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aDNA a epigenetika

Epigenetika
= studuje zmeéeny v genové expresi (a tedy obvykle i ve fenotypu),
které nejsou zpusobeny zménou nukleotidové sekvence DNA.
= sbér regulacnich procesu, které kontroluji kdy, jak a které geny
budou ,vypinany a zapinany*
Epigenetické procesy jsou druhové, individualné i tkanové specifické,
v prubéhu zZivota muze dochazet k jejich remodelaci a jsou ovlivhény
okolim (stochastické efekty).
Epigenetické modifikace:
Zasahuji bud primo DNA — metylace DNA a histonova modifikace
nebo RNA — microRNA
Vedou k fenotypovym zménam




aDNA a epigenetika

Metylace DNA
Cytosin - 5-methyl cytosin (5mC) u savcl
Methyltransferazy prenaseji methyl (alkyl methanu) z S-adenosyl-1-methioninu na paty
uhlik cytosinové baze
CpG ostrivky = akumulované CpG dinukleotidy, které se ¢asto vyskytuji v oblasti
promotoru. Asi 60 % genll ma promotory asociované s témito CpG ostruvky. Ty jsou
nemetylovany u aktivnich gen(, zde se vazi transkripéni faktory. Metylace této oblasti je

spojena s inaktivaci genu. Target gene silenced by methylation
Sestavovani metylacnich map o e.g., oncogene

Metylace je dédicna, ale princip neni
dosud zcela objasnén @ @
Demethylace DNA probiha pasivné ——
pri replikaci a aktivné na replikaci
nezavislym zpusobem (v zygotach av Target gene activated by hypomethylation
pluripotentnich zarodecnych or demethylation
burikach, urcité oblasti DNA u @

neuront ¢i T lymfocytech). @@

Target gene
not expressed

Target gene

expressed




Vyzkumy aDNA epigenomu
Prima detekce 5mC nebo pocitacové modelovani z NGS dat
Prima detekce 5mC vyuzi bud' bisulfidovou sekvenaci nebo methyl- enrichment metodu

Vzhledem k zachovalosti aDNA je detekovatelnd predevs rragmented genomic ona Purlfied MED (His-tag)
Komplikace pfi bisulfidovém sekvenovani u aDNA: _ S
v s v . . o . — G\?c"'""f- (meD1) =
* Je mozné zaménit s postmortem modifikacemi W “ / - %
* Nelze pouZit na vzorky s malym obsahem aDNA LR e
* Vzorek po konverzi nelze pouzit na jiné analyzy Mix fragmented DNA and
7 v v oo s s .7 His-tagged MBD1 protein.
* Je tkanoveé specificka - pro kosterni material e
mC mC . .,,BE::’:G"& MBD1 binds specifically to DNA
| | %ﬁs\@ / containing methylated CpGs.
>>CCGGCATGTTTAAACGCT >> N =
<<GGCCGTACAAATTTGCGALS |

mC mC mC
Top strand Bottom strand 4@
/ Bisulfite conversion \ ‘gf Methylated DNA is captured and
& @ enriched by anti His-tag antibody-
>>UCGGUATGTTTAAACGUT>> <<GGUCGTACAAATTTGCGA<K {}? magnetic beads, but non methylated

//,4 \&‘@‘\ DNA remains uncaptured.
PCR ampllflcanon

OT >>TCGGTATGTTTAAACGTT>> >>CCAGCATGTTTAAACGCT>> CTOB l
CTOT <<AGCCATACAAATTTGCAA<< <<GGTCGTACAAATTTGCGA<< OB

Analysis of Methylated DNA
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aDNA a epigenetika

Vyzkumy aDNA epigenomu

* Je tkanové specificka - pro kosterni

material «adr
Metylacni mapa neandrtdlce a Denisovanu:
e (Cca 2000 rozdilnych metylovanych regiont

ve srovnani se soucasnym clovekem
 HOXD 10 region — zodpovéedny za rozdily v

morfologii koncetin PR—
* Rozdily patrné v translacni aktivité gent poos '
* Dale metylace genl spojovana s

psychiatrickymi onemocnénimi
Tkanova metylace je u velkych primatd z 80%
neménna — z miry metylace kosti se da
odhadnout i metylace v dalSich tkanich

(a)  Chimpanzee

Neanderthal Denisovan Present-day human

.n D 4§~

Neanderthal Denisovan Present-day human

Trends in Ecology & Evolution



aDNA a epigenetika

Sekvenovani 3. generace

e Sekvenace 1 molekuly DNA v realném cCase, vCetné metylace DNA
* V soucasné dobé ve fazi testovani
* Minimalni naklady na pripravu vzorku
* Dostupné platformy:

Pacbio - https://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtYCFc

Oxford Nanopore -
https://www.youtube.com/watch?v=3UHw22hBpAk




Paleolit

Nejdelsi obdobi lidskych dé&jin

Stridani dob ledovych a meziledovych (pleistocénni klimaticky cyklus)
Adaptibilita rodu homo na meénici se klimatické podminky

Hlavnim zpusobem ziskavani potravy byl lov a sbér plodin

Nejstarsi paleolit: pred 4 - 1 mil. Let

Stary paleolit: pred 1 mil. - 300 000 lety
Stredni paleolit: pred 300 000 - 40 000 lety
Mlady paleolit: 40 000 - 10 000 pf. n. |
Pozdni paleolit: 10 000 - 8000 pr. n. .




Homo sapiens

Homo heidelbergensis Homo neanderthalensis

y 4

Rollover a species image or Pxgup name to learn more. You are here
Click a species image to go to i mmary page. 7
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Homo neanderthalensis

B .
* 1829 Belgicka lokalita Engis; 1814 Forbeslv lom v Gibraltaru ERRTREy
* 1856 Neandertal nedaleko Disseldorfu ,,mousterska 1 gomma —
kultura” (mousterien) e R g2y human
« CR Sipka a KiiIna @ trger browridge =
* Poutzivali ohen, pecovali o nemocné, staveéli pristresky i
predevsim z mamutich kosti a klG a dreva *"“——-Iar-:eG;'nﬁgulder
N e larger, broader
Vyzkumy Homo neanderthalensis | o
* Vyzkum kosternich pozUstatkd e g b L

e Zubniho kamene (Hardy et al., 2012)
* NastrojQ, Sperkd, zbrani
* Stop a dalSich otiskl téla JB
o Sidlist

» Stravovacich zvyk(

PECRRUEETREEE ey
T G

larger hip joint

B o,
g \ broadet hips
shorter forearm

———=Ilarger and
thicker patella

shorter and rmore
flattened tibia

larger ankle joint

2 2004 Encyelopsedia Britannica, Inc.




Paleolit

PHILOSOPHICAL

20 let vyzkumU aDNA Homo Neanderthalensis ith royalsocetypublishing.org

w \Ah.A\TlIDﬂL \_AM w"”

Almost 20 years of Neanderthal
palaeogenetics: adaptation, admixture,
diversity, demography and extinction

Federico Sanchez-Quinto and Carles Lalueza-Fox

Institute of Evolutionary Biology (CSIC-Universitat Pompeu Fabra), Dr. Aiquader 88, 08003 Barcelona, Spain
(> C1-F, 0000-0002-1730-5914

-~
Review CrossMark
chck for updates.
A& sites with only partial mtDNA data
Les Rochers-de-Villeneuve Y

@ sites with mitogenome

O sites with partial nuclear data

B sites with exome data and mitogenome

M sites with low-coverage genome data

1 sites with high-coverage genome

¥ Denisovan high-coverage genome

@ Sima de los Huesos hominin mitogenome

Cell

Article
Humans

+ Show more

Volume 90, Issue 1, 11 July 1997, Pages 19-30

Neandertal DNA Sequences and the Origin of Modern

Matthias Krings', Anne Stone2, Ralf W Schmitz?, Heike Krainitzki¢, Mark Stoneking?, Svante Paabo’ & . &

http://dx.doi_org/10.1016/S0092-8674(00)80310-4 Get rights and content

Under an Elsevier user license

Open Archive

Abstract

DNA was extracted from the Neandertal-type specimen found in 1856 in western
Germany. By sequencing clones from short overlapping PCR products, a hitherto

N




Paleolit

Vvzkum aDNA Homo Neanderthalensis — metodicky pristup

: L/IJIENN: DNA Simpanze aDNA neandrtalce aDSI\;'ZiZZ:nO

Kompletni mitogenom
(Green et al., 2008)

Shotgun NGS (Green et al., 2008) Neanderthal

Target enrichment NGS Test m
(Briggs et al., 2009) Alricn I
High coverage data

(Pfufer et al., 2014; Meyer et al., 2012) Nthht'_T

African | ]
Funkcéni studie

Demografické a migracni studie Neanderth) EmmE——
Fylogenetickeé studie Test

African [

Recentni DNA

~0.05 cM




Paleolit

Fylogenetické studie — krizeni Homo

neanderthalensis s jeho soucasniky

Homo neanderthalensis koexistoval v Evropé s

Homo sapiens minimalné

Analyzy mtDNA z 90. let krizeni neprokazaly,

vznikly teorie, Ze tento fakt zpUsobila biologicka

bariéra nebo kulturni nepochopeni.

Analyzou nuDNA to bylo kriZzeni potvrzeno:

* Hybridiza¢ni zona na Blizkém vychodé.

* Jelikoz ma kazdy clovék neafrického plivodu 1,5
— 2, 1% neandrtalci DNA, ke zplozeni
spole¢ného potomka mohlo dojit jednou za 10 —
80 generaci.

* Neandrtdlci maji na X varianty gent pod
negativni selekci — nizsi plodnost

* Nizsi plodnost mohli mit také kfizenci
(Sankararaman et al., 2012)

* DNA neandrtalct byla nalezena i u africkych

A Sima de los Huesos

-

I Denisovans

I Neanderthals

I Africans

Asians and
Europeans

0.0090

Figure 4 | Bayesian phylogenetic tree of hominin mitochondrial
relationships based on the Sima de los Huesos mtDN A sequence determined
using the inclusive filtering criteria. All nodes connecting the denoted
hominin groups are supported with posterior probability of 1. The tree was
rooted using chimpanzee and bonobo mtDNA genomes. The scale bar denotes
substitutions per site.

== alternative route W possible location of admixture with Neanderthals

kya 1,000 years ago ¥ possible location of admixture with Denisovans

Masajl — , back to Africa“. Bi5130 Zaklady prace s lidskou c—...




This map shows the proportion of the genome inferred to be Denisovan in ancestry in
diverse non-Africans. The color scale is not linear to allow saturation of the high Denisova

proportions in Oceania (bright red) and better visualization of the peak of Denisova
proportion in South Asia.

Credit: Sankararaman et al./Current Biology 2016



Paleolit

Demografické studie

High coverage data

Mala efektivni populace — pouze pres 3000 neandrtalcu (Briggs et
al., 2009)

Velky selekcni tlak a tedy vice nesynonymnich mutaci

Vysoka heterozygotnost, nizka diverzita - svédci o inbreedingu,
zivoté v malych skupinach a bottle necku

Starsi nalezy neandrtalcl se geneticky lisSi od mladsSich

LiSi se i zapadni neandrtalci od vychodnich



Paleolit

*78 rozdilu v sekvencich, které ovlivni strukturu proteinu

*TLR geny TLR jsou exprimovany na bunécném povrchu, kde se odhalovani a
reakce na slozky bakterii, plisni a parazitu.

*SPAG17 ovliviiuje pohyb spermii

*TTF1 ovliviiuje transktipci ribozomalnich gen(

*RPTN pritomny v srdci, kUzi, vlasech a potnich Zlazach

*CAN15 microRNA molekuly, mozna spojitost s metabolismem, kognitivnim

vyvojem, morfologii hlavy a téla

*MRC1 mutace zpusobi, Ze prislusny regulacni protein je méné aktivni, u

neandrtdlcl patrné zplsoboval svétlou kizi a zrzavé vlasy, u lidi je velmi vzacna jind forma.
*FOXP2 gen ve spojitosti s reci a jazykem (Lai et al. 2001). Neandrtalci gen maji, ale lisi se.
Mutace zpUsobuji problémy s feci a kontrolou oblicejovych svalll. Ma pravdépodobné
plvod jesté pred rozdélenim populaci Homo sap. a Homo nead.

*TAS2R38 chutnadstvi horkosti v brukvovité zeleniné

*Microcephalin Ggn zodpovédny za velikost, spojitost s haploskupinou D: lidé z této
skupiny mohly byt pozitivné selektovani a mohli byt pravé potomky inbredni linie (Evans et
al. 2006). Mutace vede k mensimu mozku bez vlivu na funkci. Je domnénka, Ze prave tato
mutace vznikla u neandrtalcu, ale tento jen u nich nebyl jesté nalezen (Green et al. 2010).
*Predispozice k nemocem (Sankararamanetats, 2014)



