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Metody analýzy aDNA: 
Metody I. – 12. 10.  
 1) Výběr vhodného vzorku, očištění, separace tkáně   
 2) Izolace DNA - lyzace, dekalcifikace, purifikace  
 3) Amplifikace aDNA   
Metody II. – 19. 10.  
 1) qPCR, klonování aDNA 
 2) Sangerova sekvenace 
 3) Masivní paralelní sekvenování  
 4) aDNA a epigenetika, aRNA 
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Metody II. 

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce a její aplikace na aDNA 
Princip qPCR: 
http://www.youtube.com/watch?v=QVeVIM1yRMU 
 
- použití interkalačních barviv ( SYBR Green, Eva Green) 
- použití duálně značených sond (TaqMan®) 

 
 
 

http://www.youtube.com/watch?v=QVeVIM1yRMU
http://www.youtube.com/watch?v=QVeVIM1yRMU
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Metody II. 

Kvantifikace vzorku aDNA   
• Odhalení principů degradace a konzervace molekuly aDNA (Allentoft et al., 

2012; Campos et al., 2012) 
• Optimalizace purifikačního protokolu (Lee et al., 2010) 
• Zvolení nejvhodnějšího postupu následných analýz (King et al. 2010) 
• Detekce přítomnosti inhibitorů PCR (Sustovic et al., 2005) 
• Způsob průkaznosti autenticity aDNA (Haak et al., 2010 
Optimalizované postupy nebo komerční forenzní soupravy  
Vlastní design - mitochondriální DNA i DNA nukleární (Alonso et al., 2004).  
Forenzní soupravy – odolné inhibitorům; během jedné reakce je amplifikován 
úsek autozomální DNA i marker na chromozomu Y (Krenke et al., 2008).  
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Metody II. 

Kvantifikace vzorku aDNA – forenzní kit Plexor HY    
 

Během jedné reakce jsou amplifikovány standarty se známou sekvencí a neznámé vzorky. 
Duálně značené sondy nasedají lokus na chromozomu Y (SRY) a na nukleární DNA. Narůst 
fluorescence (delta ΔRn) u standardů je porovnávám s nárůstem ΔRn u neznámých vzorků. Z 
měřené míry fluorescence u standardů je dopočítána koncentrace u vzorků. 
promega.com/resources/protocols/technical-manuals/0/plexor-hy-system-protocols 
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Metody II. 

Klonování aDNA 
Po konvenční amplifikaci jsou vzorky vizulizovány pomocí gelové elektroforézy. Pokud byla 
PCR úspěšná v drtivé většině případů následuje sekvenování.  
 Je vhodné, aby samotnému 
sekvenování  předcházelo klonování 
produktů PCR v plasmidech. Tento 
krok odhalí případné post mortem 
mutace nebo kontaminaci tím, že 
výsledky sekvenování jednotlivých 
kolonií nebudou totožné.  
!VERIFIKACE ZÍSKANÝCH VÝSLEDKŮ!  
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Metody II. 

Sangerova sekvenace 

- použití modifikované dideoxy-terminátorové metody 
- použití fluorescenčních barviv pro detekci řetězců DNA 
- elektroforetická separace produktů v kapiláře 
- použiti fotobuňky k detekci fluorescence barviv při jejich průchodu gelem nebo kapilárou 
- přímý přenos výstupu fotobuňky do počítače – automatické analyzování výsledků 
inkorporace terminačních fluorescenčně značených dideoxynukleotidů (ddNTP) 
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Metody II. 

Sekvenování nové generace (Next gene sequencing) 
• Známé také jako masivní paralelní sekvenování, sekvenování druhé generace 
• Bez ohledu na použitou platformu NGS zahrnuje následující kroky: 
1. Příprava genomové knihovny 
2. Sekvencování a čtení 
3. Bioinformatická analýza 
 
Platformy – Solid, Roche 454 
 - Illumina   
 - Ion Torrent (Thermofisher) 
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Metody II. 

Příprava genomové knihovny – workflow (Illumina, Ion Torrent) 
1. Fragmentace molekuly DNA – sonikace nebo enzymaticky 
2. Připojení adaptérů  
3. Imobilizace fragmentů DNA 
4. Amplifikace – můstková (A) nebo emulzní (B) 

 

Zeleně a červeně 
jdou značeny 
adaptéry, které 
slouží k imobilizaci 
DNA v cartrige 
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Metody II. 

Sekvenace syntézou 
Nukleotidy jsou značeny fluoroforem, při nasedání na aDNA jsou 
štěpeny a emituje záření. Čipem proudí tekutina, která přináší a 
odplavuje nové nukleotidy. Produkty PCR tvoří clustery. 
Illumina – sekvenuje se jen z přímého řetězce.  
https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM 
 
Ion Torrent – na principu měření pH při začleňování nukleotidů.  
https://www.youtube.com/watch?v=WYBzbxIfuKs 
 
Data jsou v reálném čase online streamována na BaseSpace, 
odkud jsou dostupné na další analýzy.  
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Metody II. 

Metagenomické analýzy aDNA - shotgun vs. target sequencing 
Shotgun sequencing = celometagenomové sekvenování = „vše co je ve vzorku“ 
Př. 
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Metody II. 

Target sequencing 
Target sequencing = enrichment genomů / genů zájmu 
Označení může být provedeno metodou capture hybridization nebo jako PCR enrichment 
Capture hybridization 
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Metody II. 

Target sequencing 
Target sequencing = enrichment genomů / genů zájmu 
Označení může být provedeno metodou capture hybridization nebo jako PCR 
enrichment 
PCR Enrichment 
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Metody II. 

Metodický přístup NGS a problémy vyvstávající z charakteristiky aDNA 
• Metagenomika?  
• Capture hybridization  
• Enrichment – multiplex PCR 
• Optimalizace použité polymerázy 
• Barcoding - poolování vzorků 
• Double read i single read 
• Hodnocení NGS dat! 
 
 
 
http://www.nature.com/nrg/journal/v16/n7/full/nrg3935.html 
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Metody II. 

Hodnocení výsledků NGS 
PALEOMIX (Univeristy of Copenhagen, L. Orlando a kol.) 
• Soubor implementovaných procedur na analýzu dat získaných z NGS 
• Pipeline – zřetězované zpracování – překrývaní strojových instrukcí, sled na sebe 

navazujících skriptů, které pracují paralelně vedle sebe a které umožňují analýzu 
velkého množství dát 

• Vysoké nároky na server a uživatele (not really user friendly; prostředí Linux, iOS) 
• 16-jádrový procesor; 800 GB operačního místa; 32 GB RAM; vysokorychlostní 

připojení na internet 
• Možnost použiti na moderní i starobylou DNA 
• Identifikace poškození aDNA, oprava poškozené části 
• Taxonomické zařazení do fylogenetického stromu i v případě vyhynulého druhu 
• Analýza dát získaných ze shotgun i z target-enrichment sekvenování 
• Fylogenomická a metagonomická analýza 
• Umožnil charakterizovat úplný mitochondriální genom 29 vyhynulých druhů 
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Metody II. 

Hodnocení výsledků NGS 
PALEOMIX  
1) Genome alignment = spojování jednotlivých osekvenovaných 
částí do řetězce, který bude odpovídat referenčnímu souboru 
knihovny tak aby bylo možno je porovnat.  
2) Resequencing = reskvenování – porovnávaní už 
osekvenovaného genomu s referenční knihovnou ; identifikace 
odlišností na úrovni genomu – SNP, příbuznost s referenčním 
souborem, zařazení do podskupin, případně vyloučení ze skupiny 
3) Authenticating aDNA data + Estimating contamination levels 
mapDamage, pmdtools – testovaní známých post-mortem 
poškození DNA 
Deaminace cytosinu  
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Metody II. 

Hodnocení výsledků NGS 
Genome complation and error rates = zabránění špatné interpretaci dat, aby se 
zabránilo špatnému fylogenetické zařazení, používá se třístupňové seřazení - 
Three-way alignments: 
Porovnávaní s jedincem stejného druhu ze stejně starého vzorku (ancient DNA) 
Porovnávaní s jedincem stejného druhu ze současnosti (recent DNA) 
Porovnávaní s jedincem z taxonomicky blízkého druhu (šimpanz) 
Vlastní chyby jsou však často závislé na rozsahu poškozeni samotné DNA a teda 
často neovlivnitelné 
Další využití PALEOMIXU:  
Fylogenetická rekonstrukce (propojení evoluce a genomiky) 
Rekonstrukce populační historie - např. Admixture 
Sestrojení genome-wide epigenetických map – na základě míry metylace 
jednotlivých genů, resp. lokusů 

 
 


