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Roviditések jegyzéke :

Acquired Immune Deficiency Syndrome — AIDS
archaikus DNS — aDNS

Bacillus Calmette-Guerin vaccine — BCG véddoltas
bazispar — bp

bidesztillalt viz — ddH20

Bovine Serum Albumin — BSA

citozin—C

computer tomografia — CT
dezoxynukleotid-trifoszfatot — dNTP
dezoxyribonukleaz — DNaz
dezoxyribonukleinsav — DNS
didezoxynukleotid-trifoszfatot — ddNTP

direkt repeat — DR

Emberi Erréforrasok Minisztériuma Egészségiigyért Felelés Allamtitkarsaga —
EMMI EFA

etanol — EtOH

etilén-diamid-tetraecetsav — EDTA

extensively drug-resistant, kiterjedten drogrezisztens — XDR
Guanidinium tiocianat — GUSCN

guanin — G

heat shock protein, hdsokk fehérjék — hsp (hsp65)

hidrogén-klorid — HCI

“ A latin elnevezéseket egységesen, doltre szedetten tiintettem fel a disszertaciomban.
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High  Performance Liquid Chromatography, High Pressure Liquid
Chromatography, magas teljesitményli folyadék kromatografia — HPLC

Human Immundeficiencia Virusa — HIV
inszercios szekvencia — IS

isoniacidra — INH

kalium-klorid — KCI

lipoarabinomannan — LAM

magnézium-klorid — MgCl;
multidrug-resistant, multirog rezisztens — MDR

Mycobacteria Other Than Tuberculosis, nem tuberkuloid Mycobacterium (Non-
tuberculous Mycobacterium) — MOTT, NTM

Mycobacterium bovis —M. bovis
Mycobacterium tuberculosis — M. tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis komplex — MTBC
natrium-acetat — Na-acetat

natrium-hidroxid — NaOH

natrium-klorid — NaCl

Next-generation sequencing -NGS

Polymerase Chain Reaction, polimeraz lanc-reakci6 — PCR
ribonukleaz — RNaz

rifampicinre — RMP

szilicium-dioxid — SiO2

Tris-EDTA-TE

Tris-hidrogén-klorid— Tris/HCI
Trisz-(hidroximetil)-amino-metan — Tris

tuberkuldzis — thc




ultraibolya, ultraviola sugarzas — UV
Whole Genome Sequencing — WGS
World Health Organization - WHO

Ziehl-Neelsen festés — ZN festés




1 Bevezetés

1.1 A tuberkulozis epidemiologiaja és paleoepidemiologiaja

A human tuberkulézis az ember egyik legrégebben ismert fert6zé megbetegedése
(Ortner, 2003; Gutierrez et al, 2005; Hershkovitz et al, 2008; Donoghue, 2009; Baker et
al, 2015; Donoghue et al, 2015; Palfi et al, 2015), ugyanakkor a megbetegedések szama
napjainkban is nagy méreteket oIt (WHO, 2016). A tuberkulézis pandémias
megjelenésii, a WHO becslései szerint jelenleg a Fold népességének mintegy 30%-a
latens Mycobacterium tuberculosis hordozo lehet. Emiatt, és a tényleges
megbetegedések, ill. a halalesetek magas szama miatt a tbc kutatas rendkiviil nagy
jelentdséggel bir. A latens kolonizaltak magas aranya azt jelenti, hogy globalis szinten
nagyon sok egyén ¢l mycobacteriumokkal a szervezetében anélkiil, hogy kifejezett,
jellegzetes tiinetet is mutatna. Korunkban a Mycobacterium tuberculosis a fert6zott
egyének esetében altalaban maximum 10%-nal okozhat aktiv betegséget, foként
azoknal, akik alacsony szintli immunitdssal rendelkeznek (gyermekek, iddsek, egyéb
betegség altal legyengiilt immunrendszert, ill. alultaplalt emberek). A legérintettebbek
az AIDS betegek és a hajléktalanok, utobbiak a tarsadalom peremén él6 emberek,
akiknek nincs lehetdségiik a betegség kezelésére (Smith, 2003, Figueroa-Munoz és
Ramon-Pardo, 2008). A WHO 2016-0s tbc-jelentése alapjan 2015-ben 10,4 milli¢ volt a
bejelentett Uj tbc-s esetek szama vilagszerte (1. abra), ebbdl 5,9 millio férfi, 3,5 millio
n6 és 1 millié gyermek, koziilik 480.000-en multidrog rezisztens mycobacteriumokkal
fertézottek (MDR)T,

T A multirog rezisztens mycobacteriumok esetében rezisztencia all fent isoniacidra (INH) és
rifampicinre (RMP). Még nagyobb problémat jelent, hogy a Kkiterjedten drogrezisztens (XDR)
tuberkulozis esetében rezisztencia all fent isoniacidra és rifampicinre, tovabba barmely fluorokinolonra és
masod vonalbeli szerre (pl.: amikacin, kanamycin, vagy capreomycin) is.
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Estimated TB incidence rates, 2015
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1. abra: A tbc becsiilt incidencia térképe 2015-ben a WHO felmérései szerint

(http://lwww.who.int/tb/publications/global_report/en/).

A 2015-6s adatok alapjan tudjuk, hogy abban az évben 1,8 milli6 beteg halalozott
el thc-ben vilagszerte. Kozottik még mindig magas szamban, Osszesen 0,4 millio
esetben fordult el6 Mycobacterium okozta halaleset HIV fert6zottek korében, ez a
tendencia enyhe csokkenést mutat az e€l6z6 évekhez képest, de ma is aggasztéan magas
érték (WHO, 2016). Az adatokat valamelyest javitja az a tény, hogy a fejlett vilag
orszagaiban kezelik az AIDS-betegeket, de pl.: Fekete-Afrika teriiletén ma is nagyon
stlyos a helyzet (2. abra). A HIV fert6zottek esetében 21-34-szer nagyobb a kockazata
annak, hogy az egyén Mycobacterium sp.-vel fertézodik, mint a HIV fert6zésmentes
tarsaiknak. Az Ujonnan regisztralt tbc-s betegek 11%-a, azaz 1,2 milli6 ember HIV
fertézott (WHO, 2016). A HIV-vel fertézottek korében gyakran a Mycobacterium
avium és a Mycobacterium kansasii okoz granulomas fert6zést (pl.: tido, vese, agy), a
legyengiilt immunrendszeriik miatt, ezt atipikus fertézésnek nevezik (Johnson és Odell,

2014).




AlDS-related deaths in Sub-Saharan Africa, 2013
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2. abra: Az AIDS-vel osszefiiggésbe hozhato elhalalozasok aranya Fekete-Afrika teriiletén 2013-

ban (http://www.avert.org/professionals/hiv-around-world/sub-saharan-africa/overview).

A magyarorszagi Emberi Err6forrasok Minisztériuma Egészségiigyért FelelOs
Allamtitkarsaga (EMMI EFA, kordbban Egészségiigyi Minisztérium) szakmai
Osszefoglaloja egyéb hajlamositd tényezoket is jegyez a betegség kialakulasara. llyen
tényezok: alkoholfiiggdség, kabitoszerfliggdség vagy fogyasztas, ill. szdmos betegség
kovetkeztében is kialalkulhat a tbc: diabetes mellitus, silicosis, a fej és a nyaki régio
malignus betegsége, hematologiai megbetegedések, zsugorvese, gastrectomia utani
allapot, kronikus malabszorpcids-szindroma, leromlott 4ltalanos 4llapot vagy
intesztinalis bypass, szervtranszplantacid utani allapot, Kortikoszteroid- vagy
immunoszuppresziv kezelés. Tovabba bizonyitottd valt, hogy a betegségre vald hajlam
mogott genetikai hattér is megfigyelhetd, egyes szinesbdrli népcsoportok, mint az
eszkimok, negridek, ill. filippinok nagyobb gyakorisaggal fert6z6dnek meg, mint
fehérbOrti  tarsaik (TiudOgyogyaszati Szakmai Kollégium: Az Egészségligyi
Minisztérium szakmai protokollja a Tuberkulézisrdl (1. médositott valtozat) 2011; Az
Emberi Eréforrasok Minisztériuma Egészségiigyért Felelés Allamtitkarsaganak

terapiajarol és gondozasarol 2015).

Hazankban a tuberkuldzis régen népbetegségnek szamitott. A XIX-XX. szdzad
forduldjan, majd a XX. szazad elsé felében morbus hungaricus-nak is nevezték a

betegséget. Gybry Tibor monografidja alapjan tudjuk, hogy a morbus hungaricus
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kifejezést, melyet ma is a tbc szinonimajaként hasznalunk, a XVI-XVIII. szazad kozott
még egy masik betegség, a kiiitéses tifusz megnevezésére hasznaltak (Gyory, Morbus
hungaricus, 1900). Orvostorténeti forrasok szerint a betegség a XIX. szazad soran
fokozatosan egyre tobb ember betegségét/halalat okozta hazankban. Magyarorszagon az
ujkori varosiasodassal lobbant fel a tbe, és a XIX. szazad utols6 évtizedeiben mar
népbetegségnek szamitott. Kapronczay tanulmanyai szerint statisztikailag az 1850-es
évektdl lehet nyomon kovetni. Az elsé hiteles pesti statisztika szerint 1849-ben Pesten
700 thc-halaleset fordult el6, ez megkdzelitdleg az dsszlakossag halandosaganak 12,5%-
a volt. 1883-ban mar a teljes halanddsag 25%-at kitevé 3182 giimOkoros halaleset
fordult el6 (Budapesten). Koranyi Frigyes szerint Magyarorszagon 1894-ben mar
Osszesen 66 ezren haltak meg thc-ben, a tuberkuldzisban megbetegedettek szamat 400
ezerre becsiilték. Egyes budapesti peremkeriiletekben a lakossag 45%-a volt tbc-
megbetegedett. Ezekben az években ragadt ra a morbus hungaricus elnevezés a
betegségre, ¢és ekkor javasoltdk, hogy a szegény sorsu tbc-sekrél az allam
gondoskodjon, ill. megfelel6 szanatoriumokat és gyogykezelé haldzatot épitsenek ki. A
Czigler Gyd6z0 altal tervezett Erzsébet Kiralyné Szanatorium (ma: Orszdgos Koranyi

Tbc és Pulmonologiai Intézet) 1901-ben nyitotta meg kapuit (Kapronczay, 2010).

A magyarorszadgi tbc megbetegedések aranya még a Il. vildghaboru utani
1doszakban is jelentds volt, javulas csak a hatdsos gyogyszerek és a betegség ellen
iranyul6 intézményrendszerek megjelenését kovetden volt megfigyelhetd. A 2015-6s
évi magyarorszagi adatok 905 bejelentett uj esetet tartottak szamon, ahol
bakterilogiailag 402 esetben igazoltak a fertézést (Koranyi Bulletin, 2016). A fent
emlitett adatok esetében a betegek kétharmada férfi, egyharmada né volt, és 94%-ban
tidotuberkulozis volt megallapithatd, a csonttuberkuldzis jelenléte elenyészd volt a
betegek kozott. Magyarorszagra is jellemz6, hogy az 1953-ban bevezetett, és kotelezéen
beadando ujsziildttkori BCG oltasnak koszonhetden a gyermekek kozott rendkiviili
mértékben lecsokkent a megbetegedések szama. A betegség megjelenése férfiak
esetében a 30 és 59 éves kor kozotti korcsoportra jellemz6, mig néknél inkabb a kor
elérehaladtaval figyelhetd meg (Tiudégyogyadszati Szakmai Kollégium: Az
Egészségiigyi Minisztérium szakmai protokollja a Tuberkulézisrol (1. moddositott

valtozat) 2011; Az Emberi Erdforrasok Minisztériuma Egészségiigyért Felelos
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crer

diagnosztikdjardl, terapidjarol és gondozéasardl 2015). Dr Szarka Ildikdé pulmonologus,
gondozovezetd foorvos szobeli kozlése alapjan a magyarorszagi tbc megbetegedések
szama jelentdsen csokkent az elmult évek soran (3. abra). Ezt a WHO adatai is
alatamasztjak.

i

3

20
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3. abra: A tbc elé6fordulasi rataja Magyarorszagon 100.000 fore vetitve

(http://lwww.who.int/tb/publications/global_report/en/).

Napjainkban a legfontosabb, tuberkulézis kialakulasaért felelés speciesek: a
Mycobacterium tuberculosis, ill. a Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum és
a Mycobacterium canetti. Ezek mellett a foként allatokat fert6z6 fajok - Mycobacterium
microti (pocok, cickany), Mycobacterium caprae (kecske, szarvas) és Mycobacterium
pinnipedii (foka) - is a Mycobacterium tuberculosis komplex tagjai kozé tartoznak,
mivel kisebb gyakorisdggal emberben is kivalthatnak giimdkoros megbetegedést
(Brosch et al, 2002; Smith, 2006; Gordon és Behr, 2015). Szamos Mycobacterium sp.
fordul el6 a kornyezetiinkben, de a Mycobacterium tuberculosis komplex tagjai kozott
talalhat6 a legtobb aerob, obligat patogén (Brites et al, 2015; Domogalla et al, 2013;
Donoghue, 2008; Holloway et al, 2011; Mandi, 2013; Miiller et al, 2014). Az aktiv
tido-tbc talajan a megbetegedettek 3-5%-nal fejlédhet ki csonttuberkuldzis, amely
lathaté nyomot hagy a csontokon is. A modern medicindban a csont-iziileti tbc egy a
giim6koér nagyszamu tipusa/lokalizacidja koziil, a paleopatologia szamara azonban
hatvanyozott jelentdséggel bir. Altalaban a viszonylag specifikusnak mondhato
vazrendszeri tbe-tiinetek alapjan ismerhetjiik fel a betegség multbeli eléforduldsat, és
becsiilhetjiik meg a tbe pusztitasanak aranyait a régi emberi kozosségekben. Mindehhez

a régi csontvazmaradvanyok alapos, morfoldgiai tanulmanyozasa sziikséges (melyekrol
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a dolgozat késébbi, paleopatologiai vonatkozasu fejezeteiben, illetve néhany
esettanulmany kapcsan tovabbi informdaciokkal is szolgalunk). Néhany betegség
azonban a tbc-hez hasonl6 elvaltozast okozhat a vazrendszeren, ilyen pl. a ,,morfolédgiai
mimikriként” ismert brucellozis, de olykor traumas elvaltozasok (kiilondsen poszt-
traumas infekcioval parosulva), ill. mas fert6z6 betegségek is hasonld csonttani
tiineteket okozhatnak (Resnick és Niwayama, 1995; Ortner, 1999, 2003). Ha a
morfoldgiai elvaltozasok nem egyértelmiiek, vagy nem lathatok, paleopatoldgiai
vizsgalatok esetében a DNS vizsgalatok igazolhatjak a fertézottséget (Zink et al, 2001,
Donoghue et al, 2005; Raff et al, 2006; Donoghue, 2009; Nerlich et al, 2009). Ez
indokolja az un. paleomikrobiologiai kutatdsok alkalmazasat, tovabbi fejlesztését

(Donoghue, 2008).

Alapos ismeretek sziikségesek a tbc paleoepidemiologidjardl, azaz a glimdkoros
megbetegedés és az annak hatterében allo mycobacterialis fert6zés(ek) multbeli
gyakorisadgarol és egyéb jarvanytani jellemzdirdl, tovabba a fert6z6 agens(ek) evolucios
potencidljarél, annak érdekében, hogy a mar meglévd ismereteinkre épitkezve, tovabbi
kutatasok segitségével, kozvetve a kor megfékezéséhez is hozzajarulhassunk. Az
emberiség még tobb informaciét nyerhet, ha a komplex kutatidsok a betegség
torténetének korabbi iddszakaira is megfeleléen fokuszalnak. Ezekrdl a korszakokrol a
hagyomanyos paleopatologiai és a paleomikrobioldgiai vizsgalatok egyiittesen adhatnak
bdvebb informaciot az asatag vagy mumifikalédott human maradvanyok vizsgalataval.
Az archaikus DNS-sel folytatott molekularis biologiai kutatasok hozzajarulnak ahhoz,

hogy jobban megérthessiik a patogének evoluciogjat is (Palfi et al, 1999, 2015).

1.2 A Mycobacterium tuberculosis komplex jellemzéi

A giimdkort okozo baktériumot 1882-ben Robert Koch* német orvos-

mikrobiologus irta le, igy Koch-bacillus néven is ismert. Kis palcika alakd (2-4 pm

t Koch a felfedezéséért 1905-ben Nobel-dijat kapott. A felfedezés 1882. marcius 24-i ddtumanak

emlékére marcius 24. a tbe elleni kiizdelem vilagnapja.
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hosszl és 0,2-0,5 um széles), obligat, aerob baktérium, mely rendkiviil lassan osztodik

és kizardlag a gazdaban képes szaporodni (4. abra).

4. abra: Mycobacterium tuberculosis 15549-szeres szkenning-elektronmikroszkopos, szinezett
képe
(http://www.microbiologyinpictures.com/bacteria%20photos/mycobacterium%o20tuberculosis%o
20photos/MYTU20.html).

A Mycobacterium tuberculosis komplexbe (Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium  bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canetti,
Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae és Mycobacterium pinnipedii) sorolt,
egymassal kozeli rokon baktériumfajok/alfajok felelések az emberben és mas
emlésokben kialakuld tbc betegségért. A tovabbi lehetséges humanpatogén
mycobacteriumokat Mycobacteria Other Than Tuberculosis (MOTT), vagy régebbi
neviikon atipusos, nem tuberkuloid Mycobacterium-ként (NTM) csoportositjuk. A
Mycobacterium tuberculosis komplex tobbi tagjahoz hasonléan a M. tuberculosis
szamos fertdtlenitdszernek ellendll, sporat, tokot nem képez, alapvetéen Gram-
pozitiv sejtfallal rendelkezik (bar, Gram szerint nem besorolhato), kiils6 membrannal
nem, komplex sejtfallal (5. abra) viszont rendelkez6é baktérium (Ryan és Ray, 2004;
Mandi, 2013).
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5. abra: Mycobacterium tuberculosis sejtfalanak felépitése (az abran talilhaté jelolések

magyarazatra a szovegben) (Karakousis et al, 2004).

A korokozo sejtfalanak f6 alkotoeleme a lipoarabinomannan (LAM) (5. abra D),
amely hasonld6 a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharid rétegéhez. A
palzamembranon (5. dbra A) helyezkedik el a peptidoglikan (5. dbra B), ehhez a
réteghez kapcsolodnak az elagazodo arabinogalaktan molekuldk (5. abra C). Ezekhez
kapcsolodik észter kotéssel a nagymolekula tdmegti hidrofob mykolsav (5. abra F), a
nagy szénatomszami molekulakhoz pedig a felszini glikolipid molekulak (5. abra G)
kotnek. Ezen kiviil szamos fehérje (5. abra E) kotddik a plazmamebranba meriilve, ill. a
felszinéhez kototten. A Mycobacterium sejtfalanak szerkezetébdl kovetkezik azon
tulajdonsaga, hogy a jelenlévd lipidekben gazdag sejtfala miatt felszine hidrofob, ill.
rendkiviil ellenall6 a savnak és az alkoholnak. A festddésének (Ziehl-Neelsen festés)

menete is ezzel fiigg Ossze, hiszen a festékek is nagyon nehezen diffunddlnak at a
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szerkezetén, igy ha egyszer bejutottak, akkor a sav vagy alkohol sem képes kimosni

Oket onnan (Karakousis et al, 2004).

A tuberkulézis-fertézés patogenezisét tekintve a korokozo cseppfertézés utjan
keriil a tiidébe, ahol az alveolaris makrofagok bekebelezik. A M. tuberculosis
emldsokben a vastag sejtfalanak koszonhetden €l tal és képes szaporodni, kikeriilve a
gazda immunrendszerét. A baktériumok gatoljadk a fagolizoszoma kialakulasat és
kozben intracellularisan a makrofagokban szaporodnak. A koérokozok altal fert6zott
makrofagok elpusztulnak, majd a mikrébak kiszabadulnak ¢és twjabb makrofagokat
fertdznek meg, ezzel felforgatva a sejt-medialt immunvéalaszt. Tehat a fertdzés terjedése
a makrofagok kozvetitésével torténik, a Dbaktériumok eljutnak a periférids
nyirokcsomodkba, majd a véraram altal mas szervekbe pl.: csontvel6be, 1épbe, vesébe,

csontokba és kozponti idegrendszerbe is (Ryan és Ray, 2004).

1.3 A Mycobacterium tuberculosis evolicioja

Cole és munkatarsainak koszonhetéen a M. tuberculosis legjobban ismert,
laboratoriumi kutatasokra hasznalt un. Ha7Rv térzsének genomja 1998 ota ismert, és azt
is tudjuk, hogy az 4.411.529 bp és 4000 génbdl all (Cole et al, 1998). A genetikai és a
paleopatologiai tudomanyteriileteken dolgozo kutatok sokaig ugy tartottak, hogy a M.
tuberculosis a Mycobacterium  bovis-bol alakult ki, a szarvasmarhafélék
domesztikaciojat kovetden, ill. annak kovetkeztében, s fertézte meg fokozatosan a
késobbi emberi populaciokat (pl.: Cockburn, 1963; Ortner, 1999). Ez a hipotézis
egészen a kétezres évek elejéig tartotta magat, ekkor azonban a molekularis genetikai
kutatasok eredményei tobb tanulmanyban is ravilagitottak arra, hogy a Mycobacterium
tuberculosis 6sibb faj, mint a M. bovis (pl.: Brosch, 2002; Filliol et al, 2006; Hershberg
et al, 2008), igy a gimoOkoros megbetegedés elsédleges korokozoja nem a
szarvasmarha-félék  haziasitasa soran, ill. kovetkeztében Kkeriilt a human
gazdaszervezetbe. Egy 2008-as komplex paleopatoldgiai-paleomikrobiologiai
tanulmany a Kozel-Keletr6l szdrmazd (Atlit Yam, Izrael), mintegy 9000 éves humén

leletek elemzésén keresztiil igazolja a betegség korai el6fordulasat, és ravilagit arra,
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hogy a fert6z6 agens mar jelen volt a szarvasmarha haziasitasa idején is (Hershkovitz et
al, 2008). Ugyan az Atlit Yam-i 9 évezredes tbc rendkiviil régi, azonban mégsem
cafolja még egyértelmiien az emlitett ,,domesztikacios elméletet”. A kozelmultban
felfedezett sziriai (Dja’de el Mughara leldhelyrdl szarmazd), tobb mint tizezer €ves
paleopatologiai  tuberkuldzisos esetnél azonban a kormeghatirozas és az
archeologiai/archeozooldgiai kontextus egyértelmiien domesztikacio el6tti fertézést
jeleznek (Dutour et al, 2010; Baker et al, 2015). A disszertaciomban leirt,
magyarorszagi  neolitikum  korszakabol —szarmazo két temet6 a  fentebb
megfogalmazottak miatt is nagy jelentdséggel bir, mivel igazolni tudtuk a megbetegedés

i1l. fert6zottség eléfordulasat a két leléhelyen eltemetett neolit kori népességben.

Tudjuk, hogy tuberkulozis allat-, vagy ember altal kozvetitett formaban terjed. Az
is valosziniisithet6, hogy a Mycobacterium tuberculosis komplex tagjai egy k6zos 6stol
(6. abra), az egyes szerzOk altal Mycobacterium prototuberculosis-nak nevezett
formabol szarmazhatnak (Brosch et al, 2002; Weber doktori disszertacio, 2013), amely
sok szerz0 szerint egyiitt evolvalodhatott az emberiséggel (Camus et al, 2002; Gutierrez
et al, 2005; Brisse et al, 2006; Wirth et al, 2008; Weber doktori disszertacio, 2013;
Comas et al, 2013; Bos et al, 2014; Boritsch et al, 2014, Donoghue, 2017). A koz6s-6s
M. tuberculosis megjelenésének konkrét idejérél (pl.: Comas et al, 2013; Bos et al,
2014).
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1.4 A paleopatologiai diagnosztikai modszerek

A tuberkulozis  kialakulasaért felelés baktérium az ember  §sszes
szervrendszerében okozhat elvéltozasokat. A betegség legaltalanosabb megjelenési
forméaja a tiid6-the, de olykor a csontokon is megfigyelheté a korokozo altal kifejtett
hatas, bar ezek az elvaltozasok, klasszikus formajukban, altalaban csak a betegség
késébbi szakaszaban alakulnak ki (Ortner, 2003). A csontok fertéz6dése a vér és a

nyirokrendszer utjan, ritkabban direkt modon torténik.

A torténeti kortl csontok vizsgalatanal gyakorta eléfordul, hogy a paleopatologus
nem tapasztal tbc-re utald csonttani tiineteket, mivel az egyén a betegség korai fazisaban
halalozott el és a csonttiinetek kifejlddésére mar nem keriilhetett sor. A régebbi
paleopatoldgiai tanulmanyok altalaban a kronikus tbe-s csigolyagyulladast (spondylitis
tuberculosa) a tipikus megjelenésti Gn. Pott-gibbus néven ismert, a csigolyak

Osszeroppandsat okozo elvaltozast ismertették. (Ilyen Osszecsontosodott Pott-féle
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gerinc-elvaltozas képét mutatja a 13. és 19. 4bra, neolitikumbol, ill. az Arpad-korbol

szarmazo csontmintak esetén).

A csonttuberkuldzis a hosszl csoves csontok esetén altalaban az epiphysis-ek
koriil alakul ki, a betegség atterjedhet az iziiletekre is, tovabba a bordakon, a tiidordl a
mellhartyan keresztiili direkt raterjedéssel, a csonthartyan at a borda zsigeri felszinére,

olykor akar tobb egymas melletti borda fert6zodését és elvaltozasait is kivaltva.

A paleopatologiaban a kronikus spondylitis tuberculosa mellett ,,klasszikus”, vagy
»tipikus” elvaltozasnak tekintik a tbe-s iziileti gyulladasokat (arthritis tuberculosa) is,
amelyek elssorban a nagyiziiletek (pl.: csipd-, térd-, vall-, vagy a konyokiziilet - 24.
abra) csontos izfelszinein és kornyékén diagnosztikai értékii stulyos karosodéashoz,
esetleg 6sszecsontosodashoz (ankylosis) vezethetnek (Palfi et al, 1999; Ortner, 2003). A
korfolyamat soran az iziileti porcok elpusztulnak, és a betegség atterjedhet az iziileti
tiregre. Az iziiletekben gennyesedés alakul ki, melynek kovetkeztében az iziileti tok
attorhet, Osszezsugorodhat, megindulhat a hegesedés az iziileti {iregben - azaz
kialakulhat a fentebb mar emlitett ankylosis, tehat a két csontvég Gsszecsontosodhat,

ezaltal megszlinhet az iziileti 6sszekottetés, és a két csont rogziilhet egymashoz.

A paleopatologiai vizsgalatok soran gyakran talalkozunk a betegség tn.
»atipusos” csontelvaltozasaival is. Atipusos tbc-s csontelvaltozasnak tekinthetok pl.: a
bordak belsé felszinén megfigyelhetd csonthartya-gyulladas (periostitis) nyomok vagy
egyéb gyulladasos eredetli csontelvaltozas (osteitis) nyomai, amelyek leggyakrabban
tiid6-, ill. mellhartya-tbc kovetkeztében alakulnak ki (pl.: Roberts et al, 1994; Palfi,
2002).

Atipusos csontelvaltozasok kozé szokas besorolni a tbc-s agyhartyagyulladas
(meningitis basilaris tuberculosa) okozta endocranialis elvaltozasokat is, melyekkel a
paleopatologus foként gyermek-vazakon taldlkozik, idésebb egyének koponydin
valamivel ritkabban figyelhetdk meg. Nagyon jol prezentalja ezt a Bacsalmas-Oalméason
feltart rac temetd leletegylittese, ahol a lehetséges tbc fert6zottekb6l a gyermekek
aranya 62,9%, kozottik sok esetben valdszinti tbc-s meningitis tiineteivel (Lovasz,
2015). Az elvaltozast a koponyatetd6 belsé felszinein megjelend abnormalis

godorkézettség, rendellenes érbenyomatok és vékony felszini ujcsont-felrakodasok
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formajaban ismerhetjiik fel (Schultz, 1999; Hershkovitz et al, 2002; Palfi et al, 2012)
(23. abra).

A lehetséges atipusos thc-s csontelvaltozasok kozé soroljuk még a leginkabb a
hosszucsontokon megjelend diffuz (sok csontot érintd) gyulladasos nyomokat, illetve a
csigolyatestek gyulladasos eredeti hypervascularisatio-jat, vagy a csak felszini csont-
atépiiléssel jaro atipusos csigolyatest-gyulladasokat (Baker, 1999; Palfi, 2002; Maczel,
2003). Tovabba tbe-re jellemzd potencialis ,,stressz-indikator” még a csontos szemiireg
fels6 lemezén, vagy a koponyatetd teriiletén, a kompakt csontszovet helyén
masodlagosan megjelené szivacsos csontallomany kialakulasa (cribra orbitalia és
cribra cranii) - amelyek gyakran jelennek meg mas tbc-s csonttiinetekkel egyiitt,

kiilondsen fiatal egyének csontvazain.

A huméan paleopatologia makroszkdépos morfologiai vizsgalatok segitségével —
melyet olykor radiologiai vagy mikroszkopos technikak is kiegészitenek — legalabb egy
évszazada tanulmanyozza a tbc megjelenését régi emberi maradvanyokon (Palfi et al,
1999; Ortner, 2003). A morfologiai elvaltozdsok azonban nem mindig tekinthet6k
diagnosztikus érvénytlinek (ill. 6nmagukban nem mindig elég ,,specifikusak™), ezért a
paleopatoldgiai kutatasokban fokozatosan alkalmazni kezdték az

archeogenetikai/paleomikrobioldgiai eljarasokat is.
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1.5 Az archeogenetika kialakulasa és a molekularis biologian alapulo

archaikus tbe kutatas tudomanytorténeti dsszefoglalasa

1984-ben az els6k kozott Russell Higuchi és munkacsoportja egy muzeumban
kiallitott quagga példany - a 16félék csaladjanak egy aga (a faj véglegesen 1883-ban halt
ki) - 140 éves kiszaradt izomzatabol DNS-t izolalt. Hagyomanyos szekvenalas soran,
két klon alapjan egy 229 bp-os mitokondridlis DNS szakasz nukleotidsorrend;jét
sikeriilt besorolni a quaggat a 16félék csaladjanak torzsfajan (Higuchi et al, 1984). Ezt
kovetden az uppsalai egyetem fiatal PhD hallgatoja, Svante Pddbo 1985-ben egy 2400
éves gyermekmumia borébdl sikeresen klonozott, majd ezt kovetden szekvenalt egy

kozel 500 bp-os DNS szakaszt (Pddbo, 1984; Pdédbo, 1985).

A genetikai vizsgalatokban hatalmas attorést jelentett az 1983-ban Kary Banks
Mullis altal felfedezett 0j technika, a polimeraz lanc-reakcio (PCR) (Mullis et al, 1986,
1987), melyet azota rutineljarasként minden molekularis bioldgiai labor alkalmaz. A
technika alapja egy primer par altal kijelolt génszakasz amplifikalasa hozzaadott
nukeotidok beépitésével, melyet egy histabil enzim végez el, amit a Yellowstone Park
forrasvizébol izolalt Thermus aquaticus-bol allitanak eld, ez a Taq polimeraz.
Hamarosan az archaikus DNS kutatasok esetében is bevezették a modszert, és 1988-ban
Pédbo és munkatarsai elsoként alkalmaztak a PCR-t egy 7000 éves egyiptomi mimia
agyabol izolalt DNS-en (Pddbo et al, 1988). Nem minden esetben all rendelkezésre
azonban mumifikalodott lagyszovet, igy 1989-ben Bryan Sykes és csoportja elsdként
izolalt emberi csontmaradvanyokbol archaikus DNS-t (Hagelberg et al, 1989). Ezt
kovetéen szamos kihalt faj esetében sikeriilt DNS-t azonositani muzeumi
maradvanyokbol, igy 1989-ben az erszényes farkasnal (Thylacinus cynocephalus),
1992-ben a moa (Dinornis robustus) esetében, ill. a mamutnal (Mammuthus
primigenus) (Thomas et al, 1989; Cooper et al, 1992; Hagelberg et al, 1994; Krause et
al, 2006).
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Ezzel parhuzamosan a molekularis tuberkul6zis-kutatds dinamikusan fejlédott
klinikai, recens mintakon, hiszen a tbc-megbetegedés napjainkban is vilagméretii
problémat jelent. Thierry és munkatarsai 1990-ben publikaltak, hogy az tn. 1S6110
inszerciods szekvenciat (7. abra), melyet a Mycobacterium tuberculosis komplex minden
tagjanak genomja tartalmazza (Thierry et al, 1990). Az inszercids szekvencia egy
transzpozabilis elem, mely az IS3 csalad tagja és 1361 bp-bol all, mindkét végén egy-
egy 28 bp-os inverted repeat-et tartalmaz (Fang et al, 2001). Az 1S6110 sejtenként 1-26
kopiaban fordulhat eld, ill. megfeleld primerek alkalmazasa esetén 123 bp-0s
fragmentet ad az amplifikacié soran (Salo et al, 1994; Stone et al, 2009; Coscolla et al,
2014).

orfA orfB

7. abra: A Mycobacterium tubeculosis 1S6110 inszerciés szekvenciaja.

Thierry és munkatarsai, valamint velilk mintegy parhuzamosan, Eisenach és
munkacsoportja recens mintadkon alkalmaztadk a Mycobacterium tuberculosis-ra
jellemz6 szekvenciat (1IS6110) a tbc PCR-alapt diagnosztikajaban (Eisenach et al, 1990,
1991).

1992/93-ban Spigelman ¢és Lemma &sszegezték az archeogenetika és a
molekularis tbc diagnosztika addigi eredményeit, S kutatasaik soran, azokat mintegy
O0tvozve, Utjara inditottak egy teljesen ) teriiletet, a paleomikrobiologia tudomanyat
(Spigelman és Lemma, 1993). Tudtdk, hogy a tuberkuldzis jellegzetes elvaltozast
okozhat a csontokon, azt vizsgaltak, hogy vajon molekularis eszk6zokkel kimutathato-e
a korokoz6 DNS-e az archaikus mintakbol. Mar ismert volt szdmukra Sykes és
csoportja munkassagabol, hogy régi emberi csontokbol extrahalhaté az endogén DNS
(Hagelberg et al, 1989). Hipotézisikk az volt, hogy a megfeleld komplex eljaras
alkalmazésaval torténeti koru egyének csontanyagabol a korokozo-DNS izolalhato

lehet. Az els6 primer par, melyet alkalmaztak, a fentebb emlitett inszercios szekvenciat
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célozta meg (MTBC-specifikus 16kusz: 1S6110), ezt hasznalta Eisenach is 1990-ben
recens klinikai mintakon. Mivel a 16kusz gyakran prezentalodik tobb kopiaban a
baktériumsejtben, ezért preferalt diagnosztikai szakassza valt a tbc vizsgalata soran
(Eisenach et al, 1990, 1991). Spigelman és kutatocsoportjanak 1993-as eredményei
(Spigelman és Lemma, 1993) utan nem sokkal Salo 1994-ben ugyanazokat a primereket
alkalmazva klonozta és szekvenalta az amplikonokat egy 1000 éves perui mumia
tiidOszovetébdl, ezzel arra is ravilagitott, hogy a betegség legalabb egy évezrede jelen
volt Amerikaban, Kolumbusz Kristof hajoinak megérkezése el6tt is (a XIX-XX.
szazadok soran tobbszor felmeriilt, hogy az Ujvilagba a giimdkért a gyarmatositd
eurdpaiak hurcoltak be). Salo nested PCR-t alkalmaztott az eljaras megerdsitéseként,
ebben az esetben a reakcio 97 bp-os amplikont adott (Salo et al, 1994). Az eljarast
Taylor és kutatocsoportja hamarosan kozépkori mintakon is alkalmazta, de itt mas
primerekkel, melyek kisebb, 92 bp-os terméket adtak (Taylor et al, 1996). Az els6
amplifikalas soran sok minta adhat 123 bp kortili terméket, de a nested PCR-t kovetéen
a legtobb kiesik (Miiller et al, 2015). A nested PCR soran a nem kivant PCR termékek
kialakulasat eldzhetjilk meg, a folyamat abbol adodhat, hogy az egyik primer
aspecifikusan is képes kotddni a célszekvencidhoz, ezt kikiiszobolendé két PCR
reakciot alkalmaznak, ahol a masodik primer par templatja az elsé primer parok altal
létrehozott amplikon. Napjainkban is ezt a primer part alkalmazzdk polimeraz
lancreakcid soran a baktérium jelenlétének igazolasara. Nerlich 1997-ben kevéssé
specifikus primereket alkalmazott, ahol 133 bp-os terméket kapott a hsp65 génbdl, de
késébb bizonyitast nyert, hogy az 1S6110 sokkal specifikusabb (Donoghue, 2008; Rault
¢s Drancourt, 2008; Nerlich et al, 1997, 2009). Helen Donoghue és munkatarsai a 2000-
es évek elejétdl parhuzamosan kétféle inszercids szekvenciat vizsgaltak (1S6110 és
IS1081) a nagyobb diagnosztikus biztonsag érdekében (Donoghue 2008, 2011;
Donoghue et al, 2005, 2015).

1.6 Az archaikus DNS tulajdonsagai

Az archaikus DNS-sel torténé vizsgalatot tobb tényezé is neheziti, melyek az

aDNS tulajdonsagaibol adodnak, amiket Pddbo tanulmanyaban osszegzett. Rendkiviil
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limitalt mennyiségben all a kutatok rendelkezésére, hiszen oxidativ és hidrolitikus
bazismodosuldsokon megy keresztiil a DNS, ebbdl adodik, hogy erdteljesen
fragmentalodik, 60-150 bp hosszusagl szakaszok kimutatasa az altalanos (Padbo, 1987;
Padbo et al, 1989; Gilbert et al, 2003a, b; Donoghue et al, 2005; Pédibo et al, 2004;
Rault és Drancourt, 2008; Priifer et al, 2010). A polimeraz lancreakciét PCR-
inhibitorok (huminsavak, fulvinsavak, tanninok, porfirin-termékek, fenolos vegyiiletek
¢s I-es tipusu kollagén) nehezitik, melyek a talajbol és/vagy a biologiai anyag
degradaciojabol szarmaznak. A Maillard termék példaul nem inaktivalja a PCR-t, de
képes gatolni azzal, hogy a cukorszarmazékokat csapdaba ejti, igy megkdzelithetetlenné
valik a polimeraz enzim szamara (Kemp et al, 2006). Ebbdl az kovetkezik, hogy az
amplifikalasa nehézkes. Archaikus mintdk esetében nagy a kontaminacid veszélye, s igy

ugynevezett fals pozitiv eredmények keletkezhetnek (Bouwann et al, 2012, Dabney et

.....

crer

(Pinhasi et al, 2015). A felsorolt jellemz6k barmely aDNS-re igazak, a kezdeti, foként
emldsonkon végzett aDNS kutatds utan a patogének vizsgalatanal is igazolodtak
(Donoghue et al, 2005). A bakterialis aDNS kimutatasaval egyrészt meger6sithet6 pl. a
csontokon specifikus nyomot hagyo giimékoros megbetegedés diagndzisa, masrészt a
nem tipikus, vagy nem egyértelmii morfologiat mutatd esetekben az aDNS-eredmény
segithet igazolni a fert6zottséget (Haas et al, 1999, 2000). Amint azt a korabbiakban
ismertettiik, az elsd, bakterialis fert6zésre iranyuld aDNS kimutatast a kilencvenes éve
elején Spigelman és Lemma M. tuberculosis-ra végezték el (Spigelman és Lemma,
1993). Id6vel az is kideriilt, hogy olykor a tbc baktérium DNS-e sokkal jobban
megOrz6dott, mint a human DNS, ami a korokoz6 lipidgazdag sejtfalanak, ill. a magas
GC (guanin, citozin) aranyanak koszonheté (Zink et al, 2001, 2003; Donoghue et al,
2008).
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1.7 Egységes kritériumrendszer a kontaminacio elkeriilésére — a

hitelesség kritériumai

A sok sikeres vizsgalat mellett szdmos problémas esettel is taldlkoztak az

archeogenetika/paleomikrobiologia szakemberei. Esetenként az 6si mintakba DNS-

szennyez6dés Keriilt, melyet a vizsgalatok aDNS-ként azonositottak. Az ilyen fals

eredmények tették sziikségessé, hogy egységes kritériumrendszert alkalmazzanak az

archeogenetikaval foglalkozo kutatok. A vizsgalatok hitelessége szempontjabol azt a

célt thzték ki, hogy minimalizaljdk a kontamindciot. Ennek megvalositdsa a

kovetkezOket betartva valosulhat meg®:

a legoptimalisabb eset a kontaminacié minimalizalasara az lenne, ha mar a
feltaras soran, a feltarast végz6 emberek is védooltozetben lennének, igy az
adott régészeti kori csontanyag a feltards soran nem lenne kitéve a feltarast
végz6 emberek exogén DNS-énck (Padbo et al, 2004). (Ez a kritérium sajnos
normal régészeti feltaras esetében sohasem valosulhat meg.);

a legfontosabb kritérium, hogy egy fizikailag -elkiilonitett, steril, un.
tisztaszobaban torténjenek a vizsgalatok, ezt nevezziik pre-PCR helyiségnek;
nagy hangsulyt kell fektetniink arra, hogy egyéb, ill. exogén DNS jelenlétét
kizarhassuk, ezért hipo és alkohol alkalmazasdval DNS-mentessé tessziik a
munkafeliilelet, ill. a felszerelésiinket, tovabba az eszk6zok autoklavozasa és a
munkatér 254 nm-en, UV-lampaval torténd besugarzasa alapvetd;
nélkiilozhetetlen a maszk, kesztyli, kopeny, steril eszk6zok, specialis védéruha
alkalmazasa (Rafi et al, 1994; Salo et al, 1994; Donoghue et al, 1998; Zink et
al, 2001, 2003; Drancourt et al, 2004; Paabo et al, 2004; Kefi, 2011);

nagyon fontos, hogy a pre-PCR helyiségben nagy koncentracidju, recens
DNS-t tartalmaz6é mintakat soha ne vizsgaljanak (Pddbo et al, 2004; Kefi,
2011);

§

Vizsgalataimat a felsorolt kritériumrendszerben dolgozé bolzanoi és  budapesti

laboratériumokban végeztem el.
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- a csontok, amikor bekeriilnek a pre-PCR helyiségbe, mar atesnek egy hipdval
torténd tisztitdson, ill. UV-sugdrzason. Ezt kovetden a csontokrdl a kiilsd
réteget eltavolitjak, majd a poritasuk egy zart, perselyes csontmalomban
torténik (pl.: Retsch MM301 tipustt malomban).

- a DNS extrakci6, a mintavételi helytdl elkiilonitett, de hasonldan tiszta, DNS-
mentes, izolald helyiségben torténjen, ahol sziirérendszerek alkalmazasaval
csokkenthet6 a kontaminacio (Rafi et al, 1994; Salo et al, 1994; Pédbo et al,
2004; Kefi, 2011);

- a vizsgalatok soran minden reagens DNéaz és RNaz mentesitett, negativ
kontrollok alkalmazasa sziikséges a mintakkal parhuzamosan, tovabba a
keresztkontaminacié elkeriilése érdekében filterezett pipettahegyekkel
folytatott munka sziikséges (Donoghue et al, 1998; Zink et al, 2001, 2003;
Paibo et al, 2004; Kefi, 2011);

- amasik alapvetd kovetelmény a hiteles aDNS vizsgalatok esetében a pre- és a
poszt-PCR helyiségek teljes szeparalasa (Zink et al, 2001, 2003; Paébo et al,
2004; Kefi, 2011);

- a poszt-PCR helyiségekben a pozitiv kontrollok haszndlata human mintak
esetében sziikséges, mig paleomikrobioldgiai Vizsgalatoknal nem ajanlott
(Zink et al, 2001). A kontaminaci6 tovabb csokkentheté molekularisan
specifikus targetek alkalmazasaval (Drancourt et al, 2004; Keyser-Tacqui és
Ludes, 2005);

- a kritéritumokhoz az is hozzatartozik, hogy a laboratériumban dolgozé
személyzet genotipizalasa megtorténjen (Péddbo et al, 2004; Kefi, 2011), mivel
a vizsgalatok elvégzésére human aDNA laboratoriumban keriilt sor;

- mint minden mas molekulédris bioldgiai vizsgélat esetén itt is igaz, hogy
nagyon fontos a vizsgalatok ismételhetdsége, ezért mas laboratériumokban a
vizsgalati eredmények Osszehasonlitisa hozzajarul az eredmények

hitelességéhez (Zink et al, 2001).

Fontos azonban megjegyezni, hogy az Uj technologiak — mint a multiplex
megkozelitések, a qRT-PCR, az adapter-ligalas és a nagy ateresztoképességli DNS

szekvenalas — nagymértékben javitjdk az endogén DNS kinyerésének aranyat, tovabba
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csokkentik a kontaminacid veszElyét és képesek lehetnek beazonositani az emberi
szennyez6dést is (Krause et al, 2010; Haak et al, 2010; Deguilloux et al, 2011; Miiller
et al, 2015).
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1.8 A mintavételi helyek — a mintavételek lokalizacioja

A paleomikrobioldgiai kutatdsok kezdetén a kutatok ugy gondoltdk, hogy a
betegségre utald csonttani elvaltozas helyérél érdemes mintdt venni a molekularis
vizsgalatokhoz, hiszen vélhetéen innen koénnyebb a koérokozoé DNS-t Kinyerni, mint a
morfoldgiailag elvaltozasmentes teriiletekrdl (Salo et al, 1994). A 2000-es évektdl egyre
tobb publikacié jelent meg, ahol betegségre utald csonttani elvaltozast nem mutatd régi
maradvanyokbol is képesek voltak kimutatni tbc-6rokitéanyagot (Haas et al, 2000; Zink
et al, 2001; Mays et al, 2002; Donoghue et al, 2005; Molnar et al, 2015). Mivel a tbc
korokozoja a szervezetben vérarammal terjed, s jut el a szervezet szinte barmely
pontjaba, igy a vérrel bévebben ellatott teriiletekrdl, pl. a csdves csontok veldiiregi
rész¢ébol érdemes mintat venni. A fogbéliireg szintén kivald mintavételi hely lehet a
mikrobialis DNS tekintetében (Zink et al, 2001; Donoghue, 2008; Dang La et al , 2008;
Matheson et al, 2009; Nguyen-Hieu et al , 2011).

A human paleopatoldgia szamara nagyon fontosak az ismertetett molekularis
bioldgiai vizsgalatok, elsdsorban azért, hogy a paleomikrobiologiai vizsgalatok szamdara
relevans fert6z6 megbetegedés (pl. tbe, lepra) ténye azonosithato legyen nem tipikus
csontelvaltozasok esetén is. A nem egyértelmii morfologia esetében a DNS szerepe
dontd lehet a tényleges fertdzottség bizonyitdsanak tekintetében, valamint akkor is,
amikor egyaltalan nincsenek lathatd nyomai a betegségnek a csontokon (Posa et al,
2013).

Az archaikus patogénvizsgalatok mintavételeinek tekintetében a fogak és
hosszlicsontok mellett a pars petrosa (sziklacsont) tiinhet idealisnak, jelenleg
bizonyitott, hogy utobbi a human endogén DNS vizsgalatok esetében a legjobb DNS-
hozammal bir (Pinhasi et al, 2015). Tovabbi kutatasok sziikségesek azonban annak
tisztazéasara, hogy a pars petrosa MTB aDNS megtartdsa aranyos-e az adott régio kivalod

human endogén aDNS megtartasaval.
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1.9 A fogak alkalmazasa a paleomikrobiologiai vizsgalatok soran

Az elsé alkalom, amikor régi emberi fogakbol mikrobialis aDNS-t mutattak ki,
egy francia kutatocsoport hipotézisén alapult. Michel Drancourt és munkatarsai
feltételezték, hogy szeptikémiaval jard korfolyamat esetén a fogak alkalmasak lehetnek
ezekre a vizsgalatokra. EgQy, az 1720-22-es marseille-i pestisjarvany tomegsirjanak
vélelmezett lel6helyrél szarmazd emberi maradvanyok esetében Olivier Dutour és
munkatarsai feltételezték a Yersinia pestis-sel tortént fertézést, de mivel a betegség a
csontokon nem okoz semmilyen 1ézi6t, paleomikrobioldgiai mddszerre volt sziikség a
feltevés igazolasara. Az 1990-es évek masodik felében elvégzett vizsgalatok kimutattak
a fogakbol a Yersinia pestis DNS-ét, els6 alkalommal igazolva, hogy a ,.fekete halal”
évszazadokkal ezelOtti pusztitasat a maival azonos korokozo okozta. 2010-ben Haensch
és munkacsoportja ezt a kutatasi eredményt tovabb pontositotta (Drancourt et al, 1998;
Haensch et al, 2010). A fogbél-lireg idealis jellege azzal fligg Ossze, hogy a pulpa
erbteljesen vaszkularizalt szovet, mely mezenchimalis eredetli. A dentin legbelsé rétege
a predentin, ez alatt huzodik az egy sejtsor vastagsagi odontoblast, mely képzi a
dentint. A kovetkezd réteg egy sejtszegény zona, a legbelsd rész pedig maga a pulpa,
mely sejtes elemekben rendkiviil gazdag. A fogak vaszkularizaltsaguknak kdszonhetéen
igy az egyén haldlanak  pillanatdban nagy szdmban tartalmazhattak
mikroorganizmusokat. A fogak tehat hasznosak lehetnek a hematogén uton terjedo, és
kiilondsen a szeptikémiat okozd mikrobak kimutatasa esetén. Legfontosabb eldnye a
fogakkal torténé vizsgalatoknak, hogy a kiils6 kornyezettdl védett, ami a talajbol
szarmaz6 kontaminacioval szemben limitalhatja a kockazatot. A fogak endogén DNS
megtartasa is kivalo (Zink et al, 2001; Gilbert et al, 2004, 2005; Drancourt et al, 2004,
2005, 2007; Dang La et al, 2008; Donoghue, 2008; Matheson et al, 2009; Nguyen-Hieu
et al, 2011; Pinhasi et al, 2015). Az is bizonyitast nyert, hogy a fogak mikroba-DNS

megorzoképessége a tbe fertézés esetén is szamottevo lehet (Posa et al, 2012a).

A paleomikrobioldgiai vizsgalatok sordn, a fog mintavételi helyként vald
alkalmazasakor a kovetkezd protokoll betartasa alapvetd fontossagu: (1) a fognak
intaktnak kell lennie, zart apex-szel kell, hogy rendelkezzen, ami védi a kiils6
kornyezeti kontaminaciotol, (2) az egy gyokerli fogak ezeknél a vizsgalatoknél

preferaltabbak, (3) tobb mint egy fog alkalmazasa sziikséges egyénenként.
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Az elemzést megeldzden a fogak kezelése sziikséges, a kiilsd felszint hipozzuk,
majd UV kezelésnek vetjiik ala, ezt kovetden megtorténhet a fogak fizikai roncsolasa,
azaz finom porra Oriiljik, ezzel elokészitve a DNS-kinyerésre. Egy méasik eljaras soran,

egy résen keresztiil kaparasos modszerrel juthatunk a pulpa-maradvanyokhoz.

A kiilonb6z6 kontrollok alkalmazasara itt is komoly hangsulyt kell fektetni. A
pozitiv kontrollok alkalmazasat mell6zziik, ahol 6si mintakkal dolgozunk (Zink et al,
2001; Dang La et al, 2008; Nguyen-Hien et al, 2011). A negativ kontrollok esetében is
szamos kritérium betartasa sziikséges az elfogadhaté eredmények érdekében: (1) tobb
negativ kontrollt kell elemezni parhuzamosan a mintakkal, (2) a negativ kontrollok a
lehetd legjobban hasonlitsanak az 6si mintdkhoz, (3) amplikonmentesnek kell lennitik.
A modern baktérium okozta kontaminacié abban az esetben kizarhatd, ha a kinyert
mikrobialis aDNS szekvencia a korokozd 6si mivoltara utald deléciot vagy mas

mutaciot jelez.

1.10 Amplifikaciomentes vizsgalati modszerek — lipid biomarkerek

Minden Mycobacterium tartalmaz hosszalanci, 60-90 szénatom szamu
zsirsavlancokat, mycolsavakat és egyéb mas sejtfalkomponenseket. Ezek koziil elsdként
a mycolsavakat ismerte fel a paleomikrobiologia tudoménya, hogy a korabeli MTB-

fert6zottség kimutatasanal biomarkerként hasznalhatok (Minnikin et al, 2002).
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A Mycobacterium sejtfal, ahogyan arr6l mar a disszertaciom korabbi fejezetében
irtam, hidroféb, nem permeabilis s rendkiviil ellendlld6 a karosodasoknak ¢és
degradacionak (pl. savaknak és alkoholoknak is ellenall) - a baktérium ennek
koszonhetéen képes tulélni a gazdaszervezetben (Ryan ¢és Ray, 2004). A
mycobacteriumok sejtfalanak gyakorta magas lipidtartalmaért egy lipid-poliszacharid, a
LAM (lipoarabinomannan) felelds, mely jellemzd a Gram-negativ baktériumoknal is;
egy olyan réteg, ami a teljes sejtfal vastagsaganak jelentds részét teszi ki. Sok elagazo
lanct poliszacharid és kapcsolt lipidek, porinok és mas fehérjék talalhatok a sejtfalon
(Ryan és Ray, 2004) (8. abra).

A mycolsavak fiiggetlen azonositast tesznek lehetévé, a metodika HPLC (magas
teljesitményti folyadék kromatografia) alapt, mely magas specifitast a tuberkulozis és a
lepra kutatasaban. Ebben az esetben nincs sziikség a célmolekula amplifikalasara
(Donoghue, 2008; Rault és Drancourt, 2008, 2011; Minnikin et al, 2011). Abban az
esetben, ha nagyon toredékes a DNS, elvégezhet6 a mycolsavakkal torténé molekularis
vizsgélat, s igy igazolhatja a bakteridlis fertdzés tényét, vagy DNS vizsgalatokkal
kombinalva meger6sité analizisként is szolgalhat (Minnikin et al, 2011). A vizsgalati
modszer igen koltséges, ill. a berendezés €s a sziikséges szakértelem kevéssé elterjedt,
igy altalaban kiegészitd vizsgalatként alkalmazzdk a bakteridlis aDNS vizsgalatok

mellett (Donoghue, 2008)..
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1.11 Ujabb iranyvonalak az archaikus tbc kutatiasban — NGS

A 2000-es évek kozepétdl datalhatd, napjainkra egyre szélesebb korben elterjedd
un. Gjgeneracios szekvenalasi (Next-Generation Sequencing — NGS) technikak nem
hagytdk érintetleniil a patogénkutatdst sem. A modszer technologiai elényei —
elsésorban 1ényegesen nagyobb-mélyebb felbontasi képesség és az ebbdl kovetkezo, az
elsé generacios szekvenalasi modszer adatkihozatalat exponencialis médon meghaladé
adatkinyerés — lehetdvé tették jelentdsen hosszabb DNS-szakaszokra szekvenalasat
(Chan, 2009, Knapp és Hoftreiter, 2010; Rizzi et al, 2012). Az tn. WGS-alapu (Whole
Genome Sequencing) megkozelités rutinszerlivé valdsa figyelhetd meg a human
mitokondrialis oOrokitéanyag kutatasaban. Az NGS-technologia elényei tobb ok —
rendkiviili forrasigény, a kapott adatok kiértékelésének biostatisztikai nehézségei, a
bioinformatikai interpretdcidé problematikussdga — miatt még nem tudtak
jelentdségiiknek megfelel6 médon megmutatkozni az archaikus kérokozok molekularis
genetikai kutatasaban. Néhany jelentésebb laboratorium €és nemzetkdzi kutatdocsoport
kozolt mar NGS-technoldgian alapuld  jelentés eredményeket, nagyrészt a
mitokondrialis DNS analizisével, ezek elsdsorban archaikus human mintakon, illetve

recens adatokbol készitett adatbazisokon alapultak (Mathieson et al, 2015).

A patogének tekintetében eddig elsésorban screen-jellegli, multiplex
vizsgélatokat végeztek, ezek azonban szinte kizdrélag a kutatott patogéncsoportok
elsédleges kimutatasara iranyultak, az egyes tipusok egyedi
meghatarozasara/elkiilonitésére nem (Schuenemann et al, 2013). Az NGS technolédgia
alkalmazasa utobbi években a tbe paleomikrobiologia kutatasaban is megjelent (Chan et
al, 2013; Bos et al, 2014; 2015 Kay et al, 2015). Egyel6re azonban nagyon kevés az
archaikus thc-vel 0sszefiiggd, jol intrepretalhatd metagenomikai eredmény, elsésorban
az NGS-vizsgalatok rendkiviil koltségigényes mivolta miatt. Az eddigi elsé eredmények
mumiakbdl szarmaznak, a régi human csontanyagok NGS tesztelése néhany kiilfoldi
laboratériumban megkezdddott, de technologiai nehézségek miatt egyelére még

nincsenek publikalt eredmények.

Ezek az egyre pontosabb detektalasi modszerek a Mycobacterium tuberculosis

esetében kulcsfontossagu eljarasok, hiszen a talajban is eléfordulé nem tuberkuloid
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Mycobacterium torzsek jelenléte nehézséget okoz a tbc detektalasaban, reményeink
szerint ezekkel az 0j szekvenalasi eljarasokkal pontosan azonosithatova valik az 6si

mycobacteriumok DNS szekvenciasorrendie is.
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2 Célkitiizések

Az archeogenetikai kutatasok Magyarorszagon jelentds multtal rendelkeznek,
elsoként Szegeden Rasko Istvan és munkacsoportja (Magyar Tudomanyos Akadémia
Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Genetikai Intézet) kezdett el human DNS
kimutatassal foglalkozni torténeti korti csontmaradvanyokbol, majd 2003-t6l
Budapesten a Magyar Tudomanyos Akadémia, Régészeti Intézet, Archeogenetikai
Laboratoriuma. A bakterialis DNS detektalasa human csontmaradvanyokbdl azonban
eddig még nem volt jelen a magyarorszagi vizsgalatok palettdjan, a disszertaciomban
bemutatott kutatasokkal kivanom bemutatni azokat a folyamatokat, melyek ahhoz
sziikségesek, hogy a jovében meghonosithatd legyen Magyarorszagon is a tbe

paleomikrobiologiai kutatésa.

A Dbolzanoi EURAC Institute For Mummies And The Iceman, amint az intézet
neve is jelzi, az 5300 éves jégbefagyott ,jégember”, Otzi mimidjanak komplex
vizsgalatat tiizte ki tobbek kozott célul. Bejaratott modszerekkel vizsgélnak kiilonb6zo
bakterialis fert6zéseket is régészeti kori emberi maradvanyokon, igy, tobbek kozott a

Mycobacterium tuberculosis komplex aDNS-maradvanyokat is kutatjak.

Mivel Magyarorszagon a morfologiailag giimokorként leirt régi esetek szama
jelentésnek mondhato (pl.: Palfi et al, 1999; Palfi és Marcsik, 1999; Palfi, 2002; Palfi és
Ardagna, 2002; Maczel, 2003; Marcsik et al, 2009; Lovasz, 2015), ezért aktualissa valt,
hogy a technologiai fejlodésnek megfeleléen, molekularis vizsgalatokkal is
alatimasszuk ezen adatokat. A mai vizsgdlati modszereket nézve, mycobacterialis
fertdzések (tbc, lepra) esetén megkeriilhetetlen fontossagu a paleopatologiai vizsgélati
eredmények molekularis adatokkal torténd megerdsitése. A tuberkuldzis kutatasaban

Magyarorszagon IS  nélkiillozhetetlen a  mycobacteriumok  archeogenetikai/

Doktori munkam sordn Osszesen hat alkalommal folytathattam kutatasokat a tbc-paleomikrobiolégia
nemzetkozi szinten is elismert laboratoriumaban, a EURAC Research, Institute for Mummies and the
Iceman (dir: Prof. Albert Zink) aDNS laboratoriumaban (Bolzano, Eszak-Olaszorszag) talalhato.
Kutatasaim elsd felében valamennyi vizsgalati fazisra az olaszorszagi tanulmanyutak keretében, és a
bolzanoi laboratoriumban keriilt sor, mig tanulmanyaim masodik felében, a paleomikrobiologiai
kutatasok hazai meghonositasa érdekében, mar bizonyos részfeladatokat magyarorszagi laboratériumban,
az MTA BTK, Régészeti Intézet Archeogenetikai Laboratériumaban végeztem el.
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paleomikrobioldgiai vizsgéalataval is foglalkozni, ¢és sziikséges hazankban is
meghonositani ezeket a vizsgalatokat, hogy képesek legylink versenyképes kutatasokkal

hozzajarulni a nemzetkozi eredményekhez.

Doktori kutatdsaimban célul tiztem ki:

— a Mycobacterium tuberculosis komplex aDNS kinyerési és elemzési technikak
elsajatitasat kiilfoldi partnerlaboratériumban, €s azok gyakorlati alkalmazasat hazai

embertani maradvanyok esetében;

— a baktérium aDNS kinyerése szempontjabol optimalis anatomiai lokalizaciok
meghatarozasat az archaikus csontmaradvanyokban, elsésorban hosszticsontok és fogak
alkalmazasaval (a korabban alkalmazott csigolyak és bordak helyett, illetve sziikség

esetén azokkal egyiittesen);

— a Karpat-medence tobb torténeti-régészeti korszakaban — kiilondsen a thc
paleoepidemioldgidja és demografiai hatasa szempontjdbdl kiemelt korszakok esetén —
igazolni kivantam a mycobacteridlis fertézések jelenlétét molekuldris biologiai
eredményekkel, hogy komplementer vizsgalatként aldtamasszam a korabbi morfoldgiai
vizsgalatok eredményeit, €s segitsem a régi népesse¢geink komplex bioldgiai-torténelmi
rekonstrukciojat. Ahhoz, hogy torténeti tavlatokban, térben és idében megfigyelhessiik
a tuberkuldzis terjedését, sziikséges kiilonbozd korszakokban nyomon kovetni a
fertdzések jelenlétét. Megfelelden kivalasztott, konkrét iddintervallumokat kijeldlve jo
ralatast kaphatunk a paleoepidemioldgiai adatokrdl — doktori kutatasaim soran ezeket a
szempontokat is figyelembe véve a neolitikumtol az Gjkorig, a Karpat-medence torténeti

id6szakaban vizsgaltam a Mycobacterium molekularis jelenlétét;

— az archaikus mycobacterialis fertézések molekularis hatterli azonositasanak
elokészitését Magyarorszagon, annak érdekében, hogy a késébbiekben hazai
koriilmények kozott is validalni lehessen a kiilfoldon elsajatitott korszeri vizsgalati
modszereket, €s hogy késobb azokat rutinszertien alkalmazni lehessen magyarorszagi

mintak esetében.
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3 Anyagok és médszerek

3.1 A neolitikum
3.1.1 A neolitikum — az Gjkdkori forradalom

Az ujkoékori forradalom elnevezés méltan jelzi azoknak a nagy hordereji
valtozasoknak a jelent0ségét, melyek az addigi vildg radikalis atalakulasat
eredményezték. A noOvénytermesztés megjelenése, az 4llatok haziasitisa, a
keramiamiivesség kialakuldsa, az eszkdz- ¢és szerszamkészités 1j technikdinak
kifejlodése olyan lancreakciot inditott el, melynek hatasa napjainkig érezhetd. A
korabbi vandorld, haldszd-vadaszo, gyljtogetd €letmodrdl a letelepedett, foldmiiveld-
allattenyészté ¢letmddra, azaz a mezdgazdasagi termelésre vald fokozatos attérés

teremthette meg mai vildgunk gazdasagi és tarsadalmi alapjait.

Ennek a folyamatnak az idobeli és térbeli kialakulasat a kutatas az un. Termékeny
félholdnak nevezett térséghez koti (Délkelet-Anatolia, Irak, Irdn, Sziria és Egyiptom
Nilus menti teriilete), ahol kb. 12.000 évvel ezel6tt tobb helyen voltak adottak olyan
kedvezé feltételek (mint pl.: egyes gabonandvények ¢€s tenyésztett allatok vad formai),
melyek lehetévé tették a korabbi életmod gydkeres atalakulasat (Ozdogan, 2008;
Robson, 2010; Holl, 2015). Az ujkékori innovaciok, koztik a legfontosabbak, a
novénytermesztés ¢és az allattenyésztés ismerete kb. 4000 évvel késdbb érhette el
Dé¢lkelet-Eurdpa teriiletét, majd késObb Eurdpa tobbi részét is, ahol a termesztett
novény- €s haziasitott allatfajok, foként a gabonafélék és a kis kérddzok (juh/kecske)

vad Osei korabban nem éltek (Perles, 2005).

Arra vonatkozoan, hogy ezek az 0j ismeretek hogyan, milyen litemben, valamint,
hogy mikor terjedtek el Eurdpa egyes részein, az Gskor kutatdsa szdmtalan elméletet
dolgozott ki, melyek V. Gordon Childe elsé elméleti megfogalmazasa Ota nagy utat
jartak be (Childe, 1959). Az ezzel foglalkozé kutatasok kiilonb6z6 forrasanyagokra
tamaszkodva — mint pl.: az archaecozoologia, az archacobotanika, a radiocarbon keltezés
vagy éppen a genetika —, alkottdk meg a neolitizacidval kapcsolatos elképzeléseiket. A
fo kérdése azonban ezeknek az iranyzatoknak ugyanaz volt, azaz, hogy vajon
bevandorld népcsoportok hoztdk-e magukkal az 1) ismereteket, vagy pedig a tudast, az

Uj ismeretanyagot emberek vagy népcsoportok egymas kozott adtdk tovabb, és igy

36



terjedhetett el fokrol fokra, 1épésrdl 1épésre. A modellek szintjéig kidolgozott elméletek
széles spektrumon mozognak. Voltak, akik az innovaciok hullamokban valo terjedését
modellezték, mely a foldmiivelés gyors terjedésével és a foldmiivelok egyértelmi
dominanciajaval szamolt (Ammerman és Cavalli-Sforza 1973; 1984). A migracid
elsddlegességét, azaz a népcsoportok bevandorlasat ugyanakkor tobb kutatd is
hangoztatta, mely a népcsoportok genetikai keveredéssel is egyiitt kellett jarjon
(Renfrew 1987; Bogucki és Grygiel 1993; Lalueza-Fox, 1996; Richards et al., 1997;
Zvelebil, 1998; 2001; Pinhasi és von Cramon-Taubadel, 2009). Mas elméletek azonban
un. érintkezési zonakban, a foldmiiveldk és a gylijtogetdk kozotti cserekapcsolatokkal
magyaraztak az ujkokori vivmanyok terjedését, mely feltételezi, hogy, ha volt is
genetikai keveredés, annak jelent6sége korlatozott és lokalis lehetett (Zvelebil, 2000;
Barker, 1985; Dennel, 1992). Ezekhez az eclméletekhez az utdbbi években

nagymértékben hozzajarultak az archaeogenetikai vizsgalatok és azok eredményei.

Az Eurdpa kontinentélis részein megjelend elsd telepiilések altaldban nagyobb
folyovolgyek mentén, kiterjedt 16szhatsagokon alakultak ki, vagy pedig a tengerparti
vidékeken, mint amilyen a Mediterraneum térsége. Mivel Eurdpa jelentds részének
foldrajzi jellemzdi, éghajlati adottsdgai meglehetdsen eltértek a Termékeny félhold
vidékének természetfoldrajzi viszonyaitdl, az innovaciok atvételét az itteni
kortilményekhez kellett igazitani. Ezt jelzi példaul a kecske €s juh haziasitasaval
kapcsolatos probléma, hiszen az eltérd klima miatt a Karpat-medencében a
domesztikacido soran sokkal nagyobb szerep jutott a haziasitott szarvasmarhanak, és

0sének, az Ostuloknak.

A nagy anatdliai-balkani korai neolitikus komplexum legészakabbi elterjedési
hatdra ¢épp a Karpat-medencében huzodott, ahol a legkorabbi foldmiiveldok targyi
emlékanyagat a Koros-, Cris és StarCevo-kulturdknak elnevezett régészeti egységekben
azonosithatjuk. Els6 telepiiléseik id6beli megjelenése ma mar abszolut kronologiai
datumokban is jol kifejezhetd, mely szerint nagyjabol a Kr.e. 6. évezred legelején
jelentek meg e népcsoportok hazank teriiletén (Oross és Siklosi, 2012; Oross et al,
2016). Az Alfoldon megtelepedett Kords-kultura kutatasa régebbi multra tekint vissza
¢és joval tobb lel6helye ismert (Anders és Siklosi, 2012), mint a Balatontol délre 1évo

teriileteken megtelepedett StarCevo-kulturdé, melynek kutatdsa csak a 70-es években
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indult meg (Kalicz, 2011, Banffy et al, 2010, Oross et al, 2016). Az azdta eltelt idében
mar nagykiterjedésii teleptilésiik is ismertté valt Alsonyék-Bataszéken, ahol nagy
mennyiségli ¢és gazdagon diszitett keramiaanyag, szamtalan kemence, és kb. 30
csontvazas temetkezés kertiilt el6 (Banffy et al, 2010; Kohler, 2015; Oross et al, 2016).
Mivel ezek a népcsoportok a korai neolitikus civilizaciok legészakabbi elterjedési
hatarat jelentett¢k, igy dontd szerepiik volt abban, hogy a neolitikus vivmanyok
csaknem Eurdpa egész teriiletén elterjedhettek. Ennek a hossza folyamatnak az
eredményeként jott létre a kiilonbozd vonaldiszes keramiakkal fémjelzett iddszak,
melynek nagykiterjedésii telepiilései a Parizsi-medencétél egészen Ukrajndig
megtalalhatok. Jellegzetes, vonaldiszekkel karcolt keramidik, foldfelszinre épitett
oszlopszerkezetes, massziv lakoépiileteik nyomai nagyfeliiletli feltardsok nyoman lattak
napvilagot. E latszolagos homogenitds mogott azonban megannyi sokféleség bujt meg,
tobb regionalis csoportot és valtozatot eredményezve. Ujabban a Dél-Dunantil teriiletén
sikerlilt kimutatni, foként az eldkeriilt kerdmiaanyag alapjan, egy erdteljes balkani

hatasokat mutatd csoportot (Marton és Oross, 2012; Jakucs és Voicsek, 2015).

Részint a vonaldiszes kulturdk hagyomanyain kialakulva jelentek meg a mar késé
ujkdkorhoz sorolt, és egyben az tujkokori fejlédés csucsat reprezentdld régészeti
egységek. Ez az Alfoldon a viragzo tell-kultarak idGszaka, a Tisza-Herpaly-Csdszhalom
komplexummal, ill. a disszertaciomban targyalt Vészté Magori-domb lel6hellyel, mely
idében nagyjdbol egybeesik a Dunantilon kialakulé un. Lengyel-kultara
megjelenésével, mely teriiletiinkon kb. a Kr.e. 4900-4300 kozotti idészakot oleli fel. E
nagy kiterjedésli kor sajatos, voOrdssel, sargaval, fehérrel és gazdag geometrikus
mintakinccsel festett keramiaanyaga szadmtalan lel6helyen keriilt eld a szomszédos
orszagok teriiletén is, igy Szlovakiadban, Ausztridban, Csehorszagban, és kissé modosult
formaban Lengyelorszag teriiletén, valamint a Dravan tali vidékeken is (Horvathné
Simon, 2003; Takacsné Biro, 2003)™. A kutatis a Lengyel-kultira két nagy térbeli
egységét kiilonbozteti meg, egy keleti és egy nyugati tombot, melyek szdmos ponton
mutatnak 1ényeges eltéréseket is. A nyugati elterjedési teriiletr6l foként telepiiléseket, és

emblematikus korarkos lel6helyeket ismeriink, melyek nagyban meghataroztak a

™ Az irodalomjegyzékben 1d. H. Simon K. és T. Biré K.

38



kutatds irdnyait is. Itt emlithetjiik példaul, hogy Ausztridban a korarkos lel6helyek
kutatasara részletes modszertant dolgoztak ki a Ilégifotézds ¢és magnetométeres
felmérések segitségével. Egyelore még magyardzatra var az a jelenség, miszerint a
nyugati elterjedési teriiletrél hidnyoznak azok a nagyméretii temetkezési helyek, melyek
azonban a keleti elterjedési teriileten megvannak (pl.: Svodin, Aszod, Délkelet-
Dunantal). Ezek a leletanyagok a sirokban talalt targyak klasszifikacios rendszereinek
kidolgozasat, valamint a tarsadalomrégészeti szempontu vizsgalatokat Osztondzték
inkabb (pl.: Zalai-Gaal, 2001). Magyarorszag teriiletérdl jelenleg a Lengyel-kultura tobb
mint 300 lelhelyét ismerjiik, ezen beliil is a Délkelet-Dunantilon, Baranya és Tolna
megyék teriiletén kiilonds telepiiléskoncentracioval szamolhatunk. Ennek okai tobbek
kozott a Mecsek hegység rendkiviil gazdag kdnyersanyag leldhelyeiben keresenddk. A
régebbrol ismert és Gjonnan eldkeriilt korarkos lel6helyeken kiviil (Bertok—Gati, 2014),
nagy sirszamu temetdket ismeriink innen, mint amilyen Lengyel, Moéragy vagy
Zeng6varkony (Zalai-Gaal, 2001), illetve a legutobb Alsonyék-Bataszéken feltart nagy
kiterjedésti leldhely kozel 2300 temetkezésével és 122 oszlopszerkezetes épiilet

nyomaval (Osztas et al, 2012).

3.1.2 A foldmiivelés, ndvénytermesztés és a domesztikacidé megjelenése a

neolitikumban

Az Ujkokor kezdetén elinduld valtozasok természetszeriileg a mindennapi élet
egész teriiletét athatottdk. A miivelés ald vont foldek mennyisége fokozatosan nétt, és
ezeknek az élelemforrdsoknak az egyre intenzivebb kihasznalasa egyfel6l demografiai
novekedést vont maga utan, masfeldl pedig a kozosségek szaméra addig elérhetd
kozelségben 1€vo forrasok kiapadasat is okozta. Ezért kellett (ijabb €s jabb teriileteket
mivelés ald vonni, mely sok esetben idézte eld egyes népcsoportok addigi
lakohelytikrdl torténd elvandorlasat is. Az élelemtermeléssel és a letelepedett
¢letmoddal egyiitt jar6 magasabb 1étbiztonsdg nagy Iétszamu embercsoportok
egylittélését tette lehetéveé, mely idével allando falvak megjelenését is eredményezte,

ahol adott esetben nagyszamu ember ¢élt egyiitt.

Az élelemtermelésre vald attéréssel kiilonbozé betegségek megjelenésével is

szamolhatunk, melyek detektalasat az Gjkokor el6tti idészakokhoz képest a lelohelyek
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megszaporodasa, és az ezekrdl eldkeriilt nagyszdmu embertani anyag tette lehetdvé. A
betegségek vizsgalata az egykor €It emberek csontvazain részint a fizikai antropoldgia

eszkozeivel, masrészt fejlettebb eljarasok bevonasaval kutathatok.

A csontléziok azt sugaljdk, hogy az emberi szervezet adaptalédott a
foldmiiveléshez, ami pedig annak a kovetkezménye, hogy az 1j életfeltételeknek
koszonhetden ndvekedett a fert6zo betegségek aranya. Ismert példa, ha novekedés soran
az egyén szervezetét stressz éri az élelemmegvonas kovetkeztében a fogakon és a
csontokon ,,vonalkazottsag” figyelhet6 meg (Robson, 2010). A neolit népesség
taplalkozasaban és életvitelében drasztikus valtozas allt be, ez dramai hatassal volt a
neolit emberekre. A vadaszo-gyiijtogeté emberek kisebb csoportokban éltek egyiitt, igy
a szocialis élet is sziikebb keretek kdzott mozgott, a fert6zo betegségek kialakulasara és
terjedésére is kevesebb lehetdség adodott. Az allatok kozelsége is a fert6zd betegségek
megjelenését erdsitette, a haz kortiil €16, egyes esetekben a hazon beliil tartott allatoknak
koszonhetéen a zoondzis mindennapossa valt. A vizek az emberek altal termelt
hulladékok miatt parazitakkal fert6zodhettek, igy az allatok és emberek szervezetébe
szabadon bejuthattak kiilonb6zo fert6z6 agensek (Latham, 2013). A fentiek alapjan a
tuberkulozis terjedésére, gyakoribba valasara is kedvezd feltételek alakulhattak ki a

neolitizacioval.

3.1.3 Alsonyék — Kanizsa-diilé lelohely 13-as sircsoportja — Lengyel

kultara

Alsonyék-Bataszek lel6hely a Dél-Dunantilon, a Duna kozelében helyezkedik el.
A prehisztorikus telepiilés és temetd feltarasara 2006 és 2009 kozotti idészakban kertilt
sor. Osszesen 2359, késé neolit-kora rézkori Lengyel kultirabol (Kr.e. 5. évezred els6
fele) szarmazo sirhelyet tartak fel (Kohler et al, 2012; Kohler et al, 2013; Zalai-Gaal et
al, 2008). Mai ismereteink szerint ez az egyik legrégebbi és legnagyobb feltart
neolitkori telepiilés Ko6zép-Europaban. Az Alsonyék-Bataszék leléhelykomplexum (9.
abra) része az az Alsonyék-Kanizsa diilé (vagy 010/B), ahol a feltart 862 sir egyikébdl
kertilt el6 az elsé tbe-gyanus paleopatologiai eset (Zalai-Gaal et al, 2009). Jelent6sége
ebben all, hiszen populacid szinten nagymértékti feldusulas figyelheté meg, majd

hirtelen kollapszus, ahol figyelembe kell venniik a tuberkulozis-fertdzottségre utald
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elvaltozast. A sirok kisebb-nagyobb csoportokba rendezettek, ezért kronologiai és/vagy
csaladi temetkezés feltételezhetd. A sirokban a holttestek zsugoritott temetkezésnek
megfeleléen a jobb oldalukra fektetve helyezkedtek el, ami szokvanyosnak mondhato

ebben az iddszakban.

A 13. sircsoporthoz tartoz6 csontvazak morfologiai vizsgalata soran Kohler és
munkatarsai feljegyeztek egy igen latvanyos, kronikus Pott-gibbus-t mutatd esetet
(4027-es sirszam) (1d. kés6bb, 13. abra) (Kohler et al, 2012). Ez a 4027-es sirszamu
csontvazmaradvany a kronikus spondylitis tuberculosa egyértelmi, teljesen tipikus
formajat mutatja, minden szempontbol megfelel a tuberkuldzis makromorfolégiai-
paleopatologiai diagnosztikus kovetelményeinek (pl.: Palfi et al, 1999; Ortner, 2003). A
molekularis vizsgalatokba 38 egyén csontvazat vontuk be a szoéban forgd sircsoportbdl -
kozottikk a fentebb emlitett elére haladott Pott-gibbus-os esetet is (Posa et al, 2015b,
2016a). Az SZTE TTIK Embertani Tanszékén végzett elézetes morfologiai
vizsgalatunk alkalméval a csontvdzakon egyarant tanulmanyoztuk a tipikus és
korai/atipusos tbc-tiineteket. A széria jo megtartasi allapota, a fontos régészeti id6szak
¢s a tbc kiilonbozé morfoldgiai tlineteinek felismerése egylittesen arra 0sztondztek
benniinket, hogy minden egyénre kiterjedd, tbc-re fokuszaldé archaikus DNS

vizsgalatokat végezziink az Alsonyék-Kanizsa diil6 teljes 13-as sircsoportja esetében.
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9. abra: Attekinté térkép az Alsényék-Bataszék neolit lelghelykomplexumrél. A 13-as sircsoport

piros korrel jelolve (Pésa et al, 2015b).

A paleomikrobiologiai kutatasokkal parhuzamosan régészeti vizsgalatok zajlottak,
a radiokarbon, szénizotop 14 (**C) adatok szolgéltatnak informaciot a temetd korarél. A
vizsgalatokba els6ként fogakat vontunk be a csonttani anyagbol, mivel korabbi
vizsgalatok alapjan alkalmas mintavételi helynek bizonyult (Nguyen-Hieu et al, 2011,
Posa et al, 2012a). A fogak mellett egy hossziicsont mintat is vettiink a kontroll
vizsgalatok érdekében, arra az esetre, ha a fog negativ mintat szolgéltat. A mintavétel a
budapesti Archeogenetikai Laboratorium mintavételi helyiségében tortént, erre a 1épésre
azért volt sziikség, hogy megakadalyozzuk a mintdk kontaminal6désat tovabba a
vizsgalatok elkészitése is itt zajlott. A paleomikrobioldgiai vizsgéalatokra a EURAC

Institute for Mummies and the Iceman bolzanoi kutatolaboratoriumaban kertilt sor.

3.1.4 Vészté Magori-domb leldhely neolit temet6je — Tiszai kultura

Vészté a Dél-Alfoldon, Békés megye é€szaki részén, a Holt-Sebes-Koros bal

partjan talalhat6. A 150-153 méter hosszli, 100 méter széles és 7-8 méter magas tell
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rétegei kiilonboz6 korok leleteit tartalmazzak, megtalalhatok itt a neolit elejétdl a
bronzkor végéig szamos kultara emlékei — Kords Kultara, Alfoldi Vonaldiszes Kerdmia
(Makkay, 2004).

Az elsé asatasokra 1972-1976 kozott keriilt sor Hegedlis Katalin vezetésével,
ekkor Osszesen 44 sirt tartak fel, melyek a neolitikumbol és a rézkorbol szarmaztak — a
neolit sirok szama 27. A Tiszai kultarabol szarmazd sirok esetében a fa koporsos
temetkezés nyomai lelhetok fel. A sirokra a zsugoritott temetkezés jellemzd, a férfiakat,
foként a jobb, mig a noket a bal oldalukra fektették, azonban akad néhany kivétel
(férfiak bal oldali fektetése: 7, 13-14, 16, 36, 39, 42. sirok esetében, ill. a nék jobb
oldali fektetése: 1. sir esetében). Edény mellékletet csak a 1. és a 31. sirban taldltak a
régészek. A halotti ritusra jellemz6, hogy okkerrogot helyeztek az elhunyt tenyerébe
(Makkay, 2004).

Az asatasok masodik fazisa 1986-ban Makkay Janos és Juhasz Irén vezetésével
zajlott le, ahol tovabbi hat sirt tartak fel — harom rézkori és harom neolit sir keriilt eld.

Az antropologiai vizsgélatok soran 31 egyén maradvanyait fedezték fel, ahol két
meghatarozhatatlan nemii felnéttet, kilenc gyermeket, négy felndtt ndt, 14 felnott férfit
jegyeztek fel, harom egyén esetében nem volt antropologiai vizsgalat — ebbdl kettd
feln6tt és egy gyermek (kettds temetkezés egy sir esetében) (Spekker et al, 2012).
Erdekes megfigyelés, hogy a csecsemdkortiak teljes mértékben hianyoztak a feltart
sirokbol.

A radiokarbon kormeghatarozas adatai alapjan Kr. e. 4900-4500-bol szarmaznak a
maradvanyok (Siklosi Zsuzsanna doktori disszertacio, 2010).

Molekularis vizsgalataimba 6t egyén csontvazat vontuk be, amelyek esetében
négy egyénnél a paleopatologiai vizsgalatok soran felmeriilt az esetleges tuberkulozis-

fertGzés.
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3.2 A bronzkor

Tapé-Széntéglaégetd leldhely késd bronzkori temetdjébdl, az innen eldkeriilt
emberi maradvanyok Kr. e. 14-13. szazadbol szarmaznak. A régészeti feltarasokat
Trogmayer Otto vezette 1960-1966 kozott, amelynek soran 686 sirra tartak fel. Az
antropolédgiai vizsgalatok eredményeit 1971-ben Farkas L. Gyula és Liptak Pal
kozoltek, kozlésiik alapjan 389 zsugoritott helyzetben eltemetett, 36 urnasiros, 49
nyujtott helyzetli temetkezést, ill. 212 bolygatott sirt irtak le. Az embertani
vizsgalatokba a csontok rossz megtartasi allapota miatt 6sszesen csak 579 sirt vontak
be.A vizsgalt egyének esetében a demografiai megoszlasa a kovetkezd volt: 186 férfi,

159 n6, 162 gyermek €és 72 meghatarozhatatlan nemi egyént (Farkas és Liptak, 1971).

A paleopatologiai vizsgalatok hét egyén esetében igazoltak thc-vel Gsszefiiggésbe

hozaté atipusos tiineteket (Spekker Olga PhD kutatas, SZTE Embertani Tanszék).
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3.3 Az avar kor

Az avarok nem tekinthetéek egységes népcsoportnak targyi-szellemi miiveltségiik
¢s szarmazasuk tekintetében, azonban mégis egységesnek tekintjiik a 6. szazad és 9.
szazad kozotti régészeti kultarat a Karpat-medencében. Az avarokat 18. szdzadban
Joseph de Guignes azonositotta a kinai forrasokbol ismert bels6-azsiai zsuanzsuan-
okkal. A késébbiekben Czeglédy Karoly Theophilaktos pszeudo-avar torténetében
varchonita néven leirt avarokat heftalita (fehér hun), tehat kozép-azsiai eredetiinek
hatarozta meg. Bona Istvan 1971 és 1980 kozott a két torténeti elméletet egyesitve
kidolgozta az avarok kettds eredetének régészeti érveken alapuld hipotézisét, miszerint
az avarok Kozép- és Belsé-Azsiabol szarmazé népcsoportok egybeolvadasaval jottek
1étre (Pohl, 2002). A keletrdl érkez6 avarsag Kelet-Eurdpaban bolgar-térok (kutrigur és
utigur) elemekkel, majd a Karpat-medencében jelentds szdmu german (gepida és
langobard) ¢és romanizalt népességgel bdviilt, de szdmolnunk kell szlav nyelvii lakossag

jelenlétével is a teriileten (Vida, 2009).

A Szeged-Kiskundorozsma Kettshatar 1. lel6hely feltarasat az M5-6s autopalya
nyomvonala mentén 2004-ben, Mészaros Patricia, Paluch Tibor és Szalontai Csaba
régészek végezték. A sirok rendkiviil siirin helyezkedtek el, a 7-9. szdzadbol szarmazo
temet6t egy korabbi 4-5. szdzadbol szarmazd sirokra temették ra, ill. modernkori
bolygatas is megfigyelhetd, de a csontvazak esetében altalanossagban elmondhatd, hogy

azokat kevésse érte bolygatés, a sirok harmadara jellemzd a koporsés temetkezes.

A sirok mellékletei kozott megfigyelhetdek a vaskések, vascsatok, a ndi siroknal a
gyongyok, ill. eziist fiilbevalok. A feltaras soran 298 sir kertilt el6, elmondhato, hogy a
temetd feltart, de nem teljes mértékben, mivel egy része tilnytlt a nyomvonalon. Ettdl a
temetdtdl ca. 60 méterre egy masik avar kori temetére bukkantak (Kettdshatar I1.), ahol
43 sirt tartak fel. A Il-es szamu temetd teljesen feltart, mivel az Gsszes sir beleesett a
nyomvonalba (Mészaros et al, 2006). Az antropologiai és paleopatoldgiai vizsgalatok
soran a 263-as sirban talalt csontmaradvanyokon atipusos tbc-re utalo elvaltozasokat
talaltak az SZTE Embertani Tansz€ék munkatarsai. Paleomikrobioldgiai doktori

kutatasaim lehetOséget teremtettek ennek az esetnek az elemzésére.
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A masik avar kori lel6hely, Hanzélytanya feltarasara 1998-ban Medgyesi Pal
vezetésével keriilt sor, ahol az avar kori sirok mellett, 10-11. szdzadi temet6részletre
bukkantak a régészek. A Csardaszallas-Hanzélytanya lel6helyet 21-es topografiai
szammal lattak el, elhelyezkedése Csardaszallas kozségtol délkeletre, a mezdberényi
orszagut északi részén talalhatd. Korabban, 1958-ban Kovalovszki Julia mar bejarta ezt
a terliletet, akkor két csontvazat taldltak a helyszinenEzt kovetden 1988-ban a tanyat
lebontottak, ekkor Szénaszky Julia végzett leletmentést. Az avar temetd leletanyagéban
foként gyongydk, fiilbevaldk, bronzcsatok voltak (Medgyesi Pal szakmai beszamoldja,
2014). A 12-es szam sirban talalt egyén esetén atipusos thc-vel dsszefiiggésbe hozhato
tiinetek keriiltek feljegyzésre — paleomikrobioldgiai vizsgalataim ennek a leletnek az

aDNS vizsgalatat céloztak.
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3.4 Az Arpad-kor
3.4.1 Gy6r-Posdomb leldhelyen feltart Arpad-kori temetd

A Gyo6r-Moson-Sopron megye székhelyének kiilteriilete Posdomb, ahol az els6
feltarasokra 1970-ben kertilt sor, Albeker Maria vezetésével, melynek soran kora
Arpad-kori temetd keriilt el (10-11. szazad). A régészeti leletek homokbanyaszat
kovetkeztében kertiltek felszinre, ennek kovetkezményeként a lel6hely egy része
elpusztult, s igy jelentds szamu sir megsemmisiilt (Albeker, 1970, 1970a). A
késobbiekben, 1970 és 1973 kozott Mesterhazy Kéroly vezetésével végeztek tjabb
asatasokat. A feltardsok eredményeként dsszesen 217 sir keriilt eld, ez becslések szerint

a teljes temetd 60%-at teheti ki (David, 1970, 1971, 1972; Mesterhazy, 1974).

A temetdt koporsos temetkezés jellemezte, az eltemetett egyének végtagjait
enyhén behajlitottak. A kora Arpad-kori temetSknek megfelelden a sirok csekély szami
mellékletet tartalmaztak, a foként eziist és bronz koznépi, illetve S-végii karikaékszerek,
nyilcsucsok, bronzpantok, fonott eziist gytirik, gyongyok, valamint vaskések, a
népesség koznépi temetkezésére utalnak (Albeker 1970; Juhasz, 1999). Ermét (Salamon
dendarat) csupan egyetlen sir esetén tartak fel a régészek (Mesterhazy, 1974). A sirokbdl

kis szamban keramiatoredékek is elokeriiltek.

70

60

50 —

40 -

30

20 -

10 +

férfi né indifferens

10. abra: A Pésdomb lelGhelyen feltart Arpad-kori temeté antropolégiai vizsgalatokba bevont

147 egyén eloszlasa nemek szerint (Juhasz, 1999).
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A 217 egyénbdl 147 keriilt meghatirozésra (ez részben a feltarasokat kovetd
elkalloédas, részben pedig a megtartasi allapot kovetkezménye), ahol 58 indifferens,
foként gyermekkorosztalyba tartozé csontmaradvany, 49 férfi és 40 ndé volt
elkiilonithetd (10. abra). A csontszéria részletes morfologiai és metrikus kozlésére

Juhasz Eleonora szakdolgozatdban keriilt sor (Juhasz, 1999).

A 187. sirbol szarmazd egyént kivanjuk részletesebben bemutatni, akinek a
gerincoszlopan eldre haladott spondylitis tuberculosa (Pott-gibbus) volt megfigyelhetd.
Az eset mar az antropolégiai vizsgalatok kezdetén feljegyzésre keriilt, ennek kapcsan
meriilt fel egy részletesebb morfologiai analizis, illetve a molekuléris biologiai
vizsgalatok sziikségessége, megerdsitve a betegség jelenlétét az Arpad-kori népességek
korében. A tobbi csontvdaz nem mutatott tuberkuldzisra utald jellegzetes (vagy

specifikus) morfologiai elvaltozasokat.

A paleomikrobiologiai kutatasokat morfologiai vizsgalatok el6zték meg a 187.
sirszamt Adultus—Maturus (36-42 éves) férfi esetében, ahol a tipikus Pott-gibbus
mellett tovabbi tuberkulozisra utald elvéltozasokat lehetett megfigyelni, pl.: egyes
bordéak a gerinc feloli végiikon sszecsontosodtak (1d. késobb: 18. abra). A vizsgalatok
soran korai (atipusos) és késdi (kronikus) csont-iziileti tbc-s elvaltozast, tovabba néhany
vazrendszeri fertézéssel is Osszefiiggésbe hozhatdé egyéb 16zi6 (Gn. stressz-faktor)

jelenlétét is vizsgaltuk.

Kiilén készonettel tartozom a Magyar Természettudomanyi Muzeum Embertani Tarénak, kiilsndsen Dr.
Pap Ildiko cimzetes tarvezetdnek, hogy a vizsgalataimba bevont csontmaradvanyokat a rendelkezésemre
bocsatotta.
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3.5 A kozépkor
3.5.1 Bacsalmas-Oalmas leldhely — Egy torok hodoltsag kori temet6

Bacsalmas a Dé¢l-Alfoldon, a Duna-Tisza koze déli részén, Baja és Szabadka
kozott fekszik. A teriilet legaldbb az avar kor oOta lakott, a torok hodoltsag kezdetén
azonban elnéptelenedett. A kitirtilt Dél-alfoldi régioban, igy Bécsalmas teriiletén is
hamarosan racok jelentek meg (Horvath et al, 2006). Bacsalmas-Oalmas leléhelyen e
balkani eredetii népesség egyik temet6jét fedezték fel a régészek (11. abra). Az elsé
szakaszban, 1993-ban, 91 sirt tartak fel Wicker Erika iranyitasaval (Wicker, 1999). A
feltarasok 1995-96-ban Polgar Zoltan és Pintér Lasz1o vezetésével folytatodtak (82 sir).
1999-re Wicker Erika elkészitette a bacsalmasi-6almasi temetd elsddleges feltdrasanak
tanulmanyat, melynek adataibdl kideriil, hogy harom generaci6 emberi maradvanyait
tartalmazza a temet6 a 16. szazadtol a 17. szazad masodik feléig. A betemetett emberi
maradvanyok zart kozosséget alkotod, vélhetéen fokozott endogamiaval jellemezheto,
tobbségében rac népességtdl szarmaztak (Wicker, 1999). Az asatasok harmadik fazisara
2001-2003-ban kertilt sor, ismét Wicker Erika vezetésével, ekkor tjabb 311 sir keriilt
felszinre (Lovasz et al, 2005b, Wicker, 2006). A feltarasok soran Gsszesen 481 egyén
csontvazmaradvanyai keriiltek elé (Lovasz, 2005a; Lovasz et al, 2009, 2013). Az
embertani szériadt a Szegedi Tudomanyegyetem Embertani Tanszékén taroljak és

tanulmanyozzak.
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11. abra: Attekinté térkép — sirrajz a Bacsalmas-Oalmas kozépkori temetérél 1993-bol (Wicker

et al, 2003).

Az Oalmasi rac temetobdl szdrmazd csontvaz-maradvanyokon mdar az elsd
morfoldgiai vizsgalati fazisban azonositottak stlyos patoldgiai eseteket, kozottiik
reumatikus megbetegedéseket és giimokorral Gsszefiiggésbe hozhatd elvaltozasokat is

(Horvath et al, 1994; Molnar és Palfi, 1994; Palfi et al, 1996, 1997).

A teljes antropoldgiai feldolgozas paleodemografiai elemzése soran 126 férfit,
113 nét és 242 nem meghatarozhatd (foként gyermek-kort) nemii egyént azonositottak
(12. abra). Az embertani széria nagyon gazdag paleopatologiai esetekben (Lovasz et al,
2013). Sok olyan fejlodési rendellenesség figyelhetd meg a szériaban, melyek az
endogamia kovetkeztében alakulhattak ki ebben a kozOsségben, ez arra enged
kovetkeztetni, hogy nem volt jellemzd a kdzdsségen kiviili hazassag, csokkentve ezzel a
genetikai variaciok lehetdségét. A csontokon felfedezhetd, tbc-re utald elvaltozasok két
f6 csoportba sorolhatok: 1) a korai vagy atipusos elvaltozasok (endocranialis-, borda-,
csigolya- és hosszucsont elvaltozasok), 2) kronikus - klasszikus vagy tipikus — tbc-s
elvaltozasok (Lovasz, 2015).
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12. abra: A Bacsalmas-Oalmas lelGhelyen feltart temeté antropolégiai vizsgalatokba bevont 481

egyén eloszlasa nemek szerint (Lovasz, 2015).

A molekularis vizsgalatokra a teljes széria 481 egyénébdl 18 egyén maradvanyait
valasztottuk ki, koztiik morfologiai elvaltozasokat mutatd és 1éziomentes eseteket is.
maradvanyokban, harom helyr6l vettiink mintat egyénenként: csigolya-, borda- és
hosszliicsontok szolgaltak mintavételi helyiil. Két esetben (264-es és 483-as sirok
esetében) a morfologiai vizsgalatok soran lehetséges meningitis-re utald jeleket
figyeltek meg, ezeknél a leleteknél koponya-mintékat is bevontunk. Osszességében 56
minta (18 egyénbdl, 3 minta egyénenként, plusz a koponyacsontok a fentebb emlitett

esetekben) kertilt kivalasztasra az els6 molekularis vizsgalat-sorozatra.

A kutatas késObbi fazisaban mar fogakat is bevontunk a vizsgélatokba, annak
érdekében, hogy a korokozd6 DNS jelenlétét a maradvanyokbol még nagyobb
hatékonysaggal kimutathassuk.

3.5.2 A bacsalmas-6almasi széria jelentdsége az archaikus tbc kutatasanak

szempontjabol

A bacsalmasi széria vizsgalata azért kulcsfontossagu a tuberkuldzis multjanak
kutatasa szempontjabol, mert nagy elemszamu leletegyiittesen vizsgalhato a betegség
jelenléte, jo6 megtartasu és aranylag teljes az embertani anyag. A korokozo jelenlétét

olyan késd-kozépkori/kora Gjkori demografiai kdrnyezetben tanulmanyozhatjuk, ahol a
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betegség aranylag szabadon terjedhetett a nagyobb Iélekszamu telepiiléseken, az
eszkozeiben és megkozelitésében még kozépkori szintlinek mondhatd orvoslés alacsony
hatékonysaga mellett és a korabeli higiénés viszonyok kozott. Tovabbi érdekesség a
régészeti ¢s antropoldgiai tanulmanyokban felvetett aranylag magas foku endogamia (és
a kozosség zart jellege). Ebben a korszakban a betegség jelenléte mar altalanosnak
mondhatod, azonban rendkiviil érdekes megfigyelésre ad lehetdséget, jarvanyszerii
terjedése egy endogdm populacioban. A feltard régész, Wicker Erika adataibol tudjuk,
hogy ez a rac kozosség foldmiivelésbol és allattartasbol élt, ami az egészségi allapotra
kihato nehéz fizikai munkaval, ugyanakkor a korszak rendkiviil hideg klimaja miatt
tartos ¢hezéssel, alultaplaltsaggal és az ezekbdl kdvetkezd egyéb hidnybetegségekkel is
jérhatott. Mindezt tlikrozik a régészeti adatok és az antropologiai-paleopatoldgiai
vizsgalatok eredményei is (Wicker, 2008; Lovasz Gabriella PhD-disszertacio, 2015).
Fentiek alapjan joggal feltételezhetd, hogy a megterheld fizikai munka, a zart, stiriin
lakott kornyezet valamint a kedvezodtlen klimatikus helyzettel egyiittjaré éhezések
immunallapotra gyakorolt hatdsa eldsegithette a népességben a fert6z6 megbetegedések,

igy a tuberkuldzis terjedését.
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3.6 Az ujkor

3.6.1 A véaci Fehérek temploma: Sandor Terézia maradvanyai

A vaci Fehérek temploma 1994-es restaurdlasakor bukkantak az Eurdpaban is
egyedilallo, természetesen mumifikalodott emberi maradvanyokra. A felyjitasi
munkalatokat végzé szakemberek véletleniil fedezték fel a domonkos rendi
altemplomba vezetd, kordbban befalazott bejaratot. Az ajtd6 ujboli felnyitasakor
Osszesen 265, diszes koporsdban eltemetett, részben vagy teljesen mumifikaldédott
holttestre bukkantak (Pap et al, 1997; Szikossy et al, 2007). A mumifikaldédott emberi
maradvanyokat kozel két évtizede a Magyar Természettudomanyi Mizeum Embertani

Tar gondozza.

A Fehérek templomaba kezdetben csak egyhazi személyek temetkeztek, majd a
polgari lakossag is a kriptdba kivanta elhelyezni halottait. Az elsé temetkezések az
1730-es évekre datalhatoak, majd a higiénés viszonyok miatt Maria Terézia ¢s I1. Jozsef
betiltottak azokat - a helyiek mégis ide temették szeretteiket ezt kdvetden is. Az utolso
temetkezés 1838-ban tortén, majd véglegesen befalaztattak a bejaratot, hogy ezzel a
szokasnak véget vessenek. A lakossag meg is feledkezett az altemplomrol, olyannyira,
hogy 150 évvel kés6bb csupan a véletlennek koszonhetéen bukkantak a bejaratra (Pap
et al, 1997; Szikossy et al, 2007).

A véci altemplomban eltemetett halottak esetében természetes mumifikalddasrol
beszéliink, mivel semmilyen emberi beavatkozas nem tortént a holttestek konzervalasa
érdekében. A folyamat a kornyezeti viszonyok szerencsés alakuldsdnak kdszonhetd. A
természetes mumifikalodasnak tobb fajtaja is ismert, minden esetben a kornyezeti
koriilmények kulcsfontossagtiak, a tartos hideg vagy meleg, a jég vagy a szarazsag
képes a testet megOrizni a bomldssal szemben. A mérsekelt €égdvon végbemend
természetes mumifikalodas altalaban a megfeleld6 mikroklimanak, valamint a
temetkezés modjanak kdszonhetd.. A kriptaban allando, 10-12°C-os hdmérséklet volt,
mely teljesen fliggetlen volt a kiils6 homérséklettdl, allandd, gyenge légmozgés is
biztositotta a konzervalddast egy szell6zokiirton keresztiil. A halottakat faforgaccsal
boritott fenydkoporsokba helyezték 6rok nyugalomra, a forgacs felszivta a bomlés soran

keletkezd testnedveket, igy a testek a rothadas helyett kiszaradtak. A fenydgyanta
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terpenoid tartalma meggatolta a baktériumok, ill. gombak szaporodasat, ezzel

hozzajarulva a mumifikalédashoz (Pap et al, 1997; Szikossy et al, 2007).

T szerzetesnd mumifikalodott holttestébdl vett

Munkénk soran Sandor Terézia
mintan végeztiink molekularis bioldgiai vizsgalatokat Mycobacterium tuberculosis
aDNS kimutatdsa és annak tanulmanyozéasa érdekében. A korabban elvégzett CT
(computer tomografia) vizsgalatok, és az azok alapjan elvégzett 3D rekonstrukcid
igazolta a sulyos fokt spondylitis tuberculosa folyamatat (Coqueugniot et al, 2015). A
vaci mumidkon elvégzett korabbi aDNS vizsgélatok mar bizonyitottak a kiemelkedden

magas aranyu tbc fert6zottséget a 18-19. szazadi népességben (Fletcher et al, 2003Db),

ezért kértiink lehetéséget arra, hogy kutatasainkba egy vaci mumiat is bevonhassunk**,

3.6.2 A vaci mumidk paleomikrobioldgiai jelentdésége: thc az

antibiotikumok megjelenése eldtt

A tbc paleopatologiai és paleomikrobiologiai kutatasa szempontjabol egy
rendkiviil érdekes korszak a vaci templomba valo temetkezés idoszaka. A felfedezett
mumidk kiilonleges lehetdséget biztositanak arra, hogy tanulmanyozzuk a korokozok
bioldgiai maradvanyait, mikozben azt is megfigyelhetjiik, miként reagalt az emberi
szervezet a tuberkuldzis-fertdzésre, egy napjainkhoz relativ kozel esd, azonban mégis az
antibiotikumok megjelenése eldtti iddszakban. Magyarorszagon ekkor még nem
beszélhetiink 4tiité erejli iparosodasrol, de mar megfigyelhetdk annak korai jelei. A
népesség kezd koncentralddni a varosokban, igy a nagyobb népsiiriség a 18-19. szazad
fordulojanak aradnylag szerény higéniés szinvonaldval parosulva sziikségszeriien
segitette a fert6z0 megbetegedések — igy a tbc — terjedését. Fletcher és munkatérsai
2003-as kozleményiikben olyan, elgondolkoztatoan magas fertdzottségi értékekrol

szdmolnak be, ami egy évszazaddal el6zi meg a 19/20. szdzad forduldjardl ismert

T A vaci Fehérek templomédban eltemetett apaca, aki attdl valt ismertté a kiilonbdzd kiallitdsokon
(pl.: Mumiavilag), hogy testébdl kimetszették a szivét, erre a cselekedetre feltételezhetéen azért
kertilt sor, hogy a szivét sziil6foldjében temessék el.

H Kiilon koszonettel tartozom a Magyar Természettudoméanyi Mlzeum Embertani Téranak,
elsésorban Dr. Pap Ildiko korabbi tarvezetonek, hogy lehetéséget biztositott szamomra a miumia
vizsgalatara.
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,,morbus hungaricus” morbiditasi értékekeit (Fletcher et al, 2003b). Helen Donoghue,
Mark Spigelman és munkatarsaik 1997 o6ta folytatnak kozos kutatdsokat az MTM
Embertani Tar munkatarsaival. Ezek keretében végzett kutatasaik szamos értékes adattal
szolgaltak a vaci mumiagylijtemény a thc paleomikrobiologiai kutatasat, egyéni
esettanulmanyokon, teljeskort fertdzottségi/paleoepidemiologiai felmérésen vagy akar a
legjabb metagenomikai, paleogenomikai vizsgalatokon keresztiil. Mara a vaci
mumiagyljtemény, kivalo patogén aDNS megtartoképességére tekintettel is,
nemzetkozileg elismert MTB aDNS referenciagyiijteménnyé valt (Pap et al, 1999;
2001; Fletcher et al, 2003a-b; Donoghue et al, 2011; Chan et al, 2013; Bos et al, 2014;
Kay et al, 2015).
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3.7 Kiilonbozé archaikus patogén DNS izolalasi metodikak

alkalmazasa asatag csontmaradvanyokon

Célkitlizéseim kozott az is szerepelt, hogy régi csontmintakbdl minél nagyobb
hatékonysaggal mutassam ki a tuberkuldzis dgensének jelenlétét, igy olyan metodikak
alkalmazasat hasznaltam szakirodalmi adatok figyelembevételével, ahol a DNS

megorzodése a legnagyobb mértéki €s a detektalas sikeressége maximalizalhato.

Kezdetben fenol-kloroformos DNS-izolalassal (Hochmeister et al, 1991)
igyekeztiink elérni a kivant hatékonysagot (Neparaczki et al, 2011). A fenol-kloroform
egészségre artalmas, ismert rakkeltd hatdsa, valamint a modszerrel a viszonylag ,,friss”
kozépkori csontmintakbol a vartnal csekélyebb hozamban kapott pozitiv eredmények
miatt, egy hatékonyabb DNS-kinyerési mddszert kezdtiink el alkalmazni. A szilika-
alapi metodika hatékonyabbnak bizonyult (Rohland et al, 2009), a moddszer
hatékonysaga a DNS szilikahoz val6 k6tddésén alapul magas sokoncetracié mellett. A
nagyobb mennyiségli DNS-kinyerést azzal is igyekeztiink biztositani, hogy adott
egyénbdl tobb helyrdl vettiink mintat. Szakirodalmi adatok alapjan a ’90-es években
altalanosan felhasznalt csontmintak a bordak, ill. csigolyak voltak, ahol az esetleges
morfologiai elvaltozas is kozvetleniil megfigyelhetd. Ugy gondoltak, hogy az elvaltozas
helyén a legnagyobb valoszinliségli a korokozé DNS-maradvanyédnak jelenléte
(Donoghue et al, 1999; Salo et al, 1994; Taylor et al, 2005). A 2010-es években
azonban tobb tanulmany is megjelent, amely a fogakat preferdlta a vizsgdlatai soran
(Nguyen-Hieu et al, 2011; Raoult és Drancourt, 2008), melyek alapjan felmeriilt, hogy a
mintavételek soran fogakat is alkalmazzunk. Vizsgalataink alatdmasztottak a cikkek
allitasait, ennek tapasztalatait sszegeztiik egy tanulmanyban (Pdsa et al, 2012a). Az 1.

tablazatbol vilagosan kitlinik, hogy tobb kutatd kisérletezett alternativ mintavételekkel.
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publikaciok

vizsgalt mintak®s

Spigelman and Lemma 1993

csigolyak, ulnak, koponya fragment, tibia,
femur, bordak

Salo et al, 1994

kalcifikalodott tido szovet

Baron et al, 1996

csontok

Faerman et al, 1997

fogak, kompakt csontok

Braun et al, 1998

csigolyak

Crubézy et al, 1998

bordak, csigolyak

Donoghue et al, 1998

kalcifikalodott pleuradarab

Donoghue et al, 1999

bordak

Dutour et al, 1999

csontok

Faerman et al, 1999

fogak, hossziicsontok

Zink et al, 1999

lagyszovet

Horackova et al, 1999

tibia, femur, csigolya, borda

Palfi et al, 1999

kalcifikalodott fragmentumok

Pap et al, 1999

lagyszovet

Spigelman és Donoghue, 1999

kalcifikalodott fragmentumok

Taylor et al, 1999 csigolyak
Haas et al, 2000 csontok
Zink et al, 2001 csontok

Fletcher et al, 2003a

mumiak: csontok és lagyszovet maradvanyok,
kalcifikalodott tiidészovet

Zink et al, 2003

csontok, lagyszovet

%% A publikdciokban feltiintett mintdk megnevezése alapjan.
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publikaciok vizsgalt mintak
Bathurst et al, 2004 kéztécsontok
Taylor et al, 2005 bordak, hosszﬁcgfargr?ql;,nizi(golyék, koponya
Zink et al, 2005 csontok
Zink et al, 2007 hosszicsontok
Taylor et al, 2007 csigolyak, hosszucsontok, bordak
Hershkovitz et al, 2008 hosszicsontok
Donoghue et al, 2009 kalcifikalodott tiiddszovet
Nerlich et al, 2010 csontok
Lemma et al, 2010 csontok
Neparaczki et al, 2011 bordak, csigolyak
Nguyen-Hieu et al, 2011 fogak
Nicklisch et al, 2012 hosszucsontok
Posa et al, 2013 bordak, hosszﬁc?:)ang;rcr)]l;,ni:tgolyék, koponya

1. tablazat: MTB aDNS kimutatasahoz alkalmazott kiilonb6z6 mintavételi helyek az utébbi két
évtizedbdl (Posa et al, 2012a).

Az utobbi idében egyre inkabb a fogakat preferdljak a bakteriologiai
vizsgalatokra, alkalmassaguk biologiai szempontbol kénnyen magyardzhato, mivel a
korokozok a vérarammal terjednek a gazda szervezetében, igy a legjobb vérellatottsagu
helyeken kumulalodhat a DNS-iik (Zink et al, 2001; Dang La et al, 2008; Donoghue,
2008; Matheson et al, 2009; Nguyen-Hieu et al, 2011). A fogmintak hasznalatanak
hatékonysdga és az eredmények megbizhatosdga Osszefiigg azzal, hogy az arnylag
kompakt struktira akar tobb ezer éves eseteknél is megodrizheti a DNS-t, ill. a
zomancrétegének koszonhetden védettebb lehet a talajban talalhatd egyéb

Mycobacterium fajoktol (MOTT) (Raoult és Drancourt, 2008).
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3.8 A csontmaradvanyokbol torténé DNS izolalas

3.8.1 A csontmintak eldkészitése €s poritasa

Az elemzésre kivalasztott csontmintak egy eldzetes tisztitason mennek keresztiil,
mieldtt a laborhelyiségekbe keriilnek. Mar a mintavétel soran is a lehetd legtisztabb
modszerekkel nyerjiik ki a vizsgalanddé anyagot a csontvazakbdl. A nagytisztasagi
laborba vald bekeriilést megel6zéen a mintdkat, mintavételi zacskokat és egyéb
sziikséges hasznalati eszkozok minden oldalat 30-30 percig UV megvilagitas alatt
sterilezziik. Ezutan a kivalasztott csontokat bezacskdzva haztartasi hipoval kezeljiik,

mayjd juttatjuk a labor eléterébe, ahol atzacskozzuk a mintat, 1j, tiszta zacskoba.

Csak ezt kovetden kertil a pre-PCR labor el6készit6 részébe a minta, ahol oldalain
30 percig tartdé UV-val torténd kezelést hajtunk végre, majd 0j tiszta zacskdba
helyezziik. Hosszlcsontok diafizise esetén ezt kdvette a ca. 2x3 cm rész kivagasa,
csontflirész  segitségével. A  kivagott, vizsgéalatra szant csontdarabkakrol
fotddokumentacio késziil, mivel a Kivett minta a vizsgalatok soran felhasznalasra keriil,
a poritas révén pedig eredeti forméja megszinik. Ezutan egy ismételt UV-besugarzas,
majd a csontok felszinének megtisztitasa kovetkezik. A fog, ill. a pars petrosa
(sziklacsont) kiils6 felsziniiket homokfuvoé segitségével tavolitjuk el - teljes felsziniiket
megtisztitiuk a sziikséges mélységig, igy megszabadulva a talajdarabkaktol. Ezt
kovetden 1j, tiszta zacskoba helyezziik a mintdkat, majd ismét 30 percre UV fénnyel
vald kezelésnek tessziik ki dket, a lehetd legjobban minimalizalva az esetleges DNS

kontaminaciot, végiil ismét tiszta zacskoba helyezziik a mintakat.

A csontmintdk poritasa egy Retsch MM301 tipusu kétperselyes, golyds
drlémalomban torténik, a csontmalom zart perselyének koszonhetden a kontaminacid
kontrollalt. A csontok porra drlését megelézve egy mechanikai roncsolason mennek at,
amely munkafolyamat egy eldre, hipoval és UV fénnyel kitisztitott feliileten torténik. A
munkat megel6zden az eljards soran hasznalt eszkdzoket 30 perces sterilezésnek tettiik
Ki.

A fog vagy csontmintat vastag alufélidba csomagoljuk, majd az iillére helyezve a

kalapacs segitségvel mechanikailag aprobb darabokra torjiik. A foliarol a tormeléket a
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persely Orldtégelyébe toltjiik at. Az érlémalomban egyszerre csak egy mintat poritunk,
hogy ne keveredjen és kontaminaljon két kiilonb6z6 minta DNS tartalma. A megfeleld
szemcsenagysagu csontpor altalaban eléréséhez 2x25 masodpercen keresztiil, 250 Herz-
es frekvencian Orliink. Koponyacsontok esetében a 2x25 masodperc helyett 3-4x25
masodpercre is sziikség lehet a csont masszivsaga miatt. Két minta poritdsa kozott
DNA-Exitus oldattal toroljik at a tégelyt. Egy masik, elszivas alatt 1évo

plexiszekrényben ontjiik ki a leérolt csontport.

A vékony fblidra Ontjiikk a tégely tartalmat, majd a kanallal egy 15 ml-es
eppendorf csébe 250 mg csontport mériink, a maradék csontport Greiner csébe
helyezziik, melyet +4°C-os hiitében tarolunk az ujabb felhasznalasig. Két minta 6rlése
kozott a munkafeliiletet hipoval, ill. a fémeszkdzoket DNA-Exitus oldattal kezeljiik. Ezt

kovetden a tégelyt nagy koriiltekintéssel tisztitjuk.

A poritéas tisztasaganak ellendrzése érdekében egy golyds kontrollt alkalmazunk,
ezt hidroxilapatitos poritassal végezziik. Az utols6 minta poritdsat kovetden
hidroxilapatitot Ontilink a tégelybe, majd a minték poritdsaval megegyezd mdodon 6roljiik

a kontollt.

3.8.2 A csontmintakbdl torténd DNS izolalas folyamata

A csontokbol torténé DNS extrakciot a Rohland és munkatarsai altal kidolgozott
protokollnak megfeleléen végeztiik, kisebb modositasokkal (Rohland et al, 2009).

Munkénk soran harom paralell vizsgalatot végeztiink.

1. 250 mg csontporhoz 5 ml 0,5 M-0s EDTA-t és 20 ul 20 mg/ml-es proteinaz K-t
adtunk, majd vortexelést kovetéen 40°C-on inkubaltuk folyamatos vertikalis
kevertetés mellett egy éjszakan at. Ezzel a Iépéssel eltdvolithatok a fehérjék az

extraktumbol.

2. A mintakat 2 percig 5.000 g-vel centrifugaltuk, majd a feliilusz6t megtartott 4j

csébe helyezve.

3. A feliiluszohoz 2,5 ml binding puffert és 100 pl szilika szuszpenziot adtunk.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Vertikalis kevertetés soran 3 Oran keresztill szobahdmérsékleten inkubaltuk az

extraktumot.
2 perc alatt 5.000 g-vel centrifugaltuk a mintakat.
Leontottik és eldobtuk a feliiluszot.

1.000 pl binding puffert adtunk a szilika pellethez, majd szuszpendaltuk, ezt

kovetden atontottiik 2 ml-es tiszta csovekbe a mintakat.
15 masodpercig 16.000 g-vel centrifugaltuk a mintakat.

A feliiluszot eltavolitottuk és 500 pl washing puffert adtunk a mintakhoz, majd
szuszpendaltuk ¢és 15 masodpercig 16.000 g-vel centrifugaltuk. Ezt a 1épést

megismételtiik.

A feliiluszot eltavolitottuk a mintakrdl. 15 masodperc alatt 16.000 g-vel
centrifugaltuk és eltavolitottuk a maradék folyadékot, a szilika pelletet egy oran

keresztiil szaritottuk szobahémérsékleten.

A mintédkra 200 pl TE puffert pipettaztunk és pipetta vagy vortex segitségével

szuszpendaltuk.
5 percig 60°C-on inkubaltuk az izolatumokat.

A csovek tetejére szilikon pasztat helyeztink és 2 perc alatt 16.000 g-vel

centrifugaltuk a mintakat.
A feliiluszot friss, tiszta 1,5 ml-es LoBind Eppendorf csovekbe helyeztiik.

A mintak a felhasznalasnak megfelel6en tarolhatok (-20°C-0s fagyasztoban vagy
4°C-os hiitében).
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Izolalas soran alkalmazott oldatok:
EDTA (0,5M; pH=8, 200 ml)
100 ml ddH,O-ben 37,229
NaOH pellettel beallitjuk a pH=8
ddH20 200 ml-ig
Tris/HCI (0,5M; pH=8; 200 ml)
100 ml ddH,0O-ben 12,11 ¢
HCl-el beallitjuk a pH=8
ddH20 200 ml-ig

TE puffer (pH=8; 100 ml)

10 mM Tris/HCI (pH=8) 2 ml a0,5M tris/HCI (pH=8)
1 mM EDTA (pH=8) 200 pla 0, 5M EDTA (pH=8) oldatbol
ddH.0 100 ml-ig

Natrium-acetat (3M; pH=5,2; 50 ml)
natrium-acetat 123 g
37%-0s HCI-dal beallitjuk a pH-t
ddH20 50 ml-ig
Binding puffer (50 ml)
5M GuSCN 29,84 g
300 mM natrium-acetat (pH=5,2) 5 ml 3M nétrium-acetat (pH=5,2)

ddH:20 50 ml-ig
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Washing puffer (200 ml)

125 mM NaCL 1,46 g NaCl

10 mM 0,24 g Tris

1 mM EDTA (pH=8) 400 pl a 0,5M EDTA (pH=8) oldatbél
ddH20 100 ml-ig

autoklavozas utan
EtOH 200 ml-ig
Szilika szuszpenzid
4,8 g SiO2 40 ml ddH>O —ben feoldunk
1 orén keresztiil iillepitjiik
39 ml-nyit egy 1) cs6be pipettazunk, majd 4 6ran keresztiil illepitjiik
35 ml feliiluszot kidobunk
48 ul 30%-0s HCI-t adunk a 4 ml pellethez
Ovatosan vortexeljiik

4°C-on 500 ul aligout-ot tarolunk
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3.8.3 A baktérium DNS amplifikalas folyamata

A DNS extrakciot kdvetden ellendriztiik, hogy sikeresen végbement-e a kivonas
¢és rendelkezéslinkre all-e a keresett 6si bakterialis DNS. Ezt PCR analizissel végeztiik
el, IS6110R, IS6110F és IS6110intR, IS6110intF primereket alkalmaztuk, mivel ezek a
legaltalanosabban alkalmazott primerek a Mycobacterium aDNS vizsgalata soran
(Eisenach et al, 1990; Taylor et al, 1996). Avizsgalatok soran pozitiv kontroll nem
alkalmaztunk, mivel Mycobacterium aDNS vizsgalatok esetében ez az elfogadott (Zink
et al, 2001; 2003).

Az amplifikaciohoz hot-start PCR-t alkalmaztunk. A PCR reakcidé elegy a
kovetkezbket tartalmazta: 10 mM TRIS-HCI (pH 8,3), 50 mM KClI, 1,875 mM MgCl.,
200 uM mindegyik dezoxinukleotid trifoszfatbol, 0.5 pM mindkét primerbdl, 0.1 mg/ml
BSA-t, 0.05 U/ul AmpliTaqGold-ot (Amplied Biosystems, Foster City, CA, USA) és 2
ul a kinyert DNS-bdl, a végso térfogat 20 pl.

A PCR program az alabiak szerint tortént:

- denaturalas: 95°C 5 perc
- denaturalas: 95°C 1 perc
- annealing: 68°C 1 perc 45 ciklus
- elongécio: 72°C 1 perc

- veégso elongéacio: 72°C 8 perc

Nested PCR:
- denaturalas: 95°C 5 perc
- denaturalas: 95°C 1 perc
- annealing: 58°C 1 perc 45 ciklus
- elongécio: 72°C 1 perc

- veégso elongacio:  72°C 8 perc

Az Mycobacterium specifikus szekvencia jelenlétét a reakcioban 3%-os agardz

gélen ellendriztiik etidium-bromidos festéssel.
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A Mycobacterium tuberculosis DNS-ének amplifikdlasa soran felhasznalt

primerek:
Termék
Target Szekvencia Primer (bp) Referencia
5’-CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG-3"  |S6110R Eisenach et al
MTBC IS611 12 ’
C 156110 5’-CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG-3*  IS6110F 3 1990

MTBC IS6110 5°-TCG GTG ACA AAG GCC ACG TA-3" 1S6110intR

internal  5°-TTC GGA CAA CCA GCA CCT AA-3' Is61iointe - |vioretal 19

Coros ¢és munkatarsai 2008-ban kimutattak, hogy az IS6110 szekvencia a
Mycobacterium smegmatis-ra is jellemz6 (Coros et al, 2008). A paleomikrobiologiai
kutatas nemzetkozi iskolai hossza éveken at nem tartottak relevansnak a M. smegmatis
el6fordulasanak lehetdségét régi emberi csontokban, igy a 2010-es években a
paleomikrobiologidban a hagyomanyos moddszerekkel folytatodott az thc archaikus
DNS kimutatasa, a korabbiaknal is koriiltekintobb DNS-mentes laboratoriumi
kornyezetben és alaposabb minta-kivalasztas alkalmazéasaval. Miiller és munkatarsai
2015-ben és 2016-ban jelentették meg tanulmanyaikat arrél, hogy tovabbi, nem
tuberkuloid Mycobacterium (MOTT) is tartalmazhatnak 1S6110-et, amelyek a talajban
eléfordulhatnak, és igy bekeriilhetnek a csontokba (Miiller et al, 2015; 2016).

A kutatdsainkban alkalmazott mintavételi megoldasok, és a komplementer
morfologiai és paleomikrobiologiai elemzés egyiittesen azonban megfeleld garanciat

nyUjtanak e specifitasi probléma kezelésére.

3.9 Egyéb DNS-alapu vizsgalati médszerek — Spoligotyping

A ,,spoligotyping” kifejezés egy mozaikszo, mely a Spacer oligonucleotide typing
kifejezésbol szarmazik (Aranaz et al, 1996). A technika megkiilonbozteti a M.
tuberculosis torzseket, megadja a torzs identitasat, rendkiviil gyors modszer. A
korabban, 1S6110 és/vagy 1S1081 primerekkel elvégzett amplifikdcié sordn pozitiv
eredmények esetében alkalmaztak (Zink et al, 2003). A M. tuberculosis komplex
genotipizalasara alkalmas, a PCR-en alapulé moddszert ca. 20 évvel ezel6tt

standardizaltdk Kamerbeek és munkatarsai (Kamerbeek et al, 1997). A moddszer
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lényege, hogy a M. tuberculosis genomjaban magas a polimorfikus direkt repeat-ek
(DR) szama (Rothschild et al, 2001; Filliol et al, 2006; Gori et al, 2005; Suresh et al,
2006; Donoghue, 2008; Driscoll, 2009). Az PCR soran a primerek a DR régioban 43
egyedi spacer régiot amplifikdlnak, amelyek minden egyes DR lokusz kozott
megtalalhatoak (Aranaz et al, 1996; Rotschild et al, 2001; Donoghue, 2008). Az
alkalmazott két primer a Dra és Drb, elébbi biotinnal jeldlt, a folyamat soran a teljes DR
régiot amplifikaljak (Kamerbeek et al, 1997; Zink et al, 2003). A PCR termék hibridizal
az immobilizalt spacer oligonukleotidokhoz, melyek ismert szekvencidjuak. Az
oligonukleotikok kovalensen kapcsolddnak az aktivalt membranhoz a parallel helyeken.
A membrant inkubaljak szteptavidin-peroxidazzal vagy szteptavidin-alkalifoszfatazzal,
mely megkoti a biotin-jelolt DNS terméket. A detektalds kemilumineszcenciaval vagy
kemifluoreszcenciaval torténik, a peroxiddz vagy az alkalikus-foszfatdz a szteptavidin
katalazon egy olyan reakciot eredményez, amely fluoreszcens fényt emittal. A folyamat
autoradiografiaval tehet6 lathatova (Zink et al, 2003; de Boer et al, 2002; Donoghue,
2008, 2011).

A spoligotyping esetén két referenciatdrzset kiillonboztetiink meg, a M.
tuberculosis Hz7Rv (spacerek elhelyezkedése: 39, 40, 41 és 43), és a Pasteur-torzset (M.
bovis BCG P3 a spacerek elhelyezkedése: 20, 21, és a 33-36 kozott), ezekhez
viszonyitjuk a tobbi mintazatot (26. abra). A 39, 40, 41 és a 43-as spacerek jelenléte
kizarja annak lehetdségét, hogy modern M. bovis lenne jelen (Aranaz et al, 1996;
Kamerbeek et al, 1997; Rotschild et al, 2001, de Boer et al, 2002, Donoghue, 2011).
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A technika alkalmazhaté klinikai mintakon is, sokkal érzékenyebb, mint a Ziehl-
Neelsen (ZN) festés és nagy elonye, hogy a fragmentalt DNS estében is mukdodik,
tovabba a formalinkezelt mintak esetén is sikeresen alkalmazzak (de Boer et al, 2004;
Namouchi et al, 2008). Nagy elénye, hogy az amplifikacié kozvetleniil hasznalhato a
hibridizacidhoz, a kiilonbozd torzsek eltéré mintazatot adnak, igy jo elkiilonitést tesz
lehetévé a M. tuberculosis komplexnél, mivel csak a komplex tagjait tartalmazza
(Kamerbeek et al, 1997). A korai kutatasok soran rendkiviil kedvelt vizsgalati modszer
volt, hiszen az akkori technologiai fejlettség lehetéséget adott a  kisérlet
ismételhetdségére. Folyamatosan fejlesztették a nagy ateresztOképességli vizsgalatok
felé, hogy alkalmazhatéva valjon a tomeges molekularis epidemioldgiai vizsgalatok
soran. Minden elénye ellénre tobb nehézségbe iitk6zott az alkalmazasa (pl.: a miiszerek
és membranok nehéz beszerezhet6sége), és azt is felismerték, hogy a metodus csak a
nagy torzscsaladok kozott képes kiilonbséget tenni (Discoll, 2009). A modszer tovabbi
hatranya, hogy aranylag kevés filogenetikai informaciot nyujt (Abadia et al, 2011,
Miiller et al, 2014; Nerlich et al, 2009).

Késobb, az egyre modernebb vizsgalati médszerek mellett, a spoligotyping mas
hatranyat is felismerték. A klasszikus spoligotyping vizsgélatok nem voltak teljes
mértékben megbizhatdak, bebizonyosodott, hogy az alkalmazott membranok minésége
nem mindig megfeleld, a DNS-prezervacidé problémai miatt a spoligotyping mintazata
esetenként csak kis lefedettséget mutatott, mely nem adott egyértelmli értékelésre
lehet6séget. Ez a probléma azonban minden olyan esetben fennall, ahol a

mikrokdrnyezeti hatasok degradaltsagot okoztak a DNS-ben
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4 Eredmények és megvitatas

4.1 Neolitikum

Alsonyék-BataszEék neolit temetd 13-as sircsoportjanak dontdé hanyadat, a 38
human  csontvazmaradvanyat bevontuk a  makroszkopos morfologiai  és
paleomikrobiologiai vizsgéalatokba. A vizsgalat elsddleges aktualitasat ado 4027-es
sirszamu Pott-gibbus-0s eset (13. abra) mellett szamos mas egyén (n=17) mutatott

atipusos thc-elvaltozasra (15. abra) utald csonttani tiineteket (2. tablazat).

13. abra: Silyos Pott-gibbus-o0s eset az Alsényék-Bataszék leléhely 4027-es sirjabol (Kohler et al,
2012; Posa et al, 2015b, 2016a).

Fontos megjegyezniink, hogy a vizsgdlt maradvanyok kozott szerepeltek
»~morfologiailag negativ”, azaz olyan vazmaradvanyok is, amelyek egyaltalan nem
mutattak a betegségre jellemz6 elvaltozasokat (n=21). A vizsgalt 38 egyénbdl 5-nél
(13%) kaptunk pozitiv molekularis eredményt baktérium DNS vizsgalata soran tesztelt
IS6110 repetitiv elemre (14. abra). Erdekes és fontos adat, hogy az 6t MTBC aDNS

pozitiv esetbdl egynél (ID 422) nem volt 1athaté nyoma patologias elvaltozasnak.
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i MTBC aDNS maradvanyokat nem tartalmazé egyének (86,8%)
1 MTBC aDNS-t tarlamazé egyének (13,2 %)

14. abra: A molekularis vizsgalatokba bevont, lengyeli kultiirabél szarmazé sircsoport aDNS

vizsgalattal kimutathato6 fert6zottségének aranya.

Osszesen hat lelet esetében kaptunk pozitiv eredményt spoligotyping vizsgalat
soran (2. tablazat). A spoligotyping vizsgalatunk soran azonban a mintdzatok nagyon
szorvanyos lefedettséget mutattak a DNS nagymértéki degradacioja miatt, igy ezeket az
eredményeket nem lehetett felhasznalni tovabbi torzsi tipizalasdhoz. Spoligotyping
elemzésiinket igy kiegészitd vizsgalatként kezeltiik, annak bizonyitasara, hogy a MTBC
aDNS valoban jelen volt az IS6110 pozitiv mintadkban. Ezért az olyan esetek, melyek
csak spoligotyping vizsgalat soran mutattak pozitiv eredményt (ID 801, 813, 815), nem

szerepelnek a molekulérisan tbe pozitiv esetek kozott.

Esetszam | Lipalalozasi | oo Morfolégiai 1ézi6 Mmta 156110 | Spoligo-
kor tipusa int typing
endocranialis elvaltozas, fog - Sp38
256 6-7 borda periostitis, —
hosszlicsont periostitis tibia + n.d.
fog - n.d.
396 1-2 - -
radius - n.d.
398 nd o | periostitis midkét tibidn fog - -
h o ésﬁbuldn femur - -
422 11-12 i fog - SP7
femur + Sp43
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Elhalalozasi

Minta

1S6110

Spoligo-

Esetszam Kor Sexus Morfologiai 1ézié tipusa int typing
koponya
- n.d.
fragmentum
423 23-59 férfi -
koponya
- n.d.
fragmentum
f - .d.
782 20-23 ; o9 n.d
femur - n.d.
; fo - n.d.
783 4059 | ferfy | Cnyhe hosszicsont g
periostitis femur - n.d.
784 6-8 endocranialis elvaltozas fog - n.d.
femur - n.d.
f - .d.
785 35-45 né ; o9 nd
femur - n.d.
periostitis fog - n.d.
791 40-50 férfi hosszacsontokon,
. . s femur + Sp4
csigolyatorés
f - .d.
792 50-59 férfi - %9 nd
femur - n.d.
703 8.9 ) fog - n.d.
femur - n.d.
794 16-18 ; fog - n.d.
femur - n.d.
f - .d.
796 23-26 né ; °9 n
femur - n.d.
- L, fog - n.d.
797 10-12 endocranialis elvaltozas
femur - n.d.
f - .d.
798 50-60 férfi ; %9 nd
femur - n.d.
f - .d.
799 35-45 né ; o9 n.d
femur - n.d.
800 40-45 né ; fog i n.d.
femur - n.d.
bilateralis cribra fog - n.d.
801 3-5 orbitalia és borda
periostitis femur i Sp30
f - d.
802 15-18 ] o9 n
femur - n.d.
f - .d.
803 25-35 ferfi ; 99 n.d
femur - n.d.
endocranialis elvaltozas, fog - n.d.
804 7-8 csigolya
hypervascularisatio femur - n.d.
805 30-40 né | endocranialis elvaltozas, fog - n.d.
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periostits a tibidkon femur - n.d.
Esetszam Elha&alozam Sexus Morfologiai 1ézio Mmta IS-6110 SpOI-Igo_
or tipusa int typing
808 35-45 | ferfi . fog - n.d.
femur - n.d.
f - d.
809 50-55 | férfi ; 09 n.d
femur - n.d.
f - n.d.
810 35.45 né i o9 d
femur - n.d.
endocranialis elvaltozas,
811 93-26 cribra cranii, cribra fog - n.d.
orbitalia, hosszu csont
periostitis femur + -
csigolya fog - -
812 20-25 06 hy,pervascularlsatlo, N
sulyos hosszacsont tibia - -
periostitis
endocranialis elvaltozas, fog - -
813 25-35 férfi cribra orbitalia, S5 10
eriostits a tibid - po, 1U,
Y ban femur 11,38
Sp14, 19
fO - 1 1
815 n.d. n.d. ; g 22,23
femur - -
f - d.
817 25.35 nd : o9 n
femur - n.d.
iali 4ltoza f - n.d.
818 40-59 6 endocrgnlalls elvaltozas, emur d
hosszucsont periostitis femur _ nd.
periostitis a fibuldn és a femur ) )
819 23-30 férfi femuron, csigolya
hypervascularisatio femur - -
fo - n.d.
853 40-50 né - - g
tibia - n.d.
cribra orbitalia, fog ) nd
4011 25-28 férfi periostitis a femuron, h
tibian és fibulan femur - n.d.
4012 25-30 nd - fog - nd
tibia - n.d.
endocranialis elvaltozas,
cribra orbitalia, borda fog + -
4027 30-40 férfi periostitis, hosszacsont
periostitis, spondylitis
tuberculosa (Pott femur + -
gibbus)
4028 20-25 ferfi | Dilateralis cribra fog : n.d.

orbitalia , endocranialis
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elvaltozas, hosszucsont

S femur - n.d.
periostitis

2. tablazat: Az Alsonyék-Kanizsa diil6 lel6hely 13. sircsoport 38 human maradvanya
csontmintait, azok morfologiai és molekularis biolégiai eredményeit 6sszefoglalé tablazata (Pdsa

et al, 2016a).

A 4027-es sirbol szarmazéd 30-40 év kozotti férfi kiilonds jelentéséggel bir: a
gerincen megfigyelhetd jellegzetes kronikus spondylitis tuberculosa (Pott-féle pup)
mellett a koponyan endocranialis elvaltozasok és cribra orbitalia, mig a bordakon ¢€s a
hosszucsontokon periostitis jeleit észleltiik. Ebben az esetben mind a hosszicsontokbol,
mind a fogakbol vett mintak esetén pozitiv eredményt kaptunk az IS6110 repetitiv elem
tekintetében, ezzel egyértelmiien alatamasztva a Mycobacterium tuberculosis aDNS
jelenlétét az egyén maradvanyaiban (Pdsa et al, 2015b; 2016a). Ez az eset Gsszecseng
Comas és munkatarsai felvetésével, miszerint a neolitikum nem elsésorban azzal jarult
hozzé4 a tbc terjedésének sikeréhez, hogy megjelent az allattartds, hanem azzal, hogy
ezzel novekedett a fertdzhetd gazdaszervezetek stirtisége (Comas et al, 2013). Ez az eset
Osszhangban van tobb mas, a neolitikum hasonl6 szakaszaba esd, konfirmalt hazai tbc
eléfordulassal (Masson et al, 2013, 2015), valamint a tizezer évnél régebbi sziria
esetekkel (Baker et al, 2015) és hatarozottan ellentmond Bos és munkatarsai

szamitasokon alapulé tbc-evoliicios modelljének (Bos et al, 2014).
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15. abra a-b-c: Egy 6-7 év koriili gyermek csontmaradvanyai (256-os sir); 15. abra a-b:

endocranialis elvaltozasok 15. abra c: borda periostitis (Pésa et al, 2015b).

A masik neolit kori temetd molekularis vizsgalataiba 6t egyén maradvanyait
vontam be a Vészté Magori-domb neolit leléhelyérdl, ahol négy esetben a morfologiai
vizsgalatok tbc-re utald elvaltozasokat jegyeztek fel. Egy egyén elvaltozdsmentes volt,
mely kontrollként szolgélt a vizsgalat soran. Egyénenként harom mintavételi helyet —
borda, hosszicsont és fog — alkalmaztunk, ahol azt a maradvanyok megtartasa
engedélyezte. A 6. sir és a 33. sir esetében ez nem volt lehetséges: elébbinél nem allt
rendelkezésre fogminta, mig utébbinal csupan néhany fog, ill. koponya maradvanyok

voltak a sirban.

A vizsgalat alapjat képez6 morfologiai vizsgalatok eredményeit az alabbi

Osszefoglal6 tablazat tartalmazza (3. tablazat).
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Elhalalozasi
Sirszam életkor Sexus | Mintavételi helyek Léziok PCR
endocranialis
. temporalis csont, elvaltozas, cribra
5. Infantia Il o . -
fog orbitalia, cribra
cranii
diffuz, szimmetrikus
periostitis a
6. Maturus ns | Porda, bal humerus, | femurokon, tibidkon, i
fog fibuldkon és a
radiusok disztalis
részén
csigolya
, borda, jobb hypervascularisatio,
1. Adultus ferfi | pumerus, fog mindkét fibidn ¥
periostitis
csigolya
. hypervascularisatio,
33. Juvenis ferfi b?]rda, Jobb femurokon és tibiakon -
umerus o
periostitis, cribra
orbitalia
39. borda, tibia, fog - -

3. tablazat: A Vészté Magori-dombon fellelt — antropolégiai vizsgalatok alapjan feltehetileg
tuberkulézissal fert6zott — egyének felsorolasa, a korcsoportok, a morfologiai 1éziok és a

molekularis eredmények feltiintetésével.

Az 5. sirban talalt 10-12 éves gyermek maradvanyai rendkiviil toredékes
allapotban  alltak az antropologusok rendelkezésére, azonban a vizsgalt
koponyacsontokon endocranilis elvaltozas jeleit, ill. cribra orbitalia-t és cribra cranii-t
fedeztek fel.

A 6. sirbol szarmazo6 50-60 év koriili nd esetében diffuz szimmetrikus periostitist
jegyeztek fel a femurokon, a tibiakon, a fibuldkon, valamint a radiusok disztalis részén.

A 13. sir, amely egy 30-40 év koriili férfi maradvanyait tartalmazta, ahol csigolya
hypervascularisatio és mindkét tibian megfigyelheté periostitis nyomait (16. abra)
azonositottak a morfologiai vizsgalatok soran (Spekker et al, 2012). Ebben az esetben
molekularis vizsgalatokkal kimutathatok voltak Mycobacterium tuberculosis aDNS
maradvanyai (Posa et al, 2013).

A 33. sirbol szarmazo 16-18 év koriili juvenis kora férfi maradvanyai csigolya
hypervascularisatio-t és periostitis-t mutattak a femurokon és tibidkon, tovabba cribra

orbitalia jelei voltak felismerhetok.
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A 39. sirbol szarmazd egyén nem mutatott tbc-re utald elvaltozast sem a
koponyan, sem a postcranialis vazon, az egyén kontrollként szolgalt a vizsgalatok

soran.

16. abra: A Vészté Magori-dombon feltart neolit temet6 13. sirjabdl szarmazo6 30-40 év koriili

férfi tibia periostitis-e. (Spekker et al, 2012; Pésa et al, 2012a)
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4.2 Bronzkor

A EURAC bolzanoi kutatolaboratériumaban (Institute For Mummies And The
Iceman) végeztem paleomikrobioldgiai vizsgalatokat a 3.2. fejezetben ismertetett, Tapé-
Széntéglaégetd leldhely egy késd bronzkori temetdjének hét egyénbdl szarmazo

mintain, amely egyének thc-vel 6sszefiiggésbehozhatd morfologiat mutattak.

Az 5l-es sirbol szarmazo Juvenis koru egyén esetén, thoracalis csigolya
hypervascularisatio, hosszucsont periostitis a jobb os coxae-n, mindkét zibidn, valamint
mindkét fibulan.

A 61-es Infantia I-es koru csontvazon enocranialis 1éziok voltak megfigyelhetoek.

A 103-as sirban Infantia 1l-es koru csontmaradvanyokon thoracalis és lumbalis
csigolya hypervascularisatio, endocranialis 1ézidok, hosszlicsont periostitis,

mindkétoldali femuron és tibidn.

A 331-es Infantia Il-es korti egyén esetében endocranialis 1ézidk, valamint
hosszlicsont periostitis nyomai voltak fellelhet6ék mindkétoldali femuron és tibidn,
tovabba a fibuldkon.

Az 514-es maradvanyokon, melyek elhalalozasi kora Juvenis (férfi), thoracalis és
lumbalis csigolya hypervascularisatio, hosszicsont periostitis a jobb femuron, bal
tibian, ill. a jobb és bal oldali fibuldn volt megfigyelheto.

Az 529-es Infantia Il esetében szintén thoracalis ¢és lumbalis csigolya

hypervascularisatio és endocranialis 1éziok voltak.

Mig a 608-as Juvenis kora férfi maradvanyain thoracalis és lumbalis csigolya
hypervascularisatio és endocranialis 1ézidkat figyeltek meg az antropologusok (4.
tablazat).
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Sirszam | Elhalalozasi életkor | Sexus M‘“g:ﬁfteh Léziok PCR
csigolya
hypervascularisatio,
. jobb femur hossziicsont
51. Juvenis fog: 44 46’ periostitis: jobb os -
Y coxae, jobb és bal
tibia, jobb és bal
fibula
61. Infantia | bal fe.mur, endocranialis 1éziok -
fog: 85
csigolya
hypervascularisatio,
. endocranialis 1éziok,
103. Infantia Il Jfo bl? ;%mzz hosszucsont -
0g- 25, periostitis: jobb és bal
femur, jobb és bal
tibia
endocranialis 1éziok,
hosszucsont
331. Infantia 11 jobb femur pef”os““?: jobb & bal |
emur, jobb és bal
tibia, jobb és bal
fibula
csigolya
hypervascularisatio,
- . jobb femur, hosszacsont
514. Juvenis ferfi fog: 18, 44 periostitis: jobb i
femur, bal tibia, jobb
és bal fibula
. csigolya
529. Infantia I Jo2b f.emur, hypervas?;ulgrisatio, -
0g: 74 .,
endocranialis 1éziok
csigolya
608. Juvenis férfi ftz)zl.nguzr,? hypervascularisatio, -
o endocranialis 1éziok

4. tablazat: A Tapé-Széntéglaégeton fellelt — antropologiai vizsgalatok alapjan feltehetéleg

......

feltiintetésével (Spekker és Molnar adatai alapjan). A jobb szélsé oszlop a molekularis vizsgalati

eredményeket tartalmazza.

A megfigyelt morfologiai elvaltozasok ellenére a korokozoé DNS-t egyik esetben
sem sikeriilt azonositani, feltételezhetben ez annak koszonhetd, hogy a csontok

makroszkopos megtartasi allapota eleve nagyon gyenge volt, ami hatassal lehetett azok
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DNS-megtarté képességére. Mivel a feltarasokra a ’60-as években keriilt sor, igy az
esetleg megmaradt aDNS idékozben tovabb degradalodhatott a tarolasi koriilmények

kovetkeztében.
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4.3 Avar kor

A fentebb leirt bronzkori temetéhdz hasonléan, a paleomikrobioldgiai
vizsgalatokra a EURAC bolzanoi kutatolaboratériumaban (Institute For Mummies And
The lIceman) keriilt sor. A Szeged-Kiskundorozsma Kett6shatar II. leléhely 263-as
sirjaban talalt csontmaradvanyokon atipusos tbc-re utald elvaltozasokat talaltak az
SZTE Embertani Tanszék munkatarsai az antropoldgiai €és paleopatoldgiai vizsgalatok
soran. A masik avar kori leléhely, Hanzélytanya 12-es szdmu sirjaban talalt egyén

esetén szintén atipusos tbc-vel Osszefiliggésbe hozhaté tiinetek keriiltek feljegyzésre.

Egyik avar kori temetd esetében sem sikeriilt DNS szinten igazolni a
Mycobacterium jelenlétét, ami feltételezhetéen annak koszonhetd, hogy a csontok
megtartasi allapota rossz, igy a DNS nem volt képes megdrz8dni detektalhatod
mennyiségben. A mintdk rossz prezervacidos képessége abbol is fakadhat, hogy a
régészeti dsatasokat kdvetden hosszll idon at a csontokat csak szélsdséges homérséklet-
kiilonbozetet lehetévé tevd koriilmények kozott volt lehetdség tarolni, ami mind a
bronzkori, mind az avar kori mintak esetében is elmondhato. A homérsékletingadozas
kedvezétlenil hat a csontokban taldlhat6 DNS megtartoképességére, igy az
degradalodhatott. Az optimalis koriilmények az aDNS vizsgéalatokra szadnt csontmintak

esetében, ha hosszitdvon, dllandé -4°C hdmérsékleten taroljuk™ .

"™ Az irodalomban nincs egységes megegyezés a csontok tdroldsara a késSbbiekben DNS-
vizsgalatokra szant mintdk esetében. Az azonban erdsen valdszintsithetd, hogy az SZTE Embertani
Tanszék gylijteményének éves szinten megkozelitéen -10 és +30 fok kozotti, negyven celzius fokot is
elér6 hdingadozasa karosan befolyasolja a csontok aDNS megtartd képességét.
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4.4 Arpad-kor

Az elsédleges molekularis vizsgalatokba egy egyén humerus-at és femur-jat

vontuk be, annak igazolasara, hogy megerésitsitk a Mycobacterialis-fertdzés jelenlétét

ebben az Arpad-kori temetSben.

17. abra: Periostitis nyomai lathatéak a collum costae kozelében, a borda zsigeri felszinén
(Adultus-Maturus kori férfi csontvaza (Gyoér-Posdomb, 187-es sir) (Posa et al, 2014).

A Gyo6r-Posdomb 187-es sirszamt 36-42 éves (adult.-mat.) férfi koponyéaja nem
mutatott tbc-re utald koros elvaltozast. Azonban a postcranialis csontokon tobb
morfologiai 1€zidé volt megfigyelhetd; (periostitis) nyomai a bordakon (17. abra), a

femuron, tibia-n, a kulcscsontok sternalis végein.
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18. abra: A jobb oldali hatos-hetes bordak dsszecsontosodasa (Gyor-Pésdomb, 187-es sir) (Posa
et al, 2014).

A jobb oldali bordak (hatos, hetes) a gerinc fel6li végiikon 6sszecsontosodtak (18.
abra). Mindkét facies auricularis esetében megfigyelheté gyulladasos elvaltozas. A
vizsgalatok elsddleges aktualitdsat add, a gerincoszlopon megfigyelhetd jellegzetes
Pott-gibbus csigolya tbc-re utal, ahol a thoracalis 4-9-es csigolyak Gsszeroppanasa, ill.
Osszecsontosodasa figyelheté meg (19. abra). A spondylitis tuberculosa jelenségével

Osszhangban allhat a vélhetden fertdzéses eredetii kétoldali sacroileitis.
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19. abra: A Gyér-Pésdomb leléhelyrél (187. sir Adultus-Maturus, férfi) elékeriilt Pott-gibbus-os
eset (Posa et al, 2014).

A molekularis vizsgalatok alapjan mind a humerus-bol, mind a femur-bdl vett
mintdk esetén pozitiv eredményt kaptunk MTB aDNS vizsgalatira, mellyel
bizonyitottuk az egyén thc-fert6zottségét (Posa et al, 2016b).
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20. abra: Spondylitis tuberculosa — thc-fertézés okozta csigolyatest-pusztulas (Gyor-Pésdomb
lel6hely, 187. sir, Adultus-Maturus, férfi) (Pésa et al, 2014).

A tipizald vizsgalatok, amelyek valaszt adhatnak azon kérdéseinkre, hogy a
Mycobacterium tuberculosis komplexnek melyik tagja okozott megbetegedést a

p6sdombi népességben, jelenleg is folyamatban vannak.
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4.5 Kozépkor

A bacsalmas-6almasi temetd tobb éves, makromorfologiai alapti paleopatologiai
elemzése soran a vizsgalt 481 csontvazbol 283 lehetséges tbe-fertdzott esetet jegyeztek
fel az antropologusok (105 feln6tt és 178 gyermek) (Lovasz, 2015). A lehetséges tbc-re
utald 1ézidk tobb mint fele — 62,9% — gyermek csontvazakon keriilt regisztralasra. Ki
kell emelniink, hogy a morfoldgiai vizsgalatok soran kiemelten nagyszdmu korai
stadiumu tbc elvaltozast irtak le. A korai stadiumt esetekben spondylodiscitist és
arthritist  észleltek 24 esetben, borda elvaltozasast 190 esetben, csigolya
hypervascularisacio-t 101 esetben és endocranialis elvaltozast 73 esetben. A tbc-re
utald egyéb 1ézidkat, ill. fert6zéshez kapcsolodo un. stressz faktorokat is azonositottak:
222 esetben periostealis atépiilést, 65 cribra orbitalia-t és 9 cribra cranii-t. A
megfigyelt 1éziok nagy szama azt is jelzi, hogy azok altaldban halmozottan

(asszocialtan) jelentkeztek.

A EURAC bolzanoi kutatolaboratériumaban (Institute For Mummies And The
Iceman) két tanulményut sordn nyilt lehetdségem, Albert Zink professzor és Dr. Frank
Maixner Utmutatdsa nyomdn a 3.5.1 fejezetben ismertetett, 18 egyénbdl szelektalt 56
minta paleomikrobioldgiai vizsgalatara. Molekularis eredményeink alapjan a 18

kivalasztott egyénbdl 7 bizonyult thc-pozitivnak (38,9%) a M. tuberculosis 1S6110

crer
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@ MTBC aDNS-sel aldtdmasztott egyének (38,9 %)
1 MTBC aDNS mentes egyének (61,1 %)

21. abra: A molekularis vizsgalatokba bevont embertani leletek megoszlasa Mycobacterialis
aDNS detektalhatosaga szerint.

A hét molekularisan pozitiv esetbdl eredetileg négy mutatott valamilyen tbc-re

utalé morfologiai elvaltozast.
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Sirszam | Elhalalozasi életkor | Sexus | Mintavételi hely Léziok PCR
valoszini
spondylitis

tuberculosa,
jobb borda, jobb felszini
18 Adultus férfi radius, T11 csigolyaléziok, +
csigolya valoszinti
sacroileitis,
periostitis
hosszicsontokon
periostitis bal
oldali bordak
105 Maturus 06 pal borda, _bal visce’rarlis +
radius, L1 csigolya felszinén,
periostitis
hosszicsontokon
periostitis
koponyacsont, hosszucsontokon,
175 Adultus né csigolya, radius, endocranialis -
borda, fog 1ézi6, periostitis
bordakon
valoszini
spondylitis
tuberculosa,
208 Senium farfi radius, csigolya, pe’riostitis i
borda, fog hosszicsontokon,
periostitis
bordakon,
sacroileitis
periostitis
. 3 borda, bal tibia, bordakon,
261 Infantia | csigolya fragment periostitis i
bordakon,
periostitis bordak
visceralis
3 borda, bal felszinén,
_ humerus endocranlalls
264 Infantia | . ’ 1ézidk (valoszinti +
csigolyafragment, the=s
bal koponyacsont, meningitis),
periostitis
hosszlicsontokon
326 Adultus ferfi | radius, csigolya, _ +
borda, fog
jobb borda, jobb
332 Maturus férfi radius, T11 - -
csigolya
valdszind arthritis
bal borda, jobb tuberculosa (bal
344 Juvenis radius, T11 konyok), felszini -
csigolya csigolyaléziok,

endocranialis
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1éziok, cribra

orbitalia
Sirszam | Elhalalozasi életkor | Sexus | Mintavételi hely Léziok PCR
arthritis
bal borda, bal | 'Uberculosa (000
391 Juvenis radius, T12 Onyok), felszini |,
csigolya cmgol_yale?z_lok,
periostitis
hosszucsontokon
felszini
csigolyaléziok,
. radius, csigolya, endocranialis
409 Juvenis borda, fog 16zi0k, periostitis )
hosszucsontokon
. radius, csigolya, periostitis
410 Infantia 1 borda, fog hosszicsontokon )
bal borda, jobb  felszini
416 Infantia I1 radius, T12 CSIgggﬁgﬁ;’k’ ;
csigolya hosszucsontokon
felszini
koponyacsont, csigolyaléziok,
. oy . endocranialis
423 Infantia | tibia, csigolya, . ib -
borda, fog leziok, cribra
orbitalia,
sacroileitis
438 Infantia | 2 bor_da, bal ulna, B +
csigolyatest
periostealis
atépiilés nyomai
bordak
bal borda, jobb g;’;;agr'f
447 Maturus férfi radius, T11 A -
csigolya pe,rIOStItIS
hossztacsontokon,
kalcifikalodott
objektum,
sacroileitis
jobb borda, bal
481 Adultus nd radius, T12 - +
csigolya
periostitis
2 borda, bal ulna, %Ordakqn’l.
483 Infantia | csigolyafragment, endocranialls -

jobb koponyacsont

1€ziok, periostitis
hosszucsontokon,
cribra orbitalia

5. tablazat: A vizsgalatba bevont csontmintak paleomikrobiolégiai és morfolégiai eredményei.
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A hét MTBC DNS-re pozitiv esetet az alabbiakban részletesebben ismertetem.

A 18-as sirszamu, feln6tt (Adultus) férfi: lehetséges tbe-s spondylitis tuberculosa
¢és superficialis csigolya elvaltozasok voltak megfigyelhetéek két also hatcsigolyan (22.
abra), tovabba periostealis elvaltozasok tobb hosszicsont esetén. Ennél az egyénnél a
tizenegyedik hatcsigolyabol vett minta mutatott tbc baktériumra jellemzé aDNS

pozitivitast.

22. abra: Felszini ujcsont-képzodés csigolyan
(Bacsalmas-Oalmas, 18-as sir, idés férfi) (Pésa et al, 2015a).

A 105-6s sirszamu, felnétt (Maturus) nd: a fert6zéssel kapcsolatba hozhato
csontelvaltozasokat észleltiink a bal oldali bordakon (a jobb oldali bordak nem mutattak
a betegségre utalo jeleket). Bal oldali borda-minta esetén kaptunk pozitiv eredményt a

molekuléris vizsgélatokkal.

A 264-es sirszam, fiatal gyermek (Infantia I): borda periostitis, diffaz periostitis
a postcranialis csontvazon, valamint Kifejezett endocranialis elvaltozasok voltak

megfigyelhetok, melyek Osszefiiggésbe hozhatok a tbe fertézéssel (23. abra).
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23. abra: Meningitisre utalo silyos endocranialis elvaltozasok a gyermek koponyajan

(Bacsalmas-Oalmas, 264-es sir) (Pésa et al, 2015a).

A koponya endocraninialis felszinén megfigyelheté elvaltozasok sulyos
meningitis-re utalnak. A pozitiv DNS eredményt a M. tuberculosis komplex-re a bal

humerus adta.

A 391-es sirszamu, Juvenis kori egyén: jobb konyokén stlyos arthritis jelei
voltak megfigyelhet6ek (24. abra) tovabba néhany csigolyatesten ujcsontképzédés és
hypervascularisatio, ill. a hossztcsontokon periostitis nyomai. A koérokozora pozitiv
DNS mintat a bal radius adta.
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24. abra: Osteitis, periostitis és feltételezhet6 iziileti destrukcié nyomai egy ifjikoru (Juv.) egyén
jobb humerus distalis részén
(Bacsalmas-Oalmas, 391-es sir) (Pésa et al, 2015a).

A 438-as sirszamu, fiatal gyermek (Infantia I): annak ellenére, hogy semmilyen
morfologiai elvaltozas nem volt megfigyelhetd a csontokon, az egyik minta pozitiv
DNS eredményt szolgaltatott: a vizsgalt 3 mintabol a bal oldali ulna-minta (ID 1212)
adott pozitiv PCR-eredményt (25. abra; a 3 minta EURAC azonositéi: ID 1210-1212).
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25. abra: A Mycobacterium specifikus 156110 szekvenciat (ID 1212) bemutaté gél fényképe. (Inf.
I, ID EURAC 1212). A baloldali ulna mintajabél (ID 1212) sikeriilt a MTBC DNS azonositasa.
(Bacsalmas-Oalmas, 438. sir) (Posa et al, 2013).

A 481l-es sirszamu, fiatal feln6tt (Adultus), né: ebben az esetben sem volt
semmilyen lathato jele a fertézésnek, de a csontmintakbol sikeresen azonositottuk a tbe
aDNS-t. Ez volt az egyetlen olyan eset a széridbdl, ahol két minta is pozitiv eredményt

adott (bal radius és a tizenkettedik hatcsigolya).

A 326-0s sirszamu, felnétt (Adultus), férfi: nem mutatkozott semmilyen koros
elvaltozasra utalo jel a csontvazon. Ez ckontrollmintaként szolgalt a vizsgalatok soran,
mivel a morfologiai vizsgalatok alapjan egészségesnek mondhaté, azonban a
molekularis vizsgalatok sorian MBTC DNS-t azonositottunk a mintabol. A kérokozo
DNS a fogmintabdl lett azonositva. Vélelmezhetd, hogy az egyén korabban elhalalozott,

minthogy a tbc csonttani tiinetei Kialakulhattak volna.

A fentiekben bemutatott hat egyén (18., 105., 264., 391., 438., 481. sir), hét
pozitiv (481. sir dupla pozitiv) mintajat tovabb vizsgaltuk spoligotyping modszerrel. Ez
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a vizsgalati mddszer képes a spoligotyping mintazatuk alapjan megkiilonboztetni a
Mycobacterium torzseket. Sajnos az aDNS nagymértékii degradacidja miatt nem tudtuk
egyértelmiien beazonositani, hogy a Mycobacterium tuberculosis vagy a
Mycobacterium bovis volt a fertézé torzs, mivel a spoligotyping mintazat rendkiviil

hianyos volt (26. abra).

ID 1290 - Csongrad - Felgyd
ID 1178 —Béacsalmas (481. sir)
ID 1183 —Béacsalmas (391. sir)
ID 1212 —Bacsalmas (438. sir)
ID1180—Bacsalmas (481. sir)
ID 1185 —Bacsalmas (105. sir)
ID 1196 —Bacsalmas (18. sir)
ID 1201 — Bacsalmas (264. sir)

M. tub. H37Rv
M. tub. H37Rv

S SEEE EEEEESEEEEECOONEEsesEsees00 00 BEEEEE8 V. tub. H37Rv
SE0sesieOeeSSEeCiSccREEeenaREeeRAReeewOO0n0On V. bovis BCG

26. abra: Spoligotyping membrin mintazata a Bacsalmas-Oalmas lel6helyrél szarmazo hat
egyén hét mintajarol, ill. egy korabban vizsgalt tbe-vel fertézott Csongrad-Felgyé, Urmos-tanya
lel6helyrél szarmazo egyén esetén (Pésa et al, 2012a; Palfi et al, 2015) (Képet készitette: Posa

Annamaria).

A fertdzottség aranyabol, ill. a nagyszamu ,,korai”” morfologiai elvaltozasbol arra
lehet kovetkeztetni, hogy magas fertéz6képességii Mycobacterium okozhatta a

megbetegedéseket ebben a késd kozépkori endogdm népességben.

92



4.6 Ujkor

Amint azt a vizsgalati anyagok ismertetésével foglalkozo fejezetben bemutattuk,
lehetéségiink nyilt egy ujkori vaci mimia maradvanyainak tesztelésére IS Sandor
Terézia holttestének egy része tokéletesen mumitikalodott (27. abra), azonban térdtol
lefelé végbement a bomlas, igy rendelkezésiinkre alltak csontmaradvanyok is, anélkiil,
hogy a munifikalodott szoveti allomanyban roncsolast végeztiink volna a mintavétel
soran.A vizsgalatokhoz csont, Kihullott fog és a testrdl levalt mumifikalodott

bérdarabkat hasznaltunk.

27. abra: Sandor Terézia mumifikialodott maradvanya a Magyar Természettudomanyi Mizeum
Embertani Tar 18-19. szazadi vaci mimiagyiijteményében

(Szikossy et al, 2012, Palfi Gyorgy felvétele).

A tbc direkt paleopatologiai diagnosztikdjahoz sziikséges morfologiai
vizsgalatokat nem allt modunkban elvégezni, mivel a mumifikalédas kovetkeztében a
csontok nagy része morfoldgiai modszerekkel nem volt vizsgalhato, mivel a csontokat a
mumifikalodott 1agyrészek fedték. A korabbi CT felvételek alapjan azonban méar 2003-

ban felismerhetd voltak a mimiaban a tiid6- és csigolya-tbc nyomai (Palfi et al, 2003),
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mig az Gjabb kutatasok és a 3D rekonstrukcié egyértelmiien bizonyitottak a spondylitis
tuberculosa rendkiviil destruktiv valtozatanak kialakulasat (Szikossy et al, 2012;

Coqueugniot et al, 2015).

A molekularis vizsgalatok soran egy lab ujjperccsont (28. abra) és a fog esetében
Mycobacterium  tuberculosis DNS-t nem sikeriilt detektaltunk, azonban a
mumifikalodott bérdarab esetében sikeresen igazoltuk baktérium DNS maradvéanyainak
jelenlétét. . A kriptaban tortént koporsds temetkezésnek kdszonhetden ebben az esetben

kizéarhato volt, hogy a kinyert DNS a talajbol szdrmaz6 mycobacteriumokbol szarmazik.

28. abra: A vizsgalatok soran hasznalt csontminta (A fényképet készitette: P6sa Annamaria).
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5 Ertékelés

A disszertacioban a tuberkuldzis kiillonb6zé régészeti korokbdl szarmazd emberi
maradvanyokon elvégezheté molekularis paleopatologiai vizsgalatait mutattam be,
Osszefoglalva e fiatal szakteriilet eddigi eredményeit, modszertani lehetdségeit. Ez
utdbbiakat a doktori kutatasi éveim soran magyarorszagi mintdk elemzésével teszteltem
a gyakorlatban. Vizsgalati eredményeim nagy része nemzetkozi egylittmiikddésben,

kiilfoldi kutatdlaboratdrium és kiilfoldi szakmai partnerek kézremiikodésével sziiletett.

A doktori kutatasaim sordn végzett paleomikrobioldgiai vizsgalatok koziil
jelentéségiikben elsé helyen a tuberkuldzis hazai neolit kori eléfordulasanak
molekularis bioldgiai konfirmalasat kell megemlitenem. A két, altalam vizsgalt neolit
kori embertani széria esetében (Alsonyék-Kanizsa diilé és Vészté Magori-domb) ez volt
az elsé alkalom, hogy tuberkulézis fertézottséget molekularis diagnosztika segitségével
allapitottuk meg, ¢és mindkét elemzés jelentds 1) adatokat szolgaltatott. Tovabba,
Alsényék-Kanizsa diilé esetében a morfoldgiai és molekularis eredmények alapjan
felvetddott, hogy a populécio relative rovid idén beliil bekovetkezett, eltiinése okai

kozott a mycobacteridlis fert6zések demografiai hatasa is szerepelhet..

Az eredmények — Osszhangban a molekularis bioldgiai kutatdsaimmal
parhuzamosan publikalt morfologiai adatokkal (Kohler doktori disszertacio, 2012;
Kohler et al, 2013),- jelzik, hogy a Mycobacterium tuberculosis fert6zés jelen volt az
alsonyéki prehisztorikus populécid temetkezésére hasznalt, altalunk tanulméanyozott
sircsoportjabol eldkeriilt emberi maradvanyokban (Poésa et al, 2015b). Eredményeim
alatamasztjak Masson és munkatarsai altal a kdzelmultban k6z6lt magyarorszagi neolit
tuberkulézis-eléfordulassal kapcsolatos (Masson et al, 2013, 2015), és szamos 11 esettel
kiegészitve konfirmaljak a MTBC jelenlétét és humanpatogén voltat a mintegy 7000
évvel ezelotti Karpat-medencében. Az Alsony€k-Kanizsa dialé 13-as  sircsoport
csontmaradvanyainak fontossagat a telepiilés f6ldrajzi elhelyezkedése, kiilonleges
kronoldgiai iddszaka, a klasszikus tbc elvaltozasok jelenléte és az elért MTBC aDNS
eredmények egyarant felértékelik. A leléhely tovabbi érdekessége annak rendkiviil nagy
kiterjedése, a mintegy 120 hazzal és a temetd 2359 sirjaval. A tuberkuldzis jelenléte és

bizonyitottan huménpatogén jellege ebben a populacidban kivételes fontossaggal bir és
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segithet megérteni, miért tlinik el ez a nagyszamu népesség a régészeti modell alapjan
rovidnek mondhat6 id0 alatt. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak kideritése
érdekében, hogy megallapitsuk, a M. tuberculosis komplex mely tagja fertézte meg az
alsonyéki populacidt, hogy a tuberkuldzis valoban szerepet jatszott-e a késobbi,
régészeti  adatokbdl  kovetkeztetett radikalis népesség-csokkenésben.  Ennek
megvalaszolasara a jelenleginél pontosabb ismeretek kellenek az Alfold és Dél-
Dunantul neolitikumban élt populédcioinak tbe-fertézottségi ratajarol.

A Tiszai kultarabdl szarmazo Vészté Magori-domb leléhelyrél szarmazo csontok
esetében egy esetben igazoltuk a tbc-baktérium aDNS maradvany jelenlétét, ezzel
bizonyitva a lelet mycobacterialis fert6zését.

Mindkét széridval kapcsolatban elmondhatd, hogy a fogakbdl is sikeresen
izolaltunk bakterialis DNS-t, bizonyitva ezzel, hogy a fogmaradvanyok jol megdrizhetik
a korokoz6 DNS-t, igazolva azt a feltételezésiink, hogy a paleomikrobioldgiaban
korabban kevésbé hasznalt fogak is alkalmasak lehetnek mintavételi helyként MTBC
vizsgalatok esetén.

A bemutatott adatokbol az is latszik, hogy a tbc el6fordulasa a neolit kori Karpat-
medencében egyaltalan nem sporadikus eléforduldsu, ritka megbetegedés, hanem a
korabeli népesség jelentds érintettségérdl beszélhetiink. Mindez Osszhangban allhat
Comas és munkatarsai elméletével, miszerint a neolitikum nem elsésorban azzal jarult
hozza a tbc eléfordulasa novekedéséhez, hogy megjelent az allattartas és lehetdség volt
az allati korokozok altali fertézésre, hanem sokkal inkabb azzal, hogy az allattartas és a
foldmiivelés egyiittesen hozzajarultak a fertézhetd gazdaszervezetek szamanak

emelkedéséhez (Comas et al, 2013).

Tovabbi  érdekes vizsgélati témakeént szolgalhatnak, ha kiterjesztjiik
vizsgélatainkat a 2014-ben Torokbecse hatardban feltart Bordjo$ lel6hely csonttani
anyagara, ill. az Alsonyék-Bataszéken feltart Starevo-kulturdbdl szdrmazd csonttani
maradvanyokra is. A fentiekbdl kapott informaciokkal kibévithetjikk a Karpat-medence
neolitikumbol szdrmaz6 vizsgélati anyagat, €s szélesithetjilk eddigi informacionkat a

neolit tuberkulozis fertdzés tekintetében.

A bronzkorbol és avar korbol szarmazd mintdk esetén nem tudtuk igazolni a

fertdzottséget, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az aDNS nagymértékben
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degradalodott. Utobb emlitett korszakokbol azonban Iényegesen kevesebb minta
vizsgélatara nyilt lehetéségem, igy az esetszamok ndvelésével talan a kutatds
eredményessége is javithatdo a jovOben. Ez annal is inkdbb indokolt, mert mas
lel6helyek vonatkozasaban rendelkeziink jelentGs tbe fert6zottséget jelz6 avar Kori
adatokkal (Molnar et al, 2015), és biztosan reprodukalhatd, j6 DNS-megtartottsagot
jelz6 tbe-paleomikrobioldgiai eredményekkel (Palfi et al, 2015).

A kora Arpad-korb6l szarmazé gy6ri temetd egy jellegzetes thc-s eredetit
morfologiai elvaltozdsokat mutatdé csontvazat vontuk be paleomikrobioldgiai
vizsgalatainkba — ebbdl a széridbodl ez volt az els6 alkalom, hogy a tuberkulozis fertdzés
jelenlétét vizsgalhattuk molekularis diagnosztika segitségével. Ennek soran igazoltuk az
aDNS fert6zottséget a csontvazlelet mindkét mintavételi helyérdl. A vizsgélatok jelen
fazisaban ebben az esetben még nem vontunk be fogakat mintaként, de a késObbiekben

erre is kisérletet tesziink.

Mar korabbi tanulméanyokbdl is vannak adataink a MTBC fertdzottségre a
bacsalmas-6almasi  késé-kozépkori  szériabol, az elézetes paleoepidemiologiai
vizsgalatok azonban az ujabb eredményekhez képest alacsonyabb el6fordulasi
aranyokat sugalltak. A kiilonbség a régebbi vizsgalatok koncepcidjaval magyarazhato:
amig korabban a tipikus (kronikus) elvaltozasi formakra koncentraltak a kutatok, addig
a legujabb felmérések soran az Osszes atipikus elvaltozas feljegyzésre kertilt.
Molekularis tesztjeinket igy mar egy bdvebb adatbdzishoz tudtuk tarsitani. Az 1)
vizsgalati megkozelitésnek koszonhetden szdmos egyén azonosithatd potencialis tbe-
fertdzottként, és az egymast komplementer modon kiegészitdé morfologiai és
paleomikrobiologiai eredmények vilagosan jelzik, hogy a giimdkoros megbetegedés
gyakori lehetett ebben az endogam, 17. szazadi népességben. A bacsalmasi széria
csontvazainak mintegy felénél kimutathaté a csontokon valamilyen, feltételezheto
tuberkuldzisra utalé6 morfologiai jel: ez megkonnyitette a molekularis vizsgalatoknal a
sikeresebb mintavételt. Ebben a széridban is sikeresen igazoltuk a fogakbdl a
mikrobialis DNS jelenlétét. A teljes széria biomolekularis vizsgalatat, annak rendkiviili
koltség-, és id6igénye miatt nem végezhettiik el, de a populacié magas tbc-fertézottségi
rataja igy is igazolast nyert. A disszertacioban, ill. az ehhez szorosan kapcsolhato

publikacioban (Posa et al, 2015a) kozolt adatok alatamasztjak tobb korabbi tanulmany
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adatait, melyek mar a bacsalmasi széria magas tbc prevalenciajat sejtették (Haas et al,
2000; Palfi és Ardagna, 2002; Zink et al, 2007). A spoligotyping kiilonb6z6 tipust
MTBC fertézéseket jelzett a szériaban, de a degradaltsagi fok miatt pontos
Mycobacterium fajmeghatarozast (M. bovis, M. tuberculosis) nem tett lehet6vé, igy azt

csak megerdsitd vizsgalatként kezelhettiik.

Az Ujkorbdl, a paratlan vaci mamia gylijteménybdl egy egyén (Sandor Terézia)
boér-maradvanyaibdl igazoltuk a MTBC fert6zést. Ebben az esetben a fogbol sikertelen
volt a DNS-izolalas kisérlete, de mivel a szériabol Gsszesen egy egyént és Gsszesen egy
fogmintat vizsgaltunk, a megtartasi lehet6ségekkel kapcsolatban nem vonhatunk le

messzemend kovetkeztetéseket.

A disszertacioban kozolt széridk esetében a szekvendldsi eljaras elvégzésére,
anyagi korlatok miatt, egyelére nem volt lehetdséglink. Jovébeni terveink kozott

mindenképpen szerepel azok megvalositasa.

A széridk azon eseteiben (Alsonyék Kanizsa dild 13-as sircsoport 1D 422,
Bacsalmas-Oalmas 326-0s, 438-as és 481-es sirok), ahol nem volt morfologiai
elvaltozas, de DNS-szinten mar igazolni tudtuk a tbc-fertdzottség tényét, elmondhato,
hogy vélhetden eldbb haldlozott el az egyén, mint hogy a betegség valamilyen nyoma

megmutatkozhatott volna a csontokon.

Az adott korszakokban bizonyitottuk a tuberkuldzis fertdzottséget. Jol
megfigyelhetd, hogy az emberi tarsadalmat végigkiséri a betegség — tanulmanyaink
alapjan bizonyithatéan legalabb 7 ezer éve. Mar az ujkékorban is jelen volt hazank
tertiletén a glimoékor, igy érdekes vizsgélati téma lehetne, ha még kordbbi korszakok

vizsgalatara is lehetdségiink nyilna a kdvetkezd évek soran.

Vizsgalataink ravilagitottak arra is, hogy a mycobacterialis DNS meg6rzodése
valamivel jobb a hosszlicsontok €s a fogak esetében, mint a csigolydkban vagy a
borddkban. Ugyanakkor arra is rdmutatnak a kapott adatok, hogy milyen fontos a
megfeleld minta kivalasztdsa, a helyszinen torténd parhuzamos mintavétel: egy-egy
egyén esetében a hosszucsontok ¢€s fogak parhuzamos alkalmazasa a molekularis

vizsgalatok soran. A hosszucsontok mélyen fekvd kompakt csonrétegeibdl €s a fogakbol

98



torténd parhuzamos mycobacteridlis aDNS-kimutatds nagyon jo eséllyel igazol valoban
MTBC eredeti fertdzést — morfologiai tiinetekkel parosulva pedig elenyészd szintre

csokkenti a MOTT-eredetii fals-pozitivitasi kockazatot.

Annak érdekében, hogy vizsgalataink soran még reprezentativabb eredményeket
kaphassunk, kiemelt fontossagi a pontos és koriiltekintd mintavételezés, hiszen egy
populacié szintjén nem sziikséges az Osszes egyén vizsgalata. A jovoben tovabbi
vizsgalatokra, ill. 0j generacios szekvenalasi technikak bevonasara lesz sziikség, hogy
pontosabb képet kaphassunk az eddig vizsgalt széridk és jovében tanulmanyozni kivant
leletegyiittesek esetében. A modszerrel korlatozhatd, ill. kizarhat6 lesz a kontaminacio
vesz€lye, megvaldsulhat a talajban 1év6 mycobacteriumok ¢€s a humdanpatogén
Mycobacterium fajok pontosabb elkiilonitése, és az egykori tuberkul6zis DNS
jelenlétének konfirmalasan tul lehetéség nyilik az 6si torzsek karakterizalasara,

evolucios kérdéseik tisztazasara is.
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6 Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetéimnek, Dr. Palfi Gyorgynek és Dr.
Mende Balazs Gusztavnak, hogy irdnymutatasukkal, meglatasaikkal, észrevételeikkel
elosegitettétk munkdm megvaldsulasat és hosszi éveken at biztositottak szdmomra a
doktori kutatomunka feltételeit korabban az SZTE Embertani Tanszékén, kés6bb az
MTA BTK, Régészeti Intézet Archeogenetikai Laboratériumaban. Kiemelt szinten kell
megkoszonnom kiilfoldi mentoromnak, Prof. Dr. Albert Zink intézetvezetonek, hogy
Osszesen hat tanulméanyuat keretében lehetdséget Dbiztositott szamomra a
paleomikrobiologiai vizsgalati modszerek elsajatitdsdhoz ¢€s a sziikséges elemzések
elvégzéséhez a bolzanoi EURAC Research Institute for mummies and Iceman aDNS

laboratoriumaban.

Paleomikrobioldgiai kutatomunkdm és az ahhoz sziikséges kompetenciak
elsajatitisa nem valosulhatott volna meg a hdrom, fentiekben emlitett intézményi
egység munkatarsainak segitsége nélkiil. Kdszonettel tartozom kordbbi PhD-6sztondijas
kutatohelyem, az SZTE Embertani Tanszék egykori és jelenlegi munkatarsainak, Dr.
Molnar Erikanak, Dr. Bereczki Zsoltnak, Dr. Pintér Zoltannak, Dr. Kajdocsi Lovasz
Gabriellanak, Spekker Olganak, Rové Janosnak, Dunai Jozsefnének, Koger
Viktorianak, akik munkdm soran tdmogattak és kozosségiik tagja lehettem. Koszonettel
tartozom Dr. Wicker Erikdnak a ko6zos munkaért. Nagyon sok segitséget kaptam
jelenlegi  munkahelyem, az MTA BTK, Régészeti Intézet Archeogenetikai
Laboratoriumaban dolgozo kollégaimtol, amit halasan koszonok Dr. Széchényi-Nagy
Annanak, Csaky Veronikanak, Bodis Viktorianak, valamint a Régészeti Intézetben
dolgoz6 régeész €s antropologus kollégaknak, kiilonds tekintettel Dr. Kohler Kittinek,
Dr. Csiky Gergelynek, Osztas Anettnak, hogy szakmai, ill. barati tanacsaikkal segitették
munkamat. Tovabba koszondm a MTA BTK, Régészeti Intézet munkatarsainak, hogy
barati tanacsokkal, beszélgetésekkel éreztetik velem, hogy egy nagyszerli k6zdsség
tagja lehetek. Kiilon koszonom a technikai segitséget Vindus Melindanak és Sternad
Vilmosnak. Nagyon koszonom a EURAC Research, Institute for mummies and Iceman

(Bolzano) Gsszes dolgozdjanak az egyiittmiikodését, kiilonos tekintettel Dr. Frank
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Maixner, Dr. Giovanna Cipollini, Christina Wurst, Niall O'Sullivan, Alice Paladin

segitsegét.

EzGton is szeretném megkdszonni a Magyar Természettudomanyi Muizeum
Embertani Taranak, kiilonos tekintettel Dr. Pap Ildikonak, hogy vizsgalataimhoz
rendelkezésemre bocsatottak Sandor Terézia maradvanyait. Koszonom Dr. Hegediis
Ernének, hogy hasznos tanacsokkal latott el. Koszonom Jakusné Dr. Harnos Evénak a
segitségét. Szeretném megkoszonni Dr. Szarka Ildikonak, hogy megosztotta velem
szakmai tapasztalatait. S koszonom az Osszes egylittmiikodé partnernek a munkajat,
akikkel az elmult évek soran egyiitt dolgozhattam. Halaval és koszonettel tartozom a

Csaladomnak, hogy mindig mellettem alltak és timogattak tanulmanyaimat.
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8 Osszefoglalo

A tuberkulézis (tbc) az egyik legrégebbi fert6z0 betegség, a megbetegedések
szama napjainkban is nagy méreteket Olt (Ortner, 2003; Gutierrez et al, 2005;
Hershkovitz et al, 2008; Donoghue, 2009; Baker et al, 2015; Donoghue et al, 2015;
Palfi et al, 2015). A tuberkuldzis pandémias megjelenésii, a WHO becslései szerint
jelenleg a Fold népességének mintegy 30%-a latens Mycobacterium tuberculosis
hordoz6 lehet. Emiatt, és a tényleges megbetegedések (10,4 millio), halalesetek (1,8

milli6) magas szama miatt a tbc kutatas rendkiviil nagy jelentéséggel bir.

Sokaig ugy tartottak, hogy a Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium bovis-
bol alakult ki, a szarvasmarhafélék domesztikacidja révén, s fertdzte meg az emberi
populaciokat (pl.: Cockburn, 1963; Ortner, 1999). Ez a hipotézis egészen a kétezres
évek elejéig tartotta magat, ekkor a molekularis genetikai kutatasok tobb tanulmany
révén ravilagitottak arra, hogy a Mycobacterium tuberculosis 6sibb valtozat, mint a M.
bovis (pl.: Brosch, 2002; Filliol et al, 2006; Hershberg et al, 2008). Az is
valdszintsithetd, hogy a Mycobacterium tuberculosis komplex tagjai egy kozos 6stol, a
Mycobacterium prototuberculosis-tol szarmazik (Brosch et al, 2002), amely egyiitt
evolvalodhatott az emberiséggel (Camus et al, 2002; Gutierrez et al, 2005; Brisse et al,
2006; Wirth et al, 2008; Weber doktori disszertacio, 2013; Comas et al, 2013; Bos et al,
2014; Boritsch et al, 2014).

A human tuberkulézis paleopatologiaja nagy multtal rendelkezik (pl.: Bartels,
1907; Steinbock, 1976; Ortner, 1999, 2003; Palfi et al, 1999), hagyomanyosan a tbc-S
csontvaz elérehaladott formaira fokuszalt és annak tipikus elhelyezkedésére. A tbc-s
csontvazon a tipikus lokalizacio a spondylitis tuberculosa (vagy masnéven Pott-gibbus)
¢s az iziiletek tuberkulozisa (pl.: csipd €s térd). Az utdbbi idében a paleopatoldgia
megkiilonbozteti a tbc-s csontvaz eldrehaladott és a korai szakaszban 1évd formait,
valamint molekularis biologiai modszereket hasznal az archaikus mycobacterialis DNS

kimutatasara.

A 1990-es évektdl a Mycobacterium tuberculosis okozta fert6zés azonositasara

molekuléris biologiai médszereket is alkalmaznak. A paleomikrobioldgiai kutatas képes
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azonositani a mycobacteridlis DNS-t az dsatag humén maradvanyokbdl. A tbc
evolucidjardl paleomikrobiologiai vizsgalatok adhatnak bdvebb informéciot. Doktori
értekezésem elsd részében roviden attekintettem a tuberkulozis paleomikrobiologiai
kutatasanak bo két évtizedes torténetét, azok legfontosabb allomasait, eredményeit,

alkalmazott modszereit.

Az elmult két évtizedben kiilonbdz6 emberi maradvanyokat hasznaltak mintaként
a MTB archaikus DNS kutatasa soran. Sok esetben a fogak alkalmasabbak lehetnek az
aDNS vizsgalathoz, mivel a fogpulpa belso, a kiilvilagtol elzart iiregében nagyobb a
prezervacié valdszintisége (Posa et al, 2012a). Idealis esetben a kiils6 zomancréteg

képes megvédeni a fogbélben talalhato DNS maradvanyt (Nguyen Hieu et al. 2011).

Mivel a szakirodalomban aranylag jelent6s a morfologiai alapon azonositott,
giimokorral fert6zott hazai paleopatologiai esetek szama (pl.: Palfi et al, 1999; Marcsik
et al, 2009), ezért aktualissa valt, hogy a technikai fejlédésnek megfeleléen, molekularis

vizsgalatokkal is alatiamasszuk ezen adatokat.

Ahhoz, hogy megfigyelhessiik a tuberkuldzis id6beli/térbeli terjedését, sziikséges
kiilonb6z6 korszakokban nyomon kovetni a fert6zések jelenlétét, egy-egy adott
idéintervallumot kijeldlve. Igy viszonylag jo ralatast kaphatunk az epidemioldgiai
adatokrol. Paleomikrobiologiai kutatasaim soran ezeket a szempontokat is figyelembe

véve vizsgaltam a Karpat-medencében a tbc aDNS el6fordulasi/gyakorisagi adatait.

A tbc eléfordulasanak tisztazasahoz 6 jol elkiilonithetd korszakot vizsgaltam.
Ezek koziil a legkorabbi, és a Mycobacterium tuberculosis evolucioval kapcsolatban

talan a legfontosabb a neolitikum.

Alsonyék-Bataszek feltardsara 2006 és 2009 kozott keriilt sor, ahol egy
prehisztorikus temeté maradvanyira bukkantak. Jelentéségét az adja, hogy jelenleg az itt
bemutatott temetd az egyik legrégebbi és legnagyobb neolitkori telepiilés Kozép-
Européban. A 2359 temetkezés a Késd Neolit/Korai Rézkorbol szdrmazik (Kr. e. 5000)
(Kohler et al, 2013). Az Alsonyék-Bataszék lelohelykomplexum része az Alsonyék-
Kanizsa dil6, amely a Lengyel kulturabol szarmazik, itt 862 sirt tartak fel (Zalai-Gaal

és Osztas, 2009). A masik tanulmanyozott neolit temetd — Vészt6-Magori domb — a
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Tiszai kultrabol szarmazik, ugyanazon korszakbol. Az eldzetes morfologiai

vizsgalatok mindkét lel6helyrdl valoszintisithetd tbe-el6fordulast jeleztek.

Kutatdsaim soran kisebb mennyiségli mintat teszteltem Téapé-Széntéglaégetd
lel6hely kés6 bronzkori temet6jébol (Kr. e. 14-13. szazad) is. Az SZTE Embertani
Tanszékén a kozelmultban megkezdett paleopatologiai vizsgalatok soran hét egyén
esetében bukkantak tbc-vel Gsszefliggésbe hozhato atipusos tiinetekre. Biomolekularis

vizsgélataim szdmara ez a hét eset szolgaltatott mintat.

A Szeged-Kiskundorozsma Kettdshatar II. avar kori széria paleopatologiai
vizsgalata soran a 263-as sirbol szarmaz6 csontmaradvanyokon atipusos tbc-re utald
elvaltozasokat talaltak az SZTE Embertani Tanszék munkatarsai. Paleomikrobioldgiai
doktori kutatdsaim lehetdséget teremtettek ennek az esetnek az elemzésére is, hasonldéan
egy masik, szintén avar Kkori, szintén atipusos tbc-s vazmaradvany mintdjahoz,

Csardaszallas-Hanzélytanya lelohelyrdl.

Az 1970 és 1973 kozott GySr-Posdomb lel6helyen feltart Arpad-kori temeté 187-
es sirszamu Pott-gibbus-os esetét vizsgaltuk molekularis biologiai modszerekkel, a

csontvazon fellelt stlyos morfologiai elvaltozasok igazoléasara.

Kutatasaim fontos anyagét jelentette a Bacsalmas-Oalmas régészeti leldhelyrdl
szarmaz6 (16-17. szazad), 1993-2003 kozott 3 fazisban feltart embertani anyag (Wicker,
2006). A késo-kozépkori népesoport balkani eredetii, vallasi okbol viszonylag endogam
kozosséget alkottak (Wicker et al, 1999). A feltarasok soran Osszesen 481 egyén jo
megtartdsi allapott, csontvazmaradvanyai keriiltek el (Lovasz, 2005a, 2009, 2013). A
széridban megfigyelt nagyszamu tbc-re utald morfologiai elvaltozas orientdlta a

paleomikrobiologiai mintavételt.

Kutat4saim egyetlen ujkori alanya mumifikalodott emberi maradvany volt. A vaci
Fehérek temploma 1994-es restauralasakor bukkantak az Eurdpdban is egyediilallo
természetesen mumifikaloédott emberi maradvanyokra: a domonkos rendi altemplomban
265 diszes koporsokban eltemetett, részben vagy teljesen mumifikalodott holttestre

bukkantak (Pap et al, 1997). Munkank soran a Sandor Terézia mumifikalodott
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holttestén végeztiink molekularis biologiai vizsgalatokat Mycobacterium tuberculosis
aDNS kimutatasa érdekében.

Az alsonyéki neolit széria esetében a molekularis vizsgalatokba 38 egyén
csontvazat vontuk be, a vizsgalatok alapjan 5 egyénnél kaptunk a fogakbol és/vagy
hosszucsontokbol pozitiv eredményt baktérium DNS vizsgdlatira. Az eredmények
jelzik, Osszhangban a molekularis biologiai kutatdsaimmal parhuzamosan publikalt
morfologiai adatokkal (Kohler doktori disszertacio, 2012; Kohler et al, 2013), hogy a
Mycobacterium tuberculosis fertézés jelen volt az alsonyéki prehisztorikus populacio
temetkezésére hasznalt, altalunk tanulmanyozott sircsoportjabdl eldkeriilt emberi
maradvanyokban (Poésa et al, 2015b). Eredményeim alatamasztjak Masson és
munkatarsai altal kdzolt magyarorszagi neolit tuberkulézis-eléfordulassal kapcsolatos,
kozelmultban kozolt adatokat (Masson et al, 2013, 2015), és szamos Uj esettel
kiegészitve konfirmaljak a MTBC jelenlétét és humanpatogén mivoltat a mintegy 7000
évvel ezel6tti Kozép-Eurdpaban. A Tiszai kultirabol szarmazd Vészté6 Magori-domb
leldhelyrél szarmazo csontoknal egy esetben igazoltuk a tbc-baktérium aDNS

maradvany jelenlétét, ezzel bizonyitva a lelet mycobacterialis fertézését.

A bronzkorbol és avar korbdl szarmaz6é mintdk esetén nem tudtuk igazolni a
fertdzottséget, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az aDNS nagymértékben
degradalodott. Ez ramutat arra, hogy a jovOben sziikségessé valik az Ujgeneracids
szekvenalasi eljarasok bevondsa az ilyen jellegli vizsgéalatokba, a vizsgalati mintdk

bovitése mellett.

Az Arpad-kori temet6 187-es egyén esetében megfigyelhetdk a fertdzés nyomai a
csontokon (bordak, combcsontok, csigolyak érintettsége, jellegzetes Pott-gibbus
jelenléte), mycobacterialis DNS jelenléte igazolhatd a humerus és femur esetében (Posa

et al, 2016b, megjelenés alatt).

A makromorfoldgiai adatok alapjan a Bacsalmas-Oalmasi temeté egyedeinél a
vizsgalt 481 csontvazbol 283 lehetséges tbe-fertdzott esetet jegyeztek fel az
antropologusok, melyek magukba foglaljak a tipikus és az atipikus elvaltozasokat is,

crer

(Lovész, 2015). A molekularis bioldgiai vizsgalat ald vetett 18 egyénbdl 7 egyénnél
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igazolhat6é a Mycobacterium jelenléte DNS alapon, 56 minta feldolgozasa alapjan (Posa
et al, 2015a). A teljes széria biomolekularis vizsgalatat, annak rendkiviili koltség-, és
id6igénye miatt nem végezhettiik ¢l, de a populacido magas thc-fertézottségi rataja igy is
igazolast nyert. Uj eredményeink alatimasztjak tobb korabbi tanulmany adatait, melyek
mar a bacsalmasi széria magas tbc prevalenciajat sejtették (Palfi és Ardagna, 2002; Zink
et al, 2007). A spoligotyping kiilonb6z6 tipust MTBC fertézéseket jelzett a széridban,
de a degradaltsagi fok miatt pontos Mycobacterium fajmeghatarozast (M. bovis, M.

tuberculosis) nem tett lehet6vé, igy azt csak megerdsitd vizsgalatként kezelhettiik.

Az tjkori vaci mumia esetében megerdsitést nyertek a korabban publikalt
eredmények, miszerint a vaci Fehérek templomaban eltemetett egyének korében
gyakori volt a tbc-fertézottség (Fletcher et al, 2003; Donoghue et al, 2011). A mimia
bor-foszlanyaibol sikeresen izolaltunk és azonositottunk Mycobacterium tuberculosis

DNS-maradvanyokat.

Kutatasi programunk sordn eredményesen alkalmaztuk hazai mintakon a
nemzetkdzi gyakorlatban bevalt paleomikrobioldgiai technikakat, és négy kiilonbdzd
korszakban is bizonyitottuk a tuberkuldzis fert6zottséget. Jol megfigyelhetd, hogy az
emberi tarsadalmat végigkiséri a betegség — tanulmanyaink alapjan bizonyithatéan
legalabb hétezer éve. Mar az jkdkorban is jelen volt hazank teriiletén a gimokor, igy
érdekes téma lehetne, ha még korabbi korszakok vizsgélatara is lehetdségiink nyilna a

kovetkezo évek soran.

Vizsgalataim ravilagitottak arra is, hogy a mycobacterialis DNS megdrzodése
valamivel jobb a hosszicsontok és a fogak esetében, mint a csigolyakban vagy a
borddkban. Ugyanakkor arra is rdmutatnak a kapott adatok, hogy milyen fontos a
megfeleld minta kivalasztdsa, a helyszinen torténd parhuzamos mintavétel: egy-egy
egyén esetében a hosszicsontok és fogak parhuzamos alkalmazédsa a molekularis

vizsgalatok soran.

Annak érdekében, hogy vizsgalataink soran még reprezentativabb eredményeket
kaphassunk, kiemelt fontossagi a pontos és koriiltekintd mintavételezés, hiszen egy
populacid szintjén nem sziikséges az Osszes egyén vizsgdlata. A jovOben tovabbi

vizsgalatokra, ill. 1j generacios szekvenalasi technikak bevonasara lesz sziikség, hogy
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pontosabb képet kaphassunk az eddig vizsgalt széridk és jovoben tanulmanyozni kivant
leletegyiittesek esetében. A modszerrel korlatozhato, ill. kizarhato lesz a kontaminacid
veszélye, megvalosulhat a talajban 1évé mycobacteriumok ¢és a humanpatogén
Mycobacterium fajok pontosabb elkiilonitése, és az egykori Mycobacterium DNS
jelenlétének konfirmaldsan tal lehetdség nyilik az Osi torzsek karakterizalasara,

evolucios kérdéseik tisztazasara is.
9 Summary

Tuberculosis (TB) is one of the oldest diseases and still has a high prevalence
nowadays (Ortner, 2003; Gutierrez et al, 2005; Hershkovitz et al, 2008; Donoghue,
2009; Baker et al, 2015; Donoghue et al, 2015; Palfi et al, 2015). The disease is
pandemic, according to the estimation of the WHO 30% of total population of the
World may be infected latently by Mycobacterium tuberculosis. On one hand, this is a
fact, and on the other hand 10.4 million people fell ill with TB and 1.8 million died
from the disease, this is why the research of TB so important for mankind.

For a long time it was thought that Mycobacterium tuberculosis was developing
from Mycobacterium bovis during domestication and had infected the human population
(e.g. Cockburn, 1963; Ortner, 1999). This hypothesis was accepted until the beginning
of the 2000s, thereafter more studies revealed that Mycobacterium tuberculosis is a
more ancient variant than the M. bovis (e.g. Brosch, 2002; Filliol et al, 2006; Hershberg
et al, 2008). It is probable that Mycobacterium tuberculosis complex has a general
ancestor, which is the Mycobacterium prototuberculosis (Brosch et al, 2002) which
might have developed together with mankind (Camus et al, 2002; Gutierrez et al, 2005;
Brisse et al, 2006; Wirth et al, 2008; Weber doctoral dissertation, 2013; Comas et al,
2013; Bos et al, 2014; Boritsch et al, 2014).

The paleopathology of TB has a great antiquity (e.g.: Bartels, 1907; Steinbock,
1976; Ortner, 1999, 2003; Palfi et al, 1999). It is traditionally focused on the advanced
stage forms of skeletal TB and on its typical localisations. The typical localisations of
skeletal TB are spondylitis tuberculosa (or Pott’s disease) and tuberculosis of big joints

(for example: knee and hip). In recent times, paleopathology distinguishes advanced and
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early stage forms of skeletal TB and also uses molecular methods for the detection of
ancient mycobacterial DNA.

Since the 1990s, the identification of Mycobacterium tuberculosis infection uses
molecular methods, too. Paleomicrobial research is also able to identify mycobacterial
DNA from ancient human remains. Paleomicrobial research which was done on ancient
human remains can give us more sophisticated information about TB’s evolution. In the
first part of my doctoral dissertation | shortly review the history of paleomicribiological

research of TB, which is more than two decades.

Different elements of ancient human remains were used as samples in MTB
aDNA research during the last two decades. The advantage of using dental pulp for
aDNA studies holds in its potential better preservation in a closed cavity (Posa et al,
2012a). In an ideal case, the external enamel layer is able to protect the DNA remains in
the dental pulp (Nguyen Hieu et al. 2011).

Since Hungary has plentiful morphologically identified TB cases (e,g, Palfi et al,
1999; Marcsik et al, 2009), nowadays it is a current issue that these data definitely need

supportive molecular biological research.

In order to gain insight into the expansion of TB, it is needed to keep track of the
infection’s presence during different eras. The most suitable method is the study of
epidemical data, to appoint an exact period of time. Therefore | was attentive to these
points of views in the pursuance of my research, while | was studying the molecular

presence of TB, from Neolithic to modern age, within the Carpathian Basin.

In my examination | researched six historical periods for TB infection, the earliest
period is Neolithic, which may give important confirmation for the evolution of

Mycobacterium tuberculosis.

The excavation of this prehistoric settlement and cemetery took place between
2006 and 2009, during which 2,359 burial places of the Late Neolithic-Early Copper
Age Lengyel culture were found (first half of the 5th millennium BC) (Kohler et al,
2013). This is therefore to date one of the largest late Neolithic sites excavated in

Central Europe. The first TB cases came out from the northern, so-called Kanizsa-diilé
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part (or 010/B) of the site, from where the skeletal remains of 862 graves were
excavated (Zalai-Gaal & Osztas, 2009). The other neolithic cemetery came from the
Tisza culture — Vészté - Magor — from the same time period. The preliminary
morphological research indicated possible TB occurrences from both archaeological

sites.

During my research | have tested a few samples from Tapé-Széntéglaégetd
archaeological site, which is a late Bronze Age (BC 14-13 century) cemetery. In the
recent past paleopathological research was started on this series in the Department of
Biological Anthropology — University of Szeged, and seven individuals were detected

for TB related atypical lesions. These cases gave samples for my biomolecular research.

Colleagues of the Department of Biological Anthropology — University of Szeged
found atypical TB related lesions on the Avar Age samples (Szeged-Kiskundorozsma
Kettéshatar 1. (Grave No. 263.) and Csardaszallas-Hanzélytanya). My
paleomicrobiological doctoral research gave opportunity to analyse both samples from
the Avar Age.

The cemetery from the age of the Arpadian Dynasty was excavated between 1970
and 1973. In the case of Pott’s disease— from grave no. 187 — we noticed severe

morphological lesions during the molecular biological analysis of the skeleton.

It was important for my research that the skeletal material came from the
Bacsalmas-Oalmés archeological site (AD 16-17th centuries, southern Hungary),
excavated in three phases between 1992 and 2003 (Wicker et al, 2006). This ethnic
group originated in the Balkans and intermingled with other populations, probably for
religious reasons, and their community became closely endogamous (Wicker et al,
1999). This study was carried out on the series of 481 skeletons whose state of
preservation was exceptional (Lovasz, 2005a, 2009, 2013). In the series there was high
prevalence of TB-referring morphological lesions suitable for paleomicribiological

sampling.

My research has had only one subject from the modern age. The naturally

mummified human remains which are unique in Europe were found in 1994 when the
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restoration of the Dominican church of Vac took place: partially or completely
mummified bodies were found in the 265 ornamented coffins (Pap et al, 1997). In our
work a molecular biological examination was performed on the body of Terézia Sandor

for the detection of Mycobacterium tuberculosis aDNA.

In total 38 individuals of the grave group no. 13 of the Alsonyék-Bataszék
Neolithic cemetery were included in the molecular biological analysis, five individuals
showed positive molecular results for bacterial DNA. The molecular detection was
successful in samples from long bones and/or teeth (Pdsa et al, 2015b). The results were
in accordance with my molecularbiological research and the parallel publicised
morphological data (Koéhler doctoral dissertation, 2012; Kohler et al, 2013) indicate
that, the Mycobacterium tuberculosis was present in those human remains which were
from the part of the Alsonyék-Bataszék Neolithic cemetery investigated by us. My
results corroborate the Neolithic occurrence of tuberculosis from South-eastern Hungary
already published by Masson and colleagues (Masson et al, 2013, 2015), confirming the
presence of TB in the Central Europe 7000 years ago with several new cases. Regarding
the Vészt6 - Magor neolithic cemetery (originated from the Tisza culture) we confirmed
only on one occasion the presence of TB’s aDNA remain, to prove the presence of the

Mycobacterial infection in this individual.

We could not confirm the infection in the case of the Bronze and the Avar Age
samples, it may conclude that aDNA was greatly degraded. This experience pointed to
that in the future it will be required to use next-generation sequencing and wider

sampling for this kind of research.

The cemetery from the Age of the Arpad Dynasty (Grave No. 187) shows
pathological lesion (ribs, femur, vertebrac and Pott’s disease), the presence of
Mycobacterial DNA can be justified in the case of the humerus and femur (Pésa et al,
2016b, in press).

Among the examined 481 skeletons, 283 possible cases of TB infection were
recorded based on macro morphological data by anthropologists, also including the
typical and atypical alterations, and the itemized paleopathological results were

presented in the doctoral dissertation of Gabriella Kajdocsi Lovasz (Kajdocsi Lovasz
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Gabriella doctoral dissertation, 2015). We have dealt with 56 samples, seven out of the
eighteen individuals analysed were positive for the region of 1S6110 of M. tuberculosis
(Posa et al, 2015a). Unfortunately, the biomolecular examination of this complete series
would be very time-consuming and would require a large amount of funds in order to be
completed, however the high TB-infectious rate of the population was proved. Our new
results are supporting data of some earlier studies about high TB prevalence in this
population (Palfi and Ardagna, 2002; Zink et al, 2007). The spoligotyping pictures
different MTBC pathogens, although the precise Mycobacterium (M. tuberculosis, M.

bovis) appearing in these samples could not be identified.

The previously published results were confirmed in the case of Terézia Sandor’s
mummy, there was frequent infection in those individuals who were buried in the
Dominican church of Vac (Fletcher et al, 2003; Donoghue et al, 2011). From the skin
remains of the mummy Mycobacterium tuberculosis aDNA remains were isolated and

confirmed successfully.

During our research program we successfully adopted long standing
paleomicrobiological techniques on the indigenous samples, and the TB infection was
confirmed in four different ages. Our studies prove that, this disease has accompanied
the human population during its history — for 7000 years at least. The presence of
tuberculosis has been proved in Hungary since the neolithic, that is why it would be an

interesting research topic if we could analyse more earlier periods in the near future.

My research has revealed that the preservation of mycobacterial DNA is much
more extensive in the case of long bones and teeth, than in the case of vertebrae or ribs.
At the same time, data gained indicate the importance of the selection of the sample, as

well as parallel sampling individually from long bones and teeth.

In order to gain more representative results from our research, the best possible
precise sampling is crucial, because on the level of population an utterly individual
examination is unnecessary. My additional studies will be completed with next-
generation sequencing therefore, and will give us more accurate result in comparison
with both past examined series and future ones. With this method the hazard of

contamination will be limited or excluded. The more precise isolation between the soil
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Mycobacteria and the human pathogenic Mycobacteria strains can materialize, and
beyond the confirmation of MTBC DNA presence there will be opportunity for the

characterization of the ancient strains and answering the questions concerning their

evolution.
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