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1. UVOD

Zahvaljuju¢i napretku znanosti na podru¢ju proucavanja DNA znanstvenici su u
mogucnosti istrazivati DNA 1z organizama koji su umrli stolje¢ima, tisu¢lje¢ima, pa cak i
milijunima godina prije naseg vijeka. Ovaj pomak vremenskog okvira u kojem je moguce
istrazivati prirodu oko nas molekularno - genetickim metodama doveo je do znacajnog
napretka na podrucju evolucijskih, populacijskih te, u slu¢aju proucavanja ljudskih ostataka,
antropoloskih istrazivanja. Bioarheologija kao znanstvena disciplina koja proucava ljudske
skeletne ostatke iz arheoloskoga konteksta kako bi rekonstruirala uvjete i kvalitetu
nekadasnjih populacija pruza uvid u razumijevanje ljudske proslosti. Osim §to su jasniji
nekadasnji uvjeti i kvaliteta zivota, moguce je analizirati podrijetlo, starost te smjer Sirenja

pojedinih bolesti, kao 1 promjene 1 migracije izmedu starih populacija.

Na nalazistu AN10A NC — JASA 2015. u Baranji 2015. godine pronadeni su kostani
ostaci za koje se utvrdilo da datiraju iz petog ili Sestog stoljeca n.e. te da su najvjerojatnije
pripadali Ostrogotima. Ostrogoti ili Isto¢ni Goti bili su germansko barbarsko pleme koje je
doslo s istoka i naselilo prostore zapadnog Rimskog Carstva i Bizanta te uvelike utjecalo na
politicke prilike kasnog rimskog Carstva. Porijeklom su najvjerojatnije pripadali Greutungima
- Gotima koji su u treCem i Cetvrtom stoljecu poceli naseljavati prostor juzno od Baltickog
mora te formirali kraljevstvo koje se protezalo od Baltickog do Crnog mora. Tijekom Cetvrtog
i petog stoljeca nalazili su se u vazalskom odnosu s Hunima te su zajedno s njima naselili
prostor Balkanskog poluotoka. Nakon smrti posljednjeg hunskog vode Atile, Ostrogoti su
zajedno s ostalim plemenima (ve¢inom germanskim) ovoga podrucja porazili Hune 1 naselili
prostor Panonije. Uskoro su se prosirili i po okolnim podrué¢jima te osnovali Ostrogotsko
Kraljevstvo koje je trajalo do 553. godine (SI. 1). Bizanstko — gotski rat (535. — 552. godine)
koji je uslijedio doveo je do jake depopulacije ovoga podrucja, a preostali Ostrogoti stopili su
se s Lombardima koji su osnovali kraljevstvo u Italiji 568. godine. U ve¢em broju naroda koji
su u navedenom razdoblju naseljavali Panoniju pronadene su umjetno deformirane lubanje te
postoji pretpostavka se da su taj obicaj ovi narodi mogli preuzeti od ve¢ spomenutih Huna s
obzirom da se moze povucéi paralela u pojavljivanju ovakvih lubanja s njihovim migracijama

(Molnar i sur. 2014)



Slika 1. Ostrogotsko kraljevstvo na svom vrhuncu

Od 11 uzoraka koji su bili dopremljeni na analizu u Antropoloski centar Hrvatske
akademije znanosti i umjetnosti za Sest je utvrdeno da najvjerojatnije imaju umjetno
deformirane lubanje, dok se za jedan uzorak o tome ne moze ni nagadati zbog nedostatka

skeletnog materijala u podrucju lubanje.

Modifikacije koje uzrokuju trajne promjene izgleda tijela kao S§to su tetovaze, pirsinzi
(eng. piercing), obrezivanje, razliite vrste unakazenja kao §to je npr. vezanje stopala kako bi
mu se onemogucio rast i sli¢no, u praksi su od pocetaka ljudske povijesti. Glavna misao
vodilja ovih obreda isticanje je socijalnog statusa odredene grupe. Osnove ovih obicaja
pocivaju na teoriji hendikepa koja se svodi na seksualnu selekciju — lav s najvecom i
najguS¢om grivom pokazuje svoju superiornost nad ostalim muZjacima svoje vrste jer unatoc
problemima koje mu ta griva stvara on uspijeva biti jednako dobar u Zivotnim aktivnostima
poput lova kao §to ¢e i muzjak pauna s najve¢im i najljepSim repom biti prvi izbor svake
zenke jer je unatoC velikom hendikepu koje mu stvara Sareni i veliki rep u bjezanju od
predatora uspio prezivjeti dokazujuci time prisutnost gena koje Zenka zeli predati svojim
potomcima (Koziel i sur. 2010). Dok kod ljudi neke modifikacije prate postavke teorije
hendikepa, neke su prisutne samo kako bi se naglasila razlika izmedu skupina ljudi razli¢itog

drustvenog statusa bez potrebe naglasavanja superiornosti odredenim hendikepom.

Razli¢iti tipovi alteracije kostiju prisutni su u razli¢itim dijelovima svijeta u proslosti od
kojih je najkarakteristi¢nija umjetna deformacija lubanje (najstarije pronadene umjetno
deformirane lubanje sezu u kasni paleolitik) i trepancija (prapovijesna kirurska metoda u kojoj
se busila rupa u glavi u svrhu otkrivanja sadrzaja lubanje u medicinske ili misti¢ne svrhe).
Umjetna deformacija lubanje bila je visoko zastupljena u povijesti zahvaljuju¢i plastic¢nosti
lubanje kod novorodencadi jer se od dana rodenja pa do otprilike tre¢e godine Zivota jakim

pritiskom moze utjecati na njen izgled (Molnar i sur. 2014). Ovaj obi¢aj jedan je od
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kulturama i razli¢itim vremenskim razdobljima. S obzirom na konvergentni razvoj ovog
obicaja kroz povijest, najvjerojatnije je da je nastao kao iskaz socijalnog statusa za cime
postoji potreba u vecini ljudskih zajednica. Kako deformacija pocinje odmah po rodenju,
pojedinci nad kojima je ona provedena bili su specifi¢ni s obzirom na ostalu populaciju te su
dodatno osigurali da bilo tko ne moze u bilo kojem trenutku Zivota imitirati njihov status za
razliku od npr. tetovaza, nausnica ili sli¢nih obiljezja do kojih se moze do¢i i tijekom zivota.
Logi¢no je za zakljuéiti kako bi ovakav nacin obiljezavanja jedinki mogao biti prisutan u

odredenim, na neki nacin, elitnijim obiteljima toga vremena.

1.1. Morfoloska analiza

U morfoloskoj analizi skeletnih ostataka potrebno je odrediti spol, starost u trenutku

smrti te patoloSke promjene kao i, u slucaju postojanja takve, tip deformacije lubanje.

Spol se moze odrediti na viSe razli¢itih nacina. Karakteristi¢na obiljezja muskog ili
zenskog kostura nisu kod svakog pojedinca jasno izraZena, a ponekad nedostaje dio kostura
stoga je potrebno imati viSe kriterija ovisnih o razli¢itim koStanim dijelovima. Postoje dva
pristupa u odredivanju spola — vizualni pregled morfologije kostura te statisti¢ka analiza
izmjerenih vrijednosti razli¢itih dijelova kostura, pri ¢emu se najceS¢e rabe diskriminantno
funkcijske statisticke analize. Vizualni pregled morfologije kostura temelji se na
funkcionalnim razlikama i razlikama u veli¢ini muskih naspram Zenskih kostiju. Kosti
muskaraca u pravilu su robusnije, dulje 1 imaju jace izraZena miSi¢na hvatista od kostiju Zena,
a funkcionalna razlika ocituje se u zdjeliénom obru¢u. On omogucava dvonozni hod, prenosi
tezinu tijela s kraljeznice na kostur nogu, sluzi kao hvatiSte miSi¢ima, §titi zdjeli¢ne organe i
kod Zena porod. Do razlike u izgledu zdjelice izmedu Zena i muskaraca doslo je zbog potreba
evolucije. Ljudska vrsta "odlucila" je kao svoju najvecu prednost odabrati mozak stoga je on
morao narasti time povecavajuc¢i glavu novorodenceta. Takva adaptacija otezala je ljudski
porod na razinu nevidenu u Zivotinjskom svijetu. Uz to, ljudska vrsta hoda na dvije noge
stoga je kostur zene morao uskladiti potrebe uskog zdjelicnog obruca koji omogucava
nesmetan uspravni hod i potrebe Sirokog zdjelicnog obruc¢a da omoguéi porod. Zahvaljujuéi
ovim razlikama, zdjeli¢ni obru€ je izrazito zahvalan pri preciznom odredivanju spola kada
imamo samo skeletne ostatke s obzirom da ovisno o spolu postoje vizualno jasno izraZene
razlike (Phenice, 1969) (SI. 2). Osim zdjelice, jaki spolni dimorfizam pokazuje i lubanja

(Krogman i Iscan, 1986). Kod lubanje ne postoji funkcionalan razlog za razliku muskarca i



zene kao u primjeru zdjelice. Uzrok ovoj pojavi mogla bi biti ¢injenica da uz prirodnu
selekciju postoji i spolna selekcija, a u obje selekcije pobjednik je onaj koji prenese svoje
gene. Mlade zene imaju veée Sanse za reprodukcijski uspjeh i radanje veéeg broja djece stoga
na bioloskoj razini privlace muskarce koji u njima vide vece Sanse za prijenos svojih gena
(Jones i sur., 1995). Zenske lubanje su iz tog razloga sli¢nije dje¢jim, nego robusnim, jakim
muskim lubanjama (SI. 3). Diskriminantne funkcije za odredivanje spola na temelju dimenzija
bedrene i goljeni¢ne kosti su izrazito korisne. Problem kod ove metode je Cinjenica da se,
kako bi se doslo do standardne vrijednosti, mora istraziti veliki broj kostiju to¢no odredene
populacije iz toéno odredenog vremenskog razdoblja za koje se to¢no zna kojeg su bili spola

(Slaus, 2006).
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Slika 3. Morfoloske razlike u gradi muske i Zenske lubanje (preuzeto iz Slaus, 2006)



Spolni diformizam ocituje se tek nakon puberteta stoga se spol djece kod morfoloskih
analiza kostura ne odreduje. Postoji nekoliko mogucéih metoda, ali nijedna nije potpuno

pouzdana.

Kod odredivanje dobi u trenutku smrti potrebno je imati na umu da se bioloska (u
ovom slucaju kostana) i kronologka starost ne moraju nuzno poklapati (Slaus, 2006). Do toga
dolazi zbog Cinjenice se sva djeca ne razvijaju jednakom brzinom kao i zbog genetike,
ekologije i socijalnog faktora. Stupanj razvoja ovisan je uvelike 0 mogucnosti kvalitetne
prehrane, stoga ¢e osobe koje su u djetinjstvu bile pothranjene kasniti sa svojim koStanim
razvojem te ¢e 1 analiza njihove dobi pregledom kostura rezultirati poneSto krivim
rezultatima. Zbog navedenog, procjena dobi kod arheoloskog materijala daje se u rasponu od
pet godina (npr. Od 30 — 34 godine). Osim promatranjem stupnja razvoja kosti neke osobe,
starost se odreduje i stupnjem propadanja kostura ukoliko je do nje stiglo do¢i. Stoga ¢e se
kod procjena dobi kostura male djece koristiti zubi i njihov stupanj razvoja s obzirom da je
poznato kada je vrijeme izbijanja kojeg zuba. Kada se radi o trajnom zubalu, potrebno je uzeti
u obzir ¢injenicu da se ono pocinje javljati kod djevojéica 6 mjeseci ranije od djecaka. Kod
djece izmedu otprilike desete i petnaeste godine Zzivota starost se odreduje pomocu
standardiziranih vrijednosti za duljinu femura i tibije. Kod starije dobi (izmedu otprilike
petnaeste i dvadeset i tre¢e godine) dolazi do spajanje dijafiza s epifizima koje su to tada bile
U potpunosti odvojene. S obzirom da za razli€ite dijelove tijela dolazi do ovakvog spajanja u
razliitim trenucima zivota, ovaj na¢in nam omogucuje odredivanje unutar navedene dobne
skupine (Sl. 4). Takoder, linija spoja epifize s dijafizom vidljiva je jo$ neko vrijeme nakon §to
Sto je do spajanja doslo, stoga moZzemo odrediti je li do ove pojave doslo davno ili ne toliko
davno prije smrti. Kao i kod izbijanja trajnih zuba, ovaj proces pojavljuje se kod Zena dvije ili
tri godine ranije nego kod muskaraca. Kod osoba koje su zavrsile rast za odredivanje starosti
najadekvatnijima su se pokazale dvije strukture: pubi¢na simfiza i aurikularna ploStina
crijevne kosti, obje prisutne na zdjelicnom obrucu. U morfologiji pubi¢ne simfize razlikujemo
Sest razdoblja (Brooks i Suchey, 1990) te je za svako pojedinacno razdoblje naveden rani i
kasni stadij, pretpostavljena dob, standardna devijacija te u kojem se rasponu zivota moze
pojaviti opisani izgled. Aurikularna plostina ¢vrs¢a je struktura od pubi¢ne simfize, te time
postoji veca vjerojatnost da ¢e ona biti o€uvana na nalaziStu. Iz te potrebe odredeno je 8
razdoblja promjena u njenoj morfologiji (Lovejoy i sur., 1985). Svako razdoblje
karakteristi¢no je za raspon od pet godina ljudskog Zivota. Osim navedenog, za odredivanje

starosti ljudskog kostura moze se koristiti sternalni kraj cetvrtog rebra, a kao dodatni kriterij



promatra se stupanj degeneracije odredenih skeletnih dijelova, imaju¢i na umu da je on

uvelike ovisan o genetici 1 uvjetima zivota pojedinca.

Slika 4. Dob u kojem dolazi do spajanja epifiza s dijafizama za neke kosti u ljudskom tijelu (preuzeto iz Slaus, 2006)

S obzirom da od pojedinca kojeg analiziramo imamo samo njegove kosti rijetko kada
¢emo mo¢i znati od kojih je sve bolesti bolovao, ili (u slu¢aju da je od jedne umro) koja je za
njega bila fatalna. Razlog tomu je Cinjenica da velik broj bolesti uop¢e ne napada kosti, a u
slucajevima kada bolest 1 ima tendenciju proSirenja na kosti, vrlo vjerojatno ubije pojedinca
prije navedene faze (Slaus, 2006). Unato¢ tome, postoji odreden broj bolesti koje je moguée
dokazati pomocu promjena na kostima. Opcenito, postoje samo tri odgovora Zive kosti na
patoloSkog uzro¢nika, a to su gubitak kosti, stvaranje nove kosti ili simultani nastanak i
gubitak kosti. Do ovih pojava dolazi iz razli€itih razloga koji daju specifi¢an izgled kosti, te je
na temelju njega mogucée odrediti samog uzro¢nika. Neke od bolesti koje se mogu
dijagnosticirati iz kostiju su nespecificne zarazne bolesti poput periostitisa ili osteomijelitisa,
specificne zarazne bolesti poput tuberkuloze ili lepre, metabolicke bolesti kao rahitis ili

skorbut, te razli¢ite anemije i reumatske bolesti.



Kod odredivanja trauma na pocetku je potrebno odrediti je 1i oStecenje kosti nastalo
prije ili nakon smrti. U slucaju da je ozljeda antemortalna, vidjet ¢e se srastanje ili pocetak
srastanja same Kkosti. Kod perimortalnih ozljeda, odnosno ozljeda koje su nastupile
neposredno prije smrti (i vjerojatno bile razlog samoj smrti) ne¢e dodi do sraStavanja, no
postoji razlika izmedu nacina na koji reagira ziva kost (ispunjena kolagenom itd.) i mrtva
kost. Ozljede mogu nastati kao posljedica nesretnog slucaja ili namjernog nasilja. NajéeSce
ozljedivani dio tijela u ovakvim situacijama su potkoljenica, klju¢na kost, nadlakti¢na,

palac¢ana kost i kuk, dok je kod namjernih ozljeda najveéi broj ozljeda na glavi (Slaus, 2006).

Kod analize kostiju i zuba pojedinca Cesto Se mogu primijetiti karakteristi¢ne
promjene koje su posljedica dnevnih aktivnosti i teSkog fizi€kog rada ili habitualnih aktivnosti
ukoliko pri¢amo o zubima. Osteoartriticne promjene na zglobovima dugih kostiju i kraljeznici
glavni su pokazatelj koli¢ine fizi¢kog rada koju je pojedinac obavljao kroz Zivot (Slaus,
2006). Ovakvi podaci koriste se kako bi se odredile karakteristike odredene populacije —

kakvim su se poslovima bavili te kakva im je bila kvaliteta Zivota.

Tip umjetne deformacije lubanje najéesc¢e se odreduje po najcesce koristenoj klasifikaciji
u antropologiji, a to je klasifikacija po Dembu i Imbelloniju razvijena 1938. godine (Molnar i

sur., 2014). Po njoj postoje Cetiri glavna tipa na koji se lubanja deformirala u proslosti.
e Tabular oblique

Lubanja je karakteristi¢na po kosoj ravnini na okcipitalnoj kosti te udubljenom i nako$enoj
frontalnoj kosti. U vecini slu¢ajeva vidno je povecana duzina i Sirina lubanje. Deformacija se
provodi anteriorno — posteriornom kompresijom pomocu ¢vrstih i krutih predmeta. Generalni

oblik osi lubanje je pomaknu posteriorno naspram Frankfort horizontalne ravnine.

S

Slika 5. Tabular oblique tip deformacije (preuzeto sa http://www:.latinamericanstudies.org/maya-cranial-manipulation.htm)



e Tabular erect

Povecani su hranidbeni kanali (lat. nutrient foramen) na tjemenim kostima, dolazi do
formiranja dodatne kosti na lamboidnom Savu, a posteriorni dio velikog otvora (lat. foramen
magnum) je zaravnjen. Ovakav tip deformacije postize se postavljanjem udlage od ¢vrstih
materijala $to rezultira u anteriorno — posteriornoj kompresiji lubanje. Kranijum se povecava
u visinu i §irinu, a generalnu os oblika lubanje priblizno je ortgonalan naspram Frankfort

horiontalne ravnine.

Slika 6. Tabular erect tip deformacije (preuzeto iz Molnar i sur., 2014)

e Circular oblique

Dolazi do manjeg ili veceg spoljStavanja frontalne i okcipitalne kosti u svodu lubanje. U
podrucjima jace deformacije Cesto je prisutan poprecni Zlijeb koji pada direktno na generalnu
os oblika lubanje. Prisutan je nagib unazad s obzirom na Frankfortsku horiontalnu ravninu.
Rast u duzinu i Sirinu je ograni¢en, ali Cesto je pristan kompenzacijski rast u obliku
longitudalnog rasta svoda lubanje. Ovaj tip deformacije postize se primjenom fleksibilnih

materijala kao $to su vrpce, zavoji ili trake.

Slika 7. Circular oblique tip deformacije (preuzeto iz Molnar i sur., 2014)



e Circular erect

Prisutan je blago ili izrazeno spljostavanje frontalne kosti. Cesto je prisutan popreéni Zlijeb na
frontalnoj kosti koji se nastavlja na temporalnim kostima 1 zavrSava na okcipitalnoj kosti.
Rast u duzinu i Sirinu je ograniCen, a prisutno je izrazeno izduljivanje lubanje. Kako bi se

postigla ovakva deformacija koriste se materijali opisani u Circular oblique tipu.

Slika 8. Circular erect tip lubanje (preuzeto iz Molnar i sur., 2014)

1.2. Drevna DNA (aDNA eng. ancient DNA)

Otkrice DNA zasigurno je jedno od klju¢nih u suvremenoj znanosti. Ova nukleinska
kiselina pruza uvid u funkcioniranje cjelokupnog zivog svijeta ukljucuju¢i nas same.
Proucavaju¢i DNA postepeno se slaze slagalica razvoja danasnjih vrsta i njihovih predaka,
odnosno evolucijskih procesa koji prate zivi svijet od njegova pocetka. Dok uzorci DNA
prikupljeni iz Zivu¢ih organizama omogucuju tek indirektan uvid u proslost vrsta, drevna
DNA, prikupljena iz arheoloskih i fosilnih uzoraka predstavlja mnogo direktniji i kompletniji
pogled na evolucijska, povijesna i populacijska zbivanja (Willerslev i Cooper, 2005). Kao $to
su u morfologiji vrsta fosilni pronalasci imali ogromnu ulogu u vizualizaciji historijskih vrsta
(tesko bi bilo samo na temelju izgleda danasnjih vrsta to¢no zakljuéiti kako su dijelovi tijela
njihovih predaka izgledali), tako se otkricem drevne DNA dobiva uvid u genetsku pozadinu
zivog svijeta proslog vremena. Problem koji se javlja u istrazivanjima ovakvog tipa DNA je
njezina neoCuvanost, odnosno slaba kvaliteta. Dugi vremenski period stajanja i okoli$ni uvjeti
u kojima se nalazila poput temperature, pH, dostupnosti kisika i izloZenosti vodi bitno utjecu
na njezinu strukturu (Pinhasi i sur. 2015). Nakon smrti organizma DNA obi¢no bude
degradirana uz pomo¢ endogenih nukleaza - enzima odgovornih za cijepanje fosfodiesterske

veze (Alaeddini i sur. 2010). Osim vlastitih endonukleaza, problem predstavljaju i nukleazni



enzimi mikroorganizama, kukaca i gljivica koji naseljavaju organizam nakon njegove smrti
kako bi sudjelovali u recikliranju materijala za daljnje koristenje. Ipak, postoje uvjeti u kojima
se ovakva razgradnja moze usporiti, ¢ak i1 zaustaviti. U slu¢ajevima brzog isuSivanja, niskih
temperatura i visokog saliniteta nukleaze budu unistene ili inaktivirane prije nego §to uspiju u
potpunosti degradirati DNA (Hofreiter i sur. 2001). Zbog te ¢injenice DNA iz mumificiranih
ostataka (prirodna mumifikacija ili ona provedena od strane covjeka) ili uzoraka iz
permafrosta moze ostati saCuvana duze od procijenjenog vremena opstanka post mortem DNA
u uvjetima fizioloske koncentracije soli, neutralnog pH i temperature od 15°C koji iznosi oko
100 tisu¢a godina. No pokazalo se da ni u savrSenim uvjetima nije moguce u istraZzivanjima
koristiti DNA stariju od milijun godina (Willerslev i Cooper, 2005) s obzirom da
endonukleaze nisu jedini problem u ocuvanju posmrtne DNA. Oksidacija i pozadinsko
zraCenje modificiraju dusicne baze i fosfodiestersku vezu dok hidroliticki procesi poput
deaminacije i depurinizacije destabiliziraju i stvaraju lomove u molekulama DNA. Za razliku
od zive stanice gdje bi vecina mutacija bila uklonjena uz pomo¢ popravljackih mehanizama, u
nezivoj se stanici te mutacije nakupljaju degradiraju¢i DNA ¢ime se nepovratno gube dijelovi
genetskog zapisa (Paabo i sur. 2004). Stoga veéina uzoraka drevne DNA ne sadrzi fragmente
duze od 100 500 pb (Willerslev i Cooper, 2005). U pocecima rada s ovakvom vrstom DNA
(1984. Russ Higuchi i suradnici ustvrdili su postojanje DNA u muzejskom uzorku vrste
Quagga starijem vise od 150 godina) upravo veli¢ina tih fragmenata predstavljala je veliki
problem zbog nedostatka adekvatne metode za umnozavanje malih dijelova DNA. Uskoro
otkri¢e lancane reakcije polimerazom (PCR, eng. polymerase chain reaction) krajem '80- ih
godina napravilo je revoluciju u istrazivanjima ove vrste (Padbo i sur. 2004). No kao §to je
ve¢ navedeno, nije samo duljina fragmenata bila prepreka proucavanju DNA. Greske koje
ovakva DNA sadrzi u svojoj strukturi predstavljaju problem pri amplifikaciji elemenata kao i
potencijalno krivoj interpretaciji rezultata analize nakon umnozavanja. Lezije koje nastaju u
molekulama DNA mogu uzrokovati uklanjanje du$i¢nih baza (rezultat depurinacije),
unakrsno povezivanje lanaca DNA ili DNA i proteina ili nastajanje hidantoina (oksidacijskog
produkta pirimidinskih baza) (Alaeddini i sur. 2010). Unakrsno povezivanje i uklanjanje baza
moze sprijeciti amplifikaciju, blokiraju¢i rad DNA polimeraze (odnosno Taqg polimeraze u
PCR reakciji). Pirimidinske baze sklonije su promjeni baza zbog visoke stope hidroliticke
deaminacije citozina u uracil ili timin. Ovakva tranzicija baza oznacava se kao CG 2 TA
tranzicija s obzirom na komplementarnu prirodu DNA (ukoliko na jednom lancu dode do
tranzicije C->T, na drugom ¢e do¢i do promjene G u A) zbog koje se na promatranom

nukleotidnom slijedu ne moze znati na kojem je lancu doslo do prvotne modifikacije
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(Willerslev i Cooper, 2005). Osim CG->TA tranzicija prisutna je i ona u obrnutom smjeru, ali
u rjedem postotku. Ukoliko do toga dode, amplifikacija lanca bit ¢e moguca, ali ¢e dovesti do
ugradnje pogresnih nukleotida (Padbo i sur. 2014). Kod umnozavanja DNA postoji
vjerojatnost stvaranja ovakvih sekvencijskih artefakata za koje se pokazalo da mogu imitirati
oc¢ekivane evolucijske promjene (Willerslev i Cooper, 2005). Postoje neke metode kojima se
pokusava nadi¢i modifikacije kako bi koli¢ina i kvaliteta umnozene DNA bile vece, a vjernost
umnozenih sljedova bolja. Na primjer uracil-N-glikozilaza (UNG) uklanja deaminacijske
produkte citozina, dok N-fenaciltiazol bromid (PTB) prekida unakrsne veze koje lanci
stvaraju medusobno ili s proteinima. Takoder, polimeraze visoke kvalitete poput Pfu i TagHifi
mogu smanjiti pogreske koje nastaju u amplificiranim sljedovima i opcenito povecati
efikasnost umnozavanja (Jacobs i Schar, 2011). Unato¢ ovim otkri¢ima, mehanizmi nastanka
oSte¢enja post mortem DNA nisu u potpunosti rasvijetljeni stoga ni mehanizmi popravka nisu

posve adekvatni (Willerslev i Cooper, 2005).

Kod rada s drevnhom DNA, osim navedenog, prisutan je i jako izraZeni problem
kontaminacije. Nakon $to je PCR metoda omogucila rad s drevnom DNA objavljen je veliki
broj ¢lanaka u kojima se tvrdilo da je moguce izolirati DNA iz uzoraka starih preko nekoliko
milijuna godina. Jedan od takvih radova napisan od strane Woodwarda i suradnika 1994.
godine dokazivao je izolaciju mitohondrijskog citokroma b iz kostiju dinosaura starijih od 80
milijuna godina. Ipak, najvece otkrice bilo je dobivanje sljedova iz halobakterije stare 250
milijuna godina. Kako se kasnije pokazalo, ovi revolucionarni rezultati bili su rezultat
kontaminacije uzoraka — slijed izoliran iz kostiju dinosaura pripadao je ljudskom Y
kromosomu, dok je halobakterijska DNA ipak pripadala modernim bakterijama. Veliki
postotak kontaminacije rezultat je male koli¢ine izvorne DNA u uzorku kao rezultat njezine
degradacije kroz vrijeme nasuprot velike koli¢ine suvremene DNA u okolisu. Ukoliko u
uzorku postoji suvremena DNA pocetnice ¢e se u PCR reakciji vezati na njezine lance i
umnoziti nju naustrb drevne DNA zbog njezine oStecenosti koja ¢e inhibirati djelovanje DNA
polimeraza (Shapiro i Hofreiter, 2012). Kontaminirati uzroke moguce je pri vrsenju samog
eksperimenta zbog nedovoljno paZzljivog rukovanja ili zbog ve¢ prisutne kontaminacije
laboratorija i laboratorijskog pribora. Zbog te Cinjenice potrebno je poduzeti stroge mjere
opreza, te svakako ponoviti eksperiment u drugom, neovisnom laboratoriju od strane drugih
znanstvenika. TeZze uocljivu kontaminaciju predstavlja kontaminacija samog uzorka prije
njegovog dostavljanja u laboratorij. To se posebno ti¢e istrazivanja ljudskih ostataka koji se

nalaze okruzeni sa suvremenom ljudskom DNA koja je dovoljno slicna DNA Ijudskih
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uzoraka iz proSlosti da kontaminaciju, ukoliko do nje dode, bez ponavljanja eksperimenta u

neovisnom laboratoriju u vecini slu¢ajeva nije moguce otkriti (Hofreiter i sur. 2001).

1.2.1. lzolacija drevne DNA iz uzoraka

Kod zivih organizama meka tkiva poput koze 1 misi¢a sadrze vecu koli¢inu DNA od
one sadrzane u kostima pa se na pocetku rada s drevnom DNA vecu paznju posveéivalo
ekstrakciji DNA iz tih dijelova ljudskog tijela (Shapiro i Hofreiter, 2012). Kasnija istrazivanja
pokazala su obrnutu situaciju u mrtvom organizmu — u prosjeku je DNA vise oCuvana u
kostima. Postoje dvije vrste kostanog tkiva koje su bioloski jednake, ali se razlikuju po svojoj
mikrostrukturi. Kortikalna ili kompaktna kost ima visoku ¢vrstocu i gustocu te ¢ini 80%
ukupne tezine ljudskog kostura. Ima funkciju potpore tijela, $titi organe te sprema i otpusta
kemijske elemente, posebno kalcij. Mnogo je ¢vrSée, teza 1 tvrda od trabekularne kosti.
Trabekularna (spongiozna, spuzvasta) kost ima puno manju gusto¢u od kortikalne kosti ¢ime
je meksa, ali mnogo fleksibilnija. Nalazi se na krajevima dugih kostiju i u unutra$njosti
kraljezaka. Zauzima vecu povrSinu zbog Cega je pogodna za odvijanje metabolickih

aktivnosti. Dobro je prokrvljena i ¢esto sadrzi kostanu srz u kojoj se odvija hematopoeza.

Kosti u matriksu osteoida (organskom koStanom matriksu) i zubi u dentinu (Evrstom
neprokrvljenom tkivu koje zubu daje oblik i ¢ini njegov najveci dio) sadrze mineralnu sol
hidroksiapatit. To je kristalni kompleks sastavljen od kalcija i fosfata koji je odgovoran za
njithovu tvrdocu 1 Cvrstocu. Rezultati istraZivanja pokazuju da se hidroksiapatit i DNA
specificno vezu §to DNA ¢ini otpornijom na propadanje, djelovanje nukleaza 1 hidroliticku
depurinaciju (Brundin i sur. 2013). Ovako vezana, pokazuje 100 do 1000 puta vecu otpornost
od DNA koja nije vezana s hidroksiapatitom. S obzirom da je kortikalno kostano tkivo mnogo
¢vrscéa od trabekularnog $to ga ¢ini manje sklonom podlijeganju okoliSnim faktorima i jo$ k
tome sadrzi hidroksiapatit, izolacija DNA vrsi se iz ovih dijelova skeleta. Dugo vremena se
najboljim izvorom DNA smatrala kortikalna kost femura i tibije, s obzirom da one nose veliku
tezinu ljudskog tijela te su time izrazito ¢vrste i otporne. Kasnija istrazivanja pokazala su da je
dentin zuba mnogo bolji za izolaciju endogene DNA (Pinhasi i sur. 2015). Ipak, uvjerljivo
najbolji dio skeleta za izolaciju DNA je petrozni dio temporalne kosti lubanje (lat. pars
petrosa), ujedno i najguscéa je i najtvrda kost u ljudskom tijelu (Gamba i sur. 2014). Petrozna
kost ¢ini endokranijalni dio temporalne kosti u kojemu se nalaze organi sluha i ravnoteze.
Koli¢ina odavde izolirane DNA 4 - 16 puta je veca od one dobivane izolacijom iz zubi te 183

puta ve¢a u odnosu na DNA dobivenu iz metatarzalnih, metakarpalnih kostiju i rebara
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(Pinhasi i sur. 2015). Najnovija istrazivanja oti§la su korak dalje i pokazala da izolacije DNA
iz razlic¢itih dijelova petroznog dijela temporalne kosti ne daju jednake rezultate. Medusobno
povezane unutraS$nje Supljine petroznog dijela temporalne kosti sadrze kosStani labirint (lat.
osseous labyrinth) sastavljen od puznice (lat. cochlea), predvorja (lat. vestibulum) i
polukruznih kanali¢a (lat. canalis semicircularis). Kostani labirint razvija se hrskaviénom
diferencijacijom iz mezenhima, a njegova osifikacija zavrSava malo prije samog rodenja.
Upravo je ova struktura (a u njoj posebno puznica) najzahvalnija za izolaciju DNA. U
usporedbi s kortikalnom strukturom koja okruzuje kostani kanali¢ koli¢ina izolirane DNA je
do 65 puta veca, a u usporedbi sa spongioznim dijelom trabekularne kosti koli¢ina je veca i do
177 puta (SI. 9). Za ovakve rezultate, osim ¢vrstoce, zahvalna je i pozicija kostanog kanali¢a
jer je, osim $to se ve¢ nalazi u samoj lubanji, dodatno zasti¢en okolnim strukturama. Kao

rezultat imuniji je na okolis$ne faktore kao i na mogu¢u kontaminaciju.

Slika 9. Medijalni pogled na lijevi petrozni dio temporalne kosti. Slovom a je oznacen spuzvasti dio kosti, b predstavlja
¢vrstu kost koja okruzuje unutarnje uho, dok je ¢ dio koji sadzi puznicu, polukruzne kanalice i vestibulum.

Ekstrakcijske metode za aDNA moraju izbjegavati pretjerano agresivne metode poput
visokih temperatura ili upotrebe snaznih deterdZenata. Ovakvi postupci doveli bi do povecane
stope oslobadanja DNA, ali bi izazvali dodatna oStecenja ve¢ same po sebi dovoljno ostecene
DNA. Time bi konacna koncentracija koja bi mogla biti iskoristena u daljnjem istrazivanju
opala ¢ineci ovaj postupak kontraproduktivnim. Jo§ jedan problem koji je potrebno rijesiti kod
ekstrakcije aDNA je velika koli¢ina PCR inhibitora koji su ¢esto prisutni kod kostiju i zuba
drevnog materijala. Ovi inhibitori budu procis¢eni zajedno s aDNA te interferiraju s njezinom
amplifikacijom. U praksi se najboljom pokazala metoda koju su razvili Rohland i Hofreiter
(2007) analizirajuci veci broj uzoraka kostiju i zuba spiljskih medvjeda iz zadnjeg ledenog
doba, modificirana dodatnom analizom Dabneya i suradnika (Dabney i sur., 2013). Rohland —
Hofreiterova metoda ekstrakcije aDNA zapravo je kompromis izmedu otpustanja DNA, njene

degradacije te odvajanja DNA od inhibitora PCR-a u svrhu maksimiziranja koli¢ine DNA
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dostupne za daljnje aplikacije (Rohland i Hofreiter, 2007). Dabney i suradnici (2013) shvatili
su da u rezultatima dobivenima Rohland — Hofreiterovom metodom postoji razlika u
uspjesnosti izolacije DNA fragmenata ovisno o njihovoj veli¢ini - maleni fragmenti bili su
puno manje zastupljeni od vec¢ih fragmenata te su taj problem rijesili modifikacijom prvotnog

protokola.

1.3. Utvrdivanje srodstva

Ljudska DNA kod svake je osobe identi¢na u vise od 99,7 % tj. od ukupne ljudske
DNA zapravo je samo manje od 0,3% razli¢ito od osobe do osobe (oko 10 milijuna
nukleotida) i ¢ini tu osobu jedinstvenom (osim u slucaju jednojaj¢anih blizanaca) (Primorac,
2008). Varijabilne regije DNA sastoje se od velikog broja polimorfizama, koje dijelimo na
polimorfizme s obzirom na sadrzaj te polimorfizme s obzirom na duljinu sljedova. Ovi
polimorfizmi omoguéuju utvrdivanje identiteta pojedinca . Analiza DNA u svrhe odredivanje
identiteta ili medusobnog srodstva razli¢itih osoba zapocela je osamdesetih godina dvadesetog
stoljeca. Za provedbu ovakve analize koriste se razli¢iti dijelovi lanca DNA ¢ija je struktura

dobro poznata znanstvenicima.

1.3.1. Struktura genomske DNA

DNA organizama sastoji se od kodirajuéeg i nekodirajuc¢eg slijeda nukleotida.
Kodirajuéi dio sadrzi gene koji su zasluzni za strukturne i regulatorne funkcije DNA, dok
funkcija nekodiraju¢eg dijela jo§ uvijek nije razjasnjena. Sve do nedavno, nekodiraju¢a DNA
smatrala se potpuno nefunkcionalnom i nepotrebnom te je uz nju vezan naziv otpadna DNA
(eng. junk DNA). Do ovog zakljucka dovelo je otkrice nedostatka korelacije izmedu duzine
kromosomalne DNA kod razliitih organizama i njihovog stupnja razvoja (tzv. paradoks C
vrijednosti u kojem C vrijednost predstavlja kolicinu DNA po haploidnom kromosomskom
setu eukariota) Sto je pretpostavilo postojanje razli¢itih koli¢ina nepotrebne DNA u pojedinim
organizmima koja se nalazi izmedu pojedinih gena i unutar gena u obliku introna (Lodish

2000).

lako je struktura DNA dobro poznata ve¢ dugo vremena, ekspresija gena predstavljala
je enigmu znanstvenicima. Naime, sve stanice u organizmu sadrze jednake molekule DNA, no
nacin na koji se ta DNA eksprimira u razliitim organima i tkivima potpuno je drugacija
(Panneerchelvam i Norazmi, 2003). Razvojem epigenike otkrila se uloga za nacin ekspresije

klju¢nih regulatornih gena koji su dio ove "dodatne” DNA. Opcenito otkri¢a na podrucju
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epigenetike pridaju potencijalno veliku vaznost nekodiraju¢oj DNA (Ko i Suztak, 2013).
Unato¢ ovakvim otkri¢ima, velika koli¢ina DNA nema poznatu ulogu u organizmu. S
obzirom na njenu razbacanost po genomu pretpostavljena je njena zastitna uloga kod mutacija
i rekombinacije (eng. crossing over) na nacin da sluzi kao svojevrsna tampon zona kako se

odredena mutacija ili rekombinacija ne bi prosirila na preveliki dio kodiraju¢ih gena.

Opcenito, DNA se moze podijeliti na solitarnu i repetativhu DNA. Solitarna DNA
(odredeni sljedovi koji se pojavljuju samo jednom duz ovojnice) zauzima oko 50 — 60%
genoma. Prema zakonima Mendelove genetike samo jedna kopija svakog gena je sadrzana u
haploidnom DNA setu zbog Cega se pretpostavlja da solitarna DNA sadrzi ve¢inu DNA koja
kodira mRNA. Ova kodiraju¢a DNA zapravo zauzima mali dio solitarne DNA, dok veéina
solitarne DNA nema trenutno poznato ulogu u organizmu, osim da razdvaja funkcionalne
dijelove DNA zbog Cega je se i naziva razdvajajucom DNA (eng. spacer DNA). Zapravo se u
otprilike 3x10° pb koliko je dug ljudski genom nalazi samo otprilike 20 000 — 25 000 gena
koji kodiraju za proteine. Zahvaljuju¢i alternativnom prekrajanju zbog kojeg svaki gen kodira
za viSe mRNA, pretpostavlja se da ovi geni kodiraju za oko 100 000 proteina (Primorac,
2008). U ukupnoj koli¢ini humane DNA regije koje sadrzi gene koji kodiraju strukturne
proteine ili funkcionalne RNA molekule zauzimaju manje od 10% ukupne koli¢ine DNA
(Panneerchelvam i Norazmi, 2003). Kodiraju¢i geni mogu pripadati upravo spomenutoj
solitarnoj DNA ili su dio genskih obitelji koje se sastoje od gena koji kodiraju sli¢ne, ali ne
identi¢ne aminokiselinske sljedove. Za ove sljedove smatra se da su nastale duplikacijom
nekog drevnog gena do koje je doSlo nejednakom rekombinacijom pri nastanku spolnih
stanica. Evolucijom je doslo do nakupljanja razli¢itih mutacija na nastalim genima od kojih su
se uslijed prirodne selekcije neke zadrzale, a neke ne. Medu dupliciranim genima mogu se
pronacdi i pseudogeni — geni koji su takoder nastali duplikacijom nekog drevnog gena, ali kao
rezultat evolucijskih mehanizama 1 selekcije se vise ne prepisuju u mRNA ili je translatacija
njihove mRNA blokirana. S obzirom da nisu Stetni za funkciju organizma, ostali su prisutni
kao zapis u lancu DNA. U lancu DNA nalaze se i geni koji se uzastopno ponavljaju kroz
lanac DNA. Ovi geni kodiraju translaciju tRNA, rRNA, histona te jo$ nekoliko razli¢itih
proteina. Razlikuju se od dupliciranih gena po tome $to su njihovi produkti identi¢ni. Razlog
za postojanje ovih regija lezi u ¢injenici da je ponekad potrebno proizvesti ogroman broj istih
moleklula u kratkom vremenskom periodu, Sto bi bilo nemoguée ukoliko bi postojala

transkripcija iz samo jednog gena.
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Osim repetitivne DNA u obliku opisanih dupliciranih i uzastopno ponavljajucih gena,
eukariotska stanica sadrzi visestruke kopije drugih DNA sljedova u genomu. Nju ¢ine mobilni
elementi, nazvani tako jer se mogu izrezivati i ubacivati na razli¢ita mjesta po genomu i
visoko repetitivna satelitna DNA koja se sastoji od velikog broja setova ponavljaju¢ih
sljedova nukleotida rasprostranih po genomu. Naziv satelitna dobila je prilikom eksperimenta
hibridizacije DNA u kojem se pokazivalo koliko je vremena potrebno razli¢itim dijelovima
DNA da formiraju dvostruke lance nakon prvotnog razdvajanja u jednolancane fragmente. S
obzirom da repetativna DNA sadrzi veliki broj ponovljenih sljedova nukleotida duz genoma,
ona puno brze nalazi komplementarne lance od fragmenata koji se rjede ili uopée ne
ponavljaju duz lanca (Lodish, 2000). Na gradijentu gustoce ovakva DNA stvara dodatne
vrpce uz vrpcu glavnine DNA (SI. 10). Ovisno o duzini osnovnog slijeda koji se ponavlja

razli¢it broj puta ovisno o lokusu u satelitnoj DNA razlikujemo mini i mikrosatelite.

disocirana,
fragmentirana DMA gradijent

centrifugiranje | satelitne vrpce

. | |

glavna vrpca

A\

Slika 10. DNA je na pocetku denaturirana i izrezana u fragmente veli¢ine od otprilike 1000 pb nakon ¢ega je stavljana u
uvjete u kojoj dolazi do njezine ponovne hibridizacije. S obzirom da se ponavljaju¢ih sljedova ima vise po genomu do
reasocijacije ovih dijelova dolazi brze te ove dijelove pri centrifugiranju vidimo kao dodatnu vrpcu. Preuzeto i prepravljeno
sa home.cc.umanitoba.ca/~frist/PLNT3140/114/114.html)

Uloga repetitivna nekodirajuéa DNA nije poznata. Neki znanstvenici pretpostavljaju
joj strukturnu i funkcionalnu ulogu, no pravih dokaza za takvu tvrdnju nedostaje, stoga je

moguce da repetitvna DNA nema nikakvu esencijalnu ulogu (Biscotti i sur. 2015)

Kodiraju¢i dio DNA je podvrgnut evolucijskim pritiscima te se prirodnom selekcijom
odabiru mutacije korisne za vrstu koje ¢e se zadrzati, a nestaju mutacije koje su Stetne za vrstu
(Panneerchelvam i Norazmi, 2003). Mutacije u kojima dolazi do promjene broja i redoslijeda
sljedova DNA koji kodiraju za proteine poremete joj strukturu te je lako moguce da ¢e dovesti
do razvoja genetickih bolesti (npr. mentalna retardacija zbog fragilnog X kromosoma,
Huntingtova bolest) (Primorac, 2008). Kod nekodiraju¢e DNA ovakve mutacije najceSc¢e nece
biti Stetne za organizam te selekcijski mehanizmi na njih neée djelovati. Ovakav razvoj

dogadaja dovodi do akumulacije mutacija na dijelovima nekodirajuée DNA §to u globalu
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dovodi do razvoja geneti¢ke raznolikosti nekodirajuce regije, koja je evolucijskim pritiscima

smanjena u kodirajuc¢oj regiji DNA (Panneerchelvam i Norazmi, 2003).

Unutar vrste, nukleotidni sljedovi satelitne DNA visoko su konzervirani, ali broj
ponavljanja jednakih sljedova na razli¢itim lokusima i time duljina lokusa razlikuje se izmedu
pojedinaca (rezultat akumuliranja mutacija). Do tih razlika (mutacija) dolazi zbog nejednake
rekombinacije ovih regija usred razvoja prekursora spermija i oocite te za vrijeme mejoze
(Lodish 2000).

1.3.2. DNA biljezi

Varijabilnost DNA koja omogucuje utvrdivanje identiteta pojedinca oc€ituje se ili u
polimorfizmima s obzirom na sadrzaj ili polimorfizmima s obzirom na duljinu sljedova
nukleotida. Lokuse s velikim brojem polimorfizama nazivamo DNA biljezi. Najmanja razlika
u broju ponavljanja sljedova mini i mikrosatelita moze biti detektirana molekularnim
metodama te je upravo ova vrsta polimorfizama najée$ce koristena kod utvrdivanja identiteta
ili srodstva pojedinca. Prvi prou¢avani biljezi bili su VNTR (eng. variable tandem repeats)
biljezi, odnosno minisateliti pomocu kojih je Alec Jeffrey 1985. rjesio slucaj dvostrukog
umorstva tehnikom RFLP (eng. restriction fragment lenght polymorphism) koja se temelji na
razli¢itoj duljini fragmenata koje sadrze ponavljajuc¢e sljedove DNA, a dobiveni su
djelovanjem restrikcijskih endonukleaza (Benecke, 2002). Ovo je bio prvi slucaj rjeSavanja

umorstva pomoc¢u DNA analize.

Danas su u uporabi uglavnom STR (eng. short tandem repeats) biljezi — molekularno
manji biljezi (mikrosateliti) koji su ubrzali i olaksali proces utvrdivanja srodstva ili identiteta.
Proucavanje STR lokusa naspram VNTR lokusa posebno je poboljSalo rezultate istrazivanja
drevne DNA s obzirom da veli¢ina njihovih alela iznosi izmedu 100 i 400 parova baza dok je
veli¢ina alela VNTR lokusa izmedu 400 i 1000 parova baza (Butler, 2005). Ova razlika moze
biti klju¢na u dobivanju rezultata u radu s oSteCenom i fragmentiranom DNA. Osim u
forenzickim istrazivanjima, STR biljezi koriste se kao predmet geneti¢kih istraZivanja u
medicini, s obzirom da odredeni trinukleotidni lokusi (osnovna ponavljacka jedinica ovih
lokusa sastoji se od 3 baze) kod kojih se pokazalo da je njihova hiperekspanzija povezana s

odredenim genetskim bolestima (Primorac, 2008).

STR — ovi se u prosjeku pojavljuju na svakih 10 000 nukleotida u ljudskom genomu.

Ponavljajuci slijed ovih biljega sastoji se od 2 — 7 parova baza te se na svakom pojedinom
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lokusu ponavlja odredeni broj puta (Butler, 2011). Svaki lokus predstavlja jedan STR biljeg.
U vecini istrazivanja s ciljem dokazivanja srodstva koriste se tetranukleotidni lokusi, tj. STR
biljezi ¢iji ponavljacki sljedovi sadrze Cetiri baze koje se, ovisno u lokusu pojavljuju izmedu 5
i otprilike 50 puta (Primorac, 2008). Broj ponavljanja osnovne ponavljac¢ke jedinice u
pojedinom lokusu razlikuje se od osobe do osobe te se koriStenjem veceg broja STR biljega i
istovremenom analizom ciljanih lokusa povecava vjerojatnost razlikovanja razli¢itih osoba.
Dvije osobe mogu se poklapati na jedan, dva ili tri lokusa, ali sa svakim novim lokusom, ta
vjerojatnost opada. Vjerojatnost da ¢e se dvije osobe poklapati na 15 promatranih STR lokusa
prakticki je nemoguca. Ovakva je vjerojatnost izracunata za kavkazoidno stanovni$tvo i iznosi
1/1,83 x 10" §to bi znailo da bi ljudska populacija trebala brojati 18300 bilijuna (1,83 x

10") pojedinaca kako bi se zadovoljio matematicki model u kojem bi takvo poklapanje bilo

vjerojatno.

Uz visoku diskriminatornu mo¢, prednost STR biljega ocituje se i u mogucnosti
istovremenog proucavanja veceg broja ovih lokusa u PCR viSetrukim sustavima (eng.
multiplex PCR). S obzirom da je postupak automatiziran u pojedinim dijelovima, ova je
metoda uvelike pojednostavila i ubrzala proces analize (Butler, 2005). Naime, detekcija
umnozenih STR alela vr$i se fluorescencijski pri kapilarnoj elektroforezi ¢ime se uvelike
povecala osjetljivost metode i jednostavnost mjerenja alela s obzirom da se svaki razlikuje po
duljini i boji kojom je obiljezen. Rezultat STR analize oCituje se u elektroforegramu ili DNA
profilu koji predstavlja jedinstvenu kombinaciju detektiranih alelnih varijanti na STR
lokusima. Medusobnom usporednom DNA profila razli¢itih osoba moguce je utvrditi njihov
stupanj srodnosti. Prosje¢na veli¢ina ciljanih STR biljega u komercijalnim kitovima krece se
izmedu 100 1 500 parova baza, dok je u veliina fragmenata oSte¢ene i1 degradirane DNA
najcesce manja od 200 parova baza. 1z tog razloga analiza STR lokusa nekada ne uspijeva dati
jasne 1 potpune DNA profile. Ovaj problem najvise se javlja u proucavanjima drevne DNA.
Kao rjesenje ovoga problema pojavila se SNP (eng. single nucleotide polymorphism) nova
tehnika analize degradiranih molekula Ccije ciljne regije sadrze oko 150 parova baza. Ova se
metoda pokazala izrazito uspjeSnom u analiziranju stare i fragmentirane DNA (Fernandes i
sur., 2017) Nazalost, uz svoje prednosti, ovakva tehnika zahtijeva instrumente koji mogu
precizno detektirati razlike u samo jednoj dusi¢noj bazi zbog ¢ega je vrlo skupa i najcesce

nedostupna standardnim laboratorijima.
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1.3.3. Pravila kod utvrdivanja srodstva

U utvrdivanju srodstva koriste se osnovni principi nasljedivanja koje je postavio
Gregor Mendel, otac moderne genetike (Primorac, 2008). Nasljedivanje po Mendelu temelji
se na tri zakona: zakon dominantnih gena naspram recesivnih tj. zakon uniformnosti, zakon
nezavisne razdvajanja gena koji kaze da potomak nasljeduje samo jedan alel od svakog
roditelja te zakon nezavisne segregacije koji se oCituje razdvajanjem svakog lokusa neovisno
o drugim lokusima (osim u sluc¢ajevima vezanih genima koji tvore haplotipove koji se
nasljeduju zajedno). Svaki pojedinac naslijedi polovicu geneti¢ke informacije od majke (ovdje
ne ra¢unajuci s mitohondrijskom DNA, koja se u potpunosti nasljeduje od majke), a polovicu
od oca. Zahvaljujuéi toj ¢injenici moguce je utvrditi geneti¢ku povezanost danih pojedinaca.

Postoje Cetiri pravila kod utvrdivanja roditeljstva utemeljena na Mendelovim zakonima:

1. Ukoliko se ne radi o mutaciji odredenog gena, dijete ne moze imati alel, a da taj nije

prisutan ili kod oca ili kod majke.

2. Po jedan alel mora se naslijediti od svakog roditelja.

3. Aleli kod djeteta ne mogu biti istovjetni osim u slucaju kada oba roditelja imaju taj isti alel.
4. Geneticki biljeg koji nosi dijete mora biti prisutan kao istovjetan par kod oba roditelja.

Osim shvacanja nasljedivanja gena po Mendelovim zakonima, potrebno je poznavati
ponasanje alela u populaciji koje se 1908., neovisno jedan o drugome, opisali Wilhelm
Weinberg i G.H. Hardy u formuli p>+2pg+g°=1 u kojoj p® pokazuje ucestalost homozigota za
alel Al, o homozigota za A2, a 2pq ucestalost heterozigota u populaciji. Pretpostavivsi da je
ova jednadzba to¢na dolazi se do zakljuka da je ucestalost alela na odredenom lokusu u
odredenoj populaciji konstantna. Postoje odstupanja od ovoga pravila koja se trebaju uzeti u

obzir pri odredivanju populacije na kojoj se utvrduje uéestalost pojedinih alela (Weir, 1992).

Utvrdivanje srodstva najéesce se radi kako bi se utvrdilo o¢instvo, no principi su isti
za utvrdivanje majéinstva. Racunanje drugih srodstvenih odnosa mnogo je kompleksnije.
Izracun se u takvim slucajevima provodi pomocu odgovarajuc¢ih algoritama i ne izvodi ga se

ru¢no ve¢ za njega postoje odgovarajuéi programi (npr. Gene Marker HID (Soft Genetics)).

Kod testiranja ocCinstva potrebno je odrediti tzv. obavezni alel. Ukoliko je majka
homozigot AA, a dijete heterozigot AB za odredeni lokus, obavezni alel koji otac predaje

djetetu je B. U slucaju kada su 1 majka i dijete heterozigoti za odredeni genski lokus (AB),
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obavezni ocev alel je ili A ili B. Ukoliko otac nije nositelj obveznog alela primjenjuju se
komplicirani statisticki obrasci koji uzimaju u obzir ucestalost pojavljivanja mutacija na
konkretnom lokusu (Primorac, 2008). Opcenito je prihvaceno da se ispitanika ne moze
odbaciti kao bioloskog oca ukoliko najmanje 3 alela na promatranim lokusima nisu podudarna
s obveznim alelom kod djeteta. Ukoliko se ustvrdi moguénost o¢instva, potrebno je izracunati
indeks ocinstva (PI, eng. paternity index). Njime se odreduje vjerojatnost da je potencijalni
otac prenio na dijete obvezni alel u odnosu na nekog nesrodnog pojedinca iz populacije. To je
omjer vjerojatnosti da je potencijalni otac prenio obvezni gen na dijete naspram vjerojatnosti
da je to napravio neki nesrodni pojedinac iz populacije. Vjerojatnost da je otac prenio
obavezni alel moze iznositi 1 u slu¢aju kada je homozigot za obvezni alel, ili ako u slu¢aju
dva obavezna alela na genskom lokusu pretpostavljeni otac sadrzi oba. Ova vjerojatnost
iznosi 0,5 ako njegov promatrani genski lokus sadrzi samo jedan obavezni alel ili ako
sadrzava jedan od obaveznih alela. S obzirom na navedeno PI moze iznositi ili 1/p ili 0,5/p.
Ukoliko se po genotipovima majke i djeteta odrede dva obvezna alela p = pl + p2, te ¢e time i
indeks ocinstva postati ili PI = 1/(pl+p2) ili PI = 0,5/(pl+p2). Indeks ocinstva se racuna za
svaki promatrani lokus, te se kombinirani indeks oéinstva (CPI, eng. combined paternety
index) racuna mnozenjem vrijednosti svakog promatranog lokusa, odnosno CPI = PI; x Pl x
Pl3 X ....x Pl,. Uzimajuci u obzir postavke vjerojatnosti koje je u 18. —om stoljecu postavio
matemati¢ar Bayes u svojoj formuli vjerojatnosti koja uklju¢uje sve moguénosti u prostoru

dobiva se formula za raunanje vjerojatnosti ocinstva (PP eng. probability of paternity):
PP = CPI/ (CPI+1)

Da bi se o€instvo moglo u potpunosti potvrditi najniza vrijednost PP-a, u slu¢aju kada su
poznati maj€ini 1 djetetovi aleli za promatrane lokuse iznosi 0,99999 ili 99,999%, a u slucaju
kada su poznati samo genski biljezi djeteta 0,9999 ili 99,99% zbog gubitka informacija. U
tablici 1 i 2 prikazani su podaci koji se uvrStavaju za PI ovisno o (ne)poznavanju majcinih

genskih biljega. Vrijednost p odreduje se iz postojecih baza podataka za odredenu populaciju.
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Tablica 1. Formule za racunanje o¢instva u prisutnosti majke (preuzeto iz Primorac, 2008)

Aleli djeteta Aleli majke Aleli oca Pl

AA AB AA 1/a
AB BCili BB AA 1/a
AA AA AA 1/a
AB BB ili BC ACili AB 1/2a
AA AB AB ili AC 1/2a
AA AA AB 1/2a
AB AB AB 1/(a+b)
AB AB AA 1/(a+b)
AB AB AC 1/2(a+b)

Tablica 2. Formule za racunanje roditeljstva u odsutnosti jednog roditelja (preuzeto iz Primorac, 2008)

Aleli testiranog

Aleli djeteta roditelja PI
AA AA 1/a
AB AA 1/2a
AA AB 1/2a
AB AB a+b/4ab
AB AC 1/4a

1.4. Ciljevi istrazivanja

U ovome radu morfoloski ¢emo obraditi skeletne ostatke 11 Ostrogota nadenih na
nalazi$tu u podrucju Baranje ¢ime ¢emo dobiti podatke vezane za njihov spol i dob te
patoloske promjene i traume koje su prozivjeli za vrijeme Zivota, a ostavile Su svoj trag na
kostima. 1z puznice deset pojedinaca izolirat ¢cemo DNA (kod jednog uzorka nisu prisutne
temporalne kosti stoga ne mozemo izolirati DNA iz puznice) kako bi nadalje analizom STR
lokusa dobili odgovore na pitanja o srodstvu izmedu pojedinaca s deformiranom lubanjom u
odnosu na one bez deformiteta kako bi se napravio novi korak u rasvjetljavanju ovog
fenomena. S obzirom da su ostaci stari vise od 15 stoljeca radit ¢emo s drevnom DNA koja

zbog svojih karakteristika predstavlja izazov za znanstvenike. Uzorke ¢emo analizirati
pomoc¢u komercijalno dostupnog PowerPlex® Fusion (Promega) kita za utvrdivanje

srodnosti.
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Ciljevi diplomskog rada su:

e Morfoloska analiza kostanih ostataka 11 Ostrogota s nalazista AN10A NC- JASA.,

e Ekstrakcija DNA iz puznice uha svakog pojedinca

e Utvrdivanje srodnosti izmedu pojedinaca PowerPlex® Fusion (Promega) sustavom u
kombinaciji s kapilarnom elektroforezom

e Koristenje rezultata dobivenih iz utvrdivanja srodnosti kako bi pokusali objasniti

pojavu umjetno deformiranih lubanja
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Morfoloska analiza

Osteoloski materijal dostavljen je na analizu direktno s nalaziSta te Smo ga za pocetak
oprali vodom. Nakon susenja napravili smo inventuru svih kostiju, zglobnih plostina i zubi
pomocu obrasca u kojemu su popisane sve kosti u ljudskom tijelu. U obrascu smo biljezili
stupanj uS¢uvanosti kostiju na nacin da je Sifra 0 oznacavala da kost nije bila prisutna, 2 da je
bila prisutna u manje od 50% svoje povrSine i 1 da je bila prisutna u vise od 50% svoje
povrsine. Izvrsili smo i inventuru zuba na naéin da smo u obrascu uz svaki zub inace prisutan
u ljudskoj celjusti zabiljezili i oznaku ovisno o stanju u kojem je bio pronaden (prisutan,
antemortalno izgubljen, postmortalno ispao, neizrastao, djelomi¢no izrastao). Zabiljezili Smo i
prisutnost karijesa, njegov obim i polozaj (okluzalan, lingualan, bukalan, intraproksimalan, na
korijenu zuba) kao i pojavu alveolarnih apscesa i hipoplasti¢nih defekata na zubnoj caklini.
Alveolarni apsces ili granulom nastaje kada se bakterije iz karijesa proSire u zubnu alveolu
preko korijena zuba (Slaus, 2006), a hipoplasti¢ni defekt oznacava razvojni poremeéaj zubne
cakline. U velikom postotku slucajeva povezan je sa sustavnim fizioloskim stresom poput
izgladnjivanja, fizicke ili psiholoske traume, zarazne bolesti, metabolickog poremecaja. S
obzirom da se caklina razvija kod djece ovakav defekt ukazivao nam je da je ovakva vrsta
stresa bila prisutna kod pojedinca u subadultnom zivotu. Nakon inventure kostiju i zuba za
svakog pojedinca odredili Smo spol, starost u trenutku smrti te prisutnost patoloskih promjena

kombinacijom utvrdenih metoda ovisno o stanju u kojem se kostur nalazio.

Tip deformacije lubanja utvrden je prema klasifikaciji po Dembu i Imbelloniju (Molnar i
sur., 2014).

2.2. Ekstrakcija DNA

Ekstrakcija drevne DNA iz kosti sastoji se od dobivanja praha same kosti te kemijske
izolacije DNA iz tog praha. Postupak izolacije DNA ovisi 0 tkivu te us¢uvanosti DNA koju
zelimo izolirati. U izolaciji DNA iz koStanog praha najboljom se pokazala metoda po
Rohlandu i Hofreiteru (Rohland i Hofreiter, 2007) dodatno modificirana od strane Dabneya i

suradnika (2013) koju smo primijenili u ovom radu.

23



2.2.1. Dobivanje praha puZnice

Kao u svim postupcima rada s drevnom DNA, i kod prvog koraka, tj. dobivanja praha
puznice poduzeli smo sve mjere opreza kako ne bi doslo do kontaminacije materijala.
Koristili smo mrezicu za kosu te masku za lice, kao i kutu i kutiju rukavica s obzirom da smo
njih vise puta mijenjali kroz postupak. Na rukama smo uvijek imali jedan par rukavica koji
nismo skidali, te na njima drugi par rukavica koji smo mijenjali kada god je postojala i
najmanja Sansa da je doslo do njihove kontaminacije. Eppendorf tubice u koje ¢emo odlagati
prah puznice prethodno smo ozracili UV svjetlom u trajanju od pola sata (unato¢ natpisu na
pakiranju, u radu s drevnom DNA uvijek treba pretpostaviti da je sav laboratorijski materijal
kontaminiran). U radu smo koristili obi¢nu modelarsku brusilicu s nastavkom za brusenje
srednje veli¢ine. Podlogu za rad na pocetku smo oprali 10% - tnom otopinom varikine
(natrijev hipoklorit, NaClO) kako bi unistili (tj. razgradili) potencijalno prisutne molekule
DNA, a zatim smo varikinu zbog svojeg nagrizajuceg djelovanja isprali 70% - tnim
alkoholom. Isti smo postupak primijenili i na modelarsku busilicu. Nakon suSenja zapoceli

smo proces ekstrakcije praha.

Na podlogu za rad stavili smo aluminijsku foliju. Foliju smo obrisali papirnatim
ubrusom natopljenim varikinom, te nakon toga papirnatim ubrusom natopljenim alkoholom.
Nastavak za brusenje srednje velicine stavili smo na 30 —ak sekundi u kadicu u kojoj se nalazi
varikina, te dodatnih 30- ak sekundi u kadicu ispunjenu alkoholom. Nakon toga smo nastavak
stavili na busilicu te ovisno o stanju materijala pojedinog uzorka (tj. ovisno o tome je li
petrozni dio temporalne kosti odvojen od ostatka lubanje) uzeli lubanju ili samu petroznu kost
(SI. 11). Na petroznoj kosti locirali smo dio koji okruzuje unutarnje uho (na Slici 9. oznac¢eno
s b) te smo ga brusili na nacin da prah kosti pada po pripremljenoj foliji sve dok nismo dosli
do puznice (na Slici 9. oznaceno s c). U tom trenutku, kao mjeru zastite od kontaminacije
bacili smo foliju nad kojom smo do sada brusili, nastavak za brusilicu smo ponovno stavili
prvo u varikinu, a zatim u alkohol te uzeli nove rukavice i novu foliju koju smo takoder prvo
obrisali varikinom pa alkoholom. Brusilicom namjestenom na manju brzinu nego maloprije
smo brusili puznicu skupljaju¢i prah. U slucaju da smo primijetili ikakve dodatke prahu
puznice poput zemlje i tome sli¢no, bacili smo foliju i ponovili sve dok nismo dobili $to ¢is¢i
prah mase otprilike izmedu 85 i 120 mg. Taj prah oprezno smo usuli u Eppendorf tubicu od
1,5 mL bez doticanja praha ili dijela folije koja dotice prah. Prah je ispunjavao otprilike jednu
tre¢inu tubice. Svaku tubicu oznacili smo rednim brojem uzorka. Ovaj postupak ponovili smo

za svih 10 uzoraka.
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Slika 11. Petrozni dio temporalne kosti kao dio lubanje (lijevo) i kao dio temporalne kosti odvojen od lubanje (desno).
Strelicama je prikazano mjesto na petroznom dijelu gdje je doslo do brusenja.

2.2.2. Izolacija DNA iz praha puZnice

Sve povrsine i kemijsko posude (bocice, zlice, kadice, itd.) koje ¢emo koristiti oprali
smo otopinom izosana (Izosan® G, Pliva) koncentracije 0,0058 M. lzosan je natrijev
dikloroizocijanurat dihidrat te sluzi za dezinfekciju. Laminar smo nakon toga, zajedno sa svim
posudem ostavili pod UV svjetlom 40-ak minuta. Eppendorf tubice s prahom takoder smo
stavili pod UV lampu na 15-ak minuta kako bi uklonili sve tragove kontaminacije na
vanjskom dijelu tubice s obzirom da UV zra¢enje ne prodire u njihovu unutra$njost pa je time
DNA u prahu zasticena. Napravili smo ekstrakcijski pufer (koji je u kona¢noj koncentraciji
sadrzavao 0,45 M EDTA, 0, 25 mg/mL proteinaze K, pH 8.0) bez proteinaze K u Falcon
tubicu od 50 mL te i njega stavili zra¢iti na 30 minuta, nakon ¢ega smo dodali proteinazu te
pipetom izmijesali otopinu. Kombinacijom EDTA i proteinaze K omogucili Smo otpustanje
DNA iz kostanog praha. U radu s koStanim materijalnom potrebna je veca koli¢ina EDTA
naspram rada s drugacijim tipom tkiva jer ona otapa hidroksiapatitski matriks specifi¢an za

uzorke kostiju i zuba.

U svaku tubicu s prahom kao i u praznu tubicu koja nam sluzi kao negativna kontrola
izolacije DNA stavili smo 1 mL ekstrakcijskog pufera nakon ¢ega smo svaku tubicu jako
dobro vorteksirali sve dok sav prah nije bio otopljen. Tubice smo stavili na horizontalnu
mijesalicu s uklju¢enom rotacijom i ostavili ih na temperaturi od 37 °C u trajanju od otprilike
18 sati.

Pripremili smo vezujuéi pufer koji je u kona¢noj koncentraciji sadrzavao 5 M gvanidin

hidroklorida, 40% izopropanola, 0,05% Tween-20 te 90 mM natrijevog acetata, pH 5.2.
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Gvanidin hidroklorid je agens koji snazno denaturira proteine ukljucujuéi nukleaze kako bi se
u potpunosti otpustila nukleinska kiselina (u ovom slu¢aju DNA). Takoder, remeti mogu¢nost
asocijacije DNA molekula s vodom pripremajuéi uvjete za spajanje DNA sa silikom.
Izopropanol dodali smo kako bi pojacali utjecaj pufera na vezanje DNA na siliku. Natrijev
acetat u vezuju¢em puferu posluzio je za odrzavanje pH. Pripremili smo i TET pufer konac¢ne
koncentracije 10 mM TrisHCI, 1mM EDTA, 0,05% Tween-20, pH 8.0 koji ¢e nam kasnije
posluziti u eluciji DNA kroz silika membranu (prolaskom TrisHCl-a DNA ¢e se hidratizirati i

otpustiti od membrane).

Sljedec¢i dan ponovno smo proveli mjere za spreavanje kontaminacije (oprali smo
izosanom i ozracili UV svjetlom sve kemijsko posude koje ¢emo koristiti, ovaj put bez tubica

s prahom). PE pufer (Qiagen) i TET pufer takoder smo 20 minuta ostavili pod UV lampom.

Konstruirali smo vezujuée aparature (Zymo-Spin V rezervoar (ZymoReaserch) +

MinElute silika kolonice (Qiagen)):

Zymo-Spin rezervoare odvojili smo od pripadajuc¢e kolone i potopili u kadicu s
varikinom te ih ostavili tako 20 minuta, nakon ¢ega smo rezervoare dobro isprali destiliranom
vodom, odistili izosanom i stavili pod UV lampu na 30 minuta. MinElute kolone sa silika
gelom (po jednu za svaki uzorak koji imamo) izvadili smo iz tubice u kojoj su dosle i svaku
snazno pri¢vrstili na pojedine Zymo-Spin rezervoare. Cepove kolona smo odrezali $karama i
spremili zajedno s tubicama iz koje smo izvadili kolone. Novodizajniranu MinElute kolonu sa
Zymo-Spin rezervoarom stavili smo u Falkon tubicu koju smo zatim zacepili te smo falkonicu
i kolonu oznacili brojem koji je odgovarao broju tubice iz koje ¢emo stavljati sadrzaj u

aparaturu. Tubice u kojima se nalazi DNA smo centrifugirali 2 minute na 16100 g.

U svaku pojedinu vezujucu aparaturu, stavili smo 13 mL vezujuéeg pufera. Pipetom
smo pokupili §to je moguce viSe supernatanta i dodali ga vezuju¢em puferu u 11 aparatura (po
jedna za svaki uzorak i negativnu kontrolu, oznagili brojevima s prvotnih tubica). Cepove
Falkon tubica aparatura osigurali smo trakom za autoklaviranje te ih centrifugirali 4 min na
1500 g, nakon Cega smo aparature okrenuli za 90° i ponovno ih centrifugirali, ovaj puta 2
minute pri istoj brzini. Vezujucu aparaturu smo razdvojili i stavili MinElute kolone u tubice iz
kojih smo ih prethodno izvadili 1 zaCepili prethodno odrezanim ¢epom. Tubice s kolonama
smo centrifugirali na suho 1 minutu pri 3 300 g, nakon ¢ega smo im dodali 650 pL PE
ispirajuc¢eg pufera (u komercijalni PE pufer prvo smo dodali 25 pL 100%- tnog etanola koji

sluzi za uklanjanje soli). Ispiranje sluzi kako bi se sa silike membrane uklonilo sve osim
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DNA. Uslijedilo je centrifugiranje u trajanju od 1 minute pri 3 300 g. Sadrzaj tubica zatim
smo odbacili i ponovili prethodni postupak s dodavanjem PE pufera, centrifugiranjem i
odbacivanjem sadrzaja tubice. Tubice smo centrifugirali na suho u trajanju od 1 minuta pri
1600 g, nakon ¢ega smo kolone prebacili u ¢iste Eppendorf tubice volumena 1,5 mL (prije
toga smo tubice ozracili UV svjetlom u trajanju od 10 minuta). Centrifugiranje na suho bilo je
potrebno za potpuno ispiranje alkohola sa silika membrane kako bi bili u moguc¢nosti dobiti
Cisti eluat DNA. Zatim smo napravili eluciju dodavanjem 12,5 uL TET pufera na silika
membranu, inkubacijom na sobnoj temperaturi u trajanju od 5-10 minuta te centrifugiranjem u
trajanju od 30 sekundi na 16 100 g. Eluciju smo ponovili kako bi dobili oko 25 uL. DNA

ekstrakta koji smo do daljnjeg istrazivanja spremili na 4°.

2.2.3. Mjerenje koncentracije umnozene DNA

Za mjerenje koncentracije koristili smo spektrofotometar NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific). Spektrofotometrijom se mjeri koli¢ina svjetlosti koju neka tvar apsorbira kada
kroz nju prolazi zraka svjetlosti. Osim za apsorbanciju, spektrofotometar moze mjeriti |
koncentraciju danog uzorka. Naime, valna duljina svjetlosti nakon njenog prolaska ovisi 0
duzini kivete 1 koncentraciji samog uzorka, stoga mjere¢i apsorbanciju mozemo dobiti 1
podatke o koncentraciji. Mjerenjem apsorbancije pri valnim duljinama od 260 i 280 nm
moguce je utvrditi ¢istoéu DNA odnosno prisutnost RNA i proteina u uzorku, dok izmjerena
apsorbancija pri valnoj duljini od 230 nm utvrduje prisutnost spojeva koji kontaminiraju

DNA poput karbohidrata, peptida, fenola, itd.

Spektrofotometar NanoDrop je automatiziran. Pipetom smo nanijeli 2 pL uzorka,
odabrali opciju za mjerenje koncentracije DNA i dobili izracunate rezultate. Pri prvom
mjerenju umjesto uzorka stavili smo 2 pL pufera u kojem se DNA nalazi te izmjerili
vrijednost kako bi spektrofotometar u radu s uzorcima mogao izracunati vrijednosti samo za

supstancu ¢ije podatke zelimo.

2.2.4. PCR metoda za provjeru kvalitete DNA

PCR reakcija koristi se kako bi se amplificirala postoje¢a DNA. Sastoji se od nekoliko
koraka koji ukljucuje denaturaciju lanaca (pri temperaturi od 95°C), aneliranje tj. pripajanje
pocetnica (pri temperaturama od 55°C - 65°C) i produljenje lanaca uslijed djelovanja Taq
polimeraze (pri temperaturi od 72°C). Ovi koraci ponavljaju se odredeni broj puta svakim

ciklusom stvarajuci kopije pocetne DNA.
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Za provedbu PCR reakcije koristili smo PCR Master Mix koji sadrzi deoksinukleotid
trifosfate (dNTP), pufer, MgCl, i par pocetnica, AmpliTaq Gold polimerazu, uzorke s
izoliranom DNA te negativnu kontrolu koja je prolazila sve korake kao i uzorci, pozitivnu
kontrolu PCR reakcije u koju smo stavili endogenu humanu DNA i negativnu kontrolu PCR

reakcije u koju smo umjesto uzorka DNA stavili destiliranu vodu

Posebni laminar (u kojem nismo vrsili nijedan od prethodno opisanih postupaka) smo
zajedno s pipetama i PCR epruvetama ocistili po prije opisanim postupcima spreavanja
kontaminacije DNA. S obzirom da smo Koristili po¢etnice za ljudsku DNA, morali smo
posebno paziti na kontaminaciju vlastitom DNA s obzirom da PCR pri umnozavanju daje

prednost kvalitetnijim i duzim fragmentima naustrb fragmenata drevne DNA.

Napravili smo smjesu MasterMixa i AmpliTaq Gold polimeraze kao §to je navedeno u
tablici 3. U svaku PCR tubici stavili smo 45 uL smjese MasterMixa i AmpliTaq Gold
polimeraze te 5 pL pojedinog uzorka, odnosno negativne kontrole izolacije DNA te pozitivne
ili negativne kontrole PCR reakcije . Tubice smo stavili u PCR uredaj (ProFlex™ PCR

Systems) koji smo namijestili na standardni program za AmpliTaq Gold polimerazu:

95°C u trajanju od 7 minuta (aktivacija Taq polimeraze)

95°C u trajanju od 45 sekundi (denaturacija DNA)

60°C u trajanju od 45 sekundi (spajanje pocetnica na ciljnu regiju, hibridizacija)
72°C u trajanju od 90 sekundi (produljivanje lanca)

Ponavljanje reakcije od drugog do cetvrtog koraka u 34 ciklusa

e 72°C u trajanju od 10 minuta (zavrSno produljivanje)
e 15°C oo (zaustavljanje reakcije)

Tablica 3. Smjesa Mastermixa i Amplitag Gold polimeraze. Imamo ukupno 13 PCR reakcija (10 uzoraka, negativna kontrola
izolacije te pozitivna i negativna kontrola PCR-a), ali u pripremi smjese dodajemo volumen za jo§ jednu reakciju zbog
gubitaka uslijed pipetiranja otopina.

Volumen za 1 reakciju Volumen za 14 reakcija
MasterMix 45 uL 630 uL
Amplitaq Gold polimeraza 0,25 uL 3,5 uL

2.2.5. Elektroforeza na gelu

Elektroforeza na gelu metoda je kojom detektiramo fragmente razli¢itih duljina ovisno
0 njihovoj brzini kretanja kroz elektri¢no polje na gelu koji sadrzi sitne pore. Molekule DNA

negativno su nabijene zbog prisustva fosfatnih skupina te ¢e putovati prema pozitivnom
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naboju, odnosno od anode prema katodi. BrZze ¢e putovati manji fragmenti, dok ¢e vecim
fragmentima trebati viSe vremena da prijedu isti put. Na temelju toga dobiva se
elektroforegram u kojem se mogu odrediti veli¢ine dobivenih fragmenata temeljem njihove
usporedbe s poznatim duljinama fragmenata DNA ljestvi (eng. DNA ladder). Fragmente je
potrebno na neki nacin obiljeziti kako bi se mogla odrediti njihovu poziciju na gelu nakon
provedene elektroforeze. Za oznaCavanje se koristi etidij bromid ili u novije vrijeme boje

poput Gel red-a zbog mutagenosti etidij bromida.

Kako bi dobili 2% -tni agarozni gel, u Erlenmayerovu smo tikvicu stavili 2 g agaroze i
100 mL 1 X TBE pufera. Otopinu smo zagrijali u mikrovalnoj pecnici pazeéi da ne provrije
izvan tikvice. Otopina je zadovoljavajuca kada u njoj ne mozemo Vidjeti nikakva zrnca
agaroze jer ¢emo U suprotnom dobiti iskrivljene vrpce kao rezultat. Gel smo, nakon $to smo
ga nekoliko minuta pustili da se ohladi, prelili u kadicu i stavili ¢eslji¢ kojim ¢emo u gelu
dobiti 15 jazica (11 uzoraka + pozitivna i negativna kontrola PCR reakcije + DNA ljestve kao
referenca u prvoj i zadnjoj jazici). Pustili smo gel da se ohladi i stvrdne (otprilike 20 minuta).
Za to vrijeme smo u svaku pojedinu Cistu tubicu stavili 20 pL iz tubica s PCR produktima i
pomijesali je s po 4 uL boje za provjeru pozicije uzoraka (eng. gel loading dye/buffer)
(CoralLoad™ concentrate, Qiagen) koja oboji uzorke kako bismo mogli vidjeti jesu li krenuli
kada spojimo gel na struju i do kuda su dosli tijekom elektroforeze. U svaku jazicu stavili Smo
po 5 puL uzorka: u prvu DNA ljestve (Specimen Control Size Ladder master mix,
Invivoscribe), zatim u sljedec¢u negativnu PCR kontrolu pa negativnu kontrolu izolacije DNA,
zatim svaki od 10 uzoraka s izoliranom DNA, pozitivhu kontrolu PCR reakcije te na kraju
ponovno DNA ljestve. Napon smo namjestili na 110 V, upalili aparaturu te provjerili jesu li
uzorci krenuli i pustili gel oko 2 sata kada smo, provjerom boje na uzorcima, zakljucili da su
presli odredenu duljinu dovoljnu da se razdvoje ovisno o duljini fragmenata. Ugasili smo
aparaturu 1 stavili gel u posudu s otopinom etidij bromida 1 odlozili je zatvorenu u frizider.
Nakon desetak minuta izvadili smo gel i stavili ga pod ultraljubi¢asto svjetlo i obradili Kodak

1 D 3.6 Scientific Imaging Systems sustavom.

2.3. Odredivanje srodstva izmedu pojedinaca

Prednost novih tehnika STR analize u odnosu na stare lezi u dvije bitne razlike:
koriStenju viSestrukih reakcija koje omogucuje istovremeno amplifikaciju veéeg broja
razliCitih lokusa te mogucnost izravnog detektiranja PCR multipleksa. Naime, po jedna

pocCetnica svakoga para fluorescencijski je oznacena ¢ime ih je moguce razlikovati po
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razli¢itim valnim duljinama svjetlosti (Primorac, 2008).. U radu s viSestrukim PCR sustavima
(Sto je zapravo jednako izvodenju viSe razdvojenih PCR reakcija u samo jednoj reakciji)
dolazi do amplifikacije DNA kori$tenjem viSe razlicitih parova pocetnica. Ovi parovi moraju
biti medusobno kompatibilni na na¢in da temperatura pri kojoj dolazi do vezanja pocetnica na
kalup bude otprilike jednaka za sve parove te pocetnice te da pocetnice ne budu medusobno
komplementarne kako ne bi doslo do stvaranja dimera pocetnica (medusobnim vezanjem

pocetnica umjesto vezanja pocetnica na ciljani lokus DNA) (Butler, 2005).

Kao i u svakoj PCR reakciji, a pogotovo PCR reakciji s drevnom DNA, postoji velika
mogucnost kontaminacije stoga su poduzete jednake mjere opreza kao Sto je navedeno u
proslim koracima. Takoder, uzima se uzorak DNA osoba koje su radile s uzorcima kako bi ih

se moglo iskljuciti kao izvor kontaminacije prilikom interpretacije rezultata.

Usporedbom DNA profila koje dobijemo iz uzoraka utvrdit ¢emo medusobna

poklapanja alela na promatranim lokusima.

2.3.1. Visestruki (eng. multiplex) PCR sustav PowerPlex® Fusion

Sustav PowerPlex® Fusion (Promega) koristi visestruku analizu 24 lokusa koji sadrze

STR lokuse iz CODIS-a (eng. Combined DNA Index System, sluzbena americka DNA baza
podataka) i ESS-a (eng. European Standard Set, sluzbena europska DNA baza podataka)
zajedno sa amelogeninskim lokusom za determinaciju spola te Penta D, Penta E, D2S1338 i
D19S433 lokusima za povecanje diskriminacijske moc¢i (Tab. 4). CODIS u svojoj bazi sadrzi
13, a ESS 12 STR lokusa, no zbog ponavljanja u ove dvije baze, njihova kombinacija sadrzi
19 razlicitih lokusa. Postoji sluzbeni nacin na koji mora biti izvrSena nomenklatura STR
biljeg, tako npr. u biljegu D18S51 slovo D oznacava da se radi o DNA, 18 broj kromosoma na
kojemu se lokus nalazi, oznaka S da je lokus prisutan u jednoj kopiji (ako se sljedovi
ponavljaju na viSe mjesta, stavlja se oznaka Z), a zadnji broj u imenu ukazuje da je to 51.
otkriveni i kategorizirani biljeg na 18 — om kromosomu. S obzirom da su neki STR biljezi
otkriveni prije uvodenja ovog pravila, zadrzani su njihovi stari nazivi (obi¢no ime lokusa bude
jednako imenu gena u ¢iji sustav ulazi) (Primorac, 2008). Amelogeninski lokus ne spada u
STR biljege. Amelogenin je spolno vezani gen koji kodira za proteine koji sudjeluju u razvoju
zubne cakline. S obzirom da se razlikuje u veli¢ini koju zauzima na X odnosno Y kromosomu

(na X-u 106 pb, na Y-u 112 pb) odli¢an je pokazatelj spola kod analize DNA.
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PowerPlex” Fusion sustav sadrzi 5 razli¢itih boja - fluorescein (plava), JOE (zelena),

TMR-ET (zuta), CXR-ET (crvena) — koje razliito obiljezavaju razli¢ite skupine lokusa (SI.

12), te WEN koja boji standardne duzine fragmenata (eng. Internal Lane Standard) koji sluze

za kalibraciju uredaja kapilarne elektroforeze.

Tablica 4. STR lokusi koji se umnoZzavaju PowerPlex ®Fusion (Promega) kitom, fluorescencijska boja kojom se
obiljezavaju, njihov poloZaj u genomu ¢ovjeka te slijed nukleotida njihove ponavljacke jedinice (preuzeto i prepravljeno iz

PowerPlex® Fusion System Tehnical Manual, 2016)

STR lokus Baoja Lokacija =3
Amelogenin® Fluorescein Xp221-223and Y nije primjenjive
D381358 Fluorescein 3p21.31 (45.557Mb) TCTA kompleks
D151656 Fluorescein 1g42 (228.972Mb) TAGA kompleks
D25441 Fluorescein 2pl4 (68.214Mb) TCTA
D1051248 Fluorescein 10g26.3 (130.567Mb) GGAA
D135317 Fluorescein 13g31.1 (81.62Mb) TATC

Penta E Fluorescein 15g26.2 (95.175Mhb) AAAGA
D16S539 JOE 16g24.1 (84.944Mhb) GATA
D18s51 JOE 18g21.33 (59.1Mb) AGAA(19)
D251338 JOE 2q35 (218.705Mb) TGCC/TTCC
CSF1P0 JOE 5g33.1 (149.436Mhb) AGAT

Penta D JOE 21q22.3 (43.88Mb) AAAGA

THO1 TME-ET 11pl5.5 (2.149Mb) AATG(19)
VWA TME-ET 12p13.31 (5.963Mb) TCTA kempleks (19)
D215811 TMRE-ET 21g21.1 (19.476Mb) TCTA kompleks (19)
DTSE20 TME-ET 7g21.11 (83.433Mb) GATA
D55818 TME-ET 5q23.2 (123.139Mb) AGAT

TPOX TME-ET 2p25.3 (1.472Mb) AATG
DYS391 TME-ET Y TCTA
D&S1179 CXR-ET 8g24.13 (125.976Mb) TCTA kompleks (19)
125591 CXR-ET 12p12 (12.341Mhb) AGAT/AGAC kompleks
D1935433 CXR-ET 19q12 (35.109Mb) AAGG kompleks
FGA CXR-ET 4q28 (155.866Mhb) TTTC kempleks (19)
D22381045 CXR-ET 22q12.3 (35.779Mb) ATT
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Slika 12. STR lokusi i fluorescencijske boje kojima su obiljezeni te skala za usporedbu njihovih veli¢ina izraZena u parovima

baza. (preuzeto iz PowerPlex® Fusion System, Promega, 2016)

S obzirom na izgled gela u provedenoj elektroforezi na gelu te izmjerenu koncentraciju
DNA pomoc¢u NanoDropa odabrali smo 6 uzoraka nad kojima smo proveli daljnje
istrazivanje s obzirom da je za njih postojala najveca vjerojatnost da ¢e dati rezultate. U
reakciji su sudjelovale i negativna i pozitivna kontrola DNA zbog ¢ega smo sve ukupno imali

8 reakcija.

Na pocetku smo napravili smjesu Master Mix-a s parovima pocetnica prema uputama
proizvodaca (Tab. 5). U svaku PCR tubicu pipetirali smo po 5 uL Master Mixa te 7,5 uL
DNA (preporucena koncentracija DNA izmjerena pri apsorbanciji od 260 nm iznosi izmedu
0,25 i 0,5 ng). U tubicu za pozitivhu kontrolu smo pipetirali 2,5 pL. 2800 Control DNA (0,5
ng/uL) i 5 pL destilirane vode koja ne sadrzi DNA ni nukleaze (DNA-free dd H,0), dok smo
kao negativnu kontrolu koristili 7,5 uL ve¢ spomenute destilirane vode (DNA-free dd H-0).
Uzorke smo stavili u PCR uredaj Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) koji smo zatim

namjestili na odgovarajuéi program i pokrenuli:

96°C u trajanju od 1 minute (aktivacija Taq polimeraze)

94°C u trajanju od 10 sekundi (denaturacija DNA)

59°C u trajanju od 1 minute (spajanje pocetnica na ciljnu regiju, hibridizacija)
72°C u trajanju od 90 sekundi (produljivanje lanca)

Ponavljanje reakcije od drugog do ¢etvrtog koraka u 30 ciklusa

60°C u trajanju od 10 minuta (zavr$no produljivanje)

4°C o (zaustavljanje reakcije)
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Tablica 5. Smjesa za Master Mix s parovima podetnica. Imamo ukupno 7 uzoraka (6 uzoraka sa DNA i kontrolu izolacije),
ali u pripremi smjese dodajemo volumen za jo$ jednu reakciju zbog gubitaka uslijed pipetiranja otopina.

Volumen za 1 reakciju Volumen za 7 reakcija
PowerPlex® Fusion
5X Master Mix 2,5 pL 17,5 pL
PowerPlex® Fusion 2.5l 17,5 L

5X Primer Pair Mix

Po zavrSetku amplifikacije umnozene uzorke smo pripremili za Kkapilarnu
elektroforezu. Napravili smo smjesu visoko deioniziranog formamida (Hi-Di™ formamide
Applied Biosystems) koji sluzi kao otapalo u reakciji i WEN Internal Lane Standard 500 koji
smo dobili kao dio kita, a sluzi za kalibraciju uredaja kapilarne elektroforeze. Volumen
smjese ovisi 0 broju reakcija (Tab. 5). Osim tubica koje smo imali do sada (Sest uzoraka
izolirane DNA te pozitivna i negativna kontrola PCR reakcije) pripremili smo jos jednu tubicu
s PowerPlex® Fusion Allelic Ladder Mix — om koji je takoder bio prisutan u kitu, a koristit
¢emo ga kao referencu za veli¢ine umnozenih alela. U jazice na plocici uredaja (96 well
plogica) smo za svaki pojedini uzorak, kontrolu i PowerPlex® Fusion Allelic Ladder Mix
pipetirali 11 pL. smjese formamida i WEN Internal Lane Standard 500. U svaku jazicu smo
dodali 1 uL PCR produkta, a u jednu 1 pL PowerPlex® Fusion Allelic Ladder Mix-a. Plogicu
uredaja smo centrifugirali kako bi uklonili mjehuriée zraka iz jazica nakon ¢ega je uslijedila
denaturacija uzoraka - plo¢icu smo stavili 3 minute na 95 °C u PCR uredaj (Veriti Thermal
Cycler, Applied Biosystems). Odmah zatim uzorke smo stavili na led na 2 minute. Uzorke smo
zatim stavili na blok u genetiCkom analizatoru 3130 (3130 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems) gdje ¢e umnozeni fragmenti biti razdvojeni kapilarnom elektroforezom. Veli¢ina
fragmenata odredena je na osnovi standarda poznate molekularne mase programom
GeneMapper®ID-X (Applied Biosystems). Genotip je utvrden usporedbom s odgovarajué¢im

standardom (Allelic Ladder).

2.3.2. Detekcija rezultata kapilarnom elektroforezom

Sustav za kapilarnu elektroforezu sastoji se od uske staklene kapilare koja je ispunjena
specijalno izradenim polimerom za analizu ulomaka s visokom rezolucijom (mikrosatelitna
DNA), dva pufera, izvora laserske zrake, detektora fluorescencije, dvije elektrode spojene na
izvor visokog napona, drzac¢a tubica s uzorcima i racunala koje regulira injektiranje uzoraka i
njihovu detekciju. Elektricna struja koja prolazi kroz gel uzrokuje migriranje fragmenata

DNA od pozitivne prema negativnoj elektrodi. Na to¢no odredenom dijelu kapilare fiksirana
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laserska zraka detektira trenutak u kojem fragment DNA prode tim dijelom (manji fragmenti
putuje brze kroz polimer, a veci fragmenti putuju duze). Laserska zraka uzrokuje pobudivanje
fluorofora u umnozenim fragmentima i time emisiju svjetlosti odredene valne duljine koju
detektira 1 biljezi fotosenzitivni detektor. Udaranje fotona u detektor konvertira se u elektricni
signal. JaCina rezultantne struje proporcionalna je intenzitetu emitiranog svjetla (Butler,
2012). Podaci o razdvajanju i veli¢ini fragmenata prikazuju se upravo kao funkcija danog
intenziteta (SI. 8), u elektroforegramu vidljivi kao pikovi (eng. peak). Elektroferogram se
analizira pomoc¢u raCunalnog programa koji identificira DNA ulomke, odreduje njihove
duljine, visine signala i ostale parametre te ih na kraju prezentira graficki u svakoj boji kojom
su obiljezeni. Slijedi usporedba s duzinama alela alelnih ljestava i svaki analizirani alel dobiva
svoju brojéanu oznaku koja predstavlja broj ponavljanja osnovne ponavljacke jedinice u

danom alelu (Primorac, 2008).

Laser

Epedotro graf

Fluarescencija

Separacija 5 abzirom

Zapafacijz po bojama
na veliZinu frazmenziz

l

o
__§ e

Flapilama -
| Detskcijzuzonka |
Injektiranje uzoraka

o

400 | ’

o H [

- o | | 1D . i

Smjesa bojom omadanih
produkatz mulripiex PCR-2 Interpretacija nzorska

Slika 13. Princip rada kapilarne elektroforeze (preuzeto i prepravljeno iz Butler, 2012)
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3. REZULTATI

Na grafickom prikazu us¢uvanosti kostura svakog pojedinca narancastom bojom su prikazane
kosti prisutne u uzorku. Graficki je prikazana i prisutnost zuba. Narancasta boja ponovno
ukazuje na prisutnost strukture u uzorku, zuta ukazuje na ¢injenicu da je zub ispao za vrijeme
Zivota, a zelena da je ispao postmortalno. Karijes je prikazan crnom oznakom na kruni zuba, a

alveolarni apsces je prikazan iscrtkanom oznakom na korijenu zuba.
Rezultati morfoloske analize uzoraka na ¢ijim lubanjama nema naznaka umjetne deformacije:

e Uzorak U-364

Slika 14. Graficki prikaz prisutnih kostiju u uzorku U — 364. . Naran¢astom bojom su oznacene prisutne kosti. U uzorku nisu
.pronadeni zubi.

Opisanim metodama utvrdivanja spola i starosti utvrdili smo da je osoba najvjerojatnije
muskarac te da je u trenutku smrti imala vise od 45 godina. Na desnom ramenu, laktovima,
kukovima 1 desnoj podlaktici prisutan je blagi degenerativni osteoartritis Cije je obiljezje
stvaranje osteofita (koStane kvrge, izrastaji na kosti, lokalne hipertrofije kosti) oko rubova
zglobnih plostina. Promjene vidljive u degenerativnom osteoartritisu su rezultat mikrotrauma
koje su posljedica svakodnevnih aktivnosti. Na lijevoj lisnoj kosti prisutan je umjereni zarasli
periostitis koji moze biti posljedica viSe razli¢itth dogadaja kao S§to su specificne zarazne
bolesti koje se krvlju prenesu do kostiju (npr. sifilis), nespecificne bakterijske infekcije,
lokalizirane traume, venozne insuficijencije itd. Na desnoj goljeni¢noj i lisnoj kosti prisutan je

osteomijelitis. To je jaka akutna ili kroni¢na infekcija kosti koja nastaje kada baktetrije

35



hematogenim putem dolaze do kosti koju inficiraju ¢ime dolazi do upale i stvaranja gnoja. Na
desnoj lakatnoj kosti i lijevom iveru prisutna je jaka osifikacija (stvaranje nove kosti). Kosti
Saka i stopala stanjene s naglasenim fleksorima i ko$tanim trnovima (SI. 15). Ove promjene su
obi¢no karakteristicne za lepru, ali s obzirom da nedostaje veliki dio kostura na kojemu bi
mogli potraziti ostale dokaze za ovu bolest, ne mozemo tvrditi da je osoba zaista od nje
bolovala. Lepra je bolest koju uzrokuje Mycobacterium leprae i ocituje se u dva klinicka
oblika — tuberkuloidnom kod kojeg bijela krvna zrnca uniStavaju uzrocnike lepre, ali
istovremeno uniStavaju 1 periferne Zivce i1 tezem, lepromatoznom obliku. U ovom obliku
antitijela pokusavaju unistiti uzro¢nike bolesti busenjem rupe u stijenci, no bacili lepre imaju
izrazito debele stijenke pa to nije odve¢ ucinkovito, a kao dodatnu zastitnu od antitijela
skrivaju se u ljudskim stanicama. Razmozavanje bakterija u organizmu s vremenom dovodi
do promjena na kozi, sljepila, te destrukcije kostiju. Ukoliko je analizirani pojedinac bolovao
od lepre, bio je to lepromatozni oblik. S obzirom kod opisanog pojedinca nije bila prisutna

temporalna kost, na njemu nismo proveli izolaciju DNA.

Slika 15. Stanjeni vrhovi metatarzalnih kostiju stopala
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e Uzorak U—1133

GORNJA CU]USI (maxilla)

sl ifuges
FEETTVTIATVEeS

DONJA C[L.]“ST (mandibula)

B zubprisutan @ prisutan karijes
zub ispao zazivotno B8 prisutan alveolarni apsces
@ zubispao postmortalno

Slika 16. Grafi¢ki prikaz prisutnih kostiju i zuba u uzorku U — 1133. Naran¢astom bojom su ozna¢ene prisutne kosti.

Kostur je pripadao Zenskoj osobi koja je u trenutku smrti imala izmedu 25 1 30 godina. U
orbitama lubanje prisutna je blago zarasla cribra orbitalia (na gornjim svodovima orbita
pojavljuje se Supljikavost). Ovu pojavu smatra se posljedicom anemije koju je promatrana
Zenska osoba oc€ito imala u nekom trenutku Zivota. Degenerativni osteoartritis prisutan je na
dva prsna 1 dva slabinska kraljeska. Na tri slabinska kraljeSka ustvrdili smo prisutnost
Schmorlovih defekata koji se o€ituju reapsorpcijom dijelova tijela kraljezaka, a rezultat su
propadanja intervertebralnog diska u tijelo susjednih kraljezaka. Nastaju uslijed jakog
mehanickog opterecenja kraljeZnice. Izrazene ¢ucece plohe (eng. squatting facets) prisutne su
na goljeni¢énim kostima (SI.17). To su specijalne koStane modifikacije koje se nalaze
uglavnom na stopalima ili zglobovima a posljedica su kontakta dvije kosti kada je jedna od

kosti previse savinuta prema gore (hiperdorzifleksija). Pokazuju da je osoba ¢esto ¢ucala.

Slika 17. Cudeée plohe na goljeniénoj kosti (lijevoj)
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e Uzorak U—520

GORNJA CELJUST maxitta

O T
BEETTIITTTVaS

DONJA (EIJ UST (mandibuta)
B zubprisutan @ prisutan karijes
2uhispao zazivotno B prisutan alveolarni apsces

B aubispao postmartalna

Slika 18. Grafi¢ki prikaz prisutnih kostiju i zuba u uzorku U — 520. Naran¢astom bojom su ozna¢ene prisutne Kosti.

Kostur pripada muskoj osobi koja je u trenutku starosti imala izmedu 30 i 35 godina. u
orbitama lubanje prisutna je blaga zarasla cribra orbitalia, a na unutarnjoj strani ¢eone i
tjemenih Kkostiju zarasli upalni proces. Na ¢etvrtom prsnom kraljesku prisutan je degenerativni
osteoartritis, dok su na veéem broju kraljezaka vidljivi Schmorlovi defekti. Na hvatistu
velikog prsnog misi¢a (lat. pectoralis maior) desne nadlakti¢ne kosti vidljiv je benigni
kortikalni defekt koji je u vidu udubljenja na kostoklavikularnom ligamentu (lat. fossa
rhomoidea) prisutan i na desnoj klju¢noj kosti. Ovi defekti rezultat su intenzivne fizicke
aktivnosti miSi¢a vezanih za dio kostura gdje defekti nastaju. U ovom slucaju rije¢ je o
aktivnosti koju su provodili misi¢i ramenog obruca. Na zubima su vidljivi hipoplasti¢ni
defekti.
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e Uzorak U —527

GORNJA CELJUST (maxitta)

L Lk L

DONJA (‘”JUST (mandibula)

B zubprisutan @ prisutan karijes
zub ispao zazivotno B8 prisutan alveolarni apsces
B zubispao postmortaino

Slika 19. Grafi¢ki prikaz prisutnih kostiju i zuba u uzorku U — 527. Naran¢astom bojom oznacene su prisutne Kosti.

Kostur je pripadao muskarcu koji je u trenutku smrti imao izmedu 45 i 55 godina. Na obje
nadlakti¢ne kosti ustvrdili smo postojanje jakih benignih kortikalnih defekata od kojih je
najizrazenije misi¢no hvatiste deltoidnog misic¢a (lat. deltoideus). Usporedba s normalnim
deltoideusom vidljiva je na slici 20. Na goljeni¢nim i lisnim kostima prisutan je blagi zarasli

periostitis, a na kriznoj kosti makroporozitet.

Slika 20. Usporedba desne nadlakti¢ne kosti iz uzorka U — 527 s normalnom nadlakti¢nom Kosti s istog nalazi$ta. Izrazeno je
misi¢no hvatiSte za deltoidni misic.
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e Uzorak U—859

Slika 21. Grafigki prikaz prisutnih kostiju u uzorku U — 859. Naran¢astom bojom su prikazane prisutne kosti. U uzorku nisu
pronadeni zubi.

Kostur je pripadao djetetu starosti izmedu jedne i dvije godine. Na prisutnim dijelovima

kostura nisu prisutne patoloske promjene.

Rezultati morfoloSke analize uzoraka s lubanjama s umjetnom deformacijom:

e U-810

GORNJA CELJUST (maxitta)

UL

DONJA CELJUST tmandibula)
’ B b prisutan B prisutan karljes
‘% Zulbyispao zazivatno B8 prisutan ahveolami apsces

B zubispao pastmaortaing

Slika 22. Grafi¢ki prikaz prisutnih kostiju i zuba u uzorku U — 810. Naran¢astom bojom su prikazane kosti prisutne u uzorku.
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Kostur je pripadao zeni koja je u trenutku smrti imala izmedu 18 i 25 godina. na unutarnjoj
strani ¢eone kosti ustvrdili smo prisutnost dvije lezije i blagog aktivnog upalnog procesa. Jos
jedna lezija pronadena je u lijevoj orbiti. Na tjemenim i zatiljnim kostima uocena je
ektokranijalna poroznost. Udubljeni defekt je prisutan na drugom, dok na tre¢em, cetvrtom i
petom slabinskom kraljeSku nalazimo degenerativni osteoartritis. Na obje lisne 1 goljeni¢ne
kosti uocili smo blagi zarasli periostitis. Lubanja je deformirana §to je rezultiralo zaravnjenom
zatiljnom kosti i blago utisnutim tjemenim kostima (SI. 23) stoga je vjerojatno rijec o circular
erect deformaciji.

Slika 23. S lijeve strane je umjetno deformirana lubanja iz uzorka U — 810. S desne strane nalazi se shematski prikaz
deformacije (crveno) u odnosu na normalnu gradu lubanje.

e U-766

GORNJA CELJUST (maxitla)

adidoddiduigee
L b LR L

DONJA (FIJ UST (mandibula)

@ 2ubprisutan @ prisutan karijes
2ubispao zazivotno B8 prisutan alveolarni apsces
B zubispao postmortalno

Slika 24. Grafi¢ki prikaz prisutnih kostiju i zuba u uzorku U — 766. Naran¢astom bojom su naznacene prisutne kosti.
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Radi se o Zenskoj osobu koja je umrla izmedu 15 - e i 17 - ¢ godine Zivota. Liticki defekti su
utvrdeni na glenoidnim Supljinama obiju lopatica (plitka udubljenje na lopatici u koje ulazi
glava nadlakti¢ne kosti te formira rame) (SI. 25). Na goljeni¢noj kosti utvrdena je lezija
pravilnih rubova i ravnog dna. Zbog prisustva liti¢kih lezija postoji moguénost osteohondritis
disekansa. To je bolest kod koje dolazi do prekida dotoka krvi u rubne dijelove kosti. Zbog
gubitka dotoka krvi, taj dio kosti umire. Osteceni dio kosti puca i odlama se unutar zgloba,
mehanic¢kim pritiscima se usitnjuje i s vremenom apsorbira. Uzrok bolesti je nepoznat no
pretpostavlja se da za bolest postoji odredena genetska predispozicija, s obzirom da je uo¢eno
kako se bolest javlja u nekoliko generacija. Na ve¢em broju kraljezaka prisutni su Schmorlovi
defekti, a na orbitama blaga zarasla cribra orbitalia. Na lijevoj lisnoj kosti vidljiv je blagi
zarasli periostitis. S obzirom na jako visoko ¢elo pretpostavili smo da je ova lubanja umjetno

deformirana (SI. 26), no to ne mozemo tvrditi sa sigurno$cu.

Slika 25. Liti¢ki defekt na glenoidnoj Supljini lopatice kod uzorka U — 766

Slika 26. Vjerojatno umjetno deformirana lubanja uzorka U — 766 (desni profil)
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GORNJA (ILJUST (maxilla)

O T
ERRTTIeee

DONJA CELJUST (mandibula)

B zubprisutan @ prisutan karijes
zubispao zazivotno B8 prisutan alveolarni apsces
B zubispao postmartalno

Slika 27. Grafi¢ki prikaz prisutnih kostiju i zuba u uzorku U — 528. Naran¢astom bojom prikazane su prisutne kosti.

Kostur je pripadao muskarcu koji je u trenutku smrti imao izmedu 30 1 40 godina. Na vrhu
lubanje vidljiva je ektokranijalna poroznost koja se naziva i "kost u obliku narancine kore" jer
se sastoji od plitkih rupica pri vrhu svoda lubanje. Ova pojava upucuje na neadekvatnu
prehranu pojedinca u odredenom razdoblju koje je prethodilo smrti. Na dijelovima kostura
uoCili smo degenerativni osteoartritis kao i1 Schmorlov defekt na drugom slabinskom
kraljeSku. Na lijevoj lopatici u glenoidnoj Supljini prisutna je liticka lezija koja bi mogla
upucivati na osteohondritis disekans, a na hvatistu velikog prsnog misi¢a (lat. pectoralis
maior) desne nadlakti¢ne kosti utvrden je blagi kortikalni defekt. Lateralni epikondilitis
(danas poznati kao teniski lakat), koji je najées¢i sindrom prenaprezanja sustava za kretanja
kod ljudi, prisutan je na lijevom laktu (SI. 28). Nastaje kada se ¢esto ponavljaju aktivnosti
koje ukljucuju ispruzivanje Sake i prstiju ili okretanje podlaktice na nac¢in da dlan gleda prema
gore ili kombinacijom opisanih kretnji. Na desnoj pal¢anoj kosti uocili smo zadebljanje koje
je vjerojatno posljedica zarasle frakture. Na drugom slabinskom i 12 — om prsnom kraljesku
prisutna je liticka lezija sa skleroti¢nim dnom, a na desnom stopalu na polovici dijafize druge
i tre¢e metatarzalne kosti doslo je do stvaranja nove zglobne plohe, vjerojatno kao rezultat
traume (SI. 28). Na zubima smo uo¢ili hipoplasti¢ne defekte. Lubanja je umjetno deformirana,
vjerojatno tabular — erect tipom deformacije (SI. 29). Na lijevoj ¢eonoj kosti prisutna je i
fraktura nastala za zivota pojedinca. Na lijevoj straznjoj strani glave nalazi se otvor (SI. 30)

koji podsjec¢a na rezultat trepancije. Nazalost, kost je dosta oSteCena postmortalno, stoga
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nemamo dovoljno informacija kojima bi mogli tvrditi da je trepancija uistinu izvedena nad

ovim pojedincem.

Slika 28. Na lijevoj slici vidljiv je lateralni epikondilitis, a na desnoj novonastala zglobna ploha na polovici dijafize druge i
tre¢e metatarzalne Kosti.

Slika 29. S lijeve strane vidljiva je deformirana lubanja muskarca. S desne strane nalazi se shematski prikaz deformacije
(crveno) u odnosu na normalnu gradu lubanje kao i predlozeni model vezanja trakama i udlagom prema Molnar i sur. 2014
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zubispao zazivotno BB prisutan alveolarni apsces
B ubispao postmortalno

Slika 31. Grafi¢ki prikaz prisutnih kostiju i zuba iz uzorka U — 811. Naran¢astom bojom su prikazane prisutne kosti.

Radi se o muskarcu koji je u trenutku smrti imao izmedu 30 1 35 godina. Na lisnim kostima
vidljiv je blagi zarasli lokalizirani periostitis. KoStane izrasline prisutne su na prvom, drugom
i tre¢em slabinskom kraljesku. Misi¢no hvatiSte za mali obli misi¢ (lat. musculus teres maior)
izrazeno je na obje nadlakti¢ne kosti $to ukazuje na intenzivnu fizicku aktivnost koju su
obavljali misi¢i ramenog obruca. Tip deformacije lubanje vjerojatno je circular erect s

obzirom da je zatiljna kost zaravnjena, ¢eona malo ukoSena, a cijela kalota lubanje vertikalno

izduzena (SI. 32).

45



Slika 32. S lijeve strane prikazana je umjetno deformirana lubanja uzorka U — 811, a s desne strane je shematski prikaz
deformacije (crveno) u odnosu na normalnu gradu lubanje

e U-526

GORNJA CELJUS[ (maxilla)

satdlodddbnicee
PRRTTVITTae

DONJA C ELJUST (mandibula)

B zubprisutan @ prisutan karijes
b ispao zazivotno B8 prisulan alveolarni apsces
B zubispao postmortalno

Slika 33. Graficki prikaz prisutnih kostiju i zuba u uzorku U — 526. Naran¢astom bojom su oznac¢ene prisutne kosti.

Kostur je pripadao Zeni koja je u trenutku smrti imala izmedu 30 1 40 godina. Na vec¢em broju
kraljezaka prisutan je degenerativni osteoartritis, kao 1 Schmorlovi defekti. Na tre¢em i

cetvrtom kraljesku prisutne su liticke lezije. Na desnoj nadlakti¢noj kosti medijalni kondil je
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puno manji od onoga na lijevoj ruci (SI. 34), sto je rezultat ili normalne morfoloske varijacije
ili dobro zarasle frakture. Na zubima smo utvrdili prisutnost hipoplasticnih defekata kao i
karijesa i apscesa (SI. 34). Ceona i zatiljna kost lubanje su zaravnjene, a glava je uko3ena
prema nazad u odnosu na Frankfort horizontalnu ravninu Sto je dovelo do kompenzacijskom

rasta u visinu $to upucuje na circular oblique tip deformacije (SI. 35).

Slika 34. S lijeve strane prikazana je usporedba desnog i lijevog medijalnog kondila nadlakti¢ne kosti, a s desne strane
prikazan je karijes i apsces na gornjoj Celjusti

Slika 35. S lijeve strane prikazana je deformirana lubanja uzorka U — 526, a s desne strane shematski prikaz deformacije
(crveno) u odnosu na normalnu gradu lubanje kao i predlozeni model vezanja lubanje trakama prema Molnar i sur. 2014
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Slika 36. Grafi¢ki prikaz kostiju i zuba prisutnih u uzorku U — 821. Naran¢astom bojom su prikazane prisutne kosti.

Radi se o djetetu koje je umrlo izmedu Seste i sedme godine starosti. Na ¢eonoj, zatiljnoj 1
obje tjemene kosti uogili smo aktivni upalni proces pra¢en makroporozitetom (SI. 37). Celo je
izrazito visoko, a zatiljna kost plosnata $to upucuje na umjetno deformirano lubanju (SI. 37), a
moguce je da je do navedenog upalnog procesa doslo zbog traka za povezivanje koje su se

koristile pri deformaciji.

Slika 37. S lijeve strane prikazan je upalni proces na ¢eonoj kosti. Gore desno prikazan je desni profil umjetno deformirane
lubanje uzorka U — 821. Strelice oznacavaju mjesta gdje je vidljiva utisnuta kost kao rezultat pritiska traka koristenih za
deformaciju. Dolje desno prikazan je lijevi profil deformirane lubanje.
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3.1. lzolacija DNA

Kako bi provjerili uspjesnost izolacije DNA prije daljnje analize utvrdivanja

srodstva umnozili smo DNA uzoraka PCR metodom te odredili koncentraciju DNA u svakom

pojedinom uzorku kao i stopu Cisto¢e DNA 1 prisutnost spojeva koji je kontaminiraju.

Vizualizirali smo rezultate elektroforezom na gelu. Dobiveni rezultati spektrofotometrije

vidljivi su u tablici 6, a rezultati elektroforeze na slici 38.

Tablica 6 Rezultati spektrofotometrije. Stupac A 260 predstavlja izmjerenu apsorbanciju pri valnoj duljini svjetlosti od 260
nm, a stupac A 280 onu pri 280 nm. Omjer te dvije vrijednosti (stupac 260/280) prikazuje ¢istocu DNA i u savr§enom slucaju
taj omjer iznosi izmedu 1,8 i 2. Omjer vrijednosti apsorbancije pri valnim duljinama svjetlosti od 260 i 230 nm prikazuje

prisutnost spojeva koji kontaminiraju DNA (trebala bi iznositi izmedu 2.0 i 2.2)

Broj

Koncentracija

. Uzorak A260 A280 260/280 260/230
tubice (ng/pL)

0 Kontrola 3,48 0,70 0,045 1,56 2,71
1 U - 1133 16,22 0,324 0,203 1,60 3,03
2 U - 520 34,68 0,694 0,447 1,55 1,94
3 U - 527 17,46 0,349 0,218 1,60 -3,46
4 U - 810 20,44 0,409 0,281 1,46 -1,46
5 U -766 14,83 0,297 0,176 1,68 - 0,87
6 u- 859 33,20 0,664 0,422 1,57 - 8,86
7 U -528 47,26 0,945 0,611 1,55 -1,11
8 U-811 1,50 0,030 0,020 1,48 -0,04
9 U - 526 27,61 0,552 0,364 1,52 1,21
10 U-821 15,29 0,306 0,200 1,53 -0,92
SENENCIERNE It EICI@PEY ol

SR ebidaw
5

250 pb
200 pb

150 pb

100 pb

Slika 38. Rezultati elektroforeze na gelu. Brojevi predstavljaju broj tubice (uzorak se moze oéitati iz tablice 6), - oznacava
negativnu, a + pozitivnu kontrolu PCR reakcije, zadnji stupac predstavlja DNA ljestve. Band je jasno vidljiv na uzorku 3 i 10,
dok se mijenjanjem kontrasta i usporedbom razli¢ito kontrastiranih slika mogu uog¢iti bandovi na pruzi uzoraka 4, 5, 6 i 9.
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Iz dobivenih rezultata spektrofotometrije i elektroforeze napravili smo tablicu (Tab. 7)
na temelju koje smo izabrali uzorke za daljnju obradu (kombinacija najmanje kontaminacije
uzorka s najve¢om koncentracijom DNA i vidljivosti na gelu s najveCom prednosti danom
uzorcima vidljivima na gelu).

Tablica 7 Rezultati elektroforeze na gelu i spektrofotometrije za vrijednost koncentracije DNA u pojedinom uzorku. Sivom
bojom su istaknuti uzorci koristeni u daljnjoj analizi.

Sifra Vrpca | Koncentracija DNA (ng/ Deformacija
uzorka Spol Dob * pL) lubanje
U-1133 y 25-30 - 16,22 -
U-520 M 30-35 - 34,68 -
U-527 M 45 - 55 ++ 17,46 -
U-810 VA 18 -25 +/- 20,44 +
U - 766 yA 15 - 17 + 14,83 +
U - 859 DIJETE 1-2 +/- 33,2 =
U-528 M 30-40 - 47,26 +
U-811 M 30-35 +/- 1,5 +
U-526 VA 30-40 +/- 27,61 +
U-821 DIJETE 6-7 ++ 15,29 +

* jacina elektroforetske vrpce

3.2. Utvrdivanje srodnosti

Za uzorke nad kojima je provedena analiza dobiveni su elektroforegrami koji nam
prikazuju parcijalne DNA profile svakog pojedinca (na nekim lokusima umnozen je samo
jedan ili ¢ak niti jedan alel) (SI. 39 - 44). Podaci izvuceni iz dobivenih profila prilozeni su u
Prilogu 1. Na nekim lokusima dobiven je mijeSani uzorak §to upucuje na umnozavanje lokusa
viSe pojedinaca kao rezultat kontaminacije. Nije moguce odrediti kada je do kontaminacije
doslo (prilikom provodenja koraka ovog eksperimenta ili je kontaminacija postojala u samom
materijalu). Mijesani uzorak ocituje se pojavom vise od dva pika na odredenom lokusu. U
slucaju njegovog pojavljivanja u DNA profilu ispitivane osobe potrebno je utvrditi
kvantitativni omjer zastupljenosti pojedinacnih alela. U slucaju kada je koliCinska
zastupljenost alela medusobno razli¢ita odreduje se dominirajuca i slabije zastupljena frakcija
(u Prilogu 1. kod mijesanih uzoraka dominiraju¢i aleli su podebljani). Na lokusima gdje je na

DNA profilu prisutan samo jedan alel vjerojatno je da se drugi alel nije umnozio.

Usporedbom dobivenih DNA profila bili smo u moguénosti usporediti jedino profile
muskarca u dobi izmedu 45 i 55 godina i djeteta u dobi izmedu 1 i 2 godine, oboje bez
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deformacije na lubanji (Tablica 8). Od 23 prisutna lokusa 14 ih je bilo usporedivih (potreban
barem jedan prisutan alel na danom lokusu). Od tih 14 alela Cetiri se nisu poklapala (lokusi na
alelima D1S1656, D18S51, D21S11, D8S1179). Uzimajuci u obzir pravilo iskljuenja koje
kaze da je dovoljna nepodudarnost u 3 lokusa kako bi se mogla iskljuciti moguénost oCinstva,
mozemo zakljuciti da analizirani muskarac nije otac analiziranom djetetu. Za utvrdivanje
drugih oblika srodstva nema dovoljno podataka. Za utvrdivanje bilo kakvog srodstva u

analiziranim primjercima osim navedenog, nismo dobili dovoljno podataka.

Amelogeninski lokus djeteta U — 859 sadrzi alele X 1 Y te smo time ustvrdili da se
radilo o djecaku. Kod drugog analiziranog djeteta (U — 821) nije doSlo do umnoZavanja alela

amelogeninskog lokusa stoga ne moZemo znati koje je ono bilo spola.

Tablica 8 Usporedba alela analiziranog muskarca (U — 527) i djeteta (U — 859) na STR lokusima PowerPIex®Fusion

(Promega)
Lokus U - 527 (muskarac) U - 859 (dijete) zajednicki alel
amelogenin X, Y X, Y
D351358 15, 15 15, 18 15
D1S1656 14,173 12,16 /
D2S441 10,11,11.3,14 11,14 11,14
D10S1248 12,13 13,15 13
D13S317 / 9,12
Penta E / 7,11,13
D16S539 10, 11 11,13 11
D18S51 12,14 13,19 /
D251338 / 16, 17,19, 25
CSF1PO / 9,11
Penta D / 9,11
THO1 6, 6 6,7 6
WWA 15, 19 15, 16, 18 15
D21S11 30.2,33.2 28, 30 /
D7S820 10, 8,8
D5S818 12, 12,13 12
TPOX / 9,11
DYS391 / /
D8S1179 11,14 13,16 /
D12S391 18,21 19,21, 23 21
D195S433 15, 13, 14
FGA / 18, 20
D2251045 / 15, 16, 17
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Slika 39. Parcijalni DNA profil muskarca s nalaziita AN10A NC — JASA u dobi izmedu 45 i 55 godina dobiven PowerPlex”

Fusion (Promega) iz praha puZnice uha
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Slika 40. Parcijalni DNA profil Zene s nalazista AN10A NC — JASA u dobi izmedu 18 i 25 godina dobiven PowerPlex”

Fusion (Promega) iz praha puznice uha
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Slika 41.

Parcijalni DNA profil Zene s nalazista AN10A NC — JASA u dobi izmedu 15 i 17 godina dobiven PowerPlex”

Fusion (Promega) iz praha puznice uha
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Slika 42. Parcijalni DNA profil djeteta s nalazista ANI0A NC — JASA u dobi izmedu 1 i 2 godina dobiven PowerPlex”

Fusion (Promega) iz praha puznice uha
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Slika 43. Parcijalni DNA profil Zene s nalazista AN10A NC — JASA u dobi izmedu 30 i 40 godina dobiven PowerPlex”

Fusion (Promega) iz praha puznice uha
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Slika 44. Parcijalni DNA profil djeteta s nalazista AN10A NC — JASA u dobi izmedu 617 godina dobiven PowerPlex”

Fusion (Promega) iz praha puZnice uha
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4. RASPRAVA

Morfologkom analizom skeletnih ostataka jedanaestero Ostrogota s nalazista AN10A NC
— JASA kod Sestero osoba utvrdena je deformirana lubanja. Lubanje su deformirane trima od
Cetiriju osnovnih metoda koje su ustvrdili Dembo i Imbelloni 1938 godine (Molnar i sur.,
2014). Za lubanje zene koja je u trenutku smrti imala izmedu 18 i 25 godina i muskarca u dobi
izmedu 30 i 35 godina pokazalo se da su deformirane circular erect tipom deformacije. Tip
deformacije prisutan kod lubanje muskarca u dobi izmedu 30 i 40 godina je tabular erect, dok
lubanja Zene koja je umrla u starosti izmedu 30 i 40 godina pripada circular oblique tipu. Kod
zenske osobe starosti izmedu 15 1 17 godina i djeteta koje je umrlo u dobi od 6 ili 7 godina
izgled lubanje upucuje na prisutnu deformaciju, ali nedostatak skelethog materijala
onemogucuje odredivanje tipa deformacije. Ove metode u skladu su s ve¢ utvrdenima
tipovima deformacije iz prijasnjih analiza umjetno deformiranih lubanja pronadenim na
euroazijskom podrucju. U radu Molnar i sur. (2014) morfoloski je analizirano 9 umjetno
deformiranih lubanja s podruc¢ja Panonije te se pokazalo da su prisutni tipovi deformacije bili
upravo oni kojima su deformirane lubanje Ostrogota analiziranih u ovom radu na temelju ¢ega
se moze zakljuciti da one pripadaju jednoj od utvrdenih faza ovoga rituala na euroazijskom
podrucju. Sveukupno je utvrdeno Sest takvih osnovnih faza umjetno deformiranih lubanja
ovisno 0 mjestu pronalaska (Molnar i sur. 2014). Skeletni ostaci obradeni u ovom radu
pripadaju tzv. skupini dunavskog bazena koja obuhvaéa pronalaske podruéja sredi$nje
Europe. Centar ove skupine predstavljaju madarska nalaziSta koja broje vise od 200
pronadenih lubanja deformiranih metodama opisanima u ovom radu. Osim ostrogotskih,
deformirane lubanje koje datiraju iz petog, Sestog stoljeca (tzv. hunsko — germanski period) s
podrucja panonskog bazena pronadene su i kod pripadnika naroda poput Sarmatinaca, Alana,
Gepida. Zaklju€ci doneseni proucavanjem faza deformiranih lubanja euroazijskog podrucja
idu u prilog teoriji da je ritual naslijeden od Huna s obzirom da mjesta pronalazaka

odgovaraju njihovim migracijskim rutama na putu iz Azije prema Europi.

Vecina patoloSkih promjena na kostima utvrdena na analiziranim skeletnim ostacima
karakteristi¢na je za populacije toga vremena. Naznaka osteohondritis disekansa izrazito je
zanimljiva s obzirom da se ova bolest ne javlja Cesto, a za njen razvoj postoji pretpostavljena
genetska predispozicija (Andrew i sur. 1981). Liticke lezije utvrdene kod muskarca u dobi
izmedu 30 i 40 godina i kod Zene u dobi od 15 i 17 godina, oboje s prisutnom deformacijom
lubanje mogle bi biti rezultat ove bolesti. Ovakvo otkrice i§lo bi u prilog teoriji o

medusobnom srodstvu pojedinaca s umjetno deformiranom lubanjom, no izgled uocenih lezija
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nije dovoljno specifian stoga se na temelju njih ne moze tvrditi da je bolest uistinu bila
prisutna. U slucaju osteohondritis disekansa bilo bi potrebno molekularno — genetickim
metodama odrediti je li se bolest javila sporadi¢no ili je naslijedena. Naime, u slucaju
geneticke pozadine nastanka bolesti prisutna je mutacija na genu ACAN koji kodira za
agrekan — najvazniji proteoglikan u medustani¢noj tvari te zajedno s ostalim proteoglikanima
predstavlja dio osnovne tvari vezivnog tkiva (Gu i sur. 2013). S obzirom da se radi o drevnoj
DNA, pitanje je bili bilo moguée umnoziti to¢no taj dio genoma. Zanimljivo je da ovaj gen
pripada u VNTR — ove, a kod mutacije za koju se zakljucilo da uzrokuje osteohondritis
diesekans prisutan je manji broj ponavljanja sljedova od normalnog stoga bi se mutacija

mogla utvrditi koristenjem tehnike poput RFLP-a.

Rezultati izolacije DNA vizualizirani na elektroforetskom gelu nisu bili zadovoljavajuéi.
Ovakav ishod rezultat je same degradiranosti drevne DNA koja kod koristenja PCR metode
moze onemoguéiti umnozavanje nekih njenih dijelova ili ¢ak potpunu odsutnost ciljanih
fragmenata u samoj nukleinskoj kiselini (Fernandes i sur. 2017). Kao $to se moglo vidjeti u
rezultatima spektrofotometrije, u uzorcima je bila prisutna odredena koli¢ina spojeva koji
kontaminiraju DNA. Takoder, veliki problem u provedbi ekstrakcije predstavlja
neadekvatnost klasi¢nih laboratorija za rad s drevnom DNA Sto navodi na zakljucak da je
njenu izolaciju, uz sav oprez koji se moze pruziti u klasiénom laboratoriju, ipak potrebno

provesti u za to specijaliziranom laboratoriju.

Utvrdivanje srodstva usporedbom STR lokusa PowerPlex” Fusion (Promega) kitom

odbacilo je moguénost da je muskarac u dobi izmedu 45 i 55 godina otac djetetu u dobi
izmedu jedne i dvije godine (oba pojedinca nisu imala deformaciju lubanje). Takoder,
pokazalo se da se radi o djetetu muskog spola, Sto nije bilo moguée dokazati morfoloskom
analizom s obzirom da razlike u gradi kostura izmedu spolova nisu izrazene kod djece. Zbog
premalog broja umnozenih STR lokusa nije bilo moguce odrediti drugi oblik srodstva kod
navedenih pojedinaca niti ikakav oblik srodstva izmedu bilo koje druge analizirane osobe.
Analiza STR lokusa adekvatna je metoda u ispitivanju srodstva zivucih pojedinaca, no zbog
oste¢enja drevne DNA koja uvelike utjeCe na rezultate dobivene njenom provedbom nije
prikladna kod istrazivanja ovoga tipa (Fernandes i sur. 2017). DNA fragmenti dobiveni iz
ljudskih ostataka male su duljine (¢esto izmedu 30 i 70 pb), §to u kombinaciji s inhibitorima
PCR reakcije (prisutnima u oste¢enoj DNA) onemogucéuje dobivanje adekvatnih rezultata.
Nedostatak STR analize kao i ostalih analiza koje koriste PCR moze se nadvladati uporabom
sekvenciranja nove generacije u kojima nije potreba uporaba PCR uredaja. Ovakav tip
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sekvenciranja koristi se pri analizi jednonukleotidnih polimorfizama (SNP, eng. single
nucleotid polymorphism) Kkoji za razliku od proucavanja STR lokusa daje izrazito dobre
rezultate (Butler i sur. 2007). SNP — ovi su varijacije u DNA sljedovima koje se javljaju kada
je jedan nukleotid u slijedu razli¢it od onoga koji je odreden kao norma u ljudskoj populaciji i
javljaju se u vise od 1% ljudske populacije. Mutacije SNP — ova su vrlo rijetke, stoga oni vise
— manje nepromijenjeni prelaze iz generacije u generaciju obitelji. SNP — ovi se javljaju
otprilike svakih 100 do 300 baza kroz cijelu duzinu ljudskog genoma (ukupno ih je oko 30
milijuna u jednom genomu). U istrazivanju ovog tipa potrebno je analizirati veéi broj
jednonukleotidnih polimorfizama kako bi se dobio specificni DNA profil. DNA za SNP
analizu obi¢no se priprema stvaranjem DNA proba, odnosno Zeljeni fragmenti DNA su
pocijepani odredenim restrikcijskim enzimima te zatim stavljeni u istovjetne vektore s tim da
jedan vektor sadrzi samo jedan fragment DNA. Do umnoZavanja dolazi stavljanjem vektora u
organizam domacina nakon ¢ega moze do¢i do analize polimorfizama. Ovakva metoda
koriStena je u proucavanju genomskog uzorka europske populacije u proslosti (pojedinci koji
su zivjeli izmedu 6500 i 300 pr.n.e.). 163 od 230 uzoraka analizirano je upravo ovom
metodom 1 pokazalo je vidno bolje rezultate od bilo koje druge koristene tehnike provedene

na drugim uzorcima (Mathieson i sur. 2015).
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5. ZAKLJUCAK

U ovome radu morfoloski je analizirano 11 Ostrogota na temelju ¢ega im je odredena
spol, dob te prisutnost patoloskih promjena ili traumi. Uz navedeno utvrdena je prisutnost
ili odsustvo deformacije lubanje pri ¢emu se pokazalo da je ona prisutna kod Sest osoba.
Na temelju analize deformacija bilo je moguce utvrditi da one pripadaju trima tipovima:
tabular erect, circular erect i circular oblique. Ovi rezultati podudarni su sa prijaSnjim
istrazivanjima deformiranih lubanja u podrucju panonskog bazena Sto analizirane
primjerke Ostrogota stavlja u 3. skupinu razvoja umjetno deformiranih lubanja podrucja

Euroazije — skupinu dunavskog bazena.n

Analizom STR lokusa nije bilo moguée dokazati srodstvo pojedinaca, osim
djelomic¢no u slucaju muskaraca u dobi izmedu 45 i 55 godina i djeteta u dobi izmedu
jedne i dvije godine u kojem je isklju¢ena moguénost da je muskarac otac djeteta. Razlog
slaboj uspjesnosti analize je neadekvatnost klasi¢nih laboratorija za rad s drevnom DNA
kao i1 sama oste¢enost DNA kod koje uvijek postoji mogucnost da su ciljani fragmenti

previse oSteceni za ikakvu analizu.

Drevna DNA izrazito je zanimljiva kako s bioloskog tako i s antropoloskog gledista.
Njena analiza dovela je do znacajnog napretka na podruéju evolucijskih, populacijskih te
antropoloskih istrazivanja. Daljnji napredak i dostupnost molekularno — geneti¢kih
metoda prilagodenih za rad s drevnom DNA dovesti ¢e do vece iskoristivosti oStecenog
genomskog materijala u istrazivanjima §to ¢e omoguciti nova saznanja vezana za proslost

zivih organizama 1 njihovu evoluciju, kao i povijesna i populacijska istrazivanja.
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Prirodoslovno matematicki fakultet, Zagreb — Bioloski odsjek
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Naslov zavr$nog rada: Neuroendokrina kontrola roditeljskog ponasanja

Diplomski studij (2014. -)

Sveuciliste u Zagrebu

Prirodoslovno matematicki fakultet, Zagreb — Bioloski odsjek
Eksperimentalna biologija — Fiziologija i imunobiologija
Osobne vjestine

Vladanje engleskim jezikom

Komunikativnost, odgovornost, samostalnost u radu

IT vjestine (Microsoft Office, programaki jezik Pascal)
Dodatne informacije

Odradena laboratorijska praksa u laboratoriju za molekularnu neuropsihijatriju na Institutu
Ruder Boskovi¢

Volonterstvo na Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga u projektu pod vodstvom prof. dr.
sc. Aleksandre Sindi¢

Volonterstvo u Antropoloskom centru (Hrvatska akademija znanosti i umjetnosti)
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8. PRILOZI

Prilog 1. Usporedba umnozenih lokusa izmedu pojedinaca
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