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METODY ANALIZY aDNA

Metody analizy antycznego DNA sg zazwyczaj zasadniczo takie same jak
w przypadku wspoétczesnego DNA. Trzeba tylko pamietac, ze aDNA jest
zwykle mocno zdegradowany. Jego degradacja zalezy od wieku i warunkéw
(m.in. temperatura, wilgotno$¢) dominujgcych w miejscu, w ktdérym znale-
ziono materiat kopalny. Najczesciej czasteczki aDNA sa mocno rozdrobnio-
ne i nosza $lady modyfikacji chemicznych ze wzgledu na wiele proceséw
posmiertnych, takich jak aktywnos¢ enzymatyczna lub spontaniczny roz-
pad makromolekut (ryc. 2). Sygnat z tak zdegradowanego materiatu ge-
netycznego moze byc¢ tatwo zagtuszony przez zaledwie kilka zanieczyszcza-
jacych czasteczek dtugotarncuchowego nienaruszonego wspotczesnego
DNA. Dlatego badacze zajmujacy sie aDNA powinni przedsiewzig¢ liczne
srodki ostroznosci przeciwko zanieczyszczeniu prébki. Zazwyczaj probki
poddawane analizom aDNA majg znacznie nizsza zawartosc rzeczywistego
aDNA niz zanieczyszczajgcego wspodtczesnego DNA ze srodowiska czy po-
chodzacego od osdb zajmujacych sie pobrang probka. Dlatego wazne jest,
aby ekstrakcje i wszystkie inne manipulacje w przypadku aDNA przepro-
wadzac¢ w specjalnych, odpowiednio przygotowanych do pracy z aDNA
pomieszczeniach. Laboratorium aDNA to zazwyczaj przestrzen fizycznie od-
dzielona od laboratoriéw, w ktérych wykonywane s3 prace nad wspot-
czesnym DNA. Powinna byc¢ czesto naswietlana promieniowaniem UV, ktore
niszczy czasteczki DNA znajdujace sie na powierzchni i unoszace sie w po-
wietrzu, minimalizujgc w ten sposob ryzyko zanieczyszczenia. Dostep do
takich laboratoriéw musi by¢ $cisle ograniczony do osdb przeprowadzaja-
cych eksperyment. Osoby te powinny nosi¢ sterylne fartuchy laboratoryjne,
maseczki i rekawiczki (ryc. 3). Wejscie do laboratorium powinno by¢ mozliwe
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Rycina 2. Schematyczne przedstawienie procesu degradacji DNA. A) Dtugie nienaru-
szone czasteczki DNA po $mierci komorki gospodarza ulegajg zaawansowanemu roz-
ktadowi. B) Czasteczki, ktore nie zostaty strawione przez enzymy lityczne uwalniane
podczas $mierci komorkowej lub przez mikroorganizmy Zzerujgce na rozktadajagcym sie
ciele, z czasem akumulujg pekniecia w niciach (przedstawione na niciach czasteczek
DNA jako przerwy), pojawiaja sie takze spontaniczne uszkodzenia chemiczne (czerwone
romby i zotte znaczniki). C) Fragmenty DNA dostepne do tworzenia bibliotek DNA sg
pofragmentowane i zawierajag modyfikacje chemiczne, z ktérych czes¢ uniemozliwia
dalszg analize poprzez np. blokowanie enzymdw wykorzystywanych podczas przygo-
towywania biblioteki DNA lub odczytu sekwencji DNA (takie zmiany sg tu reprezento-
wane przez czerwone romby). D) Zsekwencjonowana zostaje tylko cze$¢ czasteczek
DNA. Sg one zwykle krotkie i noszg slady modyfikacji chemicznych powodujacych nie-
prawidtowy odczyt nukleotydu podczas sekwencjonowania DNA (takie zmiany repre-
zentowane sg tutaj przez z6tte znaczniki). Zmiany te czesciej wystepuja w poblizu pek-
nie¢ nici i zwykle powoduja fatszywy odczyt T (tymina) zamiast wiasciwego C (cytozyna).

Przygotowanie: Martyna Molak

tylko przez podwadjne drzwi; z oddzielajagcym je pomieszczeniem, w ktérym
przechowywane sg sterylne fartuchy laboratoryjne, maseczki na twarz i buty.

Materiatem uzywanym do analizy aDNA s zwykle zeby i kosci. Jednak
aDNA udato sie wyekstrahowac takze z takich materiatow jak: wtosy, zmumi-
fikowane tkanki miekkie, pidra, skorupki jaj, gleba, a nawet koprolity (subska-
mieniate odchody).
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Rycina 3. Laboratorium antycznego DNA. Badaczka przygotowujaca probki kosci do
ekstrakcji DNA ubrana jest w odziez ochronna, aby zminimalizowac ryzyko zanieczysz-
czenia probki wspotczesnym DNA. Praca wykonywana jest w komorze z przeptywem
laminarnym usytuowanej w wydzielonym, przeznaczonym wytacznie do pracy z aDNA,
pomieszczeniu.

Zdjecie: Martyna Molak

Kosci, ze wzgledu na ich powszechnos¢, sg najczestszym Zrédtem an-
tycznego DNA. Pomysinie ekstrahowano materiat genetyczny nawet z kosci
majacych ponad 700 000 lat (Orlando i in,, 2013). Zawsze jednak nalezy brac¢
pod uwage fakt, ze w kosciach poziom zanieczyszczenia przez DNA drobno-
ustrojow jest wysoki, a w wiekszosci kosci ponad 99% DNA to DNA egzo-
genny. Jednak moc analityczna, uzyskana dzieki zwiekszeniu liczby odczytéw
do milionéw niezaleznych sekwencji DNA, znacznie zmniejsza problemy
wynikajace z zanieczyszczenia antycznych prébek przez wspotczesny DNA.

Dziedzina tych badan rozwineta sie jeszcze bardziej, gdy zdano sobie
sprawe, ze witosy stanowig niezwykte Zrédto wysokiej jakosci aDNA, kto-
ry mozna poddac skutecznym procedurom dekontaminacji, nie majgcym
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Rycina 4. Schemat dziatari podczas analizy aDNA. Materiat organiczny do analizy aDNA
czesto pochodzi z wykopalisk archeologicznych lub paleontologicznych. Po badaniach
i opisie archeologicznym, paleontologicznym i/lub antropologicznym wybrane fragmenty
materiatu s3 transportowane do laboratorium aDNA w celu przeprowadzenia analiz gene-
tycznych. Powierzchnia materiatu jest zwykle czyszczona podchlorynem (wybielaczem)
i/lub poddana promieniowaniu UV, aby maksymalnie usuna¢ wszelkie powierzchniowe za-
nieczyszczenia wspoétczesnym DNA. Docelowy fragment probki — zwykle gesty fragment
kosci, w ktérym posmiertne uszkodzenia DNA sg stosunkowo najmniejsze — zostaje rozdrob-
niony. Proszek jest nastepnie poddawany dziataniu odczynnikéw chemicznych, ktére uwal-
niaja czasteczki DNA z pozostatosci komorek i struktur tkankowych. Uwolniony DNA jest
ekstrahowany metodg wybrang z szeregu dostepnych metod w zaleznosci od rodzaju
i stanu materiatu. Oczyszczony izolat DNA poddaje sie dalszej obrobce w celu uzyskania se-
kwencji DNA do analiz genetycznych. Zwykle proces ten obejmuje przeksztatcanie czaste-
czek DNA w biblioteke DNA, ktéra umozliwia amplifikacje catego DNA zawartego w izolacie,
dzieki czemu czasteczki sg dostepne do wykrywania oraz sekwencjonowania (odczytu
sekwendji nukleotydowej DNA poszczegdinych czasteczek) za pomocg platformy lllumina.

Przygotowanie: Martyna Molak
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zastosowania do kosci. DNA mozna rowniez ekstrahowac ze skorupek jaj.
Antyczny DNA uzyskany ze skorupek jaj jest stosunkowo bogaty w endogen-
ny DNA i znacznie mniej zanieczyszczony przez DNA bakteryjny niz kosci.
Innymi zrodtami aDNA sg koprolity i gleba, ale ekstrakcja w ich przypadku
jest trudna, a aDNA zwykle silnie zmodyfikowany i zdegradowany.

W celu wyekstrahowania niewielkiej ilosci endogennego DNA powierzch-
nie probki zazwyczaj albo fizycznie usuwa sie przez piaskowanie, albo przy-
najmniej naswietla promieniowaniem UV i czysci roztworem podchlorynu,
co niszczy powierzchniowy DNA, pochodzacy gtéwnie z zanieczyszczen.

Nastepnie, aby umozliwi¢ odczynnikom wchodzenie w interakcje z ma-
teriatem, probka musi zostac sproszkowana lub przynajmniej rozdrobniona
na mate kawatki. W przypadku materiatu kostnego i zebdw czesto stosuje sie
specjalne mtynki, stuzace do rozdrabniania twardej tkanki na proszek, kto-
ry jest nastepnie zwykle odwapniany przy uzyciu roztworu chelatujagcego
(np. EDTA). Pozostatosci bton komdrkowych sg rozrywane przez surfaktanty,
a biatka trawione przez enzymy proteolityczne. DNA ekstrahowany jest
z takiego lizatu przy uzyciu jednej z wielu metod opartych m.in. na roz-
puszczalnosci DNA w roznych substancjach (metoda fenol : chloroform) lub
na hydrofobowym wigzaniu miedzy DNA a krzemionka (roztwor krzemionki
i kolumny krzemionkowe) albo na wigzaniu DNA z powierzchniami magne-
tycznymi w okreslonych warunkach (ekstrakcja za pomoca kulek magnetycz-
nych). Otrzymany czysty ekstrakt DNA nastepnie poddaje sie amplifikacji
(powieleniu) metoda PCR (ang. polimerase chain reaction) wybranych mar-
keréw genetycznych (w celu umozliwienia odczytania ich sekwencji) lub
przygotowywana jest z niego biblioteka DNA, czyli dokonywana jest ob-
robka enzymatyczna czasteczek DNA pozwalajaca na sekwencjonowanie
catych, ale przewaznie krétkich czasteczek DNA z ekstraktu (zwana réwniez
uniesmiertelnianiem DNA). Patrz: rycina 4 przedstawiajaca pozyskiwanie infor-
macji genetycznej z antycznych materiatéw.

Markery genetyczne

Chcac oszacowac zakres réznic genetycznych lub podobieristw miedzy osob-
nikami lub populacjami, opieramy sie na markerach genetycznych. Jako mar-
kery wykorzystuje sie rézne rodzaje polimorfizmow genetycznych, w tym
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polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphi-
sms; SNPs), proste polimorfizmy dtugosci sekwencji (ang. simple sequence
length polymorphisms; SSLPs) i restrykcyjne polimorfizmy dtugosci fragmen-
téw (ang. restriction fragment length polymorphisms; RFLPs). SSLPs obejmuja
sekwencje powtdrzert zwane minisatelitami (zmienna liczba powtérzen
tandemowych, ang. variable number of tandem repeats; VNTRs), mikrosatelity
(proste powtdrzenia tandemowe, ang. simple tandem repeats; STRs) oraz in-
sercje/delecje (indele). W ludzkim genomie najczestsze typy markeréw to
SNP, STR i indele. SNPs dotyczg pojedynczej zasady we fragmencie DNA.
STRs to markery, w ktérych fragment sekwencji powtarza sie kilka razy z rze-
du, a liczba powtorzen jest zmienna w obrebie poszczegdlnych osobnikéw
i pomiedzy nimi. Indele to polimorfizmy, w przypadku ktérych fragment sek-
wencji DNA wystepuje u niektérych osobnikéw w populacji (allel insercyjny),
podczas gdy u innych nie wystepuje (allel delecyjny).

Dopoki nie doszto do szybkiego postepu w technikach sekwencjo-
nowania DNA, gtéwnym przedmiotem badarn dotyczacych DNA byty
wirusy i plazmidy bakteryjne. Wynikato to po prostu z ich niewielkich roz-
miardw i tatwosci izolacji. W przypadku organizmow wyzszych z tych samych
powoddw intensywnie badany byt mitochondrialny DNA (mtDNA). Kazda
komorka zawiera od setek do tysiecy mitochondriow, ktére znajduja sie
w cytoplazmie. U ludzi mitochondrialny DNA skfada sie z 16 569 pz i za-
wiera 37 gendw, z ktérych wszystkie sg niezbedne do prawidtowego funk-
cjonowania mitochondriéw. Trzynascie z tych gendéw koduje enzymy za-
angazowane w fosforylacje oksydacyjna. Pozostate geny kodujg transferowy
RNA (tRNA) i rybosomalny RNA (rRNA), czasteczki zaangazowane w synteze
biatek.

Ostatnio badania nad aDNA utatwit intensywny rozwdj technologii se-
kwencjonowania DNA drugiej generacji. Technika HTS (sekwencjonowanie
o wysokiej przepustowosci, ang. high-throughput sequencing) pozwala na
sekwencjonowanie bibliotek aDNA na platformach takich jak lllumina Nova-
Seq. S3 to techniki przystepne cenowo nawet dla matych laboratoriéw, cho-
ciaz wiele laboratoriow decyduje sie na wysytanie swoich bibliotek do sek-
wencjonowania wyspecjalizowanym firmom, takim jak Beijing Genomics
Institute. Mozliwe jest uzycie techniki HTS do sekwencjonowania tylko jed-
nego wybranego locus w catej populadji. To podejscie nosi nazwe ,meta-
barkodowania” (ang. metabarcoding) i jest stosowane do sekwencjonowania



METODY ANALIZY aDNA 21

prébek pobranych np. z wody jeziora, osadow itp. Gtéwng zaletg metabar-
kodowania jest mozliwos¢ jednoczesnej analizy duzej liczby probek przy
ograniczonych kosztach.

Wedtug Gnerrea i in. (2011) technologie masowego réwnolegtego sek-
wencjonowania DNA rewolucjonizuja genomike, umozliwiajgc generowa-
nie miliardéw stosunkowo krétkich (~100 zasad) odczytow sekwencji przy
bardzo niskich kosztach. Autorzy ci przedstawili algorytm (ALLPATHS-LG) do
sktadania genomu ludzkiego i mysiego, wygenerowanych na platformie lllu-
mina. Badacze ci uwazajg, ze potaczenie ulepszonej technologii sekwencjo-
nowania i ulepszonej metody obliczeniowej umozliwi drastyczny wzrost
sekwencjonowania de novo duzych genomow. Moze to byc szczegdlnie
przydatne w badaniach aDNA organizmow, dla ktérych nie dysponuje sie
zsekwencjonowanym genomem zadnego z bliskich krewnych, co jest czeste
w przypadku wielu wymartych gatunkéw.

Mitochondrialny DNA

Przez dtugi czas mitochondrialny DNA byt gtéwnym materiatem wykorzy-
stywanym w badaniach antycznego DNA. Wynikato to z faktu, ze genom
mitochondrialny ma liczne kopie w kazdej komorce, a zatem celujac w do-
wolny marker genetyczny, znajdujacy sie w genomie mitochondrialnym,
mozna byto liczy¢ na wieksze prawdopodobienstwo jego udanej amplifi-
kacji niz w przypadku markeréw jadrowych.

Fragment niekodujacy genomu mitochondrialnego — petla D (ang.
D-loop) — ze wzgledu na niski poziom presji selekcyjnej, a zatem praktycznie
niemal nieograniczone tempo mutadcji, jest bardzo zmienny u wiekszosci
gatunkow i dlatego czesto wykorzystuje sie go w analizach wewnatrzgatun-
kowej struktury genetycznej. Inne markery mitochondrialne, takie jak cyto-
chrom b, s bardziej konserwowane i sg przydatne do analiz z udziatem
wielu gatunkéw. Ponadto mitochondrialny DNA jest zasadniczo dziedziczo-
ny $cisle po matce, co oznacza, ze zawiera tylko czes¢ historii genetycznej
osobnika, a to znacznie utatwia $ledzenie genealogii i tym samym interpre-
tacje wynikow badar opartych na markerach mitochondrialnych w poréwna-
niu do markeréw autosomalnych. Te wtasnie cechy mitochondrialnego DNA
sprawity, ze stat sie on zrédtem markerdow pierwszego wyboru nie tylko dla
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badar nad antycznym DNA, ale takze dla duzej czesci filogenetycznych
i populacyjnych badan w ogdle. Wczesne badania genetyczne populacji
ludzkiej z zastosowaniem DNA, chociaz zapoczatkowane w latach 80. przez
pionierskie analizy Luki Cavalli-Sforzy z uzyciem réznych markeréw gene-
tycznych, opieraty sie gtéwnie na danych mitochondrialnych. Linie mito-
chondrialne powstawaty w toku migracji ludzkich, ktére zaczety sie prawdo-
podobnie gdzie$ w potudniowe]j Afryce i zaowocowaty zaludnieniem prawie
kazdego kawatka ladu na Ziemi, zréznicowane rozmieszczenie geograficzne
linii mitochondrialnych odzwierciedla wiec historie tych migragji. Linie po-
grupowano w haplogrupy wedtug wspolnego pochodzenia i przypisano
im oznaczenia wedtug liter alfabetu dla fatwej identyfikacji. Dzieki marke-
rom mitochondrialnym zrekonstruowano drogi i czas ekspansji i réznicowa-
nia sie poszczegodlnych linii (ryc. 5). Wnioski wyciggniete na podstawie ana-
lizy danych mitochondrialnych staty sie punktem odniesienia dla dalszych
analiz genomowych.

Chromosom Y

Ludzki chromosom Y to struktura sktadajaca sie z okoto 60 Mpz (miliondw
par zasad), odpowiedzialna za ekspresje 45 biatek, w tym niektorych zwig-
zanych z pfcia i ptodnoscia. Oprocz tych gendw chromosom Y zawiera wie-
le powtorzen sekwendji bez znanej funkgji, ktérych usuniecie nie pocigga
za sobg widocznych konsekwendji fenotypowych. Geny na chromosomie Y
mozna podzieli¢ na dwie kategorie: te ulegajace ekspresji w catym ciele we
wszystkich rodzajach komaorek i te, ktdre najczesciej lub wytacznie ulegaja
ekspresji w jadrach (gonadach meskich), prawdopodobnie zaangazowane
w rozwdj jader i/lub spermatogeneze. Jeden z tych gendw (Sry), koduje
biatko regulatorowe, kontrolujace ekspresje gendw determinujacych pftec.
Gen Sry jest niezbedny, aby wigczy¢ ekspresje Sox9, determinujacg rozwadj
gonad meskich. Samice XX nie maja regionu Sry, a zatem nie zachodzi u nich
aktywacja Sox9 i w zamian rozwijaja sie jajniki. Ewolucje i strukture chromo-
somu Y w pracy przeglagdowej opisata Graves (2006).

W wiekszosci badari aDNA pochodzacego z antycznych skamieniatosci
wykorzystywano mtDNA. Postep w technikach ekstrakdji i sekwencjonowania
DNA sprawit, ze mozliwe stato sie wykorzystanie do analiz DNA jagdrowego.
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