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1 Einfahrung

1.1 Leishmaniose

1.1.1 Allgemeines

Leishmaniose ist eine parasitéare Erkrankung, die durch einen Vektor Ubertragen und
von einem obligat intrazelluldren Erreger herbeigefuhrt wird. Endemiegebiete finden sich

mit Ausnahme Australiens auf allen Kontinenten (Abb. 1).

Abb. 1:

Endemiegebiete der

Leishmaniose

In den letzten Jahren kam es
zu einem starken Anstieg
viszeraler Leishmaniose in

12 million people infected

550 millon people at isk Gebieten wie dem Sudan,

Visceral ' | Pakistan und China

Cutaneous / Mucocutaneous

Quelle: http://www.wehi.edu.au/research/overview/inf.html

In 88 L&ndern, 66 lassen sich der alten Welt zuordnen, sind derzeit rund 12 Millionen
Menschen mit Leishmaniose-Erregern infiziert und jahrlich kommen 2 Millionen
Neuerkrankungen hinzu, wovon 500.000 an viszeraler und 1,5 Millionen an kutaner
Leishmaniose erkrankt sind [www.who.int/leishmaniasis/epidemic/en/]. Infiziert ist die

Land- sowie die Stadtbevédlkerung, auch im Stiden Europas und entlang der Nordkiiste
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Afrikas (Agypten, Tunesien, Algerien). Im Siiden des Sudan starben von 1995-2000
10% der Bevélkerung an viszeraler Leishmaniose [Roberts et al., 2000]. Die letzte groBe
Epidemie brach 2002 in Afghanistan aus. Der starke Anstieg in den letzten zehn Jahren,
bedingt auch durch Koinfektionen mit HIV, gibt Anlass zur Besorgnis [Desjeux et Alvar,
2003].

Leishmaniose kann verschiedene Krankheitsbilder hervorrufen, klinisch unterschieden
werden die Formen viszerale, kutane und mukokutane Leishmaniose.

Die viszerale Leishmaniose, Kala-Azar (hindi: kala=schwarz; azar=Fieber), verursacht
durch Erreger des Leishmania donovani-Komplexes, kann asymptomatisch verlaufen
oder aber eine lebensgefahrliche systemische Infektion durch Befall des mononuklearen
Phagozytensystems herbeiflihren [Bucheton et al., 2003]. Abbildung 2 zeigt einen mit
Leishmania donovani infizierten kleinen Jungen aus dem ,National Vector Borne
Disease Control Programme®.

Abb. 2:

Zeichen und Symptome der viszeralen Leishmaniose

Splenomegalie, Hepatomegalie, Andmie, Gewichtsverlust mit
Kachexie, Schwéche,  Appetitlosigkeit, rezidivierende
Fieberschiibe, trockene schuppige Haut, evtl. Haarverlust und
Lymphadenopathie;

hellhdutige Patienten zeigen Verfarbungen an Handen, FlBen,
Abdomen und Gesicht.

Quelle: http://namp.gov.in/kal2.html



Befallen sind hierbei v. a. Knochenmark, Milz und Leber. Die Inkubationszeit dauert
zehn Tage bis sieben Monate. Nach dieser Periode beginnt die Erkrankung mit
unspezifischen Symptomen wie Abgeschlagenheit, Appetitlosigkeit, Kopfschmerzen und
gastrointestinalen Stérungen. Danach folgt Fieber mit Schiittelfrost. Im Verlauf sind auch
Fieberpausen mdoglich. Charakteristisch flir Kala-Azar ist eine schwere Kachexie,
Hepatosplenomegalie, Panzytopenie sowie eine Hypergammaglobulindmie [Herwaldt,
1999]. Das Krankheitsbild fihrt unbehandelt fast immer zum Tod.

Die kutane Form der Leishmaniose - bekannt als Orientbeule - wird v.a. verursacht
durch den Erreger Leishmania major, aber auch Leishmania tropica und manifestiert
sich an der Einstichstelle. Dort entsteht eine symptomfreie Papel. Sie entwickelt sich zu
einem Kndétchen und letztendlich zu einem Ulkus. Dieses wird als weich, krustds mit
einer rund-ovalen Form beschrieben und heilt unter Bildung einer Narbe ab [Heckmann,
1999]. Meist sind Arme, Kopf oder Hals betroffen. Weitere Papeln kénnen durch
Sekundéarinfektion entstehen.

Die mukokutane Form, Espundia, wird hervorgerufen von Erregern der Leishmania
brasiliensis-Gruppe. Betroffen sind v. a. Gesicht, aber auch Haut, Muskulatur und
Knorpelgewebe im Mund-, Nasen-, Rachenraum. Dort entwickeln sich aus einer
primaren Hautlasion papulése Ulzerationen. Die Heilungsrate ist gering. Oft bleibt ein
entstelltes Gesicht zurtick.

Die Erreger des Leishmanien-Komplexes sind zum Uberleben auf Vektor und Wirt
angewiesen. Vektor ist die weibliche 2-3 mm groBe Sandmicke (Abb. 3), die in der alten

Welt als Phlebotomus und in der neuen Welt als Lutzomyia bezeichnet wird.



Abb. 3:

Die weibliche Sandmuicke Phlebotomus

Der Stich dieses mit dem Erreger
Leishmania infizierten Insekts sorgt fur
die Verbreitung des Erregers.

Quelle:
http://medicine.plosjournals.org/archive/15491676/2/7/figure/10.1371_journal.pmed.0020211.g001-M.jpg

Insgesamt sind 30 Subtypen der Spezies bekannt. Diese nachtaktiven Wesen
beanspruchen als optimalen Lebensraum eine Jahresdurchschnittstemperatur von 10°C
und hohe Luftfeuchtigkeit. Bei einer Lebensdauer von ca. 40 Tagen legt das Insekt nach
dem  Blutsaugeakt durchschnittich 100 Eier im feuchten Boden ab
[www.leishmaniose.de/sandmuecken.html]. Es wird vermutet, dass Phlebotomen nur
eine relativ kurze Flugstrecke zurlcklegen kénnen und daher Menschen im Umkreis von
nur ca. 50 Metern infizieren [Bern et al., 2005].

Die begeiBelten, beweglichen, extrazellular lebenden Promastigoten vermehren sich im
Mitteldarm der Sandmicken, wahrend die nicht-begeiBelten, unbeweglichen,
intrazellular lebenden Amastigoten sich in den Phagolysosomen der Makrophagen und
anderer retikuloendothelialer Zellen des Menschen befinden (Abb. 4) [Boitz et Ullman,
2006].



Makrophage mit 11 Amastigoten mit

g jeweils 3 um Lange
) ¢ L
.‘9;
1‘ ; Kennzeichnend fir Promastigoten sind
) : ihre Flagellen und der Kinetoplast.
- g Dieses Stadium ist fir den Menschen
: \ infektios.

Quelle: http://www.msu.edu/course/zol/316/Isppscope.htm

Abb. 4: Stadien des Erregers Leishmania donovani

Der Entwicklungszyklus vollzieht sich folgendermaBen: die Sandmuicke sticht einen
befallenen Wirt und saugt das infizierte Blut. AnschlieBend reifen die Erreger im Darm
der Mlcke, wandern in den Rulssel der Phlebotomen und verschlieBen diesen. Um der
gestdrten Nahrungsaufnahme entgegen zu wirken erhdht die Miicke ihre Stechfrequenz
und verbreitet dadurch die in ihr herangereiften Erreger. Im Wirt nehmen Makrophagen,
Endothelzellen und Histiozyten die Leishmanien auf. Sie werden zu Amastigoten, teilen
sich zwei- oder mehrfach bis zum Platzen der Wirtszelle und setzen dadurch weitere
Leishmanien frei. Der Zyklus schlieBt sich mit dem erneuten Stich einer Micke, bei dem
die Mlcke das infizierte Blut saugt.

1.1.2 Historische Entwicklung

Der Ursprung der menschlichen Leishmaniose ist unbekannt. Ikonographische
Untersuchungen legten jedoch nahe, dass ein Leishmaniose-Befall bereits auf
jahrtausend alten peruanischen Vasen dargestellt ist. Auch die an Pre-Inka-Skulpturen
aus dem 1. Jh. n. Chr. dargestellten auffalligen Haut- und Gesichtsveranderungen
wurden als kutaner oder mukokutaner Leishmaniose-Befall gedeutet. Erste mit

Leishmaniose in Verbindung gebrachte schriftiche Erwahnungen lassen sich aus
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altdygptischen Papyri, insbesondere dem auf das Alte Reich (1.-4. altagyptische
Dynastie) zurlickreichenden medizinischen Papyrus Ebers ablesen.

Trotz des lang bekannten Auftretens der Kala-Azar im Fernen Osten wurde erstmals
1824 in Bengalien eine Epidemie dokumentiert. In den sechziger Jahren des 19.
Jahrhunderts wurde aus Indien von einer ,Typhomalaria“ berichtet, deren Krankheitsbild
dem der Kala-Azar entspricht. Zehn Jahre spater wurde die Erkrankung aus Assam
gemeldet [Ackerknecht, 1963a].

1756 Dbeschrieb Alexander Russell erstmals das Erscheinungsbild der Haut-
Leishmaniose, die Aleppo-Beule. 1885 identifizierte Cunningham Parasiten in
Hautbiopsien. Weitere wesentliche Beitrage zur Erforschung der Erreger lieferten
Wissenschaftler wie Buchner (1886), Riehl (1886), Firth (1891) und Borovsky (1898).
1903 beschrieb Leishman in einer Publikation kleine, intrazelluldre Kérperchen, die er in
der Milzpulpa eines an Fieber verstorbenen Soldaten fand. Donovan forschte im selben
Jahr in Indien an eben diesen Kérperchen, entdeckte diese allerdings auch im Blut eines
lebenden Menschen. Leishman und Donovan beschrieben den neu entdeckten
parasitaren Erreger als einzelligen eukaryoten Organismus mit einer Lange von 2-4 um
und einer Breite von 1,5-2 um. Dies entspricht etwa einem Drittel der ErythrozytengréBe.
1903 pragte Ross den Namen fur diesen neu entdeckien parasitdren Erreger:
Leishmania donovani [Ross, 1903].

Im gleichen Jahr wurden diese Erreger von Manson und Low diagnostiziert. Ein Jahr
spater gelang Rogers die Kultivierung von Leishmania donovani in Zitratblut. Nicolle
wies 1908 nach, dass die bekannten Erreger der Leishmaniose Flagellaten sind. Zu
deren Anzucht entwarfen Nicolle, Novy und McNeal einen Blutagar (,NNN-Agar®),
zusammengesetzt aus Agar und defibriniertem Kaninchenblut [Sonnenschein, 1944].
1912 erkannte Wenyon schlieBlich, dass Phlebotomen Ubertradger der Leishmaniose
sind [www.leishmaniose.de/leishman_history.html, 2005]. Sergent und Parrot wiesen
1921 in einem Experiment Flagellaten in Sandmucken nach [Muller, 1946].

Im Jahr 2005 wurde durch die vollstidndige Entschlisselung des Genoms von
Leishmania major der vorlaufig letzte Baustein zur Erforschung des Erregers geliefert
und somit gleichzeitig die Grundlage fir die nachfolgend beschriebenen

Untersuchungen gelegt [lvens et al., 2005].



1.2 Malaria

1.2.1 Allgemeines

Malaria, auch bekannt unter Sumpffieber, Wechselfieber, rémisches Fieber,
intermittierendes Fieber und Dschungelfieber, gilt als eine der haufigsten
Tropenkrankheiten. Nach Schatzungen der WHO 2005 stirbt alle 30 Sekunden ein Kind
in Afrika an Malaria, 3000 Kinder unter finf Jahren jeden Tag. Jahrlich fallen ihr 1 Million
Menschen, 90% davon in Afrika, zum Opfer. Die WHO zahlt weltweit 300 Millionen
Neuerkrankungen pro Jahr. Neben Afrika sind Asien, Zentral- und Slidamerika sowie die

Karibischen Inseln und Ozeanien betroffen (Abb. 5).

a
|.i' = Malaria endemicity - *-a:r'll b
Jh,.'f',F B e high 7 .{‘ju
'&é_ = Hign
B riccerate
] Low
I_. Mo malaria

Quelle: http://rbm.who.int/wmr2005/html/map1.htm
Abb. 5: Risikoendemiegebiete der Malaria 2003



Es ist anzunehmen, dass der Ursprung der Malaria in Afrika liegt. Hier dominiert der
Erreger Plasmodium knowlesi, Wirt sind Affe und Mensch. Ebenso in Afrika heimisch ist
die Anopheles Gambiae, eine Stechmicke, die zu den aggressivsten ihrer Art zahlt
[Ackerknecht, 1963D].

Die Malaria (ital.: mal: Ubel; aria: Luft) ist eine chronisch rezidivierende
Infektionskrankheit. Die Krankheitsbilder werden durch die Erreger Plasmodien
hervorgerufen. Humanpathogen sind vier Arten: Plasmodium falciparum, Plasmodium
ovale, Plasmodium vivax und Plasmodium malariae [Reader, 1997]. Plasmodium
falciparum induziert das Krankheitsbild der Malaria tropica, Plasmodium vivax und ovale
das der Malaria tertiana und Plasmodium malariae fihrt zur Malaria quartana.

Anemia Jaundice Splencmegaly and Fewver

Quelle: http://www.ratsteachmicro.com/Malaria_notes/HCOE_CAI_Review_Notes_Malaria.htm

Abb. 6: Hauptsymptome der Malaria

Unspezifische Symptome aller Plasmodien-Erreger sind Fieber, Mattigkeit, Schmerzen
und Andmie (Abb. 6). Im schlimmsten Fall erliegt der Patient seiner Erkrankung. Die
Klinik der Malaria ist durch den periodischen Zerfall der mit Plasmodien infizierten
Erythrozyten charakterisiert. Hierbei wird ein Fieberschub ausgeldst.

Bei der durch Plasmodium falciparum verursachten Malaria tropica ist der
Fieberrhythmus uncharakteristisch. Die gefahrlichste der drei Arten beginnt oft
schlagartig mit hohem Fieber, Schittelfrost, Beschwerden im Magen-Darm-Trakt,
Nierenfunktionsstérung und Enzephalopathie. Dies kann bereits nach wenigen Tagen

durch Mikrozirkulationsstérungen im Gehirn und Herzen, ausgelést durch Veranderung



der Erythrozytenoberflache, zum Tod filhren. Ubersteht der Patient die Fieberperiode,
kommt es durchschnittlich nach einem Jahr zur Ausheilung ohne Rezidive.

Malaria tertiana (Erreger Plasmodium vivax/ovale) und Malaria quartana (Erreger
Plasmodium malariae) erhielten ihren Namen durch die antike Zahlweise des
Fieberrhythmus. Hier wurde der erste Fiebertag bereits mitgezahlt. Bei der Malaria
tertiana tritt der Fieberanfall am dritten Tag mit einer Dauer von ca. sechs bis acht
Stunden auf, bei der Malaria quartana jeden vierten Tag [Winkle, 1997]. Bei Persistenz
der Erkrankung kommt es zur Hepatosplenomegalie und Anamie. Rezidive sind relativ
haufig und kénnen bei der Malaria quartana noch nach Jahren auftreten.

Plasmodien lassen sich der Klasse der Sporozoen, genauer Hamosporidien, zuordnen.
Sporozoen sind Sporentierchen, Einzeller mit einer GréBe von 2-100 um. Diese meist
intrazellular lebenden parasitédren Erreger reifen sowohl im infizierten Wirt wie auch im
Vektor. Um eine Reifung der Parasiten zu erméglichen darf die Temperatur nicht unter
17°C und die Luftfeuchtigkeit nicht unter 63% fallen.

Vektor ist die weibliche Anophelesmicke (Abb. 7).

Abb. 7:

Die weibliche Anophelesmiicke

Wéhrend der Einnahme  der
Blutmahlzeit kann der Erreger

Ubertragen werden.

Quelle: http://www.cdc.gov/travel/temsam.htm

Derzeit sind 400 Anophelesarten bekannt, nur 60 jedoch kdnnen die Krankheit
Ubertragen. Als Lebensraum bevorzugt die Stechmicke flaches Gebiet mit hoher
Luftfeuchtigkeit und warmer ruhiger Luft. Zur Eiablage sucht sie ein nachstgelegenes
Wasserreservoir auf.

Durch den Stich einer infizierten Anophelesmiicke gelangen die Erreger in Gestalt von
Sporozoiten in den menschlichen Organismus. Sie dringen Uber die Blutbahn in die
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Leberzelle ein und durchlaufen dort verschiedene Stadien, vom Schizonten zum
Merozoiten, abhangig von der Gattung des Erregers (Abb. 8). Durch Zerstérung der
Leberzelle gelangen die Merozoiten in die Blutbahn und infiltrieren Erythrozyten.

Abb. 8:
o : Stadien des Erregers
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Quelle: Coatney GR, Collins WE, Warren M, Contacos PG. The Primate Malarias. U.S. Department of
Health, Education and Welfare, Bethesda, 1971.
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Dort wandeln sie sich in Trophozoiten und weiter in Schizonten um. Durch
erregerbedingten Zerfall der Erythrozyten werden erneut Merozoiten freigesetzt, die
weitere Erythrozyten befallen oder Vorstadien der Geschlechtsformen, Gametozyten,
ausbilden. Aus ihnen entwickeln sich geschlechtlich differenzierte Stadien, die Makro-
und Mikrogameten. Damit ist der ungeschlechtliche Zyklus der Erreger im Menschen
abgeschlossen. Gametozyten Uberleben ausschlieBlich in der Miicke und werden durch
deren Rissel mit dem Speichel aufgesogen. Dabei mit aufgenommene Schizonten
werden zusammen mit den Erythrozyten verdaut. Im Magen der Anophelesmicke
vereinigen sich Mikrogamet und Makrogamet zu einer Zygote. Diese Entwicklung und
folgende Zwischenschritte gehéren dem sexuellen Zyklus des Erregers an. Dieser
dauert temperaturabhangig 4-15 Tage. Nach Formumwandlung durchdringt der Parasit
die Magenwand und entwickelt sich zu einem Ookineten. Weitere Kernteilungen flhren
zur Umbenennung in eine Oozyste mit darin befindlichen Sporozoiten. Durch Zerstérung
gelangen diese in das Gewebe der Micke und fihren schlieBlich tber den Speichel zum
Verschluss des Russels. Dieser Reiz veranlasst das Insekt zu mehrmaligem Stechen,
womit sich der Lebenszyklus schlief3t.

1.2.2 Historische Entwicklung

Den é&ltesten moglichen Hinweis auf Malaria und ihren Vektors liefert eine Gber 3000
Jahre alte babylonische Tontafel, auf der in Keilschrift eine ,Fieberfliege* erwahnt wird
[Winkle, 1997]. In Schriften der Azteken und Maya konnten keine Hinweise auf Malaria
gefunden werden, in Asien hingegen stieB man auf mythologische Angaben Uber
Malariaanfélle in indischen Schriften der Veda. Auch die Agypter berichteten (schon um
ca. 1600 v. Chr.) Uber eine Krankheit mit Fieberattacken, die in regelmaBigen
Abstanden auftraten.

Im 5. Jh. v. Chr. wurde Rom, wie Livius berichtet, von einigen Malariawellen
heimgesucht. Aus der Zeit des Mittelalters liegen vereinzelt weitere Hinweise auf das
Witen der Malaria vor. Es wird von Feldziigen deutscher Kaiser in ltalien berichtet,

welche aufgrund von Malariabefall abgebrochen werden mussten. Dichter wie Dante
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und Peter von Eboli thematisierten die Erkrankung. Die erste Pandemie in Europa wurde
1557 beschrieben. In verschiedenen Teilen Englands war die Malaria von 1564-1730
eine der Hauptursachen fur Krankheit und Tod [Reiter, 2000]. Indianer verwendeten als
Therapieform die Cinchonabaumrinde. Diese Erkenntnis Uberlieferten Jesuiten aus
Sltdamerika und brachten die Rinde 1640 nach Europa und 1657 nach Indien.

Das 17. Jh. war gepragt von zahlreichen Kriegen in Europa. Mit ihnen wuchsen das
Malariarisiko und der Ausbruch der Erkrankung. Viele Kliniker wie Morton, Sydenham,
Lancisi, Torti, Mercato oder Masdeval beschaftigten sich mit diesem Thema.

Im 18. und 19. Jh. trat eine Regression der Malaria ein [Ackerknecht, 1963b]. 1717
verlieh der ltaliener Giovanni Lancisi dem Krankheitsbild Malaria seinen Namen: mal:
schlecht; aria: Luft. Wé&hrend GroBbritannien sich 1880 frei von Malaria sprechen
konnte, wurden die USA schwer von der Erkrankung heimgesucht. Im Birgerkrieg
1861-1865 war deshalb die Halfte der Soldaten gefechtsunféhig. In vielen Landern
gelang die Ausrottung der Malaria, wahrend sich in anderen Landern, wie z.B.
Australien, die Krankheit erst neu etablierte.

Anfang des 20. Jh. verursachte eine Hungersnot in Russland ein erneutes Aufflammen
der Malaria. Wenige Jahre spater wurde J. Wagner von Jauregg mit dem Nobelpreis far
Medizin fur seine Erkenntnis Syphilis mit Malaria heilen zu kénnen ausgezeichnet. Diese
Behandlungsmethode wurde erst durch die Gabe von Antibiotika abgel6st. Durch
EinfUhrung des Insektizids DDT gelang es den USA die Malaria zu besiegen. Die WHO
startete Kampagnen zur weltweiten Vernichtung der Infektionskrankheit, die sich jedoch
als erfolglos erwiesen.

Einige Male wurden die Weiterverbreitung der Malaria vom Menschen selbst durch
Kriege, Expeditionen, Bau von Eisenbahnen oder Kanalen, Abholzungen und Anbau
von Plantagen, also durch Zerstérung der Biosphare verschuldet. Erst positive
Wandlungen der sozialen Verhaltnisse wie allgemeiner Wohlstand, besser gebaute
Hauser und medikamentdse Behandlung kdnnen jetzt die Malaria zuriickdréangen.

Die Historie der eigentlichen Erreger begann bereits 400 v. Chr. mit Hippokrates, dem
es gelang einen Bezug zwischen der Krankheit Malaria und Sumpfgebieten
herzustellen. Um ca. 50 v. Chr. ging Marcus Terentius Varro einen Schritt weiter und
beschuldigte kleine Lebewesen in den Simpfen der Verseuchung des Wassers und der

Luft. 1678 entdeckte Leeuwenhoek erstmals Protozoen, die er ,animalcules” nannte.
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Eine Charakterisierung des Krankheitsbildes der Malaria lieferte Morton 1696. Etwa 20
Jahre spater verdachtigte Giovanni Lancisi Stechmiicken als Ubertrager der
Erkrankung. Eine ldentifizierung des Erregers der Malaria gelang 1880 dem Franzosen
Charles Louis Laveran. Funf Jahre spéater erreichte Camillo Golgi eine Differenzierung
der Erreger in zwei Arten, Plasmodium vivax und Plasmodium malariae. Sakharov
forschte 1889 am Erreger Plasmodium falciparum. Den ersten Beweis der Ubertragung
der Malaria durch Anophelesmicken erbrachte Ronald Ross 1897. Ihm gelang der
Nachweis von Oozysten im Darmgewebe einer weiblichen Anophelesmicke. 1949
konnte der Erreger Plasmodium falciparum in der Leber nachgewiesen werden.

Einen zweckmaBigen therapeutischen Ansatz gegen die Malaria fanden Indianer in
Stdamerika im 17. Jh. mit der Rinde des Cinchonabaumes. 1820 gelang es Pelletier
und Caventou aus dieser Rinde reines Chinin zur Prophylaxe zu gewinnen. Im Laufe
vieler Jahrzehnte wurden zahlreiche weitere Medikamente zur Malariabehandlung
entwickelt. FOr die insektizide Wirkung von DDT erhielt Paul Midller 1948 den
Nobelpreis. Gegen das weit verbreitete Chloroquin konnten erstmals 1957 Resistenzen
beobachtet werden. In den Jahren 1970-1980 wurde an Patienten eine Immunisierung
mit bestrahlten Sporozoiten durchgeflihrt, bei der eine schitzende Immunisierung gegen
Plasmodium falciparum erreicht werden konnte [Clyde et al., 1973]. Erst 1987 wurde ein
synthetischer Impfstoff von Manuel Elkin Patarroyo entwickelt. Er Ubergab diesen 1992
der WHO.

1.3 Palaopathologische Befunde zur Leishmaniose und Malaria

Im 19. Jh. wurden erste Untersuchungen an Mumien in &gyptischen Grabern
vorgenommen, diese waren jedoch zunachst noch ohne medizinisch-wissenschaftliche
Intention. Der berihmte deutsche Pathologe Rudolf Virchow, der 1858 in seinem
grundlegenden Werk ,Die Cellular-Pathologie“ maBgeblich das Verstandnis der
Krankheitsentstehung auf zellularer Ebene pragte, beschéaftigte sich darlber hinaus
auch mit enthologischen, anthropologischen und ersten paldopathologische

Untersuchungen an menschlichen und tierischen Knochenfunden. Im Jahr 1896
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analysierte Petrie mit Kollegen ca. 2000 Mumien und Skelette [Petrie et Quibell, 1896].
Anfang des 20. Jh. fuhrte Sir Marc Armand Ruffer (Anatom und Pathologe) erste
systematische Untersuchungen altagyptischer Gréaberfelder durch [Zink, 2003]. Er
beschrieb Infektionskrankheiten wie Bilharziose und Tuberkulose [Ruffer, 1910 a, b]. Im
Zuge der Notausgrabungen vor dem Bau des ersten Assuan Staudammes 1910
inspizierten Smith und Jones rund 6000 zum Teil mumifizierte menschliche Uberreste
[Smith et Jones, 1910]. Weitere Untersuchungen an Fundmaterialien aus verschiedenen
Epochen und Regionen des alten Agypten unternahmen Strouhal 1980/81 im agyptisch-
nubischen Raum und Abusir [Strouhal et Jungwirth, 1980; Strouhal et Vyhnanek, 1981],
Roésing 1990 in der Nahe von Assuan [Rdsing, 1990], Alvrus 1999 in Nubien [Alvrus,
1999], Molto 2000 bei Luxor [Molto, 2000] und Zink mit Kollegen in Theben und Abydos
[Zink et al.,2003].

Trotz der zunehmenden Erkenntnisse Uber Leben, Lebensumstande und Krankheiten im
paldopathologischen Untersuchungsgut blieben die Befunde zu Infektionskrankheiten
auf (makro-)morphologische Berichte beschréankt. Erst in jlingster Zeit wurden
unterschiedlichste, auch molekulare Untersuchungsmethoden angewandt. Deelder und
seinen Kollegen gelang es 1990 mithilfe eines immunologischen Nachweis eines
Schistosomen spezifischen Antigens Bilharziose-Antigene nachzuweisen [Deelder et al.,
1990]. Miller und seine Kollegen versuchten zwei Jahre spéater ebenfalls einen positiven
Antigen-Nachweis zu erzielen [Miller et al., 1992]. Da es zu diesen Ergebnissen keine
molekularbiologischen Analysen gibt, steht ein zuverlassiger Beweis noch aus. Die
Anwendung immunologischer Tests aus der Routinediagnostik an agyptischen Mumien
erweisen sich durch das Auftreten von Kreuzreaktionen als unbrauchbar [Sallares et
Gomazi, 2000]. 1994 unternahm Miller einen Versuch mithilfe eines Antikérper-Tests in
agyptischen Mumien unterschiedlicher Epochen das Plasmodium falciparum zu
identifizieren [Miller et al., 1994]. Auch dieses Projekt wurde durch Taylor 1997 in Frage
gestellt, da mittels ParaSightTM-F-Test und molekularer Amplifikation von Plasmodien-
DNA keine Bestéatigung des positiven Ergebnisses erzielt werden konnte [Taylor et al.,
1997].

Die Problematik zur Entwicklung von PCR-Systemen, die spezifische Mikroorganismen
in der molekularen Paldopathologie identifizieren sollen, liegt darin, dass hoch

konservierte ribosomale RNA-Gene keine optimalen Untersuchungsprodukte darstellen,
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da sie, beispielsweise verursacht durch Kreuzreaktionen (z.B. mit sehr ahnlichen
Sequenzen im Genom von Pilzen und saprophytdren Bakterien), zu unspezifische
Ergebnisse geliefert haben.

Fir Leishmaniose und Malaria existieren bisher keine Belege im Pharaonischen
Agypten.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist der molekularbiologische Nachweis der
Infektionskrankheiten Leishmaniose und Malaria und die genaue ldentifizierung ihrer
zugrunde liegenden Erreger in altadgyptischen Mumien und Skeletten. Das Fundmaterial
stammte aus der pradynastischen Epoche bis zur Spatzeit des pharaonischen Agyptens
(ca. 3500-500 v. Chr.). Unter Zuhilfenahme moderner molekularbiologisch-
paldopathologischer Untersuchungsmethoden wurde DNA extrahiert, auf humanes B-
Aktin getestet und von rezenten Paraffinproben konkomitiert.

Des Weiteren soll Gberprift werden, in wieweit Ruckschlisse auf die Ausbreitung und
Haufigkeit von Leishmaniose und Malaria gezogen werden kénnen und mdégliche

Unterschiede in den agyptischen Epochen belegt werden kénnen.
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2 Material

2.1 Fundorte

Die Forschungsgruppe um Prof. Nerlich am Institut fir Pathologie des Klinikums
Minchen Bogenhausen nimmt in Zusammenarbeit mit dem Deutschen Arch&ologischen
Institut in Kairo seit 1996 an verschiedenen Ausgrabungen in Agypten teil. Das in dieser
Promotionsarbeit verwendete Material stammt von Mumien und Skeletten aus
Grabkomplexen, die Teile zweier der bedeutendsten Nekropolen (griech. Nekropolis,
,Totenstadt) des alten Agyptens waren, aus der Nekropole Theben-West (Abb. 9) und
der von Abydos [Nerlich et al., 2001].

Abb. 9:

Die Nekropole von Theben-West

Ort palao-pathologischer Untersuchungen
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Die in Oberagypten gelegene Totenstadt Theben-West war die Begrabnisstatte von

Agyptens Hauptstadt Theben wahrend des Neuen Reiches (Tabelle 1). Diese Zeit gilt

als die Bliitezeit Agyptens, hier fand es gleichzeitig seine groBte geographische

Ausdehnung bis weit in den heutigen Sudan hinein.

Tabelle 1: Zeitstellung und Fundorte &gyptischen Ausgrabungsmaterials

Mittleres Reich

Neues Reich

3. Zwischenzeit

Mittleres Reich —
Spatzeit

Neues Reich -
Spatzeit

2100-1650 V.

Chr.

1450-1350 V.

Chr.

1070- 700 v. Chr.

2100- 500 v. Chr.

1450- 500 v. Chr.

Theben/El-Asasif
Theben/Dra Abu el-
Naga

Theben/Gurna

Theben/Gurna

Theben/ Dra Abu el-
Naga

Theben/Gurna, El-
Khokha, Dra Abu el-
Naga

Epoche Zeitspanne Fundort Begragnisstatte
Préa- 3500-2850 v. | Abydos U-Friedhof, Aha,
/Frihdynastisch Chr. Semerchet, Qa’a

TT 196 — Komplex
DAN 01.1/4/8/12
DAN 02.2

TT 95 Kammer-1
TT 85 Schacht-2

TT 95 Langs-
/Querhalle
DAN 95.1/97.1

TT 84/85/95/183
DAN 91.1 —97.1

Bestattet wurden dort nicht nur die ,Kénige® (Pharao und andere zentrale Machthaber im

»1al der Kénige*) sondern in weiteren Grabkomplexen auch hohe Persénlichkeiten, v. a.

Beamte und Gelehrte mit ihren Familien. Allerdings wurden eben diese Graber bis in die
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Spétzeit (~500 v.Chr.) hinein zusatzlich von verschiedenen Bevélkerungsgruppen fir
ihre Toten genutzt [Zink, 2003].

Eine Reihe dieser Graber wurden inzwischen vollstdndig anthropologisch-
paldopathologisch untersucht. Darunter fanden sich Gréber, die im Mittleren und Neuen
Reich errichtet wurden (Abb. 10):

TT (,Theben Tomb®): TT 84, TT 85, TT 95: Hlgel von ,Scheich-Abd-el-Qurna*“
TT (,Theben Tomb*): TT 183: Hugel von ,EI- Khokha“
TT (,Theben Tomb*): TT 196: Hugel von ,El Asasif” .

Tal der <onigine &9 al dor Kiniges

TR

iy

Abb. 10: Lageplan der Grabkomplexe Theben-West
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Zudem wurde eine Reihe von Beamtengrabern nahe dem Ort Dra Abu-el-Naga
untersucht (DAN 91.1- 0.2.2) (Abb. 11).

f’nunl

Abb. 11:

Ubersichtsplan von Dra Abu el-Naga
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Abydos, ein noch heute bewohnter Ort, westlich am Nilufer gelegen und ca. 160 km
ndrdlich von Luxor ist eines der beriihmten Heiligtimer des alten Agypten. Das
Ausgrabungsgebiet erstreckt sich auf eine Lange von tber 1,5 km (Abb. 12). Nach der
Grindung des pharaonischen Reiches (~3100 v. Chr.) galt Abydos als die erste
Reichshauptstadt. Zur Zeit der 1. Dynastie (3000-2800 v. Chr.) wurden in der Nekropole
Kdnige wie Qa’a, Semerchet und Aha bestattet.

Auch wahrend der Frilhzeit (2950-2250 v. Chr.) des staatlich etablierten Agyptens
wurden in weiteren Einzelgrédbern Tote beigesetzt [Zink et Nerlich, 2003]. Im Mittleren
Reich stellte Abydos eines der wichtigsten religidbsen Zentren dar; hier ruht das

Heiligtum des Totengottes Osiris.
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Abb. 12: Anordnung der Grabkomplexe von Abydos und U-Friedhof

An die ersten Kdnigsgraber schlieBt sich weiter nérdlich ein groBer pradynastischer U-

Friedhof (Uum el- Qaab) an, der im Zuge der Ausgrabungen vollstandig erfasst wurde.

2.2 Fundmaterial

Im vorliegenden Fundmaterial (Anhang: Untersuchungsmaterial) erwies es sich in den
meisten Féllen als schwierig die menschlichen Uberreste einer gewissen Epoche oder
einem Individuum zuzuordnen (Abb. 13). In Abydos wurde durch vorausgegangene
Ausgrabungen von Emile Amélineau (1895-1899) und Flinders Petrie (1899-1901) die
Fundsituation erheblich gestort.
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Die Beamten- und Gelehrtengrdber wurden
groBteils von spateren Bevdlkerungsschichten
nachbelegt und zusatzlich durch massive
Grab-plinderungen destruiert. Dies erlaubt
eine exakte Datierung der Grabkomplexe
lediglich in vereinzelten Fallen, in denen die

Kammern und Schéchte unversehrt blieben.

Die Funde von El-Asasif kénnen dem Mittleren
Reich (2100-1650 v. Chr.) und die DAN-
Gréber dem Mittleren Reich bis Spétzeit
(2100-500 v. Chr.) zugeordnet werden. Gurna
sowie El-Khokha enthalten menschliche
Uberreste aus dem Neuen Reich bis Spétzeit
(1450-500 v. Chr.) [Zink, 2003].

Abb. 13: Mumientorso

Die Mumien- und Skelettfunde wurden bereits im Zuge der Ausgrabungen
morphologisch untersucht. Dabei wurde eine Alters- und Geschlechtsbestimmung
durchgefiihrt. Diese ergab einen Sterbegipfel im Alter von 20 bis 40 Jahren. Die
Kindersterberate lag mit 20.2% vergleichsweise niedrig [Nerlich et al., 2000].
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2.3 Erhaltungszustand

Vorteilhaft auf den Erhaltungszustand der Mumien haben sich die natlrlichen
Umgebungsbedingungen in dem trockenen Gebiet ausgewirkt. Auch die Art der

Mumifizierung trug ihren Teil zur Erhaltung der menschlichen Uberreste bei.

Abb. 14: Konservierungszustand eines Mumienexemplars aus der Fundsammiung

Diese unterschied sich je nach Epoche. In Zeiten der Pra- und Frihdynastie wurden
aufgrund der noch unausgereiften Mumifizierungstechnik, bei der die Toten meist nur in
Tiicher gehdillt waren, vorwiegend nur Uberreste der Bestatteten vorgefunden. Spater im
Mittleren und Neuen Reich fUhrte die Ausreifung der Mumifizierungsmethodik, z.B. durch
Balsamierungen, zu einem verbesserten Erhaltungszustand. In manchen Mumientorsi
fanden sich noch erhaltene Weichteilreste.

Vorarbeiten zu dieser Promotionsarbeit haben einen generell guten Gewebe- und
Biomolekulerhalt gezeigt.

Durch natirliche Umgebungsbedingungen und artifizielle MaBnahmen, wie z.B.
Balsamierungen, wurde der menschliche Kérper konserviert.
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2.4 Morphologische Veranderungen

In historischen Mumien- und Skelettfunden sind keine morphologischen Veranderungen
bekannt, die direkte Hinweise auf Leishmaniose und Malaria geben. Lediglich
Knochenveranderungen, die auf eine chronische Anamie hinweisen, wie z.B. Cribra
orbitalia und Hyperostosen, kdénnen einen indirekten Anhaltspunkt fir eine
Malariainfektion liefern. Fir die viszerale Leishmaniose gibt es keinen Anhaltspunkt.
Daher wurde als Untersuchungsmaterial auf eine GroBzahl von Proben zuruckgegriffen,

die teilweise aus einem Pool von vorherigen Untersuchungen stammten.

2.5 Verwendete Gerate

Autoklaven, Heraeus Instruments
Brutschrank, Heraeus Instruments
Computer, ABI PRISM™ 310 Gene Analyser, Perkin Elmer
Computer, Deskpro, Compaq
Computer, Fujitsu Amilo Pro V3515, Siemens
Computer, Image Master ®, Pharmacia Biotech VDS (Video Documentation System for
Gel Electrophoresis)
Dentalbohrmaschine, MN Dental Instruments, Minchen
DNA Thermocycler Typ Primus, MWG AG, Biotech
DNA Thermocycler Typ Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer
Elektrophoresekammer Typ Mupid 21 (10x15cm), Cosmo Bio Co., LTD.
Gefrierschrank Typ economic super, Bosch
Klhlschrank Typ ecc (energy computed controll), Liebherr
Kugelschwingmuhle Typ MM2, mit Zirkonium-Malbechern, Retsch
Magnetruhrer Typ MR 2002, Heidolph
Mikrowellenherd Typ MWE 700, Bauknecht
Prazisionswaage Typ Navigator ™, Ohaus ®
Rotationsmixer, Agitateur rotatif, Marke unbekannt
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Speed Vac Typ DNA 110, Savant

Stromversorgung, Mupid-21, Cosmo Bio Co., LTD.

Thermomixer Typ compact, Eppendorf

UV-Lampe, 245 nm, Marke unbekannt

UV-Transluminator Typ Mighty Bright, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco
Vortexer Typ MS 2, IKA- Labortechnik

Werkbank, steril, Typ Herasafe, Heraeus Instruments

Zentrifuge Typ 2-4, Sigma

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

Zentrifuge Typ 5415CR, Eppendorf

2.6 Einwegmaterial und Hilfsmittel

Aluminiumfolie S, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Dental-Diamant-HM-Frase, MN Dental Instruments, Minchen
Dental-Diamant-Trennscheibe, MN Dental Instruments, Minchen

Dye Ex™ Spin Kits (50), Quiagen GmBH, Hilden

Eppendorf ReaktionsgefaBe safe lock (2,0 ml), Eppendorf

Freeze ‘N Squeeze DNA Gel Extraction Spin Columns, Quantum Prep ©, Biorad
Laboratories

Genetic Analyser Sample Tubes (0,5 u), Perkin Elmer, Applied Biosystems Division
Kleenex ® Tiacher, Kimberley-Clark

Microcon " 30 Filter, Millipore GmbH, Eschborn

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

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

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

ReaktionsgefaBe (0,6 ml), Biozym, Oldendorf
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Skalpellklinge (22), BAYHA

ThermoTubes (0,2ul), PEQ LAB Biotechnologie GmbH
Untersuchungshandschuhe, puderfrei, Safeskin®, California
Zentrifugenréhrchen PP (14 ml), Josef Peske oHG, Aindling

2.7 Chemikalien

Aceton, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Agarose, SeaKem ® LE agarose, Biozym Diagnostik

Aqua ad injectabilia, B. Braun, Melsungen AG

Aqua bidest, H. Kerndl GmbH, WeiBenfeld

Bromphenol-Blau, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Diatomeen-Erde, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

DNA-Leiter (100 bp), Promega Corporation, Wisconsin (USA)

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

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

Eisessig, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Ethanol absolut, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Glycerol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Guanidinium-Thiocyanat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

HCI, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Natriumhypochloridldsung ( 4%), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Triton X-100, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Tris (Tri[hydroxymethyl]Jaminlethan), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Tris-Cl, Merck Eurolab, GmbH, Ismaning
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2.8 Reagenzien und Enzyme

AmpliTag Gold ™ DNA-Polymerase (5 U/ul), Applied Biosystems, Weiterstadt

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

DNA Sequencing Kit (Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction enthélt A-, C-,
G-, T-Dye Terminator; dITP, dATP, dCTP, dTTP; Tris-HCI (pH 9,0); MgCl,. thermal
stable pyrophosphatase; AmpliTaqg DNA Polymerase), ABI PRISM™ P.E. Applied
Biosystems

MgCl.-Solution (25 mM), Applied Biosystems, Weiterstadt

PCR Gold Puffer (10 x, enthalt: 150 mM Tris/HCI, ph 8,05, 500 mM KClI), GeneAmp®,
Applied Biosystems, Weiterstadt

Primer ACT 1/2 (50 pmol), Thermo Hybaid Interactiva Division, UIm

Primer LSH 1/2, TCR P1/P2, TCR D1/D2 (50 pmol), Thermo Hybaid Interactiva Division,
Ulm

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

Proteinase K, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Termination ready mix, Applied Biosystems, Weiterstadt
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2.9 Standard Losungen und Puffer

Diatomeen-Erde:

- Diatomeen-Erde 5,0 mg
- H:0 25,0 ml
- HCI (32% w/v) 250,0 pl

Ethidiumbromid-L&sung:
- Ethidiumbromid 0,1 pl
- TAE-Puffer 1,0 ml

GSCN-L6sung (Guanidiniumthiocyanat-Lésung):
- Guanidinium-Thiocyanat 472 ¢

- Tris-Cl (0,1 M; pH 6,4) ad 10,0 ml
- EDTA (0,5 M; pH 8,0) 440,0 pl

- Triton X-100 0,13 ¢
Ladepuffer (6x):

- Bromphenolblau 75 mg

- Glycerol (30 %) 4.5 ml

- Aqua bidest ad 15 ml

TAE-Puffer (20x):

- Tris-Base 242 g
- Eisessig 57,1 ml
- EDTA (0,5 M; pH 8,0) 18,61 ¢
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3 Methoden

3.1 Allgemeines

In dieser Promotionsarbeit wurden spezielle Untersuchungstechniken der
Molekularbiologie eingesetzt. Sie dienten dem Nachweis bestimmter Protozoen und den
durch sie hervorgerufenen Krankheitsbildern. Durch Amplifikation charakteristischer
Zielsequenzen der DNA aus bereits erwdhntem Fundmaterial konnte der Erreger
identifiziert werden. Zur Austestung und Optimierung der Methodik wurden rezente
Proben der Erreger mitgeflhrt.

3.2 Probenentnahme und Probenaufbereitung

Die in der Promotionsarbeit untersuchten Knochenproben stammten aus der
Probensammlung des Instituts flr Pathologie, Klinikum Minchen-Bogenhausen. Dabei
konnte teilweise auf bereits vorhandene DNA-L&sungen zurlckgegriffen werden, in
einigen Fallen wurde aus noch unbehandeltem Knochenmaterial neue DNA extrahiert.
Die Knochensplitter wurden bei Ausgrabungen vor Ort weitestgehend kontaminationsfrei
entnommen. Im Labor wurde dann das Knochenmaterial vor der eigentlichen
Probenentnahme mit 0,5% Natriumhypochloridiésung von anhaftenden Rickstanden
befreit (Abb. 15).

Abb. 15: Sauberung der Knochenoberflache
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AnschlieBend wurde der gereinigte Knochen mit einer Frase abgeschliffen (Abb. 16).

Abb. 16: Frasen

Arbeitsflachen, Gerate und Chemikalien wurden vor und nach jedem Arbeitsschritt
dekontaminiert, da eine Verunreinigung eine differenzierte Betrachtung der Proben
gefahrden und Ergebnisse verfalschen kann. Um an geeignetes Tragermaterial flr die
Extraktion zu gelangen, bediente man sich einer mit Diamant-Trennscheibe bestlckten
Dentalbohrmaschine (Abb. 17).

» il
Abb. 17: Sagen
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Das entnommene Knochenmaterial aus dem Inneren des Knochens wurde mittels einer
Kugelschwingmihle (25 Hz, Retsch MM200, Haan, Germany) zu Pulver verarbeitet
[Haas et al., 2000], das Knochenmehl in Portionen a 1 g in ReaktionsgefaBe geflllt und

bei Labortemperatur gelagert.

3.3 DNA-Exiraktion

1 g Knochenpulver wurde mit 2,0 ml 0,5 mol/| EDTA (pH 8,0) und 25 pul Proteinase K (20
mg/ml) versetzt. EDTA ist ein Chelatkomplexbildner und flihrt besonders in
Zusammenhang mit Ca ?* zu sehr stabilen Komplexen. Ca®* per se besitzt eine sehr
geringe Tendenz Komplexe zu bilden. Proteinase K weist endo- und exoproteolytische
Aktivitat auf.

Das gewonnene Produkt wurde bei Raumtemperatur drei Tage im Rotationsmixer
inkubiert und nach jeweils 24 Stunden wurden weitere 25 pl Proteinase K zugefihrt
[Evison et al., 1997]. Nach einer Zeitspanne von 72 Stunden wurde das Material bei
4000 rpm 15 Minuten zentrifugiert, der die DNA enthaltende Uberstand entnommen, 0,5
ml davon in ein frisches Reaktionsgefa umgefillt und der Rest eingefroren. Die 0,5 ml
Aliquot wurden mit 1 ml GSCN (Guanidiumthiocyanat)- Lésung und 50 ul Diatomeen-
Erde versetzt [Boom et al., 1990]. Diatomeen-Erde besteht maBgeblich aus den Schalen
der Kieselalgen und weist eine hohe Bindungsaffinitat zur DNA auf.

Es schloss sich eine zweistindige Inkubation dieses Reaktionsgemisches im
Rotationsmixer bei Raumtemperatur an.

Nach finfminltiger Zentrifugation bei 13 000 rpm wurde der Uberstand verworfen und
der entstandene Niederschlag nachfolgend zweimal mit 1,5 ml EtOH (70%) gewaschen,
wobei jeweils fir fiinf Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen
wurde. Es folgte die einmalige Spilung mit 1,5 ml Aceton und im weiteren Verlauf die
Trocknung des Niederschlags bei 56 °C fur die Dauer von zehn Minuten.

AnschlieBend erfolgte die DNA-Eluation. Der Niederschlag wurde in 120 pl sterilem
Wasser aufgenommen, im Thermomixer bei 800 rpm, 56 °C und 15 Minuten bearbeitet

und alle finf Minuten aufgeschuttelt und abschlieBend erneut zehn Minuten bei 13000
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rpom zentrifugiert. Wahrenddessen wurden 300 pl Wasser in ein Reaktionsgefal3 mit
Filter (Millipore, Bedford, MA) vorgelegt. Das weitere Prozedere diente dem
Aufkonzentrieren der DNA, welche zum Schluss mit 20 ul Aqua ad iniectabilia versetzt
wurde.

Die gewonnene DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C aufbewahrt.

3.4 Polymerase-Kettenreaktion

3.4.1 Allgemeines

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR) ermdglicht
mithilfe spezieller Enzyme (bis zu 10 kbp) die Amplifikation einer festgelegten DNA-
Sequenz. Dadurch lassen sich beispielsweise Krankheitserreger, Mutationen und
genetisch bedingte Erkrankungen nachweisen. Obligatorisch fir die Herstellung eines
PCR-Ansatzes sind die DNA-Polymerase, die Primer, das DNA-Template, Nukleotide
und Puffer. Jeder neu synthetisierte DNA-Strang dient als Matrize fir einen weiteren
Strang.
Der PCR- Zyklus beinhaltet drei Schritte:
1. Melting (Aufschmelzen der doppelstrangigen DNA bei 96 °C und anschlieBende
Abkihlung in Einzelstrange)
2. Annealing (Primer-Anlagerung an die Komplementér-Sequenz)
3. Elongation (Verlangerung der Primer mit Hilfe einer DNA-Polymerase und
Renaturierung der DNA)
Die Zyklen werden bis zu 45-mal wiederholt. Die dabei verwendete Taq (Thermophilus
aquaticus)-Polymerase verhalt sich auBerst hitzeresistent.
Har Gobind Khorana unternahm 1970 erstmals den Versuch DNA zu amplifizieren. Er
verwendete hierzu zwei flankierende Primer [Kleppe et al., 1971]. Dieser Gedanke
wurde 1985 von Saiki, Ehrlich und Mullis aufgegriffen und weiterentwickelt [Saiki et al.,
1985]. Mullis erhielt fir die Entwicklung der PCR-Methode den Nobelpreis fir Chemie.
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In dieser Arbeit wurde an einer sehr geringen Menge von DNA-Molekilen das Erbgut
von Leishmaniose- und Malariaerregern sowie das von agyptischen Mumien analysiert.
Um Stérfaktoren bei der Amplifikation von aDNA auszuschalten, mussten vor der PCR-
Anwendung zunéchst geeignete Primer gefunden und getestet werden. Bendtigt wurden
Primerpaare, die konservierte Regionen des gesuchten Gens erkennen. Nach
Abschluss der Vervielfaltigung wurde das PCR-Produkt auf ein Agarosegel aufgetragen,
im Elektrophoresegerat aufgetrennt und mit Hilfe von Ethidiumbromid sichtbar gemacht.
Anhand der Gr6Be des PCR-Fragments konnte eine vorlaufige Aussage Uber das
Produkt und dessen Zuordnung zu einem Organismus getroffen werden.

3.4.2 MaBnahmen zur Vermeidung von Kontaminationen

Kontaminationsvermeidung hat duBerste Prioritdt im Umgang mit aDNA. Da diese oft
nur in sehr geringer Menge zu entnehmen und die PCR sehr sensibel ist, kann dies
schnell zu Fehlamplifikationen fihren. Durch standardisierte Methoden wurde in dieser
Promotionsarbeit versucht eine Vervielfaltigung von v. a. rezenter DNA zu vermeiden.
Das sterile Arbeiten begann bereits am Ort der Ausgrabung und wurde in den
Laboratorien fortgesetzt. Es standen flr jeden Arbeitsschritt eigene Raumlichkeiten, ein
pra-PCR-, ein PCR- und ein post-PCR-Labor, zur Verfigung. Jeder dieser Raume
verfligte Uber notwendige Arbeitsgerate, die nach jedem Gebrauch mit Aceton gereinigt
wurden [Hummel et al., 1995]. Fir den Transport der Tubes zwischen den Laboratorien
wurden spezielle Trager verwendet. Die Verbrauchsmaterialien waren frei von DNA und
RNA oder mussten bei Bedarf einer Autoklavierung unterzogen werden. Sterile Pipetten
mit Filterspitzen (Safeseal Tipps, Biozym, Hess. Oldendorf, Germany) verhinderten
weitgehend einen carry-over-Effekt [Zink et al.,, 2001]. Jeder Raum war mit
Schutzkleidung ausgestattet. Oberflachen wurden vor und nach jedem Arbeitsschritt
entweder mit UV-Licht (254 nm) bestrahlt oder mit DNA-ZAP-Lésung behandelt und
Einmalhandschuhe fortwéhrend gewechselt um jeglichen Kontakt mit rezenter humaner
DNA zu vermeiden. Standard war das Mitfihren von Kontrollen (2 Extraktionskontrollen
und 1 PCR- Kontrolle) pro Extraktion.
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3.5 Amplifikation der DNA

Mit der Herstellung des Mastermix begann der PCR-Ansatz. Der Mastermix,

Mengenangaben finden sich in Tabelle 2, bestand aus folgenden Bestandteilen:

e dH20

» 10x PCR-Puffer

*  MgCl; (25 mM)

* dNTP’s (DNA Polymerization mix 20mM/dNTP, 500 pl)
* Primer 1 (Sense, 50 pmol)

* Primer 2 (Antisense, 50 pmol)

*  Ampli-Tag-Gold (Tag-Polymerase, 250 Units)

* DNA-Template

Vor der Zusammenstellung des Mastermixes wurde eine fir die DNA spezifische
Primer-Testung durchgefihrt. Verwendung fanden dabei bereits getestete Primer (in der
Literatur beschrieben) oder es wurden anhand der bekannten Zielsequenzen neue
Primer entworfen. Zur Optimierung der Primer verwendete man DNA aus rezenten
Fallen. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Kreuzreaktionen mit Bakterien oder
Pilzen auftraten. Zudem musste die optimale Temperatur fir die Primer gefunden
werden. Dabei spielten der Guanin-Cytosin-Gehalt (Optimum < 50%) und die Lange des
Primers (Optimum ~23 Nukleotide) eine Rolle [MacHugh et al., 2000; Newton et
Graham, 1994]. Nach der Primertestung wurden die Primer fir die aDNA-Anséatze
verwendet. Bei jeder Amplifikation wurden Extraktions- und PCR-Kontrollen ohne

Zugabe von DNA-Template mitgefthrt.
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3.5.1 Amplifikation von humaner DNA

DNA degradiert schnell nach dem Tod und zerféllt in zahlreiche Fragmente. Diese
bleiben allerdings bei einer GréBe bis zu ~200 Basenpaaren bei altem biologischen
Material Uber einen langen Zeitraum erhalten [Paabo, 1989]. Das humane B-Aktin-Gen
ist ein Multicopygen. Es kommt mehrfach verteilt im Genom vor, ist oft nicht funktional,
aber die genomische DNA-Sequenz des B-Aktin-Gens ist sichtbar. Es dient der Kontrolle
amplifizierbare DNA isoliert und die PCR nicht inhibiert zu haben [Ghossein et al., 1994].
Das B-Aktin-Gen findet man weder in Pilzen noch Bakterien. In dieser Promotionsarbeit
wurde ein 202-Basenpaar groBes Fragment des B-Aktin-Gens bei allen Proben parallel
Die Herstellung des PCR-
Mastermixes mit einem Gesamtreaktionsvolumen von 20 pl zeigt Tabelle 2:

zur Amplifikation der

Erreger-DNA mit amoplifiziert.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Mastermixes

Ingredienz Zielkonzentra- | Volumen pro
tion Ansatz

Puffer 1 fach 2,0 ul

MgClz 2mM 1,6 ul

dNTP 0,2 mM 0,2l

Tag-Polymerase | 0,05 U/ul 0,2l

Primer Act 1 1 pM 0.4l

Primer Act 2 1 pM 0,4

dH0 14,2 pl

DNA ol

34




Die fur die Amplifikation von humaner DNA nétigen Primersequenzen zeigt Tabelle 3:

Tabelle 3: Primersequenzen flr B-Aktin-Nachweis
ACT-1:5- CCT TCC TGG GCA TGG AGT CCT G-3
ACT-2: 5- GGA GCAATGATCTTG ATC TTC-3°

Bei jeweils zehn Proben wurden zwei Extraktions- und eine PCR-Leerprobe mitgefiihrt.
Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch im Thermocycler folgendem Prozess
unterzogen:

Initiale Denaturierung der DNA bei 95°C flr zehn Minuten, anschlieBend bei allen 45
Zyklen jeweils einminitige Denaturierung bei 94°C, Annealing drei Minuten bei 60°C
und Extension drei Minuten bei 72°C [Zink et al., 2001]. Zur weiteren Synthese von noch
nicht fertig gestellten Strangen schloss sich dem letzten Zyklus eine achtminltige Phase
bei 72°C mit abschlieBender Kihlung auf 4°C an.

3.5.2 Amplifikation von Leishmanien-DNA

Eine molekularbiologische Untersuchung des Mumienmaterials half unter Verwendung
von geeigneten Primerpaaren die Erreger-DNA des Leishmanienkomplexes zu
identifizieren. Dabei wurden Primer ausgewahlt, die gezielt ein 120 Basenpaar groBes
Fragment aus der minicircle kinetoplasten DNA der Protozoen amplifizieren [Degrave et
al., 1994; Rodgers et al., 1990]. Die fur die Amplifikation von Leishmanien-DNA nétigen
Primersequenzen zeigt Tabelle 4:
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Tabelle 4: Primersequenzen flr Leishmanien-Nachweis
LSH1:5- GGG TAG GGG CGT TCT GCG AA -3
LSH2: 5’- SSS* CCM** CTA TW***T TAC ACC AAC CCC -3
*S = G+C; "M = A+C; "W = A+T

Hierbei handelt es sich um ein Gemisch von Primern unterschiedlicher Sequenzen.

Die Zusammensetzung des Mastermixes entspricht der in Tabelle 2 unter Verwendung
der in Tabelle 4 aufgelisteten Leishmaniose-Primer.

Das Reaktionsgemisch wurde im Thermocyclergerat unter den gleichen Bedingungen
wie die B-Aktin-PCR durchgefiihrt.

Alle Proben aus dieser PCR wurden reamplifiziert, um geringste Mengen an Erreger-
DNA detektieren zu kdnnen.

3.5.3 Amplifikation von Plasmodien-DNA

In Zusammenarbeit mit dem Tropeninstitut Berlin wurde das Gen Pfcrt (Plasmodium
falciparum Chloroquine Resistance Transporter Gene) zur Amplifikation ausgewahlt, da
dieses Resistenzgen im Gegensatz zu rRNA keine Kreuzreaktionen mit Pilzen hervorruft
und sich dieses als hoch spezifisch fir den Nachweis von Plasmodium falciparum
erweist [Djimde et al., 2001; Fidock et al., 2000]. Andere diagnostische Targets stellten
sich in Bezug auf Mumienproben als unzweckmaBig heraus. Primer, die auf repetitive
Elemente des spezifischen Genoms gerichtet waren, wiesen folgende Primersequenzen

auf:

Tabelle 5: Primersequenzen fir die Outer-PCR

TCRP1: 5’- cgt tta ata ata aat aca cgc ag- 3’

TCRP2: 5’- cgg atg tta caa aac tat agt tac c- 3’
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Tabelle 6: Primersequenzen fiir die Nested-PCR
TCRD1: 5'- tgt gct cat gtg ttt aaa ctt- 3’
TCRD2: 5’- caa aac tat agt tac caa ttt tg- 3’

Die erste Amplifikation, die Outer-PCR, vervielfaltigte eine Gensequenz in einem gréBer
abgesteckten Rahmen. Um eine hdhere Spezifitat dieser PCR zu erreichen, bediente
man sich der Nested-PCR mit den Primern TCRD1 und TCRD2. Bei der Outer-PCR
bildete ein ausgewahlter Sense-Primer (TCRP1) zusammen mit dem Antisense-Primer
(TCRP2) ein 537 Basenpaar langes Fragment. Die Spezifitdt der Sequenz dieses
Fragments wurde mithilfe der Nested-PCR durch Benutzung des Sense-Primers
(TCRD1) und des Antisense-Primers (TCRD2) deutlich erhéht. Aus der Outer-PCR
wurde 1 pl des amplifizierten Produkies enthommen und dem Mastermix der Nested-
PCR beigeflgt. Das Endergebnis war frei von unspezifischen, noch in der Outer-PCR

vorhandenen, Fragmenten. Die Reaktionsansétze zeigt Tabelle 7:

Tabelle 7: Reaktionsansatze fur Outer- und Nested-PCR

Outer-PCR (50 pl):

Bestandteil Volumen Molaritat im Ansatz
H20 38

Puffer 5 50 mM KCiI

MgCl, (25 mM) 2 2,5 mM MgCl,
dNTPs (25 mM jedes) 0,4 4x 200 uM

TCRP 1 (20 uM) 2,5 1 uM

TCRP 2 (20 uM) 2,5 1 uM

Taq 0,3 1,5U
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Nested-PCR (50 ul):

Bestandteil Volumen Molaritat im Ansatz
H>O 35

Puffer 5 50 mM KCiI

MgClz (25 mM) 2,5 mM MgClz
dNTPs (25 mM jedes) 0,4 4x 200 uM

TCRP 1 (20 uM) 1 1 uM

TCRP 2 (20 uM) 1 1 uM

Taq 0,3 1,5U

Das PCR-Programm im Thermocycler fir die Outer-Amplifikation zeigt Tabelle 8.

Tabelle 8: Outer-Amplifikation

Outer
Temperatur
94°C

94°C
56°C
60°C

60°C
10°C

Zeit

5 min

30 sec
30 sec

1 min

3 min

Pause

Zyklus

45 Zyklen
45 Zyklen
45 Zyklen

Nested
Temperatur Zeit

94°C 5 min
94°C 30 sec
48°C 30 sec
60°C 1 min
60°C 3 min
10°C Pause

Zyklus

30 Zyklen
30 Zyklen
30 Zyklen

In der Nested-PCR wurde ein PCR-Produkt mit der Lange von 134 Basenpaaren

amplifiziert.
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3.5.4 Agarosegelelektrophorese

Der Gesamtansatz jeder PCR wurde nach der Amplifikation zur Erfolgskontrolle auf ein
Agarosegel aufgetragen.

Die Gelelektrophorese dient dem Auftrennen von Nukleinsduren. Das amplifizierte
Produkt wurde nach Anfarbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht und
konnte durch die Bestimmung der Gr6Be des Fragments identifiziert werden.

Das AufgieBen der Tragermatrix bendtigte 1x TBE (Triboressigsaure). 900 ml
entmineralisiertes Wasser wurden mit 100 ml 10x TBE Puffer (10x TBE Buffer,
Invitrogen, life technologies) gemischt. Um eine 2%-ige Agarosekonzentration
herzustellen, wurden 200 ml des hergestellten 1x TBEs entnommen und 4 ¢
Agarosepulver (pegGold Universal Agarose Pulver, peglab) hinzugegeben. Nach
Aufkochen in der Mikrowelle wurden 20 pl Ethidiumbromid, ein Fluoreszenzfarbstoff,
hinzu pipettiert. Ethidiumbromid ist hoch toxisch, da es in die DNA interkaliert. Daher
war bei diesem Schritt héchste Sorgfalt wahrend der Arbeit geboten. Nach Abkihlung
wurde die FlUssigkeit in eine Form (10 cm x 5 cm) mit jeweils zwei Kdmmen gegossen.
Ein Kamm besitzt 11 Zahne, welche im Gel die Taschen formen (5 mm x 1 mm). Die
Zahne missen in das Gel eingetaucht sein. War die Agarose nach mindestens 30
Minuten abgekuinhlt, wurde sie in die Elektrophoresekammer gestellt und mit ausreichend
1x TBE Ubergossen. Die erste Tasche wurde mit 5 pl Standard gefillt. Der Standard
bestand aus 80 ul 1x TBE, 10 pl 50 Base-Pair-Ladder und 10 pl Ladepuffer. In jede
weitere Tasche wurden 8 ul des PCR- Produktes und der Leerkontrollen mit 2 pl
Ladepuffer pipettiert. Der Ladepuffer beinhaltete Bromphenolblau. Dies lieB die Lauffront
erkennen.

Durch Einschalten des Gerates wurde ein elektrisches Feld aufgebaut. Die DNA-
Fragmente sind negativ geladen. Bei Nukleinsaduren tragen die Phosphatgruppen die
Hauptladung. Deshalb wandern sie abhangig von ihrer GréBe und Ladung
unterschiedlich schnell Richtung Pluspol. Die Ladung wiederum ist abh&ngig von der
lonenstarke und dem ph-Wert des Puffers. Der Reibungswiderstand wird bestimmt
durch die PorengréBe der Matrix [Knippers et al., 1990]. Der Prozess wurde bei

Raumtemperatur, 100 V, 90 mA gestartet und lief 40 Minuten. Nach Beendigung wurde
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das Gel auf einen UV-Tisch gelegt, der Raum abgedunkelt und die aufgetrennten DNA-
Fragmente beurteilt und photographiert.

3.5.5 Sequenzieren

Sequenziert wurden zur Bestatigung jene Proben, die in der PCR positive Ergebnisse,
d.h. Banden im erwarteten Bereich, gezeigt hatten. Fir die Sequenzierungs-PCR wurde
ein 100 pl Ansatz mit dem jeweiligen auf die Erreger-DNA zugeschnittenen Primer
hergestellt. Das DNA-Template (5 pl) stammte aus der Original-PCR. Die
Konzentrationen und PCR- Bedingungen blieben unveréndert.

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt auf ein 1 %-iges Agarosegel (200 pl 1x TBE, 2 g
Agarosepulver, 20 pl Ethidiumbromid) aufgetragen und, wie oben beschrieben, 40
Minuten bei 100 V im Gelelekrophoresegerat aufgetrennt. Nach Beendigung wurde das
Gel unter dem UV-Licht inspiziert und die passenden Banden zur weiteren Analyse
sorgfaltig mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und in ein DNA-Gel-Extraction-Kit
gegeben. Bei 8000 rpm wurde das Tube zehn Minuten zentrifugiert. Dies diente der
Trennung von DNA und Gel. Im Anschluss wurden der Aufsatz (Sample Filter Cup und
Gel Nebulizer) mit dem dort gesammelten Gel verworfen. Die DNA befand sich nun im
Vial und wurde in das mit 200 pl sterilem Wasser vorgelegte Microcon-PCR-Tube
pipettiert. Erneutes Zentrifugieren bei 11000 rpm fir 15 Minuten folgte. Der Filter wurde
gewendet und in ein neues Tube gebracht. Die folgende Zentrifugation dauerte funf
Minuten bei 11000 rpm. Der Filter wurde verworfen, im Tube befand sich nun die auf 1
ul auftkonzentrierte DNA. Diese wurde mit 10 pl sterilem Wasser verdinnt.

Dem weiteren Prozedere diente der ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequenzing
Ready Reaction Kit, eine Kombination fir PCR und Sequenzierung nach der
Kettenabbruchmethode [Sanger, 1981; Innis et al., 1988]. Folgend wurde zu jeder DNA-
Probe ein Reaktionsansatz mit ,Sense“-Primer und einer mit ,Antisense“-Primer
hergestellt. Der Reaktionsmix bestand aus:
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4 ul Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Mix
6 ul  steriles H,O

2yl 5x Puffer

2,5l ,Sense“-oder ,Antisense“-Primer (2 pM)

5,5 ul DNA aus der Sequenzier-PCR

Damit ergab sich ein Gesamtvolumen von 20 ul. Die Bearbeitung im Thermocycler
begann mit einer anfanglichen Denaturierung der DNA fir drei Minuten bei 96°C, der

sich 25 Zyklen anreihten:

Denaturierung 10 sec bei 96°C
Annealing 5 sec bei 50°C
Extension 4 min bei 60 °C

Die Proben wurden zur weiteren Analyse an die Firma Medigenomics verschickt.

Das Ergebnis der Sequenzen war Uber Internet abrufbar und wurde aus der Datenbank
des NCBI (National Center for Biotechnology Information) mit dem BLAST-Algorithmus
auf Ubereinstimmungen mit Erregersequenzen verglichen. Ergebnisse lagen in Form

von Elektropherogrammen vor.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberblick

Insgesamt wurden 91 Individuen analysiert. Durch Mehrfachextraktionen dieses
Genmaterials entstand ein Pool aus 148 Proben, die alle auf B-Aktin-DNA,
Leishmaniose-DNA und Malaria-DNA getestet wurden.

Die 91 Individuen sind unterschiedlichen Zeitepochen zuzuordnen. Sieben Mumien
stammten aus der pra- bis frihdynastischen Epoche und 42 aus dem Mittleren Reich.
Weitere 42 Mumien wurden der Periode des Neuen Reichs bis zur Spatzeit zugeordnet.
Zu allen DNA-Nachweisen wurden die Primer fir die PCR-Durchlaufe mithilfe von
rezenter DNA getestet und auf die passende Hybridisierungstemperatur optimiert.
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4.2 Nachweis von humaner DNA

Parallel zu allen folgenden Testungen auf Erreger-DNA wurde eine PCR zum Nachweis
des humanen B-Aktin-Gens durchgefihrt. Zweck dieses Vorgehens bestand in der
Kontrolle des Extraktionserfolges einerseits und der Kontrolle der Hemmung der PCR
durch Inhibitoren andererseits. Nicht jede Probe, in der Erreger-DNA identifiziert werden
konnte, beinhaltete gleichzeitig auch den Nachweis von humaner DNA im untersuchten
Skelettmaterial.

In jeder PCR wurden Extraktions- und PCR-Kontrollen mitgefihrt. Bei den
Extraktionskontrollen handelte es sich um Extraktionen, bei denen kein Probenmaterial
eingesetzt wurde, aber zuvor erwahnte Puffer und Materialen verwendet wurden. Bei

der PCR-Kontrolle handelte es sich um den PCR-Mastermix ohne Zugabe von DNA.

Abb. 18: PCR Amplifikation von B-Aktin. Bahn 1: 50bp Standard, Bahn 2-6 Mumienproben,
Bahn 7-8: Extraktionskontrollen, Bahn 9: PCR Kontrolle.
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Bei 91 analysierten Individuen zeigten 46 (49%) positive Banden im erwarteten Bereich
von 202 Basenpaaren (Abb. 18). Die anderen 45 Proben blieben negativ. In zwei der auf

Leishmaniose positiv getesteten Falle konnte auch B-Aktin nachgewiesen werden.

4.3 Nachweis von Leishmanien-DNA

Bei Untersuchungen zum Befall der Mumien mit Leishmaniose zeigten 13 von 148
Proben in der PCR ein Amplifikat in etwa der zu erwartenden GréBe von 120
Basenpaaren (Abb. 19).

120bp

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Abb. 19: PCR Amplifikation von Leishmania DNA. Bahn 1,12: 50bp Standard, Bahn 2-
10, 13- 15: Mumienproben, Bahn16-17: Extraktionskontrollen, Bahn 18: PCR Kontrolle.
Bahn 6 zeigt ein Amplifikat in der zu erwartenden GrdBe von 120bp.
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Diese 13 Proben wurden sequenziert, wobei acht Proben eine lesbare Sequenz
aufwiesen (Abb. 20).

[ TEGET 1GGGE CETT CPGCG » 75 L CCG % ATGRGTGC AG AR AT CLOGT T C D06 CC AR TG ECh ~2 A ATCGG G CCGGE G COG GA
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Abb 20: Sequen2|erung der Leishmania DNA nach PCR Amplifikation.

gb| AF167714. 1| AF167714 Lei shmania donovani i solate MHOM BDY 93/ MASUM 10
ki netopl ast minicircle, sequence
Lengt h=809

Score = 170 bits (188), Expect = 6e-40
Identities = 94/94 (100%, Gaps = 0/94 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 2 GGGTAGGGECGT TCTGCGAAAACCGAAAAAT GGGT GCAGAAATCCCGTTCAAAAATCGEC 61

FECEEEEEEE T Er e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbj ct 713 GGGTAGGGGOGT TCTGOGAAAACCGAAAAAT GGGT GCAGAAATCCCGTTCAAAAATCGGC 772

Query 62 CAAAAAT GCCAAAAAT CGGGT CCGEGEGECEGEGAAA 95

RN RN RN RN RN
Sbj ct 773 CAAAAATGCCAAAAATCGGGTCCGGGGCGGGAAA 806

Abb. 21: BLAST Sequenzvergleich einer Mumienprobe mit vollkommener Ubereinstimmung mit

der Referenzsequenz von L. donovani.

In der anschlieBenden manuellen Vergleichsanalyse der Sequenzen mithilfe des
BLAST-Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool) des National Center for
Biochemical Information der U.S. National Library of Medicine (Abb. 21) zeigten sich
abschlieBend vier Falle mit Leishmaniose spezifischer Sequenz. Von diesen vier Proben

waren zwei positiv und zwei negativ flr B-Aktin (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Probenname mit identifiziertem Leishmania-Erreger

Probe Erreger B-Aktin
TT 196-2-78 Leishmania donovani +
TT 196-MW3 Leishmania donovani -
TT 196-48 Leishmania donovani/ infantum | -
TT 196-2-42 Leishmania donovani/ infantum | +

Von diesen vier positiven Proben konnten zwei eindeutig dem Erreger Leishmania
donovani zugeordnet werden. Bei TT 196-48 und TT 196-2-42 war eine Identifikation der
Leishmanienart nicht mit Sicherheit festzustellen. Ein Sequenzvergleich zeigte, dass
Leishmania donovani an Position 104 ein Nukleotid T aufweist, wahrend bei Leishmania
infantum an dieser Stelle ein Nukleotid C steht.

In den sieben aus der pré- bis frihdynastischen Epoche stammenden Mumien lieBen
sich keine Leishmaniose-Erreger identifizieren. Ebenso gelang bei den 42 Funden aus
der Periode des Neuen Reichs kein Erregernachweis. Von den 42 untersuchten
Individuen aus der Zeit des Mittleren Reiches stammten die oben genannten vier

positiven Falle.

4.4 Nachweis des Leishmanienerregers in einem rezenten Fall

Zur Uberpriifung der Methodik wurde nach Analyse der Mumienproben ein rezenter
Patientenfall mit in das Experiment integriert, um sicherzustellen, dass die gewahlte
Analytik auch tatsachlich ein plausibles Ergebnis zeigen kann (Abb. 22). Dieses
Vorgehen wurde dabei gewahlt, um einerseits eine Plausibilitatskontrolle zu haben,
andererseits jedoch durch die zeitliche Staffelung nach dem Mumienansatz einen carry-
over Effekt und somit eine Kontamination ausschlieBen zu kdnnen. Darlber hinaus
wurde die Vergleichsprobe aus einem in Paraffin eingebetteten Material in einem

getrennten Laborbereich der Molekularpathologie bearbeitet. Ein Kontakt mit
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Leishmaniose fand zuvor in keinem der Labore statt. Der rezente Fall stammt aus dem
Bereich der Molekulardiagnostik des Instituts fir Pathologie des Krankenhauses
Minchen Bogenhausen. Der Patient wurde dort mit Verdacht auf Leishmaniose
eingeliefert und untersucht. Als Erreger konnte Leishmania infantum nachgewiesen
werden, da die Sequenz, wie oben erwahnt, ein Nukleotid C an Position 104 des
untersuchten Genomabschnitts aufwies (Abb. 23).

120bp

Abb. 22: Amplifikation von Leishmania DNA des rezenten Falles. Bahn 1: 50bp Standard, Bahn
2-3 Patientenprobe, Bahn 4-5: Extraktionskontrolle, Bahn 6: PCR Kontrolle.
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L. donovani

1 aaaggcgaaa aataggccaa attcccaaac ttttctggtc ctccgggtag gggcegtictg

61 caaaatcgga aaaatgggtg cagaaatccc gitcaaaaat cggtcaaaaa tgccaaaaat
121 cggctccggg gecgggaaact gggggttggt gtaaaatagg gecgggtggt ggeccggaaat
181 ggctcetggg ctggattggg cttectgggce tggattggge tgaaaccctg gggttggggce
241 ttggttttgg gtgggctgac gtttttttgg tgttttaatg gtttgggtgce ctttgatgtg
301 ggtgttggtt gtgtggcttt agtgggttgg agcetggtgg aggcttgtge tttggtggga
361 ttagtctggt ggggatgctt cggggttact ctacgggtgt ctttgatgat gatggggtgg
421 gttgacttta atgttggggt tagccgatgg tggtcttggg ttggecttag gtggtgatic
481 tctttaatat tgatattaaa ggtaagtgct tggacatatg atatagccat agcgctttag
541 aatagttcga ctccgaagag ccagtctgag gtagtgttaa gtatacatta atctagtata
601 taatttagca tataataact gacattactc gtacactata agtattatgt ttaatatatt
661 gctgtagtat gtatttgtgt gctgtgtgta gtagtaatat ctataccgat atatttatag
721 gttggcgcat actgcagtga attgaaaatt aatgaattgg ggtcgggcetg tggggagatg
781 tcgtaaattt cggaaaatga cggaa

L. infantum

1 aaaggcgaaa aataggccaa attcccaaac ttttctggtc ctccgggtag gggcegtictg

61 caaaatcgga aaaatgggtg cagaaatccc gitcaaaaat cggccaaaaa tgccaaaaat
121 cggctcecggg gecgggaaact gggggttggt gtaaaatagg gecgggtggt ggeccggaaat
181 ggctcetggg ctggattggg cttcetggge tggattgggce tgaaaccetg gggttggggce
241 ttgottttgg gtgggctgac gttttittgg tgttttaatg gtttgggtgce ctttgatgtg
301 ggtgttggtt gtgtggcttt agtgggttgg agectggtgg aggcttgtgce tttggtggga
361 ttagtctggt ggggatgctt cggggttact ctacgggtgt ctttgatgat gatggggtag
421 gttgacttta atgttggggt tagccgatgg tggtcttggg ttggcecttag gtggtgatic
481 fctttaatat tgatattaaa ggtaagtgct tggacatatg atatagccat agcgctttag
541 aatagttcga ctccgaagag ccagtctgag gtagtgttaa gtatacatta atctagtata
601 taatttagca tataataact gacattactc gtacactata agtattatgt ttaatatatt
661 gctgtagtat gtatttgtgt gctgtgtgta gtagtaatat ctataccgat atatttatag
721 gttggcgcat actgcagtga attgaaaatt aatgaattgg ggtcgggcetg tggggagatg
781 tcgtaaattt cggaaaatga cggaa

Abb. 23: Sequenzunterschied zwischen L. donovani und L. infantum. Die Sequenzierung des
rezenten Falles ergab ein Nukleotid C an Position 104 und konnte somit als L.

infantum bestimmt werden.
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4.5 Nachweis von Plasmodien-DNA

Zum Nachweis von Plasmodien wurden die 148 Proben auf das Vorhandensein des
Pfcrt-Gens (Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter Gene)
molekular untersucht. Ein GroBteil der Proben wurde parallel im Tropeninstitut Berlin
(Leiter Prof. Dr. T. Jelinek) freundlicherweise analysiert und die Ergebnisse somit in
einem unabhangigen Labor Gberprift. Nach der PCR zeigten 13 Proben ein Amplifikat in

etwa der zu erwartenden GréBe von 134 Basenpaaren (Abb. 24).

134bp

134bp

Abb. 24: PCR Amplifikation von Plasmodien DNA. Bahn 1,12: 50bp Standard, Bahn 2-11, 13-
16: Mumienproben, Bahn 17-18: Extraktionskontrollen, Bahn 19-20: PCR Kontrollen.
Bahn 6 und 15 zeigen ein Amplifikat in der zu erwartenden GrdBe von 134bp.
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Diese 13 Proben wurden sequenziert, wobei nach Sequenzierung zwei Proben im
Sequenzvergleich als Plasmodium falciparum-Sequenz identifiziert wurden (Abb. 25),
wenngleich bei einer dieser beiden Proben nur eine weitestgehende
Sequenziibereinstimmung festgestellt werden konnte. Bei den restlichen Proben waren
drei nicht lesbar, zwei unvollstandig und sechs Proben stellten sich nicht als
Plasmodium-spezifisch dar. Die zwei unvollstdndigen Sequenzen zeigten lediglich eine
Ubereinstimmung von 30% mit der untersuchten Plasmodium falciparum-Sequenz und

wurden daher nicht als Plasmodium falciparum spezifisch gewertet.

GAGATT EG T TRTTTITRITTARDREODT GITATTRATTTRTED GTGT TGTGT TG T TTTTGCT G CTTT c TTGGT CTRETRCTTIT
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Abb.25: Sequenzierung der Plasmodien DNA nach PCR Amplifikation.

gb| DQL26095. 1| Pl asnodi um fal ci parum i sol ate CHI - HN14 chl oroqui ne resi stance
transporter (crt) gene, partial cds

Lengt h=148
Score = 203 bits (224), Expect = 1le-49
Identities = 116/117 (99%, Gaps = 1/117 (0%

St rand=Pl us/ M nus

Query 1 AAGAGATTAAGGATAATATTTTTATTTATATTTTAAGTATTATTTATTTAAGIGTATGTG 60

FECEEEEEEE T Er e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbj ct 118 AAGAGATTAAGGATAATATTTTTATTTATATTTTAAGTATTATTTATTTAAGTGTATGTG 59

Query 61 TAATGAATAAAA- TTTTGCTAAAAGAACTTTAAACAAAATTGGTAACTATAGITTTG 116

LECEEEEEEEe e tee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 58 TAATGAATAAAATTTTTGCTAAAAGAACT TTAAACAAAATTGGTAACTATAGTTTTG 2

Abb. 26: BLAST Sequenzvergleich einer Mumienprobe mit fast vollkommener

Ubereinstimmung mit der Referenzsequenz von Plasmodium falciparum.
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Nach anschlieBender manueller Vergleichsanalyse der Sequenzen mithilfe des BLAST-
Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool) des National Center for Biochemical
Information der U.S. National Library of Medicine (Abb. 26) konnte in zwei Fallen
Plasmodien-DNA nachgewiesen werden. Diese waren auch beide positiv fur B-Aktin
(Tabelle 10):

Tabelle 10: Probenname mit identifiziertem Plasmodium-Erreger

Probe Erreger B-Aktin
TT 95-158 Plasmodium falciparum +
TT85-2 Plasmodium falciparum +

Die beiden Proben TT 95 - 158 und TT 85 - 2 stammten aus dem Neuen Reich bis
Spatzeit. In der pra- bis frihdynastischen Epoche und wahrend der Zeit des Mittleren
Reiches lieBen sich keine Plasmodien-Erreger identifizieren.
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Promotionsarbeit ist erstmalig der eindeutige Nachweis der humanpathogenen
Erreger der Leishmaniose im alten Agypten lber den archdologisch definierten Zeitraum
von ~3000 Jahren gelungen. Die Sequenzierung des Genomabschnitts machte eine
Differenzierung einzelner Vertreter innerhalb der Stdmme mdéglich, obwohl alle Vertreter
des Leishmaniose-Komplexes eine sehr dhnliche genetische Struktur aufwiesen.
Leishmaniose-Erkrankungen zeigten sich ausschlieBlich in der Zeit des Mittleren
Reiches.

Zudem gelang der Nachweis des Malaria-Erregers Plasmodium falciparum in alten
agyptischen Mumien. Zwar lieferten diese Ergebnisse keine Daten zur Quantitat,
nichtsdestoweniger konnte mithilfe dieser Promotionsarbeit die Frage, ob Malaria fur die
Epoche des Neuen Reiches zuverlassig nachgewiesen werden kann, eindeutig mit ,Ja“
beantwortet werden. Der Nachweis beschrankte sich auf das Neue Reich bis Spatzeit.
Zur vergleichenden Untersuchung diente bei den Leishmaniose-Fallen rezentes Material
aus einem klinischen, spater pathologisch bestatigtem, Verdachtsfall. Dieses eignete
sich, um die molekularen Strategien zur Erregerdiagnostik an historischem Gewebe zu
Uberprifen sowie den Leishmaniose-Komplex zu identifizieren und zu charakterisieren.
Humane B-Aktin-DNA, die ein Marker flir den Erhalt von menschlicher DNA in

Knochenfunden ist, konnte in 46 Fallen (49%) isoliert und amplifiziert werden.

52



5 Diskussion

5.1 Interpretation der Ergebnisse des B-Aktin-Nachweises und der
rezenten Vergleichsproben

Um eine Inhibition der PCR ausschlieBen und damit die Amplifizierbarkeit nachweisen
zu kénnen, wurde mit jeder Erreger-DNA-PCR eine B-Aktin-PCR mitgefihrt.

Aktin ist Hauptbestandteil des mikrofilamentaren Systems in allen eukaryotischen Zellen
und steuert Zellmotilitdtsvorgange [Rommelaere et al., 2004]. Es kommt jedoch nicht im
Genom von Mikroorganismen wie Pilzen und Bakterien vor. Die Struktur verschiedener
Gattungen des Aktinproteins blieb wahrend der Evolution hoch konserviert [Gallwitz et
Sures, 1980]. Die zwei nicht-muskularen Typen des Aktins sind das zytoplasmatische B-
und y-Aktin [Nakajima-lijima et al., 1985].

Das Primerpaar wurde so bestimmt, dass das Amplikon eine Sequenzlange von 202
Basenpaaren besaB. Gerade wegen dieser Kirze der Sequenz und dem mehrfachen
Vorhandensein im menschlichen Genom eignete sich B-Aktin besonders bei der
Untersuchung von aDNA.

Die hier erzielten 45 positiven Ergebnisse von insgesamt 91 Individuen sprechen far
einen guten Erhaltungszustand der aDNA. In anderen Studien, in denen aDNA
untersucht wurde, lag die Isolation und Amplifikation des B-Aktin-Gen bei vergleichbaren
Werten [Zink et al., 2001].

In einigen auf Erreger-DNA positiv getesteten Fallen fanden sich keine Positivnachweise
fur B-Aktin. Dies lasst sich mdglicherweise dadurch erklaren, dass in einem Infektionsfall
die infizierte Person eine groBe Anzahl Erreger in sich tradgt und somit die
Wabhrscheinlichkeit steigt Erreger-DNA zu amplifizieren, selbst wenn keine humane DNA

mehr nachweisbar ist.

Die PCR-Analysen wurden von Untersuchungen an rezenten Féllen (Paraffinproben) zur
Kontrolle der Methodik und zu Vergleichszwecken begleitet. Die Kontrollproben wurden
in anderen Laborbereichen getestet, die streng von den aDNA- Laboren getrennt waren.
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Somit kam es zu keinem Zeitpunkt zu Kontaminationen mit rezenter DNA, da dort zuvor
weder Leishmaniose noch Malaria untersucht wurden. Ein weiterer Beleg flr eine
kontaminationsfreie Untersuchung ist der Nachweis von Leishmania donovani in den
Mumienproben, wahrend die klinische Vergleichsprobe vom Leishmania infantum-Typ

war.

5.2 Interpretation der Ergebnisse zum Leishmaniose-Nachweis

Leishmaniose ist eine durch die Sandmiicke Phlebotomus orientalis Ubertragene
Erkrankung, die sich auf unterschiedliche Art und Weise manifestiert. Sie kann klinisch
unauffallig verlaufen, nur an bestimmten Hautstellen auftreten oder systemische (kutan,
mukokutan oder viszeral) Auspragung finden [Murray et al., 2005]. Die Krankheitsbilder
werden durch die Art des Erregers, namlich durch Leishmania donovani, Leishmania
major und Leishmania tropica bedingt [Morsy et al., 1988].

In dieser Promotionsarbeit konnte erstmals in agyptischen Mumien eindeutig
Leishmania donovani als Krankheitserreger nachgewiesen werden, welcher die
viszerale Leishmaniose hervorruft. Leishmania infantum unterscheidet sich von diesem
lediglich durch den Austausch eines Nukleotids C. In zwei Féllen konnte keine genaue
Zuordnung erfolgen, da hier die Sequenzierung nicht eindeutig gelungen war.

Von 148 untersuchten Proben konnte in vier Fallen eindeutig viszerale Leishmaniose
nachgewiesen werden. Alle stammten aus dem gleichen Grabkomplex TT196 und
lieBen sich dem Mittleren Reich zuordnen. Es konnten keine Félle aus der Pra- und
Frihdynastie und aus dem Neuen Reich bis Spatzeit nachgewiesen werden.

Der Ubertrager der viszeralen Leishmaniose, die Sandmiicke, benétigt einen speziellen
Lebensraum. Diesen findet sie in Akazien- und Balanitenwéldern [Thomson et al., 1999].
Diese Baume gedeihen besonders gut auf lehmiger Erde in trockener und heiBBer
Atmosphare und sind &uBerst widerstandsféhig. Auch Phlebotomus orientalis ist somit
auf heiBes (34-38°C) und trockenes (400-1200 mm Regenfall) Klima angewiesen. Die
erforderlichen Umgebungsbedingungen sind in Agypten nicht zu finden, wohl aber im
Sudan.
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Im Ost-Sudan forderten in den letzten Jahren gehauft auftretende Kala-Azar-Epidemien
mehrere tausend Todesopfer [Elnaiem et al., 1998; Ritmeijer et Davidson, 2003].
Pratlong und seine Kollegen vermuteten, dass der Sudan Ursprungsort der viszeralen
Leishmaniose gewesen sein muss und sich die Krankheit erst von dort weiter nach
Indien ausbreitete und in die Neue Welt gelangte [Pratlong et al., 2001]. Daher |asst sich
die Hypothese aufstellen, dass sich Agypter im Zuge ihrer Handelsreisen im Sudan mit
Leishmaniose infizierten und den Erreger nach Agypten einschleppten und dort ihrer
Krankheit erlagen. Gerade zur Zeit des Mittleren Reiches, in der die vier positiven Falle
nachgewiesen werden konnten, herrschten verstarkt Handelsbeziehungen zum Sudan.
Fir die Mdéglichkeit einer Krankheitsiibertragung im Sudan spricht weiter die Klinik der
viszeralen Leishmaniose. Sie ist gepragt von einer langen Latenzperiode, die Wochen
bis Monate dauern kann [Herwaldt, 1999]. Somit konnte die Krankheit erst in Agypten
zum Ausbruch gekommen sein.

Die vier an Leishmaniose Erkrankten der 42 untersuchten menschlichen Uberreste aus
dem Mittleren Reich weist auf eine hohe Inzidenz von 9,3% hin. Dies lasst per se auf
eine damals groBe Anzahl an Infektionsféllen schlieBen.

Da es sich im untersuchten Fundmaterial um aDNA, die sich in einem Teil der Falle
nicht mehr amplifizieren lieB, handelt und dies eine sichere Bestimmung und ein
Auffinden des Erregers erschwert, ist von einer noch gréBeren Anzahl von Infizierten
auszugehen. Unter Umstanden herrschte gerade zu dieser Zeit im Sudan eine

Epidemie.

Noch heute ist die Leishmaniose eine Erkrankung der d&rmeren Gesellschaftsschichten
[Murray et al., 2005]. Dies lasst sich u. a. auf die schlechte Behausung und fehlende
Medikamente zuriickfiihren. Ohne geeignete Therapie, die den Agyptern damals noch
nicht zur Verflgung stand, verlauft die viszerale Leishmaniose meist todlich. Die
Versorgungslage wahrend der Periode des Neuen Reiches war erheblich besser als zur
Zeit des Mittleren Reiches [Zink, 2003]. Unter Umstanden konnten genau aus diesem
Grund keine Félle aus dem Neuen Reich nachgewiesen werden, sondern ausschlieBlich
Falle aus dem Mittleren Reich. Demzufolge spielen die Umgebungsbedingungen der
geféhrdeten Personen mindestens eine ebenso wichtige Rolle wie die medikamentdse

Therapie.
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Einen weiteren Gesichtspunkt zum Infektionsrisiko mit Leishmaniose beschreibt eine
Untersuchung wéhrend eines Kala-Azar-Ausbruchs in einem sudanesischen Dorf 1995-
2002. Dort waren fast alle Bewohner mit dem Erreger infiziert, aber nur bestimmte
Familien und ethnische Gruppen erkrankten manifest [Bucheton et al., 2003]. Bucheton
und seine Kollegen wiesen einen signifikanten Zusammenhang zwischen Kala-Azar und
einem Genort auf Chromosom 2212 nach und vermuteten einen weiteren auf
Chromosom 20g23-g24. Infolgedessen kdnnte die hohe Inzidenz im Grabkomplex TT196
auf eine erhdhte genetische Pradisposition flr viszerale Leishmaniose hinweisen, die
z.B. in einem familidren Kontext zu sehen ist.

Der Anstieg mit Leishmaniose infizierten Patienten in der heutigen Zeit Iasst sich auf
Koinfektionen mit dem HIV-Virus zurlckfihren. Im Osten Afrikas wird eine weitere
Zunahme der Leishmaniose erwartet [Desjeux & Alvar, 2003]. SchlieBlich ist
anzunehmen, dass schon im alten Agypten Koinfektionen existierten, die das
Immunsystem geschwécht haben. Koinfektionen konnten bereits durch Amplifikation von
Tuberkulose-Erregern in weiteren Publikationen des hiesigen Instituts im selben

Fundmaterial bestatigt werden [Zink et al., 2005].

5.3 Interpretation der Ergebnisse zum Malaria-Nachweis

Ziel war es mit einer moglichst sensitiven Methode Plasmodien-Arten in Mumien durch
ein Amplikon in der GréBe von 134 Basenpaaren nachzuweisen. Von den 148 molekular
untersuchten Proben zum Nachweis von Plasmodien konnten 13 nach der PCR als
moglich positiv eingestuft werden. Zum Ausschluss falsch positiver Proben nahm die
Sequenzierung einen hohen Stellenwert ein. Nach Sequenzierung und anschlieBendem
BLAST-Vergleich konnte sicher in einem Fall eine Ubereinstimmung der Sequenz mit
Plasmodien-DNA nachgewiesen werden. In einer weiteren Probe konnte nur eine
weitestgehende Sequenzibereinstimmung festgestellt werden.

Die betrachtliche Zahl an positiven Verdachtsfallen nach der PCR-Durchfihrung lasst
sich auf eine unspezifische Amplifikation von beispielsweise Pilzsequenzen oder

anderen Fremdsequenzen zurlckfihren.
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Mit ahnlichen Problemen hinsichtlich aDNA sahen sich auch andere Autoren konfrontiert
[Taylor et al., 1997; Sallares et Gomzi, 2000]. Sie hatten mithilfe einer hemi-nested-PCR
zwei menschliche Rippen unterschiedlicher Individuen auf den Erreger Plasmodium
falciparum untersucht. Das Untersuchungsmaterial war jedoch nur 60 Jahre alt, d.h. im
paldopathologischen Sinne sehr ,jung“, so dass ein noch sehr guter Erhalt von DNA
vermutet werden kann. In einer Mumie aus der Spétzeit Altagyptens (der so genannten
Granville-Mumie aus Gurna/Theben-West; ~700 v. Chr.) hingegen fanden die oben
genannten Autoren keine aDNA-Spuren des Erregers mit Hilfe der von ihnen
entworfenen Primer, obwohl Miller und Kollegen (1994) bei eben dieser Mumie mittels
immunologischem Test ein Plasmodium-falciparum-Antigen nachgewiesen haben wollen
[Miller et al., 1994]. Anzumerken ist, dass beide Untersuchungen der Granville-Mumie
auf Fundmaterial aus einem Muskel beruhten und der zur Diagnostik von Miller und
Kollegen eingesetzte ParaSight-F-Test als vergleichsweise sehr unspezifisch fir
paldopathologisches Untersuchungsmaterial gewertet wurde [Sallares et Gomzi, 2000].
Die Schwierigkeit aDNA von Plasmodium falciparum nachzuweisen, lag bisher darin,
dass das Primersystem fir altes Material zu unspezifisch war und folglich vermehrt
Fehlamplifikate aufgezeigt wurden [Herberth, 2004].

Demgegenitber wurden die in der hier vorliegenden Studie verwendeten Primer fir
rezente Diagnostikfalle entwickelt, um akute Infektionen feststellen zu kénnen.
AnschlieBend wurden sie nach optimaler Anpassung an der aDNA angewandt.

In dieser Promotionsarbeit wurde ausschlieBlich Knochenmaterial verwendet, da dieses
stabil gegenlber mechanischen Einflissen und widerstandsfahig gegenlber
Dekomposition ist.

Ein GroBteil der Proben wurde zugleich im Tropeninstitut Berlin untersucht. Das positive
Resultat der zwei Mumien wurde zudem durch die anschlieBende Sequenzierung und
den Sequenzvergleich bestatigt. Beide Falle waren Proben aus dem Neuen Reich bis
Spatzeit. Zwar lieferten diese Ergebnisse keine Daten zur Quantitat, nichtsdestoweniger
konnte mithilfe dieser Promotionsarbeit die Frage, ob Malaria flr die Epoche des Neuen
Reiches zuverldssig nachgewiesen werden kann, eindeutig mit ,Ja“ beantwortet werden.
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Gerade wahrend des Neuen Reiches bliihnte der Handel. Agypten erlebte eine relativ
sorgenfreie Zeit. Die Bevdlkerungsdichte wuchs und um einen ausreichenden
Nahrungsvorrat flr die zahlreichen Bewohner sicherzustellen bedurfte es einer
erfolgreichen Ernte. Diese konnte in den trockenen Gebieten Agyptens nur durch die
Bewésserung der Béden gewahrleistet werden. Die feuchten Acker eigneten sich jedoch
auch als ideales Reservoir fur Brutstatten der Anophelesmucken. Wurden in Zeiten von
Unruhen die bedeutsamen Bewasserungsanlagen durch Feinde zerstért, verwandelte
sich zusatzlich fruchtbares Ackerland in  Sumpfgebiet. Die periodischen
Uberschwemmungen des Niltals beglinstigten zusétzlich die rasche Expansion der
Anophelesmucken.

Bereits Plinius der Altere beschrieb in seiner ,Naturalis historia“ die Malaria tropica als
,eine alte und haufige Plage der Agypter. Der Versuch sich vor dieser Erkrankung zu
schitzen, bestand in der Anrufung der Gétter, v. a. von Horus, und der Ddmonen, sowie
im Tragen von Amuletten [Winkle, 1997]. Eine ~3000 Jahre alte babylonische Tontafel
weist mit dem Wort ,Fieberfliege® darauf hin, dass schon damals ein Zusammenhang
zwischen der Erkrankung und einer Anhaufung der Mucken bekannt war.

Der Ursprung des Erregers wird weiter diskutiert. Escalante und Kollegen (1995) sowie
Qari mit Kollegen (1996) vertraten die These, dass sich Plasmodium falciparum vor vier
bis zehn Millionen Jahren von Plasmodium reichenowi, einen Schimpansen befallenden
Erreger, abgespalten hat. Sallares und Gomzi sprachen von einem einige tausend Jahre
jungeren Ursprung, da sich Erreger und Wirt gemeinsam weiterzuentwickeln scheinen
und Plasmodium falciparum noch immer fir den Menschen Uberaus gefahrlich ist. Setzt
man also eine jungere Abstammung voraus, so gibt es einerseits einen
demographischen Erklarungsansatz, der davon ausgeht, dass der Erreger aus einer
geographisch begrenzten Population hervorging, und andererseits einen Ansatz, der die
natlrliche Selektion eines Stammes favorisiert [Rich et al., 1998]. Der geographische
Ansatz vermutet den Ursprung in den afrikanischen Tropen. Von dort kénnte sich der
Erreger innerhalb der letzten 6000 Jahre in die subtropischen und tropischen Regionen
der ndrdlichen Halbkugel ausgebreitet haben.

Die gemeinsam gewachsene Erreger-Wirt-Beziehung flhrte beim Menschen durch
wiederholte Epidemien in einigen Gebieten zu erworbener Immunitat gegen den Erreger

(z.B. Sichelzellandmie). Dies kdnnte einst im alten Agypten von Bedeutung gewesen
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sein, wodurch sich die letztlich geringe Anzahl an Plasmodien-DNA-haltigen Proben
erklaren lieBe. Aber auch der Erreger unterliegt stdndigen Mutationen. Sehr schnell
kann dieser Resistenzen gegen Medikamente, wie z.B. Chloroquin, entfalten.
Verschiedene Gene sind mit Medikamenten-Resistenz bei Plasmodium falciparum in
Zusammenhang gebracht worden [Rich et al., 1998]. Resistenzen traten auch bei dem
Vektor, der Anophelesmiucke, auf. Nach dem zweiten Weltkrieg entwickelte das Insekt in
einigen Regionen nach nur temporarem Rlckgang Resistenzen gegen das Insektizid
DDT. Diese genetischen Mutationen erschweren weitere Behandlungsstrategien.

In dieser Promotionsarbeit ist es trotz der derzeit noch nicht ganzlich ausgereiften
Methodik gelungen Plasmodium falciparum in Mumien nachzuweisen. Weitere Studien
werden erforderlich sein noch zielgerichtetere Primer oder Gene fir die Amplifikation zu
entdecken. Um ein besseres Verstandnis und Behandlungsstrategien gegeniber dem
Erreger zu erzielen, ist es von Bedeutung kinftig weiter dem Ursprung des Erregers und

seiner Evolution nachzugehen.

5.4 Einschrankungen der Analyse

5.4.1 Material und Lagerungsbedingungen

Die hier untersuchte aDNA wurde aus Skelettmaterial 1&ngst verstorbener Individuen
gewonnen.

Im Allgemeinen degradiert DNA bereits kurz nach dem Tod, bei Mumien ist sie zumeist
bis auf eine Lange von 200 Basenpaaren abgebaut [Paabo, 1989]. Durch fehlende
Reparaturmechanismen der aDNA, Strangbriiche und Fehlkodierungen ist eine
Destruktion unaufhaltsam [Hansen et al., 2001; Hoss et al., 1996]. Zudem erklaren sich
die geringe Haltbarkeit sowie die Fragmentierung der DNA durch die Zersetzung durch

Enzyme und die Besiedelung mit Mikroorganismen.
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Diese Faktoren und das in Mumien nur noch sparlich existente Gewebe erschwerten die
DNA-Extraktion.

Deshalb wurden die Proben aus Knochenmaterial entnommen, da dieses hydrophob,
hart und widerstandsfahig gegentber Dekomposition ist. Aus den Knochenfunden
konnte haufig nur eine sehr geringe Konzentrationsmenge an DNA, die als
Ausgangssubstanz flr das weitere Procedere eingesetzt werden konnte, isoliert werden.
Experimentell erfasst wurden aDNA-Fragmente mit einer GréBe von nur wenigen 100
Basenpaaren, da diese aufgrund der Klrze eine gréBere Haltbarkeit gewéhrleisten
[Lassen et al., 1994]. Diese wurde unter anderem auch durch Mumifizierung intensiviert.
Zur Einbalsamierung wurde Natron verwendet, welches dem Koérper Wasser entzieht,
den ph-Wert ansteigen lasst und somit fir eine schnelle Austrocknung des Gewebes
sorgt [Brier, 1998].

Einige Autoren stellen Ergebnisse im Umgang mit aDNA in Frage, da Experimentieren
mit aDNA ein hohes Risiko fur falsch positive Resultate durch Amplifikation von Fremd-
DNA in sich birgt [Zink et Nerlich, 2003]. Deshalb soll hier auf einige Aspekte der
Kritikpunkte eingegangen werden. Marota und Mitarbeiter beispielsweise, Kritiker im
Umgang mit alter DNA, hegten Zweifel an der Authentizitdt von aDNA, da diese ihrer
Meinung nach im Zuge des heiBen Wustenklimas degradiert und deshalb nur eine
maximale Haltbarkeit von 700-800 Jahren erreicht [Marota et al., 2002]. Hohe
Temperaturen beschleunigen in der Tat den DNA-Zerfall, ebenso Bodenfeuchte,
Luftfeuchtigkeit, radioaktive Strahlung und ein niedriger ph-Wert [Zink et al., 2002].
Dennoch konnte insbesondere in altdgyptischem Mumienmaterial ein wesentlich
besserer Erhalt der aDNA nachgewiesen werden als bisher angenommen [Zink et
Nerlich, 2003]. HeiBes trockenes Klima, wie es bei Wistenbestattungen zu finden ist
(Abb. 27), flhrt zu einer schnellen Austrocknung der Kérper und Gewebe.
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Abb.27: Blick auf das Grabungsareal

Die mangelnde Fahigkeit des Wistenbodens Feuchtigkeit zu speichern und die
Einbalsamierung mit Natron unterstitzen die Exsikkation zusétzlich. Der ph-Wert, dem
eine groBe Rolle beim Erhalt des Gewebes zugeschrieben wird, kann seine beste
konservierende Wirkung auf aDNA im neutralen Bereich entfalten. All diese Argumente

sprechen far einen verwertbaren Erhalt der aDNA und die Akzeptanz von Ergebnissen.

Auch Untersuchungen anderer Wissenschaftler widersprechen der Ansicht Marotas.
Krings und seinen Kollegen gelang es bereits 1997 aDNA aus 30.000-100.000 Jahre
alten menschlichen Uberresten zu isolieren [Krings et al., 1997].

Zusammenfassend lasst sich ein geeignetes Mikroklima in den Grabstatten feststellen,
das fur den Erhalt der aDNA von gréBtem Vorteil ist und eine erfolgreiche Identifikation
der aDNA ermdglicht (Abb.28). Es verhindert den schnellen Abbau, verursacht durch
Oxidation, Luftaustausch und Hydrolyse. Zwar hydriert DNA durch ihre Hydrophilie
selbst in trockener Umgebung und fihrt dadurch zu DNA-Schaden, dennoch hélt sich
der Schaden an der DNA durch den trockenen Aufenthaltsort wahrend der gesamten

Liegezeit in Grenzen.
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Abb. 28: Bild einer vollstandigen Mumie.
In den Grébern herrschten Temperaturen von
15-25°C. Tief unter der Erde, bestattet in
Felsengréabern, fielen die menschlichen
Uberreste keiner Uberflutung zum Opfer. Das
umgebende Klima war also trocken und kuhl,
ideal fur einen guten Zustand der DNA [Zink et
Nerlich, 2003].
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5.4.2 Kontamination

Bereits bei der Exhumierung der Knochen vor Ort bestand die Gefahr der
Kontamination. Um initialer Kontamination vorzubeugen, hatte die Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. Nerlich selbst das Material sichergestellt und war dabei mit gréBter Sorgfalt
vorgegangen.

In den Laboren bildeten das Arbeitspersonal per se und Aerosole haufige
Kontaminationsquellen, die es zu vermeiden galt, da rezente DNA wesentlich besser
erhalten ist und durch Anhaften an Reagenzglasern oder Pipetten zu Amplifikationen mit
falsch positivem Ergebnis flihren kann.

Pathogene Keime konnten als Quelle weitestgehend ausgeschlossen werden, da diese
in den Laboren weder untersucht noch amplifiziert wurden. Labore, in denen rezente
Infektionsfalle bearbeitet wurden, lagen in getrennten Bereichen des pathologischen
Instituts und wurden mit duBerster Vorsicht untersucht. Einen Beweis flr das prazise
und kontaminationsfreie Vorgehen lieferte der in den Skelettgeweben der Mumien
identifizierte Erreger, denn dieser erwies sich als Leishmania donovani, wahrend die
klinische Vergleichsprobe vom Leishmania infantum Typ war.

Alle Reagenzien wurden DNA- und RNA-frei geliefert. Falls nétig wurde das
instrumentelle Equipment einer Autoklavierung unterzogen. Um Kreuzkontaminationen
auszuschlieBen, wurden ausschlieBlich sterile Filterspitzen (Biozym, Oldendorf
Deutschland) verwendet.

Waéhrend jeder Extraktion wurden zwei Leerkontrollen und bei jeder PCR zwei Negativ-
Kontrollen mitgefuhrt. Extraktionen oder PCRs mit positiven Kontrollen wurden nicht
weiterverwendet.

Durch die genannten VorsichtsmaBnahmen und durch die strikte rAumliche Trennung
der Arbeitsplatze sowie durch stédndigen Wechsel der Handschuhe und durch das
Mitfihren von Kontrollen wurde eine Verschleppung von Fremd-DNA, sogenannter
,2Carry-over-Effekt“,  weitestgehend  unterbunden. = Zudem  wiesen parallele
Untersuchungen der Malaria-DNA sowohl in Minchen wie auch in Berlin identische

Ergebnisse auf.
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5.4.3 Methoden

Die hier angewandte Extraktionsmethode ist sehr sensitiv und detektiert DNA bis in den
Nanogrammbereich hinein. Zudem hat sich in den zahlreichen Vorarbeiten gezeigt, dass
sie sich besonders fur mumifiziertes Fundmaterial eignet.
Die Amplifikation der DNA mittels PCR ist eine sehr spezifische Methode zur Analyse
der DNA. Bereits ein sehr geringer Anteil von aDNA ist ausreichend zur Erzeugung
gréBerer Mengen eines DNA-Abschnittes. Trotz geringer GrdBe von nicht mehr als 200
Basenpaaren weist das Fragment eine hohe Spezifitit auf. Kehrseite dieser
spezifischen Methodik kann die nicht erwinschte Amplifikation von Fremdmaterial sein.
Ein weiterer Stoérfaktor in der PCR kdnnen Inhibitoren sein. Diese zeigen unter
Umstanden falsch negative Ergebnisse an, die durch das Fehlen von Primerdimeren
und unspezifischen Amplifikationsprodukten charakterisiert sind. Inhibitoren kénnen der
Tag-Polymerase-Inhibitor, der Kollagen-I-Inhibitor, Mikroorganismen oder z.B.
Abbauprodukte sein.
Da in dieser Promotionsarbeit erfolgreich DNA amplifiziert werden konnte, ist dieser
Schwachpunkt also auszuschlieBen. Um festzustellen, ob die DNA amplifizierbar war
und nicht gehemmt wurde, fliihrte man parallel zu der PCR der Erreger-DNA eine PCR
mit B-Aktin durch. Die Ausbeute bei Amplifikation von B-Aktin-DNA in altdgyptischen
Proben lag bei ca. 50%, wie bereits in vorhergehenden Arbeiten gezeigt wurde [Zink et
al., 2001]. Eindeutige Erregerbestimmungen resultierten ausschlieBlich durch
Sequenzierung in Kombination mit ,BLAST“. Da Agarosegele nur eine ungeféhre
GréBenbestimmung zulassen, wurde in dieser Promotionsarbeit zur Sicherstellung
positiver PCR-Ergebnisse nach jeder PCR sequenziert. Die nach der Sequenzierung
resultierende geringere Anzahl an Positivproben lasst sich durch Fehlamplifikationen
anderer Sequenzen erklaren, die anschlieBend durch Sequenzierung herausgefiltert
wurden. Mithilfe des BLAST-Algorithmus konnten die PCR-Produkt-Sequenzen mit den
Zielsequenzen verglichen und analysiert werden.
Aufgrund des hohen Alters der analysierten DNA kam es zu unspezifischen und
unvollstandigen Amplifikationen, die etwa im Bereich der FragmentgréBe lagen und es
entfiel in einigen Féllen die eindeutige Zuordnung zu einem Organismus. Bei geringen
Unterschieden in der Basenabfolge war die Spezieszuordnung hoch. Unterschiedliche
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Basen traten gehauft an den Stellen auf, an denen sich die Erregerarten von Natur aus
stark unterschieden.

Die PCR-Ansatze wurden in Zusammenarbeit mit dem Tropeninstitut Berlin
experimentell erfasst.

Zusammenfassend ermdglichte der in dieser Promotionsarbeit beschriebene
molekularbiologische PCR-Ablauf mit anschlieBender Sequenzierung eine direkte
Identifizierung der Erreger. Mithilfe der PCR konnte nach Extraktion aus Gewebeproben
und gezielter Amplifikation charakteristischer Genomabschnitte aDNA nachgewiesen
werden. Bisher war es zwar gelungen Plasmodium falciparum mittels PCR in rezenter
DNA nachzuweisen [Taylor et al., 1997], die Methodik zum Nachweis von Plasmodium
falciparum in alter DNA aber musste erst verbessert werden. Dies ist in der vorliegenden

Arbeit gelungen.

5.5 Ausblick

Durch die geringe Anzahl an verfigbarem Biomaterial in Form &gyptischer Mumien
kénnen nur Einzelfalluntersuchungen durchgefihrt werden. Eine ausgedehntere Menge
an Untersuchungsmaterial kénnte in Zukunft weiteren Aufschluss lber die Expansion
der Erreger im alten Agypten geben und neue Evolutionstheorien erméglichen.

Die Auswirkungen der Infektionskrankheiten Leishmaniose und Malaria auf die damalige
Bevdlkerung bleiben bis zu ihrer vollstandigen Klarung Ziel weiterer Untersuchungen.
Um weitere Fortschritte in diesem Bereich der Paldopathologie zu erzielen sind ein
prazises Arbeiten und die Verbesserung der Arbeitsschritte, wie z.B. die Erforschung
spezifischerer Targets im Genom des Erregers die wichtigste Voraussetzung um die
Aussagefahigkeit der Ergebnisse zu steigern. Durch Ausreifung der Methoden kénnen in
Zukunft weitreichende Kenntnisse Uber paldopathologische Infektionskrankheiten wie
Malaria und Leishmaniose in alten menschlichen Knochenfunden erzielt werden.
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6 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Publikationen (ber das Genom des
Malariaerregers Plasmodium falciparum sowie des Leishmanioseerregers Leishmania
donovani und die aus diesen neuen  Erkenntnissen  resultierenden
Behandlungsstrategien verdffentlicht. Uber die Existenz dieser Erreger vor einigen
tausend Jahren konnten hingegen bislang nur Vermutungen angestellt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand paldopathologisch molekularbiologischer
Untersuchungen an Mumienskelettmaterial Auftreten und Haufigkeiten von
Leishmaniose- und Malariaerkrankungen nachzuweisen und diese verschiedenen
agyptischen Epochen zuzuordnen, um ein besseres Verstandnis fir die Pathogenese,
Ubertragung und Biologie der Erreger gewinnen zu kénnen.

Ausgangsmaterial waren 148 Proben von 91 Mumien- und Skelettfunden aus den
beiden altagyptischen Hauptstadtnekropolen von Abydos (pra-/frihdynastische Periode)
und Theben-West (Mittleres Reich, Neues Reich bis Spatzeit).

Im Zentrum der Arbeit stand die Identifizierung der Erreger mittels molekularer
Untersuchungsmethoden. Dazu mussten neuartige molekulare Diagnoseverfahren
modifiziert und optimiert werden, um sie an degenerierter alter DNA anwenden zu
kénnen. Nach Extraktion der aDNA aus dem Knochenmehl des Fundmaterials folgte die
gezielte Amplifikation charakteristischer Genomabschnitte der humanen- und Erreger-
DNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion unter Auswahl spezifischer Primer. Eine
anschlieBende Sequenzierung und ein BLAST-Algorithmus-Vergleich dienten dem
Ausschluss falsch positiver Proben und der Bestatigung des Nachweises alter DNA des
Leishmanien- und Plasmodien-Komplexes.

Aus vier von 42 dem Mittleren Reich stammenden Proben konnte erstmalig der Erreger
Leishmania isoliert werden. Eine genaue ldentifikation fihrte bei zwei Proben zum
eindeutigen Nachweis des Erregers Leishmania donovani. In den anderen zwei Proben
musste auf eine definitive Zuordnung der Spezies verzichtet werden, da sich Leishmania
donovani und Leishmania infantum in nur einem Nukleotid C (Stelle 173) voneinander
unterscheiden. Im Fundmaterial der pradynastischen Epoche und des Neuen Reiches
bis in die Spéatzeit konnte kein Leishmanioseerreger nachgewiesen werden.
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In einer Probe aus dem Neuen Reich gelang die Identifikation von Plasmodium
falciparum. Zwar konnte keine Aussage Uber die zahlenmaBige Ausbreitung von Malaria
im pharaonischen Agypten getroffen werden, jedoch gelang in dieser Arbeit auch der

Nachweis des Auftretens der Malaria tropica im alten Agypten.
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8 Anhang Untersuchungsmaterial

Probe Fundort Material Morphologie B-actin
B 16 4a N (A2) Abydos/B-Friedhof BWK leichte Knochenreaktion WK-Deckplatte -
T-N H(A1) Abydos/Den Nord Halde LWK unauffillig +
DEN T-NW Abydos/Grab Den Kalotte unauffillig -
DEN-T-00 Abydos/Grab Den Kalottenfragment unauffillig -
DEN-T-NNO Abydos/Grab Den LWK (eingesintert, zerbrochen) -
DEN-T-O Abydos/Grab Den LWK unauffillig -
Den-Zw Abydos/Grab Den -
QW5 (A3) Abydos/Grab Qa'a BWK leichte Knochenreaktion und Loch WK-Deckplatte +
Q-W Abydos/Grab Qa'a B
U-ZW Abydos/Semerchet +
U-475 Abydos/U-Friedhof LWK (stark eingesintert) -
U-503 Abydos/U-Friedhof LWK (stark eingesintert) +
U-559 Abydos/U-Friedhof Wk +
DAN 117 DAN -
DAN 121 DAN Langknochendiaphyse unauffillig -
DAN 24 DAN Fibula (Auflagerungen) +
DAN 37 DAN LWK (eingesintert) -
DAN 41 DAN

DAN 92a DAN BWK (eingesintert) +
DAN 94 DAN Fibula/LWK (Auflagerungen)/eingesintert -
DAN 0 DAN Osteolyse +
DAN C DAN Felsenbein unauffillig -

76




DAN E DAN Felsenbein unauffillig

DAN 7 DAN KO1.1 LWK (Osteophyten)

DAN 2 DAN KO01.12 BWK Spondylose

DAN LWK DAN KO1.12 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
DAN 14 DAN KO01.12 K A3 Humerus i Osteopenie

DAN 1 DAN KO01.12 S Al Langknochen Ausgedehnte Auflagerungen
DAN 7 DAN KO01.12 S A3 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
DAN 8 DAN KO01.12 S A9 LWK Spondylose, stark

DAN 9 DAN KO01.12 S A9 LWK Spondylose, stark
DAN1.4-3 DAN KO01.4 Tibia Verdickung Diaphyse
DAN1.4-6 DAN KO01.4 LWK Spondylitis/Einsinterung
DAN All DAN KO01.8 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
DAN A4 DAN KO01.8 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
DAN AS DAN KO01.8 BWK unauffillig

DAN KW-E DAN KO01.8 FuBlknochen unauffillig

DAN KW-F DAN KO01.8 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
DAN S6 DAN KO01.8 Schidel flachige Auflagerungen
DAN S7 DAN KO01.8 Calotte/Orbita Cribra/ flachige Auflagerungen
DAN S8 DAN KO01.8 Calotte Schlagdefekt/ Cribra

DAN WK DAN KO01.8/ K01.12 LWK Spondylose, leicht

DAN M2 DAN K02.2 Tibia + Fibula ausgedehnte Auflagerungen
DAN M3 DAN K02.2 Talus evt. Pilzbefall der Weichteile
DAN M4 DAN K02.2 FuBlknochen unauffillig

DAN M5 DAN K02.2 Tibia/Talus Flachige Auflagerung Tibia
DAN 3 DAN K93.11 Felsenbein unauffillig
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DAN 33 DAN K93.11 BWKI12/LW1 verblockt/eingesintert
DAN 50(KM) DAN K93.11 Lunge/ BWK/Muskel Pleuraladhisionen

DAN 6 DAN K93.11 Felsenbein unauffillig

DAN 74 DAN K93.11 Orbita Cribra

DAN 75 DAN K93.11 Kalotte Hyperostose

DAN M1 DAN K93.11 LWK unauffillig

DAN M2 DAN K93.11 BWK unauffillig

DAN M7 DAN K93.11 LWK unauffillig

DAN 106 DAN K94.1 LWK Spondylolyse

DAN 22 (vorher 32) | DAN K94.1 LWK Spondylose

DAN 31 DAN K94.1 LWK Deckplatte leicht eingesintert
DAN 1 (PC 21) DAN K95.1 Zahn apikaler Prozef3

DAN 18 DAN K95.1 Herz unauffillig

DAN 1-PC66 DAN K95.1 Gewebe unauffillig

DAN 21 DAN K95.1 Muskel/Blase unauffillig

DAN 46 DAN K95.1 WK Spondylose/Einsinterung
DAN C1-PC20 DAN K95.1 Psoas unauffillig

DAN PC3 DAN K95.1 Felsenbein unauffillig

DAN PC50 DAN K95.1 Gewebe unauffillig

DAN S3 DAN K95.1 Felsenbein unauffillig

DAN-? DAN K95.1 LWK (fok. Ldsion)

TT183-20 THEBEN/TT183 Lunge/Darm/Blasé Pleuraladhisionen
TT183-29 THEBEN/TT183 LWK Knochenumbau ventraler Rand
TT183-KW THEBEN/TT183 Felsenbein unauffillig

TT183-OW THEBEN/TT183 LWK unauffillig
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TT183-S3 THEBEN/TT183 Felsenbein unauffillig

TT183-S4 THEBEN/TT183 Felsenbein unauffillig

TT183-T45b THEBEN/TT183 Felsenbein unauffillig

TT196/101 THEBEN/TT196 LWK Spondylose, schwer
TT196/104 THEBEN/TT196 BWK eingesintert

TT196/132 THEBEN/TT196 LWK Spondylose, mittel
TT196/137 THEBEN/TT196 BWK Spondylitis/Einsinterung
TT196/148 THEBEN/TT196 LWK Spondylitis/Einsinterung
TT196/23 THEBEN/TT196 LWK Spondylose, schwer
TT196/48 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/80 THEBEN/TT196 LWK Destruktion WK-Decke
TT196/89 THEBEN/TT196 LWK Spondylose, schwer
TT196/93 THEBEN/TT196 LWK Spondylose, schwer
TT196/94 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/96 THEBEN/TT196 BWK Spondylose, leicht
TT196/M5 THEBEN/TT196 Fingerknochen unauffillig

TT196/MW1 THEBEN/TT196 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW10 THEBEN/TT196 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW11 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW12 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW13 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/ MW 14 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW15 THEBEN/TT196 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW16 THEBEN/TT196 BWK leichte Einsinterung
TT196/MW17 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
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TT196/MW18 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW19 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW2 THEBEN/TT196 BWK Spondylose, stark
TT196/MW20 THEBEN/TT196 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW3 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW4 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW5 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW6 THEBEN/TT196 BWK Spondylitis/Einsinterung
TT196/ MW7 THEBEN/TT196 LWK Spondylitis/Einsinterung
TT196/MW8 THEBEN/TT196 BWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196/MW9 THEBEN/TT196 LWK Leichte Kno-Reak. ventral
TT196-2/144 THEBEN/TT196 Talus Arthrose

TT196-2/152 THEBEN/TT196 BWK eingesintert

TT196-2/182 THEBEN/TT196 BWK eingesintert

TT196-2/202 THEBEN/TT196 LWK Spondylitis/Einsinterung
TT196-2/25 THEBEN/TT196 BWK eingesintert

TT196-2/42 THEBEN/TT196 LWK Spondylitis/Einsinterung
TT196-2/78 THEBEN/TT196 Axis Verwachsung
TT196-2/82 THEBEN/TT196 Os occipitale T. interna Impressionen
TT196-2/S13 THEBEN/TT196 Os parietale unregelmiBige Oberfliche
TT-M163 THEBEN/TT196 LWK Spondylitis/Einsinterung
TT-Ma THEBEN/TT196 LWK Spondylose, leicht
TT-Mb THEBEN/TT196 LWK Spondylose, leicht
TT453-14 THEBEN/TT453 Organ unauffillig

TT453-15 THEBEN/TT453 WKs Verblockungen
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TT453-9 THEBEN/TT453 Zahn/ Auge Paradontose +
TT84-3 THEBEN/TT84 Gehirn unauffillig -
TT84-4 THEBEN/TT84 WK Osteodestruktion ventral +
TT84-70 THEBEN/TT84 WKSs + Lunge Spondylitis ?7(+)
TT85-2-? THEBEN/TT&85-2 Schidelfragment (Spong. occip.) -
TT85-2-12 THEBEN/TT85-2 Mittelfinger unauffillig -
TT85-2-120 THEBEN/TTS85-2 WK (verbacken, Exostose?) -
TT85-2-21 THEBEN/TT85-2 LWK/H7-B1 Spondylose/Verblockung +
TT85-2-22 THEBEN/TTS85-2 HWS unauffillig +
TT85-2-35 THEBEN/TT85-2 Kalotte (Hyperostose) +
TT85-2-36 THEBEN/TT&85-2 Kalotte part. Hyperostose? -
TT85-2-37 THEBEN/TTS85-2 HWK (Osteophyten) -
TT85-2-48 THEBEN/TT85-2 Schédelknochen unauffillig +
TT85-2-51 THEBEN/TTS85-2 LWK Verblockung ?7(+)
TT85-2-61 THEBEN/TTS85-2 HWS unauffillig -
TT85-2-A THEBEN/TT85-2 Schidelfragment (Spongiosierung) -
TT85-2-B THEBEN/TT85-2 Schidelfragment (Hyperostose) -
TT85-3-PC70 THEBEN/TTS85-3 Niere rechts unauffallig -
TT95-122 THEBEN/TT95 Lunge rechts nicht kollabiert +
TT95-13 THEBEN/TT95 FuB3wurzel leichte Knochenreaktion +
TT95-158 THEBEN/TTO95 Humerus Arthritis +
TT95-164 THEBEN/TT95 Rippe Auflagerung -
TT95-169 THEBEN/TT95 Humerus 1i Osteomyelitis dist +
TT95-171 THEBEN/TT95 HWS (verblockt, destruiert) -
TT95-20 THEBEN/TTO95 Haut/WT unauffillig -
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TT95-202 THEBEN/TT95 Schidelknochen (neonat) unauffillig -
TT95-28 THEBEN/TT95 Rippe Auflagerung +
TT95-2-A THEBEN/TT95 Schidelfragment unauffillig +
TT95-2-B THEBEN/TT95 Haut/WT unauffillig -
TT95-34 THEBEN/TTO95 Clavicula Periostitis +
TT95-35 THEBEN/TTO95 Rippe Auflagerung +
TT95-40 THEBEN/TT95 Lunge links Pleuraladhisionen +
TT95-41 THEBEN/TTO95 HWK Spondylitis +
TT95-44 THEBEN/TTO95 Fulwurzel leichte Kochenreaktion +
TT95-8 THEBEN/TTO95 Haut unauffillig -
TT95-PC148/3? THEBEN/TTO95 Haut unauffillig -
TT95-PC95-15 THEBEN/TT95 Haut unauffillig -

82




9 Lebenslauf Bettina Lucie Schraut

Personliche Daten

Geburtsdatum:
Geburtsort:
Staatsangehorigkeit:
Familienstand:

Eltern und Geschwister:

Schulausbildung

Sept. 1987 - Aug. 1991
Sept. 1991 - Juni 2000
Juni 2000
Hochschulausbildung
April 2002 - Juli 2004
Miirz 2004

Okt. 2004
Feb. 2007 - Feb. 2008

Mai 2008

Auslandsaufenthalt

Jan. 2001 - Feb. 2002

Wissenschaft

Okt. 2004

Praktika

Juli - Sept. 2000
Juli - Aug. 2004

01.06.1981

Miinchen

Deutsch

ledig

Mutter: Dr. C. Seibert-Schraut, Fachérztin fiir Allgemeinmedizin
Vater: R. Schraut, Regisseur

Bruder: J. Schraut, Medizinstudent

Grundschule an der Forellenstra3e in Miinchen
Michaeli-Gymnasium Miinchen
Allgemeine Hochschulreife

Studium der Humanmedizin an der Georg-August-Universitit,
Gottingen (Vorklinik bis einschlieBlich 1. klinisches Semester)
Arztliche Vorpriifung (Physikum)

Studium der Humanmedizin an der TU in Miinchen
Praktisches Jahr

(1.Tertial: Chirurgie, Biirgerspital Solothurn, Schweiz)
(2.Tertial: Innere Medizin, KH Bogenhausen, Miinchen)
(3.Tertial: Psychiatrie, Klinikum Rechts der Isar, Miinchen)
Arztliche Priifung

Aupair, Washington, D.C., USA

Dissertation : Thema: ,,Paldopathologische Untersuchungen
parasitirer Erkrankungen mit molekularer Analyse von
ancientDNA zum Nachweis von Plasmodien und Leishmanien*
Forschungsgruppe Prof. Nerlich, Pathologisches Institut des
Klinikums Miinchen Bogenhausen

Krankenpflegepraktikum im Krankenhaus Miinchen-Bogenhausen
Famulatur in der Gyniékologie im KH Miinchen-Neuperlach

83



Sept. 2004
Juli - Aug. 2005
Juli - Sept. 2006

Berufliche Erfahrungen
April 2005 - Aug. 2005
Sept. 2005 - Jan. 2007

Aug. 2008 — Okt. 2008
Seit Okt. 2008

Besondere Kenntnisse
Sprachen

EDV

Personliche Interessen

Reisen
Sport

Famulatur in der Pathologie im KH Miinchen-Bogenhausen
Famulatur in der Dermatologie und Venerologie, LMU, Miinchen
Famulatur in der pidiatrischen Praxis Dr. Hirte, Miinchen

Nachtwache, Klinikum Rechts der Isar, TU-Miinchen
Aufwachraum, Anisthesie/Chirurgie LMU Innenstadt, Miinchen
Assistenzirztin in der Schreiber-Klinik Miinchen
Assistenzarztin fiir Innere Medizin am Klinikum Miinchen
Bogenhausen

Englisch: sehr gute Kenntnisse in Schrift und Sprache
Franzosisch: Grundkenntnisse
MS-Office: Word, Windows, Excel, Access, Powerpoint, SAP

Stiadtereisen, Nord- und Siidamerika
Skifahren, Wandern, Tennis, Schwimmen, Fitnessstudio

84



10 Danksagung

Mein ganz besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. A. Nerlich fur die Bereitstellung des
Themas und Arbeitsmaterials. Er hat mir bei der Durchflihrung der Arbeiten in
seinem Institut jede nur erdenkliche Hilfe zukommen lassen und mir dartber hinaus

interessante und lehrreiche Einblicke in das Fachgebiet der Pathologie erméglicht.

Weiterhin méchte ich mich sehr herzlich bei meinem Betreuer Herrn PD Dr. rer. nat.
A. Zink bedanken ohne dessen Wissen, seine Ideen und seine konstruktive Kritik
mein Forschungsprojekt niemals soweit gekommen wére.

Er stand mir bei der Durchfiihrung der Arbeiten jederzeit beratend und helfend zur
Seite sowohl in menschlicher wie auch in wissenschaftlicher Hinsicht. Er hat meine

Arbeit mit hohem Zeitaufwand und viel Engagement betreut.

Dem Tropeninstitut Berlin unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. T. Jelinek,
insbesondere Frau Dr. S. Dittrich, und der Firma Medigenomics danke ich fir die

wertvolle Zusammenarbeit.

Ich danke Herrn Oberarzt Dr. H. Rohrbach dafiir, dass er nicht nur in
fachspezifischen, sondern auch in privaten Gesprachen immer wieder fir den
nétigen Ansporn gesorgt hat. Zudem danke ich Frau S. Lésch, die mir mit ihren

Erfahrungen immer tatkraftig zur Seite stand.

Ich danke meinen Eltern und meinem Freund nicht zuletzt fur ihre
zahlreichen Korrekturvorschlage zu Form und Inhalt der vorliegenden Arbeit.

85



86



