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

1) Vybér vhodného vzorku, ocisténi, separace tkané
2) Izolace 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



Metody II.

Kvantitativni polymerdzova retézova reakce a jeji aplikace na aDNA

Princip qPCR:
http://www.youtube.com/watch?v=QVeVIM1yRMU

- pouziti interkalacnich barviv ( SYBR Green, Eva Green)
- pouziti dudlné znacenych sond (TagMan®)
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http://www.youtube.com/watch?v=QVeVIM1yRMU
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Metody II.

Kvantifikace vzorku aDNA
Odhaleni principu degradace a konzervace molekuly aDNA (Allentoft et al.,
2012; Campos et al., 2012)
Optimalizace purifikacniho protokolu (Lee et al., 2010)
Zvoleni nejvhodnéjsiho postupu naslednych analyz (King et al. 2010)
Detekce pritomnosti inhibitor( PCR (Sustovic et al., 2005)
ZpUusob priukaznosti autenticity aDNA (Haak et al., 2010

Optimalizované postupy nebo komercni forenzni soupravy

Vlastni design - mitochondrialni DNA i DNA nuklearni (Alonso et al., 2004).
Forenzni soupravy — odolné inhibitorim; béhem jedné reakce je amplifikovan
usek autozomalni DNA i marker na chromozomu Y (Krenke et al., 2008).



Metody II.

Kvantifikace vzorku aDNA — forenzni kit Plexor HY
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Béhem jedné reakce jsou amplifikovany standarty se znamou sekvenci a neznamé vzorky.
Dualné znacené sondy nasedaji lokus na chromozomu Y (SRY) a na nuklearni DNA. NarUst
fluorescence (delta ARn) u standardu je porovnavam s nartstem ARn u neznamych vzorku. Z
mérené miry fluorescence u standardu je dopocitana koncentrace u vzorkda.
promega.com/resources/protocols/technical-manuals/0/plexor-hy-system-protocols
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Metody II.

Klonovani aDNA
Po konvencni amplifikaci jsou vzorky vizulizovany pomoci gelové elektroforézy. Pokud byla
PCR Uspésna v drtivé vétsiné pripadl nasleduje sekvenovani.
Je vhodné, aby samotnému
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Metody II.

Sangerova sekvenace

- pouziti modifikované dideoxy-terminatorové metody

- poutziti fluorescenénich barviv pro detekci retézct DNA

- elektroforetickd separace produktl v kapilare

- poutziti fotobunky k detekci fluorescence barviv pfi jejich prichodu gelem nebo kapilarou
- pfimy prenos vystupu fotoburiky do pocitace — automatické analyzovani vysledkd
inkorporace terminacnich fluorescencné znacenych dideoxynukleotidl (ddNTP)
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Metody II.

Sekvenovani nové generace (Next gene sequencing)
e Znamé také jako masivni paralelni sekvenovani, sekvenovani druhé generace
* Bez ohledu na pouzitou platformu NGS zahrnuje nasleduijici kroky:
1. Priprava genomové knihovny
2. Sekvencovani a Cteni
3. Bioinformaticka analyza

Platformy — Solid, Roche 454
- lllumina
- lon Torrent (Thermofisher)

BB
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Metody II.

Priprava genomové knihovny — workflow (lllumina, lon Torrent)

1. Fragmentace molekuly DNA — sonikace nebo enzymaticky
2. Pripojeni adaptéru . B1
3. Imobilizace fragmentd DNA
4. Amplifikace — mUstkova (A) nebo emulzni (B)
fragmentace piipojeni adaptéra
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Metody II.

Sekvenace syntézou
Nukleotidy jsou znaceny fluoroforem, pri nasedani na aDNA jsou
§tépeny a emituje zafeni. Cipem proudi tekutina, kterd pfinasi a
odplavuje nové nukleotidy. Produkty PCR tvori clustery.
lllumina — sekvenuje se jen z primého retézce.
https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWIxM

lon Torrent — na principu meéreni pH pfri zaclenovani nukleotidu.
https://www.youtube.com/watch?v=WYBzbxIfuKs

Data jsou v realném Case online streamovana na BaseSpace,
odkud jsou dostupné na dalsi analyzy.



Metody II.

Metagenomické analyzy aDNA - shotgun vs. target sequencing

Shotgun sequencing = celometagenomové sekvenovani = ,vse co je ve vzorku“

RESEARCH ARTICLE

Retroviral DNA Sequences as a Means for
Determining Ancient Diets

Jessica l. Rivera-Perez'*, Raul J. Cano?, Yvonne Narganes-Storde®, Luis Chanlatte-Baik®,

Gary A. Toranzos'

1 Department of Biology, University of Puerto Rico, Rio Piedras Campus, San Juan, Puerto Rico, 2 Center
for Applications in Biotechnology, Biological Sciences Department, California Polytechnic State University,
San Luis Obispo, California, United States of America, 3 Center for Archaeological Research, University of
Puerto Rico, Rio Piedras Campus, San Juan, Puerto Rico

* jessica.i.rivera88 @gmail.com

Proviral sequence
detected

Vertebrates® Moloney murine

leukemia virus

Murine endogenous
retrovirus

Bat endogenous
retrovirus

Tiger frog virus
Grouper iridovirus
Avian pox virus

Monkey endogenous
retrovirus

Invertebrates® ND°
ND
ND
ND
ND

Mulberry endogenous
retrovirus

ND
Plants® ND
ND
ND
ND

Corresponding gene
identification

reverse transcriptase

retrotransposable element ORF2

polymerase polyprotein

thymidylate synthase
unknown protein
HAL3 domain

H element-like protein

polymerase polyprotein,
transposon TNT 1-94

Virus host

Mus musculus (rodent)
Mus musculus

Pteropus alecto

Frog
Epinephelinae (fish)

Fowl, parrots, and
other birds

Marmosets

Morus notabilis (berry
fruit)

P ar and
botanical results

Isolobodon portoricensis (hutia)
Heteropsomys insulans (spiny rat)
ND

ND

Epinephelinae

Pelicanus occidentalis (among many other
birds)

ND

Cardisoma guanhumi (crab)
Gecarcinus spp (crab)

Donax denticulatus (oyster)
Cittarium pica (gastropod)
Pelurodonte caracolla (land snail)
ND

Psidium guajava (guava fruif)
Zea mays (corn)®

Ipomoea batatas (sweet potato) ©
Cassava spp (yucca)

Capsicum spp (pepper) *

Viral sequences detected in this study are compared to diet components previously suggested by osteological, archaeofaunal and botanical studies of
pre-Columbian cultures in Puerto Rico and Vieques.
“Previously suggested diet includes observations by the Spanish during there interactions with Caribbean indigenous cultures [20,21], as well as

osteological and archaeofaunal analyses of conch shells, teeth and bones obtained from archaeological deposits in Sorcé, Vieques and Puerto Rico [22—

25)

“Plants suggested as diet components include those proposed by archaeologists as well as plant remains recently identified by paleobotanists through

microscopy analysis [2€
“ND none detected.

7).

"Although these diet components were not detected in this shotgun metagenomic analysis, previous 185 rRNA studies determined their presence in these

coprolites [8]

doi:10.1371/joumnal pone.0144951.1003



Metody II.

Target sequencing
Target sequencing = enrichment genomu / gentd zajmu

Oznaceni mlze byt provedeno metodou capture hybridization nebo jako PCR enrichment
Capture hybridization
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Metody II.

Target sequencing

Target sequencing = enrichment genomu / gentd zajmu
Oznaceni mlze byt provedeno metodou capture hybridization nebo jako PCR

enrichment
PCR Enrichment

Sequencing on
Genomic DNA Multiplex PCR products  Mix with defined quantity lllumina Miseq

Schematic Workflow for FastTarget
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Metody II.

Metodicky pristup NGS a problémy vyvstavajici z charakteristiky aDNA
Metagenomika?
Capture hybridization . b o ey

Enrichment — multiplex PCR W ' :
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Dras ranege of mrrhah

Barcoding - poolovani vzorku T e
Double read i single read | TR
Hodnoceni NGS dat! — -~ ]

oL RSN
derecll i 1 el
el ] a8

Mutert Baairan | Tersioay

http://www.nature.com/nrg/journal/v16/n7/full/nrg3935.html
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Metody II.

Hodnoceni vysledkti NGS

PALEOMIX (Univeristy of Copenhagen, L. Orlando a kol.)

Soubor implementovanych procedur na analyzu dat ziskanych z NGS

Pipeline — zretézované zpracovani — prekryvani strojovych instrukci, sled na sebe
navazujicich skriptd, které pracuji paralelné vedle sebe a které umozniuji analyzu
velkého mnozstvi dat

Vysoké naroky na server a uzivatele (not really user friendly; prostredi Linux, iOS)
16-jadrovy procesor; 800 GB operacniho mista; 32 GB RAM; vysokorychlostni
pripojeni na internet

Moznost pouziti na moderni i starobylou DNA

Identifikace poskozeni aDNA, oprava poskozené casti

Taxonomické zarazeni do fylogenetického stromu i v pfipadé vyhynulého druhu
Analyza dat ziskanych ze shotgun i z target-enrichment sekvenovani
Fylogenomicka a metagonomicka analyza

Umoznil charakterizovat Uplny mitochondrialni genom 29 vyhynulych druht



Metody II.

Hodnoceni vysledktu NGS

PALEOMIX

1) Genome alighment = spojovani jednotlivych osekvenovanych
casti do retézce, ktery bude odpovidat referencnimu souboru
knihovny tak aby bylo mozno je porovnat.

2) Resequencing = reskvenovani — porovnavani uz
osekvenovaného genomu s referencni knihovnou ; identifikace
odlisnosti na urovni genomu — SNP, pribuznost s referencnim
souborem, zarazeni do podskupin, pripadné vylouceni ze skupiny
3) Authenticating aDNA data + Estimating contamination levels
mapDamage, pmdtools — testovani znamych post-mortem
poskozeni DNA

Deaminace cytosinu



Metody II.

Hodnoceni vysledki NGS
Genome complation and error rates = zabranéni Spatné interpretaci dat, aby se
zabranilo Spatnému fylogenetické zarazeni, pouziva se tfistupnové serazeni -
Three-way alignments:
Porovnavani s jedincem stejného druhu ze stejné starého vzorku (ancient DNA)
Porovnavani s jedincem stejného druhu ze soucasnosti (recent DNA)
Porovnavani s jedincem z taxonomicky blizkého druhu (Simpanz)
Vlastni chyby jsou vSak Casto zavislé na rozsahu poskozeni samotné DNA a teda
casto neovlivnitelné
Dalsi vyuziti PALEOMIXU:
Fylogeneticka rekonstrukce (propojeni evoluce a genomiky)
Rekonstrukce populacni historie - napr. Admixture
Sestrojeni genome-wide epigenetickych map — na zakladé miry metylace
jednotlivych gend, resp. lokusU




