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1) Analyza aDNA c¢lov éka

V4

» doposud byla fe€ o analyze DNA soucasnych, zijicich lidi
a populaci

* nyni se budeme zabyvat analyzou tzv. ancient DNA (aDNA)

* nejCastéji se ziskava z kosti nebo zubu

problémy :
- Casto velmi degradovana, zachovany jen fragmenty — pouziva se proto hlavné
MtDNA (velké mnozstvi kopii, relativné mala molekula)
- pfi nalezu a odbéru potfeba zamezit kontaminaci moderni (souc¢asnou) DNA
- nejveétsi uspesnost u nalezu neékolik az desitek tisic let starych
- pouziva se fada vice ¢i méné ucinnych izola¢nich metod, v posledni dobé
predevsim komeréné dostupnych izolacnich sad (tzv. kitd)

» analyza je mozna diky PCR — zvySeni velmi nizké koncentrace DNA ziskané po izolaci
do analyzovatelného mnozstvi, amplifikace jen konkrétniho Useku

pFic¢inou problém u jsou nej éast éji:
- oxidativni poskozeni, modifikace bazi, kfizové vazby
- kontaminace souc¢asnou DNA
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Co ovliv nuje kvalitu DNA?

* biologické faktory - nukleazy v odumirajicich bunkach, mikroorganizmy
« fyzikalni faktory - zareni
» chemické faktory - slozeni pudy, mikroorganizmy

Priklady n ékterych d dgsledk a:

» fragmentace DNA (poSkozeni cukrfosfatové kostry)

» modifikace bazi pred izolaci DNA

» modifikace bazi v pribéhu PCR (Ize ovlivnit Caste€né vybérem polymerazy)

Tyto procesy bohuzel nelze ovlivnit!



Jak lze problémy alespo n éaste éné prekonat?

= zabranit degradaci a kontaminaci jiz pfi odbéru a analyze

e ochranné pomucky, specialni postupy, maximalni sterilita
prostfedi, nastroju, pomucek a roztoku

* systém negativnich kontrol (bez aDNA)

e system opakovani = min. dva odbéry, dvé oddélené izolace, dvé
oddélena opakovani PCR, nejlépe ve dvou ruznych laboratofich

e system pozitivnich kontrol
- kontrolni amplifikace jiz potvrzeného specifického Uuseku pro aDNA
- kontrolni amplifikace sekvence charakteristické pro moderni
DNA nebo osoby pracujici v laboratofi

 >1000 molekul DNA templatu aDNA

* nova generace polymeraz — amplifikuji i fragmentovanou a modifikovanou
aDNA (Shapiro, 2008)

» izolovat DNA jen z kosti s vysokym obsahem aminokyselin = vysoka
uspésnost zisku kvalitni DNA (Poinar et al., 1996; Serre et al., 2004)
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Analyzou mtDNA neandrtalce se pokusime odpov  édét na €asto kladené otazky:

Byli Neandrtalci odliSnym druhem nebo patfi do vyvojové linie moderniho ¢lovéka?
Byli izolovanou skupinou nebo se kfizili s modernim ¢lovékem?
Mame v nasSi soucasné DNA né&jake neandrtalské geny nebo sekvence?

Pro¢ Neandrtalci zanikli?

Co nam tyto vysledky fikaji zajimavého pro naSi diskuzi o ptivodu moderniho ¢lovéka?



Kdo byli Neandrtalci?

« Homo neanderthalensis nebo Homo sapiens neanderthalensis

o Zili v Evropé pfed zhruba 400 000 az 30 000 lety a v zapadni Asii asi pfed 150 000 lety

* prvni nalez popsan v roce 1856 v udoli Neander v
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* nové na zakladé DNA analyz byl jejich vyskyt prokazan
dokonce i v Centralni Asii a na jihu Sibife (Krause
et al., 2007)




2) Analyza prvni neandrtalské DNA

» v roce 1997 byla poprve ziskana aDNA - izolace mtDNA z pazni kosti Neandrtalce z
roku 1856 (Mathias Krings et al.)

» konkrétné se jednalo o prvné nalezené pozustatky Neandrtalského ¢lovéka v jeskyni
Feldhofer v udoli Neander v Némecku, zil pfed zhruba 35 000 az 70 000 lety (Larsen et
al., 1998)

 Kringsovi a kol. se podafilo analyzovat sekvenci dlouhou 378 pb (HVR1)

« porovnali tuto sekvenci s 994 riznymi sekvencemi zijiciho moderniho ¢lovéka, provedli
parova porovnani a hledali odliSnosti mezi neandrtalskou a moderni DNA



 nalezli v priméru 27 odliSnosti (rozdily kolisaly od 22 do 36 v jednotlivych parovych
srovnanich)

« jako kontrolu provedli také srovnani sekvenci moderni DNA mezi sebou = primérné 8
rozdild (1 az 24)

e prumérny pocet rozdilt v neandrtalské DNA byl tedy asi 3x vétSi oproti rozdilim v
soucasné DNA (podil vzorkua s rozdily 23 a 24 v moderni DNA tvofil jen 0,002 %)

= Neandrtalci se geneticky odliSuji od sou  €asnych lidi

Neandertal

» na zakladé tohoto srovnani vSak nelze odpovédét,

zda-li byli Neandrtalci zcela oddélenou vyvojovou
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» pozdéji Krings et al. (1999) izolovali DNA z dalSiho jedince z lokality Feldhofer

» vedle HVR1 se podafilo ziskat jesté 340 pb dlouhou sekvenci z hypervariabilniho regionu
(HVRII)

» ziskané vysledky byly velmi podobné vysledkim z roku 1997
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* Neandrtalci se v HVRII regionu odliSuji od zijicich lidi v prdméru na 35 mistech (s
rozpétim 29 az 43 rozdil()
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3) Analyza druhé neandrtalské DNA

* Ilgor Ovchinnikov et al. (2000) — analyzovali DNA neandrtalského ditéte z jeskyné

Mezmaiskaya na severnim Kavkazu, stari asi 29 000 let, mtDNA ziskana z Zebra
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* Mezmaiskaya mtDNA obsahuje 23 rozdiltu oproti sou
(Feldhofer 27 a 35 rozdilu)

* Mezmaiskaya mtDNA obsahuje 12 rozdili oproti mtDNA Feldhofer



= i tato neandrtalska mtDNA potvrdila jasnou geneti ckou odlisnost od DNA

e
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100

95

98

5,846 modern humans

—— Mezmaiskaya

96

Feldhofer

— Chimpanzees




Analyza archaické DNA

1) Analyza aDNA élov éka

2) Analyza prvni neandrtalské DNA

3) Analyza druhé neandrtalské DNA

4) Interpretace nalezenych vysledk
- Byli Neandrtalci odd élenym druhem nebo byli odliSnym
poddruhem a jsou sou c¢asti nasi vlastni historie?
5) KFizili jsme se s Neandrtalci?

6) DalSi nalezy a izolace neandrtalské DNA

7) Analyza jadernych sekvenci a sekvenovani genomu
Neandrtalce

8) Pro € Neandrtalci vyhynuli?

8) Dénisované — co o0 nich vime



4) Interpretace nalezenych vysledk U

Byli Neandrtalci odd élenym druhem nebo jsou sou €asti nasi vlastni historie?

* jasna odliSnost neandrtalské mtDNA potvrzuje zavéry na zakladé fosilnich nalezu, tedy
ze Neandrtalci jsou odlisSni

Existuji dva nazory:

1) Neandrtalci byli odliSnym druhem, ktery byl kompletné nahrazen modernim Clovekem po
jeho pfichodu do Evropy.

- tento nazor vSak nevylucuje moznost kulturnich i sexualnich kontaktd, i kdyz asi s
neplodnym potomstvem v pfipadé, ze se jednalo o tak odliSné druhy, jak se zda

2) Druhou moznosti je, ze Neandrtalci nebyli odliSnym druhem, ale byli soucasti jedné
vyvojove linie, jak pfedpoklada multiregionalni model.

- pokud byli Neandrtalci soucasti jedné vyvojove linie, pak by mél existovat genovy tok
mezi Neandrtalci a dalSimi archaickymi populacemi

- pokud nebyli reprodukcné izolovani, pak musime jejich stopy objevit také v DNA
soucasnych lidi



Abychom mohli podrobit zkoumani tyto dvé hypotézy na zakladé genetickych udaju, pak
potfebujeme mit k dispozici sekvence DNA:

1) zijicich lidi

2) Neandrtalcu

3) fosilii anatomicky modernich lidi

Pak je potreba prozkoumat genetické a evoluéni vztahy:

v - neandrtalskych populaci mezi sebou
v - neandrtalskych populaci a populaci sou¢asneho ¢lovéka
- neandrtalskych populaci a populaci starovékého moderniho €lovéka z doby
Neandrtalcu

V4

- populaci starovékého moderniho €lovéka a zijiciho moderniho ¢lovéka
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Interpretace genetickych udaj & dvou neandrtalskych jedinc  d ve srovnani s DNA

Zijiciho ¢lov éka.

» mezi Feldhofer a Mezmaiskaya — 12 sekven €nich rozdil G
X
v ramci populace zijiciho ¢lovéka v Evropé najdeme v priméru 5,3 rozdil G (u Asiatu 6,3)

“e g

12 rozdild (jako neandrtalci mezi sebou) ma jen méné nez 1 % zijicich Evropanu

= je tu statisticky vyznamny rozdil v poctu odliSnosti v ramci soucasné Zzijici populace

Evropanu a nezijicich Neandrtalcd (mezi 5,3 a 12 rozdily)

e oproti tomu uvnitf sou¢asné africké populace je ¢etnost rozdili mezi jedinci v praméru 8,4

* 12 rozdild m& 37 % zijicich Africanu

= v porovnani s Neandrtalci statisticky nevyznamny rozdil
= odliSnosti mezi Neandrtalci navzajem jsou podobné jako mezi soucasnymi AfriCany

» ovSem nutno pamatovat, ze porovnavame pouze dvé neandrtalské sekvence, ktere ani
nepochazi z téze doby - Mezmaiskaya je 29 000 let stara a Feldhofer 35 000 az 70 000
let — znaény rozdil ve stafi muze stat za vétsinou rozdild, jimiz se liSi




Jak velkou odlisSnost bychom o éekavali, pokud by byli Neandrtalci stejny druh jako
moderni ¢lov ék?

* podle Kringse et al. je to v priméru 8,0 zmén — 27,2 zmén je 3x vice

OdliSnost neandrtalské DNA je tedy asi 3x v étSi nez je odliSnost mezi

sou éasnymi lidmi, kte Fi jsou zastupci téhoz druhu.

= Neandrtalci se (na zaklad € dvou /t ¥i sekvenci) spiSe zdaji byt odliSnym druhem

od zijiciho moderniho é€lov éka

Je vSak tento po €et rozdil i dostate €ny proto, abychom jednozna ¢€né rekli:
Neandrtalci byli z genetického hlediska odliSnym dru hem?




sy

 Krings et al. také srovnali 986 sekvenci mtDNA zijicich lidi s 16 sekvencemi zijicich
Simpanzu (333 pb dlouha sekvence, ktera se vyskytuje u obou druh)

* v této sekvenci nalezli:
Vv prameéru 25,6 rozdild mezi Feldhoferem a zijicimi lidmi (20-34)

v prameéru 55,0 rozdilt mezi lidmi a Simpanzi (46-67)

» mezi Neandrtalci a zijicimi lidmi je i v této sekvenci opét trojnasobny rozdil (25,6/8,0 =
3,2) a asi poloviéni rozdil oproti odliSnosti mezi zijicimi lidmi a Simpanzi
(25,6/55,0 = 0,47)
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* na obrazku jsou vysledky zachyceny graficky:

» Neandrtalci jsou geneticky odliSni od sou¢asnych lidi, avSak tato odliSnost neni tak
velkd, jako je odliSnost mezi sou¢asnymi lidmi a Simpanzi

Neandertal vs. Human

Human vs. Human

0 10 20 30 40 50 60

Number of Sequence Differences




* tento intermediarni vysledek je oCekavatelny, protoze Simpanzi se jako druh oddélili od
lidi mnohem drive (pfed asi 6 miliony let), zatimco Neandrtalci se od spole¢ného
predka odvétvili teprve v prubéhu posledniho milionu let

HOMINID FAMILY TREE
6,500,000 years ago, branches leading to chimpanzee and human/Neanderthal branches diverge.

& NEANDERTHAL

CHIMPANZEE

v

Genetic changes Ancestral human and Neanderthal Populations diverge Last Neanderthals
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» odhad doby oddéleni Neandrtalcu a moderniho ¢lovéka na zakladé molekularnich hodin
(kalibrace 4-5 milioni MRCA ¢lovék-Simpanz) — 550 000 az 690 000 (v souladu s
paleoantropologickymi odhady)

* plati samoziejmé za predpokladu, Ze Neandrtalci byli odliSnym druhem, v opa¢ném pfipadé udaje
vypovidaji o historii mtDNA, nikoliv o historii davnych populaci ¢lovéka



* stejné analyzy byly provedeny také pro druhou mtDNA Feldhofer

» vysledky (viz obrazek) byly stejnée:

ey

* rozdily mezi neandrtalskou DNA a DNA zijicich lidi jsou vétSi nez rozdily mezi zijicimi
lidmi, ale mensSi nez rozdily mezi lidmi a opicemi (zde Simpanz i bonobo)

» odliSnost mezi Neandrtalci a lidmi je také menSi nez odliSnost mezi zkoumanymi
opicemi (avSak porovnavany byly dva odlisné druhy — Simpanz a bonobo)

» odhad stafi MRCA Neandrtalct a moderniho ¢lovéka je 317 000 az 741 000 let (365 000
az 853 000 lety podle Mezmaiskaya)
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 odhad stafi spole¢ného predka obou neandrtalskych zastupcud je mezi 151 000 az 352 000 lety



 podle nékterych tak ziskané vysledky potvrzuji model nahrazeni — Neandrtalci a
moderni ¢lovék predstavuji odliSné druhy, které se oddélily od spolecného predka
(mozna H. heidelbergensis) v obdobi stfedniho Pleistocénu

o Il avSak musime mit na paméti, Zze porovnavame sekvence, které se liSi stafim o nékolik
desitek tisic let (rozdil mezi neandrtalskou a sou¢asnou DNA)

= velky rozdil v sekvencich tak mdze byt odrazem plsobeni genového posunu za dobu
zhruba 40 000 let (Nordborg, 1998)

* navic jde o stale maly pocet analyzovanych sekvenci



Rozmanitost Neandrtalské DNA ve vztahu K regionalni _ m populacim
aneb platnost multiregionalniho modelu (Neandrtalci jsou poddruhem) stale Zije

V4

» porovname-li HVRI sekvenci prvniho zastupce z Feldhoferu s DNA zijicich lidi jednotlivych
kontinentalnich populaci, ziskdme nasledujici udaje:

Feldhofer x Evropani = primérné 28,2 rozdill

Feldhofer x Africani = pramérné 27,2 rozdilu

Feldhofer x Asiati = pramérné 27,7 rozdill

Feldhofer x pavodni Ameri¢ani = prumérné 27,4 rozdilu
Feldhofer x Australie a Oceanie = primérné 28,3 rozdilu

 velmi podobné udaje ziskame i pro Feldhofer 2 (HVRII) a pro Mezmaiskaya
= odliSnost Neandrtalcl je od vSech regionalnich populaci stejn& (neplati pro genomovou

DNA — viz pozdéji), jinymi slovy nenalézame tu oCekavanou vétSi podobnost s Evropany
v pfipadé platnosti multiregionalniho modelu

 podstata muze byt v dostate¢né dlouho trvajicim genovém toku
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* disledkem dostate¢né dlouho trvajiciho genového toku je, Ze obé populace jsou si
témeér podobne

= totéz mohlo nastat v pfipadé populaci moderniho Clovéka, pokud trval genovy tok
dostate¢né dlouho, pak je populace Evropanu stejné odliSna od puvodni Neandrtalskeé
populace jako populace z ostatnich regionu

= oba modely (nahrazeni i multiregionalni) mohou tedy vést ke stejnému vysledku



Bvli tedy Neandrtalci odliShym poddruhem?

» pokud by Neandrtalci s nami sdileli stejnou vyvojovou linii (podle multiregionalistt), pak
by jejich geneticka odliSnost mohla nasvédcovat tomu, Ze byli odliSnym poddruhem nez
je moderni ¢lovék

 podle nékterych antropologll Homo sapiens neandrthalensis x Homo sapiens sapiens
(poddruhy moderniho ¢lovéka Homo sapiens )

Lze najit ddkaz teto alternativy také v DNA?



Bvli tedy Neandrtalci odliShym poddruhem?

Jak velka je odliSnost v mtDNA mezi geneticky odliSnym | poddruhy?

 Krings et al. porovnali sekvenénich odliSnosti v 312 pb dlouhé
sekvenci mtDNA mezi jednotlivymi poddruhy Simpanzu

Pan troglodytes schweinfurthii (vychodni poddruh) - A
Pan troglodytes troglodytes (centralni poddruh) “"
Pan troglodytes verus (zapadni poddruh)

* rozdily mezi jednotlivymi poddruhy Simpanze (312 pb oblasti HVRI):
mezi centralnim a vychodnim poddruhem = pramérné 19,7 rozdilu
mezi zapadnim a vychodnim poddruhem = pramérné 33,0 rozdilu
mezi zapadnim a centralnim poddruhem = pramérné 36,2 rozdilu

e

mezi Neandrtalci a zijicimi lidmi = pramérné 25,6 rozdilu
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 pocet rozdil G mezi Neandrtélci a zijicimi lidmi je menSi  neZ mezi dvéma ze ftfi
poddruht Simpanzu

¢lovék mohou p fedstavovat odliSné poddruhy v rdmci

stejného druhu.




Prokazanou odliSnost mtDNA Neandrtalc G v porovnani s DNA sou €asného

¢lov éka je mozné prozatim vysv étlit jak pomoci modelu nahrazeni, tak i
modelu multiregionalniho.




