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Posledni biotechnologickou oblasti, kterou se budeme zabyvat, je forenzn:
véda. Tisk nas prakticky kazdy tyden informuje o néjakém sledovaném kr-
minalnim pripadu, ktery se diky analyze DNA podafilo objasnit. Molekularn:
biologie v soudnictvi se tyka predevsim analyz DNA vyuzivanych pfi iden-
tifikaci osob z vlasi, skvrn od krve a dalsich stop nalezenych na misté ¢inu.
V médiich se témto technikam tika geneticky fingerprinting neboli geneticke
otisky, i kdyZ pfesnéjsi oznaceni by bylo zjistovani profilu DNA (DNA pre-
filing). V této kapitole se nejdfive zaméfime na metody snimani genetickych
otiski a zjistovani profilu DNA a na to, jak funguji pfi identifikaci osob
a zjistovani pribuznosti. To nas privede k aplikaci genetickych technik take
v jinych oblastech forenzni védy, pfedevsim v archeologil.

Analyza DNA pri identifikaci osob
podezrelych ze spachani trestného €inu

Je velmi nepravdépodobné, Ze by osoba, ktera spachala trestny €in, nezane-
chala na misté ¢inu Zadnou stopu své DNA. Vlasy, skvrny od krve, a dokonce
i oby&ejné otisky prstli obsahuji dostateéné mnozstvi DNA analyzovatelne
polymerazovou fetézovou reakei (PCR). Analyza nemusi probéhnout bezpro-
stfedné poté; na zakladeé analyzy DNA odebrané z archivovaného materialu
byla béhem poslednich nékolika let uzavrena fada starych pripadii a pachatel
postaven pred soud. Jak tedy tyto uc¢inné metody funguji?

Metody genetického fingerprintingu a zjistovani profiln DNA vychézeji
Z toho, Ze s vyjimkou jednovajeénych dvojcat nejsou kopie genomu dvou
riznych jedinci identické. Lidsky genom je samoziejmé u vSech viceméné
stejny - stejné geny jsou usporadany stejné a obsahuji stejné useky mezi-
genové DNA., Avsak stejné tak jako genomy jinych organizmil takeé lidsky




Analyza DNA pfi identifikaci podezielych osob

genom obsahuje ¢etné polymorfismy, mista, kde se nukleotidova sckvence
lisi. S nejdilezitéjsimi z téchto polymorfnich mist jsme se uz setkali. Jedna se
o variabilni sekvence totozné se sckvencemi pouzivanymi jako DNA markery
pii mapovani genomu (str. 261). Patff k nim délkové polymorfizmy restric-
nich fragmentt (RILP), kratké tandemové repetice (STR) a polymorfizmy
Jednotlivych nukleotidii (SNP). VSechny tfi typy se mohou nachazet v genech
i v mezigenovych oblastech. V lidském genomu se nachazi celkem nékolik
milion{i polymorfnich mist, k nejéast&jsim patij SNPs.

Geneticky fingerprinting pomoci
hybridiza¢niho screeningu

Metodu, pri niz analyza DNA slouzi k identifikaci osob, vyvinul v poloviné
80. let 20. stoleti Sir Alec Jeffreys z univerzity v Leicesteru. Jeho techni-
ka nepracovala ani s jednim z uvedenych polymorfnich mist, ale s jinym
typem variace lidského genomu zvanym minisatelity (hypervariable dispersed
repetitive sequence). Jde o repetitivni sekvenci vyskytujici se na riiznych mis-
tech lidského genomu. Pro tyto sckvence jsou charakteristické proménlivé
genomove pozice: v genomech riiznych lidi se nachazeji na riiznych mistech
(Obr. 16.1(a)).

Konkrétni repetici pouzitou pfi prvnim snimani otiskl byla repetice obsa-
hujici sekvenci GGGCAGGANG (kde N predstavuje nukleotid). Postup je
nasledujici: vzorek DNA rozstépime restrikéni endonukledzou, separujeme
fragmenty pomoci agarozové elektroforézy a pripravime Southernovo bloto-
vani (str. 200). Hybridizace blotu s oznacenou probou obsahujici repetitivni
sekvenci ukaze sérii prouzkii. Kazdy z nich reprezentuje restrikéni fragment
obsahujici tuto repetici (Obr. 16.1(b)). ProtoZe jsou inseréni mista repetitivni
sekvence variabilni, stejnou procedurou provedenou se vzorkem DNA jiného
Clovéka dostaneme jiné usporadani prouzki. Ty pfedstavuji genetické otisky
danych jedinctl.

Zjisteni profilu DNA pomoci PCR kratkych
tandemovych repetic

Mame-li byt zcela piesni, geneticky fingerprinting se vztahuje pouze na hyb-
ridizacni analyzu rozptylenych repetitivnich sekvenci. V soudni vedé je tato
technika velice diilezita, ale ma tri nedostatky:

(1) Vyzaduje pomérné velké mnozstvi DNA, protoZe je odkazana na hybri-
diza¢ni analyzu. Neni pouZitelna pro nepatrna mnozstvi DNA z vlasii
nebo skvrn od krve.

(2) Interpretaci otiskii komplikuje variabilita intenzity hybridizaénich signa-
Ii. Sebenepatrngjsi rozdily v intenzité prouzkii mezi testovanymi finger-
printy a otiskem podezrelé osoby soudu staéi, aby podezielého zprostil
viny.

347



Klonovani gent a analyza DNA ve forenznim lékarstvi
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(3) Insercni mista repetitivnich sekvenci sice jsou hypervariabilni, ale i tato
variabilita ma své meze. Existuje tedy jista pravdépodobnost, Ze dvé
lplné cizi osoby budou mit stejné, nebo alespoii velmi podobné otisky.
Jeli pfipad projednavan u soudu, mize to vést ke zprosténi viny.

Technika profilu DNA, ktera je u€innéjsi, na tyto problémy nenarazi.
Zjistovani profilu vyuZziva polymorfnich sekvenci zvanych STR. Jak je popsé-
no na str. 261, STR je kratka sekvence, od 1 do 13 nukleotid, ktera se nékoli-
krat opakuje v tandemové sestavé. V lidském genomu je nejbéznéjsim typem
STR dinukleotidova repetice [CA],, kde se ,n", tj. pocet repetic, obvykle
pohybuje mezi 5 a 20 (Obr. 16.2(a)).

Mnozstvi repetic v urité STR je proménlivé, protoze se zvysuje nebo
- meéné Casto - snizuje v disledku chyb pri replikaci DNA. V lidské populaci
se miZe vyskytovat az deset riiznych verzi kazdé STR. Kazdou alelu charak
terizuje jiny pocet repetic. Pfi zjistovani profilu DNA se urcuji alely uréitého
poctu riznych STR. Toho lze dosdhnout rychle a s velmi malym mnozstvim
DNA pomoci PCR s primery, které se pfipojuji k sekvencim DNA po obou
stranach repetice (Obr. 12.11). Po PCR se produkly vysetfi elektroforézou
a velikost prouZku nebo prouzkii oznacuje alelu nebo alely pFitomné v tes-
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Analyza DNA pfi identifikaci podezfelych osob

(a) Dvé alely STR

CACACACACA ... . n=>5
. CACACACACACA .. .. n=8

(b) Vysledky PCR

1; Velikost marker( DNA

2.,3. PCR jednotlivych STR
u dvou jedincl

4, Mnohonasobna PCR tii STR (1 3)

(c) Analyza vysledkii mnohonasobné PCR na automatizovaném sekvenatoru DNA

il |

100 150 200 Velikost (bp)

Obrazek 16.2 Zjistovani profilu DNA. (a) Ke zji$tovani profilu DNA se pouziva STR, které obsahuji variabilni
repetitivni jednotky. (b) Gel ziskany po vySetfeni profilu DNA. V draze 2 a 3 byly zjisfovany stejné STR

u dvou jedinci. Tyto dvé osoby maji odlisné profily, ale maji spalecny prouzek. Draha 4 ukazuje vysledky
mnohonasobné PCR, ve které byly tfi STR zjidtény i jednoduchou PCR.(c) Zaznam z automatického
sekvenatoru Ize vyuZit ke stanoveni velikosti produktd PCR.

tovaném vzorku DNA (Obr. 16.2(b)). V jednom vzorku DNA se mohou
vyskyvtovat dvé alely STR, protoZe jsou zde dvé kopie kazdé STR, jedna na
chromozomu od matky a jedna na chromozomu od otce.

Vzhledem k tomu, Ze se pracuje s PCR, je zjistovani profilu DNA velice
citlivé a pfinasi vysledky i v pfipadé vlash a jinych vzorki, které obsahuji
pouze stopové mnozstvi DNA. Vysledky jsou jednoznacné a souhlasné profily
DNA soud obvykle povazuje za diikaz. Podstatny je fakt, Ze zjiStovani profilu
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DNA, pokud je zaméfeno na STR s vysokym poétem alel, poskytne statistic-

ky vysokou pravdépodobnost, Ze shoda mezi zkusebnim profilem a profiles=

podezrelého o nécem vypovida, a tedy nejde jen o nahodnou podobnost mez
dvéma lidmi. Potfebnou jistotu ziskdme prostiednictvim analyzy deviti ST
pouZitych v jedné mnohonasobné PCR (multiplex PCR), pri niz je v ramci jec=
né reakee pouZito rady primeravych pard. Vysledky jsou ¢itelné diky tomu, 2=

jsou PCR navrZeny tak, aby byly produkty kazdé STR jinak veliké a objevily s=
na agarozoveém gelu na jiném misté. (Obr. 16.2(b)). Lze Lo provést také tak. 2=

primery ozna¢ime riiznymi flurochromy a vysledky vizualizujeme tak, ze proe
dukt zpracujeme na automatizovaném DNA sekvenatoru (Obr. 16.2(c¢) ).

Vysetrovani pfibuzenskych vztaht
zjisStovanim profilu DNA

Vedle identifikace pachateli slouzi metoda DNA profiling také k uréeni tofs
zda jsou dané osoby Cleny stejné rodiny. Tento typ studie se nazyva analyza p==
buznosti (kinship analysis) a nejcastéji se ji pouziva pri urcovani otcovsive

Pokrevni pribuzni maji podobné profily DNA

Sviyj profil DNA, tak jako vsechny ostatni aspekty vaSeho genomu, jste asizs
né zdédili po matce a ¢astecné po otci. Oznaéime-li v rodinném rodokmens
alely prislusné STR, je spojitost mezi rodinnymi prislusniky ziejma (Obr. 165
Z obréazku je patrné, Ze tfi ze ¢tyr déti zdédily po otci alelu s 12 repeticem=
Z tohoto zjisténi jesté nelze vyvodit, Ze jsou tyto tii déti sourozenci, i kdyz ==
statistického hlediska by to bylo vysoce pravdépodobné za predpokladu. ==
by se alela s 12 repeticemi vyskytovala v populaci jen zfidka. Abychom si 5o+
jisti, museli bychom testovat vice STR. Tak jako v pfipadé identifikace osob 2=
v tomto nemusi byt analyza nekonecna. Porovnani deviti STR zajisti poméras
vysokou pravdépodobnost, Ze jsou pozorované vztahy skutecné.

Zjistovani profilu DNA a ostatky rodu Romanovcu

Zajimavym pfikladem pouZiti zjiSfovani profilu DNA v rameci studia pfibe
zenskych vztahtl je vyzkum kosternich pozistatki poslednich ¢leni rusis
panovnické rodiny Romanovcet. Tento vyzkum probéhl v 90. letech 20. stoles
Béhem revoluce byl car Mikulas II. sesazen a uvéznén spolu s manZelkow
carevnou Alexandrou, a jejich péti détmi. V roce 1917 byli vSichni i s lékares
a sluZebnictvem zavrazdéni. V roce 1991, po padu komunizmu, byla (¢la z=
spolecného hrobu na okraji silnice vyzvednuta.




Vysetfovani pfibuzenskych vztahi zjigtavanim profilu DNA

Obrazek 16.3 Dédicnost

alel STR v rodiné.
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Analyza STR kosternich pozistatkii rodiny Romanovcii

Z lidskych tél zistaly jen pomichané kosti dospélych jedincii a déti. Nebylo
mozneé urcit, které patfily cleniim rodiny a které lékafi a sluZebnictvu. Détské
kosti v§ak mohly patfit jediné détem carského paru. Z toho vyplyva, Ze ostat-
ky cara a carevny bylo mozné identifikovat na zakladé Zjisténi, které ostatky
patfily rodicim téchto déti.

Z kosti vSech nalezenych osob byla odebrana DNA a pét STR bylo testo-
vano pomoci PCR. Dvé STR poskytly postacujici informace, na zakladé kte-
rych bylo moZzné otce a matku déti jednoznaéné identifikovat (Obr. 16.4). Byly
to vsak skuteéné kosterni poziistatky Romanovei, nebo to byly poziistatky
nejakych jinych nestastnika? Tuto otazku bylo mozné zodpovédét Lim, ze se
DNA z nalezenych poziistatkd porovnala se vzorky DNA Zijicich pribuznych
rodiny Romanovet. Komparace zahrnovala studie mitochondrialni DNA, coz
jsou malé 16kb krouzky DNA obsazené v bunéénych mitochondriich, které
vytvareji energii. Mitochondrialni DNA obsahuje polymorfizmy, ze kterych
Ize usuzovat na pfibuzenské vztahy mezi osobami, ale mira variability neni
Lak velika jako u STR. Proto se mitochondrialni DNA pouziva k ur€ovani pri-
buznosti mezi blizce spfiznénymi osobami, Jako napfiklad ¢leny jedné rodiny,
jen velmi zfidka. Podstatny je fakt, Ze se mitochondrialni DNA dédi vyhradné
v zenské linii, otcova mitochodrialni DNA se ztrici béhem oplodnéni a uspo-
fadani DNA synii nebo dcer nijak neovlivni. Tento vzorec mateiské dédicnosti
usnadnuje rozliSeni pribuzenskych vztahi, nejsou-li porovnavani jedinci tak
blizce pfibuzni, jako tomu bylo u (Zijicich) pfibuznych Romanovei. Analyzy
mitochondrialni DNA potvrdily, 7e se skuteéné jednalo o kosterni poziistatky
cara Mikuléae, carcvny Alexandry a jejich tfi deer.

PohresSované déti

V hrobé Romanovei byla téla pouze tii déti. Poziistatky jediného syna, Alexeje,
a jedné ze Ctyf deer v hrobé nalezeny nebyly. Neékdy v poloviné 20. stoleti
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(a) Rodokmen Romanovcil

4.

Car Mikulas Il. Carevna Alexandra
Alaxa] Marie Tatana Olga Anastazie
(b) Analyza STR
STHs

THO1 VW A/31
Dité 1 8,10 15,16
Dite 2 7.8 15, 16
Dité 3 8,10 15,16
Dospélé zena 1 8,8 15,16
Dospéla Zena 2 B, 6 16,17
Dospély muz 1 9,10 14,20
Dospély muz 2 6, 10 12,37
Dospély muz 3 7,10 15, 16
Dospély muz 4 8,9 15,17
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Obrazek 16.4

Analyza kratkych
tandemovych repetic

v kostech Romanovctl.
(a) Rodokmen rodiny
Romanovcu. (b) Vysledky
analyzy STR. THO1

a VWA/31 jsou nazvy
dvou STR lokust. Cisla
ve sloupcich (8, 10

atd.) pfedstavuji pocet
repetic pro alely zjisténé
v kazdém jedinci.
Vysledky THOT ukazuiji,
Ze zena €. 2 nemilZe byt
matkou déti, protoZe nes=
pouze alelu 6, kterou
déti nemaji. Zena 1 ma
viak alelu 8, kterou maj
viechny tii déti, a byla
tak identifikovana jako
carevna. Na zakladé
vysledkd analyzy THO1
lze déle vyloudit muze ¢. =
jako moZného olce déti,
nelze véak rozhodnout
mezi dalsimi tfemi muzi
— kazdy z nich by mohi
byt otcem nejméné dvou
déti. Vysledky analyzy
VWA/31 viak vylucuji
muze ¢. 1 a 2 z mozného
otcovstvi, takZe muz &. 3
byl identifikovan jako car.

o sobé nékolik Zen tvrdilo, Ze pravé ony jsou princeznou z rodu Romanovet.
UZ pfed vyzvednutim kosternich pozistatkil totiz kolovaly zvésti o tom. ze
se jedné z divek, Anastazii, podafilo z bolSevického drzeni uprchnout a utéct
na zapad. Testy DNA nepotvrdily, Ze by néktera z Zen byla dcerou carského
paru. Pfibéh, ktery se vypravi o Anastazii, je tedy pouhou romantickou smys-
lenkou. Tyto déti nebyly pravdépodobné nalezeny proto, Ze jejich kosti byl




16.3

16.3.1

Ur€eni pohlavi pomoci analyzy DNA

v natolik pokro¢ilém stadiu rozpadu, Ze je nebylo mozné exhumovat, nebo
proto, Ze byly pohtbeny jinde. A skute¢né se také nedavno nasly pozistatky
chlapce a divky: divka byla pohfbena se §perky podobajicimi se Sperkiim,
kieré méla Marie.

Uréeni pohlavi pomoci analyzy DNA

Analyza DNA slouZi také k identifikaci pohlavi. Genetické rozdily mezi pohla-
vimi jsou dany tim, Ze muZi nesou chromozom Y. MuZe a Zeny je tedy mozné
odlisit na zaklad¢ zjisteni DNA specifické pro chromozom Y. Soudni znalci
nekdy musi vySetfovat téla, kterd jsou velmi poskozena, a pohlavi je mozné
urcit jediné pomoci analyzy DNA.

Pomoci analyzy DNA je také mozné zjistit pohlavi nenarozenych déti.
Zda je plod chlapec nebo holéicka, se obvykle zjistuje, az kdyz jsou vyvinu-
ty anatomické diferenéni znaky a pohlavi je rozpoznatelné ultrazvukovym
vySetienim. Za urcitych okolnosti je vSak Zadouci znat pohlavi plodu dfive.
Napriklad pokud z rodinného rodokmenu vyplyva, 7e by nenarozeny chlapec
mohl trpét dédi¢nou chorobu, a rodice se chtéji rozhodnout v co nejranéjsim
stadiu, zda pokracovat v téhotenstvi.

Testit DNA Ize k identifikaci pohlavi vyuzit také v analyze archeologic-
kych nalezi. Pro archeologii znamenala analyza DNA obrovsky krok kupredu.
Archeologove byli schopni identifikovat kostru muze nebo zeny jediné v pfipa-
d¢, Ze se dochovala neposkozena napr. kost lebeéni nebo kost panevni. Pokud
se vSak dochovaly pouze zbytky téchto kosti a nebo kdyz tyto kosti patrily
malym détem, archeologové neméli dostatek pohlavné specifickych anato-
mickych znakii a pohlavi nemohli s jistotou identifikovat. Pokud se v kostech
uchovala fosilni DNA, mohou dnes archeologové zjistit pohlavi prislusného
jedince na zaklade nekteré z metod zaloZenych na DNA.

PCR sekvenci specifickych pro chromozom Y

Tato nejjednodussi aplikace analyzy DNA slouZici k uréeni pohlavi je zaloze-
na na navrzeni PCR specifické pro n&jakou oblast na chromozomu Y, PCR
musi byt navrzena peclivé, protoze chromozomy X a Y nejsou uplné odlisné,
nekteré segmenty jsou obéma chromozomim spoleéné. Na druhé strané je
vsak na chromozomu Y mnoho unikatnich oblasti. Pfedevsim je to nékolik
repetitivnich sekvenci nachazejicich se jediné na chromozomu Y a slouzZicich
Jako mnohacetné cile pro PCR. Proto jsou mnohem citlivgjsi, coz hraje roli
predevsim tehdy, je-li vySetfované télo vazné poskozené nebo pokud se jedna
o néjaky starovéky kosterni nalcz,

Produkt PCR DNA sekvenci specifickych pro chromozom Y bude obsa-
hovat muzskou DNA. Pokud bude vzorek pochazet z téla Zeny, nebude obsa-
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T ~ | Obrazek 16.5 Stanoveni
pohlavi pomoci PCR DNA
sekvenci specifickych
= i— —F e pro chromozom Y,
Muzska DNA dava PCR
produkt (fada 2), kdeZto
zenska DNA nikoliv (Fada
. | 3). Problémem je, Ze
3. Zenska DNA nelisp&sna PCR (fada 4)
4. Nezdatens PCR ‘ dava stejny vysledek jako

— 1. Markery DNA ‘

—_— 2. Muzska DNA

Zenska DNA.

hovat Zadny prouzck (Obr. 16.5). Jde o zcela jednoznaéné rozliseni a v pii-
pade vétsiny aplikaci tedy naprosto vyhovujici metodu. Ale co kdyz vzorek
DNA obsahovat nebude? Nebo co kdyz bude DNA prilis degradovana, takZe
nebude v PCR fungovat? Nebo co kdyz PCR neprobéhne, protoZe vzorek
obsahuje inhibitory 7ag polymerazy? To vse by se v piipadé archeologickych
nalezi mohlo stét, zvlaste tehdy, byla-li nalezena téla pohfbena v zemi a byla
kontaminovana huminovymi kyselinami a jinymi latkami, o nichZ je znamo.
Ze plisobi jako inhibitory na fadu enzymii pouZivanych v molekularnébiologic-
kém vyzkumu. Za téchto okolnosti prestavaji byt vysledky testu jednoznaéné.
Nilez, u nchoz z nékterého z uvedenych diivodu nemitZeme ziskat produk:
PCR, bychom mohli mylné povazovat za kosterni pozistatky patfici Zené.
Vysledek by byl totiz stejny: na gelu by se neobjevil Zadny prouzek.

16.3.2 PCR genu kodujiciho amelogenin

ProtoZze pri analyze sekvenci specifickych pro chromozom Y nebylo mozne
zjistit, zda vysledek PCR ukazuje na Zzenské pohlavi, nebo na to, Ze PCR fadné
neprobéhla, byly vyvinuty sofistikovanéjsi testy DNA pro identifikaci pohlavi.
které mély dat jednoznacné vysledky u muZii i u Zen. Nejcastéji se pouziva
test zaloZzeny na PCR amplifikujici gen pro amelogenin.

Amelogeninovy gen kdduje protein nachazejici sc v zubni skloviné. Jde
o jeden z genii leZicich na chromozomu Y. Tak jako jiné geny chromozomu
Y i tento ma kopii na chromozomu X. Kopie viak zdaleka nejsou identicke.
Pokud obé nukleotidové sekvence porovname, zjistime fadu indeli (indels).
mist, kde byl bud' v jedné sekvenci segment DNA integrovan, nebo kde js
delece v sekvenci druhé (Obr. 16.6(a)). Pokud se primery navazou na obé
strany indelu, budou se produkty PCR chromozomu X a Y lisit velikosti, DNA
Zeny by pii zkouSce produktii davala jediny prouzek, protoze zeny maji pouze
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Obrazek 16.6 Stanoven|
pohlavi pomoci PCR Easti
genu pra amelogenin,

(a) Indel v genu pro
amelogenin. (b) Produkty
PCR pieklenujici oblast
indelu. Ve standardnim
systému poufivaném ve
forenzni biomolekularni
archeologii dava

muZska DMA dva PCR
produkty o velikostech
106 a 112 bp. Zenska
DMA dava pouze mensi

Z produkil. Nedspésna
PCR nedava 2adny
pradukt, takZe je snadno
odlisitelnd od dvou
pozitivnich vysledkd,

{a) Cast genu pro amelogenin

---- Chromozom Y
===~ Chromozom X
6 bp delece
W sasvencl
chromozomu X
|
{b) Vysledky PCR
1 2 3 4
f 1. Markery DMNA
T e 2. MuZska DMA
— 3. Zanska DNA
4. Nezdafena PCR
—

chromozom X, zatimco muZska DNA by davala prouiky dva, jeden z chro-
mozomu X a druhy z chromozomu Y (Obr. 16.6(b)). V pfipadé, Ze vzorek
neobsahuje DNA, nebo PCR z néjakého divodu selZe, neobjevi se prouzek
Zadny: nedochazi tedy k zaméné netuspésné reakce a vysledki ukazujicich na
muzské nebo Zenské pohlavi zkoumaného téla.

Vyvoj amelogeninového systému k uréovani pohlavi ma pro archeologii
velky vyznam. Archeologové se uZ nemusi spoléhat na nezfetelné rozdily ve
struktute kosti. Vysledky analyzy DMNA davaji mnohem vétsi jistotu a mimo-
chodem vedou také k necekanym zavérim. Konkrétné k tomu, Ze jsou dnes
archeologové nuceni revidovat predchozi domnénky tykajici se vyznamu
objektli uloZenych spolu s tély do hrobu. Dfive se archeologové domnivali,
7e kdyz bylo télo pohfbeno s meéem, bylo to télo muze, a pokud byly v hrobu
korile, jednalo se o zenu. Testy DNA viak ukazaly, Ze tyto stereotypni zavé-
rv nejsou vidy spravné. Archeologové tedy musi na spojeni mezi pfedméty
nalezenymi v hrobé a pohlavim pohibeného jedince nahliZet z mnohem sirsi
perspektivy.
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Obrazek 16.7 Dv&
hypotézy pro vysvétleni
ptvodu modernich

lidi: (@) multiregionalni
evoluce; (b) hypotéza
Mimao Alfriku.
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Archeogenetika — vyuziti DNA ke studiu
evoluce ¢lovéka

Identifikace pohlavi a studium pfibuzenskych vztahl nejsou jedinymi oblastmi
archeologie, kde lze aplikovat klonovani genii a analyzu DNA. VySetfovanim
sekvenci DNA Zijicich a zemfelych lidi zacali archeologové rozumét evoluéni-
mu plvodu moderniho lidstva a tomu, jak lidstvo kolonizovalo tuto planetu.
Tato oblast vyzkumu se nazyva archeogenetika.

Koreny moderniho ¢lovéka

Paleontologové véii, Ze lidstvo pochazi z Afriky, protoZe zde byly nalezeny
vSechny nejstarsi fosilie tvort predchazejicich ¢loveka. Fosilni dikazy odha-
lily, Ze hominidi poprvé migrovali z Afriky zhruba pfed jednim milionem
prvni hominid, ktery se zacal geograficky rozptylovat a nakonec rozsirovat
do viech ¢asti Starého svéta.

Udalosti, které nasledovaly po rozsirovani H. erectus, jsou kontroverzni.
Ze studii fosilii mnoho paleontologl véri, Ze populace H. erectus, kleré se
zacaly usazovat v riznych ¢astech Starého svéta, daly vznik modernim popu-
lacim Homo sapiens, které se dnes v téchto oblastech navhazeji (Obr. 16.7(a)).
Tento proces se nazyva multiregionalni evoluce. Mohlo dochazet k uréitému
stupni kfiZeni mezi lidmi z ruznych geografickych oblasti, ve vétsi mife viak
tyto populace ziistavaly béhem jejich evolucni historie separovany.

(a) Multiregionalni evoluce (b) Hypotéza Mimo Afriku
Afrika Asie |'Evropa| Afrika Asie

~ Homo erecius / ) // Hpmo erectus //
. LT~ // // =T~ //

ralelni evolyee

Premig -~ _Fiemisténi

e

Moderni Homo sapiens Moderni Homo sapiens
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Archeogenetika — vyuziti DNA ke studiu evoluce &lovéka

Analyza DNA zpochybnila multiregionaini hypotézu

Pochybnosti o multiregionalni hypotéze vznikly v roce 1987, kdy genetici
zacali poprvé vyuZivat analyzy DNA k zodpovézeni otazek evoluce ¢lovéka.
V jednom z prvnich archeogenetickych projektit byly méfeny délkové poly-
morfizmy restrikénich fragment( (RFLP) ve vzorcich mitochondrialni DNA
odebranych ze 147 jedinci z riznych Casti svéta. Vysledna data byla pouzita
ke konstrukei fylogenetického stromu ukazujiciho evoluéni vztahy mezi riiz-
nymi lidskymi populacemi. Na zakladé stromu bylo mozné dedukovat:

(1) Kofen stromu reprezentuje Zenu (zapamatujme si, Ze mitochondrialni
DNA se dédi pouze v matcing linii), jejiz mitochondrialni genom je
predchiidcem vsech 147 modernich mitochondrialnich DNA, které byly
testovany. Tato Zena byla nazvana mitochondrialni Evou. Samoziejmé
nebyla ekvivalentem k biblické postavé a nebyla v té dobé v Zzadném
pripadé Zivou Zenou: jednoduse byla Zenou, ktera nesla mitochondrialni
DNA zdédénou po predcich, ktera dala vzniknout viem dnes existujicim
mitochondrialnim DNA.

(2) Mitochondrialni Eva zila Africe, Tato skuteénost byla vydedukovana
Z toho, Ze se strom z puvodni sekvence rozdélil do dvou segmenti,
z nichz jeden byl tvoren vyhradné africkymi mitochondrialnimi DNA.
Na zakladé tohoto rozdéleni bylo usouzeno, Ze predek se rovnéz vysky-
toval v Africe.

(3) Mitochondrialni Eva Zila pred 140 000 az 290 000 lety. Tento zaveér byl
ucinén pomoci aplikace molekularnich hodin na fylogeneticky strom.
Molekularni hodiny urcuji rychlost, s jakou nastane evoluc¢ni zména
v sekvencich mitochondrialni DNA, a jsou kalibrovany na zakladé rych-
losti, se kterou se mutace akumuluji v mitochondrialni DNA. Srovnanim
sekvence dedukované pro Evinu mitochondrialni DNA se seckvencemi
147 DNA byl vypocitan pocel rokl potrebnych k tomu, aby nastaly
vSechny nutné evoluéni zmény.

Kli¢ovy objev spocivajici v tom, Ze mitochondrialni Eva Zila v Africe pied
290 000 lety ¢i jesté pozdeji, se neshoduje s predpokladem, Ze my vsichni
pochazime z populace H. erectus, kterd opustila Afriku pfed vice nez milionem
let. Byla proto navrZena nova hypotéza plivodu &lovéka nazvana Mimo Afriku
(Out of Afrika). Podle této hypotézy se moderni ¢lovék H. sapiens vyvinul
specificky z téch populaci f1. erectus, které zlstaly v Africe. Moderni lidstvo
se poté prestéhovalo do zbytku Starého svéta pred 100 000 az 50 000 lety
a vytlacilo potomky H. erectus, se kterymi se setkalo (Obr. 16.7(b)).

Zpocatku byly vysledky mitochondridlni Evy silné kritizovany. Bylo zfej-
mé, Ze pocitacova analyza pouzila pro konstrukei fylogenetického stromu
byla §patna hlavné proto, Ze algoritmy pouZité pro srovnani vysledkii RFLP
nebyly dostatecné vykonné, aby si poradily s obrovskym mmnoZstvim informaci.
Kritika vSak ustala, kdyz vysledky extenzivnéjsich studii mitochrondrialni
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DNA, pouzivajici misto RFLP skuteéné sekvence DNA a analyzované pomoci
modernich vykonnych pocitaci, potvrdily véechna zjisténi prvniho projektu.
Navic studie Y chromozomu doplnily mitochondridlni Evu, protoZe naznacily.
ze .Y chromozom Adam" Zil rovnéz v Africe pred asi 200 000 lety.

DNA analyza ukazuje, Ze neandrtalci nejsou predchudci
modernich Evropanu

Neandrtalci jsou vyhynuli hominidi, ktefi Zili v Evropé pfed 300 000 az
30 000 lety. Pochazeli z populaci H. erectus, které opustily Afriku pred jednim
milionem let, a podle hypotézy Mimo Afriku se pfemistili poté, co modern:
lidé prisli do Evropy pted 50 000 lety. Z tohoto diivodu hypotéza Mimao
Afriku predpovidd, Ze neandrtalci nejsou pfedchiidei modernich Evropant
K otestovani této predpovédi bylo pouzito analyzy starovéké DNA z kost:
neandrtalei.

Prvnim vzorkem neandrtalce, ktery byl ke studiu vybran, byl vzorek nale-
zeny v Némecku v 19. stoleti. Tato fosilie nebyla presné datovana, ale byla
stard asi 30 000 az 100 000 let. Takové stafi ji umistuje na samou hranici, kés
je starovcka DNA schopna v kostech prezit, protoZe zhruba po 50 000 letech
ze vzorkl nic nezbyva, a to ani tehdy, kdyz se nalézaji ve velice chladnem
prostiedi, napf. kdyZ jsou pohibeny ve vééné zmrzlé phdé. I kdyz tento vzorsk
neandrtalce nebyl uchovavan v Zadném zvIast chladném prostiedi, presio
Z néj bylo moZno ziskat kratkou sekvenci mitochondrialni DNA. Toho bvie
dosaZzeno provedenim deviti prekryvajicich se PCR, kazda amplifikujici méns
nez 170 bp DNA, ale dohromady davajici celkovou délku 377 bp.

Ke srovnani sekvenci ziskanych z neandrtalce se sekvencemi Sesti hlzs-
nich variant mitochondrialni DNA (nazyvanych haploskupiny, viz str. 361
vyskytujicich se u modernich Evropani byl zkonstruovan fylogeneticks
strom. Sekvence neandrtdlce méla na fylogenetickém stromu svou vlasiz:
vetev spojenou s kofenem stromu, av§ak nebyla pfimo spojena ani s jednos
sekvenci moderniho ¢lovéka (Obr. 16.8). Toto byl prvni ditkaz naznadujici. 7=

I Obrazek 16.8

Neandrtalec Fylogeneticka analyza
fosilni DNA naznaduje, z=
neandrtalci nejsou primi
pribuzni dnesniho Clovékz

Moderni lidé




16.4.2

Archeogenetika — vyuZiti DNA ke studiu evoluce Elovéka

neandrtalci nejsou pfedky modernich Evropanii. Sekvence neandrtalce byla
dale srovnéna s ekvivalentnimi sekvencemi 994 modernich lidi. Rozdily byly
markantni. Sekvence neandrtalce se lisila od modernich sekvenci v priméru
27,2 £ 2,2 pozicich nukleotidi, kdeZto sekvence modernich lidi z celého svéta,
nejen z Evropy, se od sebe lisily v 8,8 + 3,1 polohéach. Tento stupen rozdilnosti
neni v souladu s predstavou, ze moderni Evropané jsou potomci neandrtalcti.
Vysledky proto poskytuji nezavisly ditkaz ve prospéch hypotézy Mimo Afriku
a ukazuji, Ze pfinejmensim pro Evropu je multiregionalni model nespravny.

DNA muze byt rovnéz pouzito ke studiu
prehistorickych migraci lidstva

Moderni lidé, kteri vytlacili neandrtalce, pfisli do Evropy asi pied 40 000 lety.
To vyplyva z fosilii a archeologickych zaznamii. Nebyli v§ak sami tito lidé
vytlaceni nov&j§imi populacemi, které migrovaly do Evropy nedavno?

o

Rozsireni zemédélstvi v Evropé

Néktefi archeologové navrhli, Ze nové populace lidi se mohly stéhovat do
Evropy béhem poslednich 10 000 Iet a Ze tito lidé s sebou na kontinent pfi-
nesli zemédélstvi. Pfechod od lovu a sbéru k zemédélstvi nastal v jihozapadni
Asii asi pred 10 000 lety, kdy vesni¢ané v raném neolitu zacali péstovat plodi-
ny, jako jsou pSenice a je¢men. Zemédélstvi se pak rozsitilo do Asie, Evropy
a severni Afriky. Pfi hledani archeologickych nalezist zbytkil péstovanych
rostlin nebo nastroji pouzivanych k zemédélstvi byly vystopovany dvé cesty,
kterymi se zemédélstvi po Evropé rozsitilo. Jedna cesta sledovala pobiezi
Stredozemniho mofe do Spanélska a eventualné do Velké Britanie a druha
cesta prochézela podél dunajskym a rynskym tudolim do severni Evropy.
Jednim z vysvétleni, pro¢ se zemédélstvi rozsifilo, je, ze se farmafi stého-
vali z jednoho mista na druhé, brali si svoje néstroje, zvitata a plodiny s sebou,
a vytlacovali pivodni, pfedzemédélské komunity, kieré byly v Evropé v té dobé
pfitomny. Tento model viny postupu (wave of advance) byl zpoéatku podpo-
rovan archeogenetiky, protoZe souhlasil s vysledky velké fylogenetické studie
provedené v 90. letech, ktera se zabyvala frekvencemi alel 95 jadernych genti
v populaci celé Evropy. Tento soubor dat byl analyzovan technikou v popu-
la¢ni genetice Casto pouzivanou, tzv. analyzou isttedni komponenty (principal
component analysis), které se snaZi identifikovat typy v geografickém rozsifeni
alel, jez maji byt diikazy migraci populaci probihajicich v minulosti.
Nejpozoruhodnéjsim rysem v Evropském souboru dat, vysvétlujicim oko-
lo 28 % vsech genetickych zmén, je gradace frekvenci alel od jihovychodu
k severozapadu kontinentu (Obr. 16.9). Tento profil naznacuje, Ze migrace
lidi nastavala od jihozapadni Asie k severovychodni Evropé, nebo v opaéném
sméru. ProtoZe dfive uvedeny smér migrace se ¢asové shoduje s rozsifova-
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Obrazek 16.9 Analyza
Ustredni komponenty
odhaluje jihovychodni

a severozapadni gradient
frekvenci lidske alely
napfi¢ Evropou.
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nim zemédélstvi, jak vyplyva z archeologickych nalezii, byla prvni ustredn:
komponenta povazovana za techniku, ktera vyznamné podporuje model viny
postupu.

Vyuziti mitochondrialni DNA ke studiu minulosti lidské
migrace do Evropy

Analyza ustredni komponenty ma jednu slabinu v pfipadé jeji aplikace nza
minulost lidskych migraci. Stanoveni doby identifikované migrace je obtizns
Tzn. Ze spojeni mezi prvni ustredni komponentou a rozsifovanim zemédélstv
je zaloZeno vyhradné na rysu gradace alely, a neni doplfujici ditkaz o spojen:
s obdobim, kdy zemédélstvi vzniklo.

Druha studie evropskych lidskych populaci, kierd nezahrnuje casovou
dimenzi, byla provedena s pouzitim mitochondrialni DNA. Nejprve byiz
porovnana distribuce variaci sekvence mitochondrialni DNA u 821 jedinc:
z populaci z celé Evropy. Tyto vysledky neposkytly diikaz gradace frekvenc:
alely, a misto toho naznacily, Ze poslednich vice nez 20 000 let evropské popu-
lace zistaly relativné statické. Tento vysledek vyvolal diileZité pochybnost:
o modelu viny postupu. Jak se pak do Evropy zemédélstvi rozsitilo?




Obrazek 16.10
Vydedukovand obdobi
pfichodu 11 hlavnich
mitochondrialnich DNA
haplotypti nalezenych

v modernich populacich
do Evropy. Haplotypy,
jejichz pfichod se shoduje
s rozsifenim zemédélstvi,
jsou vyznaceny Cerveneé.
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Roky pred soucasnaosti

populacich se soustfedila na novy model rozsifeni zemédélstvi. Bylo zjisté-
no, ze mitochondrialni genomy modernich Evropanti mohou byt rozdéleny
do 11 hlavnich skupin sekvenci neboli haploskupin, které vykazuji vyrazné
odchylky v sekvencich nukleotidii. Pro kazdou z téchto haploskupin Ize pouZit
molekularnich hodin k dedukei data vzniku, které by mélo korespondovat
s datem, kdy se haploskupina dostala do Evropy (Obr. 16.10). Nejstarobylejsi
haploskupina, nazyvana U, se v Evropé poprvé objevila pfed asi 50 000 lety,
coZ se Casoveé shoduje s obdobim, kdy se podle archeologickych nalezi dostali
prvni moderni lidé na kontinent, tedy kdy se zalednéni stihlo na sever na
konci doby ledové. Nejmladsi haploskupiny, J a T1, které by pfi svém stari
9000 iet mohly korespondovat s pocatky zemédélstvi, ma jen 8,3 % moder-
ni evropské populace, coZ potvrzuje, Ze rozsireni zemédélstvi do Evropy se
neuskuteénilo mohutnou vinou postupu, jak predpokladala studie ustredni
komponenty. Nyni se naopak predpokladd, Ze zemédelstvi bylo do Evropy
prineseno malou skupinou ,pionyri®, kterd se zkfiZila s existujicimi pred-
zemédélskymi komunitami, spiSe nez Ze by je vytlacila.

Archeogenetikové skute¢né ilustrovali, jak zasadni vliv mélo klonovani
genu a analyza DNA na védu.
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