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SUMMARY
ANCIENT DNA: PRINCIPLES AND METHODOLOGIES

Paleogenetics is providing increasing evidence about the biological
characteristics of ancient populations. This paper examines the guiding
principles and methodologies to the study of ancient DNA with constant
references to the state of the art in this fascinating disciplin.

La storia della paleogenetica, seppur affascinante, ha origini relati-
vamente recenti. I primi tentativi, effettuati utilizzando cloni batteri-
ci, di amplificare tracce di materiale genetico da frammenti tissutali
mummificati non vanno oltre gli inizi degli anni 80'?3. Da questi
primi esperimenti, molti risultati sono venuti alla luce evidenziando
molteplici aspetti dell’analisi molecolare: infatti attraverso lo stu-
dio del DNA recuperato da materiale biologico di campioni antichi
¢ possibile indagare in profondita la variabilita genetica umana e i
processi che la sottendono. Cospicue infatti sono le pubblicazioni
relative alle relazioni filogenetiche tra Homo neandertalensis e la
nostra specie*> cosi come alle analisi delle dinamiche popolazioni-
stiche e alla struttura sociale di nuclei arcaici®’. Ma lo studio del-
la paleogenetica ¢ un utile strumento anche per indagare processi
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evoluzionistici® e per ricostruire le caratteristiche fenotipiche di
popolazioni antiche®'*!!, Inoltre, notevoli sono stati, negli anni, gli
sviluppi della Paleogenomica, cio¢ la ricostruzione degli interi ge-
nomi di specie estinte'?. Oggetto delle ricerche molecolari ¢ il DNA
antico (ancient DNA, aDNA), residui di materiale genetico che pos-
sono essere recuperati da una grande varieta di materiali biologici,
di diversa origine, stato di conservazione ed eta, come ossa, denti,
coproliti'?, corpi mummificati, sangue coagulato, frammenti vegetali
e microrganismi. Anche tessuti molli possono comunque essere una
fonte di aDNA in cui analizzare notevoli porzioni di genoma'‘; e
persino elementi cheratinici come le unghie'® possono essere utiliz-
zati come fonte primaria di aDNA. Diverse sono le fonti cellulari di
tale materiale genetico, essendo il genoma costituito da varie frazio-
ni compartimentalizzate. Se da una parte la genomica generalmente
descrive la variabilita del genoma nucleare di un dato organismo,
la paleo-genetica utilizza un secondo marcatore di elezione per lo
studio della variabilita eucariotica, il DNA contenuto in organelli
intracellulari quali i mitocondri'® e, seppur meno frequentemente,
i plastidi delle cellule vegetali'’. Infatti, il DNA mitocondriale, es-
sendo presente in numerose copie (da centinaia a migliaia di copie
per cellula’® rispetto alle sole due copie di genoma nucleare, risul-
ta facilmente analizzabile in reperti antichi'®. Tuttavia, lo studio del
aDNA, soprattutto per quanto riguarda la specie umana, ¢ soggetto
a sostanziali limitazioni dovute alla presenza di materiale genetico
moderno. Il DNA moderno, infatti, ¢ presente in un piu elevato nu-
mero di copie rispetto al materiale genetico endogeno del campione
in esame, essendo quest’ultimo esposto a deterioramento diageneti-
co. Tale condizione rende quindi gli studi del aDNA estremamente
impegnativi a causa della contaminazione da materiale moderno. La
natura del campione biologico riflette in parte la qualita del materiale
genetico ricavabile: infatti, se ossa e denti sono tessuti facilmente
preservati per la loro natura calcificata, essi appaiono maggiormente
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contaminabili rispetto ai capelli, che tuttavia sono meno presenti nel
record archeologico®. Il rinvenimento di falsi positivi rimane ancora
oggi una delle maggiori problematiche della ricerca basata sull’ana-
lisi del aDNA. Non pochi sono gli studi che storicamente hanno evi-
denziato risultati a dir poco sorprendenti come frammenti genetici
ricavati da elementi scheletrici fossilizzati pertinenti a dinosauri*' o
a partire da insetti inclusi in materiale organico****. Tuttavia, molto
spesso la rianalisi di tali dati** ha permesso di correggere sostanziali
errori che hanno reso, percio, gli albori della paleogenetica antica,
come uno dei terreni piu fertili per le stravaganze scientifiche.

Non meno importante ¢ il problema della conservazione del reperto.
Infatti, ’estrazione di DNA comporta la distruzione, seppur minima,
di materiale biologico per cui ¢ bene scegliere parti, per esempio,
dello scheletro, di scarsa importanza per lo studio antropometrico
oppure ricavare la quantita necessaria operando carotaggi di pochi
millimetri di diametro in zone tali da non compromettere la succes-
siva analisi morfologica*. Nonostante queste precauzioni nel cam-
pionamento, alcuni ricercatori sono restii ad applicare analisi gene-
tiche su esemplari antichi per non compromettere I’integrita delle
collezioni. La tematica in questione viene ad assumere importanza
anche nei casi in cui la comunita odierna presso la quale un reperto
¢ conservato riconosca al record archeologico una relazione cultu-
rale, come nel caso di discendenza biologica: difficilmente quindi
permettera 1’analisi distruttiva di frammenti appartenenti ai loro
antenati’®?’. Per tali ragioni sarebbe estremamente utile riuscire a
estrarre aDNA attraverso processi mini-invasivi ovvero utilizzando
metodiche che non comportino la distruzione del materiale biologi-
co. Attualmente si stanno elaborando dei protocolli che prevedono
I’estrazione del DNA in fase liquida®. Questi metodi non compro-
mettono 'integrita del reperto in quanto possono produrre alterazio-
ni chimiche con conseguenti modificazioni fisiche che non sono pero
rilevabili macroscopicamente.
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Nelle cellule I’integrita delle molecole di acido nucleico ¢ mante-
nuta da complessi sistemi enzimatici che dopo la morte non garan-
tiscono ulteriormente la loro attivita funzionale®. In tal modo, il
DNA ¢ soggetto a danneggiamenti da parte di fattori esogeni quali
attacchi batterici o fungini che ne limitano la preservazione®*. Da
qui ¢ comprensibile la notevole difficolta di reperire materiale gene-
tico endogeno da campioni antichi, seppure tale scopo possa essere
raggiunto in modo relativamente agevole nei rari casi in cui il mate-
riale biologico risulti essere stato soggetto a rapido disseccamento
o a fenomeni di assorbimento su matrici mineralizzate®'. Un altro
fattore che sembra influenzare positivamente la conservazione del
aDNA ¢ la bassa temperatura®?. Infatti, le analisi dei reperti piu an-
tichi si riferiscono a campioni biologici non umani provenienti da
regioni sub-artiche; in particolare, le ossa preservate nel permafrost
si sono dimostrate idonee al recupero di aDNA permettendo I’am-
plificazione di frammenti lunghi dalle 100 alle 900 bp****. Diversi
studi hanno altresi proposto come le dimensioni medie dei fram-
menti non possano eccedere le 100-500 bp e che non possa essere
recuperato DNA da reperti che eccedano il milione di anni, anche in
condizioni climatiche tra le piu favorevoli*.

Fondamentale per gli studi del aDNA ¢ stata 1’invenzione della me-
todica della polimerizzazione a catena (Polymerase Chain Reaction,
PCR)**, mediante la quale ¢ possibile amplificare selettivamente
tratti di DNA. Tecnicamente, la PCR ¢ un metodo di clonaggio di
DNA che non prevede 1'utilizzo di vettori, cosa precedentemente
indispensabile per amplificare tratti di materiale genetico?’. Questo
metodo permette la selezione rapida, I’isolamento e 1’amplificazio-
ne in vitro di qualsiasi tratto di DNA di cui siano note le estremita
al 57 ed al 3’ della molecola: cido avviene grazie all’utilizzo di una
DNA polimerasi termostabile (Taq polimerasi), isolata dal batterio
termofilo Thermus aquaticus, e di due sequenze oligonucleotidiche
lunghe 18-25 paia di basi (base pairs o bp), dette primers, com-
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plementari alle regioni fiancheggianti il segmento di interesse. La
metodica prevede la ripetizione ciclica di temperature in 3 fasi prin-
cipali: denaturazione del DNA originale, appaiamento dei primers
alle regioni fiancheggianti e allungamento del filamento a partire
dai primers sullo stampo fornito dal DNA originale. Nello speci-
fico, la denaturazione prevede una temperatura elevata (in genere
94°C-96°C) per far avvenire la separazione dei due filamenti della
doppia elica del genoma che si intende analizzare; a questa segue la
fase di allineamento in cui la temperatura viene diminuita al fine di
permettere I’appaiamento tra gli oligonucleotidi e il template secon-
do la regola che una purina sara complementare a una pirimidina (la
guanina alla citosina; mentre 1’adenina alla timina). La fase finale di
estensione avviene a un temperatura di 72°C-74°C, in cui I’enzima
raggiunge la massima efficienza. E’ stato provato che a questa tem-
peratura la polimerasi lega da 35 a 100 nucleotidi al secondo, percio,
in un minuto si possono amplificare almeno 2000 basi. II numero
di cicli varia tra i 25 e 40, in relazione alle molecole di DNA bersa-
glio iniziali*®. Il risultato finale ¢ un accumulo esponenziale di copie
del DNA stampo dell’ordine di 2" (con n uguale al numero di cicli
eseguiti). L’ottenimento di numerose copie di uno stesso segmento
genetico di per sé non consente 1’analisi della variabilita genetica.
Infatti, tale processo ¢ solo la prima fase dell’esperimento: le mole-
cole ottenute devono essere quindi processate al fine di identificare
I’esatta sequenza delle basi costituenti il filamento di DNA?. Inoltre,
nello studio del aDNA ¢ sicuramente consigliabile non fermarsi al
sequenziamento diretto dei prodotti di PCR ma ¢ fondamentale pro-
cedere al clonaggio dei vari amplificati e sequenziare pit ampliconi.
L’analisi di questi permette di discriminare tra le mutazioni presenti
in tutte le sequenze da quelle che si verificano solo occasionalmente
in uno o pochi cloni. Tale presupposto consente di distinguere la
contaminazione da DNA esogeno umano, artefatti derivanti da lesio-
ni al DNA e anche errori della Taqg polimerasi. 11 clonaggio permette
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di ottenere numerose copie identiche di un frammento specifico di
DNA sfruttando il meccanismo di replicazione del materiale geneti-
co all’interno di cellule batteriche, solitamente di Escherichia coli, il
cui ciclo riproduttivo di pochi minuti garantisce di ottenere in poche
ore un numero elevato di cellule procariote. Per effettuare un clonag-
gio si deve inserire il tratto a doppia elica di interesse, ottenuto tra-
mite PCR, all’interno di batteri, grazie all’utilizzo di plasmidi capaci
di attraversare facilmente la membrana plasmatica della cellula. Il
plasmide utilizzato come vettore di clonaggio deve possedere alme-
no un gene che conferisca resistenza agli antibiotici e un sito di in-
serzione per il frammento di DNA esogeno all’interno di un gene la
cui espressione fenotipica possa essere monitorata. Uno dei sistemi
maggiormente utilizzati prevede 1’utilizzo di un vettore contenen-
te 1l sito di inserzione dei frammenti localizzato sul gene LacZ che
codifica per ’enzima [3-Galattosidasi, in modo tale che I’inserzione
del DNA amplificato tramite PCR impedisca, per frameshift, la sin-
tesi di quella particolare proteina. Le cellule batteriche trasformate
vengono quindi fatte crescere su un terreno di coltura contenente
galattosio, il cui metabolismo puo essere identificato. L'utilizzo di
galattosio da parte della cellula procariota provochera un viraggio
cromatico delle colonie batteriche: lo stato metabolizzato conferira
alla colonia un cromatismo blu, mentre il mancato metabolismo del
substrato potra essere identificato da una colonia incolore. Al termine
della crescita avverra lo screening per riconoscere le colonie cellula-
ri contenenti il plasmide ricombinante (quindi che ha il frammento di
DNA internalizzato) che appariranno bianche rispetto a quelle prive
di plasmide o con il plasmide non coniugato all’inserto, che saran-
no di colore blu. Almeno 15 cloni devono essere successivamente
analizzati e sequenziati in modo da ottenere una sequenza consenso
significativa. L’analisi della sequenza ¢ 1’ultimo passaggio e permet-
te la discriminazione della successione delle basi di un frammento
di DNA amplificato: in particolare ¢ possibile discriminare tutti i tipi
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di polimorfismi puntiformi (che equivalgono alla sostituzione delle
basi azotate nella molecola di DNA), ma anche inserzioni e delezio-
ni di basi. La reazione di sequenza consiste in una PCR asimmetrica,
dove viene utilizzato un solo primer che consente 1’amplificazione
di un singolo filamento, che tramite interpolazione con software spe-
cifici, permette di delineare la sequenza delle singole basi azotate
nel filamento amplificato. Sebbene tale metodica rimanga alla base
di molte ricerche relative al DNA di campioni antichi, oggi le nuove
frontiere tecnologiche hanno permesso di aumentare la specificita e
la sensibilita dei procedimenti per la valutazione delle sequenze di
DNA endogene, permettendo di sequenziare ampi tratti dei genomi
antichi. Come precedentemente esposto, le tecniche di analisi del
aDNA prevedono la polverizzazione di frammenti ossei o di denti
per il successivo recupero del materiale genetico®. E’ bene precisare
che il prodotto di estrazione ¢ costituito non solo dal DNA endogeno
del reperto, ma ¢ in realta una complessa miscela contenente DNA
di batteri, funghi, e contaminanti presumibilmente presenti sulla su-
perficie del campione biologico. Se per I’amplificazione di sequenze
note, specialmente quelle mitocondriali, la PCR rimane la metodica
elettiva, per I’analisi genomica si preferira coprire stocasticamen-
te I’insieme del genoma totale seguendo due metodi: la costruzio-
ne di una libreria di DNA; oppure il processamento con il “Next
Generation Sequencing” (NGS). Per la costruzione della libreria il
DNA ¢ frammentato enzimaticamente e inserito in plasmidi che sa-
ranno impiegati per la trasformazione di cellule batteriche. Quindi
il clonaggio consiste nella moltiplicazione di un segmento di DNA
appartenente al genoma del reperto antico. Il clonaggio, prevede 1’u-
tilizzo di endonucleasi di restrizione che tagliano sia la totalita dei
genomi estratti che 1 vettori, secondo specifiche sequenze nucleotidi-
che. Dalle colonie formatesi si potra quindi sequenziare il frammen-
to clonato che variera in funzione del segmento inserito, che sara una
frazione casuale derivante dalla digestione del DNA totale estratto

57



Flavio De Angelis, Gabriele Scorrano, Olga Rickards

dal reperto. Tuttavia tale tecnica non risulta facilmente percorribile,
infatti per ottenere sequenze endogene ¢ necessario sequenziare un
gran numero di cloni: le percentuali di successo nel clonare sequenze
endogene del reperto variano da 1% a 6%*'. Inoltre, attraverso tale
metodologia, € impossibile sequenziare una regione specifica del ge-
noma, perché i frammenti ottenuti rappresentano frazioni randomiz-
zate del genoma stesso.

I procedimenti noti come NGS permettono di analizzare un enor-
me dataset di sequenze mediante una particolare tecnologia. Il DNA
estratto dal campione, costituito da frammenti di dimensioni variabi-
li, € unito a due linkers oligonucleotidici al 3’ e al 5° della molecola
template. Tali frammenti sono poi amplificati mediante una PCR a
emulsione, dove ogni goccia di soluzione acquosa rappresenta un
micro reattore in cui si verifica ’amplificazione utilizzando pri-
mers complementari ai /inkers. Inoltre, ’amplificazione ¢ condotta
in modo tale che il nuovo filamento possa legarsi covalentemente a
delle micro-sfere: cosi, dopo I’amplificazione in emulsione, saranno
prodotte centinaia di migliaia di microsfere, ognuna delle quali sara
legata a un frammento di DNA a singolo filamento originato da una
molecola stampo. Le sfere saranno poi inserite in una piastra conte-
nente piu di un milione di pozzetti entro i quali si localizzeranno, e
quindi verranno sequenziate le frazioni di DNA tramite pirosequen-
ziamento in loco. Questa tecnica sfrutta la produzione di pirofosfato
(PPi) che si evidenzia quando si aggiunge un nucleotide alla ca-
tena polinucleotidica. La sequenza da analizzare, dopo essere stata
amplificata con la PCR, viene incubata come singola elica insieme
agli enzimi DNA polimerasi, ATP solforilasi, luciferasi e apirasi e
ai substrati adenosinsolfofosfato (ASP) e luciferina. Uno dei quat-
tro deossi-nucleotide-tri-fosfato (ANTP) ¢ aggiunto alla reazione. La
DNA polimerasi catalizza 1’aggiunta di tale base solo se ¢ comple-
mentare al residuo del templato. In tal caso si ha la concomitante
liberazione di pirofosfato inorganico PPi. Il PPi cosi prodotto viene
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trasformato in ATP per opera della solforilasi mediante 1’utilizzo di
ASP come substrato. L’ ATP ottenuto consente la conversione della
luciferina a ossiluciferina grazie alla luciferasi con produzione di
un segnale luminoso che viene rilevato da un’apposita camera foto-
sensibile (CCD). L’enzima apirasi degrada il ANTP che non ¢ stato
incorporato e 1’ ATP prodotto dalla solforilasi. Solo quando la degra-
dazione ¢ terminata si aggiunge un secondo dNTP per far progredire
la reazione di polimerizzazione. Si aggiungono ciclicamente tutti e
4 1 ANTP fino a ottenere la sequenza completa. Il segnale luminoso
prodotto dalla luciferina, viene registrato in un apposito “pirogram-
ma” in modo proporzionale all’ ATP prodotto e quindi al nucleotide
inglobato: un picco di intensita doppia, per esempio, rileva che nello
stesso ciclo sono stati inglobati 2 ANTP (se presente una ripetizione
della stessa base sul templato). Viceversa un segnale nullo indica
che il NTP aggiunto in quel ciclo non ¢ complementare. In questo
modo ¢ possibile raggiungere frammenti di sequenze che sovrappo-
nendosi parzialmente (costituendo un contig) consentono di avere
sequenze consenso lunghe fino a 20-30 milioni di nucleotidi*’, ed ¢
quindi evidente il potenziale applicativo di questa tecnica allo studio
dei genomi antichi.

Proprio la natura antica del campione tuttavia aumenta le difficolta
di analisi: infatti, le molecole di aDNA sono contenute in cellule
non piu pertinenti a tessuti vivi, quindi sono sottoposte a una se-
rie molteplice di fattori esogeni che tendono a provocare danni non
piu riparabili dai sistemi cellulari. Infatti, come conseguenza della
morte, il DNA contenuto nell’organismo va incontro a una serie di
processi degradativi che ne modificano le proprieta chimico-fisiche.
I fattori che contribuiscono alla degradazione della molecola sono
principalmente: idrolisi (che porta alla perdita delle basi azotate);
azione ossidativa delle radiazioni ionizzanti (con la produzione di
radicali liberi); modificazioni del pH (che rompe i legami idroge-
no, reagisce con 1 gruppi ossidrili o provoca la depurinazione), ra-
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diazioni UV (che causano interazioni intermolecolari denominate
crosslink) e la presenza di acidi umici nel terreno. Il principale danno
a carico degli acidi nucleici estratti a partire da reperti antichi € in
prima istanza identificabile relativamente alle esigue dimensioni dei
prodotti di amplificazione (tra 100 e 500 bp*). Questi frammenti di
piccole dimensioni possono essere il risultato di diverse reazioni a
carico della molecola di DNA. Per esempio, possono essere prodotti
per un blocco della DNA polimerasi: I’enzima presenta un’attivita
polimerasica principale in direzione 5°->3’ del filamento, con la for-
mazione del legame fosfodiesterico fra un terminale 3’-OH di un nu-
cleotide di innesco e il fosfato alfa sul 5’-trifosfato di un nucleotide
libero (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), con rilascio di pirofosfato (PPi).
L’enzima segue le regole di complementarita fra le basi (A-T/C-G)
imposte dal templato, inoltre un terminale 3’-OH ¢ sempre richiesto,
come per tutte le DNA polimerasi, ed ¢ sempre necessario un primer
per iniziare la sintesi. Danni indotti da radicali presenti durante i
processi decompositivi possono essere facilmente arrecati ai doppi
legami delle molecole organiche delle purine e delle pirimidine, pro-
vocando rottura degli anelli eterociclici ovvero causare la rottura de-
gli zuccheri che conseguentemente non consentono alla polimerasi
di esplicare la sua funzione*. Altri danni a carico del aDNA possono
essere provocati da reazioni, enzimatiche e non, di rottura della cate-
na fosfodiesterica: ci0 puo quindi provocare una frammentazione del
singolo filamento interessato®. Altre frammentazioni possono oc-
correre nel legame tra le basi azotate e la catena fosfodiesterica, con
la conseguente formazione di siti privi della base azotata* che puo
quindi provocare scissione del filamento*’. Infine il DNA puo anche
essere danneggiato quando i1 gruppi amminici della citosina, adenina
e guanina (la timina non possiede un gruppo amminico) vengono eli-
minati a seguito di reazioni di idrolisi (deaminazione idrolitica). Le
basi deaminate vengono rimosse in vivo da particolari meccanismi
di riparazione enzimatica, con le DNA-glicosilasi che idrolizzano i
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legami glicosidici tra basi deaminate e desossiribosio. L’idrolisi del
legame glicosidico di una purina deaminata produce un sito apurini-
co, mentre quello di una pirimidina deaminata un sito apirimidinico.
Il tratto di DNA alterato (cioe contenente un sito apurinico o apirimi-
dinico) viene riconosciuto da una endonucleasi che taglia il filamen-
to di DNA a una distanza di circa 4-8 nucleotidi a monte e a valle del
nucleotide danneggiato. Delle elicasi e delle esonucleasi rimuovono
e degradano il filamento singolo danneggiato**. E’ evidente che, nel
caso di reperti antichi, tale complesso enzimatico non puo riparare
I’alterazione che cosi provochera la sostituzione di basi nelle mo-
lecole neo formate dalla PCR. Tale fenomeno ¢ stato ampiamente
studiato e due metodiche permettono di identificarlo: 1'utilizzo del
uracil-DNA-glicosilasi, in quanto I’uracile presente nel aDNA a cau-
sa di deaminazione della citosina viene rimosso da tale enzima®; e la
comparazione delle mutazioni riscontrate con eccesso di mutazioni
C-T e G-A in cloni ottenuti da sequenze antiche deaminate™: infatti
la citosina deaminata ¢ un uracile che porta all’incorporazione nel
filamento complementare di una adenina piuttosto che una guanina.
Anche la Taq polimerasi puo incorporare nucleotidi erronei nei nuo-
vi filamenti e per questo risulta importante il clonaggio dei prodotti
amplificati utilizzando vettori batterici®'. Purtroppo, le attuali cono-
scenze sui danni a carico del aDNA sono tutt’altro che complete e
necessitano di ulteriori ricerche circa le possibilita di incorporare
nucleotidi errati o di analizzare molecole ampiamente danneggiate
dal tempo e da fattori esogeni.

Associato a queste problematiche vi € anche il problema della conta-
minazione. Fonte primaria di contaminazione sono 1 microrganismi
che crescono a spese del materiale cellulare, degradandolo, impove-
rendolo del DNA originale e arricchendolo del loro. Nel caso di resti
umani tuttavia ¢ possibile, attraverso 1’analisi di marcatori specifici,
discriminare tra componente primaria (endogena) degli acidi nucleici
e quella secondaria (batterica o fungina). Problema ben piu oneroso ¢
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rappresentato dalla contaminazione del campione con DNA moderno
umano che, necessariamente piu integro del residuo, tende a venire
amplificato preferenzialmente durante la PCR. Questo tipo di con-
taminazione puo facilmente avvenire con le manipolazioni dei resti
umani compiute, in successione, dall’archeologo, dal personale del
museo, dall’antropologo e infine dal biologo molecolare. Per evitare
questo problema sarebbe meglio analizzare anche il DNA degli ope-
ratori che sono entrati in contatto con 1 reperti. Al rischio d’inquina-
mento da manipolazione va aggiunto quello causato dall’ambiente e
dagli strumenti: la polvere ¢ un potente veicolo di contaminazione
perché contiene peli e cellule desquamate oltre a microbi, acari e altri
organismi. Nei laboratori di antropologia molecolare i prodotti stessi
della reazione di amplificazione enzimatica, veicolati sotto forma di
aerosol, diventano la principale causa di inquinamento dell’aria, delle
apparecchiature e dei reagenti usati per le analisi. Esiste poi la con-
taminazione dovuta alla presenza di DNA umano nelle plastiche da
laboratorio™. I controlli negativi (ovvero miscele formate dagli stessi
costituenti della miscela per la PCR in cui manca DNA) costituiscono
in questi casi un efficace sistema per identificare la contaminazione.
Un tipo particolare di contaminazione ¢ quello dovuto alla presen-
za di sostanze che inibiscono 1’azione della polimerasi e che posso-
no provenire da trattamenti di imbalsamazione o dal restauro subito
dopo il recupero, ma anche dall’interramento del reperto: puo trattarsi
di composti del suolo come acidi umici, acidi fulvici e altre sostan-
ze>. Esistono, tuttavia, sistemi di purificazione del DNA estratto che
consentono di ridurre efficacemente 1’effetto inibitorio di queste so-
stanze. Infine, la contaminazione da DNA eterologo umano puo aver
avuto origine anche in momenti precedenti al recupero e puo essere
dovuta, per esempio, a gesti funerari quali la preparazione o il tratta-
mento del cadavere, o a pratiche post-sepolcrali, quali I’apertura della
tomba, la manipolazione dei reperti, la riesumazione. Oltre ai riti fune-
bri, fonti di contaminazione sono costituite da sepolture multiple e da

62



Dna antico: principi e metodologie

agenti patogeni. E’ importante, quindi, una documentazione accurata
sul reperto e sulla sua storia post-mortem, necessaria per prevedere
la possibilita di recuperare DNA originale dal reperto. Risulta quindi
necessario che, durante il recupero nel corso dello scavo archeologi-
co ¢ in tutte le fasi successive di immagazzinamento temporaneo, di
trasporto, fino alla consegna ai vari laboratori di analisi e di restauro,
siano seguite tutte le procedure e siano usati accorgimenti atti a tute-
lare la materia organica residua per ottenere il maggior numero pos-
sibile di informazioni**. Come norma generale, i reperti dovrebbero
sempre essere manipolati, durante il recupero, con guanti € masche-
rina; anche nel laboratorio di antropologia molecolare il reperto non
deve venire a contatto con DNA amplificato o con altro DNA piu re-
cente: ¢ quindi indispensabile I'uso di guanti chirurgici, camice, cuf-
fia e mascherina sterili e monouso. E di grande importanza la pulizia
giornaliera dell’area di lavoro e la sua decontaminazione per mezzo
di ipoclorito di sodio, la sterilizzazione degli strumenti e 1’utilizzo
di reagenti monouso sterilizzati*>. Obiettivo primario diviene dunque
la riduzione al minimo degli agenti contaminanti, per esempio lavo-
rando con la massima sterilita durante tutte le varie fasi della ricerca.
Sono stati inizialmente redatti i seguenti criteri di autenticita®®: (a)
eseguire degli estratti di controllo in parallelo con quelli dei campioni
antichi per rilevare la presenza di contaminazione all’interno dei rea-
genti utilizzati durante questa procedura; (b) su ogni campione deve
essere eseguito piu di un estratto e tutti gli estratti devono restituire
sequenze di DNA identiche; (c¢) ci deve essere una correlazione inver-
sa tra efficienza di amplificazione e dimensione del prodotto ampli-
ficato, che riflette la contaminazione, la degradazione e il danno nel
aDNA. Infatti, ¢ stato dimostrato che amplificando frammenti lunghi
al massimo 100 bp aumenta la probabilita di amplificare il DNA en-
dogeno riducendo quindi la contaminazione esogena®’.

Tali criteri sono stati costantemente ampliati e aggiornati: oggi vi €
una lista di procedure a cui attenersi rigorosamente per azzerare il
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rischio di contaminazione nei laboratori di indagine genetica®~’: a)
clonare gli amplificati nel caso di contaminazioni avvenute nel tempo
sulle quali non ¢ piu possibile intervenire (permette di determinare il
rapporto tra le sequenze endogene/esogene: 1’ideale sarebbe trovare
frammenti sovrapponibili per accertarsi che 1’eventuale variazione
della sequenza ¢ reale e non il prodotto di errori); b) determinare at-
traverso Real-Time PCR la quantita di molecole di DNA amplifica-
bili presenti in un estratto; la quantificazione deve essere eseguita
per ciascun coppia di primers che vengono utilizzati per poter otti-
mizzare I’esperimento®*' ¢) indagare lo stato di conservazione del
reperto osseo. Tale analisi preventiva merita un approfondimento. In
primo luogo, perché ¢ uno screening rapido per identificare 1 reperti
che potrebbero contenere DNA, in secondo luogo perché permette di
confermare I’esperimento in quanto in un esemplare ben conservato
¢ piu probabile che il DNA sia preservato. Per questa indagine sono
state proposte diverse tecniche: ’analisi dei cristalli di idrossiapati-
te dell’osso tramite spettroscopia infrarossa in trasformata di Fourier
(FT-IR)** e I’analisi degli amminoacidi presenti nella componente
organica. Metodi alternativi comprendono la stima del rapporto tra
1 frammenti peptidici a singoli amminoacidi tramite spettrometria di
massa®, I’analisi istologica® %7 ]a determinazione dei danni del
DNA tramite gas cromatografia/spettrometria di massa®®, la misura-
zione della porosita e densita ossea® e la microscopia elettronica a
trasmissione™. L’analisi all’FT-IR deve essere eseguita secondo la
procedura standard che utilizza la pasticca di Bromuro di Potassio
(KBr)"'. Andando ad analizzare gli spettri ottenuti con questa tecni-
ca si ottengono molte informazioni sull’idrossiapatite, uno dei co-
stituenti principali del tessuto osseo, € in generale sul suo stato di
preservazione; per esempio si puo evidenziare se 1’0sso ha assorbito
carbonato di calcio proveniente dall’ambiente circostante la sepoltura
attraverso la presenza del picco a 713 cm™' 7%; oppure se il cristallo di
idrossiapatite ha subito ricristallizazione, incorporando ioni come il
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fluoro (F) e quindi portando alla formazione della francolite, attra-
verso la presenza del picco a 1098 cm™ 7. Tramite questa indagine &
possibile anche calcolare il rapporto tra carbonato e fosfato (C/P), sti-
mato a partire dalle altezze dei picchi, prese in riferimento a una linea
di base tra le altezze dei picchi a 1435 cm™ (per C) e 875 cm! (per P),
che evidenzia contatti tra I’osso e 1’ambiente circostante e possibili
incorporazioni diagenetiche, del carbonato nel cristallo™.

Infine, si puo calcolare lo splitting factor (SF) o indice di cristallini-
ta (CI), parametro fondamentale per determinare la diagenesi della
matrice ossea mediante il quale ¢ possibile riflettere la reale dimen-
sione del cristallo e I’estensione del reticolo degli atomi costituenti
il tessuto osseo. Con questa tecnica si evidenziano i segnali relativi
ai moti vibrazionali (di tipo torsionale) dell’orto-fosfato che assorbe
tra 500 e 600 cm™ sia per il fosfato di calcio amorfo che per I’ apatite
cristallina (Fig. 1).
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Fig.1 Esempio di spettro, in assorbanza, ottenuto tramite I’FT-IR per un campione osseo
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Fig. 2: Assorbanze utilizzate per il calcolo dello SF (cfr testo).

L’apatite ha un assorbimento ben definito in due bande e attraverso
lo SF si puo misurare I’ammontare di questa separazione’; piu au-
menta, piu I’apatite ¢ stata diageneticamente deteriorata, secondo la
seguente formula:

_A+B

C

SF

dove A e B sono le altezze dei picchi a 563 cm™ e 603 cm™', mentre C
¢ quella relativa al picco tra A e B. Tutte le assorbanze sono riferite
a partire dalla linea di base’.

Per completare 1’analisi dello stato di preservazione osseo si deve
analizzare anche la componente organica valutando il tasso di ra-
cemizzazione degli amminoacidi D-amminoacidi/L-amminoacidi
tramite gas cromatografia-spettrometria di massa (GC-MS). Esso
rappresenta un importante strumento di indagine nelle analisi del
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aDNA”" perché tutti gli amminoacidi, a eccezione della glicina (Gly),
otticamente inattiva, presentano due isomeri ottici (enantiomeri): D
(destro giro) e L (levo giro). Dei due, solamente 1’enantiomero L vie-
ne utilizzato in natura nella biosintesi delle proteine. Dopo la morte
di un individuo, gli L-aminoacidi si trasformano in D-enantiomeri
fino a che le due forme sono presenti in egual misura (D/L=1) se-
condo un processo influenzato da vari fattori tra 1 quali temperatura,
umidita e presenza di ioni metallici. In teoria gli L-aminoacidi pro-
dotti dagli organismi viventi impiegherebbero un tempo di 105-106
anni per racemizzare completamente’, ma tra loro 1’acido aspartico
(Asp) presenta uno dei tassi di racemizzazione piu veloci, ed & simile
al tasso di depurinazione del DNA7#"8!. Quindi la racemizzazione
dell’Asp puo essere utilizzata come indicatore della degradazione
del DNA. Dato che I’ Asp presenta una velocita di racemizzazione
maggiore degli altri amminoacidi quali I’alanina (Ala) e la valina
(Val), ci si aspetterebbe a parita d’eta di trovare un valore D/L piu
alto per I’ Asp rispetto agli altri due (D/L Asp > D/L Ala> D/L Val)?*>.
Al contrario, un rapporto D/L di Val o Ala maggiore di quello di Asp
¢ prova di contaminazione esogena da amminoacidi®. Negli ultimi
anni* ¢ stato messo in evidenza che non vi ¢ una diretta correla-
zione tra preservazione organica e conservazione del DNA antico,
ma sicuramente tale approccio costituisce un ulteriore strumento per
comprendere la storia biomolecolare del campione oggetto di stu-
dio. Ulteriori criteri per il controllo della contaminazione sono: d)
mantenere le aree di lavoro prePCR e postPCR fisicamente isolate
e dedicate solo allo studio del aDNA per diminuire contaminazione
da aerosol di prodotti amplificati; €) indossare sempre tute protettive
e guanti per eliminare il contatto con il materiale oggetto d’analisi;
f) tutte le plastiche e gli ambienti adibiti allo studio del aDNA devo-
no essere regolarmente decontaminati con irradiazione di luce UV a
254nm; g) far riprodurre 1’intera fase sperimentale ad altri operatori
e in laboratori diversi per individuare un contaminante in laborato-
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rio: la replica in un secondo laboratorio ¢ pertanto un’ulteriore pre-
cauzione per escludere la presenza di contaminati.

Le applicazioni dello studio del aDNA sono molto variegate. Sebbene
inferenze sulla filogenesi delle popolazioni umane sono ampiamente
sviluppate tramite 1’analisi delle popolazioni viventi®, le relazioni tra
le popolazioni moderne possono essere confrontate anche con gruppi
umani estinti attraverso lo studio dell’aDNA. Per esempio, sono diver-
se le analisi svolte sul genoma mitocondriale neandertaliano, ottenuto
sia tramite sequenziamento Sanger che NGS®. Tali analisi hanno spes-
so evidenziato una variabilita del genoma neandertaliano non parago-
nabile a quella presente nella nostra specie, escludendo, per lo meno a
livelli significativi, il mescolamento tra H. neanderthalensis e
H sapiens®®. Tuttavia, ulteriori analisi condotte sul genoma nucleare
sembrerebbero evidenziare un certo grado, anche se minimo, di com-
mistione®*’. Un’altra applicazione dello studio del aDNA ¢ tesa a
esplorare le affinita e le interazioni tra popolazioni conspecifiche, an-
dando a integrare evidenze di tipo linguistico-culturale. Infatti, attra-
verso lo studio del aDNA si puo ricostruire I’evoluzione diacronica di
una popolazione, correlando i1 cambiamenti genetici a modificazioni
demiche o culturali. Tale approccio ¢ stato ampiamente utilizzato per
indagare la continuita genetica delle popolazioni mesoamericane pre-
colombiane® o per spiegare le dinamiche del processo di neolitizza-
zione in Europa®®. Se da una parte le ricerche menzionate analizza-
no il DNA antico a livello popolazionistico, approcci maggiormente
selettivi possono essere valutati conoscendo specifiche regioni geno-
miche. Attualmente si stanno sempre piu diffondendo ricerche tese a
identificare marcatori genetici nei genomi antichi, tali da essere con-
siderati buoni indicatori fenotipici grazie a studi di comparazione
funzionale con genomi moderni. Infatti ’identificazione di polimorfi-
smi nei genomi antichi, puo essere indicativo nel delineare caratteri-
stiche fenotipiche delle popolazioni passate, intese come insieme di
singoli individuli, tali da poter essere relazionate a fenomeni di adat-
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tamento®. Uno dei polimorfismi piu studiati € quello relativo alla ca-
pacita anche in eta adulta di digerire il lattosio, uno zucchero presente
nel latte che ne costituisce circa il 2-8%. E’ un disaccaride costituito
da glucosio e galattosio, digerito nell’intestino tenue dall’enzima
[-D-galactosidasi (lattasi) e trasformato in zuccheri semplici che
possono essere assorbiti. La principale fonte naturale di lattosio ¢ il
latte, che spesso ¢ 1’unica fonte di alimento per 1 neonati. Nella mag-
gior parte dei mammiferi la produzione dell’enzima lattasi diminui-
sce con I’eta quando il latte non € piu consumato ed ¢ la ragione per
la condizione nota come “intolleranza al lattosio”. Se il latte o un altro
prodotto lattiero-caseario continuano a essere assunti nella dieta dopo
che la produzione dell’enzima ¢ stata ridotta a livelli insufficienti, il
lattosio che non ¢ assorbito passa nel colon dove ¢ metabolizzato dai
batteri con il processo della fermentazione, creando una miscela di
diossido di carbonio, idrogeno e metano. E’ questa produzione di gas
che causa 1 sintomi addominali dell’intolleranza al lattosio: crampi
addominali, gonfiore e flatulenza. Tale caratteristica sembra essersi
originata in eventi indipendenti come forme di evoluzione conver-
gente in diverse popolazioni®. Studi sul aDNA hanno mostrato come
nella popolazione europea la persistenza ¢ un’acquisizione relativa-
mente recente, che non riguarda le popolazioni neolitiche che occu-
pavano i territori europei®. Tali indicazioni quindi suggeriscono come
la persistenza in Europa si sia sviluppata solo dopo che il consumo di
latte ¢ andato crescendo con 1’adozione della pastorizia: circa 7500
anni fa una mutazione ¢ avvenuta nell’Europa centrale in una zona di
allevamento da latte, risultante nella produzione continua dell’enzi-
ma lattasi anche negli adulti. E probabile che la mutazione, nel gene
LCT?, sia stata sottoposta ad una pressione selettiva in quanto il latte
¢ un’importante fonte di calcio e vitamina D (soprattutto nelle regioni
del nord dove il clima ¢ piu freddo e poco soleggiato). Caratteristiche
molecolari con riflessi fenotipici sono state identificate anche nel ge-
noma neandertaliano: i geni FOXP2% e il gene MCRI* sono stati
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recentemente identificati nel materiale genetico di H. neandertalen-
sis. Nello specifico ¢ stato possibile identificare come il gene FOXP2
sia condiviso tra H. neandertalensis e H. sapiens, e poiché tale gene
¢ stato relazionato alla nascita del linguaggio articolato nella nostra
specie, sono evidenti le implicazioni culturali che da tale condivisio-
ne possano essere generate'®. Anche il gene che codifica per il recet-
tore della melanocortina (MCRI) ¢ stato analizzato in due reperti
neandertaliani provenienti dalla Spagna (El Sidrén 1252) e dall’Italia
(Monti Lessini) in quanto correlato a funzionalita regolatorie dei pig-
menti della pelle e dei capelli. I reperti neandertaliani evidenziarono
come la sequenza genica del recettore era caratterizzata da una muta-
zione responsabile di minor efficienza (loss of function): la mutazione
provocherebbe un cambiamento amminoacidico che risulterebbe in
pelle di colore chiaro e capelli tendenti al rosso. La mutazione nean-
dertaliana ¢ a oggi assente nelle popolazioni umane, suggerendo
come le diverse varianti geniche possano essere derivate da eventi
mutazionali disgiunti. Sebbene tali approcci siano stati ampiamente
utilizzati negli ultimi anni, la potenzialita informativa degli SNP
identificati nei genomi antichi € tuttora limitata, in quanto le variazio-
ni fenotipiche prodotte sono spesso riferite € comparate alle variazio-
ni fenotipiche prodotte da mutazioni in genomi moderni'’'. Altra ap-
plicazione degli studi di aDNA ¢ la ricostruzione dei rapporti di
parentela tra gli individui di un sito: € il caso in cui il rinvenimento di
piccoli gruppi umani consenta di ipotizzare rapporti di parentela da
districare attraverso 1’analisi molecolare, che di norma permette an-
che di determinare il sesso, a livello molecolare, degli individui. Tale
applicazione ¢ stata eseguita su molteplici campioni, che vanno da
gruppi neandertaliani'®?; fino a necropoli mongole'® e dell’eta impe-
riale romana (Catalano et al., comunicazione personale). Infine il
DNA antico puo essere utilizzato anche per caratterizzare patologie
presenti in reperti antichi. Diverse sono le tipologia patologiche ri-
scontrabili su materiale antico, e spesso riguardano non direttamente
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il aDNA umano quanto piuttosto il materiale genetico di parassiti. Il
primo DNA patogeno rinvenuto in campioni antichi & stato quello del
batterio Mycobacterium tuberculosis'™, rapidamente seguito dal
Mpycobacterium leprae'®. Tali ricerche spesso sono andate caratteriz-
zando casi documentati di epidemie, in cui tali microrganismi patoge-
ni potevano aver avuto un ruolo chiave nella patogenesi'®. La preser-
vazione e la persistenza di DNA batterico antico, se da una parte puo
apparire controversa'’’, & stata dimostrata da diverse ricerche che in-
dicano come i microrganismi possano attuare una serie di meccani-
smi che permettano di sopravvivere in condizioni sub-ottimali, man-
tenendo la stabilita del loro materiale genetico'®. Diverse sono le
ricerche incentrate su tali assunti, tra le quali I’analisi di una tomba
israeliana datata al I sec. d.C.'”?, che rappresenta la prima sepoltura a
datazione certa di un individuo sofferente di tubercolosi e lebbra,
identificate a livello molecolare. Altro caso di utilita dello studio mo-
lecolare dei reperti antichi € quello che prevede I’identificazione mo-
lecolare di patogeni in reperti archeologici con diagnosi paleopatolo-
giche indefinite. Nella cittadina albanese di Butrint (X-XIII secolo
d.C) I’analisi antropologica aveva infatti evidenziato lesioni osteoliti-
che circolari sulle vertebre toraciche e lombari conformi a diverse
patologie come tubercolosi o brucellosi, altra patologia di origine bat-
terica da Brucella sp. Lo screening genetico incentrato su tali agenti
eziologici ha permesso di identificare il materiale genetico di Brucella
sp., batterio facilmente trasmissibile attraverso contatti tra uomo e
bovini. Tale osservazione ha confermato come la Brucellosi fosse en-
demica dell’area a partire dal Medio Evo'!’. Recentemente, infine, &
stato analizzato il genoma completo del batterio Yersinia pestis isola-
to da reperti scheletrici pertinenti ad individui deceduti durante la
Peste del 1300'"". Tale ricerca ha permesso di accertare come non
sussistano sostanziali modificazioni della sequenza batterica rispetto
al patogeno moderno, non consentendo quindi di identificare la moti-
vazione per la quale la Morte Nera del 1300 fosse stata particolar-
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mente aggressiva e virulenta. Tale epidemia sorse in Europa dal 1347,
forse proveniente dall’ Asia, e velocemente si diffuse su tutto il conti-
nente europeo obbligando i governi a predisporre aree cimiteriali de-
dicate, per accogliere 1 numerosi decessi. Proprio da una di queste
aree cimiteriali sono stati campionati gli elementi dentari per estrarre
il aDNA. Attraverso una metodologia di selezione dei genomi batte-
rici si € riuscito a trascurare il materiale genetico umano e di contami-
nanti ambientali (ad esempio altre forme batteriche presenti nel suo-
lo) per sequenziare, attraverso metodiche NGS, I’intero genoma di
Y. pestis. L’ analisi del genoma ha quindi dimostrato come, non essen-
doci sostanziali differenze tra ceppi batterici, la estrema gravita della
Morte Nera poteva essere ascritta alle condizioni epidemiologico-
ambientali caratteristiche del periodo!".

Parimenti ai batteri, anche alcuni parassiti possono essere identifi-
cati tramite il loro materiale genetico conservato nel tempo. Infatti,
spesso, 1’interesse non ¢ solo quello di identificare gli effetti di al-
cune parassitosi su corpi mummificati, ma il recupero di materiale
genetico pertinente agli agenti parassitari e la possibilita di analizzare
tale materiale genetico. Uno degli articoli pioneristici sulla presenza
di patologie causate da parassiti era relativo al Chagas, causata da
Trypanosoma sp., identificato in mummie provenienti dal deserto di
Atacama'®® attraverso 1’analisi delle lesioni cardiache. A partire dalla
fine degli anni "90 sono iniziate una serie di ricerche atte ad identifi-
care ed isolare, a partire da mummie peruviane datate 4000 anni fa,
il DNA del Trypanosoma cruzi'*. Ricerche successive portarono alla
pubblicazione di diversi lavori circa I’isolamento del aDNA pertinen-
te il parassita anche in mummie Chinchorro datate 9000 anni fa'',
che permise di identificare come il morbo di Chagas fosse presente
nelle societa pre-Colombiane e che 1 gruppi umani preistorici proba-
bilmente ebbero contatti con il parassita in diverse modalita''®. Infine
un’altra classe di patologie possono esser evidenziate tramite 1o stu-
dio del aDNA: i tumori. Esempio di questa applicazione ¢ stata I’ana-
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lisi dei resti mummificati appartenenti al Re Ferrante I d’Aragona''”.
In questo caso la dissezione del corpo mummificato aveva evidenzia-
to una massa neoplasica nella pelvi. Le analisi molecolari dei tumori
antichi offre la preziosa possibilita di valutare la storia delle neoplasie
e porle in relazione alle alterazioni genetiche, allo stile di vita ed ai
fattori di rischio ambientali. Data la esigua numerosita campionaria
disponibile per tumori dei tessuti molli, ¢ evidente come il caso di un
Re, con la sua vita dettagliatamente vivisezionata da cronache coeve,
possa rappresentare un ottimo campione per investigare il ruolo di
fattori esogeni allo sviluppo della cancerogenesi. A livello molecola-
re lo sviluppo di un tumore ¢ legato all’insorgere di mutazioni in geni
denominati proto-oncogeni, spesso legati a funzioni del ciclo cellu-
lare''®. Nello specifico sono stati analizzati il proto-oncogene K-ras,
particolarmente correlato, se “attivato” da mutazioni, a tumori colo-
rettali'"” , e il gene BRAF, mutato in un ampio ventaglio di espressioni
tumorali'®. I risultati ottenuti concordarono con un pattern mutazio-
nale nel gene K-Ras, che comporta anche una mutuale esclusione del-
le mutazioni in BRAF nei tumori colo-rettali, rappresentando fattori
indipendenti nella carcinogenesi del colon''.

Le molteplici applicazioni menzionate evidenziano come il DNA an-
tico possa esser senza dubbio considerato un utile strumento per 1’a-
nalisi della variabilita genetica delle popolazioni passate. Nonostante
le numerose limitazioni imposte sia dal carattere estremamente labi-
le del aDNA che dagli approcci metodologici di ultima generazione,
di cui progressivamente si perfezionano le applicazioni, ¢ evidente
come tale componente possegga delle qualita intrinseche che pos-
sano esser tramutate in notevoli ambiti di ricerca differenziali. Tali
ambiti, se da una parte non permetteranno ai dinosauri di tornare
sulla Terra, né ai neandertaliani di ricolonizzare 1’Europa, tuttavia
possono essere una ricchissima fonte di conoscenza sulla biologia e
sull’evoluzione delle specie del nostro Pianeta.
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