Hadak utjan XX1V. Budapest — Esztergom 2017, 811-817.
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ESET MOLEKULARIS ES MORFOLOGIAI VIZSGALATA
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Absztrakt: A tuberkulozis (tbc) molekularis kutatasa nagy jelentoséggel bir napjainkban is, minden évben
1,5 millio ember hal meg tuberkulozis kovetkeztében. Az utobbi években jelentds mertékben fejlodott a
paleomikrobiologiai diagnosztika a Mycobacterium tuberculosis archaikus DNS kimutatasaban.

A Gyor kiilteriiletén feltart oszteoarcheologiai széria a 10—11. szazadbol szarmazik, a leletmentés soran
217 sir maradvanyait emelték ki a régészek. A morfologiaivizsgalatok soran egy igen erételjes Pott-gibbus-os
eset (187. sir) keriilt feljegyzésre, ennek kapcsan meriilt fel a molekularis vizsgalatok sziikségessége, mint-
egy megerdositéskent a giimokor jelenlétére. A vizsgalatok soran atipusos (borda periostitis, a koponya
belso felszinén endocranidlis elvaltozas) és klasszikus (spondylitis, arthritis), tovabba stresszfaktorok
(hossziicsont periostitis, cribra cranii, cribra orbitalia) jelenlétét is vizsgdltuk. Kordbban az Arpdd-kor-
bol még nem detektaltak molekularis modszerekkel archaikus Mycobacterium DNS-t, jelen esetben a lelet
Jjo megtartasi allapota, illetve a klasszikus tbe-re utalo jelek miatt elvégeztiink paleomikrobiologiai vizsga-
latokat. A modszer megerdsitheti a Mycobacterium tuberculosis DNS jelenlétét a morfologiailag pozitiv
esetekben, tovabba informdciot adhat a csonttani tiineteket nem mutato fertozésekre is. A Mycobacterium
tuberculosis komplex tagjai tartalmaznak egy ismétlodo (repetitiv) elemet, amely 1S6110-kent ismert, ezt
a regiot amplifikaltuk PCR reakcio alkalmazasaval. A molekularis vizsgalati eredmények mindkét minta-
veteli helyen igazoltak a korokozo baktérium DNS jelenlétét, mellyel bizonyitottuk a tuberkulozisfertozést.

A tovabbiakban spoligotyping és szekvenalasi vizsgalatokkal pontosithatjuk, hogy a hogy mely tagja
volt jelen a M. tuberculosis komplexnek volt jelen ebben a torténeti népességben.

A jovobeni vizsgalataink kozott szerepel a teljes temetd paleomikrobiologidra vonatkozo molekularis
genetikai vizsgadlata.

Kulcsszavak: Magyarorszag, 10—11. szazad, aDNS, paleopathologia, csonttuberkulozis, Mycobacterium
tuberculosis komplex

BEVEZETES

A tuberkulozis az egyik legrégebbi fert6z6 beteg-  t6zott lehet, emiatt nagy jelentdséggel bir a tbe
ség, mely pandémids megjelenésii: a WHO becslé-  paleopatologiai és paleomikrobiologiai kutatésa.
sei szerint jelenleg a Fold népességének mintegy A tuberkuloézis kialakulasaért felelos fo baktéri-
30%-a latens Mycobacterium tuberculosis fer-  umfajtak a Mycobacterium tuberculosis, a Myco-
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bacterium bovis és a Mycobacterium africanum.
Ezek mellett a Mycobacterium microti, a Myco-
bacterium canetti, a Mycobacterium caprae €s a
Mycobacterium pinnipedii is a Mycobacterium tu-
berculosis komplex tagjai kozé tartozik.!

Az archaikus DNS-sel folytatott molekularis
biologiai kutatasok hozzajarulnak ahhoz, hogy
mi adatok alapjan tudjuk, hogy tuberkulozis al-
lat vagy/és ember altal kozvetitett formaban (is)
transzmisszal. Az is valdsziniisithetd tény, hogy
a Mycobacterium tuberculosis komplex tagjai
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egy kozos 6stol, a Mycobacterium prototubercu-
losistol szarmaznak, amely egyiitt evolvalodott
az emberiséggel.? A legkorabbi Karpat-meden-
cei molekularis és morfologiai vizsgalatokkal
is alatamasztott adataink a késé neolitikus len-
gyeli és tiszai kultirabol szarmaznak.* Tobb
eddigi paleopatologiai vizsgalati eredmény is ala-
tamasztja, hogy a giim6kor az Arpad-kori népes-
ségekben is jelen volt Magyarorszagon.* Ezeket
a korabbi morfologiai alapt megfigyeléseinket
szeretnénk most molekularis biologiai eszk6zok-
kel is megerdsiteni.

ANYAG ES MODSZEREK

Gyor-Moson-Sopron megye székhelyének kiilte-
rillete Pésdomb, ahol az els6 feltarasokra 1970-
ben keriilt sor Albeker Maria vezetésével. A
feltaras soran kora Arpad-kori temeté keriilt eld
(10—11. szazad). A régészeti leleteket homokba-
nyaszat hozta felszinre, ennek kovetkeztében a le-
16hely egy része elpusztult, s igy jelentds szamu
sir megsemmisiilt.’ A késébbiekben 1970 és 1973
kozott Mesterhazy Karoly vezetésével végeztek
ujabb asatasokat. A feltarasok eredményeként 6sz-
szesen 217 sir keriilt el6, ez becslések szerint a tel-
jes temetd 60%-at teheti ki.®

A temet6t koporsos temetkezés jellemezte, az el-
temetett egyének végtagjait enyhén behajlitottak. A
kora Arpad-kori temetékben szokasos modon a si-
rok csekély szamt mellékletet tartalmaztak, a foként
eziist és bronz koznapi, illetve S-végl karikaéksze-
rek, nyilcsucsok, bronzpantok, fonott eziistgytrik,
gyongyok, valamint vaskések a népesség kozné-
pi temetkezésére utalnak’ Ermét (Salamon-dénart)
csupan egyetlen sir esetén tartak fel a régészek.® A si-
rokbol kis szamban keramiatoredékek is elokertiltek.

A 217 egyénbdl 147 keriilt meghatarozasra (ez
részben a feltarasokat kovetod elkallddas, részben
pedig a megtartasi allapot kdvetkezménye), melyek
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kozott 58 indifferens (ezek foként gyermekek), 49
férfi és 40 né volt elkiilonithetd. A csontszéria
részletes morfologiai és metrikus kozlésére Juhasz
Eleonora szakdolgozataban keriilt sor.’

Jelen tanulmanyban a 187. sirbol szarmazo
egyént kivanjuk részletesebben bemutatni, aki-
nek a gerincoszlopan egy erdteljes Pott-gibbus
volt megfigyelhetd (1. kép 1). Az eset mar a mor-
fologiai vizsgalatok kezdetén feljegyzésre keriilt,
ennek kapcsan meriilt fel a részletesebb morfolo-
giai analizis, illetve molekularis biologiai vizs-
galatok sziikségessége, megerdsitve a betegség
jelenlétét az Arpad-kori népességek korében. A
tobbi csontvaz nem mutatott tuberkuldzisra uta-
16 jellegzetes, azaz ugynevezett tipusos morfolo-
giai elvaltozasokat.

A paleomikrobiologiai kutatasokat morfologiai
vizsgalatok elézték meg a 187. sirszamu adultus-
maturus (36—42 éves) férfi esetében, ahol az er6-
teljes Pott-gibbus mellett tovabbi tuberkulozisra
utal6 elvaltozasokat lehetett megfigyelni, pl. egyes
bordék a gerinc fel6li végiikon Osszecsontosodtak.
A vizsgalatok soran korai (atipusos) €s késdi (tipu-
s0s), tovabba az ugynevezett stresszfaktorok jelen-
1étét is vizsgaltuk.

KOHLER ET AL. 2012; KOHLER ET AL 2013; MASSON ET AL. 2014; POSA ET AL. 2014.
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PALEOMIKROBIOLOGIAI ANALIZIS

A vizsgalatokba a humerust és femurt vontunk be
a csonttani anyagbol. A kontaminacié minimaliza-
lasa érdekében a mintavétel a Magyar Tudomanyos
Akadémia Régészeti Intézete Archeogenetikai La-
boratoriumanak mintavételi helyiségében tortént,
tovabba a vizsgalatok eldkészitése is ott zajlott.
A paleomikrobioldgiai vizsgéalatokra az EURAC
Institute for Mummies and the Iceman bolzanoi
kutatolaboratoriumaban kertilt sor.

A Mycobacterium tuberculosis komplex tag-
jai tartalmaznak egy ismétlodo (repetitiv) elemet,
amely IS6110-ként ismert. Ebben a szekvencidban
talalhato egy 123 bazisparos régio, amely egy pri-
mer par (IS6110F és IS6110R) segitségével felsok-
szorozhato (amplifikalhat6). A vizsgalatok soran
ezt a régiot amplifikaltuk PCR reakcio alkalma-
zaséval.

A DNS extrakcidhoz 250 mg csontport hasz-
naltunk. Az extrakcios elegy 5 ml EDTA-t és 20
ul 20mg/ml Proteinase K-t tartalmazott, keverést
kovetden éjszakara 40°C-on inkubaltuk. A mintak
feliiliszdjahoz 2,5 ml koto puffert és 100 pl szilika
szuszpenziot adtunk a DNS megkotése érdekében,
ezt kovetden 3 oran keresztiil inkubaltuk. A DNS
kivonast a Nadin Rohland-féle protokoll alapjan
végeztiik, kisebb modositasokkal.?

Az amplifikaciéhoz hot-start PCR-t alkalmaz-
tunk. A PCR reakcioelegy a kovetkezoket tartalmaz-
ta: 10 mM TRIS-HCI (pH 8.3), 50 mM KClI, 1.875
mM MgCl,, 200 pM mindegyik dezoxinukleotid
trifoszfatbol, 0,5 uM mindkét primerbdl, 0,1 mg/
ml BSA-t, 0,05 U/ul AmpliTaq Gold-ot (Amplied
Biosystems, Foster City, CA, USA) és 2 ul a kinyert
DNS-bdl, a végso térfogat 20 pl.

EREDMENYEK ES MEGVITATAS

Az elsodleges molekularis vizsgalatokba a 187.
sirban talalhaté individuumot vontuk be, hogy
megerdsitsiik a mycobacterialis fertézés jelenlétét
ebben az Arpad-kori temetSben.

A GyOr-Posdomb leldhely 187. sirjabol szar-
maz6 36-42 éves (adultus-maturus) férfi kopo-
nyaja nem mutatott tbc-re utald koros elvaltozast.
Azonban a postcranialis csontokon tobb morfo-
logiai 1€zi6 volt megfigyelhetd; csonthartyagyul-
ladas (periostitis) nyomai a bordakon (I. kép 2),
a combcsontokon (femur), a sipcsontokon (tibia)
¢és a kulcscsontok sternum (szegycsont) fel6li vé-
gén. A jobb oldali 6-7-es bordak a gerinc felo-
li végiikon 0Osszecsontosodtak. Mindkét facies
auricularis esetében megfigyelhetd a gyulladasos
elvaltozas, azonban a sacrum bal oldalan erdtelje-

100 ROHLAND ET AL. 2009.

sebb (/. kép 3). A gerincoszlopon megfigyelhetd
jellegzetes csigolya elvaltozas, amely a vizsgala-
tok aktualitasat adta, s amelyet a szakirodalom
Pott-gibbus néven emlit, elérehaladott tbc-re utal,
ahol a thoracalis 4-9-es csigolyak Osszeroppa-
nasa, illetve Osszecsontosodasa figyelheté meg
(1. kép 1).

A molekularis vizsgalatok alapjan mind a kar-
csontbdl, mind a combcsontbdl vett mintak ese-
tében pozitiv eredményt kaptunk a korokozod
baktérium DNS jelenlétére, mellyel bizonyitot-
tuk a tuberkulozissal tortént fertézést. Azok a ti-
pizalé vizsgalatok, amelyek valaszt adhatnak
azon kérdéseinkre, hogy mely tagja volt jelen a
Mycobacterium tuberculosis komplexnek ebben a
népességben, jelenleg is folyamatban vannak.
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KOVETKEZTETESEK

A kora Arpad-kori temetSkben ez volt az elsé al-
kalom, hogy a tuberkulozisfertdzés jelenlétét mo-
lekuléaris diagnosztika segitségével vizsgaltuk,
melynek soran sikeresen izolaltuk a DNS-t az
adott mintavételi helyekrdl.

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, az M. tu-
berculosis komplex mely tagja fertézte meg a vizsgalt

egyéneket, tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges.
Ezek a Kamerbeek és munkatarsai altal leirt spoligit-
yping metodussal jelenleg is folyamatban vannak."

Jovobeni terveink kdzott szerepel a teljes teme-
t6 vizsgalata annak érdekében, hogy ravilagitsunk
az ide temetkez$ Arpad-kori népesség fertézottsé-
gének a mértékére.
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IRODALOM

ALBEKER 1970: Albeker M: Gyodr-Pésdomb
(Nr. 105). Régészeti Fiizetek Ser 1. No. 23
(1970) 64.

ALBEKER 1970a: Albeker M: Gyo6r-Posdomb.
Archaeologiai Ertesité 97 (1970) 316.

BRroscH ET AL. 2002: Brosch, R. — Gordon, S. V. —
Marmiesse, M. — Brodin, P. — Buchrieser, C.
— Eiglmeier, K. — Garnier, T. — Gutierrez, C. —
Hewinson, G. — Kremer, K. — Parsons, L. M.
— Pym, A. S. — Samper, S. — van Soolingen,
D. — Cole, S. T.: A new evolutionary scenario
for the Mycobacterium tuberculosis complex.
Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 99:6
(2002) 3684-3689.

COLE ET AL. 1998: Cole, S. T. — Brosch, R. — Parkh-

ill, J. — Garnier, T. — Churcher, C. — Harris, D. —
Gordon, S. V. — Eiglmeier, K. — Gas, S. — Barry,
C. E. —Tekaia, F. — Badcock, — K. — Basham, D.
—Brown, D. — Chillingworth, T. — Connor, R. —
Davies, R. —Devlin, K. — Feltwell, T. — Gentles,
S. — Hamlin, N. — Holroyd, S. — Hornsby, T. —
Jagels, K. — Krogh, A. — McLean, J. — Moule,
S. — Murphy, L. — Oliver, K. — Osborne, J. —
Quail, M. A. —Rajandream, M. A. — Rogers, J.

I KAMERBEEK ET AL. 1997.

—Rutter, S. — Seeger, K. — Skelton, J. — Squares,
R. —Squares, S. — Sulston, J. E. — Taylor, K. —
Whitehead, S. — Barrell, B. G.: Deciphering the
biology of Mycobacterium tuberculosis from
the complete genome sequence. Nature 393
(1998) 537-544.

DAviD 1970: David L: Jelentés a Gyor-Sopron
megyei muzeumi szervezet 1969. évi miko-
désérdl. Arrabona 12 (1970) 391-406.

DAviD 1971: David L: Jelentés a Gyor-Sopron
megyei muzeumi szervezet 1970. évi miko-
désérol. Arrabona 13 (1971) 505-517.

DAviD 1972: David L: Jelentés a Gyor-Sopron
megyei muzeumi szervezet 1971. évi miko-
désérdl. Arrabona 14 (1972) 435—451.

DONOGHUE 2009: Donoghue, H. D.. Human
tuberculosis —an ancient disease, as elucidated
by ancient microbial biomolecules. Microbes
Infect 11 2009) 1156-1162.
https://doi.org/10.1016/j.micinf.2009.08.008

EVINGER ET AL. 2011: Evinger, S. — Bernert, Zs. —
Fothi, E. — Wolff, K. — Kévari, 1. — Marcsik,
A. — Donoghue, H. D. — O’Grady, J. — Kiss,
K. K. — Hajdu, T.: New skeletal tuberculosis
cases in past populations from Western Hun-
gary (Transdanubia). HOMO-Journal of



https://doi.org/10.1016/j.micinf.2009.08.008

Egy Arpdad-kori temetében fellelt Pott-gibbusos eset molekuldris és morfoldgiai vizsgdlata 815

Comparative Human Biology 62:3 (2011)
165-83.

FARKAS—MARCSIK 1996: Farkas L. Gy. — Marcsik
A.: Opusztaszer-Monostor leléhely csontva-
zain megfigyelhetd paleopatolégiai elvaltoza-
sok. In: Honfoglalé magyarsdg, Arpad-kori
magyarsag. Szerk.: Farkas Gy. — Molnar E. —
Palfi Gy. Szeged 1996, 251-264.

JunAsz 1999: Juhasz E.: Metodikai tanulmany
Gyor-Posdomb 10-11. szdazadi temetdjének
embertani anyagan. Szakdolgozat. Budapest
1999.

KAMERBEEK ET AL. 1997: Kamerbeek, J. —
Schouls, L. — Kolk, A. — van Agterveld, M. —
van Soolingen, D.— Kuijper, S. — Bunschoten,
A. — Molhuizen, H. — Shaw, R. — Goyal, M.
— van Embden, J.: Simultaneous detection
and strain differentiation of Mycobacterium
tuberculosis for diagnosis and epidemiology.
Journal of Clinical Microbiology 35:4 (1997)
907-914.

KOHLER ET AL. 2013: Kohler, K. — Mende, B. G.
— Posa, A.: The Emergence of Tuberculo-
sis in Late Neolithic Transdanubia. Hun-
garian Archaeology, Summer 2013, http:/
www.hungarianarchaeology.hu/wp-content/
uploads/2013/08/eng Kohler 13nyl.pdf

KOHLER ET AL. 2012: Kohler, K. — Palfi, Gy. — Mol-
nar, E. — Zalai-Gadl, 1. — Osztas, A. — Banffy,

E. — Kirino, K. — Kiss, K. K. — Mende, B. G.:
A Late Neolithic case of Pott’s disease from

Hungary. International Journal of Osteoar-
chaeology 2012. https://doi.org/10.1002/0a.2254
MASSON ET AL. 2013: Masson, M. — Molnar, E.

— Donoghue, H. D. — Besra, G. S. — Minni-
kin, D. E. — Wu, H. H. T. — Lee, O. Y-C. —
Bull, I. D. — Palfi, Gy.: Osteological and Bio-
molecular Evidence of a 7000-Year-Old Case
of Hypertrophic Pulmonary Osteopathy Sec-
ondary to Tuberculosis from Neolithic Hun-
gary. PlosOne 2013. https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0078252

MESTERHAZY 1974 Mesterhazy K.. Gyor-
Posdomb (Nr. 132). Régeszeti Fiizetek Ser 1.
No. 27 (1974) 73.

PoOsa ET AL. 2015: Posa, A. — Maixner, F. — Mende,
B. G. — Koéhler, K. — Sola, C. — Dutour, O. —
Masson, M. — Molnar, E. — Palfi, G. — Zink,
A.: Tuberculosis in Late Neolithic-Early
Copper Age human skeletal remains from
Hungary. Tuberculosis 95 (Suppl 1) S18—
S22. https://doi.org/10.1016/}.tube.2015.02.011

RoHLAND ET AL. 2009: Rohland, N. — Siedel,

H. — Hofteiter, M.: A rapid column-based
ancient DNA extraction method for increased sample
throughput.  Molecular ~ Ecology  Resources
2009 November (2009).
https://doi.org/10.1111/1.1755-0998.2009.02824.x

WHO REeroRrT 2011: World Health Organization:
Global tuberculosis control: surveillance,
planning, financing. WHO Report. Geneva
2011.



http://www.hungarianarchaeology.hu/wp-content/
http://www.hungarianarchaeology.hu/wp-content/
https://doi.org/10.1002/oa.2254
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0078252
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0078252
https://doi.org/10.1016/j.tube.2015.02.011
https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02824.x

816 POSA ANNAMARIA ET AL.

MOLECULAR AND MORPHOLOGICAL CASE OF POTT’S DISEASE FROM THE ARPADIAN AGE

It is well known that tuberculosis (TB) causes 1.5 million deaths every year and a significant proportion
of the world’s total population was infected with Mycobacterium tuberculosis. These facts give a great
importance to paleopathological TB research too. Due to recent development of macroscopic and molec-
ular diagnostic methods in paleopathology and paleomicrobiology, molecular methods for the detection
of Mycobacterial ancient DNA (aDNA) have also developed considerably in the last few years.

In the osteoarchaeological series of Gyor-Posdomb from the 10th—11th century (western Hungary),
which has already been the subject of preliminary paleopathological studies on TB-related bone lesions,
an interesting case with Pott’s disease (Grave No. 187) was detected. The total graveyard contains 217
individuals. The skeletal material of this cemetery was chosen for the macromorphological investigation
which focused both on classical/advanced (tuberculous spondylitis, tuberculous arthritis) stage skeletal
TB alterations and atypical/early-stage TB lesions (rib lesions, superficial vertebral changes, endocranial
alterations, early-stage spondylodiscitis). In addition, the association of possible stress factors (long bone
periostitis, cribra orbitalia, cribra cranii) was also considered. Earlier some cases had been detected from
Roman-period Pannonia and from the Avar period by macromorphological methods.

Paleomicrobiological analysis was used to study the presence of Mycobacterium tuberculosis DNA
both in morphologically positive and negative cases. Samples were examined for the repetitive element
IS6110 in the M. tuberculosis complex (MTBC). Molecular biological results confirmed TB infection,
Mycobacterial DNA was detected in both samples.

The currently ongoing spoligotyping and sequencing can give a more accurate picture of the infec-
tion by different MTBC pathogens. Our future aims include the examination of the total series of Gy0r-
P6sdomb so that we can clarify the degree of infection in this era.
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1. kép. 1: A Gydr-Posdombon (187. sir, férfi) elékeriilt Pott-gibbus-os eset; 2: Bordaperiostitis, 3: Sacroielitis

Fig. 1. I: The case of Pott’s disease was found from the site of Gyor-Posdomb (Grave 187, male); 2: Rib
perisostits; 3: Sacroielitis





