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Analyza archaick é DNA

1) Analyza aDNA €lov éka
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- Byl Neandrtalci odd élenym druhem nebo byli odliSnym
poddruhem a jsou sou c¢asti naSi vlastni historie?

5) Krizili jsme se s Neandrtalci?
6) DalSi nalezy a izolace neandrtalske DNA

7) Analyza jadernych sekvenci a sekvenovani genomu
Neandrtalce

8) Pro € Neandrtalci vyhynuli?

8) Dénisované — co 0 nich vime




1) Analyza aDNA c¢lov éeka

vl

» doposud byla fe¢ o analyze DNA soucasnych, zijicich ldi
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 potreba zamezit kontaminaci moderni (sou¢asnou) DNA
- nejvetsi uspésnost u nalezu nékolik az desitek tisic let starych
- pouziva se rada vice ¢i méneé ucinnych izolacnich metod, v posledni dobé
predevsim komercné dostupnych izolacnich sad (tzv. kitd)

« analyza je mozna diky PCR — zvySeni velmi nizké koncentrace DNA ziskané po izolaci
do analyzovatelného mnozstvi, amplifikace jen konkretniho tseku

pFi¢inou problém a jsou nej ¢ast éji:
- oxidativni poskozeni, modifikace bazi, kiizové vazby
- kontaminace soucasnou DNA
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Co ovliv nuje kvalitu DNA?

* biologické faktory - nukleazy v odumirajicich burikach, mikroorganizmy
o fyzikalni faktory - zareni
» chemickeé faktory - slozeni pudy, mikroorganizmy

Priklady n ékterych d dgsledk d:

 fragmentace DNA (posSkozeni cukrfosfatové kostry)

» modifikace bazi pred izolaci DNA

» modifikace bazi v prabéhu PCR (Ize ovlivnit castecné vybérem polymerazy)

Tyto procesy bohuzel nelze ovlivnit!




Jak lze problémy alespo n ¢aste ¢né prekonat?

= zabranit degradaci a kontaminaci jiz pri odbéru a analyze

ochranné pomucky, specialni postupy, maximalni sterilita
prostredi, nastroju, pomucek a roztoku

systém negativnich kontrol (bez aDNA)

systém opakovani = min. dva odbéry, dvé oddélené izolace, dvé
oddélena opakovani PCR, nejlépe ve dvou ruznych laboratorich

systém pozitivnich kontrol
- kontrolni amplifikace jiz potvrzeneho specifického Uuseku pro aDNA
- kontrolni amplifikace sekvence charakteristicke pro moderni
DNA nebo osoby pracujici v laboratofi

> 1000 molekul DNA templatu aDNA

nova generace polymeraz — amplifikuji | 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 edeét nha casto kladene otazky:

Byli Neandrtalci odlisSnym druhem nebo patfi do vyvojoveé linie moderniho €loveka?
Byli izolovanou skupinou nebo se kfizili S modernim clovekem?
Mame v nasSi sou¢asné DNA néjake neandrtalské geny nebo sekvence?

Co nam tyto vysledky fikaji zajimaveho pro nasi diskuzi o puvodu moderniho ¢lovéka?




Kdo byli Neandrtalci?

« Homo neanderthalensis nebo Homo sapiens neanderthalensis

» Zili v Evropé pred zhruba 400 000 az 30 000 lety a v zapadni Asii asi pred 150 000 lety

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




2) Analyza prvni neandrtalské DNA

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

=

» konkrétné se jednalo o prvné nalezené pozustatky Neandrtalskeho ¢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 podarilo analyzovat sekvenci dlouhou 378 pb (HVR1)

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




 nalezli v praméru 27 odlisnosti (rozdily kolisaly od 22 do 36 v jednotlivych parovych
srovnanich)

» jako kontrolu provedli také srovnani sekvenci moderni DNA mezi sebou = prumérné 8
rozdilt (1 az 24)

» prumérny pocet rozdilt v neandrtalske DNA byl tedy asi 3x vétsSi oproti rozdilim v
soucasné DNA (podil vzorku s rozdily 23 a 24 v moderni DNA tvoril jen 0,002 %)

= Neandrtalci se geneticky odlisSuji od sou €asnych lidi

Meandertal

» na zakladé tohoto srovnani vsak nelze odpovedeét,
zda-li byli Neandrtalci zcela oddélenou vyvojovou

all Africans

non-Africans

550 000 az 690 000 let

1 African

1 African
1 African-
Amaerlcan

4 Africans




» pozdéji Krings et al. (1999) izolovali DNA z dalSiho jedince z lokality Feldhofer

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

» ziskané vysledky byly velmi podobné vysledkum z roku 1997

V4

» Neandrtalci se v HVRII regionu odlisuji od zijicich lidi v praméru na 35 mistech (s
rozpétim 29 az 43 rozdilu)

Neardertal

Africans
&

non-Africans

B Africans
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3) Analyza druhé neandrtalské DNA

« Igor Ovchinnikov et al. (2000) — analyzovali DNA neandrtalského ditéte z jeskyné
Mezmaiskaya na severnim Kavkazu, stari asi 29 000 let, mtDNA ziskana z zebra

® > 35000 years ago
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(Feldhofer 27 a 35 rozdil()
« Mezmaiskaya mtDNA obsahuje 12 rozdilt oproti mtDNA Feldhofer

 Mezmaiskaya mtDNA obsahuje 23 rozd




= | tato neandrtalskd mtDNA potvrdila jasnou genetic Kou odliSnost od DNA
sou €asnych zijicich lidi

- - iy

5.846 modern humans

100

Mezmaiskaya

Feldhofer

Chimpanzees
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4) Interpretace nalezenych vysledk U

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

e jasna odliSnost neandrtalske mtDNA potvrzuje zavery na zakladé fosilnich nalezu, tedy
Zze Neandrtalci jsou odlisSni

EXistuji dva nazory:

1) Neandrtalci byli odlisnym druhem, ktery byl kompletné nahrazen modernim ¢lovékem po
jeho prichodu do Evropy.

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

- scénar vSak muze byt platny jen pro Evropu, nelze interpretace o nahrazeni pfenaset |
na populace v Asii, kde nic o archaickych druzich nevime

2) Druhou moznosti je, ze Neandrtalci nebyli odlisSnym druhem, ale byli soucasti jedne
vyvojove linie, jak predpoklada multiregionalni model.

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

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




Abychom mohli podrobit zkoumani tyto dve hypotézy na zaklade 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 evolucni vztahy:

v - neandrtalskych populaci mezi sebou
v - neandrtalskych populaci a populaci souc¢asneho Cloveka
- neandrtalskych populaci a populaci starovekeho moderniho ¢lovéka z doby
Neandrtalcu

- populaci starovekeho moderniho Clovéka a zijiciho moderniho ¢lovéka
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Interpretace genetickych idaj ¢ dvou neandrtalskych jedine ¢ ve srovnani s DNA

zijiciho ¢€lov eka.

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

n g

12 rozdilt (jako neandrtalci mezi sebou) ma jen méne nez 1 % zijicich Evropanu

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

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

 oproti tomu uvnitfF soucasne africké populace je ¢etnost rozdild mezi jedinci v praméru 8,4

» 12 rozdild ma 37 % zijicich Africanu

= v porovnani s Neandrtalci statisticky nevyznamny rozdil

= odlisnosti mezi Neandrtalci navzajem jsou podobné jako mezi sou¢asnymi AfriCany
= mozna by mohli byt dva analyzovani Neandrtalci jedinci nasi evolucni linie

e ovSem nutno pamatovat, ze porovnavame pouze dvé neandrtalské sekvence, které ani
nepochazi z téze doby - Mezmaiskaya je 29 000 let stara a Feldhofer 35 000 az 70 000
let — znacny rozdil ve stari muze stat za vétSinou rozdilu, jimiz se lisi




Jak velkou odlisnost bychom o  ¢ekavali, pokud by byli Neandrtalci stejny druh jako
moderni c¢lov ék?

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

= Neandrtalci se (na zaklad €& dvou /trrsekvenci) spise zdaji byt odliSnym druhem od

zijiciho moderniho €loveka




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

e v této sekvenci nalezli:
v pruméru 25,6 rozdild mezi Feldhoferem a zijicimi lidmi (20-34)
v prumeéru 55,0 rozdilt mezi lidmi a Simpanzi (46-67)
» mezi Neandrtalci a zijicimi lidmi je I v teto sekvenci opét trojnasobny rozdil (25,6/8,0 =
3,2) a asi polovi¢ni rozdil oproti edliSnosti mezi zijicimi lidmi a Simpanzi
(25,6/55,0 = 0,47)

35 1] 45
no. of differénces




* na obrazku jsou vysledky zachyceny graficky:

» Neandrtalci jsou geneticky odlisSni od soucasnyeh lidi, avsak tato odliSnost neni tak

velkda, jako je odliSnost mezi soucasnymi lidmi @ Simpanzi

Human vs. Chimp

Neandertal vs. Human

Human vs. Human

10 20 30 40 50 60

Number of Sequence Differences




o tento intermediarni vysledek je ocekavatelny, protoze Simpanzi se jako druh oddélili od

lidi mnohem drive (pred asi 6 miliony let), zatimeo Neandrtalci se od spoleéného
predka odvétvili teprve v prubéhu poslednihe milionu let

HOMINID FAMILY TREE

6,500,000 vears ago, branches leading 1o chimpanzes and humanMeaandarthal branchas divarge.

(1) WEAMDERTHAL
CHIMPANZEE

Genetic changes | Ancestral human and Neandaerthal Populations diverge Last Neanderthals
opulationa intermingle and Braed i
NEANDERTHAL i oy v

s MODERN HUMAN
Palhs &f genatic Ilnngii Patha of populations

GHIMFAMZEE

706,000 yaars ago |

|
B, L

» odhad doby oddéleni Neandrtalcu a moderniho Clovéka na zakladé molekularnich hodin

(kalibrace 4-5 miliond MRCA clovék-Simpanz) — 550 000 az 690 000 (v souladu s
paleoantropologickymi odhady)

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




o stejné analyzy byly provedeny takeé pro druhou mtDNA Eeldhofer

o vysledky (viz obrazek) byly stejne:

X4

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

» odlisSnost mezi Neandrtalci a lidmrje take mensi nez odliSnost mezi zkoumanymi
opicemi (avSak porovnavany byly dva odlisné druhy — Simpanz a bonobo)

 odhad stafi MRCA Neandrtalcu a moderniho Cloveka je 317 000 az 741 000 let (365 000
az 853 000 lety podle Mezmaiskava)

Neandertal vs. Ape

Human vs. Ape I
Ape vs. Ape I

Neandertal vs. Human

Human vs. Human

—_— e e —

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Number of Sequence Differences

» odhad stéari spoleéneho predka obou neandrtalskych zastupcu je mezi 151 000 az 352 000 lety




 Krings et al. vSak ziskali zajimavé vysledky | porovhanim sekvencnich odliSnosti
v 312 pb dlouhé sekvenci mtDNA uvnitr jednotlivych peddruhu Simpanzu

» prumérny pocet rozdilt byl v ramci jednotlivych peddruh  u:
Pan troglodytes schweinfurthii (vychedni poddruh) = 7,9 rozdilu
P. troglodytes troglodytes (centralni poddruh) = 14,6 rozdilu
P. troglodytes verus (zapadni poddruh) = 21,8 rozdilu
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» prumeérny pocet rozdilu mezi Neandrtalci a souc¢asnymi lidmi (25,6) je tedy veétSi nez je
pramerny pocet rozdilt v ramci jednotlivych poddruhd Simpanzu

Zaver:.
Srovname-li tedy po ¢€et rozdil o v mtDNA mezi Neandrtalci a mezi sou €éasnymi lidmi
vzhledem k po €tu rozdil i mezi lidmi a Simpanzi jako dv. éma druhy, je z fejmé, Ze

Neandrtalci a moderni €lov ék pfedstavovali spiSe dva odliSné druhy.
Témto zav érum nasv édc€uje i srovnani s po ¢ty rozdil i mezi jednotlivymi poddruhy
Simpanz .




 podle nékterych tak ziskané vysledky potvrzuji model nahrazeni — Neandrtalci a
moderni ¢lovék predstavuji odlisSné druhy, ktere se oddelily od spolecného predka
(mozna H. heidelbergensis) v obdobi stredniho Pleistocenu

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

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

* navic jde o stale maly pocet analyzovanych sekvenci




Rozmanitost Neandrtalské DNA ve vztahu Kk regionalnim populacim
aneb platnost multiregionalnino modelu (Neandrtalci Jsou poddruhem) stale zije

Y4

« porovhame-li HVRI sekvenci prvniho zastupce z Feldhoferu s DNA Zijicich lidi jednotlivych
kontinentalnich populaci, ziskame nasledujici udaje:

Feldhofer x Evropani = prumerne 28,2 rozdill

Feldhofer x Africani = prumerne 27,2 rozdill

Feldhofer x Asiati = prumeérné 27,7 rozdilt

Feldhofer x puvodni Americani = prameérné 27,4 rozdild
Feldhofer x Australie a Oceanie = prumérné 28,3 rozdilu

 velmi podobné udaje ziskame i pro Feldhofer 2 (HVRII) a pro Mezmaiskaya

= odliSnost Neandrtalcu je od vSech regionalnich populaci stejna (neplati pro genomovou
DNA - viz pozdéji), jinymi slovy nenalézame tu o¢ekavanou vétSi podobnost s Evropany
v pripadé platnosti multiregionalniho modelu

 podstata mize byt v dostate¢né dlouho trvajicim genovém toku
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 dusledkem dostatecne dlouho trvajiciho genoveho toku je, ze obé populace jsou si
temér podobne

= totéz mohlo nastat v pripadé populaci moderniho ¢lovéka, pokud trval genovy tok
dostatec¢né dlouho, pak je populace Evropanu stejné odliSna od puvodni Neandrtalske
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 vyveojeveu linii (podle multiregionalistu), pak
by jejich geneticka odliSnost mohla nasveédcovat tomu, ze byli odliSnym poddruhem nez
je moderni Clovék

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

* |ze najit dukaz této alternativy take v DNA?

 porovnejme si rozdily mezi jednotlivymi poddruhy  Simpanze z vysledku Kringse et al.
(312 pb oblasti HVRI):
mezi centralnim a vychodnim poddruhem = pramérné 19,7 rozdild
mezi zapadnim a vychodnim poddruhem = prumérné 33,0 rozdill
mezi zapadnim a centralnim poddruhem = pramérné 36,2 rozdil

e

mezi Neandrtalci a zijicimi lidmi = pramérné 25,6 rozdill




Western vs. Central

D .

Western vs. Eastern

chimpanzee subspecies MR

Neandertal vs. Human

Central vs. Eastern
chimpanzee subspecies |

10 30

Number of Sequence Differences
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 po¢et rozdil & mezi Neandrtalci a zijicimi lidmi  je menSi nez mezi dvéma ze tfi

¢lovék mohou p fedstavovat odliSné poddruhy v ramci
stejného druhu.




Prokazanou odliSnost mtDNA Neandrtalc 0 v porovnani s DNA sou €asného ¢€lov éka
je mozné prozatim vysv étlit jak pomoci modelu nahrazeni, tak i modelu
multiregionalniho.




Analyza archaick _é DNA )
1) Analyza aDNA" €lov éka ;

2) Analyza prvni neandi@iSke DNA

3) Analyza druhesm@andrtalske DNA

4) Interpreta@@@nalezenych vysledk u

SBylBNEandrtalci odd elenym druhem nebo bylirodlisnym
poeddruhem a jsou sou casti nasi vlastaihistorie?

5) Krizili jsme se s Neandrtalci?
6) DalSi nalezy a izolace neandrtalske DNA

7) Analyza jadernych sekvenci a sekvenovani genomu
Neandrtalce

8) Pro € Neandrtalci vyhynuli?

8) Dénisované — co 0 nich vime




5) KF¥izili sme se s Neandrtalci?

1) Vubec jsme se nekfizili — malo pravdépodobné, kontakty byly (ukazuje na to mtDNA vsi)




O vSich a lidech
(Reed et al., 2004)

» zkoumana rozmanitost v mtDNA vSi  €lov éka, predevsim vsi vlasove
* parazit specificky vazany na sveho hostitele

 predpokladalo se, ze:
 archaicka ves zanikla s archaickymi populacemi (archaicka ves)

* existuje pouze ves adaptovana na moderniho  €lovéka (moderni

ves)

e V genomu sou cashne vSi vSak byly nalezeny stopy
2 linii vSi

Warldwide Clade

« identifikovany 2 fylogenetické vétve
o linie vyskytujici se po celem sv été
e linie vyskytujici se pouze v Evrop é a Americe

o
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O vSich a lidech

» obé linie maji spole €éného p redka stareho 1,8 milionu let

* jedna vétev
e tato linie rozSifena po celéem svéte
* je koadaptaci na moderniho cloveka
» proSla bottleneckem a naslednou expanzi p red asi 110 000 lety
 ves vlasova i ves satni

e druha vétev
» pouze v populacich Evropy a Nového svéta
e puvodni archaicka vesS (hostitelem zfejmé H. erectus)
* nevym rela se svym hostitelem
» koadaptovala se na nového hostitele — moderniho ¢lov éka
 pouze ves vlasova
» nevykazuje ani bottleneck, ani expanzi = presla na jiz bohaté zastoupeného
hostitele

Druha linie p fedstavuje prastarou archaickou ves, ktera p  reSla z archaického
¢lov éka na ¢lovéka moderniho jako noveho hostitele.

Mezi archaickym a modernim ¢lovekem musel existovat velmit ésny kontakt.




5) KFizili jsme se s Neandrtalci?

1) VUbec jsme se nekfizili— malo pravdepodobné, kontakty byly (ukazuje na to mtDNA v3i)
2) KFizili jsme se, ale nevznikalo plodné potoemsitvo (odlisné druhy)
3) Kfizili sme, ale neandrtalska DNA (sekvence nebo geny) z genofondu vymizela

4) KFizili jsme se a dost hojne, dukazy by méli byt v DNA tehdejSich modernich a
soucasnych lidi

» pouze bod 4) dokazuje krizeni a neandrtalskou pfimés, body 2) a 3) kfizeni nevylu€uji

» v soucasne mtDNA nenalézame stopy po neandrtalskych predcich, coz vSak jesté
nemusi znamenat, Ze jsme se s Neandrtalci ve skutec¢nosti nekfizili

 sStopy mohou byt smazany genovym tokem v kombinaci s pusobenim genetického driftu,
jako bylo prokazano v pripadé nasledujici studie australské populace




» Gregory Adcock et al. (2001) — porovnavali sekvenci mtDNA izolovanou z australskych

fosilii, které obsahovaly i vzorky jedincu Lake Mungo 3 (LM3), pfedka Australanu zijiciho
pred asi 60 000 lety

w4

« LM3 ma anatomicky moderni znaky a predstavuje predka zijicich australskych domorodcu

w Lake Munco

Sahul — prekontinent Australie a Nové
Guineje




» Gregory Adcock et al. (2001) — porovnavali sekvenci mtDNA izolovanou z australskych
fosilii, které obsahovaly i vzorky jedincu Lake Mungo 3 (LM3), predka Australanu zijiciho
pred asi 60 000 lety

Y4

* LM3 ma anatomicky moderni znaky a predstavuje predka zijicich australskych domorodcu

« MtDNA je vSak odliSna od soucasnych domorodych Australanu = LM3 sekvence
nenalézame u soucasnych Australanu

 puvod v populaci LM3 vSak potvrzuje cast mtDNA
jedincu LM3, ktera se naléza pouze u nékterych
soucasnych domorodych Australanu a to jako
Inzerce na chromozomu 11

* tato analyza ukazuje, ze studované sekvence
MtDNA jsou priliS malym zlomkem genetické
informace, ktery se muze v prubéhu evoluce
Cloveka (v dusledku genoveho toku v
kombinaci s genetickym driftem, pripadné
selekci) z genomu sou€asnych potomku
zcela ztratit

Most Ancient Australians

-]
i)
g
5
&L
-
&
-
o
£
2
6
]

Mezmaiskaya

Feldhofer

Odpov éd’ na otazku ohledn é kFizeni musime
hledat v dalSich sekvencich (viz pozd €ji).




Analyza archaick é DNA )
1) Analyza aDNA" €lov éka

2) Analyza prvni neandi@iSke DNA

3) Analyza druhesm@andrtalske DNA

4) Interpreta@@@nalezenych vysledk u

SBylBNEandrtalci odd elenym druhem nebo bylirodlisnym
poeddruhem a jsou sou casti nasi vlastaihistorie?

B) Krizili jsme se s Neandrtalci?
6) DalSi nalezy a izolace neandrtalske DNA

7) Analyza jadernych sekvenci a sekvenovani genomu
Neandrtalce

8) Pro € Neandrtalci vyhynuli?

8) Dénisované — co 0 nich vime




6) DalSi nalezy a izolace neandrtalske DNA

 Krings et al. (2000) — jeskyné Vindija v Chorvatsku, 15 neandrtalskych kosti, celkem 7
pouzitelnych vzorku, analyzovan byl jeden vybrany asi 42 000 let stary

» prumeérny pocet odliSnosti oproti soucasne mtDNA byl 34,9 (predchozi 27, 35 a 23)

Vindija

s fretl neandrtalska sekvence nijak vyznamné nemeéni
Neandertal zavery ucinéné na dvou prvnich sekvencich

Africans
&
non-Africans

9 Africans

B Africans




v roce 2005 jiz bylo osekvencovano celkem 10 mtDNA sekvenci, v€etné nejCerstvéjsiho
nalezu z Francie z Les Rochers-de-Villeneuve (Beauval et al., 2005)

Table 1. Consensus sequence of RdV 1 obtalned by using the Neandertal-spedflc primears

Human reference sequence (27) TCACACATCAACTGECA
Rl 1 Y

La Chapelle-aux-5aints (25)
Engis 2 (25}

Feldhofer 1 (26}

Feldhafer 2 (9)
Mezmaiskaya 1 {28)
Sidran 441 (29)

Vindija-Vi7 5 (30)
Windija-Vi7 7 {25)
Windija-Vig0 (25)
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Diots IndIcate Identity to the human reference ssquence displayed above. DNA sequences determined from the previowsly amplified
MNeandertals are shown.

v roce 2007 analyzovano jiz celkem 16 neandrtalskych mtDNA, vCetné nalezu z
Uzbekistanu a Sibife (Krause et al., 2007)

.RCES AATTCCCCGACTGCTTARCTTCACCTGCACT - CGCCCAGTCOGTEEGGEE
.TET TT.AT...C- . CTGTTCAA.T.ATAT.GCA

1600 km LOE1 G..C.. . ATT..TC. .. CTGT. AR TCA. . T.GC.
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» na zakladé vSech analyz je zfejma velka pribuznost mezi Neandrtalci a zaroven zjevna
odliSnost od soucasného Clovéka

* stale chybi dukaz mozného kfizeni s Neandrtalel

» hypotézy proC nelze najit dukaz o prispevku neandrtalske DNA do DNA moderniho
Cloveka:

e premazani d ukazu (zanik neandrtalskych sekvenci) v disledku genetického driftu
a/nebo genového toku

» sekvence neandrtalske mtDNA muzou byt natolik podobne mtDNA soucasneho
moderniho €loveka, ze jsou z analyz vylouceny jako mozna kontaminace vzorku
moderni DNA

= pot feba analyzovat mtDNA ze zastupc O moderniho €lov éka, kteri Zili v dob é
Neandrtalc G a v jejich DNA hledat mozné diukazy o kfizeni s Neandrtalci




» David Serre et al. (2004) - analyzovali 4 neandrtalské vzorky a 5 vzorkt raného
moderniho Clovéka, které byly vhodné pro dalSi analyzy

Neandertal remains

Vindija 77 (Vi-77) (Croatia)
Vindija 80 (Vi-80) (Croatia)
Engis 2 (Belgium)

La Chapelle-aux-Saints (France)

Early modern human remains
Mladec 25c (Czech Republic)
Mladec¢ 2 (Czech Republic)
Cro-Magnon (France)

Abri Pataud (France)

La Madeleine (France)

« zadna z péti sekvenci raneho moderniho €lovéka neobsahovala charakteristickou
neandrtalskou sekvenci (a to ani tzv. pfechodné formy z Mladece)

» na zakladé téchto vysledku lze tedy vylou €it masivni p fispévek neandrtalské DNA
do genofondu moderniho Clovéka (pfi N, = 10 000 Ize vyloucit vice nez 10% pfispévek)

* nelze vsak vyloucit maly prispévek (5 % a méné), tedy ojedinélé kfizeni vzhledem k
poctu zkoumanych vzorku, pfestoze ani prechodné formy tomu nenasveédcuji




* Vincent Plagnol a Jeffrey Wall (2006, PLoS Genetics) wuzili sekvencni data z , The
Environmental Genome Project” a aplikovali nové statistickeé metody

* jejich vysledky naznacuji na moznou primeés (min: 5 %) archaické DNA v DNA
evropskych a zapadoafrickych populacich

Moderni ¢lovék odchazi z Afriky

Populaéni exploze v Africe

Vyznamny bottleneck

mimo Afriku
Populacni exploze
v Evropé

130 fold bottleneck
60,000 y1s

Migration
lmlgpﬂmﬂ':nmd?j,{ll]gm.

* bude potreba potvrdit studiem dalSich sekvenci




Condemi et al., 2013

 analyzovali Celist z roku 1957 (Riparo Mezzena, Monti Lessiny, SV lItalie, Verona)

* oblast brady morfologicky vykazuje neandrtalske I moderni znaky

 MtDNA je neandrtalska

« autofi spekuluji, ze je to mozna hybridni jedinec — bude vyzadovat dalSi analyzy




Analyza archaick & DNA

1) Analyza aDNA" clov éka

2) Analyza prvni neands@iske DNA

3) Analyza druhesm@andrtalske DNA

4) Interpreta@@@nalezenych vysledk u

SBylBNEandrtalci odd elenym druhem nebo bylirodlisnym
poeddruhem a jsou sou casti nasi vlastaihistorie?

B) Krizili jsme se s Neandrtalci?
6) DalsSi nalezy a izolace neandrtalské DNA

7) Analyza jadernych sekvenci a sekvenovani genomu
Neandrtalce

8) Pro € Neandrtalci vyhynuli?

8) Dénisované — co 0 nich vime




7) Analyza jadernych sekvenci a sekvencovani genomu N eandrtalce

» na pocatku 21. stoleti snahy osekvencovat , co nejvetsi cast jaderného genomu
Neandrtalce — projekt mapovani neandrtalskehe genomu

* Noonan et al. (2006) — zkonstruovali metagenomickou knihovnu z fragmentt DNA rtznych
Neandrtalcu — ziskali celkem 65 250 pb

 na zakladé udaju spocitali dobu, kdy se Neandrtalci oddélili od spolecného predka s
modernim Clovékem

706,000 y.a. ~370,000 y.a. ~41,000 y.a.
Coalescence lime o Split of anceslral Earligst rr"lcujarn humans
zrihg human and erthal in Europe
~195,000 y.a. | ~28,000 y.a.
Caghest known anatomically I Most recent known
maodarn humans Meanderthal remains

_-j' Modern

human

I
.
[
I
|
]
-

- s = - - -
Genomic data g :
-

Fossil data

Neanderthal

wsmmme Evolutionary lineage of human and Neanderthal reference sequences

-'|' | Evolutionary lineage of ancestral human and Neanderthal populations

o dale zjistili, ze se Neandrtalci liSi od moderniho ¢lovéka pouhym 0,5 % dédicneé informace
v analyzované sekvenci (zlomek oproti 3 miliardam) — podobnost Ize dale vyuzit




» Green et al. (2006) byli v procesu mapovani neandrtalskeho genomu Uspésnéjsi -
osekvencovali pres 1 milion pb (Vindija), tj, asi 0,03 % genomu Clovéka

» stari spolecneho predka Neandrtalcu a moderniho clovéka (oddéleni sekvenci) odhadli na
500 000 let

* jejich vysledky také naznacuji mozny genovy tok mezi modernimi lidmi a Neandrtalci
- a to pfedevSim muzu z populaci moderniho clovéka do populaci Neandrtalct (bude
vSak potreba potvrdit dalSimi analyzami)

oy g
Svante Paabo




* v Unoru 2009 oznamili S. Paabo a R. Green uplné osekvencovani genomu
Neandrtalce

» pracuji na pripravé DNA knihoven dalSich 5 ruznych neandrtalskych vzorku pro finalni
srovnani celych genomu neandrtalce a moderniho Cloveka

Svante Paab




» Green et al. (2010) porovnali genom neandrtalcu a souc¢asnych modernich lidi

* 3 jedinci z jeskyné Vindija (Chorvatsko) — stari jedincu
38 000 az 45 000 let

« 5 zastupcu soucasnych m_gdernich lidi — po jednom z
populace: -"
« Sanu (Jizni Afrika )
* Yoruba (Zapadni Afrika)
e Papua-Nova Guinea (Oceanie)
« Hand (Cina, Vychodni Asie )
» Francie (Zapadni Evropa )

» zkoumali podobnosti mezi Neandrtalci a modernimi lidmi




Vysledky:

» Neandrtalci jsou si vyznamné podobn €jSi s mimoairickymi _ populacemi nez s
populacemi africkymi

« ukazuje na kfizeni (genovy tok) mezi Neandrtalci a modernimi lidmi mimo Afriku

» genovy tok probihal v dobé pred 50 000 az 80 000 lety

« tedy v dobe, kdy moderni clovek opustil Afriku

* pfispévek neandrtalskych sekvenci do genomu neafrického moderniho
Clovéka je asi 1 az 4 %




Kde k Fizeni probihalo

Green et al. (2010) pred 50 000 az 80 000 lety
Reich et al. (2010) pfed 50 000 az 80 000 lety

1) Na Blizkém Vychod é po migraci z Afriky

nasveédcuje tomu o néco vetsSi podobnost mezi Neandrtalci a Asiaty nez mezi
Neandrtalci a Evropany

to vSak muze byt dusledek:
» mensSiho genoveho toku do evropskych populaci (velikost prichozich modernich
populaci do Evropy byla po populaéni explozi vétSi nez v Asii — viz kapitola
,Velikost populace nasSich predku*)

 Stopy vV Evropé castecné smazany pozdeéjsSi silnou migraci souvisejici s rozvojem
zemedeélstvi




Kde k Fizeni probihalo

Green et al. (2010) pred 50 000 az 80 000 lety
Reich et al. (2010) pred 50 000 az 80 000 lety

1) Na Blizkém Vychod é po migraci z Afriky

Pokud by krizeni probihalo pouze na Blizkem Vychodé, pak to ovlivni scénare migrace
Z Afriky:

a) kfizeni s modernimi lidmi po prvni migraci pred asi 100 000 lety — malo
pravdepodobne

b) osidleni probéhlo severni cestou pres Arabsky poloostrov
- migrace p res Africky roh podel /
pobrezi by pak ale neméla obsahovat y . -
neandrtalskou DNA p il

C) kfizeni az s modernimi lidmi, ktefi
oblast Levant znovu osidlili p fed asi e
50 000 lety |




Kde k Fizeni probihalo

Green et al. (2010) pred 50 000 az 80 000 lety
Reich et al. (2010) pred 50 000 az 80 000 lety

2) KFrizeni probihalo po dobu celé migrace
(Currat a Excoffier, 2011)

« kfizeni neprobéhlo jen na Blizkem Vychodée, ale i v Asii a Evropé

» obrazek ukazuje pocitacovou simulaci uspesnosti krizeni v prubehu osidlovani

« nastavili velmi malou uspésnost hybridd (méné nez 2 %) — z davodu nizsi fithess nebo
vybérového oplozeni (viz dale)

» 10 000 simulaci — v zadné nebyla na konci pfimés neandrtalské mtDNA, naopak zjisténa
mala primes jaderné neandrtalske DNA = odpovida realnym pozorovanim

MtDNA

MtDNA MtDNA

ﬁ

jaderna jaderna jadern a

neandrtalska moderni

sou ¢éasha



Kde k Fizeni probihalo

Green et al. (2010) pred 50 000 az 80 000 lety
Reich et al. (2010) pred 50 000 az 80 000 lety

2) Krizeni probihalo po dobu celé migrace
(Currat a Excoffier, 2011)

« kiizeni je nejsilnéjSi na zacatku migracni viny (modra barva) = 2 hybridni zény
* jedna saha z Blizkého Vychodu z Anatolie az do Spanélska
» druha je v centralni Asii (nejzazsi mista vyskytu Neandrtalcu)

« smérem od hybridni zon intenzita klesa, avSak stopu po kfizeni Ize nalézt po celé Asii a
Evropé

Zaver
e potvrzuje to kf¥izeni v oblasti Blizkeho Vychodu

e naznacuje moznost kFizeni | v ramci Evropy a Asie
— dukazem by byla odliSna neandrtalska pfimés v Evropé od Asie — populace
Neandrtalct v Evropé a Asii by se mély odliSovat — snad ukazi dalSi analyzy



Prvni objeveni hybridni jedinci podle jaderné DNA

Ust-Ishim

000 years old
Vindija Mal’
al'ta
33.(_'00 years old b 24,000 years old

Anzick El S - 2
12,700 Id idrén Denisova
W | 49,000 years old >50,000 years old

Mezmaiskaya
60,000 years ol

© Neandertal genomes

@® Denisovan genome

Ancient Homo sapiens
genomes

onferenéni sdéleni, 2014) analyzovali jadernou DNA stehenni kosti jedince
USEIShIm , stari asi 45 000 let ='nejstarSi sekvenovany genom moderniho  €lov éka

* v ruznych ¢astech genomu vykazuje mnohem v étsi p fisp évek neandrtalské DNA nez

* neandrtalska DNA je take lokalizovana v souvislejSich  (vétSich) sekvencnich
fragmentech

= jedinec zil v dob ebrzy po k rizeni siNeandrtalci
= odhad doby k Fizeni — pred 50 000"az 60 000 let




Smér kFAzeni

Genovy tok jen z populace Neandrtalc u do popul@érmoderniho  ¢lov éka

Sk, TN
r - b Y 3
| i .
g - l '
b ‘.E;’:‘.- - ] 1@
= 4

= dusledek sméru migrace - postupu modernich lidi do archaickych populaci

ke kfizeni dochazi jen na Cele migrace (,surf‘ genu)

» kolonizace je pomérné rychla

* prispévek puvodni populace do nové prichozi populace je maly (v souladu s
pozorovanymi 1-4 %)

Nenalezame stopy po genovem toku z modernich populaci do popula ci Neandrtalc U

 archaicka populace je asimilovana, DNA zanika

 moderni DNA v archaickych vzorcich je povazovana za kontaminaci

 pokud se kfizili jen na Blizkem Vychodé, pak v DNA evropskych Neandrtalcu
stopy po tomto sméru ani byt nemohou




Pro ¢ je stopa jen v jaderné DNA a neni v mtDNA

Mason a Short, 2011

KFizeni probihalo mezi neandrtalskymi muzi a
modernimi zenami v d__usledku pohlavnihe
vyb éru

‘. Human mtOMNA ‘ Meanderthal mtDMA

v
moderni neandrtalska 7
mMtDNA MtDNA o 4

A T
v "N/ S I 7 N - - 7 Vs A4 e 7 iV ] ’%\"‘g k)
* robustn €jSi neandrtalSti muzi byli v jasné vyhod é pfi vybéru ze strany

modernich zen (robustnéjsi fenotyp byl pro moderni zeny atraktivné;si)

» naopak pro drobnéjsi moderni muze mohly byt robustni neandrtalské zeny nep Fitazlive




Pro ¢ je stopa jen v jaderné DNA a neni v mtDNA

Mason a Short, 2011

Pro € vSak neni vyznamn & zastoupen neandrtalsky ehromozom Y, kdyz otcové byli
Neandrtalci

* neandrtalsky 1 moderni
chr. Y chift &

» Haldanovo pravidlo
» mezidruhovi hybridi heterogametického pohlavi bud zcela chybi, jsou vzacni nebo
sterilni*
* U Clovéka plati pro hybridy muzskeho pohlavi
* pricinou je vysoka mutacni rychlost genu SRY a hemizygotni stav
e potomci Zzenskeho pohlavi jsou tedy u k™ Fizencu mnohem ¢astéjsi

« *Sankararaman et al. 2014 — vyrazne je snizeny pfispévek neandrtalskych sekvenci
na chr. X v lokusech ovlivaujicich tvorbu testes a muzskou fertilitu = muzsti hybridi
meli problémy s plodnosti




Pro ¢ je stopa jen v jaderné DNA a neni v mtDNA

Mason a Short, 2011

Moznost 1.
Vliv pohlavniho vyb éru v kombinaci s Haldanewym pravidlem (viz pfedchozi).

a4

Pokud budeme uvazovat | KFizeni V. opacnem sméru, tedy mezi modernimi muzi a
neandrtalskymi zenami

MoZzZnost 2:

Neandrtalska mtDNA obsahovala vysoke mnozstvi ,Skodliv ych* mutaci, které
vedlo k zaniku t échto linii a proto se nedochovala.




Pro ¢ je stopa jen v jaderné DNA a neni v mtDNA

Mason a Short, 2011

Moznost 3:
Podle poznatk U 0 mezidruhovych hybrideeh™ Je mozné, ze neandrtalské zeny nebyly
schopny s modernimi muzi rodit fertilni petomstvo.

4 Human miDNA A neanderthal mtONA




Pro ¢ je stopa jen v jaderné DNA a neni v mtDNA

Mason a Short, 2011

Moznost 4:
Neandrtalské matky (s mtDNA) vychovavaly'sve potomky v neandrtalskych
populacich a jejich mtDNA __ zanikla spolé ene s neandrtalskymi populacemi.

» viz dfive - mtDNA jedné populace m uze byt po kfizeni kompletn é nahrazena
MtDNA druhé kfizici se populace , zatimco jeji ¢éast jaderné DNA m uze byt
zachovana (Serva, 2006)

mtDNA MtDNA MtDNA

jaderna jaderna jadern a

neandrtalska moderni sou éasna




Pro ¢ je stopa jen v jaderné DNA a neni v mtDNA

Mason a Short, 2011

MozZnost 4:

Neandrtalské matky (s mtDNA) vychovavaly sve potomky v neandrtalskych
populacich a jejich mtDNA zanikla _ spole ene s neandrtalskymi populacemi.

Neves a Serva (2012) toto potvrdili " jinou simulaci:
* po kfizeni se zachova jen jedna linie a chromozomu Y, DNA
vSak zUstane z druhé populace zachovana

* navic v 89 z 96 simulaci byla zachovana linie mtDNA a chromozomu Y ze stejné
populace

mtDNA mtDNA MIDNA
Y 1 Y T
jaderna jadern a

jaderna

neandrtalska

velmi vzacné

moderni sou ¢asna




Pro ¢ je stopa jen v jaderné DNA a neni v mtDNA

Mason a Short, 2011

Moznost 4:
Neandrtalské matky (s mtDNA) vychovavaly sve potomky v neandrtalskych
populacich a jejich mtDNA zanikla spole™ €ne s neandrtalskymi populacemi.

mtDNA mtDNA MIDNA

i Y Y
jaderna jaderna jadern a

moderni

 k zaniku druhé populace nemusi byt ani rozdil ve fitn ess (ani jedna z populaci nema
vyhodu)
* vySSi fitness modernich populaci jen o 1 % oproti neandrtalskym populacim pak vede k
velmi rychlemu zaniku ve velmi kratkém case
» na Blizkém Vychod é mély populace stejnou fitness — nahrazeni bylo pomalé
v Evrop é bylo nahrazeni naopak velmi rychlé = pravd épodobn & byli moderni lidée
v néjaké mirné vyhod é

velmi vzacné

neandrtalska

sou éasna




Neandrtalska p fimés neni vysledkem k Fizeni, ale struktury p dvodnich africkych
populaci ( ancient substructure theory )

Green et al. (2010)

Pravd épodobné scéna re genového toku vysv étlujici zjist ény
prisp évek neandrtalské DNA do genomu moderniho  €lov éka

Han-

LU T T 1 — genovy tok probihal z archaické populace (napf. H. erectus)
do populace Neandrtalct = vétSi podobnost Neandrtalcu
S euroasijskymi populacemi

2 — genovy tok mezi Neandrtalci a ranymi formami moderniho
Clovéka v Evropé a/nebo Zapadni Asii

I
|
|
I
I
|
N
)

3 — genovy tok mezi Neandrtalci a predky mimoafrickych populaci
(nejpravdépodobnéjSi scénar)

Meanderials

E
| Homo aractus

—_——

4 — mimoafrické populace maji svij puvod v prastaré africké
subpopulaci (maji neandrtalské sekvence), ktera osidlila

Asii a Evropu (také v souladu se zjiSténymi Udaiji)




Neandrtalska p fimés neni vysledkem k Fizeni, ale struktury p avodnich africkych
populaci (ancient substructure theory)

V Africe byly dvé geneticky odliSné zakladatelské populace moderniho c€lov éka:

* bez primési archaické DNA - zakladatelska vsech africkych populaci

« s pfimeési archaicke DNA — zakladatelska vSech mimo-africkych populaci

Genovy tok p fed < 100 000 lety Ancient structure > 230 000 lety

. Neandertals
n -_.f'- Y

ol | @. \

Human structure MNortheast
to Neandertal- Africans retain
modern human extra proximity to
divergence Neandertals




Neandrtalska p fimés neni vysledkem k Fizeni, ale struktury p avodnich africkych
populaci (ancient substructure theory)

AvsSak rada vysledk U tuto te@fiFRepodporuje

Sa nchez-Quinto et al., 2012 (780 000N
 prokazali pfimés neandrtalské DNA v severoafrickych populacich
» pfimés se zvysuje u populaci se zvysujicim se severoafrickym lovecko-sbéracskym
puvodem
» vyznamneé vetsi podobnost k neandrtalskym populacim vykazuji populace s vétsi
primési euroasijské DNA (oproti populacim se subsaharskou primési)

Henn et al., 20828@SO"000 SNP)
« stari severoafrickych populaci je 12 000 — 40 000 let — teorie ,back to Africa
migration®

e existuji africké populace, které maji pfimés archaické DNA

e tyto populace vykazuji primés euroasijskych populaci, ktera koreluje s velikosti
primési neandrtalské DNA

* nenalezeny africkeé populace s neandrtalskou DNA, které by mély pouze africky puvod

= sveéd¢€l spise pro genovy.tok s Neandrtalci na Blizkém Vych  odé




Neandrtalska p fimés neni vysledkem k Fizeni, ale struktury p avodnich africkych
populaci (ancient substructure theory)

AvSak rada vysledk u tuto te@fiRepodporuje

Sankararaman et al., 2012 (podie rekomBmsenrnerovnovahy v SNP)
» severoafrické populace jsou nasledovnickymi populacemi, které se jako prvni krizili
s Neandrtalci na Blizkém Vychodeé pred 37 000 az 86 000 lety
- je to mozné? co rikaji kosterni pozustatky na Blizkem Vychodé:
- pfed asi 100 000 lety moderni ¢lovék (jeskyné Skhul a Qafzeh)
- pfed asi 70 000 lety Neandrtalci (jeskyné Tabun)
- pred asi 50 000 lety se znovu objevuje moderni Clovek
= ke kfizeni v danem obdobi mohlo dojit
 navic vysledky analyz (rekombinaéni nerovnovahy) také potvrzuji teorii kfizeni

Hammermesalty 2011 (61 nekodujicich autozomalnich sekvenci)
 ve 3 sledovanych subsaharskych populacich (2 lovecko-sbéraéskeé a 1
zemedeélska) nenasli neandrtalskou primés
 nasli vsak stopu po k Fizeni (rekombina€ni nerovnovaha — nebyla by v pfipadé
ancient substructure teorie) s doposud neur €enou archaickou populaci p fed
10 000 az 40 000 lety o velikosti mezi 0,5 az 2,0 %.

Zejména rekombina ¢€ni nerovnovaha potvrzuje teorii o genovem toku nez
archaickém p uvodu.




Neandrtalska p fimés neni vysledkem k Fizeni, ale struktury p dvodnich africkych
populaci (ancient substructure theory)

AvSak rada vysledk u tuto te@fiRepodporuje

Lohse and Frantz, 2014
» sekvencni analyza se zameérenim na cetnost mutaci v nerekombinujicich
oblastech
 vysledky :
» zamitaji model ,Ancestral structure in Afica“
* naopak velmi silné a jednoznacnée podporuji kfizeni s Neandrtalci v Eurasii
* s Cetnosti prenosu 3,4 - 7,3 %




Shrnuti

 podle po €tu rozdil G v mtDNA mezi Neandrtalci a sou €asnymi lidmi je z fejmé, ze
Neandrtalci a moderni ¢lovék mohli p redstavovat odliSné druhy

» avSak na zaklad é nékterych analyz (porovnani s rozmanitosti mezi poddruh y
Simpanz U) je mozne, Zze moderni__€lov ék a €lov ék neandrtalsky p Fedstavuji dva
poddruhy v ramci druhu _ Homo sapiens

* odliSnost mtDNA _ Neandrtalc i od mtDNA sou €asného ¢lov éka je tedy mozné
vysv étlit jak pomoci modelu nahrazeni, tak i modelu multi regionalniho

e neandrtalské mitochondrialni sekvence nebyly prokdazany v mtDNA ani
sou ¢asného, ani raného moderniho ¢lov éka

o vysledek vSak nevylu ¢€uje kF¥izeni a primés neandrtalské DNA - sekvence
mohly byt z genofondu moderniho  €lov éka eliminovany

e analyza jadernych sekvenci a genomové mapovani__ neandrtalské DNA
dokazaly p Fimés neandrtalské DNA v genomu mimoafrickych populaci
moderniho €lovéka (1 - 4% prispévek) = Neandrtalci jsou nasimi p  redky,
S nimiz jsme se K Fizili




Shrnuti

 kFizeni s Neandrtalci probihalo v obdobi p _Fed 50 000 az 80 000 lety , tedy pote, kdy
moderni €lovék migruje z Afriky

pak dale v Asii a Evrop &

e ZjiSt ény sm ér genoveho toku z neandrtalskych do modernich popul aci s moderni
MtDNA, chromozomem Y a jen malou p Fimési neandrtalské jaderné DNA je
pravd épodobn é vysledkem:
* pohlavniho vyb éru
» v kombinaci se snizenou vitalitou a fertilitou muzs kych k Fizencu
 a snizenou fitness potomk G neandrtalskych Zzen a modernich muz

 zatim nelze s ur éitosti vylou €it, ze neandrtalské sekvence v genomu moderniho
¢lov éka mimoafrickych populaci mohou byt poz  Ustatkem zd édénym od
archaickych populaci, ze kterych tyto mimoafrické po pulace vznikly ( ancient
substructure theory ) a nemusi tak byt d tkazem pro k Fizeni — na zaklad é
zvysujiciho se po ¢€tu aktualnich analyz je ovSem tato moznost  €im dal m éné
pravd épodobn éjsi




Analyza archaick & DNA

1) Analyza aDNA" clov éka

2) Analyza prvni neands@iske DNA

3) Analyza druhesm@andrtalske DNA

4) Interpret@@esnalezenych vysledk u

- Byl NEandrtalci odd elenym druhem nebo bylirodlisnym
poeddruhem a jsou sou casti nasi vlastaihistorie?

BYKFizili jsme se s Neandrtalci?
6) DalsSi nalezy a izolace neandrtalské DNA

7) Analyza jadernych sekvencl a sekvenovani genomu
Neandrtalce

8) Pro € Neandrtalci vyhynuli?

8) Dénisované — co 0 nich vime




Pro ¢ Neandrtalci vyhynuli?

e moznych sceénaru je vice — uvedeme si jen nekteré

» uvedeno vySe — po splynuti s populacemi moderniho ¢lovéka se jiz dale nemuseli
uéastnit na rozmnozovani nebo ve vzajemné konkurenci nemuseli obstat o zdroje

potravy

« dle po €itac¢ovych simulact je geneticka asimilace  (a zanik) velmirychla a i €inna a
to i tehdy, pokud nema asimilujici populace zadnou vétsi vyhodu

MtDNA MtDNA
Y Y

jaderna jaderna

neandrtalska moderni sou éasha

velmi vzacnée




Pro ¢ Neandrtalci vyhynuli?

2) Dusledek nahlych klimatickych zm  én

» zejména Neandrtalci v Evrop é byli vwborn é prizpusobeni drsnym podm inkam dob
ledovych = méli by lIépe obstat v konkurenci s neprizpusobenym modernim Clovékem

* néco je muselo oslabit — pravdépodobne kombinace vice faktoru

e existuji dvé klimatické udalosti, ktere by se zanikem Neandrtalci mohly souviset

Klimaticka zm éna €. 1

 k ni odkazuji p Fimo geneticke poznatky
 evropSti Neandrtalei'starSi 48 000 let jsou v mtDNA mnohem rozmanit €jSi (maji v

MtDNA vice mutaci) nez nap riklad moderni €lov ék
» avSak zapadoevropsti Neandrtalci mladsi 48 000 let maji nahle genetickou

rozmanitost mnohem mensi nez vychodoevropsti Neandrtalci  a nez vsichni
evropsti Neandrtalci starSi__ 48 000 let




Pro ¢ Neandrtalci vyhynuli?

Klimaticka zm éna €. 1

» v tomto obdobi se tedy muselo n eco odehrat na podstatné ¢€asti uzem i Evropy
= néco, co jejich populaci wrazn é zdecimovalo

» obdobi je v prekryvu s klimatickou epizodou rychleho a kratkeho ochlazeni
(,Marine isotope stage three*) - mélo vyznamny dopad praveé na klima zapadni Evropy
40 30 20 10 48 178

thousands of years ago T years ago
j = 48 ka

| sea level
65 metres
below today

» nékteri Neandrtalci prezivaji toto obdobi v refugiich (jako malé izolované populace)

» vedlo k poklesu jejich rozmanitosti

o tito Neandrtalci pak jiz byli na dalSi zmény mnohem citlivéjSi a mohl to byt tak zacatek
jejich konce




Pro ¢ Neandrtalci vyhynuli?

2) Dusledek nahlych klimatickych zm en

* do takto oslabenych populaci Neandrtalct pak prichazi pred 45 000 az 40 000 lety
silné populace moderniho Cloveka

Klimaticka zm éna €. 2

 pred asi 40 000 lety dochazi k masivnimu sope €nému vylevu na Flegrejskych polich

(v oblasti dnesni zapadni ltahe)
* nejvetsi vulkanicka erupce ve Stredomori za poslednich 200 000 let

» sope ény popel pokryl tzemi o rozloze az 300 km? s naslednou vulkanickou zimou
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Pro ¢ Neandrtalci vyhynuli?

2) Dusledek nahlych klimatickych zm én

Klimaticka zm éna €. 2

» sope ¢ény popel pokryl tzemi o rozloze az 300 km? s naslednou vulkanickou zimou

40 000

YEArE agqo

27 metres
oday

. E:Eh] wt

é

» pravdépodobné dokon ¢uje zanik neandrtalskych populaci v Evrop




Pro ¢ Neandrtalci vyhynuli?

3) Vlivem patogen U

Spongioformni encefalopatie

v dusledku kanibalismu se rozSifilo prionove onemocn éni — neni vsak jisté, jak moc

byl kanibalismus rozSifreny mezi Neandrtalci

* dalSi pfenos také pres infikovane kamenne nastroje

» Neandrtalci vSak zili v malych aizolovanych skupinach = prenos by tak asi nebyl
pFiliS vyznamny

» mohlo prispét k zaniku maximalne nekolika skupin (pokud vubec — dukazy nejsou)

Underdown, 2008

Africky patogen modernich lidi

» Neandrtalci se dobfe pfizpusobili euroasijskym
patogenum

* moderni ¢lovék se dobfe pfizpusobil africkym

 po kontaktu s modernimi lidmi se Neandrtalci
potkavaji s patogeny pron € novymi

* jednim z vaznych kandidatu jsou viry z rodiny
Herpesviridae

o | === Travel route of VZV and other viruses

Wolff and Greenwood, 2010




Pro ¢ Neandrtalci vyhynuli?

4) Vliv polutant U prost redi

« téZké kovy, saze a dalSi zplodiny z kou re (napk. dioxiny), které Neandrtalci vdechovali
béhem pobytu v jeskynnich a skalnich pristfescich

 to mélo kratkodoby, ale i dlouhodoby t€inek na jejich zdravi a zejména pak u déti,
které dychaji rychleji nez dospéli a jsou tak vystaveny vétSim davkam

« vedlo to od podrazd éni o€i a kuze, pres rozedmu plic az k nador im
* nezanedbatelny je take u déti vliv na nékteré dalSi organy, jako je jejich vyvijejici se
mozek a jiné organy nebo negativni vlivy na imunitni systém  apod.

 soucasneé studie tykajici se koureni také ukazuji predevSim vliv na zdraviusyn Qv
nasledujicich dvou generacich, jejichz otec byl kufak

Stgrmer, 2006




Pro ¢ Neandrtalci vyhynuli?

 za vyhynutim Neandrtalcu stoji s nejvétSi pravdépodobnosti slozity komplex vétSiho
mnozstvi ekologickych, klimatickych, zdravotnich a sociokulturnich vlivu

* nejzasadnéjSi dopad vSak ziejmé mély priciny 1) a 2)

o varianty 3) a 4) jsou malo pravdépodobné, i kdyz mohly mit svuj podil




Zajimavost — neandrtalsky edkaz v nasich geneehn

V genomu moderniho ¢lovéka nalezeny geny a mutace neandrtalského plvodu

» geny pro keratinova filamenta obsahuji vyznamnou pfimeés neandrtalskych
sekvenci
» keratin v kuzi, nehtech a vlasech — ochrana vuci patogenum, vodé a
chladu
» neandrtalske alely tak pravdépodobné pomohly modernim lidem s
adaptaci na chladné mimo-africké podminky prostredi
(Sankararaman et al. 2014)

» geny zapojeneé do lipidoveho katabolismu

* U populaci s evropskym puvodem jsou 3x CastéjSi, s nalezenym vlivem
pozitivni selekce

» neandrtalske alely mely pro moderniho ¢lovéka v evropské oblasti
zjevnou selekéni vyhodu

» neandrtalskeé alely ovlivriuji sekreci inzulinu a ukladani tuku

 pravdépodobné jim v soucasnosti vdécCime za obezitu, cukrovku,
vysokou hladinu cholesterolu a ve vysledku za srdecné-cevni choroby

(Jsou CastejSi prave u populaci s evropskym plvodem, oproti Neandrtalcim se tolik

nehybeme, mame dostatek potravy a zijeme v interglacialu)
(Khrameeva et al. 2014)




Zajimavost — neandrtalsky edkaz v nasich geneehn

V genomu moderniho ¢lovéka nalezeny geny a mutace neandrtalského plvodu

» dalSi archaicke sekvence zapojene do lipidoveho metabol Ismu
* nalezeny v populaci mexickych indianu's cukrovkou 2. typu

e tento haplotyp asociovany s DM 2. typu se u puvodnich Ameriéanu vyskytuje s
vice nez 50% cetnosti

« v populacich vychodnich Asiatu pouze s ¢etnosti 10 %
» a v populacich Evropanu a Ameri¢anu jen velmi vzacné

» sekvence ma archaicky puvod — pravdépodobné dusledek kfizeni s Neandrtalci
* vysoka cetnost u puvodnich Americanu pravdépodobné dusledek genoveho posunu
 VYSSI primés u Asiatl nez Evropanu souhlasi s poznatky o kfizeni




Zajimavost — neandrtalsky edkaz v nasich geneehn

V genomu moderniho ¢lovéka nalezeny geny a mutace neandrtalského plvodu

» mutace v genu FOXP2 (feC a pamét)
* mutace v genu ABO (skupina 0)

» mutace v genu TAS2R38 (Citlivost/necitlivost na horkou chut PTC
(u neandrtalskych kosti starych 48 000 let nalezena stejna mutace
zpusobujici nechutnacstvi jako u moderniho ¢lovéka)

» nalezeny néktere alely s neandrtalskym pivodem pro onemocnéni jako:
« diabetes 2. typu
o lupus
* Crohnova choroba
e biliarni cirhoza

» zavislost u kuraku (Sankararaman et al. 2014)

* gen MC1R (zrzavost, odliSné mutace od moderniho ¢lovéka)




Shrnuti

Kapitola Out of Africa X M __ultiregionalni model
x v'*

Neandrtalska DNA

*avSak neni uplné v souladu ani s multiregionalnim modelem — pfispévek je maly a ukazuje spiSe
na kfizeni nez vyvoj z archaickych populaci

Asimila €ni model — vychazi z modelu ,Out of Africa“ a obohacuje ho o kfizeni s
archaickymi populacemi.




Analyza archaick & DNA

1) Analyza aDNA" clov éka

2) Analyza prvni neands@iske DNA

3) Analyza druhesm@andrtalske DNA

4) Interpret@@esnalezenych vysledk u

- Byl NEandrtalci odd elenym druhem nebo bylirodlisnym
poeddruhem a jsou sou casti nasi vlastaihistorie?

BYKFizili jsme se s Neandrtalci?
6) DalsSi nalezy a izolace neandrtalské DNA

7) Analyza jadernych sekvencl a sekvenovani genomu
Neandrtalce

8) Proc¢ Neandrtalcimyhynuli?

8) Dénisované — co 0 nich vime




8) Dénisované

« v dobég, kdy se na uzemi Asie a Evropy potkavali Neandrtalci a prvni moderni lide,
pobyval na Uzemi Asie jesté dalSi archaicky typ* populace - ,Dénisované “

o tento odlisny typ archaického cloveka byl identifikovan pouze na zaklad € jediného
nalezeného €lanku prstu pomoci mtDNA'a jaderné DNA, zena - Jizni Sibiri, Altaj,
Dénisovova jeskyné, stari mezi 50 000 az 30 000 lety (Krause et al., 2010)

» Dénisované jsou odlisni nejen od moderniho ¢lovéka, ale i od Neandrtalc

Hurman=hurman

Meanderthal-tuwman

L
L
=
L
[
=
=
x
L=
3

Dt a=humriau

Plumbssr o

100 150 200 250 300 350 400

Pairwise nuclectide distance

 geneticka odliSnost stanovena na zakladé mtDNA

 potvrzena i na zakladé morfologie nalezeného zubu
(zub patfil jinému jedinci)

* nelze pouzit termin druh, termin poddruh muze byt nepfesny = radéji jsem pouzil termin ,odliSny typ populace*®




Deénisované

» Dénisované jsou odlisni nejen od moderniho ¢lovéka, ale | od Neandrtalc G
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Fylogeneticky strom odrazejici podobnost mtDNA mezi souc¢asnymi populacemi moderniho
Clovéka, Neandrtalci a Dénisovany.




Deénisované

» Dénisované jsou odlisni nejen od moderniho ¢lovéka, ale | od Neandrtalc U

 potvrzeno analyzou jaderné _ DNA

Crenisova

Mezmaiskaya 1

Vindija 33.26

Vindija 33.25

Vindija 33.16

Franch

Yoruba

» analyza jaderné DNA ukazala (Krause et al., 2010):
* spole €énou historii s Neandrtalci
» prokazala, ze jsou jejich sesterskou populaci




Deénisované

« analyza jaderné DNA ukéazala (Krause et al., 2010):
* na genovy tok , ktery probihal mezi D eénisovany @ modernimi Melanésany
* nikoliv vSak mezi Dénisovany a modernimi Euroasiaty
» Dénisované p fispéli 4 — 6 % do genomu Sou casnych melanésan 0
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Dénisované
Reich et al., 2011

* DNA Dénisovan U prokazali u 33 populaci Asie a Oceanie
 napr. u puvodnich obyvatelé Australie, filipinskych Mamanwu, vychodnich
Indonésanu, obyvatel Papui Nove Guineje, Fidzanu, Polynésanu

» naopak pfimés neprokazali u vychodnich asiatu, zapadnich Indonésanu, obyvatel
Malajsie (Jehai) a Andamanskych ostrovl (Onge)
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Deénisované

Skoglund a Jakobsson, 2011

» pomoci SNP prokazali, Zze alely D énisovan & jsou I u vychodnich Asiat __u*, ale
v mnohem mensich ¢etnostech nez v Oceani

 kfizeni nastalo uz v jihovychodni Asii u predka dnesnich populaci v Oceanii a
Vychodni Asii**

Pozn.: vysSi frekvence dénisovanskych alel muze
byt zpUsobena silnéjSim genovym posunem - Viz
Papua Nova Guinea***, Jizni Amerika




Deénisované

Fu et al., 2013 o B
uetal., o
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* prokazali pfimeés neandrtalske DNA
» neprokazali pfimés denisovanske DNA

African
+ European Papuanci
o Mozabite
Western Asian
Ceniral&South Asian
East Asian
Papuan
Melanesian
Tiarnyuan
Native American Melanésané

Vychod Asie - dva typy populaci
S pfimési pouze neandrtalské DNA
* S pfimési neandrtalské i dénisovanské
DNA
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Fercent alleles shared with the Denisovan and Meandertal genomeas




Deénisované

= dle dosavadnich poznatku jsou zfrejmé minim alné dve viny osidleny Asie

 prvni vina dorazila az do jihovychodni Asie a pokracovala v osidleni vychodu
Indonésie, Australie a Papui Nove Guineje a nékterych ostrovu v Pacifiku
(kfizeni s Dénisovany) a stopy vedou i do Vychodni Asie (Skoglund a Jakobsson, 2011)

» druha vina osidlila vaitrozemi a vychod Asie, zapad Indonésie a nékteré dalsi
ostrovy Pacifiku




Deénisované

* Reich et al., 2011
» analyza DNA - stejnymi dvéma vinami osidlena I Australie

Pozn.: Dingo — minimalné dalSi vina pred asi'5 000 lety
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e Irina Pugach et al., 2013 — prokazali genovy tok do puvodnich australskych populaci
pred 4 230 lety s nejvétsi pravdépodobnosti z Indie




Zajimavost — u Neandrtalc U zjiSteny p ribuzensSkess natky

» genomove sekvenovani ¢lanku prstu archaické zeny ze Sibire, jeskyné
Dénisovova, stari asi 50 000 let

« MtDNA kompletné osekvenovana — stanoveno, ze jde o Neandrtalce

 MtDNA vykazovala vysokou podobnost's mtDNA ditéte z kavkazske jeskyné
Mezmaiskaya

« genomova DNA potvrdila, ze jde o Neandrtalskou zenu

* stari spole¢ného predka moderniho clovéka, Neandrtalci a Dénisovanu stanovena ha
553 000-589 000 let, spolecny predek Neandrtalct a Dénisovanu zil pred 381 000 lety

 rodi ¢e neandrtalske zeny byli v p Fibuzenském vztahu (F=1/8) — moznosti viz obrazek

Danlisova |
® |

= Vindija
e

Mazmalskaya
TP, W

Rodice byli potomky Rodice byli Rodice byli Rodice byli

) dvojiteho shatku bratrance  ggdegek a vnudka  polosourozenci Stryc a netef
Prufer et al., 2014 a sestfenice




e srovnhani sekvenci ukazalo, Ze inbriding nebyl u altajskych Neandrtalcu
vyjimecny

« dalSi analyzy ukazi, zda byl inbriding praktikovan i Neandrtalci v jinych
oblastech

Sardinian
. Papuan

Altai B
Mixe
" . : i . . ! Karitiana

Altai without inbreeding i : . : -
+ | 5 . . Denisava
2 Altai Neandertal
Denisova

MNon-African
Altai Neanderthal | Grandfather and granddaughter

: minus recent m—
African inbreeding |Half siblings

Uncle and niece

6 B 10 0.02 0.04 0.06 0.08
Fraction of genome in runs of homozygosity »2.5 ¢M and <10 cM

Heterozygosity (x103)

Pokles heterozygotnosti u altajskych Neandrtalcu
vlivem inbridingu

Prufer et al., 2014




Zajimavost — u Neandrtalc U zjiSteny p ribuzensSkess natky

* Prufer et al. (2014) také zpresnili prispevek neandrtalske DNA do DNA
mimoarfrickych populaci = pohybuje se mezi 1,5 — 2,1 %

e tato neandrtalska DNA je pfitom vice pribuznéjsSi k neandrtalské DNA Mezmaiskaya
z Kavkazu nez k sibifské nebo chorvatske neandrtalské DNA — bude vSak potfeba
jeste overit

« zjistili genovy tok altajskych Neandrtalci do genomu Dénisovanu o velikosti minimalné
0,5 % velikosti genomu Dénisovanu (nejsilnéjsi byl u lokusu HLA a v oblasti shluku
genu CRISP na chromozomu 6 — vliv na funkci imunity a spermii)

Denisovans
Modern humans Neanderthals

— D.l. Denisova
e €205, Altai

Vindija
Mezmaiskaya
=N

Potential
unknown
hominin

Prufer et al., 2014




Zajimavost — u Neandrtalc U zjiSteny p ribuzensSkess natky

* objevili genovy tok prastaré archaicke linie do genemu Denisovanu

* jednalo se o davného predka pred oddélenim moedernich lidi, Neandrtalci a Dénisovanu

» odhadované stafi dle DNA na 0,9 — 1,4 milionu let (1,1 — 4,0 miliony podle jinych vypodctu)

» velikost genového toku od teto nezname archaicke linie byla stanovena na 2,7 — 5,8 %
(0,5 — 8,0 % podle jinych vypoctu)

* v oblasti BOLA2 zjistili u soucasnyeh lidi zmnozeni do 2 — 5 kopii (oproti archaickym, kde je
jen jedna kopie na haploidni sadu) — blizko mist mikrodelece asociované s opozdénym
vyvojem, mentalnim postizenim a autismem

e pracuji na katalogu, kde srovnaji sekvence modernich lidi, Neandrtalct, Dénisovanu a
velkych opic

Denisovans
Modern humans Neanderthals
D.l. Denisova
Altai
Vindija
Mezmaiskaya

~ NI

Potential
N unknown

\ / hominin

ol

Prufer et al., 2014




v s 0 o s - Meyer et al., 2014
Deénisovanska DNA u poz ustatk u z ,Jamy kositi

« jeskynni komplex v Sierra de Atapuerca v severnim Spanélsku

e v misté ,Sima de los Huesos* — ,Jama kosti“ — kosterni pozustatky 28 jedincu
* stafi vice nez 300 000 let

 nesly radu znaku jako H. heidelbergensis, ale také neandrtalskych znakdu

1 Sima de los Huesos 8 Engis

2 Denisova 9 Feldhofer

3 El Sidran 10 Monti Lessini
- 4 Valdegoba 11 Vindija

5 Les Rochers-de-Villeneuve 12 Mezmaiskaya

6 La Chapelle-aux-Saints 13 Teshik-Tash

7 Scladina 14 Okladnikov

L liego




v - p o o p e Meyer et al., 2014
Deénisovanska DNA u poz ustatk u z ,Jamy kositi

» kompletné osekvenovana mtDNA
» sekvence vykazuji podobnost s mtDNA Dénisovanu

« stari linie vedouci k Sima de los Huesos stanoveno na 400 000 let (datovani upfesnila analyza
kosternich pozustatkd jeskynniho medvéda Ursus deningeri)

* na zakladé predchozi studie se zda, ze by se mohlo jednat o dusledek genoveho toku
predka, ktery zil pred oddélenim linii vedoucich k Dénisovanum a to jednak do populaci
vedoucich k H. heidelbergensis a do populaci vedoucich k Dénisovantum

* nezbytné bude k potvrzeni a osvetleni moznych scénaru prozkoumat jadernou DNA —
| pfes obrovské stari materialu nadeje na uspeéch existuje vzhledem ke specialnim
podminkam v ,Jame kosti“ a zdokonalenym izola¢nim a sekvenacnim metodam

A Sima de los Huesos

I Denisovans

I Neanderthals

I Africans

Asians and
Europeans




Deénisované

Mozné zav éry:

 pravdépodobné existovalo vedle sebe vice typ U archaickych populaci  ve stejném
case

* byl prokazan genovy tok do modernich populaci a to v podobné mi re kolem 4 %

 archaické pfedchudce, minimalné Neandrtalce a D énisovany , musime zahrnout do
nasi historie

« z biologického hlediska jsou odliSnym poddruhem
» genovy tok byl maly v dusledku kfizeni pouze v €ele migracni viny a v dusledku
vétSi populace moderniho ¢lovéka

 neni tim vSak vylou €en vyhradn é africky p uvod moderniho ¢lovéka

e tyto zav éry:
* nelze jednoznacné propojit ani s modelem ,Out of Africa“, ani s multiregionalnim

modelem
e avSak jsou v souladu nap F. s predpoklady modelu ,Mostly out of Africa“ a

Asimila énim modelem




