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GENETICKA STUDIE DET{ Z POHREBISTE JIZNi PREDHRADI — POHANSKO

GENETICKA STUDIE DETI Z POHREBISTE

JIZNI PREDHRADI - POHANSKO

Katerina Mertlova

Abstrakt:

Pohrebiste Jizni predhradi je druhé nejvétsi pohrebisté objevené na
Pohansku. Bylo zde nalezeno 210 kostrovych hrobii, z nichz bylo vyzved-
nuto 189 jedincii. Kosterni nalezy z Jizniho predhradi jsou velmi spatné
zachovany, ve vétsiné pripadil naprosto neurcitelné. Ze 189 koster bylo
27 urceno jako muzskych a 40 jako Zenskych. 88 koster je détskych a u 34
koster se pohlavi tradicnimi morfometrickymi a morfologickymi meto-
dami nepodarilo urcit. Metoda polymerdzové retézove reakce (PCR) je
Casto jedinou moznosti, jak analyzovat DNA starych kosternich nalezii, ve
kterych se DNA nachazi jen ve velmi malém mnozstvi nebo je castecné de-
gradovand. Molekularné biologické postupy nesleduji celé chromozomy,
ale pouze urcity lokus na jejich DNA. Metoda PCR umoziuje urcit pohlavi
puvodce vzorku nékolika zpiisoby. Mezi nejcastéjsi postupy patii analyza
genu SRY a genu pro amelogenin. Témito metodami je urcovano pohlavi
také u detskych kosternich nalezii z Jizniho predhradi. Ziskané informace
Jsou velice diilezité pro doplneént demografie celého pohrebiste.
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Abstract:

Genetic Study of Children from the South Ramparts Burial Ground,
Pohansko

The South Ramparts burial ground is the second largest burial ground dis-
covered in Pohansko. Some 210 skeletal graves have been excavated there,
from which the remains of 189 people have been taken. Unfortunately, the
skeletal finds from South Ramparts are rather badly preserved, and in
most cases unidentifiable. Of the 189 skeletons, only 27 were determined
as adult male, 40 as adult female and 88 as children; the sex of the remain-
ing 34 skeletons was impossible to define by standard morphometric and
morphological methods. Polymerase chain reaction (PCR) is often the
only way to analyse the DNA from ancient skeletal finds containing only
a tiny proportion of DNA, or in which the DNA is partially degraded. Such
molecular-biological procedures do not concentrate on complete chromo-
somes but only on certain loci within the DNA. The PCR method enables
the determination of the sex of the sample originator by several means.
The most frequent procedures include an analysis of the SRY gene and the
amelogenin gene. These methods are also employed to determine the sex
of children s skeletal remains from South Ramparts. The information thus
acquired is vital to the demography of the entire burial ground.

Key words:
DNA — PCR — SRY — method — grave — skeleton — gene — genetics —
children’s graves — demography — Pohansko — South Ramparts

UVOD

Hradisko Pohansko se nachazi nedaleko Bieclavi. Ke kon-
tinudlnimu osidleni Pohanska doslo v pribéhu 6. stoleti n. 1.

prichodem slovanského lidu (Drozdova 2005, 9). Nejvétsiho
rozmachu zaznamenalo Pohansko na pfelomu 8. a 9. stoleti,
kdy zde bylo vybudovano rozsahlé opevnéné velkomoravské
hradis§t¢ s rozlohou 28 ha. Na této lokalité bylo odkryto nékolik
pohtebist’. Nejveétsi pohiebiste se nachazi okolo kostela a je da-
tované do druhé poloviny 9. stoleti aZ prvni poloviny 10. stoleti,
kde se naslo celkem 395 kosternich néalezd. Z toho 167 koster
bylo détskych nebo se jednalo o kostry nezletilych jedinch bez
uréeného pohlavi (Drozdova 2005, 27). Mezi hrobové celky
nalezené na izemi hradiska patii: Pohiebisté II, Lesni skolka
a hroby nalezené pfi sondézi valu a Lesni hrad. Zde bylo vy-
kopano dohromady 99 koster déti a nedospélct. Dal§im vy-
znamnym pohfebistém je Severovychodni pfedhradi, datované
od konce 9. stoleti az poloviny 10. stoleti. Bylo zde objeveno
celkem 46 koster, 26 jich bylo détskych (Drozdova 2005, 83).
Lokalita Jizni pfedhradi se nachazi mimo opevnéné velkomo-
ravské hradisté, jihozapadnim smérem od n¢j. Byla objevena v le-
tech 1960-1962 (Drozdova 2005, 97). Jizni ptedhradi bylo odkry-
to v letech 1975-1979 pii zdchranném archeologickém vyzkumu,
ktery predchazel stavbé nového koryta feky Dyje (Drozdova 2005,
97). Pohtebisté na Jiznim pfedhradi Pohanska je druhé nejvétsi
pohiebisté objevené na Pohansku. Ma rozlohu pfiblizné 9 ha a je
datované od konce 8. stoleti az do pocatku 10. stoleti (Drozdova
2005, 11). Jedna se tedy o dobu stfedohradistni. Podle Jany Vigna-
tiové slouzilo Jizni pfedhradi pfislusnikiim druziny velkomorav-
ského panovnika, ktefi zde bydleli se svymi rodinami a pravde-
podobné i se sluzebnictvem (Vignatiova 1992, 97). Ziejmé si také
pestovali zemédélské plodiny a byli podporovani z centra Velko-
moravské tise (Drozdova 2005, 13; Vignatiova 1992, 98).

MATERIAL

Na Jiznim predhradi bylo nalezeno celkem 436 sidlistnich
objekti a 210 kostrovych hrobt, z nichz bylo vyzvednuto 189 je-
dinct (Drozdova 2005, 12, 97). Kosterni nalezy z Jizniho pied-
hradi jsou velmi Spatné zachovany, jsou fragmentarni a ve vét-
$in¢ piipadt naprosto neurcitelné. Ze 189 koster bylo 27 urceno
jako muzskych a 40 jako zenskych. 88 koster je détskych a u 34
koster se pohlavi tradi¢nimi morfometrickymi a morfologickymi
metodami nepodafilo urc¢it. Cilem této prace je urceni pohlavi
u détskych a neuréenych koster pomoci molekularné-genetické
analyzy DNA a doplnéni cennych informaci k demografii celého
pohiebiste.

METODY

Metoda polymerazové tetézové reakce (PCR) byva casto je-

dinym mechanismem, ktery umoziuje analyzu DNA starych kos-

ternich nalezt. Tato metoda byla zavedena v roce 1985 Kary B.
Mullisem, ktery za ni byl vyznamenén Nobelovou cenou (Smarda
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Obr. 1. Analyza genu pro amelogenin. Zleva: negativni kontrola — pozitivni
kontrola (recentni DNA Zeny) — pozitivni kontrola (recentni DNA muze) —
hmotnostni standard — vzorek H 153.

Abb. 1. Analyse des Amelogenin-Gens. Von links: negative Kontrolle — po-
sitiv Kontrolle (rezente DNA Q) — positive Kontrolle (rezente DNA &) —
Massenstandard — Probe H 153.

a kol. 2005, 73). Podstatou reakce je in vitro syntéza vybraného
useku DNA, ktera probiha v opakujicich se cyklech. Studovany
usek nukleotidové sekvence je vymezen pfipojenim dvou prime-
10, které se vazou na protilehlé fetézce DNA. Po pfidani DNA-
polymerazy a nukleotidd probiha syntéza novych vlaken na obou
matricovych fetézcich protismérné. K syntéze DNA se pouzivaji
termostabilni polymerazy izolované z termofilnich mikroorga-
nizml (napf. Taq DNA-polymeraza z Thermus aquaticus), kte-
ré odolavaji teplotam, pii nichz DNA denaturuje (Smarda a kol.
2005, 73). Vysledkem reakce je mnohonasobné zmnozeni daného
useku, a je tedy ziskan dostatek materialu pro jeho dalsi charak-
terizaci. Jedna se o idealni metodu pii studiu vzorkt obsahujicich
malé mnozstvi DNA nebo degradovanou DNA.

Metoda PCR umoziiuje uréit pohlavi ptivodce vzorku né-
kolika zpisoby. Molekularné biologické postupy nesleduji celé
chromozomy, ale pouze urcity lokus na jejich DNA. Pohlavi
kosternich vzorkl se urcuje napiiklad pomoci lokust speci-
fickych pro Y-chromozom (napiiklad gen SRY). Tato metoda
umoziiuje piimou identifikaci pouze jedinct muzského pohlavi.
Je dana amplifikaci Gseku genu SRY, dlouhého jen 93 bp (Cunha
et al. 2000, 951). Gen SRY (Sex determining Region of the Y
chromosome) se nachazi na kratkém raménku chromozomu Y.
Produkuje transkripcni faktor TDF (Testis Determining Factor)
regulujici vyvoj varlat. V ptipad¢ uspésné amplifikace je ziejmé,
ze jedinec je pohlavi muzského. Negativni vysledek vSak mize
krom¢ pohlavi Zenského znamenat to, ze se hledany lokus ve
vzorku jednoduse nezachoval nebo se jej nepodatilo namnozit.

Z téchto divodu se k ur€eni pohlavi u kosterniho materialu
pouziva metoda amplifikace useku sekvence z prvniho intronu
genu pro amelogenin. Amelogenin je gen kodujici protein zub-
ni skloviny, nachdzi se v homologni oblasti na obou pohlavnich
chromozomech (Yp11.2 a Xp22.31-p22.1); (Hummel 2003, 29).
Na pocatku 90. let bylo objeveno, ze na X chromozomu je
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Obr. 2. Analyza genu SRY. Zleva: hmotnostni standard — H 153 — H 24/
IV-H26/IV-H46-H 133 —H 124.

Abb. 2. Analyse des SRY-Gens. Von links: Massenstandard — H 153 — H
24/IV—-H26/IV-H46—-H 133 —H 124.

v prvnim intronu amelogeninového genu 6bp delece (Mannu-
cci et al. 1994, 190-193; Sullivan et al. 1993, 636-641). PCR
produkty z obou chromozomii se pak lisi svou délkou. DNA
fragment namnozeny z X chromozomu je dlouhy 106 part bézi,
kdezto DNA fragment namnozeny z Y chromozomu je dlouhy
112 part bazi (Cunha et al. 2000, 951; Kaestle — Horsburgh
2002, 115; Sullivan et al. 1993, 636—-641). Z muzské DNA se
tedy amplifikuji dva produkty (dlouhé 106 a 112 bp), protoze
muZ méa chromozomy XY. Zena mé chromozomy XX, takze se
amplifikuji dva produkty o stejné délce 106 bp, které se na gelu
projevi jako jeden prouzek.

Z kosternich pozustatki déti z pohtebisté Jizni predhradi byly
odebrany vzorky kosti k analyze DNA. Tyto vzorky byly ociste-
ny 96 % EtOH a 5 % NaClO a rozdrceny v tfeci misce a mlynu
Retsch® MM301. Daéle byly dekalcifikovany ptsobenim 0,5 M
EDTA (pH 8,0). Izolace se provadi izola¢nim kitem QIAamp®
DNA Mini Kit podle doporuceného protokolu a amplifikace
vzorktt DNA pomoci modifikovaného protokolu podle Humme-
lové (amelogenin) a Cunhy (SRY); (Hummel 2003, 235; Cunha
et al. 2000, 951). Produkty amplifikace se separuji gelovou elek-
troforézou (3 % agarozovy gel, 4,4 % MetaPhor®) a zviditeliiuji
pouzitim interkala¢niho ¢inidla EtBr (ethidiumbromid) a pozoru-
ji se pod UV svétlem na transluminatoru. Vsechny vysledky jsou
dokumentovany digitalnim fotoaparatem. V laboratofi se piisné
dba na dodrzeni opatteni proti kontaminaci vzorkt (pouziti ne-
gativnich kontrol pfi kazdé analyze, ¢asta vymeéna jednorazovych
rukavic, autoklavovani roztokd, pouzivani UV svétla k odstrané-
ni exogennich nukleovych kyselin na pracovni ploSe, ptidavani
DNA do reakce jako posledni, pouzivani sterilnich zkumavek
a $picek s filtrem atd.). Pfi DNA izolaci, PCR amplifikaci a pro
analyzu PCR produktl se pouzivaji riizné sady pipet.

Urcovani pohlavi pomoci analyzy DNA je vyznamné prede-
v§im u détskych a fragmentarnich koster, kde nelze pohlavi ur-
¢it klasickymi morfometrickymi a morfologickymi metodami.
Ziskame tak informace diilezité pro doplnéni demografickych
udaji pohfebiste, pripadné informace o pohfebnim ritu nedo-
spélych jedinct.
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Obr. 3. Analyza genu pro amelogenin. Zleva: hmotnostni standard — H 36 —
H91-H47-H 182.

Abb. 3. Analyse des Amelogenin-Gens. Von links: Massenstandard — H
36-H91-H47-H 182.

DOSAVADNI VYSLEDKY A DISKUSE

Pii urovani pohlavi u détskych koster z pohiebisté Jiz-
ni predhradi na Pohansku se setkdvame s n¢kolika problémy.
Problém ptedstavuje predevsim vysoka fragmentarnost a Spat-
na zachovalost kosternich poztstatki. DNA z téchto vzorki je
Casto degradovana a dochazi k obtizim pfi jeji izolaci. Vyzkum
je teprve v pocatcich, presto se jiz podafilo urcit pohlavi prv-
nich vzorki. Jako priklad je uvedena Uspé$nad analyza genu
pro amelogenin u kosternich pozistatkd z hrobtt H 153, H 36,
H 91, H 47, H 182. U kosternich pozutstatkii z hrobu H 153
bylo pohlavi ur¢ené jako muzské (obr. 1), u H 36 a H 182 jako
zenské (obr. 3). U vzorkti H 91 a H 47 se amplifikace nepodatila
(obr. 3). Dalsim ptikladem je analyza genu SRY u pozilstatkil
z hrobl H 153, H 24/1V, H 26/1V, H 46, H 133, H 124, kde bylo
pohlavi u prvnich ¢tyf vzorkl ureno jako muzské a u zbyva-
jicich dvou vzorkl jako zenské (obr. 2). Tyto prvni vysledky
jsou velice povzbudivé. Vérime, Ze se takto podari urcit pohlavi
u vétsiny studovanych vzork?.

Tento vyzkum probihd v rdmci vyzkumného zdméru Minis-
terstva Skolstvi, mladeze a télovychovy ¢islo MSM 0021622427
s nazvem: Interdisciplinarni centrum vyzkumu socialnich struktur
pravéku az vrcholného stfedoveéku. Archeologicky terénni a teo-
reticky vyzkum, vyuziti ptirodnich véd, metodologie a informa-
tika, ochrana kulturniho dédictvi. Hlavnim fesitelem je Zdenck
Metinsky, vedouci Archeologického tstavu Filozofické fakulty
Masarykovy univerzity a spoluiesiteli z Prirodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity jsou Antonin P¥ichystal z Ustavu geolo-
gickych véd a Eva Drozdové z Ustavu experimentalni biologie.
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ZUSAMMENFASSUNG

Genetische Studie bei Kindern vom Griberfeld Siidliche
Vorburg — Pohansko

Das Griberfeld Stidliche Vorburg ist das zweitgrofite in
Pohansko entdeckte Gréberfeld. Dort wurden 210 Skelettgra-
ber gefunden, aus denen 189 Individuen gehoben wurden. Die
Knochenfunde von der Fundstddte Siidliche Vorburg sind in
sehr schlechtem Erhaltungszustand und in den meisten Fillen
tiberhaupt nicht bestimmbar. Von den 189 Skeletten wurden
27 als ménnliche und 40 als weibliche bestimmt. Bei 88 Ske-
letten handelt es sich um Kinder und bei 34 konnte mit den
traditionellen morphometrischen und morphologischen Me-
thoden das Geschlecht nicht bestimmt werden. Das Verfahren
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist hdufig die einzige
Moglichkeit, die DNA alter Knochenfunde, in denen sich nur
eine sehr geringe Menge DNA befindet oder hdufig degradiert
ist, zu analysieren. Die molekularbiologischen Verfahren be-
obachten nicht ganze Chromosomen, sondern lediglich einen
gewissen Lokus an ihrer DNA. Die PCR-Methode ermdglicht
es, das Geschlecht des Urhebers einer Probe auf mehrere Arten
zu bestimmen. Zu den héufigsten Verfahren zihlt die Analyse
des SR Y-Gens und des Amelogenin-Gens. Mit diesen Metho-
den wurde auch das Geschlecht bei den Kinderknochenfunden
an der Fundstitte Stidliche Vorburg bestimmt. Die gewonnenen
Informationen sind sehr wichtig zur Ergdnzung der Demogra-
phie des ganzen Gréberfeldes.
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