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Uzyskanie z kopalnych ludzkich szczagtkow
materiatu genetycznego do badan jest trudne
gtéwnie z powodu zanieczyszczenia probek.

Anna Juras
Maciej Chylenski

Instytut Biologii i Ewolucji Cztowieka
Wydziat Biologii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

was deoksyrybonukleinowy, czyli DNA,
wystepuje w komorkach wszystkich zyja-
cych organizméw. Jest on polimerem skladajgcym
sie z czterech rodzajow podjednostek zwanych nu-
kleotydami: tyminy (T), cytozyny (C), guaniny (G)
i adeniny (A), za pomocg ktdrych jest zakodowana
informacja przechowywana w DNA. Jest on takze
obecny po $mierci w szczatkach kostnych i wow-
czas nazywamy go kopalnym DNA (z angielskiego
ancient DNA - aDNA). W przeciwienstwie do ma-
terialu genetycznego pochodzacego z zywych orga-
nizméw aDNA jest silnie pofragmentowany i posia-
da charakterystyczne zmiany w swojej strukturze,
ktére powstaja w wyniku proceséw depozycyjnych
i postdepozycyjnych zachodzacych po $mierci (post-
-mortem) organizmu. W pierwszej fazie DNA ulega
fragmentacji pod wplywem enzymoéw tnacych kwasy
nukleinowe (w tym DNA), czyli tzw. endogennych
nukleaz, ktore zostajg uwolnione w wyniku $mierci
komorkowej. Nastepnie DNA jest degradowany przez
mikroorganizmy (gtéwnie bakterie). W dalszej kolej-
nosci, wraz z uplywem czasu, DNA ulega degradacji
na skutek dzialania czynnikow srodowiska, w tym
wody, temperatury, tlenu czy promieniowania UV.
Przyktadowo pod wptywem wody moze dochodzi¢
do tzw. depurynacji hydrolitycznej, czyli przecinania
DNA w miejscach, gdzie wystepuja puryny, tj. Gi A,
lub do tzw. deaminacji nukleotydow. To drugie zja-
wisko najczeéciej prowadzi do zamiany C w uracyl,
czyli nukleotyd, ktdry jest pozniej interpretowany ja-
ko T. Dlatego ostatecznie w wyniku tych przemian
na koncach fragmentéw aDNA zamiast C wystepu-
je T, a na nici komplementarnej w miejscu G pojawia
sie A. Mutacje te nastepuja stopniowo i sg typowe dla
aDNA. Dotyczg one gtéwnie 10 ostatnich nukleotydow
kazdego fragmentu DNA.
Czas, ktory uptynat od momentu depozycji do po-
brania proby do badan molekularnych, jest niewat-

pliwie czynnikiem limitujgcym, cho¢ to gtéwnie $ro-
dowisko, w ktérym zostaly zdeponowane materialy
kostne, ostatecznie decyduje o stanie zachowania
aDNA. Co ciekawe, juz po blisko 150 latach $rednia
diugos$¢ fragmentéw aDNA wynosi zaledwie okoto 40
do 80 par zasad. Powyzsze cechy oraz fakt, ze material
kostny jest podatny na zanieczyszczenia wspolcze-
snym, egzogennym DNA, powoduje, ze praca z kopal-
nym materialem genetycznym jest jedng z najbardziej
wymagajacych.

Zanieczyszczenia materiatow

Zanieczyszczenia wspotczesnym DNA byly do nie-
dawna - z uwagi na brak dobrych narzedzi do jego
detekeji — przeszkoda w badaniach aDNA. Za naj-
grozniejsze uwaza si¢ zanieczyszczenie szczatkow
ludzkich przez DNA badaczy tych materiatow,
poczawszy od archeologdéw, przez antropologéw
fizycznych i muzealnikdw, a na pracownikach
laboratoriéw kopalnego DNA skonczywszy. Bezpo-
$rednim Zrédlem zanieczyszczenia moga by¢ wlosy,

Najwieksze zagrozenie wigze sie
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7 zanieczyszczeniami wspotczesnymi

produktami juz namnozonego DNA

w laboratorium.

fragmenty naskorka, drobiny potu oraz oddech osob
majacych styczno$¢ z probami. Dlatego poczatkowe
etapy pracy z materiatami kostnymi, w tym pobieranie
prob, powinno by¢ wykonywane z zastosowaniem
okreslonych $rodkéw ostroznosci, ktére obejmuja
koniecznos¢ uzycia kombinezonow, masek i jednora-
zowych rekawic oraz sterylnych narzedzi, np. do cigcia
kosci. Pobrane proby powinny by¢ przechowywane
w stanie zamrozenia, tak by zatrzymac dalszg degra-
dacje aDNA. Zanieczyszczenia wspotczesnym DNA
sg o tyle grozne, ze metody amplifikacji materialu
genetycznego (niezbedne do jego analizy i odczyta-
nia) moga w preferencyjny sposob namnaza¢ wlasnie
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tego typu material genetyczny. Najwieksze zagrozenie
wigze sie jednak z zanieczyszczeniami wspotczesnymi
produktami juz namnozonego DNA w laboratorium.
Powstajace w wyniku tzw. reakeji tanicuchowej poli-
merazy (PCR) stezenia DNA sg nieporéwnywalnie
wieksze niz iloci aDNA w badanych materialach.
Szacuje sie, ze jedna kropla aerozolu powstajaca
w wyniku otwarcia probowki zawierajacej namnozony
DNA moze zawiera¢ go wiecej niz caly izolat aDNA.
Dlatego tez izolacje kopalnego materialu genetycznego
powinno sie przeprowadzaé w specjalnych laborato-
riach zwanych czystymi, ktore muszg by¢ fizycznie
odseparowane od miejsc zwanych wspolczesnymi
laboratoriami, w ktorych pracuje si¢ z namnozonym
DNA. Separacja taka powinna polega¢ na lokalizacji

Dzieki szybkiemu rozwojowi
technologii sekwencjonowania
wysokoprzepustowego wzrasta ilos¢
generowanych danych.

Pobieranie materiatow
kostnych do badan
kopalnego DNA
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obu typéw laboratoriéow w innych budynkach (lub
przynajmniej oddzielnych skrzydtach budynku) oraz
instalacji osobnego, filtrowanego obiegu powietrza,
wytwarzajgcego nadci$nienie w czystym laboratorium.
Ponadto jest wymagane noszenie ubran ochronnych,
w tym pelnych kombinezondéw, masek, $rodkow
ochrony oczu, podwdjnych rekawic. Sama pracownia

aDNA powinna posiada¢ pomieszczenie zwane $luzg
stuzace do przebierania si¢ w strdj ochronny. W trakcie
pracy regularnie powinna by¢ wykonywana dekonta-
minacja wszystkich powierzchni, sprzetéw i narzedzi
zardwno przez zastosowanie $rodkow niszczacych
DNA, jak i naswietlania lampami wytwarzajacymi
promieniowanie UVC. Posiadanie sterylnej pracow-
ni oraz przestrzeganie okre$lonych procedur pracy
pozwala na maksymalne zminimalizowanie ryzyka
zanieczyszczenia materiatow kostnych wspotczesnym
ludzkim DNA, a takze na unikanie tzw. krzyzowych
zanieczyszczen miedzy badanymi probami kostnymi.

Kolejnym typem zanieczyszczen, z ktorymi spoty-
kamy sie w trakcie badan aDNA, sg tzw. zanieczysz-
czenia $rodowiskowe i s3 one bezposrednio zwiazane
z degradujacg dzialalno$cig mikroorganizmow i ich
wszechobecnym DNA. Préby kostne zwykle s3 mocno
zanieczyszczone materialem genetycznym pochodze-
nia bakteryjnego. Frakcja takiego materiatu czesto sta-
nowi ponad 90 proc. catkowitego izolatu DNA. Pro-
cedury stosowane w czystym laboratorium pozwalajg
na cze$ciowe oczyszczenie prob z zanieczyszczen $ro-
dowiskowych znajdujacych sie na powierzchni mate-
rialéw kostnych, jednak ich catkowita eliminacja nie
jest mozliwa.

Weryfikacja autentycznosci

Wiszystkie kroki, ktore podejmujemy, pracujac z ko-
palnym DNA, maja na celu uzyskanie izolatéw DNA
0 najwyzszej z punktu widzenia badan aDNA jako$ci.
Oznacza to dazenie do uzyskania izolatow zawieraja-
cych jak najmniejszy stosunek DNA $rodowiskowego
do endogennego oraz ograniczanie ryzyka kontamina-
cji wspdtczesnym DNA. W przypadku badania ludz-
kich szczatkéw odrodznienie fragmentow ludzkiego
aDNA od materialu genetycznego bakterii nie przy-
sparza trudno$ci metodycznych, ale wymaga nakfa-
du pracy i $rodkow finansowych. Przyjmuje sie, ze
do jakichkolwiek analiz nadajg si¢ materialy kostne
zawierajgce przynajmniej 1 proc. endogennego ludz-
kiego DNA. Oznacza to, ze w przypadku takich prob
99 proc. generowanych danych jest traktowane jako
zanieczyszczenie Srodowiskowe.

Nieco wiecej problemdw moze przysparzaé we-
ryfikacja autentycznosci sekwencji aDNA i tym sa-
mym okres$lenie poziomu ewentualnych zanieczysz-
czen w postaci ludzkiego wspdlczesnego DNA. Mimo
to dysponujemy obecnie metodami i odpowiednimi
narzedziami statystycznymi, ktore pozwalaja na po-
twierdzenie faktu, ze uzyskali$my autentyczny endo-
genny DNA. Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe
dostarcza nam sekwencji calych fragmentéw DNA.
Takie sekwencje zawierajg w sobie dodatkowe in-
formacje przydatne w wykrywaniu zanieczyszczen.
Ze wzgledu na duzg ilo$¢ danych mozna te infor-



macje skwantyfikowac i opracowac statystycznie.
Korzysta sie¢ w tym przypadku z cech typowych dla
aDNA, a zatem mutacji post-mortem, w tym zmian C
na T'i Gna A. Odpowiednio wysoka frakcja sekwen-
cji posiadajacych tego typu zmiany swiadczy o obec-
nosci aDNA. Ponadto analizujemy rozklad dlugosci
fragmentow DNA, ktory w przypadku kopalnego
materiatu genetycznego powinien pokaza¢ przewa-
ge fragmentow krotkich i bardzo krétkich. Poza tym
liczba sekwencji, ktora dysponujemy, umozliwia osza-
cowanie stopnia kontaminacji dzigki przyjrzeniu sie
sekwencjom zmapowanym do haploidalnych czeéci
badanych genoméw, czyli takich, ktére powinny wy-
stepowac w jednym identycznym i niezmiennym wa-
riancie u danej osoby. U ludzi takimi fragmentami
genomu s3 mitochondrialny DNA oraz chromosomy
X1Y (w przypadku osobnikow plci meskiej). Wszyst-
kie niezgodnosci w sekwencjach pochodzacych z tych
cze$ci genomu moga $wiadczy¢ o ich pochodzeniu
od wiecej niz jednej osoby, a wiec zanieczyszczeniu
izolatu DNA.

Rozwdj badan

Badania aDNA (okreslane mianem archeogenety-
ki, paleogenetyki lub archeologii biomolekularnej)
sa jedna z najprezniej rozwijajacych si¢ gatezi bioar-
cheologii. Dzieki szybkiemu rozwojowi technologii se-
kwencjonowania wysokoprzepustowego wzrasta ilo§¢
generowanych danych, ktére mozemy wykorzystywacé
w badaniach DNA. W konsekwencji w ciggu ostat-
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niej dekady przeszlismy od badania fragmentéw po-
jedynczych genomoéw mitochondrialnych do badania
pelnych genomoéw jadrowych setek osobnikow. Tlos¢
generowanych danych pozwala tez w jednoznaczny
sposob okresli¢ autentycznos$¢ otrzymanych wyni-
kow, co przy uzyciu starszej metodyki, opierajacej sie
na bezposrednim namnazaniu tylko wybranych frag-
mentow DNA, nie bylo mozliwe. Przyrastajaca ilo§¢
danych i spadajace koszty sekwencjonowania pozwa-
laja na analizy w coraz lepszej rozdzielczo$ci. Badania
ludzkiego aDNA dotycza przede wszystkim populacji
historycznych i pradziejowych gléwnie w kontekscie
ich pochodzenia, migracji czy rekonstrukeji pokre-
wienstwa biologicznego. Wszystkie jednak badania
s3 zawsze wynikiem zmagan z zanieczyszczeniem za-
réwno DNA $rodowiskowym, jak i ludzkim, z czego
- pobieznie czytajac wyniki takich analiz - nie zawsze
zdajemy sobie sprawe. Przykladowo w projekcie doty-
czacym badan populacji z epoki brazu, zamieszkuja-
cych tereny dzisiejszej Polski i Ukrainy 4200-3200 lat
temu, ze 175 przebadanych izolatéw DNA w 82 byt
obecny wysoki stopien zanieczyszczenia DNA $rodo-
wiskowym, co wykluczylo je z dalszych analiz. Z kolei
dwie proby musialy zosta¢ wylaczone z badan z po-
wodu zanieczyszczenia wspélczesnym ludzkim DNA.
Ostatecznie jedynie kopalne genomy jadrowe 91 oséb
mogly zosta¢ poddane dalszym analizom, co okazato
sie ilo$cig wystarczajaca do wykazania, ze na przelo-
mie wczesnej i Srodkowej epoki brazu (okoto 3800 lat
temu) miala miejsce migracja, ktéra w sposob istotny
zmienita europejska pule genow. m

37

Zeby i czedci skaliste kosci
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do izolacji kopalnego DNA
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