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Uvod

Starodavna DNA (angl. ancient DNA, okrajšava: aDNA; 
DNA je okrajšava za deoksiribonukleinsko kislino) je v 
zadnjem desetletju močno vplivala na razumevanje naše 
preteklosti ter na razvoj številnih ved, med drugim ar-
heologije. Študije, ki so vključevale analize starodavne 
DNA, so se hitro metodološko razvijale na področju izo-
lacije DNA, predvsem pa na področju verižne reakcije s 
polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction; okrajšava 
PCR) (Krstić 2019, 2) in Sanger sekvenciranjem, najbolj 
pa je na razvoj raziskav v zadnjih šestnajstih letih vpliva-
lo sekvenciranje naslednje generacije (angl. Next Gene-
ration Sequencing; okrajšava NGS). Te omogočajo ve-
dno bolj natančne rezultate sekvenciranja DNA z vedno 
večjo pokritostjo genov znotraj sekvenciranega genoma 
in s tem vedno boljše razumevanje evolucije različnih 

Izvleček: Začetek preučevanja starodavne DNA sega v leto 1984, 
od takrat pa se je precej razširilo, predvsem zaradi različnih 
izboljšav na področju laboratorijskih tehnik in sekvenciranja 
genomov. Veliko odmevnim odkritjem je botrovalo zlasti 
sekvenciranje naslednje generacije tako na področju evolucije vrst 
kot na področju razumevanja naše preteklosti. Raziskave starodavne 
DNA vključujejo skrbno pripravo vzorcev ter skrb za preprečitev 
kontaminacije vzorcev v času izvajanja vseh laboratorijskih 
postopkov. Glede na izbrano metodo mednje spadajo vzorčenje, 
mletje vzorcev kosti, izolacija DNA, priprava knjižnic za 
sekvenciranje, pomnožitve fragmentov s pomočjo verižne reakcije 
s polimerazo, iskanje tarče, več kontrol kakovosti vzorca in samo 
sekvenciranje. Rezultate sekvenciranja bioinformatiki nadalje 
analizirajo s pomočjo bioinformatskih orodij in pripravljenih 
cevovodov, prirejenih analizam starodavne DNA. S pomočjo 
starodavne DNA lahko podrobneje analiziramo evolucijo vrst 
(na primer človeka, živali, rastlin, virusov itd.), izmenjavo genov 
in introgresijo arhaičnih genov, pa tudi prilagajanje vrst skozi 
življenjske spremembe. S pomočjo populacijske genetike lahko 
odgovarjamo na vprašanja kompleksnih grobišč, raziskujemo 
demografske značilnosti pokopanih skupnosti ter se poglobimo v 
njihova sorodstvena razmerja in prednike. To nam lahko veliko 
pove tudi o migracijskih vzorcih. Namen tega članka je bralca 
seznaniti s tematiko starodavne DNA, od njenih začetkov do 
laboratorijskih postopkov in različnih smeri interpretacije.

Ključne besede: starodavna DNA, laboratorijske tehnike za 
sekvenciranje starodavne DNA, paleogenomika, bioarheologija

Abstract: The start of the ancient DNA studies goes back to the 
year 1984. Since then, the field has expanded quickly, especially 
with different lab methods and sequencing techniques, which has 
resulted in various breakthroughs in the evolution of species and 
understanding of our past. The studies of ancient DNA include 
careful sample preparation and taking care of contamination risks 
during handling of the sample through all laboratory procedures. 
These among others and depending on the chosen method include the 
sampling itself, the bone drilling/grinding, DNA extraction, library 
preparation, PCR amplifications, Capture reactions, several quality 
controls, and sequencing with the Next Generation Sequencing 
machines. The bioinformaticians analyse the sequenced results 
with bioinformatic tools and pipelines, which are specifically 
designed for ancient DNA samples and for processing the results to 
the point where the latter can be interpreted and can serve to answer 
our research questions. Ancient DNA results can help us to better 
understand the evolution of species (e.g., human, animal, plant, 
viruses, etc.), their admixture, introgression, and influence they had 
on each other. Furthermore, population genetics can also aid us in 
understanding complex burial sites and its deceased communities, 
including their kinship and ancestry relations which can tell us 
more about migration patterns and demographic structures of the 
analysed populations. The aim of this paper is to familiarise the 
reader with the field of the ancient DNA studies and the research 
workflow that leads to the interpretation of the results.
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vrst. Analize starodavne DNA so tako močno pripomogle 
k širjenju vede paleogenomike1 in s tem k sekvenciranju 
genomov že izumrlih vrst – tako živalskih (na primer vrst 
rodu mamuta – Mammuthus – ali jamskega medveda –
Ursus spelaeus) kot arhaičnih človeških vrst (na primer 
Homo denisova, Homo neanderthalensis, Homo ante-
cessor) in skupin ljudi iz naše bližnje zgodovine. 

V raziskavah, ki vključujejo analize starodavne DNA, je 
kontaminacija vzorcev največja ovira, s katero se razi-
skovalci srečujejo, prav tako pa je v ta proces vključenih 
veliko dejavnikov in postopkov, ki skrbijo za verodo-
stojnost rezultatov in njihovo nadaljnjo interpretacijo. V 
članku najprej predstavljam trenutno stanje raziskav na 

1 Paleogenomika je znanstvena veda znotraj vede genomike, ki se 
osredotoča na rekonstrukcijo in analizo genetskih informacij izumr-
lih vrst.
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področju starodavne DNA, zatem pa opisujem enega od 
možnih molekularnih metodoloških postopkov, ključnih 
za procesiranje vzorcev od začetka do konca. V članek 
sem prav tako vključila osnovne pojme o starodavni 
DNA in različne smeri, v katere nas lahko vodijo razi-
skave. Ker je na področju starodavne DNA v Sloveniji 
zaenkrat manj raziskav, je namen tega članka približati 
temo arheologom, boljše razumevanje področja, osve-
ščenost oziroma osnovno razumevanje procesa analizira-
nja vzorcev in problematika kontaminacije vzorcev, ki so 
vključeni v raziskave. Poleg tega je cilj prispevka pomen 
interdisciplinarnosti in interpretacije rezultatov. 

Kratek pregled zgodovine raziskav starodavne DNA

Za rojstvo nove znanstvene discipline paleogenomike, 
ki preučuje starodavno DNA, štejemo leto 1984, ko so 
Higuchi et al. (1984) objavili sekvence izoliranih fra-
gmentov mitohondrijske DNA posušene mišice izumrle 
vrste zebre – kvage (Equus quagga). V osemdesetih letih 
prejšnjega stoletja je Svante Pääbo objavil prvo študijo, v 
kateri so bili objavljeni fragmenti človeške DNA, in sicer 
mumije, stare 2400 let (Pääbo 1985). Leta 1988 je s sode-
lavci objavil sekvenco mitohondrijske DNA 7000 let sta-
rih človeških možganov, kar je bil še en dokaz, da je mo-
goče analizirati človeško starodavno DNA (Pääbo et al. 
1988). Študije človeške starodavne DNA so se nadaljeva-
le. Tako smo bili v prvih letih 21. stoletja priča številnim 
študijam ljudstev iz preteklosti, med drugim hominidov, 
neandertalcev (Caramelli et al. 2003; Ovchinnikov et al. 
2000), neolitskih kmetovalcev (Haak et al. 2005) in av-
stralskih staroselcev (Adcock et al. 2001). Do leta 2006 
je bilo objavljenih že enajst delnih mitohondrijskih ge-
nomov neandertalcev, dve večji študiji pa sta se posve-
tili analizi neandertalske jedrne DNA. To sta bili študiji 
Noonan et al. (2006) ter Green et al. (2006), pri čemer 
se je slednja kasneje izkazala za kontroverzno, saj sta 
Wall in Kim (2007) dokazala, da je bila raziskava kon-
taminirana z moderno človeško DNA. Green in njegovi 
sodelavci (med drugim Svante Pääbo) študije nikoli niso 
preklicali, vsekakor pa je bil v skupnosti izpostavljen ve-
lik problem, povezan s kontaminacijo vzorcev. 

Pri omenjenih študijah je šlo za pomnoževanje fragmentov 
DNA (tj. za analize z reakcijo PCR) in za sekvenciranje 
s Sangerjem.2 Za enega večjih preskokov v metodologiji 

2 Gre za metodo, ki vključuje tehnologijo kapilarne elektroforeze, 
vendar ima na področju starodavne DNA omejeno zmogljivost, 

in tehniki sekvenciranja starodavnih genomov pa lahko 
štejemo pričetek uporabe sekvenciranja genomov s po-
močjo NGS. Analize NGS so bile načeloma v uporabi 
za moderno medicino, Poinar et al. (2006) pa je bila prva 
študija, ki je sekvenciranje z NGS uporabila tudi za sta-
rodavno DNA. Sekvencirali in objavili so DNA mamu-
ta, pri čemer se je število sekvenciranih baznih parov 
(okrajšava: bp) povečalo iz 229 na milijone,3 sekvenci-
rani vzorci različnih vrst pa so od takrat datirani tudi do 
780.000 let nazaj (Orlando et al. 2013). Razvoj vede se je 
od začetkov uporabe NGS in hitrega razvoja metodologij 
močno pospešil. Leta 2010 so Rasmussen et al. (2010) 
objavili prvi sekvencirani človeški genom, ki ni pripadal 
današnjemu človeku, temveč Paleoeskimu. Tri leta ka-
sneje so Prüfer et al. (2013) objavili prvi genom neander-
talca, ki je hkrati prvi objavljen genom druge človeške 
vrste, ki ni anatomsko moderni človek (ali Homo sa-
piens). Sekvenciranje nove generacije je tako v zadnjem 
desetletju botrovalo številnim novim odkritjem znotraj 
evolucije človeške vrste, med drugim odkritju nove vrste 
Homo denisova (v nadaljevanju denisovci), sestrske vrste 
Homo sapiens, ki se je skupaj z neandertalci od zadnje-
ga skupnega prednika odcepila pred približno 800 tisoč 
leti (Meyer et al. 2012; Reich et al. 2010). Število ob-
javljenih genomov drugih hominidov se je povzpelo na 
11, med katerimi je tudi genom otroka neandertalca in 
denisovca (Slon et al. 2018). 

Z znižanjem cen sekvenciranja naslednje generacije in 
izboljšanimi metodami izolacije DNA je analiziranje 
starodavne DNA postalo dostopnejše tudi manjšim raz-
iskovalnim skupinam, hkrati z nižjo ceno sekvenciranja 
pa sorazmerno narašča število študij na področju paleo-
genomike (na primer leta 2015 jih je bilo okoli 350, med-
tem ko jih je danes že več kot 3000) (Skoglund, Mathie-
son 2018, 397). Moramo pa se zavedati, da na število 
raziskav ter na izbor lokacij vzorcev vpliva tudi ohranje-
nost starodavne DNA, na kar opozarja tudi trenutni trend 
raziskav starodavne DNA. Večina objavljenih genomov 
namreč izhaja iz zahodne Evrazije, kjer smo priča pri-
stranskosti zahodnih znanstvenih institucij, ki imajo več 
financiranja in zanimanja za tovrstne tematike, ter boljši 
ohranjenosti starodavne DNA v hladnejših okoljih. 

prav tako pa so odsotni referenčni človeški genomi za primerjavo 
med rezultati (Pajnič Zupanič 2020; Furlong 2021).

3 Za primerjavo, pri Higuchi et al. (1984) so s pomočjo fluorescence 
prepoznali 229 bp brez metode pomnoževanja fragmentov, medtem 
ko so že leta 2006 pri Poinar et al. z NGS sekvencirali 28 milijonov 
bp, od tega jih je 13 milijonov pripadalo mamutu.
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Tudi v Sloveniji je na Inštitutu za sodno medicino preno-
vljen Laboratorij za molekularno genetiko (Medicinska 
fakulteta, Univerza v Ljubljani), ki že več kot desetletje 
preučuje vzorce starodavne DNA. Njihove raziskave se 
med drugim posvečajo iskanju najprimernejših skeletnih 
elementov za molekularnogenetsko identifikacijo starih 
človeških ostankov, predvsem iz časa druge svetovne 
vojne. V okviru tega so objavili že veliko uspešnih študij, 
ki vključujejo tudi starejše skeletne ostanke (na primer 
Zupanič Pajnič, Fattorini 2021; Geršak et al. 2019; Zu-
panc et al. 2020). Poleg tega so uspešno analizirali staro-
davno DNA iz 300 let starih skeletov iz grobnice družine 
Auersperg (Zupanič Pajnič 2013) in iz več različno dati-
ranih skeletov ali drugih ostankov iz različnih arheolo-
ških obdobij in najdišč (na primer Zupanič Pajnič et al. 
2022; Lipar et al. 2020). Prav tako slovenski arheologi 
uspešno sodelujejo pri različnih večjih mednarodnih pro-
jektih, financiranih iz evropskih ali drugih mednarodnih 
sredstev (naj omenim dva večja: HistoGenes, financiran 
s strani Evropskega raziskovalnega centra – ERC, in The 
Ancient DNA Atlas of Humanity, financiran s strani John 
Templeton Foundation).

Starodavna DNA

Kaj pa pravzaprav je starodavna DNA? Starodavna DNA 
je fragmentirana in v mnogih primerih močno poškodo-
vana DNA, kjer dolžina prepoznanih fragmentov običaj-
no ne presega 300 bp. Da lažje razumemo pomen sta-
rodavne DNA, članek nadaljujem s krajšim opisom, kaj 
DNA sploh je.

Nekaj osnovnih pojmov o DNA

DNA je torej okrajšava za deoksiribonukleinsko kislino, 
katere strukturo sta s pomočjo rentgenske difrakcije ra-
zložila Watson in Crick (1953). DNA je polimerska mo-
lekula (slika 1b), ki jo sestavljajo štirje nukleotidni mo-
nomeri. Ti so sestavljeni iz deoksiriboze, tipa sladkorja, 
ki je sestavljen iz petih ogljikovih atomov, na katere se 
pripne naslednja podenota, tj. dušikova baza, ki tvori nu-
kleotide (slika 1a). Lahko gre za pirimidin (citozin – C in 
timin – T) ali purin (adenin – A in gvanin – G), pripenja 
pa se na 1’-ogljik sladkorja. Zadnja podenota je fosfatna 
skupina, ki se pripenja na 5’-ogljik sladkorja. Vsaka mo-
lekula DNA je sestavljena še iz dveh polinukleotidov, 
ki skupaj tvorita dvojno vijačnico (slika 1c), pri čemer 
se vsaka stran vrti v svojo smer. Vijačnico stabilizirajo 

bazni pari med dvema polinukleotidoma, ki ju skupaj veže 
vodikova vez. Bazni pari so med seboj komplementarni, 
in sicer se tvorijo med adeninom in timinom ter med gva-
ninom in citozinom (A-T in C-G) (Brown, Brown 2011, 
13–14). Tako dobimo značilno dvojno vijačnico, ki velja 
za simbol moderne genetike in biologije.

Vsak organizem je sestavljen iz niza molekul DNA, ki 
skupaj tvorijo mnogo večjo celoto. Ta se imenuje genom 
in vsebuje vse biološke informacije o organizmu, ki so 
zapisane v mnogo manjših enotah znotraj genoma – v 
genih. Genom človeka vsebuje okoli 25.000 genov, gen 
pa je sestavljen iz različnega števila baznih parov. Red, v 
katerem so nanizani bazni pari, vsebuje navodila za tvor-
jenje beljakovin znotraj telesa in za prenos dednega ma-
teriala na hčerinske celice (Jobling et al. 2014, 21–22). 

Jedrna in mitohondrijska DNA

Genom prokariontov oziroma enoceličnih organizmov, 
kot so bakterije in mitohondriji, je v celični citoplazmi. 
V evkariontih, kot je človek (in drugi večcelični organiz-
mi), pa lahko genom razdelimo na dva dela, in sicer na 
jedrni genom in mitohondrijski genom, oba pa sta znotraj 
iste celice (Albert 2019, 52). Človeški nuklearni genom, 
nuklearna DNA ali jedrna DNA je v nukleusu – jedru ce-
lice (slika 2) in ga sestavlja 3.2000.000.000 baznih parov 
znotraj 24 kromosomov, pri čemer dva od teh pogojuje-
ta biološki spol organizma (spolna kromosoma X in Y). 
Znotraj celice pa imamo tudi več mitohondrijev (slika 2), 
v katerih je mitohondrijska DNA (okrajšava: mtDNA) ali 
mitohondrijski genom. Ta vsebuje 16.569 baznih parov, 
kar je znatno manj kot pri jedrni DNA, vendar je kopij 
mtDNA mnogo več kot jedrne DNA, saj je jedro v celici 
zgolj eno, mitohondrijev pa je 100 do 1000 na celico (Jo-
bling et al. 2014, 20–21, 37–40). Dedni material, ki nas v 
raziskavah starodavne DNA navadno najbolj zanima, se 
nespremenjeno deduje po materini liniji v mitohondrijski 
DNA in po očetovi liniji prek spolnega kromosoma Y (in 
ni prisoten pri ženskah). Oba nam omogočata vpogled v 
genetsko raznolikost in variacije v zgodovini vrst, hkrati 
pa imamo na voljo mnogo referenčnih genomov sodob-
nih populacij za primerjave in boljše analize. MtDNA nas 
zanima tudi zaradi boljše ohranjenosti, saj je pred raz-
padom (glej spodnje poglavje) bolje zaščitena (Zupanič 
Pajnič 2020, 178).

Arheo 39, 2022, 43–68
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Propadanje molekul DNA po smrti

Po smrti organizma se takoj začne propadanje organskih 
snovi, med drugim tudi molekul DNA. Dušikove baze 
se postopoma spremenijo v sladkorne fosfate (krajše fra-
gmente DNA), hkrati pa hidroliza vodi do deaminacije 
baz in depurinacije. Deaminacija je kemijska sprememba 
v molekuli DNA, ki vključuje izgubo aminske skupine 
(-NH2). V primeru deaminacije citozina se ta pretvori v 
uracil, ta pa se veže skupaj z adeninom (U-A) in ne z 
gvaninom, s katerim se je pred pretvorbo vezal citozin 
(Jobling et al. 2014, 615). Prisotnost uracila v moleku-
li DNA pa posledično jasno kaže, da imamo opravka s 
starodavno DNA. Čeprav gre za jasno indikacijo, da gre 
za starodavno DNA, lahko deaminacijski vzorci vpliva-
jo tudi na končno branje sekvenc, zato se raziskovalci 
velikokrat poslužijo različnih metod, ki izločijo uracile 
znotraj izolatov DNA (več o tem v nadaljevanju). Takšne 
metode lahko sicer še dodatno skrajšajo fragmente in 

otežijo overitev starodavne DNA v vzorcih, so pa rezul-
tati zanesljivejši. Poleg deaminacije ob propadanju celic 
prihaja tudi do depurinacije, ki pomeni izgubo purinske 
baze (purina sta adenin in gvanin). Rezultat tega je zlom 
hrbtenice DNA – dvojna vijačnica se zlomi na delčke, ki 
so lahko več kot milijonkrat krajši od originalne dolžine 
v času življenja (Orlando et al. 2021, 9–10). Ohranitev 
DNA po smrti je odvisna tudi od interakcije nukleinskih 
kislin s hidroksiapatitom in kolagenom, ki sestavljata mi-
neralno in organsko osnovo kosti. DNA se tako po smrti 
veže na hidroksiapatit skozi pozitivno nabite kalcijeve 
ione ter negativno nabite fosforjeve skupine verige DNA, 
ki pa kažejo manjšo stopnjo depurinacije v primerjavi s 
prostimi molekulami (Korlević et al. 2015, 87). 

Na propadanje in spremembo kemijske sestave molekul 
DNA vplivajo tudi zunanji diagenetski in tafonomski 
procesi, ki lahko spremenijo sestavo ali dodatno uničijo 
strukturo starodavne DNA. Diageneza kosti in ohranjenost 

Slika 1. a. Kemijska sestava dušikovih baz, ki so del molekule DNA. b. Molekula DNA in njene tri sestavne komponente: 
fosfatna skupina, deoksiriboza in dušikova baza. c. Molekule DNA se povežejo med seboj v polinukleotid in skupaj s 

komplementarnim polinukleotidom, ki se vrti v drugo smer, tvorijo dvojno vijačnico, ki se med seboj povezuje z baznimi pari 
(prirejeno po Brown, Brown 2011, Fig. 2.1.a, 2.3).

Figure 1. a. Chemical structure of the nitrogen bases which are a part of the DNA molecule presented in 1b. b. DNA molecule 
and its three main components: phosphate group, deoxyribose (sugar) and nitrogen base. c. DNA molecules bonding together 

with base pairs and forming a double-helix chain (modified from Brown, Brown 2011, Fig. 2.1a, 2.3).

Starodavna DNA: kratka predstavitev tematike ter njen pomen za razumevanje preteklosti
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kostnega materiala skozi čas je zelo zapleten fenomen, ki 
vključuje različne fizikalne, kemijske, mehanske in hi-
stološke spremembe (Stathopoulou et al. 2008, 168), te 
pa imajo posledice tudi na genetskem materialu in njego-
vih poškodbah. Na diagenezo vplivajo različni dejavniki, 
kot na primer temperatura, prisotnost vode, geokemija in 
pH zemlje (Hedges 2002, 324–326), pa tudi smrt člove-
ka, časovni interval med smrtjo in pokopom ter ravnanje 
s pokojnikom pred pokopom (Garland, Janaway 1989). 
Geografska lokacija in klimatski pogoji prav tako vpli-
vajo na ohranjenost DNA, pri čemer pomembno vlogo 
igrata stabilna letna temperatura in čim manj vlage (Kis-
tler et al. 2017, 6317). Ravno to pa je eden od razlogov, 
zakaj je največ vzorcev, ki imajo dobre rezultate analiz 
starodavne DNA, z območij z manj vlage (na primer jam-
ska okolja) in iz hladnejših podnebnih okolij (na primer 
permafrost). Starost vzorca pa nima nujno odločilnega 
vpliva na kvaliteto in ohranjenost starodavne DNA (Kis-
tler et al. 2017, 6318).

Poleg vsega naštetega je treba upoštevati, kako ravnamo 
z vzorcem potem, ko ga vzamemo iz in situ lokacije, saj 

lahko naše nespretno ali neprimerno rokovanje z njim 
vpliva tudi na stopnjo kontaminacije starodavne DNA. 
Endogena4 starodavna DNA je namreč sestavljena iz 
molekul različnih vrst, od tega jih je večina mikrobnega 
izvora (> 95 %) in le nekaj je endogenih (nekontaminira-
nih) človeškega izvora (Korlević et al. 2015, 87). 

Izzivi kontaminacije vzorcev

Skeletni ostanki, oziroma kateri koli ostanki, ki jih lah-
ko analiziramo s pomočjo starodavne DNA, so pogosto 
kontaminirani z moderno DNA. Ta lahko popolnoma 
spremeni rezultate in s tem celotne hipoteze, ki jih razi-
skovalci z analizami želijo raziskati. Starodavna DNA je 
prisotna v zelo majhnih količinah ter je v večini primerov 
poškodovana in fragmentirana, zato jo je že samo po sebi 
težko pomnoževati z metodo PCR. Nasprotno od staro-
davne DNA pa je sodobna DNA prisotna povsod, je na-
čeloma v dobrem stanju, je je veliko in jo je zato razme-
roma enostavno pomnoževati (Jobling et al. 2014, 125). 

4 Endogeno: »ki deluje od znotraj, notranje« (Splet 1); V tem primeru 
gre za DNA, ki je notranjega izvora in je izvirna DNA.

Slika 2. Shematski prikaz diploidne somatske celice z vključenim jedrom in mitohondriji, skupaj z osnovnimi značilnostmi 
mtDNA in jedrne DNA (prirejeno po Jobling et al. 2014, Fig. 2.2., 2.14, 2.19, ikona kromosoma je licenčna in dostopna na 

Servier https://smart.servier.com/ pod licenco CC-BY 3.0 Unported https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Figure 2. A schematic overview of a diploid somatic cell including the nucleus and mitochondria along with their DNA 
characteristics (modified from Jobling et al. 2014, Fig. 2.2., 2.14, 2.19, chromosome-blue icon is licensed by Servier https://

smart.servier.com/ under CC-BY 3.0 Unported https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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Do kontaminacije genetskega materiala lahko pride v 
vsakem trenutku obravnavanja materiala. Deloma lahko 
do nje pride že med procesom propadanja organskega 
tkiva po smrti organizma, pomembnejši dejavnik konta-
minacije pa se pojavi ob odkritju in odstranitvi tkiva za 
analizo iz njegovega in situ položaja. Do kontaminacije 
starodavne DNA največkrat pride ob analizah v laborato-
riju, saj so v njem kljub različnim preventivnim metodam 
delci prejšnjih analiz. Prav tako je dejavnik kontamina-
cije raziskovalec, ki vzorec obdeluje in analizira. Če, na 
primer, analiziramo živalske kosti in pride do človeške 
kontaminacije, se ta poleg živalske pomnoži z metodo 
PCR, vendar lahko v nadaljnjih bioinformatskih analizah 
ločimo živalsko in človeško DNA, zato kontaminacija 
druge vrste ne vpliva bistveno. Na drugi strani pa ima-
mo problem človeške kontaminacije pri analizi starejših 
človeških vzorcev, saj se moderna DNA pomnoži skupaj 
s starodavno DNA, tako da ju je v takšnem primeru nemo-
goče zagotovo ločiti, s tem pa vzorec postane neuporaben. 
Obstaja sicer možnost, pri kateri je ob postopku priprave 
knjižnic za sekvenciranje fragmente starodavne DNA od 
drugih mogoče ločiti na podlagi vzorcev deaminacije. De-
aminacija je mogoča le pri starodavni DNA, zato lahko 
te fragmente ločimo od drugih, ki nimajo deaminacijskih 
vzorcev (Korlević et al. 2015). Problem tega pristopa je v 
tem, da lahko zavržemo velik del fragmentov starodavne 
DNA, ki nimajo pretvorbe citozina v uracil, kar pa je pri 
že tako majhnem obsegu ohranjene starodavne DNA tako 
iz finančnega kot raziskovalnega vidika nesmiselno. 

Zato se pri raziskavah starodavne DNA poslužujemo raz-
ličnih preventivnih postopkov, da bi zagotovili čim večjo 
zaščito vzorcev pred kakršno koli kontaminacijo med po-
tekom analiz. V idealnih pogojih to pomeni že izkopavanje 
in preliminarno analiziranje vzorcev v čim bolj čistem ozi-
roma sterilnem okolju. V realnosti je to seveda nemogoče, 
saj izkopavanja potekajo na različnih krajih, njihov potek 
pa je mnogokrat vse prej kot sterilen; prav tako za poten-
cialne vzorce pogosto ne vemo, ali bodo šli na nadaljnje 
analize. Vzorčenje in pregled vzorcev bi tako morala pote-
kati v čim bolj čistem okolju, z uporabo rokavic in mask, 
da preprečimo prenos svoje ali druge DNA na vzorce.

Nato so vzorci v laboratorijih, specializiranih za staro-
davno DNA, podvrženi popolnoma sterilnemu in ločene-
mu okolju. Prav tako je ključnega pomena, da so prostori, 
v katerih se pripravlja kostni prah, in prostor za pripra-
vljanje knjižnic za sekvenciranje ločeni od prostora, kjer 

poteka pomnoževanje fragmentov z reakcijo PCR. Ste-
rilno okolje je v tem primeru prostor, ki je popolnoma 
ločen od drugih in ima svoj prezračevalni sistem. V njem 
so vse površine, naprave in pripomočki dekontaminirani 
s pomočjo uporabe belila in UV svetlobe. Oseba, ki v tem 
prostoru dela (pripravlja vzorce ali opravlja analize), je 
oblečena v zaščitno obleko, lase ima pokrite s posebno 
kapico, nosi masko, posebne nogavice za enkratno upora-
bo in vsaj dva para rokavic (spodnja plast pred prihodom 
v prostor, nadalje menja zgornjo plast ob vsakem dotiku 
vzorca, ki bi lahko pomenil kontaminacijo naslednjega). 
Za dobro laboratorijsko prakso velja tudi čiščenje povr-
šin z belilom pred pričetkom in ob koncu pripravljanja 
vzorcev oziroma analiz ter žarčenje vseh pripomočkov 
(tubic, spatul, flomastrov itd.) in vzorcev v posebej temu 
namenjenih, na primer Crosslinker UV komorah. 

Laboratorijske metode

Po izdelavi načrta za raziskavo je treba vedeti, kaj po-
trebujemo za raziskavo. Najpomembnejši del tega je 
primerna izbira vzorcev in dogovarjanje z institucijami 
oziroma arheologi, ki skrbijo za ostanke, ki jih želimo 
analizirati. Izbira vzorcev vpliva na potek raziskave in 
rezultate, s katerimi želimo odgovoriti na raziskovalna 
vprašanja. Na sliki 3 je predstavljen cevovod glavnih 
točk rokovanja z vzorci od vzorčenja do interpretacije v 
nadaljnjih raziskavah. Gre za splošen pregled cevovoda 
v primeru sekvenciranja vzorcev enoverižnih ali dvove-
rižnih knjižnic starodavne DNA z metodo NGS (angl. 
shotgun sequencing). 

V nadaljevanju za lažje razumevanje postopkov analize 
starodavne DNA opisujem postopek priprave vzorcev in 
osnovne postopke v laboratoriju v primeru, ko raziskava 
uporablja metodo shotgun sekvenciranje. Opis začenjam 
z izbiro primernega vzorca za raziskave in nadaljujem 
s procesiranjem vzorcev v sterilnem okolju, vključno z 
izolacijo in pripravo vzorcev do sekvenciranja z upora-
bo naprav Illumina5 (NovaSeq, NextSeq ali MiSeq kot 
primeri pogosto uporabljenih naprav). Opisani postopki 

5 Velja omeniti tudi Ion Torrent, ki je prav tako naprava za sekvenci-
ranje naslednje generacije in je verjetno primernejša za sekvencira-
nje krajših fragmentov. Večina večjih institucij pa uporablja napra-
ve Illumina, saj je bila večina vzorcev starodavne DNA v zadnjem 
desetletju sekvencirana z njimi. Zato to napravo povečini še naprej 
uporabljamo, saj omogoča boljšo primerjavo med že sekvencira-
nimi vzorci ter s tem boljše primerjalne študije na večji ravni in 
dostopnost že objavljenih študij.
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so posplošeni in povzeti po različnih objavljenih proto-
kolih ter v uporabi v večjih mednarodnih projektih, niso 
pa edini. Vsak laboratorij protokole podredi svojim po-
trebam in zmogljivostim, da iz vzorcev dobi čim večji del 
endogene DNA, zato spodaj opisani postopki niso edini 
način izolacije in priprave knjižnic, so si pa v opisani me-
todi povečini podobni. 

Vzorčenje

Vzorci, ki so na splošno primerni za analize starodavne 
DNA (in ne le za izbrano opisano metodo), so najpogo-
steje vzorci človeških ali živalskih dolgih kosti z gostim 
premerom diafize ali zob. V zadnjem desetletju je bilo 
objavljenih veliko študij o problematiki, ki se ukvarja s 
tem, kateri deli kosti so najprimernejši za vzorčenje in 
analizo starodavne DNA (glej Rasmussen et al. 2014; 

Gamba et al. 2014; Pinhasi et al. 2015; Sirak et al. 2020), 
rezultati študij pa kažejo, da so za analizo starodavne 
DNA najprimernejši deli senčnice in korenine zob.

Senčnica

Senčnica (os temporale) je parna ploščata lobanjska kost, 
ki leži ob straneh lobanje proti bazalnemu delu. Sesta-
vljena je iz petih glavnih delov (luska, bradavičar, bob-
ničica, šilasti odrastek in skalnica), pri čemer skalnica 
premore največ endogene DNA in je posledično najbolj 
zaželena za vzorčenje starodavne DNA. Skalnica ima 4- 
do 16-krat več endogene DNA kot zobje in do 183-krat 
več kot drugi deli skeleta (Gamba et al. 2014). V skalnici 
je polž (cochlea) (slika 4), ki ga ciljamo ob vzorčenju 
(zaenkrat gre za destruktivno metodo), saj vsebuje naj-
več endogene DNA. Gre za del človeškega okostja, ki 
se začne razvijati in utero in tako premore vse genetske 

Slika 3. Poenostavljen cevovod laboratorijskih postopkov analize vzorcev starodavne DNA v primeru uporabe metode za shotgun 
sekvenciranje. Cevovod vključuje glavne točke laboratorijskih metodoloških postopkov, s puščicami pa je nakazan njihov vrstni 
red. Črtkana črta med verižno reakcijo s polimerazo in Capture nakazuje, da je postopek Capture odvisen od tipa raziskave. Če 
z laboratorijskim cevovodom zaključimo po verižni reakciji s polimerazo, običajno sekvenciramo po načelu shotgun. Če želimo 

tarčno sekvenciranje, je treba pred sekvenciranjem izvesti tarčno iskanje oziroma Capture.

Figure 3. A simplified pipeline of aDNA laboratory procedures for shotgun sequencing. The pipeline includes main checkpoints 
with arrows indicating their order in the pipeline. The dashed line between the PCR and target enrichment (Capture) indicates 

that performing the Capture method depends on the type of study. Whether we wish to do a shot-gun sequencing run the pipeline 
stops at the PCR amplifying point whereas the Capture point follows the PCR amplification if we want a specific target capture.
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informacije, prav tako pa se v času življenja ne remo-
delira in ostane enak. Kost je precej gosta in zato zelo 
primerna za raziskave starodavne DNA. V skalnici (zno-
traj ušesnega kanala) so tudi slušne koščice, ki jih lahko 
hitro spregledamo in zaradi njihove velikosti izgubimo. 
Rezultati Sirak et al. (2020) kažejo, da imajo slušne ko-
ščice podobne vrednosti endogene DNA kot polž, zato 
so primerne za analize starodavne DNA.

Zobje

Zobje so prav tako ustrezna izbira za vzorčenje, vendar 
jedrna in mitohondrijska DNA v zobnih tkivih (dentin, 
pulpa, cement, sklenina; slika 5) nista enakomerno po-
razdeljeni. Kot so pokazali Higgins et al. (2015), na 
ohranitev starodavne DNA v zobeh močno vpliva več 
ante mortem in post mortem dejavnikov, pri čemer pri 
slednjih upoštevajo predvsem interval od pokopa ter 
temperaturo zemlje, v kateri je zob. Mineraliziran zuna-
nji del zobne korenine, cement, se je v raziskavi izkazal 
kot najprimernejši del zoba za analize starodavne DNA, 
saj zaradi svoje strukture in zaščite notranjega dela mi-
neralne matrice ščiti večino jedrne DNA pred post mor-
tem propadanjem. 

Ostalo 

Čeprav je starodavna DNA najbolje ohranjena v skalnici 
(natančneje, v polžu) in zobni korenini, je lahko prisotna 
tudi v kompakti predvsem dolgih kosti (na primer dolge 
kosti nog – stegnenice ali golenice), medtem ko v spon-
giozi6 ni dovolj ohranjena (Zupanič Pajnič 2020). Razi-
skave Geršak et al. (2019) kažejo tudi potencial analiz 
dlančnic in stopalnic. Poleg kosti starodavno DNA naj-
demo tudi v drugih tkivih in materialih. 

V primeru dobro ohranjenih posameznikov ali najdb v 
permafrostu in zelo hladnih podnebjih je torej za staro-
davno DNA mogoče vzorčiti tudi kožo ali lase. Primer 
tega je ena najodmevnejših najdb človeških ostankov za-
dnjih desetletij – ledeni človek Ötzi (Keller et al. 2012). 
Poleg človeških in živalskih vzorcev je mogoče vzorčiti 
DNA rastlinskih vrst, če so se primerno ohranile, sedi-
mente (na primer iz jam ali dobro dokumentiranih naj-
dišč) in nedotaknjena ledena jedra. V takšnih primerih 
lahko starodavno DNA analiziramo tudi več sto tisoč let 
v preteklost in potrdimo na primer človeško ali živalsko 
prisotnost na preiskovanem območju, četudi ni nobenih 
materialnih ostankov (Vernot et al. 2021). 

Za analize človeške starodavne DNA sta torej najprimer-
nejša skalnica in dobro ohranjen (nepoškodovan) zob. 
Ostali deli skeleta so primerni po predhodnem dogovoru 
z raziskovalno ustanovo, ki bo analize izvedla. Primerni 
so tudi sterilni sedimenti ob pravilnem vzorčenju (zopet 
dogovor z laboratorijem) ter druge živalske kosti in meh-
ka tkiva, pri čemer pa se moramo zavedati, da so rezultati 
v določenih primerih mnogokrat manj informativni ali 
neuspešni. 

Priprava vzorcev

Način priprave vzorcev (na primer izbira destruktivne ali 
nedestruktivne metode) je odvisen od načrta raziskave. 
Priprava vzorca se začne z odvzemom primernih delov 
skeleta za analize (skalnica, zobje), lahko tudi že med 
antropološko analizo skeletnih ostankov, nadaljuje pa se 
v sterilnem laboratoriju, kjer je treba preprečiti kontami-
nacijo vzorcev.

6 Kompakta ali kompaktna kostnina je gosta kostnina na površju kos-
ti, medtem ko je spongioza ali spongiozna kostnina (znana tudi pod 
imenom puhlica) v trabekule urejena kostnina v notranjosti kosti 
(Splet 4).

Slika 4. Desna skalnica z označeno okvirno lokacijo polža, 
ki leži globlje znotraj ušesnega kanala (grob 1057, zgodnji 

srednji vek, Muljava, foto: B. Zagorc, 2019).

Figure 4. Right petrous bone. Arrow pointing to an 
approximate location of the cochlea which is located deeper in 
the ear canal (grave 1057 from an early medieval site Muljava, 

Photo: B. Zagorc, 2019).
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Nedestruktivne metode

Med nedestruktivne metode spada namakanje vzorcev 
v ekstrakcijskem pufru za več dni na sobni temperatu-
ri. Metodo so prvi predstavili Rohland et al. (2004), in 
sicer gre za izolacijo mitohondrijske DNA, medtem ko 
je Hofreiter (2012) slabo desetletje kasneje isti postopek 
objavil tudi za pridobitev jedrne DNA. Najnovejšo me-
todo za izolacijo starodavne DNA so objavili Harney et 
al. (2021), in sicer gre za metodo namakanja zgolj konice 
zobne korenine v ekstrakcijskem pufru, čemur sledi ne-
kajurna inkubacija. Metoda se je izkazala za učinkovi-
tejšo in z veliko več endogene DNA kot pri namakanju 
celotnega zoba. Načelo te metode se še zmeraj uporablja, 
predvsem kadar analiziramo krhke ali zelo dragocene 
vzorce (na primer muzejske). Vendar pa zobje niso ve-
dno učinkoviti, prav tako je dokazano, da deli skalnice 
vsebujejo veliko več endogene DNA, s čimer je lahko 
analiza starodavne DNA veliko uspešnejša, če se poslu-
žimo minimalno destruktivnih metod in se poskušamo 
prebiti do polža. 

Destruktivne metode

V ta namen se moramo poslužiti minimalno invazivnih 
in destruktivnih metod. Destruktivne metode, kot pove 

že ime, za analize uničijo vzorec, ki ga je tako pogosto 
nemogoče vrniti ali uporabiti še enkrat. Te metode so 
zaenkrat najuspešnejše pri pridobivanju kostnega prahu 
z najvišjimi vrednostmi endogene DNA. Mednje spada 
rezanje in mletje kosti. Rezanje kosti v sterilnem okolju 
je najlažje doseči s peskanjem. Gre za napravo, ki pod 
pritiskom piha sterilen droben pesek (angl. sandblasting 
machine), ki kosti sterilno prereže in omogoča, da do-
sežemo dele kosti, ki so globlje in torej ne na površini 
(Pinhasi et al. 2015), s tem pa preprečimo kontamina-
cijo vzorca iz okolja. Nato odrezane korenine zob, dele 
skalnic (najboljše polž) ali druge dele kosti zmeljemo v 
kostni prah. Kostni prah je osnova za nadaljnje analize 
in predvsem za izolacijo DNA, ki je naslednji korak pri-
prave vzorca do sekvenciranja. Za primer, ko skalnica ni 
ločena od lobanjskih kosti in je pred nami lobanja v ce-
loti, so Sirak et al. (2017) predstavili minimalno invaziv-
no metodo za vrtanje senčnice oziroma lobanjskega dna 
(angl. cranial base drilling) s ciljem priti do notranjosti 
ušesnega kanala. Z vrtanjem tako že neposredno pride-
mo do kostnega prahu, ki ga nato uporabimo za nadaljnje 
stopnje analize. 

Izolacija DNA

Izolacija DNA poteka v ločenem sterilnem okolju, kamor 
prenesemo kostni prah, ki je shranjen v različnih vialah, 
katerih velikost je odvisna od nadaljnje metode (lahko 
govorimo, na primer, o 50-mililitrskih tubah Falcon ali 
2-mililitrskih tubicah Eppendorf). Raziskovalne skupine 
za izolacijo starodavne DNA uporabljajo različne labo-
ratorijske protokole, osnovni in najbolj ustaljen protokol 
pa so objavili Dabney et al. (2013). Od takrat je bilo ob-
javljenih že več izboljšav, ki vključujejo tako uporabo 
drugih reagentov kot tudi druge laboratorijske opreme 
(glej na primer Korlević et al. 2015; Dabney, Meyer 
2019). V nadaljevanju opisujem enega od postopkov 
izolacije DNA, pri številnih laboratorijih pa gre povečini 
za podobna načela, postopke in reagente (vsaj z uporabo 
EDTA in proteinaze K). 

Starodavna DNA je močno fragmentirana in se zato ob-
naša drugače kot običajne molekule DNA (Orlando et 
al. 2021, 8). V tem primeru postopek izolacije temelji na 
uporabi ekstrakcijskega pufra, ki ga sestavljata EDTA in 
proteinaza K, ter veznega pufra, ki starodavno DNA v 
Roche tubah veže na kolono iz silike (po Dabney, Meyer 
2019). Drugi laboratorijski protokoli lahko namesto 

Slika 5. Anatomija zoba s posebej označenim cementom, ki je 
mineraliziran del zobne korenine in odlično ščiti starodavno 

DNA pred propadom. Rdeča črtkana črta nakazuje linijo, kjer 
zobno korenino ločimo od krone (prirejeno po 

White, Folkens 2005, Fig. 8.2).

Figure 5. Anatomy of a tooth with a marked cementum, the 
mineralized part of the tooth root that helps preserve the 

aDNA. The red dotted line marks the cut mark, separating 
the tooth crown from the root (modified from White, Folkens 

2005, Fig. 8.2).
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kolone iz silike uporabljajo magnetne kroglice, obložene 
s siliko, ali pa DNA vežejo na delce silike v kaotropnem 
veznem pufru (Orlando et al. 2021, 8). Po uporabi čistil-
nih pufrov in s pomočjo nizko slanih pufrov (kot je na 
primer TET) iz raztopine dobimo izolirano starodavno 
DNA, ki je osnova za nadaljnje analize, te pa vključujejo 
pripravo knjižnic za sekvenciranje. Ob pripravi izolatov 
istočasno pripravljamo tudi negativno kontrolo (angl. 
extraction negative blank), ki služi za kontrolo konta-
minacije reagentov in jo izvajamo v celotnem procesu 
priprave vzorcev do sekvenciranja kot pri drugih vzorcih. 
Kontrola je sestavljena iz enake količine reagentov, ki so 
prisotni v posamičnem izolatu, namesto vzorca pa je v 
viali destilirana sterilna voda.

Priprava knjižnic za sekvenciranje naslednje generacije 
z napravo Illumina

Preden izolirano starodavno DNA sekvenciramo, mora-
mo narediti knjižnice za sekvenciranje. Izolirana DNA je 
sestavljena iz kratkih fragmentov želene DNA, ki pa so 
bili po smrti poškodovani, zato jih med pripravljanjem 
knjižnic poskušamo popraviti. 

Poškodbe izolatov DNA vsebujejo fragmentacijo v zelo 
kratke fragmente DNA, konverzijo štirih nukleotidov v 
derivative in navzkrižno povezovanje DNA z drugimi 
molekulami (glej zgoraj). Vse to načeloma vpliva na to, 
koliko uporabnih informacij lahko pridobimo iz izolatov, 
zato je popravljanje poškodb še toliko bolj pomembno. 
V procesu priprave knjižnic za sekvenciranje je najve-
čji poudarek na popravljanju poškodb, ki so nastale kot 
posledica fragmentacije DNA. Laboratorijski protokoli 
(glej na primer Meyer, Kircher 2010) so sestavljeni iz več 
korakov, ki zagotovijo optimalno pripravljene fragmente 
starodavne DNA za sekvenciranje naslednje generacije.

Knjižnice so lahko enoverižne (angl. single-stranded 
DNA; ssDNA) ali dvoverižne (angl. double stranded 
DNA; dsDNA), odvisno od potreb raziskave in želenih 
rezultatov. Za nekakšen zlati standard velja priprava 
enoverižnih knjižnic, ki se za razliko od dvoverižnih 
knjižnic bolje obnesejo pri sekvenciranju previsnih 
koncev na fragmentu DNA (glej sliko 6a in narisan pre-
visni konec na spodnjem fragmentu), ki jih dvoverižne 
knjižnice odrežejo. Enoverižne knjižnice ta proces za-
obidejo z ligacijo adapterjev (pojasnjeno v nadaljeva-
nju) neposredno na te previsne konce (Liu et al. 2022). 

Takšne knjižnice pridejo v poštev predvsem v primerih, 
ko gre za starejše in dragocenejše vzorce, medtem ko za 
večino komercialnih raziskav v poštev pride priprava 
dvoverižnih knjižnic. Razlogi za to so predvsem boljša 
cenovna dostopnost, krajši čas priprave in konsisten-
tnost rezultatov.7

V nadaljevanju opisujem primer priprave preproste dvo-
verižne knjižnice. Pri njeni pripravi prva točka temelji na 
popravilu poškodovanih previsnih koncev 5’ in 3’ oglji-
kovih atomov (angl. blunt end repair; slika 6a), ki z upo-
rabo T4 polinukleotidne kinaze odreže ali dopolni konce 
fragmentov molekul DNA. Naslednji korak je uporaba 
T4 DNA ligaze, ki adapterja p5 in p7 veže na konce teh 
molekul (angl. adapter ligation; slika 6b). Adapterja ni-
mata vpliva na sekvenciranje in stabilizirata fragmente za 
kasnejšo verižno reakcijo s polimerazo. Zadnji korak za 
optimizacijo knjižnice je dodatek adapterjev (angl. adap-
ter fill-in; slika 6b), ki z uporabo molekul dNTP adapterje 
podaljšajo, da je knjižnica dokončno pripravljena na na-
daljnje postopke (Meyer, Kircher 2010, 4, Fig. 1). Ob pri-
pravi knjižnic tako kot pri izolaciji dodamo še negativno 
kontrolo za kontrolo kontaminacije reagentov (angl. lib-
rary negative blank). V večini primerov dodamo tudi po-
zitivno kontrolo (angl. library positive blank), predvsem 
ko govorimo o vzorcih, pri katerih nismo prepričani, ali 
je v njih sploh ohranjena starodavna DNA. 

Pri pripravi knjižnic velja omeniti tudi nov zlati standard 
predpriprave vzorcev s postopkom UDG (angl. uracil 
DNA glycosylase; okrajšava UDG) ali delnim postop-
kom UDG (v literaturi pogosto imenovan angl. partial 
UDG treatment). Gre za postopek, ki sem ga omenila 
že pred nekaj poglavji in v protokolu priprave knjižnic 
nastopi pred procesom popravila previsnih koncev (slika 
6b). S postopkom UDG zmanjšamo učinek deaminacije 
in odstranimo vse deaminirane citozine (ki so po procesu 
deaminacije uracili) (Liu et al. 2022). Ker lahko s tem 
odstranimo velik del starodavnih molekul DNA, razisko-
valci večinoma uporabljajo delni postopek UDG, ki je 
krajši in ohrani poškodovano strukturo molekul, hkrati 
pa kljub temu odstrani posmrtne pretvorbe (Rohland et 
al. 2015). 

7 Ob tem je vredno omeniti nov, cenejši in hitrejši protokol priprave 
enoverižnih knjižnic (glej Kapp et al. 2021), ki bo sčasoma z dopol-
nitvami verjetno postal po ceni in konsistenci rezultatov ravno tako 
primeren za komercialne in večje projekte.

Starodavna DNA: kratka predstavitev tematike ter njen pomen za razumevanje preteklosti



53

Verižna reakcija s polimerazo in indeksiranje

Pred sekvenciranjem knjižnic je treba vzorce indeksirati 
oziroma kodirati (angl. barcoding; slika 6c), da se lahko 
razlikujejo drug od drugega, ko jih združimo v skupen 
vzorec za sekvenciranje. Indeksiranje še zmeraj poteka 
v čistem in sterilnem okolju, kjer je možnost kontamina-
cije vzorcev čim manjša, saj je ta postopek za sekvenci-
ranje zelo pomemben, pomembna pa je tudi doslednost 
zapisovanja in vodenja laboratorijskega dnevnika, da se 
indeksi med seboj ne pomešajo. V primeru napake je 

lahko celotna skupina vzorcev popolnoma neuporabna 
za sekvenciranje. Kot v prejšnjih dveh korakih tudi pri 
indeksiranju dodamo negativno kontrolo.

Indeksi so označeni (indeksirani) začetniki z znanimi 
zaporedji baznih parov (na primer CGGCATGCTA), ki 
se vežejo na oba konca molekul, in sicer na adapterje 
p5 in p7. Vsak indeks ima svoje zaporedje in je dode-
ljen le enemu vzorcu, posledično pa je vsak vzorec v 
sekvenciranju ločen od drugega. Po indeksiranju vzor-
cev sledi verižna reakcija s polimerazo, ki pomnoži že 

Slika 6. Poenostavljen prikaz priprave dvoverižne knjižnice vzorca za sekvenciranje naslednje generacije. a. Prikazuje fragment 
izolirane starodavne DNA in proces popravila previsnih koncev, da sta obe strani dvoverižnega fragmenta DNA poravnani. b. 

Ligacija in dodatek adapterjev p5 in p7 za stabilizacijo fragmentov med verižno reakcijo s polimerazo. c. Indeksiranje vzorca z 
različnimi zaporedji baznih parov, ki ločijo vzorec od drugega (povzeto po Meyer, Kircher 2010, Fig. 1).

Figure 6. A simplified view of the sample double-stranded library process preparation for the NGS. a. A fragment of aDNA 
following a blunt-end-repair process. b. Adapter ligation of p5 and p7 and furthermore adapter-fill-in for stabilization of the 

sample during the PCR process. c. Indexing the sample with different known indexes (barcodes) so the samples cannot be mixed 
during subsequent processes (PCR amplification, Capture, sequencing) (adapted from Meyer, Kircher 2010, Fig. 1).
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obstoječe fragmente znotraj vzorcev za njihovo lažje 
sekvenciranje. Če je naš cilj sekvenciranje vzorca, kjer 
nas zanima vse, lahko po opravljenih kontrolah kvalitete 
vzorcev (uporaba naprav QuBit in BioAnalyzer ali Tape 
Station) te vzorce združimo in pošljemo na sekvenciranje 
naslednje generacije (angl. shotgun sequencing). To po-
meni, da bodo sekvencirane vse molekule DNA znotraj 
vzorca, ki pa so lahko tudi okoljska, živalska, mikrobiot-
ska in človeška DNA ter navsezadnje morebitna moderna 
kontaminacija. Takšno sekvenciranje je z vidika stroškov 
dražje, zato se veliko skupin odloča za tarčno sekvencira-
nje, ki omogoča sekvenciranje točno določenih molekul 
DNA, ki nas zanimajo (opis v nadaljevanju).

Tarčno sekvenciranje

Da lahko izvedemo tarčno sekvenciranje, je treba vzorce 
najprej pripraviti – postopek se imenuje Capture (slo-
venske ustreznice ni, najbližji prevod bi lahko bil iskanje 
tarče), temu pa sledi še obogatitev tarče. Metoda Capture 
temelji na tarčnem iskanju točno določenega dela vzorca, 
v večini primerov gre za iskanje jedrne DNA ali mitohon-
drijske DNA, v zadnjih letih pa so se razvile tudi vabe za 
različne virusne, bakterijske ali živalske DNA, prav tako 
pa lahko uporabljamo tarčno iskanje neandertalske ali 
denisovske DNA. Metoda Capture cilja na čim več pre-
ostale endogene DNA v molekulah (ki jih je kljub vsem 
opisanim postopkom le < 1 %) z uporabo RNA8 vab, ki 
temeljijo na modernih referenčnih bazah genomov (ali 
že izoliranih in sekvenciranih arhaičnih genomov). Vabe 
so posebej pripravljene za starodavno DNA v raztopinah 
in nase vežejo tarčo (na primer mtDNA ali DNA viru-
sa Yersinia pestis), nato pa se vežejo na magnetne kro-
glice, prevlečene s streptavidinom. Nevezano DNA, ki 
v tem primeru predstavlja vse tisto, kar za raziskavo ni 
pomembno, v nadaljnjih postopkih speremo iz raztopine, 
ujeto DNA na magnetnih kroglicah pa nato eluciramo in 
obogatimo za sekvenciranje (Carpenter et al. 2013, 835). 
Naslednji korak je podoben koraku pred tarčnim iska-
njem, saj elucirane vzorce z ujeto tarčno DNA obogatimo 
in pomnožimo s polimerazo v reakciji PCR. 

Zadnja stopnja pred sekvenciranjem naslednje generacije 
je ponovno preverjanje kvalitete proizvedenih knjižnic 

8 RNA ali ribonukleinska kislina je enoverižna molekula, sestavlje-
na iz ribonukleotidov (ti pa imajo eno od že prej omenjenih štirih 
baz). Lahko naredi tudi dvojno vijačnico s komplementarno RNA 
ali DNA (Splet 2).

vzorcev z napravami QuBit in BioAnalyzer ali Tape Sta-
tion. Nato vzorce združimo in pošljemo na sekvenciranje 
na napravi Illumina. 

Analiza sekvenciranih vzorcev 

Rezultate sekvenciranja moramo analizirati s pomo-
čjo bioinformatike, saj so surovi in v različnih tipih 
datotek, ki jih je treba najprej urediti, preden jih lahko 
analiziramo za potrebe raziskave in raziskovalnih vpra-
šanj. Bioinformatika, ki analizira sekvencirane podat-
ke starodavne DNA, se zaradi narave fragmentirane in 
pogosto kontaminirane starodavne DNA poslužuje dru-
gačnih postopkov kot bioinformatika sodobne genetike. 
Bioinformatiki rezultate sekvenciranja analizirajo z več 
različnimi postopki (cevovodi), ki so odvisni od meto-
de priprave vzorcev (na primer shotgun sequencing.). Ti 
v primeru uporabe zgoraj opisane metode dvoverižnih 
knjižnic vključujejo pregled in pretvorbo datotek v po-
sebnih formatih, pregled kvalitete podatkov (na primer 
uporaba orodja FastQC), obrezovanje adapterjev, filtri-
ranje odčitkov zaporedja, filtriranje pomnoženih sekvenc 
v primeru tarčnega sekvenciranja, razlikovanje med kon-
taminiranimi in nekontaminiranimi vzorci (tega pri tarč-
nem sekvenciranju ni) ter popravilo poškodb DNA, ki so 
nastale post mortem (Schubert et al. 2012; 2014). 

Pregledane in prečiščene sekvence bioinformatiki porav-
najo z referenčnimi genomi (človeški, živalski, virusni, 
bakterijski, neandertalski itd.), kjer opazujejo, kolikokrat 
se sekvenca vzorca prekriva z referenčnim genomom. 
Število prekrivanj nam pove stopnjo pokritosti analizira-
nega genoma z referenčnim. Po poravnavi genoma sledi 
odstranjevanje duplikatov,9 ki so nastali med pomnoževa-
njem, zatem pa se začneta analiza SNP-jev10 in anotacija 
genov (Altman et al. 2012), ki nas lahko ob podrobnejši 
bioinformatski analizi končno privedejo do kvalitativnih 
rezultatov, te pa lahko povežemo v širše celote. 

9 Ob pomnoževanju fragmentov starodavne DNA z reakcijo PCR 
upamo na čim večjo pomnožitev teh kratkih fragmentov z name-
nom, da jih bomo ob shotgun sekvenciranju zaznali. Zaradi tega ob 
sekvenciranju nastanejo duplikati istih sekvenc fragmentov, ki pa 
pri nadaljnji analizi niso več potrebni in jih lahko odstranimo.

10 SNP je okrajšava za polimorfizem posameznega nukleotida (angl. 
single nucleotide position). Gre za mutacijo zaporedja DNA, ko se 
en nukleotid razlikuje od ostalih zaporedij iste vrste (Splet 3) in s 
tem nakazuje razliko v zapisu DNA med različnimi populacijami.
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Diskusija

Kaj lahko preučujemo s starodavno DNA?

Nadaljnje bioinformatske analize so odvisne od razisko-
valnih vprašanj projekta. Skoraj vse opisane točke v spo-
dnjem poglavju analiziramo s pomočjo bioinformatskih 
orodij in različnih programov. Po končanih analizah pa 
lahko rezultate povežemo v večje celote in poskusimo 
odgovoriti na vprašanja o specifični vrsti, dogodkih in ži-
vljenju v preteklosti. V nadaljevanju sledi krajši pregled 
nekaterih področij, ki jih lahko preučujemo s pomočjo 
starodavne DNA.

Filogenetika

Eno izmed področij, ki jih lahko preučujemo s pomočjo 
starodavne DNA, je filogenetika, preučevanje sorodstve-
nih odnosov med različnimi vrstami ali med skupinami 
živega sveta. Z vsako novo raziskavo lahko širimo filo-
genetska drevesa vrst in tako raziskujemo njihov razvoj 
ter določamo natančnejše točke v zgodovini, kjer so se 
razdelile na podvrste. Dober primer filogenetskih dre-
ves so raziskave evolucije človeka in njegovih arhaičnih 
prednikov (Slon et al. 2018; Narasimhan et al. 2019) ali 
celo evolucije virusov in bakterij. Med slednjimi je veli-
kega porasta v številu raziskav deležna bakterija Yersinia 
pestis,11 ki je bila v zgodovini kriva za izbruhe pandemij 
kuge (na primer Justinijanova kuga, izbruh kuge v pozno-
srednjeveški Evropi itd.). S pomočjo analize starodavne 
DNA so študije pokazale prisotnost bakterije tudi v času 
neolitika ter analizirale virulenco in mutacije te bakterije 
v naši preteklosti (Bos et al. 2011; Schuenemann et al. 
2011; Spyrou et al. 2019). 

Prilagajanje, introgresija in hibridizacija vrst 

Z analizo starodavne DNA lahko opazujemo tudi prilaga-
janje (angl. adaptation), hibridizacijo ali izmenjavo ge-
nov (angl. admixture) ter introgresijo skozi hibridizacijo 
(angl. introgression) znotraj vrst Homo in med njimi. Pri-
lagajanje je proces fenotipskih in genetskih sprememb, ki 
se zgodijo skozi čas in v določenem kontekstu prinašajo 
večjo sposobnost razmnoževanja (Racimo et al. 2015). 
Hibridizacija je genetska izmenjava med posamezniki iz 
dveh različnih populacij, ki sta bili v preteklosti izolirani, 

11 Kuga je bolezen, ki jo povzroča enterobakterija Yersinia pestis 
(Gram-negativen bacil).

pri čemer gre lahko za različni vrsti ali le dve med seboj 
izolirani ljudstvi. Introgresija (v primeru paleogenomike 
govorimo predvsem o introgresiji arhaičnih genov) pa je 
vnos genetskega materiala iz arhaičnih in danes že izu-
mrlih populacij v naše prednike s pomočjo hibridizacije 
– dveh ločenih (geografsko, genetsko itd.) vrst, ki sta v 
preteklosti doživeli dogodek izmenjave genov (Nielsen 
et al. 2017).

S preučevanjem prilagajanja, hibridizacije oziroma iz-
menjave genov in introgresije lahko podrobneje sledi-
mo evoluciji in opazujemo, kako so se vrste razvijale 
ter kakšen vpliv so imele druga na drugo. Primer tega so 
geni, ki smo jih sodobni ljudje podedovali od arhaičnih 
človeških vrst – na primer Neandertalcev in Denisovcev. 
Eden izmed njih je gen EPAS1, ki izvira iz Denisovcev 
in je povezan z življenjem na višjih nadmorskih višinah, 
še danes pa je prisoten v prebivalcih tibetanskih planot 
(Huerta-Sánchez et al. 2014). Na drugi strani poznamo 
prilagoditev človeka na pitje mleka in prisotnost encima 
laktaze tudi po času otroštva za lažje presnavljanje lakto-
ze (Tishkoff et al. 2006).

Populacijska genetika 

Populacijska genetika je zelo široko področje, ki ga lahko 
raziskujemo tudi v okviru starodavne DNA. Med drugim 
lahko raziskujemo razmerja med efektivno velikostjo po-
pulacije in njeno genetsko raznolikostjo (Hamilton 2009, 
1), prav tako pa lahko vzorce analiziramo z demografske-
ga vidika. Sekvencirani genom nam omogoča, da lahko z 
99,9-odstotno gotovostjo ocenimo spol posameznika, to 
pa nam lahko med drugim omogoča podrobnejše študije 
osteoloških metod za oceno spola ali boljše razumevanje 
pridajanja grobnih pridatkov. Raziskujemo lahko tudi so-
rodstvene vezi med analiziranimi posamezniki ter vezi s 
predniki, in sicer s pomočjo haploskupin Y-kromosoma 
ali mtDNA. Te nam lahko veliko povedo o migracijskih 
poteh, ki so zaznamovale današnjo sestavo populacije in 
segajo več tisoč let v preteklost (Furtwängler et al. 2020; 
Olalde et al. 2018; Pinhasi et al. 2012).

Sobivanje vrst

Poleg preučevanja sodobnega človeka, njegovih arhaič-
nih vrst, živali, rastlin in drugih nekdaj živih bitij nam 
analize starodavne DNA omogočajo podrobnejši vpo-
gled v sobivanje vseh naštetih ter na spremembe, ki so 
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jih predvsem živali in rastline doživele zaradi gojenja 
rastlin in udomačitve živali. Kot primer gojenja rastlin 
lahko omenim spremembe v DNA zapisu koruze, ki se 
je gojenju prilagodila s spremenjenim časom cvetenja, 
boljšim shranjevanjem semen ter lažje dostopnim in uži-
tnim jedrom (Jaenicke-Després et al. 2003). Pri živalih 
naj omenim kokoši, ki so zaradi namerne reje v zadnjem 
tisočletju povečale produkcijo jajc, ter udomačitev konj 
in psov. Pri psih je zanimiv izsledek, da so se življenju 
s človekom prilagodili tudi z možnostjo presnavljanja 
škrobnih živil (Axelsson et al. 2013), česar pred tem niso 
mogli, medtem ko so konji spremenili velikost ter raz-
lične fizične lastnosti, kot na primer barvo kožuha (Der 
Sarkissian et al. 2015; Marciniak, Perry 2017). 

Uporaba in interpretacija rezultatov analiz starodavne 
DNA v arheologiji

V zgornjih poglavjih sem predstavila laboratorijske teh-
nike in nekaj primerov interpretacije rezultatov, ki jih 
lahko dobimo s takšnimi analizami. V tem delu pa bi se 
rada na kratko posvetila uporabi in interpretaciji rezulta-
tov analiz starodavne DNA v arheologiji. 

Starodavna DNA v arheologiji močno pripomore pri 
razumevanju človeka, načina življenja in družbe v pre-
teklosti, saj odpira možnost podrobnejšega preučevanja 
družbene strukture in dinamike med posamezniki tako na 
lokalni kot širši ravni. To pa je konec koncev eden izmed 
ciljev te vede (Kristiansen 2009, 26). 

Naj omenim nekaj primerov, ki pričajo o dobri praksi 
kombinacije arheologije in starodavne DNA. Pri Fowler 
et al. 2022 so s pomočjo arheoloških in genetskih podat-
kov prišli do zanimivih zaključkov o družbeni dinamiki 
pokopanih posameznikov v zgodnjeneolitski grobni-
ci Hazelton North v Angliji. Gre za pokop patriarhalne 
skupnosti, kjer je imel en moški potomce z vsaj štirimi 
različnimi ženskami, ki so bile skupaj z otroki in vnuki 
pokopane v isti grobnici, razdeljeni glede na matriarhal-
ne linije. Analize starodavne DNA so omogočile podrob-
nejši vpogled v sorodstvene vezi med pokojniki, ki jih 
zgolj z arheološko analizo najdišča ne bi mogli ugotoviti. 
V oči so najbolj padli pokopani posamezniki, ki niso bili 
genetsko povezani z originalnim moškim prednikom, pri 
čemer so avtorji izpostavili možnost posvojitve in doje-
manje družine ne glede na krvno sorodstvo. Starodavna 
DNA je v tem primeru močno pripomogla k razumevanju 

pokopane neolitske skupnosti v Hazelton North ter odpr-
la diskurz o družinski pripadnosti in vlogi posameznikov 
v družini, pri čemer biološka sorodnost ni nujno imela 
tako velikega pomena. 

Na tak način lahko s pomočjo starodavne DNA preuču-
jemo tudi odnose med več različnimi skupnostmi, ki so 
morda živele in bile pokopane na različnih mestih na is-
tem najdišču. Takšne analize nam seveda ne morejo posre-
dovati podatkov o družbenem sloju, lahko pa s pomočjo 
arheoloških podatkov o pokopavanju razvijemo hipoteze 
o družbeni dinamiki znotraj pokopanih skupnosti in med 
njimi. Primer takšne raziskave je raziskava Novak et al. 
2021, v kateri so s pomočjo starodavne DNA ugotovili 
genetsko sestavo pokojnikov v 6200 let stari grobnici iz 
Potočanov na Hrvaškem. V grobnici je bilo pokopanih 21 
posameznikov, ki so umrli nasilne smrti. Zgolj z antro-
pološko in arheološko analizo najdišča raziskovalci niso 
mogli ugotoviti razloga za pokol. S pomočjo analiz sta-
rodavne DNA pa so lahko odgovorili na vprašanje, ali je 
šlo za kakršno koli preferenco v spolu in starosti ter ali je 
šlo za prišleke. Rezultati so pokazali, da v skupini ni bilo 
pristranskosti glede na spol ali starost, pokojniki pa med 
seboj niso bili v sorodstvenih razmerjih (razen nekaterih 
izjem). Genetsko prav tako niso kazali indicev, da so del 
druge skupine ljudi, ki se je pred kratkim naselila na tem 
območju, temveč del iste večje skupine ljudi, ki se je na 
širšem področju ukvarjala s kmetovanjem. Avtorji so tako 
lahko zaključili, da je šlo za organizirano nasilje (ali ma-
saker) nad skupino ljudi znotraj večje skupnosti, nasilje 
pa je verjetno temeljilo na diskriminaciji, ki je s pomočjo 
arheoloških, antropoloških in genetskih raziskav ne mo-
remo razkriti.

Analize starodavne DNA lahko tudi potrdijo ali ovržejo 
obstoj virusnih in/ali bakterijskih obolenj, kar lahko do-
datno osvetli način pokopa določene skupine ljudi. Člo-
veško zgodovino so močno zaznamovale epidemije raz-
ličnih bolezni, med njimi pa izstopajo epidemije kuge in 
gobavosti (tj. Hansenova bolezen, ki na skeletu ni vedno 
nujno pustila sledov). S pomočjo genetskih analiz lah-
ko na primer raziskujemo, ali so bila določena grobišča 
namenjena pokopu bolnih posameznikov (kot na primer 
leprozariji v okolici samostanov, kjer so skrbeli zanje – 
za podrobnejši pregled glej Pfrengle et al. 2021) ali pa je 
šlo za ločene grobnice, v katere so zapečatili pokojnike s 
kugo (za pregled glej Castex, Kacki 2022, za paleogenet-
sko analizo glej Bos et al. 2011). 
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Preučujemo lahko tudi migracije v različnih arheoloških 
obdobjih. V arheološki stroki so verjetno največ prahu 
dvignile migracije v času neolitika in bronaste dobe, pri 
čemer se je postavljalo vprašanje, ali govorimo o demski 
ali kulturni difuziji. Temu sledijo tudi novejše študije po-
pulacijske paleogenetike, kot na primer Patterson et al. 
(2022) in Olalde et al. (2019), ki sta preučevali družbene 
premike v času neolitika in bronaste dobe. Gre torej za 
čas, ko pisnih virov še nimamo, arheološki viri pa nam 
nudijo veliko prostora za interpretacije o prenosu tipa 
najdb po različnih geografskih območjih. Zdi se, da so 
rezultati analiz vzorcev starodavne DNA deloma odgovo-
rili na vprašanje neolitske tranzicije in tehtnico prevesili 
na stran demske difuzije (González-Fortes et al. 2017). 
Genetsko gledano so dokazi za migracije znanstveno ne-
dvoumni, vendar hkrati ne pojasnijo vzorcev obnašanja, 
interne družbene dinamike, zakaj je do migracij prišlo in 
kako so se odražale v materialni kulturi (Veeramah 2018, 
83). V času zgodnje bronaste dobe v Evropi poznamo 
srečanje večjega števila prebivalstva s področij stepe, kot 
je bila skupina ljudi z »nalepko« Jamnaja, ki je mešanica 
vzhodnih kavkaških lovcev nabiralcev in zgodnjeneolit-
skih Irancev (Veeramah 2018, 84), kulture trakastih lon-
cev in kulture zvončastih čaš (Haak et al. 2015; Olalde 
et al. 2018; Furholt 2018; Wang et al. 2019). V tem pri-
meru se je izkazalo, da lahko določeno materialno kultu-
ro prepoznamo na več različnih koncih Evrope, analize 
starodavne DNA pa so pokazale, da so njeni »lastniki« 
različne skupine ljudi. Iz tega lahko razberemo, da mate-
rialne kulture ne moremo enačiti z eno skupino ljudi in da 
njeni uporabniki niso nujno del iste homogene družbe ali 
skupine ljudi. Definirati in razumeti migracije je zelo tež-
ko, ker je treba poleg premika mase ljudi razumeti vlogo 
družbe in družbene dinamike, ki je privedla do migracije. 
Problematično je posploševanje rezultatov paleogenet-
skih analiz, ki so pogosto opravljene na majhnem številu 
vzorcev ter jih lahko zmotno interpretiramo in postavimo 
v širši geografski prostor (Veeramah 2018, 85). 

Tudi pri uporabi termina demska difuzija moramo biti iz-
jemno previdni, saj ne glede na rezultat genetskih analiz, 
ki dokazujejo migracijo skupin ljudi po Evropi, in z njo 
delno zamenjavo prejšnje populacije na preučevanem ge-
ografskem območju ne moremo trditi, da je to razlog za 
menjavo materialne kulture. Še zmeraj moramo upošte-
vati mešanje idej, prav tako pa človeku ne moremo zgolj 
na podlagi analiz DNA dati »nalepke«, ki naj bi pričala o 
tem, kdo naj bi ta oseba bila, in ga uvrstiti v predal dolo-

čene skupine ljudi. To problematiko je obravnavala tudi 
Tina Milavec (2021) v članku prejšnjega Arhea »Slovane 
imamo!«, zato tu ne želim ponavljati njenih besed, saj je 
v omenjenem prispevku odlično povzeta celotna proble-
matika predalčkanja. Bi pa rada izpostavila, da moramo 
biti pri interpretiranju analiz DNA previdni, prav tako 
kot pri kombiniranju analiz DNA in arheoloških najdb. 
»Nalepke« so do določene mere potrebne, da se lažje ori-
entiramo v času in prostoru, predvsem kadar govorimo o 
rezultatih analiz DNA, saj »nalepke« v en predal uvrsti-
jo ljudi s podobno genetsko sestavo in olajšajo nadaljnje 
analize. Kot trdijo Pohl et al. (2021, 1), genetika ponuja 
orodja, s katerimi lahko identificiramo in izoliramo posa-
meznike in različne skupnosti. Paleogenetske raziskave, 
objavljene v zadnjem desetletju, so namreč prinesle mno-
go različnih interpretacij naše preteklosti, ki pa so ravno 
zaradi tega, ker gre za paleogenetsko študijo, temelječo 
zgolj na paleogenetskih podatkih, v vedah, ki se ukvarja-
jo s preteklostjo, pustile globoke sledi. Posledično se je 
med disciplinami, kot sta paleogenomika in arheologija, 
razvila določena napetost (Lalueza-Fox 2013). Temu, 
čemur paleogenomiki pravijo »kmetovalci«, »Slovani« 
ali »Avari«, ni treba brezglavo slediti brez dodatnih raz-
iskav in usklajevanja z rezultati analiz arheološkega ma-
teriala. Genetiki niso arheologi in obratno, zato se lahko 
slabi volji izognemo z razumevanjem drug drugega. V 
interpretacijo je treba vključiti večjo mero previdnosti in 
objektivnosti ter splošen konsenz, da pri podeljevanju t. i. 
nalepk dovolimo več prostora za drugačno interpretacijo. 
Genetiki nam torej s svojimi modeli migracij na podlagi 
večjih prostorskih analiz izdelajo okvir, medtem ko lahko 
arheologi to znanje in okvir uporabimo, ju pretvorimo v 
kontekst ter s pomočjo naših znanj in najdb razložimo 
družbeno dinamiko in družbene premike. 

Tako kot so arheologijo pred stoletjem uporabljali za po-
trjevanje ideje rase (na primer evgenika v času nacizma 
s poveličevanjem germanskih ljudstev in ozemeljskih te-
ženj), so danes problematični medijski prikazi, odmevni 
naslovi in izbrano poročanje o naši preteklosti. Ljudje si 
želijo pripadati nečemu večjemu in slavnemu, zato so re-
zultati različnih sodobnih genetskih raziskav (na primer 
23andMe, AncestryDNA), da smo na primer potomci 
Vikingov, toliko bolj senzacionalni, čeprav je od takrat 
minilo že več kot tisoč let. Težava torej ni v rezultatih ge-
netskih analiz, temveč v interpretaciji in interpretatorjih 
(v tem primeru medijih ali nas samih), ki kontroverzno 
obračamo besede in pretekle skupine ljudi z razburljivo 
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preteklostjo enačimo z »nami« (Jobling et al. 2016, 145; 
Pohl et al. 2021, 2). 

Ključnega pomena je torej, kdo interpretira rezultate ana-
liz, pri razlagah pa je treba upoštevati interdisciplinarnost 
in tako ustvariti objektiven kontekst, ki upošteva znanja 
različnih disciplin. V tem primeru govorimo o paleoge-
nomiki in arheologiji, vendar bi lahko brez dvoma do-
dali še vsaj zgodovino in lingvistiko. Poleg tega je tre-
ba ustvariti nove standarde za interpretacijo genetskega 
materiala iz preteklosti, kot poskušajo storiti pri projektu 
ERC – HistoGenes (Pohl et al. 2021). Smiselno je pove-
čati obseg raziskav, ki analizirajo večja medgeneracijska 
grobišča oziroma več posameznikov znotraj njih in ne le 
nekaj zanimivih posameznikov, ter iz njih sestaviti celo-
tno zgodbo grobišča. Poleg analiz starodavne DNA in ar-
heološke materialne kulture je primerno vključiti analize 
drugih disciplin, kot na primer antropološke analize ske-
letov in analize stabilnih izotopov, ki dodatno razširijo 
sliko najdišč in so uporabne ne le na človeških ostankih, 
temveč tudi na samih najdbah. 

Na tak način se med seboj povezujejo različne vede, ki 
skupaj zasnujejo raziskovalna vprašanja in nanje celostno 
odgovarjajo. Takšno povezovanje posledično omogoča, 
da pridemo do boljšega konteksta tako analiziranega gro-
bišča kot družbe, ki je bila v njem pokopana (Veeramah 
2018, 85). 

Zaključne misli

Analize starodavne DNA torej niso zgolj posnetek pre-
teklosti, temveč omogočajo vpogled v zgodovino vrst, 
njihov razvoj in izumrtje, z njimi pa lahko opazujemo 
povezave med bitji in mikrobi, ki so bili na Zemlji danes 
ali več deset tisoč (in v nekaterih primerih več sto tisoč) 
let v preteklosti. Glede na velikanski skok in napredek, 
ki ga je veda doživela v zadnjem desetletju, je nemogo-
če predvidevati, kaj vse bomo še lahko analizirali, kako 

daleč nazaj bomo lahko potegnili letnice sekvenciranih 
genomov in koliko vrst bomo še odkrili. Vsekakor pa gre 
za vedo, ki hitro napreduje, z njo pa tudi laboratorijske 
tehnike, ki se hitro razvijajo z željo po čim večji optimi-
zaciji, čim manjši kontaminaciji vzorcev ter uporabi čim 
manj destruktivnih metod vzorčenja. 

Ne glede na velik potencial, ki ga ima veda paleogenomi-
ka za razlaganje naše davne in ne tako davne preteklosti, 
moramo biti pri analizi rezultatov previdni ter, da bi se 
izognili posploševanju ali napačnim tezam, upoštevati 
znanja drugih ved. Le tako lahko skupaj z interdiscipli-
narnim pristopom ustvarimo celosten kontekst najdišč, 
družbe in navsezadnje naše preteklosti. 

Cilj tega prispevka je seznaniti arheološko stroko s tema-
tiko starodavne DNA. Glede na to, da so takšne raziskave 
v porastu in vedno bolj cenovno dostopne, je prav, da tudi 
arheologi poznamo njihove osnove. Več arheologov bo 
razumelo osnove genetskih analiz, ki temeljijo na vzor-
cih z arheoloških najdišč, tem bolje. Tako se izogibamo 
slabi volji ob tem, ko dobimo rezultate, saj razumemo, 
kakšne so omejitve analiz in koliko dela je vloženega v 
vzorce, ki so lahko kontaminirani ali zelo slabo ohranje-
ni. Upam, da se bo vedno več arheologov odločilo anali-
zirati izkopane vzorce z analizami DNA (tudi sedimente, 
ki so lahko več kot izpovedni pri potrjevanju človeških 
in živalskih vrst tam, kjer kostnih ostankov nimamo). Se-
veda pa arheologi od teh študij ne moremo pričakovati 
čudežev, predvsem tam, kjer so kostni ostanki zelo slabo 
ohranjeni. Pri analizi rezultatov pa moramo ohraniti veli-
ko mero objektivnosti in previdnosti. 
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Ancient DNA: A Short Introduction of the Field and its Influence on our 
Understanding of the Past
(Summary)

This paper addresses the relatively new and rapidly 
evolving field of the ancient DNA. One of the biggest 
breakthroughs in the methodologies used, is the use of 
the Next Generation Sequencing (NGS) which allows 
us to sequence a much higher number of the ancient 
DNA sequences. In the past two decades we have thus 
witnessed many discoveries in the evolution of species, 
including a discovery of a new Homo species, the Homo 
denisova, a sister Homo species to the Neanderthals that 
derived from our most common recent ancestor over 
800.000 years ago. 

Ancient DNA, by its definition, is DNA that is fragmen-
ted and, in many cases, severely damaged DNA with the 
fragment length usually lower than 300 base pairs. After 
an organism dies its organic components start to degra-
de, DNA being one of them. We can observe multiple 
damage patterns in the backbone of the DNA helix and 
the chemical composition of the DNA (depurination and 
deamination). These changes affect the fragment length 
and can help us authenticate that we are really dealing 
with ancient DNA, or if we have modern DNA contami-
nation. Subsequently, eliminating the modern contami-
nation from the samples is one of the biggest challenges 
in the field, with many new lab techniques improving the 
detection and reduction of the contamination. This can 
also be achieved with careful sampling and following lab 
protocols in separated and de-contaminated laboratory 
rooms, dedicated to handling only aDNA samples. Best 
samples for ancient DNA analyses include the petrous 
bone (especially the cochlea), tooth roots, sediments, and 
other well-preserved organic materials, which are then 
prepared for DNA extraction; in most cases that means 
bone grinding. Following the DNA extraction is the li-
brary preparation for the NGS and indexing the samples 
with sample-specific barcodes. The indexed samples with 
extracted and fragmented DNA are then amplified using 
the polymerase chain reaction (PCR) but depending on 
the research questions the samples might also be targeted 
with the Capture method (e.g., genomic capture) as well. 
Following different quality controls, the samples are then 

pooled and sent to sequencing. Bioinformatics then take 
care of the sequencing results, using different pipelines, 
designed specifically for ancient DNA analysis. 

Furthermore, the results of the ancient DNA analysis can 
give us answers to our research question which span over 
many different fields and help us better understand our 
past. Evolution of species is one of them, but we can also 
produce and analyse phylogenetic relations between the 
species, dating their origins and diversions back in time, 
including the evolution of different viruses, bacteria, 
animals, and plants. Moreover, ancient DNA can also be 
used to explore adaptation, introgression, and admixture 
of species, including gene flow and genetic drifts. These 
can tell us about the relations between different speci-
es and the mark they left on their descendants. Modern 
population genetics can also be used as a tool to exami-
ne the demographics of different burial sites, producing 
accurate biological sex estimations (specifically useful 
for subadult remains), kinship relations, and ancestry 
analyses. The latter have been especially useful in tra-
cing the migration patterns throughout our history. Sub-
sequently, beside human adaptation, we can also explore 
the adaptation of other species, following our domesti-
cation of animals or cultivation of plants during the past 
millennia. 

Ancient DNA has become a reliable source of informa-
tion about our past and has evolved quickly in the past 
two decades. With new lab techniques and pipelines that 
aim for better optimisation of the sampling processes and 
lab procedures, this field has a lot more to offer in the 
next decades. But with many new studies of our past in 
the field of paleogenomics we must also be careful with 
the interpretation of acquired data. Unfortunately, inter-
pretation of the results can in some cases be simplistic 
and calls for paradigms of the 19th century. That is why 
interdisciplinarity and collaboration between different fi-
elds, like archaeology and paleogenomics is essential for 
thorough analyses of the results, and with it our better 
understanding of the past. 
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