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Streszczenie

Molekularne techniki pozwalajg na identyfikacje¢ kwasu nukleinowego drobnoustrojéw chorobotwdérczych, wys-
tepujacego w archeologicznych szczatkach ludzi i zwierzat. Przedstawione w pracy przyktady dowodza, ze wsp6t-
czesna nauka uzyskata mozliwos¢ wykrycia czynnikéw etiologicznych niektérych choréb zakaznych w dawno wy-
martych populacjach (Adv Clin Exp Med 2006, 15, 1, 121-125).
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Abstract

Molecular techniques allow identification of a nucleic acid of infectious microorganisms present in fossil remains
of men and animals. The cases presented prove that the contemporary science has acquired a possibility of extin-
guished populations (Adv Clin Exp Med 2006, 15, 1, 121-125).
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Zainteresowanie kopalnymi szczgtkami zwie-
rzat 1 ludzi doprowadzito do rozwoju nowej dyscy-
pliny medycznej nazwanej paleopatologig. Mata
wiedza o chorobach naszych przodkéw, czerpana
jedynie z nielicznych zachowanych Zrédet pisanych
czy obiektéw artystycznych, mogta zosta¢ poddana
weryfikacji na podstawie specjalistycznej interpre-
tacji zmian chorobowych widocznych na kosciach,
zgbach lub zmumifikowanych tkankach migkkich.

Dopiero sukcesy paleontologii [1, 2] opieraja-
ce si¢ na badaniach DNA, ktéry wystepuje w hi-
storycznych i prehistorycznych szczatkach ludzi,
zwierzat i roslin, umozliwity podjecie poszukiwar
sladéw chorobotwdérczych drobnoustrojéw. Po raz
pierwszy od ponad dwu wiekéw istnienia (do nie-
dawna tylko opisowej) paleopatologii wykorzysta-
no najnowsze osiggni¢cia biologii molekularne;
w badaniu dawnych choréb cztowieka.

Identyfikacja molekularna

Wykorzystanie metod amplifikacji kwaséw nu-
kleinowych, a zwtaszcza reakcji tancuchowej poli-
merazy (PCR), umozliwia uzyskanie w laborato-

rium duzej ilosci DNA nawet z pojedynczego genu.
Taki DNA mozna zidentyfikowaé przez oszacowa-
nie stopnia podobieristwa migdzy badanym frag-
mentem a jego odpowiednikiem w elektronicznych
bazach danych lub np. metodg hybrydyzacji ze spe-
cyficznymi sondami zawierajagcymi wspoiczesne
sekwencje charakterystyczne dla poszukiwanych
mikroorganizméw. Warunkiem jednak sine qua non
jest przetrwanie w badanych szczatkach chocby sla-
dowej ilosci kwasow nukleinowych pochodzacych
z zakazajacych je patogenéw [3, 4].

DNA jest niestabilng czasteczka, ktéra, zwy-
kle krétko po zgonie ulega szybkiej i nieodwracal-
nej degradacji, postepujacej w miar¢ uptywu cza-
su. Silne rozdrobnienie (zwykle odnajduje si¢ od-
cinki nieprzekraczajace 200 bp) i niestabilnos¢
czgsteczek DNA utrudnia amplifikacj¢ i moze pro-
wadzi¢ do powstawania nieswoistych lub bied-
nych sekwencji. W zwigzku z tym uzyskanie wia-
rygodnych wynikéw wymaga starannego doboru
systemu PCR, ktéry zapewni mozliwos¢ prawidlo-
wej identyfikacji sekwencji charakterystycznej dla
poszukiwanego patogenu [4, 5].

W przypadku pozytywnego wyniku badan po-
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zostaje udowodnié, ze mamy do czynienia rzeczy-
wiscie z dawnym DNA, a nie wspdlczesnym za-
nieczyszczeniem. Nalezy podkresli¢, ze niespel-
niajace tego warunku niektére publikacje, np. rze-
koma identyfikacja DNA dinozaura [6],
skutecznie podwazajg zaufanie do niewatpliwych
osiggni¢¢ molekularnej paleologii. Dlatego kazde
badanie dawnego DNA wymaga przestrzegania
rygorystycznych zasad kontrolnych, a uzyskane
wyniki powinny by¢ udostepnione dopiero po ich
potwierdzeniu przez inne, niezalezne i wyspecjali-
zowane oSrodki naukowe [7, 8].

Dawne DNA
drobnoustrojow
chorobotworczych

Pierwsza proba identyfikacji dawnego bakte-
ryjnego DNA dotyczyta pratkéw gruZzlicy. Nie byt
to przypadek, gdyz gruba, silnie hydrofobowa, bo-
gata w woski 1 lipidy Sciana komdrkowa bakterii
skutecznie chroni DNA przed dzialaniem enzy-
moéw litycznych uwalnianych z komérek gospoda-
rza bezposrednio po jego smierci, a takze pozZniej
przed skutkami dlugotrwatych, destrukcyjnych
oddziatywan czynnikéw srodowiskowych. Dzigki
wysokiej zawartosci guaniny i cytozyny DNA My-
cobacterium wykazuje wigksza niz u innych bak-
terii stabilnos¢. U ludzi chorujgcych na gruzlice
kosci 1 stawéw powstajg trwale znieksztalcenia
i zaburzenia wzrostowe wywotane nieodwracalny-
mi zmianami anatomicznymi i fizjologicznymi.
Stwierdzenie wystegpowania podobnych zmian ko-
stnych istotnie zwigksza prawdopodobieristwo od-
nalezienia w nich DNA pratkéw gruZlicy [5, 9].

Mozna przyjac, ze nowa galaz wiedzy — paleo-
mikrobiologia narodzita si¢ wraz z opublikowa-
niem w 1993 r. przez Spigelman i Lemma [10] wy-
nikéw potwierdzajacych obecnos¢ DNA pratkéw
gruzlicy w liczacych 300-1400 lat kostnych
szczatkach ludzkich. W badaniach wykorzystano
wysoko konserwatywng sekwencj¢ insercyjng
1S6110, wystepujaca w wielu kopiach w genomie
M. tuberculosis. W 4 z 11 prébek wybranych do
badan na podstawie charakterystycznych zmian
kostnych wykazano obecnos¢ poszukiwanego
DNA.

Przydatnos¢ PCR w identyfikacji dawnego
DNA potwierdzily, opublikowane niewiele
p67Zniej, wyniki badan Salo et al. [11], ktérzy, wy-
korzystujac identyczny starter 1S6//0, wykazali
obecnosci pratkéw gruzlicy w tkance plucnej pe-
ruwianskiej mumii sprzed 1000 lat. Uzyskany
przez nich wynik przyczynit si¢ do rozstrzygnigcia
dotychczas jatowego sporu epidemiologéw — ,,czy

pojawienie si¢ gruZlicy na kontynencie amerykan-
skim bylo czy nie bylo skutkiem, rozpoczgtej
w XV wieku, kolonizacji Nowego Swiata przez
Europejczykéw?”

Wprawdzie liczaca 123 pary zasad sekwencja
IS6110 nie pozwala na zr6znicowanie scisle spo-
krewnionych ze sobg gatunkéw pratkéw z tzw.
grupy M. tuberculosis (MTB complex), do ktorej
zaliczono M. tuberculosis, M. bovis, M. africa-
num, M. microti 1 M. canettii, umozliwia jednak
odrdznienie tych chorobotwérczych dla cztowieka
pratkéw od saprofitycznych gatunkéw wystepujg-
cych w srodowisku, takich jak: M. kansasii, M.
marinum, M. fortuitum i M. chelonai. Wielokrot-
nie potwierdzona swoistos¢ i czutos¢ metody iden-
tyfikacji dawnego DNA pratkdw MTB complex za
pomocg sekwencji insercyjnej IS67/0 umozliwita
jego identyfikacje takze w probkach niewykazuja-
cych charakterystycznych dla gruzlicy zmian pato-
morfologicznych. Po raz pierwszy uzyskano nie
tylko mozliwos¢ ustalenia rzeczywistej czgstosci
wystepowania gruZlicy w wymartych populacjach
ludzkich, ale i oceny jej wptywu na rozwdj histo-
rycznych spoteczenstw co oznaczalo niekwestio-
nowane narodziny molekularnej paleoepidemiolo-
gii. Nowe perspektywy nie ograniczaja si¢ do po-
rownawczej epidemiologii gruZlicy, ale, jak piszg
Zink et al. [5], umozliwiajg wglad w ewolucje
pratkdw i przesledzenie skutkéw ewolucyjnych
oddziatywan migdzy patogenem a jego gospoda-
rzem, co moze powiekszy¢ wiedzg¢ o przenoszeniu
1 szerzeniu si¢ chor6b zakaznych.

Na podstawie wynikéw prac poswigconych
paleoepidemiologii gruZlicy udato si¢ udowodnic,
ze ta tak stara jak ludzkos¢ choroba wystgpowata
zaréwno wsréd egipskich fellachéw, jak i farao-
néw [12-14], wsrdd sredniowiecznych mieszkan-
cé6w Europy [15-17] oraz przedkolumbijskich
mieszkaricow Potudniowej i Pétnocnej Ameryki
[11, 18].

Dalszy postep badan nad filogeneza i ewolucjg
pratkéw gruzlicy byl jednak uzalezniony od wpro-
wadzenia nowych metod. Szczegdlne przydatna
okazatla si¢ spoligotypia, ktéra na podstawie réz-
nic w regionach DR (direct repead) DNA umozli-
wita zréznicowanie gatunkowe wsréd pratkow
tworzacych MTB complex [19]. Dodatkowg jej za-
leta jest mozliwos¢ poréwnywania nawet bardzo
krétkich odcinkéw, zwykle silnie zdegradowanego
dawnego DNA, co warunkuje podjgcie prob jego
poszukiwan w jeszcze starszych materiatach [5].

Czy, dysponujgc nowymi molekularnymi me-
todami, mozna potwierdzi¢ lub wykluczy¢ po-
wszechnie akceptowang hipoteze, ze Zrédlem ludz-
kiej gruzlicy byty pratki M. bovis pochodzace od
udomowionego przed 10000-15000 laty bydta?

W kosciach Srédstopia bizona, ktérego wiek
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okreslono na okoto 17 870 lat przed nasza erg na
podstawie stratygrafii i datowania C', wykazano
Slady gruZliczopodobnej infekcji i stwierdzono
obecnos¢ DNA, ktéry réznit sic od DNA M. bovis
oraz innych gatunkéw pratkéw. Podobnie wyniki
spoligiotypii DNA pratkéw z dawnych szczatkéw
ludzkich z Europy [21] i z Egiptu nie wykazatly
obecnosci DNA charakterystycznego dla M. bovis
[5]. W tych ostatnich znaleziono natomiast frag-
menty DNA charakterystycznego dla M. africa-
num i M. tuberculosis. Obecnos¢ M. africanum
w najstarszych z badanych prébek (2050-1650 r.
p.n.e.) wydaje si¢ potwierdzac teori¢, ze ten gatu-
nek moze by¢ prekursorem chorobotworczych
pratkéw z grupy MTB complex, a wspdlczesne ga-
tunki, takie jak M. tuberculosis i M. bovis rozwija-
ty si¢ niezaleznie od siebie [5].

Jak wida¢, filogeneza pratkow jest nadal
skomplikowanym problemem, a przekonywajace
wyjasnienie historii molekularnej ewolucji, roz-
woju 1 rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy wymaga
dalszych molekularnych badan wiarygodnych ar-
cheologicznych materiatéw. Coraz wigcej danych
potwierdza hipotezg, ze brak molekularnego zréz-
nicowania  wspoéiczesnych  chorobotworczych
szczepOw M. tuberculosis to wynik znanego
w ewolucji gatunkéw zjawiska ,,przejscia przez
szyjke butelki”, ktére nastapilo prawdopodobnie
15 000-20 000 Iat temu [22]. Nie wiadomo jed-
nak, czy szczepy M. tuberculosis zidentyfikowane
w przedkolumbijskiej Ameryce i w innych czgs-
ciach swiata r6znig si¢ od zjadliwych, epidemicz-
nych szczepéw europejskich [9]. Potwierdzone
niedawno mozliwosci odrdznienia osobnikéw
z aktywng i chroniczng postacig gruzlicy na pods-
tawie badan molekularnych umozliwiajg analize
wrazliwosci gospodarza na zakazenie [23]. Identy-
fikacja wyznacznikéw zjadliwosci pratkéw z okre-
su przedantybiotykowego pozwala na ich poréw-
nanie ze wspodlczesnymi szczepami, co paradok-
salnie moze przyczyni¢ si¢ do opracowania
nowych metod ich skutecznego zwalczania [9].

Podobnym zainteresowaniem cieszg si¢ pratki
tradu Mycobacterium leprae. Jak wiadomo z prze-
kazéw historycznych, rzeczywiste lub domniema-
ne ofiary trgdu chowano na odregbnych cmenta-
rzach przy leprozoriach. Charakterystyczna dla
pratkéw wytrzymatos¢ na oddziatywanie czynni-
kéw zewnetrznych i dokonana przez naszych
przodkéw ,,selekcja materiatu” to okolicznosci
bardzo zwigkszajace prawdopodobieristwo powo-
dzenia prowadzonych badari. W 1994 r. do identy-
fikacji DNA M. leprae Rafi et al. wykorzystali
z powodzeniem sondy RLEP zawierajace charak-
terystyczne fragmenty DNA M. leprae [24]. Przy-
datnos¢ metody potwierdzily badania srednio-
wiecznych szczatkow kostnych z Wegier i Nie-

miec [25] oraz Szkocji [26]. Dodatkowym moty-
wem, waznym takze dla wspotczesnych epidemio-
logbw, jest pojawienie si¢ mozliwosci potwierdze-
nia hipotezy, ktéra za przyczyn¢ naglego zaniku
tradu na obszarze Europy w XVII w. uznaje szyb-
kie rozprzestrzenianie si¢ gruZlicy.

Inne drobnoustroje

Identyfikacja DNA Yersinia pestis w materiale
z z¢b6w pochodzacych z XIV w. domniemanych
ofiar ,,czarnej Smierci” z Montpellier [27, 28] mia-
ta ostatecznie rozstrzygnaé watpliwosci na temat
przyczyny tej najwiekszej w historii Europy zara-
zy, a stala si¢ jedynie zarzewiem burzliwego spo-
ru [29, 30]. Przedstawione przez Gilbert et al. [31]
wyniki prac dwu niezaleznych zespotéw badaw-
czych, powotlanych specjalnie w celu wyjasnienia
tego fascynujacego zagadnienia, nie potwierdzity
uzyskanych we Francji rezultatow. Autorzy wska-
zZujg na male prawdopodobieristwo przetrwania
w materiale kostnym DNA bakterii powodujacych
szybki uogdlniony proces chorobowy oraz trudnos-
ci w odréznieniu go od zanieczyszczen pochodza-
cych z otoczenia.

Nie oznacza to jednak, ze peleoepidemiologia
pozostaje marginalng dziedzing wiedzy ogranicza-
jaca si¢ do badan pratkéw. Coraz czgsciej wyniki
prac eksperymentalnych potwierdzaja tezg, ze
o stopniu przetrwania dawnego DNA w materia-
tach archeologicznych decyduja warunki otocze-
nia. Na przyktad badania 16S rDNA uzyskanego
z prébek mumii egipskiego dziecka wskazujq na
jego septyczne zakazenie spowodowane przez
Escherichia coli [32], a identyfikacja DNA Coryne-
bacterium spp. w prébce z zeba wskazuje na moz-
liwos¢ istnienia btonicy w okresie dynastycznym
w Egipcie [33].

Z probek tkanki ptucnej trzech ofiar pandemii
grypy z 1918 r., pochowanych w wiecznej zmarz-
linie na Alasce, i z przechowywanych w laborato-
riach, zakonserwowanych w formalinie narzadéw,
uzyskano RNA poszukiwanego wirusa [34, 35].
Ustalenie pelnej sekwencji genu odpowiedzialne-
go za syntez¢ swoistej hemaglutyniny umozliwito
przeprowadzenie poréwnawczych badai moleku-
larnych w celu wyjasnienia genetycznych podstaw
niezwyklej zjadliwosci wiruséw z 1918 r. oraz fi-
logenetycznych poréwnar ze znanymi wariantami
ludzkiej 1 ptasiej grypy [36]. Nie trzeba nikogo
przekonywac do znaczenia podobnych badan, gdy
coraz czg¢sciej pojawiajq si¢ wirusy tatwo pokonu-
jace migdzygatunkowe bariery (np. wirusy goracz-
ki krwotocznej lub koronawirusy ostrej niewydol-
nosci oddechowej — SARS).

Duze zainteresowanie wzbudzita molekularna
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identyfikacja poprzednio nieznanego szczepu ludz-
kiego wirusa biataczki T-komdrkowej (HTLV-I)
w probkach pochodzacych z andyjskiej mumii
sprzed 1500 lat [37]. W zmumifikowanych zwlokach
zmartej w 1568 r. Marii Aragoriskiej, oprocz HPV
18, stwierdzono obecnos¢ DNA prawdopodobnie
dotychczas nieznanego papillomawirusa [38].

Warto przypomniec¢, ze najnowsze molekular-
ne metody pozwalajgce na identyfikacje¢ pasozy-
tow, nie tylko pierwotniakdw, sg z powodzeniem
wykorzystywane w rozwijajacej si¢ paleoparazy-
tologii [39].

Prawdopodobnie nie uda si¢ jednak wyjasnic
przyczyn stynnych historycznych epidemii, takich
jak biblijna zaraza zestana na Filistynéw lub plaga
ateriska z 430 r. p.n.e.

Zwigkszajaca si¢ liczba prac wykorzystuja-
cych metody molekularne do identyfikacji daw-
nych patogenéw moze:

— wzbogaci¢ stan wspoéiczesnej wiedzy me-
dycznej na temat pochodzenia i zmiennosci drob-
noustrojow chorobotworczych;

— umozliwi¢ badania historii choréb zakaz-

PiSsmiennictwo

nych powodowanych przez wirusy, bakterie i pa-
sozyty;

— przyczynic si¢ do wyjasnienia istoty rozwi-
jajacych sie podczas ewolucji wspdtzaleznosci
migdzy patogenem a jego gospodarzem;

— pozwoli¢ na §ledzenie drég rozprzestrzenia-
nia si¢ groznych choréb zakaznych w ludzkiej po-
pulacji;

— umozliwi¢ przeprowadzenie poréwnaw-
czych badari naturalnej mikroflory organizmu
czlowieka od czaséw prehistorycznych do wspét-
czesnosci;

— dostarczy¢ narzedzi pozwalajacych na obser-
wacje zmiennosci materiatu genetycznego i jej wply-
wu na ewolucj¢ wspélczesnych drobnoustrojéw.

Wiele nadziei wzbudza mozliwos¢ poréwna-
nia genoméw dawnych patogendw, ktére nie byty
poddane presji selekcyjnej wspotczesnej lekotera-
pii, z genomami obecnie zyjacych gatunkéw drob-
noustrojéw chorobotworczych, co by¢ moze przy-
czyni si¢ do opracowania nowych, bardziej sku-
tecznych metod ich zwalczania.
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