Bi5130 Zaklady prace s lidskou aDNA

Mgr. et Mgr. Kristyna Brzobohata
brzobohata@sci.muni.cz

Laborator biologické a molekularni antropologie,
UEB, PrF, Mu

Bi5130 Zaklady prace s lidskou aDNA


mailto:pizova@sci.muni.cz

Proc je tak tezké analyzovat aDNA?
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Proc je tak tézké analyzovat aDNA?

Analyzy aDNA komplikuje a negativné ovlivhuje:

A) Postmortem poskozeni (+faktory ovlivaujici
zachovalost)

B) Inhibitory analyz
C) Kontaminace recentni DNA
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A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Tafonomie

Zabyva se transportem, akumulaci, fosilizaci, zmé&nami organickych zbytku
v prubéhu diageneze a jejich pripadnou destrukci.

JLJaphos® = ,smrt” a ,nomos” = ,princip”

Plavod terminu (Efremov 1940) — jako studium ,zakonitosti spojenych s
pohfbivanim®.

Ukoly tafonomie:

- Rekonstrukce puvodniho prostredi

- Urceni faktoru, které zpusobily destrukce a abraze kosti

- UrCeni procesu a pficCin, které vedly k danému rozmisténi kosti

- Odliseni lidskych / intencionalnich od mimolidskych / neintencionalnich
zasahu

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



A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Vznik aDNA zagina SMRTI organismu

Zastaveni zivotnich funkci v organismu spojené s nevratnymi zménami,
které obnoveni zivotnich funkci znemoznuiji.

Nasleduje dekompozice

Cerstva — autolyza (algor mortis, livor mortis, rigor mortis)
Nafouknuti — putrefakce
Rozklad — putrefakce a karnivorie

Diageneze

B~ L=



A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

1. Autolyza

 algor mortis, livor mortis, rigor mortis
4 minuty po smrti organismu zacina autolyza — O,,
CO,, pH
Bunecné enzymy: lipazy

proteazy

amylazy

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



A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

2. Putrefakce

*Destrukce mekkych tkani mikroorganismy
*Vysledek katabolismu tkani na plyny, tekutiny a
jednodussi molekuly

*Anaerobni fermentace



A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

3. Rozklad a karnlvorove

‘Hmyz ' i
*Hlodavci
Selmy
*Mikroorgamismy T o e B
Rané (napr. Staphylococcus, Cand/da Malasser/a
Baccilus, Strepococcus)

Pozdni (napr. Clostridium, Serratia, Klebsidella,
Prateus)

Enviromentalni (Agrobacterium, houby)
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A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

4. Diageneze
*Termin diageneze v antropologii a paleontologii popisuje
zmeny, ktere se deji na kosternim materialu po umrti jedince
*Makroskopicka
*Na urovni prvku
*Chemické posSkozeni organické i anorganicke faze
*Fosilizace
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A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Postmortem degradace DNA

Endogenni rozklad DNA

7 | Exogenni rozklad DNA

Diageneze
*Hydrolytické procesy
*Oxidativni procesy

Enzymatické poskozeni Neenzymatické poskozeni

P S———
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A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Postmortem degradace DNA béehem diageneze

Poskozeni zplsobeno vyhradné

vnéjSimi faktory: teplota a jeji stabilita, ~f e

vihkost, pH, expozice slunci... N O

Jedna se o fyzikaln& chemické o KA vl
poskozeni bez ucasti enzymu R
Postihuje vSechny ¢asti dvousSroubovice U A i etpe

- fosfat, deoxribéza i nukleotidy IR
NejCastéji se jedna o hydrolyticke Ao R
poskozeni zplsobené vodou nebo AN A
oxidativni pogkozeni nasledkem Gginku T EE e oL T
volnych radikalu. e ©N—v
Kombinaci obou faktort pak dochazi k omege o F

tzv. Maillardové reakci a vzniku
Cyk“CkyCh SIOUéer"n MNature Reviews | Genetics



A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Hydrolytické poskozeni aDNA

Double-Strand
A Break

Na tento typ poskozeni je nejnachylnéjsi
fosfodiesterova vazba ve

Pri jejim poSkozeni vznikaji
jednoretézcove zlomy (A), které dale
vedou k fragmentaci retézce aDNA.
Dale hydrolytické poSkozeni zpusobuje
rozpad vazby mezi

Chemical Crosslink

Pyrimiding Dimer

Base Alteration
Hydration Products

B | Apyrimidinic Site

Timto zpusobem vznikaji

abazicka mista (B), které negativné
ovlivnuji vyslednou sekvenci —
POSTMORTEM MUTACE

Apurinic Site B
DNA-DNA Crosslink

Single-Strand Break
DNA-Protein
&O‘ Crosslink
N
{} Sugar (deoxyribose)
© Phosphate

€ R-alkyl group G CS\
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A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Oxidativni poSkozeni aDNA DooSiand N\___q 4~ |

R —
Oxidativni poskozeni je zpusobeno . é_( A | Chemical Crosslnk
uéinky volnych radikald, které vznikaji " ra-

ifm T—8— c—%{l
H i
~CH G Base Alteration

@ Hydration Products

SN

fi
A&

zejmeéna pfi UV zareni.

Cilem volnych radikalu jsou puriny i
pyrimidiny, coz vede k cyklicke
fragmentaci (A).

M a | | Ia rd ova rea kce B | DNA-DNA Crosslink

Apyrimidinic Site

purinic Site

Je reakce mezi cukernou slozkou a
aminokyselinou v proteinu nebo DNA Single-Strand Break U@fﬂ_{ ¢
Vede ke tvorbé crosslinkll — spojum \-& I e | ovaceroi
fetézci DNA —DNA (B); protein — DNA Ie o Crosslink
(C), pyrimidinovych dimer( (D) () Sugar eonyribose

@ Phosphate

€ R-alkyl group
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A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Typy poskozeni na molekule aDNA

* Fragmentace molekuly DNA
* Blokace ¢i inhibice PCR
 Post mortem mutace




A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Fragmentace molekuly DNA | =~ P e 5

2600 -1 e

Human aDNA Microbial DNA
A B

« Fragmentace DNA zaCina = _ E
jiz bdhem autolyzy M

pusobenim enzymu BERENRRIE 1
* Nejvetsi vliv ma dale

hydrolyticke poskozeni gl e R

) 5 w400k BP Lirsus

0.067

 aDNA se zachovava v
kratkych fragmentech — gw
asi 50 az ~ 200 pb

0.02

0.07

20 40 &0 80 100 120 140 160
Fragment Length (bp)

Hofreiter et al., 2015
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A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Postmortem mutace

Pri rozkladu a poskozeni aDNA nejCasteji dochazi k deaminaci
C > U; 5" methylcytosin > thymin, adenin nebo hypoxantin
NejCasteji pozorovana zmeéna je tedy transice, ale dochazi |
substituci:

Typ 1: A> G

Typ 2: T > C —tento typ dominuje

Vlivem zmeny nukleotidu dojde pri PCR k zacCleneni Spatnéeho
nukleotidu a ke generovani nepresnych dat.

Principu postmortem mutaci ale muze byt vyuzito i verifikaci
puvodu molekuly aDNA, ze se nejedna o soucasnou DNA



A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Faktory ovlivnujici zachovalost aDNA

« Faktory, které ovlivnuji zachovalost aDNA souvisi s
podminkami nalezu a lze podle nich predikovat zachovalost
molekuly.

« Lze rozdélit na negativni, které rozklad aDNA urychluji a
pozitivni, ktere aDNA konzervuiji.

* Vyrazne lze ovlivit zachovalost aDNA po vyzvednuti tkané z
pudy, popf. jiného mista nalezu



A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Negativni faktory:

Stfidani teplot okoli

Vysoke teploty

Expozice povétrnostnim podminkam
Vysoky obsah organické slozky pudy
Voda, vihkost

Cinnost élovéka — zemé&délska, stavebni
Pozitivni faktory:

Nizka teplota prostredi nalezu

Rychly rozklad tela po smrti

Vhodne zvoleny postup exkavace
Skladovani tkané pro analyzu aDNA pri nizkych teplotach (v mrazu)
Vhodné zvoleny typ tkane



A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA
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Autor
Preexkavatni | Stafi nalezu Pruvost et al, 2007
Teplota Stabilni chladné prostfedi pomaha Burger et al., 1999;
zachovani aDMA, tzv. .thermal age” Leonard et al., 2000;
Jthermal age” udava stafi vzorku oproti primérné Smith et al., 2003;
teploté v lokalité, cim tepleji, tim Chilvers, 2008; Lindahl
rychleji DA degraduje a vzorek starne. | et Nyberg, 1972
Vihkost Voda rozpousti hydroxyapatit, na ktery | Salamon et al,, 2005
je navazana DMA a déle zplsobuje
hydrolytické poskozeni vazeb
v molekule DNA
Bakterie a Lindahl, 1993
dekompozitofi
Typ a pH pldy
Exkavacni Zplsob exkavace Pruvost et al, 2007
Délka exkavace Kosterni pozdstatky ponechané na Pruvost et al, 2007
slunci jsou vystaveny UV zafeni, které
zvyiuje obsah volnych radikald a ty
zplsobuji oxidativni posSkozeni.
Postexkavacni | Délka deponace Bylo zjisténo, e kosterni material, ktery | Pruvost et ol, 2007
byl ihned po exkavaci uloZen do mrazu,
vykazuje sedmkrat vyEEi Uspéinost
amplifikace. U kosterniho materialu
uloZeného v depozitafi po dobu 57 let
se nepodafilo ziskat wibec Zadnou DMA.
Z toho wyphyva, Ze u deponovanych kosti
je degradace sedmdesatkrat rychlejsi
nei pfi perzistenci v pldé.
Teplota deponace Udriowat stalou Bollongino et al., 2008
Vlhkost deponace Skladowvat v suchu Bollongino et al., 2008
Typ tkané pro izolaci King et al., 2009




A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Deep 150 bp

Surface 150 bp Surface 25 bp

Parcantage Parcartage
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Odhad zachovalosti aDNA po 10.000 letech, pro 150 bp fragmenty (A) a 25 bp
fragmenty (B) (Hofreiter et al., 2015)
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A) Postmortem poskozeni a faktory ovliviiujici zachovalost DNA

Predikce zachovalosti aDNA

* Podminky nalezu! Nutna spoluprace s archeology!

« Zachovalost skeletu
Makroskopicka — abraze, zména porozity, fragmentarnost materialu, misto zdroje vzorku...
Mikroskopicka — plisné, hydroxyapatit, struktura kostni tkané....

« Typ tkané

Zuby, dlouhé kosti, celkova porozita kosti

« Racemizace aminokyselin

D a L-forma aminokyselin

Kys. asparagova (napf. serin); vyrovnani vyskytu obou forem aminokyselin ovlivhéna:
teplotou, pfitomnosti vody, nékterymi ionty kovu

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

. . COOH COOH
© Rozpad amlnokysglln | H2N—(':-H H—(|3—H2N
glycin, prolin, hydroxyprolin, alanin h o
. Rozpad kolagenu 2 ;2
,thermal age* COOH COOH
. Rozpad hydroxyapatitu L- Aspartic Acid D - Aspartic Acid
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primoumeérny rozpadu kolagenu



Proc je tak tézké analyzovat aDNA?

Analyzy aDNA komplikuje a negativné ovlivauje:

A) Postmortem poskozeni a faktory
ovlivnujici zachovalost

B) Inhibitory analyz

C) Kontaminace recentni DNA
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B) Inhibitory analyz

Béhem analyzy aDNA dochazi nejCastéji k inhibici PCR, ale neCistoty mohou

negativné ovlivnit i dalsi analyzy, napriklad sekvenaci.

Inhibitory na PCR pusobi tak, Zze bud zcela zastavi reakci nebo vyrazné snizuji

jeji uCinnost.

 Inhibitory jsou izolovany ze vzorku spolecné s DNA.

» Mezi hlavni inhibitory patfi pfedevsim huminove kyseliny, fulvicke kyseliny,
tannin, hemanin, vapnik atd. (Sutlovi¢ et al., 2007)

» Tyto latky se vazou bud na Taq polymerazu (Sutlovi¢ et al., 2007) nebo na
templatovou DNA Ci primery.

 PCR vibec neprobéhne, Ci je vyrazné snizen vytézek amplifikace.

« Pokud se inhibitory vaZzou na aDNA i primery, je pribéh reakce zavisly na
teploté nasedani primeru.

Inhibice se projevi tak, ze PCR neprobehne nebo je pfitomno mnoho

nespecifickych produktu a zadané amplikony jsou zkracené.



B) Inhibitory analyz

vj:. N - 1:?:,_\,6?
"C’?.; i~ = @,r'\
o \ t / Maillard Products

oxidation / hydrolysis

e
% o A
Molecular Damage
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B) Inhibitory analyz

6 ° blank ladder

Banotova, 2016
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B) Inhibitory analyz

Inhibitor | Zdroj Princip inhibice Opatreni

inhibitoru
Huminové | POda Vazba na DNA i Tag MawvyEeni mnoistyi Tag Sutlovic et al,
kyseliny polymerdzu volmymi polymerazry v PCR, poufiti 2005;

fetézci

robustnich mastermixd,
pouZiti hybridni Tag
polymerazy.

Redéni vzorki.

Kolagen |Kostnitkan Vazba DMA a volnymi Plsobeni proteindzy pred
fetézci purifikaci
Vapnik Kostni tkan Kompetuje s dvojmocnymi | Ddsledna dekalcifikace Bickley et al.,
ionty horéiku pri PCR 1994
Melanin | pigment Vaie se na DMNA Giambernardi
pritomny v kiZi et al.,, 1998
a vlasech
Tannin WV kizia Tannin se vaZe pfimo na Kontanis et al,,
rostlinach Tag polymerazu 2006
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Proc je tak tézké analyzovat aDNA?

Analyzy aDNA komplikuje a negativné ovlivauje:

A) Postmortem poskozeni a faktory
ovlivnujici zachovalost

B) Inhibitory analyz

C) Kontaminace recentni DNA
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C) Kontaminace recentni DNA

* Vyznamnym nebezpeCim pro vérohodnost analyz aDNA je zaneseni cizorode
DNA do starobylého vzorku

 DNA muze pochazet:

o z mikroorganismu osidlujicich kostni tkan

o z pudy (rostliny, houby, spodni voda, hnojiva....)

o lidska DNA, ktera byla do vzorku zanesena manipulaci se skeletem

(technici, archeologove, antropologove...)

* Recentni DNA je Iépe zachovala a proto se do naslednych reakci jako je
PCR zapojuje mnohem ochotnéji nez poskozena aDNA (Dongya et Watt,
2005).

* MUze dojit k hodnoceni faleSné pozitivnich vysledku a ke Spatné interpretaci
historickych dat!

Aby se minimalizovalo nebezpecCi znehodnoceni vzorku, je vypracovan system
protikontaminacCnich opatreni.
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C) Kontaminace recentni DNA

Vzorky mohou byt zasazeny DNA vSech
pracovniku, které s nimi pfisli do
kontaktu (Eshhleman et Smith, 2001;
Hummel et al., 2003; Yang et al., 2003)
Dulezity je i vhodny vybér vzorku.
Lidskeé kosti jsou obecné poréznéjSi nez
zuby a tudiz i nachylnéjsi na zaneseni
cizorodé DNA (Oota et al., 1995;
Drancourt et al., 1998). Také s
narustajici mirou rozkladu a porosity
kosterni tkané roste nebezpedi
kontaminace (Gilbert et al., 2005).
Vzhledem k destruktivite odbéru tkané
pro analyzy aDNA by vzorek nemél byt
urcen pro morfologické, metrické Ci
paleopatologické analyzy (DeGusta et
White, 1996). Laboratore urCené pro
analyzu aDNA musi byt specialné
koncipovany.

Zdroj kontaminace Opatieni Autor
Preexkavacni Hnojeni Wybér vhodného materialu Falkowva, 2012
Analyza kosterniho materidlu ze
stejné lokality, ktery neni humdanniho
plvodu
Dlouhodobé intenzivné Wybér vhodného materialu Falkowva, 2012
osidlend plocha Analyza kosterniho materidlu ze
stejné lokality, ktery neni humdanniho
plvodu
Kulturni jama, septik, Wybér vhodného materialu Falkowva, 2012
apod. Analyza kosterniho materidlu ze
stejné lokality, ktery neni humdanniho
plvodu
Mikroorganismy Specifické primery Handt et al.,
19594
Exkavacni Archeclogové Ochranneé pomicky  (rukavice, | Bollongino et
r?uslk',f, k{:mtzlnlezf?i pc.’krwk_.] hlav',t] | al, 2008,
Cisté exkavaéni nafadi pro jednotlivé
skelety
Zamezeni pohybu daldich osob w
okoli mista prace
Geneticky profil pracovnikd
Postexkavaéni Antropologové Kostni materidl neumyvat, nechat | Willerslev et

obaleny zeminou, odebrat pied
omytim segment pro analyzu aDNA
Geneticky profil pracovnikd

Cooper, 2005

Maolekuldrni biolog

Geneticky profil pracovnikl
Ochranneé pomicky {rukavice,
rousky, kombinéza, pokryvka hlawvy)
Obrazek 1 Pracovnice LBMA pfi
odbéru wzork( kosti uréemych pro
analyzu aDNA

Willerslev et
Cooper, 2005

Spotiebni material

Spotfebni  materidl v DNA-free

kvalité

Chemikilie

Rozalikvotovéni reagencii na mensi
objem

Prostredi laboratore

Oddélené laboratofe pro izolaci,
amplifikaci a postamplifikaéni
analyzy

Manipulace saDNA pouze ve flow
boxu
Mistnost
zarenim
Uzaviend
v laboratofi

dekontaminowvat uv

cirkulace vzduchu

Willerslev et
Cooper, 2005

Pracovni prostor

Separované zpracovani jednotlivych
vzorkd
Pied praci veikeré pracovni plochy
ofistit

Willerslev et
Cooper, 2005
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C) Kontaminace recentni DNA

Ani pri dodrzeni vSech doporucenych opatreni nelze vyloucit cizorodou
kontaminaci recentni DNA!

Vysledky analyz aDNA je nutno podrobit celé Skale autentifikacnich kroku:
Doporucuje se jiz v terénu odebrat kost z jiného zivoCisneho druhu, analyzovat ji
na lidské markery (Hardy et al., 1995; Poinar et al., 2003).

Béhem vSech kroku analyzy jsou spolu se vzorky DNA z kosti analyzovany i tzv.
slepé kontroly (blank controls, no template controls - NTC)

Opakovat analyzu z anatomicky nezavislych vzorku (Hofreiter et al., 2001).
Opakovat analyzu na dalSim pracovisti.

Kriticky hodnotit koncentraci aDNA v izolatu a miru jeji degradace (Handt et al.,
1994).

Stanovit geneticky profil vSem pracovnikum, ktefi s kosternim materiadlem
pracovali nebo se pohybuji v prostoru laboratofi a tyto profily porovnat s vysledky
analyz aDNA.

Vysledky analyz uvést do kontextu s dataci pomoci “C, podminkami nalezisté,
moznymi zdroji kontaminace a do historickych souvislosti (Bollongio et al.,
2008).




