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Tafonomie
Rozklad téla po smrti
Rozklad tkani

Rozklad a poskozeni DNA
- okolnosti zachovani DNA
- chemické modifikace bazi



Tafonomie

e Zabyva se transportem, akumulaci, fosilizaci,
zmeénami organickych zbytkt v prubéhu diageneze a
jejich pripadnou destrukci

* Slovo tafonomie pochazi ze dvou reckych slov, a to

,2taphos” coz znamena ,smrt a ,,nomos*, coz lze
prelozit jako ,,princip®



Tafonomie

e Plvod terminu (Efremov 1940) — jako studium ,,zakonitosti
spojenych s pohrbivanim®
e Rozsireno:

 The term taphonomy refers to the biological, physical, and
chemical processes that contribute to fossil preservation
(Allison and Briggs 1991).

* Ukoly tafonomie:

- Rekonstrukce puvodniho prostredi

- Urceni faktoru, které zpUsobily destrukce a abraze kosti

- Urceni procesu a pricin, které vedly k danému rozmisténi kosti

- Odliseni lidskych/intenciondlnich od
mimolidskych/neintenciondalnich zasah



Body farm

* https://www.youtube.com/watch?v=GCyiczAcRBY



Smrt organismu

e Zastaveni zivotnich funkci v
organismu spojené s nevratnymi
zmeénami, které obnoveni zivotnich
funkci znemoznuji



Posloupnost dekompozice

. Cerstva — autolyza (algor mortis, livor mortis, rigor
mortis)

2. Nafouknuti — putrefakce

3. Rozklad — putrefakce a karnivorie

4. Diageneze



Dekompozice

4 minuty po smrti organismu
Zacina autolyza - O,, CO,, pH
Bunécné enzymy: lipazy, proteazy, amylazy...

Nejrychlejsi rozpad v metabolicky nejaktivnéjsich
castech (jatra) a v tkanich s nejvyssim obsahem
vody (mozek)



Putrefakce

* Destrukce mekkych tkani mikroorganismy

e Vysledek katabolismu tkani na plyny, tekutiny
a jednodussi molekuly

e Anaerobni fermentace



Karmvorove dekomp02|t ri

Hmyz
Hlodavci

Selmy

Mikroorganismy

Rané (napr. Staphylococcus, Candida, Malasseria,
Baccilus, Strepococcus)

Pozdni (napr. Clostridium, Serratia, Klebsidella, Prateus)
Enviromentalni (Agrobacterium, houby)
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Diageneze

 Termin diageneze v antropologii a paleontologii popisuje zmény,
které se déji na kosternim materialu po umrti jedince

 Makroskopicka

* Na urovni prvk

 Chemické poskozeni organické i anorganické faze
* Fosilizace
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Postmortem degradace DNA

Endogenni rozklad DNA (nukleazy...)
Exogenni rozklad DNA (mikroorganismy)
Hydrolytické procesy

Oxidativni procesy



Faktory ovlivnujici zachovalost aDNA

e Stari nalezu
- dosud neni prokazana prima souvislost
- spise nez faktor véku ma vyznam ,, thermal age™:
kombinace stari a teploty, které byl vzorek vystaven
- plato faze



Faktory ovlivnujici zachovalost aDNA

e Teplota

- Teplota pudy
- Teplota pri deponovani
- Idealni podminky: rychle zmrazena tkan + permafrost

- Stala teplota bez prudsich vykyvu — PO CELOU DOBU
ANALYZY
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Faktory ovlivnujici zachovalost aDNA

Pudni podminky

Obsah anorganické slozky

Obsah organické slozky — humus, mikroorganismy

Vhodné mérit slozeni pudy jako jeden z faktoru zachovalosti
Hladina spodni vody a vlhkost pudy



Faktory ovliviujici zachovalost aDNA

e Hodnota pH

* |dealnije neutralni Ci lehce
alkalické pH, pri zméné pH
dochazi k modifikaci
hydroxyapatitu

PisCita plida ve Znojmé Hradisti (foto: Kratochuvil)
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Faktory ovlivinujici zachovalost aDNA

e Mikroorganismy

* Endogenni — exogenni — pridané Cinnosti ¢loveka ( fekalie
pri hnojeni)

Agrobacterium tumefaciens E. coli
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Faktory ovlivnujici zachovalost aDNA

e Délka skladovani
- v depozitari probiha degradace az 70 x rychleji

- po 60 letech deponovani se jiz nepodari vyizolovat
DNA

- myti urychli degradaci 7x
- plisné
- SPOLUPRACE S ARCHEOLOGY!



Faktory ovlivnujici zachovalost aDNA

Zpusob odbéru tkané

- v terénu

- v laboratofri — vrtaky, zubarské vrtacky
- pulverizace vzorky

- nutno vzorek silné podchladit (-80°C hlubokomrazici box,
tekuty dusik...)



Faktory ovlivnujici zachovalost aDNA

UV zareni

Skodlivé pro kosterni material na povrchu
Dale pusobi po exkavaci
Tvorba volnych radikalu






Predikce zachovalosti aDNA

* DNA se v kosti vaze
e s organickou slozkou (kolagen a dalsi proteiny)
* s anorganickou slozkou — hydroxyapatit

Obé vazby prokazany in vitro
Nutné zameérit izolacni protokol na obé slozky



Predikce zachovalosti aDNA

e Zachovalost skeletu

 Makroskopicka — abraze, zména porozity,
fragmentarnost materialu, misto zdroje vzorku

* Mikroskopicka — pritomnost recentnich plisni,
ubyvani krystalické struktury hydroxyapatitu,
struktura kostni tkané
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Predikce zachovalosti aDNA

Racemizace aminokyselin

D a L-forma aminokyselin

Kys. asparagova (napr. serin)

vyrovnani vyskytu obou forem aminokyselin ovlivnéna:
teplotou, pritomnosti vody, nékterymi ionty kovu

pomer racemizace kyseliny asparagové koreluje s
pomérem depurinace DNA a tedy se zachovalosti aDNA
(Poinar et al. 1996)

Ve vzorcich, kde pomér D/L enantiomerU kys. sparagové
>0,08 se jiz nenachazi zadna amplifikovatelna aDNA




Predikce zachovalosti aDNA

Rozpad aminokyselin

glycin, prolin, hydroxyprolin, alanin
Rozpad kolagenu

,2thermal age“
Rozpad hydroxyapatitu

primoumerny rozpadu kolagenu



Chemické zmény aDNA

* Cilem poskozeni je cela molekula dna
- fosfat, deoxribdza i nukleotidy
100 pb =500 pb v zavislosti na stari
e 2 zakladni typy poskozeni:
hydrolytické - voda
oxidativni — volné radikaly, peroxid vodiku




Chemické zmény aDNA

* tranzice - nahrazena purinova baze jinou
purinovou bazi nebo pyrimidinova
pyrimidinovou

transverze - nahrazena purinova baze
pyrimidinovou nebo naopak




Chemické zmény aDNA

Transitions: pyrimidine to purine to
pyrimdine purine
T ——p A - (3

Transversions: pyrimidine purine to
to purine pyrimidine

A T
T A _<

G c



Hydrolitick* =~*!-~=~=f ~NniA

* Cile hydrolitického ¢
Fosfodiesterova vazba
kratké useky DNA




Hydrolitické no&kazeni aDNA

Squelette
sucre-phosphate

* Cile hydrolitickéh
Cytosin a 5-methylc

- dochazi k deami



Oxidativni poskozeni aDNA

* Cile oxidativniho poskozeni

- dvojité vazby purinu a
pyrimidinu

- tvorba cyklickych
fragmentarnich molekul




Oxidativni poskozeni aDNA

* Cile oxidativniho poskozeni

Deoxyribdza

blokace polymerazy




Opatreni proti poskozeni aDNA pri
analyzach

* Design oligonukleotidu — produkt PCR do 200 pb

* Pouziti specialni polymeraz — HiFi Tag DNA polymerase, Tag
DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen), Restorase® DNA
Polymerase (Sigma Aldrich)

e Klonovani produktu PCR v bakteriich a az poté nasleduje
sekvenovani



MapDamage

Software pro autentifikaci sekvence aDNA
Aplikovatelny pro vysledky NGS

Vyhledava v sekvencich specifické zameény a
délku fragmentu
Sekvence s aDNA mutacemi klastruje zvlast od

sekvenci bez zmeén (recentni kontaminantni
DNA)

Zdarma ke stazeni (Mac, Linux)




