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aDNA a fenotypovani
1) Urceni pohlavi ze vzorku aDNA
2) Fenotypy zodpovedné za vzhled
3) Fenotypy jako nastroj prizpusobeni dietnich zmén
aDNA a urcovani pribuzenstvi
1) Stanoveni STR profilu zaDNA
2) StanoveniY haplotypu z aDNA




aDNA fenotypovani

,Fenotyp je soubor viech pozorovatelnych vlastnosti a znakd Zivého | *TLR

organismu. Predstavuje vysledek spoluplisobeni genotypu, * SPAG17

epigenetiky a prostiedi. “TTF1

e Urceni fenotypu zaDNA ma vyznam pro studii selekce na tyto *RPTN
znaky, které jsou ¢asto vysledkem adaptacnich procesu. ::Q)T::

* Pro studii fenotypu z aDNA jsou vhodné tzv. ,externally visible
characteristics” (EVCs) — tedy vzhledové vlastnosti jako je
napriklad pigmentace (barva oci, vlast a pokozky, plesatost...) a

*Microcephalin

metabolické drahy, které umoznily vyrovnat se s ménici se dietou
prislusnikt rodu Homo.
Fenotypové analyzy aDNA vychazeji predevsim z poznatku, které
byly ziskdny z dat tzv. WGA studii — asociacnich studii (napf.
multifaktorialni onemocnéni s genetickymi predispozicemi) a
vyzkumu pro forenzni vyuziti.



Urceni pohlavi u vzorkt aDNA - antropologické uréeni pohlavi — limity
Urcovani pohlavi patri mezi zakladni antropologické charakteristiky, nejastéji se
pro tento ucel vyuzivaji znaky a rozméry na panvi a lebce.

Urceni pohlavi pouzitim klasickych antropologickych metod u dobre zachovaného
skeletu panve dosahuje presnosti okolo 95%, u détskych a nedospélych jedinct
50%.

PFesnost antropologického urceni pohlavi zavisi  * Samss

na.: — c
* zachovalosti materialu m; ) W; “““I IIIIIIII h B
* n a Vé ku j e d i n C e Large m:::::: = Extemal occipital protuberance .

e zdravotnim stavu daného jedince
* na populacni prislusnosti
* individualni mire exprese pohlavnich znaki




UrcCeni pohlavi u vzorkll aDNA — Gen

pro amelogenin
Amelogenin kéduje hlavni protein zubni
skloviny.
Lidsky gen pro amelogenin ma dveé kopie -
jednu na X a druhou na chromozomu Y.
K urceni pohlavi se vyuziva rozdily v délce
sekvenci na chromozomech X a Y, delece 6
bp v prvnim intronu genu pro amelogenin
na X chromozomu.
PCR produkty z obou chromozomu se pak
liSi svou délkou:
X chromozomu = 106 bp, Y chromozom=
112 bp.

Y

<50 genes
OSex determination
O Spermatogenesis

SRY— @R = -ZFY
RPS4Y—2 ﬁAme.'-Y
(@]
o
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UrCeni pohlavi u vzorku aDNA

— Gen pro amelogenin
Z muzské DNA se ziskaji dva
produkty (dlouhé 106 a 112
bp), z zenské DNA dva
produkty stejné délky 106 bp,
které se po elektroforetickeé
separaci projevi jako jeden
prouzek.
Tento test je vSak nachylny na
alelovy drop out a prednostni
amplifikaci kratsiho produktu.

Y: 112 bp

-~
X: 106 bp

Figure 4 Sex determination based on amelogenin amplification (Amel
A/B) in male and female fossil bones. Amel A/B indicate PCR
fragments spesific to female 106 bp and male 106/112 bp. Agarose gel
electrophoresis of PCR products male and female DNA templates.
Lanes 1-4, Lane 1, 50 bp ladder size standard marker, Lane 2 male and
lane 3 female, Lane 4 negative control water blank
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Urceni pohlavi u vzorkll aDNA — Gen pro SRY

Gen SRY (Sex-determining Region Y; TDF — Testis Determining Factor)

Lezi na kratkém raménku Y chromozomu (Yp 11.3).

Gen SRY produkuje transkrip¢ni faktor regulujici vyvoj samcich pohlavnich
znakl (Delbridge, Graves 1999; Hammer, Zegura 1997).

Muzskou DNA identifikujeme pritomnosti PCR produktu, u zenské DNA
produkt neni pritomen.

Pri pouziti SRY markeru nelze rozlisit, zda se pri nepritomnosti PCR produktu
jedna o Zzenskou DNA nebo zda doslo k selhani PCR.

XY XX XY XX H,0

SRY
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Urceni pohlavi u vzorki aDNA — metodicky pristup

1) PCR - singleplex PCR a nasledna vizualizace pomoci gelové

elektroforézy + modifikace PCR, napr. nested PCR
2) Real time gPCR
Vhodna pro oba lokusy — SRY i amelY, predevsim za vyuziti dualné znacenych sond
specifickych pro cilovou sekvenci
3) Komercni kity pro forenzni ucely
Kity jsou uréeny pro primarné pro kvantifikaci DNA ze vzorku (stopy) a stanoveni
pomeéru muzské a zenské DNA ve smésnych vzorcich. Citlivost reakce cca 30 pg,
soucasti byva i interni kontrola, ktera detekuje pripadnou inhibici.
Pri volbé kitu je nutno zohlednit:
* Typ fluorofort
 Kompatibilitu s dostupnym cyklerem
* Délku cilové sekvence
 Cenovou dostupnost




EVCs a aDNA

Pigmentace — Plvod, pricina a datace vzniku nejsou dosud presné zjistény, s nejvyssi
pravdépodobnosti vznikla svétla pigmentace (predevsim pokozka) jako adaptace na
mensi mnozstvi UV zareni ve vyssich zemeépisnych Sirkach, jako reakce na
nedostateCnou syntézu vitaminu D.

Svétla plet u AMC vznikla pfed 11 000 — 19 000 lety.

MCR1 — Prvnim analyzovanym lokusem v souvislosti s pigmentaci byl gen MCR1, ktery
je zodpovédny za svétlé zbarveni srsti u savcu. Lalueza — Fox et al., 2007 zjistili, Ze
tento gen byl patrné neaktivni u neandrtalcu, coz vedlo k zrzavym vlasiim a svétlé
pleti.

Mezi neandrtélci byla variabilita barvy pleti, naptiklad jedinci z Chorvatska méli plet
tmavsi nez soucasni Evropané (Beleza et al., 2012)




EVCs a aDNA

Barva oCi — Nejjednoduseji urcitelny EVC na zakladé genetické analyzy, barva o¢i mize
byt s presnosti na 0.93 —0.91 urcena analyzou 6 SNP v genech zapojenych do syntézy
pigmentu melaninu (Liu et al., 2009):

rs12913832 HECR2
rs1800407 OCA2
rs12896399 SLC24A4
rs16891982 SLCA45A2
rs1393350 TYR
rs12203592 IRF4




EVCs a aDNA — metodické pristupy
1)  Na principu PCR
Pro ziskdni vétSiho mnozstvi vysledk( jednotlivych SNP bylo nutné
PCR multiplexovat. Nasledovalo bud’ stépeni restrikcnimi enzymy
nebo sekvenace. Hojné vyuzivanou modifikaci PCR pro detekci SNP u

aDNA byla

MULTIPLEX PCR SIGLE BASE EXTENSION — SNsP Shot (Bouakaze et

al., 2009).

S multiplex PCR se poji rada problémﬁ: Table. 1. Genotype frequencies (%) at rs12913832 of HERC2 vs.
* Nespecifickd vazba primer s color I

e Alelovy drop out £ye color o ot T
* Preferencni amplifikace kratkych fragmenta ~ sueo 5 15 s
* Narocna na optimalizaci! Heel 30 108 a4
Bogdanowitz et al., 2009 N — 388; data from ref. 8

KOMERCNE DOSTUPNE KITY
IrisPlex — 6 SNP zodpovédnych za barvu oci

HirisPlex - 24 SNP zopovédnych za barvu o€i a vlasi
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Komercni kity jsou vhodné zejména pro |épe zachovalé
vzorky aDNA:

 Doporoucené vstupni mnozstvi aDNA je 60 pg

e Produkty PCR maji délku okolo 150 pb — riziko

alelového drop outu D No. of Alleles
) rs86insA A 012NA
IrisPlex a aDNA MC1R rs11547464 A 0 12NA
. MC1R rs885479 T 012NA
HlrisPlex a aDNA MC1R rs1805008 T 012NA
. . . s MC1R rs1805005 T 012NA
Barrini et al., 2013 — analyza SNP u 26 muzejnich T T 808008 A ST
Ly X X 2 ; ; _ MC1R rs1805007 T 012NA
exponatu, véetné generala Wladyslawa Sikorski (1881 yem gpncnedd i 9 12mA
1943) MC1R Y1520CH A 012NA
MC1R rs2228479 A 012NA
MC1R rs1110400 c 012NA
SLC45A2  rs28777 C 012NA
SLC45A2  rs16891982 C 012NA
KITLG rs12821256 G 012NA
EXOC2 rs4959270 A 012NA
IRF4 rs12203592 T 012NA
L e TYR rs1042602 T 01 2NA
No. of Alleles OCA2 rs1800407 A 012NA
HERCGC2 rs12913832 T 0 12NA SLC24A4 rs2402130 G 012NA
OCA2 rs1800407 A 012NA HERC2 rs12913832 T 01 2NA
SLC24A4 rs12896399 i D12NA ASIP rs2378249 c 012NA
SLC45A2  rs16891982 c 012NA SLC24A4  rs12896399 T 012NA
YR rs13983350 T 012NA TYR rs1393350 T 01 2 NA
IRF4 rs12203592 T 0 12NA TYRP1 rsGa3 G 01 2 NA
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EVCs a aDNA — metodické pristupy
2) Na principu NGS
Pro fenotypovani byly pouzity data jak ziskana shotgun
sekvenovdnim (Otzi), tak i enrichment obohacovanim (Denisované).
Druhy pfistup je vhodnéjsi z toho dlivodu, Ze generuje high coverage
data.
http://www.illumina.com/areas-of-interest/forensic-genomics.html

Genomics Proteomics Bioinformatics. 2014 Oct; 12(5): 190197, PRACIC: PhACa4411420
Publizhed onfine 2014 Oct 14, doi: 10,1016k 2014.09.001

Application of Next-generation Sequencing Technology in Forensic
Science

Yaran ‘r’ang[,1 Einghing Xie,1 2 and Jiangwei ‘anhe

Avthaor information » Aicle notes e Copyright and License information

Thiz article haz been cited by other articles in PRC.

Abstract Gotao:

Nest-generation sequencing (19G3) technology, with its high-throughput capacity and low cost, has developed
rapidly in recent years and become an important analytical tool for many genomics researchers. MNew opportunities
in the research domain of the forensic studies emerge by harnessing the power of NNG3 technology, which can be
applied to simultanecusly analyzing multiple loci of forensic interest in different genetic contexts, such as autosomes,
mitochondnal and sex chromosomes. Furthermore, NGS technology can also have potential applications i many



Dalsi priklady analyzy EVCs u aDNA
e Plesatost; typ usniho mazu, BMI a hustota
mineralu (Rasmussen et al., 2010) ey tera
Palaeo - Eskymo — Saaqquq
o Otzi(Keller et al., 2012)

https://www.youtube.com/watch?v=t8LccobbMtc
A

ol &

nature
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2009; Accepted 18 January 2010
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Dalsi priklady analyzy EVCs u aDNA
BMI a hustota mineralt v kostech (Fromm-Dornieden
et al., 2012): FTO gen, ovliviuje obesitu a objem tuku,
nejcasteéji spojovany SNP - rs9939609 A, jedna STR a tri
SNP byly spojeny s obéma témito znaky u koster ze 14.
stoleti, potencial pro vyzkum genetické predispozice
pro prezivani hladomoru
ABO

Ilh-i‘ml Herrmann |
ABO blood group genotyping of ancient DNA by PCR-RFLP




Fenotypy podléhajici selekénim a evolucnim tlakim

vyvolanych zménou prostredi

M —— 65 000 et

10 000 let

—

Prvni hominidé | Osidlovani Homo erectus: || Osidlovani Zemé AMC:

Tepelnd priprava pokrm0 || Klimatické zmény

* Vyzkum sloZeni stravy a adaptaci na ni slouzi k rekonstrukci
Zivota a prostredi predchtdc( ¢lovéka

* Pred 6 mil lety se zacala ménit dieta hominid( vedouci k
hominizaci — ndrtst masa a Skrobu v potravé, vareni, neolitizace,
coz vedlo k rozvoji mozku, redukci velikosti stolicek a zvykaciho
aparatu, ,,out of Africa“, ale i spoleCenskym zménam — usedly
Zivot, parové souziti.

* Nejlépe jsou hodnotitelné zmény mladsi nez 600 000 - 2 linie: 1)
sméFujici k neandrtalcli a Denisovantim a 2) k AMC.

Neolitizace:

Zmeéna stravy

Usedly zpusob Zivota
Domestikace
Populacni exploze
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Vztah fenotypu a zmeény slozeni stravy je pomeérneé jednoduchy —
vétsinou se méni specificka funkce enzymu zapojenych do digesce
cilovych substratt nebo vnimani chuti.

Ke zméné funkce genu muze dojit bud jeho umi¢enim, zménou
aktivity ¢i zménou substratu:

- Vytvorenim STOP nebo alternativniho START kodonu

- Exon/Intronovym alternativnim sestfihem

- Nonsynonymni mutaci

- Zmeénou Cteciho ramce

Vlivem mutaci dojde bud ke zvyhodnéni nebo znevyhodnéni daného
fenotypu v prostred.i.

S ménicimi se prostredim mohou byt rozdilné fenotypy pod
rozdilnym selekcnim tlakem.



MYH 16 — Sarkomerni myosin

Je exprimovan zejména ve Zvykacim aparatu primatd, clovék nese deleci 2 pb, kterd vede k
predéasnému stop kodonu (Stedman et al., 2004) a vyrazné redukci predevsim
temporalnich svall. Tato adaptace se rozvila patrné s pouzivanim ohné (Wrangham et
Coklin, 2003) a je stara cca 1,9 mil roku. Neandrtalec i Denisované jiz méli humanné
specifickou deleci 2 pb v 18. exonu.

Skupina TAS genl

Tas geny koduji receptory pro vnimani horké chuti. U geni TAS2R62 a TAS2R64 neni
substrat znam, u TAS2R38 je substratem PTC. U velkych primatl (kromé orangutana) se
nachazeji specifické STOP kodony, které jsou reakci na zmeénu stravy. U ¢loveéka se pak v
genu TAS2R38 nachazeji 3 SNP, kde jejich polymorfismus vyvolava nevnimavost k horké
chuti. Zda se, ze tyto alely jsou pod velmi slabym selekénim tlakem, ale faktor neni stale
objasnén.

Schopnost stépeni Skrobu v potravé slinnou amylazou

Aktivita slinné amylazy koreluje s poctem kopii genu AMY1, ktery ji kdduje. U recentniho
Clovéka pocet je kopii u jednotlivych kultur zavisly na zpGsobu obzivy. Perry et al. 2015
porovnal recentni data s vysledky NGS neandrtalce a Denisovana — oba méli pocet
opakovani AMY1 genu podobny jako soucasni Simpanzi (1,83 a 1,76 / diploidni genom), coz
naznacuje, Ze adaptace se vyvinula nedavno, ale jesté pred neolitizaci (Lazaridis et al.,
2014).




Laktazova perzistence

* Umoznuje traveni laktdzy v dospélosti na galaktéza + glukdza.

* Laktaza je enzym laktaza-phlorin hydrolaza, je kédovana genem LCT, ale na
perzistenci maji vliv SNP v regulacni oblasti.

* Nejcastéjsim evropskym polymorfismem je C/T(-13910) = rs4988235, T - lak.
Tolerance a G/A(-22018) = rs182549 (https://www.snpedia.com) G - lak.
Intolerance.

» Laktazova perzistence se vyvinula minimalné u 5 populaci nezavisle (Krittli et al.,
2014):

napriklad Haplotyp A - T(-13910) vaze TF Oct-1 (Ingram et al., 2007)

Afrika — G/C(-14010), T/G(-13915), C/G(-13907) (Tishkoff et al., 2007)

Blizky vychod — T/G(-13915), T/C(-3712) (Enattah et al., 2008)

Tibet — G/A(-13838), T/A(-13906), C/T(-13908) (Peng et al., 2012)

Selekce - 2 hypotézy

1. Zivotni styl spjaty s konzumaci mléka mél pfimy vliv na selekci.(Gerbault et al.,

2011)

2. Zivotni styl spjaty s konzumaci mléka mél nepfimy vliv na selekci. (Gerbault et al.,

2011)




Laktazova perzistence a DNA

T(-13910)
Neolit (8000-5000 pft. n. |.) - obtizna detekce

- zastoupeni LP do 30% (Krittli et al., 2014)
1200 n. I. - LP na uzemi dnesniho Némecka 72% (71-80% v souc¢asném Nemécku a
Rakousku) (Krittli et al., 2014)
Selekce pravdépodobné probéhla mezi 3000 pr. n. |. - 1200 n. |. jesté pred
epidemii moru (Cernd smrt) v 14. stoleti. (Krittli et al., 2014)
C/G(-13907), C/T(-13910), T/C (-13913), T/G(-13915) - Sanger
Deaminace C — falesné pozitivni vysledky - pouziti Phusion misto Taq pfi PCR
(Krattli et al., 2014)



aDNA a urcovani pribuzenstvi

Rodina je zakladni socialni jednotka témér vsech lidskych spoleCnosti.

Jeji pojeti se v ramci rlznych kultur i v historii méni.

Podstata pojeti rodiny zasahuje do socialnich, pravnich, politickych,
nabozenskych i kulturnich vztaht a zaroven je jimi i ovlivhovana.

Studium pribuzenskych vazeb v historii a jejich interpretace je cilem celé rady
védnich obord, jako je genealogie, lingvistika i antropologie.

Definice pribuzenstvi neni jednoznacna a jeji vyzkum v historii je ¢asto zatizen
jeho soucasnym vnimanim rodiny (Johnson et Paul, 2006).

V Zapadni kulture se jiz od 11. stoleti nejvice uplatnuje genealogicky model
rodiny, ktery je zalozeny na sdileném genetickém zakladu pribuznych a
rozrustani rodiny se prirovnava ke kosaténi stromu (Klapish —Zuber, 1991).




Zkoumani pribuzenstvi ze starobylé DNA se zaméruje na:
Individudlni identifikaci kosternich pozustatk( (Bogdanowicz et al., 2009;
Malmstrom et al., 2012)

Dohleddavani potomkd i pribuznych v soucasnosti (Haas et al., 2009).
Rekonstrukci procest pohrbivani a pohrebniho ritu (Baca et al., 2012; Haak et
al., 2008)

Formaci pohrebisté (Dudar et al., 2003; Bouwman et al., 2003),

Identifikace pribuzenské struktury nalezisté (Dudar et al., 2003).

Pribuzenstvi Ize uréovat mezi skelety ve spolecném hrobé (Ricaut et al., 2003; Cui
et al., 2015) nebo ramci pohrebisté (Dudar et al., 2003).

Pouzité markery pro stanoveni pribuzenstvi se mezi jednotlivymi studiemi lisi.

V idealnim pripadé analyza pribuzenstvi kombinuje nejvhodnéjsi metodu izolace s
analyzou autotozomalnich STR lokust, mitochondridlni hypervariabilni smycky a
marker( na chromozomu Y.



Stanoveni genetického profilu a urceni pribuznosti na zakladée

porovnani kratkych tandemovych repetic (STR)

Kratké tandemové repetice (STR), zvané téz mikrosatelity

e délka zakladniho motivu, 2 — 7 paru bazi (di-, tri-, terta-, penta-,
hexa- a heptanukleotidy)

e pocet opakovani zakladniho motivu je mezi jednotlivci znacné
variabilni. neékteré STR lokusy jsou kompletni - mikrovarianty.

* mutace STR vede k variabilité délky tandemové repetice

* Pro profilovani jsou nejvhodnéjsi:

* \lysoce variabilni markery

* Pozorovana heterozygotnost v populaci vyssi jak 70%.

* Nizka mutacni rychlost




Stanoveni genetického profilu a ureni pribuznosti
na zakladé porovnani kratkych tandemovych
repetic (STR) - metodika

 Hotové komercni soupravy.

* Proces je optimalizovany, jednotny, jasné
reprodukovatelny a srovnatelny.

» Soucasti je robustni reakéni smés (nukleotidy,
pufr, ionty, polymeraza a fluorescencni barviva, .
ktera jsou inkorporovana do produkt( PCR a
nasledné detekovana laserem v sekvenatoru),
primery pro jednotlivé STR lokusy, které jsou L
designovany tak, aby reakci bylo mozno
multiplexovat, kontrolni DNA (K562), interni
velikostni standard a alelovy Zebfik. | | T

e Alternativou k forenznim kitd jsou tzv. mini kity, %Ecﬂ iﬁ
které amplifikuji kratké useky DNA do 250 pb a

[B21511
200

EHeR—

[D3513%8 ] [T | [DI3S31T | DI68533 | [D251338
100 209 oo

. 7 Vs -« v E:?m | EHA 200 I D1gseL ] I
jsou tedy vhodné pro starobylé vzorky (Zupanic, I

7 4 V4 v v v !l 4 Lk A A
2013). Pomoci tohoto pfistupu byl Uspésné ol
analyzovan historicky kosterni material i I -
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Pro analyzu vysledk( genetického STR profilu je nutné pouzit specializovany software,
ktery slouzi k intepretaci STR analyz (GeneScan®, Genotyper® software, GeneMapper
® software, FMBIO® Analysis software, STaRCallTM software) pro ucely sestavovani
lidskych DNA profil( se pouzivd GeneMapper ID® software a GeneMapper X - ID®
software, které jsou urceny pro forenzni ucely.

U analyz aDNA se nejcastéji vyskytuji artefakty typu tzv. stuttery a alelovy drop out
(Schultes et al., 1997; Odelberg et White, 1993).

Stutter - |ze prelozit jako koktani. V tomto pripadé dochazi k selhani polymerazové
retézové reakce a produkt PCR neni naamplifikovan kompletni, je o jeden motiv kratsi
nez puvodni alela. U lokusu jsou pak detekovany a tfi a vice alel (Butler et al., 2005).
Alelovy drop out - béhem amplifikace mlze dojit k situaci, Ze vlivem ndhody jsou alely
téhoz lokusu amplifikovany rozdilnou mérou. Dale mUze nastat tzv. alelovy drop out,
tedy k pripadu, kdy jedna alela neni amplifikovana vibec (Butler et al., 2005).
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Kosti ve velmi
dobrém stavu
(Drozdovd, 2011)
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Stanoveni haplotypu chromozomu Y

Na chromozomu Y se nachdzi rada markeru, které slouzi k:

e Urcovani pribuzenstvi po paternalni linii (Keyser - Tracqui et al., 2003)

* V genetické geneaologii (Gymrek et al., 2013), vyzkumu prenosu prijmeni (Sykes et
Irven, 2000 )

* Privyzkumech historickych migraci (Keyser et al., 2009)

Nejcastéji analyzovanymi markery na chromozomu Y jsou kratké tandemové repetice (STR)

nebo jednonukleotidové polymorfismy (SNP), Alu sekvence (Alu) a inzer¢ni/delecni (in/del)

polymorfismy. Bialelické polymorfismy (SNP, Alu in/del) slouZi k zafazeni do haploskupin a

multialelické (STR) — slouzi k zarazeni do haplotypu.

Pro analyzu Y STR se nejCastéji pouzivaji forenzni komercni soupravy, které jsou

koncipovdny obdobnym zplsobem jako soupravy pro stanoveni genetického profilu.

Soucasti vSech Y STR kit0 je vZdy tzv. minimalni Y STR sestava (minimalni Y haplotyp).

Jeji soucdsti je devét STR markerd, jejichZz cetnost je prostudovana ve vétsiné populaci

svéta a vyuzivd se v databazich Y haplotypd.

https://yhrd.org/
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