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Metody analyzy aDNA:
Metody |. —12. 10.

1) Vybér vhodného vzorku, ocCisténi, separace tkane
2) I1zolace DNA - lyzace, dekalcifikace, purifikace
3) Amplifikace aDNA

Metody Il. —19. 10.

1) qPCR, klonovani aDNA
2) Sangerova sekvenace

3) Masivni paralelni sekvenovani
4) aDNA a epigenetika, aRNA
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Metody |.

Odbér vhodného vzorku aDNA v terénu
« Spoluprace s archeologickymi institucemi
* Prevencni opatfeni proti kontaminaci a zamezeni urychleni degradace
« Zhodnoceni podminek nalezu, fotodokumentace
« Nutnost dodrzovat protikontaminacCni opatfeni

Odstranéni ornice, zarovnani plochy Ojedinely nalez — exkavace skeletu Jeskyne El Sidrén

na spras, detekce hrobovych jam, Plosné pohrebisté — odbér lebky Lalueza-Fox C et
odkryti hrobu na Uroven lebky. al., 2008
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Metody I.

Tkan pro izolaci aDNA

~+ Zub nebo dlouhd kost (Sosa etal., N
2013; Prinz et al., 2007). E 2

« Kost musi byt tvrda, tézka, bez
porézni struktury, prasklin a
poskozeni.

« Zub ma mit zachovalé koreny
(Bollongio et al., 2008).

* DNA se v kosti fixuje jiz za zivota

Clovéka béhem remodelace

kostni tkané (Campos et al.

2012) .

Prechod epifyzy a diafyzy

S rozvojem technik NGS

| bylo prokazano, ze aDNA
““' byla nejvice zachovana v
- | kosti skalni, kterd je

e | soUCAsti kosti spankové
(Pinhasi et al., 2015).

cement
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Metody I.

Preizolacni zpracovani vzorku
Mechanické odstranéni zeminy - kost nebo zub neumyvame,
pouze lehce utfeme DNA free vodou (Rohland et Hofreiter, 2007),
poté latkou degradujici povrchovou DNA
Z kosti je bruskou vyriznut fragment cca 1 x 1 cm, zub pouzijeme
cely, popr. pouze koren
Tkan je exponovana pod zdrojem UV zareni (254 nm) po dobu 20
minut z kazdé strany
Poté je vzorek ulozen do hlubokomrazicicho boxu (-80° C) na
minimalné 24 hodin.
Nasledné je podchlazeny vzorek tkdané homogenizovan
(pulverizovan).




Metody I.

|zolace aDNA
e Extrakce aDNA je klicovym krokem k uspéchu v naslednych analyzach.
* Charakteristika tzv. ,low copy number”, LCN (Bar et al., 2000; Capelli et al., 2003; Allonso
et al., 2004; Edson et al., 2004; von Wurmb-Schwark et al., 2008; Alaeddini et al., 2010).
Pri extrakci aDNA musi byt odstranéna jak organicka, tak i anorganicka slozka kosti, tak aby
nedoslo ke ztraté aDNA di jeji dalSi degradaci.

Anorganicka slozka — hydroxyapatit
Organicka - kolagenem typu I.

Vhodny protokol pro extrakci aDNA také odstrani potencionalni inhibitory enzymatickych
reakci (HOss et al., 1993; Kalmar et al., 2000, Keyser-Tracqui and Ludes, 2005)!

Dodnes neni k dispozici protokol, ktery by dokazal resit vSechny komplikace spojené
s extrakci aDNA (Anderung et al., 2008).
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Metody I.

Lyzace + dekalcifikace kostni tkané

e Extrakce aDNA =1) lyzace +
dekalcifikace a 2) purifikace DNA.

* 50 mg - 40 g kostniho prasku

e Lyzace = inkubace kostniho prasku
v pufru slozeného z kyseliny
etylendiamintetraoctové (EDTA),
proteindzy K a rtznych aditiv
(dodecylsulfat sodny, dithiothreitol,
Triton X-100, N-lauryl sarkosin).
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Pritomnost huminovych
kyselin znaci tmavé
zabarveni lyzatu.




Metody I.

Lyzace + dekalcifikace kostni tkané
 EDTA je chelacni Cinidlo, které vychytava dvojmocné vapenaté
ionty a také chrani DNA pred pusobenim nukleaz (Loreille et
al., 2007; Butler, 2005).
* Proteinaza K stépi z karboxylové strany hydrofobni, alifaticke a
aromatické aminokyseliny, ¢imz zapfricinuje digesci proteind,
zejména kolagenu.

e 3—-24 hodin. Purifikace aDNA

1. fenol-chloroformova extrakce
— T P4 7 v 7 .
2. adsorpce DNA na silikatoveé castice

3. adsorpce DNA na magnetické kulicky




Metody I.

Purifikace aDNA: fenol — chloroformova metoda

Odstranéni proteinl extrakci pufrem ekvilibrovanym smési fenolu a
chloroformu (fenol:chloroform:isoamylalkohol v poméru 25:24:1)

— smés fenol + chloroform se nemisi s vodou - ve vodném prostredi
bunécného lyzatu tvorba 2 vrstev: tézsi organické faze a lehci vodné faze

N
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aqueous phase
phase lock gel

organic phase

promichani smési - denaturace proteinl a jejich
vysrazeni a centrifugace: oddéleni tézsi organické
faze od lehéi vodné faze (s nukleovymi kyselinami)
ziskame vodny roztok DNA bez proteinu,
naredény a se stopami fenolu a chloroformu -
precipitace alkoholem (etanolem nebo
isopropanolem) nebo zkoncentrovani kolonami.
http://www.youtube.com/watch?v=JNI1kjw9ZDQ
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Metody I.
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Purifikace aDNA: vazba na silikat

DNA se vaze na silikatovy povrch v pritomnosti chaotropnich soli

(napf. GUSCN —guanidinium thiokyanat, Nal), které narusuji vodikové

mustky mezi molekulami vody a DNA a méni rozpustnost DNA ve

vodnych roztocich.

Metoda obecné zahrnuje nasleduijici kroky:

1) Pridani silikatovych kulicek (z dioxidu kfemiku) a chaotropnich soli k

pufru s DNA

2) Adsorpce DNA na sklenény povrch

3) Sedimentace kuli¢ek -~

4) Odsati supernatantu <

5) Uvolnéni DNA do roztoku snizenim iontové sily T—j
T
P

6) Vysrazeni DNA alkoholem, promyti a rozpusténi precisténé DNA ve
vodném roztoku

Pro purifikaci aDNA se nejhojnéji vyuzivaji castecné predhotovené kity,

které vyuzivaji silikatové frity v kolonce (sklenéné sitko/membrana ve

zkumavce bez dna).

DNA se v pritomnosti chaotropnich soli zachyti na frité - lze ji promyvat. Pure genomic DNA
wiral nucleic acid

[ Elute

i
- a-i' \
U=AL UL




Metody I.

Purifikace aDNA: vazba na magnetické kulicky

http://www.youtube.com/watch?v=NGp671m1__A
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Metody I.

Amplifikace aDNA
* PCR ajeji modifikace

 Klonovani aDNA v bakteriich

Polymerdzova retézova reakce
PCR

1. Denaturace

2. Annealing
3. Elongace

http://www.youtube.com/wat
ch?v=eEcy9k_KsDI

brac

Objev Polymerazové retézové reakce

e 1971 Kleppe et al. objev
amplifikace in vitro

e 1976 objev termostabilni
polymerazy z Thermus aquaticus
(Chien et al., 1976)

e 1983 Mullis pracujici ve
spolecnosti Cetu Corporation
(Kalifornie) vymyslel koncept PCR

. 1993 Nobelova cena za chemii




Metody |.

Slozeni reakcni smesi aDNA

Primery
Unikatni sekvence
Délka okolo 30 pb

Sekundarni struktury

Dimery primer(!!

Rovhomérné AC/GT

Aditiva dNPS
BSA
dimetylsulfoxid
Triton atd...

Templatova aDNA

Reakéni smés: 1 — 50 pl
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lonty

Mg nebo Li ve formé soli
volné Mg?*

koncentrace 1 mM -5 mM

Polymeraza




Metody I.

Slozeni reakcni smesi aDNA

Primery

Teplota nasedani ~ 60° C

Sekvencné i druhové specifické
Dimery!!!

OVERLAPPING PRIMERS STRATEGIE

dNPS lonty
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AFDIL Mini-primer
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Modified Mini-primer
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Rezidua Ca mohou inhibovat Mg, proto je
nutné optimalizovat jejich koncentraci tzv.
HORCIKOVOU RADOU

Polymeraza

Templatova aDNA
\p~ 424

Reakcni smeés: 20 — 50 pl

Aditiva

BSA — bovinni sérovy albumin,
napomaha cinnosti polymerazy
Triton — detergent,
spermaticka lososi DNA




Metody I.

Polymerdza ST e

* Enzym polymeraza pochazi z bakterie Thermus aquaticus
(Tag polymeraza), Tth (Thermus thermophilus) nebo Tfl
(Thermus flavus), pro analyzu aDNA se vSak nejCastéji
pouzivaji modifikované polymerazy, které se v prirodée
nevyskytuji.

* Polymeraza je pri amplifikaci aDNA nejCastéji zasazena
inhibitory a poskozenim templatové molekuly. Bud' je enzym
inhibovan, coz zpUsobi nizsi vytézek reakce nebo castecné Ci
zcela selze, coz ma za nasledek falesné negativni vysledek.
Redenim je navyseni poctu jednotek (U) polymerazy v PCR
smesi.
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Metody I.

Polymerdza

* Modifikace polymeraz:

Hot start — napr. Amplitaq Gold polymerase

Presné - Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity,

Phusion Hot Start

Reparacni — napr. Restorase DNA polymerase

Kromé vlastni amplifikace mUze byt aDNA reparovana i smési
enzymu, které se cyklovani neucastni — napf. PreCR Repair Mix
(New England Biolabs);
https://www.neb.com/tools-and-resources/usage-
guidelines/dna-damage-and-precr




Metody I.

Modifikace podminek cyklovani aDNA:

Pocet cyklt reakce (az 50)

1) Hot start PCR: vyuZiva hot start polymerazu, ktera redukuje nespecifickou
amplifikaci, polymeraza je chemicky (protildtkou) nebo mechanicky modifikovana tak,
aby jeji aktivita byla spusténa az zahranim na 95 °C.

2) Multiplexova PCR: amplifikace vice lokust béhem jedné reakce, je vSak nutna
dukladnd optimalizace primerl a podminek cyklovani

3) Nested PCR: Zvysuje specifitu PCR, dva PCR cykly v jednom:
1) Produkt amplifikace je méné specificky, delSi nez poZzadovany produkt
2) Presné primery, jako templat slouzi produkt predchozi reakce

4)Touch down PCR: redukuje nespecifické pozadi reakce, snizovani teploty nasedani

primer( od nespecifické - o 3 -5°C vyssi k presné teploté nasedani

Nizsi teplota — zvySuje presnost nasedani

Vyssi teplota — zvySuje Sanci na nasednuti primerd

PCR v realném case (kvantitativni)




5 i}
58C B3C touch down PCR

x ) 5 denature:95°C,1.5min
annealing:63~59'C,1.5min | X2
extension:72°C,2.5min
denature:95C,1.5min
annealing:58°'C,1.5min X25
extension;72°C,2.5min _.

5 3
. B3C
conventional PCR ~58C
denature:95C,1.5min ~ 3 5
annealing:58°C,1.5min | X35
extension:72°C,2.5min l
)
3 5 3
B 58°C -
5 3 5
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