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1. Uvod

Izucavanje evolucijskih procesa kao i1 povijesti drevnih populacija bilo Zivotinjskog
bilo biljnog svijeta vrlo je zanimljiv aspekt znanstvene danasnjice, tim viSe Sto su informacije
o takvim dogadajima oCuvane u ekstraktu genetickog materijala iz povijesnih ostataka. Takav
geneticki materijal koji ostaje ocuvan ponekad i milijunima godina naziva se drevna DNA.

Drevna DNA ili ancient DNA (aDNA) je u znanstvenoj terminologiji naziv za bilo
koju DNA ocuvanu u materijalu koji se koristi u DNA analizi skeleta, mumificiranog tkiva,
konzerviranih Zivotinjskih i biljnih ostataka te ostataka oCuvanih u ledu, permafrostu, jantaru i
sl. Te analize karakterizira niska kvaliteta i Cesto visok stupanj oStecenosti DNA $to znacajno
limitira istrazivanja 1 ogranicava rezultate. Takoder, brojni ¢imbenici kao §to su vrijeme, voda
1 temperatura uvjetuju degradaciju aDNA te tako utjecu na njezinu ocuvanost.

Ovaj rad prikazuje postepeni razvoj ove grane u znanosti te njezinu vaznost u
shvacanju i otkrivanju molekularne geneti¢ke evolucije kao i u testiranju hipoteza u biologiji
opcenito. Takoder, predmetnost ovog rada je i problematika s kojom se neizostavno susrecu
svi znanstvenici ¢ija istrazivanja ukljuc¢uju aDNA te buducnost koju nam takva istrazivanja

donose.



2. Povijesni razvoj i dostignuca na podrucju istrazivanja drevne DNA

IstraZzivanja povijesti i evolucije Zivog svijeta metodama aDNA zapocela su prije
otprilike 25 godina. Kloniranje DNA iz zebre tipa Quagga (Higuchi et al., 1984) i egipatske
mumije (P&é&bo, 1985) bila su prva uspjesna istrazivanja na polju sekvencioniranja aDNA. No,
posto je udio DNA ocuvane u tkivu bio jako malen, izolacija bakterijskih klonova koji nose
iste DNA sekvence bila je nemoguca. Stoga, autenti¢nost rezultata bila je upitna jer oni nisu
mogli biti ponovljeni. Razvojem PCR tehnologije to je promijenjeno te je zapoceo val
revolucionarnih istrazivanja. Analizirani su ostaci prirodno ili umjetno mumificiranih
zivotinjskih ostataka (Higuchi et al., 1984; P&&bo, 1989), kosti (Cooper et al., 1992),
individue o¢uvane u alkoholu (Junqueira et al., 2002), biljni i Zivotinjski ostaci u uzorcima
zemlje (Handt et al., 1994b) te brojni drugi uzorci koji su bili dovoljno dobro o¢uvani da bi se

iz njih izolirala DNA.

2.1. Najranija istrazivanja i razvoj PCR tehnologije

Prva uspjesna istrazivanja s drevnom DNA pocela su 1984. godine (Higuchi et al.,
1984) i predstavljala su pravu revoluciju u molekularnoj biologiji. Predmet istraZivanja bio je
150 godina star muzejski primjerak izumrle vrste zebre Quagga c¢ija je DNA ekstrahirana i
sekvencionirana. Daljnja istrazivanja na tom podrucju pod vodstvom Svante Padboa (Piébo,
1985; 1986) potvrdila su da se ista istrazivanja mogu izvesti i na nekoliko tisu¢a godina
starim mumificiranim primjercima covjeka. No, osnovni problem bilo je umnaZanje DNA
koje je tada vrSeno uz pomo¢ bakterijskog kloniranja. Pravi napredak na tom podrucju
uslijedio je otkricem PCR metode (Mullis & Faloona, 1987) krajem 80-ih godina proslog
stoljeca.

Nakon smrti organizma DNA prolazi kroz promjene koje se ponajprije ocituju u pojavi
mutacija €iji se broj s vremenom povecava. Sreca je u tome Sto su odredene regije DNA
podlozZnije takvoj degradaciji Sto olakSava istrazivanje. Otkricem PCR tehnologije brojni
znanstveni timovi krenuli su s istrazivanjem aDNA jer je tada bilo moguce da ista DNA
sekvenca iz jedne jedinke bude amplificirana viSe puta te su rezultati istrazivanja mogli biti
ponovljeni. Uslijedila su istrazivanja koja su obuhvacala izolaciju aDNA iz jedinki starih
milijun godina. Lindahl (1993a) je smatrao da se tako stara DNA moze oc¢uvati iskljuc¢ivo u

jantaru.



Slika 1. Prikaz dijela jantara u kojem su o¢uvani primjerci insekata (preuzeto s httpl).

Posto u toj smoli najéesée nalazimo o¢uvane insekte (SI. 1.), brojna istraZivanja bila su
usmjerena ka istrazivanju termita (Desalle et al., 1992) i pcela (Cano et al., 1992a; 1992b;
1993). Opcenito, insekti su nezanemarivi kada su u pitanju studije drevne DNA jer su vazni u
istraZivanju ekosistema, klime i biodiverziteta koji su neko¢ vladali na Zemlji. No, tadasnja
istrazivanja nisu bila usmjerena samo na fosile iz jantara, ve¢ i na fosile o¢uvane u sedimentu.
Prva takva istraZivanja provedena su na biljkama koje su datirale iz miocena (Golenberg et
al., 1990; Golenberg, 1991; Poinar et al., 1993). Kako se sve viSe radova objavljivalo,
istrazivaéi razli¢itih podrucja prirodnih znanosti ujedinjavali su se u istraZivanjima te je
zapocela era intenzivnijeg proucavanja evolucije na temelju izumrlih ostataka biljaka i

Zivotinja.

2.2. Drevna DNA i evolucija

Medu prvim istrazivanjima u kojima se poceo upotrebljavati PCR bilo je 1 ono koje se
bavilo analizom mitohondrijskog gena koji kodira za citokrom b (Thomas et al., 1989). Ovo
istrazivanje je pokazalo da se PCR moZe upotrijebiti u svrhu istrazivanja izumrlih Zivotinja
Sto je bilo od izuzetne vaznosti za shvacanje evolucije u cjelini. Analiza je provedena na
primjerku vuka iz Australije. Naime, istrazivanje je pokazalo da je tasmanijski vuk u srodstvu
s ostalim australijskim karnivorima, ali ne i s juznoamerickim (Krajewski et al., 1992; 1997)
kao $to se nagadalo. To istraZivanje inspiriralo je znanstvenike u daljnjem proucavanju
izumrlih oblika Zivota te pronalazenju njihove uloge u evoluciji. Naredna istrazivanja bavila
su se arheoloskim nalazom novozelandske ptice moa (Sl. 2.) koja nije mogla letjeti (Cooper et

al., 1992), a morfoloski je sli¢ila ptici kiwi s Novog Zelanda, nojevima u juznoj Africi i emuu



u Australiji. Analiza je pokazala sli¢nost s australijskim emuom S§to je iniciralo na ¢injenicu
da je Novi Zeland koloniziran dva puta pticama koje ne mogu letjeti. Prvi put s precima ptice
moa, a drugi put pretkom ptice kiwi. Interesantna su i istraZivanja sisavaca iz kasnog
pleistocena koja su uslijedila. Istrazivana je DNA sekvenca mamuta (Hagelberg et al., 1994;
Bailey et al., 1996). Sekvencirana je i DNA pleistocenskog velikog ljenjivca (Hoss et al.,
1996), Spiljskog lava (Burger et al., 2004) i smedeg medvjeda (Hanni et al., 1994; Barnes et
al., 2002; Hofreiter et al., 2002) Sto je znacajno pridonijelo rasvjetljavanju genetickih odnosa

tih izumrlih Zivotinja.

Zanimljiva su istrazivanja koja su zadirala u daleku proSlost. Primjerice, istraZivanja
DNA sekvenci bakterija nadenih u crijevima insekata fosiliziranih u jantaru (Cano & Borucki,
1995) kao i bakterija pronadenih u kristalima soli (Vreeland et al., 2000; Fish et al., 2002).
No, ideja da DNA moZe preZivjeti milijunima godina te tako pomo¢i u rasvjetljavanju
evolucijske proslosti s vremenom je postala upitna (Pdabo & Wilson, 1991; Lindahl, 1993b).
Takoder, neki rezultati nisu mogli biti ponovljeni (Sidow et al., 1991; Austin et al., 1997) Sto
je bacilo tratak sumnje na dotadasnja istrazivanja. U prilog tome isla je i Cinjenica da se
lignin u biljkama i hitin insekata ne mogu ocuvati tako dugo (Logan et al., 1995; Stankiewicz
et al., 1998). U jednom slucaju je ¢ak pokazano da mitohondrijska DNA sekvenca zapravo
potjeCe od mitohondrijske insercije u jezgrinom genomu ¢ovjeka (Allard et al., 1995; Hedges
& Schweitzer, 1995; Heinkoff, 1995). Jedno od takvih istraZivanja imalo je velikog odjeka u
bioloskim i geoloskim znanstvenim krugovima. Sekvencioniran je gen za mitohondrijski
citokrom b iz kostiju dinosaura starog 80 milijuna godina (Woodward et al., 1994). Studija je
nastavljena ekstrakcijom i sekvencioniranjem DNA iz jaja dinosaura koje je datiralo iz



razdoblja krede (An et al., 1995; Li et al., 1995). Iako se smatralo da ¢e ta istraZivanja biti
prekretnica u istrazivanju evolucijske proslosti Zemlje, kasnije je otkriveno da je dinosaurska
DNA zamijenjena s ljudskim Y kromosomom, odnosno, da je doSlo do kontaminacije
uzoraka. Takva i sli¢na istrazivanja natjerala su znanstvenike da diskutiraju o moguéim
problemima koji su neizostavni u ovim istrazivanjima sto je utjecalo na kasnije usavrSavanje

metoda u radu s aDNA.

3. Problemi u radu s aDNA

Kada istraziva¢i proucavaju geneticki materijal povijesnih ostataka obi¢no uzimaju
ekstrakt iz kostiju i zubiju. Samo istrazivanje je zahtjevno i teSko jer u usporedbi s recentnom
DNA, drevna DNA je uglavnom degradirana i prisutna u malim koli¢inama. Zbog toga je
rizik od kontaminacije vrlo velik. Zato, u svakom koraku procesa izolacije DNA, rezultati
uvijek prolaze proces provjere. Istrazivanje zapocCinje ekstrakcijom i analizom DNA iz
fosilnih ostataka (obi¢no se radi s mitohondrijskom DNA) koja se potom duplicira i kasnije

amplificira. Kopija DNA se analizira kako bi bili sigurni da uzorci nisu kontaminirani.

3.1 Molekularna ostec¢enja aDNA 1 kontaminacije

U Zivim stanicama integritet DNA molekula odrzava se enzimatskim mehanizmom
popravka (Lindahl, 1993b). Nakon smrti organizma katabolizam predvoden enzimima se gasi.
Kao posljedica, DNA se brzo degradira enzimima kao $to je lizosomalna nukleaza (Paabo et
al., 2004). Uz to, brojne bakterije, gljivice i insekti koji se hrane degradiranim molekulama
ubrzavaju proces degradacije. No, u vrlo rijetkim slu¢ajevima, primjerice, kada je tkivo brzo
isuseno nakon smrti ili je DNA apsorbirana u mineralni matriks, moze se izbje¢i enzimatska i
mikrobna degradacija (Paabo et al., 2004). U takvim slucajevima samo kemijski procesi, koji
su spori, utjecu na DNA. No, posSto enzimatski sustav popravka nije aktivan, ostecenja se
progresivno akumuliraju tijekom vremena dok DNA potpuno ne izgubi integritet. Vec
spomenuta PCR metoda omogucuje ,spasavanje informacije u uzorcima u kojima
degradacija nije potpuna.

DNA se obi¢no degradira u dijelove od 100 do 500 pb (Padbo, 1989; Hofreiter et al.,

2001b). Redukcija u veli¢ini povezana je s neenzimatskim cijepanjem fosfodiesterskih veza u



Secer-fosfatnoj okosnici (Shapiro, 1981; Lindahl, 1993b) nakon smrti organizma. Glikozidne
veze su takoder podlozne hidrolitiCkom cijepanju Sto rezultira gubitkom baza (Lindahl &
Nyberg, 1972; Lindahl & Karlstro, 1973). Takva mjesta bez baza podlozna su kemijskim
promjenama zbog ¢ega dolazi do cijepanja lanaca (Shapiro, 1981; Friedberg et al., 1995).
Duljina DNA koja se moze amplificirati PCR-om limitirana je upravo tim cijepanjem lanaca,
ali i lezijama koje blokiraju elongaciju pomo¢u Taq polimeraze. Takve lezije obi¢no su
rezultat slobodnih kisikovih radikala (Hofreiter et al., 2001b). Takoder, problem predstavljaju
i ,,cross-link* ostecenja (Padbo, 1989), kao i DNA modifikacije koje, iako dopustaju proces
amplifikacije PCR-om, uzrokuju ugradnju krivih, pogresnih baza (Friedberg et al., 1995).
Danas su razvijene metode kojima se takve pogreske nastoje Sto efikasnije ukloniti.
Primjerice, kada je sekvenca mitohondrijske DNA amplificirana iz ostataka pleistocenskog
medvjeda (Hofreiter et al., 2001a) utvrdeno je da se ugradnja pogre$nih baza kod PCR-a moze
minimalizirati kad se amplificira vise molekula, a ne smo jedna molekula DNA. Veliki
problem predstavlja i kontaminacija egzogenom DNA. Primjerice, u istrazivanju 24 ostatka
neandertalaca iz razli¢itih lokaliteta u Europi, samo 4 ostatka su sadrZzavala neanderalsku
DNA (Hofreiter et al., 2001b). Pitanje koje se namece jest kako izbjeci takve kontaminacije?
Prvo, treba izbjeci kontaminaciju u laboratoriju na nacin da cijeli laboratorij treba biti sterilan
I sva oprema nova (P&ébo, 1990). U idealnom slucaju, laboratoriji koji rade s aDNA trebali bi
biti Sto viSe udaljeni od laboratorija koji rade s recentnom DNA. Sav rad ekstrakcije treba
izvesti u zaStitnim odijelima, a radni prostor treba biti o¢iS¢en raznim oksidansima i zracen

UV-om. Pritom su bitne tri stavke (P&&bo, 1989):

e Testiranje kontrolnih ekstrakata treba izvoditi paralelno s testiranjem ostalih
ekstrakata iz jedinke radi lakSeg utvrdivanja kontaminacije koju uzrokuju reagensi i
otopine tijekom ekstrakcije.

e Iz svake jedinke treba pripremiti viSe od jednog ekstrakta te svi trebaju rezultirati
identicnom DNA sekvencom.

e Treba postojati inverzna korelacija izmedu efikasnosti amplifikacije i1 veli¢ine

produkta amplifikacije Sto je odraz degradacije i oSte¢enja aDNA.

Ovi kriteriji su prosireni na temelju novijih istrazivanja (Lindahl, 1993a; Handt et al., 1994a;
Cooper & Poinar, 2000; Hofreiter et al., 2001b):



e Podrucje na kojem se vrsi istrazivanje mora biti fizi¢ki izolirano kako bi se izbjegle
potencijalne kontaminacije.

e Amplifikacijski produkti moraju biti rutinski klonirani i sekvencionirani. To
omogucuje detekciju bilo kakve heterogenosti u amplifikacijskom produktu.

e Radi detekcije kontaminacija nuzno je pripremiti i ,prazne“ PCR kontrole.
Primjerice, ekstrakt aDNA obi¢no sadrzava Secere i mikrobnu DNA koje sluze kao
nosaci U PCR-u zbog ¢ega dolazi do umnazanja kontaminacija iako su one prisutne u
niskoj koncentraciji (Paabo, 1990). No, ta kontaminacija ne¢e se amplificirati u
»praznim“ PCR kontrolama ako je u njih dodan ekstrakt aDNA za koji koristene
pocetnice nece funkcionirati.

e Potrebno je ponavljati amplifikaciju da bismo uocili kontaminaciju i krivo ugradene
baze tijekom PCR-a.

e Sekvence dobivene PCR amplifikacijom moraju imati filogenetski smisao.

e Kbvantizacija broja amplificiraju¢ih DNA molekula je nuzna jer pokazuje da li su
moguce konzistentne promjene u DNA ili ne.

e Zbog fragmentiranosti DNA amplifikacijska efikasnost mora biti inverzno korelirana
s duljinom amplifikacije.

e NuZno je provesti biokemijska istrazivanja aDNA kako bi se utvrdila njezina
oCuvanost. Dobra biokemijska prezervacija ide u prilog autentiCnosti aDNA
sekvence.

e Malo je vjerojatno da nekoliko razli¢itih parova pocetnica preferentno amplificira
to¢no odredenu inserciju iz jezgrine DNA koja se nalazi u mitohondrijskoj DNA. Ako
dobivamo takve rezultate, to je upozorenje da su jezgrine insercije u mtDNA
amplificirane.

e Eksperiment treba ponoviti u drugom laboratoriju zbog detekcije kontaminacije

kemikalija ili uzoraka u samom laboratoriju.

Kada je odredena prva DNA sekvenca neandertalca svi navedeni uvjeti su uzeti u
obzir (Krings et al., 1997). No, ako je jedinka kontaminirana recentnom DNA sekvencom,
unato¢ postivanju svih kriterija rezultati ¢e biti pogresni. Primjerice, 30 000 godina star zub
koji je pripadao medvjedu s podrucja Kine rezultirao je ljudskom DNA sekvencom (P&abo et

al., 2004). Stoga, dobivenim rezultatima uvijek treba pristupiti kriticki i s oprezom.



4. Doprinos istrazivanja aDNA modernoj znanosti

Istrazivanja aDNA otvorila su vrata mogucnosti odredivanja povezanosti izumrlih
vrsta i odredivanja molekularne filogenije te danas mnogi prirodoslovno-povijesni muzeji iz
svojih kolekcija Salju uzorke na analizu (Suarez & Tsutsui, 2004). Ocuvanost jedinki na
pojedinim lokalitetima omoguc¢uje nam da upravo preko aDNA pratimo promjene u populaciji

tijekom vremena.

4.1. Hominidi

S obzirom na antropoloski i arheoloski te javni interes za ljudske ostatke, bilo je
prirodno za oc¢ekivati da ¢e izuCavanje aDNA krenuti i na tom podru¢ju. Zbog morfoloske
oCuvanosti u mnogim studijama uzimano je mumificirano tkivo kao izvor ljudske aDNA.
Primjeri su prirodno oéuvani ostaci ledenog ¢ovjeka, Otzija, (Handt et al., 1994b) te umjetno
ocuvana tkiva kao $to su kemijski tretirane mumije starog Egipta. No, mumificirani ostaci su
limitiraju¢i izvor podataka te se vec¢ina studija drevne DNA fokusira na ekstrakciju DNA iz
ocuvanih kostiju i zubiju. U zadnje vrijeme sve se viSe u obzir uzimaju i uzorci kose (Baker,
2001; Gilbert et al., 2004).

Studije 0 aDNA sekvencama ljudskih ostataka osiguravaju nam uvid u vazna pitanja
koja se ticu porijekla genetickih bolesti, migracija naSih predaka i sl., ali imaju relativno
ogranicen utjecaj na naSe razumijevanje ljudske proslosti i to se u blizoj buduc¢nosti nece
promijeniti (Hofreiter & Vigilant, 2003). Razlog tome su sveprisutni problemi kontaminacije
ljudskom DNA 1 ¢injenica da mnoge moderne ljudske populacije dijele identicne DNA
sekvence unato¢ brzoj evoluciji mitohondrijskog genoma (P&aabo et al., 2004). S druge strane,
analiza aDNA dala nam je uvid u migracije koje su zapocele iz Afrike u ostatak svijeta prije

oko 100 000 godina. Danasnja istrazivanja ¢esto su zaokupljena istrazivanjem neandertalaca.



4.1.1. Neandertalci

Neandertalci su Zivjeli u Europi i zapadnoj Aziji prije 100 000 do 30 000 godina. Na
temelju fosilnih i kulturoloSkih nalaza neki paleontolozi smatraju da su doprinijeli geneti¢koj
strukturi novopridoslih modernih ljudskih populacija iz Afrike, odnosno, da su neandertalci
preci modernih Europljana (Trinkaus & Duarte, 2000; Hawks & Wolpoff, 2001; Wolpoff et
al., 2000; 2001). Analiza aDNA omogucila je testiranje takvih hipoteza i predvidanja.

Istrazivanja neandertalskog genoma provode se zahvaljuju¢i oCuvanim ostacima
mtDNA u podrucju hipervarijabilne regije. Odredivanje sekvence segmenta od 380 pb
hipervarijabilne regije mitohondrijskog genoma neandertalca (Krings et al., 1997) pokazalo je
da se neandertalski mitohondrijski tip prilicno razlikuje od danasnjeg ljudskog. Sli¢na
istrazivanja (Krings et al., 1999; Ovchinnikov et al., 2000; Schmitz et al., 2002) doSla su do
istih rezultata. Dakle, ocito je da neandertalci nisu doprinijeli mtDNA danasnjih ljudi. No, ovi
rezultati ne rjeSavaju problem moguceg doprinosa neandertalaca ukupnoj zalihi gena (gene
pool) modernih ljudi jer je takav doprinos mogao biti izbrisan genetickim driftom (Krause et
al., 1997; Nordborg, 1998) ili kontinuiranim ulaskom moderne ljudske DNA u neandertalski
gene pool (Enflo et al., 2001). Takoder, ako su neki neandertalci nosili mtDNA sekvence
slicne nasoj, moguce je da je ona detektirana kao kontaminacija (Trinkaus, 2001). Na srecu,
taj problem postao je predmet istrazivanja nekih znanstvenika (Serre et al., 2004).

Neka istrazivanja (Krause at al., 2007) pokazala su da neandertalci imaju iste mutacije
kao i moderni ljudi na FOXP2 genu koji se smatra genom odgovornim za govor. Taj gen je
visoko konzerviran kod veéine sisavaca, ali ljudi posjeduju dvije jedinstvene mutacije u
proteinu za koji taj gen kodira, a koje su uzrokovane supstitucijom nukleotida na pozicijama
9111977 egzona 7. Istrazivanje je pokazalo da neandertalci dijele dvije evolucijske promjene
u FOXP2 genu s modernim covjekom. Krause i njegovi suradnici pazljivo su izveli
ekstrakciju ostataka iz pilje EI Sidron u Spanjolskoj te su amplificirali FOXP2 gen koristeéi
neandertalske specificne pocetnice. Nakon amplifikacije i sekvencioniranja otkriveno je da je
FOXP2 gen neandertalaca identi¢an onom dana$njih ljudi. To¢nije, na poziciji 911 egzona 7
kod neandertalaca je treonin zamijenjen asparaginskom kiselinom i na poziciji 977 je arginin
zamijenjen serinom. Bas kao i kod ljudi. No, u razrjeSenju pitanja da li su neandertalci mogli
komunicirati autori su vrlo oprezni te smatraju da su potrebna daljnja istrazivanja kako bismo

pobliZe razumijeli evoluciju neandertalaca pa i samog ¢ovjeka opcenito.
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4.2. Prehrana i ponaSanje

Istrazivanja aDNA danas su prosirena i na proucavanje prehrane i ponasanja zivotinja
koje su Zivjele u dalekoj proSlosti. Vrlo ¢esto se uz same ostatke Zivotinja pronalazi i njihov
izmet odnosno, u fosiliziranom obliku, koprolit. Posto se pokazalo, primjerice u slucaju
medvjeda (Hoss et al., 1992), da koproliti sadrze i DNA defekatora i DNA probavljenih
biljaka te da se tako ekstrahirana DNA moze koristiti za odredivanje mikrosatelitnih lokusa
(Constable et al., 1995; Vigilant et al., 2001), uzorkovanje izmeta i koprolita postala je
rutinska tehnika za proucavanje prehrane rijetkih i ugrozenih, ali i izumrlih zivotinja (Kohn &
Wayne, 1997). U jednom istrazivanju analizirano je 6 koprolitskih nakupina cija je starost
radioaktivnom metodom izotopa ugljika procijenjena na 11 000, 20 000 i 28 500 godina.
Detektirana je mtDNA identi¢na onoj koja je sekvencirana iz kosti izumrlog velikog ljenjivca
Nothrotheriops shastensis, Sinclair 1905 (SI. 3.) (Poinar et al., 1998). Takoder, umnoZen je
segment od 157 pb gena koji kodira za veliku podjedinicu kloroplastne ribuloza bisfosfat-
karboksilaze (rbcL). On je usporeden s istim genom koji sadrzZe biljke koje danas Zive na tom
istom podrucju. Identificirano je 13 redova biljaka §to upucuje na Cinjenicu da se ljenjivac
hranio drvec¢em, ali i biljkama i travom. Takoder, na temelju odredenih redova biljaka
utvrdeno je da je klima prije 11 000 godina na istom podrucju bila suSa nego prije 20 000 i 28
500 godina. Isto tako utvrdeno je da su se ljenjivci hranili u blizini izvora vode ¢e$ce prije 11
000 godina nego ranije. Dakle, prehrambene navike i okolis$ prije, tijekom i nakon posljednje
glacijacije, u ovom slucaju, proucavan je isklju¢ivo na temelju nalaza koprolita. Ovaj aspekt
prosiren je i na istrazivanje ljudskih koprolita u kojima su uz biljne, pronadeni i ostaci

probavljenih Zivotinja (Poinar et al., 2001).

Slika 3. Nothrotheriops shastensis (preuzeto s http3).
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4.3. Medicinska molekularna arheologija

Jedna od potencijalnih atraktivnih primjena aDNA je i u proucavanju patogenosti
bakterija i virusa. Velik broj radova govori o pronalasku bakterija kao $to su Mycobacterium
tuberculosis (Salo et al., 1994; Arriaza et al., 1995; Donoghue et al., 1998; Haas et al., 2000) i
Yersinia pestis (Drancourt et al., 1998, Raoult et al., 2000) kao i 0 virusu gripe vezanom uz
veliku epidemiju 1918. godine (Reid et al., 1999). Ovo je jo$ uvijek relativno nov i vrlo
zanimljiv pristup prouc¢avanju aDNA jer evolucija nekih patogena moze biti dovoljno brza da
dode do genetickih promjena koje mozemo pratiti kroz desetljeca pa i stolje¢a. No, uvijek
postoje potencijalni izvori kontaminacije. Primjerice, bakterije tla mogu sadrzavati DNA
sekvence slicne Mycobacterium tuberculosis zbog ¢ega su neki znanstvenici pomalo skepti¢ni

spram ovog podrucja (Gilbert et al., 2004).

4.4. Pripitomljavanje biljaka i Zivotinja

Pripitomljavanje ili udomacivanje zivotinja i biljaka zapocelo je prije oko 10 000
godina. Ono je ukljucivalo selekciju odredenih karakteristika u divljim populacijama.
Varijabilni geneti¢ki lokusi koji nisu selekcionirani tijekom pripitomljavanja, primjerice
mtDNA, danas se koriste u istrazivanjima da li su 1 u kolikoj mjeri razlicite divlje populacije
doprinijele ukupnoj koli¢ini gena (gene pool) danasnjih pripitomljenih populacija. Geni koje
su ljudi selekcionirali tijekom pripitomljavanja mogu se identificirati na temelju niske stope
varijabilnosti u odnosu na gene divljeg pretka (Paabo et al., 2004). Jednom kad se takav gen
identificira moZe se odrediti kada je, vremenski, odredena karakteristika selekcionirana
tijekom pripitomljavanja. Primjerice, usporedene su sekvence mtDNA danasnjeg goveda i
njegovog izumrlog pretka iz Europe, divljeg goveda (Bailey et al., 1996; Troy et al., 2001).
Rezultati su pokazali da europsko divlje govedo (SI. 4.) ima drugaciju mtDNA u usporedbi s
danadnjim govedom. To znaci da se danaSnja goveda, koja su pripitomljena na Bliskom
Istoku, a zatim dovedena u Europu, nisu parila s lokalnim divljim govedima u Europi.
Nazalost, uzorci izumrlog divljeg goveda sa Srednjeg Istoka nisu sadrzavali dovoljno dobro
oc¢uvanu aDNA te divlji potomci populacije danasnjih goveda nisu identificirani. Takoder,
sli¢na istrazivanja provedena su i za konje (Vila et al., 2001), pse (Vila et al., 1997; Leonard
et al., 2002), svinje (Watanabe et al., 2001; 2002), koze (Kahila et al., 2002) zeceve (Hardy et
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al., 1995) i kukuruz (Matsuoka et al., 2002) gdje je upravo na temelju aDNA razrijeSena
tematika evolucije pripitomljavanja.

i S ‘-

Slika 4. Izumrlo divlje govedo iz Europe (preuzeto s http4).
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5. Zaklju€ak

U zadnje vrijeme sve se viSe znanstvenika bavi istrazivanjima aDNA kako bi shvatili
evoluciju zivog svijeta. Medutim, dobivanje pouzdanih i zanimljivih rezultata zahtijeva
primjenu razli¢itih sloZzenih metoda koje se danas upotrebljavaju u molekularnim
laboratorijima. Osnova svakog takvog istrazivanja je prije svega razumijevanje kako i u
kolikoj mjeri nam analiza aDNA moZe rasvijetliti zadanu problematiku te skepti¢an pristup
prema vlastitom radu. Primjerice, istrazivac¢ koji predlaze studiju raznolikosti mtDNA kod
jedinki koje se nalaze na 1000 godina starom groblju treba predvidjeti da se jako malo
mutacija moze ocekivati za period od 1000 godina te da ¢e tako dobiveni rezultati dati jako
malo informacija o raznolikosti mtDNA dok ¢e kontaminacija na tom podrucju biti vrlo
problematic¢na.

Kriteriji objasnjeni u ovom radu tek su okvir za validne rezultate te njihova efikasnost
ovisi 0 njihovoj integriranoj primjeni. S time na umu, trebamo biti svjesni da nam analiza uz
pomo¢ aDNA nudi jedinstvenu mogucnost da dobimo uvid u povijest Zivota te da izumrle
vrste doprinesu naSem razumijevanju molekularne geneticke evolucije. Neki drugi projekti
kao Sto je analiza aDNA javnih i poznatih osoba ili povijesnih licnosti (kraljevskih obitelji,
bivsih americ¢kih predsjednika, Elvisa Presleya, Staljina, Karla Velikog,...) javnosti bi bili
upitna (Andrews et al., 2004). No, $to nam buduc¢nost na ovom podru¢ju donosi tek ¢emo

vidjeti.
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7. Sazetak

Drevna DNA predmet je mnogih istrazivanja danasnjice. Intrigira brojne znanstvenike
koji proCavaju geneticki materijal povijesnih ostataka kako bi interpretirali njihovo biolosko i
socijalno znacenje. Osnovna svrha tih istrazivanja je shvacanje evolucijske povijesti Zivota.

Ovaj rad prikazuje postepen razvoj ovog aspekta u znanosti kroz lepezu razliitih
istraZzivanja koja su dovela do usavrSavanja metoda rada s drevnom DNA i revolucijom na
podrucju molekularne geneticke evolucije. Takoder, obraden je 1 problem degradacije i
kontaminacije DNA uzoraka koji je glavni limitiraju¢i faktor u istrazivanjima. Napravljen je

osvrt i na ulogu drevne DNA u modernoj znanosti.

8. Summary

Ancient DNA is a subject of many researches today. It arouses interest of many
scientists who explore genetic material of ancient remains to interprete their biological and
social meaning. The basic purpose of these studies is to understand evolutional history of life.

This paper presents development of this aspect in science thanks to many different
studies that resulted in improvement of aDNA methods and revolution in understanding
molecular genetic evolution. Degradation and contamination of aDNA, which is limiting
factor during researches, is disscused. A review of the role of ancient DNA in modern science
is given in this paper, too.
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