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Uvod

V praktické casti v ramci predmétu Zaklady prace s aDNA jsme provedli analyzu
aDNA vybraného jedince z archeologickych sbirek depozitafe LBMA. Cilem
analyzy bylo jednak se prakticky seznamit s laboratornimi metodami a dale urcit
haplotyp zkoumaného jedince podle analyzy HV1 regionu mtDNA.

Mitochondridlni DNA (mtDNA) je kruhova dvouretézcovd molekula DNA,
obsaZena ve 2-8 kopiich v mitochondriich eukaryotickych bunék. Je nositelkou
mimojaderné genetické informace. Dédicnost mtDNA u lidi (u savct) probiha
uniparentalné, konkrétné matrilinedrné. Na molekule mtDNA rozliSujeme tézky
fetézec, bohaty na purinové baze, a lehky, v némz prevazuji pyrimidinové baze.
Délka lidské mtDNA je 16 569 para bazi. Na molekule mtDNA byla identifikovana
kédujici oblast 13 genl pro tvorbu polypeptidli, které zajiStuji metabolismus
mitochondrii, dale 2 geni pro rRNA a 22 geni pro tRNA. Na molekule
rozliSujeme i kontrolni oblast, tzv. D-smycku, dlouhou 1 124 parQ bazi, v niz se
nachazi pocatek replikace téZkého retézce a je oblasti nasedani transkripcnich
faktor. V této oblasti byl zjiStén nékolikanasobné vyssi vyskyt
jedonukleotidovych  polymorfismti  (SNP),  konkrétné na  mistech
tzv. hypervariabilnich oblasti HV1, HV2 a HV3. Pri studiu kombinaci SNP
v hypervariabilnich oblastech 1ze porovnanim mtDNA jedince s rCRS (revidovana
CambridZska referencni sekvence) stanovit tzv. haplotyp. Jednotlivé haplotypy
pak fradime do haploskupin, diky kterym mutzeme sledovat pribuznost
po materské linii zpétné, a tak zkoumat geneticky vyvoj populaci ve svété
a odhadovat jejich migrace v historii, neboli sestavit fylogenetické stromy
lidskych populaci.

Material

Pro analyzu aDNA byly pouzity vzorky kostni tkané a zubu jedince z hrobu ¢. 727
z archeologického nalezi$té Znojmo Hradisté, pattici k osidleni velkomoravské
populace, tedy z obdobi prelomu 9./10. stol. n.l. Antropologicky material byl na
lokalité vyzvednut v roce 2012. Odhad staii - dospély jedinec, datum odbéru
6.10.2017, oznaceni vzorku ZH 727 A.

e KOST - vzorek 1x1cm z mista prechodu proximalni epifyzy a diafyzy levého
femuru, bez povrchového poskozeni v misté odbéru, zachovalost kosti stredné
dobra s poskozenou kloubni hlavici a chybéjici ¢asti proxim. epifyzy.



e ZUB - trvaly zub, horni levd 3 stolicka (/M3), zub bez poSkozeni se
zachovalymi koreny.

Metody

Analyza HV1 regionu mitochondridlni aDNA zahrnovala pripravu vzorki, izolaci
za pouziti izolacniho protokolu PrepFiler BTA Forensic DNA Extraction kit, dale
PCR amplifikaci, vizualizaci PCR produkttl gelovou elektroforézou, purifikaci PCR
produktli a sekvenaci produktli pomoci laboratori spol. Seqme, s.r.o. Pti vSech
krocich bylo potieba dodrZzovat protikontaminac¢ni opatfeni LBMA.

e Priprava vzorku

Z kosti byl vyrezan vzorek 1x1cm bruskou, zub byl pouZit cely a jeho povrch byl
jemné mechanicky obrousSen pro odstranéni necistot. Vzorky byly otfeny DNA
free vodou, DNA removerem a exponovany UV zareni po dobu 20 minut z kazdé
strany pro odstranéni povrchové DNA. Poté byly namlety na prasek a presypany
do zkumavek, kazdy zvlast.

e Izolace aDNA
Nejprve jsme pripravily lyzacni pufr:

Komponenta Objem (1 reakce)
PrepFiler® BTA Lysis Buffer | 220 pl

1.0 M DTT 3ul

Proteinaza K 7 ul

Po pridani ke vzorku jsme smés dikladné promichaly a nechaly inkubovat pri
56°C po dobu 24 hodin. Poté byly vzorky centrifugovany, lyzat bez sedimentu
odebran a uchovan v lednici po dobu 2 tydnt. Po pridani PrepFiler Lysis Bufferu
byly ke vzorkiim napipetovany magnetické castice PrepFiler Magnetic Particles a
pomalu a kratce promichany, stejné tak izopropanol. Dale byly smési 10 minut
inkubovany pri pokojové teploté a zvortexovany na maximum. Nasledné byly
zkumavky umistény do magnetického stojanu na 10 minut pro nasednuti mag.
¢astic s navazanou DNA na stranu. Poté mohla byt odsata vodna faze. Vzorky byly



promyvany Prepfiler Wash Bufferem A a B a pii opakovaném umistovani do
magnetického pole byla odsata veSkera tekutina. Poté jsme pridaly Prepfiler
Elution Buffer, smési promichaly a inkubovaly, aby se molekuly DNA opét
vyvazaly z magnetickych ¢astic. Po umisténi zkumavek do magnetického
stojanku pak bylo moZné pipetou odsat Cisty izolat s aDNA.

e PCR amplifikace

JelikoZ aDNA je ve vétSiné pripadl poskozena a degradovana, misto klasické Taq
polymerazy jsme pouzily mtDNA restordzu, ktera je schopna v rizné miie aDNA
opravit. Proto samotné PCR amplifikaci predchazela inkubace vzorkt s reakcni
smési s mtDNA restorazou po dobu 1 hodiny. AZ poté byly ke smési pridany
primery a spusténa PCR. Vzhledem krozdéleni vzorkd, viz niZe, byla reakcni
smés, neboli tzv. mastermix, pripravena o nasledujicim objemu (nasobek 11):

Reagencie Objem | Mnozstvi Upraveny objem
10x Restorase 5 1x 55

reaction buffer

dNTPs Mix 8 200 pM /kazdy | 88

Primer forward 1 0,5 uM 11

Primer reverse 1 0,5 uM 11

DDW 24 264

Restorase 1 0,05U/uL 11

DNA 10 1-2 ng 110

Celkem 50 550

Pro zvySeni presnosti analyzy byly amplifikovany 4 prekryvajici se useky
sekvence v regionu HV1 (oznaceny HVI/1, HVI/2, HVI/3, HVI/4). K tomu bylo
zapotiebi zvolit 4 vhodné dvojice primerd, piimy (forward), ohranicujici zacatek
sekvence, a zpétny (reverse), definujici konec. Z toho diivodu byl vzorek kostni
tkané a stejné tak i vzorek ze zubu rozpipetovan, kazdy do 4 jamek kolonky. Pro
kontrolu uspésné PCR a pripadné kontaminace byla zarazena i pozitivni (s jiz
znamou DNA) a negativni (Cista voda) kontrola. Celkem tedy 10 jamek. Sekvence
zvolenych primeri a délku amplifikovanych dsekii uvadi nasledujici tabulka:

Mt DNA region Sequence of primers Product size
HV1 F15989 HV 1/1 la | CCCAAAGCTAAGATTCTAAT 165 bp
R16153* 1b | CAGGTGGTCAAGTATTTATGG
F16097* HV 1/2 2a | TACATTACTGCCAGCCAC 137 bp
R16233* 2b | TGATAGTTGAAGGTTGATTGCTGT
F16159 * HV 1/3 3a | CATAAAAACCCAATCCACAT 146 bp
R16304 3b |ACTGTTAAGGGTGGGTAGGT
F16247* HV I/4 4a | ACTCCAAAGCCACCCCTCA 164 bp
R16410 4b | GAGGATGGTGGTCAAGGGAC

Priibéh PCR je popsan tabulkou:

‘ Preinkubace ‘ 37°C 1 hod




72°C 5 min
Iniciacni denaturace | 94 °C 30 sec
Ptidani primera 35 °C v termobloku
Denaturace 94 °C 30 sec
Annealing 56 °C 30 sec
Extenze 72°C 30 sec 40x
Finalni extenze 72 °C 7 min

e Vizualizace gelovou elektroforézou

Pro elektroforézu jsme pouzily 3% agar6zovy gel, ktery jsme pripravily z 2,1 g
agardzy a 80 ml TBE pufru. Pro moZnost vizualizace jsme do gelu pridaly 16 pl
Nancy - 520 DNA Gel stain solution (Sigma Aldrich) a zaroven jsme k PCR
produktiim pridaly 5 pl gelové barvicku Gel Loading Solution (Sigma Aldrich). Do
pripravenych jamek jsme napipetovaly 10 pl alelického Zebtiku a dale po 10 pl
PCR produktu z kazdé jamky. Po zapojeni elektrod jsme reakci nechaly béZet cca
1 hodinu.

e Sekvenace

Pfed samotnym sekvenovanim jsme smési naamplifikovanych PCR produktii
nejprve precistily od pritomnych primert a dNTP, a to inkubaci 10 ul kazdého
vzorku se 4 pl CleanSweep PCR Purification Regagentem a naslednou deaktivaci
enzymu zvySenim teploty aZ na 80 °C. Nasledné jsme precisténé PCR produkty
obohatily opét sekvenacnimi primery v potifebném mnozstvi. Pro sekvenaci byly
vzorky zaslany do spolecnosti Seqme, s.r.o.

Vysledky

Vysledkem vizualizace gelovou elektroforézou je nasledujici elektrofoterogram:

Alelicky

iebFiEekl . 1 - HVI/1 kost
2 - HVI/2 kost
3 - HVI/3 kost
4 - HVI/4 kost

5-HVI/1 zub
6 - HVI/2 zub
7 - HVI/3 zub
8 - HVI/4 zub
150 bp 9 - negativni kontrola

10 - pozitivni kontrola
100 bp

50 bp

Na ném vidime, Ze PCR amplifikace byla uspésna pouze u vzorki ze zubu, a to
konkrétné u vzorki 6, 7, 8, kde mame produkty regionti HVI/2, HVI/3 a HVI/4.



Negativni kontrola znaci nepritomnost kontaminace cizorodou DNA a pozitivni
kontrola je potvrzenim uspésné probéhlé PCR.

Vysledkem Sangerova sekvenovani ukazuji nasledujici obrazky:
HVI/1 forward

% User name: Kristyna PiZova
SEQlT]e Sample name: 1 Order no.; 172113339

SEQEQPR Order date: 05.12.2017
CompaNY

NNNNN

HVI/1 reverse

% User name: Kristyna PiZova
SEQI ne Sample name: 2 Order no - 172113389
se0 8 opck : Order date: 05.12.2017

Company

A CCTCTCAGGS TGGOCGATOCAG AT GT AGT TATAGT AS CKRTTGT TGACSGRT CAGT WA T G YTAT GGICT TIRCCATAGCG YC TTCCCCTGA WG WTAGAG CKGGITYCG (T @ TITTC RGSCICTGAGW K
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130




HVI/2 forward

8QSEQ me Sample name: 3

HVI/2 reverse

% User name: Kristyna PiZova
SEQme Sample name:4 ~ Oerno. 17211330
Seqa Qptr : Order date: 05.12.2017

ComPANY

/C G IGCATRY GG /AGGGGGTTTT GAT GT GGAT TGGGT AT GTACTACAGGTGGTCAAGTAT TTAT GGTACCGTACAATAT TCATGGTGGCTGGCAGTAATGTAA AA
10 20 30 40 50 60 80 90 100
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HVI/3 forward

User name: Kristyna PiZova

SEQme Sample name: 5 Order no.: 172113389

SEQ 8 QPR Order date: 05122017
ComPANY

[GKGRAC MTC AMCYWOMCTAT CACACAT CAACTGCAACT CCAMAGCCACCCC TCACCCAY TAGGAT ACCAACAAACCWACCCACCCTTAACAGT G ATG
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

HVI/3 reverse

User name: Kristyna Pizova

8QSEane Sample name: 6 Order no.. 172113389

SEQ8 QPR Order date: 05.12.2017
COMPANY

CTGKWGITROAGT TGAT GTGT GATAGT TGAGGGE TGAT TGCT GIACT TGC YTGITAAGCAT GGGGAGGGGGT TTT GAT GTGGAT TGGGI TTWIAT G CG A
3 40 7 0

90

HVI/4 forward

8€S E User name: Kristyna Pizava

( !m Sa . Order no.: 172113388

sanaag mple name: 7 Order date 0512 2017
Contmarey

IWAGY/CATAS YACAT AAAGCCAT TTACCGTACATAGCACAT TACAGT CAMTCCC T TC TCGTOCOCA TGG AT GACOCOCC TCAGATAGGGGTOCC T TGACCACCATCCTOCA
0 30 50 0 80 90 1




HVI/4 reverse

o% User name: Kristyna PiZova
me Samp|e name: 8 Order no.: 172113389
* sega e ' Order date: 05.12.2017

"GTCKAG A RGGAITT S AC TGTAATGT GCTATGTAC GGTAAT GGCTT TAT GTACTAYGTACTGT TAAR GRT GGG AGGI TT GI'T GGI ATCCTART GGGT GAGGGGT GACTTTGGAGT A
20 3( 0 50 60 B 9 10
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Vysledné sekvence:

HVI/1 165 bp

1. forward - netispéSna sekvenace/amplifikace

2. zreverziho retézce - nenalezen zadny z primert
MTTCTCAGAGSCYGGAAAAGGGGCGRAACCMGCTCTAWCWTCAGGGGGAAGRCGCT
ATGGYAAAGACCATARCATWACTGAYCSGTCAACAAYMGSTACTATAACTACATCTG
GATCGGCCACCCTGAGAGGT

HVI/2 137bp

3. forward - modie 3a primer
TACTAATACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCTCC
CCATGCTWACAAGCAAGTACAGCAATCAACCTTCAACTATCAAA

4.z reverzniho - zelené 2a + modre 3a + Zluté 1b rev. primery
TTTTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAATACTTGACCACC
TGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCTCCTYATGCA

HVI/3 146 bp
5. forward - fialové 4a primer

GKCAATCACAMCYWCAACTATCACACATCAACTGCARCTCCARAGECACEEETEA cC
CAYTAGGATACCAACAAACCWACCCACCCTTAACAGTGATG

6.z reverzniho - 2b primer
TCGCATAWAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCTCCCCATGCTTACARGCAAGTACA
GCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGYAACWMCAG

HVI/4 164 bp
7. forward - nenalezen primer

AGYACATASYACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCT
CGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTTGACCACCATCCTCCA
8. zreverzniho - 4a primer



TRCTCCAAAGEEAGEEETEACCCAYTAGGATACCAACAAACCTACCCAYCYTTAACAG
TACRTAGTACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGTSAAATCCYTCTMG
ACG

Souvisla sekvence proti rCRS:
CCCAAAGCTAAGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATT
TGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTACATTA
CTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAATACTTGACCACCTGTAGTACA
TAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCTCCTYATGCTTACAAGCAAGTACAGCAATC
AACCTTCAACTATCACACATCAACTGCARGTCCARAGEEACEEETEACCCAYTAGGAT
ACCAACAAACCTACCCACCCTTAACAGTACATAGTACATAAAGCCATTTACCGTACA
TAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGG
TCCCTTGACCACCATCCT

Sedé neziskanda sekvence, barevné primery, Cervené tucné rozdily v sekvenci

Pfi porovnani v programu MITOMASTER
https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMASTER/WebHome) byla
urcena haploskupina X2b (X2b + 226 + 16192) se 2 variantami: C16192T a
C16223T.

Zavér

Analyza mtDNA prisluSnika velkomoravské populace zhrobu ZH 727 byla
provedena ze 2 tkanovych vzorki, z kosti a ze zubu. Amplifikace PCR se ukazala
jako Uspésna pouze ze zubu, u vSech 4 vzorki z kosti byl vytézek nedostacuji.
Pficinou mohlo byt poskozeni proximalni epifyzy femuru, kudy se dovniti kosti
mohla dostat voda a jiné faktory, degradujici DNA po smrti jedince. Jako uspéch
bych hodnotila fakt, Ze nebyla prokazana kontaminace cizorodou DNA a zaroven
bylo mozné eliminovat inhibitory analyz, takze vytéZek ze zubu vedl Uspésné
k urceni haplotypu jedince podle mtDNA.

Na zakladé srovnani sekvence HV1 obasti s referencni Cambridzkou sekvenci byl
jedinec zarazen do haploskupiny X2B 2 variantami SNP, a to C16192T a
C16223T. Haploskupina X2b patfi do linie velké vychozi skupiny N, ze které se
oddélila pred 20 000 - 30 000 lety. Haploskupina X2b, je jednou z podskupin
haploskupiny X, coZ je jedna z nejméné zastoupenych maternalnich haploskupin
v soutasné Evropé (1%). Pozorovana je piedeviim v Recku, Makedonii,
Rumunsku a v okoli Kavkazu. Jediné Euroasijské etnikum, které ma pomérné
vysoky podil haploskupiny X (15%) jsou Druzové zZijici v Libanonu, Syrii a Izraeli.
X2b se nejcastéji objevuje v neolitické Evropé. Skupina byla identifikovana
vnalezech po celé Evropé, i na Sardinii,nebo v Maroku. Také se vyskytuje
v populacich ptivodnich obyvatel Amerického kontinentu. Pfedpoklada se tedy,
Ze nositelé tohoto haplotypu byly Ucastni v prvni viné pri osidlovani Ameriky.
Podle vyzkumt populaci vjiznich oblastech Sibife doslo krozsifeni této


https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMASTER/WebHome

haploskupiny do Asie teprve nedavno, zhruba v 5. stol. pt. n.l, pravdépodobné
z oblasti JiZniho Kavkazu. Nabizi se tedy otazka, zda nas jedinec, prislusnik
velkomoravské populace, mohl ziskat tyto varianty jakoZto prislusnik slovanské
populace, jejichZz ptivod se odhaduje do oblasti Zakarpati, nebo zda mohly byt
tyto alelové varianty napf. vice zastoupeny u populaci zemédélctl, ke kterym
Slované na nasem tUzemi patrily. Pro lepsi porozuméni by bylo potieba zjistit
cetnost haploskupiny v ramci velkomoravské populace a porovnat ji s Cetnosti
napf. s drivéjSimi populacemi, obyvajici toto tizemi.



