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WSTEP

Szczatki organizméw sa przedmiotem badar przedstawicieli co najmniej kil-
ku dyscyplin nauki, w tym od niedawna biologéw molekularnych. Wraz z pierw-
szymi prébami badania DNA wyizolowanego z materiatu kopalnego narodzita sie
zupetnie nowa gatqz nauki, przez niektérych okreslana jako archeologia moleku-
larna. Informacja zawarta w kopalnym DNA stanowi fiie tylko cenne uzupetnienle
danych antropologiczaych, archeologiczaych i paleonitologicziych, ale niejedne-
krotnie jest jedynym sposobem ich zdobyecia.

Badanie kopalnego DNA (ancient DNA — aDNA, fossil DNA) musi frapo-
waé wszystkich, ktérzy choéby raz zetkneli si¢ z metoda odtworzenia cech 2yja-
cego w przesztosci organizmu poprzez analize sekwencji nukleotyddw. Struktura
chemiczna czgsteczki przekazywanej w taficuchu pokolef jest chroniona in vive
przed modyfikacja chemiczng za sprawa procesdw naprawy (nieobecnych w orga-
nellach komérkowych). Natomiast wraz ze $miercia komérki rozpoczyna sie
gwaltowna degradacja czasteczki matrycy zaréwno pod wptywem czynnikow
endogennych, jak i egzogennych. Tym samym dostep do autentycznej informacji
(wystepujacej przyzyciowo) staje sie utrudniony i nalezy podjac okreslone dziata-
nia podezas izolowania i analizy kopalnego DNA oraz interpretacjl uzyskanyeh
wynikéw, aby ustali¢ tzw. autentyczng strukture pierwszorzedowa,

W ciagu dwdch ostatnich dekad ulepszane metody badawcze umozliwiaja
coraz szerszy dostep do danych, tak niedawno jeszcze zupelnie nieosiagalnych.
W ostatniej czedci artykutu podano szereg przykladéw wykorzystania analizy
kopalnego DNA, ktdre ilustrujg rézne jej zastosowanie.

! Praca zostala przygotowana w ramach projektu bhadawczego MNiSW nr N 303 003 31/0186.



16 HENRYK W. WITAS

HISTORIA BADAN KOPALNEGO DNA

Russ Higuchi w 1984 r. jako pierwszy podjal wyzwanie (R. Higuchi i in.
1984)%. Wyizolowat fragmenty matrycy DNA kwagi (Equus quagga @uagga),
muzealnego okazu reprezentujacego gatunek wymarly pod koniec XIX w., a wy-
niki analizy wykorzystat do identyfikacji filogenetycznej zwierzgcia. Rok pézniej
S. Pé#bo (1985) opublikowat wynik sekwencjonowania fragmentu DNA o dhigo-
$ci 3 400 pz (par zasad) wyizolowanego wczesniej z mumii chiopca egipskiego
liczacej sobie okoto 2400 lat.

Pod koniec lat osiemdziesigtych XX w. wydawato sie, ze silnie pofragmento-
wany, zdegradowany chemicznie, sieciujacy z biatkami oraz wymieszany z cza-
steczkami DNA bakterii i grzybow kopalny kwas nukleinowy trudno bedzie klo-
nowa¢ na wieksza skale za posrednictwem bakterii, jedyng dostepng wtedy
metoda jego namnazania.

Warto podkresli¢ w tym miejscu, ze obydwie wspomniane wy2ej prace zosta-
ly opublikowane mniej wiecej wtedy, kiedy Kary Mullis podejmowat pierwsze
proby namnazania fragmentéw DNA in vitro. Niedlugo potem opisano szczegoty
metody (R.K. Saiki i in. 1985; K.B. Mullis, F. Faloona 1987), aw 1993 t. K. Mul-
lis otrzymat nagrode Nobla.

Czutod¢ i wydajnosé taficuchowej reakcji polimerazy (Polymerase Chain
Reaction, PCR), dzigki ktérej mozliwe jest otrzymywanie milionéw kopii tylko
okres$lonego (wybranego, zaznaczonego) fragmentu DNA, a nie calej czasteczki
jak to ma miejsce podczas replikacji w komorce, jest jednoczesnie jej zalety
i wada. Powielaniu bowiem podlegaja takze wszelkie zanieczyszczenia egzogen-
nym DNA znajdujace si¢ w prébie. Niemniej jednak zastosowanie metody PCR
stato si¢ kamieniem milowym w badaniach kopalnego DNA, i dzisiaj, po kolej-
nych jej modyfikacjach, trudno sobie wyobrazi¢ analize molekularng materiatu
historycznego bez wczesniejszego jej zastosowania.

Wkrétce wielu badaczy zaczeto izolowac i charakteryzowaé kopalne matryce
ludzkie, zwierzece, roslinne i bakteryjne. Poczatkowo muzea traktowane byly jak
magazyny kopalnego materialu do badan. Jednak po wielu latach do$wiadczen
okazalo sig, ze istniejg znacznie bogatsze jego zasoby (wyjasnienie ponizej).
Wraz z rosnacg lawinowo liczba publikacji pojawity sie pierwsze krytyczne uwa-
gi poddajace w watpliwos$¢ autentycznos$€ uzyskiwanych wynikéw. Obecnie kwe-
stionowane lub wrecz dyskredytowane sa wyniki wielu prac z tamtego okresu,
ktére dowodzity obecnosci namnazalnych fragmentéw DNA, szczeg6lnie w ma-
teriale sprzed milionéw lat, np. w halofitycznych bakteriach sprzed 250 min lat

? Wedtug zasady stosowanej w ,,Archeologii Polski” w tekscie, w odnosnikach do literatury powinni
by¢ wymienieni wszyscy autorzy danej pozycji bibliograficznej zgodnie z zapisem w Hiykazie cytowanej
literattamy. Poniewaz w niniejszym artykule Autor odwotuje si¢ do wielu prac opublikowanych przez dosé
liczne zespoly badaczy, odstepujemy wyjatkowo od tej zasady, by nie przerywaé toku wyktadu diugimi
wstawkami bibliograficznymi. W przypadku prac jednego lub dwdch autoréw podajemy ich nazwiska,
natomiast przy cytowaniu artykutéw opracowanych przez trzech i wiecej (do trzydziestu) badaczy odno-
$niki ograniczamy do wymienienia nazwiska pierwszego z nich, a nazwiska pozostatych zastepujemy
okresleniem ,,i in.”. Dwukrotnie H.W. Witas powotuje si¢ na artykuty opracowane przez ponad trzydziestu
autoréw; wéwczas — zaréwno w tekscie, jak i w Wiykazie cytowansj/ literattury — po wymienieniu pierw-
szego nazwiska stosowany jest skrot ,,i wsp6t.” (przyp. Redakeji).
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(R.H. Vreeland i in. 2000), a nawet 400-600 min lat (E. Willerslev i in. 2004a),
w ko$ciach dinozauréw (S.R. Woodward i in. 1994), w owadach zachowanych
w bursztynie (R.J. Cano i in. 1992) lub roslinach (RS. Soltis i in. 1992). Przed-
stawiane wyniki, czesto nieweryfikowalne (J.J. Austin i in. 1997a), byty niejedno-
krotnie tylko obrazem egzogennego DNA zanieczyszczajacego prébe (G.1. Gutlef-
rez, A. Marin 1998). Publikowano dane, kiorych wartosé budzi do dzisiaj
watpliwosei, poniewaz autorzy nie stosowali wszystkich wymagafyeh rygeréw
analltyczayeh 1ub nie potwierdzali wynikéw, przeprowadzajac izolewanie i druga
anallze rownelegle (G.J. Adeock 1 1. 2001; A. Ceepet i in. 2001).

Wsr6d przyczyn powstawania btedéw wskazywanych od poczatku badan byta
chemiczna degradacja DNA (T. Lindahl 1993; M. Hdss i in. 1996) znieksziatcajg-
ca strukture pierwszorzedows czgsteczki, modyfikacje podczas enzymatycznego
namnazania kopalnych matryc, a przede wszystkim brak kontroli jakosciowe]
i ilosciowej nad wszechobecnym egzogennym DNA.

Fakt istnienia postepujacej degradacji DNA pestt mortems spowodowal, ze
pionierzy dziedziny wybierali poczatkowo czasteczki genomu mitochondrialnego
(mtDNA), znacznie liczniej wystgpuijeemiiz czgtaczki gatamu jadrowego ((uUDNAY).
Liczba matryc mtDNA, setki razy wieksza w komorce, znacznie zwieksza szanse
wyizolowania jego namnazalnych fragmentéw.

Pomimo szeregu niepowodzen (zakwestionowane zostaly réwniez wyniki
pierwszych dwdch prac — R. Higuchi i in. 1984 oraz S. Pé#bo 1985), archeologia
molekularna rozwija si¢ intensywnie, a to dzigki poznawaniu dalszych szczeg6-
téw mechanizmu degradacji, drég rozprzestrzeniania sie zanieczyszczen i mozli-
wosci ich kontrolowania. Trwa tak2e ulepszanie metod izolowania i analizy
aDNA. Niemozliwe do niedawna staje si¢ wykonalne wraz z pojawianiem sie
nowych narzedzi badaweczych. Przykladem niech bedzie sekwencjonowanie ge-
nomow gatunkéw wymartych, mitochondrialnego (E.I. Rogaev 1 ifi. 2006) i jadro-
wego (J.P. Noonan | In. 2006; R.E. Green | In. 2006).

PRZEWIDYWANIE CZASU PRZETRWANIA 1 STANU ZACHOWANIA
MATRYCY DNA. WSTEPNA OCENA STOPNIA DEGRADACII
KOPALNEGO DNA

Wiele laboratoriéw zmierzylo si¢ z zagadnieniem degradacji DNA i oceng
namnazalnej liczby jego czasteczek w badanej prébie, co dzisiaj realizowane jest
za poérednictwem metody namnazania w czasie rzeczywistym (Real Time PCR).
Wiadomo, Ze r6zne wtasciwosci srodowiska decyduja o r6znym stopniu degrada-
cji, a w konsekwencji roznym czasie przetrwania namnazalnych fragmentéw
DNA. Wedtug poszczegblnych autoréw granica przetrwania, ktorg wyznacza fi-
zyczne otoczenie proby archeologicznej, moze waha¢é sie od 40 tys. do 1 mln lat
(S. P4dbo, A.C. Wilson 1991; H.N. Poinar 1 in. 1996; J.J. Austin i in. 1997a;
J.J. Austin | in. 1997b; M. Hofreiter i in. 2001a; C.1. Smith | if. 2001; E. Willerslev
1 in. 2004a; E. Willerslev i in. 2004b; S. Paabe i in, 2004, E, Willetslev, A. Cooper
2003). Wedtug powszechnie przyjetego modelu, w klimacie umiarkowanym
~100 tys. lat jest srednlm maksymalnym okresem przetrwania krétkieh fragmen-
tow (okoete 100 pz; T. Lindahl 1993; C.1. Smith i if. 2001).
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Czesto posrednia ocena stopienia degradacji DNA stosowana jest przed przy-
stagpieniem do izolowania matrycy i nie tylko oszczedza ponoszone koszty, ale
stanowi takze potwierdzenie autentycznodci proby. Ocena procesu racemizacji
aminokwaséw (AA), ktéry polega na zamianie enancjomeru L w D (czg¢§ciowo),
wykorzystywana zresztg przy datowaniu préby, charakteryzuje sie energia akty-
wacji poréwnywalng do niezbednej w procesie degradacji puryn (H.N. Poinar i in.
1996). Przyjeto, ze warto§¢ log D/L dla asparaginianu (najbardziej wrazliwego
aminokwasu) mniejsza hiz 1/10 §wiadczy ze znacznym prawdopodobiefistwem

zachaghmianiie sie prdbidhiameamahrpdhy bfagiregymtent §prAmaynairin )0 108).pz).
Jednoczesnie, kiedy uzyskana dla asparaginianu warto$¢ jest najwigksza porow-
nujac z innymi AA, to wyizolowane fragmenty DNA pochodzg od jednego osob-
nika. Rzadziej wykorzystywany jako wskaznik jest stopiefi degradacji kolagenu
(H.M. Poinat, B.A. Stankiewicz 1999) lub wiek termiczny stanowiska (C.1. Smith
in.i2G0 N01).

DEGRADACJA DNA POSIT. MIORTEM

Kompletowanie wiedzy na temat zmian struktury pierwszorzedowej DNA
postt mortem: jest ciagle jeszcze dzialaniem o kluczowym znaczeniu. Po $mierci
organizmu ustaje ochrona przed dziataniem degradujacych czynnikéw zewnetrz-
nych, poniewaz tracq aktywno$¢ enzymy naprawiajace DNA jadirowy. mtDNA nie
jest naprawiany nawet in vivo, kumulujac wszystkie zachodzgce zmiany, i dlatego
jest chetnie wykorzystywany do oceny zaleznosci fiilogenetycznych. Dodatkowo,
tuz po $mierci, uwalniane z lizosoméw wewnatrzkomoérkowe enzymy nukleoli-
tyczne rozpoczynajq trawienie makroczasteczek, w tym takze fragmentacj¢ ma-
trycy DNA. Nieco p6zniej na scene wkraczaja mikroorganizmy glebowe, tj. bak-
terie i grzyby.

Rozwazania teoretyczne oraz idace za nimi dane empiryczne pokazuja, ze
czas przetrwania i mozliwo$¢ kopiowania matrycy DNA, jak juz wspomniano
wczesniej, zalezy gtéwnie od zewnetrznych czynnikéw fiizgkochemicznyeth, a nie
od czasu, ktéry uptynat po $mierci. Chociaz wyniki przeprowadzanych dotych-
czas analiz nie sg jedinoznaczne, i zapewne nie wszystkie typy modyfikacji struk-
tury sq znane, to z pewnoscig wiadomo, ze powstajace pod wptywem dziatania
enzymoéw hydrolitycznych fragmenty matrycy podlegaja dalszym i ciagtym zmia-
nom w obecno$ci tlenu (utlenianie) i wody (hydroliza). Niestety, mechanizm
i dynamike proceséw zachodzacych posi mortem mozna jedynie ekstrapolowaé
do zjawisk obserwowanych w roztworze (T. Lindahl 1993; M.T.P. Gilbert i in.
2003). Powodzenie w namnazaniu izolowanych fragmentéw DNA zalezy takze
od temperatuty, w jakiej przebywaly post mortemn analizowane szczatki.
Wydajno$¢é namnazania DNA slabnie wraz z jej wzrostem. Wiekszo$¢ préob
z wiecznej zmarzliny zawiera namnazalny DNA (C.I. Smith i in. 2001;
J.A. Leonard i in. 2000; 1. Barnes i in. 2002), tylko 40 + 20% prob z rejonu o tem-
peraturze umiarkowanej, a mniej niz 5% (!) z suchego i goracego rejonu
(C.J. Edwards i in. 2004). Chociaz tlen, woda i temperatura sg istotnymi czynni-
kami, ktére majg wptyw na stoplefi degradacji DNA, to jednak nie jedynymi.
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Odczyn (pH) srodowiska, potencjat red-oks, promieniowanie, sktad chemiczny

gleby/otoczenia majg réwniez swoj udziat i modulujg ten proces w réznym stop-
niu. Jest oczywiste, ze w skomplikowanym, wieloczynnikowym ukfadzie, a takze
wobec jego zmiennos$ci w czasie, nie sposéb doktadnie przewidzie¢, w jakim sta-
nie bedzie czasteczka DNA izolowana z konkretnego materiatu kopalnego.
Ponadto, zazwyczaj dane opisujace srodowisko sg najczesciej weryfikowalne
w momencie wydobycia préby na stanowisku archeologicznym i najczesciej jest
nikta szansa na ich oszacowanie w okresie pomiedzy $miercig osobnika a wydo-
byciem szczatkéw (W.L. Nicholson i in. 2000).
O ile nieustanne skracanie taficucha polinukleotydowego i depurynacja ogra-
niczaja, a w efekcie uniemozliwiajg, namnazanie matrycy DNA, o tyle modyfika-
cja struktury chemicznej jego sktadnikéw (zasad purynowych i pirymidynowych),
omdwiona nizej, zmienia pierwotng informacje, wiodac do powaznych btedéw
interpretacyjnych, fatszujac wnioskowanie filogenetyczne (B. Shapiro i in. 2004)
i/lub strukture odtwarzanych genomoéw gatunkéw nalezacych do przesztych $ro-
dowisk (E. Willerslev i in. 2003; H.N. Poinar i in. 2006).
Przyjmuje sie, ze gtdwna modyfikacjg struktury DNA post mortem jest depury-
nacja (odtaczanie pojedynczych zasad purynowych od czasteczki matrycy).
Wiadomo jednak, ze i inne rodzaje zmian maja swoj niematy udziat w eliminowa-
niu czasteczek matrycy lub utrudnianiu do niej dostepu. Podwojne peknigcia skra-
cajg czasteczke, natomiast tranzycje adenina <-> guanina (A/G) i cytozyna <-> tymi-
na (C/T) powoduja zmianeg pierwotnego znaczenia zapisu (M. Hofreiter i in. 2001b;
M.T.P. Gilbert i in. 2003). Obecnos¢ inhibitoréw polimerazy DNA podczas PCR,
np. kwaséw humusowych pochodzacych z gleby lub produktéw degradacji zasad
purynowych i prymidynowych, uniemozliwia namnazanie. W wielu przypadkach
obecno$¢ namnazalnych fragmentéw matrycy i pozbycie sie inhibitoréw polimera-
zy nie wystarczaja, poniewaz wigzania sieciujgce, wewnatrz i miedzy czasteczka-
mi DNA, a takze pomiedzy DNA i biatkami uniemozliwiajg dostep enzymu na-
mnazajacego (W.L. Nicholson 2000; M.T.P. Gilbert i in. 2005). Jednak warto zda¢
sobie sprawe z oczywistego faktu, jakim jest wspotwystepowanie w izolowanej
probie fragmentéw o roznej dtugosci, tworzacych pierwotnie wiele czasteczek
DNA badanego osobnika. Jest takze oczywiste, ze zdefiniowany rodzaj modyfika-
cji w okreslonym miejscu czasteczki DNA nie wystepuje jednoczesnie we wszyst-
kich izolowanych matrycach. Znaczy to, ze badajgcy ma do czynienia z mieszaning
matryc. Jednoczesna identyfikacja wszystkich fragmentéw znajdujacych sie w pré-
bie i oddzielenie zdegradowanych od autentycznych, np. poprzez poréwnywanie
z sekwencjg referencyjng gatunku, umozliwia skompilowanie autentycznej pierw-
szorzedowej struktury matrycy. Pierwsze kroki w kierunku takiego rozwigzania
juz poczyniono (J.P. Noonan i in. 2006; R.E. Green i in. 2006).
Cztery mozliwe rodzaje tranzycji puryn i pirymidyn klasyfikowane sg zazwy-
czaj do dwdch gtéwnych typdw, co wynika z faktu, ze moga zachodzi¢ na oby-
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dwoch niciach DNA. Tranzycje typu L, tj. adenina/guanina, tymina/cytozyna
(A/G, T/C), i typu 2, tj. cytozyna/tymina, guanina/adenina (C/T, G/A), powstaja
jako efekt dezaminacji adeniny do hipoksantyny (A->H) i, odpowiednio, cytozy-
ny do uracylu (C->U) oraz metylocytozyny do tyminy (met-C->T). Jezeli cytozy-
na znajdujaca si¢ na nici 3’ zostanie pozbawiona grupy aminowej, to podczas na-
mnazania polimeraza wiaczy do nici 5’ adening zamiast guaniny, poniewaz uracyl
rozpoznawany jest jako tymina (G->A) (A.E. Hansen i in. 2001; M. Hofreiter i in.
2001b; M.T.P. Gilbert i in. 2003). Podobnie rzecz ma si¢ z adening. Kiedy ulegnie
deaminacji do hipoksantymy, odczytywana jako guanina, powoduje powstanie
zmiany w produkcie namnazania w postaci tranzycji A/G lub T/C. Najezesciej
stwierdzany rodzaj modyfikacji w kopalnym DNA (typ 2) jest zapewne wynikiem
réznicy w szybkodei deaminacji zasad. Cytozyna tracl grupe aminows (NH;)
w roztworze ~30-30 razy szybclej niz adenina (T. Lindahl 1993). Niejasne jest,
czy obserwowane in vitro tranzycje typu 1 sq wynikiem uszkedzenia DNA, 6zy
tez biedow, kiére popetnia podezas namnazania enzym polimeryzujaey (M. Hef-
reiter i in. 2001b; M.T.P. Gilbert i ifi. 2003; S. Péébeo 1 in. 2004).

Obydwa typy uszkodzenia wystepuja z r62na czestoscia w réznych rodzajach
komérkowych kwaséw nukleinowych (J. Binladen i in. 2006). Typ 1 uszkodzefi
(A->G/T->C)) stwierdzany jest rzadziej w nuDNA (15%) niz w mtDNA (24%),
a typ 2 (C->T/G->A) czesciej (78% vs. 56%). Bez wzgledu na pochodzenie ma-
teriatu do badan (np. wieczna zmarzlina, obiekty muzealne) typ 2 dominuje, wy-
stgpujac 2-3 razy czesciej (M.T.P. Gilbert i in. 2003; J. Binladen i in. 2006).
Deaminacja cytozyny i je] metylowej pochodnej jest dominujacym redzajem
uszkodzenia zaréwno w mtDNA, jak i w nuDNA pomimeo znaczne] réznicy
w liczbie kopii matrycy w komorce. Genow jadrowych jest 5x 10°-10% razy mnlej
niz tych, ktére tworzg genom mitochondeialny (H. Poinat 1 ifi. 2003). Kiedy pe-
réwnano warto$§é TSH (iotal sequence heterogeneity), liczong jako prawdopode-
bieristwo wystapienia tranzyejl w zdefiniowanym potozeniu nukleotydu wedtug
wzotu TSH = I/, gdzle | jest liczba obserwowanych podstawiet, a n jest liezbg
nukleotyd6w przeanalizowanych, ile doszukane sie istothyeh réznie llosciowyeh
pormiedzy mtDNA i nuDNA (J. Binladen i ia. 2006).

Jedna z metod weryfikowania analizowanej sekwencji jest molekularne klo-
nowanie produktéw namnazania kopalnego DNA. Obserwowane czesto zrézni-
cowanie struktury pierwszorzedowej klonéw produktu PCR mo2e wigzaé sie
z dzialaniem réznych czynnikéw lub byé wynikiem licznych proceséw, nieko-
niecznie degradacji DNA. Na przyklad, dziatanie przyspieszonego tempa ewolu-
cji, przynajmniej w odniesieniu do niektérych genéw/sekwencji, powoduje ich
naturalny polimorfizm (A.E. Hansen i in. 2001). Zmiana sekwencji (miscoding
lesions) moze by¢ takze wynikiem btednego wigczania nukleotyddw przez poli-
meraz¢ DNA, cechy enzymu stosunkowo tatwej do wyeliminowania poprzez
stosowanie enzymoéw;, kiore ,,mylq si¢” rzadko (J.M. Flaman i in. 1994; P, Andie i ikf.
1997), np. polimeraze DN APlatinum Taq High Fidelity (2,0 x 10°-6,5 x 1.0 /nukleo-
tyd/cykl). Réwniez niewielka liczba kopii matrycy w probie stanowié¢ moze przy-
czyng zwiekszonego udziatu klonéw o zmienionej wtérnie sekwencji. Mala liczba
kopii oznacza wigkszy procentowy udzial czasteczek zmodyfikowanych w bada-
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nej puli, a co za tym idzie, znaczacy ich udziat w puli produktéw namnazania,
szczeg6lnie ze liczba cykli podezas namnazania kopalnego DNA jiest zwykle 2-3
razy wigksza niz w przypadku DNA wspotczesnego. Wptyw fia stopier hetero-
gennodci allelicznej ma namnazanie pseudogendw lub zduplikowanyeh gendw,
a podczas analizy miDNA takze nieuprawniona synteza alleli jadrewyech
(A.D. Greenwood i ifi. 2001).

Namnazanie nuDNA w pordwnaniu z mtDNA jest ograniczane dhlugoscia
fragmentdw (M. Bunce i in. 2003). Im wiecej czasteczek matrycy w materiale, jak
to ma miejsce w przypadku mtDNA, tym wigksze prawdopodobienstwo znalezie-
nia wystarczajaco dtugich i nieuszkodzonych fragmentéw zawierajacych analizo-
wang pozycje nukleotydowa. Co wiecej, nuDNA w przeciwiefistwie do mtDNA
jest zwigzany z biatkami. Z jednej strony bezposredni kontakt biatek jadrowych
z DNA sprzyja sieciowaniu typu biatko-DNA, jak wspomniano juz weczesnie],
z drugiej jednak strony polipeptydy wiazace kwas nukleinowy spetniaé moga
funkcj¢ ochronng, Wiadomo, ze fragment o dtugosei 147 pz potaczony jest z okia-
merem histonowym (V.G. Levitsky 1 in. 2005) | pezestaje pod bezposrednig
‘ochrong’ przed degradacja, w przeciwienstwie do tych fragmentdw, kidre znajdu-
ja si¢ pomiedzy nukleosomari. Bromek N-fenyloacyletiazolowy (PTB) uwalnia
DNA z wigzan sieciujacych i niewykluczone, ze obserwowane w praktyce labora-
toryjnej réznice jakoSciowe oraz ilosciowe podczas namnazania rézaych alleli
z jednej proby mozna wyjasni€ roznym potozeniem analizowanyeh fragmentow
wzgleder biatek histonowych. Znamienny jest rowniez fakt, ze najskutecznlej
namnazane sq fragmenty o diugosci nleprzekraczajace) 150 pz.

GENOMIKA KOPALNEGO DNA

Odczytana po raz pierwszy w 1972 r. struktura pierwszorzgdowa catego genu
kodujacego biatko ptaszcza bakteriofaga MS2 (W. Min Jou i in. 1972) zainicjowa-
ta szereg badan, w efekcie ktérych w 1995 r. mozliwe bylo ogtoszenie struktury
genomu pierwszego zywego obiektu — bakterii H. influenzae (R. Fleischmann
i in. 1995). Na ogloszenie przyblizonej struktury pierwszorzedowej genomu H.
sapiers czekliSmy niespetna szesé lat (J.C. Venter i wspét. 2001; E.S. Lander
i wspét. 2001), a nastepne sze$¢ przyniosty jej petna weryfikacje (W.S. Oetting
2007). Jeszcze niedawno tylko nieliczni przewidywali mozliwos¢ poznania siruk-
tury pierwszorzgdowej jadrowego DNA nalezacego do organizmu, ktérego obec-
no$¢ w biosferze Ziemi przeszta do historii. Genomika kopalfiego DNA narodzita
si¢ w dwoch osrodkach, gdzie zaledwie od reku sekwengjonowany jest genem
neandertalczyka (J.P. Noonan i in. 2006, R.E. Green i in. 2006), zapewne naszege
najblizszego krewniaka, kiorego liczebnosé zaczeta maleé okoto 40 tys. lat temu,
a wiek ostatnich znalezionych szczatkow jego przedstawicieli oznaczono na
28-24 tys. lat (P.B. Pettitt 1999; C. Finlayson 1 in. 2006). By¢ moze poznanie ge-
nomu H. neandeialtnsiss wyjasnl udziat H. sapiens w eliminewaniu najblizej
spokrewnionego z nami gatunku (I. Jankovic 2004) | pozwoli rozstrzygnaé szereg
pytan pozostajacych clagle bez odpewiedzi. Dewiery sie z pewnescia, 6zy dwa
bliske spokrewnione gatunki, wspétistniejace przez dziesiatki tysieey lat na tym
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samym obszarze, krzyzowaly sie, dzielac wspéOlne terytorium (moze tylko
w pierwszym okresie wspoélnej historii, jak to sugerujabadacze, ktérzy rozpoczeli
sekwencjonowanie genomu H. neandertalknsiss; J.P. Noonan iin. 2006; R.E. Green
i in. 2006). Szczegdlnie interesujace bedzie poznanie tych uwarunkowar gene-
tycznych neandertalczyka, ktore leza u podstaw zachowania, np. sposobu doboru
partneréw. Poréwnanie genoméw moze miedzy innymi udzielié¢ odpowiedzi na
pytania nieosiagalne w inny sposéb, np. o kolor skéry, o zdolnoé¢ do postugiwa-
nia si¢ mows, o predyspozycje do choréb uwarunkowanych genetycznie, o profil
immunologiczmy, ktéry zabezpieczal przed patogenami, oraz o inne niezliczone
watpliwosci dotyczace mozliwych fenotypdéw.

Analiza niespetna 0,03% genomu H. neandert@lbnsiss (1 min pz; R.E. Green
iin. 2006) pozwala oszacowac czas dywergencji obydwu gatunkéw na 516 tys. lat
(465-569) i potwierdza tym samym wczes$niejsze wyliczenia uzyskane na podsta-
wie analizy neandertalskiego mtDNA (M. Krings i in. 1997), zreszta nieco zawy-
zone w stosunku do danych archeologicznych, méwiacych o okoto 400 tys. lat
(K. Stringer 1998). Jesli przyjac¢ jednak, ze zmiany profilu genetycznego charak-
terystyczne dla gatunku kumulowane sa w czasie, trudnym przeciez do okresle-
nia, i wyprzedzaja pojawienie sie fenotypu, to dane genetyczne i antropologiczne
aczq sie w logiczng catodé. Nieco blizsze archeologicznym sa dane uzyskane
przez drugi zespét sekwencjonujacy neandertalski genom i opiewajace na 370 tys.
lat (120-670) (J.P. Noonan i in. 2006).

Poréwnujgc strukture pierwszorzedowa genoméw, okredlié mozna nie tylko
czas, jaki uptynat od najblizszego wspolnego przodka (MRCA), lecz takze wyj-
$ciowa liczebno$¢ populacji. Szacunki moéwig, Zze osobna historia gatunkéw
Homwwo neandertalinsiss i Homo sapiers rozpoczela sie od niewielkiej grupy wspol-
nych przodkéw, liczacej nie wiecej niz 3 tys. osobnikéw (R.E. Green i in. 2006).

Genomika kopalnego DNA, dostarczajac nowych danych, ozywi z pewnoscig,
dyskusje trwajacg od ponad dwéch dziesiecioleci na temat znaczenia w procesie
ewolucji mutacji wiodacych do zmian strukturalnych i funkcjonalnych biatko-
wych produktéw (zmian fenotypu) w poréwnaniu z rola mutacji wptywajacymi
na regulacje dziatania tych pierwszych (R. Higuchi i in. 1984).

ZANIECZYSZCZENIA — JAK POBIERAC MATERIAL DO BADAN

Wyniki stosowanych metod izolowania i analizy kopalnego DNA, choé nie-
jednokrotnie obarczone niepewnoscia, stajg sie wiarygodne, kiedy spelniaja okre-
Slone kryteria (M.T.P. Gilbert i in. 2005).

Cho¢ nie wszystko zapewne wiadomo na temat sposobdw zanieczyszczania
i Zrédta egzogennego DNA, to jednak sa dowody na to, Ze ma ono miejsce gléw-
nie podczas wydobywania szczgtkéw. Mianowicie, Zrédtem wspétczesnych cza-
steczek nie sg antropolodzy i genetycy molekularni wykonujacy analizy, lecz
najczesciej archeolodzy poszukujacy, wydobywajacy i przygotowujacy materiat
kopalny do badaf. Swiezo wydobyte szczatki, ktére nie s3 poddawane zadnym
procedurom przygotowawczym, nie sa nawet optukiwane, zawierajg kilka razy
wiecej DNA niz te poddawane standardowym procedurom (M.L. Sampietro i in.
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2006). Zbieranie materiatu archeologicznego do analizy powinno przebiegaé
zgodnie z zasadami stosowanymi podczas rutynowego kolekcjonowania materia-
tu biologicznego, ktére gwarantujg ograniczenie degradacji bioczasteczek do mi-
nimum. Szczatki nale2y pobiera¢, zachowujgc mozliwie najbardziej sterylne wa-
runki, tzn. uzywac jednotazowych rekawiczek, nakrycia gtowy, maski i fartucha.
Wydobyty materiat kopalny najlepiej przechowywaé w niskiej temperaturze,
a nawet zamrozony. Szacuje si¢, Ze po wydobyciu z ziemi DNA degraduje 50-70
razy szybciej (M. Pruvost i in. 2007).

Powszechnie stosowang praktyka w pozbywaniu si¢ egzogennego DNA z po-
wierzchni szczatkéw jest ptukanie w roztworze silnego utleniacza, np. podchlory-
nu. NaOCl degraduje zasady azotowe, utleniajac je badz powodujac powstanie
ich chlorowcopochodaych (M. Whiteman i in. 1997). Powstawanie pojedynczych
i podwéjnych peknieé w konsekwencji degraduje DNA nawet do podstawowych
sktadnikéw. Ustalono, ze ptukanie fragmentow kostaych w 3% w/v roztworze
NaOCl przez 15 min. usuwa wszystkie zanieczyszczenia powierzchniowe
(B.M. Kemp, D.G. Smith 2005). Autorzy sugeruja, ze adsorpcja endogennego
DNA na hydroksyloapatycie, sktadniku kosci, zabezpiecza go przed degradujaca
kapielq nawet w 6% roztworze podchlorynu przez 21 godzin. Takze sproszkowa-
ne fragmenty szkieletu mogg byé ptukane w roztworze NaOCI bez uszczerbku dla
struktury chemicznej czgsteczek endogennych. Co wiecej, okazato sie, ze zanie-
czyszczajace czasteczki sq znacznie wrazliwsze niz autentyczne, a wzgledny sio-
sunek zawartosci niezdegradowanych do zdegradowanych przesuwa sie na ko-
rzy$¢ kopalnej ratrycy tym bardziej, im krétszy fragment jest namnazany
(H. Malstrém | in. 2007).

Rosnaca przyzyciowo w kodci populacja agregujacych krysztaléw zawiera
zwiazki organiczne (S. Weiner, P.A. Price 1986), w tym biatka (M. DeNiro,
S. Weiner 1988) i DNA (M. Salamon i in. 2005). Okazalo sie, Zze uwiezione
w krysztatach makromolekuty sa oporne na dziatanie NaOCIl, dajac asumpt do
pozbycia si¢ niezwigzanych zanieczyszczen z powierzchni. Izolowany z kryszta-
6w preparat kwasu nukleinowego charakteryzuje sie obecno$cia dluzszych
i mniej uszkodzonych fragmentéw matrycy (M. Salamon i in. 2005).

Kontrola zanieczyszczenia badanej préby musi by¢ realizowana praktycznie
od momentu wydobycia szczatkéw z ziemi. W poczatkowej fazie poprzez unie-
mozliwienie kontaktu préby z otoczeniem, a potem poprzez szereg kontroli pole-
gajacych na namnazaniu prébek odczynnikdw, namnazaniu fragmentéw diuz-
szych niz 500 pz, ktérych obecno$¢ wsréd matryc kopalnego DNA jest mato
prawdopodobna, analizie struktury pierwszorzedowej uzyskanych produktéw
namnazania, np. fragmentéw mikrosatelitarnych (short tandem repeats — STRs),
oraz jakodciowej, porownawczej analizie struktury pierwszorzedowej klonowa-
nych produktéw namnazania.

Kontrolowanie identyfikujgce zanieczyszczenia przedstawia si¢ nieco inaczej,
kiedy analizowane s szczatki zwierzat. Zanieczyszczenie ludzkim DNA jest ta-
twe do wykrycia, a daleko posuniete zachowanie ostroznosci gwarantuje uzyska-
nie autentycznych matryc. Ostatnio opisano sposéb izolowania kopalnego DNA
z okazéw muzealnych (~100 lat), ktéry umozliwit fillogenetyczna analize tenreko-
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watych (kretojeze). Co ciekawe, opisana metodyka polegajaca na wyplukiwaniu
DNA z fragmentéw czaszek nie powodowata uszkodzenia zbioréw (R.J. Asher,
M. Hofreiter 2006).

ZASTOSOWANIE ANALIZY KOPALNEGO DNA — PRZYKLADY

Przyktad 1. Osobnicza identyfikacja szczatkéw

Watpliwosci historykéw dotycza niejednokrotnie identyfikacji szczatkéw lu-
dzi z zycia publicznego lub czlonkéw ich rodzin. Wéréd najswiezszych danych
rozwiewajacych tego typu zastrzezenia jest osobnicza identyfikacja szkieletu
znajdujacego si¢ w Katedrze Roskilde, ktéry przypisywano dotad Estrid, matce
ostatniego duniskiego kréla Wikingéw. Poréwnywano w tym przypadku fragmen-
ty mtDNA: odcinek HVR-1 o diugosci 400pz oraz fragment obejmujacy nukle-
otyd 7028, ktéry decyduje o przynaleznosci do haplotypu H (H-swoisty/H-nie-
swoisty). Potwierdzono przynalezno$¢ kréla do haplogtupy H, natomilast
szczatkow kobiety do subgrupy H5a, co przy zatozeniu, ze mtDNA jest dziedzi-
czone po matce, przeczy domniemanemu pokrewienstwu (J. Dissing 1 in. 2007).
Ocena wieku biologicznego szczatkow, tj. 35 lat, a nle 70, jak wynika z badafi
historycznyech, zdaje sie potwierdzaé uzyskane dane. Zidentyfikowana kebieta
mogta byé jedna z synowych krola Svena, bowiem obydwle noesity imie Estrid
i byty krélowymi.

Przyktad 2. Ustalanie pochodzenia

Pochodzenie wspétczesnych Europejczykéw jest tematem wielu opracowan
archeologicznych, antropologicznych, a w ostatnim czasie genetycznych.
Moglibysmy mieé¢ swoich przodkéw zaréwno wsréd paleolityczaych plemion
zbieracko-towieckich, obecnych w Europie od 40 tys. lat temu, lub byé potomka-
mi neolitycznych rolnikéw, ktérzy pojawili si¢ tutaj dopiero 7,5 tys. lat temu.
Okazalo sie, ze wspédtcze$ni Europejczycy zachowali 100-150 razy mniej se-
kwencji okreslajacej haplotyp N1a (mtDNA), obecny powszechnie u przedstawi-
cieli pierwszych neolitycznych rolnikéw w Europie, identyfikowanych jako
przedstawiciele kultury ceramiki wstegowej rytej i ceramiki linearnej (kultura
Alftld) (D. Gronenborn 1999). Tak drastyczna zmiana czestosci wysiepowania
wyznacznika genetycznego dzisiaj w poréwnaniu z DNA sprzed 7,5 tys. lat suge-
tuje, ze wspotezesni Europejezycy pochodzg raczej od paleolityezayeh przodkéw
niz pierwszych neolityeznyeh relnikéw (W. Haak i in. 2005).

Przyktad 3. Cechy badanej populacji

Wsrdéd badanych préob DNA wecezesnych rolnikéw zamieszkujacych Europe
(5-6 tys. lat p.n.e.) nie znaleziono allelu T genu laktazy (polimorficzna pozycja
13910-C/T), zwigzanego ze zdolnoscia do trawienia laktozy u dorostego czlowieka
(N.S. Enattah i in. 2002). Wyliczony na podstawie analizy wspétczesnego DNA
wiek allelu T wynosi wedtug T. Bersaglieri i in. (2004) 2-20 tys. lat, a wedtug
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M. Coelho i in. (2005) 7,5-12 tys. lat i poprzedza czas wprowadzenia mleka do
diety czlowieka, szacowany w Europie na 6—8 tixs. llatpume. ((C.A\. Edtnemdss ii iin.
2004). Oceniona na podstawie analizy kopalnego DNA sprzed 7 tys. lat i znikoma,
w poréwnaniu ze wspéltczesna, czestodé wystepowania allelu T (0,0-0,089 w za-
leznosci od przyjetej do obliczei wartosci wspéiczynnika selekeji) sugeruje, ze
wprowadzenie do hodowli w Europie, w tym samym mniej wiecej czasie, mleko-
dajnych zwierzat miato znaczenie czynnika selekcjonujacego (J. Burger i in. 2007).
W zwiazku z tym kulturowo-historyczny model rozprzestrzeniania sie allelu T
(A. Beja-Pereira i in. 2003) staje si¢ najbardziej prawdopodobny (J. Burger i in.
2007).

Przyklad 4. Choroby uwarunkowane genetycznie

Analizujac ponad 150 chromosoméw ludzi mieszkajacych w $redniowieczu
na obszarze wsp6tczesnej Polski, nie zidentyfikowano mutacji defra F508 CFIR,
stanowigcej dzisiaj 50-60% wszystkich mutacji powodujacych zachorowanie na
mukowiscydoze (H.W. Witas i in. 2006).

Allele genéw CTLA-4 i HLA DOQBU predysponuja do chordb autoimmuniza-
cyjnych, np. cukrzycy. Okazalo sig, ze w Sredniowieczu czestosé wystepowania
alleli predysponujacych byla podobna do obserwowanej dzisiaj wsréd cheryeh na
cukrzyce (H.W. Witas i in. 2007). Znaczenie réznicy w czestosci wystepowania
alleli predysponujacych powstate] na przestrzeni kilku wiekéw nalezy rozpairy-
waé osobno w przypadku kazdego anallzowanego genu. Zapewne obserwowane
zjawisko ma zwiazek z dzlataniem odmiennych od dzisiejszyeh czynnikéw érodo-
wiska (przyjmuje sig, ze niektére czynniki srodewiska Indukuja chierobe auteim-
munizacyjna, dziatajac na predysponujacy genotyp).

Identyfikacja mutacji delta 32 CCR5 i analiza czestodci allelu wskazujaca po-
dobng do dzisiejszej warto§¢ w materiale historycznym wykazaly jasno, ze $re-
dniowieczne epidemie dzumy nie byty czynnikiemjjg selekcjonujacym (H.W. Witas,
P. Zawicki 2006).

Przyklad 5. Identyfikacja gatunku w obiekcie historycznym

Wiadomo, Ze pergamin stanowit gléwny materiat pisarski Sredniowiecza
i wyrabiany by! z surowcéw zwierzecych. Ostatnio przedstawiono wyniki analizy
DNA wyizolowanego z pergaminu identyfilaujacej nie tylko gatunek zwierzecia,
ale takz2e historie stada, z ktérego ono pochodzito (N. Poulakakis i in. 2007).

Przyktad 6. Poznawanie genoméw organizméw wymarlych

Dwa nowe podejscia metodyczne do analizy kopalnego DNA, tj. pirosekwen-
cjonowanie (1 min pz; R.E. Green i in. 2006) i zaadoptowana z badar $rodowisko-
wych metagenomika (65 tys. pz; J.P. Noonan i in. 2006), umozliwity niedawno
rozpoczecie identyfikacji fragmentéw jadrowego DNA neandertalczyka. Ostatnia
z wymienionych metod zidentyfikowanojuz caty genom mitochondrialny mamuta
(Mammisithass primifggeningy) (H.N. Poinar i in. 2006), a genom jadrowy wymarlego
niedzwiedzia jaskiniowego (Ursus spelaeus) jest cbeonie przedimiotem sekwencijo-
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nowania (J.P. Noonan i in. 2005). Identyfikacja struktury pierwszorzedowej kolej-
nych zwierzat i roslin plejstoceniskich, co jak wykazano do tej pory jest mozliwe,
da asumpt m.in. do analizy polimorfizmu pojedynczych nukleotyddw (single nuc-
leotide polymorphisms, SNPs) w aspekeie genetyki populacyjnej. Z kolei odiwo-
rzenie cech populacji pozwoli ocenié, jaki wptyw na nig miat zmieniajacy sle kli-
mat poznej epoki lodowcowe] i weczesnej polodowcowe] oraz wiioskowaé
o0 przyczynach i konsekwenejach czwartorzedowych wymierafi. Najswiezsze dane
(I. Barnes i in. 2007) sugeruja, ze syberyjskie mamuty wiochate (Mammwithias pri-
migenius)) rozprzestizenity sie okoto 60 tys. lat temu, znacznie przed maksimum
ostatniego zlodewacenia (okoto 20 tys. lat) tworzae dwie populacje, na Alasee i na
Syberii, kiedy nlemozliwe juz bylo petaczenie miedzy kentynentami. Wnieskujae
fia podstawie zmniejszajacego sie zréznicowania genetyeznege, autorzy uwazaja,
Ze jedna Z pepulacji, syberyjska, wysgineta wezesniej (okete 40 tys. lat temu), a druga
Zajela jiej teryterium dopiere po penewnym pewstaniu petaczenia pemiedzy rez:
dzielenymi wezesniej rejenami. Gatunek zniknat estatecznie z pewierzehni Ziemi
ekete 10 tys. lat temu raczej za sprawa zimieniajasyeh sig znewu warlinkew érede-
wiska (keniee epeki ledeweewej) hiz jake kenselweneja ludzkiej dziatalnesei.

Dane uzyskane o wymartych przeciez tak niedawno gatunkach wraz z charak-
terystyka dwczesnego biotopu przyczyni€ sie moga zapewne do oceny warunkéw
zycia wspotczesnych wielkich ssakdw i podjecia wiadciwych decyzji zapobiega-
jacych ich wymieraniu w przysztosci.

Stowa kluczowe: kopalny DNA, aDNA, PCR, degradacja DNA, ewolucja
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HENRYK W. WITAS

ANCIENT DNA: A NEW SOURCE OF RETRIEVABLE DATA
IN ARCHAEOLOGICAL RESEARCH

S u m maarryy

A molecule of deoxyribonucleic acid (DNA) stores information characteristic and necessary for
the organism at every level of life organization, i.e. individual, population and specles. As the mel-
ecule is transferred from generation to generation, the DNA template is the most iiportant and su-
perior to other structural and functional entities. Coding sequences (within genes) as well as nen-
coding sequences (outside the genes) remain the source of information about an individual’s
phenotype even pass morieem:. Deciphering sequences of ancient DNA (aDNA) templates provides
the opportunity to identify physiologicall as well as pathological traits of the indlvidual studied, that
are either confirmable or impossible to detect with archaeological measuremenits. These inelude the
origin of the analysed individual in the phylogenetic sense, his relationship te other indlviduals u-
earthed in the neighbourhood, predispositions to hereditary as well as infectious diseases, even skif
colour or the ability to speak. Moreover, a comparisen of charaeteristic speeies seguenees, and in the
near future whole genormes, gives insight inte evelutienaty ehanges, and thus pessible regulatery
mechanisms. The informatlon which ls acquired from fragments of ADNA (semetimes very shert),
and translated inte the language of population geneties, may effer surprising data. The mest imper-
tant are: impaet of sudden and slow elimate ehanges en new speeies formatien, eause of their axting:
tlon or even characteristic behavieur of the spesies:

Although aDNA research was launched only two decades ago, rapid methodological progress
in the field is observed due to growing knowledge of DNA chemical degradation. More and more
sophisticated analytical procedures have made DNA retrieval possible, which is especially impot-
tant in the case of extinct species.

Modification patterns of the chemical structure of DNA are reviewed in the paper. Degradation
processes, which can significantly alter the authentic information encoded within the analysed se-
quence, are not the only obstacle encountered by an aDNA researcher. High risk of sample con-
tamination with contemporary DNA needs to be considered as well. Special patience should be
taken when the DNA of humans is analysed. Ubiquitous human sequences present in the surreund-
ings can affect analysed samples at every step of the procedure, thus falsifying the obtained data.
Therefore, a number of both simple and more sophisticated precautions should be undertaken by
researchers, including the stage of archaeologicall sampling, eellection, DNA isolation and analysis
— in order to avoid contamination with modetn molecules. A few metheds commonly applied to
authenticate the results as well as interpret the obtained data are discussed.

Diverse applications of the analysis of historical templates were described in the literature,
some of them, representative of different fiields of interest (including evolution) have also been re-
viewed. These include the most recent and spectacular DNA sequencing of our closest relative, i.e.,
Neandertal, as well as that of two extinct animals — the mammoth and the cave bear.

Key werds: ancisnt BNA, evelution
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