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Muzealnictwo: nowoczesne technologie w stuzbie historii.
Czes¢ pierwsza: Kopalne DNA — historia odkry¢, perspektywy
i problemy

ABSTRACT

Museology: modern technologies in service of history Part 1: Ancient
DNA — the history of discoveries, new perspectives, and problems

For centuries, humankind has been fascinated by the possibilities of exploring the past. Peo-
ple search for answers to significant questions regarding evolution, the origin of species
and pathogens, and so on. Using advanced methods, museum institutions have created an
opportunity to study major specimens from the past, bringing us closer to understanding
these fundamental issues. Until the 1980s, studying objects from museums’ collections, con-
cerning human, plant or animal evolutionary development, were conducted using methods
based on anatomical or morphological findings. However, the results were often inaccurate
and of solely theoretical value. The use of genetic methods including DNA analysis of mu-
seum objects has brought new perspectives for historians, archaeologist, anthropologists, and
zoologists.
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Krotka historia odkry¢ DNA

Pierwsze wzmianki o wyizolowaniu DNA pojawity si¢ w roku 1869, a zaledwie
dwa lata p6zniej ukazala si¢ na ten temat publikacja. Autorem odkrycia byl Friedrich
Miescher, ktorego pierwotnym przedmiotem badan byty limfocyty. Po nieudanych eks-
perymentach postanowil sprobowaé z leukocytami, ktore otrzymywat z ropy z ban-
dazy pacjentéw. Przeprowadzajac liczne eksperymenty, badacz opracowal specjalng
procedure izolacji, prowadzaca do otrzymania dziwnej, kleistej substancji nazwa-
nej przez niego ,,nukleing”. Przyczynit si¢ w ten sposob do rozpoczecia badan, ktore
doprowadzity do powstania nowej gat¢zi nauki. W 1989 roku za sprawg Richarda
Altmana ,,nukleina” zmienita nazwe na ,,kwas nukleinowy”. Od tego momentu przy-
bywato odkry¢ z zakresu znajomosci DNA (kwas deoksyrybonukleinowy) — okreslono
mechanizmy dziedziczenia, rozwini¢to termin ,,epigenetyka”, zidentyfikowano RNA
(kwas rybonukleinowy) i wiele, wiele innych. Kolejnym przelomem byt rok 1953,
w ktorym opracowano model podwojnej helisy DNA (James Watson, Francis Crick)
na podstawie analiz rentgenowskich (Rosalind Franklin), za co badacze w 1962 roku
otrzymali Nagrod¢ Nobla. Mimo to nadal trwaty liczne eksperymenty stuzace pogte-
bianiu wiedzy o materiale genetycznym. Zaczeto rowniez coraz czesciej zadawaé py-
tanie o histori¢ gatunkow zyjacych na Ziemi, w tym cztowieka. Majac tak wspaniate
narze¢dzia analiz, trudno byto nadal si¢ opiera¢ wylgcznie na domniemaniach teorety-
koéw, zwlaszcza dysponujgc doskonale zachowanymi probkami znajdujacymi si¢ w mu-
zeach na catej kuli ziemskiej'.

Postepy w badaniu kopalnego DNA

Pierwsze proby wyizolowania DNA z okazu muzealnego zapoczatkowat Russell Hi-
guchi w 1984 roku. Naukowiec podjat si¢ trudnego zadania otrzymania matrycy ma-
terialu genetycznego kwagi (Equus quagga quagga). Eksperyment zakonczyt si¢ suk-
cesem, a otrzymany materiat postuzyt przy identyfikacji filogenetycznej zwierzecia.
Raptem rok po6zniej Svante Pddbo, szwedzki biolog zajmujacy sie¢ w tym czasie mumia-
mi egipskimi, opublikowal wynik sekwencjonowania probki pobranej z mumii chtopca

! M.M. Gabrylewska, M. Szymanski, J. Barciszewski, DNA — czqsteczka, ktéra zmienila nauke.
Krétka historia odkry¢, ,,Nauka” 2009, nr 2, s. 111-134; M. Bansal, DNA structure: Revisiting the
Watson-Crick double helix, ,,Current Science” 2003, nr 85, s. 1556—1563.
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egipskiego, liczacej okoto 2400 lat*>. Warto zauwazy¢, ze powyzsze dokonania zbiegly
si¢ w czasie z odkryciem przez Kary’ego Mullisa sposobu powielania materiatu gene-
tycznego w reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction)
w 1983 roku, za co 10 lat pézniej naukowiec otrzymat Nagrode Nobla. Metoda polega
na namnazaniu materialu genetycznego w probce za pomoca cykli reakcji, w ktorych
nastepuje wielokrotne ogrzewanie i ozigbianie probki. Dzieki temu, przy niskiej zawar-
tosci DNA w badanym materiale mozemy zwielokrotni¢ go do catkiem sporej ilosci.
Technika ta oraz jej modyfikacje znalazty zastosowanie zarowno w kryminalistyce, do-
chodzeniu spornego ojcostwa, jak i probkach archeologicznych, muzealnych, gdzie ilo$¢
DNA jest stosunkowo niska. Warto wspomnie¢, ze otworzylo to drzwi dla wielu badan,
ktore nie mogly by¢ analizowane dotychczasowymi metodami®. Wzrosta rowniez chec
nieustannych poszukiwaf odpowiedzi na pytania nurtujace ludzkos¢ od wielu, wielu lat.
Wspblczesnie wiele prac poswigconych jest sledzeniu zaleznosci filogenetycznych oraz
pochodzenia cztowieka. Wykazano m.in., iz przodkowie neandertalczykéw i deniso-
wian wezesniej niz przodkowie anatomicznie wspotczesnych Iudzi opuscili Afryke, by
zasiedli¢ Europe i Azj¢. Postep technologiczny sprawit, ze oprocz zwykle stosowanego
badania DNA mitochondrialnego (mtDNA, ang. mitochondrial DNA), zaczyna si¢ pro-
wadzi¢ takze badania DNA jadrowego. Umozliwila to popularyzacja nowego narzedzia
biologii molekularnej, jakim jest sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, ang. Next
Generation Sequencing). Dzieki temu wiemy, w jaki najprawdopodobniej sposob doszto
do selekcji niektorych cech, np. koloru oczu czy tolerancji laktozy*. Dociekliwy poszu-
kiwacz znajdzie wiele prac z zakresu archeologii molekularnej poswigconych badaniom
genetycznego materiatu kopalnego, pochodzacego m.in. z DNA zbiornikéw wodnych,
zweglonej, liczacej ponad 8000 lat pszenicy czy pergaminu. Natomiast zrodta naukowe
dotyczace izolacji i badania aDNA z ptyndéw konserwujacych tkanki sa bardzo skape’.

Degradacja, kontaminacja i inne problemy

W zwiazku z powyzszym eksperymentom poddawano eksponaty muzealne. Jednak
wraz z rosngcym zainteresowaniem, a co za tym idzie — liczba publikacji na temat izolacji

2 M. Gajewska, W. Bogdanowicz, Kopalny DNA czyli lekcja z przesziosci, ,,Kosmos” 2006, nr 1,
s. 117-128; S. Padbo, Molecular cloning of Ancient Egyptian mummy DNA, ,Nature” 1985, nr 314,
S. 664-645.

3 G. Stolovitzky, G. Cecchi, Efficiency of DNA replication in the polymerase chain re action, Cent-
er for Studies in Physics and Biology, ,,Proc. Natl. Acad. Sci.” 1996, nr 93, s. 12947-12952.

4 1. Stolarek, M. Figlerowicz, Homo sapiens w Europie — historia zapisana w DNA, ,,Nauka” 2016,
nr 3, s. 7-25.

5 H.J.B. Birks, H.H. Birks, How have studies of ancient DNA from sediments contributed to the
reconstruction of Quaternary floras?, ,New Phytologist” 2016, nr 209, s. 499; H. Bilgic, E.E. Hakkia,
A. Pandey, M.K. Khan, M.S. Akkaya, Ancient DNA from 8400 Year-Old Catalhéyiik Wheat: Implica-
tions for the origin of neolithic agriculture, Plos One 2016, nr 21, s. 1-15; T. Lech, Ancient DNA in
historical parchments — identifying a procedure for extraction and amplification of genetic material,
,,Genetics and Molecular Research” 2016, nr 15, s. 1.
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DNA z wymartych gatunkow — coraz wigcej wynikow zaczeto podawaé w watpliwosc.
Zatrwazajaco wielu rezultatéw badan w zaden sposob nie weryfikowano ani nie spraw-
dzano. Naukowcy nie tylko nie stosowali wymaganych procedur, ale takze nie dokonywali
analiz w kilku odrebnych laboratoriach w celu wykluczenia niescisto$ci. Mndstwo wyni-
kow zostato pozniej zakwestionowanych, jednak nie przeszkodzito to w dalszych probach
izolacji. Dzieki dostrzezeniu popetnionych btedow zaczeto je z powodzeniem eliminowac
i dazy¢ do poznania wszelkich czynnikow majacych wptyw na wyniki eksperymentow®.
Dowiedziono, ze wraz ze $miercig organizmu ustajg mechanizmy naprawcze, a co za tym
idzie — ochrona przed czynnikami zewngtrznymi, degradujagcymi materiat genetyczny.
Nastepuje podziat jego dwuniciowej struktury na mniejsze fragmenty DNA (czesto < 50
par zasad), ktore nie moga by¢ namnazane i analizowane. Przyczyna niskiej wydajnosci
reakcji lub braku produktow PCR moze by¢ réwniez szereg wigzan krzyzowych, majgcych
bezposredni wptyw na aktywnos$¢ zastosowanej polimerazy. Ponadto w wyniku dziata-
nia czynnikow fizyczno-chemicznych (takich jak woda, temperatura, dostepnos¢ tlenu,
promieniowanie czy kwasowos¢ srodowiska) dochodzi do modyfikacji struktur zasad pu-
rynowych i pirymidynowych. Czynnikiem majacym bezposredni wptyw na degradacje
DNA s3 rowniez mikroorganizmy (bakterie i grzyby), rozwijajace si¢ po pewnym czasie
w martwych tkankach. Sekrecja przez te drobnoustroje roznych enzymow powoduje roz-
pad cennych dla badaczy kwasow nukleinowych. Domieszka DNA bakterii lub grzyboéw
podczas izolacji moze by¢ przyczyna kontaminacji probki — uzyskany wtedy materiat nie
nadaje si¢ do dalszych badan. Ponadto rosngce drobnoustroje czgsto powoduja destrukcje
DNA przez zakwaszanie srodowiska. Problem ten jest czesto bagatelizowany przez gene-
tykow sadowych, przywyktych do pracy z rozkladajacym si¢ ludzkim materiatem biolo-
gicznym i stosujacych zwykte homospecyficzne startery. W tym wypadku najczesciej nie
napotyka si¢ specjalnych trudnosci, zwlaszcza po ilosciowym okresleniu zawartosci ludz-
kiego DNA w mieszaninie. W wypadku badania probki muzealnej pochodzenia zwierze-
cego lub roslinnego, zwlaszcza o nieznanej przynaleznosci gatunkowej, natrafia si¢ jednak
na spore klopoty. Jak wida¢, badania preparatéw i proba uzyskania z nich aDNA dobrej
jakosci jest nietatwym zadaniem. W wielu przypadkach ilo§¢ materiatu genetycznego za-
wartego w probcee jest stosunkowo niewielka. Problem ten probuje si¢ rozwigzac, stosujac
wezesniej opisany PCR. Pojawia si¢ jednak kolejna przeszkoda — zanieczyszczenia probek
wspolczesnym, egzogennym DNA, ktore duzo tatwiej ulega namnozeniu niz starszy ma-
terial genetyczny’. Problem ten zauwazyt jako jeden z pierwszych Svante Pddbo, tworca
wielu badan i publikacji z zakresu izolacji DNA z historycznego materiatu. Nalezy zwro-
ci¢ uwage na fakt, iz metody, ktére prowadza do wyodrebnienia materiatu genetycznego,
sg destrukcyjne i powoduja bezpowrotng utrate badanego materiatu. Klasyczna izolacja
DNA z kosci czy zgbow zaktada zmielenie probek przy zastosowaniu ciektego azotu. Jezeli
procedura dotyczy kosci, poprzedzajacym etapem jest nie tylko oczyszczenie powierzchni,
ale takze wyciecie odpowiedniego fragmentu do rozdrobnienia. Jezeli analizie poddawana

¢ H.W. Witas, Kopalny DNA zrodiem informacji w badaniach archeologicznych, ,,Archeologia Pol-
ski” 2007, z. 1-2, s. 15-33.

7 M. Hofreiter, V. Jaenicke, D. Serre, A. Haeseler, S. Pddbo, DNA sequences from multiple ampli-
fications reveal artifacts induced by cytosine deamination in ancient DNA, ,Nucl. Acids Res.” 2001,
nr 29, s. 4793-4799; 1. Marota, C. Basile, M. Ubaldi, F.D. Rollo, DNA decay rate in papyri and human
remains from Egyptian archaeological sites, ,,Am. J. Phys. Anthropol.” 2002, nr 117, s. 310-318.
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jest tkanka, postepuje si¢ podobnie, rozcierajac czgs¢ probki (izolacja DNA z tkanek zosta-
fa opisana w drugiej czesci pracy). Trudno zatem uzyskac¢ materiat do badan, zwlaszcza
jezeli pochodzi ona z cennych zbioréw muzealnych?®.

Przyklady analizy aDNA z probek muzealnych i nie tylko

Pomimo trudno$ci przedstawione powyzej pierwsze rezultaty badan nad aDNA staly
si¢ niebywalg zachetg do dalszych analiz. Zwtaszcza ze badanie szczatkéw — nie tylko
ludzkich — dostarcza wielu réznych informacji, takich jak pochodzenie, choroby, pokre-
wienstwo, identyfikacja czy krzyzowanie gatunkow. Najbardziej rozstawione badania ko-
palnego DNA to opracowanie genomu neandertalczyka autorstwa Svante Pdébo i wspot-
pracownikow. Analiza byta prawdziwa rewolucja, okreslita, ze kazdy zyjacy cztowiek
ma w sobie kilka procent neandertalskiego DNA, co potwierdzito teze o krzyzowaniu si¢
Homo sapiens i neanderthalensis®. Bardzo ciekawymi badaniami starego DNA sg ana-
lizy zachowanych mumii. Dzi¢ki najnowszym badaniom genetycznym udato si¢ zbadac
mumie faraonéow z Doliny Krolow w tym Hatszepsut (gdzie nie tylko zidentyfikowano
krolowa, ale takze okreslono przyczyng jej $mierci, ktorg byl nowotwor). Zdarzaty sie
réwniez przypadki, kiedy w starych kosciach odkrywano §lady bakteryjnego DNA, m.in.
pratkow gruzlicy, HPV (zmumifikowane zwloki Marii Aragonskiej) czy Escherichia coli
(mumia egipskiego dziecka)'’. Kolejny przyktad badan, wykonanych w Polsce, dotyczy
nie tyle okazu muzealnego, ile cennych relikwii koscielnych. W roku 2006 w Zaktadzie
Technik Molekularnych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu analizie poddano
liczace 800 lat relikwie dwoch katolickich duchownych. Analizy miaty na celu rozwianie
wszelkich watpliwosci dotyczacych pokrewienistwa obu 0sob, a doktadniej okreslenie,
czy byli oni braé¢mi. Do tego celu wyizolowano DNA 1 jednoznacznie ustalono, iz nie
byli oni rodzenstwem!''. OczywiScie, poruszajac kwestie aDNA, nie mozna zapomnie¢
o szczatkach zwierzat, ktore sg jednym z najwazniejszych elementow w zyciu cztowie-
ka od zarania dziejow. Wraz z koncem XX wieku materiaty archeologiczne i muzealne
z zakresu zoologii zaczety trafia¢ do pracowni genetycznych. Analizy DNA wymar-
tych zwierzat przys$pieszyly w znaczgcym stopniu rozwo6j wiedzy w wielu dziedzinach
nauki, m.in. filogeografi, ewolucji czy filogenetyki. Dzigki analizie genomoéw mamutow
pozyskanych ze zbiordw szczatkow udowodniono, ze istniaty kiedy$ jego podgatun-
ki. Wykazano réwniez bliskie pokrewienstwo Mammuthus primigenius z wspotczesnie

§ M. Tokarski, D. Pluta, Sprawozdanie z warsztatow. ,, Niedestrukcyjne metody izolacji DNA
z materiatow muzealnych”, ,,Arch. Med. Sad. Kryminol.” 2015, nr 65(3), s. 194-195.

° S. Pdibo, Neandertalczyk. W poszukiwaniu zaginionych genomow, przet. A. Wawrzynska, Warszawa 20135.

10 M. Spigelman, E. Lemma, The use of the polymerase chain reaction (PCR) to detect Mycobac-
terium tuberculo sis in ancient skeletons, ,,Int. J. Osteoarcheol.” 1993, nr 3, s. 137-143; J. Kotodynski,
S. Jankowski, Paleomicrobiology — a New Branch of Science, ,,Adv. Clin. Exp. Med.” 2006, nr 15(1),
s. 121-125.

' D. Pluta, M. Tokarski, A. Karpiewska, T. Dobosz, Pigtnascie lat dzialalnosci Zakladu Technik
Molekularnych Katedry Medycyny Sqdowej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, ,,Arch. Med.
Sad. Kryminol.” 2017, nr 67(2), s. 142-149.
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zyjacym stoniem indyjskim'?. Sposrod ciekawszych okazéw badano rowniez te, ktore
sa zagrozone wyginigciem: szakala etiopskiego (Canis simensis), wombata (Lasiorhinus
krefftii)"® czy z6twia morskiego (Cyclemys)™. Do licznych eksperymentow wykorzysty-
wane sg rowniez eksponaty owadow m.in. zachowane w etanolu czy skamieniate's. Jedna
z najciekawszych prac z zakresu izolacji materiatu genetycznego z okazow wymartych,
zostata wykonana w Polsce i dotyczyta badan obszernych fragmentéw genomu tura, co
moze by¢ przydatne przy ewentualnych prébach odtworzenia gatunku. Szacuje sig, ze
zwierze¢ pojawilo si¢ 1,5-2 mln lat temu. Zachowane drzeworyty i opisy przedstawiajg
go jako duzego, wazacego prawie ton¢ ssaka z rzedu parzystokopytnych. Historyczny
krol puszcezy przetrwat najdtuzej w Polsce, do czego przyczynita si¢ niebywale dynastia
Jagiellonow, ktora jako jedyna otoczyta tura ochrong. Naukowcom pod kierownictwem
prof. Ryszarda Stomskiego udato si¢ otrzymaé DNA z rogdéw i zebow zwierzecia. Wy-
niki analiz spowodowatly wzrost zainteresowania zagadnieniami dotyczacymi ochrony
gatunkéw zagrozonych wyginieciem. Odrzucono rowniez bledne przekonanie, ze tur
najszybciej wygingt w Polsce. A co najwazniejsze — pokazano, ze takie badania sg jak
najbardziej mozliwe. W przysztosci planowane sg prace nad odtworzeniem zwierzecia,
co byloby niemozliwe bez uzyskania DNA z materialu zachowanego w muzeum'®. By-
toby to cenne $rodowiskowo, poniewaz zaden inny gatunek nie zajat biotopu tego zwie-
rzgcia (granica lasu naturalnego i tegdw nadrzecznych). Przywotano jedynie nieliczne
badania z zakresu kopalnego DNA. Z racji olbrzymiego postepu technologicznego nie
sposob wymieni¢ wszystkich wartosciowych prac.

Podsumowanie

Powyzsze przyktady jednoznacznie pokazuja, ze zbadanie cennych, archiwalnych
i zachowanych nie tylko w muzeach (przyrodniczych, medycznych itp.) eksponatow czy
prébek moze znaczaco wptynaé na odkrywanie przesztosci. Historia gatunkow, zjawisk
dotyczacych wedrowki ludow, pokrewienstwo 0sob, choroby, dzieje wtadcow wraz z se-
kretami ich genealogii i wiele innych tajemnic moga zosta¢ odkryte dzigki rozwojowi
archeologii molekularnej. Najwickszym problemem w dalszym ciggu pozostaje jednak
degradacja, kontaminacja i destrukcyjne metody badan. Wspdtczesni naukowcy maja
zatem niebywale pole do popisu i duze szanse na sukces.

12 M. Dylewska, P. Listos, E. Dudzinska, M. Gryzinska, Wykorzystanie badain DNA w archeozo-
ologii, ,,Zycie Weterynaryjne” 2016, nr 12, s. 904-908.

13 M.S. Roy, D.J. Girman, A.C. Taylor, R.K. Wayne, The use of museum specimens to reconstruct
the genetic variability and relationships of extinct populations, ,,Experientia” 1994, nr 50, s. 551-557.

4 B.L. Stuart, U. Fritz, Historical DNA from museum type specimens clarifies diversity of Asian
leaf turtles (Cyclemys), ,,Biological Journal of the Linnean Society” 2008, nr 94, 131-141.

15 R.J. Cano, H.N. Poinar, Rapid isolation of DNA from fossil and museum specimens suitable for
PCR, ,BioTechniques” 1993, nr 15, s. 432-436; M. Mandrioli, F. Borsatti, L. Mola, Factors affecting
DNA preservation from museum-collected lepidopteran specimens, ,,Entomologia Experimentalis et
Applicata” 2016, nr 120(3), s. 239-244.

16 R. Stomski et al., Analiza DNA tura (Bos primigenius), ,,Nauka” 2008, nr 4, s. 65-75.
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