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O RYGORACH METODYCZNYCH ANALIZOWANIA KOPALNEGO DNA
I SKUTKACH ICH NIEPRZESTRZEGANIA!

Abstrakt: Procedura analizy kopalnego DNA przedstawiona w rozdziale 5 obszernej monografii
na temat szczatkow z okresu kultury amfor kulistych (stanowisko Koszyce 3; M. Ku$, A. Ossowski
2013) sugeruje szereg metodycznych nieprawidlowoséci. Analiza DNA tego samego materiatu
przeprowadzona zgodnie z powszechnie przyjetymi rygorami analizy kopalnego DNA kaze wat-
pi¢ w autentycznos¢ publikowanych sekwencji oraz sposdb interpretowania uzyskanych danych.

Stowa kluczowe: kopalny DNA, sekwencjonowanie DNA, mtDNA, haplotyp, haplogrupa.

Abstract: An overview of the methods used by the authors of Chapter 5 from a monograph on
analysis of the Globular Amphorae culture remains from the Koszyce site 3 (M. Ku$, A. Ossowski
2013) suggests a series of methodological objections. DNA analysis of the same material performed
in accordance with generally accepted rigors of ancient DNA research raises doubts about authen-
ticity of the published sequences and their interpretation.
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WSTEP

Niedawno mialem okazje zapozna¢ sie z elektronicznym egzemplarzem obszernej mono-
grafii, ktorej tres¢ niesie ze sobg potezny fadunek informacji o wartosci bioarcheologicznej. Jako
badacz z doswiadczeniem w analizowaniu kopalnego DNA (aDNA) winien jestem szerokiej
rzeszy archeologéw oraz antropologéw ocene wynikow przedstawionych w rozdziale 5 tej pozycji

! Praca przygotowana w ramach realizacji projektu badawczego NCN nr 2013/08/M/HS3/00379.
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(M. Kus, A. Ossowski 2013, s. 109), zaréwno z punktu widzenia poprawnosci przeprowadzonego
izolowania i analizy mitochondrialnego DNA, jak i interpretacji uzyskanych danych.

Badanie DNA izolowanego z materialéw kopalnych jedynie z pozoru nie rézni od analizy
DNA ludzi zyjacych wspdlczesnie, stosowanej m.in. na uzytek diagnostyki lub kryminalistyki.
Omawiana analiza jest niemal wzorcowym tego przykltadem. Decyzje o napisaniu ponizszego
tekstu podjatem, aby przestrzec srodowisko archeologéw i antropologéw przed publikowaniem
nieweryfikowanych danych molekularnych. Jak uczy historia badait aDNA, niezrozumienie istoty
i przebiegu calego procesu badawczego, od wydobycia szczatkéw, poprzez izolowanie czasteczek,
ich identyfikacje i analize, a w rezultacie nieprzestrzeganie procedur okreslonych rygorem pracy,
przektada sie na identyfikowanie nieautentycznych fragmentéw DNA, btedne wnioskowanie
i znieksztalcenie informacji o badanym osobniku. Nietrudno oceni¢, jak dalece moze by¢ to
mylace i szkodliwe dla procesu rekonstrukeji przesztosci.

Niedoskonaly, moim zdaniem, jest takze sam proces wydawniczy wspomnianej publikacji,
skoro omawiany tekst, odstajacy od reszty rozdzialéw przedmiotem analizy i stosowana meto-
dyka, nie spotkal si¢ z oceng merytoryczna badacza z do$§wiadczeniem w tego typu analizach.

Przygotowujac tekst, kierowalem sie wlasna wieloletnig praktyka, wiedzg i opiniami na temat
procesu badawczego zaczerpnietymi z literatury przedmiotu, a takze — co jest kluczowe dla przed-
stawianej oceny — wynikami analizy poréwnawczej tego samego materiatu kopalnego, mozliwej
dzieki uprzejmosci dr hab. Anity Szczepanek z Katedry Anatomii Uniwersytetu Jagielloniskiego
oraz dra hab. Wiestawa Lorkiewicza z Katedry Antropologii Uniwersytetu Lédzkiego, ktérzy
dostarczyli materiat do badan.

KILKA PODSTAWOWYCH INFORMAC]I O KOPALNYM DNA

W badaniach, ktorych gléwnym przedmiotem jest analiza sekwencji DNA izolowanego
z organizmow zyjacych w przeszlosci, dwie grupy czynnikow decyduja o ich powodzeniu. Pierw-
sza wigze si¢ z wladciwosciami wypelniska, gléwnie jego pH i temperaturs, a nie, jak wykazano
wczedniej, z czasem uplywajacym od $mierci organizmu (J. Elsner, J. Schibler, M. Hofreiter,
A.Schlumbaum 2014, s.1; S.Pdabo, H.N.Poinar, D.Serre, V.Jaenicke-Despres, ]. Hebler,
N. Rohland, M. Kuch, J. Krause, I. Vigiland, M. Hofreiter 2004, s. 645). Warunkuja one przebieg
procesow tafonomicznych, w tym szybkos¢ degradacji/modyfikacji struktury chemicznej oraz
zakres jako$ciowych i ilo§ciowych zmian DNA (A.W. Briggs, U. Stenzel, P.L. Johnson, R.E. Green,
J. Kelso, K. Prufer, M. Meyer, J. Krause, M.T. Ronan, M.T. Lachmann, S. Pdabo 2007, s. 14616).
Druga to zanieczyszczenie egzogennymi czasteczkami DNA. O ile badacz nie ma wplywu na
pH i temperature otoczenia, w ktérym zdeponowana jest proba przed wydobyciem, o tyle moze
oceni¢, a nawet kontrolowa¢, udzial prawdopodobnych zanieczyszczen w puli izolowanych frag-
mentow i oszacowa¢ udzial autentycznych, ktdre naleza do badanego osobnika. Kopalne cza-
steczki analizowa¢ mozna na dwa sposoby. Procedura klasyczna, stosowana niemal od poczatku
historii badan aDNA, tj. od trzech dekad (M. Hofreiter, D. Serre, H.N. Poinar, M. Kuch, S. Pdabo
2001, s. 353; M.T. Gilbert, E. Willrslev, A.J. Hansen, I. Barnes, L. Rudbeck, N. Lynnerup, A. Cooper
2003, s. 32; E. Willerslev, A. Cooper 2005, s. 3), najcze$ciej do analizy krotkich fragmentéw i poje-
dynczych zmian, skfada si¢ z trzech gléwnych, nastepujacych po sobie, etapéw - izolowania
czasteczek DNA, ich namnazania (PCR) i sekwencjonowania produktéw PCR metodg Sangera
(F. Sanger, S. Nicklen, A.R. Coulson 1977, s. 5463). Gléwnie ze wzgledu na wieloetapowos¢ pro-
cesu i udzial w nim wielu 0séb, jest on wrazliwy na zanieczyszczenia, i stad koniecznos¢ kontro-
lowania jego przebiegu na kazdym etapie. Druga metoda, stosowana od 2005 r. (M. Margulies,
M. Egholm, W.E. Altman, S. Attiya, ].S. Bader, L.A. Bemben, J. Berka, M.S. Braverman, Y.J. Chen,
Z.Chen, S.B. Dewell, L. Du, ].M. Fierro, X.V. Gomes, B.C. Godwin, W. He, S. Helgesen, C.H. Ho,
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G.P.Irzyk, S.C.Jando, M.L. Alenquer, T.P.Jarvie, K.B. Jirage, ].B. Kim, J.R. Knight, J.R. Lanza,
J.H. Leamon, S.M. Lefkowitz, M. Lei, J. Li, K.L. Lohman, H. Lu, V.B. Makhijani, K.E. McDade,
M.P. McKenna, E.W. Myers, E. Nickerson, J.R. Nobile, R. Plant, B.P. Puc, M. T. Ronan, G.T. Roth,
G.J. Sarkis, J.E Simons, J.W.Simpson, M. Srinivasan, K.R.Tartaro, A.Tomasz, K.A.Vogt,
G.A. Volkmer, S.H. Wang, Y. Wang, M.P. Weiner, P. Yu, R.F. Begley, M.J. Rothberg 2005), okres-
lana jest mianem sekwencjonowania nowej generacji, NGS (New Generation Sequencing), lub
sekwencjonowaniem wysokoprzepustowym, HTS (High Throughput Sequencing; np. R.E. Green,
A.W. Briggs, J.Krause, K.Priifer, H.A. Burbano, M. Siebauer, M. Lachmann, S.Pdabo 2009;
D. Reich, R.E. Green, M. Kircher, J. Krause, N. Patterson, E.Y. Durand, B.Viola, A.W.Briggs,
U. Stenzel, PL.Johnson, T. Maricic, ].M. Good, T. Marques-Bonet, C. Alkan, Q. Fu, S. Mallick,
H.Li, M. Meyer, E.E. Eichler, M. Stoneking, M. Richards, S. Talamo, M.V. Shunkov, A.P. Dere-
vianko, J.J. Hublin, J. Kelso, M. Slatkin, S.P4dbo 2010; E. Rizzi, M. Lari, E. Gigli, G. De Bellis,
D. Caramelli 2012; S. Sawyer, J. Krause, K. Guschanski, V. Savolainen, S. Pdabo 2012). Wykorzysty-
wana glownie w sekwencjonowaniu genoméw, metodyka NGS nie wymaga klonowania, pozwala
oceni¢ zmiany struktury chemicznej DNA wystepujace post mortem, a nawet wykorzysta¢ je
do oceny autentycznoéci analizowanej sekwencji, jako efekt jednoczesnego sekwencjonowania
ogromne;j liczby czasteczek z badanej proby. Najnowsze urzadzenia do NGS pozwalaja okresli¢
w czasie jednego oznaczenia 10" nukleotydéw w preparacie i pie¢dziesieciokrotnie wykonac pro-
cedure oznaczania badanej sekwencji z ilosci materiatu nie wiekszej niz 1 pg. Wiecej szczegotow
na temat NGS znajdzie czytelnik, korzystajac z literatury tematu (np. M. Knapp, M. Hofreiter
2010, s.227; M. Hofreiter, J.L.A. Paijmans, H. Goodchild, C.E.Speller, A. Barlow, G.G. Fortes,
J.A. Thomas, A. Ludwig, M.]. Collins 2015, s. 284)

GLOWNE ZASTRZEZENIA METODYCZNE

Pierwsze zastrzezenie dotyczy izolowania i analizowania DNA z jednego tylko fragmentu
szkieletu, w tym przypadku jednego zeba od kazdego osobnika, praktyki dopuszczalnej jedy-
nie w przypadku NGS. Wybrana przez autoréw metoda, wciaz stosowana rownolegle z NGS
(R.Bollongino, O.Nehlich, M.P.Richards, J.Orschiedt, M.G. Thomas, C.Sell, Z.Fajkosova,
A. Powell, J. Burger 2013), wymaga potwierdzania autentyczno$ci analizowanego fragmentu, tj.
klonowania produktéw PCR (W. Haak, O. Balanovsky, J.J. Sanchez, S. Koshel, V. Zaporozhchenko,
C.J. Adler, C.S. Der Sarkissian, G. Brandt, C. Schwarz, N. Nicklisch, V. Dresely, B. Fritsch, E. Bala-
novska, R. Villems, H. Meller, K.W. Alt, A. Cooper; Members of the Genographic Consortium
2010; T.S. Plantinga, S. Alonso, N. Izagirre, M. Hervella, R. Fregel, ].W. van der Meer, M.G. Netea,
C.de la Rua 2012) lub, co ustalono stosunkowo niedawno, izolowania, sekwencjonowania
i analizy DNA z wigcej niz jednego fragmentu materiatu szkieletowego od danego osobnika
(M. Winters, J.L. Barta, C. Monroe, B.M. Kemp 2011).

Jednym z powszechnie stosowanych sposobow kontroli zanieczyszczenia generowanego po
wydobyciu proby na stanowisku jest oznaczanie haplotypdw, charakterystycznych osobniczo
cech mtDNA, nalezacych do 0s6b majacych kontakt z badang proba, co autorzy omawianej
pracy najpewniej przeoczyli. Wiadomo, ze archeolodzy, a takze antropolodzy opisujacy cechy
proby, osoby transportujace ja, przechowujace itd., sa najczestszym zrédtem zanieczyszczenia.
Potwierdzajg to doswiadczenia innych (np. M.L. Sampietro, M.T. Gilbert, O. Lao, D. Caramelli,
M. Larij, J. Bertranpetit, C. Lalueza-Fox 2006; E. Pilli, A. Modi, C. Serpico, A. Achilli, H. Lancioni,
B.Lippi, E Bertoldi, S.Gelichi, M.Lari, D.Caramelli 2013) oraz nasze (np. H.W.Witas,
J. Tomczyk, K.Jedrychowska-Danska, G.Chaubey, T.Ploszaj 2013; W. Lorkiewicz, T.Ploszaj,
K.Jedrychowska-Daniska, E.Zadzifiska, D.Strapagiel, E. Haduch, A.Szczepanek, R.Grygiel,
H.W. Witas 2015; H.W. Witas, T.Ploszaj, K. Jedrychowska-Danska, P.J. Witas, A. Maslowska,
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B.Jerszynska, T.Koztowski, G.Osipowicz 2015; T.Ploszaj, B.Jerszynska, K.Jedrychowska-
-Danska, M. Lewandowska, D. Kubiak, K. Grzywnowicz, A. Mastowska, H.-W. Witas 2015). Zda-
rza si¢, ze do mojego Zakladu dociera pig¢ prob przeznaczonych do analizy kopalnego DNA,
a towarzyszy im wiecej niz 10 prob, ktore pochodzg od archeologdw i 0sob, ktore miaty kontakt z
materiatem szkieletowym! Dzieki takiej praktyce dysponujemy juz catkiem pokazng bazg mtDNA
0s6b wspotpracujacych, co znacznie utatwia weryfikacje kolejnych préb. Okazalo sie, ze autorzy
rozdziatu 5 poprzestali na oznaczeniu wylacznie wlasnych haplotypéw, cho¢ z pewnoscia dostep
do DNA innych uczestnikow projektu badawczego realizowanego na stanowisku Koszyce 3 nie
byt trudny (wykopaliska rozpoczely sie w 2006 r.). Stosujac powyzsze postegpowanie nalezy
oczywiscie zalozy¢, ze nie caly materiat kostny byt zanieczyszczony w jednakowym stopniu, co
probowalismy potwierdzi¢, izolujac i analizujagc DNA od osobnikéw przebadanych przez zespot
z PUM (Pomorski Uniwersytet Medyczny).

Powtarzajace sie w kilku prébach identyczne zmiany sekwencji HVR-I mtDNA (tabela 1,
np. osobniki 1, 3, 6, 12), wedlug autoréw z PUM, $wiadcza o wspolnym pochodzeniu w linii
zenskiej. Chociaz w przypadku badanego materialu taka sytuacja jest prawdopodobna, znale-
zienie tych samych cech DNA w wielu probach moze takze sygnalizowac ich zanieczyszczenie
czasteczkami DNA czlonka zespolu realizujacego. Warto wspomnie¢, ze czasteczki egzogennego
DNA zanieczyszczajace badang probe moga by¢ wielokrotnie liczniejsze niz autentyczne, co
znacznie utrudnia, a czesto uniemozliwia, identyfikacje fragmentéw endogennych, ulatwiajac
jednoczesnie oznaczanie egzogennych.

Kolejne powazne zastrzezenie metodyczne wynika ze sposobu traktowania materialu do
badan. Tre$¢ rozdzialu 5 sugeruje, Ze czyszczenie i kruszenie materiatu kostnego oraz izolowanie
DNA wykonywane byly w pomieszczeniu, w ktérym rutynowo badany jest material wspélczesny.
Nalezy zatem sadzi¢, ze zanieczyszczenie mogto pochodzi¢ nie tylko od ludzi majacych kontakt
z materiatem na stanowisku archeologicznym, ale takze z pomieszczen, w ktorych izolowano
i analizowano wcze$niej tzw. wspdlczesny DNA. Wspomniane przez autoréw zabezpieczenie
przed zanieczyszczeniem w postaci noszenia przez biologéw molekularnych ubrania ochronnego,
w tym nawet podwdjnych rekawic, nie zmienia statusu materialu szkieletowego, jesli zostal on
wczesniej zanieczyszczony na stanowisku archeologicznym lub jest zanieczyszczany w labora-
torium. Konieczno$¢ przygotowywania materiatu kopalnego i izolowania DNA w pomieszcze-
niu, w ktérym nigdy nie analizowano czasteczek wspodlczesnego DNA, jest jednym z dziewigciu
rygoréw sformutowanych juz w roku 2000 i nalezy do niewielu sposrdd tych, ktére przetrwaty
probe czasu (A. Cooper, H.N. Poinar 2000).

W ustepie o przygotowywaniu materiatu do izolowania DNA autorzy pracy piszg »...frag-
menty kostne zostaly oczyszczone z zewnatrz jalowymi wymazéwkami nasgczonymi 5% roz-
tworem podchlorynu sodu, a potem woda destylowang”. Powszechne stosowanie tego silnego
utleniacza, aby wyeliminowac egzogenne czgsteczki DNA, wymaga nieco bardziej zdecydowa-
nego dziatania niz tylko ,czyszczenia wymazéwkami”. Otdz, cate fragmenty, np. zeby, przygo-
towywane do izolowania DNA s3 zazwyczaj moczone w roztworze NaOCl o stezeniu od 3% do
6% minimum przez 15 minut, a czesto dtuzej, nawet przez godzing (B.M. Kemp, D.G. Smith
2005; J.L. Barta, C. Monroe, B.M. Kemp 2013). Niektorzy autorzy wczesniej rozdrabniajg frag-
ment kostny, po czym inkubujg uzyskany proszek w podchlorynie (M. Salamon, N. Tuross,
B. Arensburg, S. Weiner 2005). Nalezy zaznaczy¢, ze nawet przedtuzona do godziny inkubacja
zeba nie gwarantuje calkowitego usuniecia czasteczek egzogennego DNA, wiec wynik porow-
nania ,,kapieli” w roztworze NaOCl z ,,czyszczeniem wymazéwkami” nie jest trudny do prze-
widzenia. Najpewniej, zasadne i wystarczajace jest stosowanie takiej procedury do analizy
wspolczesnego materiatu, poniewaz, jak wspomniatem, proporcja zawartosci DNA endogen-
nego do egzogennego jest wielokrotnie wieksza w probach wspoélczesnych i zanieczyszczenie
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Tabela 1. Por6wnanie wynikéw analizy mtDNA wyizolowanego przez niezalezne laboratoria z mate-
rialu kostnego 10 osobnikéw ze stanowiska Koszyce 3 (kultura amfor kulistych)

Table 1. Comparison of mtDNA sequences isolated from 10 individuals from the Koszyce 3 archaeo-
logical site and analyzed by independent labs (Globular Amphorae culture)

ggﬁgiﬁl :gg%?:i{;a;‘:;‘gz Zaklad Biologii Molekularnej '
Medycznego w Szczecinie Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
AR
16223T 16234T 16263C
1 16270T 16356C | Hlba lub U5 16294T 16304C M/T +
2 brak produktu brak produktu
3 16270T 16356C |Hlbalub U5 |19189C 16316G H27 -
4 16294T 16304C | H5a4 16172C/T 16224T/C 16304C F/R +
5 | brak produktu brak produktu
6 | 16270T 16356C |Hlbalub U5 brak produktu
7 brak produktu nie oznaczano
8 ig;g% 1232’(9):2 T2b 16134C/T 16172C/T ? +
9 16270T 16356C |Hlbalub U5 |16183C/T 16189C/T 16217C/T | B4 +
10 16294T 16304C | H5a4 16134T/C 16188T/C 16298C HVO
11 | 16294T 16354T |H2al brak produktu
12 16270T 16356C |Hlbalub U5 |16224C 16311C K +
13 brak produktu 16189C/T 16176A/C 16157T/C | ? +
14 brak produktu 16298C HVO0 +
15 16192T 16270T | U5 16298C HVO +

Objasnienia: * haplogrupa okreslana na podstawie haplotypéw uzyskanych przez zespot PUM; ,,+” miejsce restryk-
cyjne Alul w czeéci kodujacej mtDNA w pozycji 7025, ktére wskazuje na haplogrupe mtDNA inng niz H; haplo-
grupy okreslano na podstawie bazy danych HaploGrep.

Explanation: * haplogroup determined on the basis of haplotypes obtained by the Department of Forensic Medicine,
Pomeranian Medical University in Szczecin team; “+” corresponds to the Alul restriction site within the coding
region of mtDNA in position 702, suggesting a haplogroup other than hg H. Haplogroups were identified with
the help of the HaploGrep database.

jest praktycznie nieidentyfikowalne w przeciwienstwie do proby sprzed 4 tys. lat. Z tego m.in.
faktu powinna, w przypadku stosowania procedury klasycznej, wynika¢ troska o zapobieganie
zanieczyszczeniom i skuteczne ich eliminowanie, a takze weryfikowanie uzyskanych danych,
badZ na podstawie analizy produktéw klonowania z udzialem bakterii, badz dzigki wielo-
krotnemu powtorzeniu stosowanej procedury z wiecej niz jednego fragmentu szkieletu tego
samego osobnika, co jest praktykowane przez innych (O.O. Sverrisdottir, A. Timpson, J. Toombs,
C. Lecoeur, P. Froguel, ].M. Carretero, ].L. Arsuaga Ferreras, A. Gotherstrom, M.G. Thomas 2014)
i przez nas (H.W. Witas, J. Tomczyk, K.]Jedrychowska-Danska, G.Chaubey, T.Ploszaj 2013;
T. Ploszaj, B. Jerszynska, K. Jedrychowska-Danska, M. Lewandowska, D. Kubiak, K. Grzywno-
wicz, A. Mastowska, H.-W. Witas 2015; H.-W. Witas, T. Ptoszaj, K. Jedrychowska-Danska, P.J. Witas,
A. Mastowska, B. Jerszynska, T. Kozlowski, G. Osipowicz 2015).
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Z punktu widzenia rozwazan metodycznych trudno takze zrozumie¢ powdd, dla ktérego
autorzy nie zamiescili w tekscie doktadnego opisu postepowania lub wlasciwego don odniesienia
do literatury, poniewaz jego pominiecie znacznie utrudnia ocene poprawnosci przeprowadzone;j
analizy. Nieznane sg tak istotne parametry, jak dlugo$¢ namnazanego odcinka HVR-I mtDNA,
rodzaj stosowanych polimeraz, sekwencja starteréw, ktorych autorzy uzywali, brakuje profilu
temperaturowego PCR itd. Nie wyjasniono takze, jaki byt powod stosowania dwéch metod izolo-
wania DNA, poniewaz w tekscie ani nie poréwnano wydajnosci, ani nawet nie wyjasniono, ktéra
z nich stosowano. Mam nieodparte wrazenie, ze autorzy postugiwali si¢ gotowymi zestawami
odczynnikow i ustalonymi przez producenta warunkami analizy zupelnie innego rodzaju mate-
rialu badawczego, co zwykli wykorzystywa¢ w ich codziennej praktyce. Czesto, uwzgledniajac
stopien zanieczyszczenia inhibitorami PCR, stopien degradacji DNA, zawarto$¢ namnazalnych
czasteczek - dzieki ilosciowej PCR, mozliwo$¢ tworzenia wigzan krzyzowych DNA-DNA lub
DNA-biatko, nalezy zmieni¢ warto$¢ szeregu parametréw zwigzanych z namnazaniem kopal-
nego DNA, w tym m.in. liczbe cykli PCR, zawarto$¢ jondw magnezu, a takze zastosowac¢ inny
rodzaj polimerazy.

O ZNACZENIU ANALIZY mtDNA

Identyfikacja haplotypéw mtDNA, wykorzystywana m.in. do identyfikacji osobniczej i ana-
lizy filogenetycznej, czesto ograniczana jest do najbogatszego w zmiany i niosacego najwiekszy
fadunek informacji odcinka HVR-I mtDNA (mtDNA hypervariable region I). Jednak w przy-
padku watpliwosci konieczna jest weryfikacja oznaczonego haplotypu i haplogrupy poprzez
identyfikacje zmian w innych fragmentach HVR mtDNA, tj. HVR-II i HVR-III, a takze w waz-
nych informacyjnie miejscach polimorficznych zlokalizowanych w regionie kodujacym cza-
steczki. Rutynowo wykonujemy analize restrykcyjna, ktorej wynik zazwyczaj wyjasnia, czy np.
badany mtDNA nalezy do populacji czasteczek wskazujacych na haplogrupe H, czy nie. W tym
konkretnym przypadku trawimy enzymem restrykcyjnym Alul w pozycji 7025 (zob. tabela 1).
Trawienie w pozycji 7025 (cze$¢ kodujaca mtDNA; oznaczenie w tabeli symbolem ,,+7) wyklu-
czylo haplogrupe H z wyjatkiem préby nr 3, gdzie oznaczylismy hg H27. Ku pelnemu zaskocze-
niu, nasze dane pochodzace z dwukrotnie, niezaleznie, przeprowadzonej procedury izolowa-
nia i analizy DNA, realizowanej wedlug wcze$niej opisanej metodyki (H.W. Witas, J. Tomczyk,
K. Jedrychowska-Danska, G. Chaubey, T. Ploszaj 2013; H.W. Witas, T. Ptoszaj, K. Jedrychowska-
-Danska, PJ. Witas, A. Mastowska, B. Jerszynska, T. Koztowski, G. Osipowicz 2015), nie potwier-
dzily w zadnym przypadku haplotypéw opisanych przez zesp6l z PUM (tabela 1). Poréwnawcza
analiza wynikow zdaje sie sugerowac fakt, ze szczecinski zespot nie znalazt zanieczyszczajacych
czasteczek tylko w tych prébach, ktére nie daly, wedlug nich, produktu namnazania, j. 2, 5, 7,
13 i 14, a brak produktu PCR w prébach analizowanych przez mdj zespél, tj. 6 i 11, zdaje sie
potwierdza¢ to przypuszczenie (tabela 1). Szczegétowa analiza haplotypéw i ostateczne ustalenie
przez moj zespot haplogrupy jest niemozliwe bez kontynuowania oznaczen w przypadku prob 8
i13, a niepewne dane w przypadku prob 1 i 4 wynikaja z braku dostatecznej ilosci materiatu do
badan. Nasze dane s3 zupelnie odmienne od uzyskanych przez zespét z PUM i §wiadczg m.in.
o braku sugerowanego w monografii pokrewienistwa w linii zenskiej pomiedzy osobnikami 1,
3, 6, 9 i 12, natomiast wskazuja na pokrewienstwo osobnikéw 14 i 15, takze w linii Zenskiej
(zmiana 16298C, hg HV0).

Nalezy zaznaczy¢, ze o ile wynik analizy haplotypu préb 1, 3, 12, 14 oraz 15 uzyskany przez
mdj zespot (ryc. 1) nie nastreczal wigkszego klopotu podczas identyfikacji poszczegdlnych zmian
sekwencji, o tyle w przypadku prob 4, 8, 9, 10 i 13 uzyskalismy wynik niepewny, jak zilustrowano
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na przyktadzie (ryc.2). Wystepowanie wiecej niz jednego nukleotydu, oznaczone strzatkami
na ryc. 2, w tej samej pozycji fancucha wymaga powtorzenia analizy, a oceniane na tym etapie
sekwenogramy swiadczy¢ moga o zjawisku heteroplazmii, stosunkowo rzadkim we wspdlczesnej
populacji (A. Ramos, C. Santos, L. Mateiu, M. Gonzalez Mdel, L. Alvarez, L. Azevedo, A. Amo-
rim, M.P. Aluja 2013) i nie opisywanym dotad w probach kopalnych. Kiedy sekwencjonowanie
tych ostatnich sugeruje heteroplazmie, to najpewniej powodem jest masowe zanieczyszczenie.
Wystepowanie takich samych zmian, obserwowane przez zespét z PUM w pieciu sposréd dzie-
sieciu analizowanych preparatéw, powinno wzbudzi¢ jego czujnos¢. Nasze doswiadczenie pod-
powiada, ze powtdrzenie procedury z innym fragmentem materiatu szkieletowego tego samego
osobnika, rozcieficzenie preparatu jednoznaczne ze zmniejszeniem stezenia inhibitoréw PCR,
modyfikacja ustawien sekwenera lub kombinacja tych zabiegéw zaskakujaco skutecznie moga
wplynaé na jako$¢ uzyskanego sekwenogramu. Na przeszkodzie ustalenia przez moj zespot
ostatecznego haplotypu i haplogrupy we wszystkich przypadkach stanat brak materiatu biolo-
gicznego od 0sdb zaangazowanych w procesie kolekcjonowania szczatkdéw oraz wystarczajacej
liczby prob o watpliwym wyniku. Oznaczone dotad haplotypy i sugerowane na podstawie bazy
danych HaploGrep haplogrupy (A. Kloss-Brandstatter, D. Pacher, S. Schonherr, H. Weissenste-
iner, R. Binna, G. Specht, F. Kronenberg 2011, s. 25) okreslaja zupelnie inne od proponowanego
przez autoréw rozdziatu 5 pochodzenie, niekiedy zaskakujace — hg M/T, hg F/R i hg B4 (mozliwe
pochodzenie azjatyckie), obok charakterystycznego dla neolitu (K, HV0, H27). Uzyskany wynik
kaze traktowa¢ jako kontrowersyjng tres¢ dyskusji przedmiotowej monografii! Jakze odmiennej
interpretacji — pochodzenia, pokrewienistwa, a takze zdarzen wiodacych do powstania wspdlnej
mogily — od przedstawionej na s. 259-264 (rozdzial 15), moze dostarczy¢ sekwencja autentycz-
nych fragmentéw mtDNA badanych osobnikéw.

ODNIESIENIE WYNIKOW DO DOSTEPNYCH DANYCH

Odrebnym zagadnieniem jest przydatnos¢ stosowanej przez autorow rozdzialu oceny praw-
dopodobienstwa wystapienia identyfikowanego haplotypu na podstawie bazy EMPOP. Sami
autorzy musieli mie¢ watpliwosci, stosujac baze EMPOP, poniewaz stwierdzili, uzywajac cha-
rakterystycznych dla siebie nieco karkotomnych konstrukeji jezykowych, ze ,odnosi si¢ [ona
- H.W/] gtéwnie do wspoélczesnej populacji europejskiej, dlatego wzgledem populacji neoli-
tycznych, ktére nie posiadaja specyficznych dla siebie [? - H.W.] baz danych, moze stanowic¢
podstawe do wysuniecia bardzo ogélnych wnioskéw”. Stosowanie bazy danych mtDNA ludzi
wspolczesnie zyjacych do analizy czasteczek ludzi zyjacych 4 tys. lat temu jest nieporozumie-
niem i §wiadczy o zupelnym niezrozumieniu istoty zagadnienia. Sposob formowania wspotcze-
snej i pochodzenie europejskiej puli genowej jest aktualnie obiektem dociekan (np. I. Lazaridis,
N. Patterson, A.Mittnik, G.Renaud, S.Mallick, K.Kirsanow, P.H.Sudmant, J.G. Schraiber,
S. Castellano, M. Lipson, B. Berger, C. Economou, R. Bollongino, Q. Fu, K.I. Bos, S. Nordenfelt,
H.Li, C. de Filippo, K. Priifer, S. Sawyer, C. Posth, W. Haak, F. Hallgren, E. Fornander, N. Rohland,
D. Delsate, M. Francken, ].M. Guinet, ]. Wahl, G. Ayodo, H.A. Babiker, G. Bailliet, E. Balanovska,
O. Balanovsky, R. Barrantes, G. Bedoya, H. Ben-Ami, J. Bene, F. Berrada, C.M. Bravi, E. Brisighelli,
G.B. Busby, E Cali, M. Churnosov, D.E. Cole, D. Corach, L. Damba, G. van Driem, S. Dryomoyv,
J.M. Dugoujon, S.A. Fedorova, I. Gallego Romero, M. Gubina, M. Hammer, B.M. Henn, T. Hervig,
U. Hodoglugil, A.R. Jha, S. Karachanak-Yankova, R. Khusainova, E. Khusnutdinova, R. Kittles,
T. Kivisild, W. Klitz, V. Kucinskas, A. Kushniarevich, L. Laredj, S. Litvinov, T. Loukidis, R.-W. Mah-
ley, B. Melegh, E. Metspalu, J. Molina, J. Mountain, K. Nékkéldjarvi, D. Nesheva, T. Nyambo,
L. Osipova, J. Parik, E Platonov, O. Posukh, V. Romano, F. Rothhammer, I. Rudan, R. Ruizbakiev,
H. Sahakyan, A. Sajantila, A. Salas, E.B. Starikovskaya, A. Tarekegn, D. Toncheva, S. Turdikulova,
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I. Uktveryte, O. Utevska, R. Vasquez, M. Villena, M. Voevoda, C.A. Winkler, L. Yepiskoposyan,
P. Zalloua, T.Zemunik, A.Cooper, C.Capelli, M.G. Thomas, A.Ruiz-Linares, S.A. Tishkoff,
L. Singh, K. Thangaraj, R. Villems, D. Comas, R. Sukernik, M. Metspalu, M. Meyer, E.E. Eichler,
J. Burger, M. Slatkin, S. Pébo, J. Kelso, D. Reich, J. Krause 2014; I. Olalde, C. Lalueza-Fox 2015),
zatem ocena prawdopodobienistwa wystapienia haplotypu czlowieka zyjacego tysiace lat temu,
w populacji o innej strukturze genetycznej niz wspolczesna, czgsto roznej rowniez od sasiadu-
jacych grup, o nieznanych z nimi relacjach, sladowej w poréwnaniu ze wspétczesng populacjg
liczebnosci i, w zwigzku z tym, nieprzewidywalnym profilu zmian czestoéci cech, zdaje sie by¢
ponurym zartem. Do czeg6z archeologowi lub antropologowi mogtaby przydac sie taka informa-
cja? Nawiasem mowigc, zadnemu sposrdd badaczy analizujacych kopalny DNA nie wpadt dotad
do glowy szalenczy pomyst wykorzystania do analizy danych metodyki, ktéra ma zupelnie inne
zastosowanie. Zamiast bezuzytecznej oceny prawdopodobienstwa wystepowania wspdlczesnie
zidentyfikowanej w materiale sprzed 4 tys. lat haplogrupy, nalezatoby sprébowa¢ oceni¢ np.
relacje z innymi, ancestralnymi i wspolczesnymi analizowanej populacjami, np. na podstawie
indeksu utrwalenia (F,) (np. B. Bramanti, M.G. Thomas, W. Haak, M. Unterlaender, P.Jores,
K. Tambets, I. Antanaitis-Jacobs, M.N. Haidle, R. Jankauskas, C.J. Kind, F. Lueth, T. Terberger,
J. Hiller, S. Matsumura, P. Forster, J. Burger 2009) lub analizy PCA (Principle Component Ana-
lysis; np. G. Brandt, A. Szécsényi-Nagy, C. Roth, K.W. Alt, W. Haak 2014).

WARSTWA JEZYKOWA

Cho¢ przedstawiana polemika dotyczy warstwy metodycznej, nalezy chocby wspomnie¢
niektore z powazniejszych brakow dezinformujacych niezorientowanych w temacie czytelnikow,
gltéwnie badaczy poruszajacych sie w zupelnie innym obszarze wiedzy. Ponizej ustosunkuje sie
do niektoérych z nich.

1. ,,Uzyte zostaly dwie pary starteréw co pozwolilo na zsekwencjonowanie nici w obydwie
strony i pozwolito wykluczy¢ niepewne mutacje” (M. Kus, A. Ossowski 2013, s.110). Oprocz
trudno akceptowalnych zawilo$ci jezykowych, zupelnie niezrozumiale jest wykluczanie ,,nie-
pewnych mutacji” poprzez sekwencjonowanie nici przeciwbieznych. Czym ,,niepewne mutacje”
réznia si¢ od mutacji pewnych?

2. ,Nastepnie mieszanina oczyszczona zostala przez dwie egzonukleazy, a produkt oczysz-
czania stanowil matryce dla kolejnej reakcji PCR - procesu sekwencjonowania, ktéra pozwala
na odczyt kolejnosci nukleotydéw budujacych odcinek HV1 mitochondrialnego DNA” (M. Kus,
A. Ossowski 2013, s. 110). Pomijajac niepoprawne sformutowanie zdania, m.in. ,,reakcja PCR”
(litera R w skrocie oznacza reakcje), autorzy nie sygnalizujg czytelnikowi sensu stosowania
egzonukleaz (oczyszczanie — z czego i czego?), jakich enzymoéw uzywano, w jakich warun-
kach prowadzono reakgje, i jak dlugo. Nawiasem mowiac, niektérzy (A.D. Briggs, U. Stenzel,
M. Meyer, J. Krause, M. Kircher, S. Padbo 2010) rzeczywiscie stosuja enzymy, ale nie egzonukleazy,
a ich dzialanie sprowadza si¢ w pewnym sensie do ,,oczyszczania”. Dotyczy ono eliminowania
z wyizolowanych fragmentéw DNA gltéwnego produktu degradacji chemicznej post mortem, tj.
czasteczek tyminy, ktéra powstaje w wyniku deaminacji cytozyny. Stosowane s3 w mieszaninie
dwa enzymy: uracylo-N-glikozylaza i endonukleaza Endo VIIIL. Pierwszy eliminuje z tanicucha
DNA czgsteczki tyminy (zmienione cytozyny), pozostawiajac miejsce apirymidynowe, drugi
hydrolizuje taicuch w miejscu apirymidynowym, chronigc w ten sposéb produkty PCR przed
powielaniem bledéw. Po raz kolejny mam wrazenie, ze autorzy stosowali procedury/zestawy
odczynnikdéw wykorzystywane w ich codziennej praktyce analizy tzw. wspdtczesnego DNA.

3. W przypadku degradacji DNA jadrowego, pokrewienstwo miedzy osobnikami oce-
ni¢ mozna na podstawie mutacji wystepujacych w obrebie mitochondrialnego DNA” (M. Kus,
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A. Ossowski 2013, 5. 110). Zdanie to wyraznie wskazuje, ze DNA jadrowy jest chemicznie zupel-
nie degradowany, co sugeruje, ze jest bardziej wrazliwy na czynniki degradujace niz mtDNA,
ktory zachowuje integralno$¢ czasteczkows, co nie jest prawda.

4. ,W jednej komorce wystepowac moze od kilku do kilkunastu tysiecy sztuk mitochondriéw,
z czego kazde moze zawiera¢ do 10 kulistych czasteczek DNA. Liniowa forma mitochondrialnego
DNA (warunkujaca mniejsza podatno$¢ na degradacje), ogromna ilo¢ kopii, a takze brak rekom-
binacji (spowodowany dziedziczeniem w linii matecznej) i mnogo$¢ polimorfizméw przydatnych
przy identyfikacji, rzutuje na przewage jego analiz w stosunku do STR” (M. Kus, A. Ossowski
2013, s. 110). Fragment ten zawiera tacznie kilka merytorycznych niescistosci. Poczatek zdania
sugeruje, ze mitochondria mo ga wystepowaé w komorce na sztuki. Tak czy inaczej, ich
liczba ,kilkanascie tysiecy” jest znacznie przesadzona. W cementoblascie i cementocycie two-
rzacych cement zeba, najbogatsza w DNA jego czes$¢, i podobnie jak w osteocycie wystepuje ich
niewiele w poréwnaniu z najbogatszym w mitochondria hepatocycie, ktéry zawiera od 10° do
2x10° organelli. Wyjatkiem sg ogromne oocyty, ktére moga zawiera¢ od 10* do 10° mitochon-
driéw (M. Satoh, T. Kuroiwa 1991). Ponadto, wiadomo, ze mtDNA jest koliste, a nie kuliste(!) i,
jak sama nazwa wskazuje, nie moze by¢ jednoczes$nie liniowe! Zupelnie niezrozumiale jest takze
sugerowanie wiekszej podatnosci na degradacje kolistej czasteczki DNA w poréwnaniu z liniowa.
Prawda jest, ze znacznie wieksza wrazliwo$¢ na degradacje chemiczng majg te nukleotydy, ktore
sa zlokalizowane w jednoniciowych zakonczeniach fragmentéw DNA powstajacych w wyniku
degradacji chemicznej post mortem (A.W. Briggs, U. Stenzel, PL. Johnson, R.E. Green, J. Kelso,
K. Priifer, M. Meyer, J. Krause, M.T. Ronan, M. Lachmann, S. Paibo 2007). Nieprawda jest, ze
mtDNA nie rekombinuje, dowodem na co, wedlug Autoréw, jest fakt przekazywania go w linii
matczynej. Wiadomo, Ze czasteczki mtDNA rekombinuja w obrebie mitochondrium, przy czym
z identycznymi czasteczkami (B. Thyagarajan, R.A. Padua, C. Campbell 1996) i z tego powodu
niedostrzegalne sg zmiany spowodowane procesem. Efekt tego ostatniego zjawiska, brak mecha-
nizmu naprawczego oraz znacznie wieksza czesto$¢ wystepowania mutacji w obrebie genomu
mitochondrialnego w poréwnaniu z jadrowym decyduja o wykorzystywaniu wynikoéw analizy
sekwencji mtDNA do oceny relacji filogenetycznych w linii matczyne;j.

Ponadto w artykule stosowane sa niepoprawnie takie terminy, jak ,polimorfizm”, ktory
oznacza zjawisko, i niepoprawnym jest jego uzywanie w sensie ,,zmiana”. Praca obfituje w inne
niewlasciwie stosowane okreslenia, np. ,,izolacja” zamiast ,,izolowanie’, ,kontaminacja” zamiast
»zanieczyszczenie” itd.

PODSUMOWANIE

Powyzej przedstawilem archeologom i antropologom tylko niektére z metodycznych niepra-
widlowosci, ktére moga wystapi¢ podczas analizowania kopalnego DNA przez niedo$wiadczo-
nych badaczy i ktére w rezultacie decyduja o uzyskaniu nieautentycznych danych oraz btednym
wnioskowaniu. Pokazuje, jak bardzo ztudne moze by¢ ich przekonanie o mozliwo$ciach warsztatu
stosowanego do analizy aDNA. Podejscie Autoréw — M. Kus i A.Ossowskiego — jest zapewne
wiasciwe w kontekscie funkcjonowania laboratorium medycyny sadowej, ale z pewnoscia jest nie-
uzasadnione w przypadku badania aDNA. W rezultacie czego, dane uzyskane w wyniku analizy
fragmentdéw o niepotwierdzonej autentycznosci dyskwalifikuje je, jako zrddlo rzetelnej informa-
cji o przesztoéci, dostarczajac falszywej charakterystyki poszczegdlnych osobnikéw i populacji
oraz przyczynia si¢ do mylnej oceny dynamiki zmian wewnatrz populacji i wzajemnych relacji
pomiedzy populacjami indukowanych np. migracjami.
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HENRYK W. WITAS

ON THE RIGORS OF METHODICAL ANALYSIS OF ANCIENT DNA
AND CONSEQUENCES OF THEIR NEGLECT

Summary

A.Kus$ and A. Ossowski, who apply classical forensic methodology in their everyday practice, have
recently published data produced in analysis of ancient DNA (aDNA) from skeletons found at a Neoli-
thic site Koszyce 3 (M. Ku$ and A. Ossowski 2013, pp. 109-113). The description of DNA isolation
procedure and subsequent molecular analysis raises a series of methodological objections, related to
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ignorance of commonly accepted classical methodology. The results and their interpretation presented
by the authors constitute an example of misunderstanding of the essence of aDNA analysis, which is
only apparently similar to that of modern DNA commonly used in diagnostic or forensic practice.

The history of aDNA classical methodology teaches us that the nature and course of the entire
research process, from the uncovering of remains, through isolation of molecules, to their identifi-
cation and analysis, requires a rigorous procedure in order to guarantee, with the highest possible
probability, analysis of authentic fragments and proper description of a studied individual, including
his/her origin. It is not difficult to assess how far it can be confusing and detrimental to the process of
reconstruction of the past, if the analyzed sequences are not authentic. The main objections concern
the presented methodology, including the fact that DNA was isolated and analyzed only from one
fragment of the skeleton, a practice acceptable only as a part of the NGS methodology. The haplotype
identification of all people involved in the procedure, which starts at the archaeological site, is another
methodological rigor not met by the authors, who limited the number of potentially contaminating
mtDNA fragments to their own haplotypes. Another serious objection concerns the treatment of
samples: cleaning and crushing of bone material as well as DNA isolation procedure were carried out
in a room intended for the processing of modern molecules. Thus, contamination was possible not
only from people who came into contact with the material, at the archaeological site for example, but
also from lab spaces where modern DNA had earlier been isolated and analyzed. The above negligence
favors massive contamination of ancient samples. It is obvious that the proportion of endogenous to
contaminating DNA molecules in any ancient sample is many times smaller than in modern material.
Data obtained after isolation and analysis of the same samples, performed according to the previously
described methodology (H.W. Witas, J. Tomczyk, K. Jedrychowska-Danska, G. Chaubey, T. Ploszaj
2013; W. Lorkiewicz, T.Ploszaj, K. Jedrychowska-Danska, E.Zadzinska, D. Strapagiel, E. Haduch,
A.Szczepanek, R.Grygiel, HW.Witas 2015, H.W.Witas, T.Ploszaj, K.Jedrychowska-Danska,
PJ. Witas, A. Maslowska, B.Jerszynska, T. Koztowski, G. Osipowicz 2015; T. Ploszaj, B.Jerszynska,
K. Jedrychowska-Danska, M. Lewandowska, D. Kubiak, K. Grzywnowicz, A. Mastowska, H.W. Witas
2015), confirmed the possibility of massive contamination of the studied samples as suggested above.
We did not confirm the presence of any mtDNA haplotypes already published, not even a single HVR-I
change being the same. Thus, the haplogroups presented by the authors and the origin of the studied
individuals appears to be controversial.

Another questionable aspect of the publication is the way the data were interpreted. The authors
applied the EMPOP database to follow the likelihood of identified haplotype occurrence. Using
a description of modern mtDNA sequences to analyze sequences isolated from the remains of people
living 4 Ky ago confirms a complete misunderstanding of the matter, for many reasons.

Looking for the probability of ancient haplotype occurrence among people living today is even
more confusing in view of the fact that the genetic structure and size of a 4 Ky old population was
completely different. Instead of useless assessment of the likelihood of ancient haplogroup occurrence
today, one should attempt to assess the relationship with other contemporary populations, for which
data are already available.
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