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Abstract

The identification of the individual phenotypic characteris-
tics, most often the color of hair, eyes, and skin, applies both in
forensic practice and in the research of ancient DNA. There are
several types of approaches and protocols that can be applied
according to the objectives and nature of the DNA to be investi-
gated on the research sample.

The main aim was the introduction of a method for the de-
tection of rs12913832 polymorphism of the HERC2 gene, which
is considered to be the strongest marker of the prediction of the
eye color. Real-time PCR using a target-specific TagMan® probe
was used as it is the most suitable method for detecting poly-
morphism. This predesigned probe is characterized by a very
short length of the sequence, making it ideal for research in an-
cient DNA. DNA sequences are often very short because of de-
gradation and fragmentation. Allelic discrimination was chosen
to detect the genotype.

For the analysis, the skeleton material from the burial site
Znojmo-Hradisté (Great Moravia Age) was used. From the
whole set of 20 samples, 19 of them were successfully analyzed
and genotyped. None of the detected genotypes was identified
as the homozygous TT, which is characteristic for very dark
shades of eyes. In contrast, the heterozygous assembly was de-
tected in most samples. A genotype of TC, which is common
in individuals with brown or hazel eyes, was determined in 15
samples. The light shade and the corresponding CC genotype
were then determined in 4 individuals.
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Uvod

Urceni viditelnych fenotypovych charakteristik z DNA
(EVCs; z angl. externally visible characteristics) je sou¢ésti snah
o rekonstrukci podoby osoby neznamého vzhledu. V oblasti vy-
zkumu starobylé DNA (aDNA) se fenotypovani uplatiiuje nej-
¢astéji jako doplnék antropologické rekonstrukce podoby podle
lebky, jehoz podoba predtim nebyla zndmad, nebo naopak jako

kontrola spravnosti historickych zdrojti a pramenti. Pfikladem
je analyza DNA Mikolase Kopernika, ktera zahrnovala mimo
jiné i ur¢eni barvy o¢i. Mikolas$ Kopernik byl na v§ech obrazech
zobrazovan jako tmavooky, analyza polymorfismu rs12913832
genu HERC2 nicméné toto vyvrétila a potvrdila naopak svétlé
o¢i (Bogdanowitz et al., 2010).

Fenotyp je definovan jako pozorovatelny projev genotypu
¢lovéka, pricemz v ramci fenotypovani se urcuji predevsim
EVCs riiznych barev a odstinti. Vysledny barevny fenotyp je
determinovan jednonukleotidovymi polymorfismy (SNP) v ge-
nech ovlivijicich vysledny odstin a toho se vyuziva k urce-
ni vysledného fenotypu. Mezi typické a nejcastéji analyzované
EVCs patfi barvy oci, vlasii a kiize.

Dédi¢nost barvy o¢i byva popisovana jako mendelistickd dé-
di¢nost s dominanci hnédé barvy nad zelenou a modrou a do-
minanci zelené nad modrou barvou (Hurst, 1908). Mendelis-
ticky jsou vSak dédény pouze jednotlivé znaky (Redei, 2008).
Zbarveni duhovky, svalu obklopujiciho panenku a korigujiciho
mnozstvi svétla vstupujictho panenkou do oka, je ovlivhéno
neuplnou dominanci a epistazi vice genti. Barva o¢i diky tomu
mtiZe nabyvat $§iroké $kély barev a odstinti hnédé, ofiskové, zele-
né, modré a Sedé. Za barvu oci jsou nejvyznamnéji zodpovédné
geny HERC2 a OCA2 a interakce mezi nimi. A¢koliv je barva o¢i
komplexnim znakem, gen HERC2 a konkrétné polymorfismus
rs12913832 do velké miry udava, zda bude mit dotyény svétlé
¢i tmavé oc¢i, a usnadnuje tak predikei, ackoliv protein sam do
pigmentace nijak nezasahuje (Eiberg et al., 2008). Naopak do-
chazi k epistazi genti s genem OCA2, jehoZ promotor lezi uvnitf
genu HERC2. Pfi jednonukleotidové zaméné v intronu 86 do-
chazi ke zméné vazebného mista pro transkripéni faktory genu
OCA2 a tim k regulaci jeho exprese. Za pfitomnosti tyminu se
navéazou transkrip¢ni faktory a spole¢né s promotorem OCA2
vytvori chromatinovou smycku, ¢imz zvysi expresi OCA2 a tim
i mnozstvi melaninu (Visser et al., 2012). Dojde-li k zdméné
tyminu za cytosin, faktory se nenavdzou, nevytvoii se smy¢-
ka a exprese OCA2 je utlumena. Na fenotypu se to projevi jako
zména barvy z tmavé na svétlou. U homozygota pro T dochdzi
k vyjadreni velmi tmavé barvy, u homozygotni sestavy pro C je
tomu naopak a o¢i maji svétlé zbarveni. U heterozygotu se pro-
jevi odstiny jako svétlejsi hnéda, oriskova ¢i zelena.

Cil
Cilem préce bylo zavedeni detekce polymorfismu rs12913832
v genu HERC2 pro starobylou DNA.

Material

Znojmo-Hradi$té, znamé taky jako Hradisté sv. Hypolita, je
velkomoravska lokalita nedaleko mésta Znojma. Hradi$té bylo
osidleno od paleolitu, ptichod Slovant je datovan do 8. sto-
leti. Nejvétsiho rozmachu doséhlo Hradisté béhem 9. a prvni
poloviny 10. stoleti. Opevnéné slovanské hradisko dosahujici
béhem velkomoravské doby rozlohy 20 hektart predstavovalo
vyznamné centrum jihozdpadni Moravy. Pohfebisté, které na-
lezelo k hradisku, lezelo jihozdpadné od osady, a to vné opev-
néni. Objeveno bylo v roce 2007 pii zachranném vyzkumu na
stavebnim pozemku (Klima, 2009). Od objeveni do roku 2015,
kdy archeologicky vyzkum probihal, bylo odkryto vice nez 500
objekttl, z nichZ vétsinu predstavovaly hrobové jamy.

U nékolika jedinct z nalezi$té Znojmo-Hradi$té byla prove-
dena rekonstrukce podoby. Antropologicka rekonstrukce podo-
by ¢lovéka je metoda vyuzivajici antropometrické body a mista
na lebce k rekonstrukci mozného vzhledu za Zivota jedince. Jako
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védecka disciplina vznikla v 70. letech 20. stoleti, vyznamnou
osobnosti v oboru byl Michail Gerasimov (1908-1970) (Novot-
ny et al., 2003). Pro rekonstrukci podoby byla zvolena metoda
anatomicka, jinak nazyvand jako ruska, celkem bylo zrekon-
struovdno 6 lebek (Vanickovd, 2011).

Do analyzy byly zafazeny 4 zrekonstruované lebky, které
byly v dobé analyzy k dispozici. Tyto lebky pochazi z hrobu
¢. 467, 534, 541 a 583. Soubor byl doplnén jedinci se zachova-
lymi lebkami, u nichz je v budoucnu mozna rekonstrukce podo-
by, a materidlem analyzovanym kolegy z Laboratote biologické
a molekuldrni antropologie (LGMD) v ramci jinych projekta.
Celkem byla analyzovana DNA 11 muzii a 9 Zen z pohiebisté
Znojmo-Hradisté, pohlavi bylo urceno antropologickymi a ge-
netickymi metodami.

Metodika

Jako materidl pro izolaci DNA byly pouzity zuby, které byly
rozemlety na kulovém mlynu. DNA byla izolovana zavedenym
protokolem, ktery vychazi z publikaci Yanga et al. (1998) a An-
derunga et al. (2008). Kvantifikace aDNA byla provedena podle
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manudlu ke kitu Investigator Quantiplex HYres Kit (Qiagen).
K detekci SNP rs12913832 genu HERC2 byla pouzita fluores-
cen¢né znacend sonda TagMan® (Thermofisher) a pfistroj 7500
Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems). Po celou
dobu prace byla zachovavana prisna antikontaminaéni opatte-
ni LGMD (Brzobohatd, 2018).

Jako pozitivni kontrola pro real-time PCR reakce byla po-
uzita recentni DNA znamého puvodu. Tato DNA pochazela
od dobrovolniki, od nichz byl odebran bukalni stér. Ve bylo
zastfeSeno informovanym souhlasem, jehoz kopii kazdy z dob-
rovolnikd obdrzel.

Vysledky

Vysledky jsou souhrnné uvedeny v tabulce 1. MoZné geno-
typy pro analyzovany polymorfismus jsou tfi. Homozygotni
sestava TT, kterd je typicka u lidi s tmavyma oc¢ima, se v sou-
boru nevyskytuje. Genotyp TC se vyskytuje u jedincu se ze-
lenyma, ofiskovyma a svétle hnédyma oc¢ima, naopak geno-
typ CC vykazuje korelaci s modrou barvou a dal§imi svétly-
mi odstiny.

Tabulka 1. Souhrn vysledkii. Celkem byla analyzovina aDNA 20 jedincii ze Znojma-Hradisté. Pohlavi i genotyp polymorfismu rs12913832

genu HERC2 bylo stanoven u 19 vzorkii.

Cislo hrobu Pohlavi stanoveno geneticky Detekce rs12913832
436 muz TC
437 muz CC
448 muz TC
467 nelze urcit nelze urcit
483 Zena TC
484 muz TC
502 Zena TC
503 Zena TC
509 Zena TC
514 muz TC
515 muz TC
522 muz TC
534 muz CC
539 Zena TC
541 muz CC
583 muz CC
598 muz TC

618H Zena TC
618S Zena TC
644 Zena TC

Diskuze

Z detekovanych genotypt nebyl jediny ur¢en homozygot TT,
dominantni sestava pro determinaci velmi tmavych odstinii o¢i.
Naopak heterozygotni sestava byla detekovana u vétsiny vzorka.
Celkem u 15 vzorki byl stanoven genotyp TC, ktery je bézny
ujedinct s hnédyma ¢i ofiskovyma ocima. Svétly odstin a jemu
ptislusny genotyp CC byl pak determinovéan u 4 jedinci.

U muzu se genotyp TC pro ofiskovou barvu vyskytl u 7 je-
dinct. U 4 z nich to byl genotyp CC, tito jedinci tedy mohli byt
svétlooci. V souboru Zen byla ispé$né analyzovdna DNA 8 Zen,
pro vSechny byl urcen genotyp TC, tedy oriskové ¢i zelené o¢i.
Jeden vzorek DNA, ¢islo 467, nebylo mozné geneticky ur¢it,
pravdépodobné kvili pritomnosti inhibitort v izolatu DNA.

O obyvatelich Velkomoravské fise se ve svych zapisech z let
965-966 zminuje arabsky cestovatel a obchodnik Abraham ben
Jacob, ktery tyto populace popisuje jako “tmavsi celkové vzezie-
ni véetné vlast, zatimco vyskyt svétlovlasych a svétlookych je

neni dostate¢né velky pro popula¢ni zhodnoceni, trend preva-
zujici hnédookosti je vSak zfetelny. Zaroven je ale patrné rozsi-
feni alely C v polymorfismu rs12913832. Tato mutace vznikla
nékdy pied 6-10 000 lety kolem Cerného mote (Cavalli-Sforza
et al., 1994) a pro jeji rozsifeni bylo zapotiebi nékolik faktoru.
Teorie nejéastéji mluvi o roz$ifeni na zakladé pohlavniho vy-
béru, nebot modra barva byla vzacnd a tim atraktivnéjsi, a dale
o pozitivni selekci svétlého fenotypu smérem na sever Evropy
kvitli nedostatku slune¢niho svétla (Myant et al., 1997). V dnes-
ni ¢eské populaci je svétla barva zastoupena ze 40 % (Svabova,
2012). Pozorovany trend zastoupeni heterozygotii v populaci
zapada do teorie postupného rozsifovani této recesivni alely.

Zavér

Genotypizace a fenotypizace DNA jedincti nezndmého
vzhledu jsou ¢im dal oblibenéj$im tématem k realizaci ve vy-
zkumu starobylé DNA. U slovanskych populaci je viak tato ob-
last v odbornych kruzich a literatute stale opomijena. Ziskané
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vysledky publikované v této praci jsou proto ojedinélé, prispivaji
k védéni, jaké uz o Slovanech existuje, a mohou ukdzat smér do
budoucna. Vy$e zminénd analyza poukazuje na moznost pouziti
této metody pro aDNA a mozné rozsifeni projektu o dalsi cilova
polymorfni mista determinujici barvu o¢i ¢i dal$ich charakte-
ristik, optimalizaci a zavedeni rozsahlejsiho protokolu pro fe-
notypovani v laboratotich LMBA.

Podékovani
Clanek vznikl s podporou specifického vyzkumu UEB PRE MU.

Souhrn

Ur¢eni fenotypovych charakteristik jedince jako je barva vla-
st, o¢f a kiize nachazi ve forenzni genetice i vyzkumu aDNA.
Hlavnim cilem bylo zavedeni metody pro detekci polymorfismu
rs12913832 genu HERC2, ktery je povazovan za nejsilnéjsi mar-
ker predikce odstinu barvy o¢i. Metodicky byla zvolena analy-
za pomoci real-time PCR s pouzitim cilové specifické TagMan®
sondy a k detekci genotypu byla zvolena alelova diskriminace.

Byla analyzovana aDNA v souboru 20 koster z pohftebis-
té Znojmo-Hradisté, u 4 jedinct byla provedena antropolo-
gickd rekonstrukce podoby. Genotyp byl tspésné detekovan
u 19 vzorki. Z detekovanych genotypt nebyl jediny urcen jako
homozygot TT, dominantni sestava pro determinaci velmi tma-
vych odstint o¢i. Naopak heterozygotni sestava byla detekova-
na u vétsiny vzorka. Celkem u 15 vzorka byl stanoven genotyp
TG, ktery je bézny u jedinct s hnédyma ¢i ofiskovyma odima.
Svétly odstin a jemu prislusny genotyp CC byl pak determino-
van u 4 jedinci. U téch, pro které existuje rekonstrukce podoby,
byl determinovan genotyp CC ve tfech pripadech, aDNA Zeny
z hrobu 467 nebylo mozné zanalyzovat.

Kli¢ova slova: starobyld DNA, fenotypovdni, real-time PCR,
HERC2, rs12913832
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