenie
SNP polymorfizmov v HVR I mtDNA. KedZe sa mtDNA dedi
matrilinedrne (z matky na jej potomkov), nepodlicha pri tom
rekombinacii (bez sekvenénych zmien) a dvojice pochadza-
li z archeologickych néleziska Cifer-Pac (pohrebisko a nie
cintorin), bolo u nich mozné predpokladat’ uréity stupen pri-
buznosti. Jedinci z hrobov 7/75 a 117/83 boli obaja muzské-
ho pohlavia s predpokladom, ze sa pravdepodobne jednalo
o dvoch bratov alebo bratrancov (pri¢om ich matky boli sestry).
Jedincov z hrobov 40/79 a 51/79; 57/79 a 58/79 boli vzdy muz
a zena, a preto je mozné predpokladat’, ze sa pravdepodobne
moze jednat’ o pribuzensky vzt'ah: brat — sestra, matka — syn,
alebo bratranec — sesternica (pricom ich matky boli sestry).
Avsak uplné overenie alebo vyvratenie tychto predpokladov, by
do budiicnosti bola u spominanych jedincov potrebna aj analy-
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za polymorfizmov nachadzajucich sa na Y chromozéme (dede-
ny patrilinearne). A takisto by sa mohla vyuzit’ aj pri overovani
pribuznosti u jedincov s haplotypom CRS (spadajicim pod ha-
ploskupinu H), ktori maju identické sekvencie HVR 1, ale tie
neobsahuji polymorfizmy (v tejto Studii neboli takyto jedinci
brani do tvahy).

Tato stadia je vobec prvou komplexnejSou pracou zamera-
nou na analyzy aDNA zo Slovenska. Doposial’ publikované pra-
ce vyuzivali aDNA len na overenie pohlavia (Bauerova et al.,
2005; Luptakova et al., 2005). Do budiicna autori planuji za-
merat’ sa na analyzu vybranych polymorfizmov v géne MCM6
zodpovednych za laktézovu intoleranciu/perzistenciu, zaviest
pri urcovani pribuznosti pouzivanie STR polymorfizmov a ta-
kisto by boli radi, ak by sa analyza aDNA stala beznou sucastou
kazdého archeologického vyskumu na tizemi Slovenska.

Zaver

Z Tudskych kostrovych pozostatkov pochadzajucich z ar-
cheologického naleziska Cifer-Pac (8.-9. storocie) a Devin
hrad (11.-12. storocie) sa podarilo izolovat aDNA a ti na-
sledne podrobit’ viacerym analyzam. Molekudrno-genetickym
sposobom bolo mozné Gispesne stanovit’ pohlavie z pozostatkov
s nedostato¢nym poctom sexudlne dimorfnych znakov potreb-
nych na spol’ahlivé ur¢enie pohlavia (t.j. pozostatkov deti a sta-
rych T'udi, nekompletnych ¢i poskodenych pozostatkov). Boli
uréené mitochondridlne haploskupiny u jedincov pochadzaj-
ucich z dvoch odlisnych historickych populécii, priCom vset-
ky spadali do variability stiCasnych bezne rozsirenych eur6p-
skych haploskupin. Na zaklade zhody polymorfného zlozenia
v HVR I mtDNA boli objavené tri dvojice, u ktorych je mozné
predpokladat’ isty stupen pribuznosti, avsak na uplné overenie
predpokladu bude nutné vykonat aj analyzu polymorfizmov Y
chromozému.

Sthrn

Ciel'om tejto studie bolo izolovat’ a analyzovat’ archaicka
DNA (aDNA) z l'udskych kostrovych pozostatkov z dvoch his-
torickych populacii zijicich v 8.-9. a 11.-12. storoéi za tce-
lom stanovenia pohlavia a ur¢enia mitochondrialnych haplos-
kupin s moznostou detekcie moznych pribuzenskych vztahov
a povodu.

Pohlavie bolo stanovované amplifikaciou $pecifického re-
gionu génu pre amelogenin a naslednou fragmentovou analy-
zou PCR produktov. Ziskané molekularno-genetické data boli
porovnavané s morfoskopickymi vysledkami stanovenia po-
hlavia. Mitochondrialne haploskupiny boli ur¢ované prostred-
nictvom PCR amplifikacie a sekvenovania HVR I mitochondri-
alnej DNA. Pricom mozné pribuzenské vzt'ahy boli detegované
na zéklade zhody polymorfizmov v tejto oblasti.

Uspesne sa podarilo stanovit’ pohlavie u jedincov s posko-
denymi ¢i nekompletnymi pozostatkami ¢i pozostatkov deti.
Podarilo sa uréit’ viaceré mitochondrialne haploskupiny s r6z-
nymi haplotypmi. U troch parov jedincov boli detegované moz-
né pribuzenské vztahy.

Klucové slova: archaicka DNA, stanovenie pohlavia, mito-
chondrialne haploskupiny, HVR I, pribuzenstvo
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