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Molekularnogenetska preiskava 300 let
starih skeletov iz Auerspergove grobnice

Molecular genetic analyses of 300-year old

skeletons from Auersperg tomb

Irena Zupanic Pajnic¢

Izvleéek

Izhodis¢a: Leta 2009 so arheologi na trznici v
Ljubljani, v stranski kapeli cerkve Fran¢iskanske-
ga samostana, ki je bila Auerspergova grobnica,
izkopali pet skeletov iz 17. stoletja. Ob vznozju
enega od njih so nasli kovinsko posodo s srcem,
na kateri je bilo vgravirano ime Ferdinand II. in
letnica rojstva in smrti (1655-1706). Leta 2011
smo na Institutu za sodno medicino opravili
molekularnogenetsko preiskavo skeletov iz Au-
erspergove kapele. Skeleti so bili slabo ohranjeni,
kosti so razpadle na majhne koscke. Le pri dveh
skeletih so bili ohranjeni fragmenti stegnenic in
zobje, pri ostalih pa smo za molekularnogenet-
sko preiskavo uporabili dele lobanj.

Metode: Kosti in zobe smo odistili, odstranili
povrsinsko kontaminacijo in jih zmleli v prah.
Pred ekstrakcijo genomske DNA smo kostni in
zobni prah demineralizirali. Izolirano DNA smo
precistili v napravi Biorobot EZ1 (Qiagen). Je-
drno DNA vzorcev smo kvantificirali z metodo
polimerazne verizne reakcije (PCR) v realnem
Casu. Za tipizacijo mikrosatelitov avtosomne
DNA smo uporabili komplete Investigator ES-
Splex (Qiagen), NGM (Applied Biosystems) in
MiniFiler (Applied Biosystems), za mikrosate-
lite kromosoma Y pa komplet YFiler (Applied
Biosystems). Haplotipe mtDNA smo pridobili s
sekvenciranjem regij HVI in HVIL.

Rezultati: Iz kosti in zob skeletov iz Auersper-
gove grobnice smo pridobili do 10,7 ng DNA/g
zobnega prahu. Iz preko 300 let starih skeletov
nam je uspelo pridobiti jedrno DNA za uspe$no

tipizacijo mikrosatelitov. Iz enega od njih smo
pridobili kompleten moski genetski profil jedr-
ne avtosomne DNA, skoraj kompleten haplotip
kromosoma Y, ki nam omogoca sledenje ocetovi
liniji, in haplotip mtDNA, ki nam omogoca sle-
denje materini liniji. Dobljeni genetski profili se
niso ujemali s profili oseb iz eliminacijske podat-
kovne zbirke, kar potrjuje njihovo avtenti¢nost.

Zakljucki: Da bomo lahko skelete identificirali,
jih moramo primerjati s $e Zive¢imi neposredni-
mi potomci po ocetovi ali materini liniji, kar je
odvisno od tega, ali se bodo neposredni potomci
odloc¢ili za sodelovanje ali ne. Molekularnoge-
netska tipizacija skeletov iz Auerspergove grob-
nice je prva arheogenetska preiskava, opravljena
v Sloveniji.

Abstract

Background: In 2009 the archaeologists exca-
vated five skeletons from a 17tP-century archae-
ological site in Ljubljana. They were found in
the side chapel of the church in the Franciscans
monastery, which was the Auerspergs’ tomb. Be-
side the skeletons, the finds revealed a bronze
bowl with the heart, and the name of Ferdinand
IT and the years of birth and death (1655-1706)
engraved. In 2011, we were asked to identify
those five skeletons. The skeletons were poorly
preserved and bones degraded to small pieces.
Fragments of femurs and teeth were preserved
only in two skeletons, therefore for the remain-
ing three the fragments of cranium were used for
molecular genetic analyses.
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Methods: We cleaned the bones and teeth, re-
moved surface contamination, and ground them
into powder. Prior to DNA isolation, bone or
tooth powder was decalcified. DNA was purified
in the Biorobot EZ1 device (Qiagen). Nuclear
DNA of the samples was quantified using real-
time polymerase chain reaction (PCR). Short
tandem repeat (STR) typing of autosomal DNA
was performed using Investigator ESSplex Kit
(Qiagen), the NGM Kit (Applied Biosystems)
and the MiniFiler Kit (Applied Biosystems).
Typing of the Y-STRs was performed using the
YFiler Kit (Applied Biosystems). The two hyper-
variable regions HVI and HVII of the mtDNA
were sequenced.

Results: We were able to extract up to 10.7 ng
DNA/g of tooth powder from Auersperg chapel
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archaeological site skeletal remains. We man-
aged to obtain nuclear DNA for successful STR
typing from skeletal remains that were over 300
years old. From one skeleton we obtained a com-
plete male genetic profile of autosomal DNA, al-
most complete Y-STR haplotype, which enabled
us to track the paternal line and mtDNA haplo-
type for HVI and HVII regions, which enabled
us to track the maternal line. After comparing
the profiles with elimination database, no match
was found, and thus the authenticity of genetic
profiles was confirmed.

Conclusions: Now we are waiting for the family
reference samples for comparison with genetic
profiles obtained in order to identify the exca-
vated skeletons. This is the first archaeogenetic
research performed in Slovenia.

Uvod

Leta 2009 so arheologi na arheoloskem
najdis¢u na trznici v Ljubljani, v stranski
kapeli cerkve FranciSkanskega samostana,
za katero je znano, da je bila Auerspergova
grobnica, izkopali pet skeletov. Ob vznozju
enega od njih so nasli kovinsko posodo, v
kateri je bilo srce. Na pokrovu posode je bil
vgraviran Auerspergov grb, ime Ferdinand
II. ter letnica rojstva in smrti (1655-1706),
iz Cesar sklepajo, da gre za skelete iz 17. in
18. stoletja. Leta 2011 smo v Laboratoriju za
molekularno genetiko Instituta za sodno
medicino opravili molekularnogenetsko
preiskavo skeletov in srca iz omenjene grob-
nice. Skeleti so bili zelo slabo ohranjeni, saj
so kosti razpadle na majhne koscke. Vzrok
za mocno razgrajenost skeletov je bila po-
gosta poplavljenost grobnice zaradi blizine
reke Ljubljanice. Auerspergi ali Turjaski so
bili najvplivnejsa aristokratska druzina na
Slovenskem in ena najbogatejsih druzin v
Habsburski monarhiji. Kranjsko so naselili
v 11. stoletju, slovensko ozemlje pa zapustili
pred drugo svetovno vojno.

V ¢loveskih posmrtnih ostankih se DNA
najdlje ohrani v kosteh in zobeh, kjer se veze
na mineralno osnovo (hidroksiapatit). Ta
vezava ji omogoca vecjo stabilnost in dalj-
$o ohranitev." Vendar pa se v zelo starih
skeletnih ostankih ohrani malo DNA, ki je
pogosto razgrajena na zelo kratke fragmen-
te,>* prisotni so tudi inhibitorji polimerazne
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verizne reakcije (PCR),* uspe$nost tipizacije
pa poleg tega omejuje visoka izpostavljenost
starodavne DNA kontaminaciji s sodob-
no DNA."® Ohranjenost DNA v skeletnih
ostankih s starostjo pada, na njeno ohrani-
tev pa v najvecji meri vpliva okolje, v kate-
rem se skeletni ostanki nahajajo.”” Najpo-
membnejsi dejavniki okolja so temperatura,
vlaznost, pH, kemijske lastnosti zemlje in
prisotnost mikroorganizmov. Hitra izsusi-
tev posmrtnih ostankov in nizka raven iz-
postavljenosti UV sevanju omogocata boljso
ohranitev DNA. Ta se bolje ohrani v zemlji
z visoko koncentracijo soli, nevtralnim ali
rahlo bazi¢nim pH, nizko vsebnostjo hu-
minskih kislin in nizko vlaznostjo.® Klju¢-
ni dejavnik ohranitve DNA je temperatura
okolice. Najbolje je DNA ohranjena v bio-
loskih vzorcih, najdenih v jamah in trajno
zamrznjenih tleh, kjer so povprecne letne
temperature nizke.>'® Na koli¢ino in ka-
kovost DNA v skeletnih ostankih pa vpliva
tudi nacin njihovega shranjevanja po izko-
pu.''? Uspe$nost genetske tipizacije je vedja
pri sveze izkopanih skeletih kot pri tistih, ki
so bili vec let shranjeni pri sobni temperatu-
ri (npr. v muzejskih zbirkah), in sicer zlasti
zaradi visjih temperatur okolice in umivanja
skeletnih ostankov pred shranjevanjem, kar
zmanj$a pH in koncentracijo soli v kosteh.
Na uspe$nost tipizacije starodavne DNA
vplivajo tudi metode, uporabljene za eks-
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Slika 1: Skelet 1in
fragment lobanje, ki smo
ga molekularnogenetsko
analizirali.
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trakcijo in pomnozevanje v reakciji PCR.">'*
Razli¢ne $tudije so pokazale, da je metoda
popolne demineralizacije najprimernejsa za
ekstrakcijo DNA iz starodavnih skeletnih
ostankov.'*'” Zato smo za tipizacijo skele-
tov iz Auerspergove grobnice namesto me-
tode ekstrakcije z delno demineralizacijo'®
uporabili tisto s popolno demineralizacijo.
Pri identifikaciji starih skeletnih ostan-
kov preiskujemo, ¢e je to le mogoce, po-
limorfizme jedrne DNA (avtosomne kro-
mosome in kromosom Y) in polimorfizme
mitohondrijske DNA (mtDNA). Slednja
se v celici nahaja v $tevilnih kopijah, kar ji
v starih skeletnih ostankih omogoca daljso
ohranitev v primerjavi z jedrno DNA. Kro-
zna oblika in mitohondrijska ovojnica jo $¢i-
tita pred razgradnjo. Deduje se po materi in
se prenese na vse potomce, ne glede na spol,
kar nam omogoca sledenje materini liniji."?
Kromosom Y pa se deduje po ocetu, zato
lahko sledimo oéetovi liniji.**** Zaradi od-
sotnosti rekombinacije in dedovanja po ma-
teri imajo osebe z enakimi zaporedji nukle-
otidov mtDNA skupnega Zenskega in osebe
z enakimi haplotipi kromosoma Y skupnega
moskega prednika. To je osnova za identifi-
kacijo skeletnih ostankov s pomocjo analize
mtDNA in kromosoma Y. Ti genetski ozna-
¢evalci so zelo uporabni v genealoskih prei-
skavah, kjer imamo kot primerjalne druzin-
ske vzorce na razpolago samo ve¢ generacij
oddaljene neposredne potomce po materini
ali ocetovi liniji. Zaradi mocno razgrajene
DNA, pridobljene iz starih skeletnih ostan-
kov, so do nedavnega molekularnogenet-
sko uspesno preiskovali predvsem mtDNA.
Tako so identificirali finske vojake, padle v
Rusiji v drugi svetovni vojni,** francoskega

prestolonaslednika Ludvika XVII,**** Mar-
tina Bormanna,*® Jesseja Jamesa®® in nedav-
no kralja Richarda III. V novejsih $tudijah,
ki uporabljajo nove metode ekstrakcije in
pomnozevanja DNA, pa so v nekaj prime-
rih Ze uspesno tipizirali jedrne mikrosatelite
dednine, pridobljene iz starih kosti in zob. V
tem kontekstu je treba omeniti identifikaci-
je padlih ameriskih vojakov iz ¢asa prve in
druge svetovne ter vietnamske vojne,”” Zrtev
druge svetovne vojne iz masovnih grobis¢
v Sloveniji, ki smo jih opravili v nasem la-
boratoriju,”®?** identifikacijo Nikolaja Ko-
pernika,*® genetsko preiskavo lobanje Jana
Kochanowskega®! in druge.

Iz starih kosti in zob obic¢ajno pridobimo
zelo majhne koli¢ine razgrajene endoge-
ne DNA, ki jo tezko razlikujemo od veliko
pogostejse sodobne (eksogene DNA). Zato
je kontaminacija resen problem pri prei-
skavah starodavne DNA. Do kontaminacije
s sodobno DNA lahko pride ob izkopu, pa
tudi pri kasnejsih antropoloskih in mole-
kularnogenetskih preiskavah.*> Pri arheo-
loskemu izkopu skeletnih ostankov je obve-
zna uporaba ¢istih rokavic, zascitne obleke
ter maske za usta in nos. Skeletne ostanke
moramo shraniti v zracne zaboje v ¢istih in
suhih prostorih, kjer so za razvoj mikroor-
ganizmov slabsi pogoji.** Zelo pomembno
je, da vzporedno z vzorci kosti in zob testi-
ramo tudi ekstrakcijske in amplifikacijske
negativne kontrole ter osebje, ki je prislo
v stik s skeleti, kar nam omogoca sledenje
kontaminaciji v primeru, da do nje pride. Za
posamezen skelet je potrebno tipizirati vsaj
dva vzorca in pri tem obakrat dobiti identi¢-
ne genetske profile, prav tako pa je potrebno
isti vzorec tipizirati vsaj dvakrat.**
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Slika 2: Skelet 2,
fragment lobanje

in trije fragmenti
dolgih kosti, ki smo jih
molekularnogenetsko
analizirali.

Slika 3: Skelet 3in
fragment lobanje, ki smo
ga molekularnogenetsko
analizirali.
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Za preiskavo DNA iz skeletnih ostankov
so po mnenju Edsona s sodelavci®® najpri-
mernejSe dolge kosti, zlasti stegnenice, naj-
manj pa kosti lobanje. S primerjalno studijo
uspesnosti tipizacije jedrne DNA na skele-
tnih ostankih iz masovnih grobi$¢ druge
svetovne vojne smo v nasem laboratoriju
ugotovili, da so za tipizacijo najprimernejsi
zobje, tem sledijo stregnenice in nato goleni-
ce.’® Do podobnih zaklju¢kov so prisli tudi
Milo$ s sod.*” in Misner s sod.*® Skeleti iz
Auerspergove grobnice so bili mo¢no fra-
gmentirani, zato za molekularnogenetsko
preiskavo za vecino skeletov nismo uspeli
pridobiti skeletnega materiala, v katerem
se ohrani najve¢ DNA. Le pri dveh skele-
tih so bili ohranjeni mo¢no porozni kratki
fragmenti stegnenic in zobje, pri ostalih pa
smo bili za molekularnogenetsko preiskavo
primorani uporabili dele lobanj.

Metode
Preprecevanje kontaminacije

Pri molekularnogenetskih preiskavah
skeletov in srca iz Auerspergove grobnice
smo sledili mednarodnim priporocilom za
zagotavljanje kakovosti in preprecevanje

IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

G @sw Soap (baft dbasje | bd # =g Liofe

im...-.. frague i lempuin detpil. cavadtrl, K ovE

kontaminacije.”**** Sledljivost v primeru
pojava kontaminacije smo zagotovili s pri-
pravo eliminacijske podatkovne zbirke, v
katero smo vkljucili vse, ki so prili v stik s
skeletnimi ostanki (deset arheologov, antro-
pologinja in sedem oseb iz Instituta za so-
dno medicino). Zanje smo pridobili genet-
ske profile jedrne avtosomne DNA, mtDNA
in kromosoma Y. Cistost ekstrakcijskih in
reagentov PCR ter plastike smo preverili z
vkljucitvijo negativnih kontrol v postopek
ekstrakcije, pomnoZevanja v reakciji PCR
in sekvenciranja. S tem smo sledili morebi-
tni kontaminaciji vzorcev preko uporablje-
nih reagentov in plastike. Antropologinjo
smo pred pri¢etkom antropoloske preiskave
oskrbeli z razkuzilnimi sredstvi, laborato-
rijskimi rokavicami, kapami, maskami in
plasci za enkratno uporabo ter jo seznanili
s pravilnim nac¢inom rokovanja s skeletnimi
ostanki.

Stanje skeletov po arheoloSkem
izkopu in vzorcenje za
molekularnogenetsko preiskavo

Skeletni ostanki iz Auerspergove grob-
nice so bili v izredno slabem stanju. Razen
dveh delno ohranjenih lobanj so bile kosti
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Slika 4: Skelet 4,
zgornja Celjustnica z
zobmi, trije fragmenti
desne stegnenice in
dva zoba, ki smo jih
molekularnogenetsko
analizirali.
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ohranjene le v fragmentih, pri treh skeletih
zob ni bilo in pri dveh med delcki kosti ni
bilo mozno dolo¢iti fragmentov dolgih ce-
vastih kosti. Za genetsko preiskavo smo zato
pri skeletu 1, 2 in 3 uporabili fragmente lo-
banj, pri skeletu 2 tudi tri fragmente cevastih
kosti in pri skeletih 4 in 5 zobe ter dele ste-
gnenic. Iz srca, ki je bilo ob izkopu najdeno
v kovinski posodi, smo odvzeli majhen del
tkiva iz notranjosti in s povrsine. Vse skele-
tne ostanke in srce smo fotodokumentirali.

Na Sliki 1 so prikazani ostanki skeleta
1, razvr$c¢eni v tri kartonaste Skatle, ter fra-
gment lobanje, ki smo ga molekularnoge-
netsko analizirali.

Na Sliki 2 so prikazani ostanki skeleta 2,
razvr$ceni v dve kartonasti $katli, fragment
krova lobanje in trije fragmenti teles dolgih
cevastih kosti, ki smo jih molekularnogenet-
sko analizirali.

Na Sliki 3 so prikazani ostanki skeleta
3, razvr$ceni v dve kartonasti $katli, ter fra-
gment zatilnice, ki smo ga molekularnoge-
netsko analizirali.

Na Sliki 4 so prikazani ostanki skeleta 4,
razvr$ceni v osem kartonastih $katel, zgor-
nja ¢eljustnica z zobmi, trije fragmenti desne
stegnenice in dva zoba, odvzeta iz zgornje
Celjustnice. Enega od fragmentov desne ste-

gnenice in oba zoba smo molekularnogenet-
sko analizirali.

Na Sliki 5 so prikazani ostanki skeleta s,
razvr§ceni v §tiri kartonaste $katle, lobanja,
zgornja Celjustnica z zobmi, spodnja Celju-
stnica z zobmi, mo¢no porozen fragment
desne stegnenice, dva zoba, odvzeta iz zgor-
nje, in dva, odvzeta iz spodnje Celjustnice.
Fragment desne stegnenice in vse tiri zobe
smo molekularnogenetsko analizirali.

Na Sliki 6 je prikazano srce iz kovin-
ske posode in v plasti¢ne epruvete odvzeti
vzorcki tkiva iz notranjosti in s povrsine
srca, ki smo jih molekularnogenetsko ana-
lizirali.

Pridobitev genomske DNA

Iz sline oseb, ki so sestavljale elimina-
cijsko podatkovno zbirko, smo pridobili
genomsko DNA v napravi Biorobot EZ1
(Qiagen), ob uporabi kompleta EZ1 DNA
Investigator Kit in istoimenske raziskovalne
kartice (Qiagen), skladno z navodili proi-
zvajalca.>

Postopek osamitve genomske DNA iz
kosti in zob je podrobno opisan v prispev-
ku avtorice,'® razlika je le v tem, da smo
delno dekalcifikacijo zamenjali s popolno,
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Slika 5: Skelet 5z
lobanjo, zgornja in
spodnja Celjustnica

z zobmi, fragment
desne stegnenice in
Stirje zobje, ki smo jih
molekularnogenetsko
analizirali.

pri ¢emer smo koli¢ino uporabljene EDTA
povecali na 8,5 ml. Postopek je vkljuceval
ve¢ korakov: ¢i$¢enje, mletje, dekalcifikacijo
in ekstrakcijo DNA iz kostnega in zobnega
prahu. Povrsinsko kontaminacijo smo od-
stranili s kombinacijo fizicnega odstranje-
vanja povrsine (pri zobeh smo ta postopek
zamenjali z obsevanjem z UV svetlobo) ter
spiranja v 5-odstotni raztopini detergenta
Alconox (Alconox Inc.), v vodi in 8o-odsto-
tnem etanolu. Kostni in zobni prah smo pri-
dobili v homogenizatorju TissueLyser (Ret-
sch) po navodilih proizvajalca,”® pri cemer
smo kosti pred mletjem, zobe in kovinske
komore ohladili s teko¢im dusikom. Celoten
postopek je potekal v prostoru, namenjenem
izklju¢no delu s starimi kostmi in zobmi.
Mehansko ¢iS¢enje smo izvedli v zaprti cito-
stati¢ni varnostni komori C-(MaxPro)3-130
(Iskra Pio). Genomsko DNA smo izolirali iz
0,5 g kostnega in zobnega prahu, po predho-
dni 24-urni popolni dekalcifikaciji v razto-
pini 0,5 M EDTA. Nato smo vzorcu dodali
proteinazo K in DTT ter ga inkubirali preko
no¢i pri 56 °C. Po centrifugiranju smo iz su-
pernatanta v napravi Biorobot EZ1(Qiagen)
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izolirali genomsko DNA z uporabo komple-
ta EZ1 DNA Investigator Kit in istoimenske
raziskovalne kartice (Qiagen), tako kot to
priporoca proizvajalec.’® V postopek smo
vkljucili tudi negativne kontrole, s ¢imer
smo preverjali Cistost izolacijskih reagentov
in plastike.

Doloéitev koncentracije DNA
v vzorcu (kvantifikacija)

Vse vzorce DNA smo pred pomnoze-
vanjem v reakciji PCR ovrednotili s kvan-
titativno reakcijo PCR v realnem casu. Za
kvantifikacijo jedrne DNA smo uporabili
komplet Quantifiler Human DNA Quanti-
fication kit (Applied Biosystems). Reakcijo
smo izvedli v aparaturi 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems), s pomocjo
racunalniskega programa HID Real-Time
PCR Analysis Software verzija 1.1 (Applied
Biosystems), skladno z navodili proizvajal-
ca.>?
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Slika 6: Srce iz kovinske
posode in vzorcki

tkiva iz notranjostiin s
povrsine srca, ki smo jih
molekularnogenetsko
analizirali.
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Dolocitev genetskih profilov
avtosomne jedrne DNA, haplotipov
kromosoma Y in haplotipov mtDNA

Pri molekularnogenetski preiskavi vzor-
cev petih skeletov in srca smo opraviti tipi-
zacijo jedrne avtosomalne DNA, pri ¢emer
smo profile, dobljene s kompletom NGM
(Applied Biosystems), preverili $e s kom-
pletoma Investigator ESSplex (Qiagen) in
MiniFiler (Applied Biosystems). Dolo¢ili
smo tudi nukleotidna zaporedja regij HVI
in HVII mtDNA" ter opravili tipizacijo mi-
krosatelitov na kromosomu Y s kompletom
YFiler (Applied Biosystems).”> Za osebe v
eliminacijski podatkovni zbirki smo izvedli
tipizacijo jedrne avtosomne DNA le s kom-
pletom NGM, dolo¢ili haplotipe mtDNA,
pri moskih osebah pa kromosoma Y s kom-
pletom YFiler.

Z amplifikacijskima kompletoma NGM
in ESSplex smo so¢asno pomnozili 15 mikro-
satelitskih podroc¢ij (D3S1358, THoz1, D21S11,
D18S51, D10oS1248, DiS1656, D2S1338,
D16S539, D22S1045, VWA, D8S1179, FGA,
D2S441, D12S391, D19S433) in odsek ame-
logeninskega X-Y homolognega gena, ki
nam je omogocil dolocitev spola. S kom-
pletom MiniFiler smo so¢asno pomnozili 8
mikrosatelitskih podrocij (D13S317, D7S820,
D2S1338, D21S11, D16S539, D18S51, CSF1PO
in FGA) in odsek amelogeninskega gena.
Komplet MiniFiler vsebuje tri dodatna po-
drodja, ki jih s kompletoma NGM in ESSplex
ne pomnozujemo. Skupno Stevilo z vsemi
tremi kompleti pomnozenih mikrosatelitov
je bilo 18. S kompletom YFiler smo soca-

sno pomnozili 17 mikrosatelitskih podrocij
kromosoma Y (DYS456, DYS3891, DYS390,
DYS389II, DYS458, DYS1i9, DYS385 a/b,
DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392,
Y GATA Hg4, DYS437, DYS438 in DYS448).
Reakcije smo pri vseh kompletih po navo-
dilih proizvajalcev®**” izvedli v napravi ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). Fluorescentno ozna-
¢ene produkte smo locevali z avtomatskim
genskim analizatorjem ABI PRISM™ 3130
Genetic Analyser (Applied Biosystems), ob
uporabi tekocega polimera POP 4 in notra-
njih velikostnih standardov GeneScan-500
LIZ (Applied Biosystems) ter 550 BTO (Qia-
gen). Genetske profile smo dolo¢ili s pomo-
¢jo racunalniskih programov Data Collecti-
on v 3.0 in GeneMapper ID v 3.2 (Applied
Biosystems). Z vsemi omenjenimi kompleti
smo posamezen vzorec z reakcijo PCR po-
mnozili vsaj dvakrat. Vzporedno z vzorci iz
arheoloskega najdisc¢a smo pri vseh komple-
tih vedno pomnozevali tudi negativno kon-
trolo.

Za dolocitev haplotipa mtDNA smo v re-
akciji PCR pomnozili celotno regijo HVI in
HVII; in sicer HVI z zacetnima oligonukle-
otidoma L15997/H16401, HVII pa z Looo2g/
Ho0408.® Vzporedno z vzorci iz arheolo-
s$kega najdis¢a smo vedno pomnozevali tudi
negativno kontrolo. Sestava reakcijske zmesi
in temperaturni pogoji obeh reakcij so opi-
sani v ¢lanku Zupani¢ Pajni¢ s sod.'® Reak-
ciji PCR smo izvedli v ciklicnem termostatu
Biometra UNO-Thermoblock (Biometra).
Amplifikacijske produkte smo predistili z
ultrafiltracijskimi enotami Centricon-100
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(Millipore Corporation) in jih sekvencirali z
metodo avtomatskega neposrednega fluore-
scentnega sekvenciranja s kompletom BigD-
ye Terminator Cycle Sequencing Ready Re-
action Kit, version 1.1 (Applied Biosystems).
Regiji HVI in HVII smo vedno sekvencira-
li v obeh smereh in tako s sekvenciranjem
tezke verige preverili sekvenco, dobljeno s
sekvenciranjem lahke verige mtDNA. Re-
akcijske produkte smo precistili s kolonami
MicroSpin™ G-50 (Amersham Bioscien-
ces) in jih locevali z avtomatskim genskim
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analizatorjem ABI PRISM™ 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems), ob uporabi
tekocega polimera POP 4 in racunalniskih
programov Data Collection v 3.0 in AB DNA
Sequencing Analysis Software v 5.2 (Ap-
plied Biosystems). Nukleotidna zaporedja
smo Vv regiji HVI primerjali v obmo¢ju od
16030-16381, v regiji HVII pa v obmo¢ju od
55-388, in sicer z »Andersonovo« referenc-
no sekvenco (CRS), ki jo uporabljamo kot
primerjalno nukleotidno zaporedje za razi-

Tabela 1: Koncentracije jedrne DNA (Quantifiler Human DNA Quantification kit—-Applied Biosystems), izrazena v pg DNA/ul ekstrakta
iz vzorcev kosti, zob in srca iz Auerspergove grobnice (RM =desni molar, LM = levi molar).

Skelet 1 Skelet 2 Skelet 2 Skelet 2 Skelet 2
del lobanje del lobanje del cevaste kosti del cevaste kosti del cevaste kosti

Izolacija 1 nezaznavno nezaznavno 2,95 pg/ul nezaznavno 0,352 pg/pl
lzolacija2  nezaznavno nezaznavno 0,225 pg/ul nezaznavno nezaznavno
lzolacija3  nezaznavno 0,66 pg/pul 1,42 pg/ul
lzolacija4  nezaznavno 1,64 pg/pl nezaznavno
lzolacija5  nezaznavno nezaznavno nezaznavno
Skelet 3 Skelet 4 Skelet 4 Skelet 4 Skelet5
del lobanje zob RM2 zob RM3 del stegnenice zob RM2
(zgornja celjust) (zgornja celjust) (zgornja celjust)
Izolacija 1 nezaznavno 67,1 pg/ul 72,5 pg/ul nezaznavno nezaznavno
Izolacija2  nezaznavno 30,0 pg/pl 55,6 pg/pl nezaznavno 2,37 pg/ul
lzolacija3  nezaznavno nezaznavno 9L1 pg/ul nezaznavno
Izolacija 4 nezaznavno 107 pg/ul nezaznavno
Izolacija 5 nezaznavno nezaznavno
Izolacija 6 nezaznavno
Skelet5 Skelet5 Skelet5 Skelet5 Srce
zob LM3 zob LM3 zob LM2 del stegnenice (notranjost)
(spodnja eljust) (zgornja ¢eljust) (spodnja eljust)
Izolacija 1 nezaznavno nezaznavno nezaznavno nezaznavno nezaznavno
lzolacija2  nezaznavno 1,21 pg/ul nezaznavno nezaznavno
lzolacija3  nezaznavno nezaznavno nezaznavno
lzolacija4  nezaznavno nezaznavno nezaznavno
I P W
(zunanjost) negativna kontrolal | negativhakontrola2 | negativhakontrola3 | negativnakontrola 4
lzolacijal  nezaznavno nezaznavno nezaznavno nezaznavno nezaznavno
Izolacija 2
e mmmml
negativnakontrola5 | negativnakontrola 6 | negativhakontrola7 | negativnakontrola8
Izolacija 1 nezaznavno nezaznavno nezaznavno nezaznavno

803

Zdrav Vestn | Molekularnogenetska preiskava 300 let starih skeletov iz Auerspergove grobnice



IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

: e e -
[ T~ T P, — o | E— | T — o= L s vl | e T e | |
L] . . - - - L] L - e L] . =
- -
| O 1100 R 1 TR,
(1318 14 e [l x| [8] 1 ] 28| 322 ST 10/
= T
o R e ) = T — = |
por. RSt " PR, PR T - . - = =] . SEEEE, I ]
4] | I e 1 - | |
dL LT ! \ it Al ! A4 A A |
x| ol b FET] 2 [el f 111183 D] 19 Ix] by 1t 2 E 2q
vi] 1 18] 18] | — -—
=2 L L — 7 — —x [T T —tr ;
(o e il ] ———] [ - [ —" S ——] = T
. C3 - - = - o e e L e e o 1 A 1 |
I M
""1 X l u U o) ] o 1111111 1 PR 11 P 1 iz b
[rl (a3l | (2 1alg 19 e 22 fan] b o
(18 sl 1 l22] 18] = — - — ———
» — — - — i ]
- .1 - 1 [nons WA gp ceted VIIZ A% Fras el - - -
[T s G ’ . E .
. S N T ] : I T - = .-»| fl i ‘
,,,.{ =T W i L R AR
N i l a J a4 w g — ol o IR AR 0 20] [22]
1114 (NTTE] (- QLT 12/[18 -
1

Slika 7: Elektroferogrami
avtosomalnih genetskih
profilov zob skeleta 4,

ki smo jih pridobili s
kompleti NGM (Applied
Biosystems), Investigator
ESSplex (Qiagen) in
Minifiler (Applied
Biosystems).

skovanje polimorfizmov ¢loveske mtDNA, z
ra¢unalni$kim programom BioEdit.*

Rezultati
Pridobitev genomske DNA

Iz vzorcev skeletnih ostankov in srca smo
pridobili kar 63 ekstraktov, 55 iz kosti, zob in
srca ter 8 iz negativnih kontrol, ki smo jih
obdelovali vzporedno z vsako serijo ekstrak-
cij preucevanih vzorcev. Najveckrat (6 zapo-
rednih ekstrakcij) smo ekstrahirali DNA iz
desnega molarja 2 zgornje Celjustnice skele-
ta 5. S petimi zaporednimi ekstrakcijami so
sledili desni molar 2 zgornje celjustnice ske-
leta 4, fragment lobanje skeleta 1, fragment
lobanje skeleta 2 in fragment telesa dolge
cevaste kosti skeleta 2 . Stirikrat smo zapore-
dno ekstrahirali DNA iz desnega molarja 3
zgornje Celjustnice skeleta 4, levega molarja
3 iz spodnje Celjustnice skeleta 5, levega mo-
larja 3 iz zgornje Celjustnice skeleta 5 in leve-
ga molarja 2 iz spodnje celjustnice skeleta 5.
Trikrat smo zaporedno ekstrahirali DNA iz
fragmenta zatilnice skeleta 3. Iz dveh vzor-
cev fragmentov teles dolgih cevastih kosti
skeleta 2, fragmenta desne stegnenice skeleta
4, fragmenta stegnenice skeleta 5 in vzorcev

srca pa smo pridobili DNA v dveh zapore-
dnih ekstrakcijah. Za vse nastete vzorce so v
Tabeli 1 prikazane koncentracije pridobljene
jedrne DNA.

Dolocitev koncentracije DNA
v vzorcu (kvantifikacija)

Dolo¢ili smo koncentracije DNA v vseh
ekstrahiranih vzorcih. Med 55 ekstrakti kar
Vv 41 nismo zaznali jedrne DNA, preostalih
14 ekstraktov pa je vsebovalo najmanj 0,225
pg DNA/pl in najve¢ 107 pg DNA/ul. Naj-
ve¢ DNA smo pridobili iz zob skeleta 4, kar
je nakazovalo moznost uspesne tipizaci-
je jedrne DNA. Pri skeletu 4 je bilo veliko
DNA v zobeh, v fragmentu desne stegnenice
pa jedrne DNA nismo zasledili. Pri ostalih
skeletih so bili obeti za uspesno tipizaci-
jo jedrne DNA po rezultatih kvantifikacije
zelo slabi, saj so bile koli¢ine ekstrahirane
DNA v vzorcih nizke ali pa DNA sploh ni-
smo zaznali. Tako pri skeletu 1 v nobenem
ekstraktu nismo zaznali jedrne DNA. Ena-
ke rezultate smo dobili tudi za skelet 3 in za
vzorce srca. V vzorcih skeletov 2 in 5 je bilo
prisotne zelo malo jedrne DNA oziroma je
sploh nismo zaznali. Tako smo iz fragmenta
lobanje in fragmentov teles dolgih cevastih

Tabela 2: Avtosomni genetski profil (NGM — Applied Biosystems, Investigator ESSplex-Qiagen, Minifiler — Applied Biosystems) skeleta

4.

Skelet 4

Skelet 4

Skelet 4

804

13/16 14/16 11/11 16/23
16/16 13/15 6/7 20/22
16/22 8/11 10/10 10/10

8/12 26/32.2 12/16
11/14 17/17 11/15.3
X/Y
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Slika 8: Elektroferogrami
haplotipov kromosoma
Y zob skeleta 4, ki smo
jih pridobili s kompletom
Yfiler (Applied
Biosystems).

kosti skeleta 2 uspeli pridobiti najvec¢ 2,95
pg DNA/y, iz fragmenta stegnenice in zob
skeleta 5 pa najvec¢ 2,37 pg DNA/ul. To so
koli¢ine, ki obi¢ajno ne zagotavljajo uspesne
tipizacije jedrne DNA $e posebej, ¢e je DNA
slabo ohranjena in razgrajena na krajse fra-
gmente. Jedrne DNA nismo zaznali pri izo-
lacijskih negativnih kontrolah, kar kaze na
ustreznost postopka osamitve (Cistost upo-
rabljenih reagentov in laboratorijske plasti-
ke) in odsotnost kontaminacije vzorcev s
sodobno DNA. Koncentracije ekstrahirane
jedrne DNA (v pg/pl) iz vzorcev kosti in zob
ter srca so podane v Tabeli 1.

Najve¢ DNA smo pridobili iz zob skele-
ta 4 (do 10,7 ng DNA/g zobnega prahu), kar
je zadostovalo za uspes$no tipizacijo jedrne
DNA in mtDNA. Za skelet 4 smo uspeli tako
pridobiti kompleten genetski profil na vseh
18 mikrosatelitih in na amelogeninskem
genu. Tipizacija slednjega je pokazala, da gre
za ostanke mosgke osebe. Pri tipizaciji skele-
ta 3 in srca pa pomnozZevanje avtosomalnih
mikrosatelitov ni bilo uspesno. Pri tipizaciji
skeletov 1, 2 in 5 so se pomnozili le posame-
zni mikrosateliti, zato nismo mogli sestaviti
zanesljivih genetskih profilov za nobenega

Tabela 3: Haplotip kromosoma Y (YFiler — Applied Biosystems) skeleta 4.

Skelet 4 17 13

Skelet 4 10 23 14
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od njih. Avtosomni genetski profil skeleta 4
je prikazan v Tabeli 2.

Slika 7 prikazuje elektroferograme avto-
somnih genetskih profilov zob skeleta 4, ki
smo jih pridobili s kompleti NGM, ESSplex
in Minifiler.

Pri preucevanju mikrosatelitov kromo-
soma Y smo uspeli iz zob skeleta 4 sestaviti
genetski profil za 14 mikrosatelitov. Za preo-
stale skelete in srce pa tipizacija mikrosateli-
tov kromosoma Y ni bila uspesna. Haplotip
kromosoma Y skeleta 4, ki smo ga dolocili
s kompletom YFiler, je prikazan v Tabeli 3.

Slika 8 prikazuje elektroferograme ha-
plotipov kromosoma Y skeleta 4, ki smo jih
pridobili z zaporednim pomnozevanjem s
kompletom Yfiler.

Za vseh pet skeletov in srce smo opravi-
li sekvenciranje regij HVI in HVII mtDNA.
Za skelete 1, 2, 3, 5 in srce nismo mogli z
zanesljivostjo doloc¢iti haplotipov mtDNA,
zaradi izredno nizke vsebnosti mtDNA, ki
obicajno ni veliko presegala ravni laborato-
rijskih negativnih kontrol. Le v primeru ske-
leta 4 smo uspeli dolo¢iti haplotip mtDNA.
Za regijo HVI (obmoc¢je od 16030-16381) je
bilo zaporedje identi¢no referenc¢ni sekven-
ci, za regijo HVII (obmoc¢je od 55-388) pa
so bile razlike glede na referen¢no sekvenco
sledece: 263(G), 309.1(C) in 315.1(C).

Med primerjavo avtosomnih genetskih
profilov, haplotipov kromosoma Y in haplo-

18 14 11/14 13

12 15 12 19
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tipov mtDNA skeleta 4 z osebami iz elimi-
nacijske podatkovne zbirke nismo zasledili
nobenega ujemanja, kar izklju¢uje moznost
kontaminacije tako med izkopom (pri arhe-
oloskem zbiranju in shranjevanju kosti) kot
med antropolosko in genetsko preiskavo.
Tudi vse izolacijske in amplifikacijske ne-
gativne kontrole, ki smo jih izvedli pri tipi-
zaciji jedrne DNA, so bile ustrezne, dve ali
ve¢ zaporednih amplifikacij jedrne DNA z
razlicnimi amplifikacijskimi kompleti pa so
dale ponovljive oziroma identi¢ne rezultate.
Vse to seveda potrjuje avtenti¢nost jedrnih
in mitohondrijskih genetskih profilov skele-
ta 4.

Razpravljanje in zakljucki

Iz veé kot 300 let starih zob skeleta 4, ki
so ga skupaj s Se $tirimi slabo ohranjenimi
skeleti leta 2009 arheologi izkopali v Au-
erspergovi grobnici na trznici v Ljubljani,
smo uspeli pridobiti jedrno DNA za uspe-
$no tipizacijo mikrosatelitskih podrocij av-
tosomne DNA in kromosoma Y. V prime-
ru avtosomnih mikrosatelitov smo uspeli
sestaviti kompleten genetski profil vseh 18
mikrosatelitov in amelogeninskega gena.
Tipizacija sledenjega je pokazala, da gre za
skeletne ostanke moske osebe. S pomnoze-
vanjem mikrosatelitov kromosoma Y smo
uspeli sestaviti genetski profil za skoraj vse
analizirane mikrosatelite, kar nam bo v ve-
liko pomoc¢ pri sledenju ocetovi liniji in za
primerjavo s $e Zivecimi potomci po ocetovi
strani. Uspeli smo dolo¢iti tudi haplotip mt-
DNA, ki omogoca sledenje materini liniji in
prav tako primerjavo s e zive¢imi potomci
po materini strani. Glede na popolno genet-
sko informacijo tako avtosomnih mikrosa-
telitov, mikrosatelitov kromosoma Y in ha-
plotipov mtDNA, ki smo jo uspeli dolo¢iti v
vzorcih zob skeleta 4, je vsekakor smiselno
nadaljevanje molekularnogenetske identi-
fikacije s primerjavo genetskih profilov se
zivecih sorodnikov. Trenutno sta v teku ge-
nealogka preiskava in iskanje neposrednih
potomcev, ki pa se morajo za sodelovanje
prostovoljno odlo¢iti.

Molekularnogenetska preiskava skeletov
iz Auerspergove grobnice je prva molekular-
noantropoloska studija v Sloveniji, ki smo jo

opravili v sodelovanju z arheologi in nam
daje smernice za nadaljnje molekularnoan-
tropoloske preiskave arheoloskih najdis¢ v
nasi drzavi. Uporabljeni postopek ekstrak-
cije DNA je izredno ucinkovit, saj smo iz
preko 300 let starih zob skeleta 4 pridobili
do 10,7 ng DNA/g zobnega prahu. Nasa od-
lo¢itev o uporabi popolne demineralizacije
v postopku osamitve genomske DNA se je
izkazala za pravilno. Najnovejse raziska-
ve namre¢ kazejo, da je zlasti za pridobitev
DNA iz starih skeletov najucinkovitejsa iz-
vedba popolne demineralizacije, medtem ko
za relativno sveze kosti in zobe ta ni nujno
potrebna.’>'”*® V nobenem od ekstraktov
kosti ali zob nismo zaznali inhibicijskih
snovi, kar pomeni, da je ¢iS¢enje DNA z na-
pravo Biorobot EZ1 (Qiagen) zelo ucinko-
vito, in sicer ne le za forenzi¢ne vzorce,**
pac pa tudi za DNA, izolirano iz starih kosti
in zob.** Vseh pet skeletov iz Auerspergo-
ve grobnice je bilo zelo slabo ohranjenih, a
nam je kljub temu iz skeleta 4 uspelo prido-
biti genetske profile jedrne DNA. To lahko
pripiSemo dejstvu, da smo molekularnoge-
netsko preiskavo opravili razmeroma hitro
po arheoloskem izkopu. Znano je namre¢,
da je uspesnost genetske tipizacije vecja pri
sveze izkopanih skeletih, kot pri tistih, shra-
njenih v muzejskih zbirkah.'>'? Tudi upo-
rabljene metode tipizacije mikrosatelitov in
sekvenciranja mtDNA so bile uspesne, saj
smo uspeli iz omenjenega skeleta pridobiti
popolne genetske profile avtosomne jedrne
DNA, skoraj popolne haplotipe kromosoma
Y in celoten haplotip mtDNA. Ugotovimo
lahko, da je za identifikacijo starih skeletnih
ostankov smiselno analizirati tako polimor-
fizme jedrne avtosomne DNA, kromosoma
Y in mtDNA, saj z ve¢jim $tevilom genet-
skih oznacevalcev moc¢no povecamo mo-
znost sledenja Se zive¢im sorodnikom, kar
smo dokazali Ze pri identifikaciji Zrtev druge
svetovne vojne.*
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