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SBORNIK Z DOKTORSKEHO SEMINARE

METODY GENETICKEHO URCENI POHLAVI

U KOSTERNIHO MATERIALU

Michaela Vanharova

Abstrakt:

Stanoveni pohlavi jedince jako zakladni antropologicka charakteristi-
ka je ditlezitou a mnohdy nezbytnou informaci pro navazujici antropo-
logické a dalsi studie. Ovsem spolehlivost a moznost této determinace
Jje ovlivnéna, pripadné limitovana radou faktori. Jednoznacnou od-
poved ve spornych, neurcitelnych ale i standardnich pripadech miize
poskytnou geneticka analyza pohlavné specifickych sekvenci.

Klicova slova:
aDNA — amelogenin — HoStice za Hanou — SRY — STR — pohlavi —
ZFX-ZFY

Abstract:

Methods of Genetic Sex Determination of Skeletal Material

The determination of sex as a basic anthropological characteristic is
an essential piece of knowledge, often highly relevant to subsequent
anthropological and other studies. Both reliability and scope of the de-
termination are, however, affected or limited by a number of factors.
In debatable, unidentifiable, or even standard cases, a clear answer
may be provided by the genetic analysis of specific sequences in the
particular sex.

Key words:
aDNA — amelogenin — HoStice in the Hand region — SRY — STR —
gender — ZFX — ZFY

UVOD

Determinace pohlavi patii k zakladnim antropologickym
charakteristikdm. Spolehlivost morfologického a morfomet-
rického urceni pohlavi z kosterniho materidlu je omezena
fadou faktorti. Diskrimina¢ni funkce pro urceni pohlavi na
zéakladé osteometrickych znaki byly vypracovany na referenc-
nich souborech koster znamého pohlavi, pochazejicich z re-
centnich nebo subrecentnich populaci. Aplikace téchto funkci
na pravéké populace mize byt tedy do jisté miry zatizena sys-
tematickou chybou. Vypovédni hodnota je navic limitovana
patologickym stavem jedince a také stupném zachovalosti
kostry, nebot’ neni-li k dispozici skelet panve a lebky, mtize
byt uréeni pohlavi zna¢né nejisté. Hlavnim limitujicim fak-
torem je potom biologicky vék, nebot’ u nedospélych jedinct
nejsou jesté plné formovany pohlavné specifické znaky a s da-
le postupujicim vékem se sexudlni rozdily opét stiraji. Znaky,
ve kterych se ob¢ pohlavi 1isi, nebyvaji diskrétni, ale vyznacu-
ji se plynulymi pfechody mezi krajnimi polohami. Stanoveni
pohlavi je také obtizné v pripadech, kdy vlivem faktort vné;j-
$iho prostiedi, diety a pracovniho stresu dochdzi ke zménam
normalniho vyvoje (Loth — Iscan 2000). Konkrétni odpovéd’
na pfislusnost k ur¢itému pohlavi mize poskytnout geneticka

208

analyza specifickych sekvenci lokalizovanych na pohlavnich
chromozomech (X, Y).

HISTORIE

Historie vyuziti informaci kédovanych v molekule deoxy-
ribonukleové kyseliny (DNA, deoxyribonucleic acid) se odviji
od roku 1944, kdy byla Osvaldem Averym objasnéna funkce
jaderné, neproteinové slozky tvofené pravé DNA jako néstroje
prenosu dédi¢nych znakil. Pozdgji, v roce 1953, James Watson
a Francis Crick objasnili dvousroubovicovou strukturu DNA
molekuly (Rudin — Inman 2002) ¢imz byla zahéjena éra mole-
kularni genetiky, jejiz vyuziti se promitlo i do oblasti antropolo-
gie ¢i forenznich analyz. Otazku, zda je mozna konzervace in-
taktni molekuly DNA vcetné genetické informace v ni obsazené
u paleontologického nebo archeologického materialu, vyfesila
pocatkem 80. let skupina védci z ¢inské Hunan Medical Scho-
ol, kterd prokazala existenci tzv. ancient DNA (aDNA) GispéSnou
extrakei z Zeberni chrupavky nalezu ,,0ld Lady of Mawangtui®,
staré témer 2000 let (Herrmann — Hummel 1994).

Zavedeni technik molekuldrniho klonovéani pak znamenalo
prilom ve studiu lidského genomu, konkrétnich genetickych in-
formaci 1 molekuly DNA obecné. Pretrvavajicim problémem,
ktery znemoznoval analyzu aDNA, bylo limitované mnozstvi
casto degradované DNA. Prvni Gsp&nou amplifikaci aDNA
z zivocisnych tkani publikoval v roce 1984 Higuchi et al. Tento
uspéch byl brzy nasledovan klonovanim aDNA z egyptskych
mumii (Pddbo, 1984), tato technika vSak vyzadovala velky ob-
jem extrahované aDNA.

Objev polymerazové fetézové reakce (PCR) v druhé po-
loving 80. let (Mullis — Fallona 1987; Saiki et al. 1985) vedl,
kromé Nobelovy ceny pro své objevitele, k rozmachu ve vyzku-
mu aDNA, nebot’ je postacujici pouze stopové mnozstvi cilové
molekuly aDNA. Prace uvefejnéna v roce 1989 Hagelbergem
et al., kde popsal Gspésnou amplifikaci DNA z archeologické-
ho kosterniho nalezu, znamenala prilom v antropologii, nebot’
skeletarni pozistatky tvori hlavni podil nalezu, které v piipadé
jejich fragmentace nebyva mozné determinovat.

INFORMACE OBSAZENE V DNA A VYUZITELNE
PRO GENETICKOU ANALYZU POHLAVI

Podstatou genetického urceni je nalezeni sekvenci speci-
fickych pro dané pohlavi — at’ uz pfimo gent, které se podileji
na determinaci pohlavi — naptiklad SRY nebo gend, u nichz je
asociace s pohlavim dana jejich umisténim na pohlavnich chro-
mozomech (amelogenin). Kromé kodujicich sekvenci Ize vyuzit
i tzv. repetitivni sekvence, které jsou tvotreny rtizn¢ dlouhymi
opakovanimi ur¢itého sekven¢niho motivu. Podle délky tohoto
motivu, poctu opakovani i struktury repetice (tandemové, roz-
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Obr. 1. Amplifikace SRY (1. draha — hmotnostni standard, 2. draha — nega-
tivai kotrola, 3. draha — pozitivni kontrola, produkt 93bp, 7. draha — vzorek
804, pozitivni na SRY, 8. draha — vzorek 813, pozitivni na SRY).

Abb. 1. SRY — Amplifikation (1. Bahn — Massenstandard, 2. Bahn — nega-
tive Kontrolle, 3. Bahn — positive Kontrolle, Produkt 93bp, 7. Bahn — Probe
804, positiv auf SRY, 8. Bahn — Probe 813, positiv auf SRY).

ptylené) lze rozlisit tzv. satelitni, mini- a mikrosatelitni DNA,
jejiz variabilita mize byt zdkladem nejen genetického urceni
pohlavi, ale také ptibuzenskych nebo identifika¢nich analyz.

MARKERY LOKALIZOVANE NA X CHROMOZOMU

Amelogenin

Gen pro amelogenin koduje protein zubni skloviny a je loka-
lizovéan na pohlavnich chromozomech X a 'Y (Lau et al. 1989).
Oba lokusy, tedy konkrétni mista na chromozomu, kde se nacha-
zi urcita sekvence, vykazuji 88,9 % homologii v sekvenci nuk-
leotidd (Nakahori et al. 1991). Jedna kopie se nachazi v distalni
casti kratkého raménka X chromozomu na pozici p22.1-p22.3
a druha v oblasti centromery Y chromozomu (Yp11.2).

Na pocatku 90. let byl objeven polymorfismus v délce
obou kopii. Pozdéji, v roce 1994, popsali Manucci et al. me-
todu urceni pohlavi na zadkladé¢ amplifikace useku z homo-
logniho genu pro amelogenin. Prvni intron tohoto genu nese
na X chromozomu deleci o velikosti 6bp, coz umoziuje odlisit
muzsky a zensky genotyp na zakladé odlisné délky amplifi-
kacnich produkti, naptiklad pomoci gelové nebo kapilarni
elektroforézy.

X-STR

Byly objeveny v roce 1982 Hamadou et al. Jedna se o tzv.
mikrosatelity, které se nachdzi se na vSech chromozomech
vcetn¢ pohlavnich, a to v nekodujich oblastech. STR (short
tandem repeats) tvofi znacnou ¢ast, az 20 %, lidského geno-
mu a jsou tvoieny motivy o velikosti 2—6 parQ bazi (base pairs,
bp), které se mnohonasobné za sebou opakuji. Tato opakovani
jsou pravidelné rozsifena v genomu a jsou zdrojem vysoce
polymorfnich markerd, které mohou byt detekovany prostied-
nictvim polymerazové fetézové reakce. Existuje fada riznych
STR, z nichZ nékteré jsou umistény na pohlavnich chromozo-
mech. Zensky jedinec tedy potom nese dvé alely s vysokym po-
meérem heterozygozity, coz umoznuje vyhodné pouziti X-vaza-
nych STR polymorfismt jako genetického markeru pro urceni
zenského pohlavi (Hummel 2003).

ZFX

Jedna se o gen umistény na kratkém raménku X-chro-
mozomu v pozici Xp22.3-p21.2 kodujici protein, regulacni
transkripéni faktor, se specifickymi DNA vazebnymi motivy —
tzv. zinkovymi prsty (zinc finger protein). Sekvence kodujici
vlastni ,,zinkové prsty* jsou tvofeny tandemovymi repeticemi
0 28 az 30 aminokyselindch (OMIM) a 1ze je vyuzit pro odliSeni
muzského a zenského genotypu.

MARKERY LOKALIZOVANE NAY CHROMOZOMU

Amelogenin
Viz. Markery lokalizované na X chromozomu.

SRY

Gen kodujici SRY (sex determining region Y) je lokalizo-
van na kratkém raménku Y chromozomu (Ypl1.3) a koduje
transkripéni faktor regulujici vyvoj samcich pohlavnich znaka
u savcul. Je tedy pifitomen pouze u jedinctt muzského pohlavi
s vyjimkou vzacnych translokaci. V roce 1998 byla Santosem
et al. publikovana metoda pro uréeni jedincti muzského pohlavi,
kdy je amplifikovan usek o velikosti 93bp z tohoto genu (Cuhna
et al. 2000). Vystupem této analyzy je tedy v pripadé muzského
individua pozitivni signal (sekvence je pfitomna) po amplifikaci
polymerazovou fetézovou reakci a negativni signal (sekvence
neni pfitomna) u vzorkd pohlavi Zenského. Studie E. Cunha et
al. (2000) ukazala, ze tento region je snazeji amplifikovatelny
v porovnani s amelogeninovym lokusem, a tudiz se jevi jako
velmi vhodny pro analyzu aDNA.

Obr. 2. Amplifikace amelogenin (1. drdha — hmotnostni standard, 2. draha —
negativni kontrola, 3. draha — pozitivni kontrola, 106bp, jedinec Zenského
pohlavi, 4. draha — pozitivai kontrola, 106/112bp, jedinec muzského pohl-

avi, 7. draha — vzorek 812, jedinec zenského pohlavi).

Abb. 2. Amelogenin — Amplifikation (1. Bahn — Massenstandard, 2. Bahn —
negative Kontrolle, 3. Bahn — positive Kontrolle, 106bp, Individuum weib-
lichen Geschlechts, 4. Bahn — positive Kontrolle, 106/112bp, Individuum
mdnnlichen Geschlechts, 7. Bahn — Probe 812, Individuum weiblichen Ge-
schlechts).
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7ZFY

Gen pro ZFY (Y-encoded zinc finger protein) byl objeven
roku 1987 tymem Page et al. a koduje transkripcni faktor po-
dobny ZFX. Je lokalizovan v pozici Yp11.32 a lze jej vyuzit
podobné, jako jeho X véazany protéjsek.

Problematika manipulace s aDNA

Jako zasadni problém, ktery vyuziti aDNA pro antropolo-
gické nebo forenzni analyzy pfinasi, je stalé riziko kontaminace
recentni DNA, kterou prakticky nelze odliSit od studovaného
vzorku. Zékladnim pfedpokladem pro UspéSné experimenty
s aDNA je tedy striktni dodrzovani pravidel pro klasickou PCR
rozsifené o nekteré specifické naroky zabranujici kontaminaci
vzorkll. Mezi tyto podminky patii pouzivani jednorazového la-
boratorniho plastiku, u n¢hoz je vyrobcem deklarovana nepii-
tomnost DNA i enzymu, které¢ jsou DNA schopné degradovat
(DNazy), $picek s filtrem zabranujici tzv. kontaminaci kiizem
(crosskontaminaci) i naptiklad alikvotti nukleotidového poolu,
primer(, roztoku MgCl, a vlastniho PCR pufru.

Idealné navrzena laboratof pro analyzu aDNA je ¢lenéna
do tfi nezavislych jednotek tak, aby bylo mozné oddélit izolaci
DNA, oddil pro PCR a dalsi oddil pro analyzu PCR produktu.
Zasadnim ptredpokladem genetickych analyz aDNA a samoziej-
mosti je prace za sterilnich podminek, pouzivani rukavic, labo-
ratorniho obleceni nebo overall a dalSich pomtcek eliminujici
mozné kontaminace recentni DNA.

Aplikace

Pro vlastni analyzy kosterniho materialu byla vybrana dvo-
jice markerdt — gen pro amelogenin a SRY gen. Vyuziti dvou
markerl namisto jednoho odstranuje nevyhodu tzv. alelického
»drop-outu®. Jednd se o tzv. ndhodnou neamplifikaci cilového
useku. Tento piistup je aplikovan na soubor nedospélych je-
dincti z eneolitického pohtebisté Hostice za Hanou, které bylo
objeveno v roce 2002 pii zachranném archeologickém vyzku-
mu v ramci stavby délnice D1 z Brna na Krom¢tiz. Jednd se
o0 pohiebisté lidu kultury zvoncovitych pohard, které je nejvetsi
v Ceské republice a patrné i ve stfedni Evropé&. Vzhledem k uni-
katnosti tohoto nalezu precizni multidisciplinarni vyzkum mutize
znaéné obohatit nase znalosti o lidech této kultury. Na obrazcich
jsou uvedeny fotografie gelové elektroforézy produktii amplifi-
kace SRY (obr. 1) a amelogeninu (obr. 2).

ZAVER

Determinace pohlavi je nezbytnym krokem pro navazujici
antropologické rozbory a analyzy, demografické studie apod.
Zejména u nedospélych jedinct je stanoveni pohlavi znacné
problematické, nebot’ zde nejsou jeste formovany znaky uzivané
v morfologickych a morfoskopickych protokolech. Vychodis-
kem se jevi amplifikace specifickych sekvenci lokalizovanych
na pohlavnich chromozomech. Cilem této prace bylo zejména
shrnout problematiku genetické determinace pohlavi u koster-
niho materialu a informovat o probihajicim vyzkumu.

Grantova podpora: FRVS 43/2006 a GACR 404/04/0962.
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ZUSAMMENFASSUNG

Methoden der genetischen Geschlechtsbestimmung bei
Knochenmaterial

Die zu den grundlegenden anthropologischen Charakteri-
stika zdhlende Geschlechtsdetermination ist ein unerldBlicher
Schritt bei der anthropologischen Analyse und den daran an-
kniipfenden Analysen. Nichtsdestoweniger ist die Zuverléssig-
keit der klassischen morphologischen und morphometrischen
Methoden durch eine Reihe von Faktoren begrenzt. Eine Lo-
sung fiir strittige, unbestimmbare Félle und insbesondere bei
nicht erwachsenen Individuen, bei denen die geschlechtsdiffe-
renzierenden Merkmale noch nicht ganz ausgeformt sind, kann
die genetische Analyse der an den Geschlechtschromosomen
lokalisierten Marker anbieten. Das Problem der begrenzten
Menge von aDNA, die aus Knocheniiberresten gewonnen wer-
den kann, wurde durch die Entdeckung der Polymerase-Ket-
tenreaktion (PCR) geldst, die eine Vervielfdltigung spezieller
Zielsequenzen bis zu einer solchen Menge erlaubt, die fiir die
anschlieende Analyse ausreichend ist.

Grundlage fiir die genetische Geschlechtsbestimmung ist
die Analyse von Sequenzen, die geschlechtsspezifisch sind oder
einen Polymorphismus aufweisen, der es erlaubt, den ménn-
lichen und weiblichen Genotyp zu unterscheiden. Von den an
den Geschlechtschromosomen lokalisierten Markern kdénnen
Polymorphismen in STR (short tandem repeats), im ZFX/ZFY,
im Amelogenin-Gen und im Y-spezifischen SRY-Gen genutzt
werden. Bei der Gruppe nicht erwachsener Individuen aus dem
aneolithischen Griberfeld Hostice za Hanou wurde eine kom-
binierte Analyse des SRY-Gens und des Amelogenin-Gens ver-
wendet.

AbschlieBend muf} das Risiko einer Kontamination der re-
zenten DNA und somit die Notwendigkeit, die Regeln einzu-
halten, die eine Kontaminierung der rezenten DNA minimieren,
hervorgehoben werden.
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