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l. Co je starobyla DNA

*aDNA = ancient DNA, starobyla DNA, historicka DNA

* Analyza aDNA zahrnuje vyzkum jakéhokoliv
biologického materialu starsiho 75 let (Graham, 2007)

*Vyzkumem aDNA se zabyvaji obory molekularni
antropologie, paleogenetika, molekularni
archeologie, antropogenetika atd...
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12, Vindija. (= 33,000 BF) 7. Gokhem (Gok2) (50504750 & 5,280-4,890 cal BP)
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1. Jak sel ¢as s vyzkumem starobylé DNA?

r==x v
Svante Piaidbo

1988 — PCR aDNA (Paabo et al., 1988)

1991 - Analyza aDNA z kosti (Hagelberg et Clegg, 1991) A AT Neanderthal
Man

In Search of

l.ost Genomes

ey vatsas

2007 — gen z neandrtalce (Lalueza - Fox et al., 2007)
2007 - gen z archaického clovéka (Krause et al., 2007)

2010 — genom Denisované (Reich et al., 2010)

“ 2010 — genom neandrtalce (Green et al., 2010)

P ) 2010 — genom archaického clovéka (Ras et al., 2010,
TS G g po—p—
\7 2014 — aDNA epigenom (Pedersen et al., 2014)
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1. Cim se starobyld DNA li&i od sou¢asné DNA?

Molekula starobylé DNA a jeji analyzy se v mnoha ohledech lisi od
recentni DNA (Oh et al., 2012).
S vyzkumem aDNA se poji tyto zasadni komplikace:

poskozeni retézce aDNA, ktere vede k fragmentarnosti molekuly
poskozeni bazi, které vede k zaméné nukleotidu, tzv. postmortem
mutacim

nizkeé mnozstvi DNA v templatu

pritomnost cizorodych latek, tzv. inhibitoru, pochazejicich z pudy,
které negativné ovlivnuji nasledné enzymaticke reakce

exogenni DNA (bakterialniho, rostlinného puvodu)

nebezpecli kontaminace starobyleho vzorku recentni DNA
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Posmrtné poskozeni DNA a inhi

Poskozeni béhem rozkladu organismu:

* Bunécné enzymy, bakterie, houby,
rostliny, karnivorové...

 DNA je Casto metabolizovana

Poskozeni béhem diageneze:

* vneéjsimi faktory: teplota, vlhkost, pH,
expozice slunci...

Jedna se o fyzikalne chemické poskozeni

bez ucasti enzymu

Postihuje vsechny ¢asti dvousroubovice -

fosfat, deoxriboza i nukleotidy
NejcCasteji se jedna o hydrolytické
poskozeni zplisobené vodou nebo
oxidativni poskozeni nasledkem ucinku
volnych radikald.

Kombinaci obou faktort pak dochazi k
tzv. Maillardove reakci a vzniku
cyklickych sloucenin.

= Mista nachylna k
depurinaci

= \ista oxidativniho
poikoieni

== Mlista hvdrolytickéhno
pos kozeni

bl
il — .\‘
' — L
0 H N
O=F-=0 ;
Iy e D
0 -,
"u
O H

oitory analyz

* Nejcastéj idochazi k inhibici PCR

Inhibitory PCR bud' zastavi snizuji

jeji ucinnost.

* Inhibitory jsou izolovany ze
vzorku spolecné s DNA.

Mezi hlavni inhibitory patfi:

huminové kyseliny, fulvické kyseliny,

tannin, hemanin, vapnik atd.

(Sutlovi¢ et al., 2007)
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Verifikace analyz lidské aDNA

+ Soubézna DNA
jiného zZivocisSného
druhu ze stejné

PCR s lidskymi primery

Sterilni odbér in situ lokality
Deponace H Ocisténi vzorku )—» Izolace + Soubézna I\ e
3 Vzorek tkané (zub/kost) aDNA izolace NTC Kvantlflkace abDNA
Amplifikace cilové sekvence u ct nad 25 :
. I NT ktu PCR 74{ Kontaminace
vzorku aDNA, NTC a pracovniku C bez produktu PC
laboratore
¥
Zasazeni do &= VYSLEDKY le== Opakovani .
historického kontextu 1 experimentu VALIDNI
e~ VvV nezavislé /
Porovnani vysledkd STR laboratoFi + VYSLEDKY
profil s profily porovnani
pracovnik( laboratore vysledki
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Laborator biologicke a molekularni antropologie (LBMA)

Jediné pracovisté v CR pfizplsobené pro analyzy a DNA T AR
Studijni obor, bakalarské i magisterské studium 2 e
Specialni biologie — Antropobiologie a antropogenetika

Absolventi tohoto oboru ziskaji Siroke teoretické znalosti a prakticke
dovednosti jak z antropologické analyzy, tak metod molekularni
biologie a genetiky aplikovaneé na vyzkum humanni DNA. Ziskaji tak
moznost Sirokeho uplatnéni v vyzkumnych laboratorich, v policejnich
laboratorich, ale i v archeologickych institucich. Ulézka terénniho vyzkumu za

Priklady vyzkumu LBMA: protikontaminacnich opatreni (foto: Dadejova)
Eneolit — Kultura moravské malované keramiky (5. a 4. tis.pfF. e, U
n.l.)

Kultura zvoncovitych pohart (2900 - 1800 pf. n. |.)
Unéticka kultura (2200 — 1700/1600 pf. n. |.)
Velka Morava — Pohansko u Bfeclavi, Znojmo Hradisté
Stfedoveék — Divaky - Padelky za humny, kostnice u sv. Jakuba,
Porta Coeli v Predklasteri u TiSnova

Ukazka pipetovani v LBMA (foto: PiZzova)
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IV. Jak zkoumat starobylou DNA?

*Masivni paralelni sekvenovani = sekvenovani nové
generace (Next Generation sequencing (NGS)

*Touto metodou je mozno soubézné Cist velké mnozstvi
sekvenci.

*Velmi vhodna metoda pro analyzu aDNA:

Ukdazka sekvenator pro
NGS lllumina Miseq

- odli$i postmortem mutace od perimortem SNP (foto: |
http://massgenomics.org)

- dokaze analyzovat i velmi malé mnozstvi templatu

- muzZe detekovat pouze aDNA na zakladé poskozeni
molekuly a tim autentifikovat vysledky

- NGS posunulo limity stari analyzovatelnych vzorku
(1 mil. let, 25 pb)
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V. Vyzkum rodu Homo

Kdy a kde vznikl anatomicky moderni clovek?

S kym a kde se anatomicky moderni ¢lovék na svych expanzich potkal?
Pokud uz nékoho potkal, méli spolu déti?

Jsou zmény v archeologickych nalezech odrazem technologického
pokroku kultury nebo nahrazenim puvodni populace novou?

Zanechaly minulé populace potomky, kteri ziji dodnes na stejném misté
nebo migrovali?
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Teorie puvodu moderniho cloveka

e, Ouf of Africa“ *Multiregionalni model vyvoje
AMC pochdzi z africké populace, ktera pred Multiregionalni model pdvodu AMC
50000 - 60 000 lety migrovala z Afriky, naopak predpoklada nezavisly vyvoj
osidlila zbytek svéta a zcela nahradila Homo sapiens sapiens na nékolika
lokaIni populace. mistech najednou.

B South Asians B South Asians
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Denisované, Homo neanderthalensis a AMC

» Kazdy ¢lovek mimoafrického plvodu v sobé
nese 1,5 - 2,1% DNA Neandrtalce.

e Stopy DNA Denisovanu jsou patrné
v obyvatelich dnesni JV Asie, predevsim u 7
Melanésanu a Aboridzincu (4-6%).

Denisova Cave

No Denisovan
a

Neanderthal
il

4

Out of Africa #
-50,000 years ago

@

Denisovan
admixture

Clanek prstu z néhoz byl v roce 2010 osekvenovan genom

Denisovana (zdroj:http://discovermagazine.com) Mapa lokaci, kde dochazelo ke stfetu Denisovand,

neandrtalcd a AMC (zdroj: http://harvardmagazine.com)
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VI. Fenotypovani

*NGS umoznilo detekci jednonukleotidovych
polymorfismu (Single Nucleotide Polymorphism, SNP).
Komplexni znaky jsou dany pravé kombinaci takovych
polymorfismi v mnoha genech malého ucinku.
Fenotyp je soubor vSech pozorovatelnych vilastnosti a
znaku zivého organismu. Predstavuje vysledek
spolupusobeni genotypu, epigenetiky a prostredi.
UrCeni fenotypu z aDNA ma vyznam pro studii selekce
na tyto znaky, které jsou Casto vysledkem adaptacCnich
procesu.
 Fenotypovani v uzSim slova smyslu shrnuje
odhadovani vzhledu jedince na zakladé znalosti
genotypu.

Genomové asociacni studie

Skupina bez pozadovaného znaku Skupina s pozadovanym znakem
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VIl. Fenotypovani - pigmentace

* Nejcastéji analyzovanym fenotypem je analyza barvy oci, vlasu a pokozky.

» Specifické alely v genu MR1C zapricinovaly svétlé zbarveni pokozky a zrzavou barvu vlasu.

* Nejjednodussi je determinace barvy oci. Do ni zapojeno asi 15 genU, nicméné pres 90%
variability lezi pouze ve dvou genech HERC a OCA 2 a konkrétné v sesti polymorfismech.

The HirisPlex System

—

Allele No. of Alleles

rs86insA
MC1R rs11547464
MC1R rsB885479
MCI1R rs 1805008
MC1R rs 1805005
MC1R rs 1805006
MC1R rs1805007
MC1R rs 1805009
MC1R Y1520CH
MC1R rs2228479
MC1R rs1110400
SLC45A2  rs28777
SLC45A2 rs16891982
KITLG rs12821256
EXOC2 rs4959270
IRF4 rs12203592

TYR rs1042602
OCA2 rs 1800407
SLC24A4  rs2402130
HERC2 rs12913832

ASIP rs2378249
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Rekonstrukce podoby paleolitického Eskymaka z Gronska SLC24A4 112896399 NA
(obrazek:https://anthropology.net) T = Rekonstrukce podoby neandrtalce s mutaci, ktera zapficifuje

zrzavé zbarveni vlasi
(foto:https://www.theguardian.com/science/neanderthals)
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VI. Fenotypovani — Iaktazova per2|stence

eV historii lidstva vzniklo nékolik nezavislych mutaci
zpUsobujicich laktdazovou perzistenci.

eV Evropska alela se patrné vyvinula béhem neolitu (pred
5000 — 10000) lety na Blizkém Vychodé nebo ve stredni
Evropé jako reakce na pastevecky zpUsob Zivota.
eSchopnost travit mléko je selektivni vyhodu, bylo zdrojem
vody, vapniku, bilkovin atd.

eNaopak lidé, ktefi jej navzdory rezistenci konzumovali,
byli vysokou mérou vystaveni nebezpeci bakterialnich
nakaz.

ePodle analyz starobylé DNA se v evropské neolitické
populaci tato adaptace nevyskytovala.

*Na zacatku doby bronzové se jeji Cetnost zacala zvySovat,
ale stale se drzela pod 10%.

e\/ysokého zastoupeni v populaci dosahla perzistentni alela
pri osidlovani Evropy proto-indoevropskou kulturou
Yamnaya (Jamova kultura). BEhem 7500 let selekce doslo
k tomu, Ze Cetnost perzistentni je alely je severskych zemi
okolo 75%.

Percentage of adult population
that can drink milk

% dospélé populace schopné travit mléko

Mapa rozlozeni laktazové perzistence v (zdroj:http://www.nature.com)




Mikrobiom
Mikrobiom je souhrn vsSech
mikroorganismu, jak

patologickych, tak neutralnich Ci

dokonce symbiotickych, které
obyvaji stejné prostredi.
V lidském téle je nékolik
samostatnych mikrobiom0. Uz
jsem zminovala strevni
mikrofloru, dale je vyznamna
takeé ustni mikroflora.

Samostatny mikrobiom je na
kzi, ve zvukovodu, Y
urogenitalnim traktu nebo na
prsnich dvorcich v dobé kojeni.
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Streptococcus
viridans
Neisseria
il Candida
albicans
Streptococcus
salivarius
v
>7)
Heélicobacter Stomach
pylori
Bacteroides
fragilis
Streptococeus
thermophilus
Lactobacillus 1
A reuteri Intestines
Lactobacillus
casei
Escherichia coli
3 Bactervides
La‘;gg,’;’”‘ "3 thetaiotaomicron

Mouth, Pharynx, Respiratory System

VII. Metagenomika
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Metagenomika
Metagenomika zkouma
mikrobiom, tedy vSechny
organismy, popr. bakterie, které
obyvaji dané prostredi.

Geneticky |ze jednotlivé
mikroorgamismy urCovat na
zakladé analyzy bakteriadlniho

genu 16s rRNA nebo zvolit tzv.
shotgun sekvenovani. Pri druhém
zminovaném pristupu »SE
sekvenuje veskera DNA, co je ve
vzorku®. Tedy DNA nejen bakterii,
ale i eukaryot, archei a viru.
Ziskané sekvence jsou potom
bioinformatickymi nastroji
porovnavany s databazemi a
zarazovany do taxond.
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VIl. Metagenomika — analyza patogenu z kosti

Mycobacterium tuberculosis —
tuberkul6za, Pottova choroba

Mycobacterium leprae - lepra
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VII. Metagenomika - analyza aDNA ze zubniho kamene

Zubni kamen byl nalezen u dospélct vsech populaci na svété bez ohledu na

stravu, hygienické navyky Ci zivotni styl.

Z hlediska zachovalosti DNA ma zubni kamen mnoho vyhod:

e postmortem tézko kolonizovatelny enviromentalnimi bakteriemi

* je fosilizovan davno pred smrti organizmu

* behem ukladani plaku jsou bakterie pomérneé rychle zakomponovany do
sedimentu a procesy, které jsou zodpovedné za rozklad bunécné DNA jsou
pozastaveny

e krystaly vapniku jsou v zubnim kameni vetsi nez v kosti. DNA, ktera se k nim
vaze, tak ma mnohem vétsi plochu pro afinitu

e jednou vytvoreny zubni kamen je velmi tézkeé rozrusit, znicit nebo odstranit
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Co muzeme v zubnim kamenu
bakterie, patogeny, dietni
mikrofosilie, polutanty...

. | WD | HV [det|mag O HFW [ ———— WD [ HV |det [ 20 ym
9.4 mm |20.00 kV|ETD | 1 201 x | 248 ym 10.2 mm|20.00 KV|ETD| 4 692 x |63.6 um Q3D200i

el e IO

Odbér zubniho kamene pro analyzu aDNA
(foto: Fialova)

WD [ HV [det [mag O] HFW
10.1 mm|20.00 kV|ETD| 2 000 x | 149 ym D200i
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VII. Metagenomika - koprolity

Koprolit = zkamenély, zmrzly nebo vysuseny
exkrement

Mezi zdroje patri kulturni jamy, latrinové
depoty, streva mumifikovanych tél...
Vhodné pro analyzu strevni mikroflory, ale i
slozeni stravy

Vetsinou nelze vysledky analyz vztahnout ke
konkrétnimu jedinci, ale pouze na populacni
urovni Protein
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DNA .
2 *
. < !

Py

Pritomnost DNA, bilkovin a lipid( ve vzorcich
koprolitu. Detekce makromolekul byla stanovena
pouzitim specifického cytochemického barveni
https://www.researchgate.net/publication/23709860
5 Microbial_Communities_in_Pre-
Columbian_Coprolites



averem....

* Analyza starobylé DNA se v radé aspektu lisi od analyzy recentni DNA.

* aDNA je fragmentarni, poznamenana postmortem mutacemi a hrozi
nebezpeci kontaminace vzorku recentni DNA z prostredi.

* \/Sechny nebo vétsSinu téchto problémuU je mozno obejit pouzitim metody
sekvenace nové generace.

e Za vyuziti NGS se posunuly limity stari analyzovatelnych vzorku a jejich kvality.



