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Abstrakt

Archeologické nélezy jsou cennym zdrojem informaci o evoluci a historii ¢lovéka a
dalSich organismi. Krom¢ zkoumdni samotné fyzické podstaty ndlezi je dnes moznost
zkoumat tyto vzorky do hloubky, az na trovni molekul DNA. Ta je nejlépe uchovana v
podobé¢ kratkych sekvenci v mineralizovanych tkanich — kostech a zubech, které jsou také pro
analyzy nejcastéji vyuzivany. V téchto dvou tkénich se ovsem nezachovavaji ve stejné mire a
kvalité. Tato prace se snazi o souhrn poznatkti o tom, kde se aDNA zachovava nejlépe, a ktera

tkan je tedy nejvhodnéjsi pro zisk aDNA.

Abstract

Archeological findings are very valuable source of information about human and other
organism's evolution and history. Nowadays it is possible investigate this sources not only on
physical level but also on molecular level which means investigation of DNA. DNA is well
preserved in mineralised tissues — bones and teeth which are often used for analyses. But it is
not preserved in equal amount and quality in these two tissues. This thesis is compilation of
findings about where is aDNA best preserved so which tissue should be the aim for gaining

aDNA.



RY]
[j‘J\P‘SA k/’q'\/
L;\Y“. EST o

&

55 é% MASARYKOVA UNIVERZITA
L 2 2 e Ptrirodovédeckd fakulta
°, 0p QNS
)#J’QERLTMNPS\)Q~
ZADANI BAKALARSKE PRACE
Akademicky rok: 2014/2015
Ustav: Ustav experimentalni biologie

Studentka:  Zuzana Pawlasova
Program: Experimentdlni biologie
Obor: Molekularni biologie a genetika

Reditel Ustavu experimentalni biologie PiF MU Vam ve smyslu Studijniho a zkusebniho fadu MU urcuje bakaléfskou
praci s tématem:

Téma prace: Lidsky zub jako konzervitor aDNA (Pficiny vétsich vytézkd aDNA z lidskych zubt oproti jinym lidskym
tkanim)

Téma prace anglicky: Human tooth as a preserver of aDNA (instances of receiving higher amounts of aDNA from human
teeth compared to other human tissues)

Oficialni zadani:

Cilem této prdce je formou literarni reserse shromazdit dostupné informace o rozdilech ve stavbé lidského zubu oproti
jinym tkanim s prihlédnutim na uchovavani molekul aDNA. Zna¢né mnoZstvi praci prokazalo, Ze zub je nejvhodné&jsim
typem tkané pro izolaci aDNA. Vyzkumy ukazuji, Ze v kostech se molekuly DNA vazi na hydroxyapatit, co? umoznuje
jejich dobreé uchovavani. To, zda probiha podobny mechanismus i v lidském zubu, nenf jesté dostatecné probadano, z toho

divodu je vhodné se touto tematikou zabyvat.

Jazyk zavérecné prace:  cestina

Vedouci prace: Mgr. Dana Fialova
Datum zadani prace:  29. 10. 2014

V Brné dne: 3.11.2014
Souhlasim se zadanim (podpis, datum):

7 o A
; o 7 2 - ) j’ [/{,- g? 77 -
fi 7 . i T P / L7 A
Fiedl 0o H 97 e S I Gl
i

Zuzana Pawlasovd Mgr. Dana Fialova l/pro"!f. RNDr. Jan Smarda, CSc.
studentka vedouci prace | feditel Ustavu experimentalni
biologie



Podékovani

Timto bych rada podékovala vedouci mé bakalaiské prace Mgr. Dané

Fialové za trpélivost, pomoc a ¢as pti zpracovani dané problematiky.



r

Prohlaseni

Prohlauji, Ze jsem svoji bakalafskou praci vypracovala samostatné a s

vyuzitim informacnich zdroj, které jsou v praci citovany.

/‘
Brno 7. kvétna 2015 uﬁ{ﬂ L'L‘J

ooooooooooooooooooooooooooooooooo

Zuzana Pawlasova



OBSAH

1. Uvod
2. Struktura a vyvoj kosti a zubl
2.1. Kost
2.1.1. Vyvoj kosti
2.1.1.1. Chondrogenni osifikace
2.1.1.2. Desmogenni osifikace
2.2. Lidsky zub
2.2.1. Vyvoj zubu
2.2.2. Zubni tkan¢
2.2.2.1. Sklovina
2.2.2.2. Dentin
2.2.2.3. Zubni dfen
2.2.2.4. Zubni cement
3. Uchovani DNA v kostech a zubech
3.1. Kolagen
3.2. Hydroxyapatit
4. Faktory ovliviiyjici zachovalost aDNA
4.1. Oxidativni poSkozeni
4.2. Hydrtolytické poskozeni
4.3. Teplota
4.4. pH
5. Kontaminace
5.1. Vliv kontaminaci na amplifikaci
6. Vyhody zubni tkan¢ oproti kostni
6.1. Porovitost kosti
6.2. Odolnost zubti vii¢i kontaminaci
7. Rzné zubni tkané pro zisk aDNA
7.1. Dfen
7.2. Dentin
7.3. Celulérni cement
8. Moderni postup odbéru vzorku ze zubu
9. Zaver

10. Seznam citované literatury

10
10
11
11
12
13
13
14
14
15
16
16
17
17
18
20
20
20
21
21
22
24
25
26
26
28
29
29
29
31
33
35



1. UVOD

Zachovalé archeologické a paleontologické vzorky obsahuji genetickou informaci (archaickou
DNA; aDNA), kterd& ma potencial objasnit neddvnou evolucni historii ¢lovéka,
domestikovanych zvitat a patogenti, kterym slouzili jako hostitelé.

Od prvni Gspésné izolace aDNA, zaziva toto odvétvi velky vzestup rtiznymi smeéry,
nicméné potyka se také s mnohymi problémy. Nejkritictéjsi byla nejspis prvni polovina 90. let
minulého stoleti. PfiSlo se totiZ na to, Ze v n¢kolika vlivnych odbornych publikacich ozndmili
uspesné amplifikace a analyzy aDNA z milidny let starych vzorkd, nacez se ukazalo, ze byly
tyto vysledky velmi ovlivnény kontaminaci vzorkti moderni DNA. Poté trvalo nékolik let, nez
se vyzkum aDNA ,zotavil“ a byl opét bran vazng, jako védecky obor. Od roku 2005, s
nastupem technologii souhrnné nazyvanych ,,Next generation sequencing (NGS)“, se zacal
vyzkum aDNA velmi zdokonalovat, jelikoz tyto technologie umoznily hromadné sekvenovani
miliona fragmentl DNA zéaroven.

Kosti a zuby casto predstavuji jediny — ale také nejlep$i — biologicky material
dostupny pro analyzu aDNA v antropologii a mize byt dodatecné vyuzit ve forenznich
veédach. Fosilie ndm poskytuji nejen geologicky zdznam evoluce, pfipominaji nam také jak
zéasadni roli hraji mineralizované tkdn¢ v biologii organismti. Mékké nemineralizované tkané
vétSinou velmi brzy podlehnou degradaénim procesiim a nedochovaji se (jen v ptipadé, ze
dojde k jejich mumifikaci). Proto cilem této bakalafské prace je srovnani pouze kosti a zubt
jakozto zdroji aDNA.

Vlastni text prace je ¢lenén do nékolika kapitol. Nejprve je popsana struktura kosti a
zubll a pro lepsi pohled na tuto strukturu také jejich vyvoj. Déle je vénovana pozornost
molekule aDNA — tomu kde se v mineralizovanych tkanich nachézi, jaké faktory ji ovliviluji a
také mozné kontaminace. Nasledn¢ je zdtivodnéno, pro¢ jsou zuby lepSim zdrojem aDNA, a
které Casti samotného zubu jsou nejvhodnéjSi pro odbér vzorku. Na zavér jsou popsany

nejvhodnéjsi postupy pro dosazeni maximalniho vytézku bez uplné destrukce zubu.



2. STRUKTURA A VYVOJ KOSTI A ZUBU

2.1. Kost

Kosti a zuby chrani vnitini organy, umoziuji pohyb a rozmélnéni potravy a poskytuji
dal$i mechanické funkce. Zaroven jsou také pro télo klicovymi reguldtory anorganickych
iontdl, jako kalcium, magnesium a fosfaty. Uchovavaji také nescetné mnozstvi bunck a
rustovych faktorl, které pro zménu kontroluji tkdnové vlastnosti. Velikost a tvar kosti
odpovida jejich funkci (Boskey, 2007). Podle tvaru je rozdélujeme do Sesti skupin:
kosti dlouhé (napft. stehenni, holenni, pazni kost), kosti kratké (zapéstni kustky), ploché kosti
(kosti lebecni klenby), kosti nepravidelné (napft. obratle), kosti pneumatizované (napt. kost
Gelni) a sezamské kosti (napt. &é8ka) (Cihak, 2001)

V podstaté jsou kosti dynamickou tkani skladajici se z mineralni slozky (67-70% hmotnosti
suSiny), organické slozky (25% hm. suSiny) a vody a jsou béhem zivota neustale

remodelovany (Bell a spol., 2001).

Kost je tvofena a pretvafena aktivitou 3 typl bunck: osteoblasty, osteocyty a
osteoklasty (Lerner, 2012):
1. Osteoblasty jsou bunky, které produkuji extracelularni matrix a jsou zodpovédné za jeji
mineralizaci (Lerner, 2012). Jes$t¢ nemineralizovana matrix v okoli osteoblastu se nazyva
osteoid (Ortner a Putschar, 1981). Organicka slozka osteoidu je tvotfend hlavné kolagenem
typu I (22% hm. susiny) a nekolagennimi proteiny (3% hm. susiny) (Bell a spol., 2001)
2. Osteocyty jsou osteoblasty, které se obklopi mineralizovanou kostni matrix. Jsou malo
metabolicky aktivni (nedéli se) a maji Cetné dendritické vybézky, pomoci kterych komunikuji
s okolnimi osteocyty a osteoblasty (Boskey, 2007). Tvoii vice nez 90% vSech kostnich bun¢k.
(Lerner, 2012). Po resorpci tkané bud’ degeneruji, nebo se mohou pieménit zpét na
osteoblasty.
3. Osteoklasty jsou mnohojaderné ttvary vzniklé splynutim jednojadernych progenitorovych
bun¢k pochazejicich z myeloidnich hematopoetickych kmenovych bunék. Osteoklasty jsou
jediné bunky v ptirod¢€, které dokazi rozkladat mineralizovanou kostni tkan. Jsou nezbytné
pro modelaci 1 remodelaci kosti, udrzeni vapnikové homeostazy, profezavani a pohyb zubt.

(Lerner, 2012).

10



2.1.1. Vyvoj kosti

Kosti mohou vznikat dvojim zplisobem, a to chondrogenni nebo desmogenni osifikaci.

(Ortner a Putschar, 1981).

2.1.1.1. Chondrogenni osifikace:

Takto vzniklé kosti, coz jsou vSechny kosti vyjma kosti lebe¢ni klenby, kosti
oblicejové casti lebky a kli¢ni kosti, se zacinaji vyvijet z chrupav¢itého modelu kosti (Arnold
a spol., 2007). U bun€k v centralni oblasti dojde k diferenciaci na hypertrofické chondrocyty.
Buiiky perichondria obklopujici tuto hypertofickou oblast diferencuji na osteoblasty, aby
zformovaly ,,kostni manzetu®, prozatimni kostni kortex (Maes a spol., 2010). Hypertrofie
2007). Zéaroven s tim nastane rozvoj cévniho zasobeni v téchto oblastech, ktery spolu s krvi
pfindsi také pericyty, osteoklasty a progenitorové buniky (Zhou a spol., 2014). Osteoblasty po
stranach vlasecnic produkuji a ukladdaji osteoid na povrch tzv. smérovych tramcl. Poté
dochazi k sekundarni osifikaci — prestavbé, kterd probiha za aktivni ucasti osteoklasti, jejichz
¢innosti se na povrchu plasté periostalni kosti tvofi resorpéni dutinky (tzv. Howshipovy
lakuny). Do nich vristaji cévy s vazivem, které jsou nasledovany osteoblasty (Ortner a
Putschar, 1981). Z nich se nasledné stavaji osteocyty, kdyZz kolem sebe nasyntetizuji
mezibunécnou hmotu, kterd postupné zmineralizuje (Campos a spol., 2012). Mineralizovana
kolagenova vlakna se seskupuji do rovinnych utvart nazyvanych lamely (3—7 pm Siroké).
Nékdy jsou tyto vrstvy (lamely) mineralizovanych kolagennich vlaken uspotfaddany do
koncentrickych vrstev (3-8 lamel) kolem centralniho kanalku a vytvaii tak osteon nebo také
Haverstv systém (Rho a spol., 1998).

Na prafezu diafyzou dlouhych kosti tedy miizeme vidét dienovou dutinu, ktera
obsahuje podpéry tvotfené spongidzni kosti, obklopenou valcovitou kompaktni kosti (Boskey,
2007) (tvotfenou Haversovym systémem lamel) a na povrchu kryje kost okostice (periost) (viz.
Obr. 1).

Osifikace probihd od stredu dlouhé kosti (diafyzy) smérem k obéma koncim
(epifyzam). Mezi diafyzou a epifyzami jsou rastové chrupavky (pro rast kosti do délky), které
v dospélosti také osifikuji (Cihdk, 2001). Mistim kde se nalézaly se iika metafyzy. Epifyzy
jsou tvorené spongidzni tkani (siti kalcifikovanych tramcti) obklopenou tenkou vrstvou

kompakty (Houck a Siegel, 2010).
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Obrazek 1: Schéma prufezu diafyzou dlouhé kosti.
<http://www.wikiskripta.eu/images/thumb/5/5e/Lamelosn%C3%AD_kost_(schema).jpg/400px-
Lamelosn%C3%AD_kost_(schema).jpg> (Datum pfistupu: 6.5.2015)

2.1.1.2. Desmogenni osifikace:

Uplatniuje se béhem embryonalniho vyvoje lebecni klenby, ale také na mnoha jinych
mistech, kde neni vytvofen chrupavcity model a nova kost je formovéna pfimo diferenciaci
osteoblastli (Yasui a spol., 1997). Ty se formuji do hladkych blanovitych plati. Dochézi k
primarni osifikaci vazivového zdkladu, na ktery se ukladd kostni matrix produkovana
osteoblasty a vznikd sit’ tramct. Diky ¢innosti osteocytll tramce mohutni a uklddanim
hydroxyapatitu a kolagennich fibril mineralizuji (Ortner a Putschar, 1981). Vysledkem
primérni osifikace je kosténd plotna tvofend siti anorganickych jehlic, krystalii a tramch
vlaknité kosti. Nasleduje sekundarni osifikace kdy oba povrchy kosténé plotny zilistavaji
stejné, ale stfedni vrstva je postupné resorbovana a nahrazena spongidzni kosti — vytvaii se

tzv. diploe (Cihak, 2001).

Klasickd dlouhd kost se skladd z diafyzy, metafyz a epifyz na koncich (Ortner a
Putschar, 1981). Ploché kosti maji variabilni strukturu. Napiiklad lebka ma mensi podil

spongiozni tkdn€ zatimco patet je tvorena hlavné ji (Boskey, 2007).
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2.2. Lidsky zub

Clovék méa chrup heterodontni — sklada se ze ¢tyf druhll zubl (fezakd, $picaki,
trenovych zubil a stolicek). Dale chrup délime na mlécny a trvaly. Mlécny chrup je vSeobecné
belejsi, mekéi, mensi a slabsi v porovnani s trvalym (Low a spol., 2008). U zubu popisujeme
tf1 zakladni ¢asti — korunka (corona), kréek (colum) a koten (radix). Hlavni hmotou, ktera
tvofi objem zubu, je dentin (Nanci, 2003). Nad trovni dasné je kryty sklovinou a vytvaii tak
korunku. V zubnim alveolu je kryty zubnim cementem a tvofi kofen. Uvniti je dfeniova dutina

vyplnéna zubni dfeni, ve které vedou cévy a nervy (Liebgott, 2011) (Obr. 2).

Sklovina
Dentin

Zubni dfen
Gingiva (dasen)

Korunka —

/

o

Zubni cement

Alveolarni kost

Periodontalni
membrana

Krevni céva
anerv

Obrazek 2: Schéma stavby zubu. <http://lidsketelo.webnode.cz/travici-soustava/>
(Datum pfistupu: 6.5.2015)

2.2.1. Vyvoj zubt

Vyvoj zubu za¢ind v zubni listé€ vzniklé z ekto- a mezodermu. Nejprve se v zubni listé
vytvofi sklovinny organ mlécného zubu seskupenim ektodermalnich epitelidlnich bunék —
ameloblast — do tvaru zvonecku. Cast této laminy vytvoii pozd&ji stejnym postupem i
sklovinu pro trvaly zub. Proliferujici mezenchymalni (mezodermalni) bunky, tzv. dentdlni
papila tvofend odontoblasty vyplni sklovinovy poharek. Kolem téchto struktur se vytvofi
pochva z pojivové tkan€. Takto vznikne zéirodek zubu. Nasledn€¢ zacnou ameloblasty
produkovat samotnou sklovinu. Odontoblasty za¢nou produkovat dentin (Ortner a Putschar,
1981; Sicher, 1966). Ameloblasty, pokryvaji cely povrch béhem tvorby zubu a mizi pfi

profezavani zubu do dutiny ustni (Nanci, 2003). Odontoblasty perzistuji v zubu cely zivot
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jako tenka vrstvicka pokryvajici vnitini povrch zubu. Zbytek mezodermalnich bunék dentalni
papily zacne byt silné vaskularizovan a vytvoii zubni dieil. Se zaCatkem erupce je spojen
zacCatek vyvinu kofenového dentinu. Ten vznika tak, Ze se v misté krcku priklada k zakladu
korunky. Pfilozenim bunék zevniho sklovinného epitelu a ameloblastii vznika dvojvrstevna
Hertwigova epitelova kofenova pochva, kterd ma tvar horizontalni piepazky. Vlivem bunck
Hertwigovy pochvy se diferencuji dalsi odontoblasty produkujici predentin, ktery da
vzniknout kofenovému dentinu. Cely proces postupuje apikdlnim smérem. Rozdil v
prekurzorech a také ve slozeni n&kterych komponent matrix se odrazi v odliSnosti mezi
korunkovym a kofenovym dentinem (Linde a Goldberg, 1993). Povrch kofene je tvofen
specializovanou tkani — cementem — ktery zajiStuje ukotveni pro pojivové tkané€, kterd
piipojuje zub k cCelisti (Ortner a Putschar, 1981; Nanci, 2003). Po rozrusenim Hertwigovy
pochvy se miize cement usadit na kofen zubu. Nejprve jako nefibrilarni, poté jako fibrilarni
acelularni struktura. Pozd&ji, kdyz uz je zformovana alesponl polovina kofene, se vytvaii

celularni cement (Linde a Goldberg, 1993).

2.2.2. Zubni tkané

2.2.2.1. Sklovina

Sklovina (enamelum) je nebunécné substance bilé az nasedlé barvy, kterd na fezacich
hranach a okluzalnich plochach dosahuje tloustky az 2,5 mm, zatimco v oblasti zubniho
kr¢ku jen kolem 100 um. Ztratou ameloblastli predstavuje sklovina nezivou a necitlivou
matrix, kterd nemiize byt nahrazena nebo regenerovana, pokud se poskodi. Obsahuje vice nez
96% anorganického mineralu ve form¢ apatitovych krystall a jen stopy organického materialu
(Nanci, 2003). Anorganickou slozkou je hydroxyapatit, ale vnitinimi substanénimi reakcemi
muze dojit k tvorbé fluorapatitu nebo hydroxyfluorapatitu, které jsou stabiln€jsi (Mincik a
spol., 2014). Vysoky obsah mineralni slozky podmitiuje jeji mikrostrukturu. Hydroxyapatitové
krystaly ve skloviné jsou velmi nahu$téné. Svym zplsobem uloZeni vytvafeji strukturu
sklovinovych hranolii a prizmat. Ty jsou oddélené od substance, ktera tyto hranoly obklopuje
a je také tvorena apatitovymi krystaly, ale ulozenymi v jiném sméru (Nanci, 2003). Krystaly
jsou 40-70 nm S§iroké a 160 nm dlouhé. Druhou nejvétsi slozkou je voda (1,5 — 4%
hmotnosti). Vyskytuje se bud’ navdzana na krystalech nebo volné. Organickou slozku tvofi
proteiny a lipidy. Sklovinova prizmata jsou obalena tenkou vrstvou afibrilnich heterogennich

proteinil, nazyvanych amelogeniny a enameliny (Mincik a spol., 2014). U mlé¢ného chrupu je
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sklovina mnohem tenci, ma vyssi obsah organické slozky a vétsi krystaly hydroxyapatitu

(Low a spol., 2008).

2.2.2.2. Dentin

Dentin (dentinum, zubovina) V porovnani se sklovinou je dentin povazovan za
elasticky a mekky (Zheng a spol., 2003). Je to podplirna struktura, ktera nese sklovinu a
kompenzuje jeji kiehkost (Nanci, 2003). Na rozdil od skloviny, tvoii 20% hmotnosti dentinu
organickd slozka (to je 30% objemu, versus 0,4% hmotnosti nebo 2% objemu organické
slozky u skloviny), slozena hlavné z kolagenu (90%) (Goldberg a spol., 2004). Tato mén¢
mineralizovana tkan poskytuje zubu pevnost potiebnou k odolani zlomim pii vystaveni tlaku
pfi zvykani (Low a spol., 2008). Obsah mineralni slozky (hydroxyapatitu) v dentinu je o néco
vyssi nez v kostech — tvofi asi 50% objemu. Zbyld procenta objemu tvoii voda. Slozeni
dentinu je podobné¢ jinym mineralizovanym tkanim jako jsou kosti a celularni cement (Linde a
Goldberg, 1993), ale je jasné, ze ackoliv je dentin podobny kostni tkani a mékkym pojivovym
tkanim, sloZeni jeho organické mezibunééné hmoty je svym zpisobem unikéatni. Dentin
postrada fibronektin a kolagen typu III, coz jsou dvé latky vSudypfitomné v mékkych
pojivovych tkédnich. Stejné¢ jako kosti dentin obsahuje makromolekuly typické pro
mineralizované tkané jako kolagen typu I, proteoglykany, Gla-proteiny a MGP (matrix Gla-
protein) (Linde a Goldberg, 1993), ale jsou dva proteiny (sialoprotein a dentinovy
fosfoprotein), které jsou produkovany pouze odontoblasty (MacDougall a spol., 1997).
Dentinové krystaly nejsou tak velké jako sklovinové a také nejsou uspotfaddany do prizmat
(Minc¢ik a spo., 2014).

V kontrastu s kosti, neni dentin béZné remodelovan; neprobihaji v ném Zadné resorpcni
procesy. Jedind pfic¢ina, kdy je mozné pozorovat resorpci dentinu, je vstiebavani kotfene
mlééného zubu. Dalsi z odliSnosti dentinu a kosti je, ze dentin se nepodili na regulaci

vapnikové homeostazy v organismu (Linde a Goldberg, 1993).

Typy dentinu:

Primarni dentin piedstavuje hlavni ¢ast dentinové hmoty a je produkovan ve velké mite pti
formovani zubu.

Jakmile je zformovan kofen natolik, Ze umozni zubu stat se funkénim, odontoblasty pokracuji
ve formovani sekundarniho dentinu na diefiové stran¢ priméarniho dentinu, ovSem v
mnohem mensi mife.

Jako odpovéd’ na vné&jsi stimuly (jako chemické podrazdéni, zubni kazy, obnovujici
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procedury, opotiebeni nebo jiné traumata) se miize zformovat tercialni dentin.
Primarni dentin je obvykle uvadén jako cirkumpulpélni dentin. Ten mize byt jesté délen na

intertubularni a peritubularni dentin.

Dentin je vysoce propustnd tkan jak pro tekutiny a pohyb molekul, tak pro mikrobidlni
poskozeni, diky pocetnym dentinovym kandlkiim (Linde a Goldberg, 1993). Ty vychazi ze
zubni diené a prostupuji celou jeho hmotou. Obsahuji cytoplasmatické vybézky odontoblastt,
které ho formovaly a vyzivuji ho (Nanci, 2003). Kanalky maji 1-3um v priméru a jsou
esovitého tvaru (Linde a Goldberg, 1993).

Dentin je bezcévnatd tkan (Nanci, 2003). Tepénky vstupujici skrz kofenovou Spicku
prostupuji centralni dieni smérem ke korunce a d€li se na terminalni tepénky coz vede k

vytvofeni kapilarni sit€ pod vrstvou odontoblastii (Linde a Goldberg, 1993).

2.2.2.3. Zubni dien

Zubni dien (pulpa dentis) vypliuje dfetiovou dutinu (cavum pulpae) (Mincik a spol.,
2014). Je to mekka pojivova tkan, jejiz hlavni funkei je produkce dentinu a udrzovani jeho
biologické a fyziologické aktivity (Barachini a spol., 2014). Bunky tvotici zubni dfen jsou
hlavné fibroblasty, imunitni bunky a tzv. rezervni bunky (nediferencované, pluripotentni
buiiky) (Mincik a spol., 2014). Mezibunéénou hmotu tvoii sitovité uspotradani kolagennich
fibril a retikularnich vldken a amorfni hmota. Ta je tvofena hlavné kyselinou hyaluronovou a
kyselinou chondroitinsirovou; je to bilkovinovo-sacharidovy komplex schopny vazat vodu
(Minc¢ik a spol., 2014). Hranici mezi zubni dieni a dentinem vytvaii odontoblasty, které jsou
navzajem spojeny Cetnymi dezmosomy. Kazdy z nich vysild smérem k vnéjSimu povrchu
zuboviny jeden cytoplazmaticky vybézek (Tomesovo vlakno), ktery je ulozen v dentinovém
kanalku. Odontoblasty v dfefiové dutin€é jsou vétsi nez v kofenovém kanélku. Zubni dfen a
dentin jsou vyvojové i funkéné propojené. Tato jednotnost vyplyva i z funkci diené: 1)
formuje a vytvaii dentin, ktery ji pak obklopuje, 2) vyzivuje bezcévnaty dentin, 3) chrani
dentin tim, Ze obsahuje nervy a tim mu dodava senzitivitu, 4) opravuje — je schopna tvofit

novy dentin, pokud je to potieba (Nanci, 2003).

2.2.2.4. Zubni cement

Zubni cement (cementum) pokryva koteny zubl a je pevné spojen s kofenovym

dentinem (Nanci, 2003). Je kostni tkan vlaknitého typu na povrchu kofenu zubu, ktera ale na
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rozdil od bézné kostni tkané nema schopnost remodelace, tzn. Ze opotifebovany a odumftely
cement na kofeni zlstava, neresorbuje se a béhem zivota je nahrazovan novymi vrstvami
vitalni tkan¢. Hraje rozhodujici roli pfi ochrané kotfene pied resorpcnimi procesy (Mincik a
spol., 2014). Buiky tvofici cement se nazyvaji cementoblasty (Nanci, 2003). Obsahuje
ptiblizné 50 % anorganickych soli a 50 % organické slozky a vody (Mincik a spol., 2014).
Skladd z cementocyti a mezibunécné hmoty (cementova matrix), kterou tvoii kolagenni
vlakna a zvéapenatéld amorfni substance. Jsou zndmy dva typy cementu: bunécny a
nebunécny. Cement, ktery je nejbliz dentinu a ktery kryje oblast krcku je nebunéény, nékdy
nazyvan primarni cement. Jeho funkci je ukotveni periodontalnich ligament (PDL). Dolni
(apikalni) ¢ast kofene je krytad bunécnym, nebo také sekundarnim, cementem. V tomto ptipadé
jsou cementoblasty usazeny v lakunach uvnitf jejich vlastni matrix, stejné¢ jako osteocyty v
kostech. A stejné tak se z nich stanou cementocyty. Celularni cement ma adaptivni funkci —
udrzuje zub na svém misté a navic ma schopnost opravovat resorpéni poskozeni zubu. PDL
jsou tvofeny kolagennimi vldkny. Piipojuji zuby k celisti a dodadvaji tomuto spojeni

dostatecnou pevnost, aby odolalo tlakiim pfi zvykéani (Bosshardt a Selvig, 1997; Nanci, 2003).

3. UCHOVANI DNA V KOSTECH A ZUBECH

Kosti a zuby se skladaji z anorganickych kalcium-fosfatovych mineralt, zastoupenych

hydroxyapatitem, a z proteinti mezibunééné hmoty.

3.1. Kolagen

Hlavni organickou slozkou kosti a zubti je kolagen. Je to nerozpustny fibrilarni protein
a je jednim z nejvice zastoupenych proteint v téle. Z vice nez 27 typt kolagenu je kolagen
typu I nejvice rozsifeny a je spojeny s kostmi, dentinem, cementem, kizi, vazy a Slachami
(Boskey, 2007). Je také nejstabilngjSim proteinem, ktery je schopny pretrvat po miliony let v
mineralizovanych tkanich (Buckley a Wadsworth, 2014). Kolagenni vldkna jsou slozena z
kolagennich fibril. Ty jsou tvofené molekulami tropokolagenu a vmezefenymi krystaly

hydroxyapatitu (Rho a spol., 1998).
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3.2. Hydroxyapatit

Anorganickou slozkou zubti a kosti je hydroxyapatit (Ca;o(OH)2(POs)s), ktery obsahuje
substituce riznych jinych iontli (Nanci, 2003). Fyzikalni a chemické vlastnosti téchto
,bioapatitovych* krystalli jsou odlisné od geologickych hydroxyapatitd. Je to ddno zplisobem
jejich vzniku. Tyto jedine¢né vlastnosti jsou potfebné pro naplnéni biologickych funkci kosti a
zubll. Zvlast€¢ u kosti a dentinu, se 1i§i v tom, Ze maji vysoce nepravidelnou,
nestechiometrickou strukturu s pocetnymi bodovymi nedostatky a uhli¢itanovymi
substitucemi. Déle maji mensi velikost krystali, zna¢ny ubytek OH skupin a jsou u nich
pfitomnd volnd mista v krystalovych mitizkdch. Mala velikost krystalii znamena, ze velké
procento atomu je na povrchu krystalu, poskytujice tak velkou specifickou povrchovou oblast
pro adsorpci iontil, proteini a podobné (Boskey, 2007). Hydroxyapatit patii do 5. tiidy
Mohsovy stupnice tvrdosti (Rabenold a Pearson, 2014). Mnoho biologickych materidli ma
hierarchicky uspotadanou strukturu (viz Tab. 1). Znamena to, ze jsou sestaveny od nano- po

makro-strukturu, n€kdy i1 navzajem velmi podobnym zptisobem (Bechtle a spol., 2010).

Obsah
mineralni
slozky Stupen
Material [obj%] Struktura hierarchie

Hydroxyapatitova nano-vliakna (1) jsou spojena do mikro-
vlaken (hranoly;2), které jsou uspofadany do sitovité struktury
Sklovina 85 (3) 3

Kolagenova vlakna jsou vyztuzena hydroxyapaitovymi nano-
desti¢kami (1) a vytvafi sitovitou strukturu (2) okolo
dentinovych kanalku, které maji valcovity tvar a jsou

Dentin 45 obklopené vysoce mineralizovanou manzetou (3) 3

Kolagenova vlakna jsou vyztuzena hydroxyapatitovymi nano-
desti¢kami (1) jsou seskupena do viaken (2), které jsou
usporadané do lamelarnich vrstev (3), které jsou usporadany
Kompaktni koncentricky do Haversova systému (4), ktery je orientovan

kost 40 podél osy kosti (5) 5

Tabulka 1: Pfehled vybranych biologickych materiald s popisem jejich hierarchické struktury.

V zavorce je uveden vzdy pfislusny stupen hierarchie (Bechtle a spol., 2010) (upraveno)

Prave tyto dvé latky, kolagen a hydroxyapatit, hraji vyznamnou roli v uchovani DNA
ve vzorku. N¢kolik autorh se zabyvalo praveé otazkou mechanizmu uchovani a ochrany DNA
proti vliviim prostiedi po tak dlouhou dobu.

Gotherstrom a spol. (2002) ve svém experimentu popisuji dilezitost hydroxyapatitu a

kolagenu pro zachovani DNA v kostnich tkanich. Porovnavali souc¢asné a historické vzorky
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(jednu sadu soucasnych experimentdln¢ degradovanych hovézich kosti a druhou sadu
historickych konskych kosti a zubtl) a také to, jestli byly vystaveny vodé ¢i nikoliv. Mé&fili
krystalinitu, pfitomnost DNA a mnoZstvi extrahovaného kolagenu. Vysledky potvrdily, ze
pfitomnost DNA je velmi silné spojena s krystalinitou hydroxyapatitu a s objemem kolagenu.
Coz potvrzuje hypotézu, ze hydroxyapatit je zasadni pro uchovani DNA v kostnich tkénich.
Jak se ptredpokladalo, krystalinita a obsah kolagenu byl ovlivnén ptitomnosti vody. Vzorky ze
suchych podminek mély vétsi podil kolagenu, vétsi vytézky DNA a méné mineralogickych
zmen.

Dalsi z experimentti provedli Grunenwald a spol. (2014). Ve snaze osvétlit uchovani
DNA béhem casu v kosternich pozlstatcich z chemicko-fyzikalniho hlediska, studovali
adsorpci a desorpci DNA na dobie charakterizovany synteticky apatit napodobujici kostni a
dentinové biomineraly. Svym experimentem rovnéz potvrdili, Ze vlakna DNA mohou
interagovat s apatity nachéazejicimi se v pevnych lidskych tkénich, coz vyznamné omezuje
jejich degradaci s Casem a tyto interakce jsou pomérné silné.

Tyto vlastnosti vyplyvaji ze struktur DNA a hydroxyapatitu (HAP). Zakladni prvek
struktury DNA je uloZeni bazi uvniti dvousroubovice, zatimco cukr-fosfatova patet je zvenku.
Jelikoz jsou tyto fosfatové zbytky negativné nabité, mlze vznikat silna afinita mezi nimi a
vapnikovymi ionty hydroxyapatitu a miize tak byt divodem navazani DNA na HAP (viz Obr.
3). HAP ma v podstaté zna¢nou schopnost lehce adsorbovat rtizné ionty, organické molekuly a

polymery (Okazaki a spol., 2001).

Obrazek.3: Schéma navazani DNA na hydroxyapatit (Okazaki a spol., 2001)

Autofti téchto a mnohych jinych praci se tedy shoduji, Ze zatimco na makrostrukturni
urovni je dulezitym krokem odstranéni mikrobii a jinych kontaminant, na urovni
ultrastruktury je diilezitd adsorpce DNA na hydroxyapatit a/nebo navazani DNA na kolagen I.
typu , coz miize DNA stabilizovat (Campos a spol., 2012; Geigl, 2002; Nielsen-Marsh a spol.,
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2000; Okazaki a spol. 2001; Van Klinken a Hedges, 1995). Tyto dva navrzené¢ mechanismy
uchovani DNA maji velky vliv na to, jak je DNA ziskdvana. VétSina postupil vSak zahrnuje

zisk DNA z mineralni faze (Campos a spol., 2012).

4. FAKTORY OVLIVNUJICIi ZACHOVALOST aDNA

Ackoliv je DNA nositelkou genetické informace, jeji chemicka stabilita je limitovana.
Vsechny biologické makromolekuly podléhaji spontannimu rozpadu. Ten je pravdépodobné
hlavnim faktorem pfi mutagenezi, karcinogenezi a starnuti a také limitujici pti ziskdvani DNA
z fosilnich materiald (Lindahl, 1993). Ptfi normalnich tafonomickych podminkéach jsou
organismy po smrti rychle a ucinné rozklddany (Geigl, 2002). Za urcitych podminek,
naptiklad, kdyzZ se t€lo po smrti rychle vysusi, nebo se DNA absorbuje na mineralni matrix,
muze uniknout enzymatické a bakteridlni degradaci. I pfes to ale na DNA plisobi rizné
chemické procesy. Mnoho z téchto procesii je stejnych nebo podobnych tém, které plisobi i v
zivé buiice. OvSem uz bez opravnych pochodt, takze se poskozeni kumuluji, az DNA ztrati
svou soudrznost a rozpadne se na malé useky, vétSinou mezi 100 az 500 bp. Zarovei s tim
dojde k nendvratné ztraté informaci uloZzenych v sekvencich nukleotidt (Péébo a spol., 2004).
Bollongino a spol. (2008) provedli vyzkum na 291 dobytcich ostatcich z Evropy, Blizkého
vychodu, Severni Afriky, ze které¢ho jasné vyplynulo, Ze zachovalost DNA je velmi ovlivnéna

geografickymi a klimatickymi podminkami.

4.1. Oxidativni poskozeni:

Slunec¢ni svit (jeho UV slozka) zvySuje pocet volnych radikalti (Bollongino a spol.,
2008). Vystaveni UV zafeni zplsobuje rozsahlé poSkozeni DNA. Molekularni kyslik nemé na
DNA vliv, ale jeho radikdlovd forma tto¢i na dusikaté baze (Cano, 1996). Oxidace
makromolekul se jevi jako jeden z nejvétSich zdrojii modifikaci (Rogan a Salvo, 1990).
Zatimco dvouvlakno nabizi jistou ochranu bazi pied utokem volnych radikald, 3-4' uhlikova

vazba deoxyribozy je citliva na oxidaci, coz vede ke Sté€peni fetézce (Poinar, 2003).

4.2. Hydrolytické poskozeni:

Ackoliv jsou fosfodiesterové vazby relativné stabilni, glykosidické vazby mezi bazemi
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a cukry jsou hlavnim cilovym mistem hydrolytického rozkladu. To vede ke ztraté bazi,
vét§inou depurinaci, a kratce na to k rozpadu fosfodiesterové vazby jednofetézce v misté
chybéjici baze v prabchu vysychani (Poinar, 2003). Zamény bazi béhem hydrolytické
deaminace (guanin se méni na xanthin, cytosin se méni na uracil nebo jeho derivaty) a
depurinace (ostranéni guaninu a adeninu z cukr-fosfatové patete) narusuji informacni obsah
molekuly (Cano, 1996).

Kromé¢ toho, ze piitomnost vody vede k hydrolytickym a oxidativnim poskozenim
DNA, ovliviiuje degradaci tim, Ze rozklada kostni apatit a umoziuje riist mikroorganisma.
Mikroorganismy (bakterie a houby) metabolizuji organické slozky kosti, jako je kolagen a
DNA (Bollongino a spol., 2008).

Stabilita DNA ve fyziologickych roztocich naznacuje, ze by DNA m¢la byt
degradovéana v prib¢hu 50 000 az 100 000 let. Geigl (2002) testoval mnozstvi paleogeneticky
uréenych kosti z riznych archeologickych nalezist na ptitomnost aDNA jak v rozpustné tak
nerozpustné frakei. Stari téchto kosti bylo ur€eno na 60 az 5000 let. Asi ve 40% z nich
detekoval ob¢ frakce. Ve vétSin¢ piipadii ¢im byla kost starsi, tim mensi byl obsah aDNA v
rozpustné frakci. V mnohem starSich kostech (200 000-500 000 let) nebyla detekovéna viibec
zadnd DNA. Z toho vyplyva: aby byla DNA zachovana béhem dlouhého ¢asového obdobi, je
nutné, aby byla uchovéna za velmi specifickych chemicko-fyzikalnich podminek — v

,molekularnich sklipcich®, kde neni vystavena vodnym roztoktm.

4.3. Teplota:

Teplota prostiedi mlzZe ovliviiovat zachovalost pevnych tkdni a DNA vice neZ cas
(Poinar, 2003). ZvySeni teploty jest¢ vice pfispiva k chemickym zménam a proliferaci
mikroorganismil. Zvlasté v teplych klimatech je zachovalost vzorkli velice Spatna a tyto
vzorky maji velky sklon k dalsi degradaci a kontaminaci béhem a po vyzvednuti (Bollongino,
2008). Vzorky z chladnych a suchych mist maji tendenci uchovat makromolekuly déle diky

pomalej$im rychlostem reakci (Poinar, 2003).

4.4. pH:

Dalsi vyrazny vliv na dlouhodobé uchovani DNA mé pH prostiedi. Kysel¢ prostiedi
zvysuje degradaci téchto molekul tim, ze H "ionty atakuji OH skupiny na cukernych slozkach
a dusikatych bazich, coz vede k rozpadu fetézce (Cano, 1996). Dale kyselé ptdy rozkladaji
kalciumfosfat a tim nici kostni apatit. Zasadité podminky (napf. vapenec nebo krasové utvary)

tlumi degradativni efekt kyselin a stabilizuji apatit. Na druhou stranu se pii velmi zasaditych
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podminkach a ptitomnosti CO, vyplavuje hydrogenuhli¢itan, coz vede k degradaci apatitu.
Nejstabilngj$i forma hydroxyapatitu byla pozorovana pii pH 7,8 (Nielsen-Marsh a Hedges,
2000a; Nielsen-Marsh a Hedges, 2000b). Bollongino a spol. (2008) experimentaln¢ oveétili
korelaci mezi ispéchem amplifikace a typem pldy. U vzorkl z vapenitych pud byla GspéSnost

vice nez 80%. Naopak z mist s nizkym pH se nezachovala téméf zadna DNA.

5. KONTAMINACE

Kosti, zuby a vlasy jsou casto jedinym fyzickym zaznamem lidské nebo zvifeci
existence na archeologickém nalezisti; jsou proto velmi Casto vyuzivany jako zdroje aDNA
pro védecké analyzy (Gilbert a spol., 2005, Pilli a spol., 2013). Nanestésti, DNA extrahovana
z téchto vzorki, jiz tak v omezeném mnozstvi a silné¢ degradovand, je vysoce nachylna na
exogenni kontaminaci, ¢imz miiZe ohrozit vérohodnost aDNA vyzkumt (Pilli a spol., 2013).
V pravém smyslu slova terminy ,.kontaminantni DNA* a ,kontaminace™ v souvislosti s
vyzkumem aDNA neodpovidaji ptfimésim chemickych necistot ve vzorku. Kontaminantni
DNA odpovida DNA, ktera je identicka nebo podobna cilové aDNA a ktera miize byt spolu s
ni amplifikovana béhem PCR. Napiiklad DNA pochazejici z hub, plisni a bakterii obsazena ve
vzorku by neméla byt povazovana za kontaminantni, pokud je cilem zisk lidské aDNA (Yang
a Watt, 2004). Kontaminace pramenici z manipulace se vzorky historickych kalcifikovanych
tkani je malo probadand, ackoliv je to jeden z nejvétSich problému, ktery ma vliv na
spolehlivost vSech vyzkum aDNA (Sampietro a spol., 2006). Mohou totiZ velmi lehce
zpusobit zkresleni vysledkii (Yang a Watt, 2004). Velikost rizika kontaminace v analyzach
aDNA muze byt dobfe ilustrovano nasledujicim ptikladem: zatimco je v jednom vzorku
obsazeno jen n¢kolik stovek az tisic kopii mitochondridlni DNA (mtDNA), jediny lidsky
dotyk mulze na vzorku zanechat mnoho koznich bunék, z nichz kazdd obsahuje 1000 kopii
mtDNA. V takovém ptipadé¢ lidska kontaminantni mtDNA lehce ,,pfebije autentickou aDNA;
béhem PCR se s vétsim uspéchem naamplifikuje pravé ona kontaminantni DNA, coz povede
k nepfesnym vysledkiim (Yang a Watt, 2004).

V podstaté jakykoliv kontakt s vnéjSim prosttedim mutze vnést lidské kontaminantni
molekuly do vzorku, ale rizné zdroje vykazuji rozdilnou miru nebezpeci:

(1) Antropologické vysetieni vzorku: zjevné velmi intenzivni kontakt mezi doty¢nou osobou a

kostrou.
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(i1) Vrtani a odebirani vzorku z kosti nebo zubu: doposud uzaviena a nekontaminovana oblast
je vystavena kontaminacim, ackoliv jim byly uchranény pii pobytu v zemi.

(ii1)) Vybaveni a chemikalie v laboratofi: jsou zvlasté nebezpecné, protoze mohou byt v
kontaktu s celym vzorkem respektive s extrahovanou DNA v roztoku.

(iv) Paleogenetik: tento ziejmy zdroj kontaminaci se mize zdat méné Casty nez ve skutecnosti
je. Proto jsou uzivany slepé kontroly ke sledovéani kontaminant pochazejicich od vyzkumného
pracovnika. A ackoliv jsou tyto slepé kontroly negativni, mize i tak dojit ke kontaminaci
buitkami rozsifenymi v laboratornim prosttedi béhem pozd¢jsi faze experimentu.

(v) Celkové prostredi: i kdyz bylo mozné zajistit ochranu vii¢i vét§iné kontaminac¢nich zdroju,
je stale nemalé mnozstvi kontaminaci rozSifenych ve vSech prostiedich. I ve velmi
specializovanych zatizenich jsou denné produkovany stovky az tisice bunék (napt. s kazdym
novym vzorkem, néstrojem, chemikdlii nebo proudem vzduchu). A 1 pfesto, ze anti-
kontaminac¢ni postupy jsou schopné mechanicky i chemicky odstranit vétSinu nezadoucich
molekul, mohou nékteré z nich témto postupiim uniknout, rozpadnout se na mensi casti,
akumulovat se a eventualné degradovat na uroven, na které se chemicky podobaji aDNA. A
diky nevyhnutelnému proudéni vzduchu pii pohybu osob v laboratofi mohou byt tyto
degradované molekuly pfeneseny do zkumavek ¢i ptimo na vzorek.

(vi) Pfedesl¢ produkty amplifikace: na laboratornim vybaveni mohou ulpét molekuly aDNA z
piedchozich amplifikacnich pokusti (bud’ produkty PCR archaické DNA, sekvenace ¢i
klonovéani nebo amplifikované aDNA knihovny). V zavislosti na poctu pfenesenych molekul
je tento typ kontaminace bud’ hned vidét na slepych kontrolach, nebo se chova jako bunécna
kontaminace a objevuje se pouze sporadicky.

Vétsinou dochézi ke kontaminaci sekvenci aDNA lidskou DNA a to kombinaci zdroju
uvedenych vyse (Kirsanow a Burger, 2011).

Badatelé se Casto zamérovali na problémy kontaminace v laboratofi a bylo navrzeno
mnoho riiznych pravidel, ktera by méla pomoci v préci s t€émito vzorky (Sampietro a spol.,
2006). Napiiklad Kirsanow a Burger (2011) navrhuji toto:

(1) Kostni a zubni vzorky, které jest¢ nebyly podrobeny dekontaminaci by mély byt
zpracovavany v jiné mistnosti, nez kde probihd dalsi faze postupu — rozménovani
dekontaminovanych vzorkl na prasek.

(i1) Proces rozmélnovani/brousSeni, pii kterém se do vzduchu dostava spousta kostniho prachu,
by mél byt fyzicky oddélen od mista extrakce DNA.

(ii1) Znaceni, PCR a pfiprava knihovny se mohou teoreticky odehravat ve stejné laboratofi, ale
jeden krok od druhého by mél byt co nejdal, aby se minimalizoval efekt vifeni vzduchu.

Klasicky se pouzivaji Ctyfi nejrozsSifencjsi dekontaminacni metody: mechanické cisténi
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pomoci vody a mydla, chemickd degradace pouzitim béliciho ¢inidla (chlornan sodny), UV
svétlo a komeréné dostupné DNA degradujici roztoky jako DNA-ExitusPlus™ (AppliChem
GmbH).

OvSem studie Sampietrové a spol. (2006) potvrdila, Ze zubni vzorky jsou nejvice
nachylné ke kontaminaci v prvnich fazich odkryvani a vyzvedavani ze zem¢ a pii myti. A
proto nejlepsi zplsob, jak se kontaminaci vyhnout, je zacit s preventivnimi opatfenimi co
nejdiiv, idealn¢ uz pti shromazd’ovani a preparaci vzorka na archeologickém nalezisti. (Yang
a Watt, 2004).

Kontaminanty mohou byt pfitomné v riznych tkanich (napf. v mezibunécném
prostoru) a mohou byt vystaveny degradac¢nim vliviim béhem uchovani a odbéru vzorku, coz
muze znemoznit vyuziti znamek fragmentace k rozeznani kontaminant od cilové aDNA
(Adler a spol., 2010, Malmstrom a spol., 2007). Kontaminanty z povrchu vzorku mohou byt
odstranény v laboratofi, ale ty, které jsou zaneseny dovnitf, budou vzdy extrahovany spolecné
s aDNA (Bollongino a spol., 2008).

Nekteti autofi predpokladaji, ze lidsky zub muize byt méné nachylny kontaminaci
a/nebo jednoduseji dekontaminovan nez kosti diky jeho histologické stavbé (Oota a spol.,

1995; Drancourt a spol., 1998, Gilbert a spol., 2005).

5.1. Vliv kontaminaci na amplifikaci

Ackoliv jsou nukleové kyseliny ¢asto chemicky modifikovany a znacné fragmentarni,
je stale mozné ziskat sekvence aDNA, u kterych nedoslo ke ztraté vSech informaci (Rogan a
Salvo, 1990).

Témetr vSechny dosud publikované studie aDNA byly uskutenény pomoci velmi
senzitivni enzymatické PCR amplifikace, ktera byla plGvodné navrzena pro amplifikaci
malych objemit DNA ze soucasnych biologickych vzorki (Geigl, 2002). PCR byla upravena
tak, aby piekonala inhibi¢ni vlastnosti poskozené DNA. Coz umoziuje analyzovat archaickou
(¢i ,,vyhynulou“) DNA a to jak mitochondridlni, tak jadernou (Rogan a Salvo, 1990).
Extrémné citliva PCR, které otvira dvete k pfimé analyze aDNA, ovSem skyta i jista uskali.
To, ze je béhem této reakce mozné amplifikovat tak maly objem DNA, jako je tfeba i jedna
molekula, znamend, Ze i minimalni obsah kontaminantni DNA (z bakterii, hub, lidské kaze)
miZze byt amplifikovan. Navic kontaminantni molekuly sou¢asné DNA by se naamplifikovaly
v mnohem vétsi mife nez aDNA, kvili jeji vysoké mife degradace (Cano, 1996).

Sance na uspéSnou amplifikaci se tim zvéEtsi, ¢im vice kopii dané sekvence bude v
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kazdé z bundk. Casto jsou vyuzivany sekvence jaderné DNA z ribozomi (18s a 28s rDNA).
Mitochondridlni DNA sekvence jsou také velmi dobrymi kandidaty pro analyzy, jelikoZ nejen
ze muze byt az nékolik tisic mitochondrii v buiice, ale u mnohych druhti byl mitochondrialni
genom osekvenovan a uloZen do data banky, takZe je mozné jej vyuzit pro rtizné komparativni
studie. VSechny tyto informace ndm mohou dopomoct k lepSimu porozuméni fyziologii
vyhynulych organismi a poskytnout nam obraz genetickych zmén béhem ¢asu a mechanizmu
»evoluce® (Cano, 1996). Analyza DNA vyhynulych druhti zvitat a rostlin z muzejnich sbirek a
archeologickych néalezli miize umoznit pfimé porovnani s soucasnymi piibuznymi druhy diky

DNA sekvenovani. Tento pfistup je velmi ptinosny pro studium druhti (Lindahl, 1993).

6. VYHODY ZUBNIi TKANE OPROTI KOSTNI

Vétsina studii archaické DNA lidského druhu pouzivd zuby a kosti jako zdroj
genetického materidlu (Gilbert a spol., 2005). Prvni z testti, aplikovanych na material ureny k
paleogenetické analyze, jsou zaméfené na stav biomateridlu, ze kterého ma byt aDNA
extrahovana. Toto provétovani je provadéno z toho divodu, Ze stupeii rozkladu biomateridlu
je silné spjat s mirou zachovani aDNA. A to proto, Ze jsou tyto molekuly fyzikaIn¢ i chemicky
asociaci s proteinovou a mineralni mezibunéénou hmotou (Gotherstrdom a spol., 2002). Na
vytézek aDNA nema ani tak vliv Cas, ale zachovalost tkani (Hagelberg a spol., 1991). Pro
slozité tkan¢ jako jsou lidské kosti a zuby tyto pocatecni testy odhadnou miru zachovani jak
proteinii tak minerdlnich slozek skrze rozlicné chemické, biochemické, histologické a
morfologické analyzy. Zachovalost mineralni faze v kostech a zubech muze byt odhadnuta
méfenim porovitosti (pomoci pdrometrie, méfenim sorpce vody nebo histologickym
zkoumanim), analyzou prvkového slozeni a krystalinity bioapatitu (Gilbert a spol., 2005; Lee-
Thorp a Sponheimer, 2003; Hiller a spol., 2004; Wright a Schwarcz, 1996).

Vlivy diageneze na kostni a zubni vzorky jsou podobné ale ne stejné: zuby se jevi vice
rezistentni vii¢i nékterym typtim kontaminaci a degradace nez kost. Nejspi§ diky mnohem
mensi pfirozené porovitosti sklovinového bioapatitu (Gilbert a spol., 2006, 2005; Sampietro a

spol., 2006).
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6.1. Porovitost kosti

Porovitost jako soucast mikrostruktury zdravé lidské kosti je zapfi¢inéna pocetnymi
kanalky jako jsou Haversovy a Volkmanovy kanalky s primérem kolem 50um, osteocytické
dutiny (zhruba elipsovité s n€kolika mikrometry v priméru) a kanalky (canaliculi) (pramér
asi 200um) (Mansilla a spol., 2014). Minimalni celkova porovitost kosti in vivo je alesponi 8%
celkového objemu kosti (Turner-Walker a spol., 2002) a tato podrovitost se s degradaci
zvySuje. Proto neni nic prekvapujiciho, Ze se vodou nesend DNA (obsazend v koZnich
buiikach v potu/ve vodé pouzité k myti) mize dostat hluboko do kosti (Gilbert a spol., 2006).
Voda také ptispiva k zvySenému vyplavovani minerdlii a degradaci kolagenu (Nielsen-Marsh
a Hedges, 1999). Tyto tendence jsou tim vetsi, ¢im vice je kost degradovana v dasledku
pusobeni vnéjsiho prostfedi: se zvétSujicimi se pory a dirami se kost stdva vice a vice
nachylnd na kontaminaci. TakZze Spatné¢ zachovalé kosti vykazuji pokles v zachovani
biomolekul a zvySenou miru kontaminace. Kvalita vzorku se zhorSuje jesté vic, pokud je kost
omyvana béhem ¢i po vyzvednuti (Gilbert a spol., 2005).

Zvysena porozita u archeologickych kosti miize mit dvé pficiny. Ztratou kolagenu se
vytvari malé pory, zatimco velké pory jsou jasnou znadmkou mikrobidlniho napadeni (Turner-
Walker a spol., 2002), které, v zavislosti na rozsahu, mlZe Upln€¢ zmeénit hustotu a
mikrostrukturu tkan¢ (Bell a spol., 2001). Mechanismus téchto zmén je podobny jako u
zubniho kazu. Do kosti vniknou rizné bakterie skrze Haversovy kanalky a za¢nou produkovat
organické kyseliny, protedzy, enzymy a chelatacni Cinidla, které zplisobi zaroven rozpusténi a
op€tovné vysradzeni mineralll, spojené s ¢astecnou ¢i uplnou degradaci (mimo jiné) kolagenu
(Balzer a spol., 1997; Bell a spol., 1996, 2001; Blake a spol., 1998; Grupe, 1995; Schoeninger
a spol., 1989). Béhem téchto procesti mineralizuje bakterie sama sebe, stejn¢ jako u tvorby
zubniho kamene, takze tim vyrazné pfispiva ke kontaminaci jak organické, tak anorganické

(Bell a spol., 2001).

6.2. Odolnost zubu vuci kontaminaci

Zub je nejvice cenénym zdrojem DNA, jelikoz je to uzaviena schranka, chranici DNA
pted extrémnimi vlivy prostfedi (az na vstup ptes kotenovou Spicku) (Alakoc¢ a Aka, 2009).
Chemicko-fyzikalni vlastnosti skloviny velmi pfipominaji vlastnosti stechiometrického
hydroxyapatitu CaB,o(PO.)s(OH), jak v krystalografické struktuie, tak ve slozeni
(Grunenwald a spol., 2014). Tvrdost skloviny se pohybuje mezi 250 az 390 KHN (Knoop
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hardness numbers) (Mincik a spol., 2014). Sklovina ¢ini zuby odolné vii¢i vlhkosti, vysoké
teploté a vici bakteriim a houbam (Malaver a Yunis, 2003) a také vytvari pfirozenou bariéru
vuci cizorodé DNA. Navic se zda, ze DNA ziskand ze zubl postrada nékteré inhibitory
enzymatické amplifikace. Diky tomu, Ze mlizeme z povrchu zubu odstranit kontaminantni
DNA, je cilovd aDNA amplifikovatelnd v mnohem vétsi mite (Woodward a spol., 1994).
Naproti tomu jsou ovSem zuby prostoupené tubularnimi dentinovymi kanéalky (Currey, 2002),
které poskytuji moznou cestu pro vniknuti kontaminace do zubu diky potu z rukou nebo pfi
myti zubniho kotene (Gilbert a spol., 2005).

Ricaut a spol. (2005) extrahovali aDNA z kosti a zubti 10ti koster z jizni Francie (400-
1000 n.l.). Byla analyzovana pomoci kratkych autozomalnich tandemovych repetici (STRs).
aDNA prezentovand v téchto vzorcich jevila velké znamky degradace, nicméné byla 1épe
zachovana v zubech nez v kostech. Z kazdé kostry pouzili 4 zuby (2 vicekofenové a 2
jednokotfenové) a jednu kost (femur). Vybrané zuby byly velmi dobfe zachovalé, bez kazi a
stale fixované v Celisti. Z kosti se podatilo vyextrahovat jen zanedbatelné mnozstvi, ze zubi
(zubni dien¢€) ziskali alespoii malé mnozstvi aDNA. Vlivy okolniho prostfedi vyvolavajici
destruktivni procesy jsou vyznamngj$i u kostni DNA neZ u zubni. Tvrdé tkané zubl jsou
nejvice mineralizované tkané téla, a tak vytvareji pfirozenou bariéru vuci fyzikalnim i
chemickym procesiim vcéetné rozkladu zubni diené. Proto 1 zde byla aDNA lépe zachovana
nez kosti.

Touto problematikou se zabyvali také Gilbert a spol. (2006), ktefi ve svém pokusu
pouzili odpovidajici vzorky zub-femur. Ty byly na 10 minut ponofeny do roztoku s komeréné
dostupnou $X174 DNA (o jedné z koncentraci 10°, 1072, 1075, 108, 10" g/l). Poté byly
vysuseny pii pokojové teploté a nasledné dekontaminovany béznym postupem. Poté byla
pomoci metody PCR zjiStovana rezidudlni kontaminantni $X174 DNA. Z vysledkl
vyplynulo, Ze pro kontaminaci zubt bylo potieba koncentraci $X174 DNA alespont 107 (i
vétsi) na rozdil od kostnich vzorki, kterym pro u¢innou kontaminaci sta¢ila koncentrace 1072,
Navzdory tomu, Ze byl tento pokus proveden na malém poctu vzorkd, vysledky potvrzuji
hypotézu, ze lidsky zub je odolnéjsi viici kontaminaci DNA nez kost nebo je jednoduSeji
dekontaminovatelny.

Na tuto praci navazuji Gilbert a spol. (2006) dalsim pokusem. Pro vytvofeni modelu
realné situace, pii které jsou vzorky kontaminovany, zkoumali roli zachdzeni se vzorky bez
ochrannych pomiicek pifi manipulaci a myti vzorkl.. Bylo vyuZito 27 pard zubl z rGznych
koster ze stejného archeologického naleziste. Jeden zub z kazdého paru byl dekontaminovan,
a poté z nich byla DNA extrahovana, amplifikovana, klonovana a osekvenovana. S druhym

zubem z kazdého paru bylo manipulovano bez rukavic — po dobu jedné minuty byl v
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intenzivnim kontaktu s dlanémi dobrovolnika (se zndmym mtDNA haplotypem), a poté byl
rovnéz jednu minutu oc€iStovan sterilni vodou (bez obsahu jakékoliv DNA), takze doslo ke
kontaktu lidské kiize, vody a vzorku. Vysledkem bylo, ze v Zadném z piipadl nebyly
pozorovany sekvence DNA pochdzejici od osoby, jenz byla v pfimém kontaktu se vzorky.
Navic pozdé¢jsi studie na deseti parech zubt ze 17. stol., které byly podrobeny stejnému
pokusu v jiné laboratoii vykazovaly stejné vysledky (Gilbert a spol., 2006).

K podobnym vysledkiim dospéli napiiklad i Pilli a spol. (2013), ktefi rovnéz
experimentalné potvrdili hypotézu, Ze zuby jsou méné nachylné ke kontaminaci nez jiné ¢asti
kostry.

Ackoliv tyto vysledky ukazuji, Ze kost je nachylnéjsi na kontaminaci vodou nesenou
DNA nezZ zub, ob¢ tkané mohou byt relativn€ lehce kontaminovany a té¢Zko dekontaminovany
pouzitim béliciho ¢inidla a/nebo expozici UV zéfeni (Gilbert a spol., 2006).

Pti vybéru vzorki, by mély byt vybrany ty, které jsou morfologicky dobte zachovalé, a
to v nésledujicim potadi: zuby, kompaktni kosti a nakonec spongiozni kosti. Kompaktni kost
je mén¢ porovitd, a proto také méné nachylna ke kontaminaci (Yang a Watt, 2004). Diafyzy
dlouhych kosti jsou preferovany pred porovitymi spongiéznimi kostmi jako jsou obratle,
lopatky, panev nebo Casti lebky. Kosti by mély mit co nejmén¢ prasklinek nebo znamek
mikrobidlniho napadeni (viditelnych jako malé ¢erné dirky nebo carky). Zvlasté u lidskych
vzorkl jsou uzitecné zuby s dobie zachovalym kofenem. Spaleny nebo ozehnuty material neni

vyhovujici (Bollongino a spol., 2008).

7. RUZNE ZUBNI TKANE PRO ZISK aDNA

Je zfejmé, Ze vSeobecna znalost stavby a slozeni kosti a také jejich rozkladu je
zakladni pro ur¢eni, kde se DNA v historické kosti nachézi a tudiz odkud vzit vhodny vzorek
pro studium (Campos a spol., 2012). V rdmci zubu jsou tii moznosti odkud aDNA ziskat — z
dentinu, dfen¢ nebo cementu. Sklovina neobsahuje zddné buniky a tudiz ani zddnou aDNA.
Navic, pokud je sklovina obsazena ve vzorku (naptiklad pfi vyuziti celého rozdrceného zubu)
s ostatnimi tkdnémi, mlze svym vysokym obsahem mineralti, v€etné vapniku, komplikovat

extrakci a inhibovat PCR amplifikaci (Higgins a Austin, 2013).
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7.1. Dfen

Dentin a dient vytvaii integrovanou strukturu nazyvanou dentino-pulpdlni komplex
(Corte-Real a spol., 2006). Tento komplex nejen Ze tvoii objem zubu, ale oproti skloviné ma
vysoky obsah bun¢k (odontoblasty, fibroblasty, makrofagy, plazmatické bunky a dalsi)
obsazenych ve dfeni (Higgins a Austin, 2013), coz z ni ¢ini bohaty zdroj aDNA. Zubni dien je
velice dilezita pti vyzkumu jaderné aDNA (Malaver a Yunis, 2003). Vyuziti zubni dfené
nabizi praktickou alternativu umoziujici ziskani DNA z pfirozené¢ uzaviené dutiny bez
vice izolovana od okolnich vlivli (Drancourt a spol., 1998). Studie zabyvajici se post-mortem
zachovanim zubni diené ukazuji, Ze se dfenl rozklada pomaleji nez jiné mékké télni tkané
(Boy a spol., 2003), pravdépodobné diky ochran¢ pied okolnimi podminkami a také diky
ptirozenym vlastnostem bunék této tkané. Nékdy se ovsem miize stat, Zze se bude vyskytovat
pouze v omezeném mnozstvi, nebo miize Uplné chybét u velmi starych nebo napadenych zubt

(Higgins a Austin, 2013).

7.2. Dentin

Obecné dentin neobsahuje jaderné butiky, ovSem muzZe se stat, Ze nékteré odontoblasty
v ném zlstanou uvéznény béhem formovani tercialniho dentinu (Nanci, 2003). Ale jak uz
bylo dfive zminéno, dentin je prostoupen Cetnymi kandlky. Tyto kanalky obsahuji vybézky
odontoblastl a nervova vlakna. Tyto vybézky obsahuji ¢etné mitochondrie v prubéhu celé své
délky. Mitochondrie jsou také pfitomné v nervovych vldknech. Tento vysoky obsah
mitochondrii ¢ini z dentinu velmi dobry zdroj mitochondrialni DNA (mtDNA) (Higgins a
Austin, 2013).

7.3. Celularni cement

Celularni cement je po chemicko-fyzikalni strance podobny kosti, ale lisi se strukturou
a funkci (Bosshardt, 2005). Je pro n¢j také charakteristicka pfitomnost pocetnych lakun. Ty
jsou zde ale vyplnény cementocyty, které¢ jsou méné vystavené externim poskozenim, zvIaste
pak chemické a bakteridlni degradaci (De Leo a spol., 2000), a proto jsou tyto buiiky dobrym
zdrojem DNA (Yamamoto a spol., 2010). Celularni cement je pfitomny zvlasté na apikalni

Gasti kofend a v mistd vétveni kofentl u vicekotenovych zubt (Stamfelj a spol., 2008).
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Dalsi zdroje DNA spojené s cementem jsou inkluze mékkych tkani, zbytky krevnich
bunék, pfilnutd periodontalni tkan a fragmenty kosti zaklinéné mezi kotfeny stolicek (Higgins
a Austin, 2013). Adler a spol. (2001) zkoumala razné¢ mékké i1 tvrdé tkan¢ 42 lidskych a
kravskych ostatktli pro zjisténi obsahu mtDNA o délce fragmenti 77-235 bp pomoci real-time
PCR. Obsah mtDNA v zubnim cementu byl az 5x vys$si nez v bézn¢ pouzivaném dentinu, coz
¢ini na cement bohatou kofenovou Spi¢ku nejlepsim vzorkem pro lidsky historicky material.

Ackoliv se cement jevi jako nejlepsi zubni tkan pro extrakci DNA, jeho pozice na
povrchu zubniho kofene muize vést ke zvySenému riziku kontaminace. Ale tato situace neni
jen u cementu — dentin je také vystaven vliviim vnéjSiho prosttedi skrze otevienou strukturu
dfefiové dutiny pies kotfenovou Spi¢ku a skrze praskliny a dutinky (Gilbert a spol., 2005).
Cement muze byt dekontaminovan stejné¢ jako kost vcetné¢ UV zafeni (Lindhal, 1993),
mechanického ocisténi a pomoci béliciho ¢inidla (Malmstrom a spol., 2007).

Celkové jsou tedy cement a dfenl nejlepSimi zdroji jaderné DNA v rdmci zubu a obé
tyto tkané jesté spolecné€ s dentinem jsou dobrymi zdroji mtDNA (Higgins a Austin, 2013).

Obsah DNA neni rozdilny jen v rdmci rznych zubnich tkani, li§i se také v ramci
raznych c¢asti zubu (Adler a spol.,, 2001). Napiiklad v rdmci dentinu je 3-4krat vice
odontoblastickych kanalkd v t€le kofene (65 000-45 000mm?) ve srovnani s apikalni ¢asti (15
000-20 000mm?) (Franquin a spol., 1998).

Jiz diive byly zminény 4 druhy zubii: fezaky, Spicaky, tienové zuby a stolicky, které se
1i8i tvarem a velikosti, ale maji stejnou histologickou stavbu (Malaver a Yunis, 2003). Studie
porovnavajici obsah DNA mezi jednotlivymi druhy ukazuji, Ze zuby s vétSim objemem diené
jsou lepSim zdrojem (De Leo a spol., 2000; Rubio a spol., 2009). Bylo také zjiSténo, ze z
vicekotenovych zubti jsou vétsi vytézky DNA nez z jednokotenovych (De Leo a spol., 2000).
VétSinou diky velké dfenové duting a vétSimu objemu cementu. Zuby s vice kofeny maji
nejen vetsi povrch téchto kotend, ale také vétsi objem cementu na jednotlivych kofenech, nez
zuby s jednim kofenem, které maji v nékterych ptipadech cementu malo nebo 1 zadny. Z toho
plyne, ze stolicky jsou nejvhodnéjsimi vzorky. Pokud stolicky chybi, daji se vyuzit tfenové
zuby, které maji vice cementu nez pfedni zuby, ale na druhou stranu $picdky maji vétsi objem
diené (Higgins a Austin, 2013).

Koteny z in situ zubii maji vyhodu v ochrané vici okolnim vlivim diky alveolim
(Adler a spol., 2001). Pii vybéru vzorku by se mélo zohlednit to, jestli byl dobfe ukotven v
Celisti. Vicekofenové zuby vétSinou v Celisti velmi dobfe drzi na rozdil od ptednich,

jednokotenovych, které jsou Casto post-mortem uvolnény (Higgins a Austin, 2013).
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8. MODERNI POSTUP ODBERU VZORKU ZE ZUBU

Metody rozemildni a drceni tvrdych tkani, pouzivané pfi extrakci aDNA, nenavratné
ni¢i morfologickou strukturu historickych zubt, které jsou dulezitym materidlem pfii
antropologickém hodnoceni, coz védce Casto odrazuje od provadéni DNA analyz a miize to
vytvaret napjaté vztahy mezi vyzkumnymi pracovniky zabyvajicimi se aDNA a dentalnimi
antropology. Je to také jeden z divodu pro€ se pro tyto analyzy Castéji vyuzivaly kosti nez
zuby (Sivagami a spol., 2000; Amory a spol., 2006 ).

V roce 2002 Cobb a spol. proto navrhli nedestruktivni metodu, kdy se zubni tkan s
aDNA ziskavala navrtanim zubu od kofene smérem ke korunce, takze nedosSlo k destrukci
zubu, zvlasté jeho korunkové casti. Kromé toho, timto postupem muizeme ziskat dostatecné
mnozstvi dentinu.

Ovsem tato metoda ma také své nevyhody, jelikoz kofeny zkoumanych zubi jsou
Casto velmi kiehké, propustné a oslabené (Alakog a Aka, 2009).

Proto se Alakog a Aka (2009) zabyvali dalsi metodou — tzv. metodou ,,orthogradniho
vstupu®. Jde o postup, kdy se zub navrta zubatskou vrtackou pies korunku do dieniové dutiny
odkud se ziska dentin a dien (pokud je zachovana) (viz Obr. 4 a 5). Poté se zub vyplni
pryskyfici do plvodniho tvaru, coZ je dnes moZné provést natolik precizné, Ze jen oko

zkuSeného dentisty pozné rozdil.

Obrazek 4 Obrazek 5
Metoda ,orthogradniho vstupu — navrtani zubu pfes zubni korunku. ( Alakog¢ a Aka, 2009)

Tato metoda mé& hned nckolik vyznamnych vyhod. Oproti Cobbovu postupu
dosdhneme vnitini tkdné pfes odolngjsi ¢ast zubu, ¢imz se je§té¢ vice minimalizuje riziko
poskozeni. Ob& metody jsou velmi vyhodné z hlediska kontaminace oproti klasickému
rozemilani tkani, ale navic v porovnani téchto dvou metod je metoda orthogradniho vstupu

v

vyhodnéjsi 1 z pohledu dekontaminace. U vstupu pies kofenovou Spicku je totiz velké riziko,
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ze se dekontaminacni reagencie penetruji do dfeniového kanalku a dutiny skrze vrstvy
cementu a dentinové kandlky, a to miize zpusobit poSkozeni aDNA (Katzenberg a spol., 2005;
Kemp a Smith, 2005). Nepropustnost skloviny oproti cementu jesté vice zvyhodiuje tuto
metodu, protoZe se da aplikovat vice dekontamina¢nich technik. Dalsi z vyhod je jednodussi
dosazeni dienové dutiny (nejbohatsiho zdroje zubni dfen€) — té nemize byt v dostate¢né mite
dosazeno z dieniového kanalku pfi vstupu z kofenové strany (Alakog a Aka, 2009).

Pro testovani této metody Alako¢ a Aka (2009) pouzili 72 zubl. Z toho byla
amplifikace uspésna u 58 zubtl. Navic se touto metodou podaftilo ziskat produkty amplifikace
jaderné DNA s pozoruhodnych 80,1% tspéchem (58 ze 72 zubii) a morfologicka stavba vSech
zubl byla uspésné zachovana.

Vlastnosti ,,orthogradniho vstupu® tak davaji dentalnim antropologiim moznost vyuzit
velmi vzacné historické vzorky. Také umoziluji navraceni vzorku do sbirek, kde budou

dostupné pro budouci, jesté dokonalejsi, vyuziti.
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9. ZAVER

Utelem této prace bylo poukazat na fakt, Ze jsou zuby lep$im zdrojem aDNA neZ kosti.
Mnoho autortl svymi vyzkumy doklada, ze tomu tak skutecné je. OvSem jsou i ptipady, kdy se
na prvni pohled mtze kost jevit jako lepsi zdroj. Naptiklad Andelinovi¢ a spol. (2005) ve své
studii uvadi, ze podle jejich vysledkl se kosti jevi jako lepsi zdroj aDNA nez zuby. Tyto
vysledky byly shrnuty do nasledujici tabulky:

Pocet izolaci DNA za rok Uspésné amplifikace DNA za rok (%)

Typ tkdné/kosti | 2000 2001 2002 2003 2004 Celkem 2000 2001 2002| 2003 2004/Celkem
Femur 15 69 46 76 13 219 80 91 87 97 100 92
Zuby 6 63 6 11 0 86 67 89 100 100 / 90
Lebeéni kosti 2 5 5 0 1 13 100 60 60 / 100 69
Humerus 1 6 6 0 3 16 100 67 100 / 67 81

Ulna 1. 3 1 1 o0 6 0 100 100 0 / 67
Radius 1 1 1 0 0 3 100 100 100 / / 100
Mandibula 0o 1 0 0 0 1 /o [ 1 0

Zebro 0O 2 0 0 o0 2 /0 /I 1 0

Patni kost 0O 0 1 0 o0 1 /o 1 0

Panewni kost 0O 0 4 0 O 4 /75 75
Tibia o 0 9 1 8 18 / /89 100 100 94
KFizova kost 0o 0 1 0 O 1 /[ 100 [/ |/ 100
Fibula 0O 0 2 0 O 2 /1 100 [/ |/ 100
Nerozli§ené 21 2 17 0 0 40 100 50 88 / /] 93
VS8echny vzorky | 47 152 99 89 25 412 87 86 87 97 96 89

Tabulka 2: Pocet extrakci a uspéSnost amplifikaci aDNA z rliznych kosti a zubl provedenych
Andelinoviéem a spol. od roku 2000 do 2004 (upraveno).

Pti pohledu pouze na celkova procenta uspéSnych amplifikaci za dané ¢asové obdobi,
se skute¢n¢ miize zdat, ze jsou nekteré kosti lepSimi zdroji (zvlasté radius, kiizova kost a
fibula se stoprocentni uspéSnosti) nez zuby. Je oviem potieba podivat se také na pocet
testovanych vzorkt. U téchto konkrétnich tii prikladt byly pouzity pouze 3, 1 a 2 vzorky. Je
ziejmé, ze pokud se jednalo o dobfe zachovalé kosti, amplifikace byla uspésna a tim padem
vykazuje stoprocentni uspésnost. Zubii bylo pouzito daleko vic, coz mélo vliv na ispéSnost.
Napftiklad u femuru, ktery mél nejvétsi zastoupeni vzorkd, byla isp&$nost amplifikace témét
srovnatelna s Gispé$nosti u zubt.

Pokud ovSem nastane situace, kdy zuby u kosterniho nalezu chybi nebo jsou
poskozené zubnim kazem, rozdrcené nebo jinak znehodnocené a tudiz je vnitini struktura
vystavena silné degradaci a kontaminaci mohou byt skute¢né kosti vhodné&j$im zdrojem pro

odbér aDNA. Vzdy je tieba zhodnotit aktualni situaci a rozhodnout se pro vhodny postup.
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Zuby maji krom¢ velkého obsahu aDNA také dalsi vyhody. Napftiklad to, ze zubni
tkan¢ nejsou bézné resorbovany a remodelovany (pouze za urcitych podminek). Diky tomu
muze studium na véku zéavislého vyvoje dentinu a cementu poskytnout pohled na dynamiku
ukladani mineralti (Verdelis a spol. 2007).

Nebo muze byt v zubech (diky jejich odolnosti a zachovani nedotcené drenové dutiny)
za ptiznivych podminek zachovana také mikrobialni DNA. Cini tak ze zubni dfen& cilovou
tkan naptiklad pro zisk aDNA pii studiu riznych bakterii jakozto plvodcii rGznych
onemocnéni, se kterymi se lidé v minulosti potykali (Brundin a spol., 2014). Napiiklad
Yersinia pestis (ptivodce moru ve sttedoveéku) (Raoult a spol., 2000; Drancourt a spol., 1998),
kde byly vyuzity jak profezané, tak neprofezané zuby nebo tfeba Bartonella quintana
(ptivodce tzv. zdkopové horecky) (Drancourt a spol., 2005). Tyto studie ukazuji nejen
odolnost DNA, ale také poukazuji na vlastnosti dfefiového kanalku a okolniho dentinu jako na

jedinecné biologické prostiedi pro dlouhodobé uchovani DNA (Brundin a spol., 2014).
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