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A. Einleitung
a. Tuberkulose
1. Tuberkulose damals und heute

1.1.Historische Bedeutung

Die Tuberkulose ist eine sehr bedeutsame Erkrankung, die
seit Jahrtausenden Arzte und Betroffene gleichermafen
beschéftigt. Bereits um 400 v. Chr. hat Hippokrates sowohl
die respiratorische, als auch die spinale Form beschrieben,
die er mit dem Begriff ,,Phthisis«'? belegte. In den Veden,
antiken Hindu-Texten, ist die Erkrankung erwihnt, wo sie
»Rajayakshma®“, zu Deutsch ,Konig der Krankheiten*
genannt wird. Selbst im Alten Testament gibt es zwei
Passagen, in denen in der hebrédischen Fassung der Begriff
»Schachepheth® auftritt. Dieser entspricht dem modernen

hebriaischen Wort ,,Schachefet®, ,,Tuberkulose“.3’4

Abbildung 1: Tonstatuette aus Assuan aus einer Privatsammlung (Paris)

Leider sind aus dem alten Agypten bisher keine schriftlichen Aufzeichnungen bekannt, die
sich explizit mit der Tuberkulose als eigenes Krankheitsbild auseinandersetzen. Im Papyrus
Ebers, einem heute noch erhaltenen Werk aus der 17. Dynastie, wird die Therapie von Husten
besprochen.” Genauer unterschieden wird zwischen den moglichen Atiologien aber nicht. Es
ist anzunehmen, dass die Agypter dank ihrer sehr fortgeschrittenen Wissenschaft vielleicht
doch mehr iiber diese Erkrankung mit ithrem sehr typischen Verlauf wussten. Der Verdacht
ergibt sich aus den heute bekannten Wandmalereien und Skulpturen aus dgyptischen Grébern.
Klinische Bilder, die der Krankheit zugehoren, sind hier als historische Dokumente
aufzufinden. In Assuan ist eine priadynastische Tonfigur gefunden worden, die sehr stark an
das klinische Bild der Pott’schen Erkrankung, der tuberkulésen Osteoarthropathie der
Wirbelséule, erinnert (siche Abbildung 1).° Solche Bilder fiihrten zu der Uberlegung, dass
humanpathogene Mykobakterien schon im alten Agypten vorhanden sein mussten. Dank
molekularbiologischer Techniken konnte man diesen Verdacht und einige der damit

. . oy 7.8
zusammenhédngenden Theorien bestétigen.



1.2.Verbreitung und klinisches Bild

Im Jahre 1868 impfte der franzosische Arzt Jean-Antoine Villemin Hasen mit tuberkuldsem
Material von Menschen und Nutzvieh. So belegte er als Erster, dass die Tuberkulose eine
ansteckende Erkrankung ist. Nur vierzehn Jahre spéter, im Jahr 1882, publizierte Robert Koch
seine Abhandlung iiber das itiologische Agens der Tuberkulose.” Zu ihrer Zeit hatte die
Erkrankung eine noch groBere Bedeutung als heute: Koch zufolge war jeder siebte Todesfall
durch Tuberkulose verursacht. Im 16. und 17. Jahrhundert war sie der Grund fiir ein Viertel
aller Todesfille.'® Unter dem Namen »Weille Pest® war sie damals die héufigste
Todesursache in Europa. 65% der Erkrankten mit offener Lungentuberkulose verstarben
innerhalb von vier Jahren.'' Bis zur Einfiihrung der Pasteurisierung von Milchprodukten
gingen etwa 6% der Todesfille durch Tuberkulose auf M. bovis zuriick.'? 1907 entwickelte
Clemens von Pirquet den Tuberkulin-Test und wandte ihn drei Jahre spéter an, um latente
Infektionen in asymptomatischen Kindern nachzuweisen. Gegen Ende des 19. Jahrhunderts
wurden Sanatorien eingerichtet, in denen respiratorische Beschwerden im Allgemeinen und

Tuberkulose im Speziellen behandelt wurden.

Seit 1944 ist es moglich, die Tuberkulose medikamentds zu behandeln. Damals kam das
Antibiotikum Streptomycin auf den Markt."> Befliigelt durch die groBen Erfolge der
medikamentosen Therapie, wurde in den 1970er Jahren angenommen, dass sie, dhnlich den
Pocken, bald besiegt sein konne. Im Jahre 1994 wurde Tuberkulose jedoch von der WHO als
,Global Emergency* deklariert."*

Heute ist laut Zahlen der WHO etwa ein Drittel der Weltbevolkerung mit einem der Erreger
des Tuberkulosekomplexes infiziert."”> Das bedeutet, dass dieses Kollektiv klinisch erkrankt
ist oder einen Erreger der Gruppe unbemerkt in sich trdgt und potentiell im Falle einer
Immunschwiche eine floride Infektion mit der Gefahr der Ansteckung Dritter ausbilden kann.
Etwa 10% der Infizierten entwickeln im Laufe ihres Lebens das klinische Bild der
Schwindsucht  beziehungsweise einen offenen Infekt mit Kontagiositit. Unter
Immunsupprimierten sind die Zahlen hoher.'® Tuberkulose wird fast ausschlieBlich iiber
Tropfchen iibertragen. Sie gilt als Krankheit mit hoher Virulenz. Durchschnittlich steckt jeder
Infizierte ohne addquate medikamentdse Therapie 10 bis 15 weitere Menschen an. Fiir das
Jahr 2006 wurde eine Krankheitspriavalenz von 206/100.000 Einwohnern weltweit angegeben
(zur Inzidenz siehe Abbildung 2 und Tabelle 1). Das entspricht einer Gesamtzahl von 13,7
Millionen Betroffenen. Besonders hoch sind die Zahlen in Gebieten, die mit dem ,,Acquired

Immune Deficiency Syndrome* (AIDS) zu kédmpfen haben. Dies gilt vor Allem fiir das
6



Subsahara-Afrika. Allerdings gab es in den letzten Jahren auch in Siidostasien einen

drastischen Zuwachs an Neuerkrankungen. '

Seit 1993 gilt die pulmonale Tuberkulose als AIDS-definierende Erkrankung. Im Vergleich
zu friheren Jahrzehnten steigt vor allem die Zahl der extrapulmonalen Manifestationen der
Erkrankung. Unter von AIDS betroffenen Patienten mit Tuberkulose liegt sie bei {iber
50%.'"1%1 Je ausgeprigter die Immunsuppression ist, desto hoher ist auch die
Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung einer Extrapulmonaltuberkulose.”® In bis zu 35% der
Félle einer extrapulmonalen Tuberkulose ist das Skelettsystem betroffen, im Falle der
Pott’schen Erkrankung zumeist die Brustwirbelsiule.”’***** Die Infektion beginnt im
anteroinferioren Teil des Wirbels. Darauf folgt eine Discitis mit Zerstorung der beiden
anliegenden Wirbel. Durch Sinterung der betroffenen Wirbel ergibt sich die typische
Keilform und klinisch der charakteristische Gibbus.** Obwohl die Inzidenz riickliufig ist, gab
die WHO fiir das Jahr 2005 weltweit 8,8 Millionen Neuerkrankungen an. Dieser Umstand gibt
Gesundheitsorganisationen Anlass zur Sorge, da die Tuberkulose {iber einen langen Zeitraum

behandelt werden muss, um eine Genesung sicher zu stellen.
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Abbildung 2: Offizielle Erkrankungsrate fir Tuberkulose im Jahr 2007 (Neuerkrankungen und
Rezidive/100.000 Einwohner)

Durch nachldssige Einnahme von Medikamenten beziehungsweise durch ungeniigende
Verfligbarkeit von Arzneien in bestimmten Regionen sind neuerdings jedoch multiresistente

Erreger aufgetreten, die mit den derzeit verfiigbaren Prdparaten nicht ausreichend behandelt



werden konnen. Als solcher Fokus gelten beispielsweise die Staaten der ehemaligen
Sowjetunion.””"*® Der dort vorhandene MDR-TB (,,Multidrug-Resistant Tuberculosis*) ist
besonders fiir Westeuropa von groBer Bedeutung, da ein groBer Anteil der hier
eingeschleppten Erreger aus Osteuropa kommt.”” Allgemein betrachtet sind Gruppen mit
Migrationshintergrund gehduft betroffen. Auch in Frankreich sind Fallzahlen unter
Einwanderern, vor allem bei jiingeren Patienten, bis zu achtmal hoher als in der
Vergleichsgruppe.”® Migranten aus Regionen mit hoher Privalenz fiir Tuberkulose sind
derzeit neben HIV-Infizierten die Hauptkeimtriger in Westeuropa.”’ AuBerdem sind die
Fallzahlen in den Gruppen mit niedrigem sozialokonomischen Status, wie bei
Arbeitslosigkeit, niedrigem Einkommen, schlechtem Gesundheitszustand, geringem

Bildungsstatus und engem Zusammenwohnen in groeren Gruppen erhoht.*”

Tabelle 1: Auszug aus dem WHO-Report fir Tuberkulose 2007. Abkiirzungen: AFR: Afrika, AMR:
Amerika; EMR: ostmediterrane Region; EUR: Europa; SEAR: Siidostasiatische Region; WPR: Westpazifische

. 31
Region

Neuerkrankungen Prozentsatz
Neu- Negativer Wiederbe- Andere der

erkrankun- Positiver Abstrich/ Extrapulmonale | handlung ohne * Neuerkran-

genund Abstrich unbekannter Manifestation Rezidiv kungen mit

Rezidive Status pos. Abstrich
AFR 1186800 550001 364789 208979 65883 - 60
AMR 227.616 124.788 55.740 33.298 12.442 2.106 69
EMR 282.945 112.804 99.392 64.282 — - 53
EUR 365.346 96.101 157.334 49.831 60.719 413 38
SEAR 1.789.186 857.371 594.185 242.332 162.661 202 59
WPR 1.274.266 671.719 447.749 87.584 99.053 10.125 60
Global | 5.126.159 2.412.784 1.719.189 686.306 406.010 15.495 58
*) Félle, die in anderen Teilen der Tabelle nicht erfasst werden

Bis heute wurden mehrere neue Medikamente entwickelt, die in einer Mehrfachtherapie iiber
mehrere Monate gute Ergebnisse liefern. Erreger, die gegen mindestens eines der gidngigen
Pharmaka resistent sind, sind in allen WHO-Regionen bekannt, lassen sich aber durch
Umstellung der Therapie dennoch bekdampfen. Derzeit besteht die Standardtherapie aus einer
zweimonatigen Gabe von Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid und Ethambutol, gefolgt von

einer viermonatigen Gabe von Isoniazid und Rifampicin.*?

AuBerdem sind Nebenwirkungen recht hiufig und fiir Patienten angesichts der Dauer der
Therapie duBlerst storend. Nicht zu vernachlédssigen sind auch die hohen Kosten, die durch die

Antibiotika verursacht werden und die schlechte Arzneimittelverfiigbarkeit in drmeren



Regionen der Erde. Zusammengenommen ergeben sich also multiple Probleme, die ein
Einddmmen der Krankheit erschweren. Deshalb wurden Programme, wie das sehr verbreitete
DOTS (,,Directly Observed Treatment, Short-course*) zur weltweiten Vereinheitlichung des
Therapieschemas erstellt.”> Zudem wurden globale Initiativen gegriindet, die eine
gemeinsame Strategie zur konsequenten Reduktion der Patientenzahlen und zur Prophylaxe
neuer Erkrankungsfille etablieren sollen.’* Dazu gehért auch das von der WHO geleitete
GDF (,,Global Drug Facility®). Ihr erklirtes Ziel ist es, bis zum Jahr 2015 25 Millionen Leben

zu retten und 50 Millionen neue Erkrankungsfille zu verhindern.®

2. Struktureller und molekularer Aufbau

Der Begriff ,,Mycobacterium® wurde 1896 von Lehmann und Neumann festgelegt und
bedeutet so viel wie ,,Pilzbakterium®, begriindet durch das schimmelpilzartige Wachstum auf
fliissigen Medien. In der systematischen Bakteriologie ist es den Actinomyceten zugehorig.
Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes sind sdurefeste, fakultativ intrazelluldre Stabchen
von etwa 0,4 pm Breite und 3-4 pm Linge (siehe Abbildung 3). Sie bilden keine Sporen und

sind unbeweglich.*

'_)"e 5%

Abbildung 3: Aufnahme von M. tuberculosis im Transmiésionselektronenmikroskop

60% ihres Zellwandtrockengewichtes wird von Lipiden gebildet. Diese erkldren die
ausgepragte Resistenz gegen Umwelteinfliisse. Anders als in Gram-negativen Bakterien gibt
es keine &dullere Zellmembran, sondern eine dicke, schlecht permeable Wand, die aus
mehreren Schichten aufgebaut ist (sieche Abbildung 4). Innen liegt die Plasmamembran, in die
Proteine, Phosphatidylinositolmannoside und Lipoarabinomannan eingelassen sind. Dann
folgt eine Schicht, die aus den Makromolekiilen Peptidoglykan, Arabinogalaktan, Muramin-
und Mykolsduren, langkettigen gesdttigten Fettsduren (C60-90), Lipopolysacchariden und
Lipoarabinomannan besteht. Der Kapsel, die aus Polysacchariden und Lipoproteinen besteht,

sitzen auBlen Mykoside, mykolsdurehaltige Glykolipide und Glykolipid-Peptide auf. Die
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Glykolipide, zu denen auch Lipoarabinomannan gehort, haben eine starke
immunmodulatorische Aktivitdt. Der hier ebenfalls prasente Cord-Faktor, das Trehalose-6,6-
Dimykolat, bewirkt das zopfformige Aneinanderlagern der Erreger in Kultur und gilt als

Virulenzfaktor.?”3%3

Mykobakterien sind in hohem Grade gegen Austrocknung resistent und
konnen so iiber mehrere Monate in trockener Umgebung iiberleben. Zudem sind sie gegen
Kiélte duBerst unempfindlich und iiberstehen Minustemperaturen liber Jahre. Abtdten kann

man sie mittels Pasteurisierung.
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Abbildung 4: Aufbau der Zellwand von Mykobakterien. Abkiirzungen: MurNAc/Ge: N-Acetyl-/ N-Glykolyl-
Muraminsaure ; GlcNac: N-Acetylglucosamin; Man: Mannose; Galg: Galactofuranose; Ara: Arabinose

Die Erreger, die das klinische Bild der Tuberkulose hervorrufen, werden unter dem Begriff
Mycobacterium tuberculosis-Komplex zusammengefasst. Sie stimmen zu 99,9% in ihrem
genetischen Datensatz iiberein und besitzen alle identische 16S rRNA-Sequenzen. Das
Genom des M. tuberculosis-Referenzstamms wurde 1998 komplett sequenziert und besteht
aus 4.411.529 Basenpaaren. Der Anteil an Glycin und Cytosin betrigt 65,6%.%"*'"** Die Rate
an Spontanmutationen bei Erregern des M. tuberculosis-Komplexes ist zwar ebenso hoch wie
bei anderen Bakterien. Dennoch weist diese Erregergruppe einen verhéltnisméiBig geringeren
Genpolymorphismus auf.”> 52% der Gene kann man einer Funktion zuordnen, 27% der

Genprodukte entsprechen vorbekannten Polypeptiden, 15 % zeigen keine Ahnlichkeit zu
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erfassten Proteinen. Vermutlich sind sie fiir Mykobakterien-spezifische Funktionen zusténdig.
Es liegen 56 Kopien unterschiedlicher Insertionssequenzen vor. Viele der Gene kodieren fiir
Proteine der Lipidbiosynthese, fiir die Zellkapsel und fiir den Zellmetabolismus. Die
Bakterien enthalten Enzyme zur Herstellung von Lipiden und Polyketiden, die typischerweise
in Sdugern oder Pflanzen gefunden werden. Etwa 250 mykobakterielle Enzyme zum
Fettsdureabbau sind bekannt. Aufgrund der hohen Zahl wird angenommen, dass Energie
neben dem Kohlenhydratmetabolismus auch durch den Abbau aufgenommener Wirtslipide
gewonnen wird.***> Alle Enzyme, die im aeroben Metabolismus von Bedeutung sind, sind
prasent. Solche, die bei anaeroben Elektronentransportketten vorkommen ebenso. Repetitive
Sequenzen kommen in groBer Anzahl vor. Diese macht man sich fiir die Diagnostik auf DNA-

16, 46,47,48
Ebene zu Nutze,'® 447

Der Mycobacterium tuberculosis-Komplex setzt sich wie folgt zusammen.

M. tuberculosis ist ein obligat aerober Erreger, der am hdufigsten den Menschen befillt.
Traditionell wird die Diagnose gestellt, wenn durch Beimpfung eine Infektion in
Meerschweinchen, jedoch nicht in Hasen, Gefliigel oder Withlmdusen hervorzurufen ist. Bei
der Bakterienkultur wird das Wachstum durch Glyerol- oder Pyruvatzugabe ins Medium
gefordert.'*°

M. bovis wird typischerweise bei Nutzviech gefunden, beim Menschen eher im
Zusammenhang mit Viehhaltung oder nach dem Konsum von unpasteurisierten
Milchprodukten. Bei diesem Erreger sieht man einen extrapulmonalen Befall hdufiger als bei
M. tuberculosis. Er ist schwerer anzuziichten als M. tuberculosis, ist in der Form plumper und
nicht pigmentiert. Im Gegensatz zu M. tuberculosis bevorzugt er mikroaerophile
Bedingungen. Zudem ist er gegen Pyrazinamid resistent und hat das breiteste Wirtsspektrum
aller bisher bekannten Mykobakterien.49 Es wurde bereits in Ziegen, Schweinen, Schafen,
Pferden, Katzen, Hunden, Wiistenfuchsen, Rotwild, Bisons, Dachsen, Biiffeln, Opossums,
Hasen, Frettchen, Wildschweinen, Oryxen, Antilopen, Kamelen, Lamas, Alpacas und

. . 50
Primaten nachgewiesen.

M. africanum ist der Uberbegriff fiir eine heterogene Gruppe von Erregern, die ihren
Ursprung vermutlich in Aquatorialafrika haben. Phinotypisch ist M. africanum zwischen M.
bovis und M. tuberculosis anzusiedeln. Es ist mikroaerophil, wichst im Néhrmedium

langsamer als M. tuberculosis und ist empfindlich fiir Pyrazinamid.’'
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M. microti ist ein aerobes, nicht pigmentiertes Bakterium, das besonders haufig bei kleinen
Wildtieren auftaucht. Erstmals isoliert wurde es 1930 in GroBbritannien. Beim Menschen sind
erst wenige Félle bekannt. Der Erreger zeichnet sich durch sein besonders langsames
Wachstum im Nihrmedium aus. In Wiihlmdusen ruft er generalisierte Infektionen
hervor.*¥*->2

M. canetti (auch M. canettii) ist ein Erreger des M. tuberculosis-Komplexes, der 1997 zum
ersten Mal beschrieben wurde.** Laut derzeitigem Forschungsstand unterscheidet er sich von
M. tuberculosis nur in den koloniebildenden Eigenschaften und der Generationszeit, jedoch

nicht im Befallsmuster. Er kommt nicht haufig vor, ist aber potentiell humanpathogen.'?

Das Bacille Calmette-Guérin, bekannt als Impfstoff BCG, ist ein dauerhaft attenuierter
Stamm von M. bovis."' Das Préparat schiitzt vor Allem vor der meningitischen
Erscheinungsform der Tuberkulose in der Kindheit, jedoch nicht ausreichend vor der
pulmonalen Form und hat dariiber hinaus schon zu disseminierten Infektionen bei
Immungeschwichten geriihrt. Daher wird die Impfung in westlichen Landern nicht mehr

durchgefiihrt.'*>
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b. Bedeutung der Paldopathologie

Im 19. Jahrhundert wurde die moderne Archiologie gegriindet. Zunidchst wurden
Informationen vorrangig iiber Analysen von Schriften und Kunstgegenstéinden der Grabstatten
gesucht. Natiirlich hat man zu der Zeit mitunter auch andere Grabinhalte untersucht. Es gab
durchaus Untersuchungen von Mumien direkt vor Ort. Im Jahre 1698 schrieb Benoit de
Maillet, der franzosische Konsul in Kairo, von der Untersuchung einer Mumie. Sein
Augenmerk richtete sich jedoch auf den beigelegten Schmuck, weniger die Mumie selbst.”
Zum grofBten Teil diente diese Tatigkeit damals dem Spall der Touristen. So war es im frithen
neunzehnten Jahrhundert ein lustiger Zeitvertreib der britischen Oberschicht, in Agypten
gefundene Mumien - sie waren zu dem Zeitpunkt noch nicht gesetzlich vor Raub geschiitzt -
nach England verschiffen zu lassen und diese fiir so genannten ,Mummy Parties” zu
verwenden. Die Giste der Festlichkeit packten die Mumien Stiick fiir Stiick aus und durften
die in den Bandagen gefundenen Preziosen zum Eigengebrauch behalten. Die Mumie selbst,
also die reinen sterblichen Uberreste der einbalsamierten Person, wurden zumeist als
Brennmaterial verwendet, als Abfallprodukt entsorgt oder bestenfalls als Souvenirs auf dem

heimischen Regal verwahrt.”’

Routinemédfige Untersuchungen durch Wissenschaftler begannen erst Jahre spéter. Eine der
ersten medizinischen Untersuchungen einer dgyptischen Mumie wurde im Jahre 1825 vom
britischen Arzt Augustus Bozzi Granville durchgefiihrt.”® J. N. Czermac verdffentlichte 1875
Ergebnisse histologischer Untersuchungen zur Arteriosklerose in dgyptischen Mumien.” Die
ersten grofl angelegten Grabungskampagnen der Region zogen auch eine groBere Zahl an
Forschungsarbeiten nach sich. Die britischen Anatomen Grafton Elliot Smith und Warren
Dawson und der Chemiker Alfred Lucas lieferten in der ersten Dekade des letzten
Jahrhunderts schon grobe Erkenntnisse zu dgyptischen Mumien. Marc Armand Ruffer, ein
medizinischer Naturwissenschaftler aus Frankreich, etablierte den Begriff ,,Paldopathologie®
fir diesen Forschungszweig, als dessen Begriinder er gemeinhin gilt.® Ab dem Jahr 1908
schriecb er eine Reihe von Artikeln, die sich unter Anderem systematisch mit
Infektionskrankheiten, orthopédischen Themen und internistischen Erkrankungen auseinander
setzten. Er entwickelte neue Techniken zur Rehydratation der Gewebe, um sie mikroskopisch
untersuchen zu konnen und verdffentlichte epidemiologische Daten. Im selben Jahr leitete die
Agyptologin Margaret Murray eine dffentliche Obduktion an zwei dgyptischen Mumien an

der Universitit von Manchester.®!
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Wirklich effizient wurden die Analysen mit dem Fortschritt der Medizintechnik. Da viele
Mumien aufgrund ihres Alters angegriffen oder bereits von Grabraubern aufgesucht worden
waren, konnte man sie hdufig nicht von ihren Leinentiichern befreien, ohne sie vollends zu
zerstoren. Durch die Entstehung nicht- beziehungsweise minimal-invasiver Techniken wie der
Computertomographie, Endoskopie oder der erst vor Kurzem entwickelten
Rasterkraftmikroskopie, konnen Mumien heute detaillierter untersucht werden. Rosalie David
nutzte in den siebziger Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts diese neuen Moglichkeiten bei
interdisziplindren Untersuchungen an dgyptischen Mumien des Manchester Museums im
Rahmen des von ihr benannten Mumienprojekts.”’ Einen weiteren groBen Sprung machte
dieser Wissenschaftszweig mit der Einfilhrung neuer molekularbiologischer Techniken, unter
denen die ,,Polymerase Chain Reaktion* (PCR, sieche unter Kapitel B.d.2.) eine der

bedeutendsten geworden ist.®

So ist ein interdisziplindres Feld entstanden, in dem sich Mediziner, Biologen und
Archédologen treffen. Die hier gefundenen Erkenntnisse kommen all diesen Bereichen zu
Gute. Aus molekularbiologischer Sicht kann man Evolutionsvorgéinge auf DNA-Ebene
nachvollziehen, Theorien belegen und vorsichtige Datierungen vornehmen. Zudem kann man
erforschen, wie gut DNA {iber lange Zeitraume erhalten bleibt, wie sie sich verdndert und wo
die Grenzen ihrer Nutzung zum Informationsgewinn sind. Durch gefundene Grabbeigaben in
Verbindung mit dem korperlichen Status der Mumien konnen Riickschliisse auf die
Erndhrung, damit verbundene Erkrankungen, um somit auf den Lebensstil der betrachteten
Gesellschaften gezogen werden. Diese kann man mit den schriftlichen Uberlieferungen
abgleichen und somit ein vollstindigeres Bild iiber das damalige Leben erhalten, was
Historikern und Archiologen gleichermafBen bei ihrer Arbeit hilft. Uber Krankheiten, wie der
hier besprochenen Tuberkulose, die bis heute groen Einfluss auf die gesamte Menschheit
haben, jedoch immer noch nicht bis ins letzte Detail verstanden werden, konnen neue
Informationen {ber die Entwicklung der Erreger, Infektionswege und etwaige
Einflussfaktoren gewonnen werden. Nachdem so gut wie alle klassischen archédologischen
Disziplinen bereits sehr ausgereift und dadurch auch weitgehend ausgeschopft sind, erdffnet
dieser junge Forschungsbereich Archidologen neue Moglichkeiten, um Einblicke in das Leben

vergangener Zeiten zu finden.
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c. Geschichte Agyptens

Gefundene Werkzeuge aus der Altsteinzeit geben Hinweise darauf, dass die Nilregion schon
seit vielen Jahrtausenden bewohnt wird. Jedes Jahr in den Monaten August und September
tritt der Fluss iiber die Ufer und tiberschwemmt die angrenzenden Léndereien mit fruchtbarem
Schlamm. Dementsprechend ist der Boden fiir landwirtschaftliche Zwecke sehr gut geeignet
und so ist es nicht verwunderlich, dass sich dort schon friith unterschiedliche Voélkergruppen

ansiedelten.

Den gemeinsamen Staat ,, Agypten” gab es zwar noch nicht; Zeichen kulturellen Lebens
werden jedoch immer wieder bei Ausgrabungen entdeckt. Die sogenannte vorgeschichtliche
Phase (5000 bis etwa 3150 v. Chr.), wird in die Zeitabschnitte Merimde, Badari und Negade |
bis III aufgeteilt.

Die darauf folgende Dynastie 0, brachte an zehnter Position Konig Narmer hervor, der
Agypten einte und so den Grundstein fiir eine gemeinsame kulturelle Entwicklung der Region
legte. Die 1. und 2. Dynastie bilden zusammen die Friihzeit, in der das Papyrus, Hieroglyphen
und der Kalender erfunden wurden. Die Hauptstadt war Memphis, eine Stadt an der Grenze
von Ober- und Unterdgypten. Aus dieser Zeit stammen auch die so genannten Mastabas, flach

angelegte Gréber, die als Vorform der Pyramiden gelten.

Im Alten Reich, das sich von der 3. bis zur 6. Dynastie erstreckte, kam es in Agypten zu einer
ersten Bliitezeit mit der Ausbildung einer anspruchsvollen Mathematik und damit auch von
Architektur und Astronomie. In dieser Zeit entstanden die beriihmten Pyramiden von Gizeh,

das letzte noch existierende Weltwunder.

In der sich anschliefenden Ersten Zwischenzeit (7. bis 11. Dynastie) kam es zu Unruhen im
Land, es regierten zeitweise mehrere Konige nebeneinander und der Staat als iibergeordneter
Macht- und Verwaltungsapparat 16ste sich auf. In ausgegrabenen Schriftstiicken wird eine

Atmosphére von sozialer Kélte und Brutalitéit beschrieben.

Zu dieser Zeit bildete sich ein neues Machtzentrum in Theben. Der dortige Herrscher der 11.
Dynastie, Montuhotep 1. konnte das Land wieder einigen. Dies markierte den Beginn des
Mittleren Reiches. Er fiihrte eine Verwaltungsstruktur in Anlehnung an die des Alten Reiches
ein. Handwerk und Kunst erblithten wieder. Eine zuvor nicht da gewesene Literaturlandschaft
entwickelte sich und der Bau von Tempelanlagen wurde wieder aufgenommen. Langsam

wurde Theben zum politischen, kulturellen und religiosen Zentrum des Landes. Man ging
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wieder militdrisch gegen benachbarte Lander vor, suchte Handelsbeziehungen und etablierte

eine Vormachtsstellung innerhalb der Region.

#Damietta
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Abbildung 5: Karte des alten Agyptens. Ausgrabungsorte der untersuchten Gewebe sind rot markiert

Mit der 13. Dynastie setzte eine neue Destabilisierung ein. Agypten zerfiel in zahlreiche
kleine Konigreiche, die sich gegenseitig bekriegten. Eroberte Regionen gingen wieder
verloren und schlieBlich fiel Agypten unter die Fremdherrschaft der ,Hyksos®, einer
herrschenden Elite, die den Herrschernamen nach zu schlie8en, semitischen Ursprungs war.
Ihre Hauptstadt lag in Auaris im Ostdelta. Zwischenzeitlich zogen sich die dgyptischen
Pharaonen nach Theben zuriick. Es war Konig Ahmose, der, von dort aus agierend, die
Fremden aus dem Land vertrieb und somit die Zeit des Neuen Reichs schuf. Obwohl er
eigentlich einem Herrscherhaus der 17. Dynastie angehorte, findet man ihn in den damals
angelegten Konigslisten an der Spitze der 18. Dynastie. Vermutlich sollte so die Entstehung
einer neuen Epoche und somit seine Stellung als Befreier Agyptens betont werden. Theben
wurde nun wieder Reichshauptstadt und ein an dem Mittleren Reich orientierter Staatsapparat

wurde eingefiihrt. Pyramidenanlagen flir Konige waren nicht mehr {iblich. So entstand das
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beriihmte ,,Tal der Konige“, eine Nekropole aus Felsgribern. Agypten wurde nun zur
GroBmacht und nahm umliegende Gebiete ein. Es gelang aber durch eine pragmatische
Politik, gute Beziehungen zu den eroberten Lindern beizubehalten und so die eigene Position
in der Region zu festigen. Uberhaupt lag das Hauptaugenmerk in dieser Phase auf einer
stabilen politischen Situation. Die Konigswiirde war ab sofort sowohl iiber den Pharao, als
auch iiber die Gottesgemahlin, also der Ehefrau des Souverdns, ilibertragbar und der Titel
,,Konigssohn von Kusch* wurde fiir einen Vizeregenten in Nubien eingefiihrt. Der Abschluss
des ersten iiberlieferten Friedensvertrags der Geschichte fiel ebenfalls in diese Zeit. Im Neuen
Reich regierten sehr bekannte Personlichkeiten, wie Echnaton und seine Frau Nofretete, die
eine monotheistische Religion einzufiihren versuchten, die Konigin Hatschepsut und Ramses
I1., der den beriihmten Felsentempel in Abu Simbel errichten lieB. Der letzte Regent der 20.

[ 3100-2755 B .CE. Dynastie war Ramses XI. Jetzt geriet der
Dynasties 1-2 - Early Dynastic Period

e el agyptische Staat in immer grofere finanzielle
= 2755-2230 B.C.E,

Dynasties 3-8 - Old Kingdam Bedriangnis. Unzufriedenheit machte sich breit.

Period of strong government, stability, pawer, and wealth

Age of the pyramids: Step pyramid of Djoser, Pyramids SO kam es 7u den ersten ﬁberlieferten

at Giza, Great Sphinx

Construction of the torb of Unis-ankh (ca, 2400 B.C.E.), . . . . .
which is replicated at The Field Museum Arbeiterstreiks der Geschichte -  jegliche
—a 2230-2040 B.CE,

Dynasties 9-10 - 1st Intermediate Period

S e e e politische Ordnung l16ste sich auf. In dieser
divisions between Upper and Lower Egypt
™ 2134-1786 B.CE, Situation tibernahm ein Usurpator die Macht und

Dynaties 11-12 - Middle Kingdom
Egypt is reunited and expenences another perod of prospenty . . g e .
etablierte eine Militardiktatur.

Egypt canquers Nubia
Increased trade with distant lands builds Eqypt’s wealth

and power

—= 1786-1567 B.CE, . . . . . . . . .
D SR L3-L 7 2riirt ermiadiata pisiod Dies lautete die dritte Zwischenzeit ein, die sich
Egypt is owverrun by the Hyksos people from Asia . . .

= 1567-1085 B CE. von der 21. bis 24. Dynastie zog. In dieser Phase

Dynasty 18-20 - New Kingdorm

The Hyksos are driven out and a perod of empire-building begins war Tanis, eine kurze Zelt auch Bubastis, dle
Tut’ankharmun {King Tut) reigns {1361-1352 B.C.E.)

—= 1085-712B.CE.

Dynasties 21-24 - 3rd intermediate period

Egupt is ruled by foreign kings from Libya, Mubia, and Assyria

Hauptstadt des Reiches. Es kam zu

| = 712 -332B.CE. biirgerkriegsédhnlichen Zusténden,
Dynasties 25-31 - Late period . . . .
Egyptian kings regain power konkurrierende Dynastien stritten um die
Persians occupy Eqypt

AR RS Vormacht und teilweise wurde Agypten von

Ptolermaic-Roman perod
Alexander the Great canquers Egypt (332 B.C.E.)

Upon Alexander’s death, his general, Ptolemy, begins a
new dynasty in Egypt (323 B.C.E.)

The reign of Cleopatra YII ends when Eggp)t is congqueted Viele Grabréubereien’ dle Zum Tell sogar von

and becames a pravince of Rorme (30 B.C

libyschen Kdnigen regiert. In diese Periode fallen

Egypt is conquered by rabs and brought irto the Staatsbediensteten angeordnet wurden.
warld of Islarm (641 C.E.)

Abbildung 6: Zeittafel der Geschichte Agyptens (Jahreszahlen weichen von v. Beckerath ab)
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Der Beginn der Spitzeit wird von Agyptologen unterschiedlich datiert (25. bis 27. Dynastie).
Begriindet ist dies durch die groen Verdanderungen, denen das Land unterworfen war. Es war
die Zeit der Fremdherrschaft. Herrscher aus Kusch, Assyrien, der historischen Stadt Sais,
Persien, Griechenland und schlieBlich aus Rom eroberten nacheinander das Land und
hinterlieen ihre Spuren. Der Kunststil unterschied sich stark von dem der vorherigen Phasen
und glich sich dem griechisch-romischen Stil an. Die letzte Pharaonin war Kleopatra, die mit
ihrem vermuteten Selbstmord am Ende der Geschichte des antiken Agypten steht. Das Land
wurde nun zur romischen Provinz erkldrt und als solche {iiber Jahrhunderte vom

Machtzentrum in Rom ausgebeutet,*-%*%
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d. Fragestellung

In dieser Dissertation wurden altdgyptische Mumien mittels molekularbiologischer Techniken
auf human-, geschlechts- und mykobakterienspezifische Genloci untersucht und nidher

definiert.

Hierzu wurden Mumien aus einer Zeitspanne von iliber 3500 Jahren untersucht. Es wurde
zwischen Geschlecht, Alter, pathologischen Verdnderungen und der Zugehorigkeit zur

jeweiligen Epochen differenziert.

Die zugehdrigen Proben wurden auf zwei Fragestellungen hin weiter untersucht. Zum Einen
wurde iiberpriift, wo die zeitlichen Grenzen fiir die Detektion von Ancient DNA (aDNA)
liegen und wie verldsslich sie bei Proben nachweisbar ist, bei denen die Diagnose einer
Tuberkulose bereits makroskopisch zu stellen ist. Beim erfolgreichen Nachweis
mykobakterieller DNA folgten dann genauere Typisierungen unter Verwendung der
gefundenen Erreger-DNA. Zum Anderen wollte man mittels Untersuchung unauffilliger oder
unspezifisch verdnderter Knochen zusétzliche Aussagen zur Krankheitsepidemiologie, in

Abhingigkeit von der Starke pathologischer Verdnderungen, machen.

Dariiber hinaus konnte man so abschdtzen, in wie weit die Moglichkeiten der
molekularbiologischen Diagnostik iiber die der bisher bekannten und etablierten
Untersuchungsmethoden hinausgingen und somit ob sie ein Potential als zukiinftige

Standarddiagnosetechnik haben.

Im Folgenden wird eine aktuelle Theorie zur Evolution von Mykobakterien des tuberculosis-
Komplexes und eine zuvor publizierte genetische Gruppeneinteilung vorgestellt. Diese
wurden mittels der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen auf ihre

Plausibilitét tiberpriift und erste Datierungen ermdglicht.

19



1. Einteilung in genetische Gruppen

Da Deletionen im Genom unidirektionale Ereignisse sind, kann man sie fiir phylogenetische
Untersuchungen nutzen. Eine genetische Gruppeneinteilung der Mykobakterien des
tuberculosis-Komplexes wurde erstmals von Sreevatsan et al.** vorgenommen (siche

|.%erstellten

Abbildung 7). Sie diente als Grundlage fiir Teile des von Brosch et a
Stammbaums zur Evolution der Mykobakterien (sieche Abbildung 8). Gruppe 1 (blauer Pfeil in
Abbildung 8) hat im Kodon 463 des katG-Gens CTG und im Kodon 95 des gyrA-Gens die
Sequenz ACC. Da dies die Sequenzen des gemeinsamen Vorldufers sind, findet man diese
Konstellation auch in allen anderen Tuberkuloseerregern. Gruppe 2 (griiner Pfeil in
Abbildung 8) weist die Sequenz CGG in katG und ACC in gyrA auf. Gruppe 3 (roter Pfeil in
Abbildung 8) hat die Sequenz CGG in katG und AGC in gyrA. Daher wurde von Brosch
angenommen, dass sich die Erreger dieser Gruppen konsekutiv von der jeweiligen
Vorgéngergruppe mit diesen Punktmutationen abgespalten haben. Erreger der Gruppe 1
unterscheiden sich in der Nukleotidsequenz dieser beiden Gene nicht vom M. tuberculosis-

Vorlaufer und entsprechen potentiell folgenden Erregertypen: M. tuberculosis, M. africanum,

M. bovis und M. microti.

Erreger der Gruppe 2 oder 3 gehdren zu den modernen Stimmen des M. tuberculosis-

Komplexes.*

Group 1 Group 2 Group 3
katG463 CTG (Leu) | = | katGd63 CGG (Arg) | — P | katG463 CGG (Arg)
gyrass ACC (Thr) gyrad5 ACC (Thr) gyrA95 AGC (Ser)

M. microti M. tuberculosis M. tuberculosis
M. africanum
M. tuberculosis

katG463 CTG (Leu)

gyrA95 ACC (Thr)

M. tuberculosis
complex precursor

M. bovis

katG463 CTG (Leu)
gyrd95 ACC (Thr)

Abbildung 7: Gruppeneinteilung in phylogenetisch altere und moderne Stdmme des M. tuberculosis-
Komplexes nach Sreevatsan et al.*?
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2. Eine neue Evolutionstheorie

Die Forschungsarbeit der Arbeitsgruppe Gordon et al.*’ konzentrierte sich auf verschiedene
»Regions of Difference* (RDI1-10), die im Genom der unterschiedlichen Mykobakterien
deletiert sind. Die Benennung der RDs geht auf Mahairas et al.®” zuriick, die RD1 bis RD3
bei der genetischen Untersuchung des BCG-Stamms beschrieben. Mittlerweile wurde anhand
dieser und der inzwischen entdeckten RDs 4 bis 10 ein Stammbaums fiir M. microti und
Subtypen von M. bovis und M. africanum erstellt.*” Oben wurde bereits RD9 besprochen, das

in den Analysen dieser Arbeit genutzt wurde.

Eine weitere in diesem Zusammenhang beschriebene und genutzte Deletion ist die von
Brosch et al.® definierte TbD1-Region. Mit ihr unterscheidet die Arbeitsgruppe zwischen der

modernen und der urspriinglichen Form von M. tuberculosis.

Van Embden et al.®® untersuchten M. canetti mit einem erweiterten Spoligotyping (siche
unten), das mehr als die 43 Spacer der etablierten Technik aufsucht. Hier fielen Spacer auf,
die in keinem anderen Erreger des M. tuberculosis-Komplexes vorhanden waren. Zudem
fehlten alle oben beschriebenen Mutationen und Deletionen, die die anderen Erreger des
Komplexes definieren. Daraus wurde geschlossen, dass sich M. canetti direkt vom
gemeinsamen Vorldufer abgespalten haben muss. Unter Einbeziehung der genetischen
Gruppeneinteilung nach Sreevatsan et al.** (siche Abbildung 7) ergibt sich der in Abbildung 8

1. erstellt wurde. Dieser

prisentierte Stammbaum, der von der Arbeitsgruppe Brosch et a
Stammbaum widerspricht der gédngigen Lehrmeinung, M. tuberculosis habe sich als Folge der
Domestikation von Vieh aus M. bovis entwickelt. Vielmehr geht sie von einer weitgehend
voneinander unabhingigen Entwicklung aus.”” Sowohl die Arbeitsgruppe von Sreevatsan®’
als auch die von Brosch® versuchte aufgrund historischer Uberlieferungen von Epidemien
Datierungen fiir die Deletionen und Mutationen abzuschétzen. In Broschs Publikation wird
von der Deletion des Gens TbD1 vor 15000 bis 20000 Jahren ausgegangen. Verldssliche

Daten lassen sich aber nur durch die Untersuchung antiker Proben ermitteln.*’
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Common ancestor of the

M. tuberculosis complex E M. tuberculosis
a
o
3
} M. africanum
M. microti
aryx -\\
seal

} M. bovis

BCG Pasteur _/

Abbildung 8: Von Brosch et al. erstellter Evolutionsstammbaum des M. tuberculosis-Komplexes. Schema
der sukzessive aufgetretenen Punktmutationen (graue Kéastchen) und Deletionen (blaue Késtchen). Blaue Pfeile
stehen fiir Erreger, die durch CTG an Kodon 463 von katG und ACC an Kodon 95 von gyrA definiert sind
(Gruppe 1 nach Sreevatsan et al.*?), der griine Pfeil steht fiir Gruppe 2 (CGG an Kodon 463 von katG und ACC
an Kodon 95 von gyrA), der rote Pfeil steht fiir Gruppe 3 (CGG an Kodon 463 von katG und AGC an Kodon 95

von gyrA)
Anmerkung: die korrekte gyrA-Mutation an Kodon 95 ist ACC->AGC
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B. Material und Methoden

a. Untersuchte Grabkomplexe

Im folgenden Abschnitt werden die Grabkomplexe vorgestellt, aus denen die untersuchten

Proben stammen. Das Schema der Benennung der Proben erfolgte zunédchst nach dem Fundort

und anschliefend nach der Nummer der Grabungskampagne. Anschiefend wurden die

einzelnen Proben durchnummeriert.

1. Pré&-/frihdynastische Zeit (3800 bis 2707/2657 v. Chr.)
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Abydos ist eine antike Stadt der friihdynastischen
Zeit mit zugehoriger Konigsnekropole und liegt
etwa 500 km stidlich von Kairo auf dem westlichen
Nilufer (sieche Abbildung 5). Im Mittleren Reich (ab
2119 v. Chr.) stieg es zum Hauptschauplatz der
Verehrung des Totengottes Osiris auf. Fiir viele
Agypter wurde es zu einem Statussymbol, in
Abydos eine Stele aufstellen oder sich dort bestatten
zu lassen. Bis in die Spitzeit hinein lieBen sich
Herrscher und hohe Beamte in dieser Nekropole
grofle Tempelanlagen erbauen. Der frithe Friedhof
Umm el-Qaab liegt etwa 2 km weiter westlich. Er
beherbergt die meisten Herrscher der 0.-2.

70,71

Dynastie. Insgesamt wurden 13 Proben aus

dieser Nekropole ndher untersucht (siche Katalog).

Abbildung 9: Lageplan der untersuchten Graber des Friedhofs Umm el-Qaab bei Abydos
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1.1. Aha

Das Grab des Aha (3032/2982 bis 3000/2950 v. Chr.), dem Begriinder der ersten Dynastie,
liegt in Abydos auf dem Umm el-Qaab. Thm wird die hier besprochene B-16-Grabanlage
zugeschrieben. Aha, auch Hor Aha oder Menes genannt, griindete Memphis, die Hauptstadt
des Alten Reiches an der Nahtstelle zwischen Ober- und Unterdgypten. In der altdgyptischen
Geschichtsschreibung wird ihm die Vereinigung Agyptens zu einem Nationalstaat
zugesprochen. Archdologische Funde sprechen jedoch dagegen und machen eine damals
forcierte Legendenbildung zugunsten des Konigs wahrscheinlich. Seine Begribnisstitte ist
von einer etwa 11 m hohen Mauer umgrenzt. Der Bezirk hat eine Lidnge von 155 m und eine
Breite von 50 m. Er ist von zahlreichen Nebengribern umgeben, in denen konigliche
Bedienstete beigesetzt wurden. Vermutlich gab es hier auch Opferbegrabnisse. Dieses Ritual

wurde jedoch am Ende der 1. Dynastie wieder abgeschafft.”>"

1.2. Den

Hor Den (2939/2889 bis 2892/2842 v. Chr.), auch Dewen genannt, regierte mindestens
vierzig Jahre lang. Diese Zeit gilt als der politische und kulturelle Zenith der 1. Dynastie, in
der der Staatsapparat umgestaltet wurde und erfolgreiche Kriegsziige unternommen wurden.
Drei der ihm zugeordneten Griber befinden sich in Saqqgara. Die hier untersuchte Anlage des
Hor Den befindet sich auf dem Umm el-Qaab, ist 55 m lang, 40 m breit und in der Zone der
Grabkammer 6 m tief. Es sind mehrere Nebengrdber vorhanden, in denen sich Sargabdriicke
und lédngere Haarlocken auffanden. Es wird davon ausgegangen, dass dort Frauen bestattet
wurden. Das fiir diese Arbeit genutzte Probenmaterial stammt vom Haldenabbau in der

74,75,76,77
Umgebung des Grabes. ™™™

1.3. Semerchet

Der Hor Semerchet (2886/2836 bis 2878/2828 v. Chr.) war wahrscheinlich ein Sohn des Hor
Den. Er regierte etwa neun Jahre lang. Der U-Friedhof wird ihm aufgrund des Fundes einer
Stele mit seinem Namen zugeschrieben. Auf diesem grof8en Bezirk liegen mehrere Gréber.
Viele sind von Grabrdubern teilweise oder ganz zerstort worden. Bei den bisherigen
Ausgrabungskampagnen lag das Augenmerk vor Allem auf der Keramik und den

. . . . . 78
zoologischen Beigaben in diesen Gréibern.
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14.Qa’a

Hor Qa’a, auch Qa genannt, (2878/2828 bis 2853/2803 v. Chr.), vermutlich ein Sohn des
Semerchet, war der letzte Konig der 1. Dynastie und regierte etwa 26 Jahre lang. Auch ihm
werden Griaber in Saqqara und Abydos zugeschrieben. Die hier besprochenen
Untersuchungen beschridnken sich auf das Grab in Abydos. Zu den bemerkenswertesten
Funden der Anlage gehoren zwei Grab-Stelen, die heute in Museen in Kairo und
Pennsylvania ausgestellt werden. Bei der ersten Grabuntersuchung am Ende des 19.
Jahrhunderts entdeckte der britische Archdologe W.M. Flinders Petrie zum Teil unangetastete
Bestattungen. Das Areal befindet sich am siidwestlichen Rand des Plateaus der Konigsgréber.
Es ist in mehreren Bauphasen errichtet worden. Hierflir wurden an die zentrale 5 x 10 m grof3e
Konigskammer nach dem Prinzip einer Zwiebelstruktur immer wieder neue Grabrdume
angebaut. Die Proben fiir die hier besprochenen Untersuchungen stammen von der dufleren

Kammerreihe, die aus Rdumen einer GroBe zwischen 1,50 und 3,40 m besteht.””

2. Mittleres Reich (2119 bis 1794/1793 v. Chr.)

2.1.Dra’ Abu el-Naga

Dra' Abu el-Naga ist der moderne Name des nordlichen Anteils der Totenstadt Theben, einer
der belegungsstirksten Nekropolen des Alten Agypten. Er wurde von der 11. Dynastie
(Mittleres Reich ab 2119 v. Chr.) bis in die koptische Zeit, also iiber eine Spanne von etwa
2500 Jahren, genutzt. Viele Grabschichte weisen auf die Bedeutung der Nekropole als
heiligen Bestattungsplatz hin. Man sieht ein weites Spektrum von unterschiedlich stark
ausgebauten Grabkomplexen. Die Privatgriaber sind teilweise sehr einfach strukturiert und
enthalten nur spirliche Beigaben. Man findet hier jedoch auch préachtige Konigsgraber und
Pyramiden. Der Grund liegt in der langen Dauer der Friedhofsnutzung. Diese erfolgte zu
Zeiten, in denen die Stadt Theben eine miBige Bedeutung im politischen, kultischen und
kulturellen Bereich hatte, schloss aber auch Phasen ein, in denen sie Reichshauptstadt und
Kultstitte fiir das Alte Agypten war. Die meisten Griber sind, zum Teil schon in
pharaonischer Zeit, gepliindert worden. Daher sind viele Mumien und Grabbeigaben teilweise

oder ganz zerstort und konnten nur noch in Fragmenten geborgen werden.
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Abbildung 10: Dra’ Abu el-Naga/Nord

2.2.DAN KO01.1/4/8/12 und K02.2

Diese Gridber liegen in unmittelbarer Ndhe zur Pyramide des Konigs Nub-Cheper-Re Intef
(17. Dynastie, etwa 1625 bis 1622 v. Chr.). Sie waren zum Ausgrabungszeitpunkt groftenteils
mit Schutt angefiillt. Das brockelige Geméauer weist Reparaturversuche auf, die bis in die
Antike zuriick reichen. KO1.1 liegt nordlich der Pyramide und gehoérte dem ,,Kapitin des
Hohepriesters des Amun® Nebanensu. Es stammt aus der Zeit von Thutmosis III./Amenophis
I1. (1479 bis 1397 v. Chr.). Nach den Dekorationen ist zu schlieBen, dass K01.4 in der Zeit der
ausgehenden 17. Dynastie erbaut und wihrend mindestens zwei weiteren Perioden genutzt
wurde. Gefundene Sargreste aus der Ramessidenzeit (1292 bis 1070/1069 v. Chr.), lassen eine
recht exakte Datierung der dritten Nutzungsphase zu. Diese Stétte gehort zu den so genannten

»Saff-Grabern®, also Portikusgrabern oder Grabern vom Pfeilertyp.
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Abbildung 11: Areal H: Plan der Pyramide, der Kultkapelle des Teti und der umliegenden Schéachte

KO01.8 liegt direkt dstlich der Pyramide. Dieser Schacht zeigt einen Knick im Bau, der sehr
ungewoOhnlich ist und somit zu der, inzwischen bestitigten, Vermutung gefiihrt hat, dass er
um einen frither bestehenden, direkt unter der Pyramide befindlichen Schacht herum

konstruiert worden sei.

KO01.12 bezeichnet eine Schachtanlage, die direkt neben KO1.1 liegt. Sie gehort zu den besser
erhaltenen Privatgribern dieses Areals. Inschriften auf einer Kalksteinstele verraten den
Namen des Besitzers: Jayseneb. Das Grab wird folglich in die zweite Hélfte der 13. Dynastie
(1794/1793 bis 1648/1645 v. Chr.) datiert. Es besteht aus mehreren Riumen, denen
Archédologen unterschiedliche Funktionen zuschreiben. Die Vorkammer war wohl zur
Lagerung von Nahrungsmitteln gedacht. Dariiber hinaus gibt es einen Hauptraum fiir den
Sarkophag und einen kleinen Seitenraum, der vermutlich fiir einen Kanopenkasten angelegt

wurde.

Der Schacht K02.2 liegt im Zentrum der Pyramide des Nub-Cheper-Re Intef, ist aber élter als
diese. Es wird angenommen, dass die hier bestattete Person eine besondere Bedeutung hatte,
da man groBe architektonische Schwierigkeiten in Kauf nahm, um die erwéhnte

Pyramidenanlage direkt dariiber zu erbauen.™-*!
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2.3. Doppelgrabanlage ,,M* unter dem TT 196-Komplex

Die Grabanlage TT 196 gehorte Padihorresnet, einem Obervermogensverwalter aus der 26.
Dynastie (664 bis 525 v. Chr.), also der 3. Zwischenzeit. Unter dem dritten Hof der
Grabanlage fand man eine Doppelgrabanlage aus dem Mittleren Reich. Aufgrund ihrer
Korridorlage in Richtung zum ,,Metropolitan House”, dem ehemaligen Stiitzpunkt von
Wissenschaftlern des ,,Metropolitan Museums* in New York, hat es die Bezeichnung ,,M*
erhalten. Aller Wahrscheinlichkeit nach bestand das Grab urspriinglich aus zwei Gribern, die
dann nachtriaglich vereint wurden. Bei den Ausgrabungsarbeiten fiel vor Allem die immense
Menge an Schutt auf, der zu gro3en Teilen aus Papiermiill des ,,Metropolitan House*s aus den
zwanziger Jahren besteht. Dariiber hinaus ist das Grab mehrfach gepliindert und jeweils
mindestens einmal tiberschwemmt und angebrannt worden. Die Fundstiicke waren daher zum
Zeitpunkt der Ausgrabung teilweise stark beschiadigt. Zwar gibt es archdologische Anzeichen
fiir Nachbelegungen des Grabes, jedoch prisentierten alle untersuchten Mumien die typischen

Konservierungstechniken des Mittleren Reiches.*

Rty

.
52

Abbildung 12: Lageplan der Doppelgrabanlage ,,M* in Theben-West
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3. Neues Reich (1550 bis 1070/1069 v. Chr.)
TT 85 Schacht 2 und TT 95 Kammer 1
In diesen Riumen wurden die hdufig erfolgten Nachbelegungen ausgeschlossen. Hier

gefundene Mumien und Mumienteile, sind im Folgenden dem Probenkollektiv des Neuen

Reichs zugehdrig. Fiir genauere Angaben zu den Gribern siehe unter Kapitel B.a.6.3.

4. Dritte Zwischenzeit (1070/1069 bis 664 v. Chr.)

TT 95 Langs-/Querhalle

Das Grab TT 95 wird im Kapitel B.a.6.3 genauer beleuchtet. Die Langs- und Querhalle sind
laut archdologischen Untersuchungen ausschlieBlich wihrend der dritten Zwischenzeit

genutzt worden.

5. Mittleres Reich bis Spatzeit (2119 bis 332 v. Chr.)

DAN K95.1

Das Grab DAN K95.1 ist ein Saff-Grab. Analysen von Fundobjekten lassen darauf schliefen,
dass es in der ausgehenden 11. Dynastie angelegt wurde. Westlich der Pfeilerhalle wurden
zwel vertikale, etwa 6 Meter tiefe Schichte aus der 17./18. Dynastie gefunden. Diese waren
jedoch zum Zeitpunkt des Fundes bereits stark gepliindert und daher fiir Analysen nur

begrenzt nutzbar.

6. Neues Reich bis Spatzeit (1550 bis 332 v. Chr.)

6.1. DAN K93.11

K93.11 ist das nordliche Grab eines Doppelgrabkomplexes. Ostlich befindet sich eine 12 m
hohe Terassierungsmauer, die zwei Vorhofe begrenzt. Der Grundrissplan ldsst auf eine
Konigsbestattung des frithen Neuen Reiches schlieBen. Das Grab ist Kénig Amenophis 1.
(1525 bis 1504 v. Chr.) und seiner Mutter Ahmes-Nefertari zugewiesen worden. Es wurde zu
der Zeit Ramses VI. (1142/1140 bis 1134/1132 v. Chr.) von Ramsesnacht, dem Hohepriester

des Amun wieder verwendet. Dieser lieB die zwei Vorhofe und Anteile des Innenraums in
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eine Kultkapelle umgestalten. Noch wihrend der ramessidischen Zeit (1292 bis 1070/1069 v.
Chr.) wurden Teilbereiche der Anlage mutwillig zerstort. Man vermutet einen
Zusammenhang mit dem historisch aufgezeichneten ,Krieg des Hohenpriesters®, einer
Belagerung durch den nubischen Konig, die vermutlich im 12. Regierungsjahr Ramses’ XI.
(1103/1099 bis 1070/1069 v. Chr.) stattgefunden hat. Erneute Verwendung fand die Anlage in
der Dritten Zwischenzeit und der Spitzeit (21. bis 26. Dynastie). Wihrend der 21./22.
Dynastie (1070/1069 bis etwa 735 v. Chr.) wurden die vorhandenen Hauptschichte wieder

belegt. In der 26. Dynastie baute man zusétzliche Schichte und Kammern fiir Bestattungen
83,84

entlang der Winde des zweiten Vorhofs.

Dra” Abu el-MNazxa
Aren E

Ksin

Abbildung 13: Skizze des Felsgrabs K93.11
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6.2. DAN K94.1

Hierbei handelt es sich um ein nicht fertig gestelltes Grab im Areal F, das am Hang in
Richtung Karnak liegt. Es besteht aus einem dufleren und einem inneren Vorhof. Die Kammer
ist 9,53 m lang, 2,12 m breit und 2,25 m hoch. Gefundene Grabbeigaben und verwendete
Ziegel weisen darauf hin, dass die Anlage in mindestens zwei Perioden (vom Ende der 17. bis
Anfang der 18. Dynastie und in der 25. Dynastie) genutzt wurde. Bislang ist der urspriingliche

Besitzer jedoch unbekannt.

6.3. TT 84/85/95/183/453

Die hier besprochenen Anlagen wurden im Neuen Reich gebaut und bis in die Spitzeit
genutzt. Die Graber TT 84 (mit TT 453), 85 und 95 waren fiir hohe Beamte der 18. Dynastie
vorgesehen. Sie befinden sich am Sheikh abd el-Qurna, einem Hiigel, der siidlich von Dra’

Abu el-Naga gelegen ist.

TT 84 wurde fiir lamunedjeh, dem obersten Herold unter Thutmose III (1479 bis 1425 v.
Chr.), gebaut. Aufgrund seiner Erwdhnung in Gribern aus spéterer Bauzeit, wird davon
ausgegangen, dass er noch bis in die Regierungszeit Amenhoteps II. (1428 bis 1397 v. Chr.)
lebte. Der zweite Besitzer des Grabes ist allem Anschein nach Meri, erster Prophet des Amun
unter Amenhotep II. Er lieB sich spéter TT 95 errichten. Vermutlich wurde ihm dieses Grab
zur Verfiigung gestellt, bevor mit dem Bau des anderen begonnen wurde. Der Name des
urspriinglichen Besitzers ist an einigen Stellen, aber nicht in allen Inschriften, gestrichen. Es
ist daher unklar, warum Meri dieses Grab besal3, ob er es tatsdchlich usurpiert hatte oder nur
fortfiihren wollte. Es besteht aus zwei Ebenen und wurde von Kampp dem Grabtyp Ve
zugeordnet mit einer ,,T-formigen Grundform [...], die in der Westwand der Querhalle, zu

«86

beiden Seiten, kapellenartige Seitennischen besitzen“™". Belegt ist nach derzeitigem Stand nur

der Vorhofschacht. Man geht davon aus, dass es bis in die koptische Zeit genutzt wurde.

Die obere Ebene mit der Bezeichnung TT 453 besteht aus einer undekorierten Kapelle, die
tiber der Seitenkapelle von TT 84 sitzt. Sie hat einen eigenen Vorhof ohne zusitzlichen

Schacht. Hier wurden weitere Individuen entdeckt.

TT 85 gehdrte Amenemheb, der auch unter dem Namen Mehu auftaucht. Er war Befehlshaber
der Armee unter Tuthmose III. (1479 bis 1425 v. Chr.) und Amenhotep II. (1428-1397 v.
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Chr.). Es findet sich hier eine besonders grole Grabanlage, die iiber einem fritheren
senkrechten Grabschacht errichtet wurde. Der Grundriss entspricht einer Sonderform des
Grabtyps VIla nach Kampp mit einem Vorhof. Dort befindet sich eine Felsbosse, unter der
sich ein Vorhofschacht erstreckt. Eine zweite Bestattungsanlage erreicht man {iber die erste
Querhalle des Innenraums. Von dort zieht sich eine so genannte ,,Sloping Passage®, eine
unterirdische Anlage, bis zur dekorierten Sargkammer. Es gibt Anzeichen, die auf eine
Wiederbenutzung des Grabes in der 25./26. Dynastie hinweisen. Aullerdem finden sich auf

der Anlage Reste einer Siedlung der koptischen Zeit.*’

Nach der Ubernahme des Grabes TT 84 lieB sich Meri zusitzlich die Anlage TT 95 erbauen.
Es weist eine Bauform vom Typ VIII nach Kampp auf. Die Querhalle hat eine doppelte
Pfeilerstellung, die in diesem Grab historisch zum ersten Mal auftaucht. Fiir die nicht fertig
gestellte Langshalle waren ebenfalls Pfeiler geplant. Bislang wurde keine Kammer gefunden,
die Hinweise auf den Verbleib des Grabinhabers gibt. In einer nicht ndher definierten spateren

Phase wurde der Schacht der Querhalle fiir Nachbestattungen genutzt.

TT 183 wird Nebsumenu, einem Vermogensverwalter unter Ramses II. (1279 bis 1213 v.
Chr.), zugeschrieben. Es liegt am Fule des Hiigels von el-Khokha und présentiert die Form
eines Grabes vom Typ Vb nach Kampp. Die Anlage besteht aus einer etwa 8§ m breiten
Querhalle, einer etwa 11 m langen Léngshalle und einer Kapelle, in deren linker Seitenwand
sich der Eingang zu einer ,,Sloping Passage™ findet. Die Grabinnenrdume zeigen keinerlei
Besonderheiten. Mehrere Durchbriiche in der Kapellenwand weisen auf spdtere Belegungen

des Grabes hin.*
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b. Fundmaterial und Probenmaterial

Fiir die besprochenen Untersuchungen wurde ein Kollektiv von 1037 unterschiedlichen
Individuen herangezogen. Die Fundstiicke wurden in der Grabanlage nach anthropologischen
Kriterien untersucht. Hierzu gehort die Einteilung nach Geschlecht und Altersgruppe. Dies
gilt selbstverstandlich ausschlieBlich fiir Fundstiicke, die individuellen Mumien klar
zuzuordnen waren. Einzelne Knochen oder kleine Gewebekomplexe waren nicht mehr auf
Alter und Geschlecht charakterisierbar und wurden als ,,nicht definiert benannt. Tabelle 2

zeigt die Herkunft der einzelnen Proben.

Tabelle 2: Gesamtkollektiv der in Agypten gewonnenen Proben. Die Griber der pri- und frithdynastischen
Zeit liegen in Abydos, die anderen in Theben

Zeitstellung Grab Individuen
pré-/frithdynastische Zeit (3800 - 2707/2657 v. Chr.) | U-Friedhof, Aha, Semerchet, Qa’a, DEN 189
Mittleres Reich (2119 - 1794/1793 v. Chr.) TT 196-Komplex (Grab ,,M*) 211
Mittleres Reich (2119 - 1794/1793 v. Chr.) DAN KO01.1/4/8/12, DAN K02.2 32

Neues Reich (1550 - 1070/1069 v. Chr.) TT 95 Kammer 1, TT 85 Schacht 2 11

3. Zwischenzeit (1070/1069 - 664 v. Chr.) TT 95 Léangs-/Querhalle 40
Mittleres Reich bis Spétzeit (2119 — 332 v. Chr.) DAN K95.1/97.1 164

Neues Reich bis Spatzeit (1550 - 332 v. Chr.) TT 84/85/95/183/453, DAN K91.1 - K97.1 | 390
Gesamt 1037

Aus dieser Sammlung wurden insgesamt 160 Proben fiir weitere Untersuchungen ausgewéhlt.
Diese weitere Auswahl wurde nach unterschiedlichen Kriterien getroffen. Zunichst wurde
Gewebe analysiert, das makroskopische Verdnderungen aufwies, die auf eine klinische
Tuberkulose schlieBen lieBen. Hierbei handelte es sich um Wirbelkdrper mit typischen
Verdnderungen, wie lokalisierten Lasionen, Sinterungen und eine typische Keilwirbelform,
die zur charakteristischen Gibbusbildung der Wirbelsdule fiihrt (siehe Abbildung 16).
Vereinzelt standen Weichgewebeteile zur Verfiigung. Hierbei handelt es sich vor Allem um
Lungengewebe, das Verwachsungen mit der Pleura aufwies, wie man sie
charakteristischerweise bei der Tuberkulose antrifft. Im weiteren Verlauf wurden im
Vergleich dazu Proben betrachtet, die unspezifisch verdndert waren. Beispielsweise fand man
hier Periostreaktionen, Kallusbildungen oder Verformungen sonstiger Art (siche Abbildung
14 und 15). Zuletzt wurden génzlich unauffillige Knochen aus unterschiedlichen Grabern der
jeweiligen Epoche ausgesucht, um Aussagen zu epidemiologischen Aspekten machen zu

konnen.
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Die Aufteilung der Proben mit morphologischen Verdnderungen ist in Tabelle 3

wiedergegeben.

Tabelle 3: Probenauswahl beziglich Veranderungen. Tb: Tuberkulose

Tb-typische Verdnderungen | unspezifische Verdnderungen | unauffallig bzgl. Tb
pra-/frithdynastische Zeit 1/13 5/13 7/13
Mittleres Reich 3/68 12/68 53/68
Neues Reich bis Spétzeit 7/79 20/79 52/79
Gesamt 11/160 37/160 112/160

Nach Ausschopfung aller Mdoglichkeiten ergaben sich folgende Zahlen: von den 160
untersuchten Proben sind insgesamt 15 (9%; 95%-KI: 5%-15%) als Frauen, 31 (19%; 95%-
KI: 14%-26%) als Méannern identifiziert worden. 114 der Proben (71%; 95%-KI: 64%-78%)
konnten keinem Geschlecht zugewiesen werden. 67 Proben (42%; 95%-KI: 34%-50%)
stammten eindeutig von adulten und 12 (8%; 95%-KI: 4%-13%) von immaturen Individuen.
Die losen Knochen wurden im weiteren Verlauf dem adulten Kollektiv zugeteilt. 81 der

Proben (51%; 95%-KI: 43%-59%) gehorten dieser Gruppe an.

Der jeweilige prozentuale Anteil wird in Tabelle 4 wiedergegeben.

Tabelle 4: Probenauswahl

ausgewahlt Gesamtkollektiv Prozentsatz
préa-/frithdynastische Zeit 13 189 7%
Mittleres Reich 68 243 28%
Neues Reich bis Spétzeit 79 605 13%
Gesamt 160 1037 15%
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Abbildung 16: Erdffneter Situs mit Pleuraverwachsungen und charakteristischer Gibbusbildung (Kopf
befindet sich an der linken oberen Ecke, Hifte rechts)
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c. Materialien

1. Verwendete Gerate

ABI PRISM™ 310 Gene Analyser, Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA
Brutschrank, Heracus Instruments, Diisseldorf

Computer, Deskpro, Compaq, Houston, Texas, USA

Dentalbohrmaschine, MN Dental Instruments, Miinchen

DNA Thermocycler Typ Primus, MWG AG, Biotech, Ebersberg

DNA Thermocycler Typ Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer, Waltham,
Massachusetts, USA

Elektrophoresekammer Typ Mupid 21 (10x15cm), Cosmo Bio Co., Ltd., Tokyo, Japan

Image Master”, Amersham Pharmacia Biotech VDS (Video Documentation System for Gel

Electrophoresis), Uppsala, Sweden

Kugelschwingmiihle Typ MM2, mit Zirkonium-Mahlbechern, Retsch, Haan

Magnetriithrer Typ MR 2002, Heidolph, Kelheim

Mikrowellenherd Typ MWE 700, Bauknecht, Schorndorf

Prizisionswaage Typ Navigator' ", Ohaus”, Giefien

Rotationsmixer, Agitateur rotatif, Marke unbekannt

Speed Vac Typ DNA 110, Savant Instruments, Farmingdale, New York, USA

Thermomixer Typ compact, Eppendorf, Hamburg

UV-Lampe, 245 nm, Marke unbekannt

UV-Transilluminator Typ Mighty Bright, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA

Vortexer Typ MS 2, IKA-Labortechnik, Staufen
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Werkbank, steril, Typ Herasafe, Heraeus Instruments, Diisseldorf

Zentrifuge Typ 2-4, Sigma, Osterode am Harz

Zentrifuge Typ 1.0R, Heraeus Universalzentrifuge, Laborteam Schultheiss, Miinchen
Zentrifuge Typ 5417R, Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Typ 5415R, Eppendorf, Hamburg

2. Einwegmaterial und Hilfsmittel

Dental-Diamant-HM-Frise, MN Dental Instruments, Miinchen
Dental-Diamant-Trennscheibe, MN Dental Instruments, Miinchen
Dye Ex™ Spin Kits (50), Quiagen GmbH, Hilden

Eppendorf Reaktionsgefifle safe lock (2,0 ml), Eppendorf, Hamburg

Genetic Analyser Sample Tubes (0,5 pl), Perkin Elmer Applied Biosystems Division, Foster
City, California, USA

Microcon™-30 Filter, Millipore GmbH, Billerica, Massachusetts, USA

Multi-PCR-Tubes (0,2 ml), PEQ LAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Multireaktionsgefa3e (0,65 ml), Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Pipetten (2,5 pl, 10 pl, 20 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 ul), Biozym, Oldendorf

Pipettenspitzen mit Filter (2,5 ul, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl), Biozym, Oldendorf
PS-Tubes (4,5 ml), Greiner Labortechnik, Frickenhausen

ReaktionsgefiaBe (0,6 ml), Biozym, Oldendorf

Skalpellklinge (22), BAYHA, Tuttlingen
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Thermo Tubes (0,2 ul), peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Untersuchungshandschuhe, puderfrei, Safeskin®, Kimberly-Clark, Irving, Texas, USA

Zentrifugenréhrchen PP (14 ml), Josef Peske oHG, Aindling

3. Chemikalien

Aceton, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Agarose, SeaKem® LE agarose, Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf

Aqua ad injectabilia, B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Aqua bidest, H. Kerndl GmbH, Wei3enfeld

Bromphenol-Blau, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Chemiluminescent ECL-detection liquid, Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden
Diatomeen-Erde, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Dithiothreitol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

DNA-Leiter (50 bp), Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA

DNA ZAP, Solution 1 und 2, Ambion Inc., Austin, Texas, USA

EDTA (Ethylendinitrotetraacetat Dinatrium-Dihydrat), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen

Eisessig, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Ethanol Absolut, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Ethidiumbromid (10mg/ml), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Glycerol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Guanidium-Thiocyanat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
HCI, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Natriumhypochloritlosung (4%), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

SSPE-Puffer, Gibco BRL Life Technologies, Inc., Eggenstein
Triton X-100, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Tris (Tri[hydroxymethyl]aminomethan), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Tris-Cl, Merck Eurolab, GmbH, Ismaning

4. Reagenzien und Enzyme

AmpliTagq Gold™ DNA-Polymerase (5U/ul), PE Biosystems, Foster City, California, USA
Big Dye Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Weiterstadt

Desoxynucleotid Trisphosphate, Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden

DNA Polymerisations-Mix (20mM), Applied Biosystems, Weiterstadt

BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit enthédlt A-, C-, G-, T-Dye
Terminator; dITP, dATP, dCTP, dTTP; Tris-Cl (pH9,0); MgCly; thermal stable
pyrophosphatase; AmpliTaq DNA Polymerase), ABI PRISM™ P.E. Applied Biosystems,
Weiterstadt

Enhanced chemiluminescence (ECL) system, Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia,

Uppsala, Sweden

Freeze "N Squeeze DNA Gel Extraction Spin Columns, Quantum Prep”, Biorad Laboratories,

Hercules, California, USA

Hae III, Roche Diagnostics, Mannheim
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MgCl,-Solution (25mM), P.E. Applied Biosystems, Weiterstadt

PCR Gold Puffer (10x, enthélt: 150 mM Tris/HCL, pH 8,05, 500mM KCI), Gene Amp®,

Applied Biosystems, Weiterstadt

Primer Act 2 (50pmol), Thermo Hybaid Interactiva Division, Ulm

POP-6"™ (Performance Optimized Polymer 6), ABI PRISM, P.E. Applied Biosystems,
Weiterstadt

Proteinase K, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Spoligotyping Kit, Isogen, Maarsen, The Netherlands

Termination ready mix, Applied Biosystems, Weiterstadt

Tth Polymerase, HT Biotechnology Ltd., Cambridge, United Kingdom

5. Primer
Alle Primer wurden anhand der Sequenz des Referenzstamms M. tuberculosis H37Rv
gewidhlt.
Tabelle 5: Primer
Gen- Ziel- Ampl. . s a» Ampl. Anzahl L0
Locus Region Rich- Primer (5” -3°) Produkt Parameter an Num-
& tung Zyklen mer
1S6110 . F CILIGACCACURUCEE 123bp jew. 1 Min. bei 94 45 88
Insertions- TTCGG °C. 68 °C und 72
Sequenz R CCTGCGAGCGTAGGC ’ °oC
GTCGG
katG F UEACTELCOACICINCS 163bp jew. 1 Min. bei 94 43 89
Katalase- TCGG °C. 65 °C und 72
Peroxidase . AGGCGGATGCGACC Y
ACCGTT
gyrA DNA- F HEAGRUCAIGEE0A | oy | fop i bl ||| 45 «
Gyrase A- LEACIT °C, 65 °C und 72
gmergr R | CATTGCCTGGCGAGC R
) CGAA
TbD1 int F AAGGACGAAAGGAT 135bp jew. 1 Min. bei 94 40 66
M SGilc-L °C, 63 °Cund 72
Tubercu- R AAAACAGCAAGATC Y
losis GGCAAC
TbD1 fla Specific F CGGTTATCGAAAGGC 96bp jew. 1 Min. bei 94 40 @
; TAACG
Deletion 1 °C, 62 °C und 72
R TACCGTCGATCGTGT oC
CAAAG
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Sequencing Kit

55 °C, 4 Min. bei
60 °C

Gen- Ziel- £ : ) s Ampl. AUrElL D
. Rich- Primer (5° -3”) Parameter an Num-
Locus Region Produkt
tung Zyklen mer
RD9 int F CUEGACATCELECNE 204bp jew. 1 Min. bei 94 40 “
C UL °C, 60 °C und 72
. GCCTGGGTGCATTAC N
Region Of R C
. CTACT
Difference GTGACGGTATCGTCG
RD9 fla 9 F 178bp jew. 1 Min. bei 94 40 «“
LOEEG °C, 55 °Cund 72
R TACCTGGAGGACCA ’ oC
GCTGAA
Mtp40 p | CTOOTCGAATTCGGT | 1500 | jew. 1 Min.bei94 | 45 90
Phospho- GGAGT °C. 64 °C und 72
lipase R ATGGTCTCCGACACG ’ °oC
TTCGAC
oxyR OXYyR- F CGCGC(;F/S(;FTC?TGAGCT 150bp jew. 1 Min. bei 94 45 “
P - °C, 60 ° 2
Sé‘;flo = | TCTGCGGAATCAGTG C’ (é und 7
TCACC
pncA . F NG ARG 180bp jew. 1 Min. bei 94 45 “
Pyrazin- GCCGA °C. 66 °C und 72
amidase . GATTGCCGACGTGTC Y
CAGAC
actB B-Aktin | COMUECHGCEOMISS | opors || 1 i Bl 0419, 45 91
AGICENE jew. 3 Min. bei 60°
- | GGAGCAATGATCTTG 2 e
ATCTTC
AMELX/ Amelo- CCCTGGGCTCTGTAA . s a4 o
AMELY genin X AGAATAGTG e .;WM;"I'VE‘;‘ z‘; 6%0 o5 -
¢ | ATCAGAGCTTAAACT | oo = | 57 (%)
GGGAAGCTG p
Testis ATAAGTATCGACCTC . s aao
SRY Deter- F GTCGGAAG 93bp .;WM;nl.inl f)ii 5C8,o 45 93,94
mining x| GCACTTCGCTGCAGA I e
Factor GTACCGAAG
Dra Direct F GGTTTTgigTCTGAC unter- jew. 1 Min. bei 96 45 42
Repeat- schied- °C, 55 °C, 30 Sek.
Drb Locus R | COOAGAGGBGACEE - e bei 72 °C
jew. 30 Sek. bei 95
BigDye® Cycle °C, 10 Sek. bei 50- 50 95

Agarosegel (2/4%):

6. Standardlésungen und Puffer

4/8 g Agarose

200 ml 1x TAE-Puffer

20 pl Ethidiumbromid-Losung
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Diatomeen-Erde:

Diatomeen-Erde 50g
H,O 20 ml
HCI (37,4% v/v) 171,2 ul

Ethidiumbromid-Ldsung 0.1% (w/v):

Ethidiumbromid (10mg/ml) 0,1 pul

TAE-Puffer 1,0 ml

GuSCN-Lésung 4 M (Guanidiniumisothiocyanat-Losung):

Guanidium-Thiocyanat 472 g
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 440,0 pl
Triton X-100 0,13 ¢
Tris-Cl1 (0,1 M; pH 6,4) ad 10,0 ml

Ladepuffer (6x):

Bromphenolblau 75 mg
Glycerol (30%) 4,5 ml
H,O ad 15 ml
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TAE-Puffer (20x):

Tris 48,4 g
Eisessig 11,4 ml
EDTA (0,5 M ; pH 8,0) 372 ¢
H,O ad 500 ml
Tth Puffer (pH 9.0):

Tris-HCI 5mM
KCl1 5 mM
MgCl, 7 mM

Mastermix: PCR: Die folgende Mischung wurde auf ein Endvolumen von 20 pl angesetzt.

Tris-HCI (pH 8,3) 10 mM
KCl 50 mM
MgCl, 1,5 mM
dNTP’s 200 nM
Primer 1 1 uM
Primer 2 1 uM
Ampli Tag-Gold 0,025 U/ul
DNA-Template 0,5 ul
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Spoligotyping (sieche unten): Die Mischung wurde auf ein Endvolumen von 50 pl angesetzt.

Hierfiir wurde das Endvolumen mit destilliertem, sterilem Wasser aufgefiillt.

Tris-HCI (pH 8,3) 5SmM
KCl 5mM
MgCl, 7 mM
dNTP’s 200 mM
DRa 20 pmol
DRb 20 pmol
Tth Polymerase 0,5U
DNA-Template 10 ng

Mastermix zum Sequenzieren:

Die Mischung wurde auf ein Endvolumen von 20 pl angesetzt. Hierfiir wurde das

Endvolumen mit destilliertem, sterilem Wasser auf das Endvolumen aufgefiillt.

Terminator Ready Reaction Mix 8.0 uL
Template abhingig von der Probengrofie
Primer 3.2 pmol

Restriktionsenzymverdau:

Haelll 10U

PCR-Produkt 8 ul
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d. Methodik

1. Probenaufbereitung und DNA-Extraktion

Weichgewebe, wie beispielsweise Lungenmaterial, wurde laparoskopisch oder direkt nach
Eroffnung der Korperhohle ohne Kontaminationen entnommen. Danach wurde das
gewonnene Material keimfrei in Rohrchen verpackt und bis zur weiteren Verarbeitung bei
Raumtemperatur gelagert. Es wurde eine Datenbank, geordnet nach den Ausgrabungsorten

der Fundstiicke, eingerichtet. Sie enthilt zu jeder Probe alle erhobenen Daten und Fakten.

Um sicher zu gehen, dass das Material steril in den Extraktionsprozess eingeht, wurden die
ersten Arbeitsschritte an einer Sicherheitswerkbank vorgenommen. Er wurde nach jedem
Arbeitsschritt mit DNA ZAP gereinigt und anschlieBend mindestens zehn Minuten lang einer
Bestrahlung mit UV-C ausgesetzt. Alle Arbeitsmaterialien wurden ebenfalls nach jedem
Schritt gereinigt und so lange bestrahlt beziechungsweise autoklaviert, bis man Restbestéinde

an DNA ausschlieen konnte.

1.1. Materialgewinnung

Am zu bearbeitenden Knochen wurde in der Néhe einer eventuellen Lasion eine Gewebestelle
gewihlt, die makroskopisch intakt war und damit die Entnahmestelle vor Kontaminationen
schiitzte. In grofer Umgebung zu dieser Stelle wurde die Oberfliche mit 0,5%iger
Natriumhypochloritlosung und Wasser gereinigt. Diese wurde anschlieBend abgefrast, sodass
man nun Zugang zum eigentlichen Probenmaterial fand. Mit einer sterilen Kreissdge
entsprechender Grofle wurde ein Stiick herausgeschnitten, wobei entstehende Kleinpartikel
kontinuierlich abgesaugt wurden. Im Anschluss wurde das Gewebe bei 25 Hz bis zur
vollstdndigen Pulverisierung in einer Kugelschwingmiihle zermahlen. 1-2 g des Pulvers
wurde mit 5 ml EDTA (0,5 M), Proteinase K (5 pg) und 10 pl DTT (1M) versetzt und zwei

Tage lang in einem Hybridisierungsofen bei 56 °C schwenkend inkubiert.

1.2. DNA-Extraktion

Die genutzte Extraktionsmethode der DNA orientierte sich an der von Hoss und Pddbo
beschriebenen Methode, bei der Silicat verwendet wird.”® Hierfiir wurden die Proben fiir 15

Minuten bei 3000 g zentrifugiert und Uberstand abgenommen. Die Proben wurden vier Mal
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abwechselnd 4 Minuten auf 99 °C aufgeheizt und im Anschluss fiir eine Minute in fliissigem
Stickstoff abgekiihlt. Die Losung wurde mit 1 ml Guanidin-Isothiocyanat-Losung (GuSCN
4M) und 50 pl Diatomeenerde versetzt.

Nachdem bei Raumtemperatur fiir 120 min rotierend inkubiert wurde, wurden die Proben 5
Minuten lang bei 14.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment
zweimal mit 1,5 ml 70%igem Ethanol bei einer Temperatur von -18°C, und einmal mit 1,5 ml
Azeton gewaschen - jeweils mit dem Zwischenschritt einer Zentrifugation, wie oben
beschrieben. Hierauf wurde das Sediment bei 37° C getrocknet. AnschlieBend wurde es in
120 pl sterilem Wasser aufgelost und fiir 15 Minuten bei 56° C inkubiert, wobei die Losung
in fiinfmintitigem Abstand auf dem Vortex-Mixer aufgeschiittelt wurde. Abschlieend wurde
das Reaktionsgemisch ein letztes Mal fiir 10 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert, um

restliche Feststoffe aus der Losung zu entfernen.

Das Konzentrieren der Nukleinsduren erfolgte mit Microcon 30-Filtern nach Angaben des

Herstellers.

2. PCR

Die so genannte PCR-Technik (kurz fiir ,,Polymerase Chain Reaction) wurde 1985 von Saiki
et al.”” entwickelt. Sie ermdglichte erstmals, auch minimale Mengen von DNA gezielt zu
detektieren und ganze Nukleotidequenzen nachzuweisen. Da das Arbeitsmaterial der
Paldopathologen sehr alt ist, lassen sich Zersetzungsprozesse trotz des oft erstaunlich guten
Zustandes der Mumien nicht verhindern. Daher sind hédufig nur Spuren der relevanten DNA
aufzufinden.”® Somit ist die PCR besonders fiir die Paldopathologie ein unverzichtbares

Mittel, um tiber die Morphologie hinaus Aussagen iiber Mumien machen zu kénnen.

2.1. Agarosegel-Elektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. Nachdem der
letzte PCR-Zyklus beendet war, wurde eine Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt.””>'*
Hierfiir wurde die unter Kapitel B.c.6. beschriebene Rezeptur fiir 2%iges Agarosegel unter
Zugabe von 0,1%iger Ethidiumbromidldsung verwendet. Das Gel wurde ausgeldst und fiir

den néchsten Schritt in eine mit 1x TAE-Puffer befiillte Wanne gelegt. Nun wurden jeweils 10
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pl der Proben mit 2 pl Ladepuffer gemischt und in die Taschen eines 2%igen Agarosegels mit
Ethidiumbromid-Zusatz eingefiillt. Als Referenz wurde in die erste Tasche eine 50
Basenpaar-Standardlosung eingefiillt. Die PCR-Produkte wurden bei 100 V aufgetrennt. Das

Gel wurde mittels Geldokumentationsgerit ausgewertet.®”

3. Spoligotyping
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Abbildung 17: (A) Struktur der DR Reglon im mykobakteriellen Genom. Die Chromosomen von M.
tuberculosis H37Rv und M. bovis BCG enthalten 48 bzw. 41 DRs (hier als Rechtecke dargestellt), die von
Regionen mit einer Lange von 35 bis 42 bp unterbrochen sind (Spacer) — die Spacer korrespondieren mit 37
Spacern des Genoms von M. tuberculosis H37Rv und 6 Spacern von M. bovis BCG (B) Prinzip der in vitro
Amplifikation der DR-Region mittels PCR. Bei der Amplifikation kann jedes DR von Primern als Zielregion
erkannt werden — daher besteht das Amplifikationsprodukt aus einem Gemisch unterschiedlich langer DNA-
Strange — dargestellt ist eine Kombination von Fragmenten, die sich aus einer Region mit fiinf DRs ergeben
konnte (C) Musterbeispiele bearbeiteter Stamme im Spoligotyping. 35 gehoren zu M. tuberculosis und 5 zu
M. bovis. Die Abfolge der Spacer auf der Membran entspricht der Abfolge im Genom (Proben: 1-3 Kontrollen
fiir M. tuberculosis, Negativkontrolle, M. bovis; 4-37: Spoligotypes unterschiedlicher M. tuberculosis-Staimme;
38-41: Spoligotypes unterschiedlicher M. tuberculosis-Stamme)

Der Begriff ,,Spoligotyping® steht fiir ,,Spacer Oligotyping“. Es ist eine von Kamerbeek et
al.'"”! entwickelte Methode, mit der man in einem Schritt DNA replizieren und den
entsprechenden Erreger identifizieren kann. Die Technik beruht auf der Detektion von ,,Direct

Repeats* (DR). Hierbei handelt es sich um sich wiederholende Regionen von 36 bp Linge,
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die von nicht-repetitiven Spacer-Sequenzen von 35 bis 41 bp unterbrochen sind (siche
Abbildung 17 A und B). Sie sind zum ersten Mal von Groenen et al.'” zur Typisierung von
Tuberkulose-Erregern herangezogen. Nach der Sequenzierung der gesamten DR-Region unter
Benutzung der Standard-Stamme M. tuberculosis H37Rv und M. bovis BCG ergaben sich
charakteristische Bilder, welche sich im Folgenden auf alle Erreger des M. tuberculosis-
Komplexes anwenden lieen. Die verschiedenen Erreger unterschieden sich in der Anzahl der
DRs und in der Anwesenheit jeweiliger Spacer-Sequenzen. Dieser Polymorphismus wird auf

homologe Rekombinationen zuriickgefiihrt.'"’

Fiir diese ist vermutlich die Insertionssequenz
[S6110 verantwortlich, da sie in der DR-Region der meisten Stimme des M. tuberculosis-
Komplexes vorhanden ist. Es wurden 43 solcher ,,Spacer Oligonukleotid“-Sequenzen
definiert, die man nun fiir die Spoligotyping-Technik nutzt.*® Nach der DNA-Extraktion aus
dem Ausgangsmaterial wurde ein PCR-Ansatz erstellt (siche unter B.c.6.). Darauf folgte eine
PCR-Amplifikation, wie in Tabelle 5 unter ,,Dra*“ und ,,DRb* beschrieben. Als nichster
Schritt wurden 20 ul des PCR-Produkts mit 150 ul 2x SSPE 0,1%iger SDS-Losung versetzt

und zur Hitzedenaturierung fiir 10 Minuten bei 99° C auf einem Heizblock aufgeheizt und

anschlieend in Eiswasser abgekdihlt.

Auf einer kommerziell erhéltlichen biotechnologisch hergestellten Membran sind 43
Oligonukleotide, die mit den 43 charakteristischen Spacer-Sequenzen zwischen den DR-
Regionen der Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes korrespondieren, in vertikaler
Linienfiihrung aufgebracht und kovalent angebunden. Fiihrt man nun an diesen Erregern eine
PCR mit DR-spezifischen Primern durch, werden die entsprechend dazu korrespondierenden
Regionen amplifiziert (sieche Abbildung 17 C). Bringt man die PCR-Produkte in horizontaler
Linienfiihrung auf, ergibt sich iiber die Komplementbindung an die auf die Membran
aufgebrachten Oligonukleotide ein, fiir jeden Erreger spezifisches, Muster. Wird nun
Peroxidase und Luminol hinzugefiigt, konnen emittierte Fluoreszenzsignale detektiert werden.
Hiermit wurden die Erregermuster auf einem sensitiven Fotofilm sichtbar gemacht und
ausgewertet. Unterschiede in der Genomstruktur von Mykobakterien des tuberculosis-
Komplexes sind so schnell zu beurteilen, da sich eindeutige Gemeinsamkeiten innerhalb der
einzelnen Erregergruppen gezeigt haben. Beispielsweise fehlten die Spacer 39 bis 43 bei allen

M. bovis-Erregern, die somit von M. tuberculosis-Erregern einfach zu unterscheiden sind.

Die Spoligotyping-Membran wurde zundchst in 2x SSPE und 0,1% SDS bei 60 °C
gewaschen. Nach dem Auftragen der von jeweils 130 pl der Proben wurde sie in 2x SSPE und

0,1% SDS bei 60 °C fiir 60 Minuten inkubiert. Danach wurde die Membran zwei Mal 10 min
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lang mit 250 ml 2x SSPE 0,5%iger SDS-Losung bei 60 °C gewaschen und ein weiteres Mal
mit 10 ml der vorgenannten Lésung und 1,25 U Streptavidin-Peroxidase fiir 45-60 Minuten
bei 42 °C inkubiert. Danach wurde die Membran erneut zwei Mal mit 250 ml 2x SSPE
0,5%iger SDS-Losung bei 42 °C gewaschen und mit 250 ml 2x SSPE fiir 5 min bei
Raumtemperatur gespiilt. Die Detektion erfolgte mittels ECL-Detektionslosung. Nach der
Belichtung und Entwicklung eines kommerziell erhidltlichen Radiographie-Films war das

Muster des jeweiligen Mykobakteriums abzulesen.

Es wurde eine Datenbank fiir Spoligotyping-Typisierungen eingerichtet.'” Mit ihr kann man
ein ermitteltes Muster mit bereits erfassten vergleichen und so Daten iiber verschiedene
Eigenschaften der unterschiedlichen Erreger und deren Epidemiologie erhalten. Damit kann
das jeweilige Bakterium im Klinikalltag auf schnelle Art und Weise identifiziert werden und
moglicherweise Aussagen iiber die Herkunft und den Ausbreitungsmodus gemacht werden.'**
Derzeit enthidlt diese Datenbank iiber 13000 verschiedene Erregermuster, eingeteilt in 813

Ubergruppen und 1300 Orphan Patterns.

4. DNA-Amplifikation

Die in dieser Arbeit verwendeten Proben wurden sowohl auf humane, als auch

mykobakterielle DNA untersucht.

3-Aktin ist in jeder eukaryotischen Zelle enthalten. Deshalb diente das zugehdrige Gen actB

als Positivkontrollen fiir amplifizierbare humane DNA.

SRY und Amelogenin werden als Geschlechtsmarker genutzt. Bei Funden, die nach
anthropologischen Gesichtspunkten nicht klar zu identifizieren waren, wurden SRY und
Amelogenin eingesetzt, um das genotypische Geschlecht zu ermitteln oder um einen

bestehenden Verdacht beziiglich des Geschlechts zu erhirten.

4.1. R-Aktin

3-Aktin ist eine der drei Aktin-Hauptgruppen. Es tritt beim Menschen in sechs verschiedenen
Isoformen auf. Das Protein ist Teil des Zytoskeletts. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein

Genabschnitt von 202 bp mittels PCR amplifiziert. Es dient als Nachweismethode fiir humane
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DNA. So wurde tiberpriift, ob amplifizierbare, humane DNA in den Proben aufzufinden

war. '

4.2. Amelogenin

Amelogenin ist ein essentielles Protein der Zahnschmelzmatrix in Sdugern. Die zugehdrigen
Gene AMELX und AMELY befinden sich auf den geschlechtsdeterminierenden
Chromosomen X und Y. Diese Gensequenz weist auf dem Chromosom X eine Deletion von 6
bp auf. Daraus resultieren unterschiedlich lange Amplifikationsprodukte fiir die beiden
Chromosomen. Fiir die hier besprochenen Untersuchungen wurde eine Sequenz des Gens
amplifiziert, die bei X-chromosomaler Herkunft eine Lénge von 106 bp und bei Y-
chromosomaler Herkunft eine Linge von 112 bp hat. Durch die Anwesenheit des Gens auf
beiden Gonosomen werden in minnlichen Individuen zwei Fragmente unterschiedlicher
Liange amplifiziert, wohingegen bei weiblichen Individuen nur das Fragment von 106 bp
vorkommt. So kann man nach Gelelektrophorese der Amplifikate, je nachdem ob eine oder
zwei Banden vorhanden sind, direkt ablesen ob der Proband ménnlichen oder weiblichen

. | 1 1
Geschlechts ist %% 106-107.108

4.3. SRY

SRY ist ein Gen auf dem kurzen Arm des Chromosoms Y und kodiert fiir den ,,Testis-
Determining Factor* (TDF) wéhrend der Embryogenese. Dieser leitet bei Sdugetieren die
Ausbildung der Hoden ein, die dann durch die darauf folgende Hormonproduktion die
Entwicklung des ménnlichen Phinotyps bewirken. Da genotypischen Frauen dieses Gen im
Erbgut fehlt, bleibt die Entstehung der Testes aus und es ergibt sich physiologischerweise der
weibliche Phénotypus. Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit wurde ein Genabschnitt von 93

109,110,111,112,113
bp verwendet. "
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5. Mycobacterium tuberculosis-Komplex Nachweis und spezifische
Deletions- und Mutationsanalysen

5.1.1S6110

[S6110 ist ausschlieBlich bei Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes nachweisbar. Daher
gilt der Nachweis von Anteilen dieser Basenabfolge derzeit als Goldstandard der Suchtests fiir

Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes mittels PCR.'"*

[S6110 ist eine ,Insertion Like Sequence®. Das bedeutet, dass es Charakteristiken einer
Insertionssequenz aufweist. Insertionssequenzen sind mobile, kurze DNA-Stiicke, die sich
gegenldufig wiederholende Endsequenzen enthalten. In diesem Fall steht das fiir invertierte
Sequenzen von 28 bp mit drei fehlgepaarten Basenpaaren und repetitiven Elementen mit einer

115.116,117,118 S .
S50 Es weist Ahnlichkeiten zu

Lange von 3 bp an den Enden der Nukleotidabfolge.
der IS3-Sequenz der Familie der Enterobacteriaceae auf.''”"'**'*! Zwischen 0 und 25 Kopien
von [S6110 liegen im Genom von Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes vor.

Die Sensitivitdit wird in der Literatur mit 4-80 % angegeben, die Spezifitit mit 80-100%.

122.123.124.125,126.127 By djese Arbeit wurde eine 123 bp lange Basenabfolge amplifiziert.

Zur Bestitigung der Nachweisspezifitdt fiir IS6110 wurde bei unklaren Resultaten mittels
Restriktionsenzym  nachuntersucht.  Hierzu  wurde  Haelll, eine Typ II-
Restriktionsendonuklease von Haemophilus aegypticus verwendet, Das Ausgangsprodukt
hatte eine Linge von 123 bp, die zu zwei Fragmenten mit 94 bp beziehungsweise 29 bp
aufgespalten wurden. Hierzu wurden Haelll und das PCR-Produkt fiir zwei Stunden bei 37° C
inkubiert und einer Elektrophorese auf einem 4%igen Agarosegel unterzogen. (siche unter

Kapitel B.d.2.1)."*

5.2. TbD1

Der Begriff TbD1 steht fiir ,,M. tuberculosis Specific Deletion 1. Diese Deletion ist bei
Sequenzierungen verschiedener Erreger des M. tuberculosis-Komplexes aufgefallen. Dort
fehlt das gesamte mmpS6-Gen und das mmpL6-Gen ist inkomplett. Beide Gene kodieren fiir

Transmembranproteine.

Beim Vergleich des Deletionsmusters fallt auf, dass die Genregion lediglich bei einem kleinen

Bakterienkollektiv nicht vorhanden ist. Diese Gruppe umfasst alle M. canetti-Bakterien und
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die ,,ancestral“-Form von M. tuberculosis. Die TbD1-Region ist so zum Differenzieren alter
und moderner Erreger des M. tuberculosis-Komplexes geeignet.'” Diese Methode wird daher
verstarkt zur Kldarung von Evolutionsfragen beziiglich M. tuberculosis eingesetzt - auch im
Zusammenhang mit der geographischen Verteilung."”* Fiir die hier durchgefiihrten PCR-
Untersuchungen wurden ein deletionsflankierender Genabschnitt und eine Sequenz innerhalb

der Deletionsregion verwendet. Sie hatten eine GréB3e von 96 bp und 135 bp.

Zur Amplifikation der flankierenden Regionen werden die Ansatzstellen der Primer mit
groBBem Abstand zueinander gewahlt. Ist der fragliche Genabschnitt deletiert, findet sich ein
kurzes, stabiles Amplifikat, das weiter ausgewertet werden kann. Ist es jedoch nicht deletiert,
bleibt aufgrund der Entfernung der Primeransatzstellen zueinander eine effiziente
Amplifikation aus.”' Sind also bei der PCR Amplifikate der flankierenden Region

aufzufinden, geht man von einer Deletion von TbD1 aus.

5.3. RD9

,»Regions of Difference” (RDs) sind Genelemente, mit denen man nahe Genverwandtschaften
veranschaulichen kann. Sie konnen mobile Elemente, Insertionssequenzen oder fiir
Aminosduren kodierende Gene sein. RD9 ist flir die Arbeit mit Mykobakterien besonders
interessant, da es, wie in Abbildung 8 ersichtlich, nur noch in M. tuberculosis und M. canetti
prasent und damit gut geeignet ist, um diese Erreger von anderen des M. tuberculosis-

132,1 L
32133 typisierte

Komplexes abzugrenzen. Die Forschungsgruppe von Brosch und Gordon
unterschiedliche RDs und analysierte die Erreger des Komplexes auf die jeweiligen
deletierten. RD9 fehlte beispiclsweise in M. africanum und M. microti und M. bovis.
Subtypen von M. bovis sind so leichter genotypisch zu bestimmen. Findet man hingegen in
einer Probe das Gen RD9 auf, kann man von der Prisenz von M. canetti oder M. tuberculosis
ausgehen. Diese Genomanteile lieferten also eine Basis fiir die Entwicklung des
Evolutionsstammbaums der Arbeitsgruppe um Brosch.’® In dem deletierten Genabschnitt
befinden sich zwei ,,Open Reading Frames* (ORFs), die fiir Rv2073c, wahrscheinlich einer
Oxidoreduktase, und Rv2074, einem Protein mit derzeit unbekannter Funktion, kodieren.
AuBlerdem werden Gensequenzen durch die Deletion abgebrochen, wie beispielsweise das

Produkt von Rv2075c. Es kodiert fiir ein ausgeschleustes Polypeptid und das Protein CobL,

vermutlich eine Precorrin Methyltransferase, das bei der Synthese von Cobalamin beteiligt ist.
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Auch hier stehen jeweils eine Basenabfolge des flankierenden Bereichs und eine innerhalb der

RD fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung.

Die Deletion ldsst sich neben dem Ausbleiben des Genproduktes fiir RD(int) durch die
Amplifikation der flankierenden Region bestitigen.'>> Diese hatten in den hier dargestellten

Untersuchungen eine Lange von 178 bp und 204 bp.

5.4.mtp40

Mtp40 ist ein Teil des mpcA-Gens, das fiir Bestandteile der Phospholipase C kodiert. Es
kommt ausschlieBlich in Mykobakterien vor und ist daher fiir ihre PCR-Diagnostik
geeignet.”* Fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen wurde ein 152 bp langes Fragment

amplifiziert.

Mtp40 wird angewandt, um zwischen den primdr humanpathogenen Mykobakterien (M.
tuberculosis, M. africanum, vermutlich M. canetti) und den primér fiir Tiere schiadlichen

Mykobakterien M. bovis und M. microti, in denen es deletiert ist, zu unterscheiden. '>>'3%-137

9.5.0xyR

0xyR kann bei allen Mykobakterien nachgewiesen werden. Bei M. tuberculosis handelt es sich
jedoch um ein Pseudogen.””® ' OxyR reguliert ahpC, das fiir eine Alkylhydroperoxid-
Reduktase kodiert. Dieses Enzym steuert die Antwort auf oxidative Prozesse in Zellen.
AuBlerdem gibt es Hinweise darauf, dass die Isoniazidempfindlichkeit von

Tuberkuloseerregern eng mit diesem Gen zusammenhéngt.'*

Aufgefallen ist in publizierten Untersuchungen, dass bei M. bovis als einziges Bakterium des
Komplexes ein Basenaustausch von Guanin zu Adenin an der Nukleotidposition 285 von

141 Diese ist bei Brosch et al.®® in den in Abbildung 8 aufgefiihrten

OXYyR stattgefunden hat.
Stammbaum und somit in die Evolutionstheorie der Mykobakterien eingebaut worden. Fiir

diese Arbeit wurde eine 150 bp lange Basenabfolge sequenziert.
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5.6. pncA

PncA kodiert fiir die Pyrazinamidase. Dieses Enzym nutzt man in der Wissenschaft, um
Mykobakterien medikamentds zu bekdmpfen. Pyrazinamid ist ein so genanntes ,,Prodrug®,
also ein Medikament, das erst durch die biochemische Prozessierung im Ko&rper zu einer
pharmakologisch aktiven Substanz wird. Mykobakterien, die keine Pyrazinamidase bilden,
sind somit resistent gegen Pyrazinamid. Inzwischen sind viele Mutationen dieses Gens
untersucht. Eine Punktmutation an Kodon 57 von CAC zu GAC, fiihrte zu einer Abtrennung
einiger M. bovis-Subtypen. Das in dieser Arbeit genutzte Segment hatte eine Lange von 180
bp. 142

5.7. katG und gyrA

Im Jahre 1997 wurde eine neue Einteilung der modernen M. tuberculosis-Erreger
veroffentlich, die sich zweier Genloci bediente: katG und gyrA.** KatG kodiert fiir eine
Katalase, die bei rezenteren Erregerstimmen eine Punktmutation im Kodon 463 von CTG zu
CGG zeigt (siche Abbildung 18 unter Gruppe 2 und 3 und Abbildung 19 roter und griiner
Pfeil). GyrA kodiert fiir die A-Untereinheit einer DNA-Gyrase. In den modernen M.
tuberculosis-Stammen zeigt sich hier eine Punktmutation von ACC zu AGC im Kodon 95.
Mit der Einteilung machte die Arbeitsgruppe erste Schritte zur Entwicklung eines
Evolutionsmodells der Tuberkuloseerreger. Diese konnte Brosch® aufnehmen und in sein
Modell einbauen. Die Gruppeneinteilung des modernen M. tuberculosis kann in Abbildung 8
von oben nach unten in den Farben blau und rot abgelesen werden. Die hier untersuchten

Amplifikate hatten eine Lange von 163 bp und 131 bp fiir katG und gyrA.

6. Sequenzierung

Proben, die die von Brosch et al.*® beschriebenen Gensequenzen in der PCR zeigten, wurden
zudem sequenziert. Hierzu wurden die Banden auf dem Agarosegel ausgeschnitten und
enthaltene DNA nach Angaben des Herstellers mit dem ,,Freeze N Squeeze DNA Gel
Extraction-Kit“ isoliert. Darauf folgte eine Sequenzierung mit dem ,BigDye® Cycle

Sequencing Kit*“ auf einem ABI PRISM 310 Genetic Analyser.
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e. Arbeit mit aDNA

Bei der Arbeit mit moderner DNA steht die Frage nach einer moglichen Kontamination eher
im Hintergrund. Dies riihrt von der in den Proben enthaltene DNA-Menge her: moderne
Proben enthalten viel DNA. Sollten Verunreinigungen entstehen, fallen diese prozentual
kaum ins Gewicht. Bei sehr alten Proben sind jedoch hdufig nur noch minimale Mengen an
DNA vorhanden. Diese kann man aufgrund der sehr effektiven PCR-Technik auswerten, die

143,144 1y .
3 Hier kann eine

auch noch Ergebnisse bei der Arbeit mit einzelnen Zellen liefert.
minimale Verunreinigung zu fehlerhaften Resultaten fiihren. Prinzipiell kann jede
Kontamination vermieden werden, sofern sie nicht in den angekauften Hilfsmaterialien, wie

PCR-Tubes bereits zuvor besteht, 147146147

Allgemein wurden bei dieser Arbeit die von Hofreiter et al.'"*® aufgestellten Regeln im
Umgang mit aDNA befolgt. Schon bei der Inspektion in der Ausgrabungsstitte wurden die
Mumien in die unterschiedlichen Perioden der dgyptischen Geschichte eingeteilt. Hierbei
orientierte man sich an Informationen der Archédologen, untersuchte die Proben aber
zusétzlich auf typische Zeichen verschiedener Mumifikations- und Konservierungstechniken,
die zu den jeweiligen Zeiten genutzt wurden. Traf man hier auf Ungereimtheiten, wurde die

Einordnung in eine klar umgrenzte Zeitperiode vermieden.

Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, wurden beim Arbeiten strenge
Vorsichtsmalnahmen  eingehalten. Zundchst war es essentiell, das Material
kontaminationsfrei zu halten. Hierfiir wurden nur steril hergestellte, DNA- und RNA-freie
Substanzen, Behéltnisse und Arbeitsmaterialen, wie Pipettenspitzen und Tubes genutzt.
Gerite und Geriteteile, die mit dem Probenmaterial in Beriihrung kamen, wurden nach jeder
Verwendung gereinigt und im Anschluss sterilisiert. Im eigenen Labor hergestellte Losungen
wurden vor der Nutzung autoklaviert. Wahrend des Arbeitens wurden die verwendeten
Einweghandschuhe hiufig gewechselt und Arbeitsflichen nach jedem Vorgang mit DNA
ZAP und UV-Strahlung behandelt. Fiir die PCR wurden die Schritte des Ansetzens des
Mastermixes, der DNA-Zugabe und der DNA-Amplifikation in jeweils unterschiedlichen
Réumen durchgefiihrt. Zu keinem Zeitpunkt wurde in ihnen mit modernen
Tuberkulosestimmen gearbeitet. Tubes wurden vor der Verwendung mit UV-Licht bestrahlt.
Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, wurde auf Positivkontrollen verzichtet. Wahrend
der Extraktion, der PCR und auf dem Agarosegel wurde jeweils mindestens eine
Kontrollprobe mit sterilem, DNA-freiem Wasser als Negativkontrolle mitgefithrt. Um

belastbare Ergebnisse vorweisen zu konnen, wurden ausschlieBlich hochspezifische
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Methoden, wie die Verwendung von Sequenzen wie IS6110 verwendet. Ergebnisse wurden
unter Zuhilfenahme mehrerer Diagnosetechniken verifiziert. Beispielsweise wurden die
Ergebnisse der PCR mittels Spoligotyping und zusétzlicher Sequenzierung gepriift. Dartiber
hinaus wurden die Resultate in einem weiteren mikrobiologischen Labor an der Universitét

Regensburg getestet, um systematische Fehler auszuschlieen.
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f. Statistische Auswertung

Fiir die statistische Bewertung der erhobenen Daten wurden unter Berufung auf Rothman'*
die exakten Grenzen des jeweiligen 95%-Konfidenzintervalls berechnet. Ausschlaggebend fiir
diese Entscheidung war die kleine GroBe der einzelnen betrachteten Untergruppen des

150

Gesamtkollektivs. Die exakten Grenzen der Konfidenzintervalle wurden in Klammern

angegeben.
Beispiel: 50/100 (50%; 95%-KI: 40%-60%)

Der Nachweis gelingt bei 50 von 100 untersuchten Proben, prozentual bei 50 %. Die exakten

Grenzen des 95%igen Konfidenzintervalls liegen bei 40% und 60%.
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C. Ergebnisse

Fir diese Arbeit wurden 160 Proben von 1037 altigyptischen Mumien von der
pradynastischen bis zur Spétzeit (3800 bis 332 v. Chr.) ausgewihlt. Hierfiir wurden die
Gewebeproben auf klinische Merkmale einer Tuberkulose untersucht und nach dem Grad der
pathognomonischen Verdnderung in drei Gruppen (,,unauffillig®, ,unspezifisch verdndert®
und ,, Tuberkulose-typisch verdndert™) eingeteilt. Dariiber hinaus wurden die gefundenen
Mumien beziiglich Geschlecht, Alter und Epochenzugehdrigkeit definiert. Diese Proben
wurden mittels PCR-Technik auf das bei allen Eukaryonten vorhandene Gen fiir 3-Aktin und

die geschlechtsspezifischen Gene SRY und Amelogenin untersucht.

Zudem wurden die Proben auf IS6110 untersucht. Diese Sequenz gilt als derzeitiger
Goldstandard zum Nachweis von Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes. Anhand des
Nachweises sollten Ttiber diese Erreger epidemiologische Aussagen zum Befall in

Abhingigkeit von den oben genannten Kriterien gemacht werden.

AnschlieBend wurden die Genloci TbD1, RD9, pncA, gyrA, katG und OxyR betrachtet.
Mutationen dieser Gene stellen laut Brosch et al.®® Landmarken in der Evolution der

Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes dar (siche Abbildung 8).

Anhand der Analyse dieser Genloci sollten die Proben dieses Kollektivs mit der
Evolutionstheorie verglichen und in den von Brosch publizierten Stammbaum eingeordnet
werden. Dariiber hinaus sollte anhand der Gene katG, und gyrA die genetische
Gruppeneinteilung der Erreger des tuberculosis-Komplexes nach Sreevatsan vorgenommen

werden (siche Abbildung 7).

Die Diagnose des jeweiligen Erregers wurde zudem mit der Spoligotyping-Technik iiberpriift.

Eine tabellarische Aufstellung aller Ergebnisse findet sich im Katalog.
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a. Nachweis humaner DNA

1. B-Aktin

Der Nachweis von erhaltener, nicht inhibierter menschlicher DNA in Form des Gens fiir §3-
Aktin, war bei insgesamt 71 der 160 Proben (44%; 95%-KI: 37%-52%) mdoglich. Wie aus
Tabelle 6 ersichtlich war der Nachweiserfolg dabei unabhingig vom Alter der Proben.

Tabelle 6: Nachweis von R-Aktin in untersuchten Proben. In Klammern: die exakten Grenzen der
Konfidenzintervalle bei 95% Signifikanzniveau

Gesamtanzahl positiver Nachweis Prozentsatz
préa-/frithdynastische Zeit 13 5 38% (14% - 68%)
Mittleres Reich 68 29 43% (31% - 55%)
Neues Reich bis Spétzeit 79 37 47% (36% - 58%)
Gesamt 160 71 44% (37% - 52%)

2. Geschlechtsdiagnostik

Amelogenin und SRY wurden eingesetzt, um Sicherheit in der Geschlechtsdiagnostik zu
erhalten. Bei der genetischen Untersuchung mittels Amelogenin wurde bei 28 von 160 Proben
(18%; 95%-KI: 12%-24%) ein positiver Nachweis erzielt. SRY ist nur bei méinnlichen
Individuen vorhanden. Es wurde bei 11 der 160 Proben (7%; 95%-KI: 3%-12%)
nachgewiesen. Tabelle 7 gibt die Resultate genetischer und anthropologischer

Untersuchungen gekoppelt als Gesamtergebnis der Geschlechterzuteilung wieder.

Tabelle 7: Geschlechtsverteilung der Proben

Gesamtanzahl Mann Frau nicht definiert
pra-/frithdynastische Zeit 13 1 2 10
Mittleres Reich 68 11 1 56
Neues Reich bis Spétzeit 79 19 12 48
Gesamt 160 31 15 114

Kumuliert war der Nachweis von humaner DNA in Form von B-Aktin, SRY und Amelogenin

bei 80 der 160 untersuchten Proben (50%; 95%-KI: 42%-58%) erfolgreich.
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b. Nachweis mykobakterieller DNA

1. 1S6110

[S6110 konnte bei 45 der 160 Proben (28%; 95%-KI: 21%-36%) aufgefunden werden.

DL P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 Kol Ko2 H,O

Abbildung 18: Agarosegelelektrophorese nach PCR von 1S6110. Abfolge: 50 bp DNA-Leiter (DL), 10
Proben (P1: DEN T-NW, P2: TT183-20, P3: TT196/93, P4: TT196/MW?7, P5: TT95-34, P6: TT85-2-120, P7:
DAN 31, P8: TT196-2/152, P9: DAN 74, P10: DAN 117), 2 Negativkontrollen der Amplifikation (Ko),
Negativkontrolle der Agarosegelelektrophorese (H,O). Bande von P1, 2, 4 und 9 bei 123 bp

PCR-Produkte wurden zur Kontrolle mit Haelll geschnitten und die Fragmente mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Schneiden des 123 bp langen Fragments ergibt zwei
kleinere Fragmente einer Lange von 94 bp und 29 bp. In Abbildung 19 ist exemplarisch die
Probe TT196/ MW7 aufgefiihrt.

DL AP REV

Abbildung 19: Kontrolle der Spezifitdt mittels Restriktionsenzym. Abfolge: 50 bp DNA-Leiter (DL),
Amplifikationsprodukt der PCR mit 123 bp (AP: TT196/MW7) und nach dem Schneiden mit Haelll mit 94 bp
(REV)

Der erfolgreiche Nachweis von 1S6110 bei Proben unterschiedlicher Epochen wird in Tabelle

8 wiedergegeben und ist in Abbildung 20 dargestellt.
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Die Proben wurden nach unterschiedlichen Kriterien in Untergruppen eingeteilt. Der jeweilige
Anteil des erfolgreichen Nachweises von IS6110 wurde verglichen, um Aussagen {ber
Korrelationen zwischen der Anwesenheit von Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes

und den einzelnen Kriterien zu ermdglichen.

Tabelle 8: Molekularbiologischer Tuberkulosenachweis bei Mumien unterschiedlicher Epochen. In
Klammern: die exakten Grenzen der Konfidenzintervalle bei 95% Signifikanzniveau

Gesamtanzahl [S6110 pos. Prozent
pra-/frithdynastische Zeit 13 4 31% (9% - 61%)
Mittleres Reich 68 14 21% (12% - 32%)
Neues Reich bis Spétzeit 79 27 34% (24% - 46%)
Gesamt 160 45 28 % (21% - 36%)
100
80
60 T
40 I
{ ! I ?
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0
Gesamt pra-/ Mittleres  Neues Reich
fithdyn. Zeit ~ Reich bis Spatzeit

Abbildung 20: von 1S6110 im Gesamtkollektiv und in unterschiedlichen Epochen. Darstellung in Prozent
mit Angabe der exakten Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls

Im immaturen Kollektiv war bei 3 von 12 Proben (25%; 95%-KI: 5%-57%), im adulten bei 42
von 148 Proben (28%; 95%-KI: 21%-36%) Mykobakterien nachzuweisen (siche Abbildung
21).
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Abbildung 21: Nachweis von 1S6110 im Gesamtkollektiv und in Abhangigkeit vom Alter der Individuen.
Darstellung in Prozent mit Angabe der exakten Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls

Fiir den Nachweis von IS6110 ergaben sich in der Gruppe ménnlicher Individuen Werte von
12/31 (39%; 95%-KI: 22%-58%), fiir weibliche von 4/15 (27%; 95%-KI: 8%-55%) und fiir,
beziiglich des Geschlechts, nicht definierte Mumien 14/57 (25%; 95%-KI: 14%-38%) (sieche
Abbildung 22).

100

80
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40 -

wl ] r

Gesamt Minner Frauen n. definiert

Abbildung 22: Nachweis von 1S6110 im Gesamtkollektiv, in Gewebe von mannlichen, weiblichen und
beziiglich des Geschlechts nicht definierte Mumien. Darstellung in Prozent mit Angabe der exakten Grenzen
des 95%-Konfidenzintervalls

Der Mykobakterienbefall verteilte sich ungleichméBig auf die einzelnen Kollektive mit
unterschiedlich stark verdndertem Gewebe. Heraus stach der Wert von 82% (95%-KI: 48%-
98%) fiir den erfolgten IS6110-Nachweis der Gewebe mit fiir die Tuberkulose typischem
Verianderungsmuster (siche Tabelle 9 und Abbildung 23).
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Tabelle 9: Tuberkulosenachweis bei unterschiedlich veranderten Proben. In Klammern: die exakten
Grenzen der Konfidenzintervalle bei 95% Signifikanzniveau

Gesamtanzahl 1S6110 pos. Prozent
Tuberkulose-typisch 11 9 82% (48% - 98%)
unspezifisch 37 9 24% (12% - 41%)
unauffallig bzgl. Tuberkulose 112 27 24% (17% - 33%)
Gesamt 160 45 28 % (21% - 36%)
100 =

80 4

60 -

40 - I
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O T T T
Gesamt  Tb-typisch unspezifisch unauffillig

Abbildung 23: Nachweis von 1S6110 im Gesamtkollektiv, in Tuberkulose-typisch verandertem Gewebe, in
unspezifisch verdndertem und unauffélligem Gewebe. Darstellung in Prozent mit Angabe der exakten
Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls

2. ThD1

Insgesamt wurden 43 der 160 Proben (27%; 95%-KI: 20%-34%) auf die in Kapitel B.d.5.
beschriebenen Mutationen und Deletionen untersucht. Bei insgesamt 37 (86%; 95%-KI: 72%-

95%) konnte mindestens eine der beiden nachgewiesen werden.

14 der 43 getesteten Proben (33%; 95%-KI: 19%-49%) zeigten Ergebnisse fiir die TbD1-
Region. Bei 8 der 14 Proben (57%; 95%-KI: 29%-82%) war TbD1 nachzuweisen. Bei 6 der
14 Proben (43%; 95%-KI: 18%-71%), die bereits mittels etablierter Verfahren (IS6110-
Methode und Spoligotyping) eindeutig als M. tuberculosis typisiert waren, war diese Sequenz
deletiert. Die Proben mit deletiertem Genabschnitt TbD1, stammten ausschlieBlich aus dem

Neuen Reich, also aus der Zeit zwischen 1550 und 332 v. Chr. (siche Tabelle 10).
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Tabelle 10: Positiver TbhD1-Nachweis im Kollektiv

Gesamtanzahl TbD1 int TbD1 fla
pra-/frithdynastische Zeit 4 2 0
Mittleres Reich 11 4 0
Neues Reich bis Spétzeit 28 2 6
Gesamt 43 8 6

3. RD9

Erkenntnisse fiir diese Region ergaben sich bei 9 der 43 Proben (21%; 95%-KI: 10%-36%).
Bei insgesamt 6/43 (14%; 95%-KI: 5%-28%) war RD9 préisent. Die zugehdrigen Erreger

waren also M. tuberculosis zugehérig.

RD9Y fla wurde bei drei Proben des Grabes ,,M* unter TT196 aus dem Mittleren Reich (2119
bis 1794/1793 v. Chr.) amplifiziert. Dies bedeutet, dass RD9 bei diesen drei Proben deletiert
war. Eine Abspaltung der RD9-deletierten Erreger M. africanum, M. bovis und M. microti

muss somit spatestens wiahrend des Mittleren Reichs stattgefunden haben (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Nachweis von RD9 im Probengut

Gesamtzahl RD9 int RDO fla
pra-/frithdynastische Zeit 4 1 0
Mittleres Reich 11 1 3
Neues Reich bis Spétzeit 28 4 0
Gesamt 43 6 3

4. mtp40

Insgesamt wurde bei einer Probe (DAN K95.1-21) aus der Phase vom Mittleren Reich bis zur
Spétzeit (2119 bis 332 v. Chr.) von 22 untersuchten Proben (5%; 95%-KI: 0%-23%) positiv
auf mtp40 getestet. Das aufgefundene Gen steht fiir eine Zugehorigkeit des Erregers zu M.

tuberculosis, M. africanum oder M. canetti.

5. oxyR

Bei 8 der 43 Proben (19%; 95%-KI: 8%-33%) war das 0xyR-Gen aufzufinden. Die positiven

Proben stammten aus einer Zeitspanne von dem Mittleren Reich bis zur Spétzeit (2119 bis
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332 v. Chr.). Es war ausschlieBlich die urspriingliche Form, also mit Guanin an Position 285,
aufzufinden. Adenin, das in M. bovis an dieser Position vorkommt, wurde in keiner Probe

nachgewiesen.

6. pncA

7 von 43 Proben (16%; 95%-KI: 7%-31%) fielen fiir Cytosin an Position 169 von pncA
positiv aus. Auch sie stammen aus der Phase des Mittleren Reichs bis zur Spétzeit (2119 bis
332 v. Chr.). Dies ist die Ursprungsform des Gens. Keine Probe enthielt an besagter Stelle
Guanin. Dieses Ergebnis bedeutet, dass keine modernen Formen des M. bovis im untersuchten

antiken Material vorhanden waren.

7. katG

KatG war ausschlielich als CGG-Sequenz im Kodon 463 bei 5 Proben des Neuen Reichs bis
zur Spétzeit (1550 bis 332 v. Chr.) enthalten. Das entspricht 18% der 28 Proben (95%-KI:
6%-37%) aus Grébern dieser Zeit und 12% aller 43 getesteten Proben (95%-KI: 4%-25%).

Dieses steht in der genetischen Einteilung nach Sreevatsan et al.*?

fiir die Gruppen 2 und 3,
also fiir das moderne M. tuberculosis. Diese Erreger des Neuen Reichs bis zur Spitzeit waren

also als M. tuberculosis der Gruppen 2 oder 3 zu definieren.

8. gyrA

GyrA wurde bei insgesamt 26 von 43 Proben (60%; 95%-KI: 44%-75%), verteilt {iber alle
Epochen, aufgefunden (siehe Katalog). In Form von ACC an Kodon 95 - der urspriinglichen
Form - war es bei 13 der Proben (30%; 95%-KI: 17%-46%) nachweisbar. Die moderne Form,
also AGC, die von Sreevatsan et al.** als Gruppe 3 definiert wurde, war in keiner der Proben

aufzufinden.
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c. Spoligotyping

Die 45 fiir IS6110 positiven Proben wurden zusétzlich mit Hilfe der Technik des
»Spoligotyping“s untersucht. Davon konnten bei 16 Proben (36%; 95%-KI: 22%-51%)
rekonstruierbare Muster ermittelt werden. Die Muster wurden danach mit der von Filliol et
al.'"” angelegten Datenbank abgeglichen, um so die zugehérigen Stimme zu finden. Einfache
Erkennungsmerkmale sind die Deletionen von DRs der Positionen 39 bis 43 bei M. bovis, der
Positionen 33 bis 36 bei M. tuberculosis und ein Verlust des Spacers 39 bei M. africanum. Bei
diesem Erreger gibt es hdufig auch Deletionen an Position 8§ und 9. Findet man also ein
Muster, in dem die Position 39 frei ist und die meisten der Spacer 33 bis 36 und 40 bis 43

vorhanden sind, darf man von der Prisenz von M. africanum ausgehen. "'

Die untersuchten Stimme gehdrten demnach in 3 von 16 Proben (19%; 95%-KI: 4%-46%) zu
M. africanum und in 13 von 16 Proben (81%; 95%-KI: 54%-96%) zu M. tuberculosis. M.

bovis war in keiner Probe zu finden (siche Tabelle 12).

Tabelle 12: Schema der Ergebnisse in der Spoligotyping-Untersuchung. tb.: tuberculosis; bov.: bovis

Probe Spoligotyping-Muster Erreger
DEN T-NW EOOROEROOREOORDORORO0ONEOONRO0000000R000800 M. tuberculosis
DEN T-00 DOOROEEEROO000000NR00NEROORCOO0OR000R0000O80OR0 M. tuberculosis
TT 196-M5 ONEEEEECOONEEEEEEE NN CEEENOONNCNEECNOENCNEEE M. africanum
TT 196-MW?7 ECEEEENEEEEEEECOCNEEEECENEEEENECEROO00NECNENE M. africanum
TT 196-MW18 ECEECENONOEEECONEECN0CENSEEENENEROO00NECNEEE M. africanum
TT 196-78 EEEEEENEEEEEENESSESESEEEEEEENEENCEENENENCE M. tuberculosis
DAN 93.11 EEEEEENEEEEEEEEEEEEECEEEEEEEENEROOOCNENEENE M. tuberculosis
TT 85-2-35 EOEECEEECEEEEROCEEEECNSESENENEENCNECENEEEE M. tuberculosis
TT 95-2 OROO00COROEOEROCEEEEEEEECO000000OR0000NEEOEOR M. tuberculosis
TT 95-PC122 EEEEEENEEEEEEEEEEEEEEECEEEENECORO000CEEEER0] M. tuberculosis
TT 95-PC169 EEEEEENEEEENSEEEEEEEEEEEEEENENEROOO0NEERO0N M. tuberculosis
TT 95-PC40 EEEEEENEEEEEENSEEEEEESEEEEEEEEEROOOCNENEENE M. tuberculosis
TT 453-PC9 (LTI IT LTI ] ] ammmsl ][] ssss{]]]]][s M. tuberculosis
TT 183-20 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEENCOCONEENENE M. tuberculosis
TT 453- PC14 EEEEEENEEEEEEEEEEE NN EROROOOONECNEEE M. tuberculosis
DAN 95.1-1 EEEEEEEEEEEEECONEEENCONEEEENENERCOCONNNNENE M. tuberculosis
M. tb H37Rv EEEEEEEEEEEEEEEEEEECCENEEEEEENENCOCCNENEEEE M. th.-Kontrolle
M. bov BCG P3 EECEEEEECEEEEEECESSENEEEEEEEEEEEEEEEEROO000 M. bov.-Kontrolle
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d. Nachweis humaner und mykobakterieller DNA

Wie in Kapitel B.d. beschrieben, wurde das Kollektiv auf unterschiedliche Sequenzen
humaner und mykobakterieller DNA untersucht. Bei insgesamt 95 der 160 betrachteten
Proben war die DNA-Amplifikation mittels PCR mindestens einer der untersuchten humanen
beziehungsweise mykobakteriellen Sequenzen erfolgreich. Somit ist es gelungen, insgesamt

bei einem Prozentsatz von 59% (95%-KI: 51%-67%) aDNA zu detektieren.

Bei 7 Proben aus der prad- und frithdynastischen Zeit, also bei 54% (95%-KI: 25%-81%) der
Proben dieses iliber 4500 Jahre alten Kollektivs war noch amplifizierbare DNA enthalten
(siche Tabelle 13). In zwei der sieben Proben waren zwar mykobakterielle, aber keine

humanen Sequenzen nachzuweisen (Proben DEN T-NW, DEN T-0OO0).

Tabelle 13: Kumulierter erfolgreicher DNA-Nachweis fir humane und mykobakterielle DNA. In
Klammern: die exakten Grenzen der Konfidenzintervalle bei 95% Signifikanzniveau

Gesamtanzahl positiver Nachweis Prozentsatz
pra-/frithdynastische Zeit 13 7 54% (25% - 81%)
Mittleres Reich 68 35 51% (39% - 64%)
Neues Reich bis Spétzeit 79 53 67% (56% - 77%)
Gesamt 160 95 59% (51% - 67%)
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D. Diskussion

Die Tuberkulose ist weltweit eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten {iberhaupt.
Dennoch gibt es noch sehr viele Unklarheiten dariiber, wie lange es den Erreger der Krankheit
in dieser Form bereits gibt und wie er sich entwickelt hat. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
anhand antiker Proben zunichst die Nachweisbarkeit humaner und mykobakterieller DNA in
sehr altem Material untersucht. Im Anschluss wurden die Erreger weiter typisiert und auf eine
Korrelation zu der von Brosch et. al®® postulierten Evolutionstheorie fiir den Mycobacterium

tuberculosis-Komplex tiberpriift.

Hierfiir wurden 160 Proben altdgyptischer Mumien aus einer Spanne von der priadynastischen
bis zur Spétzeit auf Ancient DNA untersucht und niher definiert Zuvor wurden die Mumien
beziiglich der Herkunftszeit, dem Ausmal} pathologischer Verdnderungen, des Geschlechts
und des Alters definiert. Die Geschlechtsdiagnostik wurde mittels PCR-Nachweis von SRY
und Amelogenin gestiitzt. Zudem wurde der fiir Eukaryonten spezifische Marker B-Aktin

nachgewiesen.

Im Anschluss wurden die Proben mittels PCR auf die fiir die Tuberkulosediagnostik etablierte

Region 1S6110 untersucht. Die fiir IS6110 positiven Proben wurden mittels Spoligotyping
typisiert.

Eine weitere Charakterisierung erfolgte mittels Untersuchung auf Punktmutationen und

1. und Sreevatsan et al.*> beschrieben worden sind. Der

Deletionen, die von Brosch et a
Nachweis dieser Verianderungen im mykobakteriellen Genom hat zur Aufstellung einer
genetischen Gruppeneinteilung und spiter eines gesamten Stammbaums dieser Erreger
gefiihrt. Anhand des hier untersuchten Probenkollektivs sollten diese Theorien iiberpriift

werden.
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a. Nachweis von aDNA

Ein héufiges Problem beim erfolgreichen Nachweis von aDNA sind die klimatischen
Bedingungen, bei denen das untersuchte Material gelagert wurde.®* Dabei ist generell der

Zustand der Mumien und daraus folgend der enthaltenen DNA entscheidend.

Die hier untersuchten Mumien waren in den Griabern durch das Klima dieser Umgebung sehr
gut erhalten. In Wiistengebieten ist die Luftfeuchtigkeit gering. Zudem liegen die Griber
groBtenteils unterirdisch. Dadurch ist die Umgebungstemperatur duflerst stabil und liegt
zudem weit niedriger als die AuBentemperaturen in Wiistengebieten. Somit sind die
erforderlichen Voraussetzungen fiir eine gute Konservierung des Gewebes erfiillt. Allerdings
ist zu erwéhnen, dass die Gréber in der Vergangenheit hdufig schon von Pliinderern tiberfallen
worden sind. Daher waren viele Mumien zerstort und nur noch einzelne Knochenteile
aufzufinden. Fiir diese Arbeit wurden ausschliefSlich antike Proben verwendet. Einige derer,
die bearbeitet wurden, sind iiber 5000 Jahre alt. Es ist also legitim, die Frage zu stellen, ob bei
derart altem Material befriedigende Ergebnisse zu erlangen sind.'”*'> Nachdem Zellen
zugrunde gehen, wird die vorhandene DNA aufgrund von Oxidationsprozessen zersetzt.
Faktoren wie die Lagerungstemperatur, Luftfeuchtigkeit, pH-Wert, Flora und vor Allem die
Anzahl der Mikroorganismen in der Umgebung beeinflussen die Geschwindigkeit dieses

914155 yorhandene DNA diirfte also theoretisch nach wenigen

Zersetzungsprozesses.
tausend Jahren nicht mehr nachweisbar sein.'”® In vergangenen Jahren arbeiteten viele
Forschungsgruppen, wie beispielsweise um Hoss'’, Poinar'*®, Colson'” und Hofreiter'’,
mit Material unterschiedlichen Alters. Dabei ist es gelungen, selbst bei bis zu 100.000 Jahre

alten Proben sequenzierbare DNA finden.'®

Die DNA-Extraktion orientierte sich an der von Hoss und Piibo’® beschriebenen Methode.
Diese wurde von Hummel mit anderen beschriebenen Methoden im Laborversuch verglichen
und als eine verlissliche und effektive Methode beschrieben.” Bei der Bearbeitung mittels
PCR-Technik wurden nach Moglichkeit Sequenzen von nicht mehr als 200-300 Basenpaaren
verwendet. Bei lingeren Ketten wichst die Wahrscheinlichkeit fiir Abbriiche innerhalb des

161,162 . .
> Es 1st von einer

DNA-Stranges und sinkt somit fiir den jeweiligen DNA-Nachweis.
indirekten  Proportionalitit zwischen der Lidnge der PCR-Zielregion und der
Wahrscheinlichkeit eines DNA-Nachweises auszugehen.'®:'%*'® Aus diesem Grund ist es
leichter mit Sequenzen zu arbeiten, die mehr als einmal im Genom vorkommen. Die

Uberpriifung der Proben des hier untersuchten Kollektivs auf die von Brosch et al.®
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postulierte Evolutionstheorie war jedoch auf die Arbeit mit den von der Forschungsgruppe
beschriebenen Single-Copy Genen gyrA, katG, oxyR und pncA angewiesen.”® Sie waren
hiufig nicht nachweisbar. Die Sensitivitdt der PCR fiir aDNA ist bei diesen Genen also recht

gering.

Durch die bei der Mumifikation verwendeten Chemikalien, wie Bitumen und
Konservierungssalze, und die Lagerungsbedingungen geht vorhandene DNA
Komplexbindungen ein. Hierdurch werden die Reaktionsabldufe wihrend der PCR inhibiert
und es konnen keine Amplifikationsprodukte nachgewiesen werden. Haufig erkennt man
zusdtzlich  geloste  Teilchen  bereits an  der  gelblich-braunen  Farbe  des

166,167

Reaktionsgemisches. Um an dieser Stelle entgegen zu wirken, wurde bei der DNA-

Gewinnung besonders sorgfiltig gearbeitet und der Diatomeen-Methode der Vorzug gegeben.

In Kombination mit GuSCN gehen DNA-Stringe mit Diatomeenerde oder Silicat-
beziehungsweise Glaspartikeln Bindungen ein. Fiir kleine Mengen von DNA ist Silicat das
Reagens der Wahl. Der DNA-Strang ist etwa 200 - 1.000 mal groBer als ein Silicatpartikel
und legt sich hierbei um letzteres. Bei grofleren Mengen an DNA, werden die Bindungen
durch das grofle Volumen der Komplexe zu fest und DNA ldsst sich nicht wieder im Wasser
auflosen. Daher greift man hier auf Diatomeenerde zurlick. Diatome sind mit Algen
verwandte Einzeller, deren Zellwande fast ausschlieBlich aus Kieselsdure bestehen. Diese ist
um einiges groBer als die urspriinglich genutzten Silicatpartikel. Daher sind
Bindungskomplexe mit den Nukleinsduren nicht ganz so fest. Folglich sind die
Scherungskrifte, die beim Mischen entstehen, ausreichend, um die Bindungen zu 16sen. So
wird die Ablosung der DNA von der Diatomeenerde sichergestellt und es ist ausreichend

DNA in der fliissigen Phase vorhanden, um weitere Reaktionsschritte einleiten zu kénnen.'®®

Typ I-Kollagen wirkt als starker Inhibitor in der PCR. Es ist in hohem Mafle im organischen
Anteil von Knochen und somit im hier bearbeiteten Knochenpulver enthalten, jedoch in
Wasser schlecht 16slich. So fiel die Entscheidung auf ein Extraktionsprotokoll, dass nach der
Zugabe von EDTA nur noch mit der wissrigen Losung der Knochenpulversuspension

169,170 . . .
’ Waren weiterhin keine

arbeitet, um diesen Storfaktor zu eliminieren.
Extraktionsprodukte nachweisbar, wurde mit Alkohohl gereinigt oder eine Nachextraktion

durchgefiihrt.*
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Bei den Untersuchungen fiir diese Arbeit konnte beobachtet werden, dass DNA sowohl
mittels PCR-Technik, als auch beim Spoligotyping in jlingerem Probenmaterial nicht

entschieden besser nachzuweisen war (siche Tabellen 12 und 13).

Die Arbeit auf Nukleinsdureebene ist demnach auch fiir antikes Material duBerst sensitiv.
Nicht eindeutige Ergebnisse wurden dennoch immer mit groer Vorsicht verwertet und im

Zweifelsfall als negativ eingestuft, um eine etwaige Verfdlschung der Daten zu vermeiden.
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b. DNA-Amplifikation

1. Humane Gene und Nachweis von 156110

Humane DNA in Form von B-Aktin und der Geschlechtsmarker SRY und Amelogenin war bei

80 von 160 Proben (50%; 95%-KI: 42%-58%) nachweisbar.

Als Eingangstest fiir humane DNA wurde das Gen fiir 3-Aktin verwendet, da es fiir den

171,172 .
TL172 In dem hier

primidren Nachweis eukaryotischer DNA sensitiv und spezifisch ist.
besprochenen Kollektiv war es bei 71 der 160 Proben (44%; 95%-KI: 37%-52%)
nachweisbar. Mehrere Faktoren fithren zu diesem recht geringen Anteil. Das
Amplifikationsprodukt von B-Aktin hat eine Linge von 202 bp. Bei einer Kettenlinge von
tiber 200 bp, steigt die Wahrscheinlichkeit fiir Strangabbriiche aufgrund degenerativer
Prozesse rapide an.'°'®*'®* Dies kommt bei antiken Proben besonders stark zum Tragen.
Zudem handelt es sich um ein eukaryotisches Gen. Als solches ist es Oxidationsprozessen im

Vergleich zu mykobakterieller DNA weitgehend schutzlos ausgesetzt, da letztere von der

mykobakteriellen Schleimkapsel umgeben ist.

Insgesamt 114 der 160 Proben (71%; 95%-KI: 64%-78%) konnten trotz Ausschopfung der
verfligbaren Moglichkeiten, also mittels Inspektion nach anthropologischen Kriterien und
PCR-Diagnostik, keinem Geschlecht zugeteilt werden. Das ldsst sich darauf zuriickfiihren,
dass die Mumien oft beschiadigt und hiufig nicht mehr vollstindig waren. Zumeist wurden
frei liegende Knochen untersucht, die keiner bestimmten Mumie zugeordnet werden konnten.
In diesen Fillen war es nicht moglich eine Einteilung nach anthropologischen Kriterien
vorzunehmen. Die Bestimmung erfolgte hierbei durch Nachweis der Gene SRY und
Amelogenin mittels PCR. Sie gelten als sehr verlissliche Parameter.'”"'7*!7>17 Wie bei
anderen Sequenzen ist auch bei diesen Genen der Nachweis bei sehr alten Proben nicht immer
erfolgreich. Thre hohe Spezifitit empfiehlt jedoch die weitere Verwendung dieser Gene auch
fiir antike Proben.

Die eindeutigen Ergebnisse der genetischen Geschlechtsbestimmung wurden zur Uberpriifung
und Bestitigung der anthropologischen Einteilung der gefundenen Mumienteile genutzt. 33
Proben wurden nach morphologischen Kriterien einem Geschlecht zugeteilt. Diese wurden
zusitzlich genetisch untersucht. Bei 3 Proben ist ein Gennachweis fehlgeschlagen (Proben
DAN M2, DAN M3 und DEN Zw). Bei 29 der 30 Proben (97%; 95%-KI: 83%-100%) war
eine klare Ubereinstimmung von morphologischem und genetischem Geschlecht zu

verzeichnen. Bei der verbleibenden Probe stimmte das genetische und morphologische
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Geschlecht nicht {iiberein. Dies ist entweder auf eine irrefilhrende Morphologie der
Knochenfragmente oder eine fehlerhafte Amplifikation zurlickzufiihren. Durch
Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen im betreffenden Strangbereich konnte die
Erkennungssequenz der Primer verdndert und so nicht amplifizierbar sein. Fiir Amelogenin
wurden einige Fille beschrieben, in denen die X-chromosomale Deletion von 6 bp auch auf
dem Y-Chromosom vorhanden war und ménnliche Individuen so félschlicherweise als
weiblich eingestuft wurden.®® Haufiger ist bei alter DNA jedoch der Effekt des ,,Allelic
Dropouts, bei dem es aufgrund geringer Molekiilzahl zum Ausfall des
Amplifikationsproduktes eines oder beider Chromosomen, kommt.**'”” Um diesem Problem
zu entgehen, basierte die Geschlechtsdiagnostik in dieser Arbeit auf zwei Genloci: SRY und
das Gen fiir Amelogenin.

Diese hohe Ubereinstimmung zwischen morphologischer und molekularbiologischer
Bestimmung bedeutet, dass die verwendeten morphologischen Kriterien zur
anthropologischen Geschlechterzuteilung sehr verldsslich sind und fiir zukiinftige
Ausgrabungskampagnen und weitere Untersuchungen gut genutzt werden konnen. Auch von

I.'7* wurde die Ubereinstimmung morphologischer Kriterien

der Arbeitsgruppe Hummel et a
mit der molekularen Geschlechtsbestimmung gepriift. Sie kommen ebenfalls zu dem Schluss,
dass mit entsprechender Arbeitserfahrung unter Verwendung der gangigen Kriterien eine sehr
verldssliche Aussage liber das Geschlecht eines erwachsenen Individuums gemacht werden
konne. Aus den iibereinstimmenden Ergebnissen fiir die Genotypisierung und den
morphologischen Befund ist auch zu schlieBen, dass keine Kontamination des
Arbeitsmaterials stattgefunden hat. Der genutzte methodische Ansatz ist also der Arbeit mit

aDNA angemessen.

Mykobakterielle DNA wurde mit Hilfe der ,,Insertion like Sequence 1S6110 detektiert. Bei
45 der 160 untersuchten Proben (28%; 95%-KI: 21%-36%) war 1S6110 nachzuweisen. Unter
Zuhilfenahme eines 95%-Konfidenzintervalls lagen die Wertegrenzen fiir Tuberkulose-
typisch verdndertes Gewebe (82%; 95%-KI: 48%-98%) weit iiber dem von unauffilligem
(24%; 95%-KI: 12%-41%) und unspezifisch (24%; 95%-KI: 17%-33%) verdndertem (siche
Abbildung 23). Bei Geweben, die also Auffilligkeiten zeigten, die fiir eine klinische
Tuberkulose typisch sind, waren mykobakterielle Gene auffillig hdaufiger nachweisbar als bei

Geweben, die keine oder nur unspezifische Pathologien zeigten.

Dieses Ergebnis bestétigt die besprochenen Arbeitstechniken auf dreierlei Weise: von vielen

Kritikern der Arbeit mit aDNA wird verlautbart, dass der positive Nachweis von
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mykobakterieller DNA lediglich auf externe Kontaminationen zuriickzufiihren sei. Trife diese
These zu, miisste sich der positive Nachweis gleichmdBig auf das Kollektiv verteilen. Die hier
prasentierten Daten suggerieren den gegenteiligen Schluss: in pathognomonisch verdndertem
Gewebe fillt der Nachweis entschieden héufiger positiv aus. Hingegen unterscheiden sich die
Zahlen fiir unauffilliges und unspezifisch verdndertes Gewebe nicht merklich (siche
Abbildung 23). Die ungleichméifige Verteilung von Bakterien des tuberculosis-Komplexes in
Geweben mit unterschiedlich starker Verdnderung, deckt sich mit Angaben aus Arbeiten
anderer Forschungsgruppen, die Mumien in Litauen, England, Ungarn und China untersucht
haben.*” -1l Djeses Ergebnis erhirtet den Verdacht, dass in Individuen mit
makroskopischen Verdnderungen im Sinne einer Tuberkulose tatsdchlich wesentlich haufiger
humanpathogene Mykobakterien nachzuweisen seien. Im Gegenzug bestitigt dies auch

Blickdiagnosen bei Ausgrabungen.

Beim altersbezogenen Tuberkulosebefall wurden fiir adulte und fiir immature Individuen
Werte gefunden, die sich nicht wesentlich voneinander und von den Werten des
Gesamtkollektivs unterscheiden (sieche Abbildung 21). Auch sieht man keine Unterschiede im
Befall minnlicher und weiblicher Individuen (siehe Abbildung 22). Nachdem bislang in der
Literatur keine Unterschiede in der Infektionswahrscheinlichkeit in Bezug auf Geschlecht

oder Alter erwéhnt ist, war dieses Ergebnis zu erwarten.

Bei den Untersuchungen wurde bei 28% (95%-KI: 21%-36%) des Gesamtkollektivs ein
Nachweis flir IS6110 erzielt. Bei den Geweben mit fiir Tuberkulose typischen Verdnderungen
war IS6110 in 82% (95%-KI: 48%-98%) der Fille nachzuweisen (siche Tabelle 9 und
Abbildung 23). Dem hohen Anteil der Durchseuchung bei Individuen mit charakteristischen
morphologischen Verdnderungen steht die Zahl der fiir IS6110 positiven Proben bei
unauffilligen und unspezifisch verdnderten Geweben gegeniiber. 9 von 37 unspezifisch
verdanderten Proben (24%; 95%-KI: 12%-41%) beziehungsweise 27 von unauffilligen 112
Proben (24%; 95%-KI: 17%-33%) enthielten detektierbare IS6110 (siche Tabelle 9 und
Abbildung 23). Da hier keine Differenz zu verzeichnen ist, findet sich auch kein Anhalt dafiir,
dass bei unspezifisch verdnderten Geweben gegeniiber unauffilligen Proben haufiger

Mykobakterien aufzufinden seien.

Der Nachweiserfolg fir 1S6110 verteilte sich weitgehend gleichmidfig auf die
unterschiedlichen Epochen (21% bis 31%) und zeigte im besprochenen Probenkollektiv keine

klare Korrelation zum Alter der Probe (sieche Tabelle 8 und Abbildung 20). Dass die Infektion
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bei einem derart groBen Anteil molekularbiologisch bestitigt worden ist, spricht fiir eine sehr

gute Haltbarkeit der mykobakteriellen DNA.

Mykobakterielle DNA ist aufgrund der Schleimkapsel des Erregers weitaus besser gegen
schédliche Einfliisse von auflen geschiitzt als humane DNA. Dazu kommt die groBere DNA-
Stabilitdt aufgrund des hohen Anteils an Guanin und Cytosin und spezielle prokaryotische
Mechanismen zum besseren Schutz der DNA, wie die oben genannte Biokristallisation.**
Dariiber hinaus finden sich im Kontrast zu anderen Bakterien trotz derselben Rate an
Spontanmutationen, vergleichsweise weniger Punktmutationen im mykobakteriellen Genom.
Zur Diagnostik werden groBtenteils Deletionsnachweise verwendet, die fiir punktuelle DNA-
Verdnderungen weniger anfillig sind.*” Mumien vom amerikanischen Kontinent, die in die

182,183

Zeit vor der Kolonialisierung datiert wurden, sowie Mumien aus dem Mittleren Osten'®*

180,185,186,1 1 : .
9-180.183.186. 187188 y;rden von anderen Arbeitsgruppen untersucht und zeigten

und aus Europa®
eine ebenso gute Nachweisbarkeit der mykobakteriellen DNA. Die Arbeitsgruppe von
Matheson'®’  bestitigte zudem, dass der Nachweis humaner DNA im Vergleich zu
mykobakterieller DNA in identischen Gewebeproben wesentlich seltener positiv ausfillt. Dies

ist auch bei den hier besprochenen Ergebnissen erkennbar.

2. Genetische Gruppeneinteilung und Evolutionsstammbaum

Mit Hilfe der beschriebenen Punktmutationen wurde bei einem Teil der Proben die von
Sreevatsan et al.*’ erstellte Gruppeneinteilung vorgenommen. Somit kénnen moderne M.

tuberculosis-Stimme von anderen Erregern unterschieden werden.

Tabelle 14: Einteilung in genetische Gruppen nach Sreevatsan (vgl. Abbildungen 7 und 8)

Zeitfenster Grab Probenname Genetische Gruppe
Priadynastisch/Friihzeit Abydos/Grab Den DEN T-NW 1,2
Abydos/U-Friedhof U 559 1,2
Mittleres Reich THEBEN/TT 196 TT 196/M5 1,2
THEBEN/TT 196 TT 196/ MW 1 1,2
THEBEN/TT 196 TT 196/ MW 10 1,2
THEBEN/TT 196 TT 196/ MW 18 1,2
THEBEN/TT 196 TT 196-2/78 1,2
THEBEN/TT 196 TT-M163 1,2
Neues Reich/Spétzeit DAN K95.1 DAN 18 1,2
DAN K93.11 DAN 50(KM) 1,2
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Zeitfenster Grab Probenname Genetische Gruppe
DAN K93.11 DAN 74 1,2
THEBEN/TT 84 TT 84-70 1,2
THEBEN/TT 183 TT 183-20 2
THEBEN/TT 453 TT 453-14 2,3
THEBEN/TT 453 TT 453-9 2,3
THEBEN/TT 95 TT 95-122 2,3

Bei 16 der 45 fiir IS6110 positiven Proben (36%; 95%-KI: 22%-51%) ist es gelungen eine
Gruppeneinteilung oder zumindest eine Einschrinkung der Erreger des M. tuberculosis-
Komplexes vorzunehmen (siche Tabelle 14). In der Abgleichung mit den aus dem
Spoligotyping erhaltenen Daten, fand man einen Anteil von M. tuberculosis von 81% (95%-
KI: 54%-96%). Die Proben der prd- und frithdynastischen Zeit und des Mittleren Reiches
waren in die Gruppen 1 und 2 einzuordnen. Alle Proben, die eindeutig den genetischen
Gruppen 2 oder 3 zuzuordnen waren, stammten aus den Griabern des Neuen Reichs bis zur
Spatzeit (1550 bis 332 v. Chr.)). So kann man die Entstehungszeit des modernen
Tuberkuloseerregers spitestens auf das Neue Reich datieren (siche Abbildungen 7 und 8). Die

anderen Proben enthielten ausschlieBlich M. africanum.

Die von Brosch et al.®® postulierte Evolutionstheorie widerspricht der Lehrmeinung, M.
tuberculosis habe sich bei der Domestikation von Vieh aus M. bovis entwickelt.'”>"! Sie
belegt mit den auch fiir diese Arbeit verwendeten Mutationsanalysen, dass sich M. bovis und
M. tuberculosis aus einem gemeinsamen Vorginger entwickelt haben muss (siche Abbildung

8).
Auch in dem hier untersuchten Kollektiv war M. bovis in keiner Probe nachzuweisen.

Es wird nun angenommen, dass es eine parallele Entwicklung der beiden Erreger gab. Das
alteste Individuum, bei dem M. bovis nachgewiesen wurde, stammt aus Sibirien und ist vor
etwa 2.000 Jahren verstorben.'** Bislang untersuchte, dltere Materialien enthielten jedoch nur
Erreger, die im Evolutionsstammbaum proximaler angesiedelt sind. Die hier ermittelten Daten
stiitzen so die Theorie, dass M. tuberculosis nicht aus M. bovis entstanden ist. Aufgrund der
auffallend geringen allelischen Variation geht man von einer evolutiondren Flaschenhals-
Situation vor etwa 15.000-20.000 Jahren aus, in der sich der heute bekannte M. tuberculosis-
Erreger entwickelt hat.**'”* Nachdem bereits bei den Untersuchungen innerhalb des hier

betrachteten Kollektivs, das Individuen einer Zeitspanne von nur rund 3500 Jahren beinhaltet,
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phylogenetische Entwicklungstendenzen abzulesen waren, ist zu vermuten, dass M.

tuberculosis sogar noch jiinger ist.

Weiterhin wurden die Proben auf die Theorie von Brosch et al.®® untersucht. Anhand mehrerer
Punktmutationen und Deletionen im Genom der Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes
wurde von ihnen ein Stammbaum dieser Erreger erstellt. Insgesamt wurden 43 der fiir [IS6110
positiven Proben auf besagte Mutationen und Deletionen untersucht. Bei 37 (86%; 95%-KI:

72%-95%) der Proben war mindestens einer der Genloci nachzuweisen.

Die Deletion von TbD1 markiert die Abspaltung der modernen M. tuberculosis-Stamme von
der urspriinglichen Form. Bei 14 der 43 Proben (33%; 95%-KI: 19%-49%) konnten Aussagen
tiber TbD1 gemacht werden (siehe Tabelle 10). Der Genabschnitt war bei 6 der 14 in Kapitel
C.b.2. besprochenen Proben (43%; 95%-KI: 18%-71%) deletiert, in denen IS6110

66 . . . .
1.°® unterscheidet diese Deletion zwischen modernen

nachgewiesen wurde. Nach Brosch et a
und urspriinglichen M. tuberculosis-Stammen. Folglich gehoren die Erreger dieser Proben den
modernen M. tuberculosis-Stimmen an. Alle stammten aus dem Neuen Reich bis zur Spitzeit

(Proben TT84-70, TT85-2-21, TT95-40, TT95-122, TT183-20, TT453-14).

RD9 ist eine weitere Deletion, die einen wichtigen Punkt im Stammbaum der Erreger des
Mycobacterium tuberculosis-Komplexes darstellt. Diese Deletion markiert die Abspaltung der
Erreger M. africanum, M. microti und M. bovis. Ist diese Region anwesend, kann man von der
Anwesenheit von M. tuberculosis ausgehen. Drei der Proben aus dem Mittleren Reich (2119
bis 1794/1793 v. Chr.) wiesen eine Deletion dieser Region auf (Proben TT196/MWI1,
TT196/ MW7 und TT196/MW10). Diese Deletion steht fiir eine Anwesenheit von M.
africanum. RD9-assoziierte Regionen waren in neun Proben nachweisbar (Proben U559,
TT196/MW1, TT196/MW7, TT196/MW10 und TT196/MW18, TT85-2-35, TT95-122,
TT183-20 und TT453-9). Darunter befindet sich eine Probe aus der pri- beziehungsweise
frithdynastischen Zeit (Probe U559). Es zeigte sich bei den PCR-Untersuchungen als ein sehr
konsistentes, sensitives und spezifisches Gen. Es ist also bei der Arbeit mit sehr alter DNA als

diagnostisches Mittel gut geeignet.

Mtp40 ist ein in M. bovis und M. microti deletiertes Gen. Es ldsst also zwischen diesen
Erregern und den primédr humanpathogenen Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes

unterscheiden. In der Forschungswelt gibt es Dispute iiber die Brauchbarkeit von mtp40 in
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Hinsicht auf eine Unterscheidung zwischen den unterschiedlichen Erregern, da es haufig zu
fehlerhaften Ergebnissen kommt."”*'>'*® Bei dem hier untersuchten Kollektiv, das 160
Proben umfasst, ist es lediglich bei einer Probe (1%; 95%-KI: 0%-3%) gelungen, diesen
Genlocus zu detektieren (Probe DAN 21). Hierbei handelt es sich um eine Probe aus einem
Grab, das vom Neuen Reich bis zur Spitzeit belegt wurde (DAN K95.1). Wegen der
gefundenen Deletion miisste diese Probe eigentlich M. bovis enthalten. Die etablierte Methode
des Spoligotypings widerlegt jedoch diese Annahme. Das Fehlen der fiir M. bovis typischen
Punktmutationen und Deletion ldsst den, von den Ergebnissen des Spoligotypings gestiitzten,
Schluss zu, dass M. bovis in keiner untersuchten Probe enthalten war. Laut Vera-Cabrera'®*
gibt es eine erhohte Rate an Transpositionen benachbarter IS6110-Elemente. Da das Gen fiir
Phospholipase C in einer solchen Region liegt, kann durch derartige Transpositionen das so
unvollstindig gewordene mMtp40-Gen nicht mehr iiber PCR aufgefunden werden. Es
resultieren also falsch negative Ergebnisse fiir mtp40. Fiir gro3 angelegte Untersuchungen mit

aDNA ist die Spezifitdt daher nicht ausreichend.

Die fiir diese Arbeit sequenzierten Regionen werden auf Punktmutationen untersucht. Da
DNA bei altem Material stark beschédigt ist, ist die Sensitivitdt hier eingeschriankt. Dennoch
liefern Sequenzanalysen dieser Genabschnitte viele wertvolle Informationen zur Bearbeitung

evolutionsbiologischer Fragestellungen.

Im untersuchten Material war M. bovis nicht enthalten. pncA weist ebenfalls bei einigen
Subtypen von M. bovis eine Punktmutation auf. Hier ist in Kodon 57 ein Basenaustausch von
CAC zu GAC zu finden. Bei der PCR-Sequenzierung an Position 169 des pncA-Gens fand
sich im hier untersuchten Kollektiv ebenfalls ausschlieBlich Cytosin. Die Resultate lassen
daher auf eine ausreichende Spezifitit des pncA-Gens schlieen (Proben DAN 21, TT196-
2/25, TT196-2/78, TT196-2/MW1, TT453-9, TT95-40, TT183-20).

Eine Punktmutation von Guanin zu Adenin an Position 285 von 0OXyR ist bei M. bovis
vorhanden und ldsst eine leichte Unterscheidung zwischen M. bovis und anderen
Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes zu. Es wurde in 8 der 43 Proben (19%; 95%-KI:
8%-33%) nachgewiesen (Proben TT196/M5, TT196/MW7, TT196-2/78, DAN 1 (PC21),
DAN21, TT95-40, TT95-122, TT453-9). Allerdings wurde an dieser Position ausschlielich

Guanin aufgefunden. Auch dieses Ergebnis spricht gegen M. bovis.

Das Fehlen von M. bovis in diesem Materialpool von 160 unterschiedlichen Proben, die aus

einer Zeitspanne von etwa drei Jahrtausenden stammen, unterstiitzt die Theorie Broschs66,

78



dass M. tuberculosis nicht, wie lange Lehrmeinung war, aus M. bovis entstanden ist, sondern
dass vielmehr Deletionen, die zu einem spiteren Zeitpunkt stattgefunden haben, zu einer

Entwicklung von M. bovis gefiihrt haben miissen.

Diese Mutation steht bei Sreevatsan et al.** fiir die Entstehung der evolutionir jiingeren M.
tuberculosis-Formen der Gruppe 2 und 3. Dieser Fund bedeutet also, dass diese Bakterien zu
den modernen M. tuberculosis-Erregern gehoren. katG konnte nur in Proben des Neuen
Reiches bis zur Spitzeit nachgewiesen werden (Proben DAN 18, TT95-122, TT453-14,
TT453-9, TT183-20). Hierbei war ausschlieSlich CGG im Kodon 653 aufzufinden. Dies ist
die rezentere Form und beschrinkt die Proben dieses Kollektivs auf Gruppe 2 und 3 nach

Sreevatsan et al.*, also auf phylogenetisch jiingere Formen von M. tuberculosis.

Eine Punktmutation in gyrA an Kodon 95 von ACC zu AGC spaltet die modernen Stimme
von M. tuberculosis noch einmal in phylogenetisch dltere und jiingere Stimme. Diese
entsprechen den Gruppen 2 und 3 des M. tuberculosis-Komplexes bei Sreevatsan et al.**. Es
wurde bei insgesamt 26 von 43 Mumien (60%; 95%-KI: 44%-75%) nachgewiesen (siche
Katalog). Aufzufinden war lediglich die urspriingliche Form des Kodons. Eine klare
Zuteilung zu der Gruppe 3, und damit eine erste Datierung fiir die Entstehung dieser, musste
also ausbleiben. Allerdings gestaltete sich die Arbeit mit diesem Gen schwierig, denn von den
26 auf gyrA positiv getesteten Proben war mittels Sequenzierung lediglich bei der Hilfte ein
eindeutiges Ergebnis beziiglich des untersuchten Kodons 95 zu ermitteln. In der Analyse
durch PCR fand man mitunter unspezifische Ergebnisse fiir gyrA. Der Grund kdénnte in einer
Fehlsequenz zwischen humaner und mykobakterieller DNA zu finden sein. Da die
Sequenzierung eine sehr verldssliche Technik ist, ist es ratsam sich fiir belastbare Ergebnisse
in der Zukunft vorrangig auf diese Methode zu stiitzen. Bei nicht eindeutigen Ergebnissen
wurde die Sequenzierung fiir gescheitert erklart. Darin liegen die unterschiedlichen
Ergebnisse fiir PCR und Sequenzierung begriindet. Der gro3e Unterschied des erfolgreichen
Nachweises liegt bei den 28 Proben des Neuen Reiches. gyrA konnte dort bei 18 Proben
(64%; 95%-KI: 44%-81%) amplifiziert werden, jedoch wurde nur bei 6 von ihnen eine

Sequenzierung mit eindeutigem Ergebnis erzielt.

Bei der Arbeit anderer Forschungsgruppen mit moderner DNA werden die Nachweise der

auch hier behandelten mykobakteriellen Genloci als sensitiv und spezifisch bewertet.'””-'®

Daraus ergeben sich nun Bestrebungen, diese fiir eine schnelle und effektive

Standarddiagnostik im klinischen Alltag verfiigbar zu machen. %
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Zusammen genommen waren bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit moderne M.
tuberculosis-Formen, also mit einer Deletion im Bereich TbD1 und der oben beschriebenen
Punktmutation in katG, lediglich in Proben ab dem Neuen Reich zu finden. Eine Deletion der
RD9-Region und somit der Erreger M. africanum war ausschliellich in Proben aus dem
Mittleren Reich zu finden. M. africanum hat sich also spidtestens im Mittleren Reich
entwickelt. Proben aus der prd- und frithdynastischen Zeit wiesen keinerlei Deletionen und
Mutationen auf. Es handelt sich also mdglicherweise um phylogenetisch éltere Erreger des M.

tuberculosis-Komplexes. Hinweise auf M. bovis waren in keiner der 160 Proben aufzufinden.

Mit diesen Daten ist erstmals fiir den geographischen Raum des alten Agyptens eine zeitliche

Abschitzung der einzelnen Schritte auf dem von Brosch et al.%

gezeichneten Stammbaum der
Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes moglich. Zudem spricht das Fehlen von M. bovis
in samtlichen Proben fiir die Theorie, dass sich M. tuberculosis, entgegen der géngigen

Lehrmeinung, nicht aus M. bovis entwickelt haben kann.

3. Spoligotyping

Die fiir IS6110 positiven Proben wurden mittels Spoligotyping weiter untersucht. Mit dieser
Technik fertigt man mit Hilfe zwischen ,,Direct Repeats* liegender Oligonukleotide Muster
an, die durch den Vergleich mit Referenzmustern Informationen zur Stammzugehorigkeit des
untersuchten Erregers geben.'">'” Bei 16 der 45 Proben (36%; 95%-KI: 22%-51%) konnten
Muster ermittelt werden, die mit Spoligotyping-Datenbanken abgeglichen, den Erreger
ermitteln lieBen. 3 der 16 Proben (19%; 95%-KI: 4%-46%) wurden als M. africanum und 13
von 16 als M. tuberculosis (81%; 95%-KI: 54%-96%) identifiziert. M. bovis war in keiner
Probe aufzufinden (siche Tabelle 12).

Zwei Proben mit einem Nachweis von M. tuberculosis stammen aus der pri- bis
frithdynastischen Zeit (Proben DEN T-NW und DEN T-OO). Das zugehorige Grab befindet
sich in Abydos und wird Hor Den aus der ersten Dynastie zugeschrieben, der von 2939/2889
bis 2892/2842 v. Chr. herrschte. Der Bau des Grabes stammt ebenso aus der Zeit. So ist die
alteste Probe mit dem Nachweis eines modernen M. tuberculosis-Erregers als etwa 5000 Jahre

alt einzuschitzen.

Da die aufzufindenden DRs lediglich eine Lidnge von 36 bp haben und der Abstand

untereinander zwischen 35 und 41 Basenpaaren liegt,”” ist es selbst bei stirker degenerierter
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DNA moglich aussagekréftige Muster zu erstellen. Hierfiir sind DNA-Bruchstiicke von 55-60
bp Lénge ausreichend.”®’ Laut Kremer et al.** sind Ergebnisse des Spoligotypings zu 100%

reproduzierbar.

Auch andere Arbeitsgruppen untersuchten Mumien mithilfe des Spoligotypings.
Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes wurden dort mittels Spoligotyping bei
ungarischen Mumien aus dem 18. Jahrhundert,*mittelalterlichen englischen Mumien” und

. . . 2
einem vor etwa 17500 Jahren verstorbenen Bison nachgewiesen.*”?

Dennoch sind die Ergebnisse vorsichtig zu verwerten, da Deletionen in der DR-Region auch
immer mit dem Erhaltungszustand der DNA zusammenhingen kénnten.”” Um falsche
Aussagen zu vermeiden, wurden stirker beschidigte Muster als nicht verwertbar eingestuft.
Zusitzlich wurden die Resultate aus dem Spoligotyping mit denen der Mutationsanalysen
verglichen. Dass die Erregerdiagnostik unter Verwendung von Mutationsanalysen und

42,204
’ In

Spoligotyping deckungsgleich ist, wurde in mehreren Publikationen besprochen.
dieser Arbeit konnten die Ergebnisse des Spoligotypings mit der Mutationsanalyse bestitigt
werden. Daraus ist zu folgern, dass das Spoligotyping sowohl fiir die Untersuchung moderner,

als auch alter Proben gut geeignet ist.
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c. Gesamtbetrachtung

In den Proben war sowohl humane, als auch mykobakterielle DNA nachweisbar. Ein
Nachweis mykobakterieller beziechungsweise humaner DNA war zusammen genommen bei
95 von 160 Proben (59%; 95%-KI: 51%-67%) der untersuchten Proben erfolgreich (siehe
Abbildung 24). Selbst bei den Proben der priadynastischen Zeit war in 7 von 13 Féllen (54%;
95%-KI: 25%-81%) amplifizierbare DNA nachzuweisen. Darunter befanden sich jeweils drei
Proben aus den Gribern des Den (DEN T-NW, DEN T-OO, DEN T-N H(A1)) und des
Semerchet (U ZW, U 503, U559) und eine Probe aus dem Grab des Qa’a (Q-W).

Der Wert fiir den positiven DNA-Nachweis war bei Proben aus dem Neuen Reich und der
Spétzeit unwesentlich hoher als bei den anderen (siche Abbildung 24). Dies ist erstaunlich,
wenn man bedenkt, dass sich das Kollektiv aus Proben aus etwa drei Jahrtausenden
zusammensetzt. Man kann also davon ausgehen, dass die hier untersuchten Mumien von dem
damaligen Agyptern durch antike chemische und physikalische Methoden in Verbindung mit
den trockenen und kiihlen Verhéltnissen in den Grébern sehr gut konserviert worden sind. Der
Zersetzungsprozess wird aullerhalb der Gréber aufgrund von Manipulation, hoherer
Umgebungstemperatur und Luftfeuchtigkeit stark beschleunigt. Dennoch konnte selbst bei
tiber der Hélfte der Proben aus der pradynastischen Zeit (3800 bis 2707/2657 v. Chr.) DNA
nachgewiesen werden. Es ist also gelungen, bei bis zu 5000 Jahre alten Proben DNA
aufzufinden. Der Nachweis von aDNA ist in der Literatur bei sehr altem Probenmaterial

bereits beschrieben, wie im Fall eines vor 17500 Jahren gestorbenen Bisons.”

Die Arbeits- und Auswertungsbedingungen dieser Untersuchung waren klar definiert und
wurden streng befolgt. Man kann also etwaige Kontaminationen als Grund fiir den Nachweis
von DNA vernachlissigen. Zudem wurde durch die Uberpriifung der Ubereinstimmung der
genetischen zur anthropologischen Geschlechtszuteilung (97%) eine verldssliche interne

Kontrolle zum Kontaminationsausschluss mitgefiihrt.

Nach den theoretischen Berechnungen von Lidahl et al.'”® miisste vorhandene DNA nach
5000 Jahren einen Zerstorungsgrad erreicht haben, der einen Nachweis unmoglich macht. Die
hier ermittelten Ergebnisse sprechen jedoch dafiir, dass der Erhalt von DNA nicht allein vom

Alter der Proben, sondern auch vom allgemeinen Erhaltungszustand abhéngig ist.
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Abbildung 24: Prozentsatz der Proben bei denen ein DNA-Nachweis méglich war
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E. Zusammenfassung

Tuberkulose ist eine Erkrankung, die Menschen unabhéngig von Alter, Geschlecht, Herkunft
und Sozialstatus befdllt. Es wird davon ausgegangen, dass etwa ein Drittel der Menschheit
einen Erstinfekt durchlebt hat, einen Tuberkuloseerreger in sich trigt und potentiell wieder

einen Ausbruch der Erkrankung erleiden konnte.

Die Erregergruppe zu diesem Krankheitsbild wird als M. tuberculosis-Komplex bezeichnet.
Dazu zdhlen M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti und M. canetti.

Bis heute gibt es weder eine zufriedenstellende Therapie, noch ein verldssliches
Priaventionsmittel im Sinne einer Impfung, die in allen Teilen der Welt verfiigbar wéren.
Gerade aus diesem Grund ist es von entscheidender Bedeutung, die Erregergruppe dieser
Krankheit bis ins Detail zu erforschen. Hierzu gehort der Aufbau, die physikalischen und
chemischen Eigenschaften, Praferenzen bei der Ndhrbodenbeschaffenheit, sowie klimatischen
und anderen Bedingungen. Um begreifen zu konnen, warum es sich hier um klinisch derart
bedeutende Erreger handelt, muss man Einblick in die Entwicklung dieses Bakteriums
gewinnen. Entscheidende Teilbereiche sind sein evolutiondrer molekularbiolologischer Weg,
der in dieser Arbeit mit Hilfe von molekularbiologischen Methoden im alten Agypten verfolgt

wurde.

Hierfiir wurden Proben von 1037 altdgyptischen Mumien aus den Nekropolen in Abydos und
Theben genommen. Diese wurden von der pradynastischen bis zur Spitzeit (3800 bis 332 v.
Chr.), also tiber eine Periode von etwa 3500 Jahren, belegt. Noch in der Ausgrabungsstitte
wurden die Individuen beziiglich des Geschlechts, des Alters und klinischer Auffélligkeiten
untersucht. Dabei wurde zwischen Gewebsverdnderungen, die typisch flir eine Tuberkulose
sind, unspezifischen Verdnderungen und ginzlich unauffilligem Gewebe unterschieden. Fiir

weiter fiihrende Analysen wurden 160 Knochen und Weichteile ausgewihlt.

Nach der Extraktion der in den Proben enthaltenen DNA mittels etablierten Protokolls, wurde
PCR mit anschlieBender Sequenzierung eingesetzt. Hierzu wurden PCRs auf den
humanspezifischen Marker B-Aktin und die geschlechtsspezifischen Marker Amelogenin und
SRY durchgefiihrt. Insgesamt war bei 50% (95%-KI: 42%-58%) der Proben ein Nachweis

humaner DNA in Form von mindestens einem der genannten Sequenzen moglich.
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Zur Detektion von mykobakterieller DNA wurde die etablierte 1S6110-Sequenz verwendet.
Sie ist eine ,,Insertion-like Sequence®, die in bis zu 25 Kopien im Genom der Mykobakterien
des tuberculosis-Komplexes vorkommt. Sie fiel bei 45 der 160 Proben (28%; 95%-KI: 21%-
36%) positiv aus. Bei Tuberkulose-typisch verdndertem Gewebe fand sich ein signifikant
erhohter Wert von 82% fiir den positiven Nachweis. Ansonsten priasentierten sich die Werte
fir einen positiven [S6110-Nachweis bei den unterschiedlichen Ausprigungen der
Gewebeverdnderung, Altersgruppen, Alter der Mumie und Geschlechter innerhalb des
Intervalls gleichmiBig. Kumuliert ist bei 95 der 160 Proben (59%; 95%-KI: 51%-67%), ein
DNA-Nachweis gelungen. Darunter befinden sich drei Proben aus einem fast 5000 Jahre alten
Konigsgrab. Zudem wurden die 45 fiir IS6110 positiven Proben mittels Spoligotyping
untersucht. Bei dieser Technik konnen unter Verwendung von 43 Oligonukleotiden des
mykobakteriellen Genoms, die von ,,Direct Repeats* getrennt sind, stammspezifische Muster
von Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes erstellt werden (s. unter Kapitel B.d.3.). Bei
16 der 45 Proben (36%; 95%-KI: 22%-51%) konnten Erregermuster rekonstruiert und mit
einer Internetdatenbank abgeglichen werden. 13 der 16 gefundenen Erreger gehorten zu M.
tuberculosis (81%; 95%-KI: 54%-96%). Die restlichen Proben wurden M. africanum

zugeordnet.

Weiterhin wurde die Evolutionstheorie zu Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes nach
Brosch et al.® betrachtet (s. unter Kapitel A.d.2.). Diese Arbeitsgruppe hat anhand von
Punktmutationen und Deletionen im Genom dieser Erreger einen neuen Stammbaum fiir die
Gruppe erstellt (vgl. Abbildung 8). Hierfir wurden die von der Forschungsgruppe
beschriebenen Mutationen und Deletionen im Probengut aufgesucht, um die gefundene
Erreger-DNA einordnen zu konnen. Ingesamt wurden 43 Proben auf die von Brosch
beschriebenen Gene gepriift. Bei 37 der Proben (86%; 95%-KI: 72%-95%) konnte mindestens
einer der Genloci detektiert werden. Die Ergebnisse der Untersuchung mittels Spoligotyping
deckten sich mit der Stammzuteilung mithilfe der Mutations- und Deletionsanalysen. Die
Proben aus dem Neuen Reich bis zur Spétzeit (1550 bis 332 v. Chr.) enthalten die moderneren
Formen von M. tuberculosis. Diese haben sich also spétestens in dieser Epoche entwickelt.
Samtliche Proben, die M. africanum enthielten, stammten aus dem Mittleren Reich (2119 bis
1794/1793 v. Chr.). M. africanum ist somit spatestens im Mittleren Reich entstanden. Bei den
Erreger aus der pri- und frithdynastischen Zeit (3800 bis 2707/2657 v. Chr.) war es noch nicht

zu den beschriebenen Deletionen gekommen. Sie sind somit phylogenetisch dlter.

Keine der untersuchten Proben enthielt M. bovis.
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Somit korrelieren die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten mit der chronologischen
Abfolge der Evolutionstheorie Broschs®. Diese Theorie widerspricht der Lehrmeinung, M.
tuberculosis habe sich aufgrund der Domestikation von Vieh aus M. bovis entwickelt. Die
Datierung konnte also die Theorie Broschs belegen und zum Setzen von Datierungsgrenzen

fur Mutationen und Deletionen verwendet werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die bearbeiteten Proben aus unterschiedlichen
Epochen detaillierte Ergebnisse liefern, die Abschitzungen, beziiglich der zeitlichen
Einteilung der Evolutionsschritte von Mykobakterien, der Epidemiologie von Tuberkulose im
alten Agypten und der Verwendbarkeit von alter DNA zulassen. Sie bieten hilfreiche
Anbhaltspunkte fiir die weitere Forschungsarbeit in diesen Bereichen. In den nichsten Jahren
wird es so moglich sein, eine fundierte, beziiglich zeitlicher Grenzen, ausgearbeitete

Evolutionstheorie fiir die Mykobakterien des tuberculosis-Komplexes zu erstellen.
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Anhang

Katalog

Im Folgenden ist der detaillierte Katalog aller bearbeiteten Proben mit den zugehorigen

Ergebnissen in Tabellenformat aufgefiihrt.

Abkiirzungen:
0 kein erfolgreicher Gen- gen. genetische(s)
Nachweis (Gruppe/Geschlecht)

M. Mycobacterium

1 oxyR
morph. Morphologisches

2 pncA (Geschlecht)

3 mtp40 neg. negativ

4 katG pos. positiv

5 gyrA Spoligo Spoligotyping

6 TbDI1 int Tb Tuberkulose

7 TbD1 fla Zus. zusitzliche (Gene)

8 RD9Y int 3 mannlich

7 RDY fla Q weiblich
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