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Archeogenetyka

Maciej Chylenski

WPROWADZENIE

Z wszystkich dostepnych zrodel, z ktérych uzysku-
jemy wiedze na temat przeszlosci cztowieka, praca
z kopalnym DNA jest jedng z najbardziej wymaga-
jacych. Pomimo to kopalny DNA jest narzedziem,
ktére moze dostarczy¢ bezposrednich danych na
temat dawnych migracji, interakcji miedzy popu-
lacjami pradziejowymi i struktury ich pokrewien-
stwa. Dlatego wilasnie badania kopalnego DNA
(okreslane mianem archeogenetyki, paleogenety-
ki lub archeologii biomolekularnej) s3 jedna z naj-
prezniej rozwijajacych sie galezi bioarcheologii.
Dzigki szybkiemu rozwojowi technologii sekwen-
cjonowania wysokoprzepustowego wzrasta ilos¢
generowanych danych, ktére mozemy wykorzy-
stywa¢ w badaniach DNA. W konsekwencji w cig-
gu ostatniej dekady przeszlismy od badania frag-
mentow pojedynczych genoméw mitochondrial-
nych do badania peilnych genoméw jadrowych
setek osobnikéw. Stosowane metody, nadazajac za
tym rozwojem, szybko si¢ zmieniaja, co prowadzi
do czestej dezaktualizacji informacji posiadanych
przez czg$¢ z potencjalnie zainteresowanych bada-
czy. Rozdzial ten ma za zadanie przedstawi¢ obec-
ny stan wiedzy na temat badan kopalnego DNA
oraz nakresli¢ potencjalne $ciezki rozwoju, cho¢
niewykluczone, ze sam tez bedzie wymagal regu-
larnych aktualizacji.

DNA (kwas deoksyrybonukleinowy) wystepuje
we wszystkich tkankach organizméw i w zwiagzku
z tym jest wszechobecny tam, gdzie organizmy te
wystepuja (lub wystepowaly). Jest obecne w samych
organizmach, we wszystkich ich wydzielinach oraz -
co dla nas istotne - w ich szczatkach. Jest przy tym
czasteczka unikatowy dla kazdego organizmu po-
zwalajaca nam rozrdznic¢, w zaleznosci od rozdziel-
czosci danych, jakimi dysponujemy, poszczegdlne
gatunki, populacje czy osobniki. Dane genomowe
moga pomodc w odpowiedzi na wiele pytan badaw-
czych. Pytania te sg bezposrednio zwigzane z wias-
ciwosciami i charakterystyka kopalnego DNA, ktore
z kolei wymuszajg stosowanie specyficznej metody-
ki. Aby wiec pozna¢ zastosowania analiz kopalne-
go DNA, nalezy najpierw zrozumie¢ jego charakte-
rystyke oraz metody badan, jakimi dysponujemy.

HISTORIA BADAN | CHARAKTERYSTYKA
KOPALNEGO DNA

Historia badan kopalnego DNA liczy juz sobie pra-
wie 40 lat. Pierwsze proby izolacji DNA z ekspona-
tow muzealnych podejmowane w 1984 r. (Higuchi
iin. 1984). Ale az do konica XX w. badania kopal-
nego DNA, stanowily raczej ciekawostke, jako ze
nie mialy usystematyzowanej metodyki, zwlasz-
cza w kwestii potwierdzania autentycznosci
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otrzymywanych wynikéw. Skutkowato to niestety
licznymi przypadkami, w ktorych otrzymany wynik
okazywal sie skutkiem zanieczyszczenia badanego
materialu wspdtczesnym DNA. Dopiero w pierw-
szej dekadzie XXI w. wykrystalizowal si¢ powo-
li zestaw zalecen i regul umozliwiajacych weryfi-
kacje autentycznosci otrzymanego wyniku (Poinar
i Cooper 2000). W tym samym czasie wzrastala tez
systematycznie ilo§¢ badanych materialéw, co po-
zwolito z kolei wprowadzi¢ metody statystyczne po-
magajace weryfikowac hipotezy badawcze dotycza-
ce przeplywu genéw czy migracji. Prawdziwy roz-
kwit w badaniach kopalnego DNA nastapil jednak
w drugiej dekadzie XXI w. wraz z rozwojem tech-
nologii sekwencjonowania wysokoprzepustowe-
go mogacych generowa¢ olbrzymie ilosci danych
genetycznych. Umozliwilo to analizowanie coraz
wigkszej ilosci prob i stosowanie bardziej wyrafi-
nowanych metod statystycznych, zaréwno by we-
ryfikowac hipotezy badawcze, jak i autentycznos¢
otrzymywanych wynikow.

WSPOLCZESNY DNA A KOPALNY DNA

Wedtug niektérych definicji kopalny DNA (zwa-
ny tez starozytnym DNA od ancient DNA) to DNA
izolowany albo z materiatéw zdeponowanych X lat
temu. Przy czym X jest umowny i rézny w zalez-
nosci od autora definicji i moze wynosi¢ np. 75 lat
(Graham 2007). Kopalny DNA moze tez by¢ defi-
niowany bardziej ogdlnie, jako DNA izolowany ze
szczatkéw niezdeponowanych z mysla o analizie ge-
netycznej. W definicjach tych trudno jednak wska-
za¢ roznice migdzy kopalnym DNA a DNA analizo-
wanym w postepowaniach medycyny sadowej, tak
jak czasami trudno w przypadku pochéwkow ludz-
kich wskaza¢ granice miedzy ekshumacja a wykopa-
liskami prowadzonymi przez archeologéw.

W duzym uproszczeniu kopalny DNA to DNA
silnie pofragmentowany i posiadajacy charaktery-
styczne zmiany w swojej strukturze, powstale w wy-
niku proceséw depozycyjnych i postdepozycyjnych
zachodzacych po $mierci (post-mortem) danego or-
ganizmu.

DNA jest polimerem, dlugim fancuchem skta-
dajacym sie¢ 4 rodzajow podjednostek zwanych nu-
kleotydami, réznigcych sie zawartymi w nich zasa-
dami azotowymi: adening, tyming, guaning i cyto-
zyng, skrétowo okreslanych odpowiednio jako A, T,

G i C. W organizmach DNA wystepuje najczesciej
w postaci bardzo dlugich, liczacych miliony nukleo-
tydow czasteczek. Poza tworzacymi fancuch DNA
silnymi wigzaniami kowalencyjnymi nukleotydy sa
w stanie tez tworzy¢ stabe wigzania wodorowe mie-
dzy nukleotydami dwoch réznych tancuchéw, for-
mujac dwuniciowe czasteczki zwinigte w ikonicz-
ng podwojng helise. Wigzania te wystepuja jedy-
nie w dwoch kombinacjach, adenina zawsze wigze
sie z tyming, a guanina z cytozyna. Z tego powodu
dwuniciowe czasteczki DNA sktadajg si¢ z tancu-
chow komplementarnych wzgledem siebie, w kto-
rych A w jednym tancuch zawsze odpowiada T na
drugim, a G wystepuje naprzeciw C (ryc. 1a).

Przecietna komorka ludzka zawiera dwie pary 23
czasteczek DNA, zwanych chromosomami, o facz-
nej dlugosci okoto 3 miliardéw pz (par zasad) kaz-
da. Dodatkowo kazda komdrka zawiera kilka do
kilkudziesieciu tysiecy kopii czasteczki DNA mito-
chondrialnego o dlugosci 16 tysiecy pz. U wszyst-
kich eukariontéw (organizmoéw, ktérych genom
jest zawarty w jadrze komorkowym) te dlugie cza-
steczki sg w celach porzadkowych, regulatorowych
oraz (co istotne dla nas) ochronnych, skomasowa-
ne m.in. przez nawini¢cie na kompleksy biatkowe
zwane histonami (ryc. 1a).

CHARAKTERYSTYKA FIZYKOCHEMICZNA
CZASTECZEK KOPALNEGO DNA

Fragmentacja DNA zawartego w komoérkach roz-
poczyna sie wraz z momentem $mierci organizmu.
W pierwszej kolejnosci DNA ulega fragmentacji
pod wplywem uwolnionych w wyniku $mierci ko-
morkowej endogennych nukleaz, enzymdw tngcych
kwasy nukleinowe (w tym DNA). W pierwszej ko-
lejnosci czasteczki DNA przecinane s3 w niechro-
nionych przez histony odcinkach i jako ze na poje-
dynczy histon nawiniety jest fragment liczacy 146
pz, na takiej dtugosci fragment (oraz wielokrotnos¢
tej warto$ci) bedzie wstepnie przecinany DNA.
Do degradacji DNA bardzo szybko moga przy-
stapi¢ mikroorganizmy (gléwnie bakterie), ktore
rozkladajg sam DNA, jak i chronigce go struktury
(w tym histony). Procesy te dotykaja niemal wszyst-
kich szczatkow niezaleznie od warunkéw srodo-
wiska i s3 odpowiedzialne za bardzo szybka utra-
te wiekszosci zawartego w tych szczatkach DNA
(okoto 90% w ciaggu pierwszego roku po depozycji
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a

GATAGACGTAGTAGAGIGAUG

TCTATCTGCATCATCTCTUTG

AUGTATAGATAGACGTAGTAGA

B TATCTATCTGCATCATUTUTU

b GAUGTATAGATAGACGTA

UTGCATATCTATCIGCATHATCTCTCTGUT

UTGUATATCTATCTIGCATCATCTC

TATAGATAGAHGTAGTAGAGAG M

CTGCATATCTATCTIGCATCATCTCICTGCTCTGCATATCTATCIGCATCATCTCTICTGCT

GACGTATAGATAGACGTAGTAGAGAGACGAGACGTATAGATAGACGTAGTAGAGAGACGA

UTGCATATCTATCTGCATCATCTCTICTGUT

TAGATAGACGTAGTAGAG

UTGCATATCTATCTIGCATCATCTC C

TAGATAGACGTAGTAGAGIGAUG

Ryc. 1. a - schematyczna struktura i sposéb upakowania DNA w komérce eukariotycznej. Od prawej zgodnie z ruchem
wskazowek zegara: podwojna ni¢ DNA, DNA w postaci helisy, DNA nawiniete na histony, chromosom; b — schematyczny
wyglad czasteczek DNA w izolacie kopalnego DNA. Widoczne zmiany post-mortem: fragmentacja i deaminacja cytozyny
w postaci czerwonych U oraz zanieczyszczenia wspolczesnym DNA w postaci dtugich i niemodyfikowanych czasteczek.
Dodatkowo pokazane sa zmiany uniemozliwiajace analize DNA: zniszczenia spowodowane oksydacja (A), cross-linking pod

wplywem $wiatla UV (B) i przerwania jednej nici (C)

Ryc. 2. a - zeby o réznym (malejacym od lewej do prawej) stopniu wizualnego stanu zachowania. Jedynie zab po prawej
stronie rokuje dobrze dla izolacji kopalnego DNA; b - cala ko$¢ skroniowa z widoczng czescia skalista; ¢ — odseparowana czeéé
skalista ko$ci skroniowej; d — przecieta cze$¢ skalista z widocznymi strukturami ucha wewnetrznego

(Campos i in. 2012). Degradacja pozostalej ilosci
DNA postepuje pod wplywem czynnikéw srodo-
wiskowych, zaleznych od warunkéw depozycji da-
nego organizmu. To wlasnie te procesy, okreslane
mianem rozktadu abiotycznego, odpowiedzialne
sq za przewazajacg wiekszos¢ charakterystycznych
zmian, jakim podlega DNA. Jest to przede wszyst-
kim dalsza fragmentacja DNA. Takze na tym eta-
pie nie jest to proces przypadkowy, jako ze odbywa
sie on najczesciej na drodze depurynacji hydroli-
tycznej, czyli przecinania fancucha DNA w miej-
scu, w ktorym wystepuja puryny (czyli G i A), pro-
wadzac do powstania niesymetrycznych czasteczek
z tzw. lepkimi konicami (ryc. 2). Co ciekawe, wedlug

niektdrych badan fragmentacja ta nastepuje stosun-
kowo szybko, tak ze juz po okoto 150 latach wigk-
szo$¢ fragmentéw ma Srednig dlugos¢ w granicach
40-80 pz (Sawyer i in. 2012). Tej dlugosci fragmen-
ty DNA moga by¢ chronione przed dalsza degrada-
cja przez adsorpcj¢ w macierzy albo tkanki kostne;j
albo sedymentu w miejscu depozycji (zwlaszcza za-
wartej w nim krzemionce).

Kolejnym istotnym abiotycznym procesem,
jakiemu podlega DNA w wyniku depozycji, jest
deaminacja nukleotydéw (najczgsciej cytozyny).
Proces ten dotyka najczesciej nukleotydow w jed-
noniciowych koncach 5" fragmentéw DNA (po-
wstatych w wyniku asymetrycznej fragmentacji) lub
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nukleotydéw z tymi koncami sasiadujacych. W wy-
niku tego procesu cytozyna zostaje przemieniona
w uracyl-nukleotyd, ktory zastepuje tymine w RNA
(kwasie rybonukleinowym) i jako T odczytywany
na drodze dalszych analiz. Gdy taki fragment DNA
jest namnazany (krok niezbedny w celu dalszych
jego analiz), w miejscu znajdujacej sie¢ w oryginal-
nej sekwencji C wystepuje wiec T, a na nici kom-
plementarnej w miejscu G pojawia si¢ A. Zmiany
te nastepuja stopniowo, skupiaja si¢ gtéwnie na 10
ostatnich nukleotydach kazdego fragmentu i w za-
leznosci od sprzyjajacych czynnikéw i uptywajace-
go czasu moga dotyka¢ nawet 40% znajdujacych sie
tam cytozyn (Dabney i in. 2013).

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA STAN
ZACHOWANIA KOPALNEGO DNA

Badanie czynnikdéw wplywajacych na stan zacho-
wania DNA jest trudne, jako ze jest wiele poten-
cjalnych zmiennych mogacych wystepowac w do-
wolnych kombinacjach i czgsto polaczonych ze
sobg siecig wzajemnych zaleznosci. Ponadto wa-
runki depozycji moga ulega¢ zmianie w wyniku
dzialan antropogenicznych i srodowiskowych i nie
wszystkie z tych zmian jesteSmy w stanie prze-
sledzi¢ i wykry¢. Czes¢ z tych czynnikéw moze-
my bada¢ lub szacowa¢ eksperymentalnie, jednak
nie zawsze zaobserwowane w ten sposdb zalez-
nosci znajda potwierdzenia w badanych materia-
tach. Mimo to dzigki posiadanej ilosci danych je-
steSmy w stanie wytypowac te majace najwieksze
znaczenie.

Srednia temperatura

Temperatura wydaje sie mie¢ najwieksze znaczenie
dla stanu zachowania DNA, zwtaszcza ze posrednio
wplywa tez na inne czynniki. W duzym uproszcze-
niu: im nizsza temperatura, tym lepiej zachowu-
je sie DNA, szacuje sig, ze wraz z spadajaca tempe-
raturg czesto$¢ depurynacji zmniejsza si¢ logaryt-
micznie, o rzad wielkosci co okoto 16°C (Lever i in.
2015). Negatywny wplyw na stan zachowania DNA
moga mie¢ nie tylko wysokie okresowe temperatu-
ry, ale tez jej wahania prowadzace do cykli zamra-
zania i odmrazania.

pH gleby

Takze wzrastajagce pH ma wplyw na zmniejszenie
tempa depurynacji, dlatego gleby obojetne lub lek-
ko zasadowe lepiej prognozuja dla pozyskiwania
wystarczajacej ilosci DNA, w przeciwienstwie do
kwasnych srodowisk. Wyjasnia to tez, dlaczego tak
trudno uzyska¢ DNA ze szczatkow zdeponowanych
w bardzo kwasnych torfowiskach, mimo ich pozor-
nie dobrego wizualnego stanu zachowania.

Obecnos¢ cieklej wody

Woda jest niezbedna do zachodzenia reakcji zwia-
zanych z rozkladem i degradacja DNA zaréwno
biotycznych, jak i abiotycznych. Sama woda nie jest
czynnikiem rozktadajacym, a jedynie srodowiskiem,
w ktorym te procesy si¢ odbywaja. Pozyskiwanie
wystarczajacej do analiz ilosci DNA z materialéw
pochodzacych ze stanowisk podwodnych jest wiec
mozliwe, cho¢ trudne (np. Briggs 2020).

Obecnosé¢ tlenu

Tlen, a zwlaszcza jego reaktywne formy, ma bardzo
destrukcyjny wplyw na DNA, powodujgc modyfika-
cje nukleotyddw, ktére uniemozliwiajg namnazanie
DNA, a w konsekwencji jego analiz¢. W teorii wigk-
sz0$¢ potencjalnych materialéw jest zdeponowana
w $rodowisku beztlenowym, jednak zniszczenia do-
konywane przez tlen (ale tez $wiatlo UV) moga by¢
jedna z przyczyn, dla ktorych cigzko otrzymac od-
powiedniej jakosci DNA ze szczatkéw zmumifiko-
wanych lub eksponowanych przez jakis czas przed

depozycja.

Swiatto UV

Swiatlo UV jest kolejnym czynnikiem o destruk-
cyjnym wplywie. Promienie UV powodujg powsta-
wanie trwalych wigzan miedzy oboma tancucha-
mi DNA (tzw. cross-linking, ryc. 1b) uniemozliwia-
jacymi ich rozplecenie, a w konsekwencji analizg.
Wystawienie szczatkéw na bezposrednie dziatanie
swiatla stonecznego przez diuzszy czas (przed depo-
zycja, w jej trakcie lub po niej) moze uniemozliwi¢
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uzyskanie odpowiednich ilosci DNA do dalszych
analiz.

Obecnos¢ soli

Pewne sole, jak np. NaCl, moga mie¢ wplyw na
zmniejszenie tempa depurynacji, ale tez ulatwic ad-
sorpcje DNA przez krzemionke, a wiec sprzyjac za-
chowaniu si¢ DNA.

Obecnos¢ kwaso6w humusowych

Kwasy humusowe oraz fulwowe, taniny i polifenole
zwigzane sg ze srodowiskiem glebowym i powstajg
gléwnie na skutek rozktadu materiatu roslinnego. Ich
iloé¢ zalezy od rodzaju flory porastajacej glebe, pH,
temperatury, a takze uwodnienia. Obecne w glebie nie
tylko obnizajg pH srodowiska, ale sg tez inhibitorami
enzymow, ktdre wykorzystuje si¢ w analizach DNA.

Obrobka termiczna

Towarzyszace spalaniu, gotowaniu czy kremacji wy-
sokie temperatury majg bardzo destrukcyjny wpltyw
na DNA. Jakkolwiek eksperymentalnie dowiedzio-
no, ze mozna DNA wyizolowac ze szczatkéw kost-
nych poddanych temperaturze do 600°C (Harbeck
iin. 2011). Jednak kombinacja spalania i czynnikéw
postdepozycyjnych sprawiaja, ze przypadki uzyska-
nia nadajacych si¢ do analizy ilosci DNA z mate-
rialéw spalonych sg nieliczne i co najwyzej dotycza
szczatkow o stabym stopniu przepalenia.

Niektore z powyzszych czynnikow moga by¢
cze$ciowo modyfikowane i bezposrednio zwigzane
z zmiennymi takimi jak gleboko$¢ depozycji, obec-
no$¢ mikroorganizméw i wiek materiau.

Glebokos¢ depozyciji

Gleba przykrywajaca szczatki moze odgrywac role
izolacyjng oraz ochronng przed czynnikami atmo-
sferycznymi. Warstwa gleby nad szczatkami obni-
za wahania temperatury, chronigc je przed ich eks-
tremalnymi wartosciami. Ponadto, w zaleznosci od
glebokosci depozycji, moze ograniczy¢ dostep dla

wody opadowej (z drugiej strony moze tez utatwi¢
dostep wody gruntowe;j).

Obecnos¢ mikroorganizméw

Mikroorganizmy rozkladajace materie organicz-
ng (a wiec sa bezposrednio odpowiedzialne za bio-
tyczny rozklad DNA) sa wszechobecne, ich ilos¢
jest wiec raczej pochodng warunkéw srodowisko-
wych niz zmienng samg w sobie. Ponadto ich obec-
no$¢ prowadzi do uwalniania na przestrzeni wielu
lat duzych ilos¢ DNA pochodzenia gléwnie bakte-
ryjnego, ktory zanieczyszcza nam badane materiaty.
Obecnie jedng z najwazniejszych warto$ci uzywa-
nych do okreslania jakos$ci otrzymanego kopalnego
DNA jest wlasnie stosunek endogennego DNA ba-
danych szczatkéw do zanieczyszczajacego go DNA
»Srodowiskowego”. Odréznienie jednych fragmen-
tow DNA od drugich nie przysparza trudno$ci me-
todycznych (o ile przedmiotem naszych badan nie
sa mikroorganizmy blisko spokrewnionych z tymi
wystepujacymi w glebie), ale wymaga nakladu pracy
i srodkow. Przyjmuje sie, ze do jakichkolwiek analiz
nadaja si¢ materialy zawierajace przynajmniej 1%
endogennego DNA (oznacza to, ze w przypadku ta-
kich préb 99% generowanych danych jest w zasa-
dzie wyrzucanych).

Wiek materiatu

Czas, jaki uptynat od momentu depozycji do pobra-
nia proby do badan molekularnych, jest bez watpie-
nia czynnikiem limitujacym. Opierajac sie¢ na sza-
cowanym teoretycznym tempie degradacji DNA,
obliczono, ze nie powinien on by¢ w stanie prze-
trwac dluzej niz kilkaset tysigcy, ewentualnie, w sta-
nie ciagtego zamrozenia, do dwdéch milionéw lat
(Lindahl 1993). I rzeczywiscie, najstarsze do tej
pory poznane sekwencje DNA liczg sobie oko-
fo 1 200 000 lat i pochodzg z wydobytych z wiecz-
nej zmarzliny szczatkéw mamuta (van der Valk
i in. 2021). Co ciekawe, nie stwierdzono znaczg-
cej korelacji miedzy wiekiem prob a dlugoscia sek-
wengji (jak juz wspomniatem wczesniej, wigkszo$¢
fragmentacji dokonuje sie¢ w pierwszym stuleciu).
Wydaje sig, ze najmocniejsza zaobserwowana za-
lezno$¢ (zaktadajac zblizone warunki depozycji)
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wystepuje miedzy wiekiem proby a iloscig zdeami-
nowanych cytozyn na koncach fragmentéw DNA
(Sawyer i in. 2012).

Co warto jednak zaznaczy¢, czesto z rdéznych
szczatkéw pochodzacych z pozornie zblizonego
kontekstu mozna otrzymac zréznicowane wyni-
ki izolacji kopalnego DNA. Moze to wynikac albo
z tego, ze czes$¢ z badanych szczatkow zostata pod-
dana procesowi depozycyjnemu lub postdepozy-
cyjnemu, ktéry nam jako badaczom umyka (np.
szczegolne praktyki pogrzebowe). Innym poten-
cjalnym wyjasnieniem zréznicowania stopnia za-
chowania DNA jest sugerowane przez niektérych
badaczy znaczenie tzw. mikro$rodowiska panuja-
cego w bezposrednim sasiedztwie oprébkowanego
materiatu. Jak si¢ okazuje, w przypadku pobierania
wielu prob z tego samego materiatu (w tym przy-
padku tej samej kosci tego samego szkieletu), dla
ktérych wszystkie wymienione wczesniej zmien-
ne srodowiskowe powinny by¢ bardzo zblizone,
mozna uzyskac bardzo zréznicowane ilosci nada-
jacego si¢ do analiz kopalnego DNA (Hagelberg
iin. 1991).

Podsumowujac wiec, kopalny DNA (ryc. 1b) za-
wiera niewielkie ilo$ci krétkich (40-80 bp) fragmen-
tow najczesciej przecigtych asymetrycznie w miej-
scach, gdzie pierwotnie znajdowaly sie G i A ze zde-
aminowanymi do uracylu cytozynami przy koncach
fragmentéw (wraz z innymi, rzadszymi modyfika-
cjami). Ponadto wystepuje w postaci mieszaniny
fragmentéw DNA pochodzacych zaréwno od bada-
nego organizmu, jak i z wystepujacych w srodowi-
sku mikroorganizméw. Cechy te dostarczajg trud-
nosci w izolacji oraz analizach kopalnego DNA, ale
tez, co zobaczymy w nastepnych podrozdziatach,
moga stuzy¢ do weryfikacji autentycznosci otrzy-
mywanych wynikow.

METODYKA PRACY Z KOPALNYM DNA

Wszystkie kroki, jakie podejmujemy, pracujac z ko-
palnym DNA, maja na celu uzyskanie izolatéw
DNA o najwyzszej, z punktu widzenia badan ko-
palnego DNA, jakosci. Oznacza to dazenie do uzy-
skania izolatow zawierajacych jak najmniejszy sto-
sunek DNA srodowiskowego do endogennego oraz
ograniczanie ryzyka kontaminacji DNA wspot-
czesnym.

PREFEROWANE MATERIALY DO BADAN

DNA jest wszechobecne i znajduje si¢ we wszyst-
kich szczatkach organizmoéw. Jednak, jak mozna
wywnioskowac¢ z poprzedniego podrozdziatu, nie
we wszystkich materialach DNA zachowuje sie row-
nie dobrze. Najczesciej DNA izoluje si¢ ze szczatkow
kostnych, preferowanie pochodzacych z inhumacji
lub na innej drodze przykrytych osadami (najlepiej
obojetnymi lub zasadowymi, w klimacie umiarko-
wanym lub chtodniejszym), lub ze stanowisk jaski-
niowych. Nie oznacza to, ze nadajacego si¢ do ana-
liz DNA nie mozna uzyskac ze szczatkéw zmumi-
fikowanych, zdeponowanych w kwasnej glebie lub
torfie albo poddanych umiarkowanej obrébce ter-
micznej (gotowanie, nadpalenie). W tych przypad-
kach nalezy si¢ jednak liczy¢ ze znacznym zwigk-
szeniem nakladéw (zaréwno pracy, jak i finanso-
wych) oraz konieczno$cig pobrania wiekszej ilosci
prob w celu zwigkszenia prawdopodobienstwa uzy-
skania izolatéw nadajacych si¢ do dalszych analiz.
W przypadku materiatéw kostnych preferowa-
nymi elementami szkieletu s3 zeby (z zachowa-
nym korzeniem) i czesci skaliste kosci skroniowej,
w przypadku braku tych elementéw do badan nada-
ja sie tez fragmenty trzonow kosci dtugich zawiera-
jace ko$¢ zbita. Celem jest wybranie fragmentow jak
najmniej porowatych, ktérych wnetrza sg odciete od
srodowiska zewnetrznego, niepokrytych zadnym
nalotem i nieposiadajacych zadnych przebarwien.
Poczatkowo za najlepszego zrodlo kopalnego DNA
uwazano z¢by (a w zasadzie wnetrza korzeni zgbow
chronione przez nieprzepuszczalne, ale pod wzgle-
dem zawartosci DNA jatowe, szkliwo). Najlepiej, by
pobierane zeby byly dobrze zachowane, w petni wy-
ksztalcone, nieporowate i nie popekane (ryc. 2a).
W ciagu ostatnich paru lat okazalo si¢ jednak,
ze jeszcze lepsze rezultaty mozna uzyska¢, izolu-
jac DNA z elementéw ucha wewnetrznego (Pinhasi
iin. 2015). Elementy te s3 (przynajmniej u ssakow)
tkanka kostna o najwigkszej gestosci, dodatkowo
chroniong przez ko$¢ zbita czesci skalistej kosci
skroniowej (ryc. 2). Zdaniem niektérych badaczy
izolaty DNA uzyskane z tych elementéw mogga za-
wiera¢ kilkakrotnie do kilkasetkrotnie wigksze ilo-
$ci endogennego DNA niz inne elementy szkiele-
tu (Gamba i in. 2014; Pinhasi i in. 2015). Z drugiej
strony wydaje sie, ze w przypadku wzglednie do-
brze zachowanych szczatkéw, izolujagc DNA jedynie
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z cementu zeba (warstwy zewnetrznej korzenia),
z pominieciem z¢biny (znajdujacej sie wewnatrz
zeba, ale podobnie jak szkliwo dos¢ jalowej), i miaz-
gi (zawierajacej duzo zywych komorek, ale otwartej
i podatnej na dzialanie Srodowiska zewnetrznego),
mozna osiagnac¢ podobne efekty jak z kosci skali-
stej (Hansen i in. 2017). W przypadkach mniej op-
tymalnych uwaza si¢ kos¢ skalistg za bezpieczniej-
szy wybor.

Jednak, co istotne, nie tylko szczatki kostne
moga by¢ zrédtem DNA. Liczne badania wskazu-
ja, ze zardbwno wlosy (Rasmussen i in. 2011; 2010),
jakikoprolity (Gilbert i in. 2008) moga dawa¢ do-
bre wyniki w przypadku braku dostepu do mate-
rialow szkieletowych. Sg tez badania pokazuja-
ce uzyskanie nadajacych si¢ do analiz ilosci DNA
z fragmentéw skorupek jaj ptasich (Oskam i in.
2010). Gdy interesuje nas flora bakteryjna (w tym
obecnos¢ patogendw) i/lub dieta, mozna izolowa¢
DNA z kamienia nazgbnego (Weyrich i in. 2015)
lub z noszacych slady zucia fragmentéw dzieg-
ciu (Kashuba i in. 2019). Z obu tych zrédel udaje
sie uzyskac rowniez DNA ludzkie, a w przypadku
dziegciu nawet w duzych ilosciach i to przy cal-
kowitym braku szczatkow kostnych (Jensen i in.
2019).

Osobng poddziedzing s3 tez badania DNA $ro-
dowiskowego, w ktérych to dokonujemy izolacji
DNA z warstw (zaréwno antropogenicznych, jak
i naturalnych), by pozna¢ sktad gatunkowy obec-
nej w nich materii organicznej. DNA $rodowiskowe
moze pomoc wykry¢ obecno$¢ gatunkow zwierzat
i roélin trudno uchwytnych w mikro- i makrosko-
powych szczatkach roslin (np. roélin owadopyl-
nych). Dane takie moga nam dostarczy¢ informa-
¢ji na temat paleosrodowiska, uzupetniajac dane ar-
cheobotaniczne i archeozologiczne (Willerslev i in.
2014) oraz gospodarki cztowieka i jej wplywu na
srodowisko (Smith i in. 2015) (por. Kotaczek i in.,
w tym tomie).

Planujac badania, trudno oszacowad, jaki pro-
cent pobieranych proéb bedzie zawieral DNA w ilo-
$ci i jakosci nadajacej si¢ do dalszych analiz, w duzej
mierze bedzie to zalezalo od badanego stanowiska
i moze wahac sie od kilku do okoto 80%. Szacunkow
nie ulatwia fakt, ze badacze bardzo rzadko poda-
ja taczng ilo§¢ prob pobranych do badan, w pub-
likacjach opisujac tylko te, z ktérych udalo si¢ po-
zyska¢ nadajace sie do dalszych analiz DNA. Ilo$¢
prob, ktdre nalezy pobrac, zalezy tez oczywiscie od

pytan badawczych. jakie chcemy zadac. i dostep-
nych danych poréwnawczych. Strategie prébko-
wania beda si¢ rézni¢ w zaleznosci od tego, czy in-
teresuje nas jedynie struktura krewniacza grupy
pochowanej na jednym stanowisku (wtedy nalezy
pobrac ich jak najwiecej z danego stanowiska), czy
struktura i relacje danej grupy z innymi populacja-
mi. W tym drugim przypadku nalezy zada¢ sobie
dodatkowe pytania: czy nasza grupa jest jednorod-
na (czy przypadkiem nie podejrzewamy, ze skla-
dajg sie na nig dwie oddzielne subpopulacje nale-
zace np. do réznych klas spotecznych), czy istnieja
juz dane referencyjne dla populacji, ktére podejrze-
wamy o pokrewienstwo genetyczne z badang gru-
pa, jak dokladnej rozdzielczosci strukture chcemy
zrekonstruowac (czy interesuja nas kontakty mie-
dzy potencjalnie odlegtymi od siebie grupami czy
duzo blizszymi podgrupami reprezentujacymi sa-
siednie regiony osadnicze).

Planujac takie badania ,,populacyjne” najlepiej
dysponowa¢ wynikami wstepnymi, pozwalajacy-
mi oszacowac procent osobnikéw z dobrze zacho-
wanym DNA. Tak by docelowo dazy¢ do minimum
dziesieciu ,,dobrych” osobnikéw (zwierajacych
przynajmniej 5% DNA endogennego) dla kazdej
z badanych populacji (grup, podgrup i populacji
referencyjnych).

POBRANIE PROB DO BADAN

Majac juz wytypowane materialy, mozemy przysta-
pi¢ do ich pobrania oraz izolacji samego DNA. Od
tego momentu do momentu namnozenia materia-
tu genetycznego wszystkie procedury powinny by¢
podporzadkowane minimalizacji ryzyka kontami-
nacji wspotczesnym DNA.

KONTAMINACJA WSPOLCZESNYM DNA
I SPOSOBY JEJ ZAPOBIEGANIA

Zanieczyszczenie wspolczesnym DNA byto do nie-
dawna, z uwagi na brak dobrych narzedzi do jego
deteke;ji, przeszkoda w badaniach kopalnego DNA.
Za najgrozniejsze uwaza si¢ zanieczyszczenie szczat-
kow ludzkich przez DNA badaczy tych materialow,
poczawszy od archeologéw, przez antropologow fi-
zycznych i muzealnikéw po pracownikéw laborato-
riéw kopalnego DNA.
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Ryc. 3. a - autor rozdziatu w ubraniu ochronnym; b - proces przecinania czesci skalistej ko$ci skroniowej. Fot. A. Wykrota

(a), A. Juras (b)

Bezposrednim zrodlem zanieczyszczenia moga
by¢ wlosy, fragmenty naskorka, drobiny potu
oraz oddech 0s6b majacych stycznos¢ z probami.
Wspolczesny DNA jest o tyle grozny, ze metody am-
plifikacji materialu genetycznego moga w prefero-
wany sposob namnaza¢ wiasnie zanieczyszczenia.
Najwigksze zagrozenie wigze si¢ jednak z zanieczysz-
czeniami wspoélczesnymi produktami namnazania
DNA. Powstajace w wyniku reakcji PCR (o ktdrej
wiecej ponizej) stezenia DNA sg nieporéwnywalnie
wigksze niz jego ilosci w badanych materiatach i izo-
latach. Szacuje sie, ze jedna kropla aerozolu powsta-
jaca w wyniku zamknigcia probéwki zawierajacej
namnozony DNA moze zawiera¢ go wigcej niz caly
izolat. Dlatego tez laboratoria kopalnego DNA, zwa-
ne potocznie czystymi laboratoriami (z ang. clean
lab), muszg by¢ fizycznie odseparowane od labora-
toriéw, w ktdrych pracuje si¢ z namnozonym DNA,
zwanych wspdlczesnymi laboratoriami (z ang. mo-
dern lab). Separacja taka powinna polega¢ na:

« lokalizacji obu typéw laboratoriéw w innych bu-
dynkach (lub przynajmniej oddzielnych czes-
ciach budynku);

« instalacji osobnego, filtrowanego obiegu powie-
trza w czystym laboratorium;

« noszeniu ubran ochronnych wlaboratorium czy-
stym: pelnych kombinezonéw, maseczek, ochro-
ny oczu, podwojnych rekawiczek, ktérych spod-
nia warstwa nie powinna by¢ zdejmowana w la-
boratorium, a wierzchnia zmieniana co probe
(ryc. 3a);

 utrzymywaniu laboratorium czystego w nadcis-
nieniu, z osobnym pomieszczeniem, §luzg stuza-
cg do przebrania si¢ w stréj ochronny;

« regularnej dekontaminacji wszystkich powierzch-
ni, sprzetoéw i narzedzi;

« utrzymaniu ruchu jednokierunkowego miedzy
laboratoriami, mozliwe jedynie przejscia od la-
boratorium czystego do wspolczesnego. Powrot
do czystego laboratorium powinien by¢ mozli-
wy tylko nastepnego dnia, po uprzednim prysz-

nicu i zmianie ubran.

POBIERANIE PROB W TERENIE

Ekspozycje potencjalnych prob na kontakt z ludz-
mi nalezy ograniczy¢ jak najwczedniej i prowadzi¢
wszystkie prace w maksymalnie sterylnych wa-
runkach. Oczywiscie bardzo rzadko mozemy mie¢
kontrole nad tymi czynnikami od momentu wyko-
palisk archeologicznych i wigkszo$¢ badan doty-
czy prob pobieranych z kolekeji muzealnych, ktdre
znalazty si¢ w nich bez uwzglednienia mozliwosci
badan kopalnego DNA. W przypadkach, gdy jed-
nak mamy wplyw na proces pobierania prob jesz-
cze w terenie, nalezy przestrzegac¢ (w ramach moz-
liwosci) paru wskazan:

« ograniczyc¢ czas ekspozycji czesci szkieletu, z kto-
rych planujemy pobra¢ proby do badan (najczes-
ciej czaszki). Na czas ekspozycji reszty szkiele-
tu do momentu jego dokumentacji i ekstrakeji
mozna tg czes¢ przykry¢ materiatem lub folia;

« nigdy nie my¢ kosci na mokro, jesli zachodzi
taka konieczno$¢, mozna je oczyscic¢ z osadu
na sucho;

« jak najszybciej, po odpowiednim udokumento-
waniu pobra¢ proby do badan, najlepiej jeszcze
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w trakcie eksploracji obiektu, z ktérego pocho-
dza, w ostatecznosci po dokumentacji i opraco-
waniu materialéw przez specjaliste;

+ zabezpieczy¢ wybrane materialy przed $wiat-
tem stonecznym i wilgocia, np. zawina¢ w czy-
sty recznik papierowy do wysuszenia, a nastep-
nie w folie aluminiows i\lub woreczek strunowy;

+ wszystkie powyzsze czynno$ci wykonywac przy-
najmniej w maseczce i regkawiczkach zmienia-
nych regularnie (przynajmniej przy kazdym
przystapieniu do danych materiatow);

« jeslijednak proby do badan bedziemy pobieraé
z kolekeji muzealnej, nie bedziemy mie¢ wply-
wu (a czesto nawet wiedzy) na temat ilosci 0sob
oraz sposobu, w jaki sie one obchodzily z dany-
mi materialami. Nalezy w takich przypadkach
zalozy¢, ze najprawdopodobniej powierzchnia
tych materialéow ulegla kontaminacji. Nadal
jednak, pobierajac proby, powinnismy zacho-
wywac podobne $rodki ostroznosci jak w przy-
padku robienia tego w trakcie wykopalisk.

WYBOR WEASCIWYCH FRAGMENTOW
MATERIALOW SZKIELETOWYCH

W przypadku pobierania zebow, w pierwszej kolej-

nosci, kierujemy si¢ ich wizualnym stanem zacho-

wania (ryc. 2a). Pozostalymi kryteriami, ktére na-
lezy uwzgledni¢, moga by¢:

+ obecno$¢ antymerdw (symetryczne odpowied-
niki po drugiej stronie zuchwy lub szczeki), tak
by jeden zab z pary pozostawi¢ do badan mor-
fologicznych;

o latwos¢ ekstrakeji i jej destrukcyjny wpltyw na
przylegajace struktury. Z zasady latwiej pobiera
sie zeby jednokorzeniowe (siekacze, kty);

+ koordynacja z innymi specjalistycznymi bada-
niami o charakterze destrukcyjnym.Teoretycznie
analiz izotopowych szkliwa, izolacji DNA czy na-
wet datowania radioweglowego mozna dokona¢
z tego samego zeba, jako Ze inne jego czesci moga
by¢ wykorzystane do kazdych z tych badan. W ta-
kich wypadkach, jesli badania izotopowe sg stan-
daryzowane dla okreslonego zeba (np. pierwszego
trzonowca), nalezy w celu ograniczenia destruk-
cyjnosci pobrac ten wasnie zab (pod warunkiem,
ze jego stan zachowania jest dobry). Przy czym,
z uwagi na ryzyko kontaminacji, nalezy w pierw-
szej kolejnosci przeprowadzi¢ izolacje DNA.

Pobieranie czesci skalistej kosci skroniowej w za-
leznodci od stanu zachowania mézgoczaszki moze
by¢ bardziej zlozone. Jesli poszczegdlne kosci nie
sg ze sobg polaczone, wystarczy pobra¢ sama czes¢
skalista, czesto zachowujacg si¢ jako osobny ele-
ment, nawet przy bardzo stabym stanie zachowania
czaszki (ryc. 2¢) lub calg ko$¢ skroniows (ryc. 2b).
Gdy jednak czaszka jest zachowana w calosci, na-
lezy cze$¢ skalista wycigé (np. przy uzyciu wyposa-
zonego w tarczki tnace elektronarzedzia).

Gdy natomiast zamierzamy izolowa¢ DNA
z tkanki zbitej trzonéw kosci dtugich, nalezy naj-
lepiej pobra¢ cate kosci (moga to by¢ np. paliczki,
kosci $rodstopia) albo, gdy ulegly one fragmentacji
w wyniku proceséw postdepozycyjnych, ich najle-
piej zachowane fragmenty.

Osobne protokoly stosuje sie przy pobieraniu
probek z rdzeni glebowych, kamienia nazebne-
go czy warstw archeologicznych, nalezy jednak we
wszystkich przypadkach zachowa¢ podobne wzgle-
dy ostroznos$ci w celu minimalizacji ryzyka konta-
minacji.

IZOLACJA KOPALNEGO DNA

Dekontaminacja pobranych prob

Po pobraniu proby nalezy ja jak najszybciej dostar-

czy¢ do czystego laboratorium, gdzie pobrane mate-

rialy nalezy umiesci¢ w zamrazarce. Nie nalezy ich
jednak zamrazac zaraz po pobraniu, jesli nie jeste-
$my w stanie zapewni¢ ich transportu w stanie za-
mrozonym (np. za pomocg przesytki w suchym lo-
dzie), jako ze kolejne cykle zamrazania i rozmraza-
nia mogg mie¢ destrukcyjny wplyw na DNA.

Niezaleznie od sposobu pobrania prob w dal-
szej kolejnosci, juz w czystych laboratoriach, stosu-
je sie kroki majace za zadania usung¢ wszelkie za-
nieczyszczenia powierzchniowe. Mozna tego doko-
nac przy uzyciu dowolnej kombinacji (lub najlepiej
wszystkich) nastepujacych metod:

» przemycie prob nisko stezonym (miedzy 0,5%
a2%) roztworem podchlorynu sodu, w celu hy-
drolitycznej degradacji znajdujacego si¢ na po-
wierzchni prébek DNA. Gdy préby sa niewiel-
kich rozmiaréw (np. zeby), mozna to zrobi¢
przez zanurzenie w roztworze. Gdy sg wigksze,
mozna do przemycia uzy¢ np. sterylnych jedno-
razowych wacikéw czy patyczkow higienicznych;
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« dekontaminacje przez wystawienie na krot-
ki czas (do 2 h) na silne promieniowanie UV
(np. za pomocg specjalnych urzadzen zwanych
cross-linkerami);

 usuniecie mechaniczne wierzchniej warstwy
fragmentu, z ktorego bezposrednio bedziemy
pobierali materiat do izolacji. Mozna tego doko-
na¢ np. jednorazowym skalpelem (przez skroba-
nie powierzchni), koncdwka rozcierajacg za po-
mocy elektronarzedzia (dekontaminujac jg mie-
dzy uzyciami) lub przez przeciecie fragmentu
tarczka tnaca (znowu albo jednorazows, albo de-
kontaminowang migdzy uzyciami) w celu odsto-
niecia wnetrza fragmentu (ryc. 2d i 3b).

Rozdrobnienie materiatu przed izolacja

Nastepnym krokiem jest albo rozdrobnienie czg-
$ci przeznaczonej do izolacji, albo jej odseparo-
wanie od fragmentu ko$ci w celu ekstrakcji DNA.
Rozdrobnienia mozna dokona¢ bezposrednio przy
uzyciu koncéwek rozcierajacych i elektronarzedzia,
celujagc w cement korzenia zeba lub widoczne po
przecigciu kosci skalistej struktury ucha wewnetrz-
nego (ryc. 2d). Mozna tez uzy¢ mozdzierza i thucz-
ka po odseparowaniu od czesci niepozadanych (ko-
rony zeba, tkanki gabczastej i zbitej wokot struktur
ucha wewnetrznego). Oddzielenia od cze$ci niepo-
zadanych mozna dokona¢ za pomocg tarczek tna-
cych i elektronarzedzi lub pistoletu do piaskowania.
Wszystkich te czynnosci nalezy wykona¢, ograni-
czajac nagrzewanie si¢ materialu w wyniku tarcia,
poprzez wykorzystywanie mozliwie niskich obrotow
elektronarzedzia i wiercenie interwatowe lub uzywa-
jac mozdzierza z opcjg chtodzenia (tzw. frezer-mill).

Celem rozdrobnienia jest uzyskanie miedzy 50 mg
a 500 mg zhomogenizowanej do postaci drobnego
proszku tkanki kostnej, z ktérej nastepnie dokonamy
ekstrakeji i izolacji DNA. Warto jednak nadmienic,
ze wyniki wstepne badan sugeruja, Ze rozpuszczanie
catych odcietych fragmentdw (wymagajace diuzsze-
go czasu i wiekszej objetosci buforu ekstrakcyjnego)
moze dawac lepsze efekty niz rozpuszczanie proszku.

Ekstrakcja DNA

Proszek nalezy rozpusci¢, doprowadzajac do uwol-
nienia (ekstrakcji) DNA do roztworu. W tym celu

stosuje si¢ okofo 1-2 ml buforu zawierajacego sktad-
niki majace na celu rozpusci¢ zaréwno frakcje mi-
neralng (hydroksyapatyt), jak i organiczng (kola-
gen) kosci. Reakcje prowadzi si¢ w temperaturze
37-54°C do momentu rozpuszczenia proszku kost-
nego, zazwyczaj 24-48 godzin. Gdy jednak doko-
nujemy ekstrakcji z nierozdrobnionego fragmentu,
ekstrakcja moze potrwa¢ do 5 dni, w czasie to kto-
rych codziennie nalezy bufor ekstrakcyjny wymie-
niac i zbiera¢ do poézniejszej izolacji.

Czes$¢ badaczy proponuje wykonywac krot-
ka ekstrakcje wstepna, wychodzac z zalozenia, ze
endogenne DNA jest zamknigte i zaadsorbowane
glteboko w macierzy tkanki kostnej, a zanieczysz-
czenia $srodowiskowe w wiekszej ilosci znajduja
sie w porach i przestrzeniach miedzy ta macierza
(Damgaard i in. 2015). Wedlug tej hipotezy pierw-
sza objetosc¢ ekstraktu, po 15-30 minutach inkuba-
cji, zawiera przewazajaca ilos¢ DNA pochodzenia
srodowiskowego, mozna jg wiec wyrzuci¢, wymie-
niajac bufor, by zmaksymalizowac¢ ilo§¢ endogen-
nego DNA w buforze docelowym.

Izolacja DNA

Z uzyskanego ekstraktu nalezy nastepnie wyizolo-
wac DNA, czyli oddzieli¢ go od pozostatych sktad-
nikéw ekstraktu. W biologii molekularnej dominuje
kilka metod izolacji DNA, ale w badaniach kopalne-
go DNA wykorzystuje si¢ w zasadzie rézne warian-
ty izolacji na podiozu krzemionkowym.

Metoda ta wykorzystuje wlasciwo$¢ DNA, ktéra
juz wspominali$my, czyli ze w obecnosci niektérych
soli absorbuje si¢ on na powierzchni krystalicznej
krzemionki. Krzemionka ta moze w tej metodzie
by¢ unieruchomiona w postaci odpowiedniego fil-
tra na kolumience, przez ktdérg przepuszczamy po-
szczegolne bufory w postaci drobnego proszku, kto-
ry miedzy poszczegdlnymi krokami zawirowujemy
na dno proboéwki, w ktérej prowadzimy izolacje, lub
oplaszczona na drobnych metalowych kulkach, kto-
re za pomocg magnesu unieruchamiamy na $cian-
ce probowki na czas wymiany buforéw.

W wyniku izolacji otrzymujemy malg objetos¢
(zazwyczaj miedzy 40 pl a 100 pl) wzglednie czyste-
go izolatu DNA. W zalezno$ci od protokotu wstep-
na objetos¢ ekstraktu moze by¢ duzo wigksza (na-
wet do 5 ml), izolacja ma na celu réwniez zagesz-
czenie roztworu, czasem w tym celu przed wlasciwa
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UTGUATATCTATCTGCATCATCTCTCTGCTICTGCATATCTATCTGCATC

GATAGACGTAGTAGAGAGACGAGACGTATAGATAGACGTAGTAGAGAGAUGA

IIIGIIAVAICIAYCVGCAYCATCVC'C'GCTCIGCATAVCTAVC'GCATC

......................

GAIAGACGYAGIAGAGAGACGAGACGiAlAGA' AGACGTAGTAGAGAGAUGA

a

b

Ryc. 4. a- pojedynczy cykl PCR. Aby polimeraza (zaznaczona na fioletowo) mogta dziala¢, niezbedne jest, by sekwencje
docelowe dla starteréw (zaznaczonych na niebiesko) byty dobrze zachowane; b - schemat tworzenia biblioteki genomowej

izolacja dokonuje si¢ wstepnego przefiltrowania
ekstraktu na filtrach celulozowych.

Namnozenie kopalnego DNA

Stezenia DNA w otrzymywanych izolatach sg bar-
dzo niskie, czgsto ponizej poziomu detekcji me-
tod wykorzystywanych standardowo w laborato-
riach biologii molekularnej. Ponadto na stezenia te
najczesciej sktadajg sie fragmenty DNA pochodza-
ce od obecnych w $rodowisku mikroorganizmoéw.
Niezaleznie zreszta od pochodzenia izolatu, w celu
analizy sekwencji DNA nalezy go najpierw namno-
zy¢. Namnozenie moze mie¢ na celu amplifikacje
tylko wybranych fragmentéw genomu albo calego
zawartego w izolacie DNA (tworzymy wtedy tzw. bi-
blioteke genomowg). W obu przypadkach bedzie-
my wykorzystywac cykliczng reakcje polimerazy
(ang. polymerase chain reaction, PCR).

Reakcja PCR

Reakcja PCR jest podstawowa metoda wykorzysty-
wang w genetyce i biologii molekularnej. Reakcja
polega na cyklicznym zapetleniu wystepujacych
w biologii komérki proceséw w celu wykfadniczego
namnazania fragmentu DNA, tak by w krétkim cza-
sie otrzymac¢ miliony jego kopii. W duzym uprosz-
czeniu metoda wykorzystuje enzym polimeraze, by
po rozpleceniu dwuniciowej czasteczki DNA (w wy-
niku dzialania wysokiej temperatury) stworzy¢ jej

dwie kopie, a nastepnie calo$¢ powtorzy¢ okreslong

ilo$¢ razy, za kazdym razem otrzymujac dwukrotna

ilos¢ fragmentéw DNA. Do zajscia reakcji potrzeb-
ne jest kilka skfadnikéw:

« polimeraza, a wlaciwie jej odmiana znalezio-
na w bakteriach zyjacych w goracych zrodtach
i w zwigzku z tym dzialajaca w wysokiej tem-
peraturze potrzebnej do rozplecenia podwoj-
nej nici DNA;

o deoksynukleotydy, czyli cegielki, z ktérych be-
dziemy budowac¢ nowe kopie interesujacych nas
fragmentow;

« bufor tworzacy optymalne warunki do przepro-
wadzenia reakeji;

« startery. Polimeraza wymaga dwuniciowego
fragmentu, ktory rozpoznaje jako miejsce po-
czatku reakcji. W tym celu do reakeji dodaje-
my dwie krétkie (do okoto 25 pz) syntetycz-
ne jednoniciowe czasteczki DNA, zwane star-
terami, ktore flankujg interesujacy nas region.
Gdy po wstepnym rozpleceniu nici obnizymy
ponownie temperature, w pierwszej kolejnosci
do obu pojedynczych nici przylacza si¢ krotsze
fragmenty, tworzac dwie cze$ciowo dwunicio-
we czgsteczki ktdre polimeraza nastepnie do-
konczy (ryc. 4).

Bezposredni PCR wybranych fragmentéw geno-
mu zawierajacych interesujace nas informacje byt
dominujaca metoda w pracy z kopalnym DNA do
konca pierwszej dekady XXI w. Jednak wraz z roz-
wojem technik sekwencjonowania wysokoprzepu-
stowego zostal wyparty przez metody oparte na bi-
bliotekach genomowych.
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Biblioteki genomowe

Biblioteka genomowa, zgodnie z definicja, to zbidr
wszystkich fragmentéow DNA w danej prébie (izo-
lacie) umieszczonych na identycznym wektorze.
W praktyce funkcje wektora pelnig najczesciej ad-
aptery, czyli krotkie dwuniciowe fragmenty DNA
przyklejone do koncow wszystkich czasteczek bi-
blioteki. Sposoboéw przyklejenia (ligacji) tych frag-
mentow jest kilka, zaréwno dostepnych w komer-
cyjnych zestawach do tworzenia bibliotek (udo-
stepnianych przez producentéw sekwenatoréw), jak
i opracowanych przez samych badaczy. Wigkszos¢
tych protokotéw sktada si¢ z kilku podobnych kro-
kéw, czasami wykonywanych jeden po drugim
w nastepujacych po sobie reakcjach, czasami zgru-
powanych w jednej reakcji. Pierwszym krokiem
jest ,przytepienie” lepkich koncoéw przez ich uzu-
pelnienie lub przyciecie (najczesciej przyciecie kon-
ca 3’ i uzupelnienie 5’ za pomocg polimerazy T4),
tak by wszystkie czasteczki DNA byly symetrycz-
ne i miaty same tepe konce. Potem naste¢puje liga-
cja samych adapteréw, za pomocg enzymu ligazy.
Na samym koncu biblioteke amplifikujemy, wyko-
rzystujac sekwencje adapteréw jako sekwencje do-
celowe dla starteréow w PCR. Oprécz umozliwienia
nam namnozenia cato$ci zawartego w izolacie DNA
adaptery pelnig inng wazna funkcje, pozwalajac na
przylaczenie sie starterow w reakcji sekwencjono-
wania (dzialajacej na podobnej zasadzie jak PCR).

PCR jest celowy, dazy do namnozenia z gory wy-
branego fragmentu. Moze to by¢ fragment zawie-
rajacy polimorfizm odpowiedzialny za jakas okre-
slong ceche, np. zdolno$¢ trawienia laktozy (Mnich
iin. 2018) albo fragment charakteryzujacy si¢ duza
zmiennoscig, a wiec przydatny w badaniach popu-
lacyjnych, np. region hiperzmienny genomu mito-
chondrialnego (Juras i in. 2014). W wyniku sekwen-
cjonowania wysokoprzepustowego w jednej reakcji
dostajemy informacje na temat przynajmniej dzie-
sigtek tysiecy zmiennych. Z drugiej strony w me-
todach opartych na bibliotekach genomowych in-
formacje, ktore otrzymujemy, sa w duzej mierze
losowe i im wigcej obecnych w naszej probie zanie-
czyszczen pochodzenia srodowiskowego, tym wie-
cej otrzymywanych sekwencji jest nieprzydatnych
(jesli nie interesujg nas obecne w srodowisku mi-
kroorganizmy). Jednak sama skala sekwencjono-
wania wysokoprzepustowego (sekwencjonowanie
dziesigtek miliondw fragmentow z kazdego izolatu)

nawet w przypadku izolatéw, ktore zawieraja 95%
fragmentow srodowiskowych pozwala nam uzyski-
wac tysigce informatywnych sekwencji.

Ponadto bezposredni PCR wychodzi z zatoze-
nia, ze docelowy fragment jest w catosci zachowa-
ny, co w przypadku kopalnego DNA jest mato praw-
dopodobne. Szanse powodzenia mozemy zwigkszy¢
przez wybor bardzo krétkich sekwencji docelowych
(pamietajac, ze srednia dlugo$¢ fragmentéw rzadko
kiedy przekracza 80 pz), ale nadal musimy mie¢ na-
dzieje, ze przynajmniej w ktorejs z czasteczek inte-
resujace nas fragmenty znajduja si¢ w ich wnetrzu,
a sekwencje docelowe dla starteréw nie zawieraja
uniemozliwiajacych ich przylaczenie modyfikacji
(co zwazajac, ze te najczedciej beda sie znajdowac
przy koncach czasteczek DNA, jest mato prawdopo-
dobne). W takim wypadku moze dojs¢ do sytuacji,
w ktorej to fragment pochodzacy z zanieczyszczen,
a nie od badanych szczatkow, bedzie w preferowa-
ny sposob namnazany. Tymczasem metody opar-
te na bibliotekach genomowych prowadza do na-
mnozenia wszystkich czasteczek (razem z czescio-
wo lub catkowicie zachowanymi koncami), a proces
produkgji bibliotek mozna zmodyfikowa¢ w ten
sposob, by odsiewac dlugie czasteczki pochodzace
z duza doza prawdopodobienstwa z zanieczyszczen.

Sekwencjonowanie DNA

Zakladajac, ze mamy juz albo namnozone intere-
sujace nas fragmenty, albo biblioteke genomowa,
mozemy sie przenie$¢ do ,wspodlczesnego labora-
torium’, gdzie bedziemy mogli poznac ich sekwen-
cje. Zasadniczo mozemy mowic¢ o dwoch typach
sekwencjonowania: Sangera (nazywanym tak od
wynalazcy metody) i sekwencjonowniu wysoko-
przepustowym.

Sekwencjonowanie Sangera

Sekwencjonowania Sangera polega na przeprowa-
dzeniu specyficznej reakcji amplifikacji DNA, do
ktorej oprocz zwyklych deoksynukleotydow doda-
jemy tez stopujace polimeraze i wybarwione bar-
wnikami fluorescencyjnymi (kazdy innym) dide-
oksynukleotydy. Jako ze produktem wyjsciowym
reakcji PCR byly miliony identycznych czasteczek,
statystycznie w wyniku reakcji sekwencjonowania
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Ryc. 5. a - fadowanie za pomocg mikropipety biblioteki genomowej na chip do sekwencjonowania w technologii ION. b -
instalacja chipa do sekwenatora. ¢ — sekwenator ION Gene Studio S5

otrzymamy wiele wariantéw produktu reakeji o roz-
nej dtugosci (a dokladniej tyle wariantéw, jaka diu-
gos¢ liczy nasz produkt PCR). Fragmenty te nastep-
nie nalezy rozdzieli¢ pod wzgledem dlugosci, przy
uzyciu waskich i dtugich kapilar wypetnionych poli-
merem stanowigcym przeszkode dla DNA. Na kon-
cu kapilary umieszczony jest detektor, ktory wy-
krywa, jakim barwnikiem wybarwione s3 kolejno
przechodzace przez nig produkty reakeji sekwencjo-
nowania. Z kolejnosci produktéw, od najkrétszego
(dlugosci 1 pz) do najdluzszego (o dlugosci réwnej
wielko$ci analizowanego fragmentu) oraz obecne-
go w nich barwnika jestesSmy w stanie odtworzy¢
badang sekwencje.

Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe

Jest kilka technologii sekwencjonowania wysoko-
przepustowego, ale w analizie sekwencji kopalne-
go DNA dominujg gléwnie metody oparte na sek-
wencjonowaniu przez synteze. W duzym skrocie
metody te polegaja na tym, by w jednym punkcie
syntetyzowac (znowu za pomoca polimerazy) wie-
le kopii pojedynczej czasteczki DNA w taki spo-
sob by przylaczenie kazdego nukleotydu dawa-
o wykrywalny sygnal. Rol¢ punktu moze odgry-
wa¢ dotek w mikrochipie (ryc. 5a) albo wydzielone
pole na specjalnej plytce. Przylaczanie nukleotydu
moze by¢ wykrywane albo przez zmiane pH, albo
przez sygnal swietlny, gdy do nukleotydéw przyta-
czone s3 fluorochromy. Cata idea sprowadza si¢ do
tego, by tych punktéw (a wigc zsekwencjonowanych
w jednej reakcji fragmentow) byto jak najwiecej,
najlepiej setki milionéw. Obecnie dominuja dwie
wiodace technologie: ION (od Life Technologies)

oraz metoda firmy Illumina. Niezaleznie od pro-
ducenta technologii sekwencjonowanie dotyczy
wzglednie krétkich fragmentéw (co w przypadku
kopalnego DNA nie jest wada a zaletg), do 200 pz,
albo 400 pz w przypadku IONa i 75 pz, 100 pz albo
150 pz w przypadku Illuminy. Ilo$¢ sekwencji ge-
nerowanych w jednej reakcji wynosi do 80 milio-
néw w przypadku ION’a lub do 10 miliardéw (sic!)
w przypadku Illuminy.

CHARAKTERYSTYKA DANYCH
POLIMORFIZMY DNA

By omoéwi¢ specyfike danych paleogenomicznych,
warto przypomnie¢ gtowne rodzaje zmiennych
(w genetyce nazywanych polimorfizmami) obec-
nych w DNA oraz to, w jaki sposob s3 one dziedzi-
czone. To wlasnie obecno$¢ (lub brak) oraz czesto-
$ci wystepowania wariantéw (zwanych w genetyce
allelami) roznicuje nam osobniki oraz populacje
i jest celem sekwencjonowania.

Polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu

Najczesciej analizowanym przez badaczy kopalne-
go DNA rodzajem zmiennych s3 polimorfizmy po-
jedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide poly-
morphism, SNP). Jak nazwa wskazuje, sg to roznice
w sekwencji, w ktorych badane osoby, osobniki, ga-
tunki, szczepy itp. roznig si¢ pojedynczym nukleoty-
dem. Moze to oznacza¢, ze dany nukleotyd jest inny
w zaleznosci od allelu albo w niektérych wariantach
danego nukleotydu nie ma. Najczesciej (ze wzgledu



262

Maciej Chylenski

na czgsto$¢ wystepowania, ale tez tatwos¢ badania)
w danych paleogenomicznych mamy do czynienia
z tym pierwszym przypadkiem. W organizmach di-
ploidalnych (czyli posiadajacych dwa zestawy chro-
mosoméw) w genomie jadrowym kazdy osobnik ma
dwa warianty danego polimorfizmu, mogg by¢ one
albo takie same (méwimy wtedy, ze dla danego po-
limorfizmu osobnik jest homozygota), albo rézne
(wtedy jest heterozygota). W rozmnazaniu plcio-
wym potomstwo otrzymuje losowo po jednym wa-
riancie od kazdego z rodzicéw. W perspektywie du-
giego czasu mozna zalozy¢, ze polimorfizmy dzie-
dzicza si¢ niezaleznie od siebie. Dzieje si¢ tak dzigki
rekombinacji, procesowi, w ktérym w rozmnazaniu
plciowym u kazdego z rodzicow dwa chromosomy
z pary wymieniajg si¢ fragmentami. Im dalej od sie-
bie na chromosomie znajduja si¢ dwa polimorfizmy,
tym bardziej prawdopodobne, ze beda one dziedzi-

czone niezaleznie.

Polimorfizmy ilosci powtdérzen

Zdecydowanie rzadziej wykorzystywanymi przez
badaczy kopalnego DNA (mimo dominacji w bio-
logii sadowej) sa polimorfizmy ilo$ci powtdrzen.
Ponownie nazwa dobrze opisuje to ztozone zja-
wisko, s to warianty charakteryzujace si¢ zmien-
ng ilo$cig powtdrzen jakiego§ motywu w sekwen-
cji DNA. Sposrod kilku typow polimorfizméw ilo-
$ci powtdrzen, najczesciej analizowanymi sg krotkie
powtdrzenia tandemowe (ang. short tandem reape-
ats, STR). Sg to powtdrzenia krétkich (2-4 bp) mo-
tywow nastepujacych kilka (zazwyczaj od 5 do 20)
razy. Oznacza to, Ze ,,sila rozdzielcza” STR jest zde-
cydowanie wigksza. Duzo nizsze jest prawdopodo-
bienstwo, ze dwie osoby w sposéb zupelnie przy-
padkowy dzielg ten sam z 15 mozliwych niz z dwoch
(jak w przypadku SNP) wariantéw. Z tego powodu
STR zdominowaly badania z dziedziny medycy-
ny sagdowe;j. Jednakze ich uzyteczno$¢ w badaniach
kopalnego DNA jest ograniczona. STR s3 wzgled-
nie diugie, a ich badaniach wykorzystuje si¢ meto-
dy oparte na bezposrednim PCR. Pojedynczy STR
ma wigkszg moc statystyczng niz pojedynczy SNP,
ale przy uzyciu metod opartych na sekwencjono-
waniu wysokoprzepustowym latwiej jest uzyskac
informacje na temat tysiecy SNP niz przy uzyciu
bezposredniego PCR na temat kilku STR. Ponadto
wykluczenie kontaminacji wspotczesnym DNA na

podstawie STR jest zadaniem zdecydowanie trud-
niejszym i mimo kilku zakonczonych umiarkowa-
nym sukcesem prob w poprzedniej dekadzie, obec-
nie raczej si¢ od tej metody odchodzi.

HAPLOTYPY | HAPLOGRUPY

Pojeciem czesto uzywanym w genetyce populacyjnej,
ale tez w genealogii zaréwno przez genetykow, jak
i pasjonatéw dziedziny, jest haplogrupa. By zrozu-
mie¢ to pojecie, musimy sobie przypomnie¢, ze czlo-
wiek (jak i wszystkie ssaki i wigkszos¢ kregowcow)
ma genom diploidalny, ale jego fragmenty moga by¢
haploidalne (czyli posiada¢ tylko jedng kopie lub
wariant). Dotyczy to przede wszystkim DNA mito-
chondrialnego i fragmentéw chromosomu Y u osob-
nikéw plci meskiej (u cztowieka). Mitochondria jako
centra energetyczne komorki, maja wlasny krot-
ki genom (o dlugosci 16569 pz). Mimo ze w jed-
nej komdrce moze by¢ wiele mitochondriéw (na-
wet tysiace), to zasadniczo wszystkie posiadaja ten
sam identyczny genom mitochondrialny (mtDNA).
Mitochondria (a wigc ich genomy) sa u wigkszosci
eukariotow dziedziczone w linii matczynej (z mat-
ki na potomstwo obu plci). Genom mitochondrial-
ny w zaden sposob nie rekombinuje i za wyjatkiem
losowo pojawiajacych si¢ pod wpltywem czynnikéw
srodowiskowych, pojedynczych mutacji nie zmienia
sie z pokolenia na pokolenie. Genomy mitochon-
drialne r6znig si¢ od siebie polimorfizmami, przed
wszystkim w postaci SNP, ktére nagromadzily si¢
w poszczegolnych liniach na drodze ewolucji. Taka
linie ewolucyjna o okreslonym zestawie alleli w miej-
scach polimorficznych okreslamy mianem haploty-
pu. Grupe haplotypéw o wspolnym pochodzeniu
(znajdujacy sie na tej samej galezi drzewa filogene-
tycznego) nazywamy haplogrupa. Analogicznie, nie-
rekombinujacy region chromosomu Y (stanowigcy
95% calego chromosomu) jest dziedziczony w nie-
zmienionej postaci w linii meskiej (z ojca na potom-
stwo plci meskiej). Caly chromosom Y jest znacznie
dluzszy niz genom mitochondrialny, liczy 58 milio-
noéw pz i zawiera w sobie znacznie wiekszg ilos¢ po-
limorfizméw réznych rodzajow.

Schemat dziedziczenia uniparentalnego (od jed-
nego rodzica) oraz fakt dziedziczenia w niezmie-
nionej postaci ma istotne implikacje dla badan ge-
netycznych zaréwno wspolczesnego, jak i kopalne-
go DNA:
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« znajac genotyp tylko czedci polimorfizmow,
mozemy przypisa¢ danego osobnika do haplo-
grupy lub subhaplogrupy bez koniecznosci re-
konstrukcji calego genomu. Poczatkowo bada-
nia kopalnego DNA polegaly na sekwencjono-
waniu tzw. regionu hiperzmiennego mtDNA,
ktoéry to region, liczacy sobie okoto 1000 pz,
zawiera okoto 30% polimorfizméw obecnych
w mtDNA. Poprzez sekwencjonowania kil-
ku krotkich (ponizej 100 pz) produktéw moz-
na uzyska¢ informacje z wystarczajacej licz-
by polimorfizméw, by przypisa¢ danej probie
haplogrupe. Jednak by pozna¢ subhapolgrupe
lub doktadny haplotyp (w celu np. wyklucze-
nia pokrewienstwa w linii matczynej), niezbed-
ne jest sekwencjonowanie calego genomu mi-
tochondrialnego;

« mozemy patrze¢ na cale genomy haploidalne
jako pojedyncze zmienne (a nie zbiory zmien-
nych). Przedmiotem analiz statystycznych sa
wtedy nie poszczegolne polimorfizmy, a haplo-
grupy i haplotypy. Informatywne dla nas sg wte-
dy nie tylko obecnos¢ (lub brak) poszczegdlnych
haplogrup, ale czestosci ich wystepowania w po-
szczegdlnych populacjach;

 nierekombinujace i dziedziczone uniparental-

nie (w linii od jednego rodzica) markery nio-
s jednak z sobg ograniczong ilo$¢ informa-
cji. Rozpoznanie haplotypu mtDNA informuje
nas o genetycznym wplywie ograniczonej ilo-
$ci przodkow, np. $wiadczy tylko o pojedyn-
czym osobniku sprzed czterech pokolen (pra-
prababce od strony matki). Tymczasem w ana-
logicznym przypadku dane uzyskane w wyniku
analizy genomu jadrowego niosg ze sobg infor-
macje o wszystkich 16 przodkach sprzed czte-
rech pokolen.

Ponadto genomy mitochondrialne, co ma
niebagatelne znaczenie w badaniach kopalnego
DNA, s3 obecne w komoérkach w wielu (nawet ty-
sigcach) kopiach. W zwigzku z tym ilo$¢ fragmen-
tow DNA pochodzacych z genomu mitochon-
drialnego, mimo ze genom ten jest stosunkowo
niewielki, potrafi by¢ bardzo duza. Skutkiem tego
zrekonstruowanie haplogrupy lub haplotypu mi-
tochondrialnego jest mozliwe nawet w przypad-
ku prob z bardzo stabym stopniem zachowania
DNA, dla ktérych uzyskanie, nadajacych si¢ do
analiz statystycznych ilosci DNA jadrowego jest
nieoptacalne.

Analiza danych

Analiza danych genetycznych stanowi osobng dzie-
dzing na styku biologii populacyjnej, statystyki
i bioinformatyki i w przypadku badan kopalnego
DNA sklada sie z kilku krokéw: analiz sekwencji,
mapowania i genotypowania.

Analizy sekwencji

Bioinformatyczna obrébka danych sekwencjono-
wania istotna zwlaszcza w metodach wysokoprze-
pustowych, majaca za zadania odfiltrowac sekwen-
cje o niskiej jakosci, artefakty, pozostalosci sekwen-
cji adapterow itp.

Mapowania
do genomu(-6w) referencyjnych

W przypadku wynikéw uzyskanych na drodze sek-
wencjonowania produktéw PCR uzyskane sekwen-
cje mozna recznie poréwnac miedzy sobg i sekwen-
cja referencyjng nawet przy uzyciu dowolnego edyto-
ra tekstowego, cho¢ znacznie wygodniej wykorzysta¢
do tego specjalne oprogramowanie. Wyniki sekwen-
cjonowania wysokoprzepustowego wymagaja specja-
listycznego oprogramowania oraz duzej mocy obli-
czeniowej (najlepiej centréw superkomputerowych)
w celu okreslenia, czy i w ktérych miejscach miliony
uzyskanych sekwencji pasujg do sekwencji referen-
cyjnej. W przypadku gdy interesuje nas jeden gatu-
nek, ktérego genom znamy (jak wtedy, gdy badamy
szczatki ludzkie), proces ten jest prostszy i szybszy
niz w przypadku gdy badamy bioréznorodnos¢, np.
fauny bakteryjnej kamienia naz¢bnego, lub w pro-
bach srodowiskowych. W takim przypadku musi-
my poréwnywac otrzymane sekwencje do catych baz
danych (lub ich wycinkéw, jesli interesuje nas tylko
okre$lona grupa organizmoéw).

Analizowania stopnia
zanieczyszczenia prob

Istotny krok niezbedny do potwierdzenia auten-
tycznosci uzyskanych danych, wymagajacy jednak
wezesniejszego zmapowania sekwencji do referencji,
zostanie omdéwiony bardziej szczegdtowo ponizej.
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Ryc. 6. a - sekwencje regionu hiperzmiennego mtDNA uzyskane w wyniku sekwencjonwania metoda Sangera produktéw
wielu PCR (widoczne sg tylko réznice wzgledem sekwencji referencyjnej); b — ten sam fragment genomu mitochondrialnego,
ale pokryty sekwencjami uzyskanymi w wyniku sekwencjonowania wysokoprzepustowego biblioteki genomowej (ponownie
widoczne sg tylko réznice wzgledem referencji); ¢ — wykres rozktadu dlugosci fragmentéw endogennego DNA obecnych
w bibliotece genomowej; d — wzorce zmian post-mortem obliczone za pomoca programu mapDamage. U gory czesto$¢ nukleo-
tydoéw w sasiedztwie koncow fragmentéw DNA (czestsze A i G przy koncach 5 oraz Ci T przy koncach 3°). Na dole czesto$é
zmian Cna T (na czerwono) i G na A (na niebiesko) wzgledem ich pozycji fragmentach DNA (wzrastajaca przy konicach tych
fragmentéw) (wyk. M. Chylenski)
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Genotypowanie

Proces wyszukiwania polimorfizméw, ktére sg obec-
ne w naszych danych, oraz okreélenie alleli, kto-
re nasze badane proby posiadaja w miejscach poli-
morficznych. Inaczej méwiac, jest to wyszukiwanie
zmiennych, ktérych nastepnie uzyjemy w analizach
statystycznych i tez wymaga osobnego podrozdzia-
tu w celu doktadniejszego omoéwienia.

Analizy statystyczne, populacyjne i inne

Zbidér metod i narzedzi, ktére maja za zadanie we-
ryfikowac¢ nasze hipotezy badawcze, zostanie im po-
$wiecony osobny podrozdzial.

WYKLUCZANIE KONTAMINACJI
WSPOLCZESNYM DNA

W metodach opartych na bezposrednim PCR jedy-

nym sposobem wykluczenia kontaminacji jest repli-

kacja wyniku. Replikacja moze polega¢ na kolejno:

 przeprowadzeniu kilku (min. 2) izolacji z poje-
dynczej proby;

 przeprowadzeniu kilku (min. 2) PCR z pojedyn-
czego izolatu;

+ sekwencjonowaniu kilku (min. 2) produktéow

z kazdego PCR.

Jesli we wszystkich przypadkach otrzymamy taki
sam wynik i przy jego otrzymywaniu zastosowali-
$my wszystkie zalecenia wskazane do pracy z ko-
palnym DNA, to mozemy uznac ostateczny wynik
za autentyczny. Dodatkowym kryterium moze by¢
wystepowanie substytucji wzgledem referencji C na
T i G na A w niektérych sekwencjach, ich brak nie
wyklucza jednak jednoznacznie, Ze sekwencje po-
chodzg z kopalnego DNA (ryc. 6a).

Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe do-
starcza nam sekwencji catych fragmentéw DNA
(ryc. 6B). Takie sekwencje zawierajg w sobie dodat-
kowe, przydatne w wykrywaniu zanieczyszczen in-
formacje. Jako ze danych jest duza ilo$¢, mozna te in-
formacje skwantyfikowac i opracowac statystycznie.
Zmiany, o ktérych tu mowa, to przede wszystkim:
« informacje o zmianach post-mortem wzgledem

sekwencji referencyjnej, przede wszystkim zmia-

ny Cna T i G na A blisko koncéw fragmentow

DNA (ryc. 6d);

« rozklad dlugosci fragmentéw DNA pokazujacy
przewage fragmentéw krotkich i bardzo krot-
kich (ryc. 6¢);

» wzorzec fragmentacji DNA pokazujacy zwiegk-
szong czestos¢ puryn (A i G) w bezposrednim
sasiedztwie koncéw 5’ i odpowiadajace im piry-
midyny (Ci T) przy koncach 3’ (ryc. 6d).
Ponadto ilo$¢ sekwencji, jaka dysponujemy

umozliwia oszacowanie stopnia kontaminacji po-

przez przyjrzenie si¢ sekwencja zmapowanym do
haploidalnych cz¢sci badanych genomow, takich jak
mtDNA i chromosom X (w przypadku osobnikéw
plci meskiej) w celu kwantyfikacji i analizy wszyst-
kich niezgodnosci i niekonsekwencji w otrzyma-
nych sekwencjach (Fuiin. 2013; Renaud i in. 2015).

GENOTYPOWNIE

W przypadku bezposredniego PCR najczes-
ciej z géry znamy polimorfizmy, ktére analizuje-
my, moga to by¢ poliformizmy odpowiadajace za
okreslong ceche albo diagnostyczne dla okreslenia
haplogrup (mtDNA i Y-DNA) lub przynalezno-
$ci gatunkowej. W przypadku danych pochodza-
cych z sekwencjonowania wysokoprzepustowego
do genotypowania nalezy uzy¢ specjalistycznego
oprogramowania wyszukujacego polimorfizmy.
Zakladajac, ze dysponujemy duzg iloscig danych
dla wigkszej ilosci prob reprezentujacych okreslo-
na populacje, mozemy dokonywac tego tylko za po-
moca wygenerowanych przez nas sekwencji. Mozna
tez (co stosuje si¢ najczesciej w badaniach kopal-
nego DNA) wykorzystaé listy polimorfizméw uzy-
skane dla referencyjnych populacji wspoiczesnych.
Genotypowanie danych kopalnych wiaze si¢ jednak
z trudnos$ciami zwigzanymi bezposrednio z charak-
terystyka kopalnego DNA, a zwlaszcza z dwoma jej
aspektami: fragmentarycznym charakterem danych
oraz zmianami post-mortem.

FRAGMENTARYCZNY CHARAKTER
DANYCH

Whbrew potocznie uzywanym i pojawiajacym sig
w doniesieniach prasowych okresleniom w bada-
niach kopalnego DNA bardzo rzadko uzyskujemy
»cale genomy”. Genom jest pojeciem problema-
tycznym, tak naprawde do tej pory nie udato nam
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sie zrekonstruowa¢ w 100% calego duzego geno-
mu eukariotycznego. Nawet najlepiej zbadany ge-
nom ludzki ma spore luki i mimo Ze mineto juz po-
nad 15 lat od ogloszenia wielkiego sukcesu, jakim
byto jego zsekwencjonowanie, dopiero w zeszlym
roku poznali§my pierwsza kompletna sekwencje
chromosomu (Miga i in. 2020). Sekwencjonowanie
wysokoprzepustowe nadal jest kosztownym i cza-
sochlonnym przedsigwzieciem, w zwiazku z czym
najczesciej ograniczamy je w momencie, gdy uzy-
skamy wystarczajacg ilos¢ danych, by wykorzy-
sta¢ je w planowanych analizach statystycznych.
Czgsto wiec sekwencje dla jednej proby, ktdre na-
zywamy potocznie zrekonstruowanym genomem,
beda pokrywaly sie z genomem referencyjnym
w zakresie nie przekraczajacym 10%. Pojeciem, kto-
rego najczesciej si¢ uzywa do opisania ilosci danych,
jaka dysponujemy, jest ,,pokrycie genomu”. Pokrycie
genomu réwne 1x oznacza, ze ilo$¢ nukleotydow,
jaka zmapowalismy do genomu referencyjnego, jest
réwna wielkosci tego genomu. Nie oznacza to, ze
zrekonstruowali$my caly genom tego osobnika, bo
wiele miejsc w takim genomie bedzie pokryte wie-
cej niz jedng sekwencjg i réownoczesnie o wielu jego
czesciach nie bedziemy mie¢ zadnych informacji.

ZMIANY POST-MORTEM

Substytucje C na T i G na A bedace skutkiem de-

aminacji cytozyny w pojedynczej sekwencji w miej-

scu polimorficznym sg nie do odrdznienia od alle-

li wystepujacych przyzyciowo. W celu rozwigzania

tego problemu mozna zastosowac kilka podejs¢ (lub

ich kombinacji):

« ignorowaé calkowicie polimorfizmy (zwane
tranzycjami), w ktérych allelami sg C/T oraz
A/G i uzywac do analiz tylko polimorfizméw
(zwanych transwersjami), w ktorych mozliwymi
allelami sg G/T, G/C, A/T oraz A/C. Stosujac to
podejscie, jako ze tranzycie wystepuja w geno-
mie znacznie czedciej niz transwersje, $wiado-
mie rezygnujemy z ponad 60% polimorfizméw,
ktére moglibysmy analizowa¢;

« dazy¢ do wysokiego pokrycia genomu. Zmiany
post-mortem wystepuja losowo, jesli dany poli-
morfizm bedzie pokryty wieloma odczytami to,
nawet jesli w danym miejscu wystapi tranzycja wy-
wotana deaminacjg cytozyny, statystyczne szansa
na to, Ze pojawi si¢ na wiecej niz jednym odczycie,

jest bardzo niska. Pozostate sekwencje zweryfikuja
rzeczywisty genotyp w danym miejscu (patrz tez
ryc. 6b). Podejécie to wymaga jednak bardzo do-
brego zachowania DNA albo duzych naktadéw fi-
nansowych na sekwencjonowanie;

« usuwac zdeaminowane do uracylu cytozyny od-
powiednimi enzymami w trakcie tworzenia bi-
blioteki genomowej. Tak potraktowane biblio-
teki pozbawione sg charakterystycznych dla ko-
palnego DNA zmian, co utrudnia potwierdzenie
autentycznosci otrzymanego wyniku. Dlatego
w takich przypadkach najczesciej tworzy sie
przynajmniej dwie biblioteki, jedng niemodyfi-
kowana, ktorg wykorzystuje si¢ do szacowania
stopnia kontaminacji, i jedna modyfikowana,
z ktérej mozna wykorzysta¢ wszystkie polimor-
fizmy w trakcie analiz statystycznych;

« ucinana¢ konce sekwencji przed genotypowa-
niem. Zmiany post-mortem znajduja si¢ najczes-
ciej przy i na koncach czgsteczek DNA, mozna
wiec, genotypujac tranzycje, ignorowac kilka
(7 do 10) par zasad na koncach analizowanych
sekwencji;

« uznawac i wykorzystywac tylko genotypy, ktore
nie mogly powsta¢ w wyniku zmian post-mor-
tem. Czyli tylko C w polimorfizmie C/T i tylko
G w polimorfizmie G/A.

ANALIZY STATYSTYCZNE

Zakladajac, ze mamy juz nasze proby zgenotypowa-
nie (wzgledem wybranych danych referencyjnych),
mozemy przystapic¢ do analiz statystycznych stuza-
cych do poréwnywania naszych prob miedzy soba
oraz danymi referencyjnymi. Same analizy, ktdre
wybierzemy, bedg zalezaly od pytan badawczych,
na jakie chcemy odpowiedzie¢. Na potrzeby tego
rozdzialu podzielimy je na: analizy pokrewienstwa,
analizy populacyjne i analizy filogenetyczne.

ANALIZY POKREWIENSTWA

Analiz pokrewienstwa dokonuje si¢ na danych po-
chodzacych ze szczatkéw ludzkich w celu wyszu-
kania pokrewienstwa genetycznego miedzy porow-
nywanymi prébami. Proby odpowiedzi na pyta-
nia dotyczace tego, czy i w jakim stopniu struktura
przestrzenna pochéwkoéw odpowiada strukturze
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pokrewienstwa pomiedzy osobami pochowany-

mi w danych obiektach, maja szerokie implikacje

w rekonstrukeji struktury spolecznej danej grupy

lub populacji.

Zasady dziedziczenia alleli w rozmnazaniu plcio-
wym (po jednym losowym allelu od kazdego z ro-
dzicéw) i wykorzystanie rachunku prawdopodo-
bienstwa do okreslenia, czy dwie osoby moga by¢
z sobg spokrewnione, s3 metoda od dawna wy-
korzystywana w badaniach genetycznych. Jednak
w celu poréwnywania ze sobg danych pochodza-
cych z sekwencjonowania wysokoprzepustowego
kopalnego DNA, metody te nalezy odpowiednio
zmodyfikowac.

Czysto teoretycznie, w obecnosci catkowicie zre-
konstruowanych genomoéw oraz odpowiednich da-
nych referencyjnych, metody te s3 w stanie zrekonstru-
owac pokrewienstwo nawet do 11 stopnia. Oczywiscie
w przypadku kopalnego DNA wynik ten jest nieosia-
galny. Mozliwe jest jednak z duzym prawdopodobien-
stwem wykrywanie pierwszego i drugiego stopnia na-
wet w przypadku stabego zachowania DNA w jed-
nej z poréwnywanych prob przy paru zastrzezeniach:
o czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych alleli jest

dla badanej populacji znana albo nie odbiega
znaczaco od czestoéci obecnych w populacjach
wspolczesnych. Czestos¢ alleli jest istotna, jako
ze duzo wieksza wage ma fakt dzielenia tego sa-
mego allelu przez dwie osoby, jesli w populacji
wystepuje on rzadko);

« badana populacja charakteryzuje sie niewielkim
kojarzeniem krewniaczym lub jestesSmy w sta-
nie obliczy¢ czesto$¢ tego zjawiska dla danej
populacji.

Wymagane jest zmodyfikowanie metody, by
uwzgledniata niskie pokrycie i niekompletnos¢ da-
nych. Stosowane w badaniach wspolczesnego DNA
metody zaktadaja, ze dysponujemy informacjg o obu
allelach, jakie posiadal kazdy z poréwnywanych
osobnikéw w danym miejscu. Tymczasem w przy-
padku kopalnego DNA najczesciej dysponujemy tyl-
ko kilkoma odczytami dla kazdego polimorfizmu,
ktore rzadko kiedy reprezentujg oba allele obecne
w danym miejscu za zycia. By wzia¢ na to popraw-
ke, mozna losowo zawsze wybiera¢ tylko jeden al-
lel obecny w danym miejscu (niezaleznie, czy dys-
ponujemy jednym czy dwoma) i rekompensowa¢
utrate informacji ilo$cig analizowanych markerdw.

Innym podejsciem jest wykorzystanie haploty-
péw wystepujacych lokalnie w genomie jadrowym,

zwanych czasami segmentami IBD (ang. identical by
descent). Wiekszo$¢ metod statystycznych zaktada,
ze polimorfizmy moga by¢ dziedziczone niezalez-
nie, dzigki zjawisku rekombinacji. W rzeczywisto-
$ci, jak pamietamy, im blizej siebie na genomie znaj-
duja si¢ dwa polimorfizmy, tym mniej jest to praw-
dopodobne. Sytuacje te, ktéra jest problematyczna
w standardowych metodach (i wymaga losowego
wybierania jednego polimorfizmu z kilku sgsiadu-
jacych ze sobg), mozna wykorzysta¢ zaréwno w ba-
daniach pokrewienstwa i populacyjnych szukajac,
kwantyfikujac i mierzac segmenty IBD. Im blizej
ze sobg spokrewnione dwie osoby tym mniej be-
dzie miejsc rekombinacji (ktérych ilos¢ kumuluje
sie wraz z nastepujacymi pokoleniami) i tym dluz-
sze beda lokalne haplotypy. W celu szacowania po-
krewienstwa nawet przy stosunkowo niewielkich
ilosciach danych mozna w ten sposéb zweryfiko-
wacé pokrewienstwo pierwszego i drugiego stopnia
(Monroy Kuhn i in. 2018). Jak zwykle niekompletny
charakter danych i zmiany post-mortem uniemoz-
liwiajg wykrycie dalszych stopni pokrewienstwa,
cho¢ stosowanie bardziej wyrafinowanych metod
i genomow o wysokim pokryciu w niektérych przy-
padkach moze pozwoli¢ do wykrycia nawet pigtego
stopnia pokrewienstwa (Cassidy i in. 2020).

By jednak z duzym prawdopodobienstwem oce-
ni¢, czy dwie osoby byly ze soba spokrewnione
w pierwszym lub drugim stopniu, szacuje sie, ze
w zaleznosci od metody wystarczy 5000-8000 na-
kiadajacych si¢ miedzy poréwnywanymi prébami
SNP, co jest wynikiem wzglednie tatwym do osiag-
niecia. Nie oznacza to, ze bedziemy w stanie zwe-
ryfikowa¢ wszystkie pary osob w badanej grupie,
np. nie bedziemy w stanie poréwna¢ dwoch bar-
dzo stabo zachowanych préb, ale mozemy kazda
z nich poréwnac z inng dobrze zachowana, co tak-
ze moze dostarczy¢ nam informagcji (lub zweryfi-
kowac¢ niepewng informacje) o ich wzajemnym po-
krewienstwie.

By jednak doktadniej zweryfikowa¢ otrzymane
wyniki i ustali¢ rodzaj pokrewienstwa danego stop-
nia, np. rozrdéznic, czy pierwszy stopien oznacza
rodzenstwo, czy rodzica i dziecko, niezbedne jest
wykorzystanie danych dotyczacych plci badanych
0sob, posiadanych przez nie haplogrup mtDNA
i Y-DNA oraz ich wieku w chwili $mierci (ryc. 8b).
Z uwagi zreszta na sposob dziedziczenia haplogrupy
sa w stanie calkowicie wykluczy¢ nam pokrewien-
stwo w linii matczynej.
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ANALIZY POPULACYJNE

Analizy populacyjne maja odpowiada¢ na pytania,
czy i w jakim stopniu badane populacje s3 ze soba
spokrewnione. Pomagaja nam tez weryfikowac kon-
kretne hipotezy oraz odpowiadac na pytania doty-
czace charakteru przeptywu genéw miedzy popu-
lacjami w przypadku jego wykrycia. Sg to metody
statystyczne, ktore stuza do poréwnywania duzych
ilo$ci zmiennych, w celu np. grupowania i znalezie-
nia alleli i polimorfizméw skorelowanych ze soba.
Przyktadami takich analizy sg analiza skladowych
gléwnych PCA (ang. principal component analysis)
i skalowanie wielowymiarowe MDS (ang. multidi-
mensional scaling) szeroko stosowane do analizowa-
nia wielu zmiennych, nie tylko w genetyce.
Najprostsze PCA mozna wykona¢ na danych za-
wierajacych informacje o czgstosci haplogrup. W ta-
kich wypadkach badanymi ,,obiektami” sg populacje,
azmiennymi czestosci wystepowania haplogrup w tych
populacjach. Przy odpowiednim dobraniu préb rela-
cje migdzy populacjami powinny by¢ zblizone do tych
obserwowanych w badaniach DNA jadrowego (patrz
ryc. 7c i d). Jednak koniecznos¢ faczenia osobnikow
w populacje a priori sprawia, ze analiza jest podatna
na zaburzenia spowodowane malg liczbg osobnikéw,
obecnoscig osobnikéw odstajacych (outliers) lub zwia-
zane z dysproporcja plci w mieszajacych sie popula-
cjach (czestos¢ haplogrup mtDNA sie nie zmieni, je-
8li elementem naptywowym beda gléwnie mezczyzni).
Analizy genomoéw jadrowych, w ktorych kaz-
dy osobnik jest badanym obiektem, a zmiennymi
s polimorfizmy, ulatwia wykrycie takich btedow
i prawidlowosci. W rzeczywistosci, z uwagi na niskie
pokrycie genomu, rzadko kiedy jesteSmy w stanie
poréwnywac kopalne proby bezposrednio miedzy
soba. Najczesciej wykorzystujemy w 100% zgeno-
typowane (dla danego zestawu SNP) préby wspot-
czesne, a nastepnie stosujemy zmodyfikowang wer-
sje oprogramowania do PCA, ktéra poréwnuje nam
osobno kazdego osobnika badanego z danymi refe-
rencyjnymi, a nastepnie ,,u$rednia” uzyskane warto-
$ci, by odtworzy¢ relacje migdzy badanymi probami.
Dobér referencji wspotczesnej ma tu duze zna-
czenie. Wykorzystanie populacji genetycznie bar-
dzo odlegtej (np. afrykanskich w badaniach po-
pulacji europejskich) moze spowodowa¢, ze anali-
za nie wykaze zréznicowania pomiedzy badanymi
grupami, jako ze wszystkie beda jednakowo (bar-
dzo) odlegle od populacji referencyjnej. PCA jest
dobrym narzedziem do wykrycia istotnych réznic

miedzy badanymi populacjami i - jak zostalo wy-
kazane — wynik analizy (w postaci wykresu punkto-
wego) jest staly nawet przy bardzo matej (okoto 10
tysiecy) ilosci SNP (Allentoft i in. 2015). PCA po-
maga odpowiedzie¢ na pytanie, czy badane popula-
cje sa do siebie podobne, czy rézne pod wzgledem
genetycznym. Z wzajemnego polozenia tych popu-
lacji wzgledem siebie mozemy wysnuwac wstepnie
interpretacje, ale w celu doktadniejszej rekonstruk-
cji zdarzen wymagane sg bardziej dokladne analizy.

Procesy demograficzne s3 zazwyczaj ztozone
i rzadko polegaja na zupelnym zastagpieniu jedne;j
populacji inng. Najczesciej, gdy dochodzi do ze-
tkniecia si¢ dwoch populacji, moze dojs¢ do ich
mieszania si¢ w réznych proporcjach. Do kwanty-
fikacji takich proceséw stuza narzedzia, takie jak
ADMIXTURE, statystyki f, qpAdm i i qpGraph
(ryc. 8a). W duzym uproszczeniu metody te stuza
do okreslenia, jakie komponenty genetyczne i w ja-
kich proporcjach sg obecne w badanych popula-
cjach. Czyli jakie inne populacje i w jakich propor-
cjach sie polaczyly, gdy powstala populacja, kto-
ra badamy. Niektore z tych metod, np. Admixture
moga wymagaé wykorzystania (tak jak w przy-
padku PCA) populacji wspolczesnych, inne, np.
qpAdm, wrecz przeciwnie - wymagaja dodania
populacji genetycznie odlegtych jako grup obcych
(outgrups), wzgledem ktérych nasze badane po-
pulacje beda poréwnywane. Czasami mozemy na-
rzuci¢ potencjalne populacje Zrodlowe, a nawet
uzyska¢ wyliczenie prawdopodobienstwa, z ja-
kim proponowany przez nas model rzeczywiscie
opisuje obserwowane zréznicowanie genetyczne.
Przy uzyciu takich metod udato sie¢ ustali¢ np. trzy
gltéwne populacje zrodtowe odpowiedzialne za ge-
netyczne zréznicowanie populacji europejskich:
mezolitycznych towcéw zbieraczy, anatolijskich rol-
nikéw i pdznoneolityczny grupy ze Stepu Pontyjsko-
Kaspijskiego utozsamiane z kultura grobow jamo-
wych (Allentoft i in. 2015; Haak i in. 2015). Obecnie
tych wlasnie populacji uzywa sie jako réwnoznacz-
nych z trzema gtéwnymi komponentami genetycz-
nymi wyszukiwanymi w analizach populacyjnych.
Bardziej dokladne analizy i rosngca liczba préb
umozliwity rekonstrukcje bardziej ztozonej struk-
tury komponentéw genetycznych, np. rozréznienia
komponentéw towiecko-zbierackich wschodnie-
go i zachodniego (Fu iin. 2016) czy rozbicie kom-
ponentu stepowego na wschodni fowiecko-zbiera-
cki, wezesnorolniczy iranski i zachodniosyberyj-
ski (Narasimhan i in. 2019). Metody te wymagaja
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Ryc. 7. Przyklady wynikéw analiz populacyjnych dla kilku populacji pradziejowych; a — wykres obrazujacy wynik analizy
PCA dokonanej na czestosciach haplogrup mtDNA (dodatkowo na szaro zaznaczone sg haplogrupy majace znaczenie dla
obserwowanego wyniku); b - wynik PCA dla SNP genoméw jadrowych oséb reprezentujacych te same populacje. Na szaro
zaznaczone genomy wspolczesne, wzgledem ktorych byla dokonywana analiza; ¢ - wynik analizy Admixture dla tych samych

0s6b ukazujacy gléwne komponenty genetyczne obecne w analizowanych genomach

jednak wiekszej ilosci danych niz PCA, w postaci
pokrycia genomu przynajmniej 0,1-0,2x.
Modelowania za pomocg qpAdm mozna uzy¢
takze do proby identyfikacji, ktore z potencjalnych
populacji mogta by¢ zZrédlem danego komponen-
tu genetycznego. Na przyktad w celu pokazania, ze
populacje stepowe wigzane z kulturg pucharéw
dzwonowatych mieszaty si¢ z lokalnymi spotecz-
no$ciami rolniczymi wraz z rozprzestrzenianiem
sie, a nie rozprzestrzenialy si¢ juz po zmiesza-
niu w miejscu swojej genezy (Olalde i in. 2018).
Sama identyfikacja komponentéw genetycz-
nych i ich zrédta potrafi weryfikowa¢ wiele hi-
potez, zwlaszcza jesli komponenty genetyczne
s3 rozne w mieszajacych sie populacjach, ale in-
terpretacja wynikdw moze by¢ problematyczna
w sytuacji, gdy komponenty genetyczne w ba-
danych populacjach sg takie same. Z taka sy-
tuacja mamy zawsze do czynienia w okresach
pomiedzy wielkimi migracjami, na przyklad
w Europie od wczesnej epoki brazu, kiedy to na
kontynent zostal wprowadzony ostatni znaczacy

komponent genetyczny, majacy swoje zréodlo na
stepie. Zasadniczo od tego momentu wykrycie
przeplywu genéw miedzy ,zhomogenizowany-
mi” populacjami europejskimi wymaga uzycia
doktadniejszych metod analizy. W takich sytua-
cjach na pomoc moga przyjs¢, tak jak w przypad-
ku badan pokrewienstwa, metody oparte na seg-
mentach IBD, ktére z reguly powinny by¢ dtuzsze
w populacjach ze soba spokrewnionych (Cassidy
i in. 2020; Margaryan i in. 2020). Takie podej-
$cia wymagaja niestety prob o wysokim pokry-
ciu genomoéw, cho¢ dla redukeji kosztéw mozna
do tych analiz wybrac¢ tylko kilka reprezentatyw-
nych dla populacji osobnikéw z najlepiej zacho-
wanym DNA. Problematyczne jest rowniez ilo$¢
dostepnych danych referencyjnych, jako ze wiek-
szo$¢ publikowanych genoméw charakteryzuje si¢
niskim pokryciem.

Przy uzyciu analiz populacyjnych mozna dodat-
kowo sprébowa¢ odpowiedzie¢ na pytania zwigza-
ne z charakterem zachodzacych proceséw demo-
graficznych.
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Ryc. 8. a - przyklad wyniku analizy qpGraph stuzacej do weryfikacji ztozonych modeli demograficznych zawierajacych wiele
nastepujacych po sobie wydarzen mieszania si¢ populacji wraz z zrekonstruowanymi proporcjami, w jakich te populacje si¢
taczyly; b- przyktady rekonstrukcji struktury pokrewienstwa oséb pochowanych w pochéwkach zbiorowych z epoki brazu.
Warto zwrdci¢ uwage, jak uzupelnienie wyniku analizy stopnia pokrewienstwa o informacje o wieku plci i haplogrupach

umozliwia rekonstrukcje drzew geneologicznych

Poréwnanie zmieniajacej si¢ zmiennosci na
chromosomie X z ta obserwowana na pozostatych
chromosomach pozwolita stwierdzi¢, ze w migra-
cji rolnikéw z Bliskiego Wschodu do Europy na
poczatku neolitu w réwnej mierze braly udzial ko-
biety i me¢zczyzni, natomiast za naplyw stepowe-
go komponentu genetycznego na przetomie neo-
litu i epoki brazu byli odpowiedzialni gtéwnie
(w stosunku 7:1) mezczyzni (Goldberg i in. 2017).
Ponadto narzedzia pozwalajace oszacowad, kie-
dy dany komponent genetyczny zostal wprowa-
dzony do badanej populacji, wykazaly, ze migra-
cja ze stepu miala charakter cigglego procesu, a nie
pojedynczego epizodu (Furtwingler i in. 2020).

ANALIZY FILOGENETYCZNE

Analizami filogenetycznymi okreslam wszystkie
metody, ktore maja za zadanie odtworzenie tych re-
lacji miedzy badanymi prébami. W rzeczywistosci

cze$¢ z opisanych w poprzednim podrozdziale ana-
liz jest metodami filogenetycznymi (np. qgpAdm),
tutaj jednak skupie si¢ na zastosowaniach zwia-
zanych z odtwarzaniem drzew filogenetycznych
w celu zbadania pochodzenia i relacji migdzy ga-
tunkami oraz odmianami i szczepami w obrebie
gatunkow. Metody te wykorzystuja stopniowe gro-
madzenie si¢ mutacji w badanych genomach wraz
z uptywem czasu. Obliczajac réznice genetyczne
pomiedzy badanymi prébami w postaci pojawiaja-
cych si¢ nowych polimorfizméw oraz znajac tempo
zachodzacych zmian (w oparciu o modele opraco-
wane o osobniki o znanym datowaniu) i datowania
poszczegolnych osobnikow, jeste$my w stanie zwi-
zualizowac¢ relacje pomigdzy nimi w postaci drze-
wa filogenetycznego.

Drzewa takie tworzy si¢ np. by pozna¢ pocho-
dzenie udomowionych gatunkéw zwierzat i roslin
(poréwnujac je do ich dzikich odmian o znanej dys-
trybucji geograficznej) lub szczepy patogendw od-
powiedzialnych za konkretne epidemie. Czysto te-
oretycznie analizy te mozna dokona¢ (i czesto sie
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dokonuje) jedynie na wspdltczesnych materiatach.
Jednakze, jak si¢ okazuje, dysponowanie danymi
kopalnymi umozliwia datowanie obserwowanych
procesow oraz wykrywanie wymarlych i zapomnia-
nych odmian i szczepow.

W przypadku zwierzat najczesciej to mito-
chondrialny genom jest wykorzystywany do two-
rzenia drzew filogenetycznych z uwagi na spo-
sOb dziedziczenia i relatywnie szybkie i state tem-
po pojawiania si¢ nowych mutacji. Analogiczna
funkcje w przypadku roslin pelni DNA pocho-
dzacy z chloroplastow, organelli komérkowych
odpowiedzialnych za fotosynteze, posiadajacych
swoj genom w wielu kopiach w kazdej komorce.
Dzigki analizom kopalnego DNA w badaniach fi-
logenetycznych poznaliSmy potencjalne pocho-
dzenie i drogi udomowienia np. pséw (Frantz
iin. 2016; Thalmann i in. 2013), kotoéw (Ottoni
iin. 2017), $wini (Larson i in. 2007) czy pszeni-
cy (Scott i in. 2019). Badania archeogenetyczne
pozwolily nam tez zrozumie¢, w jaki sposéb pa-
teczki dzumy ewoluowaly i wywotywatly kolejne
znane z historii pandemie (Rascovan i in. 2019;
Rasmussen i in. 2015) oraz dostarczyly danych na
temat pochodzenia i historii wywotujacego kite
kretka bladego w Europie (Majander i in. 2020).

PODSUMOWANIE | PERSPEKTYWY

Jesli warto zapamietac jedng rzecz o badaniach ko-
palnego DNA to powinna to by¢ ta, ze dziedzina
ta rozwija sie niezwykle dynamiczne, ilos¢ danych,
ktdre generujemy i prob, ktére badamy, przyrasta-
ja z roku na rok wykfadniczo. Dokonywane na tych
danych analizy pozwalajg weryfikowa¢ rozmaite hi-
potezy badawcze dotyczace bior6znorodnosci, po-
krewienstwa i afiliacji genetycznych badanych po-
pulacji. Wymaga to jednak umiejetnosci dostosowa-
nia formutowanych pytan do dostepnosci materiatu
badawczego zaréwno pod wzgledem jego stanu za-
chowania (i warunkéw depozycji), jak i reprezen-
tatywnosci dla potencjalnie réznych biologicznie
populacji.

Przyrastajaca ilos¢ danych i spadajace koszty sek-
wencjonowania pozwalaja na analizy w coraz lep-
szej rozdzielczosci, lepiej odpowiadajace regionalnej

zfozonosci obrazu obserwowanego w kulturze ma-
terialnej. Badania o bardziej regionalnym charak-
terze, skupiajace si¢ na konkretnej grupie lub na-
wet stanowisku (Mittnik i in. 2019; Schroeder i in.
2019) s3 jedna z potencjalnych $ciezek rozwoju dy-
scypliny.

Kolejng obiecujaca tematyka s3 badania kopal-
nego DNA obecnego w warstwach archeologicz-
nych. Moga one potencjalnie dostarczy¢ danych
genetycznych przy braku makroszczatkéw i to nie
tylko o $rodowisku i gospodarce, ale tez samych
tworcach danej warstwy (Slon i in. 2017).

Jednym z ciekawszych, dopiero rozwijanych
zagadnien s3 badania metylacji DNA w popula-
cjach pradziejowych. Metylacje s3 to modyfikacje
DNA, ktore wplywaja na ekspresje genow, dezak-
tywujac lub aktywujac okreslone fragmenty geno-
mu w odpowiedzi na stres biologiczny lub zmiany
$rodowiskowe. Jako ze w wyniku zmian post-mor-
tem cytozyny deaminuja do uracylu, a metylowa-
ne cytozyny bezposrednio do tyminy, poréwnu-
jac czesto$¢ zmian C na T miedzy normalnymi
bibliotekami a tymi, w ktorych uracyl zostat usu-
niety, jesteSmy w stanie powiedzie¢, ktdre cze-
$ci genomu byly metylowane. Potencjalnie moze
to pomdc odpowiedzie¢ na pytanie, w jaki spo-
sob istotne zmiany (np. w stylu Zycia u zarania
neolitu) wplynety na ekspresje gendéw (Hanghoj
i Orlando 2019).

Nadal istnieja oczywiscie spore luki w naszej
wiedzy na temat genetycznego aspektu istotnych
z punktu widzenia archeologii przemian i pro-
ceséw. Niektore okresy, jak przetom epoki bra-
zu i zelaza, na terenach, na ktérych dominowa-
to ciatopalenie, chwilowo pozostaja poza zasie-
giem badan archeogenetycznych (cho¢ i tu moze
kiedy$ uda sie uzyskac si¢ nadajace do analiz ilo-
$ci DNA, jesli nie ze skremowanych szczatkdow,
to moze z warstw na osadach). Sg tez okresy, jak
§rodek epoki brazu, dla ktérych wydawalo sie,
ze dane genetyczne (jako Ze poczatkowo zdawa-
ly sie charakteryzowa¢ niskim zréznicowaniem)
nie beda w stanie wnie$¢ wiele nowych informa-
cji. Jednak wraz z rosngca rozdzielczo$cig danych
i metod jesteSmy w stanie otrzymac bardziej zniu-
ansowany obraz zréznicowania genetycznego dla
tych populacji.



272

Maciej Chylenski

Warto wigc $ledzi¢ rozwdj dziedziny, jaka sg ba-
dania kopalnego DNA. Wraz z jej rozwojem wzra-
sta co prawda stopien skomplikowania metod, ja-
kimi si¢ postuguje, ale nalezy mie¢ nadzieje, ze
powstawanie zespoldéw i projektow interdyscypli-
narnych oraz wzrastajaca sSwiadomos$¢ na temat re-
alnych zastosowan badan kopalnego DNA ulatwia
dialog i zrozumienie pomiedzy genetykami i ar-
cheologami.
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