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Streszczenie

Od wielu lat przedstawiciele nauk archeologicznych, antropologicznych,
historycznych, jezykoznawczych, a od niedawna takze genetycznych, probuja
odpowiedzie¢ na pytanie gdzie, kiedy i w jaki sposob doszto do wyodrgbnienia si¢
etnosu Stowian 1 ich rozprzestrzenienia na szerokie obszary Europy. Ze wzgledu na
brak jednoznacznej odpowiedzi na to pytanie, w ramach niniejszej pracy,
przeprowadzono badania kopalnego DNA. Do badan przeznaczono 72 osobniki
pochodzace z populacji z okresu rzymskiego oraz sredniowiecza, z terend6w obecne;j
Polski. Dla 43 osobnikow, w tym 23 z okresu rzymskiego i 20 ze $redniowiecza,
otrzymano powtarzalne sekwencje fragmentow regionu HVR I mitochondrialnego
DNA. Na podstawie mutacji regionu HVR 1 oraz SNP regionu kodujacego
wyznaczano przynaleznos¢ haplogrupowa kazdego z badanych osobnikéw. Uzyskany
material genetyczny, wraz z kopalnym i wspotczesnym materiatem poréwnawczym
zostal wykorzystany w analizach wspdlnych haplotypéw oraz w badaniach
migdzypopulacyjnych dystanséw genetycznych zobrazowanych graficznie poprzez
skalowanie wielowymiarowe. Na podstawie uzyskanych danych zostata podjeta proba
oceny istnienia kontynuacji lub dyskontynuacji genetycznej na przetomie okresu
rzymskiego 1 §redniowiecza. Z jednej strony rdznice na poziomie genetycznym, a
takze stosunkowo duze odleglosci genetyczne pomigdzy badanymi populacjami oraz
istotna liczba informatywnych haplotypow wspolnych dla $redniowiecza oraz
Biatorusi, Ukrainy i1 Butgarii, moga przemawia¢ za brakiem ciaglo$ci genetycznej na
przetomie okresu rzymskiego 1 Sredniowiecza. Z drugiej jednak strony najwigksza
liczba informatywnych haplotypéw mtDNA wspdlnie dzielonych pomigdzy populacja
z okresu rzymskiego i populacja wspotczesna z Polski, a takze obecnosé
podhaplogrupy Nlala2, moga potwierdza¢, ze pewne linie wykazywaty ciaglosé
genetyczna przynajmniej od okresu rzymskiego lub nawet neolitu, na terenach
obecnej Polski. Uzyskane wyniki sa pierwszymi, jakie otrzymano dla populacji z
okresu rzymskiego i1 S$redniowiecza z terendw wspolczesnej Polski 1 sa one

traktowane, jako poczatkowy wktad w budowanie historii genetycznej Stowian.



Summary

For many years the origin of the Slavs has been the subject-matter in
archaeology, anthropology, history, linguistics and recently also modern human
population genetics. By now there is no unambiguous answer to a question where,
when and in what way the Slavs originated. For the purposes of this dissertation, the
analysis of ancient human mitochondrial DNA was applied. The ancient DNA was
isolated from 72 specimens which came from Iron-Age and medieval graveyards from
the area of current Poland. Ancient mtDNA was extracted from two teeth from each
individual and reproducible sequence results were obtained for 20 medieval and 23
Iron-Age specimens. On the basis of HVR | mtDNA mutation motifs and coding
region SNPs each specimen was assigned to a mitochondrial haplogroup. The
obtained results were used together with other ancient and modern populations to
analyse shared haplotypes and population genetic distances illustrated by
multidimentional scaling plots (MDS). The differences on genetic level and quite high
genetic distances (Fst) between medieval and Iron-Age populations as well as
significant number of shared informative haplotypes with Belarus, Ukraine and
Bulgaria may evidence genetic discontinuity between medieval and Iron Ages. From
the other side, the highest number of shared informative haplotypes between Iron-Age
and extant Polish population as well as the presence of subhaplogroup Nlala2, can
confirm that some genetic lines show continuity at least from Iron Age or even
Neolithic in the areas of present day Poland. The results obtained in this work are

considered to be the first ancient contribution in genetic history of the Slavs.


http://www.diki.pl/slownik-angielskiego/?q=unambiguous

Rozdziat I. Wstep

Populacje stowianskie zamieszkuja obecnie trzynascie panstw, zajmujacych
znaczne obszary Europy srodkowej, wschodniej, potudniowej oraz pdinocna czesé
Azji. Wielomilionowe populacje taczy nie tylko wspodlna rodzina jezykow
stowianskich, ale takze wspdlna historia i pochodzenie, ktore do chwili obecnej nie
zostaly w pelni poznane. Od ponad stu lat przedstawiciele nauk humanistycznych
poprzez analiz¢ historycznych tekstow, jezyka 1 kultury materialnej probuja
odpowiedzie¢ na pytanie gdzie, kiedy i w jaki sposéb doszio do wyodrebnienia sig¢
etnosu Stowian, jak rowniez ich rozprzestrzenienia na szerokie obszary Europy.
Pomimo przeprowadzenia wielu badan i analiz, nie udato si¢ uzyska¢ jednoznacznej
odpowiedzi na te pytania.

Rozwdj biologii molekularnej i genetyki populacyjnej umozliwit dostep
nowych metod, dzigki ktorym mozna uzyska¢ informacje na temat pochodzenia i
migracji populacji. Metody oparte na analizie zréznicowania haploidalnych markerow
wspotczesnego mitochondrialnego DNA i chromosomu Y, dostarczyly w ostatniej
dekadzie wielu istotnych danych, takze w zakresie etnogenezy Stowian (Grzybowski i
in. 2007; Rebata i in. 2007; Malyarchuk i in. 2006, 2008; Wozniak i in. 2010).
Niezwykle interesujacy obszar biologii molekularnej, umozliwiajacy bezposredni
dostep do materiatdéw genetycznych populacji historycznych i prehistorycznych,
stanowia badania kopalnego DNA. Na $wiecie istnieje wiele osrodkow naukowych,
ktore specjalizuja si¢ w badaniach kopalnych materiatow genetycznych. Zajmuja sig
one nie tylko realizacja konkretnych projektow naukowych z zakresu ewolucji
cztowieka, migracji populacji czy badania wymartych gatunkow zwierzat, ale takze
prowadza intensywne badania nad opracowaniem metodyk pozwalajacych na
otrzymanie autentycznych rezultatow i zwigkszeniem rozdzielczosci analiz kopalnego
DNA. W Polsce tylko nieliczne osrodki zajmuja sig¢ ta tematyka, a badania dopiero
zaczynaja si¢ rozwija¢ (Witas 2007; Juras 2008; Bogdanowicz i in. 2009; Stankovi¢ i
in. 2011).

Niniejsza praca jest pierwsza w zakresie badan etnogenezy Stowian, w ktorej
wykorzystano analizy polimorfizmu kopalnego mitochondrialnego DNA. Ze wzgledu
na brak kopalnych danych poréwnawczych z terenéw Polski, jak rowniez z innych

miejsc zamieszkatych przez populacje stowianskie, praca ta nabiera charakteru
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innowacyjnego i stanowi pewien wstgp do badan, ktore w przysztosci beda mogty by¢

prowadzone na znacznie wigksza skalg.

1. Dotychczasowe badania etnogenezy Stowian

1.1. Koncepcje i interpretacje archeologiczne

W archeologii rekonstrukcje etnogenezy opieraja si¢ przede wszystkim na
analizie zmienno$ci w czasie i przestrzeni przedmiotowych wytworow kulturowych, a
zatem kultury materialnej. Wedlug podejscia tradycyjnego ,,badanie miejsca
pochodzenia etnosow, to poszukiwanie maksymalnej jednolitosci wytworow czlowieka,
czyli maksymalnej jednolitosci kultury archeologiczne;” (Mamzer 2004). Zgodnie z
metoda archeologiczno-osadnicza zapoczatkowana przez Gustafa Kossing, majaca
swoje zrodta w szkole kulturowo-historycznej, archeologiczne obszary kulturowe,
wykreslone sa zasiggiem podobienstw wytworow materialnych i pokrywaja si¢ we
wszystkich czasach z danymi ludami, czyli grupami etnicznymi. Powyzsza metoda
stanowi podstaw¢ migracjonizmu, pogladu wedlug ktoérego kultura materialna
wspolnoty etnicznej jest cecha stala i niezmienna, a kazda jej radykalna zmiana,
spowodowana dyfuzja lub migracja obcej etnicznie ludno$ci, jest utozsamiana z
jednoczesna zmiang etniczng (Mamzer 2001).

W przeciwienstwie do tradycyjnego podejscia, nowe tendencje w archeologii
moéwia, ze relacje migdzy kultura archeologiczna, a etnosem czyli ludem nie sa znane,
poniewaz kultura archeologiczna jest konstruktem archeologdéw, czyli sposobem, w
jaki porzadkowany jest materiat zrodtowy (Mamzer 2004). Wedtug Mamzera (2001:
9) opierajacego si¢ na ustaleniach Gadamera (1993) i Ricoeura (1989): ,, badacz nie
jest w stanie wnikngcé w psychike badanych przez siebie spoleczenstw minionych, tak
by bylo mozliwe odtworzenie ich interpretacji rzeczywistosci. Trzeba przyjac, Ze
wytwory kultury minionej, ktore badamy sq rezultatem naszej wiasnej interpretacji
przez pryzmat kultury, w ktorej uczestniczymy”. Zgodnie z nowymi perspektywami
badawczymi zmiana kultury materialnej nie koniecznie musi oznacza¢ zmiang
ludno$ci 1 analogicznie ciaglos¢ kulturowa, nie musi by¢ zwiazana z ciagloscia

etniczng (Mamzer 2001).



Na bazie prowadzonych od wielu lat badan kultury materialnej, zostaty
wysuni¢te dwie skrajne hipotezy dotyczace pochodzenia Stowian. Pierwsza z nich
zwana jest teorig autochtoniczng i umieszcza pierwotna siedzibe Stowian w dorzeczu
Odry i Wisty, a takze przyjmuje, ze w okresie wczesnego Sredniowiecza (na przetomie
V i VI wieku n.e.) grupy te zajely tereny Europy wschodniej oraz duze obszary
Europy potudniowej (Batkany) (Kostrzewski 1961). Zwolennicy powyzszej
koncepcji, a wigc zachodniego usytuowania pierwotnej siedziby Stowian zwani
autochtonistami (Kurnatowski 1977, 1992; Leciejewicz 1989, 2002; Brzostowicz
1994; Makiewicz 2001, 2005), popieraja obecnos¢ kontynuacyjnego charakteru
przemian pomig¢dzy okresem rzymskim i wczesnym S$redniowieczem oraz wspieraja
teori¢ formowania Stowianszczyzny, przynajmniej od okresu rzymskiego na ziemiach
dorzecza Odry i Wisty. Wedtug niektorych badaczy pierwszym ogniwem Kkultury
wczesnostowianskiej mogla by¢ kultura przeworska (Buko 2006) zajmujaca znaczne
obszary Polski $rodkowo-zachodniej, potudniowej i w pdzniejszym okresie rowniez
potudniowo-wschodniej, ktorej czas funkcjonowania przypadat na Il w. p.n.e. do V

w.n.e.

Rycina 1. Pochodzenie Stowian na podstawie teorii autochtonicznej; strzatkami zaznaczono

kierunki migracji.

Kostrzewski (1961) jako jeden z pierwszych zwolennikéw teorii

autochtonicznej, poszukiwal etnosu prastowianskiego jeszcze wczesniej, czyli w
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poczatkach kultury tuzyckiej, datowanej na Ill okres epoki brazu (1300-1100 p.n.e),
ktora swym zasiggiem obejmowata wigkszo$¢ obszarow wspotczesnej Polski. Z kolei
kultura tuzycka miata wywodzi¢ si¢ z kultury przedtuzyckiej, w ktérej duzy udziat
mialy stanowi¢ elementy sasiadujacej kultury trzcinieckiej z wczesnej epoki brazu
(1900-1000 p.n.e.). Jazdzewski (1981) uwazal, idac jeszcze dalej, ze kultura
trzciniecka jest kontynuacja kultur pdéznoneolitycznych i wywodzi si¢ z grupy kultur
ceramiki sznurowej, datowanych na Il tysiaclecie p.n.e.

Druga archeologiczna hipoteza nazywana allochtoniczna, zaktada ze Stowianie
pochodza z matego obszaru o wielkosci ok. 300 tys. km?, ktory zlokalizowany byt
w obszarze rzek Dniepr i Prype¢. Mieli oni z niego ekspandowa¢ w V i VI w. n.e. na
obszary Europy srodkowe;j i potudniowej (Godtowski 2000). Zwolennicy tej hipotezy
(Maczynska 1996; Parczewski 1988, 1998, 2002; Dulinicz 2001; Kokowski 2002)
przyjmuja réwniez, ze w okresie rzymskim dorzecze Odry i Wisty miato by¢
zamieszkane przez plemiona germanskie wywodzace si¢ ze Skandynawii,
identyfikowane z kultura przeworska i kultura wielbarska. Kultura wielbarska
obejmowata obszar wspodlczesnej potnocnej i wschodniej Polski oraz zachodnia
Ukraing. Okres jej funkcjonowania przypada na I do V w. n.e. Zaréwno kultura
przeworska jak i wielbarska, w okresic wedrowek ludow miaty przenies¢ sig
w kierunku zachodniej Europy. Zgodnie z teoria allochtoniczna dorzecze Odry i Wisty
miato by¢ przez pewien czas niezasiedlone, a z poczatkiem wczesnego $redniowiecza
miaty przybywac tu liczebne grupy Slowian pochodzace z Europy wschodniej
(Godtowski 1979). Wedlug allochtonistow pierwotna kolebka Stowian byta kultura
kijowska (uksztaltowana na bazie kultury czerniachowskiej), ktora trwata od III-1V w.
n.e. i obejmowata obszar dorzecza srodkowego i géornego Dniepru. Kultura kijowska
poprzez wykazywanie ciaglo$ci Wyrobow kulturowych miata by¢ poprzedniczka
kultury archeologicznej praskiej, zlokalizowanej w Europie $srodkowej, jak rowniez
pienkowskiej umiejscowionej w dorzeczu Dniepru 1 Prypeci oraz koloczynskiej
znajdujacej si¢ na pétnoc od kultury Pienkowskiej, ktérych poczatki obserwowane sa

na wschodzie w VV w n.e.
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Rycina 2. Pochodzenie Stowian zgodnie z teoria allochtoniczna; strzatkami zaznaczono

kierunki migraciji.

Wielu archeologow utozsamia kulture stowianska z tak zwana Ceramika typu
,praskiego”, ktora znajdowana byla na osadach wczesnostowianskich. Ceramika
»praska” w przeciwienstwie do bogato zdobionej ceramiki z terendéw wplywow
rzymskich byta znacznie ubozsza w swym wykonaniu, bowiem stanowity ja naczynia
gliniane, r¢cznie lepione i nieozdobione. Jej rozprzestrzenienie ze wschodu na zachod
mialo by¢ jednym z dowodow na wschodnie pochodzenie Stowian. Jednak jak podaje
Curta (2001) ceramika ,,praska” niekoniecznie mogla reprezentowac kultur¢ Stowian,
poniewaz jej wystgpowanie na szerokim obszarze wskazuje na mozliwo$¢
jej uzytkowania takze przez inne ludy.

Aspekty metodologiczne archeologii kulturowo-historycznej czyli podejscia
tradycyjnego widoczne sa przede wszystkim w badaniach zwolennikéw koncepcji
allochtonicznej, ktorzy uwazaja, Ze te same wytwory materialne musialy zosta¢
wykonane przez tych samych wytworcow. I w zwiazku z tym, jesli kultura materialna
wczesnostowianska réznita si¢ od kultury materialnej okresu rzymskiego,
to wytworcami kultur musiaty by¢ rézne grupy etniczne. Z kolei jak uwaza Mamzer
(2001), autochtonisci z jednej strony traktuja podobienstwa w kulturze materialnej
jako rezultat funkcjonowania grupy te podobienstwa wytwarzajacej, a z drugiej strony
znaczna rdéznica w sposobie wyrobu i ozdabianiu naczyn i innych przedmiotow

uzytkowych, nie stanowi dla nich argumentu na rzecz odrgbnosci etnicznej.
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Przykladem takiej niekonsekwencji mialo by¢ szukanie §ladow kultury slowianskiej
W kulturze tuzyckiej.

Posrod badaczy wezesnej stowianszczyzny jedyna bezsprzeczna teza pozostaje
stwierdzenie, ze kultura archeologiczna z okresu wplywow rzymskich réznita si¢ od
kultury archeologicznej wczesnego $redniowiecza. Zatem problem dotyczy glownie
tego, czy te roznice byly spowodowane konsekwentng ciaglta zmiana — kontynuacja,
czy tez miaty charakter naglej, przedzielonej luka czasowa zmiany czyli
dyskontynuacji i czy pociagaly za soba przemiany populacyjne i spoteczne, czy tez
nie. Kwestig sporna pozostaje rowniez gloszone przez allochtonistow stwierdzenie
o ,,gwaltownej ekspansji” Stowian w poczatkach V/VI w.n.e, i ogromnym przyroscie
demograficznym. Przeciwnicy allochtonistow uwazaja, ze jest to wizja mato
prawdopodobna, co potwierdzaja roOwniez przeprowadzone badania demograficzne
sugerujace obecno$¢ matego demograficznego potencjalu wyjSciowego populacji
Stowian (Barford 2001; Piontek 2006).

Wedhug zwolennikéw dyskontynuacyjnego charakteru przemian, na przetomie
okresu rzymskiego i wczesnego $redniowiecza istniat tzw. hiatus absolutny, ktory
oznacza brak znalezisk kultury materialnej, co réwnoznaczne jest z brakiem
egzystencji ludzkiej (Zak 1985). Wedtug allochtonistow takie zjawisko zwane
réwniez ,,pustka osadnicza” mialo miejsce w momencie gdy tereny zamieszkate
w okresie rzymskim przez Germanow, w IV w.n.e. zostaly przez nich opuszczone.
Ziemie te przez pewien okres czasu mialy by¢ niezamieszkate i dopiero w V i VI
wieku przybywali tam Stowianie ze wschodu. Kwestia ,,pustki osadniczej” 1 jej
istnienia, jest coraz czgiciej podwazana przez archeologow glownie ze wzgledu
na brak przebadania dostatecznej ilosci stanowisk archeologicznych. Makiewicz
(2001) przedstawit dowody, ktore moga $wiadczy¢ o istnieniu ciagto$ci zaludnienia,
a wigc barku pustki osadniczej. Prowadzac badania na stanowiskach archeologicznych
w  Wielkopolsce, datowanych na okres wedrowek ludow, odkryt istnienie
przeworskich naczyn zasobowych ksztattu jajowatego, ktore sa w znacznym stopniu
podobne do ceramiki typu ,,praskiego”. Na tej podstawie stwierdzit, Ze w ostatniej
fazie kultury przeworskiej nastapito znaczne zubozenie 1 ujednolicenie ceramiki
przeworskiej i jej upodobnienie do ceramiki ,praskiej”, co z kolei moze by¢
argumentem na rzecz ciagtosci zaludnienia.

Oprécz skrajnych kontynuacyjno - dyskontynuacyjnych pogladow, istnieje

roOwniez zalozenie o mozliwos$ci istnienia tzw. hiatusu relatywnego, ktoéry dopuszczat
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istnienie stref - regionéw kontynuacji czyli braku hiatusu oraz regionoéw
dyskontynuacji  czyli obecnosci hiatusu. Przyktadem jest koncepcja etnicznej
szachownicy Hensla (1991), wedtug ktorej Stowianie i Germanie w okresie wpltywow
rzymskich mogli wspotegzystowaé w tych samych kregach kulturowych.

Trwajacy od ponad stu lat spér autochtonistow i1 allochtonistow, czgsto
uwarunkowany byl czynnikami politycznymi i ideologicznymi, szczegdlnie w XX
wieku. W czasach hitlerowskich archeolodzy niemieccy czgsto podkreslali dowody
$wiadczace o allochtonicznym pochodzeniu Stowian, z kolei po II Wojnie Swiatowej
w znaczacym stopniu przewazaly koncepcje autochtoniczne (Urbanczyk 2006).
W latach 90 XX w. i po 2000 roku odbywaly si¢ liczne konferencje i dyskusje
poswigcone Stowianom, publikowane byly takze teksty omawiajace rozne aspekty
badan nad wczesna Stowianszczyzna. Wedlug Urbanczyka (2006) obecne
zroéznicowanie opinii archeologdw na temat pochodzenia Stowian wykracza poza
prosty podziat na allochtonistéw i autochtonistow. A zatem istnieja badacze, ktorzy
uwazaja, ze korzenie Slowian znajduja si¢ w epoce brazu, sa takze archeolodzy,
ktorzy opowiadaja si¢ za powolnym formowaniem si¢ Slowianszczyzny w [
tysiacleciu n.e. na ziemiach polskich, z kolei przeciwni kontynuacji kulturowej
I demograficznej, sa ci, ktorzy uwazaja Stowian za populacje, ktora zasiedlita ziemig
opuszczong wezesniej przez ludy germanskie, a jeszcze inni wskazuja na materialne

dowody kontynuacji migdzy kultura przeworska, a kultura wczesnostowianska.
1.2. Zrédla historiograficzne

Roézne koncepcje dotyczace pochodzenia Stowian moga wynikaé nie tylko
z roznej interpretacji archeologicznej, ale takze z r0znej interpretacji zrodet
historiograficznych. Mata liczba zrodet pisanych, a takze ich fragmentaryczno$é
i subiektywny sposoOb interpretacji sprawiaja, ze nie jesteSmy w stanie dokladnie
okresli¢  czasu 1  miejsca  wyodrebnienia  si¢  Stowian.  Najstarsze
wczesnosredniowieczne zrodta historiograficzne pochodza z VI-VII w n.e.
(Tyszkiewicz 1994), natomiast najstarsze teksty antyczne, w ktorych poszukuje si¢
Stowian pochodza nawet z V W p.n.e. i sa one autorstwa m.in. Tacyta, Ptolemeusza,
Strabona czy Herodota z Heraklitu. Z VI wieku n.e. pochodza istotne dla historykow

dzieta Jordanesa i Prokopa z Cezarei. Pierwszy z nich napisat stynna Getice, w ktorej
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opisuje losy Gotow i Gepidow. W zZrédle tym Jordanes okresla obszar ,,Scytii” lezacej
na wschod od ,,Germanii” zasiedlonej przez Wenedow/Wenetow nazywanych takze
Sklawenami i Antami, ktorzy utozsamiani sa przez wielu historykéw ze Stowianami
(Curta 2006). Pohl (2006) uwaza jednak, ze Jordanes nie utozsamial bezposrednio
Wenetoéw ze Stowianami, a jedynie twierdzit, ze Stowianie moga od nich pochodzi¢
lub tez sa jedna nazwa posréd mnogich ludéw nazywanych ogdélnie Wenetami.
Roéwniez w dzietach Prokopa pojawity si¢ podobne nazwy, czesto laczone ze
Stowianami jak Sklawinowie i Antowie, a takze niespotykana w innych zrodiach
nazwa Spory (Strzelczyk 2005).

Kolejne zrodta pisane pochodza z VII i VIII wieku i nazywane sa anonimem
lub Kosmografem z Rawenny. W nich takze zawarte sa opisy Scytii, lecz sam autor
nie potrafi poda¢ jej dokladnej lokalizacji, uzywa jedynie stwierdzenia iz jest ona
potozona ,,okofo szostej godziny nocy” (Strzelczyk 2005). Jeszcze innych informacji
dostarcza Geograf Bawarski (z IX wieku), ktory jest jednym z pierwszych zrodet
odnoszacych si¢ do dziejow wczesnej Stowianszczyzny. W pisSmie tym mozna znalez¢é
wzmiank¢ o kraju zwanym Zeriuani, z ktorego mialy pochodzi¢ wszystkie
stowianskie plemiona. Autor nie zamiescil jednak zadnej informacji na temat jego
lokalizacji.

Alinei (2003) krytykuje niektorych historykéw za zla interpretacje zrodet
pisanych. Jako przyktad podaje opis lokalizacji Wenetow stworzony przez Jordanesa,
ktory opisuje, ze zasiedlali oni obszar ,,od zrodet rzeki Wisty i niewspOimierne
obszary”. Alinei (2003) uwaza, ze tym stwierdzeniem Jordanes nie podaje informacji
na temat ich wedrowki na te ziemie, a jedynie stwierdza statu quo. Badacz ten
podkresla jednoczesnie, ze pierwsza wzmianka na temat danej populacji w zrodtach
pisanych zalezy od narodzin pisma, a nie od narodzin ludzi tworzacych ta populacje.

Barford (2006: 110) z kolei krytykuje archeologéw moéwiac, ze zbyt Czgsto
naduzywaja zrodet historiograficznych, bo tak naprawdg to: ,,Zrddla pisane stanowiq
jedynie jeden z rodzajow swiadectw historycznych i nie powinny mie¢ pierwszenstwa
przed innymi tylko dlatego, ze na pierwszy rzut oka wydajq sie by¢ , tatwiejsze” czy

bardziej zrozumiale w odczytaniu”.
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1.3. Analizy jezykoznawcze

Kwestia pochodzenia Stowian rozstrzygana jest takze na poziomie badan
jezykoznawczych. Wedtug Barforda (2006) nazwa Stowianie, to grupa, ktora zostata
utworzona przez jezykoznawcoéw na podstawie klasyfikacji stosunkowo nowych
jezykoéw i przeniesiona w przesztos$¢ z uwzglednieniem tego, ze nowozytne jezyKi
rozwinety si¢ z innego jezyka. W tym konkretnym przypadku mialo chodzié¢
o wyodrgbnienie si¢ jezyka stowianskiego z innych grup nalezacych do rodziny
jezykéw indo-europejskich. Ta ewolucja jgzyka miata zachodzi¢ w dalekich czasach
prehistorycznych, gdzie nie byto jeszcze zrodet pisanych i skad dane archeologiczne
nie sa na tyle kompletne, aby dawaty mozliwos¢ przesledzenia tego procesu.

Wielu lingwistow poszukuje tak zwanej praojczyzny Stowian i w tym celu
prowadza swoje prace w kilku obszarach badawczych. Poszukuja przede wszystkim
miejsc, w ktorych powstaty najstarsze stowianskie nazwy geograficzne w tym gléwnie
nazw rzek. Porownuja takze pod wzgledem strukturalnym i leksykalnym jezyki
stowianskie z innymi jezykami, okre$laja, jakie jezyki sasiadowaty z jezykiem
stowianskim i jaki wptyw mogly mie¢ na jego rozwoj. Trzecia ptaszczyzna analiz
lingwistycznych jest badanie nazw ro$lin i zwierzat pod wzglgdem ich pochodzenia
i porbwnywanie z miejscami, w ktorych w przesztosci wystgpowaty te endemiczne
gatunki (Barford 2006).

Prowadzone badania podobnie jak analizy archeologiczne czy historyczne nie
przynioslty jednoznacznych odpowiedzi na pytanie o pochodzenia Stowian. Gotab
(1992) poszukiwat poczatkoéw jezyka stowianskiego juz w I pot. III tysiaclecia p.n.e.,
uwazajac, iz w tym czasie protoplasci Stowian tworzyli wraz z przodkami plemion
germanskich i battyckich dialektalny odtam potnocno-praindoeuropejski. Okoto 1000
r. p.n.e. miato dojs¢ do utworzenia wspdlnoty battyjsko-stowianskiej, z ktorej
wyodrgbnil sig¢ jezyk prabattyjski i prastowianski. Niektorzy lingwisci sa przeciwni
istnieniu  wspodlnoty, sugerujac iz jezyki wchodzace w jej sktad ewoluowaly
w zupelnie osobnych procesach etno-lingwistycznych, a dopiero w pozniejszym
czasie na skutek bliskiego sasiedztwa miaty si¢ do siebie upodobni¢ (Mallory 1989).

Polscy jezykoznawcy jak Manczak (1997, 1998, 1999, 2000) wskazuja
na zachodnia praojczyzng Stowian. Argumentem przemawiajacym za ta teorig miato
by¢ mniejsze podobienstwo jezyka Stowian do Battow niz do Germanodw,

co sugerowalo, ze ziemie stowianskie zlokalizowane byly migdzy tymi dwoma
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populacjami. Gotab (1992) lokalizuje praojczyzng Stowian na zachodnio-§rodkowym
Podnieprzu. Stawski (1998) uwaza, ze Stowianie pochodza z lesistych i stepowych
terenéw znajdujacych si¢ za Dnieprem. Z kolei Popowska—Taborska (1991, 2001)
mowi, ze nie mozna w sposob jednoznaczny okresli¢ miejsca pierwotnej siedziby
Stowian, ale podkresla niezaprzeczalny fakt rozszczepienia si¢ jezyka
prastowianskiego na trzy grupy: zachodnia (obejmujaca: Polakéw, Stowakow,
Czechow 1 nieliczna grupe Slowian potabskich), potudniowa (obejmujaca:
Stowencéw, Bosniakow 1 Czarnogércow, Serbow, Chorwatéw, Butgaréw
1 Macedonczykow) i wschodnia (obejmujaca: Rosjan, Biatorusindw i Ukraincow),
ktére moglo nastapi¢ w czasie rozpoczecia ich wezesnosredniowiecznej ekspansji.

Z kolei Alinei (2003) przytacza argumenty zaprzeczajace istnieniu ,,wielkiej
migracji Stowian” w V i VI w. n.e. oraz ich ekspansji ze §rodkowo - wschodniej
Europy na potudnie. Potwierdza on istnienie asymetrycznosci jezyka stowianskiego,
ktora o0znacza niejednolito$¢ jezyka poinocno stowianskiego tworzacego dwie osobne
galezie - wschodnia i zachodnia, ktére dziela pewne cechy wspolne z jezykiem
potudniowo-stowianskim.  Jednocze$nie twierdzi, ze z punktu widzenia
geolingwistyki, mogto istnie¢ tylko jedno racjonalne wyjasnienie tej asymetrycznej
przestrzennej konfiguracji jezykowej, mianowicie pierwszym powstatym ogniwem
mial by¢ jezyk poludniowo-stowiafiski, a dopiero w pdzniejszym czasie mialy
uformowac si¢ dwie potnocne galezie jezykowe, kazda w charakterystyczny dla siebie
sposob 1 z wlasciwa sobie historia. Autor powyzszych argumentow jest takze
zwolennikiem tak zwanej teorii PCT (ang. Paleolithic continuity theory), czyli teorii
kontynuacji indo-europejczykow i jezykow od Paleolitu do czasow wspotczesnych.
Teoria kontynuacji paleolitycznej dotyczaca Stowian opiera si¢ na argumentach
zblizonych do teorii Trubaceva, ktory z kolei twierdzil, ze prehistoryczni Stowianie
zasiedlali tereny nie tylko w srodkowej czgsci centralnej Europy, ale takze ziemie
znad $rodkowego Dunaju (Alinei 2000, 2003).

1.4. Badania antropologiczne
Juz od XIX wieku antropolodzy fizyczni zajmowali si¢ pochodzeniem Stowian

probujac opracowywaé metody badania zrdéznicowania morfologicznego populaciji.

Pierwszym badaczem, ktory analizowal Stowian pod katem antropologicznym byt
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Wawrzyniec  Surowiecki.  Stworzyl on  syntetyczna  pracg  stosunkow
antropologicznych  Europy, opierajac si¢ na badaniach zmienno$ci cech
pigmentacyjnych. Kolejni badacze z przetomu XIX i XX w. jak Virchow
czy Rudkowski analizowali juz nie tylko pigmentacje, ale rowniez zrdéznicowanie
morfologiczne czaszek, dzielac ludno$¢ na dtugo- i krotkogtowcow. Podstawa opisu
wszystkich powyzszych opracowan byly §rednie arytmetyczne cech morfologicznych
oraz odsetek ich wystgpowania w populacji, gléwnie cech pigmentacyjnych, a takze
kraniometrycznych (Piontek i in. 2008).

W XX w. przez dlugi okres czasu praktykowane byty analizy typologiczne
w badaniach zroznicowania populacji. Poczatkowo stosowano metody obliczania
sktadow antropologicznych, ktére miaty by¢ odzwierciedleniem struktury
antropologicznej badanych ludno$ci. Skilady te byly formula genetyczna, ktéra
uwzgledniata ilosciowy stosunek wykrzyzowanych elementow obejmujacych rasy
antropologiczne  (Ko¢ka  1958). Powyzsza metoda byla  krytykowana
za niewiarygodno$¢ interpretacji genetycznych i ewolucyjnych w odniesieniu
do badan typologicznych. W zwiazku z powyzszym wprowadzono nowe metody,
obejmujace tzw. ,,punkty odniesienia Wankego” oraz metode¢ stochastycznej korelacji
wielorakiej (Wanke 1955). Badacze uwazali, ze nowe metody bazujace na réznicach
w skladach antropologicznych moga lepiej informowa¢ o odleglosci biologicznej
migdzy populacjami (Piontek i in. 2008).

Antropolodzy, ktorzy na bazie typologii opracowywali swoje analizy dotyczace
etnogenezy Slowian, to migdzy innymi Kocka (1958), Czekanowski (1967) czy
Wiercinski (1976). Na podstawie swoich badan Czekanowski (1967) stwierdzit
istnienie ciagtosci zaludnienia obszaru migdzy Battykiem a Sudetami oraz Karpatami,
od Neolitu az po terazniejszo$¢. Kocka (1958) dodatkowo wykazywal,
ze protostowianski zespol etniczny powstal na obszarze dorzecza Odry 1 Wisty,
a wspolnota praindoeuropejska miata ksztalttowaé si¢ z naddunajskich plemion
w Srodkowej i Srodkowo-Wschodniej Europie. Wierciniski (1976) z kolei
przekonywal, Ze kultura trzciniecka 1 tuzycka ma charakter prastowianski,
co potwierdza kontynuacj¢ zasiedlenia ludnosci od czasu istnienia powyzszych kultur,
do wczesnego sredniowiecza.

Metoda Wankego (1955) zostala wykorzystana roéwniez w pracach
Roznowskiego (1985) oraz Roznowskiego i Gtladykowskiej-Rzerzyckiej (1983).

Badali oni podobienstwo biologiczne ludnosci kultury wielbarskiej do ludnosci
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wezesnoéredniowiecznej z Europy Srodkowej i Polnocnej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ludnos$ci germanskiej — Gotdéw, ktorzy wedtug pewnych koncepcji
mieli zamieszkiwa¢ obszary dorzecza Wisly w okresie rzymskim. Wyniki analiz
wedhug autorow wyzej wspomnianych opracowan nie potwierdzily zawartosci
substratu germanskiego w strukturze morfologicznej ludnos$ci z kultury wielbarskie;.
Seria czaszek uznawanych przez niektoérych, jako Gockie miata by¢ przede wszystkim
podobna pod wzgledem morfologii do ludnos$ci kultury czerniachowskie;j.

Stopniowo metody typologiczne w antropologii fizycznej zostaty zastapione
nowymi  poszerzonymi  metodami z  zakresu paleodemografii.  Modele
paleodemograficzne zaczgto wykorzystywaé w analizach procesow etnogenetycznych
(Piontek 1992). Badania Stowian wschodnich byly prowadzone przez Kozak-
Zychman (1996) i Alekseeva (2002). Szkota rosyjska, ktorej przedstawicielka jest
Alekseeva rozwaza dwie koncepcje pochodzenia Stowian. Pierwsza koncepcja mowi
0 znacznym antropologicznym zréznicowaniu Stowian od poczatku ich powstania.
Druga natomiast wspiera twierdzenie o wyksztalceniu zréznicowania dopiero
w wyniku kontaktu z innymi etnosami w trakcie ich ekspansji i jednoczes$nie popiera
hipotezg o pierwotnych siedzibach Stowian, ktére miaty znajdowaé si¢ na obszarze
od Odry do Dniepru.

Analizg zrdéznicowania antropologicznego populacji z dorzecza Odry 1 Wisly
z okresu rzymskiego i wczesnego $redniowiecza przeprowadzil Dabrowski (2003,
2007). Do tego celu wykorzystal metody analizy odlegtosci biologicznych — odlegtos¢
D? Mahalanobisa oraz metode sktadowych gtéwnych. Wyniki badan Dabrowskiego
zostaly wzbogacone analizami Piontka (2008). Wykorzystujac macierz odlegtosci
biologicznych, wykonat on analiz¢ porownawcza cech morfologicznych czaszek
poprzez poréwnanie populacji z okresu rzymskiego do populacji Stowian. Wyniki
badan zaréwno Piontka (2008) jak 1 Dabrowskiego (2007) wskazuja, ze ,,ludnosé¢
zamieszkujqca dorzecze Odry i Wisty w okresie wplywow rzymskich nie roznila sie
pod wzgledem morfologicznym od Iludnosci zamieszkujqcej te obSzary W okresie
wczesnego Sredniowiecza” (Piontek 1 in. 2008: 19). Piontek i in. (2008)
przeprowadzili rowniez badania poréwnawcze populacji z okresu rzymskiego, czyli
ludnosci  kultury wielbarskiej, przeworskiej 1 czerniachowskiej z populacjami
z dorzecza Odry 1 Wisly (z wczesnego i podznego S$redniowiecza) oraz
ze $redniowiecznymi populacjami ze Skandynawii. Analizy morfologiczne dowiodly,

ze istnieje wysokie podobienstwo morfologiczne populacji z okresu rzymskiego
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do populacji $redniowiecznych z dorzecza Odry i Wisty. Nie wykazano natomiast
podobienstwa morfologicznego do populacji ze Skandynawii, uznawanych przez
niektorych archeologdw za populacje Gotoéw, ktore miaty zasiedla¢ tereny dorzecza
Odry i Wisty w okresie rzymskim.

Oprécz badan zrdéznicowania morfologicznego Stowian prowadzone byty
analizy paleodemograficzne majace na celu sprawdzenie stusznosci tezy o wielkim
przyroscie naturalnym Stowian i ich wielkiej ekspansji na przetomie V i VI w. n.e.
Badania demograficzne zostaty przeprowadzone przy uzyciu migdzy innymi metody
sktadowych gtownych pozwalajacej doktadniej ocenié, jakie skladowe struktury
wymieralno$ci decyduja o zréznicowaniu. Z badan Piontka (2006a) wynika, ze tereny
w dorzeczu Prypeci, Dniepru i Prutu, uwazane przez niektorych archeologow - jak
Godtowski (2000) za pierwotne siedziby Slowian, byly zamieszkale przez populacje
o niskiej dynamice biologicznej i ograniczonej mozliwosci przyrostu naturalnego.

Do badan zmiennosci biologicznej, antropolodzy wykorzystuja rowniez cechy
odontologiczne, glownie ze wzgledu na determinacj¢ genetyczna z¢bow na wczesnych
etapach ich rozwoju i odporno$¢ na warunki $rodowiskowe oraz dobry stan
zachowania. Badania odontologiczne zostaly przeprowadzone na ludnos$ci
z cmentarzysk kultury wielbarskiej poréwnujac je do ludno$ci kultury
czerniachowskiej (Kazak-Zychman i Segeda 1994). Na podstawie powyzszych badan
odontologicznych i kraniologicznych, nie potwierdzono przynaleznosci materiatow
kultury wielbarskiej do ludnosci Gockie;.

W antropologii tematyka pochodzenia Stowian nadal pozostaje aktualna,
0 czym $wiadcza liczne prace Piontka (2001, 2002, 2006a, 2006b, 2009).
Jednoczesnie wyniki wszystkich analiz antropologicznych pozostaja zgodne
ze stwierdzeniem, ze ,,dotychczas Zadne badania antropologiczne, w tym i nasze nie
potwierdzily tezy o dyskontynuacji zasiedlenia obszarow w dorzeczu Odry i Wisty,
miedzy okresem rzymskim a wezesnym sredniowieczem, a wrecz odwrotnie badania te
wykazujq wysokie podobienstwo biologiczne pomiedzy ludnosciq z okresu rzymskiego

I Wezesnego Sredniowiecza, zamieszkujqcq te ziemie” (Piontek 2008: 78).
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1.5. Wspolpraca interdyscyplinarna

Ztozono$¢ problemu etnogenezy Stowian Kkieruje badaczy do podjecia
wspOtpracy na plaszczyznie interdyscyplinarnej. Zwolennicy wspoélczesnej nauki
uwazaja, ze tylko w taki sposéb mozna kompleksowo sprawdza¢ stusznos$¢ tez
stawianych przez archeologéow czy historykéw. Zdanie to podziela réwniez Barford
(2006: 130) odnoszac si¢ do zagadnienia genezy Stowian, mowi: ,, jest catkowicie
Jasne, Ze istnieje pilna potrzeba wypracowania nowego podejscia. Tradycyjne sposoby
koncentrowaly sie wokotl tych samych kwestii i opieraly sie¢ na tych samych
fragmentach swiadectw przez tak diugi czas, Ze trudno teraz dostrzec wyjscie z tego
blednego kota argumentow i kontrargumentow, ktore narosty wokot problemu ™.

Wezeséniej nie zawsze doceniane i stosowane badania interdyscyplinarne
obejmuja swym zakresem nie tylko wspolprace archeologow z antropologami czy
lingwistami, ale rowniez wspolprace ze specjalistami z waskich dziedzin nauki
biologii czy biochemii, ktorzy oferuja zastosowanie najnowocze$niejszych technik
badawczych, pomocnych migdzy innymi w oznaczeniu chronologicznym znalezisk,
ale takze w badaniach populacyjnych. W ostatnich latach coraz czgsciej stosuje sig
metody izotopowego datowania materiatéw (Leach i in. 2009), czy izotopowej analizy
szkliwa nazgbnego, ktore pomagaja w rekonstrukcji migracji i pochodzenia populacji
(Price i in. 2004). Ogromne mozliwosci daja techniki badawcze biologii molekularnej
umozliwiajace prowadzenie badan kopalnego DNA. Bogate zbiory antropologiczne
i archeologiczne moga by¢ dobrym zrodtem materiatéw do analiz kopalnego materiatu
genetycznego. Na swiecie istnieje kilka osrodkow badawczych, ktorych laboratoria
specjalizuja si¢ W prowadzeniu tego typu badan. Stosowane przez nich sprawdzone
techniki izolacji kopalnego materialu genetycznego, amplifikacji metoda PCR
1 sekwencjonowania prowadzone w okreslonych warunkach, w duzym stopniu
pozwalaja na uzyskanie autentycznych rezultatow. Z kolei odpowiednia interpretacja
i zaawansowana analiza statystyczna wynikéw umozliwia wykorzystanie ich do

badania struktury genetycznej, migracji czy pochodzenia populacji.
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2. Kopalny DNA

Kopalny DNA to endogenny material genetyczny, ktéry moze by¢ izolowany
post-mortem ze szczatkow organizmoéw. Kopalne matryce DNA pod wpltywem
czynnikow $rodowiska, a takze enzymow nukleolitycznych uaktywnionych po $mierci
komorek, ulegaja uszkodzeniom i stopniowej degradacji. To powoduje, ze
w kopalnych probach materiat genetyczny wystepuje zwykle w matych iloSciach,
w postaci krotkich fragmentéw (Willerslev i Cooper 2005). Tak zmodyfikowany
aDNA (ang. ancient DNA), stanowi niezwykle wyzwanie dla badaczy zajmujacych si¢
jego izolacja i analiza. Niewielka jego ilo$¢, a takze liczne uszkodzenia sprawiaja, ze
znacznie wzrasta ryzyko kontaminacji badanego materiatu, egzogennym
wspotczesnym DNA. Dlatego wstgpne procedury pracy z prébami, z ktorych maja by¢
izolowane kopalne matryce DNA, sa znacznie bardziej restrykcyjne i roznia si¢ w
istotny sposob od procedur stosowanych w badaniach wspoétczesnego DNA.
Przestrzeganie okreslonych zasad w trakcie pozyskiwania materiatu, a takze pracy w
laboratorium, moze znacznie zwigkszy¢ skuteczno$é otrzymania autentycznych

rezultatow.
2.1. Historia badan kopalnego DNA

Badania kopalnego DNA prowadzone sa na $wiecie od niemal 30 lat. Pierwsze
prace z tej tematyki ukazaty si¢ w latach 80-tych i staty si¢ poczatkiem i podstawa
wszystkich dzisiejszych projektow badan aDNA prowadzonych w wielu osrodkach
naukowych na calym $wiecie. W roku 1980, chinscy badacze ze Szkoty Medycznej
Hunan po raz pierwszy udowodnili, ze w tkankach szczatkow ludzkich moze by¢
zachowany DNA  (Hummel 2003). W roku 1984, Higuchi wraz
ze wspotpracownikami przeprowadzil pierwsza probg izolacji kopalnego
mitochondrialnego DNA. Badany materiat pochodzit z tkanki skornej kwagi (quagga)
— wymarlego zwierzecia z rodziny koniowatych (Higuchi i in. 1984). Zaraz potem
Péadbo (1985) opublikowatl wynik sekwencjonowania fragmentu jadrowego DNA,
nalezacego do mumii egipskiej pochodzacej sprzed 2 400 lat. Przetomowym
momentem dla analiz kopalnego materialu genetycznego, byto odkrycie tancuchowej

reakcji polimerazy (PCR) przez Mullisa i Faloona w roku 1987. Nowa technika
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umozliwila amplifikacj¢ i1 badanie nawet pojedynczej czasteczki DNA, ktéra moze
przetrwaé¢ w kopalnym materiale. To z kolei zapoczatkowato szybki rozwoj
i zroznicowanie badan aDNA, co zaowocowalto pojawianiem si¢ wielu publikacji z tej
tematyki (Padbo i Wilson 1988; Padbo 1989; Padbo i in. 1989; Thomas i in. 1989).
Pod koniec lat 80-tych pojawita si¢ pierwsza praca opisujaca sukces izolacji
kopalnego DNA z kos$ci (Hagelberg 1989). Publikacja ta udowodnita, ze materiaty
kostne zgromadzone w réznych osrodkach antropologicznych, muzeach czy tez
wydobywane na biezaco podczas wykopalisk archeologicznych, moga stanowié
doskonate zrodto aDNA.

Jednym z najwigkszych probleméw badaczy zajmujacych si¢ kopalnym DNA
jest wysokie ryzyko kontaminacji badanych probek wszechobecnym wspotczesnym
DNA. Udowodniono, ze metoda PCR pomimo wysokiej efektywnosci i wielu zalet,
moze rowniez powodowaé wzrost ryzyka amplifikacji zanieczyszczen w postaci
egzogennego DNA, preferencyjnie wobec krétkich fragmentéw endogennego aDNA
(Mulligan 2005). Ta zwigkszona wrazliwo$¢ na kontaminacje moze powodowaé
otrzymanie fatszywie pozytywnych wynikow. Autorzy niektorych prac, szczegodlnie
tych pierwszych z lat 80-tych, ale takze 90-tych, nie zwracali uwagi na mozliwos¢
kontaminacji prob egzogennym materialem genetycznym i w zwiazku z tym nie
przestrzegali obecnie stosowanych istotnych procedur laboratoryjnych, ktore miaty
zwigksza¢ skuteczno$¢ otrzymania autentycznych rezultatow. W zwiazku
z powyzszym zakwestionowano autentyczno$¢ wynikow zawartych w wielu
spektakularnych publikacjach, ktore dotyczyly m.in. otrzymania sekwencji DNA
z roslin datowanych na wiele milionéw lat (Soltis 1 in. 1992; Golenberg i in. 1990),
wyizolowania DNA z ko$ci dinozaura (Woodward i in. 1994) czy tez otrzymania
DNA z owadow uwigzionych w bursztynach sprzed 25-40 milionéw lat (Cano i in.
1992). Z biegiem czasu wyniki wielu prac, do ktorych zaliczy¢ mozna réwniez
publikacje Higuchi i wsp. (1984), a takze Padbo (1985) zakwestionowano, ze wzgledu
na podejrzenia, ze material genetyczny izolowany z kopalnych prob nie zawsze byt
autentycznym, endogennym DNA badanych osobnikow (Shapiro i Hofreiter 2012).

Wiele badan prowadzonych w ostatniej dekadzie znacznie wzbogacito wiedzg
na temat kopalnego DNA. Obecnie wiadomo, ktore z czynnikéw Srodowiskowych
istotnie wptywaja na stopien zachowania aDNA, a takze, jakie rodzaje uszkodzen
materiatu genetycznego najczesciej wystepuja w kopalnych probach. Wiele wiadomo

rowniez o zrodtach kontaminacji wspotczesnym DNA i kontroli ich obecnosci w
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probach. Na bazie tej wiedzy stworzono specjalne procedury pracy z aDNA i
metodyki badawcze umozliwiajace rzetelna weryfikacje uzyskanych rezultatow
(Kirsanow i Burger 2012).

2.2. Charakterystyka czgsteczek kopalnego DNA

Badania kopalnego DNA obejmuja analizy materiatdéw biologicznych, ktore sa
starsze niz 75 lat (Graham 2007). Kopalny DNA w przeciwienstwie do DNA
pochodzacego z zywych komorek, ulega stopniowej degradacji i modyfikacji post-
mortem. Zmiany te zalezne w duzej mierze od czynnikéw $rodowiskowych, sa obok
kontaminacji wspoétczesnym materiatem genetycznym, jednym z glownych

problemoéw pracy z aDNA.

2.2.1. Degradacja i uszkodzenia kopalnego DNA post-mortem

Degradacja DNA rozpoczyna si¢ natychmiast po $mierci organizmu. DNA
ulega fragmentacji pod wptywem uwolnionych endogennych nukleaz, ktore katalizuja
hydroliz¢ wiazan fosfodiestrowych wewnatrz jego czasteczek (Graham 2007). Oprocz
enzyméw nukleolitycznych, materiat genetyczny degradowany jest przez
mikroorganizmy jak bakterie, grzyby, czy glebowe bezkregowce, a takze
modyfikowany jest przez spontanicznie zachodzace procesy chemiczne jak oksydacja
czy hydroliza (Binladen i in. 2006; Lindahl 1993; Hofreiter i in 2001b). W niektorych
rzadkich przypadkach, kiedy tkanki ulegna gwattownemu wysuszeniu tuz po $mierci
organizmu, DNA moze unikna¢ degradacji powodowanej przez dziatanie enzymow
nukleolitycznych czy mikroorganizméw (Paabo i in. 2004). Roéwniez wysokie stezenia
soli czy niskie temperatury moga niszczy¢ lub inaktywowac endonukleazy i tym
samym - zabezpieczal czasteczki kwaséw nukleinowych przed ich redukcja do
mononukleotydow (Hofreiter i in. 2001b). Pomimo zahamowania dziatania enzymow
nukleolitycznych, DNA moze nadal podlega¢ r6znym procesom chemicznym, W tym
hydrolitycznym czy oksydacyjnym, ktoére w sposob wolniejszy, ale ciagly beda go
modyfikowacé. Wiele z tych procesow jest identycznych albo podobnych do tych,
ktére pojawiaja si¢ w zywych komorkach. Po §mierci organizmu skutki tych procesow

nie moga zosta¢ naprawione ze wzglegdu na brak komodrkowych systemow
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naprawczych (Lindahl 1993). Wskutek tego, zniszczenia akumuluja si¢ do momentu,
w ktorym DNA ulegnie pelnej degradacji, co jest rownoznaczne z catkowita utrata
informacji o sekwencji nukleotydow. Reakcje PCR umozliwiaja amplifikacje¢ tych
fragmentéw DNA, w ktorych dezintegracja czasteczek nie zostata w petni ukonczona.
Sekwencje, ktore ta droga mozna uzyskaé, zazwyczaj sa zredukowane do fragmentow
o dhugosci od 100 do 200 par zasad (Graham 2007); wyjatkowo, w przypadku bardzo
dobrze zachowanego materiatu biologicznego, mozna amplifikowa¢ fragmenty do 500
par zasad (Ho6ss i in. 1996). Fragmentacja kopalnego aDNA jest spowodowana
gtownie procesami hydrolitycznymi i oksydacyjnymi (Lamers i in. 2009).

‘Atak’ hydrolityczny na DNA moze powodowaé peknigcie wiazania
N-glikozylowego, ktore taczy cukier - deoksyryboze z zasada azotowa, powodujac w
ten sposob oderwanie puryny lub pirymidyny i uformowanie tzw. miejsc AP (ang.
apurinic/apyrimidinic). Mimo, ze zjawisko dotyczy zaréwno puryn jak i pirymidyn,
to jednak cze$ciej wystepuje rozerwanie wiazania pomiedzy deoksyryboza i zasada
purynowa (stad polska nazwa tego typu zmian: depurynacja). Miejsca AP moga
dodatkowo powodowaé rozerwanie tancucha DNA albo blokowaé aktywno$é
polimerazy w reakcji PCR (Lindahl 1993). Stopien depurynacji lub depirymidacji
zalezy od wielu czynnikow zewngtrznych, w tym od warunkow srodowiska, w Ktorym
odnalezione zostaly szczatki, z ktorych izolowany byl DNA, a takze od pdzniejszych
warunkéw, w jakich przechowywane byty proby (Lamers 1 in. 2009).

Oprécz tworzenia miejsc AP, zniszczenia hydrolityczne moga powodowac
deaminacj¢ DNA, skutkujaca modyfikacja zasad azotowych. Najczesciej takim
zmianom podlegaja pirymidyny, czyli cytozyna i jej pochodna 5-metylocytozyna.
Modyfikacja tych nukleotydow powoduje ich zamiang odpowiednio do uracylu albo
tyminy, co z kolei powoduje pojawienie si¢ tranzycji G—A podczas amplifikacji
czasteczki DNA (Axelsson i in. 2008; Brotherton i in. 2007; Briggs i in. 2007; Gilbert
i in. 2003; Lamers i in. 2009). Deaminacja moze réwniez dotyczy¢ zasad purynowych
— adeniny i guaniny, jednakze jest to zjawisko wystepujace znacznie rzadziej. Adenina
pod wplywem deaminacji przeksztatca si¢ w hipoksantyng, ktora odczytywana jest
przez polimerazeg, jako guanina i powoduje powstanie tranzycji A/G lub T/C
(Brotherton i in. 2007).

W przypadku badan kopalnego DNA oprocz uszkodzen hydrolitycznych
istotne sa takze uszkodzenia powstajace na skutek dziatania czynnikow

oksydacyjnych. Reakcje oksydacyjne zwiazane sa z dzialaniem reaktywnych form
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tlenu takich jak: nadtlenek wodoru, wolny rodnik wodorotlenowy czy anionorodnik
ponadtlenkowy ( Péadbo i in. 2004). Gtéwnymi miejscami ataku czastek tlenowych sa
wigzania pomigdzy pirymidynami 1 purynami oraz wigzania Ww pierscieniu
deoksyrybozy. Skutkiem takiego ataku jest fragmentacja pierScieni zasad oraz cukru,
co prowadzi do powstania migdzy innymi hydantoin. Zwiazki te nie sa rozpoznawane
przez polimerazg DNA, przez co sa inhibitorami reakcji PCR (Graham 2007; Lamers i
in. 2009; Dizdaroglu i in. 2002). Niektore z oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad
moga tworzy¢ 8-hydroksyguaning, ktoéra odczytywana jest przez polimerazg, jako
adenina, w zwiazku z tym, do nowej syntetyzowanej nici wiaczana jest tymina, co
powoduje powstanie transwersji G—T. Oprocz 8-hydroksyguaniny moga powstawac
inne produkty uszkodzen oksydacyjnych, prowadzace do transwersji rowniez innych
zasad. Mitchell wraz ze wspotpracownikami (2005) uwaza, ze uszkodzenia
oksydacyjne sa gléwnymi modyfikacjami post-mortem, ktore moga blokowaé
aktywno$¢ polimerazy podczas reakcji PCR. W tabeli 1 przytoczono substytucije,
ktore zmieniaja zapis informacji genetycznej (ang. miscoding lesions), jakie mozna
zaobserwowa¢ w sekwencjach kopalnego DNA. Wszystkie wymienione substytucje
zaréwno tranzycie jak i transwersje mozna podzieli¢ na dwa typy. Tranzycje typu 1, to
substytucje T—C oraz A—G, natomiast typ 2, to substytucje C—T i G—A.
Analogiczna sytuacja jest w przypadku transwersji, z ta réznica, ze dla kazdego
nukleotydu sa dwie mozliwo$ci zamiany, ktore generuja tanswersje¢ i daja w sumie
cztery mozliwosci substytucji dla kazdego typu. Podziatl tranzycji i transwersji na dwa
typy zwiazany jest z komplementarnoscia tancuchow DNA. Uszkodzenia na nici
macierzystej moga by¢ obserwowane bezposrednio na niej lub moga by¢ widoczne po
amplifikacji na nici komplementarnej. Przykladowo typ 2 tranzycji moze by¢
widoczny zarowno jako C—T jak i G—A w zalezno$ci od tego na ktorym fancuchu
DNA zaszta pierwotna substytucja (Lamers i in. 2009). Powyzej opisany typ 2
tranzycji jest uwazany za najcz¢scie] wystgpujaca forme uszkodzenia post-mortem w
DNA (Gilbert i in. 2003; Hansen i in. 2001; Stiller i in. 2006). Czgste wystgpowanie
typu 2 moze by¢ wynikiem ro6znicy w szybkosci deaminacji zasad. Lindahl (1993)
uwaza, ze cytozyna znacznie szybciej traci grupe aminowa (do ~30-50 razy szybciej)

niz adenina.
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Tabela 1. Substytucje wystepujace w aDNA, ktore powstaja na skutek dziatania czynnikéw
hydrolitycznych lub oksydacyjnych (wedtug Hansen i in. 2001).

Substytucja | Gléwny czynniki powodujacy uszkodzenie | Typ tranzycji lub transwersji
T—C Deaminacja hydrolityczna Tranzycja typ 1
A—G Deaminacja hydrolityczna Tranzycja typ 1
C—T Deaminacja hydrolityczna Tranzycja typ 2
G—A Deaminacja hydrolityczna Tranzycja typ 2
A—C Oksydacja Transwersja typ 1
T—G Oksydacja Transwersja typ 1
A—-T Oksydacja Transwersja typ 1
T—A Oksydacja Transwersja typ 1
C—oA Oksydacja Transwersja typ 2
G—T Oksydacja Transwersja typ 2
C—-G Oksydacja Transwersja typ 2
G—C Oksydacja Transwersja typ 2

Jeszcze innym typem wystepujacych w aDNA uszkodzen sa wiazania
krzyzowe migdzyczasteczkowe 1 wewnatrzczasteczkowe typu DNA-DNA lub DNA-
biatko. Specyficznym wiazaniem krzyzowym, ktoére wystgpuje w kopalnym DNA jest
polaczenie powstajace podczas reakcji Maillarda pomigdzy cukrem i
pierwszorzedowa grupa aminowa kwasow nukleinowych lub bialek. Takie wiazanie
uniemozliwia dostgp polimerazy do DNA i co za tym idzie skuteczne
przeprowadzenie reakcji PCR (Pédbo i in. 2004). Poinar i wsp. (1998) stwierdzili, ze
wigzania krzyzowe czgsto, cho¢ nie zawsze (Kemp i1 in. 2006) wystgpuja w
koprolitach. Z kolei w materiatach pochodzacych z wiecznej zmarzliny liczba wigzan
krzyzowych znacznie przewyzsza liczbg innych typéw uszkodzen. Szybkosé
tworzenia tych wigzan post-mortem jest znacznie wigksza niz szybko$¢ pojawiania si¢
pekni¢¢ pojedynczych nici DNA, ktore sa w duzej czg$ci odpowiedzialne za
fragmentacje. Oznacza to, ze DNA moze by¢ nadal obecny w probach nawet jesli

uzyska si¢ negatywne rezultaty z PCR (Willerslev i in. 2004a).

2.2.2. Inhibitory PCR

Z punktu widzenia badan aDNA istotna jest obecno$¢ w probie zwiazkow,
ktére moga hamowac¢ lub utrudnia¢ amplifikacjg materialu genetycznego. Efektem ich
dziatania jest nie tylko brak produktu, ale takze brak dimerdéw starterow, smug i
innych niespecyficznych produktow amplifikacji PCR. Do najczesciej wystepujacych

zwiazkow bedacych inhibitorami tancuchowej reakcji polimerazy naleza: kwasy
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humusowe, fulwowe, taniny i polifenole. Zwiazane sa one ze Srodowiskiem
glebowym i powstaja glownie na skutek rozktadu materiatu roslinnego. Ich ilo$¢
zalezy od rodzaju flory porastajacej glebe, pH, temperatury, a takze uwodnienia
(Hummel 2003). Do zwiazkéw utrudniajacych amplifikacjc DNA naleza réwniez
wczesniej wspomniane produkty reakcji Maillarda. Scholz i wspolpracownicy (1998)
wykazali, ze inhibitorem PCR moze by¢ takze kolagen typu | (widoczny na zelu
agarozowym jako zielono-niebieska smuga).

Istnieje Kilka sposobow usunigcia lub ograniczenia wptywu inhibitoréw na
reakcje PCR. Najprostsza metoda jest rozcienczanie ekstraktu DNA woda, jednak ta
metoda nie nadaje si¢ do amplifikacji aDNA ze wzgledu na to, ze moze zmniejszy¢
dostepna juz i tak mala liczbe zdolnych do amplifikacji matryc kwasow nukleinowych
(King i in. 2009). Inne proponowane metody, to precypitacja DNA z roztworu przy
pomocy izopropanolu (Héni i in. 1995), stosowanie izolacji DNA na kolumienkach z
filtrami krzemionkowymi (Yang i in. 1998), czy kilkukrotna precypitacja z
zastosowaniem roznych alkoholi w potaczeniu z dwukrotnym wiagzaniem na
krzemionce (Kemp i in. 2006).

Znane sa rowniez przyktady eliminacji inhibitorow poprzez wiazanie ich z
réznymi substancjami jak: Dextran Blue (Kalmar i in. 2000), albumina z surowicy
wotu (BSA) (Rohland i Hofreiter 2007) lub poliwinylopolipriolidon (PVPP), ktory
jest polimerem nierozpuszczalnym w wodzie, majacym zdolno$¢ wigzania polifenoli i
tanin (Berthelet i in. 1996; Brunner i in. 2001). W niektérych przypadkach skuteczna
w eliminacji inhibitorow PCR byla procedura uwalniania ich do roztworu poprzez
denaturacj¢ DNA w NaOH i przepuszczanie przez membrang (Micrococon-100).
Zwiazany do membrany DNA byl nastgpnie renaturowany i wykorzystywany do
reakcji PCR (Bourke i in. 1999). Do usunigcia kolagenu typu I, rozwiagzaniem jest
uzycie podczas ekstrakcji kolagenazy zamiast proteinazy K (Scholz i in. 1998). Do
usuniecia  inhibitorow PCR  mozna rdéwniez zastosowa¢ bromek-  N-
fenyloacylotiazolowy (PTB), ktoéry ma zdolnos¢ rozbijania wigzan krzyzowych, przez
co jest przydatny w probach, w ktéorych obecne sa produkty reakcji Maillarda,
blokujace dostep polimerazy do DNA (Poinar i in. 1998, Hofreiter i in. 2001a, Kuch i
in. 2002).

Oproécz eliminacji inhibitorow PCR, istnieja takze sposoby, ktdre moga w
pewnym stopniu pomodc w przezwycigzeniu innych niekorzystnych skutkow

modyfikacji post-mortem. Jednym z nich jest zastosowanie enzymu Uracylo-N-
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glikozylazy (UNG), ktory usuwa uracyl z DNA. To pozwala zredukowac liczbg
substytucji G/C—A/T, ktore sa efektem deaminacji cytozyny (Hofreiter i in. 2001a).
Axeelsson 1 in. (2008) twierdza jednak, ze enzym ten moze takze zmniejszy¢
calkowita liczbe dostepnych endogennych matryc DNA.

Istnieja takze metody, ktore pomagaja skutecznie identyfikowaé sekwencje
posiadajace biedne substytucje nukleotydowe (ang. misincorporations), bedace
efektem uszkodzen DNA post-mortem lub w znacznie mniejszym stopniu bigedow
samej polimerazy podczas PCR. Jesli liczba matryc wyjsciowych w PCR jest wigksza
niz 1000 kopii to liczba uszkodzen post-mortem nie powinna w znaczacy sposob
wplywaé na ostateczny rezultat. Problem pojawia si¢ wtedy kiedy liczba wyjsciowych
matryc inicjujacych reakcjg PCR jest bardzo mata. Wowczas prawdopodobne jest, ze
otrzymane sekwencje beda zawieraty artefakty (Handt i in. 1996, Krings i in. 1997).
Kiedy bledne substytucje nukleotydowe pojawia si¢ w pojedynczym tancuchu DNA
amplifikowanym w pierwszym cyklu reakcji PCR, wszystkie nast¢pne amplikony
powstate w kolejnych cyklach bgda posiadaly ten sam btad. W konsekwencji finatowy
produkt PCR bedzie homogenny, pomimo ze posiada bledna sekwencje.
Rozwiazaniem tego problemu jest kilkukrotna amplifikacja tego samego fragmentu
DNA, nastgpnie jego klonowanie i sekwencjonowanie klonéw. Posiadanie wielu
sekwencji  kloné6w pochodzacych z réznych amplifikacji pozwala sprawdzi¢
prawidlowo$¢ pozycji kazdego z nukleotydow w DNA (Pédbo i in. 2004, Stiller i in.
2006, Ho i Gilbert 2010).

Pomimo dostgpnosci kilku metod eliminujacych inhibitory lub likwidujacych
w pewnym stopniu negatywne skutki modyfikacji kopalnego DNA post-mortem,
nadal nie jest mozliwe zaprojektowanie w pelni skutecznych enzymatycznych
systemOw naprawczych in vitro. Niemoznos$¢ ta wynika z faktu, ze nadal do konca nie
poznano tempa oraz sposobu przebiegu powstawania uszkodzen post-mortem (Di
Bernardo i in. 2002).

2.2.3. Wplyw czynnikoéw Srodowiska na kopalny DNA

Istnieje duza liczba biotycznych i abiotycznych czynnikow $Srodowiska, ktore
wplywaja na stopien zachowania kopalnego DNA. Do czynnikéw biotycznych zalicza
si¢ bakterie glebowe, grzyby, a takze drobna faung. Z kolei gltoéwne czynniki

abiotyczne to temperatura, typ gleby, pH, obecno$¢ substancji humusowych,
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uszkodzenia spowodowane dziataniami fizycznymi, procesy pogodowe, zawarto$¢
wody i tlenu czy promieniowanie UV. Wszystkie powyzsze czynniki moga
powodowa¢ fragmentacje aDNA, jego modyfikacje, a takze tworzenie wigzan
krzyzowych migdzy DNA i innymi czasteczkami. Te skomplikowane reakcje
czynnikow biologicznych, chemicznych 1 fizycznych powoduja, ze wilasciwosci
i cechy miejsc, w ktorych znajdowane sg szczatki organizmoéw znaczaco si¢ od siebie
r6znig (Lamers i in. 2009), a to z kolei ma wptyw na stopien zachowania materiatu
genetycznego. Wielu badaczy sadzi, ze czynniki $rodowiskowe znacznie bardziej
wplywaja na poziom degradacji aDNA, anizeli wiek proby i czas, ktory uptynat od
chwili $mierci organizmu (Willerslev and Cooper 2005; Hebsgaard i in. 2005).
Powyzsze stwierdzenie popiera fakt, ze nawet bardzo stare szczatki jak np. liczace
ponad 50 000 lat mamuty wtochate z Syberii moga zawiera¢ dobrze zachowany DNA
(Shapiro i Cooper 2003, Gilbert i in. 2008b).

Temperatura jest jednym z gléwnych czynnikéw Srodowiskowych, ktory
odgrywa bardzo istotna rol¢ w procesie degradacji kwasow nukleinowych (Smith
i in. 2003). Niska temperatura wptywa korzystnie na zachowanie DNA. Najstarsze
kopalne materialy genetyczne jakie udato si¢ dotad uzyska¢ pochodzity ze szczatkow
organizméw z wiecznej zmarzliny oraz z zimnych jaskin. Wedlug Pruvosta i wsp.
(2007), DNA izolowany z prob znalezionych w wyzej wspomnianych srodowiskach
moze by¢ znacznie lepiej zachowany niz DNA pochodzacy z suchych i goracych
terenéw. W lodowcach Grenlandii znaleziono DNA nalezacy do ro$lin i owadow,
ktore maja od 450 000 do 800 000 lat (Willerslev i in. 2007). W jaskiniach Atapuerca
w Hiszpanii odnaleziono szczatki niedzwiedzi datowane na ponad 400 000 lat, ktore
rowniez zawieraly kopalny materiat genetyczny (Valdosiera i in. 2006). Powyzsze
przyktady $wiadcza o tym, ze DNA moze przetrwa¢ dluzej niz przewidywali
wczesniej badacze. Przyklady z Grenlandii czy Hiszpanii znacznie przekroczyty
obliczony przez Poinara i wspotpracownikoéw (1996) czy Smitha i wspolpracownikow
(2001) maksymalny wiek zachowania DNA, ktory dla klimatu umiarkowanego miat
wynosi¢ 10 000 lat, a dla niskich temperatur 100 000 lat. Do okreslania stopnia
zachowania DNA moga stuzy¢ pewne modele, takie jak stopien racemizacji
aminokwasow (Poinar i in. 1996) czy badanie wieku termalnego (Smith i in. 2003).
Jednak Hansen i wspotpracownicy (2006) uwazaja, ze powyzsze modele nie nadaja
si¢ do stosowania na probach pochodzacych ze wszystkich srodowisk. Powyzsze

sposoby oznaczania stopnia zachowania materiatu genetycznego uznaja depurynacj¢
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za jedyny istotny typ uszkodzenia DNA, ktéry limituje jego ilos¢. W zwiazku z tym
nie maja one przetozenia na proby, ktére pochodza z wiecznej zmarzliny, a w ktorych
zdecydowana wigkszo$¢ uszkodzen DNA stanowia wigzania krzyzowe. Proby
wybierane do analiz DNA moga charakteryzowa¢ si¢ wysokim stopniem
zroznicowania typOw 1 czestosci uszkodzen materialu genetycznego zaleznych od
srodowiska, w ktorym si¢ znajdowaly. Zatem stosowanie ogdlnych modelow do
okreslenia mozliwosci przetrwania DNA powinno by¢ poprzedzone 0szacowaniem
stopnia uszkodzen materiatlu genetycznego, indywidualnie dla kazdego $rodowiska
(Hansen i in. 2006).

Wieczne zmarzliny, z ktorych pochodza najstarsze proby, stanowia idealne
miejsce dla dobrego stanu zachowania DNA. Oprocz niskiej temperatury sg
stosunkowo suche. Szacuje sig, ze zawieraja zaledwie 3-8% catkowitej ilosci wody,
ktora jest w stanie niezamrozonym (Willerslev i in. 2004b). Niska temperatura, pH
zblizone do obojetnego, a takze brak duzej ilosci wolnej wody, znacznie ograniczaja
czestos¢ uszkodzen DNA  spowodowanych procesami  hydrolitycznymi i
zabezpieczaja materiat genetyczny przed catkowita degradacja.

Oproécz niskiej temperatury, korzystne dziatanie maja roéwniez takie czynniki,
jak: brak obecno$ci mikroorganizmow (Burger i in. 1999), wysokie st¢zenia soli, a
takze niska zawarto$¢ kwaséw humusowych i fulwowych w glebie (Tuross 1994).
Kwasy humusowe i fulwowe wykazuja dodatnig korelacj¢ z wilgotnoscia gleby, a
zatem moga by¢ indykatorami obecno$ci niekorzystnie dziatajacej na DNA wody
(Burger i in. 1999). Szkodliwe dziatanie na DNA ma promieniowanie UV, ktore
odpowiedzialne jest za powstawanie wigzan krzyzowych miedzy resztami tiaminy,
ktore z kolei sa inhibitorami reakcji PCR (Tuross 1994).

Jako$¢ 1 1los¢ DNA w kopalnych probach jest zalezna takze od procesoéw i
czynnosci jakie sa wykonywane po wydobyciu szczatkow z ziemi (Pruvost 1 in. 2007).
Proby przechowywane przez wiele lat w muzealnych kolekcjach, zwykle w
temperaturze pokojowej wykazuja mniejsza zdolnos¢ amplifikacji w pordwnaniu do
prob ‘Swiezo’ wykopanych z ziemi i natychmiast przeznaczonych do izolacji DNA.
Takie réznice moga by¢ efektem przechowywania w wyzszej temperaturze niz ta,
ktora byta w ziemi, albo zmniejszenia odczynu pH i zawartosci soli spowodowanych
myciem kolekcjonowanych obiektow. Idealne przechowywanie materialow
przeznaczonych do badan DNA, powinno odbywaé si¢ w niskich temperaturach,

najlepiej w stanie zamrozenia (Malmstrom 2007).
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2.3. Zrédia kopalnego DNA

Kopalny DNA moze by¢ izolowany ze szczatkow organizmow ludzkich,
zwierzgeych lub roslinnych, ktore pochodza z wykopalisk archeologicznych, kolekcji
muzealnych lub innych paleobiologicznych zrddet jak np. osadéw glebowych lub
lodowcowych. Najczesciej DNA izolowany jest z tkanek twardych czyli zebow i
kosSci, pozostate zrodta aDNA to migdzy innymi zmumifikowane tkanki migkkie,
wlosy, rogi, paznokcie czy nasiona roslin.

Z¢by 1 kosci reprezentuja najpopularniejsze zroédto kopalnego DNA, co jest
zwiazane z faktem, ze szczatki ludzkie lub zwierz¢ce znajdowane sa najczeScie)
wlasnie w postaci kosci. Struktura tkanki kostnej pozwala na przetrwanie jej
zdecydowanie dtuzej niz tkanek migkkich (Ho i Gilbert 2010). W zaleznosci od
warunkéw $rodowiska, w tym od rodzaju obecnych bakterii stopien zachowania
zmineralizowanych tkanek kostnych, moze by¢ rézny. Przyktadowo w mocno
napowietrzonych glebach grzyby 1 bakterie kolonizuja otwarte pory w kosci 1 niszcza
ja w ciagu kilku lat (Jans i in. 2004). Z kolei w srodowiskach morskich i w $wiezej
wodzie, sinice powoduja degradacj¢ tkanek kostnych poprzez zwigkszanie ich
porowatos$ci (Nielsen-Marsh i Hedges 1999; Pesquero i in. 2010). Campos i
wspolpracownicy (2011) na podstawie niedawno przeprowadzonych badan wysungli
kilka hipotez dotyczacych umiejscowienia fragmentow DNA w kosci. W warunkach
in-vivo, DNA moze by¢ zwiazany z witoknami kolagenowymi, otoczonymi przez
krysztaty hydroksyapatytu (HAP), ktore tworza si¢ podczas mineralizacji tych
wiokien. Rowniez in-vivo DNA moze zosta¢ zwiazany do hydroksyapatytu lub moze
znalez¢ si¢ wewnatrz krysztalbw HAP, ktore rosna w przestrzeniach miedzy
wioknami kolagenu w cze$ci mineralnej osteoidu kosci. Z kolei degradacja post-
mortem komponentéw komodrkowych tkanki kostnej powoduje uwolnienie
fragmentow DNA przez mikroskopijne pory i ich migracj¢ wraz z roztworem jonow
wapnia 1 fosforu. Migrujace jony moga ponownie tworzy¢ krysztaty HAP. DNA moze
zosta¢ zaadsorbowany na ich powierzchni lub zwiazany w ich wnetrzu. Post-mortem
DNA moze by¢ takze zaadsorbowany do wldkien kolagenowych i uwalniany przez
pory kostne, ktore powstaja na skutek chemicznej albo mikrobiologicznej degradacji.
Istotnym pozostaje stwierdzenie, ze kopalny DNA moze przetrwac nie tylko w postaci

zwiazanej z czg$cia organiczng kosci, ale rowniez z frakcja mineralna, co oznacza, ze
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komponenty w postaci hydroksyapatytu powinny by¢ tak samo wazne w przypadku
badan aDNA jak i frakcja kolagenowa (Campos i in. 2011). Schwarz i wsp. (2009) na
podstawie badan ko$ci mamuta stwierdzili, ze okoto 40% otrzymanych fragmentow
mtDNA o dtugos$ci 84 par zasad, byto takze obecnych we frakcji hydroksyapatytowe;j.
Zauwazyli oni rowniez, ze frakcja ta zawiera krotsze fragmenty zarowno mtDNA jak i
jadrowego DNA w poréwnaniu do frakcji kolagenu. Z kolei zmienno$¢ dtugosci
fragmentow moze by¢ zwiazana albo z tym, ze DNA znajdujacy si¢ w cze$ci
mineralnej kos$ci jest bardziej podatny na degradacje post-mortem albo z filtracja, pod
wptywem ktorej mniejsze fragmenty DNA moga przechodzi¢ z czgsci kolagenowej do
frakcji mineralnej, a wigksze sa w niej zatrzymywane. Campos i wsp. (2011)
zauwazyli rowniez, ze spadkowi ilosci DNA, ktory zwiazany jest z czeScia
hydroksyapatytowa towarzyszy spadek ilosci DNA zwiazanego z czg$cia organiczna.
I odwrotnie spadek ilosci kolagenu na skutek jego hydrolizy powoduje zarowno utrate
DNA zwiazanego z frakcja organiczna jak 1 spadek ilosci DNA zwiazanego z czgScia
nieorganiczna.

Kosci dhugie sa wykorzystywane w badaniach kopalnego DNA, ale jesli jest
tylko mozliwo$¢ to w wielu przypadkach znacznie czgsciej jako zrodlo aDNA uzywa
si¢ zebow. Wielu badaczy uwaza, ze szkliwo i cement zgbdw stanowia skuteczna
barier¢ chroniaca DNA przed degradujacym wplywem czynnikoéw S$rodowiska, a
mniejsza porowatos¢ tkanki zgba w stosunku do kosci moze lepiej chroni¢ go przed
kontaminacjami wspotczesnym DNA (Rudbeck i in. 2005; Sampietro i in. 2006; Haak
i in. 2008). Z badan Adlera i wsp. (2011) wynika, ze cement zgba stanowi najlepsze
zrédlo kopalnego materialu genetycznego. Mozna z niego otrzymac 0 cztery do pigé
razy wigce] kopii fragmentow mtDNA niz z zgbiny. Szczegdlnie duzo cementu
znajduje si¢ na wierzcholku korzenia i1 to wlasnie z niego mozna otrzymac
stosunkowo najwigcej aDNA. Ponadto czes$¢ wierzchotkowa korzenia osadzona in situ
w szczgce lub zuchwie, niewidoczna z zewnatrz moze by¢ znacznie mniej podatna na
kontaminacje wspotczesnym DNA (Adler i in. 2011).

Oprocz kosci 1 zgbow coraz bardziej popularnym zroédlem aDNA sa tkanki
keratynowe jak wlosy, paznokcie czy rogi, ktore zachowane w odpowiednich
warunkach moga by¢ réwnie dobrym zrodiem kopalnego materiatu genetycznego.
Stwierdzenie to popieraja prace, ktorych autorom udalo si¢ uzyskaé¢ fragmenty
kopalnego mtDNA z wlosow pochodzacych z muzealnych i1 archeologicznych
kolekcji liczacych kilkaset lat (Baker i in. 2001; Gilbert i in. 2004; Amory i in. 2007,
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Gilbert 1 in. 2007a; Matheson i in. 2009; Melchior i in. 2010). Dzigki
sekwencjonowaniu ‘nowej generacji’ udato si¢ uzyska¢ rowniez pelne genomy
MtDNA z wlosow mamutow (Gilbert i in. 2007b), wymarlych nosorozcow
wlochatych (Willerslev i in. 2009) czy ludzi (Gilbert i in. 2008; Rasmussen i in.
2010). Morfologia i struktura biochemiczna tkanek keratynowych, sprawia ze DNA
moze degradowa¢ nieco wolniej niz w innych tkankach. Podczas keratynizacji wlosy i
paznokcie ulegaja naturalnej desykacji, co zabezpiecza DNA przed uszkodzeniami
hydrolitycznymi, ktoére powstaja w obecnosci wolnej wody (Bengtsson i in. 2011).
Posrednim dowodem na to jest mniejsza liczba uszkodzen spowodowanych
deaminacja cytozyny, a zatem mniejsza liczba tranzycji (Gilbert i in. 2004). Gléwnym
typem uszkodzen aDNA we wilosach i1 paznokciach s transwersje, ktore powstaja na
skutek dziatania procesow oksydacyjnych. Procesy te sa skorelowane z temperatura,
przez co préby, ktoére posiadaja dobrze zachowany DNA z reguly pochodza ze
srodowisk o bardzo niskiej temperaturze (Glibert i in. 2004). Ze wzgledu na
wyjatkowa biogeneze i morfologie wilosy czy paznokcie, odznaczaja si¢ takze
znacznie lepsza odpornoscia na kontaminacje egzogennym DNA. Gilbert i wsp.
(2006) uwazaja, ze nawet czesciowo zachowane wlosy nie sa bardziej podatne na

zanieczyszczenia wspotczesnym DNA niz te, ktore zachowaty si¢ w catosci.

2.4. Kontaminacje egzogennym DNA

Kontaminacje egzogennym DNA stanowia niewatpliwie powazny problem w
badaniach, w szczegdlnosci ludzkiego kopalnego DNA. Niewielka liczba matryc
aDNA Iub czgsto ich calkowity brak, moga znacznie zwigksza¢ ryzyko
zanieczyszczenia analizowanych prob obcym DNA. Jego zrodtem moga by¢ osoby,
ktore bezposrednio dotykaja proby, a zatem wszyscy ci, ktorzy zaangazowani sa W
wydobycie i badanie znalezionych szczatkow, jak réwniez genetycy, ktorzy juz w
laboratorium zajmuja si¢ izolacja kopalnego DNA (Hummel 2003). Potencjalne
zrodlo zanieczyszczen stanowi takze DNA osob pracujacych w komercyjnych
przedsigbiorstwach, przygotowujacych odczynniki i sprzgty (probowki), ktore
uzywane sa do ekstrakcji i amplifikacji aDNA, w tym startery do reakcji PCR
(Deguilloux i in. 2011). W przypadku roslin i zwierzat, podstawowe zrodio

zanieczyszczen stanowi nie ludzki material genetyczny, a DNA wspotczesnie
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zyjacych przedstawicieli badanych gatunkow (Yang i in. 2004). Podobnie jest w
przypadku analiz kopalnego DNA patogenow. Tu zagrozenie stanowia blisko
spokrewnione szczepy bakterii obecne w glebie i otaczajacym $rodowisku (Yang i
Watt 2005).

Zrédlem zanieczyszczeh W postaci egzogennego DNA moga byé takze
powstajace w laboratoriach wspotczesnego DNA, produkty amplifikacji ludzkich
fragmentoéw materialu genetycznego. W trakcie reakcji PCR powstaje od 10'? do 10%°
czasteczek DNA (Kwok i Higuhi 1989). Podczas otwierania probowek lub
przenoszenia roztworow PCR z jednej probowki do innej, do otaczajacego srodowiska
zostaja uwolnione kropelki niewidocznego aerozolu, z ktorych kazda moze zawierac
od 10° — 10° czasteczek wspolczesnego materiatu genetycznego (Willerslev i Cooper
2005). To oznacza, ze ilo$¢ uwolnionego DNA moze nawet tysiac razy przekraczac
ilo§¢ mitochondrialnego endogennego DNA jaki moze by¢ obecny w jednym gramie
w wielu kopalnych probkach (10° — 10° czasteczek na gram) (Willerslev i Cooper
2005). Kropelki aerozolu zawierajace egzogenny DNA moga osiada¢ na wlosach,
skorze 1 ubraniach badaczy, a takze na sprzgtach i1 otaczajacych powierzchniach
(Champlot i in. 2010). Dlatego badania kopalnego DNA nie moga by¢ prowadzone w
laboratoriach wspotczesnego DNA, ani w pomieszczeniach, w ktorych kiedykolwiek

badano wspolczesny material genetyczny.

2.5. Warunki i metodyka pracy z kopalnym DNA

Laboratoria  przeznaczone tylko do badan aDNA powinny by¢ fizycznie
odizolowane od laboratoriow wspotczesnego DNA, najlepiej gdyby znajdowaly si¢ w
osobnym budynku. Personel pracujacy z aDNA powinien $cisle przestrzegac kierunku
przemieszczania si¢ - zawsze od laboratorium kopalnego DNA do wspotczesnego, a
nigdy odwrotnie (Willerslev i Cooper 2005). Przestrzeganie tej zasady skutecznie
zabezpiecza przed przenoszeniem obcego DNA i produktéw amplifikacji PCR (z ang.
carry-over). Ponadto laboratoria przeznaczone do badan aDNA powinny posiadac
system wentylacji wytwarzajacy nadci$nienie (wypychajacy powietrze na zewnatrz
pomieszczenia) zaopatrzony w wysokiej jakosci filtry HEPA, a takze system lamp
wytwarzajacych promieniowanie UVC. Powierzchnie pracy powinny by¢ czesto
czyszczone podchlorynem sodu NaOCI lub innymi $rodkami niszczacymi DNA
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(Champlot i in. 2010). Laboratorium musi posiada¢ §luzg, pomieszczenie do
czyszczenia i hawiercania materiatdéw kostnych, jak rowniez osobne pomieszczenie do
ekstrakcji DNA i nastawiania reakcji PCR, zaopatrzone w odpowiedniej klasy
czystosci komory laminarne i komory do przygotowywania reakcji PCR. Pracownicy
sterylnego laboratorium musza nosi¢ kombinezony, maseczki, podwojne rekawice, a
takze obuwie przeznaczone tylko do uzytkowania w pomieszczeniu laboratoryjnym
(Knapp i in. 2011).

Zabezpieczenie przed kontaminacjami wspolczesnym DNA, to nie tylko
osobne laboratorium spetniajace okreslone warunki techniczne, to takze przestrzeganie
odpowiednich zasad na wszystkich etapach pracy z kopalnym DNA, poczawszy od
wydobycia i badania szczatkow, az do izolacji materiatu genetycznego i nastawiania
reakcji PCR. Badacze, ktorzy jako pierwsi maja styczno$¢ z kopalnym materiatem tj.
archeolodzy i antropolodzy powinni uzywac jednorazowych rekawic (do kazdej proby
osobnych), maseczek i kombinezonéw, by nie zanieczySci¢ badanych szczatkow
swoim wlasnym DNA. Zgodnie z Sampietro i wsp. (2006) to wilasnie osoby, ktore
zajmuja si¢ wydobyciem, segregacja materiatow i analiza antropologiczna szczatkow
kostnych sa najczgstszym zZrodlem obcego DNA, a nie Kkoniecznie osoby
przeprowadzajace izolacj¢ aDNA. Material kostny nie powinien by¢ czyszczony
woda, co jest czgsto praktykowane przez antropologéw, poniewaz moze ona
spowodowac¢ przemieszczanie si¢ kontaminujacego DNA poprzez pory do wngtrza
tkanki kostnej. Woda moze takze spowodowa¢ powstanie uszkodzef hydrolitycznych
w kopalnym DNA (Yang i Watt 2005). Na materiat kostny nie powinno si¢ dziatac
substancjami chemicznymi w postaci klejow, poniewaz moga one by¢ inhibitorami
reakcji PCR i przyciaga¢ zanieczyszczenia w postaci egzogennego DNA (Nicholson i
in. 2002). Materialy przeznaczone do analiz aDNA powinny by¢ zawinigte w folig
aluminiowa 1 przechowywane w plastikowych lub papierowych woreczkach
umieszczonych w suchym i chtodnym miejscu, najlepiej w -20°C w zamrazarce, w
celu zabezpieczenia ich przed dalsza degradacja DNA. Nie moga by¢ one
przechowywane wraz ze wspolczesnym materiatem, po to by nie doszlo do tzw.
zanieczyszczenia krzyzowego (ang. cross-contamination) (Yang i Watt 2005).

Przewazajaca czes¢ prob kostnych przeznaczonych do izolacji aDNA stanowia
obiekty muzealne, a takze szkielety pochodzace ze zbioréw antropologicznych, ktore
nie byly pozyskiwane z mysla o badaniach kopalnego DNA i w zwiazku z tym nie

byly pobierane zgodnie z zachowaniem wyzej opisanych zasad. W ich przypadku
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powinno si¢ zachowac szczeg6lna ostroznos$¢ 1 zastosowa¢ mozliwie jak najbardziej
skuteczne metody oczyszczania w celu pozbycia si¢ ewentualnych kontaminacji w
postaci obcego DNA.

Sposobow czyszczenia prob przeznaczonych do analiz aDNA jest bardzo
wiele, podobnie jak sposobow izolacji DNA. Z reguty laboratoria wybieraja metodyki
w sposob indywidualny i modyfikuja je zgodnie z wlasnymi potrzebami. W celu
usunigcia kontaminacji egzogennym DNA mozna stosowa¢ naswietlanie promieniami
UVC, przemywanie rozcienczonym kwasem solnym lub tez przemywanie silnie
utleniajacymi odczynnikami w postaci NaOCl. NaOCI niszczy DNA i moze by¢
uzywany nie tylko do przemywania powierzchni kosci i zgbow, ale takze do
przemywania juz rozdrobnionej tkanki kostnej (proszku kostnego lub zgbnego).
Skutecznos¢ dziatania NaOCl degradujacego obcy DNA potwierdzity badania Kemp i
Smith (2005). Takze Malmstrom i wsp. (2007) oraz Dissing i wsp. (2008) stwierdzili,
ze traktowanie proszku zgbnego lub kostnego podchlorynem sodu, skutecznie
redukuje zanieczyszczenia w postaci egzogennego DNA, nie niszczac jednoczesnie w
znaczacych ilo$ciach endogennego materiatu genetycznego. Endogenny DNA jest
oporny na dziatanie NaOCl prawdopodobnie dzigki adsorbcji na hydroksyapatycie
(Kemp i Smith 2005) lub zamknigciu wewnatrz jego krysztalow. Z kolei
hydroksyapatyt nie jest wrazliwy na dziatanie podchlorynu sodu (Salamon i in. 2005).

Istnieja rozne metody rozdrabniania materiatu w celu uzyskania proszku
kostnego lub zg¢bnego do izolacji DNA. Fragmenty kosci i zgby mozna pulweryzowac
w mozdzierzach lub miynkach z cieklym azotem, ale wiaze si¢ t0 ze zniszczeniem
catej proby. Mniej inwazyjna metoda jest nawiercanie materiatow kostnych. Pozwala
to na zachowanie wigkszej czesci kosci lub zebow, co moze by¢ istotne w badaniach
cennych okazoéw (Rohland i in. 2004, Asher i Hofreiter 2006). Adler i wsp. (2011)
stwierdzili, ze nawiercanie zgbow przy roznych predkosciach wiertta (100 1 1000
RPM) i pulweryzacja w mtynkach, moga w zmienny sposob wplywaé na ilos¢
uzyskanego aDNA. Przeprowadzone badania wykazaly, ze znaczaco mniej DNA
mozna uzyskac z prob, ktore nawiercane sa wierttami z predkoscia 1000 RPM, co ma
prawdopodobnie zwiazek z wytwarzajaca si¢ podczas wiercenia wysoka temperatura
niszczaca czasteczki DNA. Natomiast nawiercanie zgbéw z mniejsza predkoscia (100
RPM) i rozkruszanie w mtynkach nie wptywaja znaczaco na ilo$¢ otrzymanego

materiatu genetycznego (Adler i in. 2011).
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Kolejnym etapem pracy jest ekstrakcja kopalnego DNA, ktora sklada si¢ z
dwoch faz. Celem pierwszej fazy jest odwapnienie tkanki kostnej, a takze eliminacja
bialek w postaci kolagenu, biatek btonowych, a takze biatek histonowych i
niehistonowych. W fazie tej do proszku zebnego dodaje sie kwas
etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), proteinaz¢ K (Yang i in. 1998), w niektorych
przypadkach roéwniez mocznik. Zgodnie z Rohland i Hofreiter (2007) wyzej
wspomniane substancje, dobrane w odpowiednich proporcjach tworza bufor
ekstrakcyjny, ktory w okreslonej temperaturze po odpowiednio dtugim czasie jest W
stanie uwolni¢ czasteczki DNA z pozostatosci struktur komoérek kostnych. Tak
uwolniony DNA moze by¢ nastegpnie zaggszczony na mikrokoncentratorach, ktorych
anizotropiczne membrany zatrzymuja makroczasteczki tacznie z DNA, a
przepuszczaja czasteczki o nizszym cigzarze molekularnym. W ten sposob
zmniejszona objetos¢ roztworu powoduje jednoczesny wzrost stezenia DNA (Yang i
in.1998).

Oczyszczanie i izolacjc DNA mozna prowadzi¢ wieloma metodami. Wydajnosé
metod izolacji moze by¢ rézna i zalezna od rodzaju proby (Rohland i Hofreiter 2007).
Kopalny DNA moze by¢ izolowany: poprzez wiazanie z krzemionka (Hoss i Pédbo
1993; Prado i in. 1997; Yang i in. 1998; Kemp i in. 2006; Rohland i Hofreiter 2007),
metoda organiczna - mieszaning fenol-chloroform (Hanni i in. 1995), poprzez
precypitacje etanolem lub izopropanolem (Cattaneo i in. 1995), na kulkach
magnetycznych (Caldarelli-Stefano i1 in. 1999) lub metoda z uzyciem Chelexu
(Faerman i in. 1995).

Mozna ulepsza¢ metody izolacji poprzez stosowanie dodatkowych
odczynnikow jak bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) (Yang i in. 1997), czy
izotiocyjanianu guanidyny (GuSCN) (Rohland i Hofreiter 2007). Istnieje takze
mozliwos$¢ stosowania dodatkowych metod oczyszczania ekstraktu, majacych na
celu zwigkszenie ilosci zdolnych do amplifikacji czasteczek aDNA, jak np.
oczyszczanie na kolumnach jonowymiennych (Kim i in. 2008).

Oczyszczony aDNA jest wykorzystywany do amplifikacji wybranych
fragmentow materialu genetycznego. Ze wzgledu na mala liczbe matryc
wejsciowych aDNA, liczba cykli reakcji PCR musi by¢ wigksza niz w przypadku
wspotczesnego materiatu genetycznego. Z reguty znajduje si¢ w przedziale od 40-60
cykli i wymaga zastosowania odpowiednich polimeraz DNA, ktére nie traca swojej

aktywnosci przez dtuzszy okres czasu. Ze wzgledu na liczne uszkodzenia czasteczek
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aDNA stosowane polimerazy musza by¢ takze doktadne w odczytywaniu sekwencji
zasad, co jest szczegdlnie istotne W przypadku badania zmienno$ci genetycznej
pojedynczych nukleotydow (SNP).

W badaniach aDNA, najcze$ciej stosowanymi polimerazami sa Amplitaq Gold
(Applied Biosystems) i Platinum Taq HiFi (Invitrogen) (Shapiro 2008). Jak wykazat
Brotherton i wsp. (2007) odznaczaja si¢ one wysoka dokladnoscia odtwarzania
informacji genetycznej i podobna skutecznoscia dziatania. Nadal jednak poszukuje
si¢ polimeraz, ktore nie beda wrazliwe na zmiany chemiczne post-mortem, jakie
zachodza w kopalnym DNA. d’Abbadie i wsp. (2007) zrekombinowali geny
polimeraz z rodziny A (DNA pol 1), pochodzace z trzech gatunkow bakterii — T.
aquaticus, T. thermophilus i T. flavus, dzigki czemu stworzyli enzymy, ktore sa
aktywne i wydhuzaja tancuchy DNA pomimo obecnosci uszkodzen tj. modyfikacji
zasad, braku parowania, czy miejsc AP. Z kolei McDonald i wpét. (2006)
zidentyfikowali nowe polimerazy — chimery nalezace do rodziny Y- polimeraz,
podobne do DPo4, ktére znajdowane sa w archeonach (Archaea). Polimerazy z
rodziny Y, odznaczaja si¢ zdolno$cia do wydtuzania tanhcuchow DNA pomimo
obecno$ci roznego rodzaju uszkodzen. Podobnie pochodna DPo4 wydtuzata
tancuchy zaro6wno nieuszkodzonego DNA jak i1 tego uszkodzonego, a takze
wstawiata prawidlowe nukleotydy naprzeciwko uszkodzonych zasad. Minusem
polimeraz z rodziny Y jest znaczaco mniejsza doktadnos¢ w replikacji w stosunku
do polimeraz z rodziny A. Ta wlasciwos¢ spowodowata, ze McDonald i wsp. (2006)
uzyli kombinacji polimeraz z rodziny Y 1 A w reakcji PCR na DNA, ktory byt
uszkodzony promieniami UV. Wykazali oni, ze kombinacja polimeraz z rodziny A i
Y przewyzszala znaczaco skuteczno$¢ dzialania pojedynczych polimeraz z rodziny
A, jak rowniez AmplitagGold czy standardowej Tag.

Jak podkresla Shapiro (2008) powyzsze metody uzyskiwania nowych jeszcze
bardziej skutecznych polimeraz wydaja si¢ bardzo obiecujace, ale nadal wymagane
jest przeprowadzenie dalszych badan w tym zakresie.

Ze wzgledu na fragmentacj¢ materialu genetycznego, startery stosowane w
reakcjach PCR powinny umozliwia¢ amplifikacje krotkich fragmentow DNA (do
okoto 100 pz). Zgodnie z Malmstrém 1 wsp. (2007) stosowanie starterOw na krotsze
fragmenty DNA zwigksza szansg ich uzyskania i jednoczes$nie zmniejsza ryzyko

powielenia fragmentéw kontaminujacego egzogennego DNA. Rownoczes$nie wraz
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ze zmniejszeniem dlugosci amplifikowanych fragmentéw nastgpuje znaczacy wzrost

wzglednego udzialu matryc endogennego DNA.

2.6. Weryfikacja autentycznos$ci wynikéw badan kopalnego DNA

Badacze zajmujacy si¢ kopalnym DNA stworzyli kryteria, ktére powinny
zosta¢ spetnione, po to by zwigkszaé skutecznosci otrzymania autentycznych wynikoéw
(Cooper i Poinar 2000; Poinar 2003; Péddbo i in. 2004; Gilbert i in. 2005; Rohland i
Hofreiter 2007). Kryteria te oprocz warunkéw technicznych czyli fizycznego
odizolowania laboratorium, w ktorym prowadzone sa badania aDNA, uwzgledniaja
rowniez wykonywanie kontroli negatywnych ekstrakcji i amplifikacji, po to by
obserwowacé obecnos¢ ewentualnych zanieczyszczen na kazdym etapie badan aDNA
(Cooper i Poinar 2000). Ze wzgledu na mozliwos¢ kontaminacji odczynnikoéw
uzywanych do ekstrakcji czy amplifikacji zaleca si¢ ich kontrole i ewentualna
sterylizacje promieniami UVC w crosslinkerze UV. Tym sposobem mozna likwidowac
obcy DNA, ktéry moze by¢ obecny w buforach do ekstrakcji materialu genetycznego,
a takze w wodzie, probowkach, pipetach czy na statywach. Mozna wykonywaé
réwniez analiz¢ wielkosci otrzymanego produktu — fragmenty wigksze niz 1000 pz (a
czesto nawet wigksze niz 300 pz) moga swiadczy¢ o obecno$ci zanieczyszczania w
postaci wspotczesnego materiatu genetycznego (Poinar 2003). Okreslenie liczby kopii
aDNA mozna wykonywaé przy uzyciu techniki real-time PCR, ktora umozliwia
oznaczenie ilosci poczatkowej matryc aDNA. Jesli otrzymana liczba czasteczek
wejsciowych bedzie mniejsza niz 1000, to w tym momencie, nie mozna wykluczy¢
obecno$ci zanieczyszczenia w postaci egzogennego materiatu genetycznego (Poinar
2003). Bardzo istotna z punktu widzenia badan kopalnego DNA jest rowniez
powtarzalno$¢ wynikow. Od kazdego osobnika powinny by¢ pobrane co najmniej dwa
zeby lub dwa fragmenty kosSci, a otrzymane z osobnych ekstraktow i amplifikacji
wyniki powinny by¢ identyczne (w obrebie tego samego osobnika) (Cooper i Poinar
2000). Kolejna bardzo wazna czynnoscia jest klonowanie produktéw PCR w
wektorach bakteryjnych i nastgpnie sekwencjonowanie klonow w celu okreslenia
liczby endogennych i egzogennych sekwencji, a takze liczby zmian spowodowanych
uszkodzeniami aDNA. Posiadanie wielu sekwencji klonéw pochodzacych z réznych

amplifikacji pozwala sprawdzi¢ prawidlowos¢ pozycji kazdego z nukleotydow w DNA
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I ustali¢ sekwencj¢ konsensusowa (Ho i1 Gilbert 2010). Mozna takze przeprowadzi¢
niezalezng replikacje¢ obejmujacej ekstrakcjg, amplifikacje 1 Sekwencjonowanie
osobnych probek aDNA z tego samego osobnika W innym niezaleznym laboratorium,
a przeprowadzone badania powinny konczy¢ si¢ otrzymaniem tych samych rezultatow
(Poinar 2003). Stopien zachowania DNA mozna bada¢ w sposob posredni poprzez
analiz¢ biochemiczna biomolekut, ktérych obecno$¢ moze korelowaé z obecnoscia
DNA. Przykladem tego jest ocena zawarto$ci kolagenu lub stopnia racemizacji
aminokwasow (Cooper i Poinar 2000). Z kolei analiza towarzyszacych szczatkéw
zwierzgcych pod katem obecno$ci kontaminacji w postaci ludzkiego DNA moze
stanowi¢ dodatkowa kontrole¢ negatywna na etapach ekstrakcji i amplifikacji
kopalnego DNA (Poinar 2003; Malmstrom i in. 2007).

Przydatna metoda moze by¢ umieszczenie prowadzonych badan aDNA w
okreslonej kategorii ,,ryzyka kontaminacjami obcym DNA”. Jak podaje Gilbert i wsp.
(2005) takich kategorii sa cztery. Proby o najwigkszym ryzyku kontaminacji stanowia
materiaty ludzkie. Proby o wysokim ryzyku kontaminacji to paleopatogeny i
mikroorganizmy. Z kolei do préb o $rednim ryzyku kontaminacji zaliczane sg badania
udomowienia zwierzat i roslin. Niektore gatunki zwierzat jak Swinie, krowy czy kury
moga by¢ tatwiej zanieczyszczone, w zwiazku z tym zaliczane sa do wysokiego
ryzyka. Do ostatniej kategorii o niskim ryzyku kontaminacji zaliczane sa badania
pozostalych organizméw. Oczywiscie system kategoryzacji wymaga pewnej
elastycznosci czego przyktadem sa badania mtDNA Neandertalczyka, ktorego region
hiperzmienny - HVR (ang. hypervariable region) ro6zni si¢ w istotnym stopniu od
ludzkiego wspotczesnego HVR. W zwiazku z powyzszym ryzyko badan moze byé
zaliczone do kategorii $redniej. Ale juz fragmenty regionu kodujacego mtDNA moga
by¢ na tyle podobne do ludzkiego wspotczesnego DNA, Ze ryzyko kontaminacji moze
wzrosna¢ do poziomu najwyzszego.

Jak podkresla Gilbert i wsp. (2005) spetnienie wszystkich kryteriow moze nie
gwarantowaé uzyskania autentycznych wynikéw, ale jednoczes$nie nie spetnienie
niektérych z nich nie musi oznaczaé, ze otrzymane rezultaty nie s3 autentyczne.
Istotne jest aby zastanowi¢ si¢ 1 przeanalizowac histori¢ aktualnie badanych prob -
okresli¢ ich wiek, rodzaj $rodowiska z ktorego pochodza oraz to czy stopien
zachowania materialu moze sugerowac przetrwanie w nich kopalnego DNA. Warto
przeanalizowaé rowniez to czy natura probek, rodzaj amplifikowanych fragmentow

DNA 1 ilo$¢ osob, ktora miata stycznos¢ z materialem moga zwigkszaé ryzyko
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Wwystapienia kontaminacji. Wazne sa takze rezultaty, a zatem czy otrzymane
sekwencje moga by¢ autentyczne czy sa raczej efektem uszkodzen, ,,jumping PCR”
lub kontaminacji 1 czy maja sens filogenetyczny i jest ich wystarczajaco duzo aby

byly uzyteczne i wspieraly wyciagane wnioski.

2.7. Przyklady zastosowan badan kopalnego DNA i nowe

mozliwosci badawcze

Badania kopalnego DNA umozliwiaja paleogenetykom poznawaé okreslone
aspekty historii poprzez bezposredni wglad w material genetyczny organizmow
zyjacych w przesztosci. Pomimo ze analizy aDNA sa stosunkowo waskim obszarem
nauki, to maja one swoj istotny udziat nie tylko w analizach DNA populacji ludzkich,
ale takze zwierzecych, w archeobotanice i paleoepidemiologii.

Kopalny mitochondrialny DNA wraz z markerami mikrosatelitarnymi
autosomalnego DNA i chromosomu Y moze by¢ uzywany do okreslania
pokrewienstwa migdzy osobnikami. Jedna ze stynniejszych spraw z zastosowaniem
powyzszych markerow byta zakonczona powodzeniem identyfikacja zwtok ostatniego
cara Rosji Romanova i cztonkéw jego rodziny (Rogaev i in. 2009; Coble i in. 2009).
W podobny sposéb badano pokrewienstwo migdzy trzema osobnikami znalezionymi
w grobie Brigera Magnussona, zatozyciela Sztokholmu, zmartego w 1266 roku
(Malmstrom i in. 2011). Badania kopalnego mtDNA zostaty wykorzystane takze do
genetycznej proby identyfikacji szczatkow Mikotaja Kopernika (Bogdanowicz i in.
2009) oraz do oceny pokrewienstwa migdzy ostatnim krolem Wikingéw Svenem
Estridsenem i kobieta uwazang za jego matke - Estrid (Dissing i in. 2007).

Podobnie jak badania pokrewienstwa, rowniez oOkreslenie plci szczatkow
ludzkich znajdowanych na stanowiskach archeologicznych jest istotne, umozliwia
bowiem poznanie spotecznej i biologicznej struktury populacji historycznych i
rekonstrukcje procesow demograficznych jakie zachodzity w przesztosci (Daskalaki i
in. 2011). Niestety nie zawsze mozliwe jest morfologiczne oznaczenie plci,
szczegblnie wtedy gdy mamy do czynienia ze stabo zachowanym materiatem kostnym
lub ze szkieletami dziecigcymi. W takiej sytuacji mozna zastosowaé¢ metody
molekularne, bazujace na analizie dlugosci fragmentu genu amelogeniny, ktory

zlokalizowany jest na chromosomach X i Y. Inserty w genach znajdujacych si¢ w obu
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loci roznig si¢ dlugoscia, co przektada si¢ na dtugosé amplifikowanych fragmentow.
Molekularne metody zostalty wykorzystane migdzy innymi do oznaczenia plci
szkieletow niewolnikow poswicconych jako ofiary, ktore znaleziono w grobowcach
Qin State w Chinach (Zhang i wsp. 2011), pici $redniowiecznych szkieletow
dziecigcych (Witas i in. 2005), a takze pici szkieletow dziecigcych z czasow
romanskich znalezionych w Wielkiej Brytanii (Mays 2001) oraz okreslenia pftci
czaszek z Turcji datowanych na 9400 lat (Matheson i Loy 2001).

Dzigki nowym wysoko przepustowym metodom sekwencjonowania (NGS,
ang. next generation sequencing), mozliwe stato si¢ odczytanie sekwencji catych
kopalnych genomoéw mitochondrialnych, a takze duzych cz¢sci kopalnego jadrowego
DNA. Sekwenatory ,,nowej generacji”, takie jak 454 Life Sciences GS FLX czy
[llumina wykorzystano miedzy innymi do sekwencjonowania genomow
mitochondrialnych Neandertalczyka (Green i in. 2010), hominina z Denisova z
potudniowej Syberii (Krause i in. 2010) czy australijskiego Aborygena (Rasmussen i
in. 2011). W przypadku Neandertalczyka odczytano dodatkowo okoto 4 miliardy par
zasad genomu jadrowego. Uzyskane informacje potwierdzity migdzy innymi, ze przed
rozdzieleniem si¢ grup FEuroazjatyckich mogt istnie¢ przeptyw gendéw migdzy
Neandertalczykami, a przodkami ludzi wspotczesnych (Green i in. 2010).

Analizy kopalnego DNA maja swoj istotny udziat w archeozoologii. Wiele
uwagi poswieca si¢ kwestii udomowienia zwierzat takich jak koni (Ludwig i in.
2009), $win (Larson i in. 2007), ostow (Kimura i in. 2010), owiec (Cai i in. 2011) czy
psOw (Malmstrom i in. 2008). W wielu przypadkach badania aDNA sa jedyna droga
do poznania biologii wymartych gatunkow takich jak: mamuty wtochate (Gilbert i in.
2008b), moa (Allentoft i in. 2009), nosorozce wiochate (Willerslev i in. 2009),
niedzwiedzie jaskiniowe (Krause i in. 2008; Bon i in. 2008) czy tygrysy tasmanskie
(Miller i in. 2009). Na szeroka skal¢ prowadzone sa takze badania megafauny
plejstocenskiej obejmujace oprocz mamutéw i nosorozcéOw wlochatych takze konie,
renifery, bizony i woty pizmowe (Lorenzen i in. 2011), niedzwiedzie polarne
(Edwards i in. 2011) czy jelenie szlachetne (Stankovi¢ i in. 2011). Celem powyzszych
badan jest przesledzenie ewolucji réznych gatunkéw, w tym okreslenia czasu i
warunkoéw oddzielenia si¢ poszczegolnych linii, a takze oznaczenia wptywu zmian
klimatycznych i pojawienie si¢ czlowieka na zmniejszenie liczby lub wymarcie

poszczeg6lnych gatunkow zwierzat.
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Analizy kopalnego DNA moga wspomaga¢ takze botanikow. Wigkszo$¢ prac z
zakresu archeobotaniki dotyczy roslin uprawnych, gtownie zb6z i owocow, w tym
ryzu (Jones and Brown 2000), pszenicy (Li i in. 2011) czy winogron (Cappellini i in.
2010). W okres$lonych regionach geograficznych takich jak jaskinie czy pustynie,
material genetyczny roslin uprawnych moze przetrwac dzigki procesowi desykacji
(Schlumbaum i in. 2008). Znane sa przyklady badan kopalnego materiatu
genetycznego roslin znalezionych na stanowiskach archeologicznych w Egipcie, w
tym rzodkiewki (O’Donghue i in. 1994) czy papirusa (Marota i in. 2002). Prowadzone
byty takze badania DNA kukurydzy w celu okreslenia sposobu w jaki udomowione
gatunki tej rosliny przedostaly si¢ do Ameryki Potludniowej (Lia i in. 2007).
Poréwnanie na poziomie genetycznym wspdiczesnych udomowionych roélin z ich
przodkami, stwarza mozliwo$¢ poznania sposobow selekcji tych roslin podczas
procesu udomowiania (Schlumbaum i in. 2008). Z kolei analizy aDNA drzew (Liepelt
I in. 2006) umozliwiaja badanie ewolucyjnie wyksztalconego zro6znicowania
genetycznego populacji tych roélin (Tani i in. 2003), a takze rekonstrukcje
geograficznego pochodzenia réoznych gatunkow drewna np. dgbowego (Deguilloux i
in. 2003).

Dzigki sekwencjonowaniu ,,nowej generacji”’ bardziej efektywne staty sig
badania aDNA mieszanin organizméw znajdujacych si¢ w glebach, sedymentach
lodowcowych lub osadach organicznych. Metody te wykorzystano migdzy innymi do
oznaczenia Panarktycznej flory i rekonstrukcji dawnej Arktycznej wegetacji oraz
klimatu (Senstebe i in. 2010).

Badania kopalnego DNA sa takze czg$cia paleoepidemiologii, ktora obejmuje
migdzy innymi badania alleli predysponujacych do wystapienia chordb
autoimmunologicznych (Witas i in. 2007), a takze identyfikacj¢ bakterii, wirusoéw lub
pasozytow obecnych w kopalnych probach. Dzigki analizom aDNA udato sig
zidentyfikowa¢ migdzy innymi: wirus (Anelloviridae) z 200-letniego zgba
pochodzacego od jednego z cztonkow Armii Napoleona (Bédarida i in. 2011), a takze
bakterie Yersinia pestis (Tran i in. 2011; Haensch i in. 2010), bakterie Mycobacterium
tuberculosis na szkieletach ze stanowisk archeologicznych w Egipcie (Zink i in.
2001), bakterie Mycobacterium tuberculosis wraz z Mycobacterium leprae na
szkieletach z grobu w Akeldama z lzraela (Matheson i in. 2009), pasozyty
Trypanosoma cruzi (Swidrowce) na szkieletach z Ameryki Poludniowe;j,

odpowiedzialne za chorob¢ Chagasa (Aufderheide i in. 2004) czy Plasmodium
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falsiparum (zarodzca sierpowego) odpowiedzialnego za przenoszenie malarii,
obecnego na mumiach egipskich nalezacych do cztonkéw rodziny Tutenchamona

(Hawass i in. 2010).

3. Mitochondrialny DNA w analizach populacji ludzkich

3.1. Charakterystyka mitochondrialnego DNA

Mitochondrialny DNA jest dwuniciowa, kolista czaSteczka, liczaca 16569 par
zasad. Sktada si¢ on z regionu kodujacego, ktory ma w sumie 37 genéw, nie
zawierajacych intronow, w tym 13 genéw kodujacych biatkowe produkty
uczestniczace W fosforylacji oksydacyjnej, 2 geny rybosomowego RNA (rRNA) i 22
geny tRNA (Brown 1980). Oprocz regionu kodujacego w mtDNA wystepuje region
kontrolny (zwany rowniez petla D, dlugosci 1122 pz), ktory jest odpowiedzialny za
regulacj¢ transkrypcji oraz inicjacje¢ replikacji (Foran i in. 1988). W petli D mozna
wyr6zni¢ dwa hiperzmienne regiony zwane HVRI i HVRII (ang. hypervariable region
I'iIl) (Rycina 3).

MITOCHONDRIALNY DNA

[[] mrua
L] trna
[ ] rrua

| | region kontrolny

Rycina 3. Schemat ludzkiego genomu mitochondrialnego (wedtug Park i Larsson 2011).
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Po raz pierwszy calkowita sekwencja genomu mitochondrialnego zostala
opublikowana w 1981 roku. Genom mitochondrialny pochodzit z europejskiej proby
tozyska ludzkiego. Jego sekwencja zostata odczytana z pomoca bydlecego genomu
MtDNA oraz linii afrykanskich komérek HeLa (Anderson i in. 1981). Zostata ona
okreslona jako sekwencja referencyjna z Cambridge - CRS (ang. Cambridge reference
sequence). W 1999 roku Andrews i wsp. ponownie przeanalizowali sekwencje CRS i
znalezli kilka blednie podstawionych nukleotydéw. Poprawiona sekwencja nazywa si¢
rCRS (ang. revised Cambridge reference sequence) i nalezy do europejskiej
haplogrupy H (numer akcesyjny w GenBanku: NC_012920.1). Do sekwencji
referencyjnej rCRS poréwnywane sa kolejno otrzymywane genomy mitochondrialne.

MtDNA jako haploidalny marker ma istotne cechy, dzigki ktorym moze byé
wykorzystywany w badaniach populacyjnych i ewolucyjnych. Pierwsza istotna cecha
jest to, ze dziedziczony jest tylko w linii zenskiej, bez rekombinacji. W
przeciwienstwie do jadrowego DNA, ktory wystepuje tylko w dwoch kopiach, liczba
kopii mitochondrialnego DNA jest znacznie wigksza i wynosi $rednio od 1000 -
10000 w komorce (Giles i in. 1980). Kopie mtDNA obecne u danego osobnika sa z
reguly identyczne. Czasem jednak moga pojawi¢ si¢ inne typy mtDNA, co jest
nazywane zjawiskiem heteroplazmii. Czgstos¢ heteroplazmii zalezy od sposobu jej
szacowania i $rednio przyjmuje sig, ze U 14% populacji ludzi, drugi typ mtDNA
wystepuje z czestoscia 1% (Tully i in. 2000).

Kolejna istotna cecha mitochondrialnego DNA, wazna z punktu widzenia
badan filogenetycznych jest wysoka czestoscia mutacji, znacznie przewyzszajaca
czestos¢ mutacji wystgpujacych w jadrowym DNA. Najwigcej zmian nukleotydowych
pojawia si¢ w regionach HVR | i HVR 1l mtDNA. Wedlug Soaresa i wsp. (2009)
czestos¢ mutacji regionu HVR | w pozycjach nukleotydowych od 16051 do 16400 (z
wylaczeniem nukleotydéw w miejscach 16182C, 16183C, 16194C i ciagu poli-C z
wariantem 16189C) to jedna zmiana nukleotydowa na 16 677 lat, a w regionie HVR |1
w pozycjach nukleotydowych od 68-263, to jedna mutacja na 22 388 lat. Z kolei w
calym regionie kontrolnym jedna mutacja pojawia si¢ raz na 9058 lat. Informacje na
temat czestosci mutacji istotne sa dla tworzenia ,,zegarow molekularnych”. Zegary te,
po odpowiedniej kalibracji wykorzystywane sa do szacowania czasu i miejsca
powstania okreslonych kladow mitochondrialnego DNA.

Na podstawie badan filogenetycznych stwierdzono, ze starsze gatezie drzewa

filogenetycznego mtDNA wykazuja wigksza ilo§¢ mutacji synonimicznych niz
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mlodsze, z kolei mlodsze galgzie prezentuja wigksza ilo§¢ niesynonimicznych mutacji
w genach kodujacych bialka, a takze substytucji w genach RNA (Kivisilid i in. 2006).
Zgodnie z Soaresem 1 wsp. (2009) jedyna klasa mutacji, ktéra moze nie podlegaé
selekcji sa mutacje synonimiczne. Stwierdzili oni takze, potwierdzajac jednocze$nie
badania Kivisilida i wsp. (2006), ze akumulacja mutacji w mtDNA jest nielinearna i
jest rezultatem selekcji oczyszczajacej, ktorej w sposob stopniowy, ale ciagly
podlegaja linie zawierajace ,,mutacje o malej szkodliwosci”.

W genomie mitochondrialnym wyréznia si¢ pewne pozycje nukleotydowe
zwane ,,goracymi miejscami” (ang. hot spots), w ktorych czgsto§¢ mutacji znacznie
przewyzsza $rednig czegsto$¢ mutacji charakterystyczna dla innych miejsc w mtDNA.
Pozycje te wystepuja zarowno w regionie HVR | jak i HVR Il. Wsrod ,,miejsc
goracych” w HVR I mozna wyr6zni¢ migdzy innymi pozycje: 16093, 16129, 16189,
163111 16362, aw HVR I1I: 152, 146, 150 i 195 (Malyarchuk i in. 2002a). Do szybko
ewoluujacych miejsc zalicza si¢ takze pozycje 16519 (Salas i in. 2007). Mutacje w
»goracych miejscach” moga ulega¢ rewersji przez co w wielu przypadkach staja si¢

niezauwazalne.

3.2. System kalsyfikacji mitochondrialnego DNA

W drzewie filogenetycznym mtDNA istnieje sie¢ haplotypow, w ktorej gldwne
galezie oznaczane sa przez pozycje regionu kodujacego natomiast mlodsze, boczne
odgatezienia wyznaczane sa przez miejsca regionu kontrolnego, o szybszym tempie
mutacji (Macaulay i in. 1999). Na podstawie badan Richardsa i wsp. (1998) oraz
Maculaya i wsp. (1999) zostat opracowany filogenetyczny system klasyfikacji
mtDNA. Zgodnie z ich zasadami mitochondrialny DNA populacji ludzkich
reprezentowany jest przez kombinacje grup (haplogrup lub kladow) réznych typow
(haplotypow) mtDNA. Haplotypy mtDNA wchodzace w sktad haplogrup prezentuja
okreslone warianty sekwencji, pochodzacej od wspolnego przodka. Haplogrupy
mtDNA oznaczane sa duzymi rzymskimi literami jak np. H, K, J, U, natomiast ich
podgrupy (podklady) naprzemiennie dodatnimi liczbami catkowitymi i matymi
literami rzymskimi np. J1, J1b, J1b2, itp. Superklady, ktore sktadaja si¢ z sekwencji
nalezacych do réznych kladow oznaczane sa przez polaczenie nazw tych kladéw np.

HV (Richards i in. 2000). Nienazwane klady bedace czg$cia poznanych wczesniej
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haplogrup oznaczane byty z przedrostkiem ,,pre”. Obecnie haplogrupg pre-HV okresla
si¢ jako RO, a haplogrupg pre-V jako HVO (Torroni i in. 2006). Haplogrupy mtDNA
sa definiowane przez motywy, obejmujace poszczegdlne mutacje znajdujace si¢ w
okreslonych pozycjach zarowno regionu kontrolnego jak i regionu kodujacego (Salas i
in. 2007). Mitochondriany DNA wykazuje duze zréznicowanie dla réznych regionow
geograficznych $wiata. Najglebiej ,,zakorzenione” galgzie mitochondrialnego drzewa
znajdowane sa w czgsci sub-Saharyjskiej Afryki. Na kontynencie tym znajduja si¢
najbardziej zroznicowane i najstarsze haplogrupy mtDNA, takie jak: LO, L1, L2, L3a,
L3bcd, L3eix, L3f, L3h, L4, L5, i L7 (Rycina 4) (Torroni i in. 2006). Ich
wystepowanie ograniczone jest gtdwnie do populacji afrykanskich, ale moga pojawiaé
si¢ takze w innych czg$ciach $wiata wskutek przeptywu genoéw, ktory nastgpowal w
ostatnich kilku tysiacach lat i byt zwiazany chociazby z migracjami niewolnikéw z
Afryki.
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Rycina 4. Drzewo filogenetyczne haplogrup nalezacych do makrohaplogrupy L (na schemacie
nie uwzgledniono wszystkich znanych haplogrup L) ( zrodlo: Institute of Legal Medicine
Innsbruck Medical University http://gerichtsmedizin.at/mtdna_phylogeography_africa.html).
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Haplogrupa L3 obecna jest zarowno w populacjach afrykanskich jak i nie-
afrykanskich. Poza Afryka, L3 dzieli si¢ na dwie podhaplogrupy nazywane
euroazjatyckimi ,,makrohaplogrupami” M i N (Rycina 5) (Salas i in. 2007). Ich
pojawienie si¢ jest zwiazane z tzw. ,,wyjsciem z Afryki”, ktére mato miejsce 60 do 80
tysigcy lat temu (Macaulay i in. 2005). Makrohaplogrupa N (Rycina 6) bardzo szybko
utworzyla klad R, a z jego korzenia powstaty nast¢pne odgatezienia dajace poczatek
gléwnym haplogrupom zachodniej Euroaz;ji, takim jak: RO, JT, U (wtaczajac K), N1
(obejmujaca: I, Nla, N1b, Nlc i N1d), N2 (facznie z W), a takze X, ktora jest
bezposrednim odgatezieniem od korzenia haplogrupy N (Palanichamy i in. 2004).
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RYSUNEK B
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Rycina 5. Rysunek A: schematyczny obraz drzewa filogenetycznego dla haplogrup
europejskich, azjatyckich i afrykanskich; numerami oznaczone sa polimorfizmy definiujacych
przynalezno$¢ do okreslonych haplogrup mtDNA (zrodto: www.mitomap.org). Rysunek B:
schematyczny obraz drzewa filogenetycznego glownych europejskich haplogrup mtDNA
(Torroni i in. 2006).

3.3. Zastosowanie kopalnego mitochondrialnego DNA w badaniach

populacyjnych

Wysoki poziom polimorfizmu mtDNA w obrgbie populacji o réznym
pochodzeniu geograficznym, ale takze etnicznym sprawia, ze dane na temat
zroznicowania genomu mitochondrialnego sa niezwykle istotne w badaniach
populacyjnych i ewolucyjnych. Ze wzgledu na duza ilos¢ kopii mtDNA w komoérkach,
ich szansa wyizolowania z kopalnych prob jest znacznie wigksza niz jadrowego DNA.
To z kolei sprawia, ze marker ten jest czgsto wykorzystywany w badaniach populacji,
ktore istniaty kilkaset lub kilka tysigcy lat temu. Przyktadow jego zastosowan jest
bardzo wiele. Polimorfizm mtDNA wykorzystano migdzy innymi do ustalenia
pochodzenia populacji z Jakucji ze wschodniej Syberii (Crubézy i in. 2010), jak
rowniez do wyjasnienia jaki wplyw miaty kontakty migdzy populacjami azjatyckim i
europejskimi, cztery tysiace lat temu, na strukturg genetyczna tych populacji (Zhang i
in. 2010; Li i in. 2010). Zréznicowanie kopalnego mtDNA wykorzystano takze w
badaniach: populacji z wyspy Nukdo w Potudniowej Korei (Kim i in. 2009),
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osobnikow odkrytych na cmentarzu Zhenzishan w Mongolii (Fu i in. 2009), populacji
z Egyin Gol Valley réwniez z Mongolii (Keyser-Tracqui i in. 2006), osobnikow
znalezionych na cmentarzysku w Liaoning, w Chinach (Wang i in. 2007) czy
populacji z potudniowej Syberii (Keyser i in. 2009). Poza Azja badano takze osobniki
pochodzace: z XV-XVIII wieku z Wysp Kanaryjskich (Maca- Meyer i in. 2005), z
Peru (Shinoda i in. 2006), z Anglii (Topfi in. 2007), z Sardynii (Caramelli i in. 2007),
czy Turcji (Matney i in. 2010).

Duzo prac poswigconych jest badaniom mtDNA populacji neolitycznych. Na
podstawie prowadzonych analiz podejmowane sa proby okreslenia w jaki sposob
rozprzestrzenial si¢ proces ,,neolityzacji” i jaki miat wptyw na struktur¢ genetyczna
wspotczesnych populacji europejskich (Haak 1 in. 2005; Sampietro i in. 2007;
Bramanti i in. 2009; Malmstrom i in. 2009; Haak i in. 2010; Deguilloux i in. 2011;
Lacan i in. 2011; Gamba i in. 2012).

Obecne trendy w badaniach wspotczesnego mtDNA wskazuja, ze najwigcej
informacji na temat historii populacji mozna uzyska¢ poprzez sekwencjonowanie
pelnych genoméw mitochondrialnych. W przypadku badan kopalnego materiatu
genetycznego, to zadanie jest utrudnione ze wzgledu na duzy stopien degradacji DNA.
Sekwencjonowanie pelnych genoméow mitochondrialnych pozostaje mozliwe jedynie
na materiatach, ktore charakteryzuja si¢ obecno$cia bardzo dobrze zachowanego
DNA. Jak dotad znane sa nieliczne, ale za to spektakularne przyktady zastosowania
mitogenomiki na probach kopalnego DNA ludzi. Wsréd nich jest wspomniany
wczesniej autochtoniczny Australijczyk (Aborygen) (Rasmussen i in. 2011), jak
rowniez liczacy ponad 4000 lat Paleo-Eskimos z Grenlandii (Gilbert i in. 2008a), czy
tez liczacy ponad 5000 lat Tyrolczyk z Alp (Ermini i in. 2008). Rozwoj nowych
metod  badawczych  zwiazanych z  technikami  wysokoprzepustowego
sekwencjonowania, daje szans¢ na to, ze by¢ moze w niedalekiej przysztosci
sekwencjonowanie petlnych genoméow mtDNA bedzie mozna Stosowaé na znacznie

wigksza skalg takze w badaniach kopalnych populacji ludzkich.

4. Pochodzenie Slowian na podstawie badan wspolczesnego DNA

Dotychczasowe badania polimorfizmu wspotczesnego mitochondrialnego

DNA wykazaty, ze wszystkie populacje europejskie charakteryzuje podobny rozktad
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frekwencji haplogrup takich jak: H, V, T, J, K, U, W, I, X i N (Simoni i in. 2000;
Grzybowski 1 in. 2007; Malyarchuk i in. 2003). Populacje stowianskie takze wykazuja
duzy stopien homogennosci i nie r6znia si¢ w sposob istotny pod wzgledem mtDNA
od pozostatych populacji europejskich (Malyarchuk i in. 2002b; Branicki i in. 2005;
Grzybowski i in. 2007).

Wyniki z sekwencjonowan pelnych genoméw mitochondrialnych oraz analizy
chromosomu Y, wnosza coraz wigcej informacji na temat pochodzenia wspdtczesnych
Europejczykow, w tym pochodzenia Stowian. Dzigki nim mozliwa jest identyfikacje
nowych podkladow mtDNA i podhaplogrup chromosomu Y, ktorych czas powstania i
historia rozprzestrzeniania moga by¢ potwierdzane danymi pochodzacymi z
archeologii, antropologii czy jezykoznawstwa.

Na bazie przeprowadzonych przez Malyarchuka i wsp. (2008a) analiz mtDNA,
zidentyfikowano podhaplogrupy takie jak: U4a2a, U4a2, HV3 i Rlal,
charakterystyczne dla populacji stowianskich. Z punku widzenia etnogenezy Stowian
wedtug Malyarchuka i wsp. (2008a), najistotniejszym podkladem jest U4a2, ktory
prawdopodobnie pochodzi ze s$rodkowo-wschodniej Europy. Okres ekspansji tej
podhaplogrupy przypada na czas, w ktorym w centralnej, pétnocnej i wschodniej
Europie obecna byta neolityczna kultura ceramiki sznurowej. To z kolei pozwala
przypuszczaé, ze przedstawiciele tej kultury moga by¢ przodkami wspoétczesnych
populacji stowianskich.

Pochodzenie Stowian badane jest takze na podstawie polimorfizmu
chromosomu Y. Chromosom Y posiada duzy blok DNA (NRY), ktory nie ulega
rekombinacji. Wysoki poziom polimorfizmu regionu NRY, jak rowniez dziedziczenie
z ojca na syna, umozliwiaja wykorzystanie go do analiz linii mgskich w badaniach
populacyjnych. Na podstawie badan polimorfizmu SNP i markerow
mikrosatelitarnych STR chromosomu Y, zidentyfikowano migdzy innymi specyficzny
haplotyp - R1al-WSL, ktory ma kombinacje alleli - 10,14 i 9,14 w locus o nazwie
DYS385ab. Wystepuje on w wysokiej czgstosci u Stowian zachodnich. W populacji
czeskiej jego frekwencja wynosi 13%, w polskiej 11,5%, a w stowackiej 5%. W
pozostatych populacjach jego ilo$¢ jest mniejsza, za wyjatkiem regionu Nowogrodu w
péinocno-zachodniej Rosji, gdzie wystepuje z czestoscia 7,9% (Wozniak i in. 2010).
Autor badan podaje, ze specyficzny haplotyp mogt byé obecny posrod wczesno-
stowianskich populacji jeszcze przed rozprzestrzenieniem si¢ slowianszczyzny w VI

w. n.e., a stosunkowo wysoka frekwencja R1al-WSL posrod zachodnich Stowian
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zgodnie z hipoteza zaproponowana przez autoréw badan, mogla by¢ zwigzana z
,efektem zatozyciela” spowodowanym mata liczba osobnikow, ktora wzigla udziat w
migracji Stowian na zachdd (Wozniak i in. 2010). Underhill i wsp. (2010) wyodrebnili
podklad Rlala7, ktory definiowany jest przez mutacje M458 na chromosomie Y.
Wystepuje on z czestoscia ponad 30% w $rodkowej 1 potudniowej Polsce. W
pozostalych populacjach Stowian zachodnich i wschodnich pojawia si¢ z czestoScia
ponad 10%, i znacznie mniejsza frekwencja u potudniowych Stowian i pozostatych
populacji europejskich. Wedtug Wozniaka i wsp. (2010) duza cze$¢ chromosomow
(15%) zaliczonych przez Underhilla i wsp. (2010) do pohaplogrupy R1lala7 ma taki
sam haplotyp, jak R1al-WSL, co wskazuje, ze R1al-WSL moga naleze¢ do
podhaplogrupy R1ala7. Czas ekspansji tego podkaldu przypada na lata 3300-2500 lat,
co pokrywa si¢ z czasem ekspansji kultury tuzyckiej z okresu brazu ktora
rozprzestrzeniata si¢ od dorzecza $rodkowej Odry i1 grzbietow gorskich Bohemii i
Stowacji, az po wschod czyli obecna Ukraing i na potnoc w kierunku wybrzeza
Baltyckiego. Badania te potwierdzaja, ze mozliwe jest istnienie ciaglo$ci genetycznej
w Europie srodkowej przynajmniej od okresu brazu.

Do innych wnioskow doszli wcze$niej Rebata i wsp. (2007). Wykonane przez
nich badania oparte na analizie zréznicowania haplotypéw Y-STR wskazuja na to, ze
populacje Stowian zachodnich i1 wschodnich sa homogenne i rdznig si¢ istotnie od
Stowian potudniowych za wyjatkiem Stowencow. Autorzy badan poparli takze teorig
allochtoniczna pochodzenia Stowian, uzywajac jako argumentu stwierdzenia, ze skoro
Ukraincy sa pod wzgledem genetycznym najbardziej podobni do pozostatych
populacji Stowianskich, to w zwiazku z tym Stowianie prawdopodobnie wywodza si¢

wlasnie z obszarow obecnej Ukrainy.
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Rozdzial I1. Cel pracy

Gléownym celem niniejszej pracy jest oznaczenie zrdznicowania kopalnego
mitochondrialnego DNA w populacjach pochodzacych z okresu rzymskiego i
sredniowiecza z terenéw Polski i porownanie ich do wspotczesnych populacji
stowianskich i sasiadujacych europejskich, jak rowniez do populacji kopalnych z
okresu zelaza i $redniowiecza z terenu Danii oraz populacji neolitycznej z kultury
ceramiki wstggowej rytej, z terenu Niemiec. Na podstawie rezultatow analizy
porownawczej zostanie podjeta proba oceny istnienia ciaglo$ci genetycznej na
poziomie mtDNA pomigdzy okresem rzymskim i wczesnym $redniowieczem oraz
ciaglosci genetycznej pewnych linii mtDNA, az do czaséw wspolczesnych 1 ich
interpretacja w odniesieniu do danych pochodzacych z analiz wspdtczesnego DNA,

archeologii i antropologii.
Cele szczegotowe sa nastgpujace:

e Okres$lenie przynaleznosci haplogrupowej mMtDNA 72 osobnikow z okresu
rzymskiego 1 Sredniowiecza poprzez izolacjg¢, klonowanie 1 sekwencjonowanie
okreslonych fragmentow regionu HVR | mtDNA i wyznaczenia polimorfizmu
pojedynczych nukleotydow(SNP) regionu kodujacego.

e Ocena skuteczno$ci otrzymania powtarzalnych wynikéw amplifikacji kopalnego
DNA dla 72 osobnikéw oraz analiza uszkodzen wystgpujacych w sekwencjach
aDNA.

e Ocena czgstosci wystgpowania wspolnych haplotypdéw kopalnego mtDNA z okresu
rzymskiego i $redniowiecza we wspotczesnych populacjach stowianskich i innych
populacjach europejskich.

e Okreslenie migdzypopulacyjnych dystansow genetycznych (linearnego Fst
Slatkina) i ich graficzne zobrazowanie metoda skalowania wielowymiarowego
MDS, w celu oceny struktury genetycznej zaréwno kopalnych jak i wspotczesnych

populaciji.
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Rozdzial I11. Materialy i metody

1. Materialy

Material badawczy stanowity szkielety pochodzace z okresu rzymskiego z
cmentarzysk datowanych na Il w.p.n.e. - V w.n.e., jak rowniez szkielety pochodzace
ze sredniowiecznych cmentarzysk datowanych na X - X1V w.n.e. Do badan kopalnego
DNA przeznaczono w sumie 72 osobniki, w tym 38 osobnikow z populacji z okresu
rzymskiego i 34 osobniki z populacji sredniowiecznych. DNA izolowano z dwoch
zebow pochodzacych od kazdego osobnika, co réwnoznaczne bylo z izolacja
materiatlu genetycznego ze 144 prob. W Tabeli 2 znajduje si¢ liczba osobnikow z
poszczegolnych stanowisk archeologicznych, a ich lokalizacja geograficzna

przedstawiona jest na Rycinie 6.

o CEDYNIA (X-XIV w. n.e.)

ROGOWO (Il w. n.e.) GASKI (Il w. p.n.e. -1w.n.e.)
L .

a KARCZYN (II-V w. n.e.)
(XI-XIV w. n.e.)

Rycina 6. Lokalizacja geograficzna stanowisk archeologiczne z okresu rzymskiego i
sredniowiecza wraz z datami.

55



Tabela 2. Liczba osobnikéw przeznaczonych do analiz kopalnego DNA z poszczegdlnych
cmentarzysk z okresu rzymskiego 1 wczesnego $redniowiecza.

Nazwa cmentarzyska Liczba osobnikow

Okres rzymski

Kowalewko (I-111 w.n.e.) 11

Rogowo (Il w.n.e.) 13

Karczyn (11-V w.n.e.) 12

Gaski (Il w.p.n.e.—w.n.e.) 2
Sredniowiecze

Cedynia (X-XI1V w.n.e.) 18

Lednica (XI-XIV w.n.e.) 16

1.1. Material szkieletowy z okresu rzymskiego

Material szkieletowy z okresu rzymskiego w ilosci 38 osobnikéw pochodzit ze
stanowisk archeologicznych zaliczanych do kultur: wielbarskiej i przeworskiej. Do
kultury wielbarskiej nalezaly osobniki z cmentarzysk w Kowalewku i Rogowie,
natomiast do kultury przeworskiej, osobniki ze stanowisk archeologicznych w
Karczynie 1 Gaskach (Rycina 4).

Cmentarzysko w Kowalewku, (stanowisko 12) znajduje si¢ pod Poznaniem w
woj. wielkopolskim i datowane jest na wezesny okres rzymski, czyli od okoto potowy
| wieku n.e. do poczatku Il w. n.e. Badania archeologiczne prowadzone na tym
cmentarzysku przez archeologow z Muzeum Archeologicznego w Poznaniu
(Skorupka 2001) pozwolily na wyodrgbnienic 498 grobow szkieletowych i
ciatopalnych. Material kostny (zgby), ktory zostat wykorzystany do badan kopalnego
DNA znajduje sig obecnie w zbiorach Instytutu Antropologii UAM w Poznaniu.

Cmentarzysko w Rogowie (stanowisko 23), w pow. torunskim, woj.
Kujawsko-pomorskim datowane jest na Il w. n.e. Wyodrgbniono na nim 137 grobow
szkieletowych 1 151 grobow ciatopalnych (Chudziak 2000). Zg¢by do analiz DNA
zostaty pobrane z lepiej zachowanych fragmentéw szczgk 1 zuchw. Material kostny
znajduje si¢ obecnie w Zaktadzie Antropologii UMK w Toruniu.

Cmentarzysko w Karczynie (stanowisko 21/22) zaliczane do kultury
przeworskiej (datowane na Il do V w. n..), zlokalizowane jest w pow.
inowroctawskim, w woj. kujawsko-pomorskim. Badania wykopaliskowe na tym

cmentarzysku prowadzone byty w latach 2002-2003 oraz 2005-2006. Wyodrgbniono
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na nim 36 pochéwkow. Materiat kostny jest zdeponowany w Instytucie Antropologii
UAM w Poznaniu (Piontek i in. 2008).

Cmentarzysko w Gaskach (stanowisko 18) znajduje si¢ w pow.
inowroctawskim, woj. kujawsko-pomorskim. Zaliczane jest ono do grupy
kruszanskiej kultury przeworskiej. Datowane jest na okres od Il wieku p.n.e. do |
wieku n.e. Prace wykopaliskowe na tym cmentarzysku pozwolity na odkrycie migdzy
innymi 39 grobow szkieletowych (Andrataj¢ i Stolpiak, 2004). Materiat kostny

znajduje si¢ obecnie w Instytucie Antropologii UAM w Poznaniu.

1.2. Material szkieletowy z okresu wczesnego Sredniowiecza

Sredniowieczny materiat szkieletowy w iloéci 34 osobnikéow pochodzit z
cmentarzysk w Cedyni oraz Lednicy (Rycina 6).

Cedynia zlokalizowana jest w pow. gryfinskim, w woj. zachodniopomorskim.
Na terenie miasta wyodrebniono dwa cmentarzyska na stanowiskach 2 i 2a, z taczna
suma okoto 1600 pochéwkdéw (ok. 3000 pochowanych osobnikéw), ktére catosciowo
stanowi najwigksza nekropoli¢ potnocno-zachodniej Stowianszczyzny. Cmentarzysko
ze stanowiska nr 2 datowane jest na okres od X do potowy XIV wieku, natomiast
cmentarzysko ze stanowiska 2a przypada na okres od X do XII wieku (Porzezinski
2006). Opisy cmentarzysk wraz z analiza poszczegdlnych grobdéw zostaty zawarte
m.in. w opracowaniach Wokroja (1980), Malinowskiej-Lazarczyk (1982) czy
Porzezinskiego (2006). Do analiz kopalnego DNA zostaty wybrane zgby pochodzace
zaréwno od osobnikéw dorostych jak i dzieci. Materiat kostny z tego cmentarzyska
znajduje si¢ obecnie w Instytucie Antropologii UAM w Poznaniu.

Stanowisko archeologiczne w Lednicy obejmuje trzy cmentarzyska
sredniowiecznych — Dziekanowice ,,2”, Dziekanowice ,22” i Ostrow Lednicki.
Wszystkie stanowiska znajduja si¢ w bliskim sasiedztwie, nad jeziorem Lednickim w
woj. Wielkopolskim. Cmentarzysko na Ostrowie Lednickim uzytkowane byto od
XI/XII do XTIV wieku czyli przez okoto 300 lat. Prowadzone badania archeologiczne
pozwolity na odkrycie na nim ponad 2000 grobéw. Na cmentarzysku w
Dziekanowicach ,,2” odkryto 45 szkieletow, natomiast na cmentarzysku w

Dziekanowicach ,,22” uzytkowanym od potowy XI do XIII wieku odkryto ponad
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1150 grobow szkieletowych. Material kostny jest obecnie zdeponowany w zbiorach

Muzeum Pierwszych Piastow na Lednicy (Wrzesinska i Wrzesinski 2005).

1.3. Kopalny material por6wnawczy

Kopalne populacje pordwnawcze pochodzity z cmentarzysk z okresu zelaza i
sredniowiecza zlokalizowanych na terytorium Danii (Rudbeck i in. 2005; Melchior i
in. 2008a, 2008b, 2010). Sktadaty si¢ z 24 osobnikow z okresu zelaza i 29 osobnikow
ze sredniowiecza. Osobniki z epoki zelaza pochodzity z cmentarzysk: Bogebjerggard
datowanego na okres od 0 do Il w. n.e., Skovgaarde datowanego na Il do Il w. n.e
oraz Simonsborg datowanego na 0 do Il w. n.e. Wszystkie stanowiska z okresu zelaza
znajdowaly si¢ w potudniowej czg$ci Danii, na wyspie Zelandia. Z kolei
cmentarzyska $redniowieczne obejmowaly: Kongemarken datowane na X-XIII w.
n.e., Riisby z XIII-XV w. n.e. i Galgedil z X w. n.e. Dwa pierwsze stanowiska
znajdowaty si¢ na wyspie Zelandia, natomiast Galgedil zlokalizowane byto na
péinocy wyspy Fiona (Melchior i in. 2010).

W badaniach porownawczych wykorzystano takze kopalny materiat
genetyczny osobnikow nalezacych do neolitycznej kultury ceramiki wstegowej rytej
(LBK). Populacja poréwnawcza skladata si¢ z 42 osobnikow pochodzacych z
cmentarzysk zlokalizowanych na terenie wspétczesnych Niemiec (Haak i in. 2005,
Bramanti i in. 2009; Haak i in. 2010).

Ze wzgledu na brak opublikowanych danych na temat innych kopalnych
materiatdw poréwnawczych pochodzacych z okresu zelaza czy S$redniowiecza
zarowno z terenow Polski jak i z pozostatych terenéw zamieszkatych przez populacje
stowianskie, wyzej wymieniony kopalny material stanowit jedyny dostgpny i nadajacy

si¢ do wykorzystania w badaniach pochodzenia Stowian.
1.4. Wspolczesny material porownawczy
Dane populacji wspotczesnych (nazwa populacji, liczebnos¢ 1 zrodto danych),

ktore zostalty wykorzystane w analizach migdzypopulacyjnych dystansow

genetycznych jak i analizie wspolnych haplotypow, znajduja si¢ w Tabeli 3.
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Tabela 3. Populacje wspotczesne wykorzystane w analizach pordwnawczych; N- liczebnosé

populacji.
Nazwa populacji i
N Zrdédlo danych
wspolczesnej

Polska 413 Grzybowski i wsp. (2007)
Czechy 179 Malyarchuk i wsp. (2006)
Stowacja 207 Malyarchuk i wsp. (2008b)
Biatorus 267 Estonia Biocentre*
Rosja (czg$¢ europejska) 201 Malyarchuk i wsp. (2002Db)
Ukraina 132 Malyallrchl.Jk i Derenko (2001)

Estonia Biocentre*
Bosnia i Hercegowina 144 Malyarchuk i wsp. (2003)
Stowenia 104 Malyarchuk i wsp. (2003)
Serbia 100 Zgonjanin i wsp. (2010)
Macedonia 200 Zimmermann i wsp. (2007)
Chorwacja 300 Estonia Biocentre*
Bulgaria 855 Karachanak i wsp. (2011)
Estonia 113 Lappalainen i wsp. (2008)
Lotwa 112 Lappalainen i wsp. (2008)
Litwa 149 Lappalainen i wsp. (2008)
Niemcy 287 Poetsch i wsp. (2003)
Szwecja 286 Tillmar i wsp. (2010)
Finlandia 200 Hedman i wsp. (2007)
Oznaczenia:

*Dane nieopublikowane udostepnione przez Estonian Biocentre, Uniwersytet w Tartu, w Estonii.

2. Metodyka

2.1. Pobieranie i oczyszczanie materialu

Do badan kopalnego DNA przeznaczono osobniki, od ktérych mozliwe byto

pobranie przynajmniej dwoch nieuszkodzonych zgbow (bez pgknigé i szczelin). W

trakcie pozyskiwania probek zachowane zostalty wszelkie $rodki ostroznos$ci,

zabezpieczajace material przed zanieczyszczeniem wspdiczesnym DNA, ktore moglo
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pochodzi¢ przede wszystkim od badacza pobierajacego proby kostne. Do ekstrakcji
zebow uzywane byly jednorazowe sterylne rgkawiczki, jednorazowe maseczki i
jednorazowe fartuchy. Po pobraniu, materiat przechowywany byt w —20°C, w celu
zabezpieczenia go przed dalsza degradacja DNA.

Wszystkie etapy pracy z kopalnymi proébami, poczawszy od oczyszczania a
skonczywszy na przygotowaniu reakcji PCR, byly wykonywane w specjalistycznym
laboratorium przeznaczonym do pracy tylko z kopalnym DNA — w Center for
GeoGenetics na Uniwersytecie Kopenhaskim w Danii.

Materiat przeznaczony do izolacji DNA oczyszczano przy pomocy sterylnych
patyczkow, ktorych bawelniane koncoéwki byly nasaczone 1 M roztworem HCI.
Nastepnie zgby zanurzano w 0,1 M roztworze HCI i inkubowano w temperaturze
pokojowej mieszajac przez 5 minut. Po usunigciu roztworu HCI, proby kostne
ptukano trzykrotnie sterylna woda (Accugene - Lonza), ktoéra dodatkowo byta
naswietlona promieniami UVC (2000 J/cm? przez 20 minut). Tak oczyszczony

materiat pozostawiano do wysuszenia na 1 godzing pod zamknigtym dygestorium.

2.2. 1zolacja DNA

Proces pozyskiwania sproszkowanego materiatu kostnego przeprowadzono pod
dygestorium. Kopalny DNA izolowano z proszku zgbnego. W celu uzyskania
proszku, materiaty nawiercano przy pomocy wiertarki typu Dremel z wymienianymi
wierttami. Do kazdego zgba stosowano osobne wiertta (Srednica robocza 1,6 mm),
ktore wczesniej inkubowano przez noc w roztworze degradujacym DNA (DNAaway,
Molecular Bioproducts) i naswietlano promieniami UVC (2000 J/cm? przez 20
minut). Material nawiercano tylko od strony korzenia, po uprzednim zdarciu
niewielkiej ilosci warstwy zewnetrznej i przy jednoczesnym nienaruszeniu korony
zgba. Proszek powstajacy podczas wiercenia zbierano do sterylnych jednorazowych
pojemnikéw, a nastgpnie przenoszono go do 2 ml stozkowych, zakr¢canych
probowek. Do kazdego zgba oprdcz osobnych wiertet uzywano rowniez sterylne,
jednorazowe pensety. Po kazdorazowym nawiercaniu materiatu, komora dygestorium
oraz stale elementy wiertarki byty przemywane 1,4% roztworem NaOCIl (VWR).

Do otrzymanego proszku zgbnego zgodnie z metodyka Malmstréom 1 in. (2007)
dodawano 1ml 0,5% roztworu podchlorynu sodu. Proby inkubowano w temperaturze

pokojowej, mieszajac na kotysce przez 15 minut, a nastgpnie wirowano przez 2
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minuty przy 7 tys. obr./min. Osad ptukano trzykrotnie 1 ml wody (Accugene Lonza),
naswietlonej promieniami UVC (2000 J/cm? przez 20 minut). Za kazdym razem proby
inkubowano przez 3 minuty mieszajac na kotysce w temperaturze pokojowej i
wirowano przez 2 minuty przy 7 tys. obr./min.

Ekstrakcj¢ DNA wykonywano w komorze laminarnej HETO HOLTEN ( klasa
bezpieczenstwa Il), zaopatrzonej w dwa filtry HEPA oraz lampg¢ UV. Komora za
pomoca ,kohierza” polaczona byla z systemem wentylacyjnym, dzigki czemu
powietrze wychodzito z niej bezposrednio na zewnatrz budynku, a nie do $rodka
pomieszczenia laboratoryjnego. Sprzety 1 materialy w postaci pipet, probowek do
PCR, statywow oraz odczynniki w postaci wody i1 buforéw do izolacji DNA
nagwietlano promieniami UVC 2000 J/cm? przez 20 min. Do pipet stosowano tipsy z
filtrami.

Calkowity DNA oczyszczano z lizatu zgodnie z metodyka Yang i in. (1998).
Do lizatu dodawano bufor ekstrakcyjny (0,5 M EDTA o pH 8 oraz 18 pl proteinazy K
(Roche, nr kat. 3115828001), 10M mocznik). Po dodaniu buforu ekstrakcyjnego
material mieszano na rotatorze przez 48 godz. w 55°C.

Po inkubacji, proby wirowano przez 5 minut przy 2 tys. obr./min. Supernatanty
przenoszono na filtry Amicon Ultra-15 (Millipore). W celu koncentracji DNA roztwor
filtrowano do objgtosci 250 pul poprzez wirowanie prob przy 4 tys. obr./min. przez 5—
15 min. Nastgpnie z roztworu zatrzymanego na anizotropowej membranie izolowano
DNA. Izolacj¢ DNA prowadzono z zastosowaniem komercyjnego kitu QiaQuick PCR
Purification Kit (Qiagen), zgodnie z protokotem dolaczonym przez producenta.

Koncowa objgtos¢ otrzymanego ekstraktu DNA wynosita 90 pl.

2.3. Amplifikacja sekwencji markerowych, klonowanie produktéw

PCR i sekwencjonowanie

Amplifikowano fragmenty regionu HVR | mtDNA (F1, F2, F3, F4, 209-356)
oraz fragmenty regionu kodujacego =zawierajace polimorfizmy pojedynczych
nukleotydow (SNP) definiujace przynalezno$¢ do okreslonych haplogrup mtDNA.
Startery do poszczegdlnych fragmentdéw mtDNA zostaty zaprojektowane, a nastepnie
zamoéwione w firmie Biomer (http://www.biomers.net/en/index.html). Ich opis

znajduje si¢ w Tabeli 4.
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Tabela 4. Charakterystyka starterow uzytych do amplifikacji fragmentéw kopalnego mtDNA.

Nazwa
amplifikowanego | Nazwa startera Sekwencja 5'-3' pz* | Referencje
fragmentu
F1 L16050 GGGAAGCAGATTTGGGT 119 Malmstrém i
H16130 AGGTGGTCAAGTATTTATGGTAC in. 2007
F2 L16119 TTACTGCCAGCCACCATGA 118 Malmstrém i
H16196 GATTGCTGTACTTGCTTGTAAGC in. 2007
F3 L16181 CATAAAAACCCAATCCACATCAA 109 Malmstrém i
H16226 GGTGAGGGGTGGCTTTGG in. 2007
F4 L16249 AACTATCACACATCAACTGCAACT 113 Malmstrém i
H16317 TGCTATGTACGGTAAATGGCTT in. 2007
209-356 L16209 CCCCATGCTTACAAGCAAGT 185 Handt i in.
H16356 GTCATCCATGGGGACGAGAA 1996
H H_7028 F TACTACACGACACGTACTACG 75 Obecne
H 7028 R TAGGAGCTGTATTTGCCATCATAG badania
X1 X1 146,195 F ATGTCGCAGTATCTGTCTTTG 111 Obecne
X1 146,195 R AGTGTGTTAATTAATTAATGCTTGT badania
X2 X2 1719 F ACCCACTCCACCTTACTACCAG 67 Obecne
X2 1719 R TACCCAAATAAAGTATAGGCGATAG badania
T2b T2b 5147 F CCTACTACTCAACTTAAACTCC 60 Obecne
T2b 5147 R TTGTTTCAGGTGCGAGATAG badania
HVO0 HVO 72 F ATGCATTTGGTATTTTCGTCTG 53 Obecne
HVO 72 R CGTCTCGCAATGCTATCG badania
R1 R1 11719 F GCGCAGTCATTCTCATAATC 58 Obecne
R1 11719 R GCTAGGCAGAATAGTAATGAG badania
HV HV_14766_F CACCAATGACCCCAATACG 68 Obecne
HV 14766 R GAGGTCGATGAATGAGTGGTTAA badania
\% V_4580 _F TACCTGAGTAGGCCTAGAA 54 Obecne
V 4580 R TTGGTTAGAACTGGAATAAAAG badania
K1 K1 1189 F CTCAAAGGACCTGGCGGTG 55 Obecne
K1 1189 R CGATTACAGAACAGGCTCCTC badania
K2 K2_146 _F ATGTCGCAGTATCTGTCTTT 65 Obecne
K2 146 R AATATTGAACGTAGGTGCGAT badania
ROa ROA F AAAGCCATTTACCGTACATAG 7 Obecne
ROA R TATCTGAGGGGGGTCATC badania
J J 10398 F TGGCCTATGAGTGACTACAA 65 Obecne
J_ 10398 R CGTTTTGTTTAAACTATATACC badania
J2a J2a 7476 F AAGGAAGGAATCGAACCCC 55 Obecne
J2a 7476 R ATGGAGGCCATGGGGTTG badania
U U 12308 _F ACAGCTATCCATTGGTCTTA 60 Obecne
U 12308 R TATTACTTTTATTTGGAGTTGC badania
Usb MR_HgU5b_7768 | CTAATACTAACATCTCAGACGCTC 59 Obecne
MR_HgU5b 7768 | GGCGGGCAGGATAGTTCAGA badania
U3 U3 14139 F TTCCCACTCATCCTAACCCT 55 Obecne
U3 14139 R GATTGCTCGGGGGAATAGG badania
N1 N1 10238 F CCCTTTCTCCATAAAATTCTTC 68 Obecne
N1 10238 R GGAGGGCAATTTCTAGATCAAA badania
W MR_HgW_8252F | AATTAATTCCCCTAAAAATCTTTG 58 Obecne
MR_HgW_8252R | AGGGGGTGCTATAGGGTA badania
*wielkos¢ produktu
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Amplifikacj¢ prowadzono W objgtosci 25ul, stosujac nastgpujace sktadniki
reakcji: 2ul matrycy DNA, 0,1ul polimerazy Platinum HiFi Taq (5U/ul) (Invitrogen),
2,5ul buforu do polimerazy (10 x stezony) (Invitrogen), 1ul MgSO,; (50mM)
(Invitrogen), 1ul RSA (20mg/ml, Calbiochem), 0,2ul dNTP (25mM) (Invitrogen),
0,5ul (10uM) kazdego startera i dopelniono odpowiednia ilos¢ wody (Accugene
Lonza) do objgtosci 25ul.

Amplifikacje prowadzono stosujac nastepujace warunki reakcji: wstepna
denaturacja 94°C przez 4 minuty, nastepnie 42 cykle, obejmujace denaturacje w 94°C
przez 30 sekund, przytaczanie starteréw w temperaturze od 52°C - 60°C (w zalezno$ci
od rodzaju starteréw) przez 20 sekund, wydtuzanie w 68°C przez 20 sekund oraz
kofcowe wydtuzanie w 72°C przez 10 minut.

Podczas izolacji i amplifikacji DNA stosowano dwie kontrole negatywne
ekstrakcji i jedna kontrolg negatywna reakcji PCR (dla kazdej pary starteréw). Jako
kontrole negatywne stosowano takze szczatki zwierzece.

Detekcj¢ produktow amplifikacji wykonywano za pomoca elektroforezy w 2%
zelu agarozowym z uzyciem bromku etydyny (0,625 mg/ml; BDH Prolabo), wobec
wzorca masy DNA ©X174 RF DNA (Healll).

Otrzymane produkty PCR byly klonowane przy uzyciu kitu TOPO TA
(Invitrogen). W ramach pojedynczej reakcji przygotowywano mieszaning ligacyjna
sktadajaca si¢ z 0,25ul wektora, 0,25ul buforu, 4,5ul wody oraz 1pl rozcienczonego
(1:10) produktu PCR. Ligacje¢ prowadzono przez 25 minut w temperaturze pokojowej.
Nastgpnie do mieszaniny ligacyjnej dodawano 10ul komorek kompetentnych i
umieszczano ja W lodzie na 20 minut. Szok termiczny przeprowadzano w
termocyklerze w temperaturze 42°C przez 30 sekund. Nastepnie mieszanine
przenoszono do lodu na co najmniej 5 minut. Do prob dodawano 100ul ptynnej
pozywki LB zawierajacej trypton (1g/100ml) i ekstrakt drozdzowy (0,5g/100ml)
(Sigma) oraz NaCl (1g/100ml) i 1M NaOH (1,6ul/Iml) (Chempur), a nast¢pnie
inkubowano przez 45-60 minut w 37°C, w cieplarce. Po inkubacji, proby byty
posiewane na ptytki z pozywka LB zawierajaca ampicyling (1ul/ml, Polfa Tachomin).
Posiane bakterie inkubowano przez 15 godzin w 37°C. Identyfikacje klonow
zawierajacych insert wykonano za pomoca metody PCR 2z wykorzystaniem
uniwersalnych starterow (M13R 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ i MI13F 5°-
GTAAAACGACGGCCAG-3’) hybrydyzujacych do wektora. Wyselekcjonowane

klony byly sekwencjonowane automatycznie przy uzyciu zestawu BigDye Tv3.1

63



(Applied Biosystems), a produkty sekwencjonowania byty rozdzielane w analizatorze
ABI Prism 3130XL (Applied Biosystem).

2.4. Analiza sekwencji

Chromatogramy edytowano w programie Chromas 2.33 (Technelysium) i
przyrownywano recznie w programie BioEdit v7.0.5.3 (Hall, T.A. 1999).

W celu okreslenia zmian nukleotydowych w regionie HVR 1, otrzymane
sekwencje mtDNA przyréwnywano do sekwencji referencyjnej rCRS mtDNA (numer
akcesyjny GenBank NC_012920.1) Przynalezno$¢ poszczegolnych haplotypow
mtDNA do haplogrup i podhaplogrup wyznaczano na podstawie mutacji w regionie
kontrolnym oraz SNP w regionie kodujacym. Sprawdzane miejsca regionu
kodujacego, ktore definiowaty przynalezno$¢ haplogrupowa pochodzily z globalnej
bazy danych mtDNA znajdujacej si¢ na stronie www.phylotree.com, rekomendowanej

przez Oven i Kayser (2008).

2.5. Analizy statystyczne

2.5.1. Analiza wspoélnych haplotypow mitochondrialnego DNA

W analizie wspolnych haplotypéw wykorzystano 18 populacji opisanych w
Tabeli 3 (podrozdziat 1.4.). Liczebnos¢ kazdej populacji wynosita 300 osobnikow, za
wyjatkiem Macedonii/Serbii (293 osobniki), Ukrainy (227 osobnikow), Szwecji (296
osobnikow) oraz Litwy/Lotwy (277 osobnikow). W celu zwigkszenia liczby
osobnikow, niektore z populacji tj. Stowacja/Czechy, Macedonia/Serbia,
Bosnia/Stowenia/Chorwacja, Litwa/Lotwa, Finlandia/Estonia, zostaly pofaczone.
Populacje faczono zgodnie z bliskim potozeniem geograficznym i podobienstwem
jezykowym, uzyskujac 12 populacji porownawczych. Jesli liczba osobnikow z
populacji taczonych byla znacznie wigksza od 300, wowczas w sposob losowy
wybierano pule 300 osobnikow. Wybor losowy przeprowadzano w przy uzyciu
formuty ,,random factor” w Excel 2010.

Nastgpnie sprawdzano obecnos$¢ oraz liczbg kopalnych haplotypéw mtDNA

dzielonych wspolnie ze wspotczesnymi populacjami poréwnawczymi. Na bazie
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uzyskanych informacji kopalne haplotypy mtDNA dzielono na trzy grupy:
nieinformatywna, informatywna i unikatowa. Do grupy nieinformatywnej zaliczano
te, ktére wystgpowaty w najwigkszej ilosci, czyli stanowity ponad 0,4% sposrod
wszystkich haplotypow wystepujacych w badanych populacjach wspotczesnych. Do
grupy infromatywnych wiaczano te haplotypy, ktore wystgpowaty stosunkowo rzadko
(ponizej 0,4%). Natomiast do grupy haplotypéw unikatowych nalezaty te, ktore nie
zostaly odnalezione w analizowanych wspotczesnych populacjach.

W kazdej z 12 populacji poréwnawczych obliczano procent informatywnych i
nieinformatywnych kopalnych haplotypow MtDNA. W celu wskazania rdznic
pomigdzy haplotypami informatywnymi poszczegdlnych populacji, a $rednim
udzialem  haplotypéw informatywnych w calej populacji, zastosowano
nieparametryczny test z (Haak i in. 2010). Zastosowany test pozwolit na
wyodrebnienie populacji, ktore wykazuja istotnie wyzszy procent wspolnych
informatywnych haplotypow. Test ten zostat obliczony zgodnie z metoda Haak i wsp.
(2010) w programie Excel 2010.

Ze wzgledu na nieznajomos$¢ rozktadu czgstosci wystgpowania poszczegdlnych
haplotypow w catej populacji, Sredni udziat haplotypow i ich 95% przedziaty ufnosci
(95% CL) obliczano z wykorzystaniem metod bootstrapowych (10 000 powtorzen).
Do obliczen wykorzystano pakiet R 2.12.1 (R Development Core Team 2008) w
ktérym uzyto skryptu:

#fms<-numeric (10000)

for(i in 1:10000) {
ms[i]<-mean (sample (x, replace=T))

;quantile(ms,c(0.025,0.975))

#mean (x) —quantile (ms,c(0.025,0.975))

#1.96*sqgrt (var (x) /length (x))

#library (boot)

#mymean<-function (x,i)mean(x[i])

#myboot<-boot (x,mymean,R=10000)

#myboot
#boot.ci (myboot)

Oznaczenia: X — populacja
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2.5.2. Analiza migdzypopulacyjnych dystanséw genetycznych

Na podstawie czestosci haplogrup mtDNA poszczegdlnych populacii,
wyznaczono miedzypopulacyjne dystanse genetyczne Slatkina — linearny Fst (ang.
Slatkin’s linearized Fst) (Slatkin 1995). Analiz¢ przeprowadzano w programie
Arlequin v. 3.5. (Ecoffirer i in. 2005). Istotno$¢ statystyczna obliczonych dystanséw
byta testowana z wykorzystaniem metod permutacji — 10 000 powtdrzen przy
poziomie istotnosci 0,05. Miedzypopulacyjne dystanse genetyczne (linearny Fsr)
zostaly graficznie zobrazowane poprzez analiz¢ MDS, czyli skalowania
wielowymiarowego, ktore zostalo wykonane w programie Statistica v. 10, StatSoft
(2011).
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Rozdzial IV. WyniKki

1. lzolacja i amplifikacja kopalnego mtDNA

DNA izolowany byl z 72 osobnikéw pochodzacych z okresu rzymskiego i
sredniowiecza, zgodnie z metoda opisana W podrozdziale 2.2. (Rozdziat III). Aby
potwierdzi¢ autentycznos¢ wynikéw, izolacj¢ DNA przeprowadzano z dwoch zgbow
(gtownie ktow, trzonowcow lub przedtrzonowcdw) nalezacych do kazdego osobnika.

Fragmenty regionu hiperzmiennego (HVR 1) mtDNA o nazwach F1, F2, F3,
209-356 amplifikowano przy pomocy starteréw, opisanych w Tabeli 4 (podrozdziat
2.3, Rozdziat III). W przypadku braku otrzymania produktu PCR w postaci fragmentu
209-356, amplifikowany byt fragment F4 (startery L16249-H16317).

Amplifikowane fragmenty HVR | mtDNA (F1, F2, F3, F4, 209-356),
pokrywaja si¢ wzgledem siebie w dystalnych odcinkach sekwencji i obejmuja w
sumie obszar 305 pz (Rycina 7).

F1
L] F2
F3
L]
F4
|
HVR |

Rycina 7. Schemat utozenia fragmentéw regionu HVR I mtDNA (F1, F2, F3, F4, 209-356)
amplifikowanych przez odpowiednie pary starterow (Tabela 4).



Na Rycinie 8 przedstawiono przyktadowy rezultat amplifikacji fragmentow
HVR | mtDNA (F2, F3 i 209-356) obejmujacych tacznie rejon 235 nukleotydow,
znajdujacy si¢ migdzy 16120 a 16355 nukleotydem mtDNA cztowieka (nr akcesyjny
GenBank: NC_012920.1).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Rycina 8. Obraz z elektroforezy przedstawiajacy rozdziat fragmentow F2, F3 i 209-356
regionu HVR | mtDNA amplifikowanych z ekstraktow DNA pochodzacych od osobnikow o
numerach 2b, 3b, 4b, 6b, 10 i 11 (Tabela 51 9). Linie 2-6 i 8 - rozdzielany fragment 209-356,
linie 12,14,16,18,20,22 - F3, linie - 15,17,19,21,23,25 - F2. Linie 9, 10, 11, 13- kontrole
negatywna ekstrakcji, linie 7, 24 - kontrola negatywna PCR, linie 1, 26 — standard wielkosci
®X174 RF DNA (Healll).

W wigkszosci przypadkow kontrole negatywne nie wykazywaly obecnosci
DNA (Rycina 8). W nielicznych przypadkach, gdzie stwierdzono obecno$¢ produktu
amplifikacji, reakcje PCR byly powtarzane. Jako kontrolg¢ negatywna ekstrakcji i
PCR, stosowano réwniez szczatki zwierzgce. W zadnym przypadku nie stwierdzono w

nich obecnosci ludzkiego materiatu genetycznego.

1.1. Skuteczno$¢ amplifikacji fragmentow HVR | mtDNA

Dla osobnikéw z populacji z okresu rzymskiego (Rogowo, Kowalewko, Gaski i
Karczyn) i s$redniowiecza (Cedynia, Lednica) przeprowadzono amplifikacje
fragmentéw F1, F2, F3, 209-356 regionu HVRI mtDNA. W sumie dla kazdego
osobnika mozna bylo uzyska¢ 8 fragmentow regionu HVR | (po 4 fragmenty z

kazdego zgba).
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1.1.1. Rogowo

Populacja z cmentarzyska w Rogowie liczyta 13 osobnikéw (Tabela 5). W
przypadku 11 osobnikow otrzymano wszystkie analizowane fragmenty. Dla dwoch
osobnikow (numery prob 24/24b oraz 30/30b) otrzymano odpowiednio 6 i 7 sposrod 8
fragmentow mtDNA. Ostatecznie do dalszych analiz zakwalifikowano wszystkie

osobniki z badanej populaciji.

Tabela 5. Skutecznos¢ amplifikacji fragmentéw F1, F2, F3 i 209-356 regionu HVR | mtDNA
dla prob pochodzacych z okresu rzymskiego ze stanowiska archeologicznego w Rogowie.

Fragmenty HVR | mtDNA
Nr Nazwa (Zl;t {’/rz‘:;yz) F1 | F2 | F3 | 209-356
1 R ob. 29 28/99 2/2b +/+ +/+ +/+ +/+
2 R ob. 51 20/99 3/3b +/+ ++ +/+ ++
3 R ob. 718 inw. 77/00 10/10b +/+ ++ +/+ +/+
4 R ob. 724 inw 80/00 12/12b ++ ++ ++ +/+
5 R. ob. 680 inw 52/00 13/13b +/+ ++ ++ +/+
6 R ob. 438 (gr.68) inw 78/K/99 14/14b |+ | HA+ +/+
7 R ob. 96 13/99 20/20b +/+ +/+ +/+ ++
8 R ob. 11/99 oh. 24 21/21b +/+ ++ ++ +/+
9 R ob. 37 inw 32/99 23/23b ++ ++ ++ +/+
10 R ob. 705 inw 74/00 24/24b +/+ +/- +/+ +/-
11 R ob. 665 inw 43/00 25/25b +/+ +/+ +/+ +/+
12 R ob. 45 16/99 30/30b +/+ +/+ +/+ -I+
13 R ob. 421 nr inw. 68/K/99 31/31b ++ ++ ++ +/+

Oznaczenia:

L+ otrzymanie produktu PCR

L /17~ otrzymanie produktu PCR z obu zgbow danego osobnika

- — brak produktu PCR

,+/-” lub ,,-/+” — otrzymanie produktu PCR z jednego zeba danego osobnika

1.1.2. Kowalewko

Populacja z cmentarzyska w Kowalewku liczyta 11 osobnikow (Tabela 6). Dla 6
osobnikéw uzyskano wszystkie analizowane fragmenty mtDNA. W przypadku 4
osobnikow otrzymano od 6 do 7 sposrod 8 analizowanych fragmentoéw MtDNA.
Osobnik o numerach prob 1/1b nie zostal zakwalifikowany do dalszych badan ze
wzgledu na brak otrzymania wszystkich 4 fragmentow mtDNA, w jednym z dwoch

badanych zgbow. Ostatecznie do dalszych badan zakwalifikowano 10 osobnikdw.
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Tabela 6. Skutecznos¢ amplifikacji fragmentow F1, F2, F3 1 209-356 regionu HVR | mtDNA

dla préb pochodzacych z okresu rzymskiego ze stanowiska archeologicznego w Kowalewku.

Fragmenty HVRI mtDNA
Nr Nazwa Nrproby | gy F2 F3 | 209-356
(dwa zeby)
1 Kowalewko 597 1/1b -/nd -/nd -/nd -/nd
2 Kowalewko 572 27/27b +/+ +/+ +/+ -/+
3 Kowalewko 466 28/28b +/+ +/+ ++ +/+
4 Kowalewko 597 29/29b +/+ +/+ +/+ -/-
5 Kowalewko 243 83/83b -/+ +/+ ++ +/+
6 Kowalewko stan.12 nrl 84/84b +/+ +/+ +/+ +/+
7 Kowalewko 267 85/85b +/+ +/+ +/+ +/+
8 Kowalewko 502 86/86b ++ +/+ ++ +/+
9 Kowalewko 314 87/87b +/+ +/+ +/+ -/+
10 Kowalewko 189 88/88hb +/+ +/+ +/+ +/+
11 Kowalewko 188 89/89b +/+ +/+ +/+ +/+
Oznaczenia:

,.nd”— nie wykonywano amplifikacji
Pozostate oznaczenia jak w Tabeli 5.

1.1.3. Gaski

Populacja z cmentarzyska w Gaskach liczyta tylko dwa osobniki (Tabela 7).
Zaréwno dla prob 49/49b jak i 50/50b otrzymano 7 z 8 analizowanych fragmentow

MtDNA. Ostatecznie do dalszych badan zakwalifikowano oba osobniki.

Tabela 7. Skutecznos¢ amplifikacji fragmentéw F1, F2, F3 i 209-356 regionu HVR | mtDNA
dla préb pochodzacych z okresu rzymskiego ze stanowiska archeologicznego w Gaskach.

Fragmenty HVRI mtDNA
Nr Nazwa Nrproby | oy | g F3 | 209-356
(dwa z¢by)
Gaski 18 ob. 23234 na NE od ob.
44 |566 agiagp | |t | R
45 | Gaski 18 ob. 58 50/50b | ++ | 4+ +- ++

Oznaczenia jak w Tabeli 5.

1.1.4. Karczyn

Populacja ze stanowiska archeologicznego w Karczynie liczaca 12 osobnikow
wykazata najmniejsza skuteczno$¢ amplifikacji fragmentow mtDNA (Tabela 8).
Tylko dla dwoéch osobnikéw (proby 63/63b 1 72/72b) mozliwe bylo uzyskanie
kompletu analizowanych fragmentow mtDNA. Siedem osobnikow posiadato od 4 do
7 sposrod 8 analizowanych fragmentéw. W przypadku trzech osobnikéw o numerach

prob 57/57b, 58/58b oraz 59/59b, nie uzyskano zadnych sposrod 8 mozliwych do
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otrzymania fragmentow mtDNA. Ostatecznie do dalszych badan zakwalifikowano 9

osobnikow.

Tabela 8. Skutecznos¢ amplifikacji fragmentow F1, F2, F3 i 209-356 regionu HVR | mtDNA
dla préb pochodzacych z okresu rzymskiego ze stanowiska archeologicznego w Karczynie.

Fragmenty HVRI mtDNA

Nr Nazwa Nrproby | o) | gy | F3 | 200-356
(dwa zeby)

1 Karczyn ob.200 PET 30/197 57/57b -/- -/- -/- -/-
2 Karczyn 0h.269 PET 30/341 58/58b -/- -/- -/- -/-
3 Karczyn 30 wyk. 13/14 ob. Szkielet | 59/59b -/- -/- -/- -/-
4 Karczyn ob.180 PET 30/160 czaszka 60/60b H+ | A+ ++ +/-
5 Karczyn ob.353 PET 30/580 61/61b +H+ | A+ +/+ +/-
6 Karczyn ob.302 wykop 339a 30/534 62/62b +/- +/+ -/- -/-
7 Karczyn ob. 303 czaszka 63/63b +/+ +/- +/+ +/+
8 Karczyn ob. 36 PET 30/107 64/64b +/- +/+ +/- +/-
9 Karczyn PET 30/148 ob. 157 69/69b +H+ | +HH+ +/- ++
10 Karczyn ob. 264 PET 30/340 70/70b +/+ +/- +/- +/+
11 Karczyn ob. 374 stan 21/22 71/71b +/- +/+ +/- -/-
12 Karczyn ob. 266 PET 30/339 72/72b H+ |+ +/+ +/+

Oznaczenia jak w Tabeli 5.

1.1.5. Cedynia

Dla 11 sposréd 18 osobnikow, ktore wchodzity w sktad populacji z
cmentarzyska w Cedyni, otrzymano wszystkie 8 analizowanych fragmentéw mtDNA
(Tabela 9). W przypadku szesciu osobnikéw uzyskano od 6 do 7 fragmentéw HVRI
mtDNA. Tylko jeden osobnik o numerze prob 36/36b nie zostat zakwalifikowany do
dalszych badan. Powodem jego odrzucenia byto otrzymanie zaledwie jednego sposrod
4 analizowanych fragmentow mtDNA w jednym z badanych zebow. Ostatecznie do

dalszych badan zakwalifikowano 17 osobnikow.

Tabela 9. Skuteczno$¢ amplifikacji fragmentow F1, F2, F3 i 209-356 regionu HVR | mtDNA
dla prob pochodzacych ze $redniowiecza ze stanowiska archeologicznego w Cedyni.

Fragmenty HVRI mtDNA
NF Nazwa Nrpréby |0y | 2 | F3 | 200-356
(dwa zeby)
1 Cedynia 269 child 4/4b -/+ +/+ +/+ +/+
2 Cedynia 02 5/5b +/+ +/+ -/- +/+
3 Cedynia 1008 6/6b +/+ +/+ -+ +/+
4 Cedynia 67 child 11/11b ++ +/+ ++ +/+
5 Cedynia 119 32/32b ++ +/+ ++ +/+
6 Cedynia 36 36/36b x/nd -/nd -/nd -/nd
7 Cedynia 645 37/37b ++ +/+ +/+ +/+
8 Cedynia 615 38/38b ++ ++ +/+ +/+
9 Cedynia 936 39/39b +/+ +/+ +/+ -/+
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Tabela 9. C.d.

Fragmenty HVRI mtDNA
Nr Nazwa Nrproby | p9 | g | F3 | 200-356
(dwa z¢by
10 Cedynia 797 40/40b +/+ +/+ +/+ +/+
11 Cedynia 801 41/41b +/+ +/+ +/+ +/+
12 Cedynia 805 42/42b +/+ +/+ +/+ +/+
13 Cedynia 695 43/43b +/+ +/+ +/+ +/+
14 Cedynia 323 52/52b +/+ +/+ +/+ +/+
15 Cedynia 708 53/53b +/+ +/+ +/+ +/+
16 Cedynia LX 19 54/54b +/+ +/+ +/+ +/+
17 Cedynia 773 55/55h +/+ +/+ +/- +/+
18 Cedynia 172 56/56b +/+ +/+ +/- +/+

Oznaczenia jak w Tabeli 5.

1.1.6. Lednica

Sposrod populacji pochodzacej z cmentarzyska w Lednicy, do badan aDNA

przeznaczono 16 osobnikow (Tabela 10). Dla siedmiu z nich udato si¢ uzyskac

komplet fragmentéw regionu HVR I mtDNA. W przypadku szesciu osobnikdéw

otrzymano od 5 do 6 fragmentow mtDNA. Trzy osobniki o numerach prob 33/33b,

34/34b i 35/35b nie zostaty zakwalifikowanych do dalszych badan ze wzglgdu na zbyt

mata liczbg uzyskanych fragmentow MIDNA. Ostatecznie do dalszych badan

zakwalifikowano 13 osobnikow.

Tabela 10. Skuteczno$¢ amplifikacji fragmentow F1, F2, F3 i 209-356 regionu HVR |
mtDNA dla prob pochodzacych ze §redniowiecza ze stanowiska archeologicznego w Lednicy.

Fragmenty HVRI mtDNA
Nr Nazwa Nrpréby | 1 | 5 | F3 | 209-356
(dwa z¢by)
1 Lednica male czaszka "1" Dz.22 3 65/65b +/+ +/+ +/+ ++
2 Lednica male 25/78 66/66b +/+ +/+ -/+ +/-
3 Lednica male "2" 67/67b +/+ +/+ -/- +/-
4 Lednica czaszka female "10" 68/68b +/+ +/+ +/+ -[+
5 Lednica/Dziekanowice 9/92 adult 16/16b +/+ +/+ +/+ ++
6 1554 Lednica/Dziekanowice 18/18b +/+ +/+ +/+ ++
7 615 Lednica/Dziekanowice 19/19b +/+ +/+ +/+ +/+
8 Lednica 356 A 33/33b -/+ -/+ -/+ -/+
9 Lednica 7/83 34/34b +/nd -/nd -/nd -/nd
10 Lednica 1/86 35/35b +/nd +/nd +/nd -/nd
11 Lednica male "7" 73/73b +/+ +/+ +/+ ++
12 Lednica male "6" 74/74b +/- +/+ +/- -/+
13 Lednica male "8" 75/75b +/+ +/+ +/+ +/+
14 Lednica Dz.22 male P85 76/76b +/+ +/+ +/+ ++
15 Lednica male "5" 77/77b +/+ +/- +/- +/-
16 Lednica 556 82/82b +/+ -/+ +/+ -/-

Oznaczenia jak w Tabeli 5.
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2. Klonowanie i sekwencjonowanie klonow

Do klonowania produktow PCR i ich sekwencjonowania, zakwalifikowano w
sumie 64 z 72 osobnikéw. Wyizolowane fragmenty regionu HVR | mtDNA nalezace
do 64 osobnikow byty klonowane i sekwencjonowanie zgodniec z metoda opisana w
podrozdziale 2.3 (Rozdziat I1I). Tylko dla niektorych prob opisanych w Tabeli 11 i 12
klonowany i sekwencjonowany byt dodatkowo fragment F1. Wowczas analizowany
obszar wynosit 305 nukleotydéw i znajdowat si¢ w pozycjach miedzy 16050 a 16355.
Dla 64 osobnikow w sumie sklonowano 364 fragmenty regionu HVR | mtDNA.

W Tabeli 11 i 12 znajduja si¢ dane na temat liczby zsekwencjonowanych

klonow poszczegélnych fragmentow regionu HVR I mtDNA, dla kazdego osobnika.

Tabela 11. Laczna ilos¢ zsekwencjonowanych klondw fragmentow regionu HVR | mtDNA
(F1, F2, F3i 209-356) dla osobnikéw pochodzacych z populacji z okresu rzymskiego.

E.aczna liczba sekwencji klonow
OKRES RZYMSKI fragmentow HVRI mtDNA
Nr
Nr Nazwa proby F1 F2 F3 |209-356
1 |Rog. ob. 29 28/99 2/2b nd 20 11 16
2 | Rog. ob. 51 20/99 3/3b nd 16 nd 15
3 |Rog. ob. 718 inw. 77/00 10/10b 6 14 11 13
4 | Rog. ob. 724 inw 80/00 12/12b 11 12 13 14
5 |Rog. ob. 680 inw 52/00 13/13b 7 17 5 12
6 |Rog. ob. 438 (gr.68) inw 78/K/99 14/14b 10 13 7 8
7 |Rog. ob. 96 13/99 20/20b nd 11 5 12
8 |Rog. ob. 11/99 ob. 24 21/21b nd 9 nd 12
9 |Rog. ob. 37 inw 32/99 23/23b 7 12 10 12
10 |Rog. ob. 705 inw 74/00 24/24b nd 13 6 12
11 |Rog. ob. 665 inw 43/00 25/25h nd 11 10 11
12 |Rog. ob. 45 16/99 30/30b nd 7 6 8
13 | Rog. ob. 421 nr inw. 68/K/99 31/31b nd 10 10 12
14 | Kowalewko 572 27/27b nd 5 1 5
15 | Kowalewko 466 28/28b nd 12 8 12
16 | Kowalewko 597 29/29b nd 12 9 nd
17 | Kowalewko 243 83/83b nd nd nd 9
18 | Kowalewko stan.12 nrl 84/84b nd 10 9 9
19 | Kowalewko 267 85/85h nd 9 10 10
20 | Kowalewko 502 86/86b nd 7 8 10
21 | Kowalewko 314 87/87b nd 9 9 9
22 | Kowalewko 189 88/88b nd 11 5 10
23 | Kowalewko 188 89/89b nd 10 9 11
24 | Gaski 18 ob. 23234 na NE od ob. 566 | 49/49b nd 13 5 5
25 | Gaski 18 ob. 58 50/50b nd 10 4 11
26 | Karczyn 0b.180 PET 30/160 czaszka | 60/60b nd nd nd 10
27 | Karczyn 0b.353 PET 30/580 61/61b nd 12 10 8
28 | Karczyn ob.302 wykop 339a 30/534 | 62/62b nd 7 - -
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Tabela 11. C.d.

Laczna liczba sekwencji klonéw
ONRES IRl fragmentéow HVRI mtDNA
Nr
Nr Nazwa proby F1l F2 F3 |209-356
29 | Karczyn ob. 303 czaszka 63/63b nd 5 1 9
30 | Karczyn ob. 36 PET 30/107 64/64b nd 5 nd 5
31 | Karczyn PET 30/148 oh. 157 69/69b nd 9 4 10
32 | Karczyn ob. 264 PET 30/340 70/70b nd 1 nd 7
33 | Karczyn ob. 374 stan 21/22 71/71b nd 10 nd -
34 | Karczyn ob. 266 PET 30/339 72/72b nd 5 3 10

Oznaczenia:
,nd” — nie wykonywano klonowania
- 5, - brak fragmentu do klonowania

Tabela 12. Laczna ilos¢ zsekwencjonowanych klonow fragmentow regionu HVR | mtDNA
(F1, F2, F3i 209-356) dla osobnikéw pochodzacych z populacji ze sredniowiecza.

2 Laczna liczba sekwencji klonow
SRAINLONALEE/A S fragmentow HVRI mtDNA
Nr
Nr Nazwa préby F1 F2 F3 | 209-356
1 | Cedynia 269 child 4/4b nd 16 9 11
2 | Cedynia 02 5/5b nd 16 21 12
3 | Cedynia 1008 6/6b 12 21 4 18
4 | Cedynia 67 child 11/11b 7 15 12 11
5 |Cedynia 119 32/32b nd 10 8 10
7 | Cedynia 645 37/37b nd 11 4 10
8 |Cedynia 615 38/38b nd 9 9 10
9 | Cedynia 936 39/39b 5 9 5 9
10 | Cedynia 797 40/40b nd 4 nd 11
11 | Cedynia 801 41/41b nd 8 7 11
12 | Cedynia 805 42/42b nd 10 10 10
13 | Cedynia 695 43/43b nd 11 10 10
14 | Cedynia 323 52/52b nd 10 10 10
15 | Cedynia 708 53/53b nd 10 8 10
16 |Cedynia LX 19 54/54b nd 10 10 14
17 | Cedynia 773 55/55b nd 11 12 13
18 | Cedynia 172 56/56b nd 10 5 16
19 | Lednica male czaszka "1" Dz.22 3 | 65/65b nd 7 nd 10
20 |Lednica male 25/78 66/66b nd 10 2 5
21 |Lednica male "2" 67/67b nd 6 - 5
22 | Lednica czaszka female "10" 68/68b nd 10 7 8
23 | Lednica/Dziekanowice 9/92 adult | 16/16b nd 10 7 11
24 | 1554 Lednica/Dziekanowice 18/18b nd 8 10 22
25 | 615 Lednica/Dziekanowice 19/19b 5 10 10 11
26 | Lednica male "7" 73/73b nd 7 nd 8
27 | Lednica male "6" 74/74b nd 11 nd 8
28 |Lednica male "8" 75/75b 5 10 4 7
29 | Lednica Dz.22 male P85 76/76b nd 8 6 10
30 |Lednica male "5" 66/66b nd 5 nd 7
31 |Lednica 556 82/82b nd 7 6 -

Oznaczenia jak w Tabeli 11.
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W przypadku prob, dla ktorych nie otrzymano fragmentu 209-356, dodatkowo
amplifikowany, klonowany i sekwencjonowany byt fragment F4 regionu HVRI
MIDNA. Dane na temat tacznej liczby sekwencji klondéw fragmentu F4 dla

poszczegolnych osobnikow znajduja sie w (Tabeli 13).

Tabela 13. Laczna ilos¢ zsekwencjonowanych klonéw fragmentéw F4 regionu HVR |
MtDNA dla osobnikéw pochodzacego z populacji: 1 — Rogowo; 2- Kowalewko; 3-Cedynia;
4-Gaski.

Laczna liczba sekwencji klonow
fragmentéw HVR I mtDNA
Nr Nazwa Nr préby F4
1 R ob. 45 16/99 30 5
2 Kowalewko 597 29 10
3 Cedynia 936 39 8
4 Gaski 18 ob. 23234 na NE od ob. 566 49 5

3. Analiza sekwencji

Otrzymane sekwencje klonow okreslonych fragmentow regionu HVRI
przyrownywane byly do sekwencji referencyjnej rCRS (numer akcesyjny GenBank
NC_012920.1) zgodnie z metoda opisana w podrozdziale 2.3. (Rozdziat III).

Dla 43 z 64 osobnikow otrzymano powtarzalne sekwencje fragmentow regionu
HVR I. Uzyskano zatem fragmenty mtDNA o tym samym motywie mutacji w obu
zebach danego osobnika. Przyrownania (ang. alignment) sekwencji klonéw
poszczegdlnych fragmentow HVR | mtDNA do sekwencji referencyjnej (rCRS)
kazdego z 43 osobnikow, znajduja si¢ w Zatacznikach niniejszej pracy (Zataczniki 1-
43). Dzigki temu, ze amplifikowanych fragmenty mtDNA pokrywaty si¢ w dystalnych
odcinkach, niektore z mutacji w regionie HVR I mogty by¢ widoczne i powtorzone w
liczbie do 32 sklonowanych sekwencji (Rycina 9). Brak powtarzalnosci wynikow,
czyli identycznego rezultatu z dwoch réznych zgbow nalezacych do tego samego

osobnika, dyskwalifikowat go z dalszych badan (Rycina 10).
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Rycina 9. Przyrownanie sekwencji Klonow fragmentu F1 i F2 regionu HVR I mtDNA
osobnika 1008 z Cedyni (numer prob 6/6b) do sekwencji referencyjnej rCRS. Kropkami
oznaczono nukleotydy be roznic wzglgdem rCRS; literami oznaczono zmiany nukleotydowe
wzgledem rCRS. Badany osobnik zostat zakwalifikowany do dalszych badan dzigki mutacjom
(A—T, T-C, G—A), ktorych obecnos¢ obserwowana byta we wszystkich analizowanych
sekwencjach klonow.
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Rycina 10. Przyrownanie sekwencji klonéow fragmentu 209-356 regionu HVR | mtDNA
osobnika z Rogowa ob. 51 20/99 (numer préb 3/3b) do rCRS. Oznaczenia sa takie same jak
na Rycinie 10. Badany osobnik nie zostat zakwalifikowany do dalszych badan ze wzgledu na
bark obecnosci mutacji C—T w sekwencjach klonéw pochodzacych z drugiego zgba
badanego osobnika.
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Biorac pod uwage poszczegélne stanowiska archeologiczne skuteczno$é
otrzymania powtarzalnych wynikéw, czyli tych samych sekwencji fragmentow,
pochodzacych z dwoch zebéw danego osobnika byta rozna, na co wskazuja wyniki z
Tabeli 14.

Tabela 14. Skuteczno$¢ otrzymania powtarzalnych wynikéw amplifikacji aDNA dla
poszczegbdlnych stanowisk archeologicznych.

Liczba Liczba osobnikow z % osobnikow z
Nazwa osobnikow powtarzalnym wynikiem powtarzalnym
cmentarzyska wzietych do amplifikacji DNA wynikiem
badan amplifikacji DNA
OKkres rzymski
Kowalewko 11 7 64%
Rogowo 13 12 92%
Karczyn 12 2 17%
Sredniowiecze
Cedynia 18 15 83%
Lednica 16 5 31%

Najwigcej osobnikdw z powtarzalnym rezultatem DNA pochodzito z Rogowa -
92% (okres rzymski) i z Cedyni - 83% ($redniowiecze). Z kolei najmniej osobnikow z
powtarzalnym rezultatem pochodzito z Karczyna — 17% (okres rzymski) i Lednicy —
31% ($redniowiecze). Stanowisko w Gaskach, ze wzgledu na zbyt mala liczbe préb

nie zostato wzigte pod uwagg.

4. Analiza typoéw uszkodzen kopalnego DNA

Typy wuszkodzen kopalnego DNA w postaci pojedynczych zmian
nukleotydowych, a takze ich liczba, zostaly okreslone dla catkowitej liczby 1598
sekwencji klonow fragmentow regionu HVR | mtDNA otrzymanych tacznie dla 64
badanych osobnikow.

Najczestszym typem zidentyfikowanych uszkodzen byty tarnzycje (98,6%) i
ich liczba zdecydowanie przewyzszata liczbg transwersji (1,3%). Wsrdd tranzycji
najczesciej wystegpowat typ 2 obejmujacy substytucje C/T (75,1%) oraz G/A (14,8%),
ktore pojawiaty si¢ odpowiednio 1186 i 234 razy (Rycina 11). Na kolejnych miejscach
byty tranzycie T/C (4,55%) i A/G (4,24%), ktore wystepowaly odpowiednio 72 i 67

razy (Rycina 11). Z kolei posrdd nielicznych transwersji najwigcej byto substytucji
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A/C, ktore stanowity zaledwie 0,5% wszystkich typow uszkodzen aDNA. Nie
stwierdzono natomiast obecnosci transwersji w postaci zmian nukleotydowych: T/G,
G/T ani G/C.

C>T751%

. G>A14,81%

. 0,
N A->G 4,24% A->C0,5%
< T->C4,55%
>G 0%
A->T 0,06%

T->A0,32%

C->G0,13% C->A0,32%
G->C0%

Rycina 11. Wykres przedstawiajacy odsetek poszczegodlnych typéw uszkodzen w regionie
HVR 1, obejmujacych tranzycje - czcionka biata oraz transwersje - czcionka czarna.

5. Analiza polimorfizmu pojedynczych nukleotydow w

regionie kodujacym mitochondrialnego DNA

Na podstawie obecno$ci mutacji (lub ich braku) w analizowanym regionie
HVR |, mozna bylo wstgpnie ustali¢ przynalezno$¢ haplogrupowa badanych
osobnikow. W przypadku prob o numerach 6/6b, 55/55b, 68/68b ze Sredniowiecza
oraz 24/24b i 50/50b z okresu rzymskiego, przynalezno$¢ haplogrupowa mozna bylto
okresli¢ juz na podstawie sekwencji regionu HVR | mtDNA. W pozostatych
przypadkach przynaleznos¢ haplogrupowa mtDNA okreslano na podstawie mutacji w
regionie HVR | oraz wybranych SNP, ktore obecne byly w regionie kodujacym
MtDNA. Do kazdego SNP projektowane byly pary starteréw amplifikujace krotkie
fragmenty mtDNA (53 — 111 pz), zawierajace badane miejsca nukleotydowe. Opis
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starterow zaprojektowanych do wybranych SNP znajduje si¢ w Tabeli 4 (podrozdziat
2.3, Rozdziat III). W przypadku proby 39/39b oraz 67/67b sprawdzana byta

dodatkowo mutacja w pozycji 16362 w regionie HVR | (zmiana nukleotydowe spoza

obszaru 16050-16355), a w przypadku proby 43/43b sprawdzana byta pozycja 72 w

regionie HVR 1.

Fragmenty regiondéw mtDNA zawierajace SNP definiujace przynaleznos$¢ do

okreslonych haplogrup mtDNA, zostaty zamplifikowane w reakcji PCR, a nastepnie

sklonowane i zsekwencjonowane. Pozycje badanych SNP, liczba sekwencji klonow i

definiowana haplogrupa znajduja si¢ w Tabeli 15 i 16.

Tabela 15. Pozycje badanych SNP definiujacych przynaleznos¢ do okreslonych haplogrup
mtDNA, dla poszczegdlnych osobnikoéw z okresu rzymskiego.

OKRES RZYMSKI

Nr Nazwa SNP Definiowana | Ilo§¢ sekyvencji
haplogrupa klonow

1 | Rogowo ob. 29 28/99 7028 H 8
2 | Rogowo ob. 718 inw. 77/00 7028 H 4
3 | Rogowo oh. 724 inw 80/00 7028 H 4
4 | Rogowo. ob. 680 inw 52/00 7028 H 4
5 | Rogowo ob. 438 (gr.68) 7028 H 4
6 | Rogowo ob. 96 13/99 7028 H 4
7 | Rogowo ob. 11/99 ob. 24 7028 H 4
8 | Rogowo ob. 37 inw 32/99 10398 J 1
10 | Rogowo ob. 665 inw 43/00 7028 H 5
11 | Rogowo ob. 45 16/99 7028 H 4
12 | Rogowo ob. 421 7028 H 5
13 | Kowalewko 466 8251 w 5
14 | Kowalewko 502 12308, 14139 U, U3 1,5
15 | Kowalewko 267 7028 H 5
16 | Kowalewko stan.12 nr 1 7028 H 5
17 | Kowalewko 314 7768 U5b 5
18 | Kowalewko 189 8251 w 4
19 | Kowalewko 188 8251 w 5
20 |Kar.0b.353 PET 30/580 7028 H 5
22 | Karczyn PET 30/148 ob. 157 10238 N1 8
23 | Gaski 18 ob. 23234 na NE od ob. 566 7028 H 5

Tabela 16. Rodzaje badanych SNP definiujacych przynalezno$¢ do okreslonych haplogrup

mtDNA, dla poszczegdlnych osobnikéw ze sredniowiecza.

SREDNIOWIECZE
Nr Nazwa SNP Definiowana Hos¢ sekyvencji
haplogrupa klonow
1 Cedynia 269 child 7028 H 7
2 Cedynia 02 1719, 146, 195 X1,X2 7,10, 10
4 Cedynia 67 child 16362 (HVRI) ROa 4
5 Cedynia 119 1189 K1 4
6 Cedynia 645 7028 H 5
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Tabela 16. C.d.

SREDNIOWIECZE

Nr Nazwa SNP Definiowana Ilos¢ sekyvencji

haplogrupa klonow
7 Cedynia 615 7028, 14766 H, HV 55
8 Cedynia 936 7028, 16362 (HVRI) H, ROa 51
9 Cedynia 805 7028 H 5
10 | Cedynia 695 7028, 72 (HVRII) H, HVO0,V* 55
11 | Cedynia 323 7028 H 3
12 | Cedynia 708 1719, 146, 195 X1,X2 55,5
13 | Cedynia LX 19 1189, 146, 152 K1,K2 2,5,5
15 | Cedynia 172 7028 H 5
16 | Led./Dziek. 9/92 adult 7028 H 7
18 | Lednica male "8" 10398 J 5
19 | Lednica male "5" 7028 H 5
20 | 1554 Lednica/Dziek. 8251 W 5

*nie otrzymano fragmentu regionu kodujacego mtDNA z pozycja diagnostyczna dla haplogrupy V

6. Zroznicowanie mitochondrialnego DNA w populacjach z

okresu rzymskiego i Sredniowiecza

Na podstawie mutacji regionu kontrolnego 1 kodujacego wyznaczono
przynaleznos$¢ haplogrupowa 23 osobnikéw pochodzacych z okresu rzymskiego i 20
osobnikow ze $redniowiecza. Dane dotyczace przynaleznosci do okreslone;j
haplogrupy mitochondrialnego DNA zawarte sa w tabeli 17 i 18.

Przynalezno$¢ haplogrupowa byta wyznaczana na podstawie diagnostycznych
SNP znajdujacych si¢ w regionie kodujacym mitochondrialnego DNA. Brak mutacji
diagnostycznej] w pozycji 7028 oznaczal przynaleznos¢ badanego osobnika do
haplogrupy H, z kolei obecno$¢ mutacji w innych pozycjach regionu kodujacego
oznaczala przynalezno$¢ do pozostatych haplogrup i podhaplogrup: 10398 (J), 8251
(W), 7768 (U5b), 12308 (U), 14139 (U3), 10238 (N1), 1189 (K1), 146 (K2), 195 i
1719 (X2), 146 (X1), 14766 (HV).

Posréd osobnikow z populacji z okresu rzymskiego zidentyfikowano 16
r6znych haplotypow mtDNA (Tabela 17). Wchodza one w sktad gtownych haplogrup
wystgpujacych w zachodniej Euroazji (H, W, T, J, U i N). Kladem, ktory wystepowat
z najwicgksza czestoscia w badanej populacji byt klad H - 60,9% (14 osobnikow). Z
tego prawie 42,8% haplotypéw w obrgbie tej haplogrupy nie réznito si¢ wzgledem
sekwencji referencyjnej (rCRS). Drugim najczgstszym kladem byta haplogrupa W,
ktéra wystgpowata z frekwencja 13% (3 osobniki) oraz haplogrupa U (13%),
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obejmujaca trzy podklady: U3, U5a i U5b. Pozostale haplogrupy: T, J2a i Nla

wystepowaly z rowna czestoscia 4,3% odpowiadajaca obecnosci u jednego osobnika

w badanej populacji.

Tabela 17. Przynalezno$¢ poszczegolnych osobnikow z okresu rzymskiego do okreslonych
haplogrup mtDNA (Hg) wraz z opisem mutacji w regionie kontrolnym i kodujacym.

NR

REGION

REGION HVR I (16050-

Nr OIS PROBY | KODUJACY 16355) Hg
1 |Rob. 29 28/99 2/2b 7028C CRS H
2 |Rob. 718 inw. 77/00 10/10b 7028C 16093C, 16129A, 16316G H
3 |Rob. 724 inw 80/00 12/12b 7028C 16153A, 16304C H
4 | R. ob. 680 inw 52/00 13/13b 7028C CRS H
5 | R oh. 438 (gr.68) inw 78/K/99 | 14/14b 7028C 16183C, 16189C H
6 |Rob. 96 13/99 20/20b 7028C CRS H
7 |Rob.11/99 oh. 24 21/21b 7028C CRS H
8 | R oh. 665 inw 43/00 25/25b 7028C CRS H
9 |Rob. 45 16/99 30/30b 7028C 16183C, 16189C H
10 | R ob. 421 nr inw. 68/K/99 31/31b 7028C 16129A H
11 R ob. 37 inw 32/99 23/23b 10398G 122222 ﬁééig 12;332‘ 12a
16126C, 16294T, 16296T,
12 | R ob. 705 inw 74/00 24/24b 16304C T2
13 | Kowalewko 267 85/85h 7028C 16304C H
14 | Kowalewko stan.12 nr 1 84/84b 7028C CRS H
15 | Kowalewko 466 28/28b 8251A 16223T, 16292T '\
16 | Kowalewko 189 88/88b 8251A 16192T, 16223T, 16292T W
17 | Kowalewko 188 89/89h 8251A 16223T, 16292T W
18 | Kowalewko 314 87/87h 7768G 16192T, 16270T USb
19 | Kowalewko 502 86/86h 12308G, 14139G | 16343G U3
20 | Karczyn 0b.353 PET 30/580 61/61b 7028C 16222T H
o1 | Karczyn PET 301148 ob. 157 | 69/69b | 10238C 12;‘2‘@ 11555253TT , 16248T, Nial
Gaski 18 ob. 23234 na NE od
22 | ob. 566 49/49b 7028C 16129A, 16304C H
23 | Gaski 18 ob. 58 50/50b 16256T, 16263C, 16270T Uba

W populacji ze Sredniowiecza zidentyfikowano 19 réznych haplotypoéw

MIDNA, posrod 20 osobnikow (Tabela 18). Wszystkie haplotypy nalezaly do kaldéw
zachodnio-euroazjatyckich (H, K, HV, T, J, W, X, HVO i RO0). Sposréd nich z

najwigksza czestoscia wystepowata haplogrupa H (40%), w obregbie ktorej 25%

haplotypoéw nie réznito si¢ wzgledem sekwencji referencyjnej (rCRS). Inne klady tj.

K, J 1 X wystgpowaty z czestoscia odpowiednio po 10%. Z kolei haplogrupy: T, W,
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N1b, HV, HVO oraz podklad ROa, wystgpowaly z czgstoscia po 5% kazda, co

odpowiadato obecnos$ci danej haplogrupy u jednego osobnika.

Tabela 18. Przynalezno$¢ poszczegélnych osobnikow ze sredniowiecza do okre$lonych
haplogrup mtDNA wraz z opisem mutacji w regionie kontrolnym i kodujacym.

REGION
NR | KODUJACY - miejsca | REGION HVR I (16050-
AR OSSN PROBY | diagnostyczne dla 16355) Hg
haplogrup
1 | Cedynia 323 52/52b | 7028C CRS H
2 | Cedynia 172 56/56b | 7028C CRS H
3 | Cedynia 269 child 4/4b 7028 C 16354T H
4 | Cedynia 645 37/37b | 7028C 16189C H
5 | Cedynia 936 39/39b | 7028C, 16362T (HVRI) | 16126C H
6 | Cedynia 805 42/42b | 7028C 16162G Hla
7 | Cedynia 119 32/32b |1189C 16224C, 16311C K1
16222T, 16224T, 16270T,
8 | Cedynia LX 19 54/54b | 1189T, 146C, 152T 16311C K2
16183C, 16189C, 16223T,
9 | Cedynia 02 5/5b 1719G, 146C, 195C 16258C, 16266T, 16274A, | X2
16278T
16183C, 16189C, 16223T,
10 | Cedynia 708 53/53b | 1719A, 146T, 195C 16278T X2
11 | Cedynia 615 38/38b | 7028T, 14766T 16189C, 16271C HV
. 16069T, 16126C, 16145A,
12 | Cedynia 1008 6/6b 162227, 16261T J1b
13 | Cedynia 67 child 11/11b |16362C (HVRI) 16126C ROa
14 | Cedynia 695 43/43b | 7028T, 72C (HVRII) 16129A, 16145A, 16298C | HVO*
16145A, 16176G, 16209C,
15 | Cedynia 773 55/55b 16223T N1b
16 | Led./Dziek. 9/92 adult | 16/16b | 7028C 16304C H
17 | Lednica male 5" 66/66b | 7028 C 16311C H
. . 16126C, 16163G, 16186T,
18 | Lednica czaszka "10" | g /ey, 16189C, 16294T Tla
. o 16069T, 16126C, 16145A,
19 | Lednica male "8 75/75b | 10398G 16172C. 16222T 16261T I1b
20 | 1554 Led./Dziek. 18/18b |8251A 16223T W

*istnieje mozliwo$¢ przynaleznoéci badanego haplotypu do

znaczacego wpltywu na dalsze badania.

7. Analizy statystyczne

7.1. Opis statystyczny populacji

haplogrupy V. Wynik ten nie ma

W Tabelach 19 i 21 oznaczono obecno$¢ (,,1”) lub brak obecnosci (,, . )

analizowanego kopalnego haplotypu w poszczegoélnych wspotczesnych populacjach
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porownawczych. Natomiast w Tabelach 20 i 22 oznaczono doktadna liczbg kazdego
ze wspolnych haplotypow mtDNA.

Grupa nieinformatywna prob z okresu rzymskiego sktadata si¢ z szeSciu
haplotypéw mtDNA, z czego trzy pierwsze wystgpowaly w najwickszej ilosci 1
pojawily si¢ we wszystkich populacjach. Najczesciej wystgpowat haplotyp osobnikow
nalezacych do haplogrupy H, bez roznic wzglgdem sekwencji referencyjnej rCRS.
Haplotyp ten byl obecny najczesciej (9,65%) posrod 3522 analizowanych
wspotczesnych haplotypow poréwnawczych. Do grupy informatywnej zostato
zaliczonych osiem haplotypow (Tabela 19). Tylko w populacjach wspotczesnych z
Butgarii, Niemiec oraz Serbii/Macedonii, nie odnotowano obecnosci zadnych
informatywnych haplotypoéw dzielonych wspolnie z populacja z okresu rzymskiego.
Posrod grupy badanych osobnikow zidentyfikowano takze dwa haplotypy, ktore sa
unikatowe i nie wystepuja w zadnej z badanych populacji porownawczych. Pierwszy z
haplotypow z motywem mutacji 16256-16263-16270 nalezal do haplogrupy Ub5a,
natomiast drugi z motywem 16147A-16223-16248-16320-16355 i rewersja mutacji w
pozycji 16172 nalezat do haplogrupy N1la.

W przypadku préob z okresu sredniowiecza, grupa nieinformatywna sktadata si¢
z dziewigciu haplotypow mtDNA, z czego cztery pierwsze wystgpowaly w
najwickszej liczbie (Tabela 22) i pojawity si¢ we wszystkich badanych wspotczesnych
populacjach. Analogicznie do okresu rzymskiego, najczesciej wystgpowat haplotyp
nalezacy do haplogrupy H, bez réznic wzglgdem sekwencji referencyjnej (rCRS).
Wystepowal on u dwoch osobnikow ze sredniowiecza. Do grupy informatywnej
zostato zaliczonych osiem kopalnych sredniowiecznych haplotypow (Tabela 22).
Wystepowaly one w szesciu sposrod 12 analizowanych wspotczesnych populacji. W
pozostalych  populacjach tj. Rosji (cze$¢ europejska), Stowacji/Czechach,
Bos$ni/Stowenii/Chorwacji, Niemczech, Litwie/Lotwie oraz Finlandii/Estonii nie
stwierdzono obecnosci zadnych informatywnych haplotypow, dzielonych wspolnie z
populacja ze $redniowiecza. Podobnie jak w przypadku prob z okresu rzymskiego, w
populacji ze sredniowiecza zidentyfikowano dwa unikatowe haplotypy, ktore nie byly
obecne w zadnej z wspdlczesnych populacji porownawczych. Pierwszy haplotyp z
motywem mutacji 16129-16145-16298 oraz mutacja w pozycji 72 w regionie HVR 11
nalezat do haplogrupy HVO, natomiast drugi haplotyp z motywem 16183-16189-
16223-16258-16266-16274-16278 nalezat do haplogrupy X2.
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Tabela 19. Obecnos¢ haplotypow z okresu rzymskiego we wspotczesnych populacjach

porownawczych.
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SUM
Grupa Mutacje w HVR |
haplotypéw Hg [ (-1600) 23 | 300 | 305 | 307 | 300 | 300 | 300 | 293 | 227 | 296 | 300 | 277 | 317 | 3522
Nieinformatywne | H CRS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12
H 304 17/1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1| 12
T2b | 126 294 296 304 17/1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1| 12
H 129 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1| 1
w 223292 111 1 1 1 1 1 1 1 1 9
U3z | 343 1 1 1 1 1 1 1 6
Infromatywne H 183 189 1 1 1 1 3
H 93129 316 1] 1 1 1 1 4
H 222 1 1 1 2
H 129 304 1 1 1
U5b 192 270 1 1 1 2
H 153 304 1] 1 1 2
J2a | 69,126, 145, 231, 261, 299 1|1 1
W 192 223 292 1 1 1
Unikatowe USa | 256 263 270 1 0
Nlal | 147A 223 248 320 355 1 0
Suma wszystkich wspolnych haplotypow
(obecnosci) 6|9 | 7| 7| 7|95 |5 |7 |5 |46/ 7] 78
Suma informatywnych haplotypow
y plotyp 0] 41|12 ]3Jofof1|1]o]|2]1]16

Oznaczenia:

,, 1”7 — obecno$¢ haplotypu
, . —brak obecnosci haplotypu
SUM — suma wszystkich haplotypéw populacji porownawczych

Hg - haplogrupa

Kolor zo6tty — haplotypy informatywne

Kolor pomaranczowy — haplotypy unikato
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Tabela 20. Liczba poszczegolnych wspoOlnych haplotypéw z okresu
wspotczesnych populacjach porownawczych.

rzymskiego we

=
= 8
2| 5| E < <
K, I 5|2 = =| §
2 2| S/ 8|08 o £l 2
Sl gl 2152 z|Elz|ls|SlElsS|Y
N ] ) Q| = = S © < o | € -
. = ] ) < = T — o = - ©
g| S| S| 2|5 E|Z|5|2|5|2|% |3
et gl X 2| 2|a|s|D|wn|Z =
= Sl 2|2 g £l s
(@) < ] ) % = | =
| R & ) ic
S =
04 2
=4
[~
SUM
Grupy Mutacje w HVR |
haplotypéw | Hg | (-1600) 23 | 300 | 305 | 307 | 300 | 300 | 300 | 293 | 227 | 296 | 300 | 277 | 317 | 3522
H CRS 6 |46 23 23 25 41 27 31 20 19 35 20 30 | 340
Nieinformatywne | H 304 1 5 5 6 12 23 6 7 1 2 8 3 3 81
T2b | 126, 294, 296, 304 1|5 1 8 2 7 1 4 5 5 8 10 7 | 63
H 129 112 5 3 3 4 2 1 1 2 7 2| 3
W | 223,292 2|2 3 3 1 4 1 . 1 3 3] 21
U3 |343 1] . 3 1 .5 . 1 2 11| 14
Informatywne H 183, 189 2 2 . . . 1 3 6
H 93, 129, 316 1] 1 . . i . S .2 1 5
H 222 1 . . . . . .1 1 2
H 129, 304 1] . . . . 1 1 2
usb | 192, 270 1 . . . 1 1 2
H 153, 304 1] 1 . 1 2
J2a | 69,126,145,231,261,299 | 1 | 1 1
W | 192, 223, 292 1] . 1 1
Unikatowe Uba | 256, 263,270 1 0
Nlal | 147A, 223,248,320,355 | 1 0
Suma wszystkich wspolnych haplotypow | 23 | 65 | 42 | 45 | 45 | 87 | 37 | 44 | 31 | 31 | 53 | 44 | 49 | 572
Suma wszystkich |nf,ormatywnych wleslalalzlalalalalzlalalala
haplotypow
o P - :
% inform. wiréd wszystkich wspdlnych 7,60 | 244|222 444 [345| 0 | 0 [323]645| 0 [682]6,12
haplotypéw

Oznaczenia jak w Tabeli 19
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Tabela 21. Obecno$¢ haplotypow sredniowiecznych we wspotczesnych — populacjach

poroOwnawczych.
<
sy
@
- s o) &
= 2 a9 =
) S | = « o
S 2|0 @ | B
= « N | 2 ® | N I} © >| 8| W
= | © = c | O = | = c|l =] 3 Q| =
el X5l =8|35 |38 el
S|z 2|T|3|E| S| S|ES|E|=|=
EIQ|S|le|o|2|E|82|R[S|e]|T
b5 R sl ElR|g|>|? £|s
£ 2|2 3 =8
2| & b i
= T
57}
=3
==}
SUM
Grupa
haplotypow Hg | Mutacje w HVR | (-1600) 20 | 300 | 305 | 307 | 300 | 300 | 300 | 293 | 227 | 296 | 300 | 277 | 317 | 3522
nieinformatywne | H CRS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12
H [304 1/1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1] 12
H [311 1 /1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1] 12
K1l | 224,311 1 /1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1] 12
Tla | 126, 163, 186, 189, 294 1|1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1|1
Hla | 162 101 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1|1
H |[354 101 1 1 1 1 1 1 1 1 9
H 189 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1|1
Jib | 069, 126, 145, 172, 222, 261 1 1 1 1 1 1 1 1 1 8
informatywne X2 | 183, 189, 223, 278 1 1 1 1 3
Nib | 145, 176A, 209, 223 1 1 1 2
w223 111 1 2
H |[126 1 1 1
Jib | 069, 126, 145, 222,261 1 1 1
K2 | 222,224,270, 311 1 1 1
ROa | 126, 362 1 1 1
HV | 189, 271 1 1 1
Unikatowe HVO | 129, 145, 298 , (72 HVRII) 1 0
X2 ]183,189, 223, 258, 266, 274,278 | 1 0
Suma wszystkich wspolnych haplotypéw 20 (10 (10 | 8 | 8 | 9 |10 |20 |12 | 9 [ 7 |9 |9 |110
Suma informatywnych haplotypéw 0|2 |2]ojJofjo]|2]2|3|]1]0o]o]|o0]1

Oznaczenia jak w Tabeli 19.
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Tabela 22. Liczba poszczegdlnych sSredniowiecznych haplotypow we wspolczesnych

populacjach porownawczych.

(0]
=y
= ©
<
'ﬁ_ > g i0 10
9 = o]
S 2125 5 2| s
g w | | R =D | o 2|5
= | g |3 |E|lQ|=S|88|=|c|&X| | s|uw
2| X | =2 | =8| 2|58 ~ | =
el 2| 2. Sl S|SB IEI=|s
= o | = 2| & @ = g § E Q = |5
T UIE|S|E|E(R|8|5|2| % |E|S
= =
7 IR g =
| QS = (s
gl|Z
(=
]
SUM
Grupa
haplotypow Hg | Mutacje w HVR I (-1600) 20 | 300 | 305 | 307 | 300 | 300 | 300 | 293 | 227 | 296 | 300 | 277 | 317 | 3522
Nieinforma-tywne | H CRS 2 46 23 23 25 41 27 31 20 19 35 20 30 | 340
H | 304 1|15 5 6 122 2 6 7 1 3 8 3 3|8
H |31 1|14 3 3 5 18 2 6 1 122 6 2 10|72
K1 | 224,311 1|14 4 4 4 8 2 5 7 4 3 3 9|57
Tla | 126, 163, 186, 189, 294 1] 3 1 6 4 7 11 3 4 3 6 6|54
Hla | 162 11 1 3 3 2 1 1 2 3 7 10|34
H | 354 117 3 6 2 2 4 2 3 5| 34
H |189 113 2 2 1 1 1 1 2 2 1 2| 28
Jib | 069, 126, 145, 172, 222, 261 1 4 4 3 2 1 1 2 3|20
Informaty-wne X2 | 183C, 189, 223, 278 1 1 2 1 4
N1b | 145, 176A, 209, 223 1 3 1 4
w | 223 1|1 1 2
H |126 1 1 1
Jib | 069, 126, 145, 222,261 1 1 1
K2 | 222, 224,270, 311 1 1 1
ROa | 126, 362 1 1 1
HV | 189, 271 1 1 1
unikatowe HVO | 129, 145, 298 , (72 HVRII) 1 0
X2 | 183C, 189, 223, 258, 266, 274, 278 | 1 0
Suma wszystkich wspolnych haplotypow 20 | 75 | 49 [ 50 | 60 |101 | 51 | 78 | 38 | 49 | 60 | 47 | 78 | 736
Suma wszystkich informatywnych haplotypéw | 20| 2 | 4 | 0 | 0| 0 | 3 | 2 [ 3| 1[0 ][O0]O0
% inform. wsrod wszystkich wspolnych hapl. 27|82| 0 | 0| 0 |59]26|79[20| 0| 0| O

Oznaczenia jak w Tabeli 19.
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7.2. Analiza wspolnych haplotypow

Wartos$ci $rednie udziatu poszczegolnych holotypow (wszystkich wspdlnych,
informatywnych oraz nieinformatywnych) w populacjach wraz z miarami
zmiennosci przedstawiono w Tabeli 23 i 24. Graficzny obraz $redniego procentu
udziatu poszczegdlnych grup haplotypow z okresu rzymskiego znajduje si¢ na
Rycinie 12,a ze $redniowiecza na Rycinie 13.

Tabela 23. Sredni procent udziatu poszczegdlnych grup haplotypéw wspdlnie dzielonych

pomigdzy populacja z okresu rzymskiego i pozostatymi populacjami, wraz z miarami
zmiennosci.

Haplotypy osobnikow z okresu rzymskiego
Sredni % wszystkich Sredni % Sredni %
Populacje wspolczesne wspolnych infromatywnych | nieinformatywnych
haplotypow haplotypow haplotypow
Polska 21,68 +9,39 7,67+1,25 13,98 + 10,02
Biatorus 13,43 + 6,05 2,42 +1,25 10,99 + 6,68
Rosja (cz. europejska) 14,65+ 7,21 2,22+ 0,85 12,43+ 7,34
Stowacja/Czechy 14,98 +6,94 4,42£0,8 10,54 + 7,19
Bosnia/Stowenia/Chorwacja 29,00 + 6,62 3,45+ 0,75 25,56 + 9,00
Bulgaria 12,36 £ 6,14 0,00 12,36 £ 6,14
Macedonia 14,98 + 7,37 0,00 14,98 + 7,37
Serbia 13,65+ 4,88 3,22 + 0,85 10,42 +5,01
Ukraina 10,48 + 4,58 6,46 +0,5 4,03 + 3,83
Szwecja 17,76 + 8,74 0,00 17,76 + 8,74
Niemcy 15,89 + 6,44 6,83 +0,75 9,08 + 6,82
Finlandia/Estonia 15,48 + 7,26 6,15+ 0,75 9,37+ 7,64

Tabela 24. Sredni procent udziatu poszczegolnych grup haplotypéw wspdlnie dzielonych
pomiedzy populacja z okresu rzymskiego i pozostatymi populacjami wraz z miarami
zmienno$ci dla sredniowiecza.

Haplotypy osobnikow ze Sredniowiecza
Sredni % wszystkich Sredni % Sredni %
Populacje wspoélczesne wspolnych informatywnych | nieinformatywnych

haplotypéw haplotypow haplotypow
Polska 24,94 + 8,42 2,61+ 0,65 22,28+ 8,17
Biatorus 16,05 + 5,07 8,15+0,14 7,89+ 5,02
Rosja (cz. europejska) 16,17+ 5,62 0,00 16,17+ 5,62
Stowacja/Czechy 19,79+6,81 0,00 19,79+6,81
Bosnia/Stowenia/Chorwacja 33,60+ 7,27 0,00 33,60+7,27
Bulgaria 16,80+ 5,90 5,69+ 0,99 10,92+ 5,53
Macedonia 26,65+8,66 2,59+ 0,65 24,08+8,41

Serbia 16,74+4,25 7,89+ 0,9 8,84+3,88
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Tabela 24. C.d.

Haplotypy osobnikow ze Sredniowiecza
Sredni % wszystkich Sredni % Sredni %
Populacje wspolczesne wspoélnych informatywnych | nieinformatywnych
haplotypow haplotypow haplotypow
Ukraina 11,1543,67 3,03+0,75 8,12+ 3,55
Szwecja 19,96+ 6,70 0,00 19,96+6,70
Niemcy 16,94+ 5,24 0,00 16,94+5,24
Finlandia/Estonia 24,60+ 8,66 0,00 24,60+ 8,66

Stwierdzono obecno$¢ istotnych roéznic migdzypopulacyjnych w czgstosci
wystepowania haplotypow nieinformatywnych dzielonych wspoélnie z populacja z
okresu rzymskiego i populacjami wspotczesnymi  (jednoczynnikowa ANOVA
F11.84=3,45 p=0,03; Rycina 12). Roéznice te dotyczyly tylko populacji
Bosnia/Stowenia/Chorwacja vs. Szwecja (post-hoc p < 0,05). Podobnie stwierdzono
obecnos¢ istotnych roznic w udziale haplotypow informatywnych (jednoczynnikowa
ANOVA Fi1.84 = 8,27; p = 0,01; Rycina 12), a rdznice te dotyczyly populacji: Polska
VS. Biatorus, Rosja (czgsé europejska), Stowacja/Czechy i
Bosnia/Stowenia/Chorwacja; Rosja (czes¢ europejska) Vvs. Stowacja/Czechy,
Szwecja vs. Bialoru§, Rosja (cze$¢ europejska), Slowacja/Czechy i

Bos$nia/Stowenia/Chorwacja (post-hoc we wszystkich przypadkach p < 0,05).

W przypadku populacji ze $redniowiecza nie stwierdzono istotnych rdznic
migdzypopulacyjnych w czgstosci wystgpowania haplotypoéw nieinformatywnych
dzielonych wspoélnie z populacjami wspotczesnymi (jednoczynnikowa ANOVA
F118,=0,86 p=0,67; Rycina 13). Stwierdzono natomiast istotne roznice
migdzypopulacyjne w udziale haplotypéw informatywnych (jednoczynnikowa
ANOVA Fy184 = 6,42 p=0,01; Rycina 13), a roznica dotyczyta populacji: Polska vs.
Bosnia/Stowenia/Chorwacja, Bulgaria, Ukraina oraz Macedonia/Serbia vs. Bulgaria,

Ukraina (post-hoc we wszystkich przypadkach p<0,05).
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Rycina 12. Procent wszystkich wspolnych, informatywnych i nieinoformatywnych
haplotypow wraz z przedziatami ufnosci dla populacji z okresu rzymskicgo.
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Rycina 13. Procent wszystkich wspolnych, informatywnych i nieinoformatywnych
haplotypow wraz z przedziatami ufno$ci dla populacji ze $redniowiecza.
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Roéznice pomigdzy haplotypami informatywnymi w poszczegdlnych
populacjach, a s$rednim udzialem holotypéw informatywnych w catej znanej
populacji zawiera Tabela 25 i 26. Najwigkszy procent haplotypow dzielonych
wspolnie z populacja z okresu rzymskiego, miata wspotczesna populacja Polski, ale
takze Litwy/Lotwy, Szwecji oraz Finladii/Estonii (p<0,05) . W przypadku Biatorusi,
Rosji, Stowacji/Czech, Bo$ni/Stoweni/Chorwacji, Ukrainy, procent informatywnych
haplotypow dzielonych wspolnie z populacja z okresu rzymskiego nie byt istotny
statystycznie. Dla Butgarii, Macedonii/Serbii i Niemiec, test z nic byt wykonywany

ze wzgledu na brak wspolnych haplotypow (Tabela 25).

Najwigkszy istotny procent haplotypéw dzielonych wspoélnie z populacja ze
sredniowiecza, obserwowany byl w populacji z Biatorusi, Ukrainy oraz Bulgarii
(p<0,05) (Tabela 26). Nieistotne statystycznie roéznice wykazano dla populacji ze
Szwecji, Polski i Macedonii/Serbii. Ze wzgledu na brak wspolnych haplotypow,
testu z nie wykonano dla populacji z Rosji, Stowacji/Czech,
Bosni/Stowenii/Chorwacji, Niemiec, Litwy/Lotwy oraz Finlandii/Estonii.

Tabela 25. Istotno$¢ statystyczna informatywnych haplotypow dzielonych wspolnie

pomigdzy populacja z okresu rzymskiego i wspotczesnymi populacjami poréwnawczymi.
Czerwonym drukiem oznaczono wartosci, ktore sg istotne statystycznie.

Sumg Suma %

WSZy,Stk'Ch informatywnych | infromatywnych | . V=S 1= 2

wspolnyc’h et i et jednostronny | dwustronny

haplotypow
Polska 65 5 7,692307692 0,999999868 0,000
Bialoru$ 41 1 2,43902439 0,078486779 0,157
Rosja (cze$é europejska) 45 1 2,222222222 0,045883578 0,092
Stowacja i Czechy 45 2 4,444444444 0,862100702 0,276
Bosnia, Slowenia i Chorwacja 87 3 3,448275862 0,43857327 0,877
Bulgaria 37 brak - - -
Macedonia i Serbia 44 brak - - -
Ukraina 31 1 3,225806452 0,332692027 0,665
Szwecja 31 2 6,451612903 0,99983912 0,000
Niemcy 53 brak - - -
Litwa i Lotwa 44 3 6,818181818 0,999974936 0,000
Finlandia i Estonia 49 3 6,12244898 0,999278565 0,001
Srednia 3,572027064
odchylenie standardowe 2,773101235
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Tabela 26. Istotno$¢ statystyczna informatywnych haplotypéw dzielonych wspolnie z
populacja ze $redniowiecza i wspolczesnymi populacjami poréwnawczymi. Czerwonym
drukiem oznaczono warto$ci, ktore sa istotne statystycznie.

wsmzch Suma % TEST 2 TESTz

wspélnych infﬁggﬁg&%m inf;ggig;vérl)vlch jednostroﬁny dwustron‘ny

haplotypow
Polska 75 2 2,666666667 0,564835883 0,870
Bialorus 49 4 8,163265306 1 0,000
Rosja (cze$é europejska) 50 brak - - -
Stowacja i Czechy 60 brak - - -
Bos$nia, Slowenia i Chorwacja 101 brak - - -
Bulgaria 51 3 5,88888888 0,999885871 0,000
Macedonia i Serbia 78 2 2,564102564 0,520388001 0,959
Ukraina 38 3 7,894736842 0,999999998 0,000
Szwecja 33 1 3,03030303 0,712511671 0,575
Niemcy 60 brak - - -
Litwa i Lotwa 47 brak - - -
Finlandia i Estonia 78 brak - - -
$rednia 2,517330274
odchylenie standardowe 3,169023818

8. Analiza zr6znicowania mi¢dzypopulacyjnego

W Tabeli 27 znajduja si¢ czgstosci haplogrup mtDNA wyrazone w
procentach, obliczone dla badanych populacji z okresu rzymskiego i $redniowiecza,
jak rowniez dla poszczegolnych populacji wspdiczesnych oraz poroéwnawczych
populacji kopalnych z Danii (Sredniowiecze i okres zelaza) oraz Niemiec (neolit
LBK). Zrodta danych, ktére zostaly wykorzystane do okre$lenia czestosci haplogrup
znajduja si¢ w podrozdziale 2.2 1 2.3 (Rozdziat IIT). Obliczone na podstawie czgstosci
haplogrup dystanse genetyczne (linearny Fst Slatkina) znajduja si¢ w Tabeli 28.

Najwigksze istotne statystycznie dystanse genetyczne na poziomie 0,112 -
0,047 mozna bylo zaobserwowa¢ migdzy populacja neolityczna 1 wszystkimi
pozostatymi populacjami. Duze istotne statystycznie dystanse genetyczne na
poziomie 0,094 — 0,013, zanotowano takze miedzy populacja Finlandii i wigkszoscia
pozostatych populacji. Na uwage zastuguje fakt, ze populacja z okresu rzymskiego
byta najbardziej odlegta pod wzgledem genetycznym od populacji z Ukrainy (0,029) i
Biatorusi (0,026) (nie liczac populacji neolitycznej, Finlandii oraz Lotwy) i byty to
wartos$ci istotne statystycznie.
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Na podstawie macierzy Slatkina (linearny Fst) wykonano skalowanie
wielowymiarowe (MDS). Zgodnie z otrzymanym obrazem (Rycina 14), mozna
stwierdzi¢, ze rozwarstwienie struktury genetycznej populacji europejskich nie jest
duze. Jedynie populacja kopalna z neolitu (LBK) oraz populacje wspotczesne z
Finlandii i Lotwy oddzielaja si¢ od reszty analizowanych populacji. Dzigki
zwigkszeniu liczby badanych osobnikéw z Biatorusi (dane nieopublikowane
udostepnione przez Estonian Bicentre), populacja ta zblizyla si¢ pod wzgledem
miedzypopulacyjnych  odlegtosci  genetycznych do pozostatych  populacji
stowianskich. W stosunkowo homogennej grupie znalazla si¢ takze populacja ze
sredniowiecza i nieco bardziej od niej oddalona populacja z okresu rzymskiego.
Odleglos¢ migdzy nimi roznicowal przede wszystkim wymiar 1. Obie kopalne
populacje sa takze oddalone od wspotczesnej populacji Polskiej. Populacje z okresu
zelaza i $redniowiecza z Danii, mimo swojej malej liczebnosci wykazuja mniejszy
dystans genetyczny wzgledem siebie, anizeli populacje z okresu rzymskiego i

Sredniowiecza z terenéw wspotczesnej Polski.
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Rycina 14. Wykres skalowania wielowymiarowego MDS linearnych dystanséw Fsr

okreslonych na podstawie czgstosci

haplogrup mtDNA populacji

kopalnych oraz

wspolczesnych populacji stowianskich i sasiadujacych populacji europejskich. Zrodta danych
populacyjnych znajduja si¢ w podrozdziale 2.3 (Rozdziat I1I).
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Rozdzial V. Dyskusja

1. Skuteczno$¢ izolacji DNA

Badania kopalnego DNA prowadzone w ramach niniejszej pracy
wykonywane byly w Center for GeoGenetics na Uniwersytecie Kopenhaskim, w
Danii. Dzigki zachowaniu okreslonych warunkéw laboratoryjnych oraz zapewnieniu
odpowiednich metodologii badawczych, mozliwe bylo uzyskanie wysokiej ilosci
powtarzalnych sekwencji DNA. Oznacza to, ze u danego osobnika z dwoch roznych
zebow, mozliwe bylo uzyskanie fragmentéw mtDNA o tym samym motywie mutacji
w regionie HVR . Przynalezno$¢ haplogrupowa mtDNA wyznaczono dla 43 z 72
badanych osobnikéw, co rownoznaczne byto ze skutecznoscia izolacji na poziomie
60%. Podobny poziom skutecznosci uzyskano takze w badaniach aDNA
wykonanych przez Melchior i wsp. (2010) czy Shinoda i wsp. (2006).

Specyfika badan kopalnego DNA nie pozwala na uzyskanie tak duzej liczby
osobnikow jak w przypadku badan wspotczesnego materiatu genetycznego. Wynika
to przede wszystkim z ograniczen w postaci braku dostatecznej ilo$ci materialow
kostnych oraz ztego stanu zachowania szkieletow. Nie ma tez pewnosci, ze kopalny
DNA uzyska si¢ ze wszystkich osobnikéw jakie przeznaczone zostang do analiz.

Zroéznicowanie skutecznosci izolacji DNA 1 rownocze$nie rdzny stopien
zachowania materiatu genetycznego widoczne bylo nie tylko na poziomie
osobniczym ale przede wszystkim na poziomie badanych populacji (Tabela 14).
Najlepsze rezultaty otrzymano dla osobnikéw ze stanowisk archeologicznych w
Cedyni i Rogowie. Skutecznos$¢ izolacji DNA wynosita w tych populacjach
odpowiednio 83% i 92%. Na cmentarzysku w Cedyni warunki srodowiskowe w tym
wiasciwosci gleb mogty sprzyja¢ lepszemu zachowaniu kopalnego DNA. Ponadto
warunki przechowywania pozyskanych szkieletow w suchym 1 stosunkowo
chlodnym pomieszczeniu moglty dodatkowo zabezpiecza¢ DNA szczegdlnie przed
degradacja hydrolityczna. Do badan pobierane byly zgby mocno 0sadzone w
szczgkach i1 zuchwach, co zabezpieczato ich korzenie przed dostgpem obcego
materialu genetycznego. Dzigki temu, mozliwe bylo uzyskanie powtarzalnosci
sekwencji DNA mimo, ze szkielety podlegaly intensywnej eksploracji przez

antropologow.
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Najmniej prob z powtarzalnym rezultatem uzyskano dla populacji ze
stanowisk archeologicznych w Lednicy i Karczynie. Skuteczno$¢ izolacji aDNA
byta na poziomie odpowiednio 31% i 17% (Tabela 14). W przypadku Lednicy,
przyczyn obnizonej skuteczno$ci mozna upatrywaé w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych. Cmentarzysko znajdowato si¢ na mocno nawodnionych polach
uprawnych, nawozonych organicznie, a szkielety byty potozone ptytko pod ziemia
od 35cm do 120cm. (Wiercinska i Wiercinski 2005). Dostep wody i tlenu mogt
przyspiesza¢ degradacj¢ DNA, a nawozy organiczne mogly by¢ zrodiem
kontaminacji i1 inhibitorow PCR. Wydobyte materialy kostne byty przechowywane w
wilgotnej piwnicy, co dodatkowo moglo zwigksza¢ liczbe uszkodzen DNA
powodowanych przez czynniki hydrolityczne.

W przypadku Karczyna, nie ma informacji na temat warunkow
srodowiskowych, cho¢ mozna przypuszcza¢, ze nie byly one korzystne dla dobrego
zachowania aDNA. Mozna nawet sadzi¢, ze u trzech osobnikow (Tabela 8) brak
otrzymania jakichkolwiek fragmentow materiatu genetycznego, mogl by¢ zwiazany
Z obecnoscia inhibitorow PCR.

Jako$¢ otrzymywanych sekwencji kopalnego DNA zostata przeanalizowana
pod katem obecno$ci uszkodzen w postaci zmian nukleotydowych. Tak jak w
przypadku innych prac z zakresu badan kopalnego materiatu genetycznego (Hansen i
in. 2001; Gilbert i in. 2003; Stiller i in. 2006), najczgstszym typem uszkodzen byty
tranzycje C—T oraz G—A (Rycina 11). W niniejszych badaniach stanowily one
odpowiednio 75,1% oraz 14,8% wszystkich uszkodzen w HVR I mtDNA u 43
badanych osobnikow. Byt to wynik zblizony do rezultatow otrzymanych w pracach

Binladena i iwsp. 2006 czy Lamersa i in.2009.

2. Migdzypopulacyjne odleglosci genetyczne w ujeciu

porownawczym

Ze wzgledu na mala liczbe osobnikow badanych populacji, czgstosci
otrzymanych haplogrup mtDNA znacznie roznity si¢ od czgstosci haplogrup
otrzymanych dla liczebnych wspotczesnych populacji porownawczych (Tabela 27).

Nie wyklucza to jednak mozliwosci podjecia proby interpretacji i dyskusji wynikow
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otrzymanych w badaniach migdzypopulacyjnych dystanséw genetycznych (linearny
Fsr Slatkina) zobrazowanych graficznie na wykresie MDS (Rycina 14).

Ze wzgledu na duza czesto$¢ haplogrupy Nla i mniejsza czgstos¢ haplogrupy
H, najbardziej odlegla pod wzgledem genetycznym od pozostatych populacji
europejskich byla neolityczna populacja pochodzaca z kultury ceramiki wstggowe;j
rytej (5600 p.ne. - 4900 p.n.e.) (Haak i in. 2010) (Rycina 14 i 15). Zostata ona
wlaczona do niniejszych badan dla pokazania roznic, jakie istnieja na poziomie
genetycznym rowniez migdzy populacjami kopalnymi. Populacje z okresu
rzymskiego 1 $redniowiecza sa blizsze pod wzgledem chronologicznym czasom
wspoélczesnym, przez to maja mniejszy dystans genetyczny wobec wspotczesnych
populacji europejskich niz populacja wczesno- neolityczna. Taki obraz potwierdza
wnioski Haaka i wsp. (2010), ktorzy stwierdzili, ze najwigksze przemiany
demograficzne, w tym genetyczne musiaty zachodzi¢ po okresie wczesnego neolitu.

Z punktu widzenia ciaglosci genetycznej i ewentualnej kontynuacji lub
dyskontynuacji, istotne sa odlegtosci genetyczne migdzy populacja z okresu
rzymskiego, a populacja $redniowieczna oraz miedzy dwoma kopalnymi
populacjami, a populacja wspotczesna z Polski. Dystanse otrzymane na obrazie
skalowania wielowymiarowego (Rycina 14) pokazuja, ze badane populacje mimo, ze
nie sa polozone w bliskiej odlegtosci, to nadal pozostaja w stosunkowo homogennej
grupie populacji stowianskich. Przyczyn stosunkowo duzych dystanséw migdzy
nimi, mozna upatrywac albo w rzeczywistych rdéznicach na poziomie genetycznym,
albo w roznicach bedacych efektem malej liczebnosci badanych kopalnych
populacji. W tym przypadku wersja zwiazana z liczebnoscia populacji wydaje si¢
bardziej prawdopodobna.

Ze wzgledu na duza czegstosé haplogrupy H (60,9%) w populacji z okresu
rzymskiego, oddala si¢ ona bardziej od homogennej grupy populacji stowianskich,
niz populacja sredniowieczna. Duza czgstos¢ haplotypu bez roznic wzgledem rCRS,
szczegblnie w populacji z Rogowa (41,6%) moze by¢ zwiazana z tym, ze 0sobniki te
mogly by¢ ze soba spokrewnione w linii zenskiej. Oczywiscie potwierdzenie tego
przypuszczenia wymagatoby przeprowadzenia dalszych badan z wykorzystaniem
markerow mikrosatelitarnych. Tak wysoka czgstos¢ mogla by¢ réwniez efektem
losowo$ci proby tym bardziej, ze haplogrupa H bez réznic wzgledem rCRS w
regionie HVR | stanowi ponad 25% wspotczesnych europejskich linii haplotypow

znajdujacych si¢ w obrebie haplogrupy H (Loogvili i in. 2004).
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Niemniej jednak, jesli hipoteza zwiazana z pokrewienstwem osobnikow
bytaby prawdziwa, to w badaniach populacyjnych zamiast pigciu osobnikdéw
nalezatoby uwzgledni¢ tylko jednego. Wyeliminowanie czterech osobnikow
nalezacych do haplogrupy H powoduje, ze populacja z okresu rzymskiego zmniejsza
swoja odlegtos¢ genetyczna wzgledem innych populacji stowianskich, w tym takze

wzgledem populacji ze $§redniowiecza 1 wspolczesnej Polski (Rycina 15).
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Rycina 15. Wykres skalowania wielowymiarowego MDS (linearny Fsrt) okreslonych na
podstawie czestosci haplogrup mtDNA populacji kopalnych oraz wspotczesnych populacji
stowianskich 1 innych europejskich. Populacja z okresu rzymskiego zostata pomniejszona o
cztery potencjalnie ze soba spokrewnione osobniki. Zrédta danych populacyjnych znajduja
si¢ w podrozdziale 2.3 (Rozdziat III).

3. Zroznicowanie populacji z okresu rzymskiego i Sredniowiecza w

ujeciu interdyscyplinarnym

Otrzymane haplotypy mtDNA zaroéwno dla populacji z okresu rzymskiego jak
i Sredniowiecza nalezaly do gtéwnych europejskich haplogrup. Wsréd nich mozna
wyr6zni¢ klady takie jak: H, HV, HVO, J, K, T, U, W, X, N i RO. Haplogrupy te

wraz z innymi europejskimi kladami wystgpuja z rdzna czgstoscia takze we
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wspotczesnych populacjach stowianskich (Belyaeva i in. 2003; Branicki i in. 2005;
Grzybowski 2006; Grzybowski 2007; Zimmermann i in. 2007; Malyarchuk i in.
2001, 2002b, 2003, 2006, 2008a, 2008b; Vanecek i in. 2004; Zgonjanin i in. 2010;
Karachanak i in. 2011).

Zgodnie z zalozeniami niniejszej pracy, opis zréznicowania mtDNA
badanych kopalnych populacji, mial by¢ podstawa do interpretacji otrzymanych
paleogenetycznych wynikow w kontek$cie pochodzenia Stowian, a tym samym
okreslenia istnienia lub braku ciaglosci genetycznej na przetomie okresu rzymskiego
i Sredniowiecza. Dzigki zastosowaniu metody analizy wspolnych haplotypow,
mozliwe bylo poznanie struktury genetycznej badanych populacji na poziomie
zroznicowania haplotypow mtDNA. Haplotypy osobnikow z okresu rzymskiego i
sredniowiecza podzielono na grupg informatywna, nieinformatywna i unikatowa.
Grupa nieinformatywna obejmowala haplotypy, ktore nie niosty ze soba zadnych
istotnych informacji, poniewaz wystgpowaly we wszystkich populacjach
porownawczych W stosunkowo duzych czesto$ciach. Z kolei grupa haplotypow
informatywnych wyst¢gpowata w bardzo matych czgstosciach i dzigki temu
dostarczata informacji na temat analizowanej populacji oraz jej kontaktow z
populacjami, w ktérych badane haplotypy zostaty rowniez zidentyfikowane. Analiza
ta zostala wczesniej wykorzystana przez Haaka i wsp. (2010) w badaniach
osobnikoéw pochodzacych z neolitycznej kultury ceramiki wstggowej rytej. Migdzy
innymi dzigki jej zastosowaniu, autorzy pracy mogli wykazac, ze najwigkszy wkilad
genetyczny podczas procesOwW rozprzeStrzeniania si¢ neolitycznego rolnictwa,

pochodzit z obszarow Bliskiego Wschodu.

3.1. Analiza wspdlnych nieinformatywnych haplotypéw

Najczgsciej wystgpujaca haplogrupa zarowno w okresie rzymskim jak 1 w
sredniowieczu byta haplogrupa H (odpowiednio 60,9% i 40%). Haplogrupa ta
wystepuje z najwicksza czestoscia rowniez w wspotczesnej Europie (od 25,9% do
48,9%), z wyjatkiem Saamow (5,3%). Pojawia si¢ takze stosunkowo czgsto W
poétnocnej Afryce i na Bliskim Wschodzie (Achilli i in. 2004). We wspotczesnych
populacjach stowianskich haplogrupa ta wystepuje z czestoscia od 37,1% na

Biatorusi (dane nieopublikowane udostepnione przez Estonian Biocenter) do 47,9%
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w Bosni i Hercegowinie (Malyarchuk i in. 2003). Dominujacym haplotypem
MtDNA zar6wno w populacji z okresu rzymskiego jak i w S$redniowieczu byt
haplotyp nalezacy do haplogrupy H bez r6znic wzgledem rCRS.

Na podstawie badania pozycji diagnostycznej 7028 w regionie kodujacym
mtDNA, do haplogrupy H zaliczone zostaly takze inne haplotypy z populacji z
okresu rzymskiego i sredniowiecza, w tym haplotyp z mutacja 16304C. Haplotyp ten
jako jedyny (z wyjatkiem H bez roznic wzgledem rCRS) wystepowal w obu
analizowanych kopalnych populacjach. Jednak zwazywszy na to, ze czesto$¢ jego
wystegpowania w populacjach porownawczych wspotczesnych byta takze wysoka, to
jego obecnos¢ w obu kopalnych grupach nie byta istotna dla prowadzonych badan.
Pozostate haplotypy nieinformatywne zaré6wno S$redniowieczne jak 1 z okresu
rzymskiego, ktore rownie czgsto wystgpowaly w analizowanych populacjach
wspotczesnych, nalezaty w duzej mierze do haplotypéw zatozycielskich. Wsrod nich
znajdowat si¢ haplotyp z haplogrupy W z mutacjami w pozycjach 16223
i 16292, U3 z mutacja W pozycji 16343 oraz K z motywem 16224-16311 (Tabela 20
i 22).

3.2. Analiza wspolnych informatywnych haplotypow

Zaden z haplotypéw informatywnych nie byl wspélnie dzielony miedzy
populacja z okresu rzymskiego i sredniowiecza. Fakt ten moze by¢ rownoznaczny z
istnieniem nieciaglosci genetycznej migdzy analizowanymi populacjami, jednak
biorac pod uwage liczebnos¢ badanych populacji otrzymane roznice moga byc
efektem matej proby. W grupie informatywnej z okresu rzymskiego bylo pigé
haplotypow nalezacych do haplogrupy H z motywami: 16183-16189; 16093-16129-
16316; 16222; 16129-16304 i 16153-16304, jak rowniez podklady: U5b (16192-
16270), J2a (16069-16126-16145-16231-16261-16299) oraz haplotyp nalezacy do
haplogrupy W (16192-16223-16292). Wystepowatly one od jednego do szesciu razy
posrod wszystkich 3522 wspoiczesnych haplotypéw poréwnawczych. Najwigksza
liczba wspolnych informatywnych haplotypéw z okresu rzymskiego byta dzielona ze
wspotczesna populacja z Polski (Rycina 12). Istotny statystycznie wynik moze
oznaczac, ze pewne linie genetyczne wykazywaty ciagtos¢ przynajmniej od okresu

rzymskiego, az do wspolczesnosci. Takie stwierdzenie moze wspieraé teorig
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ciagto$ci zaludnienia na obszarach dorzecza Odry i Wisty na przetomie okresu
rzymskiego i wczesnego $redniowiecza, ktora popierana jest takze przez badania
archeologiczne Kostrzewskiego (1961) czy Makiewicza (2005). Istnienie ciagloSci
genetycznej potwierdzaloby takze wyniki badan antropologicznych obejmujacych
morfologiczne zroznicowanie czaszek populacji z okresu rzymskiego i
sredniowiecza, ktore nie dowiodly istnienia znaczacych réznic, $wiadczacych o
dyskontynuacyjnym charakterze przemian na przetomie okresu rzymskiego
i sredniowiecza (Piontek i in. 2008).

Poza populacja wspotczesna z Polski, istotne statystycznie wyniki uzyskano
takze dla haplotypoéw dzielonych wspoélnie z populacja z Litwy/Lotwy, Szwecji oraz
Finlandii/Estonii. Rezultat ten moze wskazywaé¢ na bliskie kontakty populacji z
okresu rzymskiego z populacjami takimi jak Battowie, Germanie czy Finnougrowie.
Fakt ten jest takze potwierdzany przez badania archeologiczne i historyczne.
Imperium Rzymskie w okresie swojego najwigkszego rozwoju siggato od potudnia
az na poinoc Europy. W okresie tym poprzez obszary wspotczesnej Polski oraz
ziemie zajmowane przez Baltow przechodzily szlaki handlowe, ktorymi
transportowano migdzy innymi wyroby metalowe czy bursztyny. Szlaki te kierowaty
si¢ na potnoc i wschod az do ziem zajmowanych przez populacje Finnougryjskie
(Gimbutas 1963). Obecno$¢ szlakéw handlowych sprawita, ze populacje z okresu
rzymskiego z terenéw wspotczesnej Polski takie jak kultura wielbarska i przeworska,
mogly mie¢ bliskie kontakty z Battami, Finnougrami czy Germanami, CO pociagato
to za soba roéwniez mozliwy przeptyw genow. Stad tez w analizie wspdlnych
haplotypow wigksza czgstos¢ ,rzymskich” haplotypéw pojawia si¢ takze na
Litwie/Lotwie, Szwecji oraz Finlandii/Estonii.

Populacja ze s$redniowiecza odznaczata si¢ wigkszym zréznicowaniem
haplogrup mtDNA niz populacja z okresu rzymskiego (Tabela 23). Sposréd osmiu
haplotypow zaliczonych do grupy informatywnej, kazdy nalezal do innego kladu.
Wsrod nich byta podhaplogrupa X2 z motywem 16183-16189-16223-16278,
podhaplogrupa N1b z motywem 16145-16176A-16209-16223, haplogrupa W z
mutacja w pozycji 16223, klad H z mutacja w pozycji 16126, klad J z motywem
16069-16126-16145-16222-16261, podhaplogrupa K2 z mutacjami z pozycjach
16222-16224-16270-16311, podklad ROa z motywem 16126-16362 oraz haplogrupa
HV z mutacjami w pozycjach 16189-16271. Wszystkie sredniowieczne haplotypy
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informatywne wystgpowaly od jednego do czterech razy posrod 3522 wspotczesnych
haplotypoéw poroéwnawczych.

Zgodnie z przeprowadzona analiza wspolnych haplotypow, najwigksza ilo$¢
wspolnych informatywnych $redniowiecznych haplotypéw byta dzielona ze
wspotczesna populacja z Biatorusi, Ukrainy oraz Butgarii. Wynik ten nie jest w peini
jednoznaczny. Z jednej strony wigksza czgsto$¢ haplotypow ,,$redniowiecznych” we
wspotczesnych populacjach z Biatorusi, Ukrainy 1 Bultgarii moze oznaczaé, ze na
poczatku $redniowiecza Stowianie migrowali z terenow dorzecza Odry 1 Wisty na
wschod i1 potudnie Europy. Z drugiej jednak strony, biorac pod uwage wigkszy
dystans genetyczny migdzy populacja z okresu rzymskiego i Sredniowiecza,
migracja ta mogla odbywaé si¢ w odwrotnym kierunku, a wigc ze wschodu na
zachod. Druga hipoteza bylaby zgodna z teoriami allochtonistow jak Godtowski
(2000), ktorzy uwazali, ze Slowianie pochodza z terenow obecnej Ukrainy z
dorzecza Dniepru i stamtad w poczatkach $redniowiecza migrowali na zachdd i
potudnie Europy. Teoria ta pozostaje jednak w sprzecznosci z danymi uzyskanymi
dla populacji rzymskiej, ktére sugeruja istnienie ciaglosci pewnych linii
genetycznych przynajmniej od okresu rzymskiego do wspolczesnosci na terenach

obecnej Polski.

3.3. Rzadkie haplogrupy

Niektore z analizowanych haplotypow nalezaty do kladow, ktore wystgpuja W
Europie w niskich czestosciach. Wérdod nich byta haplogrupa X, ktora wspotczesnie
wystepuje nielicznie zar6wno w zachodniej Euroazji (Richards i in. 2000) jak i
wsréd poétnocnych grup rdzennych Amerykanéw (Malhi i in. 2001). We
wspotczesnych populacjach stowianskich wystepuje na poziomie od 0,9% w
Stowenii (Malyarchuk i in. 2003) do 3,5% w cz. europejskiej Rosji (Malyarchuk i in.
2002b). W populacji $redniowiecznej do podhaplogrupy X2 zaliczono dwa osobniki.
Jeden z haplotypow podhaplogrupy X2 nalezat do grupy informatywnej, a drugi do
unikatowej. Podklad X2 =zostal zidentyfikowany réwniez w  populacji
sredniowiecznej z Danii (Melchior i in. 2008b). Osobnik nalezacy do tego podkladu
miat haplotyp z motywem 16129-16223-16255-16278 i roznit si¢ od tych, ktore

zidentyfikowano w $redniowieczu na terenach Polski.
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Rzadka Europejska podhaplogrupa jest rowniez ROa. W niektorych
populacjach stowianskich, takich jak cz. europejska Rosji, Biatorus, Ukraina,
Stowacja, Czechy, Stowenia, Chorwacja czy Serbia, haplogrupa RO nie zostala
odnaleziona. Natomiast najwigksza jej czestos¢ posrdd populacji stowianskich
obserwowana jest w Bulgarii (4,7%) (Karachanak i in. 2011). Podklad ROa (z
motywem 16126-16355-16362) zostat zidentyfikowany rowniez w populacji
poréwnawczej z okresu zelaza w Danii (Melchior i in. 2008a). Haplotyp obecny w
populacji z Cedyni roznit si¢ od dunskiego brakiem mutacji w pozycji 16355.

Szansa uzyskania osobnika nalezacego do rzadkiej haplogrupy szczeg6lnie w
nielicznej populacji jest bardzo mala. A zatem obecnos¢ rzadkich haplogrup
zarowno w Cedyni jak 1 w populacjach dunskich moze oznaczaé, ze byt to albo
efekt losowosci proby albo tez haplogrupa ta wystgpowata w tamtym okresie w
wigkszej czestosci niz wspotczesnie. W zwiazku z powyzszym ich obecno$é¢ w
kopalnych populacjach jest trudna do interpretacji. Melchior i wsp. (2008a) w
oparciu o dane historyczne zaproponowali pewna hipotezg, wedtug ktorej osobnik
nalezacy do podhaplogrupy ROa pochodzit prawdopodobnie z poludnia Europy,
gdzie czesto$¢ tego podkladu byla wigksza. Mial on by¢ albo niewolnikiem albo
zotnierzem lub krewnym kobiety pochodzacej z Imperium Rzymskiego, ktérego
legiony w okresie Zelaza mialy stacjonowa¢ w poinocnej czgsci Niemiec nad rzeka
Elba. Analogicznie mozna potraktowaé obecno$¢ podkladu ROa w sredniowiecznej
populacji polskiej. Kierujac si¢ interpretacja Melchior i wsp. (2008a), podhaplogrupa
ROa obecna w Cedyni mogta by¢ kontynuacja linii genetycznej, ktora w okresie
rzymskim przywedrowata z potudnia Europy. Jesli powyzsza interpretacja miataby
by¢ prawdziwa oznaczaloby t0, Ze osobnik nalezacy do haplogrupy ROa
najprawdopodobniej miat korzenie potudniowo-europejskie i musiat by¢ obecny na
terenach wspolczesnej Polski co najmniej od okresu rzymskiego. Taka hipoteza
mogtaby by¢ kolejnym dowodem na istnienie ciagloéci genetycznej migdzy okresem
rzymskim i sredniowieczem.

Haplogrupa, ktorej nie zidentyfikowano ani w populacji z okresu rzymskiego,
ani w populacji sredniowiecznej z terendw wspolczesnej Polski, byta haplogrupa I.
Obecnie wsrod wspotczesnych populacji stowianskich haplogrupa ta wystepuje na
poziomie od 1,2% w Bulgarii do 4,8% na Stowacji. Wysoka jej czgsto$¢ zanotowano
takze w kopalnych populacjach z Danii. W okresie zelaza wystgpowata na poziomie

12,5%, a w $redniowieczu na poziomie 13,8%. Melchior i wsp. (2008a)

105



przypuszczaja, ze haplogrupa | w tamtym okresie mogta wystepowaé w wigkszych
czgstosciach zwlaszcza w Danii 1 poinocnej Europie. W zwiazku z tym brak tej
haplogrupy w populacjach kopalnych z terenu Polski, moze $wiadczy¢ o tym, ze
kultura przeworska i wielbarska z okresu rzymskiego nie powinny by¢
identyfikowane z populacjami germanskimi. Taka hipoteza podwazalaby
allochtoniczna teori¢ Stowian, wedtug ktorej kultury z okresu rzymskiego obecne na
terenach wspotczesnej Polski miaty by¢ populacjami germanskimi pochodzacymi ze
Skandynawii (Godtowski 2002).

3.4. Haplotypy unikatowe

W grupie unikatowych haplotypow, zidentyfikowany zostat osobnik z okresu
rzymskiego nalezacy do podkladu USa z motywem regionu kontrolnego 16256-
16263-16270, a takze dwa osobniki ze S$redniowiecza, ktére nalezatly do
podhaplogrupy X2 z motywem mutacji w pozycjach 16183-16189-16223-16258-
16266-16274-16278 i haplogrupy HVO z motywem mutacji w pozycjach 16129-
16145-16298. Haplogrupa U5 wystepuje stosunkowo czgsto posrdéd populacji
stowianskich od 6,7% w Bulgarii (Karachanak i in. 2011) do 12,5% w Polsce
(Grzybowski i in. 2007). Z kolei haplotyp zatozycielski U5Sa z motywem mutacji
W pozycjach 16256-16270 wystepuje w Polsce w niewielkiej czgstosci - 0,2%
(Grzybowski i in. 2007). Haplotyp U5a osobnika z okresu rzymskiego wraz
z dodatkowa mutacja 16263C sprawil, ze stat si¢ on unikatowy 1 nie byl obecny
posrod 3522 wspotezesnych haplotypow porownawczych. Z kolei na unikatowos¢
podhaplogrupy X2 u osobnika z Cedyni wplyngta obecno$¢ dodatkowych
podstawien w pozycjach 16258, 16266 1 16274, a w przypadku osobnika nalezacego
do haplogrupy HVO obecno$¢ mutacji w pozycji 16145.

Na szczegolna uwage zashuguje unikatowy haplotyp nalezacy do
pohaplogrupy Nla, ktory zostat zidentyfikowany w populacji z okresu rzymskiego.
Wspotczesnie podhaplogrupa Nla wystepuje w niewielkiej czestosci, bo zaledwie u
0,2% populacji europejskiej (Palanichamy i in. 2010). Posrod populacji stowianskich
do chwili obecnej, nie stwierdzono obecnosci Nla w Macedonii, Stowenii, Bo$ni
I Hercegowinie, Stowacji i Rosji. Natomiast maksymalna jej czgto$¢ (1,5%) posrod

populacji stowianskich wystepuje na Biatorusi i Ukrainie (Tabela 28). Haplotyp,
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ktory zostat zidentyfikowany w populacji z okresu rzymskiego, miat mutacje
16147A, 16223T, 16248T, 16320T, 16355T i rewersj¢ mutacji w pozycji 16172 i byt
unikatowy posrod populacji poréwnawczych. Palanichamy i wsp. (2010) analizujac
osobniki nalezace do kladu N1a, znalezli dwa identyczne haplotypy, ktére posiadaty
ten sam motyw mutacji co osobnik z okresu rzymskiego. Pierwszy z haplotypow
pochodzit z Francji, a drugi ze Standéw Zjednoczonych, gdzie pojawit sig
prawdopodobnie wraz z migrujaca ludnoscia z Europy. Oba haplotypy zostaly
zaliczone do podkladu Nlala2, do ktorego nalezy takze haplotyp (bez rewersji
mutacji w pozycji 16172) zidentyfikowany we wspoélczesnej populacji polskiej
(Grzybowski i in. 2007). Podklad Nlala2 wedlug Palanichamy i wsp. (2010) jest
jednym z milodszych galezi drzewa filogenetycznego haplogrupy N. Wiek
ewolucyjny tej podhaplogrupy szacowany jest na 3400 — 4000 lat, co pokrywa si¢
z okresem, w ktorym w Europie duze obszary zajmowala kultura ceramiki
sznurowej. Palanichamy i wsp. (2010) stwierdzili, ze miejscem powstania podkladu
Nlala2 jest centralna Europa, przez co mozna przypuszczaé, ze haplotyp Nla
zidentyfikowany w populacji z okresu rzymskiego moze wywodzi¢ si¢ wilasnie
z kultury ceramiki sznurowej. To z kolei oznacza, ze na terenach obecnej Polski
mogla istnie¢ ciaglos¢ tej linii genetycznej juz od okresu neolitu.

Osobnik nalezacy do podhaplogrupy N1a, pochodzit z kultury przeworskiej,
ktéra uwazana jest przez niektdrych archeologéw za kulturg, z ktorej wywodza sig
Stowianie (Buko 2006). Jesli zidentyfikowany haplotyp nalezy do pokladu N1ala2
pochodzacego z centralnej Europy, moze to oznaczaé, ze kultura przeworska mogta
rowniez wywodzi¢ si¢ z neolitycznej kultury ceramiki sznurowej. Potwierdzatoby to
archeologiczne tezy prezentowane przez autochtonistow Kostrzewskiego (1961) czy
Jazdzewskiego (1981). Potwierdzenie powyzszych spostrzezen mozna takze uzyskaé
w badaniach genetycznych prowadzonych na wspotczesnym DNA, obejmujacych
analiz¢ innych podhaplogrup, w tym U4a2 (Malyarchuk i wsp. 2008). Wedtug
Mayarchuka i wsp. 2008, podklad U4a2 wystepujacy we wspotczesnych populacjach
stowianskich, prawdopodobnie réwniez pochodzi z centralno-wschodniej Europy,
a jego wiek ewolucyjny tak jak w przypadku Nlala2 takze moze by¢ powigzany
z okresem kultury ceramiki sznurowej.

Wyniki uzyskane na bazie przeprowadzonych analiz kopalnego DNA
1 poréwnan migdzypopulacyjnych dostarczaja po raz pierwszy bezposrednich,

paleogenetycznych informacji na temat populacji z okresu rzymskiego
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i Sredniowiecza z terenow obecnej Polski. Jednak ze wzgledu na stosunkowo mata
liczbeg osobnikow jak na analizy statystyczne, ale jednoczesnie duza jak na badania
kopalnego DNA, nie jest mozliwe formulowanie jednoznacznych wnioskoéw
dotyczacych etnogenezy Stowian. Posrdd otrzymanych danych pojawia si¢ jednak
kilka istotnych informacji, ktore nie zaprzeczaja istnieniu ciaglosci genetycznej
I moga potwierdza¢ teori¢ kontynuacji zasiedlenia w dorzeczu Odry i Wisly na
przetomie okresu rzymskiego i1 §redniowiecza. Warto jednak podkresli¢, ze wyniki
otrzymane na podstawie badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy

stanowia pierwsza ,.kopalna cegietke” w budowaniu historii genetycznej Stowian.
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Rozdzial VI. Wnioski

e Mozliwos$¢ otrzymania kopalnego DNA byta zrdéznicowana. Najlepsze rezultaty
uzyskano dla populacji z cmentarzyska w Cedyni oraz Rogowie. Skuteczno$é
izolacji aDNA byla na poziomie 60%, co oznacza, ze przynalezno$é
haplogrupowa mtDNA wyznaczono dla 43 z 72 badanych osobnikéw. Posrod
analizowanych uszkodzen materiatu genetycznego dominowaty,
charakterystyczne dla kopalnego DNA, tranzycje, w tym gtownie C—T (75,1%).

e Populacje z okresu rzymskiego i1 S$redniowiecza pozostaja w stosunkowo
homogennej grupie populacji europejskich (z wyjatkiem Finlandii i Lotwy).
Stosunkowo duzy dystans genetyczny migdzy nimi i populacja wspotczesng z
Polski moze odzwierciedla¢ rzeczywiste zréznicowanie na poziomie genetycznym
lub moze by¢ efektem zbyt matych liczebnosci populacji z okresu rzymskiego i
Sredniowiecza.

e Najwigksza liczba informatywnych haplotypow z okresu rzymskiego byta
wspolnie dzielona z populacja ze wspotczesnej Polski, a takze Litwy/Lotwy,
Szwecji oraz Finlandii/Estonii. Moze to wskazywacé, ze na terenach obecnej
Polski istnieje ciagtos¢ pewnych linii genetycznych przynajmniej od okresu
rzymskiego do wspotczesnosci, jak rowniez na bliskie kontakty populacji z okresu
wplywow rzymskich z Battami, Germanami i populacjami Finnougryjskimi.

e Populacja ze sredniowiecza dzielita najwigksza liczbg wspolnych informatywnych
haplotypow z populacja ze wspotczesnej Biatorusi, Ukrainy oraz Butgarii.

e Posrod badanych kopalnych populacji zidentyfikowano haplogrupy takie jak X2,
ROa czy Nla, ktore we wspotczesnych populacjach wystgpuja w matych
czgstosciach. Ich obecnos¢ w niewielkich kopalnych populacjach moze wynika¢ z
losowosci proby lub z wigkszych czgstosci tych haplogrup w okresie rzymskim i
sredniowieczu.

e W populacjach z okresu rzymskiego i $redniowiecza Stwierdzono obecnos¢
czterech unikatowych haplotypow, w tym jednego z Kkultury przeworskiej,
nalezacego prawdopodobnie do podhaplogrupy Nlala2. Oznacza to, ze kultura
przeworska z okresu rzymskiego, uwazana przez niektorych archeologdéw za
kolebke Stowian, przypuszczalnie moglta wywodzi¢ si¢ z kultury ceramiki

sznurowej, z ktora badany haplotyp jest wiazany.

109



Wykaz skrotow
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kopalny DNA
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haplogrupa
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tancuchowa reakcja polimerazy
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polimorfizm pojedynczych nukleotydow
kultura ceramiki wstggowej rytej
miejsca depurynacji lub depirymidyzacji
adenina
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guanina

cytozyna

kwas etylenodiaminotetraoctowy
bromek N-fenyloacetylotiazolowy
poliwinylopolipriolidon

albumina z surowicy wotu

bromek cetylotrimetyloamoniowy

izotiocyjanian guanidyny
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Zatacznik 1. Okres rzymski — nr proby 2/2b, osobnik Rogowo ob. 29 28/99.
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Zatacznik 2. Okres rzymski — nr proby 10/10b, osobnik Rogowo ob. 718 inw. 77/00.
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Zatacznik 3. Okres rzymski — nr proby 12/12b, osobnik Rogowo ob. 724 inw 80/00.
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Zatacznik 4. Okres rzymski — nr proby 13/13b, osobnik Rogowo ob. 680 inw 52/00.
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Zatacznik 5. Okres rzymski — nr proby 14/14b R, ob. 438 (gr.68) inw 78/K/99.
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Zalacznik 6. Okres rzymski — nr proby 20/20b, osobnik Rogowo ob. 96 13/99.
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Zatacznik 7. Okres rzymski — nr proby 21/21b, osobnik Rogowo ob. 11/99 ob. 24.
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Zaltacznik 8. Okres rzymski — nr proby 23/23b, osobnik Rogowo ob. 37 inw 32/99.
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Zatacznik 9. Okres rzymski — nr proby 24/24b, osobnik Rogowo ob. 705 inw 74/00.
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Zatacznik 10. Okres rzymski — nr proby 25/25b, osobnik Rogowo ob. 665 inw 43/00.
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Zatacznik 11.0Kkres rzymski - nr proby 30/30b, osobnik Rogowo ob. 45 16/99.
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Zatacznik 12. Okres rzymski - nr proby 31/31b, osobnik Rogowo ob. 421 nr inw. 68/K/99.
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Zatacznik 13. Okres rzymski - nr proby 28/28b, osobnik Kowalewko 466.
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Zatacznik 14. Okres rzymski - nr proby 86/86b, osobnik Kowalewko 502.

ATGRA TR T3 TR GE T CA TRARTRC TTRACCACCTE TR ThHCA TRAARACCCARTCCACA TOARRAC CC CCTCCC A TG O T TRCAR G CARE TRCAGCAR TCRAC COTCRA THTCACACA TCARC THCARC TOCARRGCCACCC CTCAC AL TRISGH TR AR CARAC C TROCCACCC TTRACAS TRCA TR TRCA TRARECCATT TRCC G TRCR TRG CACATTRCRG TCARA TCCCTTC TOG TG

............................................... T

...... O T P

.................................... T

........................................ TIT
..................................................................................................................................... B
............................... N P
..................................................................................................................................... B
..................................................................................................................................... B,
................................................................................................ N |
............. O -
............. P S P
............. PP S P
.............................................................................................. T F
..................................................................................................................................... B

150



Zatacznik 15. Okres rzymski - nr proby 85/85b, osobnik Kowalewko 167.
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Zatacznik 16. Okres rzymski nr proby 84/84b, osobnik Kowalewko stan.12 nr 1.
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Zatacznik 17. Okres rzymski - nr proby 87/87b, osobnik Kowalewko 314.

(A TRAR TR TTS TRCEA TR, CATHAR TR TTRACCACE T3 TRE TRCA TRARAACCCAA TCCA A TCRRARCL COC TOC oA AL TTRCARGCAAR TRCA RCAR TARCC TCARC TR TCACA A AR TRCARC TCCARARCCAC CCC TCACCCAL TRIARA TR CAACARAC TAL CCACCL TTRACAR THCATRATRCA TRARG (A TTTRCCATRCA TRACACATTRCAR TCARA TOCOTTICTL
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Zatacznik 18. Okres rzymski - nr proby 88/88b, osobnik Kowalewko 189.

CATHAR TR TS ThC B TROCA TRAR TR TR CA S TE TR TAA THARAA O CAR O CA A T RRRACCC O O 0 CA RO T TR ARG CAA TRCABCARTCARC L0 TCARC TR TACACATCARC TRCAACTO CAARGC CAL CLC TCACCCAC ThE GA TR CARCARACC TRLC CAC COTTRACAS TRCA TR TRCATRAREC CA TTTRCCS TATRECACATTR AR TCAARTCCCTTCTC!
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Zatacznik 19. Okres rzymski - nr proby 89/89b, osobnik Kowalewko 188.

R TRARTRATTETAC B TRCCA TRAR TRC TTRACCAC (TR TRATRLA TRARARCCCAR TRCACA TCARRAC CCCC TOCCCATEC TTRCARGRAMA TRCAG SRR TCARGC TRARD TRTGACA A TOARC TACARC TR CARMR CALCCC TCACCCAC TRAGATROCARCARAC C TROCCACCC TTRACAG TRACA TR TRCA TRARGCCATTTROCA TRR TRECACA TTRCAG TCARA T (O TTCTORT
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Zalacznik 20. Okres rzymski - nr proby 61/61b, osobnik Karczyn ob.353 PET 30/580.

CBTGAR TR TR TRCGE TR CATRAR TR TTRAC CACC T TG TREA TRARKRC CCAR TOCRCA TERRRRCCCCCTOC COATR C TTRCARGCARG THRBCAR TCRACCE TCARE TRTCACRCATCARCTE CARC TOCARRECCACCCCTRACCCAL TRAGA TROCARCARALC TRODCACCCTTRACAR TRCATRG THR TAAARCCATTTRCCG TRCA TRECACATTRCAG TCRARTCOCT]
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Zatacznik 21. Okres rzymski - nr proby 69/69b, osobnik Karczyn PET 30/148 ob. 157.

L TRRATR TR TROGA TR CA TRAR TR TTRACCACC T3 TRA TR A TRARRAC CCRATCCACK TCARARL OO TOCC LA TR, TTRCARA CARG TRCARCAR TARCCC TCARC TR A AR TCARC TRCRAC TC CARRRCCACCOC TCACCCAC TRAGA TR CARCARRCE TR CACCC TTRACAR TRCA TR THCA TRARACCATTTROC S TRCA TRACACA TTRCARTCARA TOCC IO TOR
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Zatacznik 22. Okres rzymski - nr proby 49/49b, osobnik Gaski 18 ob. 23234 na NE od ob. 566.

3R THTTE TRACGE TRICCATRAR TRC TTRACCACC T TRE TR TRARAAC CCARTCCRCATCARAACCCE £ T OO CATEC TTRCARACARA TRCAR CAR TCARCCC TURRC TR TCACACATCARC TRCAR TOLRARACCAL COC TRRCCAC TREGA TRCCARCARACC TROCCACCO TTRACHS TRCATRA TRCATRARGCCATTTROC S TRCA TRACACATTRCAG TCARATOCCTIC TOATY
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Zatacznik 23. Okres rzymski - nr proby 50/50b, osobnik Gaski 18 ob. 58.

A TRAR T TS TR G TR CA TRAR TRHC TTRRCCRCE TR Thia TRCA TRARRACCCRA T CACATCARAR COCCC TOCOCA TG TTRCARACARG TRLAG CAR TUARC O TRARL TRTCACACA TCRAC ThCARCTCCARAGC CRCLCC TCAC CCAC TRARA TROCAR CARRC CTROCCAC (O TTRACAG TR TRA TRCR TRARGCCATTTRCCA TR TRACACA TTREAR TCARRTCCCTIC TR
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Zatacznik 24. Sredniowiecze - nr proby 4/4b, osobnik Cedynia 269.

JATEARTRTTE TROGE TRC CA TRAA TRO TTRACCACC TG TRE TROATRARAACC CAR TOCACATOARRAC OO0 TOCOCATGC TTRAARGCARE TROAGCAR TCAR OO TCAR S TRTCACACA TOARC TACAR S TOCARRACCACCOC TCRCCAAL TRAEA TRCCARCARRCC TROCCAC 00 TTRACAG THCA TAE TROA TRARGCCATT TRCCG TRCATRECACATTR AR TCARA TCCOTICTOG
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Zatacznik 25. Sredniowiecze - nr proby 5/5b, osobnik Cedynia 02.

R T T e R T T T T T T T T TR R IR TR TR T T o TR TR R TR T TR h AT T AT AT

R B T R TR T A T T Gala T AR ARk R T TR b T R T A T A T AR T T T AR T AR TG RCR TTAC R TR R T
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Zatacznik 26. Sredniowiecze - nr proby 6/6b, osobnik Cedynia 1008.

T A AT AT T T T T T A T T A A R T AR T T T T o T AR T AR T A T AR O TR TAG TACA T R T T T B T T T T T A T A T T B T AR G A T T TR T A T ARG AR T T AR AR TOOTTICT
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Zatacznik 27. Sredniowiecze - nr proby 11/11b, osobnik Cedynia 67.

A TEAATATTE TRCAR TR CATRAR TROTTRACCACCTE Thi TRCATRARAACC CAR TC CACA TCARRRCC COC TOCCCATEE TTROARGC ARG TRCAR A TCARC CC TOARC TR TCACACA TCARC TACARC TR CAARGCCACCCC TCAC AL TRA GA TROCARCARA L O TRC CCAC CO TTRACK A TRCA TRA TACA TRARGCCA TT TR GG TRCA TRACACA TTRCAG TCARATCCCTTC T

PR I B R R N R R R R T Y
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Zatacznik 28. Sredniowiecze - nr proby 32/32b, osobnik Cedynia 119.

ATRRA TR TR TR G A TR A TRAR TR TTRACCACE TA TRATRCA TRARAAC AR TOCACA TCAARAC Lo TCCL CATAE TTRCAAG ARG TR AGCAR TCARCCE TCARC TR T ACACA TCARC TRCARC TRCARRRCCACCLC TRACACAL TRAGH TROCARCARRC L TROCCACCE TTRACAG TRCATRA TRCATRARA CCATT TR G TRCA TRACACA TTRCAR TCARATCLCTTCTCG,
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Zatacznik 29. Sredniowiecze - nr proby 37/37b, osobnik Cedynia 645.

A TR TR TS TR R TR A TRAR TRC TR CACC TR TRA TR A TRAARACC AR TC CACA TCARAACC COL TO CCCA TR L TTRCARRCARG TRCARCAR TCARCCE TCARC TR T ACACA TCRRC TR CAR TOCARAGCCACCCC TCACC AL TRARATROCARCARACCTRCC CAC OO TTRACAG TRCA TR TRCA TRARGC CATTTRCCA TRCATRACACA TTRCAR TCRARTCCCTICT
........................... TG OGRT
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Zatacznik 30. Sredniowiecze - nr proby 38/38b, osobnik Cedynia 615.

ATEAATATTG TRCGE TRuS CR TRARTRI TTRACCAC S TE TRG TRCA TRARRAC CORA TOCR A TCARRACCT 0O TO COCA TR TTRCARGCARE TRICER SRR TCRAC 0 TARC THTCACACH TCARC TGCRAC TOCARFS O CRC COC TR CAC TRGGA TROCARCARACC TRE COAC OO TTRACAR TR TRE TRCA TRARGCCATTTRCC & THEATRE CHCATTRIAGTCARATOCC TTCTCE

3 03 03 3 £33 03 03 03 03 03
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Zatacznik 31. Sredniowiecze - nr proby 39/39b, osobnik Cedynia 936.

B T R B T e T T LR BT LB B BB T R T T BT b T LR T B TR TR T T AT AR T M CA R T TR TCARKTCT I
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Zatacznik 32. Sredniowiecze - nr proby 42/42b, osobnik Cedynia 805.

BTGAATRTTETRCAE TROCA TRAR TR TTRACCACC T TRE TR TRARARCC CAATCCACATCARARCCOC C OO DO TC TTRCARGCAR S TACAGCARTCAACCC TORAC TR TCACACA TRARC TRCARC TOCARRRCCAL COC TRACCAL TRARATRE CARCARACC TRCC CACCC TTRACAS TRCATRG TRCA TRARGCCATTTRC CTRCA TRACACA TTRCAR TCARRTO OO TTC T
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Zatacznik 33. Sredniowiecze - nr proby 43/43b, osobnik Cedynia 695.

(A TRAA TR T TR GG TR LA TRAR TR TTRACCA DG TG TR TRCA TRARAR D OCAR T CRCA TCARAR CCC OO TOCC CATRC TTRCARAR CAR R TRCARCAR TCARC OO TCARC TR TCACACATCARC TRCARC TCCARRGCCACCOC TERCCCAC TRAGA TRCCARCARACC TRCCCACCC TTRACAR TRCATRA TRCATRARGC CATTTROC A TRCATRACACATTRCAG TCARATC OO TTOTC!
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Zatacznik 34. Sredniowiecze - nr proby 52/52b, osobnik Cedynia 323.

CRTGRATATTE TRC GG TRCCA TRAR TRC TTRACCACC TG This TROA TRARARCCCRR O CACR TCARRRCC 0N D TCCCCA TR TTRCARGCARE TRCAG CAR TCRRCCE TCRRC TRTCACACA TCARC TRLARC TOCRARGCCRC OO0 TCRC CCAC TR A TRCCRRCARACC TR CCAC OO TTRACAE TRCAH TRE TRCA TRAAG CCA TTTR G TROR TRECACA TTRCAG TCRRR TCCCTTC TOR
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Zatacznik 35. Sredniowiecze - nr proby 53/53b, osobnik Cedynia 708.

CBTEAATRTTS ThOEE TRCCA TRAATRAC TTRACCACE T8 TRA TRCA TRARARCC (AR TOCACATCARAACCC 00 TCO DA TRC TTRARGCARG TRLAGCAR TCARC AR TR TRACACATCARC TRCARC TOCARRACCRCACC TRACC RS TRARA TRL CRACARAC L TRCCCACE { TTRACRE TRCATRA TRCA TRARACCATT TR 08 TROATRACACATTRCARTCARR TCCOTTO TG
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Zatacznik 36. Sredniowiecze - nr proby 54/54b, osobnik Cedynia LX 19.

ATGARTR TG TROG S TRCCA TRAR TR TTGRALCACC Th TRATRCA TRARAACC CAR TOCACA TIARARCC O L TCCCOA TRC TTRE ARG ARG TRIAGCAR TCARCCCTCARC TR TCACACA TCA AL TRCAR LT CARRGLEACCCOTCAL CCAC TRE A TROCAACARACC TROCCACCE TTRACH S TRA TRE TRIATRARG CCATTTROCA TRCATRACACA TTRCAB TOARATICC TICT

HoHH M A A

172



Zatacznik 37. Sredniowiecze - nr proby 55/55b, osobnik Cedynia 773.

ATEARTR TG TR GE TR CA TRAR TRC TTRACCACC TE T TRCH TRRRARCC CRA TOCACR TCARAACCC CCTC COCA TS0 TTRCARGCARG TRCAG CAR TCARC DO TCARS TRTCACACA TOARG TCARC TOCARAECCACCCC TCACCOAS TREGR TRC CARCHRACE TRCCCACCE TTRA LA TRCATRE TRCA TRARG COATTTRCCE TRCATRECACAH TTRCAG TCARATOOC TTOTGL
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Zatacznik 38. Sredniowiecze - nr proby 56/56b, osobnik Cedynia 172.

ATGAATRTTE TROE A TRECA TRAR TAC TTRRCCACC TETRG TRCATRARARCCCAR TOCACK TCARRACCCCCTCCCCA TR TTRCARBCARE TRCABCAR TCARC OO TCARC TR TCACACH TOARC TECARC TOCARRBCCACCCC TCRCCCAC TREGH TR CARCARACC TRCCCACCC TTRACKE TRCHTRG TRA TRARRCCATT RO A TREATRGCACA TTRCRG TCARR TOCCTTC!
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Zatacznik 39. Sredniowiecze - nr proby 16/16b, osobnik Lednica/Dziekanowice 9/92 adult.

TR TR T TRCAE TR, CATRAR TRC TTRACCALC T TRA TRIATRAARRCCCAR TO CACA TCARARA CCOLCTOC COATEC TTRCARCARE TRLARCAR TCAR OO TCARS TRTLACACATCARC TRLAR, TOCARRGCCACCC TCACCCAL TRIGEA TR CARCARACC TRLCCACCC TTRACAG TRLA TR TRCA TRARRCCATTTRLCA TRCA TR ACACA TR CAR TCARATCC L TTC!

3 £33 03 3 3 3 03 3 03 o3
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Zatacznik 40. Sredniowiecze - nr proby 68/68b, osobnik Lednica czaszka female "10".

RCCATGARTR TS THOR & TROCATRAR TR TTRRCCACE T ThE TRCA TRARRAC CCRRTCCACA TRRARACCL CCTCCCA TR0 TTREARGCARE THCARCARTCARCC CTCARC TR A AR TCARC TR AR TOCARRAG CCRCCCO TR CAL TRARA TROCARCARACC TR CCACOC TTRACAR TRIATRR TR TRARGCCATTTHCCE TR TR CACA TTRCAR TCARA TEC TTC!
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Zatacznik 41. Sredniowiecze - nr proby 75/75b, osobnik Lednica male "8".

B b R T T R B T T TR T B B TR TR T R TR TR T AR R T T T T R TR TT A TCRRR T ICTE
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Zatacznik 42. Sredniowiecze - nr proby 66/66b, osobnik Lednica male "5".

TGRATHT TG TR & THC A TRARTRC TTRACCACC T TRA TR A TRARRAC CCAA T CA AT ARRA OO0 TOR CCA AL T TR ARGCAR R TRCAACAA TCARCCC TAAL TRTCRCACATCAAC TRCARC TCARRRCCACCCCTUACCCAL TR A TRCCARCARACC TROCCACC CTTRACS TRCATRE TRCA TRARIC CA TT TRECG TREATRACACATTRCAG TCARATCCC TICTC!

L B B T
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Zatacznik 43.Sredniowiecze - nr proby 18/18b, osobnik 1554 Lednica/Dziekanowice.

ATRAR TR TTE TROGE TRCCA TRAR TR TTRACCHCC TG TRIE TRCA TRARARFC CCARTC CACK TCRRRACCCC L TOCCCATEC TTRCARGCARE TRCAGCAR TCARC 0 CTCARC TRTCACACA TCARC TECARC TOCARRG CCACC CCTCACCCRAS TRERA TROCARCARACE TROCCALC CC TTRRCAG TROATRE TROA TRARGCCATTTRCCETRCATRICACA TTRCAGTCRARTOCCTICT
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