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REZUMAT

In etapa Il a proiectului PCCA-1153b contract 229/2013 (perioada 1 ianuarie - 31 decembrie
2014) au continuat cercetarile demarate in anul 2013.

Grupurile de antropologie fizica (P1 si P2) continud analiza loturilor receptionate in anul 2013 si
a celor receptionate in anul 2014. Analizele antropometrice constituie analize preliminare care
evidentiaza cazurile speciale ce vor primi prioritate in ceea ce priveste analizele moleculare. In
Anexele |l ale acestui raport stiintific sunt date ca exemplu cele mai relevante necropole studiate din
punct de vedere a antropologiei fizice In cadrul etapei |1 a proiectului si pentru care a fost redactat
un raport pentru echipa de arheologi.

Cele mai relevante rezultate moleculare obtinute in cadrul acestei etape au fost evidentiate in
cadrul studiilor 1-VII ce formeaza Anexa 1. Dintre acestea, amintim: 1. optimizarea unel metode de
atribuire mai sigurd a varstei la momentul decesului folosind tehnica FTIR (Fourier Transfor
Infrared Spectroscopy), confirmarea prin analize genetice a unui diagnostic de tuberculoza (studiu
pentru care la finalul etapei | nu existau decdt rezultate preliminare), identificarea primelor
haplogrupuri mitocondriale de Epoca Bronzului si medievale din diverse necropole de pe teritoriul
Roméniei (Capidava, Mireasa - Constanta; M10 din Curtea de Arges; copilul nou-ndscut din
Malaiesti). Majoritatea hapl ogrupurilor mitocondrial e caracterizate pentru popul &tile istorice pana in
acest moment sunt forme genetice rare, sau relativ rare in populgia moderna ceea ce ridicd noi
intrebari despre contributia acestora la alcatuirea structurii genetice a populatiei moderne.

Tot in aceastad etapa a continuat efortul de datare radiometrica si de analizare a izotopilor stabili
de Csi N, cu rezultate in curs de interpretare.

Tn cadrul proiectului, Tncepand cu finalul acestei etape au fost demarate patru doctorate (3
biologie, 1 arheologie) cu subiecte din aria tematica vizatd de proiect.
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SINTEZA REZULTATEL OR OBTINUTE iN PERIOADA IANUARIE — DECEMBRIE 2014

Obiectivele etapei 11 sunt:

1. Documentaresi schimburi stiintifice
(vezi lista de participari la conferinte si deplasarile de documentare)

2. Investigaii paleo-osteologice
(vezi Anexelell)

3. ADN vechi — secventializare si genotipare
(vezi Studiile 1-V1I)

4. Andlizeizotopi stabili ai carbonului (C) si azotului (N), pentru caracterizarea dietei
(2014 - datari radiometrice si analiza izotopilor stabili de C si N in cadrul
studiilor I1, 111, VII)

5. Analize complementare (SEM, spectroscopie etc.)
(vezi studiilel, 11, V)

6. Sapaturi arheologicesi procesarea inventarului material
(vezi deplasarile pe santiere arheologice)

7. Studii de arhiva
(studiul VI)

Obligatiile asumate de partenerii proiectului prin semnarea Actului Aditional nr. 2 din 2014
pentru acesta etapa sunt:

1. Depunerearaportului anual aferent etapei 11 \
2. Depunerearaportului stiintific aferent etapei 11 N
3. Depunerearaportului financiar aferent etapei 11 N
4. Participarealaconferinte stiintifice 28

Tn plus faa de indicii asumati au fost publicate 8 articole in reviste indexate in baze de date
internationale, acceptat spre publicare 1 articol n reviste indexate in baze de date internationale,
publicat 1 articol in revistd in curs de indexare in bazele de date (primul numar in anul 2014) si
publicat 1 articol (proceedings) Tn volumul unei conferinte internationale (Arheovest, decembrie
2014, Timisoara).

A fost organizat, la Cluj-Napoca, in data de 7-8 noiembrie 2014, Workshopul ,,Abordarea
bioculturala si stiintele biomedicale” care a oferit studentilor arheologi si biologi oportunitatea de
a observa procedurile practice aplicate in laboratoare de antropologie fizica si moleculara, de a
demara un schimb de idei Tntre oameni formati in discipline umaniste si reale si a identifica
posibilitati de colaborare.

Tncepand cu lunile octombrie 2014, respectiv noiembrie 2014 au demarat 4 doctorate (3
biologie, 1 arheologie) cu subiecte din aria acoperita de proiect.



Studiul I,
Utilitatea spectroscopiei FT-IR in determinarea randamentului extractiei de
ADN din oase ar heologice

Populatia analizata Tn acest studiu apartine unei necropole de 1angéd satul Mireasa din
comuna Silistea, judetul Constanta si apartine Epocii Bronzului, defunctii fiind ingropati Tn
pozitie fetald (chircitd), pe o parte (Figura 1). Pentru a afla varsta exacta a acestora, unul dintre
indivizi afost testat prin radiometrie.

Datarea cu *C arat4 ca proba testatd apartinea unui individ care a murit intre anii 2580 si
2490 1.e.n, perioada ce coincide cu epoca timpurie a bronzului pe teritoriul Romaniei.

Tn acest studiu, notareaindivizilor este

urmatoarea:
M2-A M7-G
M3-B Mlla-H
M4-C M1lb-J

M5a-D M115A - K
M5b-E M160 -L
M6 - F



Fig.1. Fotografiile celor 11 morminte din necropola Mireasa care au fost atribuite Epaocii
Bronzului. Toate scheletele sunt asezate n pozitie chircita.

Dupa analiza markerilor de sex si varstd (creastd nucala, proces mastoid, margine
supraorbitald, glabeld, si eminentd mentala, precum si a markerilor de pe oasele coxale, dar si
lungimea unor oase lungi) observabili la scheletele indivizilor necropolel Mireasa, Epoca
Bronzului, afost facuta o aproximare a varstei acestora la momentul mortii, precum si o atribuire
cét mai exacta a sexului (Tabel 1). Astfel, majoritatea ramasitelor apartin unor barbati, exceptie
facand (M5a - D), de sex feminine. Indivizii studiati au varste variate, de la nou-nascut, copii,
tineri si adulti. Tn cazul M5b (E), unde e vorba de osemintele unui infans, nu au putut fi
caracterizafi markerii amintiti mai sus din cauza slabei reprezentari si conservari a oaselor (Tabel
1).

Tab.1. Vdorile aproximative ale varstei indivizilor din necropola Mireasa, sexul lor, valoarea
medie a starii de reprezentare (scorul 3 Tnsemnand ca peste 75% din os este disponibil, 2 —
aproximativ 50%, 1 — sub 25% si scorul 0 — pentru oasele lipsa ) si procentul de oase disponibile
calculat pe baza starii de reprezentare.

Numar R Arore SIEID 6 Procentul de oase
mormant Cod individ Sex Varsta reprezentare salvate din individ
(medie)
M2 A M 20-23 ani 1.296875 32%
M3 B M 26-70 ani 0.65625 16%
M4 C M 15-25 ani 2.265625 57%
M5a D F 11-15 ani 0.953125 24%
M5b E ? bebelus ? 2

M6 F M 17-19 ani 0.28125 7%
M7 G M 33-42 ani 1.15625 29%
M11A H M 21-53 ani 1.65625 1%
M11B J M 7-12 ani 0.546875 14%
M115A K M 20+ ani 1.328125 33%
M 160 L M 26-39 ani 2.4375 61%

Dupa cum se observa din tabelul 1, valoarea medie a starii de reprezentare a scheletelor
este Tn mare parte sub 50%, ceea ce reduce mult acuratetea determinarii varstei si sexului, multe
dintre portiunile cu rol de marker de diagnostic lipsind. Pentru o confirmare absolutd a sexului se
pot face analize moleculare, Tnsa varsta mortii este deocamdata o informatie ce nu poate fi
verificata si confirmata prin metode de biologie moleculard. Analizele spectroscopice, insa,
manifesta un potential puternic in cresterea acuratetii determinarii varstei.

Spectroscopia FTIR si rolul ei Tn analiza oaselor arheologice

Indicii FTIR folositi pentru evaluarea diagenezei osoase

IRSF

Istoric, primul indice FTIR folosit pentru evaluarea cristalinitatii hidroxiapatitei a fost
“functia de despicare’ (splitting function), un raport arie/arie caracteristic despicérii degenerative
a peak-ului de la 600 cm™ propriu indoirii antisimetrice a fosfatului odatd cu sporirea ordinii
atomilor (Termine si Posner, 1966). Uneori numit “‘index de cristalinitate’ — CI, alteori “factor de
despicare in infrarosu” — IRSF (Infrared splitting factor), raportul dintre suma absorbantelor
valorilor celor doua peak-uri ale despicaturii si valoarea corespunzatoare vaii dintre ele
(AsgstAgos)/Asgg codifica informatii referitoare la gradul de diageneza al unui os. Cu cét faza



organica a osului este degradata chimic sau microbiologic, reteaua minerala din jurul ei sufera si
ea disolutii, mai ales ale cristalitelor mai mici si mai instabile din punct de vedere termodinamic,
care se vor recristaliza pe suprafata cristalelor deja existente, mai mari si mai stabile, conform
conditiilor fizico-chimice discutate mai sus. Nielsen-Marsh si Hedges (2000) afirmau ca cele
doua procese, disolutia si recristalizarea pot participa impreuna la cresterea valorii IRSF. Astfel,
cristalinitatea creste, si chiar daca la nivel macroscopic nu se observa diferente, reorganizarea
microscopica poate fi urmarita cu ajutorul acestui parametru (Rogers si colab., 2010). O corelare
directa intre IRSF si marimea medie a cristalitelor a fost aratatd de Truman si colab. (2004),
impreuna cu o modificare Tn forma cristalitelor odata cu maturarea, de la o forma planara inspre
una aciculara: 163 x 28 x 5 nm (Bernasi colab., 2004).

Mai multe colective au calculat IRSF pentru os modern in comparatie cu oasele
arheologice pe care le studiau laacel moment, aratand o crestere clara a valorii indicelui odata cu
degradarea osului: 2.7 — peste 3 (Mdller si colab., 2011); sub 2.8 — intre 2.7 si 3.4 (Trueman si
colab., 2004); 3.4 — intre 3.5 si 3.8 pentru un loc de Tnmormantare si intre 3.1 si 4.6 pentru un
altul (Lebon si colab., 2010); 2.6 — 3 (Nielsen-Marsh si Hedges, 2000) si Berna si colab., (2004)
au evidentiat o gama si mai larga de valori: ntre 2.6 si 3 pentru oase in vivo, pana la 3.4 pentru
oase putin afectate la suprafata solului, pana la 4.1 pentru oase fosile si un IRSF de 7 a fost
determinat pentru fosile puternic alterate (Figura 2). Pentru comparatie, IRSF pentru
hidroxiapatita sintetica este 5.4. O explicatie pentru care cristalinitatea intr-un os poate fi mai
mare decét intr-o hidroxiapatita standard va fi data imediat.
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Fig.2. Valori ale IRSF si gradul de recristalizare pentru diferite tipuri de apatite. Apatita
carbonatata exogena este mineralul ce se formeaza cel mai des prin reactia intre fosfatul eliberat din
degradarea materiei organice si carbonatul de calciu prezent in sedimente. (din Berna si colab.,
2004)

Cand structura chimica originala a apatitei geologice este alterata, intregul complex va fi
mai destins (mai lax), mai solubil si deci mai putin cristalin, asemenea alterari se intampla cand
COs inlocuieste partial PO4 sau OH, sau cand Ca este substituit de alti atomi, ca Na sau Mg.



Figura 3 arata spectre ale unor tipuri distincte de diageneza, graficul negru corespunzand unui os
depozitat Tn mediu carbonatat (vezi peak-ul masiv a carbonatului, de la 1415 cm™): se observa
slaba despicare a peak-ului la 595 — 605 cm; sustinand explicatia de mai sus. Situatia opusé
pentru hidroxiapatita este atunci cand OH este inlocuit de un atom de flor. Floroapatita
[Cayo(PO4)s(F)2] este chiar mai strans impachetata fara gruparea hidroxil, conferind mineralului
insolubilitate, cristalinitate si rezistentd la pH mic, cu un IRSF de pani la 7. Tn os, hidroxiapatita
carbonatatd leaga florul, devenind francolitd [Cayo(PO4CO3)s(F)2], un mineral cu un peak
specific de absorbtie Tn infrarosu, la 1096 cm™, usor de recunoscut pe spectru prin ‘umarul de
francolitd’ de langa peak-ul principal al fosfatului. Graficul rosu din Figura 3 este un exemplu de
spectru al unui os care a absorbit flor, avand distinctivul umar de francolita si un IRSF mai mare,
dupd cum despicarea de la 600 cm™ sugereaza.
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Fig.3. Exemple de spectre de absorbtie FTIR ale unor oase cu tipuri de diageneza diferite (discutie
n text) (imagine proprie)

Tntr-un sit arheologic s-a observat c& oasele indivizilor inmormantati in zona cu sol mai
umed a sitului prezentau semne de francolitd (King si colab., 2011), ceea ce se explica prin
afinitatea mare a florului pentru apa (Greenwood si Earnshaw, 1998). Fosilele foarte vechi, ca
cele de dinozauri, au IRSF de aproape 7 si un continut crescut de flor, atfel nu ar fi putut
supravietui in timp (Bernasi colab., 2004).

Totusi, nici un IRSF mic si nici un timp de depozitie scurt nu se pot corela cu o
conservare bund a organicului, caci toti ceilalti factori descrisi mai sus depasesc contributia
véarstei cronologice (Weiner si Bar-Y osef, 1990). Hagelberg si colab. (1991) ofera un exemplu in
acest sens: o groapa comuna din perioada Razboiului Civil nu a avut randament la obtinerea de
ADN pentru analize genetice, insa un cimitir saxon mai vechi decét precedentul a dus la rezultate
ADN interpretabile. Nici Salamon si colab. (2005) nu au reusit sa gaseasca o corelare intre
randamentul amplificarii ADN si varsta probei, insa Allentoft si colab. (2012) subliniazé c& daca
toate celelalte variabile ar fi constante, conservarea ar fi o functie de timp, asa cum ne asteptam,
conform datelor de chimie fizica pura.



CIP

‘Continutul de carbonat’, masoara raportul absorbtiilor peak-urilor CO3/PO, de la 1415 si
1035 cm™ respectiv. Wright si Schwartz (1996) au stabilit o bun& corelare intre raportul C/P si
procentul de masa (wt%) al COs> mésurat prin eliminarea de CO, la disolutie acida.

C/P este un parametru disputat, mai ales in domeniul etichetarii izotopice, orice carbonat
exogen din tesutul osos examinat ducand la rezultate gresite legate de varsta geologica, migratii,
dietd, clima (King si colab., 2011).

Tn ceea ce priveste diageneza, raportul C/P aratd doar raportul cantitativ Tntre anioni. El
poate creste in timp, daca concentratia carbonatului Tn mediu este mare, astfel inclinand balanta
echilibrului termodinamic Tmpotriva tendintei naturale a hidroxiapatitei de a elimina carbonatul.
Asemenea cazuri vor prezenta pe spectru un peak specific calcitului la 712 cm™ (Figura 5), dacé
calcitul reprezinta minim 3% din mineralul osului (3% fiind limita de detectie) (Nielsen-Marsh si
Hedges, 2000; Mdiller si colab., 2011). O valoare C/P mica indica pierderea COj3 prin disolutie
si/sau absorbtia de PO, Tn structura cristalind; deci o valoare medie, de os modern, a indicelui
C/P intr-un os antic indica Tnspre ambele procese: (a) o depunere de calcit (CaCOg) in si pe 0s Si
adsorbtie pe suprafata cristalelor de apatita, si (b) o crestere locala a perfectiunii cristalitelor prin
fixarea PO, (Nielsen-Marsh si Hedges, 2000).

Lebon si colab. (2010) au argumentat problema valorii fluctuante a raportului C/P pentru
probe arheologice prin existenta mai multor procese ce contribuie la valoarea lui finala, indicele
variind ntre 0.15 si 0.35, pe cand probele moderne au o deviatie standard mult mai mica, cu o
valoare medie a C/P de 0.28.

Indicele C/P ridica niste probleme din cauza vibratiilor organice C-H carora li se
suprapune frecventa de absorbtie cu cea a gruparii CO3, ducand la o supraestimare a carbonatul ui
odata cu continutul de matrice organicd (Truman si colab., 2004). Tn Figura 5, spectrul probei
carbonatate are si un peak Tnalt la Amida | (Amida | este legatura C=0 din lantul polipeptidic),
sprijinind aceasta observatie.

CC

‘Continutul de colagen” — CC este indicele ce masoara conservarea proteica a matricei
osoase, calculata ca raportul valorilor de absorbtie ale amidei | si fosfatului (A1e40/A1035). Vaori
de 0.2 corespund la 15 wt% material organic in os, si un CC de 0.8 — la 30 wt% (Truman si
colab., 2004). Cu cat semnatura proteicd este mai puternica, cu atat fractiunea organica a
supravietuit mai bine trecerii timpului intr-un anumit os.

Nielsen-Marsh si Hedges (2000) au aratat o corelare intre CC si IRSF explicata prin
stransa legatura dintre matricea minerala si cea organica, pierderea materialului organic ducand
la disolutia mineralului, corelare neobtinuta si de Lebon si colab. (2010), probabil din cauza ca
lotul investigat de acestia avea si alti factori care au influentat valorile indicilor, ca prezenta
florului.

Deplasarea peak-ului v,PO,

Un alt indice, propus de Lebon si colab. (2010), este deplasarea unei benzi de absorbtie a
fosfatului de la 960 cm™ Tnspre 963 cm™, deplasare corelatd liniar cu pierderea carbonatului i
cresterea perfectiunii retelei cristaline, odatd cu excluderea ionilor straini. Acest indice pare sa
fie mai sensibil la pierderea carbonatului si modificari ale tensiunii in reteaua minerala decéat
IRSF, care se referda mai ales la marimea cristalelor. Unele probe au avut acest peak deplasat si
peste 963 cm™, dar numai acompaniat de un continut crescut de flor, care confera floroapatitei
mai multd ordine atomica decéat are hidroxiapatita.

Apatitele dopate cu ioni caBa?*, Mn?*, Sr** au acest peak deplasat sub 960 cm™, aritand
ca acest indice ar putea fi folosit pentru detectarea substitutiilor ionice Tn reteaua minerala de-a
lungul diagenezei (Thomas si colab., 2007).



Concluzi

Procesul de diageneza afecteaza ambele componente ale tesutul osos, fractiunea minerala
trecadnd prin disolutii si recristalizéri succesive, in timp ce partea organica suferd degradare
chimica si digestie microbiana. Procesele de diageneza ale celor doua componente osoase sunt
interdependente, ele “protejandu-se” una pe cealalta.

ADN nu poate fi observat a priori in oasele antice, deci estimarea lui se face pe baza altor
componente, mai accesibile (minerala si proteica).

Din spectrele FTIR se pot obtine date privind marimea cristalitelor din os
[(565+605)/588], raportul carbonat/fosfat (1415/1035), continutul de colagen (1640/1035), dar si
alte informatii, ca prezenta fluoroapatitei sau a calcitului.

Prin interpretarea informatiilor oferite de spectroscopia FTIR privind diferite oase,
molecularistul poate alege osul cel mai potrivit pentru a extrage ADN si a avea un randament céat
mai bun n procesele ulterioare (PCR, Q-PCR, secventiere).

Corelarea indicilor FTIR cu concentratia de ADN extras

Pentru fiecare proba de extractie de ADN din fiecare individ au fost calculati indicii
IRSF, C/P, CC. Datele indica o corelare clara intre valoarea concentratiei de ADN extras (citita
prin spectrometrie UV) si cei 3 indici. Raportul C/P si continutul de colagen CC sunt direct
proportionale cu cantitatea de ADN extras, iar indicele IRSF este Tn relatie inversa (Figura 4.F —
individul M6-F). Corelarea nu este la fel de evidenta la toti indivizii, dar proportionalitatea
inversa a IRSF ramane valabila Tn mai multe cazuri (Figura 4.B — individul M3-B). De precizat
este faptul c& gradul de corelare intre date se mentine doar cand se analizeaza cate un individ pe
rand, astfel ca la combinarea datelor intre indivizii B si F graficul nu mai are aceeasi simetrie
(Figura 5). IRSF isi mentine invers proportionalitatea fatd de C/P si CC, insa relatia acestora cu
concentratia de ADN extras din probe nu se pastreaza la compararea inter-individuala, fapt ce se
explica prin conditiile diferite in care au fost depozitate oasele. Chiar daca toti indivizii studiati
aici provin din aceeasi necropola si conditiile climatice de-a lungul secolelor au fost aceleasi
pentru toate scheletele, este posibil ca proprietatile solului si hidrologia locala sa fie diferite chiar
si la distante de cativa metri.
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Fig.4. Corelarea direct proportionald a indicilor C/P si CC si invers proportionala a IRSF cu
concentratia de ADN extras. F = individul M6, B = individul M3. Pe axa absciselor sunt probe
din oase diferite. Indicii nu sunt reprezentati in valori absolute.
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Fig.5. Corelarea indicilor cu concentratia de ADN dispare atunci cand se compard indivizi
diferiti. Indicii FTIR Tsi pastreaza relatia de simetrie, dar valorile concentratiei de ADN nu
coincid cu modelul individual. F = individul M6, B = individul M3. Pe axa absciselor sunt probe
din oase diferite. Indicii nu sunt reprezentati in valori absolute.

Corelareaindicilor FTIR cu varsta

Metoda pantei graficului CC-ADN

Ipoteza de la care s-a pornit in studiul de fatd este ca supravietuirea ADN n oase este
proportionald cu cea a colagenului. Deci indicele CC ar trebui sa fie decisiv In luarea deciziei de
a aprofunda studiul unui anumit os prin extractia de ADN. Figura 6 aduce Tmpreuna toate
valorile indicelui CC si concentratiile de ADN extras. Liniile punctate sunt trendline-uri pentru
cate un individ si respecta codul de culori de la legenda. La cele mai multe probe, trendline-ul
aratd o proportionalitate directd intre valoarea CC si concentratia ADN, dar exista si indivizi
pentru care dreapta este inclinatd invers sau este orizontalda. Oricum, si la indivizii cu
proportionalitate directa se observa diferite grade de corelare, liniile din grafic fiind inclinate la
unghiuri foarte variate. Asadar, valoarea CC nu pare sa prezica nicicum concentratia de ADN din
probe.
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Fig.6. Slaba corelare dintre valoarea CC si concentratia de ADN obtinut pentru toate probele
studiate. Fiecareindivid este reprezentat cu un alt smbol, iar axele de trend corespund codului de
culori. Se observa o variatie a unghiului dintre trendline si axa ox.

S-a observat o legatura intre inclinarea axei dintre CC si concentratiile de ADN extras
per individ si varsta acestuia. Ecuatiile axelor de trend sunt notate in tabelul 2, ordonate crescator
dupa panta lor. Astfel, axele cele mai ‘orizontale’ sunt ale datelor de la indivizii M3-B si M160-
L, de 26-70, respectiv 26-39 ani. La individul L, Tnsa, graficul a fost trasat din doar doua puncte,
deci e probabil ca unghiul trendline-ului s& fie mai mare in realitate. Asadar varsta lui de maxim
39 de ani nu ar mai contrazice teoria propusa aici. Tn ordinea crescitoare a unghiurilor trendline-
urilor urmeaza indivizii M7-G si M1la-H care au vérstele cuprinse intre 33-42 respectiv 21-53
ani. Urmatoarele drepte sunt ale indivizilor M115A-K si M2-A, aproximati ca avand 20+ si 20-
23 de ani. Urcand Tnspre vertical, urmeaza dreptele indivizilor M4-C si M6-F, de 15-25 respectiv
17-19 ani. Dreapta cu cea mai mare panta din aceasta serie de drepte este cea aindividului M5b-
E, infans. Exista si doua axe puternic deviate, unde relatia dintre CC si concentratia de ADN este
inversa, dar acestea apartin tot unor copii si unghiul de inclinatie e Tn continuare dependent de



varstalor: M5a-D avand varstade 11-15 ani si M11b-J de 7-12 ani. Asadar, fie individual infans,
fie cei doi copii prezinta erori de la modelul urmat in acest grafic. Oricum, este important de
subliniat aceasta legatura in cazul fiecarui individ, intre unghiul de inclinatie al axei dintre
valorile CC si concentratie, legatura ce poate reda informatii privind varsta individului.

Tab.2. Ecuatiile dreptelor de trendline ale functiilor dintre valorea CC si concentratia ADN pentru
fiecare individ studiat, si varsta atribuitd indivizilor prin metode antropologice si antropometrice.
Datele sunt ordonate crescator dupa valoarea pantei dreptei.

Individ Ecuatia dreptei Varsta
B y =-0.0075x + 10.43 26-70
L y =0.0427x + 5.2831 26-39
G y = 0.0819x + 4.5159 33-42
H y = 0.0944x + 9.2929 21-53
K y=0.1191x + 10.716 20+
A y = 0.3105x - 0.4069 20-23
C y = 0.3502x + 9.7025 15-25
F y =0.3749x + 3.514 17-19
E y = 0.9444x + 14.056 bebe
D y =-0.9112x + 54.206 11-15
J y =-0.1399x + 21.16 7-12

La indivizii tineri continutul de colagen este mult mai mare raportat la cantitatea de
ADN, in comparatie cu cazurile de oseminte adulte, unde valoarea CC creste mai lent cu
cresterea concentratiei de ADN. Probabil explicatia consta in stransa relatie dintre fractiunile
minerala si organica ale osului. Cu cat un individ este mai avansat in varsta, oasele i sunt mai
mineralizate, iar la momentul mortii acest element pare sa aiba un efect de protejare a ADN. La
indivizii foarte tineri, continutul de colagen raportat la cel de hidroxiapatita este mai mare, de
unde si valori superioare ale indicelui CC, dar cantitatea de ADN ce supravietuieste trecerii
timpului este redusa, posibil din cauza lipsei protectiei minerale.

Dintr-o reprezentare grafica a intervalelor de varstd determinate prin standarde
antropologice si a valorii pantei axelor obtinute din graficul CC-concentratie ADN, se obtine
figura 11. Cu negru sunt reprezentate intervalele de varsta conform analizei antropologice, cu
maximul la 70 de ani, iar cu abastru sunt valorile pantelor axei de trend pentru fiecare individ,
ordonate descrescator. Tntre indivizii K-B, valorile pantelor scad aproximativ liniar, asa ca s-a
considerat ca diferenta de varsta intre ei este una cu variatii mici. La fel este cazul si intre
indivizii F-C-A, nsa diferenta de vérsta dintre individul F (17-19 ani) si infans E este brusca.
Pentru a completa acest grafic pana la o liniaritate pe tot intervalul este necesara investigarea
unui numar mai mare de indivizi tineri. Existd posibilitatea ca in zona de sub 18 ani relatia
varsta-panta sa nu mai fie liniard, ci exponentiala, Tnsa asta nu se poate clarifica deocamdata.
Poate din acest motiv indivizii J si D (7 — 12, respectiv 11 — 15 ani) prezinta deviatii atat de
puternice de la grafic. Considerand, asadar, o relatie de liniaritate, s-au trasat (cu albastru) drepte
paralele cu dreapta de variatie a pantei, drepte care indeplinesc conditia de a trece prin toate
intervalele de varsta determinate clasic. Pe baza acestui grafic s-au dedus vérstele cele mai
probabile ale indivizilor dintre 17 si 90 de ani. Valorile deduse se regasesc in tabelul dinfigura7.
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Fig.7. A. Metoda de deductie a varstei indivizilor pe baza pantei functiei CC-concentratie ADN. Cu
negru sunt reprezentate intervalele de varsta deduse prin metode antropologice. Cu albastru sunt
valorile pantelor functiilor corespunzatoare fiecarui individ. Prin trasarea unor drepte paralele cu
valorile pantelor astfel incat acestea sa se intersecteze la fiecare individ cu intervalul dedus anterior,
se pot obtine intervale mult mai restranse ale varstei indivizilor —B.

Exceptii ale valorilor indicilor FTIR la oasele de copii
Tn céutarea corelarii dintre indicii FTIR si concentratia de ADN extras din diferite tipuri
de oase, Tn cazul coastelor si a oaselor craniului s-a observat 0 anomalie. Figura 8 arata indicii
C/P si CC in relatie cu concentratia de ADN din coastele diferitilor indivizi. Punctul unde apare
o crestere a valorilor indicilor corespunde osemintelor unui individ nou nascut.
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Fig.8. Indicii C/P si CC in relatie cu concentratia de ADN extras din coastele diferitilor indivizi.
Individul E, la care apare o aberatie n grafic, este un nou nascut.

Figura 9 contine valorile indicilor FTIR pentru probe preluate din oasele craniului ale
indivizilor investigati. Se poate observa cresterea valorilor C/P si CC si scaderea lui IRSF fata de
restul probelor in doua cazuri. Individul E (M5b) este acelasi nou nascut evidentiat in graficul
anterior, iar individul D (M5a) este un copil de 11-15 ani. Restul indivizilor reprezentati in aceste
doua grafice au varste mai mari (Tabel 3).
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Fig.9. Indicii FTIR n relatie cu concentratia de ADN extras din oasele craniilor. Probele apartinand
indivizilor D (M5a) si E (M5b) prezinta aberatii fata de trendline.

Tab.3. Varstele indivizilor reprezentati in figurile 12 si 13. Cu rosu sunt Tncadrate probele care
prezinta anomalii de la grafic. Cu verde e evidentiata proba care Tn oasele craniului prezinta
diferente de la linia generala dar in coasta nu.

Proba Concentratia Varsta Proba Concentratia Varsta
ADN (ng/ul) individului ADN (ng/ul) individului
K9 4.8 20+ K3 0.4 20+

E45 118  nounasqu> 123 16  noundscui>

F56 38.6 17--19 H23 2 21--53

D56 40.3 11--15 F2 2.6 17--19

G67 55.7 33--42 C1234 3.7 15--25
A8 71.1 20--23 < D234 5.1 15>

A3 31.2 20--23

B3 33 26--70

G3 46.7 33--42

A2 52.4 20--23

G2 53.8 33--42

B2 78.2 26--70

Oasele craniului au prezentat o crestere a valorilor C/P si CC la indivizi sub 15 ani, efect
observat la oasele costale doar la indivizi sub 11 ani. Prin diferenta de osificare intre anumite
oase ale corpului si prin compararea cu date de osteologie juvenila se poate determina varsta
unui individ la momentul mortii. Rezultatele acumulate aici sunt insuficiente pentru formarea
unui etalon complet, dar indica spre o metoda alternativa de determinare a varstei la oasele
arheologice, acolo unde ramasitele umane sunt incomplete, lipsind markeri esentiali ai
determinarii varstei. Desigur, pentru o analiza comprehensiva, sunt necesare mult mai multe
probe decat am avut noi la dispozitie si indivizi aflati in etape ale vietii mai apropiate intre ele,
pentru a forma o linie continud. Probele ar trebui alese astfel incat s& se urmareasca toate oasele
corpului, mai putin partile de articulatii care deja sunt folosite in analiza antropologica la
determinarea varstei, unde analiza ar fi redundanta.

S-au mai facut incercdri de corelare a varstei cu proprietati ale spectrelor FTIR a oaselor
si s-a aratat ca odata cu Tnaintarea in varsta are loc o intensificare a mineralizarii in tesuturile
osoase animale (Alvarez-Lloret si colab., 2006).

Valorile indicilor FTIR si concentratia de ADN, Tn functie de tipul de os

Pentru a diferentia oasele cu cea mai mare sansa de izolare a ADN, s-au calculat valorile
medii ale indicilor FTIR si ale concentratiilor de produs extras (Tabel 4). Cea ma mare cantitate
de material genetic a fost extrasa din probele de os spongios din corpurile vertebrale (50-60
ng/ul), urmatd de coaste (~45-50 ng/ul) si de osul spongios al oaselor scurte si al epifizelor



testate (~40-46 ng/ul). Urmeaza osul compact al diafizelor, cu valori ale concentratiei de
aproximativ 30-34 ng/ul si osul craniului, cu ~28-33 ng/pl. Valoarea mai mica a mediilor s-a
calculat folosind toate datele disponibile, iar cea mai mare (“ Media’” ) s-a obtinut eliminand
valorile extreme ale unui individ, unde probabil diferenta a rezultat dintr-o eroare de manipulare
n etapa de extractie.

Indicele CC se refera la continutul de material organic dintr-un os. Valorile minime
(~0.11) s-au gasit la oasele inchise (diafize si craniu) acolo unde si cantitatile de ADN extras au
fost cele mai mici, iar oasele spongioase si coastele au valori mai mari ale CC (0.15-0.18).
Explicatia ar fi faptul ca n oasele spongioase existd contaminare cu material organic microbian.
Tn ciuda masurilor luate pentru a distruge urmele de ADN exogen, e foarte probabil ca in spatiile
din interiorul tesutului spongios curatarea s& nu fi fost destul de eficientd. Probele din oasele
compacte ale diafizelor si din osul craniului au fost preluate din adancime, deoarece grosimea
tesutului a permis, astfel reducand substantial sansa ca acolo s& se fi dezvoltat bacterii.

Raportul C/P se distribuie, de asemenea, in aceleasi doua directii: valorile mici (0.17)
corespund oaselor cu CC si concentratie de ADN mai mici, iar cele mari (0.21-0.25) celellate
categorii. Valoarea mare a carbonatarii oaselor spongioase se poate datora carbonatului din sol,
care, dizolvat in apd, a putut patrunde mai usor n spatiile din tesutul spongios decét in oasele
compacte, recristalizand pe suprafata apatitei.

Indicele IRSF are valori de 3.3-3.6 pentru oasele compacte si 3.1-3.2 pentru oasele
spongioase, ceea ce inseamna ca marimea cristalitelor de hidroxiapatita din oasele compacte este
superioara celei din oasele spongioase, unde, conform deductiei de mai sus, 0 mare cantitate de
carbonat s-a incorporat in reteaua mineralda. Carbonatul, avand structura diferita de a fosfatului,
reduce cristalinitatea prin dezordonarea structurii, nepermitand cristalului s& creasca natural, deci
pastrand o valoare mai mica a indicelui IRSF.

Vaorile medii ae indicilor FTIR se potrivesc cu modelul descris in subcapitolul
Corelarea indicilor FTIR cu concentratia de ADN extras, concentratia mai mare de ADN
corespunzand probelor cu CC si C/P mai mari si IRSF mai mic, si invers. Asadar, cele mai
potrivite oase pentru extractia de ADN sunt cele compacte, groase si nedeschise, astfel, se reduce
contaminarea cu bacterii si cu alte substante chimice inhibitoare din sol. Din aceste considerente,
n continuare se vor aprofunda si compara caracteristicile tipurilor de os cranian si a unor diafize.

Tab.4. Valori medii ale concentratiilor de ADN extras si ale indicilor FTIR pe grupe de oase.

Conc ADN (ng/ul) CC C/P IRSF
Media Media’ Media Media Media
50.707 59.063 0.158 0.214 3.243
Vertebre - S
44.812 50.528 0.184 0.231 3.199
Coaste
. 40.4 46.114 0.187 0.254 3.109
Spongios
- 29.469 34.363 0.114 0.177 3.37
Diafize - C
. 28.223 33.171 0.115 0.176 3.623
Cranii

Oasele craniului

Tn cadrul osului craniului se disting straturile de os spongios si compact. S-au comparat
valorile indicilor FTIR si concentratia de ADN extras pentru cele doud tipuri de tesut cranian la
cativa indivizi, unde starea de reprezentare a permis acest lucru. La oasele indivizilor foarte
tineri, osul craniului este prea subtire pentru a putea prelua cele doua tipuri de probe ntr-un mod



precis. Concentratia de ADN obtinut din probele de os cranian compact si spongios se coreleaza
pozitiv cu valorile C/P si CC si negativ cu valoarea indicelui IRSF, corespunzand observatiilor
facute mai sus (Figura 10). In grafic, datele sunt reprezentate relativ si nu ca valori absolute,
pentru a arata relatia intre probele apartinand aceluiasi individ. Datele exacte sunt prezentate in
tabelul 5. Randurile gri deschis reprezintd oase compacte, iar cele gri nchis sunt oase
spongioase. Valorile foarte mici ale concentratiei ADN de la individul K le-am atribuit unel
greseli de manipulare in etapa de extractie, de aceea le-am eliminat de la calcularea valorilor
medii (mai sus), dar am considerat ca pierderea a fost proportionald la toate probele, deci in
discutia compararii datelor intra-individual, rezultatele se pot luain considerare.
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Fig.10. Corelarea directa intre concentratia de ADN extras si indicii CC si C/P si corelarea lor
inversa cu IRSF, la indivizii A, B, K. Individul G prezinta o neconcordanta cu restul rezultatelor
observate. A = individul M2, B = individul M3, K = individul M115A, G = individul M7, C = 0s

compact, S = os spongios. Indicii nu sunt reprezentati in valori absolute.

Tab.5. Valorile concentratiei ADN extras din portiunea compactd (gri deschis), respectiv
spongioasa (gri Tnchis) a oaselor craniene de la indivizii A, B, G si K, si valorile indicilor FTIR

corespunzatori.
Individ Conc (ng/ul) IRSF C/P CcC
A 52.4 3.803 0.139 0.045
31.2 4.034 0.1 0.038
78.2 3.63 0.159 0.136
® 33 3.876 0.138 0.104
53.8 3.791 0.129 0.048
© 46.7 3.791 0.136 0.056
1.6 3.323 0.174 0.145
< 0.4 3.633 0.156 0.068

Dintre indivizii studiati, unul singur (M7-G) nu se supune modelului: Th acest caz, indicii
FTIR au avut valorile IRSF si C/P aproape identice pentru osul spongios versus cel compact, iar
CC a fost invers proportional cu concentratia de ADN extras. Probabil ca osul compact a suferit
o fosfatizare concomitent cu o decarbonatare, ceea ce a dus la scaderea indicilor CC si C/P si la
cresterea IRSF. Morméntul M7 are intr-adevar o deosebire majora fatd de celelalte din
necropola, si anume prezenta unor barne de lemn si a ocrului. Este posibil ca materialul organic



vegetal suplimentar sa fi fost legat preferential de carbonatul din vecinatatea scheletului si astfel
exteriorul craniului sa fie mai putin carbonatat decat stratul spongios profund.

Tn figura 11 sunt reprezentate spectre ale diferentei dintre spectrul osului compact si cel al
osului spongios pentru fiecare din indivizii testati. Spectrele explica datele prezentate in figura
10. Se observa diferenta mare intre valorile indicelui CC la individul K, prin Tnaltimea peak-ului
amidei | in spectru si egalitatea indicilor la individul G, unde spectrul de diferenta nu are un varf
. In ceea ce priveste indicele C/P, diferenta se manifesta la nivelul peak-ului fosfatului: pentru
indivizii A, B si K valoarea diferentei absorbtiei intre compact si spongios este o valoare
negativa, pe cand la individul G osul compact are un continut de fosfat mai mare decét cel
spongios. Si pentru IRSF (cu detaliu Tn medalion) diferenta se poate arata de pe spectru: la
individul A zona de diferenta a spectrelor corespunzatoare peak-ului despicat arata ca litera “W”,
si Tn contrast, la individul G spectrul este invers, ca un “M”.
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Fig.11. Diferenta dintre spectrele de absorbtie ale osului compact si spongios pentru indivizii A, B,
K si G. Se observa diferentele de la nivelul amidei I, al carbonatului si fosfatului si din zona de
calcul aindicelui de cristalinitate IRSF, care se vede in detaliu Th medalion.

Didfize

S-a comparat randamentul extractiei de ADN din osul compact a unor diafize degradate
diferit, apartinand aceluiasi individ. Tn cazul individului M7-G, indicii si concentratia de ADN
sunt Tn relatie identica cu a cazurilor prezentate mai sus si in concordanta cu atribuirea vizuala a
caracterului de degradare (Figura 12A). Si pentru diafizele individului M3-B, concentratia ADN
extras a coincis cu degradarea macroscopica a osului (Figura 12B, Tabel 6), insa valorile
indicilor nu au corespuns: IRSF si CC au fost aproape identice pentru cele doua oase, iar C/P fost
inversat (Tabel 6). Totusi, faptul ca aici indicii FTIR nu aduc mult ajutor Tn alegerea osului mai
potrivit pentru extractie, este normal sa alegem osul mai putin degradat daca urmarim purificarea
de ADN.
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Fig.12. A. Corelarea dintre concentratia ADN extras din doua diafize ale individului M7-G (proba
G9 mai slab conservata decat proba G14) si indicii FTIR pentru oasele respective. B. Fotografie a
probelor dinindividul M3-B, unde proba B8 este vizibil mai bine conservata decét proba B11.

Tab.6. Valorile concentratiei ADN extras din probele de os compact lung pentru indivizii B si G si
aleindicilor FTIR Tn oase cu grade de degradare vizibil diferite. Pe randurile gri deschis sunt
probele mai slab conservate si pe randurile gri inchis sunt probele mai bine conservate.

Concentratie(ng/ul) IRSF

B11 35 3.554

B8 111.8 3.505

G9 54.9 3.421

G14 77.3 3.189
Extractia de ADN vechi

C/p
0.165
0.144
0.152

0.189

CC

0.082

0.084

0.093

0.146

ADN-ul extras din probe arheologice este puternic degradat. Dupa cum se vede in Figura
13, majoritatea materialului extras are lungimi sub 50 pb. Primele doud probe sunt extrase din
oasele craniului, compact si spongios. Toate celelalte probe (din corp vertebral, coasta, doua
diafize compacte si o epifiza spongioasa) prezintda urme majore de contaminare cu ADN modern,
n partea de sus a gelului. ADN modern nu este la fel de degradat, deci nu migreaza la fel de
repede in gelul de agaroza. Contaminarea este cel mai probabil de origine microbiand, in probele
extrase din os spongios fiind mult mai evidenta. Blankul de extractie nu contine ADN.
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Fig.13. Gel de agaroza 2% cu ADN vechi extras din probe de os. Banda inferioara a
markerului are 50 pb.



Determinarea inhibitorilor PCR co-extrasi cu ADN antic

Este un fapt bine cunoscut in literaturd cd ADN extras din probe antice contine inhibitori
ai PCR, ceea ce constituie o mare problema. Chiar si la adaugarea unui pl de extras ADN intr-un
PCR cu ADN modern, reactia este inhibatd (Kalmar si colab., 2000). S-a incercat deducerea
substantelor ce raman n extrasul de ADN si inhiba reactiile ulterioare, pentru a putea dezvolta o
metoda eficientad si directionata de purificare. Prin compararea spectrelor de absorbtie FTIR (de
fapt de Transmisie) ale probelor de ADN extras cu ale substantelor folosite in etapa de extractie
ADN (sursa: chemicalbook.com), s-au exclus fenolul si cloroformul dintre potentialii inhibitori
(Figura 14). Tn intervalul 3000 — 1700 cm™, fenolul are cateva peakuri care in probele noastre nu
apar, iar cloroformul are un peak puternic 1a800 — 750 cm™, peak ce nu se observa in probe.

Fig.14. Evidentierea diferentelor dintre spectrele de absofbgie in IR ale fenolului (gri deschis) si
cloroformului (gri Tnchis) in comparatie cu spectrul specific a ADN antic extras (jos). Cu rosu sunt
marcate peak-urile care infirma prezenta acestor substante Tn produsul extras.

Substantele folosite in solutia de decalcifiere au fost de asemenea verificate prin
compararea spectrelor individuale (chemicalbook.com) cu spectrul probelor obtinutue prin
extractie. SDS-ul iese din calcul din cauza peak-ului puternic de la 3000 — 2700 cm™ si TRIS-ul
datoritd peakului Thgust de la 1040 cm™. Tn schimb, EDTA pare sa corespunda spectrului de
absorbtie al probelor investigate, avand un peak puternic la 1600 cm™, si mai multe mici ntre
1400 — 1000 cm™, lafel ca probele de ADN extras (Figura 15).
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Fig.15. Comparatie a spectrelor SDS (gri pal), EDTA (gri) si TRIS (gri nchis) cu al ADN-ului
antic extras (jos). Marcate cu rosu sunt peak-urile care dovedesc absenta SDS si TRIS Tn produsul
de extractie. Cu verde e evidentiat EDTA, cu un spectru asemanator cu al probei.

Asadar, se pare cd substanta care ramane in probele de ADN si inhiba amplificarea prin
PCR ar putea fi EDTA, un cunoscut inhibitor al polimerazei, ce actioneaza prin chelatarea ionilor
de magneziu, necesari enzimei pentru functionare.

Pe langa culoarea maronie a probelor obtinute, s-a observat ca extractul de ADN are
fluorescenta albastra in UV (Figura 16). Pe langd aceste doua observatii, Pddbo spunea ca
probele de ADN antic extras au un miros placut, dulciu (2014). Aceste indicii conduc Tnspre
existenta in probe a produsilor Maillard.

Fig.16. Gel de agaroza in UV, pe care s-amigrat ADN antic. Se observa fluorescenta albastra.

Produsii Maillard copurificati cu ADN antic pot fi de origine endogena (din condensarea
colagenului cu zaharuri) sau pot proveni din sol. Principala componenta organica a solului sunt
acizii humici (Figura 17), molecule organice complexe de origine abiogena, ce se formeaza de-a
lungul timpului, prin reactie Maillard intre molecule de resturi organice ramase in sol. Tn plus,
acizii humici sunt cunoscuti ca fiind inhibitori ai polimerazei in PCR. Figura 18 arata spectre de
absorbtie in IR ale unor acizi humici. Primele 2 casete contin imagini preluate din literatura,
caseta C contine spectrele IR ale acizilor humici conform chemicalbook.com, iar caseta D
contine spectrul de absorbtie al probei G9 de ADN extras din os. Complexitatea si variatia
structurii chimice a acestor molecule duce la diferente in spectru in functie de proprietdtile
solului din care provin. Tn plus, in probele studiate aici, acizii humici sunt Tn amestec cu ADN,
care contribuie si el cu mici diferente la proprietatile spectrale, iar posibilitatea ca si EDTA sa fi
fost copurificat nu trebuie omisa.



HE -0
38 ‘ix’H e oo FEORL g % -
ST L i 1 G=0 oo i
OGP T S P
S e 4 [ T T T
H —“\/ ); i é"‘QHz ,L J, s ,1\-\ ,||
ok CH o oF Toh n CH = TR A S i,
T i ] O |
B N W —f o L
R | ~ o 4
o IH ¥ 1
R—tH 9 e
(:_'—U IRl
Il
4
Fig.17. Formula chimica generala a acizilor humici.
n — 5 .--:- : £ -. i 1 L
= — )
\ q) e \
S b k | -y
| £ / i L
\ ‘ £ /3 e
\ / \ d ol | \;'i
\/ i N~ o A
il\ Jf{/\l f LY / I\.‘J” S
R, L . N B A | WV oAl
| i s M
1l 1
/ t* A i /"ﬁ Has .f\/
1 rd ] o e
r.\ .*r" " I | |'1 v
A A [ A
| o ._.".fs..

Fig.18.”Spéc'tré' de éb'so'rbgieuih IIQ élé unor aCi.IZ.i“hLIJI’IT.li(,:i.. A dupa R'(.)driguezms'i cl.dlab'.','200'9; B -
dupé Fong si colab., 2006; C — chemicalbook.com; D — proba G9 de ADN extras din os.

Inlaturarea produsilor inhibitori din extractul de ADN

S-a’incercat purificarea ADN-ului extras cu kitul SureClean Plus de la Bioline®, dar fara
a folos co-precipitantul roz, care ar fi putut da semnale spectrale care sa interfereze cu
interpretarea datelor, si la UV si in IR. Diferenta dintre spectrele de absorbtie in IR ale probelor
Tnainte si dupa purificare se poate observa in figura 19, unde spectrul de sus, negru, arata
transmitanta probei D1 Tnainte de purificare, spectrul rosu — dupa purificare, iar spectrul albastru
este diferenta celor 2 spectre, fiind o vizualizare a cantitatilor si tipurilor de contaminanti
inlaturati. Colorarea maronie a probelor a fost redusa sau inlaturata prin folosirea kitului, iar
spectrele confirma nlaturarea unei parti din contaminanti.
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Fig.19. Spectrele de absorbtie in IR ale probei D1, Thainte si dupa purificarea cu kitul SureClean
Plus de la Bioline® (spectrul negru, respectiv rosu) si diferenta dintre acestea (spectrul albastru). Se
observa ca peak-ul puternic dela1600 cm™ si peak-urile mai mici dintre 1400 — 1100 cm™ dispar.

IR

Valorile concentratiei de ADN citite prin spectrometrie UV Tnainte si dupa etapa de
purificare ar trebui sa fie corelate liniar, asa cum este Tn cazul probelor apartinand indivizilor D



si G (Figura 20.1), dar nu intotdeauna relatia se pastreaza (Figura 20.2). La indivizii A si B nu
exista o corelare intre concentratiile ADN citite la spectrofotometru pentru fiecare proba. Se
poate ca din cauza faptului ca nu s-a folosit co-precipitantul roz, ADN s& fi fost aruncat din
anumite probe, astfel explicadnd necorelarea. Cantitatea de ADN in aceste probe este prea mica
pentru a se forma un pellet vizibil, crescand posibilitatea aruncarii materialului genetic. O altd
explicatie ar putea fi legatd de degradarea ADN, fragmentele sub 100 pb fiind eliminate de Kit.
Deci, daca o anumitd proba continea un raport mai mare de fragmente sub 100 pb, concentratia
de ADN dupa purificare trebuie sa fi scazut mai mult decat la o proba cu putine fragmente mici.
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Fig 20.1. Corelarea liniara a concentratiilor de ADN Tnainte si dupa purificarea cu kitul SureClean
Plus de laBioline®. 2. Probe pentru care corelarea liniara nu s-a pastrat.

Efectele etapei de purificare asupra randamentului PCR

Nu s-a reusit cresterea randamentului PCR prin purificarea cu kitul SureClean Plus de la
Bioline®. Urmeaza sa se incerce si alte metode de purificare a ADN, cum ar fi precipitarea cu
izopropanol (Hanni si colab., 1955), sau introducerea in procesul de extractie a PTB (N-
phenacylthiazolium bromide), substanta ce inverseaza reactiile Maillard.

Nici cresterea concentratiei de MgCl, pana la 2.5 mM, si nici reducerea concentratiei
amorselor pana la 0.5 pmoli/ul nu au avut efect pozitiv asupra reactiei de amplificare. Folosirea
adjuvantilor, ca BSA si 2x Polymate Additive™ (Bioline) nu au reusit s contracareze efectul
inhibitor al compusilor copurificafi. S-au Tncercat diferite dilutii ale ADN, dar rezultatul a fost
Tntotdeauna negativ. Pe toate gelurile s-au vazut dimeri de amorse, la ~50pb.

Totusi, faptul ca probele au fost curatate eficient de compusii Maillard prin metoda
adoptata (dupa cum demonstreaza rezultatele prezentate in lucrarea de fata) se contrazice cu
nereusita tuturor incercarilor de a imbunéatati randamentul PCR. Se poate ca intr-adevar ADN sa
fie atdt de puternic degradat, incat reactia nu are matrita de lungimea potrivita de la care sa
porneascd, avand in vedere faptul ca populatia studiata aici are 4500 de ani vechime (conform
datarii radiometrice). Prin comparatie, la un individ ce dateaza din secolele IV -V d.Cr (Rusu-
Bolindet si colab., 2014), deci cu o vechime de aproape o treime din cea a populatiei de la
Mireasa, s-au putut efectua amplificari ale fragmentelor HVR1 A, B, C, si D, folosind aditivii
BSA sau Polymate, cu 2.5 mM MgCl; si o dilutie a ADN matritd de 1:30. Produsul de extractie
de la acest individ nu a fost purificat, dar tot a dat rezultate, Tn ciuda colorarii maronii. Asadar, se
pare ca timpul petrecut de oseminte in sol are o influenta asupra randamentului experimentelor
ulterioare, mai ales cand diferentele de perioade sunt atadt de mari. Pentru indivizi datati la
intervale de timp apropiate, factorii de mediu sunt decisivi in procesul de diageneza, dar aici
diferenta de varsta isi spune cuvantul.



CONCLUZII

O comparatie intre valorile indicilor FTIR la indivizi diferiti nu se poate face in mod
relevant, fiecare dintre ei suferind un grad de diageneza diferit, in functie de conditiile din
imediata vecinatate. Se pot compara doar oase ale aceluiasi individ pentru a alege varianta
optima pentru o extractie ulterioara.

Tn general, se recomanda extragerea de ADN din oase lungi sau ale craniului, din zone
groase de os compact, care nu au fost deschise, deci au sanse mult mai mici de contaminare, si in
niciun caz din oase spongioase, care desi par sa contina mai mult ADN, acesta e Tn mare parte de
origine exogena, bacteriana cel mai probabil.

O legatura impresionanta s-a observat intre valorile indicilor FTIR si vérsta indivizilor la
moarte. Astfel detehnici pot veni cu mult in gjutorul metodelor clasice de atribuire avarstel.

S-au identificat compusii colorati din extrasul de ADN, puternici inhibitori ai PCR, ca
fiind acizi humici, probabil Th amestec cu EDTA.

Prin purificari suplimentare ale ADN se poate reduce cantitatea de substante coextrase
nedorite care inhiba PCR, dar apare si riscul reducerii cantitatii de material genetic din probe.

La populatia de la Mireasa, datdnd din epoca Bronzului, nu s-a reusit amplificarea nici
unui fragment de ADN mitocondrial, motivul cel mai probabil fiind vechimea oaselor.



Studiul 11.
Diagnosticul molecular al tuberculozei la o populatie goticd din Gheraseni,
Romania

Din necropola de la Gheraseni, judetul Buzau, au fost deshumati doi indivizi, notati M3 si
M4, despre care s-a presupus ca au fost afectati de boala lui Pott (tuberculoza osoasd). Pentru ca
au trdit in aceeasi perioada, o boald infectioasa ar putea usor sa explice distributia acelorasi
simptome ntr-o comunitate restransa. Data fiind lipsa dovezilor patognomotice, scopul acestei
lucréari experimentale a fost confirmarea sau infirmarea prin metode moleculare a prezentei
tuberculozei. Lumea stiintificdA este preocupatd de secventarea ADN-vechi provenit din
organisme patogene deoarece astfel se poate identifica rata mutatiilor in situsuri implicate in
patogenitate. Data fiind dezvoltarea in ultimele decenii a tulpinilor MDR si XDR de M.
tuberculosis, este importanta identificarea mecanismului de achizitie a rezistentei la antibiotice.
Desi experimentul in discutie nu va putea raspunde la aceastd intrebare, el Tsi propune sa
confirme existenta tuberculozei Tn acea populatie antica si astfel va pune bazele unui studiu mai
aprofundat.

Analiza antropologica

Analiza antropologica s-a realizat pe baza unor standarde de antropologie fizica pentru
exista grile de atribuire a scorurilor pentru fiecare marker osteologic (Brickley si McKinley,
2004). Varsta este determinata folosind suturile craniene, uzura suprafetei auricularesi a simfizei
pubiene. Pentru stabilirea sexului seiau in calcul: markerii cranieni: glabela, protuberanta nucala
si mentald, linia supraorbitala, procesul mastoid; markerii pelvieni: arcul ventral, concavitatea
subpubiana, aspectul ramurii ischiopubiene si al sulcusului. Se pot semnala si unele patologii
care afecteaza osul, dar toate caracterele determinate prin antropologie fizica sunt probabilistice.
Tn afara de varstd, celelalte ipoteze pot fi confirmate prin metode moleculare.

Pastrarea conditiilor de sterilitate

Pentru a se evita contaminarea probelor cu ADN-modern sunt urmate reguli stricte de
procedura in laboratoare. Etapele de burghiere a osului, extractie de ADN-vechi si amplificare
prin PCR si electroforeza, sunt separate fizic, realizandu-se in laboratoare diferite. Toate
laboratoarele de ADN-vechi se afla la un etaj al institutului unde nu exista laboratoare in care sa
se lucreze cu ADN-modern. Cele trel laboratoare de ADN-vechi sunt dotate cu filtre cu UV si
lampi de UV. Filtrele functioneaza non-stop iar lampile de UV sunt pornite pe timpul noptii dar
si in timpul zilei atunci cand se incheie munca la un individ si se trece la altul. Se lucreaza in
hote cu presiune pozitiva si lampi cu UV. Personalul este echipat cu combinezoane, masti cu
filtru, manusi. Existd un circuit al personalului, astfel ca nu se intrd in laboratorul de extractie
dupa ce s-alucrat in cel de PCR.

Analiza FT-IR (Fourier transform infrared spectr oscopy)

Probele pentru analiza FT-IR au fost prelevate din vertebre si coaste, zone preponderent
afectate de tuberculoza. Tn plus, s-au testat probe din oasele lungi (ex. radius) ca si control
negativ. 0,8 mg pudra de os s-au amestecat cu 150 mg KBr si s-au mojarat folosindu-se mojar Si
pistil din agat. Proba se comprima cu ajutorul unei prese hidraulice pana la presiunea de 175
kg/cm? pand cand se formeaza o pastili translucida. Tn urma spectroscopiei se obtine un spectru



intre numerele de unda 400 - 4000 cm™. Pentru fiecare probd s-a facut blank-ul cu o proba
compusa doar din Kbr iar baseline-ul a fost corectat. Dupa prelucrarea fiecarei probe s-au cautat
semnalele specifice date de acizii micolici. Oasele pentru extractia ADN au fost selectate pe
seama spectrului FT-IR. Pentru fiecare proba s-a calculat indicele de cristalinitate (infrared
splitting factor) ca raportul dintre absorbantele (A) la numerele de unda (A565+A605)/A588.
Aceasta valoare este importantd pentru ca se aflda in corelatie cu dimensiunea cristalelor de
hidroxiapatitd. S-a calculat si raportul dintre carbonat/fosfat (A1415/A1035) care ne spune cét
anume din carbonat s-a pierdut, probabil Tn urma dizolvarii in sol. Cantitatea de colagen pastrat
in oase se poate deduce pe seama raportului A1660-A1645/A1035. Aceastd valoare este
proportionala cu cantitatea de ADN-endogen pastrat. Toate aceste valori se folosesc atunci cand
se alege o proba de os pentru extractia ADN.

Protocolul de extractia al ADN-vechi

Decontaminarea

Probele alese pentru extractia ADN-vechi au fost tratate pentru a indeparta contaminarea
cu ADN modern de la suprafata oaselor. Oasele au fost spalate cu apd UV/UP, uscate si iradiate
pe fiecare parte cu UV pentru 20 min. Suprafata osului a fost indepartatd cu o freza dentarad
sterild si osul a fost iradat pentru incd 10 min.

Decalcifiereasi indepartarea colagenului de tipul I

Osul decontaminat a fost transformat Tn pulbere cu gutorul unel freze dentare sterilesi a
unui micromotor rulat la viteza mica pentru a se evita degradarea ADN-vechi prin incalzire. 200
mg pudra de os au fost incubate peste noapte la 56°C cu 1mL solutie de decalcifiere (0.5 M
EDTA pH 8.0-8.5; 0.5% SDS; 50 mM Tris HCI pH 8.0; 1 mg/ml proteinaza K).

Extractia cu fenol-cloroform
1. Probele incubate peste noapte au fost centrifugate 5 min [a 6.000 rpm.
2. S-atransferat supernatantul Tntr-un tub Eppendorf nou si s-a adaugat un volum egal de fenol-
cloroform-alcool izoamilic (25:24:1) si s-a agitat.
3. Probele au fost centrifugate 15 min la 6.000 rpm.
4. S-a preluat faza apoasa, fara sa se atinga faza organica, si s-a transferat intr-un tub nou. S-a
adaugat un volum egal de fenol-cloroform-alcool izoamilic (25:24:1) si s-a agitat. Probele au fost
centrifugate 15 min 1a 6.000 rpm.
5. S-a transferat faza apoasa intr-un tub nou si s-a adaugat un volum egal de cloroform, apoi
tuburile s-au agitat. Tuburile au fost centrifugate 15 min la 6.000 rpm.
6. Faza apoasa s-a transferat Tntr-un tub nou. S-au adaugat 1/10 volume de CH3-COONa 3M, pH
5.2 si 2,5 volume de etanol absolut.
7. Probele au fost tinute la -80°C pentru 10 min (o alternativa: 30 min la -3°C).
8. Tuburile se centrifugheaza 15 min la 12.400 rpm.
9. Supernatantul s-a indepartat cu pipeta, iar pellet-ul s-a spalat cu 1 mL etanol 80% si a fost
centrifugat 15 min la 12.400 rpm. S-a repetat pana cand s-aformat un pellet stabil”.
Deoarece ADN-vechi este foarte contaminat cu substanze din sol, e posibil sd fie necesari mai mult de trei
pasi de spalare.
10. Pellet-ul afost uscat 1a37°C pentru a se indeparta orice urma de etanol.
11. ADN afost resuspendat Tn 50 pL apa PCR Grade sau tampon TE.



Cuantificarea ADN-vechi extras

Cantitatea de ADN din fiecare proba a fost cuantificata prin doua metode: electroforeza
n gel de agaroza si spectrofotometrie.

Electroforeza in gel de agaroza

Deoarece ADN-vechi este foarte degradat si se gaseste aprope in totalitate in fragmente
de 50-200 pb, s-a preparat un gel cu concentratia de 2% agarozd. 100 mL tampon TAE se
amesteca cu 2 g agaroza intr-un pahar Erlenmeyer. S-a topit agaroza folosindu-se un cuptor cu
microunde. S-a lasat sa se raceasca amestecul si s-au addaugat 5 pL bromura de etidiu (10mg/mL)
pentru a se gjunge la concentratia finala de 0,5 pg/mL. ADN-vechi s-a incarcat in godeuri. Se
migreaza cu 5-10 V/cm (distanta dintre electrozi). ADN s-a vizualizat prin iradierea gelului cu
UV intr-un transiluminator (Barbas et al., 2001).

Spectrofotometrie

Acizii nucleici absorb radiatia luminoasa cu lungimea de unda de 260 nm, proteinele
absorb la 280 nm iar fenolul la 230 nm. Pentru aceasta analiza este necesara proba de ADN ce se
doreste cuantificata, o proba martor (apa sau tamponul TE in care s-a resuspendat ADN) Si un
spectrofotometru (NanoDrop Spectrophotometer). Suprafaa optica superioara si inferioard s-a
spalat cu apa UV/UP. S-a deschis software-ul aparatului si s-a selectat modulul - acizi nucleici.
Mai intd se citeste o proba de apa. Apoi se citeste proba martor prin adaugarea a 1-2 uL pe
suprafata optica si selectarea butonului - Blank. Apoi s-au addugat cate 1-2 L din probele de
ADN si s-a selectat optiunea - Measure. Dupa fiecare masuratoare suprafetele optice au fost
spalate cu apa UV/UP. Pentru o cuva cu latura de 1 cm, o solutie pura de ADN dublu-catenar cu
concentratia de 50 ng/pL are densitatea optica (ODggo) egald cu 1. Pe baza acestei corelatii,
aparatul afiseaza concentratia de ADN existentd in probe. Valoarea optimad pentru raportul
260/280 este cuprinsa intre 1.8 - 2. O valoare mai mica este interpretata ca 0 contaminare cu
proteine, iar una mai mare indica prezenta ARN sau a ADN mono-catenar (Barbas et al., 2001).

PCR (Reactia in lant a polimerazei)

Pentru confirmarea tuberculozei s-a dorit amplificarea unor secvente de ~100 pb din
locii: pncA, oxyR, 151081 si D1. Amorsele au fost concepute de Taylor si colab. (2005) cand au
investigat cazul de la Tarrant Hinton. Acestia au descris si conditiile de reactie (Tabelul 1).

Tabelul 1. Conditiile de reactie descrise de Taylor si colab. (2005)

Locusul Amorsa Secventa MgClz (mM) Ta(°C)  Produsul (pb)

151081 Forward F2 5-CTGCTCTCGACGTTCATCGCCG 2.0 58 113
Reverse R3 5-TGGCGGTAGCCGTTGCGC

oxyR Forward F3 5"-CACTGCCTACGCGACCAGACG 1.5 67 110
Heverse Kl SETCIGUGUGAATCAGIGITACC

phcA Forward F2 S-GGOGGACTACCATCACGTCG 2.0 58 117
Reverse R2 5-GGAGTACCGCTGACGCAATGC

D1 Hanking Forward F S-ATCGAAAGGUTIAACGOGIGL 2.0 58 112
Reverse R2 5-CTGCTCCCCGAGTTGCTCGATA

D1 internal Forward F3 5'-CGAGCTACGACGCTCGCTATTA 20 60 115
Reverse R3 5'-GCATATCGTGATCCGTCTCGAT




Pentru fiecare set de amorse s-a realizat un control pozitiv folosind ADN-genomic de la
M. tuberculosis primit de la Institutul Cantacuzino, Roménia. Reactiile pentru ADN modern si
vechi s-au redlizat Tn laboratoare diferite (aflate la etgje diferite) ale institutului pentru a se evita
contaminareasi obtinerea de rezultate fals-pozitive.

Pentru ca randamentul reactiilor pe ADN-vechi este scdzut, pentru fiecare set de amorse
s-au realizat doua reactii succesive, la al doilea PCR folosindu-se 1 pL din produsul primului.
Am adaptat reactiile crescand temperatura de aliniere la pncA si 1S1018 cu 2°C. Aceasta ne-a
ajutat ca crestem specificitatea reactiilor. Am folosit BSA (albumina serica bovina), PEG
(polietilen glical) si DMSO (dimetil-sulfoxid) casi aditivi pentru a creste randamentul reactiei.
Pentru fiecare PCR s-au realizat 30 decicluri.

Purificarea ADN din gelul de agaroza

Produsii PCR s-au migrat Tn gelul de agaroza urmand metoda descrisa mai sus. Etapa de
purificare aampliconilor din gel s-aredlizat cu ajutorul kitului ”Agarose Gel extraction Kit, Jena
Bioscience”.

Clonar ea produsilor PCR

Aceasta etapa s-a realizat folosind kitul ”CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo
Scientific”. Am folosit protocolul de clonare cu “capete boante” (Blunt-End Cloning Protocol).
Prima data s-au digerat “capetelor adezive” prin realizarea mixului: 2X tampon de reactie - 2 L,
H,O - 1.5 pL si DNA Blunting Enzyme - 0.5 pL. Amestecul s-a vortexat, centrifugat apoi s-a
incubat la 70°C pentru 5 min. Probele s-au racit pe gheatd. Reactia de ligare s-a realizat prin
adaugarea la amestec a 0,5 pl pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng/ul) si 0,5 pl T4 DNA -ligase.
Tuburile s-au vortexat, centrifugat Si incubat la temperatura camerei pentru 30-60 min. Pentru
clonare s-a realizat urméatorul amestec: KCM 5X - 20 pL, H,O - 70 pL, Produs de ligare - 10
uL. Celulele competente s-au scos de la -80°C si s-au dezghetat pe gheatd. 100 puL suspensie de
celule competente s-au adaugat la amestecul descris mai sus. Tuburile s-au pastrat pe gheata
pentru 20 min, apoi la temperatura camerei pentru inca 10 min. S-a adaugat peste amestec 1 mL
mediu LB lichid. Tuburile s-au tinut la 37°C pentru 20 min. 200 pL amestec s-a folosit pentru
inocularea placilor cu agar. Acestea s-au incubat |a37°C pentru ~16 ore.

* Prepararea mediului LB (Lysogeny broth) - lichid: 25 g LB - 1000 mL H,O

- solid: 15 g agar la 1000mL H,0

- antibiotic - Ampicillin (L00mg/mL) se adauga pentru un volum final de 100 pg/mL.

* Prepararea KCM 5X: 2M KCI - 25 mL, 1M MgCl; - 25 mL, 1M CaCl;, - 1.5 mL, H,0O

- 3.5mL.

Pentru preculturi se toarna 5 mL mediu LB lichid cu Ampicilina in tuburi de 15 mL
pentru preculturi. Acestea se inoculeaza cu o colonie de pe placa Petri. Preculturile se incubeaza
la37°C, cu agitare 200 rotatii/minut, pentru ~16 ore.

Purificarea de plasmide
Aceastd etapa s-a realizat utilizand kitul "Fast-n-Easy Plasmid Mini Prep Kit”, Jena
Bioscience. ADN s-a€luat in 50 puL tampon de el utie.



Secventializarea ADN

Procedura de secventializare a plasmidelor s-a realizat de cdtre Macrogen Company,
Netherlands. Pentru reactiile de secventializare s-au folosit amorsele specifice ale plasmidului
pJET 1.2.

Analizele bioinfor matice

Produsii PCR s-au identificat Tn interiorul secventelor vectorilor prin cautarea amorselor
folosite la PCR utilizand software-ul BioEdit 7.2.5. Fiecare secventa s-a identificat prin
comparare cu cele existente in GenBank (NCBI) folosind instrumentul BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) cu optiunea blastn.

n cazul genei pncA, atunci cand nu s-a obtinut niciun rezultat folosindu-se parametrul
Highly similar sequences, am schimbat parametrii algoritmului astfel: Program selection:
Somewhat similar sequences; Expect threshold: 15; Word size: 7; Match/Mismatch Scores: 2,-3;
Gap Costs: existence 2, extension 2 si s-a deselectat Low complexity regions filter. Secventele
obtinute s-au aliniat cu toate secventele omoloage din genul Mycobacterium din baza de date
Gene folosindu-se algoritmul Muscle Tn Mega 5. Ca si secventd outgroup s-a folosit secventa
omoloaga a genei pncA de la Corynebacterium glutamicum ATCC 13032. Alinierea a fost
exportata in formatul MEGA, necesar pentru construirea de arbori filogenetici. Am rulat in Mega
5 optiunea Models - Find Best DNA/Protein Models (ML) si am stabilit ca trebuie folosit
modelul evolutiv Tamura 3 cu distributie discreta Gamma.

Istoria evolutivd a secventelor a fost calculata prin metoda Maximum Likelihood
(Tamura, 1992). Arborele final este cel cu cea mai mare valoare log likelihood (-684.5563).
Procentul arborilor Tn care secventele au fost asociate in acelasi cluster este afisat in dreptul
ramurilor (valoarea Bootstrap). Lungimea ramurilor este proportionalda cu numarul de
substitutii/situs. Toate pozitiile cu gap-uri au fost eliminate astfel ca in setul final au fost luate Tn
considerare 73 de pozitii. Au fost analizate in total 45 de secvente nucleotidice (Tamura si colab.,
2011).

Analiza antropologica
Din necropola de la Gheraseni au fost deshumate resturile osteologice a trei indivizi. Pe
baza standardelor de antropologie fizica s-au dedus urmatoarele aspecte:
Individul M3 (M - mormant)
a. Reprezentarea. Din craniu s-a pastrat doar calota craniana. \ertebrele cervicale,
toracale si lombare, precum si coastele, s-au pastrat in proportie de 1/3. Sternul nu este
prezent. Dintre oasele lungi se pastreza partea proximald a humerusului de pe partea
stanga, partea distald a celui de pe dreapta, regiunea mediald si proximala a radiusului de
pe dreapta. Omoplatul drept este mai bine reprezentat decét cel stang. Clavicula de pe
partea dreapta este intreaga.
b. Conservarea. In general suprafata oaselor arati bine, iar conservarea a primit scor
maxim.
c. Sexul. Patru din cel 5 markeri osteologici cranieni lipsesc (glabela, creasta nucala,
marginea supraorbitald, mentonul). Mastoida a fost notata cu scorul 2 (1-feminin; 5-
masculin), valoare corelatd cu genul feminin. Niciunul din markerii pelvieni nu este
reprezentat.
d. Vérsta. Markerii osteologici lipsesc. Aspectul general spune ca individul a ajuns la
maturitate.



e. Patologia. Se observa o artroza puternica pe partea proximala a humerusului stang.
Artroza a afectat si vertebrele cervicale si toracale, ducand la distrugerea platoului
superior si inferior. Doua din vertebrele toracale sunt unite - corpurile vertebrale lipsesc
dar procesele spinoase se pastreaza (Figura 1). Procesele spinoase sudate, o vertebra
cervicala si doua coaste (stanga si dreaptd) au fost supuse analizelor fizicesi moleculare.
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Figura 1. A. Epifiza proximald a humerusului stang afectatd de artroza; B. Apofizele spinoase a doua
vertebre toracale sudate intre ele; C. Platouri vertebrale afectate de artroza; D. Fata anterioard a unei
vertebre cervicale afectata de artroza.

Individul M4

a. Reprezentarea. Pentru ca scheletul este aproape complet vom mentiona doar oasele
care lipsesc: oasele mainii (dreapta i stanga), vertebrele cervicale C1, C3, C5 si toracale
T1, T12, ischiumul si pubisul, femurul stang, patelele, talusul si calcaneul (dreapta si
sténga), oasele labei piciorului (dreapta).

b. Conservarea. Tn general conservarea este foarte buna.

c. Sexul. Scorurile acordate markerilor osteologici sunt prezentati in Tabelul 2. Se
presupune ca individul avea genul feminin dar acest aspect urmeaza a fi clarificat prin
tehnici moleculare.

Tabel 2. Scorurile acordate individului M4 markerilor osteologici asociati genului.

CRANIU SCOor (1=2;5=7) PELVIS Scor (1=+; 9=+)

Creasta nucala 3 Concavitatea subpubiana 4
Mastoida 3 Unghiul subpubic -
Marginea supraorbitala 3 Ramura ischio-pubiana 2
Glabela 3 Arcul ventral 6
Mentonul 4 Arcul compozit 7

Incizura sciatica 7

Sulcusul preauricular 9

d. Véarsta Véarsta individului s-a estimat pe baza markerilor din Tabelul 3 ca fiind
cuprinsa intre 38-58 ani.



Tabel 3. Estimareavarstei individului M4 pe baza markerilor osteologici.

Marker osteologic Varsta estimatd
Capetele sternale 43-58
Simfiza pubiana 38
Suprafata auriculara 45-47
Sinostoza suturilor 45-56
Uzura dentara 40-45

e. Patologia. Se observa sudarea urmatoarelor perechi de vertebre: C6 si C7, T7 si T8,
T10si T11. Platoul inferior al vertebrei lombare L5 este complet distrus, la fel si platoul
superios la S1. Tn aceste regiuni tesutul compact lipseste iar cel spongios este expus
(Figura 2). Aceste modificari s-a presupus ca ar fi cauzate de boala lui Pott (tuberculoza
localizata Tn oase).

A

Figura 2. Probe din care s-a extras ADN pentru confirmarea diagnosti'c.ului de tuberculoza. A. Vertebra
L5 cu platoul inferior distrus Tn comparaie cu (B) o vertebra sanatoasa; C. Vertebre toracale sudate
versus doud vertebre dispuse anatomic.

Individul M5

a. Reprezentarea. Din individul M5 se pastreaza in mica masura calota craniana,
vertebrele toracale, lombare si coastele. Manubriul este intreg dar din corpul sternal s-a
conservat doar jumatatea superioard. Omoplatul drept este intreg, la fel ca si humerusul,
radiusul si ulna de pe partea dreaptd. Clavicula stdnga este prezenta in intregime.

b. Conservarea. Oasele sunt conservate foarte bine, avand scor maxim.

c. Sexul. Se pastreaza un singur marker osteologic asociat sexului, creasta nucala, careia i
s-aacordat scorul maxim masculin.

d. Varsta. Estimarea varstel la 33-42 ani s-a realizat doar pe baza capetelor sternale ae
coastelor, fiind singurul marker existent.

e. Patologia. Individului M5 nu i s-aasociat nicio patologie.



AnalizaFT-IR
Datorita deformarilor osoase ale indivizilor M3 si M4 s-a presupus ca ambii ar fi putut

suferi de tuberculoza. Acesta este un diagnostic realist deoarece o boala infectioasa ar fi o buna
explicatie pentru aceeasi simptomatologie existentd in aceeasi perioadd si intr-0 singura
necropold. S-au prelevat probe pentru FT-IR din acesti doi indivizi, atat din oase afectate de
boala cat din cele care pareau neafectate. Tn spectrul obtinut s-au identificat peak-uri asociate
acizilor micolici (Figurile 3, 4), precum: absorbanta gruparii metilen la 2955 cm™, a grupérii
metil la 2860 cm™si deformarea lanturilor alifatice cu catend lunga la 722 cm™ (Coates, 2000;
Mark si colab., 2009; Rafidinarivo si colab., 2009). Aceste rezultate insa, nu au valoare de
diagnostic. Mark si colab. (2009) au testat probele lor pentru confirmarea tuberculozei si prin
MALDI-TOF-MS. Minnikin si colab. (2011a, 2011b) si Gernaey si colab. (2001) s-au folosit de
tehnica HPLC pentru stabilirea patologiel. Datele obtinute de noi la FT-IR s-au folosit in
selectarea oaselor din care s-a extras ADN, pe baza rationamentului ca daca exista acizi micolici
n acestea, probabil se gaseste si ADN-vechi provenit delaMTBC.
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Figura 3. Spectrul FT-IR al unui individ sanatos versus M3, presupus a fi infectat cu MTBC.
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Figura 4. Spectrul FT-IR al unui individ sanatos versus M4, presupus a fi infectat cu MTBC.

Spectrul FT-IR se utilizeaza si pentru stabilirea indicelui de cristalinitate (CI) a
hidroxiapatitei. Acesta se calculeaza ca raportul (Ases+Aeos)/Asgs dintre suma absorbantelor
fosfatului (atunci cand legaturile covalente P-O sunt Tndoite antisimetric, iar aceasta rezulta intr-
o degenerare a semnalului de la numerele de undd 600 cm™, 1a 595 cm™’si 605 cm™), si valoarea
minima dintre ele (Termine Si Posner, 1966). Aceastd valoare se coreleazd cu gradul de
diageneza suferit de tesutul osos astfel ca, cu cat acest raport este mai mare, cu atét este mai mare
dimensiunea cristalelor. Compardatiile intre oasele actuale si cele antice au aratat ca CI in cazul
primelor nu depaseste valoarea de 2,7 pe cand cele vechi au in general peste 3. Oasele fosilizate
pot avea valori de pand la 4,1 sau chiar 7 Tn cazul dinozaurilor (Bernasi colab., 2004). Totusi, Tn
cazul indivizilor afectati de tuberculoza, acest raport este diminuat fatd de valoarea asteptata
(Nagy si colab., 2008). Valoarea Cl a individului M3 este de 3.04 iar a lui M4 de 2.65.

Un alt parametru calculat este raportul carbonat/fosfat (C/P) care indica ce cantitate de
fosfat s-a pierdut din HA si a fost Tnlocuit de carbonat. Tn cazul oaselor infectate cu MTBC s-a
observat 0 modificare a acestui parametru. Aceast raport are media in jurul vaorii de 0,23 la
indivizii sénatosi, dar in infectiile cu tuberculoza valoarea medie este mult crescutd datorita
calcifierii oaselor. Nagy si colab. (2008) au calculat 0 medie de 0.47 a raportului C/P pentru
indivizi afectati de tuberculoza, iar media calculata de noi pentru indivizii de la Gheraseni este de
0.50 (M3) si respectiv 0.53 (M4).

Continutul de colagen (C/C) este un at indice care se poate cacula din spectrul FT-IR.
Acesta reprezinta cantitatea de colagen pastrata Tn matricea osoasa. Se calculeaza ca raportul
dintre absorbantele amidei I si PO, (A1sa0/A1035). O vaoare de 0,2 corespunde la 15 wt%
(procente de masa) iau una de 0,8 la 30 wt% materie organica Tn os (Lebon si colab., 2010). Noi
am presupus ca exista o relatie proportionald intre cantitate de colagen din os si cea de ADN-
vechi. Indivizii M3 si M4 au avut valoarea C/C de 0,3 respectiv 0,5, acestea sugerand ca exista
posibilitatea izolarii ADN-vechi endogen.



Extractia de ADN-vechi

Dupa extractia cu fenol-cloroform conform protocolului descris, ADN afost precipitat cu
etanol si s-a observat depunerea unui precipitat brun-negricios. Acesta s-a resuspendat in 50 pL
apa PCR Grade, iar 8 pL au fost migrati in gel de agaroza 1,5% (Figura 5).

Figura 5. Electroforegrama obtinutd Tn urma migrarii ADN-vechi extras din individul M4; 1.

ADN extras dintr-o coasta; 2. ADN extras din vertebre sudate; 3. control negativ de extractie.

Deoarece s-au obtinut rezultate similare la extractii succesive din acelasi individ, M4, dar
si din M3, s-a atasat doar Figura 9. Se poate observa in gelul de agaroza un ”smear” de ADN
datorat degradarii Tn diageneza, astfel ca majoritatea fragmentelor au o dimensiune mai mica de
50 pb. Mai mult, s-a observat in lumina UV o fluorescenta albastrd. Numeroase surse au raportat
acest aspect Si s-a aratat cd fluorescenta este datoratd produsilor Maillard. Acestia se formeaza in
timpul diagenezel, prin cross-linkarea colagenului de tipul | cu acizii humici infiltrati din sol 1n
oase. Acestia migreaza impreuna cu ADN 1n gelul de agaroza iar in PCR au un efect puternic
inhibitor. Kalmér si colab. (2000) si Hanni si colab. (1995) au incercat Tndepartarea acestor
compusi in timpul extractiei prin inlocuirea etanolului cu izopropanol si au observat o diminuare
a semnalului fluorescent, dar inhibitia PCR poate fi evitatd si prin diluarea ADN de 10 - 100x
(Herrmann si Hummel, 1994).

Rezultatele amplificarilor prin PCR

Hanni si colab. (1995) au testat inhibitia produsilor Maillard prin realizarea unui PCR
unde au adaugat 1uL ADN-vechi la mixul de reactie, iar ca ADN matrita au pus ADN-modern.
Ei au observat c& acel 1 pL afost suficient pentru ainhiba reactia, chiar daca ADN- matrita era
intact. Pentru a stabili la ce dilutii activitatea polimerazei este restabilita, am diluat ADN-vechi
extras din doua vertebre sudate ale individului M3 de 25x, 50x, 75x, 100x. Initial, la migrarea
ADN-vechi in gelul de agaroza s-a observat o puternica fluorescenta albastra. Rezultatul acestui
PCR se poate observa in Figura 6. Astfel, atunci cand o proba de ADN-vechi extrasd avea o
fluorescenta albastra puternicd, s-a stabilit ca la PCR sa se folosea o dilutie a acestuia de 50x.
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Figura 6. Amplificarea fragmentului de 117 pb din gena pncA cu amorsele F2-R2; se observa ca dilutia
de 50x este suficientd pentru ca inhibitia datorata produsilor Maillard sa fie depasita; se observa ca dilutia
de 75x si 100x este prea mare, motiv pentru care ADN-matrita lipseste.

pncA F2-R2

Gena pncA (pirazinamidaza/nicotinamidaza)

Dupa mai multe testari s-a constatat ca 3 uL de ADN-vechi sunt suficienti pentru o
amplificare PCR Tintr-un volum final de 25 pL. S-au realizat doua amplificari succesive cu
amorsele F2-R2 (vezi Tabelul 2). Tn prima reactie s-a adiugat BSA la un volum final de 1
mg/mL. Acest aditiv nu lasa ca ADN matrita sa adere la peretii tubului in care are loc reactia,
aspect important mai ales atunci cand concentratia acestuia este scazuta, si scade efectul inhibitor
al acizilor humici (Padbo si colab., 1988; Farell si Alexandre, 2012; Simonovic si colab., 2012).
Alinierea amorselor s-a facut la 60°C Tn prima reactie si la 62°C n cea de-a doua, pentru a se
creste specificitatea. In a doud reactie s-a folosit ca si matriti 1 pL din produsul reactiei
precedente. Electroforegrama pentru amplificarea pncA F2-R2 folosindu-se ADN extras din M4
poate fi observata in Figura 7.
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Figura 7. Produsii PCR amplificati cu amorsele pncA F2-R2 si cu ADN matritd extras din individul M4;
s-a obtinut amplificare specificd doar din oase afectate de tuberculoza (coasta si vertebrd); a fost testat si
ADN extras din radius, dar nu s-a obtinut amplificare; controalele de extractiec si de PCR sunt curate,
dovedind lipsa contaminarii cu ADN modern; benzile cu dimensiune mai mica de 50 pb s-au constatat afi
dimeri de amorse.

Rezultate similare au fost obtinute si pentru M4. Produsii au fost purificati din gelul de
agaroza folosindu-se kitul Agarose Gel extraction Kit - Jena Bioscience, apoi au fost clonati cu
gjutorul kitului CloneJET PCR Cloning Kit - Thermo Scientific.

Pseudogena oxyR

In reactia de amplificare a fragmentului de 110 pb din pseudogena oxyR s-au folosit 2 pL
de ADN matrita. Concentratia finald in mixul de reactie a MgCl, a fost crescutd de la 1,5 mM la
2mM deoarece initial nu s-a obtinut nicio amplificare. Ca si in cazul pncA s-a addugat ca Si



aditiv BSA (1 mg/mL) 7n reactia initiali. In a doua reactie s-afolosit 1 pL din produsul primului
PCR. Rezultatele pot fi observate in Figurile 8si 9.
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Figura 8. Electroforegrama produsilor de PCR oxyR F3-R1 pentru individul M3; se observa ca cea mai
bund amplificare a rezultat din ADN provenit din vertebra afectatd diluat de 50x; exista amplificare si in
controlul de extractie, dar controlul de PCR este curat, ca urmare se exclude posibilitatea contaminarii cu
ADN-modern.
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Figura 9. Electroforegrama prodwsilor de PCR oxyR F3-R1 pentru individul M4; v - vertebra; s-a obtinut
amplificare specifica pentru probe din coasta, vertebre, dar si n controlul de PCR. Deoarece nu exista
amplificare Tn controlul de extractie, se considerd ca nu a existat contaminare cu ADN-modern, dar
probabil aintervenit o eroare de manipulare.

Produsii PCR au fost purificati din gel cu kitul de la Jena Bioscience. Pana acum au fost
clonai si secventializati doar cei de la individul M3, cei de la individul M4 urmand a fi clonati
ulterior.

Deletia TbD1

S-a incercat amplificarea unui fragment care flancheazd deletia D1, folosindu-se
amorsele F-R2. Deoarece la concentratia de 2 mM MgCl, nu s-a obtinut nicio amplificare, s-a
crescut concentratia la 2,5 mM. S-au folosit 2 uL ADN matrita, iar in cazul ADN extras din
vertebra s-a folosit o dilutie de 50x. Ca si in cazurile anterioare, in prima amplificare s-a folosit
BSA (1 mg/mL) (Figura 10).
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Figura 10. Electroforegrama ampliconilor D1f F-R2 pentru individul M3; ¢ - coastd, v - vertebrd, r -
radius; se observa ca s-au obtinut trei ampliconi de marimi diferite; fiecare banda a fost purificata din gel,
urmand a fi clonatd; controalele de extractic si de PCR sunt curate, de aceea se elimind posibilitatea
contamindrii cu ADN-modern.

e :

Prezenta deletiei TbD1 face diferenta intre cele doua tipuri de tulpini M. tuberculosis:
ancestrale si moderne. De fapt, ambele tipuri existd astdzi, asa cum aratd un studiu realizat in
India, tara responsabila pentru 21% din cazurile globale de tuberculoza. Stavrum si colab. (2009)
au testat 65 de izolati de M. tuberculosis si au realizat ca 26,2% aveau regiunea TbhD1 intacta.
Pana acum, am reusit obtinerea unor produsi PCR folosind amorse care flancheaza deletia, dar
testdm si un set de amorse interne. Pana acum am obtinut o amplificare specifica in blankul de
extractie. Presupunem ca in probe nu avem amplificare datorita produsilor Maillard. Urmeaza sa
optimizam reactia prin dilutii succesive si utilizarea aditivilor. Desi avem un rezultat pozitiv in
controlul negativ de extractie nu credem ca poate fi vorba de o contaminare cu ADN modern de
M. tuberculosis din controlul pozitiv deoarece acesta a fost testat anterior si este ToD1".

Analiza bioinformatica

Toate plasmidele secventializate au fost prelucrate cu software-ul BioEdit 7.2.5.
Ampliconii PCR identificai au fost comparati cu cei din GenBank (NCBI) folosindu -se optiunea
blastn. Atunci cand nu s-a obtinut niciun rezultat folosind setarile automate ale blastn, ele au fost
modificate conform descrierii de la materiale si metode. Tn continuare vor fi descrise analizele
bioinformatice pentru fiecare amplicon PCR in parte.

Gena pncA

Fragmentele pncA obtinute de la secventializare au fost cu 10 nucleotide mai scurte decat
fragmentul asteptat. Parametrii blastn au fost modificati, asa cum s-a descris la Materiale si
metode, astfel incat sa se conformeze unui ADN-vechi foarte degradat ca urmare a diagenezel.
Primele 22 de rezultate blastn pot fi observate in Figura 11.



M=z | lots  Uuery

Deseripticr i s ';al_ue Ider: Aczession
T Trichoderma reszei OV 2a o-edictad orobein (TRISECRAFT ° 409), parlial mRk4 Ath AL 2% UGS % XM UDEYESLES
| Bhigubiviy i GAT 852 o wlele senonn an0 400 £T% 10 B0% CA0010T4 ]
& QDI £ BIAT COmE €3¢ ceTame A0 400 08% 19 TI% COO004841
I e g s 371 complele uenu 5 38L 100% L3 (0% UUDOREEST
| f=Talamarcesrens CWLE DA ormple R5 385 & 3 TI% AFC13063.°
| COIT [ Ele SEu2nce I35 385 T% L3 TI% 20040151
Tl Myramacerum £ seqmalls ISES3 Famp o ortame RE A8F RE% F3 TA% C2003(7E1
Ol uber melanosparom Ve 23 ypothetical srotein (G TUM JUDDASYI0E bmIds A comp e cds 235 385 36%  S3  95% XM O0PRARFO41
T Adinosv=1sma mirem 3% 42837 coro st getgma M4 8L EME LD CE% C0D1EIZ
bl BT D08 Irurwsideed pyins o cBwie dponsA ] gy oo e 3RAE 38F 100% E3 B2% A0 I
Tl C=zutomorzs smingae pv poessalizs £ 14204, romplete jenom e 35 38L I LD @4% CT0000SId
S0 300 3% 1b BbY% LUDOGMELT
Tl Linei- e nactaum done eopaT- anos T50 Gops (FO0A) 7218 smoiplee oos 1 I 15 7H% KCS030811
Tl Rmzobir Taos Clal S99, 22riplete genome ITDOIT0 ¥ 15 BE% LTO040d1
are AT B% lA  83% CI002E30
Ol Bokmydznasp. COGEICLL ChIomosoime ¥ COmp £ S5202nce e e 1% 1 89% L0074
T Efiuleclan v b o bl gsne for beleus o dusidess g e shey JOW 132 HOO3NL BER 1h (3% ARt
nacterum hew . o5 5 staln AFAR140 miAneT P Tamldase (R aran nernlntn Srauencn oA 0% 1A
| MhizabiLr 2cumInosar. m b 17 204, romplete genoms e ING LM 1S
I Bl ey b "ol o S CIM3 41T belis i sl e Bt L gene ooegiheh: s T0OATh ORR% 1A
Pl chianmydsmer Aol vraln SC-SC3 owaz mi R P . L S 1
7 Mematostella vesters £ pradicied cootetn [ sMVZURAS | w10 /903] panial mHHS TO0OT0 G6% 15 TI% AW D016I3IET

Figura 11. Rezultatele obtinute la blastn prin compararea secventelor pncA F2-R2 cu secventele din
GenBank.

Desi primele rezultate nu apartin grupului MTBC ele pot fi excluse deoarece ainierile au
acoperire micd. Singurele rezultate cu acoperire de 100% apartin speciei M. tuberculosis, Si au 0
identitate de 68-70% cu fragmentul omolog modern pncA.

Ulterior, pentru a sugine incadrarea secventelor de ADN-vechi la grupul MTBC, am
descarcat toate secventele genei pncA ae genului Mycobacterium depuse in baza de date Gene.
Am descarcat atat secventele speciilor patogene cat si a celor ambientale. Am aliniat secventele
obtinute de noi, din oase, extractii sau indivizi diferiti cu cele existente in bazele de date. Pentru
aliniere am folosit algoritmul ClustalW in Mega 5 (Figura 12).

Se pot observadin aliniere, trei deletii care se pastreaza in dreptul situsurilor 29-31, 53-57
si 95-96. Acele deliii nu puteau aparea Tn diferite zone din corp si mai ales la indivii diferiti ca
urmare a diagenezei pentru ca acesta este un proces randomic. Dar ele ar putea fi explicate de
aparitia buclelor in moleculele monocatenare de ADN. Asa cum se poate observa in Figura 9,
ADN-vechi extras de noi este deja foarte degradat si fragmentat. Forma cea mai stabilda a ADN
este aceea de dublu-helix supra-rasucit, dar in momentul fragmentarii orice supra-rasucire este
nlaturata. Astfel, ADN este mult mai usor de denaturat (Cox si colab., 2010). Mai mult, se stie
ca extractia cu fenol - cloroform - alcool izoamilic este una agresiva (Ausubel si colab., 1995) iar
fenolul oxidat cauzeaza degradarea Si ruperea catenelor de ADN. De aceea am presupus ca in
timpul extractiei s-ar putea forma monocatene de ADN, care ar putea adopta structuri secundare
(Liangsi colab., 2006).

Toate PCR s-au realizat cu Tag-polimeraza, iar o serie de articole au analizat activitatea
acesteia Tn momentul n care intalneste o bucla n molecula de ADN-matrita (Viguera si colab.,
2001; Canceill si Ehrlich, 1996; Levinson si Gutman, 1987). S-a aratat ca polimeraza poate ignora
nucleotidele implicate in formarea buclei astfel cd in molecula rezultatda va exista o deletie
aproximativ egald cu dimensiunea buclel (Figura 13).
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Figura 13. Reprezentarea schematicd a modelului prin care Tag-polimeraza induce la locul de formare a
unel bucle aparitia unei deletii in molecula de ADN (dupa Viguera si colab., 2001)

Pentru a observa daca fragmentul de 117 pb formeaza structuri secundare de tipul
buclelor am folosit aplicgia DNA Folding Form a The Mfold Web Server. S-a setat concentratia
MgCI; folosita in PCR. Rezultatul modelarii 2D poate fi observat Tn Figura 14. Se poate observa
ca cele trei bucle evidentiate (A, B si C) se suprapun peste cele trei deletii in alinierea multipla
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Figura 14. Modelarea 2D a fragmentul de 117 pb a genei pncA de la M. tuberculosis folosind aplicatia
DNA Folding Form a The Mfold Web Server.

Datorita divergentei observate in alinierea multipla intre secventele de ADN -vechi si cele
moderne, incadrarea secventelor de ADN-vechi in MTBC are nevoie de dovezi suplimentare.
Astfel s-a formulat ipoteza ca daca Tntru-un arbore filogenetic secventele noastre s-ar grupa cu
cele de MTBC si nu cu secventele provenite de la specii ambientale, atunci cel mai probabil
divergenta este cauzatd de degradarea din timpul diagenezei si nu este datoratd apartenentei lor la
0 specie diferita.

Pentru a se afla modelul evolutiv care ar putea explica cel mai bine datele observate, am
rulat in Mega 5 optionea Find Best DNA/Protein Models (ML). S-a folosit in constructia
arborelui prima optiune raportata: Tamura 92 (Tamura 3 - parameter cu distributie discreta
Gamma) cu cel mai mic scor BIC (Bayesian Information Criterion).Un scor BIC mic implica
existenta unui numar scazut de variabile explicative necesare pentru justificarea datelor obtinute
(Baxevanissi Ouellette, 2001).
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Arborele a fost realizat prin metoda Maximum Likelihood. Referitor la modul in care
urmau sa fie tratate cele trei deletii, am ales optiunea Complete deletion - Gap/Missing Data
Treatement. Alegerea este justificata prin faptul ca am pornit de la ipoteza conform careia
deleiile sunt produsul activitatii Tag-polimerazei, si nu al evolutiei sau al diagenezei.

Pentru ca modificdrile Tn secventa nucleotidicd (exceptand deletiile) sunt produsul
degradarii post-mortem a ADN, am considerat cd in constructia arborelui secventele nucleotidice
ar trebui tratate ca secvente non-codificatoare. Daca in schimb, am fi selectat optiunea automata -
Protein coding - doar primele doua pozitii din codon ar fi fost analizate pentru a se evita
influenta celui de-al treilea nucleotid, care poate varia fara a influenta secventa proteica. Asadar,
nici Tn acest caz diferentele nu sunt produsul mutagenezei si al selectiai naturale, ci al diagenezei.

Mai mult, portiunea de 117 pb a genei pncA codifica in lantul polipeptidic o regiune de
39 de aminoacizi Tnalt conservata. Lantul polipeptidic formeaza un buzunar care sustine un ion
de Fe?* prin intermediul asapte aminoazici: H51, H57, H71, D49, D8, C138, K96. Patru dintre
acestia sunt codificati de portiunea amplificata de noi: D49, H51, H57, H71 (Petrellasi colab.,
2011). Tn Figura 15 se observa structura 3D a proteinei prelucrata in Rastop 2.2 astfel incat si fie
evidentiat buzunarul si aminoacizii implicati in sustinerea fierului.

Figura 15. Structura 3D a pirazinamidazei de la Mycobacterium tuberculosis prelucrata in Rastop 2.2; se
observa buzunarul catalitic si cei patru aminoacizi implicati in sustinerea Fe?",

Histidina din pozitia 57 este substituitd de acidul aspartic la M. bovis ca urmare a unei
mutatii punctiforme, aceasta specie devenind astfel rezistenta la tratamentul cu pirazinamida.
Deoarece existenta acestor patru pozitii este esentiald pentru functia enzimei, este pufin probabil
ca modificarile observate in alinierea multipla sa fi survenit in timpul evolutiei.

Pentru ca relatia dintre secventele obtinute de noi si secventele moderne sé fie stabilitd cu
0 mai mare certitudine am construit un arbore filogenetic prin metoda Maximum Likelihood.
Aceasta poate reconstitui relatiile filogenetice dintre taxonii analizati si oferd suport statistic



(Bootstrap sau Jack-knife) (Harrison si Langdale, 2006). Arborele rezultat pe baza alinierii din
Figura 12 poate fi observat Tn Figura 16.
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Figura 16. Arborele filogenetic redizat prin Maximul Likelihood: Bootstrap 100, modelul evolutiv
Tamura 3 cu distributie discreta Gamma, pozitiile cu gap-uri s-a eliminat din analiza.

Pentru ca arborele realizat sa fie relevant s-au sters din alinierea multipld o parte din
secventele amorselor, pastrandu-se secventa minima unica de nucleotide de la capatul 3', adica 6
nucleotide. Pentru a fi siguri ca topologia arborelui nu este influentata de secventa conservata a
amorselor, am pastrat de la capatul 3' doar 5 nucleotide. S-a facut aceasta alterare bazandu-ne pe
rationamentul ca acele nucleotide sunt necesare pentru legarea amorselor de catena matritd si
pentru activitatea Tag-polimerazei. Dupa cum se poate observa in Figura 16, secventele obtinute
de noi sunt evidentiate prin romburi, culorile diferite reprezentadnd indivizi diferiti, iar ele
formeaza un cluster care se pastreaza in toti arborii generati (Bootstrap 100). Apoi, acest cluster
este legat de un alt grup ce cuprinde secventele pncA ale tuturor speciilor din MTBC, scorul
Bootstrap fiind tot 43. Speciile ambientalesi care cauzeaza boli similare tuberculozei la animale,
formeaza un grup separat, in care mgjoritatea valorilor Bootstrap sunt reduse, deci cu o stabilitate
mai scazuta. Ca si secventa outgroup am ales fragmentul omolog pncA de la Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032. Pentru a echilibra diferentele observate in lungimea ramurilor am
Tncercat sa utilizam un cluster de secvente outgroup, format din mai multe fragmente pncA ae
genului Corynebacterium. Rezultatele nu au fost satisfacatoare, obtinandu-se un arbore cu valori
Bootstrap scazute. Acest aspect nu este surprinzator deoarece nu ne putem astepta ca rata
evolutiva sa fie aceeasi in doud grupuri taxonomice diferite, chiar dacd genurile sunt inrudite
(Luo si colab., 2010). Asadar, gruparea secventelor de ADN-vechi cu MTBC este sustinuta
statistic si putem concluziona ca divergenta observata se datoreaza diagenezei si nu unei
amplificari PCR nespecifice.



Pseudosena oxyR

La bacterii, oxyR codifica principala proteina reglatoare a raspunsului la stresul oxidativ,
dar surprinzator, la speciile din MTBC aceasta a fost inactivatd. La Escherichia coli si
Salmonella typhimurium proteina este un factor de transcriere cu rol in activarea transcrierii
proteinelor implicate Tn raspunsul la stresul oxidativ, dar la speciile din MTBC secventa oxyR
omoloaga contine numeroase deletii si insertii — frame shift mutations (Figura 17).

ahpC axyR
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Figura 17. Organizarea genetica a regiunii oxyR-ahpC la M. tuberculosis comparativ cu M. leprae;
segmentele Tn dungi - zone unde au avut loc deletii masive; triunghiurile - mutatii care au schimbat cadrul
direct de citire; romburile - insertii; patratul - mutatie in codonul start (dupd Pagan-Ramos si colab.,
2006).

Una dintre genele aflate sub controlul OxyR este ahpC, care codifica alchilhidroperoxid -
reductaza, implicatd Tn metabolizarea peroxidului de hidrogen si a acidului azotic (Springer si
colab., 2001). S-a observat ca la speciile care nu mai au gena oxyR functionala, nivelul expresiei
ahpC este foarte scazut, dar nefiind complet inactivatd, se presupune cad ea ar avea un rol
functional. Deoarece oxyR nu se mai extrima in MTBC, si deci nu mai este supusa selectiei
naturale, ea a putut acumula mutatii si astfel, pe baza polimorfismului din pozitia 285 a
pseudogenei se poate face diferenta dintre M. tuberculosis si M. bovis (Sreetvansan si colab.,
1996). Noi am amplificat o portiune adiacenta acestui SNP, cu amorsele F3-R1 prezentate in
Tabelul 1, cu scopul de a obtine un amplicon pe baza caruia sa stabilim specia din MTBC care a
cauzat boala

Dupa ce am purificat si clonat produsii de PCR, acestia au fost secventalizati. Secventele
obtinute au fost comparate cu toate celelalte secvente din baza de date GenBank (NCBI) si s-a
obtinut o similaritate de 99-100% cu secventa omoloaga moderna (Figura 18).

Figura 18. Alinierea multipld a secventelor oxyR de ADN-vechi si a fragmentului omolog de la M.
tuberculosis CCDC5180 realizata in Mega 5.1 cu ClustalW.
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Secventele au fost obtinute pana acum doar de la individul M3 si asa cum se observa in
Figura 8, controlul negativ de PCR este curat, de aceea, desi similaritatea cu ADN-modern e
surprinzatoare, contaminarea este putin probabild. Aceasta demonstreaza prezenta lui M.
tuberculosis Th oasele cu remodeldri asociate tuberculozei. Fragmentele obtinute din M4, si
observate in Figura 9, urmeaza a fi clonate si secventalizate.



CONCLUZII

Rezultatele analizei antropologice au indicat posibilitatea ca indivizii M3 si M4 din
necropola de la Gheraseni sa fi fost afectai de boala lui Pott. Am incercat confirmarea acestui
diagnostic utilizand tehnici fizice (FT-IR) si de biologie moleculara. Astfel, in spectrele FT-IR
au fost identificate peak-uri asociate acizilor micolici dar s-au determau fost identificate si
modificari ale indicilor de cristalinitate si a rapoartelor C/P specifice tuberculozei.

Am reusit amplificarea prin PCR a secventelor pncA din ambii indivizi si secventalizarea
acestora, iar analizele bioinformatice ne-au ajutat sa incadram secventele in MTBC, chiar daca
ADN-vechi a suferit schimbari datorate diagenezei.

Mal mult, au fost obtinute secvente ale pseudogenei oxyR cu similaritate de 99-100% cu
secventele omoloage moderne. Deoarece controlul negativ de PCR este curat, posibilitatea
contaminarii cu ADN modern este Tnlaturata.

Tn continuare se doreste obtinerea secventelor TbD1 externe si interne.



Studiul 111.
Diversitatea genetica reflectatd de analiza regiunii de control mitocondriale la
o0 populatie de secol X din Capidava (Constanta, Romania)

Antropologia fizica

Tnaintea efectudrii analizelor moleculare, s-a realizat o analizi osteologica a scheletelor
provenite din necropola de la Capidava pentru a evalua starea de reprezentare si conservare a
oaselor, pentru a identifica sexul indivizilor si pentru a estima véarsta la care acestia au decedat.
Pentru determinarea acestor caracteristici s-au utilizat protocoal €l e descrise in Standards for data
collection from human skeletal remains (Buikstra si Ubelaker, 1994).

Sexul indivizilor a fost atribuit pe baza trasaturilor morfologice de la nivelul craniului
(marginea supraorbitala, glabela, mental) si de la nivelul pelvisului (concavitatea subpubica,
arcul ventral, incizura sciatica, sulcusul preauricular). Pentru fiecare din aceste trasaturi s-a
atribuit un anumit scor, conform protocolului standard, care reflecta gradul de siguranta cu care a
fost identificat sexul. Tn cazul indivizilor subadulti, sexul nu a putut fi determinat pe baza
analizelor de antropologie fizica, deoarece, fiind Tnca in curs de dezvoltare la momentul mortii,
resturile osoase nu prezinta trasaturile specifice unui anumit sex.

Pentru estimarea varstei la momentul mortii au fost examinati mai multi markeri
osteologici printre care sinostoza suturilor craniene, simfiza pubicd, suprafata auriculara a
iliumului si capetele sternale ale coastelor. Pentru stabilirea varstei subadultilor s-afolosit un set
diferit de criterii. Acestea au inclus caracterizarea stadiului de dezvoltare al danturii precum si
masuratori ale oaselor realizate cu sublerul electronic, fie cu placa osteometrica.

Tn plus, a fost examinat gradul de artroza al articulatiilor pentru a aprecia daca individual
folosea frecvent anumite parti ale corpului n activitatile sale fizice, fapt ce poate reflecta stilul
de viata. Informatiile legate de nutritie care ilustreazd conditia sociala pot fi deduse prin
evaluarea stirii de afectare a dentitiei, o altd caracteristicd analizatd. Tn acelasi timp a fost
urmaritd eventuala aparitie a unor stari patologice speciale cum ar fi tuberculoza sau sifilisul,
precum si prezenta traumelor care indica starea de sanatate a indivizilor si uneori posibila cauza
a mortii.

Preventia contaminarii si autentificarea rezultatelor

Pe langa degradarea moleculara, studiile de ADN se confruntd cu o alta dificultate
majord. Din moment ce ADN-ul modern uman si microbial este ubicuitar, riscul contaminarii cu
ADN exogen apare in fiecare etapa a procesarii probelor de ADN vechi. Astfel, pentru a evita
contaminarea in laborator au fost urmate reguli si protocoale stricte (Yang si Watt, 2005).

Extractia ADN-ului si amplificarea PCR au fost realizate in laboratoare separate fizic,
destinate doar pentru lucrul cu probe de ADN vechi. Tn aceste Incperi au fost montate filtre de
aer dotate cu lampi UV care au fost utilizate Thaintea inceperii fiecarui proces pentru mentinerea
unui mediu de lucru steril. Toatd aparatura, suprafetele de lucru, precum si ustensilele din
laborator au fost curatate in mod regulat cu Cl, apa ultra-pura si etanol 70%, iar apoi iradiate cu
UV. Tot personalul care a intrat in laborator a purtat combinezon, masca, incaltaminte de
protectie si manusi de unica folosinta pentru a minimize, pe cat posibil, riscul de contaminare.



Din acelasi motiv, persoanele care au lucrat intr-o anumita zi cu probe moderne nu au avut acces
n ziua respectiva in laboratoarele de ADN vechi.

Totodatd, fiecare intrare Tn laborator a fost realizatd conform unui program bine-organizat
si a fost manipulata o proba de la un singur individ o data. Pentru fiecare extractie au fost co-
extrase sistematic blank-uri de control, iar pentru fiecare amplificare enzimatica au fost rulate
controale negative de PCR pentru a monitoriza o posibila contaminare a substantelor folosite. De
asemenea, pentru a detecta contaminarea cu ADN modern provenit de la personalul care are
acces in aceste laboratoare, rezultatele obtinute au fost comparate cu o baza de date ce contine
secventele genetice de interes ale cercetatorilor din institutie (Sampietro et al. 2006).

Din cauza faptului c&, Tn ciuda respectarii tuturor acestor masuri de precautie, exista sansa
de contaminare Tn laborator, se recomanda replicarea independenta a analizelor intr-un laborator
separat de ADN vechi (Gilbert et al. 2005; Paébo et al. 2004; Willerslev and Cooper 2005). n
acest context, pentru fiecare schelet analizat Tn acest studiu, au fost trimise cel putin cate un dinte
intreg, fara carii sau fisuri la un laborator de ADN vechi din Spania cu scopul de a autentifica
rezultatele obtinute.

Pregatirea probelor si extractia ADN

Extractia ADN-ului din probele osteologice a fost realizata prin doua metode diferite,
ambele frecvent utilizate Tn astfel de studii. Una dintre ele este extractia cu fenol-cloroform
(Hervella et al. 2012), iar cealaltd metoda implica utilizarea unor coloane cu silica (Anderung et
al., 2008; Yang et al., 1998). Extractia ADN a folosit ca si sursa atat oase cat si dinti, in cazurile
n care acestea au fost gasite intacte. Au fost alese ca probe pentru acest proces cele mai bine
conservate oase, mai exact diafiza humerusului pentru 4 dintre indivizi: M1, M3, M4, M5.
Extractia din dinti a fost efectuata pentru 3 dintre indivizi: M4, M5, M8.

Pentru eliminarea contaminantilor din sol, , a fost curatatd mai ntai suprafata
osului/dintelui cu CI 10% si apa ultra-pura. Apoi, intreaga suprafata a osului, respectiv a dintelui
a fost iradiatd UV in UVIlink crosslinker (Uvitec Cambridge) pentru a reduce riscul de
contaminare cu ADN exogen. Din acelasi motiv, in cazul probelor reprezentate de piese osoase
au fost Tnlaturati 1-2 mm din partea externd a osului, cu micromotorul dentar. Ulterior, cu
ajutorul acestui instrument a fost obtinuat pulberea osoasd in cantitatea necesara extractiei. Tn
cazul utilizarii dintilor, a fost deschisa camera pulpara si recoltat sub forma de pulbere tot
continutul. Burghierea electrica a fost realizata la viteza mica pentru prevenirea distrugerii ADN-
ului datorita Tncalzirii excesive (Adler et al., 2011). O singurd proba provenind de la un anumit
individ plus un control de extractie au fost prelucrate n acelssi timp (nu au fost prelucrate
concomitant probe de laindivizi diferiti).

Pentru extractia cu fenol-cloroformau fost utilizate 20 mg de tesut osos sub forma de
pulbere. Acesta a fost incubat peste noapte la 56°C in solutie de decalcifiere ce contine: 0.5 M
EDTA pH 8.0-8.5, 0.5% SDS, 50mM TrisHCI pH 8.0 si 1 mg/ml Proteinaza K (Ginther et al.,
1992; Hagelberg si Clegg, 1991). Solutia a fost apoi centrifugata, iar ADN-ul a fost extras din
supernatant, urmarind protocolul de extractie cu fenol-cloroform (Hervella et a., 2012). Au fost
efectuate doud extractii succesive cu un volum egal de 25:24:1 Phenol:Chloroform:lsoamyl
Alcohol (Calbiochem), urmate de aditia cloroformul la faza apoasa pentru a Tnlatura urmele de
fenol. Ulterior, ADN-ul a fost precipitat folosind douad volume de etanol absolut (1 ml etanol
absolut la 500 ml supernatant) si 1/10 volume de acetat de sodiu 3 M. Prin centrifugare, a fost
obtinut un pellet de ADN care a fost spalat de 2 ori cu 1 ml de etanol 80%, apoi acesta a fost



uscat la 56°C timp de 10 minute si resuspendat ntr-un mililitru de apa PCR Grade. ADN-ul a
fost purificat si concentrat prin trecerea solutiei prin centricoane de tipul Amicon Ultra - 0.5 mL
30K Centrifugal Filters (Merck Millipore) (obtinandu-se 50-70ul solutie finald). ADN-ul eluat a
fost stocat Tn alicote de 20 pl la o temperaturd de -20°C pentru o scurtd perioada de timp, astfel
ncat sa nu se degradeze pana la efectuarea amplificarii.

Probele reprezentate de dinti au fost supuse extractiei printr-o metoda simpla si eficienta,
ce nu implicé folosirea solventilor organici. Metoda presupune purificarea si concentrarea ADN -
ului din probe osteologice antice prin intermediul unor coloane cu silica (QIAquicky, QIAGEN)
(Anderung et al., 2008; Yang et a., 1998). Aceasta a fost adaptata la conditiile si aparatura
disponibila in laborator. Digestia pulberii obtinute din dinti a fost realizata prin adaugarea a 100
pl Proteinaza K (20 mg/ml) si a unui tampon de extractie alcatuit din 0,5 M EDTA pH 8 si 5%
SDS. Amestecul a fost pastrat la 55°C peste noapte, iar apoi la 37°C timp de 24 de ore. Dupa ce
amestecul a fost centrifugat, supernatantul a fost preluat si impartit in alicote de 250 pl, Tn tuburi
de 2 ml. Peste acestea au fost adaugate 5 volume de PB Buffer (1250 ul) si amestecat. Ulterior,
cate 750 pl din solutie au fost Tncarcate succesiv pe coloana si centrifugate 1 minut la 12400 g.
La terminarea amestecului, ADN-ul legat de particulele de silica a fost spalat prin adaugarea a
750 ul PE Buffer, iar apoi afost eluat in 100 pl Elution Buffer.

Amplificarea PCR si electroforeza

Strategia de amplificare a secventelor ADN de interes a fost bazata pe utilizarea unor
seturi de amorse proiectate pentru amplificarea unor fragmente nucleotidice scurte, care tind sa
fie mai numeroase chiar si in probele arheologice degradate (Gabriel et al. 2001; Paabo et al.
2004). Tn acest mod, existd mai multe sanse de a produce copii suficiente de secvente autentice.
Pentru fiecare specimen, secventele din regiunea hipervariabilda | (HVR-1) si regiunea
hipervariabila 11 (HVR-II) ale genomului mitocondrial au fost determinate prin amplificarea a 8
segmente care se suprapun pe intreaga regiune hipervariabila. Dimensiunea acestor segmente
este cuprinsa intre 126 de perechi de baze si 170 de perechi de baze (Gabriel et a. 2001)

(Tabelul 1).
Tabelul 1. Design-ul amorselor pentru amplificarea HVR-I si HVR-11 (Gabriel et al. 2001)

Dimensiunea Intervalul
Fragm. . . . secventei Temp. de
= ampliconului Secventa amorsei . ) o
amplificat (pb) informative  aliniere
ADN

F: 5'-CCC AAA GCT AAG ATT CTA AT-3"
HVR- A 170 R: 5"-TAC TAC AGG TGG TCA AGT AT-3" 16009-16138 50

F: 5'-CAC CAT GAA TAT TGT ACG GT-3"
HVR-1 B 126 R:5"-TGT GTG ATA GTT GAG GGT TG-3 lels2-16217 50

F: 5-CCC CAT GCT TAC AAG CAA GT-3"
HVR- C 133 R:5"-TGG CTT TAT GTA CTA TGT AC-3’ 16210-16302 46



F: 5'-CAC TAG GAT ACC AAC AAA CC-3'
HVR- D 143 R: 5"-GAG GAT GGT GGT CAA GGG AC-3" 16288-6390 48

F:5-GGG AGC TCT CCA TGC ATT TGG TA-3’

HVR-I1 A 126 R: 5’-AAA TAA TAG GAT GAG GCA GGA ATC- 57-135 54
3,
HVR-Il B 132 F:5’-GCA CCC TAT GTC GCA GTATCT GTC-3’ 133-219 46

R: 5-TAT TAT TAT GTC CTA CAA GCA-3’

F:5'-CTA TTA TTT ATC GCA CCT-3"
HVR-I C 142 R:5™-ATT TTT TGT TAT GAT GTC T-3’ 169-213 46

F: 5-TGC TTG TAG GAC ATA ATA AT-3’
HVR-I D 158 R:5-GTG TTA GGG TTC TTT GTT TT-3' 240-357 47

Au fost utilizate mai multe tipuri de ADN polimeraza, disponibile comercial, printre care
MangoTagq™ (Bioline), MyTag™ (Bioline), Platinum®Taq (Invitrogen). Fiecare reactie PCR a
fost optimizata prin variatia concentratiilor substantelor folosite pentru amplificare, Tn functie de
calitatea si cantitatea de ADN extrasa. In majoritatea cazurilor, ADN polimeraza MangoTaq™
(Bioline) s-a dovedit a fi cea mai eficienta pentru amplificarea secventelor degradate de
ADNvechi. S-au obtinut rezultate constante atunci cand urmatorul design de PCR a fost folosit
pentru o reactie de 25 pl: 5 pl tampon de reactie colorat MangoTag, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM
fiecare NTP, 0.5 uM fiecare amorsa, 1.25 unitati de MangoTaq " polimerazi si, de obicei, 2 pl
de ADN matrita. Pentru a depasi dificultatile intdmpinate la amplificare, datorita prezentei
urmelor de fenol si ai inhibitorilor PCR in ADN-ul extras conform protocolului cu fenol-
cloroform, acesta a fost, de reguld, diluat de cel putin 5 ori Thaintea folosirii pentru amplificare.
Programul de PCR standard folosit a presupus: denaturarea initiald 95°C 5 min, urmata de 35 de
cicluri: 95°C 30 sec, 46-50°C (in functie de amorse), 72°C 30 sec si elongarea finald 72°C timp
de 5 min. Monitorizarea unei posibile contaminari a reactivilor folositi s-a realizat prin addugarea
controalelor negative de PCR.

Lafinalul PCR-urilor s-a verificat faptul ca au fost amplificate fragmentele de interes prin
intemediul electroforezel in gel de agaroza. Aceasta metoda analitica presupune separarea
moleculelor de acizi nucleici care migreaza in camp electric in functie de dimensiunea pe care o
au. Astfel, cunoscand dimensiunea ampliconului, ih urma migrarii sale intr-un gel de agaroza
colorat cu bromura de etidiu, se poate vizualiza la UV prezenta ADN-ului de marimea asteptata.
Un exemplu Tn acest sens se regaseste in figura 4 care ilustreaza amplificarea segmentelor HVR-I
A si HVR-I1 B de la individual M4, vizualizata in gel de agaroza (Fig. 1).
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Fig. 1. Electroforeza in gel de agaroza

Segmentele de ADN de interes obtinute Tn gel au fost purificate, in vedea clonarii lor. Tn
acest scop s-au utilizat kit-uri speciale pentru purificare din gel (FavorPrep™ GEL Purification
Kit, Favorgen Biotech Corp) si s-a respectat protocolul disponibil in kit. Tn situatiile in care s-a
remarcat prezenta amplificarii in controlul de extractie, acesta a fost de asemenea purificat pentru
a identifica sursa de contaminare. Totodatd, atunci cand au aparut amplificari in controlul negativ
de PCR, probele nu au fost purificate. Tn schimb a fost repetat acel pas, utilizand aicote noi de
reactivi ne-contaminati.

Clonare si secventializare

Tnainte de secventializare, produsii PCR purificati au fost clonati (CloneJet PCR Cloning
Kit, Thermo Scientific), ceea ce permite, ulterior, realizarea distinctiei dintre mutatiile autentice
specifice fiecarui individ si greselile induse de alterarea post-mortem a integritatii moleculelor de
ADN. Avand in vedere faptul ca produsii PCR au avut capete coezive 3’-dA generate de Mango
Taq polimeraza s-a urmarit protocolul de clonare din Kit, specific pentru indepartarea acestor
capete (Sticky-End Cloning Protocol), Tnainte de ligare. Bacteriile competente DH5 alpha, una
din cele mai frecvent utilizate tulpini de E coli. in clonarea de ruting, au fost transformate cu
produsii de ligare, iar apoi depuse pe placi de culturd. Doar clonele recombinate care contin
insertul au crescut pe placi, datorita proprietatii vectorului pJET1.2/blunt de a exprima o enzima
de restrictie letald daca se recircularizeaza dupa transformare. Cate 6 colonii izolate de pe fiecare
placa au fost folosite pentru preculturi.

Dupa ce bacteriile au crescut timp de aproximativ 15 ore la 37°C cu agitare, ADN-ul
plasmidic afost purificat conform instuctiunilor din kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific). Cantitatea si puritatea ADN-ului plasmidic obtinut au fost determinate
spectofotometric. Totodata, pentru a certifica prezenta insertului de dimensiunea asteptata, a fost



realizatd digestia probelor cu enzima de restrictie Bgl Il (Thermo Scientific) conform
recomandarilor si au fost vizualizate pe gel de agaroza.

Un minim de 5 clone care au continut insertul au fost secventializate (Macrogen, Korea),
folosind amorsa standard pJET1.2 R. Secventele care au rezultat au fost aliniate cu ajutorul
programului BioEdit si comparate cu secventa ADNmt de referintd (revised Cambridge
Reference Sequence; Andrews et al. 1999). De asemenea, rezultatele obtinute au fost comprate
atat cu secventele provenite de la personalul implicat in acest studiu, pentru a elimina
posibilitatea contaminarii, cat si cu secventele regasite in bazele de date.

Rezultatesi discutii
Antropologie fizica

Analizele de antropologie fizica efectuate pe cele 9 schelete recuperate din necropola de
la Capidava au pus in evidenta faptul ca 3 dintre ele apartin unor femei (M1, M3, M8), unul este
al unui individ de sex masculin (M4), iar restul apartin unor indivizi subadulti (M2, M5, M6,
M9, M10) al caror sex nu a putut fi determinat prin metode de antropologie fizica. Tn cazul
adultilor a fost remarcata prezenta a mai mult de 75% din schelet ceea ce semnifica o
reprezentare foarte bund. Tn acelasi timp, aceste schelete sunt foarte bine conservate, fiind
alterata mai putin de 25% din suprafata osoasa sub actiunea solului. Nu se poate spune acelasi
lucru despre gradul de reprezentare si conservare a scheletelor indivizilor subadulti. Tn afara
resturilor osoase ale individului M10 care sunt reprezentate si conservate moderat, celelalte
schelete sunt slab pastrate.

Pe baza markerilor osteologici analizati, a fost estimata varsta la momentul mortii pentru
individual M1, de sex feminin, intre 38-48 de ani. Nu au fost identificate patologii speciale, dar a
fost observata existenta unei fracturi oblice vindecate la nivelul humerusului stang, in zona
diafizei proximale. Celei de-a douafeme (M3) i s-a atribuit o varsta cuprinsa intre 43-56 de ani,
iar pentru cea de-a treia femeie (M8) s-a stabilit varsta in intervalul 20-24 de ani. Tn cazul
individului M8 s-a identificat o trauma la nivel cranian, parietal stang. Cel mai probabil aceasta
este datorata unei lovituri antemortem cu un obiect contondent. De asemenea, a fost remarcata
existenta unei fracturi oblice la nivelul unei coaste de pe partea stanga, vindecata, fara urme de
infectie. Varsta pentru individul M4 a fost aproximata in intervalul 33-43 de ani si s-a constatat
ca dantura sa a fost pastratd intacta, intr-o stare foarte bund, fara carii sau abcese, fapt ce reflecta
0 stare de sanatate relativ buna. Scheletele M2 si M5 apartin unor indivizi tineri, preadulti cu
varsta cuprinsa intre 9-12 ani. Cu toate ca resturile osoase ale indivizilor M6, M9 si M10 sunt
puternic alterate, a putut fi determinata varsta lor pe baza eruptiei dentare si a lungimii oaselor.
Astfel, M6 este cel mai tanar individ, avand 38-40 saptamani prenatal, M8 0-2 luni postnatal, iar
M9 2,6-4 ani.

Analiza moleculara

Dintre cei 9 indivizi ale cdror rdmasite osoase au fost recuperate din situl arheologic
Capidava au fost analizati prin metode moleculare doar 5 dintre acestia. Au fost analizati mai
intdi adultii (M1, M3, M4, M8), deoarece piesele osoase sunt bine pastrate, fapt ce permite
extragerea ADN-ului. Prezenta dintilor intacti, fara carii sau fisuri, care pot fi folositi pentru
extractia ADN reprezinta un motiv suplimentar pentru alegerea facutd. Spre deosebire de adulti,



scheletele indivizilor tineri sunt slab conservate, iar dintii permanenti au radacinile deschise,
fiind n curs de dezvoltare, fapt ce ridica dificultati Tn analiza secventelor de ADN provenite din
astfel de probe, datorita riscului crescut de contaminare cu ADN exogen. Totusi, a fost efectuata
analiza de genetica moleculara pentru subadultul M5 care prezinta un interes deosebit, deoarece
afost gasit in vecinatatea mormintelor M3 si M4, iar o astfel de analiza poate reliefa o eventuala
relatie de rudenie intre acesti indivizi.

Rezultate obtinute prin extractia ADN cu fenol-cloroform (M1, M3, M4, M5)

Extractia ADN a fost realizatda prin doud modalitdti distincte, una bazata pe fenol-
cloroform, iar cealalta prin intermediul coloanelor cu silica. Pentru extractia cu fenol-cloroform
s-a prelevat pulbere ososasa de la indivizii M1, M3, M4 si M5. Cantitatea si calitatea ADN-ului,
astfel obtinut au permis doar amplificarea celor 4 segmente din regiunea hipervariabila I (HVR-
I) a genomului mitocondrial. Avand Tn vedere faptul ca s-a remarcat prezenta urmelor de fenol in
ADN-ul extras, precum si a anumitor inhibitori de PCR cum ar fi acizii humici, fiecare
amplificare enzimatica a fost optimizata si s-au testat diferite concentratii de ADN matrita n
amestecul de PCR. Din aceasta cauza, ADN-ul rezultat in urma unei extractii unice nu a fost
suficient pentru obtinerea rezultatelor pentru cel de-al doilea segment hipervariabil din regiunea
de control.

Primul dintre indivizii analizati este M3. Pentru 3 din 4 fragmente clonate si
secventializate, blank-urile de extractie au fost curate, adica nu au rezultat amplificari,
fragmentul HVR-1 D fiind singurul care a prezentat amplificare in blank, cel ma probabil
datorita unei erori de manipulare. Secventele obtinute au fost comparate cu secventa de referinta
(rCRS) pentru a identifica mutatiile specifice acestui individ. A fost evidentiata o tranzitie C-T in
pozitia 16069 in toate clonele analizate. Pe langa aceasta au fost idendificate inca 2 polimorfisme
n pozitiile 16111T si 16126C. Interesant este faptul c& in secventele in care s-a regasit una dintre
aceste mutatii (de exemplu 16111T) nu a fost prezenta cealalta (16126C), fapt ce indica cel mai
probabil existenta a doud surse de ADN. De asemenea, s-a constat prezenta unor mutatii
punctiforme, caracteristice moleculelor vechi de ADN care sunt supuse degradarii post-mortem.
Acestea sunt mult mai frecvente in acele secvente care contin substitutia 16111 C-T, ceea ce
sugereaza ca acestea provin de la individul M1. Aceasta idee este sustinuta si prin faptul ca
mutatia 16111T apare pentru prima datd in setul de analize efectuate in laboratorul nostru. Cu
toate acestea, rezultatele pentru M1 trebuie autentificate prin replicarea analizelor si investigarea
mutatiilor din HVR-II care sa confirme incadrarea intr-un anumit haplogrup.

Tn secventele obtinute de la individul M1 nu s-au semnalat diferente fata de rCRS, ceea
ce implicd incadrarea acestuia Tn haplogrupul european H2a2. Pentru certificarea acestei
Tncadrari se vor analiza si secventele pentru HVR-II, precum si un segment nucleotidic care sa
includd pozitia 7028, pozitie definitorie pentru incadrarea in haplogrupul H (Dissing et al.,
2007).

Tn cazul indivilor M4 si M5 s-au obtinut doud seturi de rezultate, primul in urma analizei
ADN-ului extras cu fenol-cloroform. Desi au fost obtinuti produsi de amplificare pentru HVR -,
rezultatele de la secventializarea clonelor sunt inconclusive. Unul dintre factorii care a contribuit
la acest aspect este cel mai probabil conservarea slaba a ADN-ului in ramasitele osoase. Este
bine cunoscut faptul ca gradul de pastrare al moleculelor de ADN este influentat de factorii de
mediu Si s-a observat ca acesta poate varia chiar n randul specimenelor excavate din acelasi



complex arheologic (Burger et al. 1999). Din acest motiv analizele au fost repetate, folosind
dintii biradiculari (premolari) ca sursa de ADN.

Rezultate obtinute pentru extractia ADN cu coloane silica (M4, M5, M8)

Initial, s-aTncercat extractia ADN-ului prin aceasta metoda din os, dar metoda s-a
dovedit a fi ineficientd, iar ca urmare, s-au utilizat dintii foarte bine conservati ca sursa de ADN.
Tn acest mod, s-a reusit recuperarea unei cantitati suficiente de ADN pentru amplificarea tuturor
celor opt segmente care cuprind cele doua regiuni hipervariabile ale genomului mitocondrial.
Totodatd, prin folosirea coloanelor cu silica la extractia ADN s-au eliminat dificultatile
intmpinate la amplificarea enzimaticd din cauza prezentei urmelor unor solventi organici. In
plus, nu au rezultat amplificari in probele de control folosite la extractie, fapt ce indicd absenta
unel contaminari cu ADN exogen sau chiar cu ADN din proba in timpul manipularii lor. De
asemenea, toate controalele negative de PCR au fost curate. Secventele nucleotidice pentru
fiecare segment amplificat au nucleotide Tncorporate gresit (Fig. 2) ceea ce sugereaza ca acestea
provin de la specimene antice care au fost supuse degradarii post-mortem.Toate aceste aspecte
cresc gradul de siguranta ce reflecta autenticitatea rezultatelor.
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Fig. 2. Alinierea clonelor secventializate pentru segmentul HVR-I D, individul M4
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Pentru fiecare dintre cei trei indivizi, M4, M5 si M8 s-au analizat cate sase clone. In
secventele pentru HVR-I provenite de la individul M4 s-au identificat 4 mutatii ce apar in toate
clonele analizate, dupd cum urmeaza: 16126C, 16278T, 16299G, 16362C. Pe baza acestor
mutatii, individul M4 poate fi Tncadrat in haplogrupul R0a2i cu o probabilitate de 80.2 %
conform aplicatiei on-line de atribuire a haplogrupului, cunoscutd sub numele de Haplogrep
(http://haplogrep.uibk.ac.at/about.html). Dintre acestea, 16278T este substitutia definitorie pentru
ncadrarea Tn haplogrup, iar 16299G este considerati o mutatie locala privata. In regiunea HVR-
Il s-au identificat 6 puncte de divergenta comparativ cu rCRS: 39T, 58C, 60.1T, 64T, 263G si
315.1C. Aceste puncte de diagnostic confirma incadrarea secventelor de ADN mitocondrial ale
individului M4 in haplogrupul R0a2i. Dintre mutatiile regasite in semnatura genetica a lui M4,
16126C este singura care a fost identificata in probele de ADN modern analizate n laborator, dar
ea a aparut intotdeauna n conjunctie cu 16069T si conduc spre clasificarea intr-un haplogrup
distinct, si anume J. Acest fapt confera un plus de Tncredere rezultatelor obtinute.

Datele de secventializare ale individului M8 contin motivele nucleotidice
caracteristice haplogrupului U3a. Pe intervalul investigat (15989-16410, 34-377) din regiunea de
control s-au evidentiat 7 mutatii, dupa cum urmeaza: 16343G, 16390A, 39T, 73G, 150T, 263G si
315.1C. Primele 6 dintre acestea fac posibila incadrarea cu o siguranta de 100% in haplogrupul
U3a, iar insertia din pozitia 315 este considerata un hot-spot mutational
(http://haplogrep.uibk.ac.at/about.html). Acest tipar gentic a fost comparat cu o baza de date ce
contine informatia genetica mitocondriala a tuturor cercetatorilor implicati in acest studiu,



precum si cu probele moderne analizate in laborator si nu s-au descoperit similaritati, fapt ce
sporeste increderea n rezultatele obtinute.

Succesiunea nucleotidica care include HVR-I si HVR-Il de la individul M1
contine variatiile specifice (16261T, 263G) haplogrupului H7al. Gradul de confidenta al acestei
incadrari este 58,7% conform HaploGrep, din pricina faptului ca restul mutatiilor care 1l definesc
se afla in afara regiunii examinate. Drept consecintd, pentru confirmarea acestei ipoteze se vor
anadliza SNPs definitorii cuprinse Tn regiunea codificatoare a genomului mitocondrial.
Modificarea din pozitia 16261 a fost intalnita intr-o singura proba de ADN modern, dar asociata
cu alte cateva mutatii care contribuie la un diagnostic diferit al haplogrupului, ceea ce exclude o
posibila contaminare a probei M5.

Informatiile oferite de aceste rezultate preliminare subliniaza ca indivizii analizati
poarta semnaturi genetice distincte. Fiind clasificati in haplogrupuri diferite, pe baza variatiei in
cadrul secventelor nucleotidice, este sugerata absenta unor relatii de rudenie pe linie materna
intre indivizii analizati. Totusi, alte legaturi de tip familial, cum ar fi cel de sot-sotie, nu pot fi
excluse. Aceste aspecte au o importanta deosebita pentru ntelegerea organizarii sociale a
populatiei medievale de la Capidava. Contextul arheologic si distributia mormintelor in situl
arheologic reflectd ipoteza existentei a doua grupuri sociale distincte. Unul dintre ele cuprinde
indivizii M3si M4, singurii care au avut inventar funerar. Descoperirea mormantului subadultului
M5 in vecinatatea acestor adulti, conduce spre ideea existentei unui ansamblu de tip familial.
Datele moleculare actuale aduc informatii suplimentare in acest sens, prin eliminarea ipotezei
prezentei unor legaturi maternale Tntre acesti indivizi.

Compararea datelor cu ADN-ul populatiilor moderne

Clasificarea variatiei ADN-ului uman mitocondrial in grupuri genealogice care au un
ancestor matern comun este utilizatd n studiile de genetica populatiilor pentru urmarirea
migratiilor populationale majore din trecutul istoric. Aceste informatii sunt deduse prin
compararea distantelor genetice observate cu cele din randul populatiilor moderne, precum si cu
celeilustrate in alte studii de ADN vechi.

Haplogrupul mitocondrial U3a din care face parte individul M8 reprezintd o ramura a
haplogrupului major U si se deosebeste de U3b prin prezenta unei mutatii specifice (16390A)
intalnita In regiunea HVR-1 (Achilli et al., 2005). Prezenta acestui haplogrup a fost detectata n
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Fig. 3. Distributia haplogupului mitocondrial U3 Tn Europa, Orientul Apropiat si Nordul
Africii (http://www.eupedia.com/europe/maps mtdna_hapl ogroups.shtml#U3)



numeroase populatii actuale din Europa si vestul Asiei, cele mai ridicate frevente fiind intéalnite
n tarile din preajma Marii Negre (Bulgaria, Georgia) si Caucaz (iranieni, armeni, avari, turci),
dupa cum se poate observa si Tn imagineade mai jos (Fig. 3).

De asemenea, frecvente mari ale acestui haplogrup s-au distins in populatii actuale de
romi, ai caror stramosi au migrat prin teritoriul Armeniei si al Imperiul Bizantin Tn ruta lor spre
Europa (Malyarchuk et al., 2006). Mai mult, o frecventa sporita a acestui haplogrup mitocondria
a fost remarcat pe teritoriul Romaniei, mai exact in cadrul unor indivizi de etnie romana din
Ploiesti (Bosch et al., 2006). Studiul relatiilor genetice pe linie materna ce privesc legaturile
dintre populatiile evreiesti subliniaza, de asemenea, existenta grupului genealogic U3a in randul
acestora (Behar et al., 2008). Datele arheologice legate de populatia medievala de la Capidava,
sugereaza ca probabilitatea ca aceasta populatie sa aiba vreo conexiune cu cele evreiesti este
extrem de micd, din moment ce indivizii au fost inmormantati dupa un ritual crestin.Considerand
contributia haplogrupului U3a la fondul genetic actual se poate deduce faptul ca acesta a avut un
rol n istoria populatiilor stravechi, marcand numeroase valuri de migratie din diferite perioade.
Zona Caucaziana, situata intre Levant si Europa, poate fi consideratd una dintre potentialele rute
de colonizare a Europei de catre omul modern (Schénberg et al., 2011). De asemenea, este foarte
posibil ca dispersia majora din regiunea Caucaz inspre Europa de-a lungul bazinului Dunarii sa
se fi realizat Tn timpul exapnsiunii neolitice, desi diversitatea genetica curenta este influentata si
de amestecul ulterior al populatiilor (Quintana-Murci et a., 2004).

Analiza haplotipurilor mitocondriale umane din cadrul populatiilor moderne ilustreaza
frecvente ridicate pentru haplogrupul vest Eurasiatic, ROa, Th numeroase din regiunile geografice
in care s-a remarcat o frecventa crescuta a haplogrupului U3a. Acest fapt este evidentiat n cele
doua imagini (Fig. 3., Fig. 4) care surprind distributia acestor haplogrupuri.
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Fig. 4. Distributia haplogupului mitocondrial RO (HV) in Europa, Orientul Apropiat
si Nordulhttp://www.eupedia.com/europe/maps_mtdna_haplogroups.shtml#HV

Prezenta haplogrupului ROa, cunoscut anterior drept HV, este intalnit cel ma adesea in
structura  geneticd a  populatiilor din  Turcia, Iran, Yemen si  Bulgaria
(http://www.eupedia.com/europe/european_mtdna_haplogroups_frequency.shtml).

Prezenta celor mai ridicate frecvente ale acestui grup mitocondrial in peninsula araba se
poate datora faptului ca in aceastd regiune a avut loc o diversificare interna a sa, ca urmare a
expansiunii demografice de dupa ultima glaciatiune (Cerny et al., 2011). in acelasi timp, s-a



observat o frecventd de 48% a haplogrupului ROa in cadrul aroméanilor de pe teritoriul roméanesc
si una de 34% pentru romanii din Constanta, zona geografica in care se regaseste situl arheologic
Capidava (Bosch et al., 2006). Cele doua harti ale distributiei frecventelor celor doua tipuri de
varietati mitocondriale oglindesc prezenta unor “hotspot-uri” in partea sudica a Belarusului si in
sud-vestul Ucraninei. O explicatie plauzibild pentru acest aspect ar fi expansiunea nordica a
popul&iilor culturii Cucuteni din regiunea ponticd, Tn neoliticul tarziu, ca urmare a invadarii

teritoriului lor de cétre indo-europeni (Nikitin et a., 2011).

Compararea datelor cu alte studii de ADN vechi

Tn ceea ce priveste studiile de ADN vechi, literatura de specialitate despre evolutia
ADNmMt este puternic dominatad de probe foarte vechi care dateaza din Paleolitic, Neolitic, Epoca
Bronzului, Epocafierului.

Acelasi tipar genetic ca si n cazul individului M8 a fost semnalat prin analiza resturilor
osoase ale unui individ descoperit ntr-o pestera din regiunea Levantului, un important coridor de
comunicare, migratie si comert (Salamon et al., 2010). Datarea cu carbon a osemintelor plaseaza
mormintele din aceste pesteri in Epoca Bronzului (mileniul 5-4 Tnaintea erei noastre). Un alt
haplotip identic a fost pus n evidentd in cazului unui schelet din Epoca Fierului, aflat intr-o
asezare staveche din Danemarca (Melchior et al., 2008). O frecventa ridicata a liniei materne U3
a fost constatata in cadrul unei populatii Bizantine din situl arheologic Sagalassos din sudul
Anatoliei, ce dateaza din secolele 11-13 AD (Ottoni et al., 2011). Rezultatele discutate Th acest
studiu subliniaza afinitatea genetica a populatiei din Sagalassos cu cea a populatiilor Balcanice, o
consecinta a interactiunilor frecvente dintre ele in trecutul istoric. Mai mult, sunt prezentate doua
ipoteze pentru originea liniei mitocondriale U3. Una dintre ele identifica U3 ca fiind o
componenta levantica, fapt explicat prin schimburile comerciale intense stabilite Tntre populatii,
din cele mai vechi timpuri, dar aceasta nu exclude posibilatatea unei origini caucaziene.

Studiile de ADN vechi care sa faca referire la modul in care haplogrupul R0Oa2i a
contribuit la diversitatea geneticd a populatiei actuale sunt aproape inexistente. Tn literatura
actuala exista un singur studiu care atribuie haplogrupul RO unui individ descoperit in pestera
Paglicci din sudul Italiei si care dateza de acum 24000 de ani (Caramelli et a., 2003).

Din contextul istoric si arheologic al populatiei de secol 10-11 AD de la Capidava pot fi
deduse mai multe ipoteze pentru apartenta acestora la un anumit grup populational. Printre
acestea se numara: bulgari, turci (bizantini), avari, armeni, cumani, pecenegi, Slavi. Prin
corelarea datelor moleculare cu cele istorice si arheologice se poate restrange intervalul acestora.
Astfel, cel mai probabil indivizii analizati provin dintr-un fond bulgaresc sau turanic, avand
originea Tn zona Caucazului. Rezultatele genetice actuale nu exclud posibilitatea ca cei doi
indivizi sa provina din acelasi fond etnic. Informatii suplimentare care sa ofere o imagine mai
comprehensiva asupra situatiei din regiunea Dobrogei in secolul X, pot fi ilustrate prin anaiza
diversitatii genetice a mai multor indivizi din necropolele din aceasta zona. De asemenea, tiparul
de migratie si modul in care miscérile demografice au lasat amprente in fondul genetic actual
poate fi completat prin integrarea datelor moleculare cu cele obtinute prin analize de izotopi
stabili, mai exact strontiu.



Concluzii

Studiile de ADN vechi au potetialul de a oferi indicii despre modul in care evenimentele
din trecutul istoric au modelat fondul genetic actual, precum si despre legaturile genetice inter si
intra populationale.  Datele de ADN vechi disponibile la ora actuala sunt infinitezimal de mici,
datorita eforturilor, costurilor si dificultatilor pe care o analiza de acest tip le presupune. Astfel,
cele mai multe informatii pot fi deduse logic din datele de ADN modern, corelate cu cele istorice
si arheologice.

Rezultatele moleculare din acest studiu pun in lumina informatii legate de originea
populatiei medievale excavate din situl arheologic de la Capidava, precum si despre relatiile de
rudenie dintre indivizi. Asadar, aceasta populatie isi are originea cel mai probabil Tn zona
Caucazului si face parte dintr-o populatie turanicd sau bulgard. Totodatd, datele moleculare
indica faptul ca cei trei indivizi, M4, M5 si M8 nu Tmpartasesc o relatie de rudenie apropiata pe
linie materna, desi alte relatii de tip familial nu pot fi excluse. Estimarea diversitatii genetice a
acestei populatii este limitata de prezenta in numar mare a indivizor subadulti, in cazul carora
ADN-ul este slab conservat.

O imagine mai cuprinzatoare asupra trecutului istoric al acestei populatii poate fi
conturata prin integrarea datelor moleculare cu cele obtinute prin analiza izotopilor stabili
(strontiu) si datarea cu carbon radioactiv.



Studiul 1V.
Optimizarea diagnosticului molecular al sexului la probe arheologice umane

Scopul partii experimentale a lucrarii de fata este acela de a testa patru amorse nou concepute
pentru a amplifica fragmente din genele pentru amelogenina prezente pe cromozomul X,
respectiv Y, in vederea determinarii sexului, pe baza ADN-ului extras din dinti sau oase
apartinand indivizilor de diverse varste, descoperiti in diverse situri arheologice, fiind datati in
secole diferite. Totodatda se urmareste standardizarea unui protocol, in vederea obtinerii de
rezultate constante, indiferent de particularitatile fiecarui individ analizat. Mai multi pasi sunt
urmariti in obtinerea datelor.

1. Extractia ADN-ului

Oasele sau dintii sunt utilizati Tn extractia ADN-ului. Cum problema contaminarii este foarte
serioasa si poate influenta Tntr-o masura covarsitoare datele obtinute, sunt luate masuri pentru a
diminua cantitatea de agenti contaminanti care vin in contact cu fiecare proba analizatd. Au fost
puse la punct douad protocoale de extractie: unul pe baza de fenol-cloroform (Harvella et al.,
2012, Hagelberg and Clegg, 1991, Ginther et al., 1992) si un altul care utilizeaza coloane cu
membrana de siliciu (Yang et al., 1998, Anderung et al., 2008). Trasaturile ADN-ului vechi
legate de cantitatea redusa a acestuia, calitatea scazuta si prezenta inhibitorilor sunt luate in
calcul atunci cand este elaborat un protocol de extractie.

a) Curatarea probelor

Fiecare proba utilizatd pentru extractie este mai ntai spalata cu apa ultrapura. Urmeaza apoi
spalarea suprafetelor oaselor cu clor, respectiv imersarea dintilor in clor pentru 10-15min. Din
nou, se utilizeaza apa ultrapura pentru indepartarea clorului. Probele sunt ulterior lasate la UV
timp 10-15min pe fiecare parte.

b) Decalcifierea si indepartarea substantelor organice

Probele astfel curatate sunt introduse n hotd, unde cu ajutorul unui micromotor si al frezelor
dentare se obtine 0,2g de pulbere din osul compact, dupa ce suprafata acestora a fost indepartata,
respectiv din pulpa dentard in cazul dintilor, preferati in extractia realizata cu ajutorul coloanelor
cu membrana de siliciu. Peste pulbere se aduga solutia de decalcifiere. Pentru extractia cu fenol
solutia contine: 0,5M ETDA (ethylene diaminetetra-actic acid), cu rol in chelatarea ionilor de
calciu, 0,5% SDS (sodium dodecyl sulfate), 50mM TrisHCI si 1 mg/ml proteinaza K, pentru
digestia proteinelor. pH-ul solutiei se aduce la 8. Peste fiecare 0,2g pulbere os/dinte se adauga
1ml din solutia de decalcifiere, ldsandu-se peste noapte la 56°C. In ceea ce priveste extractia cu
ajutorul coloanelor cu membrana de siliciu, solutia de decalcifiere are o compozitie usor diferita:
0,5M EDTA, 5%SDS si 20mg/ml proteinaza K, aducandu-se pH-ul la 8. Se adauga 1 ml de
solutie peste pulberea de dinte. Se lasd peste noapte la 55°C, iar apoi 24h la 37°C. Pentru a
verifica gradul de contaminare cu ADN modern in timpul extractiei solutia de decalcifiere se
aplica si intr-un tub gol, care nu contine pulbere de os sau dinte, utilizatd ca si control negativ de
extractie. Dupa acest pas, controlul negativ de extractie va suferi acelasi tratament ca probele
propriu-zise.



c) Extractia cu fenol-cloroform

Extractia propriu-zisa a ADN-ului se realizeaza intr-o incapere separaté fizic de cea in care s-
a realizat extractia materialului osos/dentar sau de cea destinatd PCR-ului, dotata cu o hota cu
presiune pozitiva. Principiul extractiei cu fenol-cloroform este acela al extractiei lichid-lichid
bazata pe separarea moleculelor pe baza gradului lor de solubilitate Tn medii lichide nemiscibile.
ADN-ul se gaseste in fiecare etapa in stratul apos, superior.

Probele continand pulberea de os sau dinte sunt centrifugate, preludndu-se supernatantul care
se amestecd cu un volum egal de fenol-cloroform (fenol:cloroform:acool izoamilic 24:25:1,
v/v), preluandu-se in urma unei centrifugari supernatantul. Procedeul se repeta. Dupa cea de-a
doua centrifugare, supernatantul se amesteca cu cloroform, cu rolul de a indeparta fenolul in
exces legat de ADN. Se preia din nou supernatantul, urmand precipitarea ADN-ului cu etanol
absolut. Urmeaza doua spalari cu etanol 80%, dupa care probele sunt uscate, apoi rehidratate si
trecute prin centricon (Amicon® Ultraa MILLIPORE), cu rol in concentrarea si purificarea
acestora.

Protocoale de extractie a fost testate pe o serie de indivizi apartinand unor necropole
localizate in diferite zone geografice din Romania, avand vechimi diferite. Localizarea
geografica diferita presupune conditii tafonomice diferite, actiunea degradanta a factorilor de
mediu diferind in functie de amplasare. Extractia cu fenol-cloroform a fost testata pe 7 indivizi
dupa cum urmeaza:

. L ocalizar ea sitului Sursa de Sex atribuit dupa

Individ L ) Datare : .
arheologic caruia apartine ADN analiza antropologica

11 Suplacu de Barcau Mil 1V 1. Hr. barbat

12 Coconi humerus

13 Gheorghieni - vertebra posibil femeie

14 Mireasa Secol X d.Hr molar barbat

15 Capidava Secol X d. Hr molar barbat

16 Capidava Secol X d. Hr molar femeie

17 Histria Secol Ill\r/V d craniu barbat

d) Extractia cu coloane cu membrana de siliciu QIAquick PCR Purification Kit Protocol
(QIAGEN)

Metoda de extractie care implica utilizarea coloanelor se bazeaza pe proprietatea particulelor
de siliciu de a retine ADN-ul (Hoss and Paabo, 1993). Membranele permit retinerea fragmentelor
cu dimensiuni cuprinse intre 100pb si 10kb, excluzand nucleotidele, proteinele si sarurile.
Fragmentele de ADN vechi au in general céteva sute de perechi de baze, fiind preponderent
scurte, fragmentele de dimensiuni mari, provenind de fapt de la organisme care vin in contact,
postmortem, cu dintii sau oasele analizate. Metoda este mult mai specificd pentru ADN,
scazandu-se cantitatea de produsi coextrasi, avand de cele mai multe ori efect inhibitor asupra
PCR-ului. Eliminarea compusilor organici din procesul de extractie, in special al fenolului, care
interfereaza in special cu determinarea spectofotometrica exacta a cantitatii de ADN extras Si
mai apoi in reactia de PCR, cresc ulterior sansa de a obtine amplificarea fragmentelor de interes.

Protocolul de extractie utilizand coloane cu membrana de siliciu a fost aplicat asupra a trei
indivizi caracterizati in tabelul de mai jos.




- L ocalizarea sitului Sursa de Sex atribuit dupa
Individ A : Datare : .
arheologic caruia apartine ADN analiza antropologica
18 Curtea de Arges Secol X1V d.Hr molar barbat
19 Capidava Secol X d.Hr molar femeie
110 Capidava Secol X d.Hr molar barbat

€) Determinarea spectrofotometrica a concentratiei de ADN din probe cu ajutorul
Spectrophotometer Nano Drop ND 1000

Spectrofotometrul permite cuantificarea cantitatii de ADN la absorbanta de 260nm.
Nanodropul, spre deosebire de un spectrofotometru normal, necesitd un volum redus de proba
pentru a stabili concentratia acesteia. Utilizand 1pl din compusul de analizat, pe baza peak-ul de
absorbtie se stabileste concentratia de acid nucleic din proba. Amplitudinea varfului de aborbtie
este proportinald cu cantitatea de acid nucleic analizata.

f) Electroforeza acizilor nucleici in gel de agaroza

Pentru a verifica daca exista ADN 1n probe, dupa extractie, a fost realizata migrarea lor, sub
actiunea curentului electric in gel de agaroza. Moleculele migreaza cu viteze diferite in functie
de marimea lor, cele mai mici migrand mai usor printre porii gelului spre deosebire de cele mai
mari.

2. Amplificareafragmentelor de interes

Amplificarea prin PCR a fragmentelor caracteristice cromozomilor X si Y in vederea
determinarii sexului poate fi problematica atunci cand este folosit ca matrita ADN-ul vechi. Au
fost testate 0 serie de amorse, corelate cu diverse polimeraze Tncercandu-se si adaugarea unor

......

a) Amorse

Amplificarea genelor pentru amelogenind corespunzatoare cromozomul X si Y a avut loc
printr-un PCR multiplex. Aceeasi amorsa forward (M4) a fost conceputa pentru amplificarea
AMELX cét si pentru amplificarea AMELY. Amorsele reverse (M5 pentru AMELX, M6 pentru
AMELY) sunt specifice fiecarui cromozom (Faerman et al., 1995). Fragmentele tintite sunt de
330pb pentru cromozomul X, respectiv 218pb pentru Y. Amorsa M7 a fost conceputa ulterior ca
alternativa la M5 (Faerman and Bar-Gal, 1998) pentru a duce la amplificarea unui segment mai
scurt, de 270pb pe cromozomul X.

Nume amorsa Secventa Tm(°C)
Cromozom X
M4(F) 5’-CAGCTTCCCAGTTTAAGCTCT-3’ 60
M5(R) 5-TCTCCTATACCACTTAGTCACT-3 62
M7(R) 5-GTGACTATCTTAGAATCAGGAG-3’ 62
Cromozom Y




M4(F) 5’-CAGCTTCCCAGTTTAAGCTCT-3’ 60

M6(R) 5’-GCCCAAAGTTAGTAATTTTACCT-3’ 62

Pornind de la ideea tintirii unor fragmente cat mai scurte, dorite in cazul studiului ADN-ului
vechi, patru noi amorse forward (NP_1, NP_2, NP_3, NP_4) au fost concepute ca substitute ale
lui M4. Dimensiunile fragmentelor amplificate sunt: utilizénd NP_1 243pb pentru cromozomul
X si 131pb pentru cromozomul Y, utilizand NP_2 204pb pentru X si 92pb pentru Y, utilizand
NP_3 181pb pentru X si 69pb pentru Y si utilizadnd NP_4 212pb pentru X si 100pb pentru Y. M5
si M6 sunt folosite in continuare ca amorse reverse.

Nume amorsa Secventa Tm(°C)
Cromozom X
NP_1(F) 5’-CCTCCTAAATATGGCYGTAAG-3’ 60
NP_2(F) 5’-CRTCTCAGGRAGGYTCCATC-3’ 60
NP_3(F) 5’-AGGGCAAAAAGTMAACTCTGAC-3’ 62
NP _4(F) 5'-CATGAACCACTRCTCAGGRAG-3’ 62
M5(R) 5’-TCTCCTATACCACTTAGTCACT-3’ 62
Cromozom Y
NP_1(F) 5'-CCTCCTAAATATGGCY GTAAG-3’ 60
NP_2(F) 5’-CRTCTCAGGRAGGYTCCATC-3’ 60
NP_3(F) 5’-AGGGCAAAAAGTMAACTCTGAC-3’ 62
NP_4(F) 5’-CATGAACCACTRCTCAGGRAG-3’ 62
M6(R) 5’-GCCCAAAGTTAGTAATTTTACCT-3’ 62

b) Polimeraze

O serie de polimeraze au fost testate Tn Tncercarea de a amplifica segmentele tintite constant.
Probele de ADN obtinute utilizand kitul de extractie cu coloane cu membrana de siliciu au dat
frecvent si constant amplificare atunci cand a fost utilizata MangoTag™ DNA Polymerase
(BIOLINE). Tn cazul ADN-ului obtinut prin extractia cu fenol-cloroform niciuna din
polimerazele testate nu au dat constant rezultate. Au fost incercate MangoTagq™ DNA
Polymerase (BIOLINE), GoTag™ DNA Polymerase (Promega), IMMOLASE™ DNA
Polymerase (BIOLINE) si MyFiTM DNA Polymerase (BIOLINE).



c) Aditivi

2x PolyMate Additive (BIOLINE) poate fi utilizat aldturi de oricare polimeraza termostabild
avand rolul de a creste specificitatea si productivitatea PCR-ului. Este indicat de folosit in cazul
probelor dificile, cu un continut ridicat de GC sau cu secvente repetitive.

Cantitatile utilizate pentru multiplicarea fragmentelor de interes, utilizand MangoTaq™ ca
polimeraza sunt mentionate in tabelul urmator.

Componente Volume (pl)

H.O 10.5
Buffer (5X) 5
MgCl,(50mM) 1.25
dNTP(10mM) 0.5
NP_1/2/3/4(F)(10uM) 1.5
M5(R) )(10uM) 15
M6(F) )(10uM) 15
MangoTaqg(5U/10ul) 0.25
ADN (40ng/react) 3 Volum final 25ul |

Pentru celelalte Tn care sunt utilizate celelalte polimeraze difera doar tamponul cu care vine
nsotita enzima. In cazul in care este utilizat ca si aditiv 2x PolyMate Additive, acesta Tnlocuieste
cantitatea de apa adaugata in mod normal.

Conditiile termice si numarul de cicluri necesare amplificarii segmentelor dorite sunt
urmatoarele:

Pasul din PCR Temperatura | Timp | Numar decicluri
Denaturarea initiala 95C 30s 1
Denaturarea 95C 30s
Alinierea amorselor 58°C 30s 35/40
Extensia catenelor 72C 30s
Extensia finala 72C 5min 1
4C 0 1

3. Electroforeza produsilor PCR Tn gel de agaroza (1.5-2%)

4. Purificarea produsilor PCR din gel de agaroza cu FavorPrep™ Gel/PCR Purification Kit
(FAVORGEN)

5. Autentificarearezultatelor

Autentificarea rezultatelor presupune discriminarea fragmentelor amplificate de pe matrita de
ADN vechi, respectiv cele amplificate de pe moleculele de ADN moderne, contaminante. Pentru
acesta, fragmentele obtinute prin PCR, avand dimensiunile asteptate au fost clonate utilizand
protocolul Sticky-end cloning protocol (Thermo Scientific). Pentru transformare au fost folosite
celule de E. coli, tulpina DH5q, rezistenta la amplicilina.

Plasmidele au fost purificate utilizand kitul GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas). Dupa
verificarea prezentei fragmentelor de interes, plasmidele au fost secventializate (Macrogen,



Coreea). Pentru ca secventele obtinute sa fie atribuite amplificarii de pe matrita de ADN vechi
este urmarita prezenta substitutiilor aparute post-mortem in interiorul secventelor analizate.
Prezenta substitutiilor Tn clonele aceluiasi fragment atestd faptul ca acesta a fost amplificat
pornind de la ADN-ul vechi extras din osul sau dintele analizat.

Rezultate si discutii

Utilizand amorsele propuse de Faerman, nu s-a reusit amplificarea cu succes n niciuna
din probele de ADN vechi testate (Figura 1.). Fragmentele tintite, de 330pb pentru cromozomul
X, respectiv 218pb pentru Y sunt prea mari. in general, fragmentele din probele de ADN vechi
au lungimi medii de 150pb, fragmente ceva mai lungi, de 500-600pb putand fi amplificate Tn
cazul indivizilor bine conservati si avand ca {inta ADN-ul mitocondrial (Paabo et a., 1989).

Figura 1. Gel de agaroza continand produsi PCR din probe extrase cu fenol-cloroform din individul 17 descoperit la
Histria. Au fost utilizate amorsele propuse de Faerman. Godeuri: 1-marker 100pb, 2- amplificare ADN extras din os
scurt, 3- amplificare ADN extras diafiza unui os lung, 4- amplificare ADN extras din epifiza unui os lung, 5-
amplificare control negativ de extractie, 6- control negativ PCR.Reactia de amplificare a fost realizata
utilizandMangoTagq™ DNA Polymerase.Cantitatea de ADN extras Si puritatea acestuia pentru fiercare din probele
2-5 a fost inregistratd spectrofotometric (2: conc ADN- 1089.9, 260/280-1.47, 260/230- 0.53; 3: conc ADN- 550.9,
260/280-1.42, 260/230-0.8; 4. conc ADN-855.3, 260/280-1.47, 260/230-0.44, 5(control negativ de extractie): conc
ADN-34.5, 260/280-13.03, 260/230-0.05) Valorile foarte mari ale concentratiei de ADN se datoreaza prezentei altor
compusi care manifestd absorbantd la 260mn ca in cazul acizilor humici prezenti Tn sol. Valorile scazute ale
indicelui 260/280 (1.5) fata de valoarea la care ADN-ul este considerat pur (1.8) indica prezenta proteinelor,
fenolului si a altor compusi organici fenolici. Indicele 260/230 este si el sub valorile care indica puritatea (2-2.2)
marcand prezenta fenolului si a acizilor humici. Pe langa lungimea fragmentelor tintite, prea mare, pentru studiul
ADN-ului vechi, prezenta fenolului si al altor substante organice co-extrase determina insuccesul reactiei de
amplificare.

Amorsele nou concepute au fost testate initial pe probe de ADN modern pentru a se
stabili daca dimensiunea fragmentelor obtinute este cea asteptata (Figura 2.). Amplificarea a avut

loc cu succes fiind obtinute fragmentele dorite. Segmentele tintite sunt mai scurte cu cel putin



90pb fata de amorsele testate anterior, motiv pentru care sunt mult ma potrivite pentru studiul
ADN-ului vechi.

Figura 2. Gel de agaroza care ilustreaza modalitatea de functinare a amorselor nou concepute cand ADN -ul modern
este folosit ca matritd. Godeuri: 1. marker 100pb, 2. fragment de 243pb obtinut prin amplificarea de ADN feminin
(cromozom X), 3. fragmente de 243pb si 131pb obtinut prin amplificarea de ADN masculin (cromozom X, respectiv
Y), 4. fragment de 204pb obtinut prin amplificarea de ADN feminin (cromozom X), 5. fragmente de 204pb si 92pb
obtinut prin amplificarea de ADN masculin (cromozom X, respectiv Y), 6.fragment de 181pb obtinut prin
amplificarea de ADN feminin (cromozom X), 7. fragmente de 181pb si 69pb obtinut prin amplificarea de ADN
masculin (cromozom X, respectiv Y), 8. fragment de 212pb obtinut prin amplificarea de ADN feminin (cromozom
X), 9. fragmente de 2124pb si 100pb obtinut prin amplificarea de ADN masculin (cromozom X, respectiv Y), 10
control negativ de PCR. Reactia de amplificare a fost realizata utilizindMangoTag™ DNA Polymerase.

Dintre toate probele obtinute prin extractie cu fenol-cloroform, singura amplificare
reusitd Tn vederea determindrii sexului a fost posibild Tn cazul individului 13 (Figura 3.).
Rezultatele vin sa confirme atribuirea sexului realizata prin analiza antropologica, remarcandu-se
in urma amplificarii doar banda caracteristica cromozomului X.

Figura 3. Gel de agaroza in care de gasesc produsii PCR obtinuti prin analiza ADN-ului extras din individul 13.
Godeuri: 1. amplificarea probei utilizand amorsa NP_1, 2. amplificarea probei utilizdhd amorsa NP_2, 3.
amplificarea probei utilizdnd amorsa NP_3, 4. amplificarea probei utilizdnd amorsa NP_4, 5. marker 100pb, 6.
amplificarea controlului de extractie utilizand amorsa NP_1, 7. amplificarea controlului de extractie utilizand
amorsa NP_2, 8. amplificarea controlului de extractie utilizdnd amorsa NP_3, 9. amplificarea controlului de
extractie utilizind amorsa NP_4, 10. Control negativ de PCR. Reactia de amplificare a fost realizatd
utilizandMyFTM DNA Polymerase. Cantitatea de ADN extras si puritatea acestuia pentru proba si controlul de
extractie au fost Tnregistrate spectrofotometric (probad: conc ADN- 401.5, 260/280-1.52, 260/230- 0.6; control de
extractie: conc ADN- 0.4, 260/280- 0.62, 260/230-0.09).

O problema importanta a utilizarii noilor amorse este legata de faptul ca tind sa formeze dimeri
atunci cand ADN-ul folosit ca matrita este in cantitate redusa (Figura 4.). Dimerii formati ajung



sa aiba dimensiuni comparabile cu cele ale fragmentelor scurte de 69 sau 92pb amplificabile de
pe cromozomul Y. Astfel de segmente s-au obtinut in Tncercarea de determinare a sexului pentru
individul 14, amplificarea dovedindu-se un esec atunci cand au fost analizate secventele (Figura
5.).

Figura 4. Gel de agaroza care ilustreaza presupusii produsi de PCR in cazul amplificarii ADN-ului extras din
individul 14. Godeuri: 1. marker 50pb, 2. amplificare ADN din proba utilizand amorsa NP_1,3. amplificare ADN din
controlul de extrectie utilizand amorsa NP_1, 4. amplificare ADN din proba utilizand amorsa NP_2, 5. amplificare
ADN din controlul de extractie utilizand amorsa NP_2, 6. amplificare ADN din proba utilizand amorsa NP_3, 7.
amplificare ADN din controlul de extractie utilizand amorsa NP_3, 8. Amplificare ADN din proba utilizand amorsa
NP_4, 9. amplificare ADN din controlul de extractie utilizand amorsa NP_4, 10. Control negativ de PCR. Reactia de
amplificare a fost realizatd utiliziandMangoTaq™ DNA Polymerase asociatd cu aditivul PolyMate.Cantitatea de
ADN extras si puritatea acestuia a fost inregistratd spectrofotometric (proba: conc ADN- 8.8, 260/280-1.6, 260/230-
0.54; control de extractie: conc ADN- -0.7, 260/280- -0.91, 260/230- -0.9). Valorile indicelui 260/280, respectiv a
celui 260/230 sunt comparabile cu valorile obtinute Tn extractiile anterior mentionate, semnaland prezenta
inhibitorilor PCR. Totodatd concentratia de ADN fnregistratd este mult mai scdzutd. Absenta amplificarii
segmentului specific cromozomului X, folosit ca si control pozitiv in PCR-ul multiplex de determinare a sexului
poate fi un indiciu ca reactia de amplificare nu a functionat. Totusi este plauzibila si varianta ca doar segmentul
specific cromozomului Y sd fie amplificat avand Tn vedere faptul ca fragmentul tintit este mai mic.
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Figuara 5. Analiza secventelor presupuse ca fiind fragmentele obtinute utilizAnd amorsa NP_3 caracteristice
cromozomului Y pentru individul 14. Lungimea segmentelor se apropie de lungimea asteptata de 69pb, dar ele sunt
de fapt dimeri ai amorselor folosite NP_3, M6 si M5.

Pentru a se evita situatia analizarii dimerilor Tn locul segmentelor scurte potrivite de altfel
studiului ADN-ului vechi, pentru investigarea cromozomului Y se vafolos Th continuare amorsa
NP_1 care permite amplificarea segmentului cel mai lung de 131pb. Deoarece NP_1 ar conduce
la amplificarea unui fragment de 243pb pe cromozomul X, sistemul multiplex de PCR nu va mai
fi folosit. Amplificarile vor fi realizate in tuburi separate, pentru cromozomul X folosindu-se ca
amorsa forward NP_3, asteptandu-se sa fie amplificat un fragment de 181pb.

Tn ceea ce priveste extractia cu coloane cu mebrani de siliciu, s-a reusit amplificarea
fragmentelor de interesin toate probele analizate (Figura6.).
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Figura 6. Gel de agaroza care contine produsii de PCR Tn cazul amplificarii ADN-ului extras cu coloane cu
membrana de siliciu din individul 18. Godeuri: 1. amplificare specificd cromozomului Y din proba, 2. marker
100pb,3. amplificare specifica cromozomului Y din control de extractie, 4. control negativ PCR, 5. amplificare
specificd cromozomului X din proba, 6. marker 100pb, 7. amplificare specificd cromozomului X din proba, 8.
amplificare specificd cromozomului X din controlul de extractie, 9. Contol negativ PCR.Reactia de amplificare a
fost realizata utilizandMangoTag™ DNA Polymerase. Cantitatea de ADN extras si puritatea acestuia pentru proba
respectiv controlul de extractie a fost Tnregistrata spectrofotometric (proba: conc ADN- 18.2, 260/280-1.75,
260/230- 2; control de extractie: conc ADN- 2.2, 260/280- -1.13, 260/230- -1.3). Valoriile indicilor 260/280 si
260/230 sunt mai apropiate de valorile care definesc puritatea. Nu este astfel deloc surprinzator faptul ca ADN-ul
extras cu ajutorul coloanelor cu membrana de siliciu este o matrita mai buna in reactia de PCR.

Autentificarea rezultatelor presupune validarea secventelor obtinute ca fiind amplificate
de pe matrita de ADN vechi extras si nu de pe alte molecule de ADN contaminante, care vin in
contact cu probele. Tn cazul individului I8 a fost clonat si secventializat fragmentul caracteristic
cromozomului Y. Deoarece controalele de extractie, respectiv de PCR, nu au generat amplificari,
iar personalul laboratorului Tn care s-a realizat analiza moleculard este Tn totalitate de sex
feminin, contaminarea cu ADN modern in timpul analizei moleculare desfasurate in laborator
poate fi exclusd. Din analiza secventelor clonelor fragmentului analizat se poate remarca
prezenta unei substitutii C— T la capatul 5’ al fragmentului analizat, caracteristicd moleculelor
de ADN vechi (Figura 7.). Fragmentul analizat este scurt, prezenta altor substitutii caracteristice
fiind limitata de dimensiunea lui. O serie de alte teste moleculare vizand ADN-ul mitocondrial
sau nuclear au foat realizate asupra aceluiasi individ, in cazul tuturor reactiilor realizate
controalele de PCR si extractie fiind neamplificabile. Coreland lipsa de amplificare din
controalele negative de extractie si PCR, cu prezenta substitutiei C - T si rezultatele obtinute in
cazul celorlate, fragmentul obtinut pentru cromozomul Y poate fi considerat ca fiind amplificat
de pe matrita de ADN vechi prezenta in proba.
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Figura 7. Alinierea secventelor fragmentelor caracteristice cromozomului Y obtinute in cazul individului 18.
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Concluzii

Utilizarea amorselor propuse de Faerman in determinarea moleculara a sexului nu a
condus la amplificarea segmentelor dorite, cel mai probabil, dimensiunea segmentelor tintite
fiind prea mare pentru studiul ADN-ului vechi. Amorsele nou propuse care vizeaza segmente
mai scurte au condus in unele probe la amplificari caracteristice.

Tn ceea ce priveste standardizarea unui protocol in vederea determindrii constante a
sexului utilizand amorsele noi, acesta nu a putut fi inca pus la punct. Inconstanta cu care are loc
amplificarea fragmentelor de inters se datoreaza unei serii de factori legate Tn primul réand de
calitatile ADN-ului extras si de cantitatea de elemente co-extrase cu efect inhibitor asupra
reactiei de amplificare.

Cu sigurantd metoda de extractie a ADN-ului influenteazd gradul de reusitd al
amplificarii ulterioare. Tn cazul extractiei cu fenol, o serie de substante (fenol, acizi humici) sunt
co-extrase avand ulterior efecte negative asupra PCR-ului. Extractia cu coloane cu membrana de
siliciu ofera un ADN ca matritd cu mai putini contaminanti. Sursa de extractie este si ea
importanta dintii oferind rezultate constant mai bune decét oasele analizate.

Tn ceea ce priveste strict eficienta amoselor sintetizate, acestea au rezultatele scontate la
amplificare In cazul In care matrita de ADN este in cantitate suficientd. Tn conditiile Tn care
ADN-ul vechi este degradat, amorsele tind sa formeze dimeri, de dimensiuni confundabile cu ale
fragmentelor asteptate, motiv pentru care nu pot fi utilizate in PCR multiplex asa cum au fost
concepute. Amplificareaintr-o singura reactie a fragmentelor caracteristice atat cromozomului X
cat si cromozomului Y reprezintd o metoda rapida si eficienta de atribuire a sexului. Necesitatea
utilizarii separate a amorselor nou concepute, pentru a evita dimerii este un negjuns al acestora.

O constanta tinde sa se observe totusi in ceea ce priveste extractia ADN-ului cu ajutorul
coloanelor cu membrana de siliciu. Tn toate cazurile, amplificarea a avut succes, ADN-ul extras
fiind mai pur decét cel extras cu fenol. Amorsele insa au fost testate separat, in reactii diferite,
specifice fiecdrui cromozom. Tn cazul polimerazei, MangoTag™ DNA Polymerase tinde s& ofere
rezultatele dorite Tn cazul ADN-ului extras cu gutorul coloanelor cu membrana de siliciu.

Pentru standardizarea unui protocol de determinare a sexului va fi necesara analizarea
mai multor probe pentru a se putea trage concluzii mai elocvente. Tendinta de constantd apare in
cazul extractiei cu coloane cu mebrana de siliciu, cu siguranta Tmbunatatirea cantitatii de ADN
extras fiind soldata cu reusita atribuirii moleculare a sexului Tn urma PCR-ului multiplex.



Studiul V.
Diagnosticul interdisciplinar al unui caz de diabet din perioada neolitica

Situl arheologic Suplacu de Barcau se afl in judetul Bihor, la limita cu judetul Silaj. In
aceasta zona se Tntalnesc trei unitdti geografice importante: Campia de Vest, Dealurile de Vest, si
0 parte a Muntilor Apuseni (fig. 1.). Complexitatea structurii geologice determinda o mare
varietate de roci utile: marmurd, calcar, gresie, granit, tufuri, o0 mare parte din ele fiind utilizate
de comunitatea de la Suplacu de Barcdu pentru producerea de unelte de piatra slefuitd (Ignat,
1998).
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Fig. 1. Localizareasitului arheogic Suplacu de Barcau.
(www.maps.google.ro)

Zonele Tmpadurite erau dominate de fag, pe langad care apar molidul, bradul, gorunul,
carpenul, ulmul si frasinul. Aceste specii au fost folosite de comunitétile neolitice ca materiale de
constructii (Ignat, 1998). Tn ceea ce priveste agricultura, se practica cultivarea cerealelor, mai
alesagréaului (au fost descoperite résnite, vase de provizii).

Fauna acestei zone era una tipicd pentru regiunile deluroase si montane central-europene:
cerbul, cerbul lopatar, ursul, mistretul, lupul, vulpea, rasul, si numeroase pasari printre care
cocsul de munte, corbul si fazanul. Cercetarile arheologice au identificat prezenta oaselor de
pasari de talie mare cum ar fi barza, cocorul si pelicanul. Deseori sunt prezente rapitoarele
(acvile si vulturi) si Tn mod permanent galinaceele si anatidele. Pe langa oasele de la speciile
salbatice au fost descoperite si specii domestice: boul, oaia si capra (Ignat, 1998).

Locuintele grupului cultural Suplacu se grupeaza in asezdri permanente Si Sezoniere.
Asezarea de la Suplacu de Barcau-Corau este una permanenta formata din locuite de suprafata.
Asezarile sezoniere sunt cele din pesteri (la Vadu Crisului- Devent, Pestera Caprelor) sau din
zonele joase, inundabile (Ignat, 1998).

Modificarea dietei - presiune selectiva asupra genelor implicate in
metabolism

Impactul pe care |-a avut adoptarea agriculturii asupra comunitatilor umane a fost major
si a afectat mobilitatea, comportamentul, dieta, dinamica popul&iilor etc.



Pe de o parte evolutia tehnologica si surplusul de hrana a dus la o explozie demografica

Tn acelasi timp, efectul asupra starii de sanatate a fost unul negativ. Trecerea de la o dieta
diversa (carne de vanat, fructe, radacini, seminte etc.) la o dietda bazata in cea mai pare parte pe
carbohidrati (amidon din cerealele cultivate, lactoza din produsele lactate ale animalelor
domesticite) duce la o serie de rezultate negative pentru sanatate care se reflecta in frecventa cu
care se observa deficientele nutritive si cariile dentare la astfel de populatii. In plus, traiul in
asezari permanente sau semi-peremanente aldturi de animale domestice creste prevalenta
zoonozelor (Pinhasi & Stock, 2011).

Aparitia unor modificari ale metabolismului par a fi rezultatul presiunii selective asociate
cu domesticirea animalelor si plantelor. In Neolitic, dupa trecerea la agriculturd, are loc selectia
legata de persistenta lactazei (Burger et a.,2007) si de numarul de copii ale genei pentru amilaza
(Perry et a., 2007).

De aceeg, si aparitia patologiilor metabolice, cum este diabetul in cazul de fata, poate fi
explicatd prin selectia anumitor variante genetice ca raspuns la stresul nutritional asociat cu
trecerea la agricultura.

Materialesi metode

Arheologie

Situl arheologic Suplacu de Barcau — Corau a fost excavat incepand cu anul 1973 de D.
Ignat, iar Tn ultimii zece ani de G. Fazecas. Punctul central al sapaturilor arheologice a fost
asezarea care apartine grupului Suplacu, datat in perioada Neoliticului Mijlociu. Campania
arheologica din 2012 a utilizat metode geofizice, ceea ce a dus la identificarea a 60 de complexe
arheologice, dintre care 53 au fost investigate. Printre acestea, a fost identificat un schelet
Tnhumat Tn pozitie chircitd. Pe baza stratigrafiel sitului, acest complex afost datat |a aproximativ
50001. Hr.

Antropologie fizica

Pentru analiza osteologica a fost folosit un protocol bazat pe indicatiile descrise n
Standards For Data Collection from Human Skeletal Remains (Buikstra, Ubelaker 1994) si Data
Collection Codebook (Steckel et al., 2011).

Determinarea sexului s-a facut pe baza morfologiei craniului si a pelvisului.

Varsta a fost estimata pe baza morfologiei simfizei pubiene, a suprafetei auriculare a
sacrului i a capetelor sternale ae coastelor.

Modificarile patologie au fost analizate urmarind descrierile facute de Ortner, 2003,
Aufderhaidesi Rodriguez-Martin, 1998, Waldron, 2009 si Pinhasi si Mays, 2008.

Pentru obtinerea mai multor detalii privind aspectul unor oase afectate de fenomene
patologice au fost realizate radiografii cu raze X.

ADN vechi- probleme specifice, limite

Exista dificultati intrucat dupa moartea organismului mecanismele reparatorii nu mai
functioneazd si ADN se degradeaza in timp. Acesta se gaseste sub forma unor fragmente de



céteva sute de perechi de baze. Tn plus, apar modificdri precum: monocatene si situsuri apurinice
datorate hidrolizei, dezaminarea citozinei si tranzitia ei in timina, oxidarea care impiedica reactia
de PCR si alchilarea ADN (Lamers, Hayter, & Matheson, 2009).

Datorita faptului ca ADN vechi se gaseste Tn cantitate mica si degradat sunt necesare
masuri de protectie pentru a evita contaminarea cu ADN modern. Toate experimentele s-au
desfasoara in conditii standard de sterilitate, intr-un laborator dedicat exclusiv acestui scop.
Laboratorul este separat de cel in care se lucreaza cu ADN modern, care se afla la un etaj diferit
Tn cadrul aceleiasi cladiri. Toate probele au fost verificate, atat Tn etapa de extractie cat si in cea
de PCR, prin una sau mai multe probe control.

Selectia genelor, proiectarea amor selor

Exista numeroase studii care Tsi propun sd descopere asociatia dintre unele mutdii si
aparitia diabetului zaharat. Existd un numar de mutatii care sunt asociate consecvent cu un risc
crescut de aparitie a diabetului. Dintre aceste mutatii au fost selectate cele de interes in acest
studiu.

Seledtia s-a facut tindnd cont de mai multe variabile: varsta individului |a momentul
mortii, sexul barbitesc, caracteristicile dietei specifice Neoliticului european. in plus, deoarece
structura genetica a populatiilor neolitice europene este diferitd de cea a populatiilor actuale,
trebuie luate in considerare rezultatele studiilor genetice obtinute pentru o cit mai mare varietate
de popul&ii moderne.

Avénd n vedere ca varsta individului a fost estimata la 33-45 de ani, si ca individul a trait
cu diabet suficient timp incat sa dezvolte complicatiile osoase asociate, varsta de debut se
incadreaza in intervalul 20-40 de ani.

Un alt aspect important este dieta. Luand Tn considerare ceea ce se cunoaste despre dieta
tipicd a comunitatilor neolitice (Richards et al., 2003) dar si faptul ca individul nu prezenta
markeri 0sosi asociati cu obezitatea, am ales sd exclud mutatiile implicate in metabolismul
lipidic si obezitatea centrala care ar putea duce la aparitia diabetului.

Avand Tn vedere aceste informaii, analiza genetica a urmarit cateva SNP asociate cu
MODY, rezistenta la insulina si diabetul mitocondrial.

Termenul MODY (Maturity Onset Diabetes of the Y oung) este folosit pentru a descrie un
grup de forme de diabet non insulino-dependent, heterogen din punct de vedere a cauzelor
genetice. Mutaiile implicate in MODY afecteaza dezvoltarea/diferentierea sau functionarea
celulelor B pancreatice Tn diferite moduri; acestea se reflectd in diferente in ceea ce priveste
varsta de debut, gravitatea hiperglicemiel si riscul aparitiei complicatiilor (Ellard & Hattersley,
2008).

Mutatiile care duc la pierderea functiei in genele pentru glucokinazd (GCK) si factorul
nuclear hepatic 1 a (HNF1A) sunt cea mai comuna cauza a diabetului monogenic si apar la
aproximativ 80% din pacientii diagnosticati cu diabet monogenic in Marea Britanie (Ellard,
Thomas, Edghill, & Owens, 2007). Mutatiile care afecteaza gena HNF4A sunt de asemenea o
cauza pentru MODY (Molven & Njgistad, 2011).

SNP rs1799884 in gena GCK este unul din SNP relativ comune care au fost asociate cu
aparitia diabetului de studiul DESIR (Data from the Epidemiological Study on the Insulin
Resistance Syndrome) realizat pe 3877 de indivizi caucazieni. Indivizii homozigoti A:A sau
heterozigoti A:G prezinta un risc crescut de a dezvolta diabet de tip 2 (Vaxillaire et a., 2007).



SNP rs2144908 in gena HNF4a a fost asociat cu riscul crescut pentru diabet de tip 2 n
studii realizate pe populatii de evrei ashkenazi (Love-Gregory et a., 2004) si finlandezi (Silander
et a., 2004). De asemenea, este una din mutatiile vizate de studiul DESIR (Vaxillaire et d.,
2007).

SNP rs1169288 in gena HNF1a a fost asociat cu aparitia MODY 3 1in studii realizate pe
pacienti din Suedia si Finlanda (Giuffrida et al., 2009).

SNP rs3792267 in gena CAPN 10 a fost asociata cu diabetul de mai multe studii realizate
pe populaii europene din Germania, Finlanda, Danemarca, Marea Britanie, Polonia, Cehia si
Franta (Tsuchiyaet a., 2006).

O altd mutatie pe care am urmarit-o Tn acest studiu este si cea mai comuna mutatie in
ADN mitocondrial asociatd cu diabetul: A3243G 1n gena care codifici ARNt Leu (MTTL1)
(Janssen et al., 2007).

Tabel 1. Sumarul mutatiilor analizate

Gena SNP Element codificat Fundtia in celula Asociat cu
GCK | rs1799884 Glucokinaza Fosforileaza glucoza la MODY
G-A glucoza-6-fosfat
MTTL1 3243 ARNt Leu ARNIL pentru sinteza Diabet si surzenie
A-G mitocondrial/ proteinelor transmise pelinie
materna
HNF4A | rs2144908 | Factorul nuclear Factor de transcriere MODY
G-A hepatic 4a
HNF1A | rs1169288 | Factorul nuclear Factor de transcriere MODY
T-G hepatic 1a
CAPN10 | rs3792267 Capain 10 Proteaza activa in Rezistenta la insulina
G-A pancreas

Tabelul 1 sumarieaza informatiile despre SNP selectate pentru a fi detectate in analiza
cazului de la Suplacu.

Avand Tn vedere vechimea ramasitelor arheologice (6000 de ani) secventializarea genelor
n Tntregime nu este o strategie fezabild. Cel mai probabil, ADN este degradat Si fragmentat,
majoritatea fragmentelor avand lungimi de céteva sute de perechi de baze. De aceea, am aes sa
folosesc amorse care sa amplifice fragmente de 100-150 de perechi de baze in jurul mutatiei de
interes. Amorsele au fost proiectate cu autorul aplicatiei NCBI primer BLAST tool
(http://www.nchi.nlm.nih.gov/tool §/primer-blast/). Amorsele folosite se regasesc in tabelul 2.

Tabel. 2 Amorsele folosite pentru amplificarea secventelor tinta

Gena SNP Amorse L ungimea produsului
PCR
GCK | rs1799884 | Forward: CACATCCTAGCCTGCTTCCC 132
Reverse TGGTCACCATGACAACCACA




Forward: GGTGTGGAGGGGGGATTCT 143
Reverse: TTGCCACCAGTCCCAGTTTTA

MTTL1 | A3243G | Forward: TTATACCCACACCCACCCAAG 143
Reverse: TACAATGAGGAGTAGGAGGT

HNF4A | rs2144908 | Forward:CCGTGGGGAACAAGGATGTAA 131
Reverset AGAGTCAGGAGATCAGGCCC

HNF1A | rs1169288 | Forward: CCCTGTGGCAGCCGAG 141
Reverse: TTCTCCAGCCAGGAGGTAGG

CAPNI10 | rs3792267 | Forward: ACACCGGATGCCAGAGAGTT 111
Reverse: CATCCTCACCAAGTCAAGGCT

Analiza izotopica

Datarea cu radiocarbon a fost metoda folosita pentru a confirma vechimea estimata a
scheletului de la Suplacu de Barcau.

Analizaizotopilor stabili de carbon si azot din colagenul din oase este folosita in studiile
de bioarheologie pentru reconstructia dietei/ nutritiei.

Se poate stabili daca sursa primara de proteine din dietd era de origine animala, vegetala
sau o combinatie din cele doua. Proportia izotopilor N la N indic& nivelul trofic al unui
organism. Animalele incorporeaza preferential >N din surse aimentare. Asadar, raportul **N |a
YN creste pe niveluri trofice succesive.

Cantitatea de **C raportat la *2C este 0 masurd a dependentei alimentare de plante cu
metabolism C3 sau C4. Atét planete C3 cét si plantele C4 sunt mai sérace in *3C decét sursa lor
de carbon, CO, atmosferic. Datoritd diferentelor din fotosinteza, plantele C3 incorporeaza mai
putin *3C decat plantele C4 (Leatherdale, 2013).

Analiza a fost facuta extern, de catre Beta Analytic Inc (Florida, SUA).

Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR)

Spectroscopiain infrarosu cu transformata Fourier este o tehnicd prin care se poate obtine
un spectru de absorhtie pentru un domeniu larg de spectre, simultan. FT-IR este folositd pentru a
identificasi cuantifica gruparile functionale polare din structura unei probe (White, 1990).

FT-IR este 0 metoda potrivita pentru a evalua variatiile in compozitia chimica a osului.
Masuratorile cantitative ale compozitiei chimice a osului pot oferi informatii despre formarea
osului Si pot indica eventuale patologii.

Diabetul  zaharat determinda  aparitia ~ unor anomalii  musculo-scheletale:
osteopenie/osteoporoza, si dificultati in vindecarea oaselor lezate (Kim et al., 2001). Diabetul
poate afecta formarea Si resorltia oaselor prin determinarea multor modificari metabolice ce
afecteaza echilibrul fosfo-calcic si acido-bazic.

Intr-un studiu realizat pe sobolani diabetici s-a observat o scadere a continutului total de
colagen in calusul format dupa fracturi fata de grupul control. Cantitatea de colagen a fost
estimata prin masurarea raportului fosfat/carbonat detectat prin FT-IR (Boyar et a., 2003).

Pentru analiza FT-IR s-a folosit pulbere de os obtinutd mecanic prin frezare. 0,8mg de
pulbere de os au fost amestecate cu 150mg de KBr si presate la presa hidraulicd la 175 kg/cm?.
Spectrele FT-IR au fost obtinute cu ajutorul aparatului FT/IR JASCO 6000, folosind platforma
software Spectra Manager. S-a construit spectrul de absorbtie intre numere de unda 400 si 4000




cm't, cu 265 de scandri si rezolutie de 4 cm™. Spectrele obtinute au fost normalizate si prelucrate
cu gjutorul softului Essential FTIR (http://www.essentialftir.com/).
Un spectru tipic pentru os este prezentat in figura 2.
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Fig.2. Spectru FT-IR tipic pentru os. (dupa Kobrina et al.,
2010)

Raportul carbonat la fosfat a fost calculat ca raportul dintre suprafata de sub maximul
pentru CO5> (850-890 cm™) si PO,> (900-1200 cm™) (Boyar et d., 2003).

M etode moleculare
Extractia ADN

O caracteristica a lucrului cu ADN vechi este necesitatea de a evita contaminarile cu
ADN din surse externe. ADN vechi se gaseste degradat si in canitati mici. In cazul unei
contaminari cu ADN extern, in reactia PCR va fi folosit ca matritda ADN mai putin degradat. Din
aceasta cauza in laboratoarele de ADN vechi trebuie sa existe un circuit cu un singur sens:
extractia ADN, PCR, prelucrare post-PCR. Asta inseamna ca laboratorul de extractie ADN este
izolat spaial de laboratorul de PCR.

Pentru a evita contaminarea intre probe succesive, laboratorul este curatat inainte de
fiecare utilizare cu o solutie de 5% Clor si iradiat cu UV. Extractia se face intr-o hotd inchisa cu
presiune pozitiva si filtre de aer HEPA. Interiorul hotei se curatd cu solutia de Clor inainte de
fiecare extractie, si lampile UV functioneaza minim 4 ore inainte de introducerea probelor.

Accesul in laborator se face individual; echipamentul standard este format din:
combinezon de unici folosinta, acoperitori de incaltaminte, manusi din latex si mascé cu filtru
pentru particule.

Toate tuburile de plastic folosite in procesul de extractie sunt sterilizate prin autoclavare
si iradiere cu UV,

Datorita Tnhumarii, Tn probe exista acizi humici din sol. Acestia, dar si calciul din oase,
sunt inhibitori ai reactiei PCR. Decalcifierea oaselor este o etapa obligatorie inainte de extractia
propriu-zisa.

Cum nu exista un protocol de extractie a ADN vechi care sa fie eficient in orice situatie,
fiecare grup de cercetare Tsi stabileste propriul protocol prin adaptarea celor dgja existente. Am
folosit doua metode de extractie: una bazata pe un protocol clasic cu fenol-cloroform si cealalta



utilizand un kit de purificare a produsilor de PCR. Sursele de ADN folosit sunt oasele lungi

(femur, humerus) si molarii biradiculari.
Protocolul de extractie cu fenol cloroform a fost elaborat pe baza celor folosite de
Hervellaet a., 2012, Ginther et al., 1992 si Hagelberg & Clegg, 1991:

1. Curdtarea oaselor
Spalare cu solutie clor 5% si H,O UP/UV.
Iradiere cu UV 20 minute
Indepértarea suprafetei osului.
UV, 10 minute.
Osul sau dintele au fost apoi pulverizate cu gjutorul unei freze dentare, pulberea obtinuta
fiind folosita Tn etapele urmatoare.

2. Decalcifierea
Solutie de decalcifiere: EDTA 0,5M, SDS 0,5%,TrisHCl 50mM, proteinaza K

1 mg/ml, pH=9.
Pulberea de os este incubati cu solutia de decalcifiere timp de 24 de ore, la 56°C.
3. Extractia cu fenol-cloroform.

Centrifugare 5 min, 6.000x g.
1 vol. Supernatant + 1 vol. fenol:cloroform 1:1. Centrifugare 15 min, 6.000x

g.
1 vol. faza organica (superioard) + 1 vol. fenol:cloroform 1:1. Centrifugare 15
min, 6.000x g.

1 vol. faza organica + 1 vol. cloroform. Centrifugare 15 min, 6.000x g.
Precipitare cu etanol: 1 vol. faza organica + 2,5 vol. etanol absolut, 10 min la -
4°C. Centrifugare 15 min, 12.400x g.
Spalare cu etanol: Precipitatul + 1 mL etanol 80%. Centrifugare 5 min,
12.400x g.
Uscare la56°C.
Precipitatul se resuspenda in 1 mL H,O PCR-grade.

4, F| Itrare prin filtre Centricon 30k. Centrifugare 10 minute, 5.000x g.

Protocolul de extractie cu kit QIAQuick PCR Purification Kit (Quiagen) cu coloane cu
membrana de silica (Yang et al., 1998; Anderung et al., 2008):

1. Curdtarea oaselor se face prin aceeasi metodd ca Tn protocolul de extractie cu
fenol-cloroform .
2. Decalcifiere
Solutie de decalcifiere EDTA 0,5M, SDS 5%, proteinaza K 20 mg/mL.
Pulberea de os este incubata cu solutia de decalcifiere timp de 24 de ore, la 55°C apoi
nca 24 de ore la 37 °C.
3. Extractia ADN
Centrifugare 5 min, 2.000x g.
Supernatantul + 5 vol. PB Buffer.



Amestecul se filtreaza printr-o coloana cu silica prin centrifugare 1 minut la
12.400x g. Se arunca filtratul.

4, Spalare
Se ncarca 750uL PE Buffer in coloana si se centrifugheaza 1 minut la
12.400x g. Se arunca filtratul si se repeta pasul de spalare.
Se arunca filtratul si se centrifugheaza 1 min la 12.400x g pentru indepartarea
completa a etanolului.

5. Eluare.
Se transfera coloanain tub nou de 1,5mL si se adauga 100uL Elution Buffer.
Se incubeaza la temperatura camerei timp de 5 miute.
Centrifugare 1 minut la 12.400x g.

Evaluarea randamentului extractiei a fost bazatd pe determinarea spectrofotometrica a
concentrgiei ADN.

PCR

Tn laboratorul de PCR s-au urmarit aceleasi conditii de sterilitate ca si in cel de extractie.

Pentru amplificarea fragmentelor de interes s-au folosit amorsele desrise in tabelul 2.

Tnainte de utilizarea lor in lab de ADN vechi, amorsele au fost Intai testate pe probe
moderne de ADN uman.

Pentru optimizarea PCR cu ADN vechi, am testat o serie de polimeraze: MangoTaq
(Bioline), Kapa2G Robust HotStart (Kapa Biosistems), Kapa2G Robust (Kapa Biosistems),
Kapa HiFi HotStart (Kapa Biosistems), MyTaq (Bioline), PlatinumTag (Invitrogen). Mango Taq
adat cele mai bune rezultate, asadar a fost folosita in majoritatea reactiilor.

Protocolul de baza pentru volum final 25pL.

| Concentratia initiald | Volum initial | Concentratia finali Program

Buffer 5x 5uL 1x

MqgCl, 50mM 1L 2mM

dNTP 10mM 0,5uL 0,2mM 95°C — 5’
Forward 10pmoli/uL 1,25uL 0,5pmoli/uL 95°C - 30"’
Reverse 10pmoli/uL 1,25uL 0,5pmoli/uL Ta - 30”
MangoTaq 5U/uL 0,25uL 1,25 U/reactie 72°C -30”
ADN 1L 95°C -5’
H-.0 14,75uL

Optimizarea protocolului de PCR a fost facut prin modificari ale concentratiei de MgCl,
(Tntre 2si 2,5mM), numarului de cicluri (intre 30 si 40), cantitatii de ADN (intre 0,5 si 7 pL).

Verificarea existentei ampliconului de dimensiunea asteptata s-a facut prin electroforeza
in gel de agaroza (1,5% agaroza).

Tn cazul In care existad ampliconul asteptat, banda a fost excizatd din gel si ADN purificat
cu ajutorul kitului FavorPrep™ GEL Purification Kit (Favorgen).



Clonare s secventializare

Tnainte de secventializare este necesard o etapa de clonare. Astfel se pot selecta pentru
secventializare doar plasmidele care contin insertul de dimensiunea doritd; iar dupa obtinerea
secventelor se poate face distinctia dintre o mutatie (care apare in toate clonele) si o eroare
datorata degradarii postmortem (care apare doar in unele clone).

Pentru clonare a fost folosit kitul CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific).
Bacteriile competente folosite au fost E.coli XL1-Blue sau E. coli DH5a.

Bacteriile transformate au fost inoculate pe placi cu mediu LB solid si ampicilina 100
mg/L. Au fost folosite 6 colonii/placa care au fost transferate in 4 mL de mediu LB cu 100 mgL
ampicilina si incubate la 37°C cu agitare continué timp de 16 ore. Plasmidele au fost izolate cu
gjutorul GeneJET Plasmid MiniPrep Kit (Thermo Scientific).

Prezenta insertului a fost verificata prin digestie cu enzima Bgl |l si electroforeza.

I nter pretar ea secventelor

Pentru fiecare produs PCR de interes au fost secventializate 6 clone de citre Macrogen

Inc (Coreea de Sud).
Analiza secventelor obtinute a fost facuta cu ajutorul softului BioEdit.

Rezultate si discutii
Antropologiefizica

Scheletul apartine unui barbat cu varsta cuprinsa intre 33 si 45 de ani. Scheletul este bine
conservat, cu exceptia cutiei craniene. Lipsesc 4 dinti datoritd proceselor postmortem.

Din 32 de dinti permanenti rupti, individul a pierdut 11 in timpul vietii. Tn ceea ce
priveste patologiile dentare, se pot observa 5 abcese si 4 carii. Uzura suprafetei molarilor este
moderatd pana la severa (scoruri ntre 4 si 8 conform Data Collection Codebook, (Steckel et d.,
2011)). Tn plus, caninul maxilar sting prezintd o uzurd neobisnuitd pe latura linguald care
sugereaza o utilizare speciald, non-alimentara. (figura 3) Hipoplazia smaltului nu existd sau nu a
putut fi observata din cauza numarului mare de dinti pierduti.



Fig.3. Caninul maxilar sténg.

In analiza scheletului au fost urmariti si o serie de markeri specifici pentru stresul
profesional, stresul nutritional sau patologii nespecifice.

Fig.4. Distributia
proceselor degenerative

Au fost observate modificdri degenerative fn mai multe articulatii (figura 4). In ceea ce
priveste membrele superioare, cel drept este mai afectat, procesel e degenarative fiind prezente pe
capul humeral si oasele mainii. Tn cazul membrelor inferioare, este afectatd centura pelviana:
acetabulul si capul femural.

Toate regiunile coloanei vertebrale prezintd osteofite de dimensiuni medii. Tn plus,
ultimele doua vertebre lombare sunt sudate intre ele si cu prima vertebra sacrala prin formatiuni
osoase specifice pentru DISH (Diffuse Idiopathic Skeletal Hyperostosis). DISH este caracterizata
prin osificarea ligamentelor longitudinale ale coloanei vertebrale ce rezulta in fuziunea
vertebrelor afectate (Dupras et al., 2010). Pozitia coloanei vertebrale este afectatd de aceasta
fuziune anormala a vertebrelor. (figura 5)



Pe suprafeta orbitei drepte se observa aspectul poros caracteristic pentru cribra
orbitalia.(figura 6)

Fig. 5. DISH Fig. 6. Cribra orbitalia

Pe diafizele tibiilor se observa urme de osteoperiosita.

Patru dintre coaste prezinta fracturi antemortem remodelate. Starea precara de conservare
a coastelor nu a permis stabilirea pozitiei acestora in cadrul cutiei toracice. Desi fracturile sunt
bine ainiate, in procesul de vindecare s-a produs calus 0sos in zonaleziunii.

Cele mai notabile modificari patologice prezente pe acest schelet sunt leziunile litice
bilaterale pe calcanee. Leziunile sunt situate pe tuberozitatea calcaneului, in punctul de insertie al
tendonului lui Ahile. Calcaneul drept este cel mai afectat; leziunea masoara 18,5 x 23.6 mm.
Formarea exostozelor in jurul marginii leziunii sugereaza ca piciorul a fost folosit dupa
dezvoltarea infectiel. Trasaturile morfologice indica faptul cd infectia era activa in mometul
mortii individului. Modificarile observate pe calcaneul stang indica o infectie similard, dar intr-
un stadiu mai putin avansat. Tuberozitatea calaneului stang prezinta erodare, cu patru cavitati de
dimensiuni mici (figura7).

Fig. 7. Leziuni pe calcanee



Pentru a evalua gradul de extindere a leziunilor, au fost facute radiografii pentru aceste
oase. (figura8.)

Fig. 8. Radiografii cu raze X ale oaselor calcanee.

Diagnosticul diferential

Individul a suferit o serie de modificdri patologice si traume descrise in analiza de mai
sus. Pentru a le determina cauza, mai multe variante de diagnostic au fost luate in considerare:
osteomielita, tuberculoza, brucel oza si diabetul zaharat.

Punctul de plecare in acest diagnostic au fost leziunile de pe calcanee. Acestea ar puteafi
datorate “piciorului diabetic”, o complicgie comuna a diabetului netratat.

Alte simptome asociate cu diabetul sunt capsulita adeziva (limitarea mobilitatii
articulgiei gleno-humerale) si DISH (Dupras et al., 2010).

Asocierea diabetului cu patologiile dentare este de asemenea un motiv in plus pentru
sugtinerea diagnosticului de diabet. Complicatiille diabetului netratat includ gingivita,
periodontita, cariile, xerostomiasi pierderea dintilor (Dupras et al., 2010).

Analiza izotopica

Varsta scheletului, determinata prin metoda datarii cu radiocarbon este 5890 + 30 ani.

Raportul *C/*°C in colagenul din oasele scheletului de la Suplacu este -20,7. Pentru
plantele C3, raportul este -27,1, iar pentru plantele C4, -13,1. De aici rezulta ca ponderea
plantelor C3si a celor C4 era echilibrata Tn dieta acestui individ.

Raportul >N/**N este +10,1. Tn lipsa unor ramasite scheletice din acelasi sit, raportul
acesta poate fi interpretat prin comparatie cu o populatie de vechime asemanatoare (Richards et
al., 2003). Raportul °N/**N este mai mare decét a animalelor ierbivore, ceea ce indicd o dietd a
acestui individ bogata in proteine animale.



Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR)

Raportul carbonat la fosfat a fost calculat ca raportul dintre suprafata de sub maximul
pentru CO5> (850-890 cm™) si PO,> (900-1200 cm™).

Am comparat valorile raportului fosfat/carbonat ntre oase neafectate de patologii pentru
Suplacu si 3 indivizi din situl arheologic neolitic de la Turdas. Datele obtinute sunt in tabelul 3 si
reprezentate in graficul 1.

Tabel 3. Raportul fosfat / 10
carbonat pentru oase neafectate 9
——| 8
Suplacu 38 7
Tuds1  9.09 PIC
Turdas2  5.88
Turdas3 5 >
4
.
Suplacu Turdas 1 Turdas 2 Turdas 3

Grafic 1. Comparatia raportului fosfat/carbonat intre individul de la Suplacu
si indivii aparent sanatosi.

Pentru a evalua variatia intre diverse zone ale scheletului, am comparat valorile obtinute
petru oase neafectate vizibil (femur) si oase cu modificari patologice (vertebra L4, mandi buld).
Datele obtinute sunt in tabelul 4 si reprezentate in graficul 1.

Tabel 4. Raportul fosfat / carbonat
pentru diferite zone ale schel etul ui

femur 1 3.7 :
femur 2 4 |
femur 3 3.7 s

L41 5.5 5

L42 4.5

L43 4.2 '
mandibulal 4 5 k2 I Ell I l )
fone | femur} o3 141 14l 143 mancitie!

mandibula2 45
mandibula3 3.6

mandise | mandbed

Grafic 2. Compardia raportului fosfat/carbonat diferite zone ale
scheletului.



Modificarea raportului fosfat/carbonat Tn scheletul de la Suplacu poate indica o dereglare

a echilibrului fosfo-calcic ce poate fi explicata prin mobilizarea fosfatului din oase. Osteopenia
observata in radiografii este in concordantd cu acest rezultat.

O dereglare a metabolismului fosforului se poate explica si prin corelatia cu o insuficienta
renald datorata nefropatiei diabetice (Silvaet a., 2013).

ADN

Extractia ADN prin metoda cu coloane cu membrana de silica s-a dovedit a fi mai
eficientd decét cea cu fenol-cloroform, din punct de vedere al concentratieci ADN, dar mai ales
prin lipsa contaminarii cu fenol si a randametului reactiilor PCR.

Amorsele au fost Tntai testate Tn reactii PCR cu ADN modern (3 probe si un control
negativ) (figura9).

2 3 contral
negativ

-mee

Fig. 9. Testarea amorselor cu ADN modern.

Fragmentele de interes au fost amplificate (figura 10) si clonate.
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Fig. 10. PCR cu ADN vechi.

Secventele obtiute pentru MTTL1 (in reactii duplicat) si GCK nu indica prezenta SNP
vizate. Repetarea secventializarii pentru GCK a returnat secvente care se aliniaza partial cu
secventa de referintd si contin deletii. Celelalte secvente nu au fost informative, fie pentru ca nu
se aliniau Tn zona nucleotidului vizat, sau contineau amplificari nespecifice din ADN bacterian
din sol.

Discutii

Modificarile patologice observate pe scheletul individului de la Suplacu de Barcdu sunt
asemanatoare cu cele pe baza carora a fost diagnosticat cu diabet scheletul de la Dayr al-Barsha,
Egipt.

Rezultatele obtinute prin FT-IR indica o afectiune care afecteazd intreg scheletul
(sistemicd).

Absenta mutatiilor vizate indica, fie faptul ca sunt mutgii mai rare, care au o frecventa
mai redusa Tn populatia contemporand, fie faptul ca segmentele selectate pentru analiza nu contin
acele SNP care conduc |a aparitia diabetului la acest individ.



Concluzii

Analiza scheletului cercetat pe parcursul acestei teze a condus autorii spre un diagnostic
prezumptiv de diabet zaharat de tip 2 cu debut la maturitate pe baza analizei antropologice fizice.
Teza are ca obiect incercarea de confirmare a diagnosticului prin metode de genetica moleculara
prin analiza a cinci SNP dintre care unul apartinand genomului mitocondrial si patru genomului
nuclear.

Niciuna din mutatiile asteptate nu a fost revelatd, fie datoritd absentei sale, fie datorita
faptului ca ADN vechi obtinut a fost prea alterat pentru a conduce la amplificareatintelor.

Studiul va continua cu validarea rezultatelor obtinute si extinderea analizei la alte
segmente tintd omise pana in acest moment.

Pe langa analiza antropologica fizica, care sustine in continuare diagnosticul de diabet de
tip 2 cu debut la maturitate, si analizele FT-IR vin sa intdreasca acest diagnostic.



Studiul VI.

Mormantul 10 din Biserica Sf. Nicolae Domnesc de la Curtea de Arges
(COsi P1 — Adrian lonitd, Alexandru Simon, Beatrice Kelemen)

Obiectivele studiului preliminar

1. Analizarea regiunii de control a genomului mitocondrial Tn vederea predictiei
hapl ogrupului mitocondrial

2. Verificarea prin metode moleculare a sexului individul ui

3. Veificarea apartenentei individului la haplogrupul Y Rala, cel mai vechi haplogrup Y
descoperit laindivizi moderni purtand numele Basarab

4. Verificarea prin metode moleculare a culorii ochilor (principal), parului (secundar)
pentru individul studiat

Extractia de ADN (realizatd dupa protocolul Yang et al, 1998) a permis recuperarea a 100
microlitri ADN total cu o concentratie de 18ng/microlitru.

1. Dupda amplificarea, clonarea si secventializarea celor 8 fragmente care reconstruiesc
regiunea de control a genomului mitocondrial, pentru individul M10 de la Biserica Sf. Nicolae
din Curtea de Arges au fost identificate urmatoarele mutatii care il diferentiaza de rCRS (revised
Cambridge Reference Sequence):

16093C 16291T 39T 73G 152C? 185A 263G

Analiza de predictie a haplogrupului mitocondrial a fost efectuata folosind platforma Haplogrep
(haplogrep.uibk.ac.at).

Cele mai probabile incadrari sunt, in acest moment:
Haplogrup M5ala - 73-185-263
Haplogrup H3v2 - 16093-73-263

Apartenenta exacta la unul din cele doua haplogrupuri va fi verificatd dupa o extractie ulterioard
de ADN prin amplificarea, clonarea si secventializarea mutatiilor de diagnostic din regiunea
codificatoare a genomului mitocondrial.

Conform Eupedia haplogrupul M5ala are o frecventa crescutd in populatia modernd din
subcontinentul Indian, in timp ce haplogrupul H3v2 are frecventa crescuta in populatia moderna
din Germania (tarile Germanice).

Secventa obtinuta pentru acest marker molecular la individul M10 a fost comparatd cu singurele
date moleculare omoloage publicate pentru o comunitate cumana din punct de vedere cultural,
dar vesticd din punct de vedere molecular (Bogacsi-Szabo et a, 2005). intre cei 11 indivizi
analizdi in cadrul acestui studiu, nu a fost semnalatd prezenta haplogrupului M5ala, iar indivizii
majoritari, incadrati in haplogrupul H, nu au fost incadrati exact intru-un subhaplogrup.



Pana la identificarea exacta a haplogrupului/haplotipului mitocondrial, orice supozitie privind o
potentiald ereditate materna legatd de continental Asiatic si eventual migratori din aceastd
regiune, nu poate fi verificata.

2. ADN-ul extras a avut o calitate suficient de buna pentru a permite amplificarea unor
fragmente relevante din genele ce codifica amelogenina pe cromozomii X si Y in vederea
atribuirii prin metode moleculare a sexului. Rezultatul acestei amplificari a condus la concluzia
ca individul M10 a apartinut sexului barbatesc. Desi inventarul individului si analiza de
antropologie fizicd au preconizat aceastd concluzie, atribuirea moleculara a sexului indeparteaza
orice fel de dubii in aceasta privinta.

3. Pornind de la studiul publicat de Martinez-Cruz et al, 2012, si datorita cantitdtii limitate
de ADN genomic disponibil am verificat apartenenta individului la cel mai vechi haplogrup Y
descoperit la purtatori moderni ai numelui Basarab (Si care, prin studii genealogice, pot sa isi
urmareasca ascendenta in familia istoricd a Basarabilor). Acest haplogrup Y, R1al, este definit de
mutatiile M17 (rs3908 4G->3G) si M56 (rs2032622 A->T), care in urma investigatiilor nu au
fost descoperite laindividual M 10 din Curtea de Arges. Astfel, excludem relatia dintre individual
studiat si cei trei indivizi moderni purtand numele de Basarab (1 din Ungaria, 2 din judetul Ilfov)
Tncadrati in acest haplogrup. Analize ulterioare, dupd o extractie viitoare de ADN genomic, vor
verifica apartenenta lui M10 din Curtea de Arges la celelalte 10 haplogrupuri Y caracterizate
pentru indivizii moderni purtand numele Basarab.

4, Anaizand 6 mutgii punctiforme folosite in criminalisticd si medicina legala pentru
reconstructia culorii ochilor si parului (Rs12913832 (HERC2), Rs1800407 (OCA?2), Rs12896399
(SLC24A4), Rs16891982 (SLC4A?2), Rs1393350 (TYR), Rs12203592(1RF4)), se releva faptul
ca Tndividul M10 din Curtea de Arges a avut cu o probabilitate de 97,3% ochi Tnchisi la culoare si
cu o probabilitate de 99,0% par de culoare castaniu inchis, ceea ce sustine descoperire initiala a
unei suvite inchise la culoare la deschiderea initiala a mormantului, dar si iconografia asociata
adesea cu indivizi apartinand familiel Basarabilor.

Concluziile preliminare privind acest individ, bazate pe analiza contextelor arheologic, istoric Si
biologic este ca:

- Apartine familiei Basarabilor, dar nu acelei ramuri care conferd indivizilor moderni
haplogrupul Y Rlal

- Nu este probabil, nici Vlaicu Voda, nici Radu Voda (ambele, nume sub care M10 a fost
identificat anterior)

- Nu se pot trage concluzii privind o potentiald ereditate cumana (cultural), asiatica (din
punct de vedere genetic) nici pe linie materna, nici pe linie paterna.

Pentru detalierea acestor concluzii sunt necesare analize ulterioare, care sunt limitate Tn acest
moment, de absenta unei cantitati suficiente de ADN genomic.



Studiul VII.
Copilul de la Malaiesti (MMPP)

(COsi P1 —Norbert Szeredai, Claudia Radu, 1oana Rusu, Beatrice Kelemen, Octavian Popescu)

Pentru analiza molecular aindividului MMPP a fost extras ADN genomic din 5 coroane dentare
deciduale (1 incisiv central, 1 incisiv lateral, 2 canini si 1 molar). La momentul decesului acestea erau
incluse in maxilar si mandibula.

Dupa curatarea prin spalari succesive in clor 30%, etanol 96%, apa ultrapurd si uscare la UV,
probele nu au fost procesate suplimentar (folosirea frezei dentare, tdiere etc.)

Pentru extractia de ADN genomic a fost folosit un protocol modificat dupd Yang et al, 1998.
Modificarile au vizat perioada de digestie cu proteinaza K, care a fost crescuta de la 24h la 60h.

Tn urma extractiei a fost obtinutd o cantitate de 100 microlitri ADN cu o concentratie de 54,80
ng/microlitru (Tabel 1).

Tabel 1. Cantitateasi calitatea ADN-ului genomic extras, in probad si blank
Sample | Concentration (ng/ul) | 260/280
MMPP | 54.8 1.47
Blank 1.9 1.17

Amorsele proiectate de Gabriel et a, 2002 au fost utilizate pentru amplificarea regiunilor
hipervariabile | si Il din regiunea de control a genomului mitocondrial (Figura 2a). Un exemplu de
amplificare obtinuta pentru fragmentul HVRIIA este ilustratd mai jos (Figura2b).
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FIG. |—Lavour of the mini-primer set amplification strategy for HVI MMPP Bla n k
and HVZ. Primer designations are labeled according to the 5'-end of each

primer as it relates to the Anderson reference sequence (12)

Figura 2. Amorsele Gabrid et al, 2002 si exemplu de rezultat al amplificarii pentru fragmentul
HVRIIA.



Toate cele opt fragmente au fost amplificate cu success (in conditii de maxima monitorizare a
contaminarii: blancurile de extractie si controalele negative de amplificare nu au avut ampliconi), clonate
si secventializate.

Anadiza secventelor a permis identificarea mutatiilor punctiforme relative la rCRS (revised
Cambridge Reference Sequence), care permit predictia haplogrupului mitocondrial)(Figure 3).
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Figure 3. Example of multiple alignment of HVRII clones versus rCRS

“greseli”, datorate degraddarii postmortem a ADN-ului

Mutatiile acestui individ, raportate la rCRS sunt:
HVRI 16069, 16193, 16278
HVRII 39, 73, 150, 152, 235

Pe baza acestora, utilizénd platforma Haplogrep (http://haplogrep.uibk.ac.at/), MMPP poate fi
Tncadrat cu un grad mare de sigurantd in haplogrupul mitocondrial J2bla (Figura4).

Figura 4. Predictia haplogruului in platform Haplogrep.

J2bla este un haplogrup mitocondria relative recent, avand o vechime de aproximativ 10000 de
ani, este relative rar, i se gdseste aproape exclusive in populatia modern europeand, sau in populatii cu
origine europeand. Este distribuit mai ae in vestul Europei, de-a lungul coastei nordice a Marii
Mediterane, Tn Spaniasi Portugalia. Frecvente populationale mai mici au fost raportate n literaturd pentru
Irlanda, Maroc, Grecia, Rusiasi Moldova. Pala et a (2012) au analizat 27 de indivizi apartinand acestui



haplogrup si au ajuns la concluzia ca distributia actuala a acestuia a fost puternic modelata de o
recolonizare post glacial a Europel din refugii din Orientul Apropiat.

Patologiile identificate pentru acest individ izolat (potential thalassemie sau malarie) si distributia
actuald a haplogrupului J2bla preponderaent in zone cu frecvente crescute ale ambelor patologii, cresc
gradul de interes pentru acest studiu. Prezentdm mai jos o hartd cu incidenta malariei in perioada 1900-
2002 (Figura5).
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Figura 5. Harta incidentei malariei in perioada 1900-2002 (https://www.koshland-science-
museum.org/sites/al/exhibits/exhib_infectious/malaria_vector_control_05.jsp).

MM PP are in comun, cu un singur individ modern Tncadrat Tn acest haplogrup, mutatia din pozitia
235 a genomului mitocondrial (Pala et a , 2012) — Numar de Acces GeneBank JQ797936, proba
identificatd ca apartinind unui evreu cu ereditate european). Acest aspect, ne Tncurajeaza sa atribuim
individului MMPP haplotipul J2bla2a, extreme de rar, caracterizat pentru doar doud probe moderne de
catre Pala et al (2012): JQ797936 (numit anterior) si JF93891 (un individ din Portugalia) (Figura 6).
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Figura 6. Arbore MP pentru haplogrupul J2 publicat de Pala et a (2012). Sunt marcéi cei doi
indivizi similari genetic cu MMPP.
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Trei probe vechi, prezentand haplogrupul J2bla apartin grupului Schoningen (4100-3950 BC),
culturii Salzmunde (3400-3100 BC) si culturii Unetice (2200-1550 BC) si au fost descoperite in
Germania (Brandt et al, 2013). Acestea sunt mai diferite de haplotipul lui MMPP comparative cu cele
doud probe moderne mentionate mai sus.

Toate aceste aspecte, indica faptul ca individul MMPP a fost un imigrant, probabil dintr-o zona
peri-mediteraneand. Momentul imigrarii nu poate fi dedus pe baza datelor existente Tn acest moment.



Raport de analiza arheozoologica asupra materialului osteologic de la Sibiu (neolitic)
LajosKiraly
(text partial)

Materialul arheozoologic analizat apartinand neoliticului Tnsumeaza 1562 de resturi
osoase. Dintre acestea, bovinele sunt cele mai reprezentative cu un procenta) de 16,77%
(Tabel 1), dupa numarul resturilor de oase identificate (NISP — Number of Identifiable
Soecimens). Ponderea atat de mare a taurinelor, ne arata faptul ca acesta specie era crescuta nu
doar pentru carne, ci si pentru tractiune si produse secundare (lapte, piele). Mentiondam ca a
fost identificat si un humerus care ar putea prezenta un caz patologic(diafiza osului are o
curburd mai accentuata).

In categoria cornutelor mici, ovicaprinele sunt reprezentate prin 75 fragmente
osteologice si doar prin 5 fragmente osoase, caprinele. De la capre au fost identificate doar
fragmente de coarne.

Tn cadrul lotului analizat, suinele ocupa locul 3 ca importantd alimentard in lotul speciilor
domestice evaluate. Cele mai multe resturi osoase provin de la mandibule si dentitii izolate (
Tabelul 2).

Au fost identificate 31 de fragmente apartinand cabalinelor, majoritatea resturilor
(Tabelul 2) fiind dentitii izolate (12 fragmente) si metatars (5 fragmente, unele sunt intregi).

Canidele ocupa ultimul loc ca reprezentare Tn cadrul animalelor domestice evidentiate
in lotul analizat , insumand un numar de 26 de resturi osoase (Tabelul 1), care apartin la cel
putin a doi indivizi, unul matur si unul tanar/ juvenil.

Dat fiind numarul prea mic de oase identificate, speciile salbatice sunt mai slab
reprezentate decat cele domestice. Dintre speciile salbatice, specia cea mai bine reprezentata
este cerbul (Tabelul 3) care se evidentiaza prin 21 fragmente osteologice, dintre care cele mai
multe sunt coarne (19 fragmente), un fragment metatars distal si o falangd proximala.
Majoritatea coarnelor de cerb au urme de prelucrare, unele dintre acestea sunt probabil
rebuturi rezultate Tn urma procesarii.

Au fost analizate 8 fragmente osoase apartindnd speciei Lepus europaeus (iepure)
apartindnd unui singur individ, iar 3 fragmente ( un craniu, un fragment de os coxal ti un
femur) au fost atribuite unei specii de rozatoare.

Cele mai putine resturi apartin capriorului, cu un singur fragment de corn, bourul cu
un molar si un fragment de craniu (?), care prezinta urme ale unor interventii antropice si
mistretul de la care au fost identificati 2 canini inferiori..

Tn ceea e priveste pasdrile si palmidele, acestea insumeaza 50 de resturi osoase (Tabel
4), din care 7 fragmente provin de la gaina domestica, iar alte 43 de la gascd. Raportul dintre
cele doua fiind de 0,44 % (Tabel 1), respectiv 2,75 %. Cu toate ca din punct de vedere al
procentgjelor specia Anser sp. predomind, aceasta se datoreaza faptului ca cele 43 de resturi
osoase provin de la un schelet aproape complet.

Unele fragmente osoase prezinta urme de taieturi (filetare) Tn anumite parti ale osului,
de exemplu: la nivelul articulatiilor taieturile sunt mai evidente fiind probabil rezultatul
actiunii de dezarticulare voita a scheletului; la nivelul apofizelor spinoase ale vertebrelor si la
nivelul diafizelor, taieturile sunt mai fine si sunt probabil rezultatul actiunii de descarnare a
osului. Mentiondam ca pe cateva fragmente osteologice apar si urme de procesare termica
(arsura).



De asemenea, trebuie amintit faptul ca Tn cadrul esantionului arheofaunistic, au fost
gasite si oase moderne; acestea au o culoare deschisa si lucioasa, cu o structura mult mai fina
decat ar fi trebuit sa aiba Tn mod normal, daca ludm in considerare timpul petrecut Tn sol.
Aceste oase nu au fost luate Tn considerare la calcularea procentajelor.



Raportul analizel antropologice pentru materialul osteologic uman de la Capidava prelevat
n cadrul campanie din 2014

Claudia Radu, Szeredai Norbert
Protocolul de lucru al Laboratorului de Antropologie Fizica utilizeaza urmatoarele metode:

> Pentru determinarea sexului se observa morfologia craniului (creasta nucald, mastoida,
marginea supraorbitald, glabela si mentonul), respectiv a pelvisului (concavitatea
subpubica, unghiul subpubic, ramul ischiopubic, arcul ventral, arcul compozit, incizura
sciatica si sulcusul preauricular). Analiza acestora este realizata conform metodelor
descrise de Buikstra, Ubelaker (1994), Steckel et a. (2011), White, Black, Folkens
(2012), Phenice (1969), Bruzek (2002).

> Pentru determinarea varstei la adulti se analizeaza morfologia capetelor sternale (Iscan,
Loth, Wright 1984), simfizei pubice (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al. 2011,
Meindl et al. 1985), sinostoza suturilor craniene (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al.
2011) si uzura dentara (White et al. 2012). Pentru determinarea varstei la non-adulti se
observa eruptia dentara (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al. 2011), se masoara
lungimea oaselor (Schaefer et al. 2009) si se observa sinostoza epifizelor (Schaefer et al.
2009).

» Statura este calculatd dupa formulele lui Pearson (1899), Trotter, Gleser (1958), Bach
(1965) si Breitinger (1937).

> Patologia este analizata conform descrierilor din Ortner (2003), Steckel et al. (2011),
Buikstra, Ubelaker (1994), Aufderheide, Rodriguez-Martin (1998), Roberts, Manchester
(2005) si Waldron (2009). Tn cadrul analizei preliminare, pentru toate scheletele se
noteaza prezenta artrozei articulatiilor, leziunilor periostitice, leziunilor specifice pentru
cribra orbitalia si cribra cranii, nodulilor lui Schmorl, a distrugerii platoului vertebral si
a aspectelor specifice rahitismului si scorbutului. Pentru artroza articulatiilor sunt
observate urmatoarele elemente: articulatia temporo-mandibulard, cavitatea glenoida,
humerusul proximal si distal, radiusul proximal si distal, ulna proximal si distal, oasele
mainii, fosa acetabulard, femurul proximal si distal, tibia proximal si distal, fibula
proximal si distal, oasele piciorului si vertebrele (segmentele cervical, toracic si lombar).
Pentru identificarea leziunilor periogtitice se observa urmatoarele oase: clavicula,
humerusul, radiusul, ulna, femurul, tibiasi fibula (bilateral).

> Dentitia s1 patologia dentard se analizeaza conform standardelor din Buikstra, Ubelaker
(1994) si Steckel et al. (2011).

> Traumelesi fracturile se analizeaza dupa metodele descrise Tn Lovell (1997) si Buikstra,
Ubelaker (1994).

Cu toate ca materialul osteologic a prelevat din 8 morminte, unele dintre acestea au continut oase
de la ma multi indivizi (4 cazuri). Tn aceste situgii, al doilea individ afost notat cu litera B. Tn
cazul indivizilor non-adulti, varsta a fost determinatd pe baza eruptiei dentare si a lungimii
oaselor. Deoarece Tn mgjoritatea cazurilor au existat diferente mari intre cele doua rezultate, am
optat pentru varsta determinatd pe baza eruptiei dentare. Acest lucru e motivat de studiile clinice
si bioarheologice care au scos in evidenta faptul cd, comparativ cu dezvoltarea dentitiei, cresterea
si dezvoltarea scheletului este mult mai afectata de eventualele boli sau carente nutritionale la
care este expus copilul (Lewis 2007). Pentru indivizii sub 17 ani, sexul nu afost determinat.



Mormantul 11

Cu toate ca scheletul este relativ bine reprezentat, starea de conservare a oaselor este slaba, Tn
cele mai multe cazuri compactul fiind distrus din sol. Am determinat varsta la momentul mortii
pe baza eruptiei dentare, rezultatul fiind 7-8 ani. Pe baza lungimii oaselor, varsta afost de 5 ani.
Scheletul pastreaza un numar de 29 de dinti, dintre care 11 sunt deciduali erupti, 10 sunt
permanenti erupti iar 8 sunt permanenti neerupti. Pe molarul 2 decidual de pe partea dreaptd a
maxilarului exista o carie interproximala. Pe dintii de pe corpul mandibular se poate observa
tartru slab. Periodontita este de asemenea moderatd pe dintii maxilari. Atat pe incisivil maxilari
si mandibulari cét si pe caninii maxilari se pot observa linii hipoplazice moderate. De asemenea,
pe toatd dentitia deciduala se observa uzurd avansatd, cu expunerea dentinei. Din 10 oase lungi
prezente, pe niciunul nu s-au observat leziuni periostitice. Nu am identificat porozitate specifica
pentru cribra orbitalia si hiperostoza porotica. Dintre aspectele care pot indica prezenta
scorbutului sau a rahitismului, acest individ nu a prezentat niciunul. De obicei, laindivizii atét de
mici este greu si se observe prezenta artrozei articulatiilor. In cazul individului M11, s-au
observat foarte clar schimbari degenerative pe ambii condilii mandibulari, parte a articul&iei
temporo-mandibulare.

Morméantul 12

Scheletul este moderat reprezentat, fiind prezente elemente din calota craniana si oase lungi;
scheletul axial este cel mai slab reprezentat. Conservarea acestora insa este bunad. Din pacate nu
S-au pastrat dinti, prin urmare varsta a putut fi determinatad doar pe baza lungimii oaselor. Pe baza
acestora din urma putem spune ca acest individ a murit la nastere, avand o varsta perinatala (38
de saptamani prenatale). Din 10 oase lungi pastrate, niciunul nu prezinta leziuni periostitice. Nu
S-au pastrat orbitele, deci nu am putut determina prezenta cribrei orbitalia. Pe elementele calotei
craniene nu exista leziuni specifice pentru hiperostoza poroticd. De asemenea, nu s-au identificat
aspecte patol ogice indicatoare pentru scorbut sau rahitism.

Mormantul 13
Individul M13A

Scheletul de non-adult este moderat reprezentat si conservat. Varsta aproximata pe baza eruptiei
dentare este intre 18 si 24 de luni; pe baza lungimii oaselor rezultatul este inferior, intre 6 si 12
luni. Se pastreaza 10 dinti deciduali erupti, 5 deciduali neerupti si 4 permanenti neerupti. Nu s-a
notat prezenta tartrului, periostitei si a hipoplaziei smaltului. Din 11 oase lungi prezente, pe unul
singur (tibia dreaptd) s-au observat leziuni periostitice dabe. Orbitele nu s-au pastrat. Pe
suprafata endocraniand a occipitalului si a parietalelor exista distrugere de os, numita in literatura
»hair-on-end lesions” (Lewis 2004) (Fig. 1si 2). De asemenea, pe suprafaa exterioard a calotel
craniene exista porozitate accentuata. Alte aspecte patologice indicatoare pentru scorbut sau
rahitism nu s-au observat.

Individul M13B



Scheletul este foarte slab reprezentat: fragmente de arcuri vertebrale, coaste, portiunea proximalad
a radiusului drept, scapula dreapta, fragment din clavicula dreapta. Pe baza lungimii scapulei,
varstala momentul mortii a fost aproximata intre 6 si 18 luni. Nu se pastreaza dinti.

Mormantul 14

Scheletul este relativ bine reprezentat si conservat. Varsta la momentul mortii a fost determinata
pe baza eruptiei dentare ca fiind intre 6 si 9 luni. Pe baza lungimii oaselor, rezultatul este de 3-6
luni. Se pastreaza 11 dinti deciduali neerupti. Pe acestia nu am observat aspecte patologice. Din
14 oase lungi pastrate, niciunul nu prezinta leziuni periostitice. Pe tavanul orbital nu exista
porozitate. S-a observat franjurarea capetelor costo-condrale, Tnsa fara a fi afectat si cortexul
coastelor (Fig. 3). Atat deasupra cét si sub spina scapulara exista porozitate (Fig. 4). Parietalele Si
occipitalul prezintd de asemenea leziuni distructive pe suprafata endocraniand, ca si in cazul
individului M13A (Fig. 5).

Morméantul 15
Individul M15A

Scheletul este bine reprezentat, mai putin oasele lungi ale mainilor. Pe baza eruptiei dentare,
varsta la momentul mortii a fost aproximata intre 5-6 ani; lungimea oaselor a dat un rezultat
inferior, Intre 4 si 4.5 ani. Se pastreaza 17 dinti deciduali, 3 permanenti erupti si 13 permanenti
neerupti. Nu s-a observat prezenta tartrului sau a hipoplaziei enamelului. Se observa periodontita
atat maxilar cét si mandibular. Uzura dintilor deciduali este accentuata, cu expunerea dentinei.
Din 8 oase lungi, 3 prezinta leziuni periostitice: femurul drept, tibia dreapta si tibia stanga.
Orbitele nu s-au pastrat. Pe suprafata calotei craniene nu exista porozitate. Pe dintele axisului
exista un osicul, pozitionat chiar in apexul dintelui (Fig. 6). Pe ambele femure, crista aspera este
pronuntata iar In zona anterioard a metafizei proximale se poate observa o fatetd produsa prin
articularea cu fosa acetabulara (Fig. 7). Pe femurul drept, pe metafiza distala, exista de asemenea
0 cavitate pozitionatd pe locul de insertie al biceps femoris.

Individul M15B

Scheletul este dab reprezentat (falange, epifize, fibula, coasta). Varsta la momentul mortii
aproximata pe baza lungimii fibulei este intre 0 si 1.5 luni postpartum.

Mormantul 16

Scheletul este bine reprezentat Si conservat. Varsta la momentul mortii aproximatd pe baza
eruptiei dentare este intre 3 si 4 ani; pe baza lungimii oaselor rezultatul este intre 2 si 2.5 ani. Se
pasreaza 19 dinti deciduali. Nu s-au observat aspecte patologice pe acestia in afara de uzura



puternica pe incisivii centrali. Din 11 oase lungi analizate, pe niciunul nu am identificat leziuni
periostitice. Orbitele nu s-au pastrat. Pe craniu nu se observa porozitate. Capetele sternale ale
coastelor sunt ,franjurate”, cortexul este distrus si afectate de porozitate (Fig. 8). Pe cortexul
corpului costal, se observa os nou depus, cu aspect neregulat si neorganizat. De asemenea si pe
metafiza femorala se poate observa acelasi tip de franjurare si prezenta porozitatii. Lipsesc oasele
piciorului stang. Sutura metopica este deschisa, cu prelungire pana la sutura coronara. Am
identificat un fragment de arc vertebral apartindnd unui copil cu o varsta si mai mica.

Morméantul 17
Individul M17

Scheletul bine reprezentat si conservat apartine singurului adult sdpat in aceastd campanie.
Varsta la momentul mortii a fost determinata pe baza morfologiei capetelor sternale, simfizei
pubice si suprafetei auriculare, rezultatul fiind intre 24 si 34 de ani. Pentru determinarea sexului,
am andlizat atdt elementele craniene cét si cele ale pelvisului. Elementele craniene au o
morfologie masculing, dar cele pelviene sunt mai feminine. Rezultatul este ,,posibil masculin”.
Se pastreaza un numar de 32 de dinti permanenti. Pe molarul 1 maxilar de pe partea stanga
exista o carie interproximala si un abces dentar (Fig. 9). Pe mandibula exista tartru puternic.
Periodontita poate fi observatd pe maxilar. Hipoplazia smaltului este puternicd pe toata dentitia,
atdt maxilar cat si mandibular (Fig. 10 si 11). Uzura este moderatd. Din 32 de elemente de
articulare analizate, 5 prezintda modificari degenerative (humerus proximal dreapta, radiu distal
dreapta, oasele mainii drepte, vertebrele cervicale, radius distal stanga). La ambele picioare,
falangele 2 si 3 de la al patrulea deget sunt unite. Pe axis exista o fateta de articulare a dintelui cu
atlasul (Fig. 12). Din 13 oase lungi analizate pentru periostita, doar femurul de pe partea stanga
prezinta astfel de leziuni. Pe craniu exista porozitate. Orbitele nu au putut fi analizate. Statura
variaza Tn functie de formulele aplicate: pentru formula lui Pearson (1899) pentru femur,
rezultatul este 155.28 cm; pentru formula lui Breitinget (1937) pentru femur, rezultatul este
161,91 cm.

Individul M17B

Tn timpul sapéturii, deasupra individului adult M17 s-au gasit, disparate, oase de la un subadult.
Scheletul acestuia este reprezentat doar de 4 coaste, fragmente de vertebre, scapulasi humerusul
de pe partea stanga si o fibuld. Pe baza lungimii oaselor, véarsta acestui individ la momentul
mortii este perinatald, 38-40 de saptamani prenatale.

Morméantul 19



Materialul osteologic notat cu M19 era amestecat. Exista cu sigurantd cel putin doi indivizi, dar
faptul ca acestia au aceeasi varsta a ingreunat asocierea oaselor cu fiecare individ. Am facut acest
lucru pe baza morfologiei si aspectului oaselor.

Individul M19A

Scheletul este bine reprezentat si conservat. Varsta la momentul mortii, determinata atat pe baza
eruptiei dentare cat si a lungimii oaselor, este perinatald, 38-40 de saptamani prenatale. Se
pastreaza 19 dinti deciduali neerupti. Nu s-a identificat nicio patologie dentara. Din 12 oase lungi
prezente, pe niciunul nu existd leziuni periostitice. Tavanul orbital nu prezinta schimbari
patologice. Pe craniu (occipital si temporal) si pe scapula stanga se observa porozitate slaba.
Metafizele oaselor lungi sunt slab franjurate, cu porozitate. De asemenea, diafiza tibiel de pe
partea stanga pare a avea o curbura neobisnuitd. Sutura metopica este deschisa si prelungita pana
la sutura coronara.

Individul M19B

Scheletul este reprezentat doar de coaste, diafizele humerale si femurul stang. Pe baza lungimii
oaselor, varsta la momentul mortii este perinatala, 38-40 de saptaméni prenatale. Nu se pastreaza
dinti. Cele trei diafize pastrate nu prezind leziuni periostitice sau aspecte patologice indicatoare

pentru scorbut Si rahitism.
Alte oase

Printre oasele lui M16, am mai gasit un fragment de proces vertebral de la un copil (probabil
nou-nascut).

Printre oasele lui M17, pe langa oasele lui M17B, mai exista o falanga de la un alt copil.



I magini

Fig. 1. Individul M13A. ,,Hair-on-end lesions” pe suprafata endocraniana.

Fig. 2. Individul M13A. Detaliu cu leziunile endocraniene.

Fig. 3. Individul M14. Franjurare capetelor sternale.



Fig. 4. Individul M14. Scapula dreapta cu porozitate sub spina scapulara (cu detaliu).

Fig. 5. Individul M14. Leziuni endocraniene (cu detaliu).



Fig. 6. Individul M15A. Axis.

ki il Fig. 7. Individul M15A. Portiunea proximala a
femurului stang. Se observa fateta din zona trochanterului mare.

Fig. 8. Individul M 16. Franjurarea capetelor sternale si 0s nou depus in zona leziunii (cu detaliu).



Fig. 10. Individul M17. Jumatatea stdnga a maxilarului. Se observa periodontita avansata
(ségeata) si liniile hipoplazice pe smaltul dintilor (detaliu mai jos).



Fig. 11. (detaliu)

Fig. 12. Individul M17. Faeta pe portiunea posterioard a dintelui axisului.



Raportul analizel antropologice preliminare pentru materialul osteologic dela Cristian

Claudia Radu, Szeredai Norbert

Protocolul de lucru al Laboratorului de Antropologie Fizica utilizeaza urmatoarele metode:

> Pentru determinarea sexului se observa morfologia craniului (creasta nucald, mastoida,
marginea supraorbitald, glabela si mentonul), respectiv a pelvisului (concavitatea
subpubica, unghiul subpubic, ramul ischiopubic, arcul ventral, arcul compozit, incizura
sciatica si sulcusul preauricular). Analiza acestora este realizatd conform metodelor
descrise de Buikstra, Ubelaker (1994), Steckel et a. (2011), White, Black, Folkens
(2012), Phenice (1969), Bruzek (2002).

> Pentru determinarea varstei la adulti se analizeaza morfologia capetelor sternale (Iscan,
Loth, Wright 1984), simfizel pubice (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al. 2011,
Meindl et al. 1985), sinostoza suturilor craniene (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al.
2011) si uzura dentara (White et al. 2012). Pentru determinarea varstei la non-adulti se
observa eruptia dentara (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al. 2011), se masoara
lungimea oaselor (Schaefer et al. 2009) si se observa sinostoza epifizelor (Schaefer et al.
2009).

» Statura este calculatd dupad formulele lui Pearson (1899), Trotter, Gleser (1958), Bach
(1965) si Breitinger (1937).

> Patologia este analizata conform descrierilor din Ortner (2003), Steckel et al. (2011),
Buikstra, Ubelaker (1994), Aufderheide, Rodriguez-Martin (1998) si Waldron (2009). In
cadrul analizel preliminare pentru toate scheletele se noteaza prezenta artrozei
articulatiilor, leziunilor periostitice, leziunilor specifice pentru cribra orbitalia si cribra
cranii, nodulilor lui Schmorl, a distrugerii platoului vertebral si a afectiunilor specifice
rahitismului si scorbutului. Pentru artroza articulatiilor sunt observate urmatoarele
elemente: articulatia temporo-mandibulard, cavitatea glenoida, humerusul proximal Si
distal, radiusul proximal si distal, ulna proximal si distal, oasele mainii, fosa acetabulara,
femurul proximal si distal, tibia proximal si distal, fibula proximal si distal, oasele
piciorului si vertebrele (segmentele cervical, toracic si lombar). Pentru identificarea
leziunilor periostitice se observa urmatoarele oase: clavicula, humerusul, radiusul, ulha,
femurul, tibiasi fibula (bilateral).

> Dentitia si patologia dentard se analizeazd conform standardelor din Buikstra, Ubelaker
(1994) si Steckel et al. (2011).

» Traumelesi fracturile se analizeaza dupa metodele descrise in Lovell (1997) si Buikstra,
Ubelaker (1994).

Materialul osteologic apartine unui numar de 6 indivizi. Tn unele cazuri s-a utilizat silicon dentar
de culoare portocalie pentru lipirea fragmentelor osoase. Statura nu a putut fi calculata pentru
niciun individ.

Morméantul 1



S-a analizat materialul osteologic de la doi indivizi, primiti in cutii separate (complexul 019),
numiti M1 defunctul 1 si M1 ,,un defunct”, acesta din urma fiind numit de noi M1B.

Scheletul individului M1 este slab reprezentat si conservat. Spalarea oaselor si dizolvarea
pamantului cu apa a rezultat in numeroase fragmente osoase dar foarte putine dintre acestea au
putut fi reconstitute. Pentru a evita pierderea informatiei, materialul a fost analizat si Thainte de
spalare, cand inca era tinut in bulgarii de pamant. Astfel am putut determina sexul individului,
care este masculin (rezultat dat de morfologia elementelor craniene) (Fig.1). De asemenea, am
notat faptul ca langa mandibula, spre exemplu, am identificat diafiza unui humerus (Fig. 2). Pe
suprafata orbitelor si a calotei craniene exista porozitate specificd pentru cribra orbitalia si
hiperostoza porotica (Fig. 3 si 4).

S-a pastrat un numar de 25 de dinti impreuna cu fragmente din mandibula si maxilar. Tartrul este
slab spre moderat. Pe coroana caninului mandibular se observa un defect al smaltului, o linie
hipoplazica extinsa (2.15 mm in grosime) (Fig. 5). Pe caninii maxilari si pe incisivii mandibulari
nu exista astfel de defecte. Uzura molarilor este slaba spre moderata. Pe fragmentele osoase
pastrate nu exista leziuni periostitice.

Individul M1B este si mai slab pastrat, fiind reprezentat de fragmente craniene, din coxal si de
oase lungi (Fig. 6). Pe langa acestea, mai exista 33 de dinti, dintre care 9 sunt deciduali, 12 sunt
permaneti erupti, 1ar 12 sunt permanenti neerupti. Tartrul este moderat atit maxilar cat si
mandibular. Nu am observat linii hipoplazice peincisivi si canini. Uzura molarilor deciduali este
puternica. Pe baza eruptiei dentare, am determinat varsta la momentul mortii intre 7 si 8 ani. Pe
fragmentele craniene nu se observa hiperostoza porotica.

Mormantul 2

Oasele umane ce compun materialul osteologic din acest mormant apartin cel putin la doi
indivizi. Primul individ si cel principal (pe baza gradului de reprezentare a oaselor) este probabil
un barbat (Fig. 10), cu o varsta la momentul mortii intre 20 si 25 de ani. Scheletul prezintd un
grad de reprezentare moderat iar oasele se pastreaza intr-o stare relativ buna (50-75%). De
asemenea, s-au pastrat 4 dinti si fragmente din corpul mandibular si cel maxilar. Se observa
tartru si periodontitd slaba. Nu s-a putut nota prezenta liniilor hipoplazice. Uzura dentarda pe
molari este moderata, specificd varstei individului. Din 11 articulatii prezente, niciuna nu
prezinta schimbéri degenerative (artroza articulatiilor). Din 12 oase lungi prezente, fragmentare
sau ntregi, doar pe unul (tibia dreapta) s-au notat leziuni periostitce. Cu toate ca orbitele nu s-au
pastrat pentru a se observa prezenta cribrei orbitalia, pe craniu exista porozitate slaba, specifica
pentru hiperostoza porotica.

De asemenea, pe craniu am mai observat o serie de aspecte. In primul rand, pe parietalul stang,
aproape de sutura sagitald, existd o trauma produsa cu un obiect contondent si realizata
antemortem (Fig. 7 si 9). Diametrul traumei este de 8.40 mm, cu o adancime de 1.95 mm. Langa
aceasta trauma se observa si o fracturd, lungéd de 72.2 mm (Fig. 8). Este posibil ca aceasta din



urma sa fie o fractura radiala cauzata de trauma initiala. Atat trauma circulara cat si fractura sunt
vindecate, de-alungul fracturii existang si calus de dimensiuni moderate. Tn al doilearand, calota
craniana este Tngrosatd anormal Tn unele locuri, ceea ce poate sugera boala lui Paget sau
hiperostoza frontala interna. Totusi, aceste aspecte identificate pe calota individului din
mormantul 2 trebuie cercetate Tn continuare.

Cel de-al doilea individ, denumit de noi M2B, este slab reprezentat (oase lungi de la mana si
picioare, fragment de maxilar, oase de la picior). Scheletul apartine unui adult dar sexul ramane
indeterminat. O singura articulatie se pastreaza, dar aceasta nu prezinta schimbdari degenerative.
Din 5 oase lungi pastrate fragmentar, pe niciunul nu se observa leziuni periostitice. S-au pastrat 2
dinti in alveola, parte din corpul maxilarului, ceea ce ne-a permis sa spunem cu siguranta ca acest
maxilar nu apartine individului M2. Nu s-au observat aspecte patologice, cu exceptia tartrului
dlab. Pe diafiza proximala a femurului drept, posterior, l1anga tuberozitatea gluteald, exista o
trauma care taie locul de insertie al muschilor adductor magnus si gluteus maximus (Fig. 11).
Trauma masoard 15 mm si a fost realizatd cu un obiect taios. Cronologia ei este antemortem,
fiind bine vindecata, fara urme de infectie.

Pe langa oasele indivizilor M2si M2B, exista si oase de animale.
Mormantul 3 (complex 024, un adult si un copil)

Scheletul este reprezentat Tn special de fragmente de oase lungi, atét superioare cét si inferioare.
Dintii lipsesc. Vérsta la momentul mortii a fost determinata pe baza morfologiei suprafetei
auriculare, care ne indica o varsta intre 35 si 39 de ani. Sexul nu a putut fi determinat datorita
lipsel elementelor de diagnostic. Prezenta artrozei articulatiilor nu a fost notata pe cele 5 zone de
articulare prezente. Din 9 diafize de oase lungi prezente pentru observatie (unele doar in stare
fragmentara), doar pe femurul drept s-au observat leziuni periostitice dabe. Pe langa oasele
umane mai exista si doud fragmente de oase de animale.

Cel de-al doileaindivid din mormantul 3 (M3 copil) este un non-adult. Acesta este reprezentat de
dinti, fragmente din craniu si fragmente foarte mici de diafize. In ceea ce priveste dintii, acestia
apartin atat dentitiei deciduale (5 dinti) cat si celei permanente, neerupte (9 dinti). Dezvoltarea
dintilor indica o varsta la momentul mortii de 2-3 ani. Pe incisivii deciduali maxilari de pe partea
stdnga se observa un defect al smaltului.



Imagini

Fig. 2. Craniul individului M1 Tnainte de spalare. La&nga mandibula se observa diafiza unui
humerus (in sectiune).



Fig. 4. Cribra orbitalia (individul M1).



Fig. 5. Defect al smaltului pe caninul mandibular drept al individului M1.



Fig. 6. Craniul individului M1B Tnainte de spalare.

Fig. 7. Individul M2. Parietalul stang. Trauma circulara este ncercuitd cu rosu. Linia rosie indica
directia fracturii (nu o suprapune, aceasta este in stanga linii rosii).



Fig. 8. Detaliu cu fractura radiald de pe parietalul stang al individului M2.

Fig. 9. Detaliu cu trauma circulara identificata pe parietalul stang al individului M2.



Fig. 11. Suprafata posterioard a femurul stang a individului M2B.



Fig. 12. Detaliu cu trauma de pe femurul individului M2B (in stangaliniei rosii).



Raport antropologic Malaiesti 2014
Szeredai Norbert, Claudia Radu
Materialul osteologic afost analizat folosindu-se urmatoarele metode:

Pentru estimarea starilor de reprezentare si de conservare s-au aplicat standardele descrise
de Buikstrasi Ubelaker (1994) si Steckel et al. (2011).

Pentru determinarea varstei s-au aplicat metodele specifice pentru non-adulti, si anume
observarea eruptiei dentare (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al. 2011) si masurarea
lungimii oaselor (Schaefer et al. 2009).

Patologia a fost analizata conform descrierilor din Ortner (2003), Steckel et al. (2011),
Buikstra, Ubelaker (1994), Aufderheide, Rodriguez-Martin (1998) si Waldron (2009).

Dentitia si patologia dentara au fost analizate pe baza standardelor din Buikstra, Ubel aker
(1994) si Steckel et al. (2011).
Masuratorile s-au realizat conform standardelor din Buikstra, Ubelaker (1994).

Tn urma analizel s-a determinat faptul c& scheletul apartine unui copil cu o Varst perinatal (0-2
luni), rezultat dat de observarea eruptiei dentare si de lungimea oaselor (femur, illium). Starea de
conservare a scheletului este medie, putin peste 50%. Starea de reprezentare este buna (Fig. 2).
S-au identificat 10 dinti deciduali neerupti (Sc', Dc', %% 7%, 2m', 2m% Dm,, Smy, 2my, 2i.h).
Oasele lungi au fost analizate pentru identificarea unor leziuni periostitice, dar la non-adulti
acestea sunt dificil de diferentiat de tesutul fibros care reflecta cresterea si dezvoltarea normala a
osului (Lewis 2004, 2007). Totusi, in cazul acestui copil, morfologia si distributia tesutului fibros

observat pe majoritatea oaselor sugereaza prezenta unei boli infectioase.

Oasele afectate sunt urmatoarele:
coaste
femur (stangasi dreapta)
humerus (stanga si dreapta)
ulna (stngasi dreapta)
radius
tibia
scapula
illium
clavicula (stangasi dreapta)
temporal (stangasi dreapta)

! Aici am folosit modelul standard pentru notarea dintilor (White et al. 2012). Astfel, spre exemplu, LM reprezinta
primul (1) molar (M) permanent (majuscule) mandibular (1) de pe partea stangé (S). Rdm? reprezinta al doilea (2)
molar (m) decidual (litere minuscule si d) maxilar (%) de pe partea dreapté (D). Cand am folosit semnul 2, nu s-a
putut stabili partea de pe care este dintele.



mandibula

frontal (endocranian)
occipital (baza craniului)
orbite

un metatarsian

vertebre

Pe aproape toate oasele prezente se observa os nou format cu aspect periostitic, a carui formare a
fost cauzatd probabil de o inflamare subperiostald. Pentru diagnosticul diferential al acestor
leziuni sunt foarte importante urmatoarele aspecte:

1. varstafoarte mica (0-2 luni) a copilului;

2. aproape toate oasele scheletului sunt afectate;

3. printre oasele afectate se regdsesc si mandibula, scapulele si claviculele;

4. patologia se manifesta prin formare de os nou si nu prin distrugere osoasa, cu toate ca

cele doua procese pot fi intalnite Tn cadrul aceleiasi boli;
5. tesutul patologic este localizat in special pe diafiza oaselor si nu pe metafiza acestora

Varsta foarte mica si gradul de afectare a scheletului (aproape toate oasele) ne indica faptul ca
procesul infectios a fost initiat Tnca din perioada intrauterind. Prin urmare, organismul copilului
s-a Tmbolnavit prin interactiunea cu organismul mamei, care e foarte probabil sa fi suferit de
aceessi boald/conditie patologica. Faptul ca toate oasele prezintd aceste schimbari ne indica de
asemenea 0 afedtiune sistemica Si nu localizatd. Modelul dupa care este afectat scheletul acestui
copil ne-a facut sa luam in considerare pentru diagnosticul diferential urmatoarele afectiuni:
scorbut (sau lipsa vitaminei C), anemie genetica (thalassemia major), sifilis endemic, malarie
congenitala si hiperostoza corticala infantila.

Pentru argumentarea diagnosticului diferential Tn continuare, vom realiza analiza SEM a oaselor.

Fig. 1. Clavicula stanga.
Detaliu cu tesutul periostitic,
comparativ cu tesutul sdndtos
(sthga sus, de culoare
deschisa).




Fig. 2. Starea de reprezentare a scheletul ui
"
//j \‘J (cu gri sunt colorate oasele prezente iar cu
\ WO ab cele absente).




Raport antropologic — Micesti 2014

Claudia Radu, Szeredai Norbert

Materialul osteologic primit pentru analiza consta in scheletele a trei indivizi provenind din situl
arheologic de la Micesti. Pentru analiza acestora s-au folosit urmatoarele metode:

> Pentru determinarea sexului s-au observat morfologia craniului (creasta nucala, mastoida,
marginea supraorbitald, glabela si mentonul), respectiv a pelvisului (concavitatea
subpubica, unghiul subpubic, ramul ischiopubic, arcul ventral, arcul compozit, incizura
sciatici si sulcusul preauricular). Analiza acestora a fost realizata conform metodelor
descrise de Buikstra, Ubelaker (1994), Steckel et a. (2011), White, Black, Folkens
(2012), Phenice (1969), Bruzek (2002).

» Pentru determinarea véarstei la adulti s-au observat capetele sternale (Iscan, Loth, Wright
1984), simfiza pubica si suprafata auriculard (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al.
2011, Meindl et a. 1985), sinostoza suturilor craniene (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel
et al. 2011) si uzura dentara (White et al. 2012). Pentru determinarea varstei la subadulti
s-a observat eruptia dentara (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al. 2011), s-a masurat
lungimea oaselor (Schaefer et al. 2009) si s-a observat sinostoza epifizelor (Schaefer et
al. 2009).

> Statura a fost calculata dupa formulele lui Pearson (1899), Trotter, Gleser (1958), Bach
(1965) si Breitinger (1937).

> Patologia a fost analizata conform descrierilor din Ortner (2003), Steckel et al. (2011),
Buikstra, Ubelaker (1994), Aufderheide, Rodriguez-Martin (1998) si Waldron (2009). in
cadrul analizei preliminare pentru toate scheletele s-a notat prezenta artrozei articulatiilor,
leziunilor periostitice, leziunilor specifice pentru cribra orbitalia si cribra cranii,
nodulilor lui Schmorl, a distrugerii platoului vertebral si a afectiunilor specifice
rahitismului si scorbutului. Pentru artroza articulatiilor au fost observate urmatoarele
elemente: articulatia temporo-mandibulara, cavitatea glenoida, humerusul proximal si
distal, radiusul proximal si distal, ulna proximal si distal, oasele mainii, fosa acetabulara,
femurul proximal si distal, tibia proximal si distal, fibula proximal si distal, oasele
piciorului si vertebrele (segmentele cervical, toracic si lombar). Pentru identificarea
leziunilor periostitice au fost observate urmatoarele oase: clavicula, humerusul, radiusul,
ulna, femurul, tibiasi fibula (bilateral).

> Dentitia si patologia dentarda au fost analizate conform standardelor din Buikstra,
Ubelaker (1994) si Steckel et al. (2011).

» Traumele si fracturile au fost analizate dupa metodele descrise in Lovell (1997) si
Buikstra, Ubelaker (1994).

Oasele sunt puternic afectate din sol atat datoritd activitatii plantelor dar si datorita specificului
solului, care raméane prins pe oase. O serie de elemente osoase au fost lipite pentru reconstituirea
osului folosindu-se silicon dentar de culoare portocaie. Tn cadrul analizelor antropologice
precedente s-a folosit pentru reconstituirea oaselor un material pentru lipit transparent. Din
pacate, degradarea post-mortem a scheletelor a limitat Tntr-o oarecare masura observarea unor
aspecte patol ogice.



Scheletul individului nr. 9

Atét starea de reprezentare cat si cea de conservare a scheletului sunt medii. Sexul a fost
determinat pe baza morfologiei craniului (mastoida, marginea supraorbitald, eminenta mentala)
iar rezultatul este ,posibil masculin”. Varsta a fost aproximata pornind de la observarea
morfologiei capetelor sternale, suprafetei auriculare si a uzurii dentare, rezultatul fiind o varsta
cuprinsa intre 26 si 45 de ani la momentul mortii. Scheletul pastreazd un numar de 15 dinti
permanenti din 22 pozitii dentare observabile. Nu s-a notat pierderea dintilor antemortem sau
abcese dentare. O carie interproximala exista pe primul molar mandibular stang (SM;). Sa
observat tartru dentar moderat, atdt mandibular cét si maxilar, si periodontita slaba. Pe caninii
maxilari $i mandibulari existd linii hipoplazice. Uzura molarilor este moderata spre severa. Din
15 articulatii observabile, nici una nu prezintd schimbari specifice artrozei. Am identificat leziuni
periostitice pe doua oase, tibia si fibula stanga, cu manifestare moderata. De asemenea, pe calotd
exista porozitate specifica pentru hiperostoza porotica. Orbitele nu au putut fi analizate pentru
observarea cribrel orbitalia. Din pacate, doar o singura vertebra s-a mai pastrat astfel ca nu am
putut stabili prezenta artrozei vertebrale sau a nodulilor lui Schmorl. Nu s-au identificat traume
sau fracturi. Statura nu a putut fi calculatd deoarece oasele lungi ale caror masuratori sunt
necesare nu s-au pastrat intregi. Pe l1anga oasele umane, mai exista o masea de animal.

Scheletul individului nr. 1

Starile de conservare si reprezentare sunt medii. Pe baza morfologiei elementelor de pe craniu
(creasta nucalda, mastoida, marginea supraorbitald, eminenta mentald) si de pe pelvis (arc
compozit, incizura sciatica) s-a stabilit ca individul este de sex feminin. Varsta a fost determinata
pe baza uzurii dentare, morfologiei suprafetei auriculare si maturizarii scheletului (inca se mai
observa linile de sudare a epifizelor), rezultatul fiind o varsta cuprinsa intre 25 si 34 de ani. S-au
pastrat 22 de dinti si 30 de pozitii dentare. Ca si in cazul scheletului nr. 9, nu s-au observat
pierderea antemortem a dintilor sau abcese dentare. Existd o carie dentara, interproximala, pe
primul molar mandibular stang (SM,). Tartrul este puternic pe mandibuld dar slab pe maxilar,
diferentd care poate fi datd de procesele postmortem. Hipoplazia smaltului dentar a fost
observata doar pe caninii mandibulari. Uzura molarilor este moderatd. Din 20 de articulatii
analizate, patru (humerus proximal, radius distal, radius proximal si femur distal, toate de pe
partea stangd) prezinta schimbari patologice specifice pentru artroza, cu manifestare moderata.
Am identificat leziuni periostitice moderate pe doud oase lungi (femur si tibie de pe partea
stdngd) din 7 observabile. Cribra orbitalia si hiperostoza poroticd nu au putut fi observate din
cauza degradarii osoase. Vertebrele sunt de asemenea puternic distruse din sol. S-a observat pe o
singura vertebra lombara prezenta unui nodul al lui Schmorl. Nu s-au identificat traume sau
fracturi. Statura a fost calculatd pe baza lungimii femurului drept (432 mm) folosindu-se
formulele lui Pearson (1899), Trotter si Gleser (1958) si Bach (1965). Rezultatele sunt 156,86
cm, 16160,80 cm, respectiv 163,41 cm.



Scheletul individului nr. 9 (7)

Ca si in cazul celorlati doi indivizi, starile de reprezentare si conservare sunt medii. Sexul a fost
determinat pe baza morfologiei elementelor craniene (mastoidd, eminenta mentala, creasta
nucald si marginea supraorbitald), rezultatul fiind feminin. Varsta a fost aproximatd pe baza
morfologiei capetelor sternale, suprafetei auriculare, sinostozei suturilor Si a uzurii dentare,
rezultatul fiind o varsta cuprinsa intre 24 si 45.2 ani. S-au pastrat 28 de dinti si 32 pozitii dentare.
Individul a pierdut un dinte antemortem si exista 3 carii dentare, una interproximala pe molarul 2
mandibular stAngasi doua pe molarul 3 mandibular dreapta (una ocluzala si una interproximala).
Tartrul dentar este mediu atat pe mandibula cat si pe maxilar. Pe caninii mandibulari am observat
linii hipoplazice. Uzura molarilor este medie. Din 21 de articulatii analizate, 8 prezinta schimbari
artrozice (pe partea stanga: fibula proximala, femur distal, acetabul, ulna proximal, radius distal,
humerus distal; pe partea dreaptd: acetabulul; si pe vertebrele lombare). Tn toate cazurile,
schimbarile degenerative sunt moderate. Nu s-au observat leziuni periostitice dar pe craniu exista
porozitate specifica pentru hiperostoza porotica. Nu am identificat traume sau fracturi. Staturaa
fost calculata pe baza lungimii tibiei fara eminenta (357 mm) folosindu-se formulele compuse de
Pearson (1899) si Trotter si Gleser (1958). Rezultatele sunt 157,87 cm, respectiv 165,06 cm. Pe
langa oasele umane mai exista un os de animal. De asemenea in materialul din umplutura
mormantului, am mai identificat 9 fragmente de oase si dinti de animal si 3 fragmente de oase
umane (claviculd dreapta medial, humerus dreapta proximal, humerus stang distal). Acestea din
urma nu apartin individului principal din mormantul 9 (7).

Tabel 1. Distributia datelor osteologice si patologice pentru fiecare schelet.

Nr. Sex | Varstd | Staturd' | Carii HSD? | Artroza® | Cribra | Hiperostozd | Periostita*
mormant dentare orbitalia | porotica

1 F 25-34 | 156,86 | 1 X 4(20) | - - 2(7)

9 M | 2645 |- 1 X 0(15) |- X 2 (6)
9(7) F 24-452 | 157,87 | 3 X 8(21) |- X 0 (8)

'Aici am folosit rezultatele obtinute din aplicarea formulelor lui Pearson (1899). Rezultatele sunt
incm.

’HSD= hipoplazia smaltului dentar.

3Numerele reprezint3 articulatiile afectate iar in paranteza este dat numarul total al articulatiilor
observabile.

*Numerele reprezint oasele lungi afectate iar in paranteza este dat numérul total al oaselor lungi
observabile.

Discutii

Tn acest stadiu al cercetarii, datele osteologice si patologice pot fi interpretate la nivel preliminar.
Prezenta linilor hipoplazice in cazul tuturor indivizilor este relevant pentru stresul nutritiv
sugtinut in perioada copilariei cand smaltul dentar se formeaza. Aceste linii reprezinta perioade
de stagnare a mineralizarii smaltului cauzatd de deficiente nutritive severe. Hiperostoza porotica
este un aspect patologic care se manifesta Tn copilarie Si Tsi are etiologia in anemia genetica sau
anemia megaloblastica (lipsa vitaminei B12). Statura este de asemenea un indicator pentru
aportul nutritiv din perioada de crestere si dezvoltare a corpului, dar in lipsa unui esantion
reprezentativ nu putem stabili daca staturile acestor indivizi sunt sub media specifica pentru




popul&ia de care apartin. Prin urmare, putem doar sd sugeram cd este foarte posibil ca in timpul
cresterii si dezvoltarii acestor indivizi sa fi existat perioade de stres nutritiv dat de malnuitritie,
foamete sau boli.

1 F 25-34

956 M | 26-45

9(7) F | 24452

fig. 1. Distributia artrozei articulatiilor (cu rosu) si leziunilor periostitice (cu gri) pentru M9 (7),
M1si M9 (de la stanga la dreapta).

Leziunile periostitice sunt indicatoare non-specifice pentru infectie. Distributia lor limitata poate
sugera casi etiologie o traumad sau o infectie localizatd (ulcer al pielii). O distributie mai extinsa,
mai multe oase ale scheletului, este un indicator pentru o infectie sistemici. In cazul individului
din morméantul M9, limitarea distributiei leziunilor pe tibia si fibula stangd poate sugera o
inflamare a membranei interosoase. Tn ambele cazuri (M1 si M9), osul afectat de leziune este
remodelat spre 0s compact, ceea ce indica vindecarea infectiei.

Modelul de distributie al artrozei articulatiilor nu este relevant dat fiind lotul mic analizat. Totusi,
daca luam in considerare sexul indivizilor, este interesant faptul ca individul de sex masculin nu
are nicio articulaie (dintre cele prezente, n=15) afectatd de schimbdri degenerative, comparativ
cu cele doua femei care au cate 4, respectiv 9 articulatii afectate de artroza moderata.



Raportul analizei antropologice pentru materialul osteologic dela Toboliu
Claudia Radu

Protocolul de lucru al Laboratorului de Antropologie Fizica utilizeaza urmatoarele metode:

» Pentru determinarea sexului se observa morfologia craniului (creasta nucalda, mastoida,
marginea supraorbitala, glabela si mentonul), respectiv a pelvisului (concavitatea
subpubica, unghiul subpubic, ramul ischiopubic, arcul ventral, arcul compozit, incizura
sciaticd si sulcusul preauricular). Analiza acestora este realizata conform metodelor
descrise de Buikstra, Ubelaker (1994), Steckel et a. (2011), White, Black, Folkens

(2012), Phenice (1969), Bruzek (2002).

> Pentru determinarea vérstei la adulti se analizeaza morfologia capetelor sternale (Iscan,
Loth, Wright 1984), simfizel pubice si a suprafetei auriculare (Buikstra, Ubelaker 1994,
Steckel et al. 2011, Meindl et al. 1985), sinostoza suturilor craniene (Buikstra, Ubelaker
1994, Steckel et al. 2011) si uzura dentara (White et al. 2012). Pentru determinarea
varstel la non-adulti se observa eruptia dentara (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al.
2011), se masoara lungimea oaselor (Schaefer et al. 2009) si se observa sinostoza

epifizelor (Schaefer et al. 2009).

> Statura este calculatd dupa formulele lui Pearson (1899), Trotter, Gleser (1958), Bach

(1965) si Breitinger (1937).

> Patologia este analizata conform descrierilor din Ortner (2003), Steckel et al. (2011),
Buikstra, Ubelaker (1994), Aufderheide, Rodriguez-Martin (1998) si Waldron (2009). Tn
cadrul analizei preliminare pentru toate scheletele se noteaza prezenta artrozei
articulatiilor, leziunilor periostitice, leziunilor specifice pentru cribra orbitalia si cribra
cranii, nodulilor lui Schmorl, a distrugerii platoului vertebral si a afectiunilor specifice
rahitismului si scorbutului. Pentru artroza articulatiilor sunt observate urmatoarele
elemente: articulaia temporo-mandibulard, cavitatea glenoida, humerusul proximal si
distal, radiusul proximal si distal, ulna proximal si distal, oasele mainii, fosa acetabulara,
femurul proximal si distal, tibia proximal si distal, fibula proximal si distal, oasele
piciorului si vertebrele (segmentele cervical, toracic si lombar). Pentru identificarea
leziunilor periostitice se observa urmatoarele oase: clavicula, humerusul, radiusul, ulna,

femurul, tibiasi fibula (bilateral).

> Dentitia si patologia dentard se analizeazd conform standardelor din Buikstra, Ubelaker

(1994) si Steckel et al. (2011).

» Traumelesi fracturile se analizeaza dupa metodele descrise in Lovell (1997) si Buikstra,

Ubelaker (1994).

Am analizat materialul osteologic din 8 morminte (mormintele 2, 3, 4, 6, 8 si contextele 5, 6 si
7). Tn fiecare mormant am identificat doar cate un individ. Oasele au fost spalate i, in unele
cazuri reconstituite folosindu-se silicon dentar. Asa cum rezulta din descrierea metodelor, pentru
fiecare individ s-au stabilit gradul de reprezentare Si conservare, s-au determinat sexul si varsta,

s-a analizat patologia osoasa si dentara si s-au efectuat diferite masuratori.



Mormantul nr. 8

Scheletul este foarte bine pastrat Si conservat. Varsta a fost determinata pe baza morfologiei
capetelor sternale, simfizei pubice si suprafetei auriculare. Rezultatul este o varsta la momentul
mortii intre 30 si 42 de ani. Sexul a fost determinat pe baza morfologiei elementelor craniene
(creasta nucala, mastoida, margine supraorbitald, glabela si eminenta mentald) si elementelor
pelvisului (ram ischiopubic, arc ventral, arc compozit, incizura sciaticd), rezultatul fiind
Masculin. Statura din timpul vietii a fost calculata pe baza lungimii femurului drept (410 mm) si
folosindu-se formulalui Breitinger (1937), rezultatul fiind 161,75 cm.

Se pastreaza 22 de dinti. Maxilarul este rupt Tn zona molarilor, prin urmare am notat prezenta a
minim 28 de pozitii; pe partea dreaptd a maxilarului cu sigurantd nu a avut erupt molarul 3.
Faptul ca mandibula si maxilarul s-au pastrat intr-o stare buna ne-a permis sa observam mai
multe patologii dentare. Individul a pierdut in timpul vietii 4 dinti. Existd 3 carii dentare, una
interproximala pe primul molar mandibular de pe partea stanga, una interproximala pe molarul 2
mandibular de pe partea dreapta si una interproximala pe al doilea premolar maxilar de pe partea
dreapta. De asemenea, se pot observa 3 abcese dentare foarte puternice. Tartrul este moderat iar
periodontita este extinsd. Pe smaltul incisivilor si caninilor atit maxilari cat si mandibulari se
observa linii hipoplazice pronuntate. Uzura molarilor este puternica. Si pe incisivi si canini exista
uzura puternica. Pe molarii mandibulari de pe partea stanga exista un defect pe suprafata labiala
a acestora, aproximativ lalinia de intalnire dintre smaltul coroanei si cementul dentar (radicular).
De asemenea, exista 4 dinti (al doilea premolar mandibular de pe partea stanga, incisivul lateral
maxilar de pe partea stanga, caninul maxilar de pe partea dreapta, si premolarul 1 sau 2 maxilar
de pe partea dreaptd) cu o uzura foarte puternicd, nu mai existd deloc coroana dentara iar
radacina este de asemenea distrusd. Este posibil ca acest lucru sa fie o consecintd a faptului ca
acesti dinti sunt de fapt deciduali; daca acestui individ 1i lipseau congenital mugurii pentru dintii
permanenti, este posibil sa nu-i fi pierdut pe cei deciduali, ceea ce a dus la folosirea lor foarte
Tndelungata si prin urmare uzura lor excesiva.

Una din cele mai evidente patologii observabile pe schelet e artroza avansatd. Se pastreaza
pentru observatie 39 de elemente de articulatie. Dintre acestea, sase sunt afectate de artroza
puternica, cu deformarea conturului elementului si cu osteofite de mari dimensiuni, 27 sunt
afectate de artroza moderata iar 6 nu prezinta schimbari degenerative. Cele mai afectate sunt
articulatia temporo-mandibulara, fosa acetabulara dreapta si femurul proximal drept, vertebrele
cervicale si cavitatea glenoida de pe partea stanga. Vertebrele cervicale nr. 2 si 3 sunt unite,
posibil datoritd unei fracturi prin comprimare (compression fracture).

Din 14 oase lungi prezente pentru obsevatie, pe niciunul nu se observa leziuni periostitce. De
asemenea, porozitatea specifica pentru cribra orbitalia si hiperostoza porotica nu e prezenta. Pe
suprafata endocraniand existd granulatii arahnoide. Pe omoplatul drept se observad partial o
trauma circulara (diametru de 16.11 mm) produsa antemortem. Cu toate c& nu exista urme de
infectie, vindecarea traumei nu a acoperit cavitatea produsa.



Tn ceea ce priveste markerii musculoscheletali, acestia au fost observati pe mai multe elemente
osoase. Pe ambele ulne, pe olecranon, locul de insertia al muschiului triceps brachii prezinta
exostoze (osificari); pe ulna stangd, Tn portiunea distala a diafizei, pe locul de insertie al
membranei interosoase sau a muschiului pronator quadranus se observa de asemenea exostoze
osoase. Pe femure e foarte pronuntat locul de insertie al muschiilor plantaris si adductor
magnus, de asemenea, pe femurul stang, intre trochanterul mare si gatul femural, pe locul de
insertie al obturator externus, exista exostoze osoase de mari dimensiuni (bony spurs). Pe
tuberozitatea calcaneelor se observa exostoze osoase. Pe ambele tibii, epifizele distale, anterior,
exista fatete de ,,ingenunchere” (sguatting facets). Pe coxalul drept, acetabulul e inconjurat de
exostoze osoase, cu mult os nou format, pe locul de insertie al ligamentelor capsulare. Coxalul
stdng nu prezinta aceste modificdri. Pe manubriu (parte a sternului), pe suprafaa posterioard, se
observa porozitate accentuata cu distrugereasi remodelarea cortexului.

Mormantul nr. 2

Scheletul este slab reprezentat si conservat. Pe baza lungimii oaselor, varsta a fost stabilita intre
32 si 34 de saptamani prenatale. Nu se pastreaza dinti. Din 4 oase lungi analizate, niciunul nu
prezintd leziuni periostitice. Nu s-au observat aspecte patologice indicatoare pentru scorbut sau
rahitism sau alte boald metabolica.

Mormantul nr. 3

Scheletul este moderat reprezentat si conservat. Varsta la momentul mortii a fost determinata pe
baza lungimii oaselor cafiind intre 34 si 36 de saptaimani prenatale. Nu se pastreaza dinti. Din 10
oase lungi, pe niciunul nu se observa leziuni periostitice. Nu exista porozitate specifica pentru
hiperostoza porotic. Tn afari de porozitate slaba prezentd pe mandibuld, nu existd alte aspecte
patol ogice indicatoare pentru boli metabolice.

Mormantul nr. 4

Scheletul este bine reprezentat si conservat. Varsta la momentul mortii a fost determinata pe baza
eruptiei dentare si a lungimii oaselor. Rezultatul este o varsta intre 1.5 si 2 ani. Se pastreaza 18
dinti deciduali si 4 dinti permanenti neerupti. In afara de hipoplazie slaba prezenti doar pe canii
mandibulari, nu s-au notat alte patologii dentare. Din 12 oase lungi prezente pentru observatie,
pe 6 oase se observa leziuni periostitice avansate (pe femurul, tibiasi fibula de pe partea dreapta
si tibia si fibula de pe partea stanga). De asemenea, femurele si tibiile sunt curbate medial. Nu se
observa hiperostoza porotica. Pe ulne, proximal, sub tuberozitatea ulnara exista o zona cu 0s nou
format.

Mormantul nr. 6

Scheletul este dab reprezentat Si conservat. Varsta a fost determinata pe baza lungimii oaselor si
pe baza eruptiei dentare, rezultatul fiind, ca si in cazul copilului din mormantul nr. 4, intre 1.5 si



2 ani. Se pastreaza 15 dinti deciduali si 1 dinte permanent neerupt. Nu se observa patologie
dentara. Din 6 oase lungi prezente pentru observatie, pe doud (cele doua tibii) existd leziuni
periostitice slabe. Pe suprafata ventrala a unor coaste se observa porozitate slaba. Nu am notat
prezenta cribrei orbitalia si a hiperostozei porotice.

Contextul 5

Scheletul este moderat reprezentat si conservat. Pe baza eruptiei dentare, varsta la momentul
mortii a fost stabilitd Intre 6 si 9 luni. Pe baza lungimii oaselor, varsta determinatd este mai mica,
intre 1.5 si 3 luni, ceea ce indica o intarziere a dezvoltarii scheletului postcranian. Acest lucru
este cauzat Tn general de deficiente nutritive sau de prezenta unei boli. Se pastreaza 19 dinti
deciduali neerupti. Din 13 oase lungi prezente pentru observatie, doar pe unul (tibia dreaptd) s-a
observat periostita slaba. Orbitele nu sunt prezente. Pe palatin, mandibula, sfenoid si temporal
exista porozitate slaba.

Contextul 6

Scheletul este foarte slab reprezentat si conservat: se pastreaza fragmente de craniu, coaste, oase
de la ména si oase de la picior. Lipsesc elementele osoase sau dentare pe baza carora se poate
determina véarsta; totusi putem spune ca scheletul apartine unui subadult.

Contextul 7

Scheletul este bine reprezentat si conservat. Am determinat varsta pe baza eruptiei dentare,
rezultatul fiind intre 9 si 12 luni. Pe baza lungimii oaselor, ca si in cazul individului din Cxt 5,
varsta este mai micd, intre 3 si 6 luni. S-au pastrat 3 dinti deciduali erupti, 15 deciduali neerupti
si 2 permanenti neerupti. Pe acestia nu s-a notat prezenta vreunei patologii. Din 14 oase lungi
prezente pentru observatie, pe 6 exista leziuni periostitice: humerus, femur si tibie de pe ambele
parti. Metafiza ambelor oase radius este putin deformata medial, cu franjurare slaba. Pe palatin Si
mandibula de asemenea se observa porozitate slaba. De asemenea, pe craniu se vede foarte bine
activitatea unor insecte.



Raportul analizel antropologice pentru materialul osteologic dela Turdas

Claudia Radu, Szeredai Norbert

Protocolul de lucru al Laboratorului de Antropologie Fizica utilizeaza urmatoarele metode:

> Pentru determinarea sexului se observa morfologia craniului (creasta nucald, mastoida,
marginea supraorbitald, glabela si mentonul), respectiv a pelvisului (concavitatea
subpubica, unghiul subpubic, ramul ischiopubic, arcul ventral, arcul compozit, incizura
sciatica si sulcusul preauricular). Analiza acestora este realizata conform metodelor
descrise de Buikstra, Ubelaker (1994), Steckel et a. (2011), White, Black, Folkens
(2012), Phenice (1969), Bruzek (2002).

» Pentru determinarea véarstei la adulti se analizeaza morfologia capetelor sternale (Iscan,
Loth, Wright 1984), simfizei pubice (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al. 2011,
Meindl et al. 1985), sinostoza suturilor craniene (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al.
2011) si uzura dentara (White et al. 2012). Pentru determinarea véarstei la non-adulti se
observa eruptia dentara (Buikstra, Ubelaker 1994, Steckel et al. 2011), se masoara
lungimea oaselor (Schaefer et al. 2009) si se observa sinostoza epifizelor (Schaefer et al.
2009).

» Statura este calculatd dupa formulele lui Pearson (1899), Trotter, Gleser (1958), Bach
(1965) si Breitinger (1937).

> Patologia este analizatd conform descrierilor din Ortner (2003), Steckel et al. (2011),
Buikstra, Ubelaker (1994), Aufderheide, Rodriguez-Martin (1998) si Waldron (2009). Tn
cadrul analizel preliminare pentru toate scheletele se noteaza prezenta artrozei
articulatiilor, leziunilor periostitice, leziunilor specifice pentru cribra orbitalia si cribra
cranii, nodulilor lui Schmorl, a distrugerii platoului vertebral si a afectiunilor specifice
rahitismului si scorbutului. Pentru artroza articulaiilor sunt observate urmatoarele
elemente: articulatia temporo-mandibulard, cavitatea glenoida, humerusul proximal Si
distal, radiusul proximal si distal, ulna proximal si distal, oasele mainii, fosa acetabulara,
femurul proximal si distal, tibia proximal si distal, fibula proximal si distal, oasele
piciorului si vertebrele (segmentele cervical, toracic si lombar). Pentru identificarea
leziunilor periostitice se observa urmatoarele oase: clavicula, humerusul, radiusul, ulna,
femurul, tibiasi fibula (bilateral).

> Dentitiasi patologia dentard se analizeazd conform standardelor din Buikstra, Ubelaker
(1994) si Steckel et al. (2011).

» Traumelesi fracturile se analizeaza dupa metodele descrise Tn Lovell (1997) si Buikstra,
Ubelaker (1994).

Materialul analizat este puternic afectat de factori tafonomici care au dus la o stare de
reprezentare si conservare foarte slaba a scheletelor. Metodele descrise mai sus au fost aplicate
Tntr-o mai micd sau mai mare masura Tn functic de gradul de reprezentare si conservare al
fiecdrui schelet. Tn unele cazuri s-a utilizat silicon dentar de culoare portocalie pentru lipirea
fragmentelor osoase. Materialul osteologic cuprinde un numar de 5 indivizi. Até reprezentarea



redusa a scheletelor cat si numarul lor mic ne Tmpiedica sa interpretam din punct de vedere
biocultural datele osteologice obtinute.

Scheletul C2054

Varsta a fost determinatd prin observarea suprafetei auriculare si a uzurii dentare, rezultatul fiind
0 varsta cuprinsa intre 25 si 35 de ani la momentul mortii. Pe baza morfologiel elementelor
pelvisului (concavitatea subpubicd, ramul ischiopubic, unghiul subpubic, arcul compozit si
incizura sciaticd), sexul scheletului a fost determinat ca fiind posibil masculin. Scheletul
pastreaza un numar de 13 dinti. Lipsa mandibulei si a maxilarului ne-a impiedicat sa observam
prezenta abceselor sau a periodontitei. Dintii pastrati nu prezinta carii dentare, dar exista tartru
slab. De asemenea, pe incisivi Si pe canini nu s-au observat linii hipoplazice. Uzura molarilor
prezenti este puternica. Schimbari degenerative specifice osteoartrozei au fost notate pe doua
zone de articulare (acetabulul drept si falangele de la ména stangad) din 12 articulaii prezente
pentru observare. Pe niciun os lung nu au fost observate leziuni periostitice (din 13 oase prezente
pentru observatie intregi sau fragmentare). Cribra orbitalia si hiperostoza poroticd nu au putut fi
notate datorita lipsei oaselor craniului.

Un numar mic de oase au putut fi analizate pentru identificarea markerilor musculoscheletali. Pe
tibia dreapta muschiul tibialis anterior are o insertie pronuntata. Pe ambele femure crista aspera
este foarte bine reliefatd iar locul de insertie al gluteus maximus este remodelat (Fig. 1).
Humerusul stang prezintd o curburd neobisnuita Tn jumatatea proximala a diafizei, ceea ce ar
putea indica un defect de dezvoltare initiat in perioada de crestere a osului sau probabil o
fracturd vindecata cu mult timp in urma (Fig. 2). De asemenea, pe tibia dreaptd, pe suprafata
anterioara a epifizei distale, se observa o faetda de ghemuire/ingenunchere” (squatting facet)

(Fig.3).
Scheletul C201A

Scheletul apartine unui adult (rezultat dat de observarea generala a oaselor). Sexul nu poate fi
determinat. S-au pastrat oase de la mana, tibie, humerus si femur, toate in stare foarte
fragmentara. Acest lucru alimitat puternic observatiile pe care le-am putut realiza. Nu s-a pastrat
nicio articulatie. Dintre diafizele de oase lungi prezente (tibia dreapta, humerus stang, femur
stang), pe cea femorala exista striatii indicatoare pentru o periostita remodelata, non-specifica. Pe
langa oasele umane, am mai identificat doud fragmente de oase de animal.

Scheletul C1100B

Pe langd materialul osteologic exista o punga cu ceramica si caramizi. Fragmentele osoase sunt
foarte mici (<1 cm), ceea ce face imposibila identificarea unor aspecte patologice pe acestea. Se
pastreaza de asemenea si 8 dinti, dintre care 3 sunt deciduali (1 canin, 2 molari) si 5 permanenti
neerupti (1 incisiv maxilar, 2 canini, 2 molari). Pe baza eruptiei dentare, se poate estima varsta la
momentul mortii ca fiind Intre 3 si 4 ani.



Scheletul C144 M2

Se pastreaza doar fragmente foarte mici de os (ca si in cazul scheletului din C1100B) si amprente
de oase pe calupuri de pamant. Exista de asemenea si 12 dinti, dintre care 7 sunt deciduali (3
canini si 4 molari) si 5 sunt permanenti neerupti (2 canini, 1 incisiv maxilar, 2 molari). Pe baza
eruptiei dentare, varsta la momentul mortii este aceeasi ca si in cazul scheletului din C1100B, si
anume 3-4 ani.

Scheletul C1442

Se pastreaza mai multe fragmente dintre care se disting capetele femurale, fragmente de diafiza,
fragmente craniene si falange de la mana. Tnainte de a spéla oasele, am observat in bulgarii de
pamant care contineau oasele cd acestea erau deja amestecate, sugerénd ca inca din trecut
scheletul nu se mai afla in ordine anatomica (Fig. 4). Pe baza observarii scheletului Tn general,
putem spune ca individul este un adult, dar sexul nu poate fi determinat. Nu se pastreaza dinti. Pe
fragmentele osoase pastrate nu se observa nicio patologie.

Context Varsta Sex Observaii

C2054 25-35ani | Pos. M Artroza slaba pe douda zone de articulare, markeri
musculoscheletali, squatting facet

C201A Adult IND

C1100B 3-4 ani IND

Cl44M2 | 3-4ani IND

C1442 Adult IND




Imagini

Fig. 1. Individul C2054. Fragment din diafizafemurului drept.

Fig. 2. Individul C2054. Humerusul stang.



Fig. 3. Individul C2054. Fateta ,,de ingenunchere”.

Fig. 4. Individul C1442. Imagine cu bulgarul de pamant in interiorul caruia se observa diafizele
unor oase lungi.



Lista publicatii 2014

Nr

An

.| Titlu articol ... |Revista Autori Status
Crt. aparitie
Bone Diaoenesis and ETIR Studia Universitatis | - Tatar Andra-Sorina
1| i o 2014 | Babes-Bolyai - Ponta Oana Publicat
) Biologia - Kelemen Beatrice Simona
. - Chiriac Cecilia
E%Qgﬁ?ogﬁézgihe StudiaUniversitatis | - Tatar Andra-Sorina
2 Tuberculosisin Human 2014 B_abes—_Bonal - Radu CIaL_Jdla Publicat
ReMains Biologia - Lupan lulia o
- Kelemen Beatrice Simona
The Evolution of Gender Studia Universitatis . .
3 | Detection Protocolsin 2014 | Babes-Bolyai -MirceaCristina Publicat
) ) ' ) . - Kelemen Beatrice Simona
Bioarchaeologica Studies Biologia
Molecular Diagnosis of
Pathol ogiesin Ancient
g;arggnﬂl?:ma ns. A Case Studia Universitatis | - Mihalache loana
I . 2014 |Babes-Bolyai - Radu Claudia Publicat
Bioarchaeological Study of Biologie - Kelemen Beatrice Simona
aNeolithic Skeleton J
Displaying Symptoms of
Diabetes
A brief overview of the . . -
mitochondrial DNA as StudlaUnlve_rstatls - Rusu loana .
5 . 2014 | Babes-Bolyai D Publicat
molecular marker in . h - Kelemen Beatrice Simona
. Biologia
bi oarchaeol ogy
The Evolution and Genetic StudiaUniversitatis | - Kocsis Eniko
6 B_assof H_uman 2014 B_abes—_Bonal - Kelemen Beatrice Simona Publicat
Pigmentation Biologia
Anthropological analysis of
askeletal sample belonging .
7 to the Sarmatian population 2014 ‘]HOIL;[;]?I gl;]g\nm ent - Radu Claudia Publicat
inhabiting the territory at Archagolo - Szereda Norbert
the east of the Pannonian Y
basin
Analysis of Kinship Using
Mitochondrial DNA: A - Rusuloana
) . - Radu Claudia
Case Study from a 10th Annuaire Roumain :
8 . 2014 . . - Oltean Andreea Publicat
Century Medieval d'Anthropologie : ,
L . - Dobrinescu Catalin
Population in Capidava o
. - Kelemen Beatrice Simona
(Constanta, Romania)
Recent Research at the Materiale si Cercetiri | - Rusu-Bolindet Viorica
9 Basilica ExtraMurosin 2014 | Arheolo i(s:e Serie - Badescu Alexandru Publicat
Histriaat 100 Years Since Nouz 9 - Lazarescu Vlad Andrei

the Initiation of

- DimaMihai




Archaeological Research on
the Site

- Radu Claudia
- Szeredai Norbert
- Kelemen Beatrice Simona

Anthropological data
regarding three adult

Annales Universitatis

- Radu Claudia

10 |individuasfromamiddie 2014 | Apulensis. Series - Szeredai Norbert Acceptat
bronze age archaeol ogical Historica
context
Lista participari conferinte - 2014
NF- ity An | Tip Publicatie
Crt.
Modern anql ancient mitochondrial Proceedings WiBioSE Conference,
DNA genetic landscape of Prezentare X :
1 S 2014 Arandjelovac and Belgrade, Serbia,
maternal heredity in Eastern Orala
— February 02-08, 2014
Europe from Paleolithic onwards
Molecular Diagnosis of a Prezentare Proceedings WiBioSE Conference,

2 | Tuberculosis Case fromthe Late- | 2014 Ordla Arandjelovac and Belgrade, Serbia,
Roman-Period February 02-08, 2014
Testing for type 2 diabetesin an Prezentare Proceedings WiBioSE Conference,

3 | ancient human skeleton using 2014 Ordla Arandjelovac and Belgrade, Serbia,
molecular methods February 02-08, 2014
MITOCHONDRIAL
HAPLOGROUPDIVERSITY IN . .

y (RINGENTURYAD T preenre | oS B Coferece
MEDIEVAL POPULATION Ordla | e o
FROM MIREASA, CONSTATA, y '

ROMANIA
Mitochondria haplogroup . .
diversity in a 10th century ad Prezentare Procegd| ngs WiBIoSE Conferenc_e,
5 i . 2014 Arandjelovac and Belgrade, Serbia,
medieval population from Orala
) . February 02-08, 2014
Capidava, Constanta, Romania
Qn;%eglagﬁitxeaenn dﬂ%ﬁgtaé of Proceedings WiBioSE Conference,

6 - ) 2014 | Poster Arandjelovac and Belgrade, Serbia,
DNA extraction from ancient
h ) February 02-08, 2014

uman remains
Preliminary mitochondrial DNA
analysis of a 10th century Young Natural History Scientists

! medieval population from 2014 | Poster Meeting
Capidava, Constanta, Romania
Determinig the sex of ancient
human remains using new primers Young Natural History Scientists

8 to amplify X and Y amelogenin 2014/ Poster Meeting
aleles




Neolithic diabetes? Tentative

Young Natural History Scientists

9 interdisciplinary diagnosis. 2014 | Poster Meeting
10 Eye and hair color prediction from 2014 Prezentare | Young Natural History Scientists
ancient human remains Crala Meeting
How representative is a skeletal
11 assemblage? A discussion about 2014 Prezentare | Archaeothanatology: An interdisciplinary
pal eodemography and the Orala approach to death in Prehistory
treatment of the dead
Applying a biocultural approach
in the reconstruction of the
12 formation of afunerary 2014 Prezentare | Homines, Funera, Astra. Time and cause
assemblage from a Bronze Age Oraa of death from Prehistory to Middle Ages
barrow from Constanta county,
Romania
Mortality and morbidity profiles
for anon-adult sample from the : .
. . Prezentare | Homines, Funera, Astra. Time and cause
13 ea_rly mecieval necropolis of 2014 Crala of death from Prehistory to Middle Ages
Mireasa (Constanta county,
Romania)
Reassembling the life of aneonate Prezentare | 3rd International Congress Biomedical
14 | found in the balnea of a Roman 2014 Orala Sciencesin Archaeolog
fort from Romania el
APPLYING A BIOCULTURAL
APPROACH IN THE
15 ANALYSISOF THE LATE 2014 Prezentare | Conference on Cultural Heritage and
MEDIEVAL/EARLY MODERN Orala New Technologies
POPULATION FROM
GHEORGHENI (ROMANIA)
Subadult funerary treatment in the
Dacian culture. An extended _ .
16 |analysisof the necropolis from 2014 grrzlzzntare Egtrr? %esgugsiﬂoglnon of Archaeologists
Hunedoara-the Castle's Garden 9
Plateau (Romania)
Exploring Life Quality Levelsfor Presentare
17 | a10th-Century Population from 2014 Ordla International Medieval Congress L eeds
Dobruja, Romania
Socia and epidemiol ogical
hypotheses regarding the Presentare International Scientific Communication
18 |individuals buried in the 4th-th 2014 Session "Archaeology of the First
; . Orala . "
centuries necropolis from Millenium AD
Boldesti-Gradiste, Romania
19 ;d(;ng;'mcirle:off eén(:'rﬂtre individ 2014 Prezentare | Simpozionul "Zilele Francisc |. Rainer"
. pe! Oraa 2014. Antropologie s Societate
popul étiile arheol ogice
20 ANALY SIS OF KINSHIP USING 2014 Prezentare | Simpozionul "Zilele Francisc |. Rainer"
MITOCHONDRIAL DNA: A Oraa 2014. Antropologie si Societate




CASE STUDY FROM A 10TH
CENTURY MEDIEVAL
POPULATION IN CAPIDAVA
(CONSTANTA, ROMANIA)

21

A MOLECULAR APPROACH
TO INVESTIGATE
TUBERCULOSISCASESIN A
GOTHIC POPULATION FROM
GHERASENI NECROPOLIS,
BUZAU COUNTY

2014

Poster

THE 32ND ANNUAL SCIENTIFIC
SESSION OF RSCB

22

Zooarchaeological analysis of an
animal sample from 10th century
Capidava. Inferences regarding
human-animal interaction

2014

Prezentare
Orda

Simpozion Arheovest 2014

23

Mormantul 10 delabiserica,,Sf.
Nicolae" de la Curteade Arges.
Despre geneza Tarii Romanesti

2014

Prezentare
Orda

Al IX-lea simpozion de heraldica,
Chisinau, Republica Moldova

24

THE SHAFT-HOLE AXE FROM
YUNATSITE (BULGARIA)
AND THE CHRONOLOGY OF
THE SHAFT-HOLE AXES OF
P.ANURENI AND BALSA,
TYPESIN THE CARPATHIAN-
BALKAN AREAI

2014

Prezentare
Orala

Bronze Age Chronology in the
Carpathian Basin

25

European admixture analysis
inferred by Early Bronze Age

human bones amtDNA sequencing

2014

Poster

International Zoologica Congress of
“Grigore Antipa” Museum

26

Analyses of a Funerary Context
and the Evaluation of DNA
Recovery from EBA Human
Bones by Different Isolation
Methods

2014

Poster

European Association of Archaeologists
20th Annual Meeting

27

Was Sigismund of Luxemburg a
"wiser man" at the end of his
reign? Ottoman and Eastern case
studies

2014

Prezentare
Orala

International Medieval Congress L eeds

28

The Hungarian Kingdom,
Transylvania, and the Cuman
Steppe between the battle of
Kaka, 1223 and the Great Tartar
Invasion 1241-1242

2014

Prezentare
Orala

International Medieval Congress L eeds




