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I Einleitung

I

Einleitung

Knochen- und Zahnmaterial ist haufig das letzte direkte Zeugnis vergangenen Lebens.

Diese bedeutende Informationsquelle iiber Individuen vergangener Zeitraume und ihre Lebens-
und Umweltbedingungen machen sich Disziplinen wie die Zooarchiologie, Evolutionsbiologie
und Paldoanthropologie zu Nutze. Auch bei der Erforschung des Homo sapiens und seiner
Lebensumstinde in der prahistorischen Anthropologie stehen korperliche Relikte im
Vordergrund. Sie stellen als einzige Informationsquelle keine kulturellen Artefakte dar, sondern
ermoglichen einen direkten Zugang zur Rekonstruktion der physischen Interaktion des
Menschen mit seiner Umwelt auf Populationsebene (Grupe et al. 2005). Knochenfunde sind
dartiber hinaus relevant fiir die Rechtsmedizin und forensische Anthropologie, wobei hier Fragen
nach Einzelschicksalen und Rekonstruktionen von Kapitaldelikten im Fokus der Untersuchungen

stehen.

Die Informationen aus Knochenmaterial sind vielfiltig und stammen aus allen Ebenen seiner
Organisation, iiber die Abschnitt I: 1. eine Ubersicht bietet. Um sich diese Informationen nutzbar
machen zu kénnen, wurden und werden eine Reihe spurenkundlicher Methoden entwickelt. Die

tir die vorliegende Arbeit relevanten Verfahren werden in Abschnitt I: 2 besprochen.

Bei der Analyse nichtrezenten Materiales besteht die Gefahr, dass dieses wihrend seiner Liegezeit
diagenetische Verinderungsprozesse durchlaufen hat, die eine Analyse erschweren, verhindern,
oder, wenn sie nicht erkannt werden, zu falsch positiven Resultaten fihren kénnen (z.B. Brandt
et al. 2002, Edward & Benfer 1993, Parsons & Weedn 1997). Abschnitt I: 3 fasst die Erkenntnis

tber diese postmortalen Knochenalterungsprozesse (Diagenese) zusammen.
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Die Erfolgsaussichten der in der biologischen Spurenkunde angewandten Methoden hingen
folglich wesentlich von dem Ausmal3 dieser diagenetischen Prozesse ab. Die Zusammenhinge
zwischen Diagenese und Spurenkunde, sowie Moglichkeiten zur Identifikation diagenetischer
Verinderungen wird in Abschnitt I: 4 behandelt. Die diagenetische Verinderung des
Knochenmaterials kann dartiber hinaus selbst zur Informationsquelle und damit zum Ziel
spurenkundlicher Analysen werden. Dies ist bei verschiedenen Datierungsmethoden, wie z.B. der
C'*- Datierung, der Fall (u. a. Hedges 2001, Sillen & Parkington 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurden zunichst grundlegende Prinzipien diagenetischer Prozesse
dargestellt und analysiert. Diese Prozesse wirken sich auf alle Ebenen des Knochenmaterials aus.
Weiterhin sollte festgestellt werden, ob und inwieweit Zusammenhinge zwischen diagenetischen
Verinderungen verschiedener Knochenebenen bestehen. Im Vordergrund stand dabei die
Untersuchung von Biomolekilen (Kollagen, DNA) des humanen Knochens.

In einem zweiten Schritt wurden Aussagemoglichkeiten der biologischen Spurenkunde unter
Berticksichtigung der Gber den diagenetischen Vorgang gewonnenen Erkenntnisse analysiert.
Informationen tUber Zusammenhinge diagenetischer Prozesse innerhalb einer und zwischen
verschiedenen Knochenebenen sollten dazu dienen, Indikatoren bzw. Kriterien fir den Erhalt
von Biomolektlen zu evaluieren bzw. zu validisieren. Weiterhin wurde geprift, ob
Asparaginssiaurerazemisierung  als  Informationsquelle  genutzt  werden  kann, um

biostratonomische Erhitzungsvorginge zu detektieren.
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1  Zusammensetzung und Struktur von Knochen

Knochen bildet als spezielle Form von Bindegewebe, das Endoskelett aller hoheren adulten
Vertebraten. Neben seiner Stutzfunktion, hat das Knochengewebe eine Reihe weiterer
physiologischer Aufgaben, wobei eine der wichtigsten die Speicherung und Mobilisierung von
Mengen- (vor allem Calcium- und Phosphat) und Spurenelementen ist (Ubersicht z.B. bei Rizzoli
& Benjour 1999).

Lebender Knochen besteht, in abnehmender quantitativer Reihenfolge, aus Mineral, Kollagen,
Wasser, nichtkollagenen Molekiilen (NCPs), Lipiden, Gefien und Zellen (Boskey 1999).

Die absoluten Mengen, ihre Zusammensetzung und die Organisation dieser Bestandteile variieren
nach Alter, Gesundheitszustand, Erndhrung, Knochenstruktur und Spezies (z.B. Bailey et al.
1998, Boskey 1996, de Ricqlés 1993, Gertner 1999, Rosen 1999,
Tzaphlidou 2005). Generell ldsst sich sagen, dass der Knochen mit zunehmendem Alter
Mineralien verliert, seine Masse abnimmt und poroser wird (Medina 1998), wihrend sich auf
biochemischer Ebene z.B. der Verkntipfungsgrad von Kollagen erhéht (Voet & Voet 1994).

Die Angaben zu den durchschnittlichen quantitativen mineralischen und organischen Anteilen im
menschlichem Knochengewebe variieren dementsprechend je nach Quelle: Nach Sandford
(1993) 65% mineralischer und 35% organischer Anteil, nach Sandford & Weaver (2000) 23%
organischer und 77% anorganischer Anteil, nach Grupe et al. (2005) 70% mineralischer und 21%
kollagener Anteil. Im Folgenden wird von einem Trockengewicht fiir kompakte Knochen adulter
Individuen von ca. 70 Gewichtsprozenten (Gew%) anorganischer Mineralsubstanz und ca. 30

Gew% organischem Material ausgegangen (nach Lyman 1994).

Allen Knochen gemeinsam ist mineralisiertes Kollagen als Basiseinheit und ithre hochkomplexe
Struktur, welche bis zu sieben hierarchische Organisationsgrade beinhaltet (Weiner & Traub
1992, Weiner & Wagner 1998). Die unterste Stufe der hierarchischen Struktur stellen die
Hauptkomponenten der organischen und anorganischen Grundsubstanz (siche I: 1.1 und I: 1.2),
die sich zu mineralisierten Kollagenfibrillen organisieren und zusammen mit dem Gefdl3system
des Knochens Osteone bilden, welche die Mikrostruktur des Knochens bestimmen und

tibergeordnete Strukturen wie spongiésen bzw. kompakten Knochen bilden (siche I: 1.3).

1.1  Organische Grundsubstanz (Osteoid)

Die Hauptkomponente der organischen Grundsubstanz (Osteoid) stellt mit ca. 90% Kollagen
(ca. 21 Gew% des Gesamtknochengewichtes). Die restlichen 10% bestehen aus nichtkollagenen
Proteinen und Lipiden (DeNiro & Weiner 1988), sowie sehr geringen Anteilen von
Zellbestandteilen wie der Desoxyribonukleinsaure (DNA).
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111 Kollagen

Kollagen des reifen Knochens besteht hauptsichlich aus Kollagen Typ 1. Die Kollagenmolekiile
vom Typ I bestehen aus drei Polypeptidketten (eine a2(I)-Kette und zwei identische ol(I)-
Ketten), die ca. 1000 Aminosiuren lang und in Form einer Tripelhelix (Tropokollagen) gewunden
sind. Die Polypeptidstringe weisen die Aminosduresequenz Glycin-X-Y in vielfacher
Wiederholung auf, welche so die enge Windung der Helices erméglicht. In der Position X und Y
findet man haufig Prolin, die Position Y wird oft von Hydroxyprolin oder weniger hiufig von
Hydroxylysin eingenommen. Die hydroxylierten Aminosduren sind charakteristische Bestandteile
von Kollagen, werden erst nach der Proteinbiosynthese hydroxyliert und dienen der
Stabilisierung. Die so gebildete Tripelhelix (Tropokollagen) hat eine Linge von 300nm und einen
Durchmesser von 1,25nm. (von der Mark 1999, Weiner & Wagner 1998)

Kollagen besitzt aufgrund dieser speziellen Struktur ein typisches Aminosdureprofil. Ein solches
wird in Tabelle 1.1 (Daten nach Ambrose 1993, Grupe et al. 2000) dargestellt, neben dem
prozentualen Anteil von Aminosduren im Kollagen wird deren prozentualer Kohlenstoff (C)-
und Stickstoff (N)- Anteil angegeben. Der aufgrund der typischen Elementverteilung theoretisch
postulierbare C/N-Quotient von Kollagen entspricht gemill dieser Aufstellung 3,21. Der
gesamte Gewichtsanteil von Kohlenstoff im Kollagen entspricht 42,7%, der von Stickstoff
15,54%.

Aminosduren sind dadurch gekennzeichnet, dass sie an ihrem C,-Atom (x-C-Atom) vier
verschiedene Substituenten tragen: eine Carboxylatgruppe (-COO), eine Ammoniumfunktion
(-NH’), ein Wasserstoffatom und eine von Aminosiure zu Aminosiure verschiedene
Seitenkette. So stellt das a-C-Atom der Aminosduren (mit Ausnahme von Glycin) ein chirales
Zentrum dar, d.h. es gibt zwei verschiedene Enantiomere (D- und L-Aminosiuren).
Aminosiuren werden von fast allen Lebewesen (mit Ausnahme von Bakterien) als L.-Aminosiure
produziert und so in die Proteine eingebaut (z.B. Bada 1991). Vom Zeitpunkt der
Proteinbiosynthese an kann es zu einer spontanen, nicht enzymatischen Umwandlung von der L-
Form in die D-Form kommen (Razemisierung).

Die einzelnen Aminosauren werden durch die kovalente Bindung zwischen der Carboxylatgruppe
des a-C-Atoms der einen Aminosdure und der Aminofunktion des a-C-Atom der anderen
Aminosdure unter Wasserabspaltung zu den die Tripelhelix bildenden Peptidketten verkniipft
(Peptidbindung).
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Tab. I.1: Aminosduren- und Elementkomposition von humanem Knochenkollagen (Kollagen I -Standard nach
Grupe et al. 2000, restliche Angaben nach Ambrose 1993)

Kollagen I, )
. N KoIITgen rezenter ¢ ?)tr%me C% im N-Ator_ne N% im
Aminosaure ;. darg ~ umaner Amino- Kollagen P™ Amino- Kollagen
(nmol%) Knochen séure saure
(nmol%)
Asparaginsaure 4 44 4.4 4 4,61 1 3,69
" (asp) |'
ydroxyprolin
(OH-pro) 4,69 8,9 5 11,65 1 7,47
Threonin (thr) 0,86 1,7 4 1,78 1 1,43
Serin (ser) 0,24 3,6 3 2,83 1 3,02
G'“ta(rgl'ﬂ)sa“re 2,25 7.4 5 9,69 1 6,21
Prolin (pro) 12,01 13 5 17,02 1 10,91
Glycin (gly) 39,92 22,4 2 17,49 1 28,22
Alanin (ala) 18,19 11,2 3 8,8 1 9,4
Valin (val) 1,47 2,5 5 3,27 1 2,1
Methionin (met) 0,33 0,5 5 0,65 1 0,42
Isoleucin (ile) 1,04 0,9 6 1,41 1 0,76
Leucin (leu) 2,37 2,3 6 3,61 1 1,93
Tyrosin (tyr) 0,49 0,3 9 0,71 1 0,25
Phenylalanin 1,21 12 9 2,83 1 1,01
H d(phel) i
ydroxylysin
(OH-iys) 1,04 0,5 6 0,79 2 0,84
Lysin (lys) 1,82 2,7 6 4,24 2 4,53
Histidin (his) 0,36 0,5 6 0,79 3 1,26
Argenin (arg) 4,13 5 6 7,85 4 16,78

Die Tripelhelices lagern sich linear-parallel zu Mikrofibrillen zusammen. Dabei liegen die
einzelnen Tripelhelices zwar linear hintereinander, aber zwischen ihren Enden sind Liicken von
ca. 35nm. Weiterhin liegen die nebeneinander liegenden, benachbarten Tripelhelixmolekiile um
68nm versetzt (Siche Abb. I.1). (Robins 1999, Weiner et al. 1999)

Die Tropokollagene in den Fibrillen werden durch trivalente Bindungsstellen ihrer Enden
miteinander verbunden. Diese so genannten Hydroxypyridium-Bindungen sind sehr stabil und
zeigen mit zunehmendem Alter des Knochens keine Verdnderung (Zioupos et al. 1998). Weitere
enzymatisch katalysierte Cross-links anderer Aminosiurereste (meist Hydroxylysin und
Lysinreste) nehmen zunichst intermediare Stadien ein, denen eine Reifung in stabilere kovalente
Verbindungen folgt. Diese Cross-links, sowie ionische und hydrophobische Interaktionen von
Seitenketten sorgen fiir zusitzliche Stabilitat der Fibrillen. (Bailey et al. 1998, Miles et al. 2000).
Der Durchmesser und die Linge dieser Fibrillen sind gewebe- und altersabhingig
(Tzaphlidou 2005).
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Versetzung
68 nm

i
x

/]

Tunnel ‘ Licke 35 nm ‘ ‘ Cross-links ‘

Abb. I.1: Zusammenlagerung der Tripelhelices (graue Zylinder) zu Fibrillen (verindert nach
Robins 1999 und Weiner & Wagner 1999)

Kollagen Typ I im Knochenmaterial ist unter physiologischen Bedingungen aufgrund seiner hoch
geordneten Struktur und den zusitzlich fiir Stabilitit sorgenden Mechanismen wasserunl6slich.
Wenn die Tropokollagen-Helix denaturiert wird (z.B. durch Erhitzen, extreme pH-Werte, Salz)
werden die gestreckten Aminosaureketten gelockert, die Fibrillen schrumpfen in der Linge und
expandieren im Durchmesser. Dies fithrt zum Offnen der Helix und der Entstehung von
l6slicher  Gelatine unter Neuanordnung der Valenzen. Die Schmelztemperatur von
unmineralisiertem Kollagen liegt bei 68°C, wihrend beim mineralisierten Kollagen im Knochen
diese Temperatur mit iiber 150°C viel hoher liegt (Kronick & Cooke 1996, Miles & Ghelashvili
1999).

1.1.2 Nichtkollagene Proteine (NCPs) und Lipide

Knochen enthalten neben Kollagen eine Vielzahl von nichtkollagenen Proteinen (NCPs), die
unter anderem aus den spezialisierten Knochenzellen und aus dem zirkulierenden Blutplasma
stammen. Die Menge und Anzahl dieser NCPs variiert mit dem Alter der Individuen (Tuross
1993). Die Knochenproteine werden unterteilt in mineralgebundene und nichtmineralgebundene
Proteine (hauptsidchlich Serumproteine). Funktion und Wesen der mineralgebundenen
Knochenproteine sind bis heute nicht geklirt, man weil3 allerdings, dass zahlreiche NCPs eine
Vermittlerrolle bet der strukturellen Organisation von Kollagen und Apatit spielen (Grupe et al.
2005). Eines der am hiufigsten vorkommenden NCPs ist das Osteocalcin (ein bis zwei Gew%o).
Es ist ein aus 43 Aminosduren bestehendes sehr kleines mineralgebundenes Protein, das sich im
rezenten Knochen primar in der extrazelluliren Matrix des Knochens und in kleinen Mengen
auch im Blut befindet. Seine Funktion ist bis heute nicht ganz geklirt, eine Beteiligung an
Knochenauf- bzw. umbauprozessen wird angenommen (Boskey 1998, Gundberg & Nishimoto
1999). Rezenter Knochen enthilt weiterhin etwa 0,5 Gew% Lipide (Liden et al. 1995). Sie sind

hier wie in anderen Geweben Bestandteile der Zellmembranen und Energiespeicher.
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1.1.3 Desoxyribonukleinsiure (DNA)

Quantitativ vernachlissigbar, aber von gro3em Informationsgehalt sind die DNA-Molekiile der
Knochenzellen.

DNA ist ein Polymermolekiil, das aus sich wiederholenden Nulkleotideinheiten besteht. Diese
Nukleotideinheiten bestehen wiederum aus einer Base (aromatische Heterocyclen), die mit einem
Zucker (Desoxyribose) tiber Glykosidbindung verbunden ist, der wiederum mit Phosphorsiure
verestert ist. Uber die Phosphorsiure sind die einzelnen Nucleoside zu einem DNA-Strang
verbunden (Phosphordiester).

Die Phosphordiesterbindung befindet sich zwischen dem 3’-C eines Zuckerrestes und dem 5-C
des nichsten Zuckerrestes, so dass der DNA-Strang eine Linearitit aufweist (5’ und 3’ -Ende).
Das DNA-Molekil liegt als Doppelhelix vor, in dem sich zwei DNA-Einzelstringe (mit
unterschiedlichen Polarititen) in Form eines Doppelstranges zu einer Schraube verdrehen. Die
Basen liegen im Inneren der Doppelhelix, dabei ist jede Base in einem Strang mit einer
komplementiren Base in einem anderen Strang durch Wasserstoffbriicken verkniipft (Adenin
komplementir zu Thymin, Guanin zu Cytosin). Die Bindung zwischen Cytosin und Guanin ist
aufgrund  dreier  Wasserstoffbriickenbindungen — etwas  stitker als die nur zwel
Wasserstoffbriickenbindungen aufweisende Verbindung zwischen Adenin und Thymin. Der
Bereich der Basenpaarung ist unpolar, wihrend die Oberfliche des Molekiils wegen der Zucker-
und Phosphat-Reste des Ruckgrates polar und negativ geladen ist. Die Linge eines DNA-
Molekiils wird mit der Anzahl seiner Basenpaare (bp) beschrieben.

Da die beiden Stringe durch nichtkovalente Wechselwirkung zusammengehalten werden, kann
die DNA-Doppelhelix durch Erhitzen, dem Aussetzen extremer pH-Werte oder der Prisenz von
chemischen Denaturanten wie Formamid bzw. Harnstoff bei Anwesenheit von Wasser leicht in
Einzelstringe getrennt werden (Denaturierung). Die Schmelztemperatur von DNA in Losung
entspricht 70 bis 90°C (abhingig von der Basensequenz). Unter geeigneten Bedingungen

renaturieren sich denaturierten DN A-Abschnitte wiedet.

Die Zellen im Knochen enthalten, wie jede Zelle des menschlichen Koérpers (mit wenigen
Ausnahmen wie den roten Blutkérperchen), einen Zellkern, 46 Chromosomen (22 Paare
autosomaler Chromosomen und ein Paar Geschlechtschromosomen (XX oder XY)). Jedes
Chromosom enthilt wiederum ein einzelnes DNA-Molekil mit einer Linge von 55 bis 250
Millionen Basenpaaren. Die DNA-Molekiile in Chromosomen sind mit Histonen und anderen
strukturellen Proteinen assoziiert und so in einer dichten, kompakten Form gelagert.

Einzelne zusammengehoérige Abschnitte des DNA-Molekils werden als Gene bezeichnet
(Information einer Merkmalsauspragung), sie sind durch das Auftreten der Chromosomen in
Paaren (je ein viterliches und ein mitterliches) in zwei Ausfithrungen vorhanden. Ein Gen kann
in zwei oder mehreren Versionen existieren, jedes mit kleinen Unterschieden in der
Nukleotidsequenz, aber mit derselben Funktion. Diese Variationen werden Allele genannt. Beim
Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Allelen in einem Chromosomensatz spricht man von
Heterozygotie, sind beide Gene gleich ausgeprigt von Homozygotie (Kleinig & Sitte 1999).

Ein grofler Anteil dieser nuklieren DNA hat keine expressive Funktion (nicht-codierende
Sequenzen), wihrend nur ca. 5% der DNA genetische Informationen enthalten (protein-
codierende Sequenzen). Etwa 20 bis 30% des humanen Genoms enthalten repetitive Sequenzen,
also stetige Wiederholungen des gleichen Nucleotid-Motivs (Parson & Weedn 1997).
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Liegen diese Wiederholungseinheiten strukturell hintereinander geschaltet (Tandem-Repeats) und
ist das wiederholte Motiv groB3er als sieben Basenpaare, spricht man von Minisatelliten oder
VNTRs (variable number of tandem repeat). Sind die Motive kurz, werden die repetitiven DNA-
Abschnitte als Mikrosatelliten (ein bis sechs bp) oder STRs (Short tandem repeats, zwei bis
sieben bp) genannt (Brinkmann & Wiegand 1997). Da diese repetitiven Elemente nichtcodierend
sind, werden Mutationen von der natirlichen Selektion toletiert, so konnen sich viele Varianten
in einer Population uiber die Zeit anreichern. Repetitive Sequenzen haben deshalb typischerweise

viele Allele, mit dem Ergebnis, dass viele Individuen heterozygot sind.

DNA-Molekiile befinden sich aufler im Nukleus auch in den Mitochondrien der Zellen
(mitochondriale DNA, mtDNA). In jeder Zelle existieren tiber 800 Mitochondrien, jedes
Mitochondrium hat Gber 10 DNA-Molekile, so dass mt-DNA-Molekiile in einer sehr hohen
Anzahl vorliegen. mtDNA ist ein nur 16569bp langes, zirkulires Genom, kodiert fiir 37 Gene
und wird mitterlicherseits vererbt (Anderson et al. 1991). Die tierische mtDNA ist sehr
kompakt und enthilt keine oder nur wenig nichtkodierender DNA zwischen den Genen
(codierende Sequenzen). Die einzige nichtkodierende DNA-Sequenz der humanen mtDNA
befindet sich in dem sog. displacement loop (D-Loop). Im humanen mt-Genom sind die
polymorphesten Abschnitte der nichtkodierenden DNA-Sequenzen in zwei hypervariablen
Regionen konzentriert, die jeweils ca. 300bp lang sind (HV 1 und HV 2) (Parson & Weedn 1997).

1.2 Mineralische Matrix

Die Hauptkomponente der mineralischen Matrix im rezenten Knochen bildet biogener,
carbonathaltiger Hydroxylapatit (im Folgenden auch nur als Apatit bzw. Bioapatit bezeichnet).
Die ideale Formel fiir Hydroxylapatit lautet Ca,(PO,)(OH), Charakteristisch fur diese
Verbindung ist ihre kristalline Struktur, in der prinzipiell die Méglichkeit der Substitution besteht.
Im Knochen tritt folglich kein stochiometrischer Hydroxylapatit auf, sondern er ist mit Calcium-
und Hydroxylionen abgereichert und durch zahlreiche Substitutionen, vor allem Carbonat (CO,*)
gekennzeichnet (LeGeros 1981). Das Carbonat (drei bis vier Gew%) kann die Hydroxidionen
oder Phosphationen ersetzen und/oder an der Oberfliche des Apatit absorbieren (16sliches
Carbonat). Weitere Substituenten kénnen Magnesium, Kalium, Fluor, Phosphat und Citrate sein
(Boskey 1999).

Aufgrund der Stoffwechselabhingigkeit der Knochenzusammensetzung und der Funktion des
Knochens als Speicher bestimmter fiir den Stoffwechsel notwendiger Elemente schwanken die
unterschiedlichen Anteile des Hydroxylapatits. Auch Individualalter, Tierspezies, Knochentyp
und Geschlecht spielen eine Rolle (Becker et al. 1968, Boskey 1996, D’Haese et al. 1999, Price et
al. 1985).

Tabelle 1.2 zeigt die Referenzwerte fiir den Flementgehalt in rezenten Knochen nach
verschiedenen Autoren. Die Angabe der Werte erfolgt in ppm (parts per million) und als
Konzentrationsquotient (Elementgehalt bezogen auf den Calciumwert multipliziert mit 1000).
Abweichend hiervon wird, wie in der Literatur Ublich, der Calciumwert auf Phosphat bezogen
und bildet so das Masseverhaltnis von Calcium zu Phosphat (Ca/P). Nach Herrmann et al. (1990)
zeigen rezente Knochen (Trockengewicht) Werte zwischen 2,1 bis 2,3.
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Tab. I.2: Durchschnittliche Elementkonzentrationen (in ppm bzw. als Konzentrationsquotient bezogen auf den
Calciumwert x 1000) in Knochen nach verschiedenen Autoren.

nach Hancock et al.

nach Gawlik et al.

nach Hancock et al.
1993 und Becker et al.

Subs- nach Titken 2003: 1993 1982: 1968 (mit
Element titutions- rezente rezente ent'fettete rezente, entfettete *gekennzeichnete
stelle Séaugetierknochen humane I,=emorak6 ,fe Proben der Crista Werte):
P illiaca veraschte rezente
Femoraproben
Konzentration Elgzcim‘/ Konzentration Elgzcim‘/ Konzentration Elgzcim‘/ Konzentration Elgn;im/
in ppm 1000 in ppm 1000 in ppm 1000 in ppm 1000
Calcium 206 000 +/- 397 000 +/- 12
Ca 380 000 210 000
(Ca) Ca/P: 2100 Ca/P: Ca/P: 000 Ca/P:
2,26 2,26 2,14 2,21
Phosphat 168 000 +/- 180 000 +/- 70
(P) PO, 8500 91 000 +/- 9000 98 000 000
Magnesium 3000 - 11 10,9 +/- : 9,57 +/-
(Mg) Ca 0000 8-29 2250 +/- 400 1.9 3800 +/- 400 1
Kalium (K) Ca <100-750 < 10’5;5 - <430 <21
Chlor (CI) OH 1000 2,63 5400 +/- 7900 26,21 1600 +/- 500 ‘: ;/6
. 0,02 -
Eisen (Fe) Ca 9-111 0.29 <33 <0,16 183 0,87 <90 < 0,22
Mangan Ca <5 < 0,01 <0,17 <0,02 <15 0,004
(Mn)
) 0,18 - 0,63 +/- 0,78 +/-
Zink (Zn) Ca 70 - 550 1,45 131 +/- 14 0.06 151 0,71 310 +/- 20 0,05
Silicium 0,21 - .
(Si) PO, 80 - 160 0,42 26
Flour (F) OH 200 0,53 62,6 0,3
Strontium 0,26 - 3 0,43 +/-
(Sr) Ca 100 - 4400 1.6 <126 <0,6 79 0,38 170 +/- 30 0,07
Aluminium 0,04 -
(Al) PO, 15-130 0.34 <10 < 0,05 19,5 0,09 <20 < 0,05
Barium 0,01 -
(Ba) Ca 5-570 15 <43 <0,2 <110 < 0,27
Natrium 20,26 - 3 24,76 +/- 3 24,43 +/-
(Na) Ca 7700 - 15200 40 5100 +/- 400 1.94 4900 23,3 9700 +/- 1400 353
Schwefel POq; ) )
S) Kollagen 300 - 1100 0,8-2,9
Titan (Ti) Ca <33 <0,16 <60 < 0,15
Uran (U) Ca 0,01 -0,09 0,00003 <0,3 < 0,004 <0,7 0,002

Im Stoffwechselgeschehen werden Haupt- von Spurenelementen unterschieden. Hauptelemente
sind Elemente, die in grofleren Mengen in tierischen und menschlichen Koérpern gefunden
werden, wie Kohlenstoff (C), Wasserstoff (H), Stickstoff (N), Calcium (Ca), Phosphor (P),
Sauerstoff (O), Kalium (K), Schwefel (S), Chlor (Cl), Natrium (Na) und Magnesium (Mg).
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Spurenelemente kommen in geringen Konzentrationen vor (weniger als 50mg pro Kilogramm
Korpergewicht), einige von ithnen sind essentiell, wie Eisen (Fe), Zn (Zn), Kupfer (Cu), Mangan
(Mn), Fluor (F) und Selenium (Se). Sie sind oft assoziiert mit Enzymen und tibernehmen so eine
Funktion bei der Katalyse chemischer Reaktionen (nach Sandford & Weaver 2000).

Die Kiristalle des Hydroxylapatits sind ca. 4 bis 10nm breit, 2 bis 4nm hoch und 13 bis 150nm
lang (Reiche et al. 2002, Wess et al. 2001). Entgegen der normalerweise hexagonalen Struktur von
Apatitkristallen bildet Bioapatit dinne Platten, die morphologisch unregelmal3ig ausgebildet und
von geringer kristalliner Ordnung sind (Camacho et al. 1999, Newesely 1989, Plate et al. 1998).
Durch die geringe GroBle der Kristalle ergibt sich fir das Knochenmineral insgesamt eine sehr
gro3e Oberfliche. Alter und Spezies bestimmen die Grof3e der Bioapatitkristalle, wobei die
KristallgroBe mit dem Alter zunimmt (Rey et al. 1996). Da Hydroxylapatit isomorph mit einer
Reihe von anderen Apatiten ist, kénnen oben genannte Substitutionen stattfinden, ohne dass es
zu einer Strukturanderung der Kiristalle kommt, wihrend die grof3e reaktive Apatitoberfliche mit
zum Teil nicht gesittigter Oberflichenladung adsorbtive Elementbindungen wie z.B. von

Carbonat (s. 0.) ermoglicht.

1.3  Kollagen-Kristall-Komposition und Mikrostruktur des Knochens

Kollagen und Kiristall sind im Knochen eng miteinander verbunden. Die Kollagenmolekiile
(Tropokollagen) aggregieren sich zu Kollagenfibrillen (Mikrofibrillen), welche das makro-
molekulare Kollagengertst fur das biogene Hydroxyapatit bilden. Kleinere Bioapatit-Kristalle
befinden sich in den Lochern oder Liicken innerhalb der Kollagenmikrofibrillen (siche Abb. 1.2),
groBBere Bioapatitkristalle sind zwischen den tripelhelicalen Molektlen oder auflerhalb der
Fibrillen parallel zu deren Achse angeordnet. (Glimcher 1990, Landis 1996, Weiner et al. 1999)
Die enge strukturelle Verbindung von organischer Kollagenphase und der mikrokristallinen
Mineralphase hat einen starken Einfluss sowohl auf die Knochenstruktur- und eigenschaften in
vivo (z.B. Weiner & Wagner 1998) als auch auf die wechselseitige Erhohung der Resistenz beider
Phasen gegen diagenetische Alterungsprozesse.

Im lebenden Knochengewebe findet ein stindiger Umbau (Remodeling) durch Auflésung und
Wiederausfillung der mineralischen Phase statt, wobei die Umbaurate 2 bis 3% pro Jahr in
kompakten Knochen betrigt (Ubersicht z.B. bei Dempster 1999).

Die mineralisierten Kollagenmikrofibrillen lagern sich zu Bindeln zusammen (Fibrillen), diese
Biindel sind allerdings nicht diskret: Die Mikrofibrillen kénnen von einem Biindel in das nichste
laufen. Diese Fibrillen kénnen sich wiederum zu Fasern und anschlieBend zu Faserbiindeln
zusammenschlieBen (siche Abb. 1.2). Je nach Funktion und mechanischer Beanspruchung des
Knochens bilden diese Fasern und Faserbiindel unterschiedliche Muster aus (Weiner & Wagner
1998).
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Abb. 1.2: Verschiedene Ebenen der Kollagenorganisation

Tropokollagen

Die Mikrostruktur des Knochengewebes kann anhand der verschiedenen Strukturen, welche die
Kollagenfasern auf verschiedenen Ebenen ausbilden kénnen klassifiziert werden.

Nach Schultz (1997b) werden in der Praxis auf der untersten Organisationsebene bei Menschen
Geflechtknochen und lamellire Knochen unterschieden.

Der humane Geflechtknochen formt sich schnell, hat zufillig orientierte Kollagenfasern und
Mineralkristalle. Er ist die erste Knochenform in fetalem Zustand und nach einer
Knochenfraktur. Im adulten Zustand wird er durch lamelliren Knochen ersetzt, der sich
langsamer formt. Lamellirer Knochen hat eine organisierte Struktur, in dem die mineralisierten
Kollagenfasern in klar definierten Schichten liegen, wobei Richtung und Winkel der
Kollagenfaser einer Schicht gegen die nichste Schicht alternieren.

Lamellirer Knochen bildet wiederum unterschiedliche Formen aus. Die am hiufigsten
vorkommenden Typen sind nebeneinander liegende, zylindrische Strukturen von 0,2mm
Durchmesser (Havers’sche Systeme oder Osteone). Sie verlaufen parallel zur Longitudinalachse
des Knochens. Jedes Osteon wird durch gleichlaufende Lagen von Kollagenfibrillen gebildet
(Lamellenschicht), die helical um einen zentralen Gefil3kanal (Havers’scher Kanal) verlaufen.
Dabei alterniert die Richtung der Kollagenfasern der unterschiedlichen Lamellenschichten. Die
Haverschen Kanile werden untereinander durch die Volkmannschen Kanile verbunden, die
querorientiert verlaufen und nicht von Lamellen umgeben sind (Giraud Guille et al. 2005). Die
Anzahl der Osteone in einem Knochen ist altersabhingig (Uytterschaut 1993).

Auf einer hoheren Organisationsebene unterscheidet man kompakten von spongiosem (bzw.
trabekuliren) Knochen. Kompakter Knochen ist massiv und wird von lamelliren und
Geflechtknochentypen gebildet, wihrend spongioser Knochen grof3e Liicken aufweist und nur

lamelldr strukturiert ist. Bei allen Saugern sind die Licken des spongitsen Anteils mit
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Knochenmark geftllt. Der Ausmall und die Verteilung von kompaktem und spongiésem
Knochengewebe sind abhingig von der individuellen Knochenstruktur und mechanischen
Funktionen. Langknochen haben zumeist an ihren Enden (Epiphysen) eher spongitse
Knochenanteile, wihrend kompakter Knochen der Hauptanteil des Schaftes ist
(Diaphyse) (Ubersicht bei Martin et al. 1998).

Der Querschnitt eines humanen Langknochens ist unabhingig von der Knochenart
mikrostrukturell immer dhnlich aufgebaut. Es treten drei verschiedene Lamellensysteme auf:
Periostseitig verlaufen parallel angeordnet die dulleren Grundlamellen, zur Mitte hin kommt es
zur Ausbildung von Osteonen. Die Liicken zwischen den Osteonen werden durch Schaltlamellen
gefillt, welche die Reste einer dlteren Osteonengeneration darstellen. Im inneren Bereich des
Querschnitts und auch zwischen den Osteonen werden parallel verlaufende Generallamellen
ausgebildet, die wie Osteone lings- und querverlaufende Gefille enthalten. Zum Markraum
gehen die inneren Generallamellen in die Spongiosa tber.

Alle drei Lammellenformen sind durch Kittlinien getrennt. Zwischen oder in den Knochen-
lamellen liegen Knochenzellen (Osteozyten) in Osteocytenspalten, die durch feine Ausliufer

miteinander verbunden sind (Herrmann et al. 1990).

Wenn Knochendiinnschliffe unter polarisiertem Licht betrachtet werden, wird ein durch
Doppelbrechung des Lichtes verursachtes Muster sichtbar. In den zirkuliren Lammellen eines
Osteons bilden diese Muster ein charakteristisches sog. Brewster-Kreuz (kreuzférmige hell-
dunkel-Unterschiede). Die Intensitit der Doppelbrechung ist abhingig von der Quantitit und
Orientierung der Kollagenfibrillen und dem Vorhandensein von Knochenmineral (Giraud Guille
1988 nach Jans et al. 2002). Bei decalzifizierten Knochen ist die Doppelbrechung mit reduzierter
Intensitit immer noch sichtbar (Garland 1989).
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2 Knochen als Informationsquelle

Mittels naturwissenschaftlicher Analysemethoden koénnen aus Knochenmaterial Informationen
gewonnen werden. So bieten makroskopische Methoden die Moglichkeit von den
morphologischen Merkmalen des Skelettes auf Individualinformationen wie z.B. das biologische
Alter, das Geschlecht, Pathologien und metrische Merkmale wie Koérperhohe und Proportionen
zu schlieBen (Ubersicht bei Grupe et al. 2005, Herrmann et al. 1990).

Histologische Untersuchungen koénnen zu zusitzlichen und/oder priziseren Informationen, vor
allem bei makromorphologisch schlecht erhaltenem Material, fithren (Herrmann 1993). Unter
anderem kann die Mikrostruktur von Zihnen und Knochen die Bestimmung der Spezies
(Harsanyi 1993), des chronologischen bzw. biologischen Alters (z.B. Fitzgerald & Rose 2000,
Kagerer & Grupe 2001, Robling & Stout 2000) ermdéglichen und eine Erweiterung der Diagnose
des Gesundheitszustandes darstellen (z.B. Boyce 1993, Gonzales-Reimers & Arney-de-la-Rosa
1992, Velasco-Vazquez et al. 1999).

In den letzten Jahren hat die naturwissenschaftliche Analyse der molekularen, submolekularen
und kristallinen Ebene des Knochens an Bedeutung gewonnen. Vor allem die Analyse von
Kollagen (siche I: 2.2), die molekulargenetische Untersuchung des DNA-Molekiils (siche I: 2.3)
und die chemische Zusammensetzung (insbesondere hinsichtlich der Isotopenkomposition) der
mineralischen Komponente (siche I: 2.4) bieten hochgradiges Informationspotential, wihrend
Studien an Lipiden (z.B. Evershed et al. 2001), sowie an NCPs (z.B. Brandt 2002,
Collins et al. 2000) weniger vertreten sind.

2.1  Lumineszens-/Fluoreszenszeigenschaften des Knochenquerschnittes

Unter Lumineszenz versteht man das Phinomen, dass ein Material eine Form von Energie
absorbiert und als elektromagnetische Strahlung wieder abgibt, welche sich groftenteils im
sichtbaren Farbspektrum des Lichtes befindet. Die Erscheinung der Lumineszenz ist dabei
unabhingig von der Energiequelle.

Wenn Energie in Form von Lichtphotonen zugefithrt wird, spricht man von Photolumineszenz.
Man unterscheidet zwei Formen der Photolumineszenz nach der Langlebigkeit der
Lumineszenzriickstrahlung: Erfolgt eine sofortige Abstrahlung der absorbierten Energie, spricht
man von Fluoreszenz. Von Phosphoreszenz spricht man bei allen Vorgingen, bei denen eine
zeitverzogerte Abstrahlung erfolgt (Blasse & Grabmaier 1994).

Frisch angeschliffene Knochenquerschnitte lumineszieren bei Betrachtung im UV-Licht, es
erfolgt eine sofortige Abstrahlung der absorbierten Energie. Bei den Knochenquerschnitten
handelt es sich dementsprechend um Fluoreszenz.

Eines der grof3ten Probleme der forensischen Praxis ist die Bestimmung der Liegezeit des

Skelettmaterials, da sich aus der Liegezeit die Zustindigkeit forensischer bzw. anthropologischer
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Einrichtungen ergibt (z.B. Scheuer 2002). Knochenmaterial mit einer Liegzeit von iiber 50 Jahren
fallt im Regelfall nicht mehr in den forensischen Bereich, da nach diesem Zeitraum meist keine
kriminaltechnischen Ermittlungserfolge mehr zu erwarten sind. Eine in der forensischen Praxis
hiufig genutzte Methode zur Schitzung der Liegezeit ist die Prifung der Fluoreszenz des
Knochenquerschnittes nach frischem Anschlitf bei Betrachtung unter UV-Licht.

Erste umfangreiche systematische Analysen erfolgten 1958 durch Berg & Specht, sie stellen eine
Abnahme von Fluoreszenz mit zunehmender Liegezeit fest. Allerdings fluoreszieren Knochen
mit tber 1000 Jahren Liegezeit aufgrund der starken Sekundirmineralisierung auffallend intensiv.

Tabelle 1.3 zeigt die Befunde von Berg & Specht.

Tab. I.3: UV-Fluoreszenz von Femurquerschnitten in Abhingigkeit von Liegedauer in Jahren nach Berg & Specht

(1958)
Liegedauer (Jahre) UV-Fluoreszenz frisch hergestellter Femurquerschnitte
Auspragung Farbgebung
0 mittelstark oder schwach Violett, oft etwas rotlich
2 sehr stark weiBlich mit nur geringem blaulichem Unterton
3 stark blaulichviolett
5 sehr stark blaulich
9 mittel grauviolett bzw. sehr stark weiBlichviolett
10 gut blaulich bzw. sehr stark, weiBblaulich
11 gut blaulich, etwas fleckig
14 gut weiBlichviolett
18 stark weiBbl&ulich
20 stark, weiBlichviolett
36 gut blaulich, braunliche AuBen- und Innenzone
56 stark weiBlich mit blaulichem Ton
200 - 500 meist noch recht gut blaulich, teilweise fleckig graubraunlich
1200 stark weil3
1400 schwach graugelblich mit breiter brauner AuBenzone
1900 schwach weiBlich
4000 schwach graugelblich, ohne braune AuBenzone
6000 keine bis schwach grauweiBlich mit schmaler brauner AuB3enzone

Spatere Untersuchungen (Berg 1962, Hunger & Leopold 1978, Knight & Lauder 1969) stellten
ebenfalls einen Zusammenhang zwischen Liegezeit und UV-Fluoreszenzeigenschaft des
Knochenquerschnittes her, konnten aber keine feinstufige Abstufung wie bei Berg & Specht
1958 bestatigen. Generell sind sich die Autoren einig, dass beim Vorhandensein einer
zusammenhingenden blaulichvioletten Fluoreszenz im Gesamtbereich der Kompakta von einer
Liegezeit von unter 100 Jahren ausgegangen werden kann, wobei eine nihere Datierung innerhalb
dieses Zeitraumes schwierig ist. Ein kompletter Verlust der Fluoreszenzeigenschaften weist nach
diesen Autoren auf mindestens 500 Jahre alte Knochen hin. Fin Zusammenhang zwischen
Fluoreszenzausprigung und Liegezeit kann anhand von Studien der Fluoreszenz archiologischen
Materials nicht bestitigt und ausgeprigte hellblaue Fluoreszenz auch bei Knochenproben mit

einer Liegezeit weit tiber 100 Jahren festgestellt werden (Harbeck 2002).
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Die Fluoreszenzeigenschaft des Knochens wird ebenfalls fur andere Fragestellung verwendet, sie
wird von Eymann (1964) genutzt um Skelettteile ihren Individuen zuzuordnen. Warren et al.
(1999) beschreiben, dass Leichenbrand aus verschiedenen Urnen mit Hilfe von UV-Licht
unterschieden werden kann, da Leichenbrand desselben Alters auf gleiche Weise fluoresziert.

Die Bestimmung der Liegezeit mittels UV-Fluoreszenz wird in Literatur und Lehrbiichern der
Forensik zumindest als Teil umfassenderer Untersuchungen empfohlen (z.B. Berg & Protsch von
Zieten 1998, Raimann et al. 1990, Verhoff & Kreutz 2004, Scheuer 2002), obwohl genaue
Ursache und mégliche Umwelteinflisse auf die Fluoreszenzeigenschaften des Knochenmaterials
ungeklirt sind. Weiterhin kann bei archdologischem Knochenmaterial kein Zusammenhang mit
der Liegezeit des Knochens festgestellt werden, sondern eher mit seinem Erhaltungszustand
(Harbeck 2002). Folglich ist die Liegezeitbestimmung mittels UV-Fluoreszenz kritisch zu
betrachten. Die UV-Fluoreszenz von Knochenproben wurde in der vorliegenden Arbeit auf ihre

Eignung als Diageneseindikator gepruft (vgl. I: 3.3, sowie I: 5.1).

2.2 Informationsgehalt von Kollagen

Kollagen als Zielmolekiil spurenkundlicher Analysen wird neben seiner Bedeutung bei der "C-
Datierung (z.B. Taylor 2001) vor allem fir die Rekonstruktion der Lebensbedingungen
vergangener Zeitraume mittels Analyse stabiler Isotope leichter Elemente in der prihistorischen
Anthropologie eingesetzt (Ambrose & Krigbaum 2003). In der Forensik steht die
Sterbealtersbestimmung mittels Aminosdurerazemisierungsanalysen (Ritz-Timme 1999) im
Vordergrund.

Um das Kollagen zu analysieren muss es zunichst aus dem Knochenmaterial extrahiert werden.
Zu diesem Zweck wurden verschiedene Methoden entwickelt (Ubersicht und Diskussion z.B. in
Ambrose 1993, Katzenberg 2000), deren Produkte in unterschiedlicher Reinheit und Quantitat

vorliegen.

2.2.1 Nahrungsrekonstruktion mittels stabiler Isotope leichter Elemente (C, N)

Isotope sind Atome desgleichen Elements mit gleicher Protonenanzahl, aber unterschiedlicher
Neutronenanzahl und folglich unterschiedlicher Masse. Die stabilen Isotope bleiben im

Gegensatz zu den unstabilen, bzw. radioaktiven (wie z.B. '*C) Isotopen mit der Zeit unverindert.

Die, bezogen auf ihr Gesamtatomgewicht, leichten Elemente Kohlenstoff (C) und Stickstoff (N)
machen tber 32 Gew% des Knochenkollagens aus. Sie kommen in jeweils zwei stabilen Isotopen
vor, die sich um nur eine Masseeinheit unterscheiden: *C (98,9%) und PC (1,1%), "N (99,6%)
und “N(0,4%) (Prozentangaben aus Katzenberg 2000).

Isotope haben gering differierende chemische und physikalische Figenschaften. Das schwere
Isotop (z.B. °C) reagiert langsamer als das leichtere Element (**C), so dass es bei dem Transport
der Elemente durch biogeochemische Zyklen zu kinetischen Isotopeneffekten kommt
(Pate 1994, Pollard & Wilson 2001). Weiterhin sind viele Enzyme (z.B. Enzyme der

Photosynthesekomplexe) in der Lage, zugunsten der leichten Molekile zu diskriminieren
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(z.B. Abelson & Hoerig 1961). Aus diesen Prozessen resultierende Isotopenfraktionierungen
fithren zu Unterschieden in den Isotopien verschiedener biologischer Materialien, Okosystemen
und Teilen von Okosystemen. Da die Unterschiede in den Isotopenwerten meist sehr klein sind,
werden die Isotopenverhiltnisse relativ zueinander betrachtet und in der sog. 8-Notation,
gemessen in Promille, angegeben (siche III: 9). Je positiver ein 5-Wert, desto mehr des schweren
Isotopes, ist bezogen auf das leichtere Isotop, in der untersuchten Probe vorhanden.

Generell besteht ein Zusammenhang zwischen den Isotopenraten der (in den Isotopenwerten
variierenden) aufgenommenen Nahrung und den im Knochenkollagen beobachteten stabilen
Isotopenraten (Balasse et al. 1999, Hare et al. 1991). Da das Knochenkollagen die Aminosiuren
hauptsichlich aus dem Nahrungsprotein rekrutiert, zeigen seine Isotopenwerte die Herkunft
pflanzlichen und tierischen Proteins an (Ambrose & Norr 1993, DeNiro & Epstein 1978).

Die Unterschiede der 8”C-Werte in pflanzlicher Nahrung entstehen durch die unterschiedliche
Isotopenfraktionierung von Cs;- und C,-Pflanzen, welche verschiedene Photosynthesewege
betreiben. C,-Pflanzen diskriminieren stirker gegen das atmosphirische "C  (stabiles
Isotopenverhiltnis des atmosphirischen Kohlenstoffs: -7,7%o) als C,-Pflanzen und weisen so
niedrigere Werte auf (van der Merwe 1982). Die 8"°C-Werte von C,-Pflanzen variieren von -37%o
bis -22%o, die Werte von C,-Pflanzen von -13%o bis -10%o (Grupe et al. 2005). Die C-Isotopen-
Raten des Kollagens von Herbivoren sind im Bezug auf ihre Nahrung um ca. 5%o angereichert.
Karnivore besitzen um bis zu 8%o hohere Isotopenraten als ihre Beute (Lee Thorp et al. 1989).
Diese Zusammenhinge ermdglichen die Beurteilung von Tieren hinsichtlich ihres
Nahrungsverhaltens, C;- und C,-Pflanzen fressende Herbivore oder Mischformen lassen sich
folglich unterscheiden.

SiiBwasserpflanzen haben ihnliche 8”C-Werte wie terrestrische C,-Pflanzen (Pate 1994). Ein
Unterschied hinsichtlich der Isotopenverhiltnisse zeigt sich ebenfalls zwischen terrestrischen und
marinen Pflanzen. Dieser ist bedingt durch die Differenz von ca. 7%o zwischen atmosphiarischem
CO, und marinem Bicarbonat, so dass marine Pflanzen héhere Werte aufweisen (Katzenberg
2000) und 8"”C Werte zwischen jenen von C,- und C,-Pflanzen zeigen (Mays 2000).

Viele Umweltfaktoren kénnen die C-Isotopen-Raten der Flora beeinflussen, was sich ebenfalls
auf alle héheren Trophieebenen auswirkt (Ubersicht bei van Klinken et al. 2000). Neben
klimatischen und physiologischen Gegebenheiten sind vor allem die so genannten fossil-fuel- und
Baldachin-Effekte zu nennen. Der fossil-fuel-Effekt beruht auf der Verbrennung fossiler
Brennstoffe und Biomasse (8"°C von -28%o), was zu einer Abnahme der 8"”C-Werte um 1,4%o in
den weltweiten Okosystemen gefiihrt hat (Keeling 1973, Pate 1994). Unter dem Baldachin-Effekt
versteht man die Tatsache, dass das Recycling von CO, und somit die Anreicherung von *CO, in
einem dichtgeschlossenen Wald die 8”C-Werte in Pflanzen erniedrigt (van der Merwe &
Medina 1991).

Die 8"N-Werte in Pflanzen variieren je nach Stickstofffixierungsméglichkeit zwischen -5%o und
+20%o, Leguminosen haben dabei niedrigere 8"N-Werte (Ambrose 1991). Wie auch beim
Kohlenstoff reichert sich das schwere Isotop von einer Trophiestufe zur nichsten an, die
Unterschiede betragen dabei im Mittel +4%o (Grupe et al. 2005). Dementsprechend zeigen

Herbivore die geringsten 8"N-Werte, wihrend Ominivore hohere zeigen und Carnivore die
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héchsten 8°N-Werte aufweisen (Ambrose 1991, Sealy 2001). Solche Trophiestufeneffekte
werden auch bei laktierenden Sdugern innerhalb des eigenen Korpers erzeugt, was zu einem
Anstieg der 8°N-Werte in der Milch fithrt (Katzenberg 2000). In den marinen Okosystemen sind
die 8”"N-Werte héher als in terrestrischen (mit Ausnahme von ariden Gebieten), was vor allem an
Denitrifikationsprozessen und den lingeren marinen Nahrungsketten liegt (Sealy 2001).

Die 8°N-Werte sind sehr klimasensitiv und kénnen in trockenen Regionen (u. a. physiologisch

bedingt durch Wasserstress bei Tieren) sowie bei ungentugender Proteinaufnahme erhoht sein
(Ambrose 1991, Lee Thorp et al. 1993, Heaton et al. 19806).

Die Analyse stabiler leichter Isotope aus Kollagen erméglicht gemal3 dieser Zusammenhinge die
Rekonstruktion von Erndhrungsmustern (C3- vs. C4-Pflanzen, marine vs. terrestrisch basierter
Ernihrung), die Trophielevelbestimmung der Spezies und die Bestimmung des
Entwoéhnungsalters historischer Populationen (z.B. Ambrose et al. 1997, Ambrose et al. 2003,
Asam et al. 2004, Balasse & Tresset 2002, Bocherens 2006, Bori¢ et al. 2004, Dittmann & Grupe
2000, Drucker & Bocherens 2004, Dirrwichter et al. 2005, Grupe et al. 2003, Lilie & Richards
2000, Polet & Katzenberg 2003, Privat et al. 2002, Jay & Richards 2006, Richards et al. 2003,
Tauber 1981, Yoneda et al. 2001).

2.2.2 Aminosidurerazemisierungsanalyse

Wie in Abschnitt I (1.1.1) beschrieben durchlaufen Aminosiuren nach der Proteingenese eine
sponatene Razemisierung, was mit der Zeit zu einer Akkumulation der so entstehenden D-
Aminosduren fihrt. Dies bildet die Grundlage verschiedener spurenkundlicher Analyse-

methoden.

Der Razemisierungsvorgang wird von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst: Die Struktur des
Proteins, sein biochemisches Umfeld und Metabolismus spielen hierbei eine Rolle. In grof3en,
raumlich aufgebauten Proteinen verlduft der Razemisierungsprozess langsamer als in kleinen
Proteinen oder Peptiden (Matsu’ura & Ueta 1980, Ohtani et al. 2000, Ritz-Timme 1999). Die
verschiedenen Aminosduren razemisieren dariiber hinaus unterschiedlich schnell. Die schnellste
Razemisierungskinetik findet sich bei Asparagin bzw. Asparaginsiure (Asp). Die Razemisierung
von L-Asparagin und Asparaginsiure verlduft tber ein Zwischenprodukt (Amino-Succinyl-Rest)
und endet in beiden Fillen in D-Asparaginsiure.

Die Bildung des Succimids ist innerhalb des Proteins von der lokalen Umgebung abhingig: Seine
Bildung erfolgt besonders leicht in terminalen, flexiblen und oberflichig gelegenen Bereichen des
Proteins (Gineyts et al. 2000, van Duin & Collins 1998).

Weitere die Razemisierung begiinstigende Faktoren, sind hohe Temperaturen, niedrige pH-Werte
und Schwermetallionen (Canoira et al. 2003, Ohtani 1995, Ohtani et al. 2003, Pfeiffer et al. 1995,
Smith et al. 1978, Tyler-Cross & Schirch 1991).

Im forensischen Bereich hat sich die Feststellung des Grades der Razemisierung von
Aminosduren als Méglichkeit zur Lebensaltersbestimmung durchgesetzt (Ubersicht bei Ritz-
Timme 1999, siche auch Rosing et al. 2005, Waite et al. 1999). Es wird das Verhaltnis von D- zu

L- Asparaginsidure in permanenten Proteinen (z.B. Kollagen) festgestellt, bei denen ein direkter
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Zusammenhang zwischen Proteinalter und Razemisierungsgrad besteht (Ohtani et al. 1998, Ritz-
Timme & Collins 2002). Bei Kenntnis des Proteinanlagealters bzw. aufgrund von statistischen
Erhebungen kann so auf das Lebensalter geschlossen werden (Ohtani 1998, Ohtani et al. 2004,
Pfeifer et al. 1995, Ritz-Timme et al. 2002).

Auch nach dem Tode eines Individuums findet eine Razemisierung der Aminosauren statt. Die
Razemisierungsreaktion verlangsamt sich allerdings durch das Absinken der Korpertemperatur,
so dass es in forensisch relevanten Zeitraumen (siche I: 2.1) nur zu einer geringfligigen
postmortalen Anreicherung von D-Formen kommt, die eine Lebensalterschitzung nicht
beeintrichtigen.

Bei lingeren Liegezeiten findet eine Akkumulation von Razematen statt, wobei insbesondere die
Proteindegradation (vgl. I: 3.2.2) eine Rolle spielt, da sie zu hoéheren Razemiserungs-
geschwindigkeiten fihrt.

Die zeitabhingige, postmortale Zunahme von D-Formen stellt die Basis fiir die Datierung von
organischen Materialien mittels der so genannten Aminosduredatierung. Dieses Verfahren ist fur
geschlossene Systeme, die wenig von Umweltfaktoren betroffen sind (z.B. Schneckenhiduser und
Eierschalen) erfolgreich anwendbar (z.B. Goodfriend 1991, Miller et al. 1999, Robins et al. 2001).
Die Methode wurde in den 1970er Jahren ebenfalls fiir die Datierung von menschlichem
Skelettmaterial als viel versprechendes Verfahren diskutiert (z.B. Bada & Schroeder 1975, Bada et
al. 1974, Bada 1985, 1987). Nachdem die Anwendung der Methode aber zu spektakuliren
Fehldatierungen fihrte, wird sie bis heute heftig kritisiert (z.B. Brown 1985, Hedges 2001,
Marshall 1990). Auch neuere Versuche, mittels abgewandelter Verfahren oder genau definierten
Zielproteinen eine Datierungsmoéglichkeit von Knochenmaterial auf der Grundlage der
Aminosiurerazemisierung (z.B. Csaspé 1994, Elster et al. 1991) zu etablieren, sind nach
Dobberstein (2005) kritisch zu betrachten.

Bei Kenntnis der Razemisierungskinetik des Zielproteins, sowie der Liegezeit des
Untersuchungsguts  kann die Feststellung des Aminosdurerazemisierungsgrades —zur
Rekonstruktion der Temperaturgeschichte von organischem Material genutzt werden (Johnsen &
Miller 1997, Katz et al. 1979, McCoy 1987), da die Razemisierungsreaktion stark temperatur-
abhingig ist.

Das gleiche Prinzip wird in der Nahrungsmittelindustrie verwendet, um die thermale Historie
von Lebensmitteln zu bestimmen (z.B. Luzzana et al. 1999).

Es konnte ebenfalls genutzt werden, um die Identifikation der skeletalen Uberreste des
germanischen Konigs Lothar III. (1075 - 1137) vorzunehmen, welche sich in einer Krypta mit
zeitgleich niedergelegten Individuen befindet. Nach historischer Uberlieferung wurde der
Leichnam des Konigs Lothar III. vor dem Begribnis tiber einen lingeren Zeitrum gekocht.
Dementsprechend konnte man seine Uberreste anhand des héheren Razemisierungsgrades von
den Uberresten der anderen Individuen unterscheiden (Bada et al. 1989).

Weiterhin kann der Aminosiurerazemisierungsgrades zur Feststellung von neuzeitlichem
organischem Material in archiologischen Proben genutzt werden. Fine auffallend niedriger
Aminosaurerazemisierungsgrad weist auf neuzeitliche Kontaminationen hin (z.B. Armstrong et
al. 1983).
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2.3  Erbgut als Informationsquelle

Seit 1989 erste Analysen von alter DNA (ancient DNA, aDNA) aus humanem
Knochenmaterial (Hagelberg et al. 1989) publiziert wurden, fand und findet eine rasende
Entwicklung, vor allem der Methodik (siche I: 2.3.2) und damit einhergehend der Einsatz-
méglichkeiten (siche I: 2.3.2), auf diesem Gebiet statt. Eine Ubersicht tiber frithe Arbeiten und
Geschichte der aDNA-Forschung bieten Brown 2000, Willerslev & Cooper 2005, sowie Wayne
etal. 1999.

2.3.1 Methodische Prinzipien und Problemfelder

Zwei Verfahren stehen im Zentrum der DNA-Analyse: Die Extraktion, um die DNA von
Proteinen und anderen organischen Komponenten des Knochens zu separieren und die
Polymerasekettenreaktion (PCR), die der Vervielfiltigung der meist nur sparlich vorhandenen
Ziel-DNA-Abschnitte dient (detaillierte Ubersicht von Methoden bei Carracedo 2005, Kaestle &
Hornsburgh 2002, O’Rourke et al. 2000).

Es existieren eine Vielzahl von Methoden zur Extraktion von aDNA, welche alle auf zwei
prinzipiell unterschiedlichen Techniken (Phenol/Chloroform und Silika-Extraktion) beruhen
oder eine Mischform (z.B. Krings et al. 1997) darstellen (Vergleiche z.B bei MacHugh et al.
2000). Das Prinzip der Phenol/Chloroform-Extraktion besteht in einem enzymatischen
Proteinverdau (Proteinase K) und anschlieBenden Waschschritten mit einem Phenol/
Chloroform-Gemisch. Die Extraktion nach dieser Methode resultiert in einer hohen DNA-
Ausbeute. Problematisch ist die Coextraktion von PCR-Inhibitoren (vgl. I: 2.2.3) (z.B. Stone
2000). Bei der Silika-Methode (Hoss & Pidbo 1993, z.B Zierdt et al. 1996) bindet die DNA an
eine Silikamatrix und wird nach Waschritten von dieser eluiert. Auf dem gleichen Prinzip beruht
die in dieser Arbeit verwendete Extraktionsmethode (InVisorb Forensic Kit, sieche III: 11.2).
Diese Methode soll im Vergleich zur Phenol/Chloroform-Methode zu einer geringeren DNA-
Ausbeute fithren, allerdings mogliche Inhibitoren besser entfernen (Cattaneo et al. 1997, Stone
2000).

Nach der Extraktion von DNA wird die PCR (Prinzip sieche III: 11.4) genutzt, um das Ziel-
DNA-Fragment millionenfach zu kopieren (amplifizieren). Diese Methode stellt heute eine
Standard-Labortechnik dar (Fiir eine detaillierte Ubersicht von PCR-Techniken und Protokollen
siche Miiller 2001, Newton & Graham 1997).

Degradationsschiden des DNA-Molekils und die niedrige Anzahl von Startmolekiilen machen
die Amplifikation von aDNA mittels PCR sehr schwierig und erfordern die Entwicklung von
speziellen Analyseprotokollen (Handt et al. 1994, Schultes et al. 1997b, Piabo 1989). Weiterhin
kommt es vermehrt zu PCR-Fehlern, wie der Formung von rekombinanten PCR-Produkten
(umping PCR, Parson & Weedn 1997), dem Ausfall der Amplikation eines Allels (allelic-drop-
outs, Schmerer et al. 1997, 2000) und der Bildung von einer oder mehrere Banden (Stotterbanden
bzw. Shadow bands), die bei Auftrennung von PCR-Produkten in der Nachbarschaft der
Hauptbande liegen (Schmerer et al. 1997, 2000). Diese PCR-Fehler koénnen zu falschen

Resultaten bei der molekulargenetischen Analyse fiihren.
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Ein grofles Problem der aDNA-Analytik ist die Anwesenheit von PCR-Inhibitoren in aDNA-
Extrakten (z.B. Cattaneo 1995), die eine erniedrigte oder vollig fehlende Effizienz der
Amplifikationsreaktion durch Hemmung der PCR-Polymerase bewirken. Als inhibierende
Substanzen werden bei bodengelagertem Material vor allem Huminstoffe angenommen
(Arraoyo-Pardo et al. 2002, Hummel 2003, Tuross 1994). Weiterhin werden Maillard-Produkte
(Hianni 1995a, b, Paibo 1989, Poinar et al. 1998), Porphyinringe (Montiel et al. 1997), sogar
Kollagen (Scholz et al. 1998) oder extreme Degradation der aDNA selbst (Rogan & Salvo 1990
in Montiel et al. 1997) diskutiert. Ahnlich wie PCR-Inhibitoren verhindern auch groBe Mengen
nichtendogener DNA (v. a. mikrobielle DNA) die Amplifikation (z.B. Montiel et al. 1997, Rankin
et al. 1990).

Die Kontaminierungsgefahr mit rezenter DNA bei der Analyse von aDNA-Proben ist enorm,
dementsprechend kommt es immer wieder zu falsch positiven Ergebnissen, da die Authentizitit
des Zielmolekiils nicht tberpriift werden kann (vgl. Gilbert et al. 2005, Kemp & Smith 2005,
Nicholson 2002). In der prihistorischen Anthropologie wird tber die zu erfillenden
Authentizititskriterien und KontrollmaB3nahmen debattiert (Cooper 2000, Handt et al. 1996,
Haack et al. 2000, Hummel et al. 2000b, Kolman & Tuross 2000, Lindahl & Poinar 1993,
Richards et al. 1995, Pidbo et al. 2004). Im forensischen Bereich wurden hingegen weitgehend
akzeptierte Richtlinien (z.B. Bir et al. 1997, Bir et al. 2000, Gill et al. 2001, Gusmao et al. 2005)
aufgestellt sowie eine Qualititssicherung mittels Ringversuchen und Zertifizierung (z.B. der ISFG

(International Society for Forensic Genetics)) etabliert.

2.3.2 Anwendungsgebiete

Die hauptsichlichen Anwendungsgebiete von nuklierer aDNA aus humanem Knochenmaterial
in der prihistorischen Anthropologie und in der Forensik sind die Geschlechtsbestimmung, die
Identifikation unbekannter Individuen wund die Analyse von Verwandtschaft. Die
Geschlechtsbestimmung mittels DNA-Analyse erfolgt zumeist durch die Amplifikation eines
Abschnittes des auf den Geschlechtschromosomen lokalisierten Amelogenin-Gens, welches eines
Lingenpolymorphismus zwischen den Geschlechtschromosomen aufweist (Brown 2001b,
Sullivan 1993, z.B. Fearman et al. 1995, Faerman et al. 1997b, Hummel et al. 20002, Lassen et al.
2000, Stone et al. 1996, kritische Diskussion bei Thangaraj et al. 2002, Steinlechner et al. 2002).
Die Identifikation unbekannter Individuen und Verwandtschaftsanalsyse mittels aDNA erfolgt
auf der Basis der nuklieren STR-Systeme, die sich aufgrund ihrer geringen Fragmentlinge und
ithrer polymorphen Natur besonders qualifizieren (Corach et al. 1997, Pancorbo et al. 1995).

So besitzen keine zwei lebenden Menschen (mit Ausnahme von eineiigen Zwillingen) die exakt
gleiche Kombination von STR-Allelen. Bei Einbeziehung von genitigend STR-Systemen kénnen
genetische Fingerabdriicke erstellt werden, die zur Identifizierung genutzt werden und (aufgrund
der Vererbungsregeln) auch Verwandtschaftsfeststellung zulassen (Alonso et al. 2001, Dudar et
al. 2003, Gill et al 1994, Hummel et al. 1999, Jeffreys et al. 1992, Jeffreys 1993, Hagelberg et al.
1991, Lygo et al. 1994, Schultes et al. 1997a). Eine im zunehmenden Malle auch an
Knochenmaterial angewendete Moglichkeit, mittels STRs Verwandtschaften zu erkennen, bieten
Y-chromosomale STR-Systeme (z.B. Faerman et al. 2000, Gerstenberger et al. 1999, Hummel &
Schultes 2000, Schultes et al. 2000). Diese erméglichen die Feststellung von Patrilinien. Allerdings
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ist die Variabilitit der Y-chromosomalen STR-Systeme vor allem aufgrund fehlender
Rekombinationsvorginge begrenzt (Jobling &  Tyler-Smith  1995), so koénnen auch
nichtverwandte Individuen den gleichen Haplotypen aufweisen.

Anhand chromosomaler DNA koénnen Krankheiten wie Sichelzellanimie oder Thalassimie
erkannt werden. Diese werden durch genetische Mutation verursacht und kénnen durch direkte
Untersuchung der mutationenthaltenden Regionen des humanen Erbgutes festgestellt werden
(z.B. Faerman et al. 2000, Filon et al. 1995). aDNA-Analysen bieten weiterhin die Moglichkeit
infektiés verursachte Krankheiten festzustellen. Dabei ist nicht die humane DNA Zielsequenz
der Analyse, sondern das Erbgut von Bakterien oder Parasiten, welche die Krankheiten
verursachen. Feststellbar ist so eine Erkrankung an Tuberkulose (z.B. Dixon & Roberts 2001,
Fearman et al. 1997a, Fletcher et al. 2003, Zink et al. 2005) oder Pest (Drancourt et al. 1998,
Drancourt & Roult 2004, Garrelt & Wiechmann 2003, Wiechmann & Grupe 2004).

Da mtDNA aufgrund ihrer groBen Kopienanzahl (vgl. I: 1.1.3) mit héherer Wahrscheinlichkeit in
altem Material erhalten bleibt als nukliere DNA, werden die meisten molekulargenetischen
aDNA-Studien an ihr durchgefiihrt (Ubersicht z.B. bei Brown 2001a). Dabei konzentriert sich die
Analyse auf die beiden hypervariablen Segmente (siche I: 1.1.3), um Fragestellungen zu
Migrationsereignissen bzw. Populationsgenetik (z.B. Jones 2003, Hagelberg et al. 1994,
Merriwether et al. 1994, Haak et al. 2005), sowie zur Abstammungsgeschichte des modernen
Menschen (Krings et al. 1997, Ochnikov et al. 2000, Serre et al. 2004) zu beantworten.

2.4  Spurenkundliche Informationen aus der mineralischen Matrix

Spurenkundliche Analysen der mineralischen Matrix richten sich hauptsichlich auf die stabilen
Isotope leichter Elemente (vgl. I: 2.3.1).

Weitere Moglichkeiten bieten stabile Isotopenanalysen an schweren Elementen, wie z.B. Blei
(Carlson 1996, Montgomery et al. 2005) und Strontium (Price et al. 2004, Schweissing & Grupe
2003).

Ein in den 1980iger und Anfang der 1990iger Jahre diskutiertes spurenkundliches Verfahren ist
die Nahrungsrekonstruktion mittels Feststellung der Konzentration der Spurenelemente,
insbesondere Barium und Strontium innerhalb der mineralischen Matrix (Beck 1985, Brown &
Blakely 1985, Lambert et al. 1979, Price et al. 1985, Sandford 1993). Nahere Untersuchungen
ergaben, dass die Beziehung zwischen Elementgehalt in Knochen und Nahrung wesentlich
komplexer ist als vermutet und diagenetische Verinderungen des Knochens aullerdem zu
Kontaminationen fithren, so dass heute die Spurenelementanalyse mit dem Ziel der
Nahrungsrekonstruktion faktisch keine Rolle mehr in der prihistorischen Anthropologie spielt
(Grupe et al. 2005).
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2.41 Nahrungsrekonstruktion mittels stabiler Isotope (C) aus Carbonat

Fir die Analyse des Kohlenstoffes der mineralischen Matrix wird die die strukturelle
Carbonatfraktion des Apatits (CO5”, siche I: 1.2) genutzt. Auch fiir die Extraktion von Carbonat
wurden je nach Anwendung unterschiedliche Methoden entwickelt, wobei die Wirksamkeit ihrer
Aufreinigung diskutiert wird (Ambrose 1993, Garvie-Lok et al. 2004, Sponheimer & Lee Thorb
1999).

Im Gegensatz zur Kollagenfraktion stammen die Kohlenstoffatome im Carbonat aus allen
Anteilen der Nahrung und spiegeln so ihr gesamtes Spektrum wieder (Ambrose & Norr 1993).
Analysen der 8"C-Werte aus Carbonat sind folglich nicht nur relevant, wenn keine
Kollagenanalyse moglich ist, sondern liefern auch zusitzliche Informationen Utber das
Nahrungssystem, so dass hiufig 8’ C-Werte aus Carbonat und Kollagen untersucht werden (z.B.
Harrison & Katzenberg 2003, Lee-Thorp & Sponheimer 2003). Das Prinzip entspricht dem unter
I: 2.1.1. angefiihrten, allerdings sind die Fraktionierungs-faktoren unterschiedlich so dass sich die
Werte der stabilen Isotpenverhiltnisse der beiden Fraktionen (Kollagen vs. Carbonat)
unterscheiden. Herbivore mit einer auf C,-Pflanzen basierenden Ernihrung zeigen einen
durchschnittlichen 8°C-Wert aus Carbonat von -13%o, wihrend C,-Pflanzen konsumierende
Tiere Werte von durchschnittlich +1%o zeigen. Karnivore zeigen Werte zwischen -17%o0 (bei
reinem Konsum von Cs-Herbivoren) und -3%o (bei reinem Konsum von C,-Herbivoren) (nach

einer Zusammenfassung verschiedener Autoren von Grécke 1997).

Die 8"°C-Werte des Carbonats (8”°C_) und die 8"”C-Werte des Kollagens (8°C,,) stehen
miteinander in systematischer Beziehung und lassen die Diskriminierung zwischen Herbivoren
und Karnivoren zu (Bocherens et al. 1995, Lee-Thorp et al. 1989, Diskussion bei Hedges 2003).

2.4.2 Klima- und Migrationsstudien mittels stabiler Isotope (O) aus Carbonat

Das Verhiltnis der Sauerstoffisotope O und '°O im Niederschlagswasser hingt von der
Temperatur, der Hohe, dem Ausmal3 des Niederschlages und der Distanz vom nichsten Ozean
ab (Pollard & Willson 2001). Tierische 8"*O-Werte hingen wiederum von der Zusammensetzung
des Trinkwassers und der Nahrung ab, so dass die Sauerstoffisotopenraten von Klima, Okologie,
sowie Physiologie des Tieres bestimmt werden (Luz & Kolodny 1989, Sealy 2001). Die Analyse
des Sauerstoffs von Knochenfunden kann sowohl an der Phosphatfraktion als auch an der
Carbonatfraktion des Hydroxylapatits durchgefiihrt werden (Sponheimer & Lee-Thorp 1999).

Sie kann als Klimaindikator dienen, und Hinweise auf das Nahrungsverhalten geben. Da die
8'"*O-Werte zwischen geographischen Regionen bei verschiedenen Umweltparametern variieren,
kann die Analyse der stabilen Isotopien des Sauerstoffs auflerdem zur Detektion von
Migrationsereignissen eingesetzt werden (z.B. Dupras & Schwarcz 2001, Evans et al. 2000,
Grimes et al. 2003, White et al. 1998, Ubersicht bei Koch 1998).
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3 Taphonomie: Biostratonomie und Diagenese

Knochenmaterial macht postmortal, abhingig von seiner Umwelt, eine Reihe von Verinderungen
durch, die zu seiner vollstindigen Auflésung oder Fossilisierung (und somit Erhalt) fithren
konnen. Diese Verinderungen sind eine sehr komplexe Serie von Prozessen, welche heute zu
unterschiedlichen Ausmallen kategorisiert und charakterisiert, aber nicht vollstindig verstanden
sind (Millard 2001).

Nach der klassischen Definition von Efremov (1940, in Lyman 1994) werden diese Verdnderung
des Knochens in allen ihren Details vom Tod des Individuums bis zu der ,,Wiederentdeckung*
des Skelettmaterials unter dem Begriff Taphonomie zusammengefasst. Lawrence (1968, in Lyman
1994) bezeichnet den Teil der taphonomischen Prozesse, der vor und wihrend des Begribnisses,
stattfindet als Biostratonomie, wihrend die Dekompositionsvorginge nach der Bestattung als
Diagenese beschrieben werden (vgl. Millard 2001, Nicholsen 2001). Der Begriff Begribnis bzw.
Bestattung wird im Sinne von Erdbedeckung der Uberreste von verstorbenen Individuen
gebraucht. Die genannten Definitionen stammen aus den Bereichen Paliozoologie und Geologie
und wurden folglich von Tiermaterial ausgehend definiert. Diese werden nicht rituell bestattet,
sondern machen Dekompositionsvorginge im Freien durch, bevor es zu einer natirlichen
Bestattung kommt. Im Gegensatz dazu kann beim dem humanen Untersuchungsgut der
prahistorischen Anthropologie von einer rituellen Bestattung nach dem Tod ausgegangen
werden, wihrend in der Forensik sowohl rituelle als auch natiirliche Begribnisse vorkommen.
Die Begriffe Diagenese und Biostratonomie beinhalten nach obiger Definition je nach
Begrabniszeitpunkt andere Prozesse (wie z.B. den Weichteilzerfall, siche Gill-King 1997) (siehe
Abbildung 1.3) und sind folglich im anthropologisch/forensischen Bereich nicht klar definiett.

Ohne rituelles Begrabnis - Mit rituellem Begréabnis

W eichgewebezerfall:

Faulnis + Verwesung Biost’Jtonom ie [
Sedimentationsprozesse,
Organismus ist der Weichgewebezerfall:
Witterung ausgesetzt Faulnis + Verwesung
. Dekomposition in
Dekomposmon In Di.g.h.‘. Wechselspiel mit
W echselspiel mit dem Erdreich
dem Erdreich
v

Abb. 1.3: Unterteilung der Taphonomiehistorie von Knochen in Biostratonomie und Diagenese, zum einen mit der
Annahme eines rituellen Begribnis kurz nach dem Tod (rechts), zum anderen ohne rituelles Begribnis (links). Man
erkennt, dass je nach Begribniszeitpunkt unterschiedliche Prozesse unter diesen Begriffen subsumiert werden.
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In der Literatur zu diesem Thema werden die Begriffe weitgehend undefiniert und in
unterschiedlicher Bedeutung gebraucht. Arbeiten, die sich mit makroskopisch sichtbaren
Gegebenheiten wie zB. Verwitterungs-Prozessen, Erhitzungsvorgingen und mit der
Kausaldiagnose bei Knochenansammlungen beschiftigen, also nach oben aufgefiihrter
klassischer Definition biostratonomische Gegebenheiten untersuchen, verwenden hierfiir oft den
Begriff Taphonomie (z.B. Andrews 1995, Brooks & Brooks 1997, Merbs 1997, Haglund & Sorg
1997). Studien, die sich mit der chemischen und mikroskopischen Beschaffenheit der
postmortalen Veranderungen des Knochens beschiftigen, bezeichnen diese als diagenetische
Vorginge. Auf Biomolekiile bezogen wird der spezielleren Begriff Degradation verwendet (z.B.
Collins et al. 2002, Hedges 2002, Nielsen-Marsh 2002).

In der vorliegenden Arbeit wird der klassischen Definition von Lawrence (1968, in Lyman 1994)
gefolgt. Dementsprechend beinhalten die Begriffe Biostratonomie und Diagenese je nach
Anwendung auf tierisches bzw. menschliches Knochenmaterial unterschiedliche Prozesse wie der

Abb. 1.3 entnommen werden kann.

3.1 Biostratonomie

Biostratonomische Prozesse beeinflussen den Status des Knochens bevor er begraben wird und
konnen sich so auch auf die diagenetischen Prozesse auswirken (Fernandez-Jalvo 2002).
Natirliche destruktive Prozesse sind z.B. Verdauung des Knochens durch Tiere, Verwitterung
und Pflanzenbewuchs (Ubersicht bei Grupe, im Druck). Auf menschliche Manipulation
zurickgehende biostratonomische Prozesse sind z.B. Bestattungen im Sarg (z.B. Owsley &
Compton 1997) und das Schlachten von Tieren (Andrews 1995, Lyman 1994, Ubelaker 1997).

Ein weiterer hiufig vorkommender biostratonomischer Prozess ist das FErhitzen von

Knochenmaterial, welches in folgenden Kontexten erfolgen kann:

o Verbrennen bzw. Kremieren: Der Knochen ist normalerweise im direkten Kontakt mit dem
Feuer

o Backen, Résten: Der Knochen ist von der Hitzequelle durch ihn umgebendes Fleisch
geschutzt

o Kochen: Der Knochen mit umgebendem Fleisch wird in einer Fliissigkeit erhitzt

Die letzten beiden Prozesse sind sich dabei in Hinsicht auf ihre Auswirkung auf den Knochen

dhnlich: In beiden Fillen ist eine Weichgewebeummantelung vorhanden, was die

Temperaturentwicklung in der direkten Umgebung des Knochens einschrinkt (nach Roberts et

al. 2002, sieche I: 3.1.1), da organisches Material nur bis zu einem bestimmten Punkt erhitzt

werden kann bis es verdampft und so die Energie ableitet. Bei einem direkten Kontakt des

Knochens mit dem Feuer wirken ungleich héheren Temperaturen ein. Diese beiden Fille werden

im Folgenden unter dem Begriff erhitzte Knochen im Gegensatz zu verbrannten Knochen

zusammengefasst.
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3.11 Verbrennung von Knochen

In archiologischen Fundstellen werden als Uberbleibsel von Mahlzeiten hiufig verbrannte
Tierknochen gefunden (Nicholson 1993). Humanes verbranntes Knochenmaterial hingegen lasst
sich in der iiberwiegenden Zahl von Fillen auf eine besondere Bestattungsform zuriickfithren.
Die Feuerbestattung ist eine weit verbreitete Bestattungsmethode, die in verschiedenen
Zeitepochen von vielen Kulturen angewendet wurde, z.B. war sie Europa die dominierende
Bestattungsform in der spiaten Bronzezeit. Auch im heutigen Europa wird die Brandbestattung
wieder zunehmend praktiziert. Nach einer Statistik des Deutschen Stidtetages wurden 1997 in
113 Krematorien der Bundesrepublik 38,8% aller Verstorbenen eingedschert.

Das anthropologische wie auch forensische Interesse an dem durch Kremierung entstandenen
sog. Leichenbrand ist dementsprechend stark, da die verbrannten Uberreste in nach der
Kremierung  auftauchenden  forensischen  Fragestellungen und in  archiologischen
Fundsituationen das einzige direkte Untersuchungsgut darstellen. So gibt es eine Vielzahl von
morphologischen Methoden, die es erméglichen, Individualdaten wie z.B. Alter und Geschlecht
auch an Leichenbrand festzustellen (z.B. Warren et al. 1997, Mc Kinley 2000). Umgekehrt kann
aus der morphologischen Beschaffenheit des Knochens, seiner Farbe, Mikrostruktur und
Fragmentgrofle auf das einwirkende Feuer geschlossen werden (z.B. Holden et al. 1995,
McKinley 1994, Shipman et al. 1984, Stiner et al. 1995).

Die Begutachtung der Mikrostruktur von Leichenbrand lisst weiterhin eine Altersbestimmung
und die Analyse von Pathologien zu (z.B. Herrmann 1977, Hummel & Schutkowski 1993,
Schultz 1997a).

Weiterhin ist es gelungen, Radiocarbondatierungen anhand von Leichenbrand durchzufithren
(Lanting & Brindley 1998). Hierfiir wird strukturelles Carbonat (siche I: 1.2) verwendet, das bei
der Verbrennung zumindest teilweise erhalten bleibt (Lanting & Brindley 2000).

Problematisch ist die Elementanalyse (vgl. I: 2.4) von Leichenbrand, da die Konzentration von
Elementen durch den Verbrennungsprozess auf nicht rekonstruierbare Weise verindert werden
kann (Grupe & Hummel 1991).

Diskutiert wird weiterhin tUber die Moglichkeit von DNA-Analysen an Leichenbrand.
Vorrausetzung hierfiir ist, dass Reste organischen Materials vorhanden sind. Dies ist nur der Fall,
wenn bestimmte Temperaturen nicht tberschritten werden. Ovchinnikov et al. (1997, aus
Grofikopf 2004) kénnen bei experimentell verbrannten Schweinknochen mtDNA bis zu 450°C
nachweisen. Bei der Verbrennung werden hidufig bestimmte Verbrennungstemperaturen (bis zu
300°C) nicht tberschritten (McKinley & Bond 2001, s. 0.), so dass organische Strukturen erhalten
bleiben, die eine Analysen von Biomolekilen am Leichenbrand erméglichen (Brown 2001a). So
berichten Cattaneo et al. (1994) von der Mdglichkeit Protein (Albumin) in archiologischem
Leichenbrand zu detektieren, wihrend in experimentell mit 1000°C verbrennten Knochen keine
DNA nachgewiesen werden konnte (Cattaneo et al. 1999). Pusch et al. (2000) klassifizieren die

Spezies von vier archidologischen Leichenbrandbestattungen molekulargenetisch.
Moderne Kremierungen werden mit hohem technologischem Aufwand ausgefithrt, dauern ca.

zwei bis drei Stunden und die Temperatur betrigt gleichmiBig ca. 800°C bis 1000°C (Bohnert et

al. 1998). Am Ende des Kremierungsprozesses verbleiben fragmentierte, aber wieder erkennbare
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Uberreste des Skelettmaterials, die Farben von grau bis weil3 aufweisen. Diese Fragmente werden
werden vor der Bestattung in einer Urne gemahlen (siche 11.2).

Feuerbestattungen mit Scheiterhaufen, kénnen ebenfalls Temperaturen von 1000°C erreichen.
Die Verbrennung mit Scheiterhaufen ist allerdings variabler als eine modernen Kremierung, am
Randbereich kénnen Bereiche mit weniger hohen Temperaturen auftreten und Wind, Regen,
sowie Art des genutzten Holzen sind weitere Einflussfaktoren (McKinley & Bond 2001).

Der prinzipielle Prozess der thermischen Verinderungen des Knochenmaterials ist gleich:
Zwischen 150°C und 300°C kommt es zu ersten Schrumpfungen des Knochenmaterials. Die
organische Matrix degradiert und es kommt zum Austritt des Kiristallwassers (adsorptiv an
Mineral gebundenes Wasser). Die thermische Ausdehnung des Knochens ab 300°C gleicht diese
erste Initialschrumpfung wieder aus. Zwischen 300° und 600°C verindert sich die Farbe des
Knochens zu grau, bedingt durch die Oxidation des Kohlenstoffs zu elementarem Kohlenstoff.
Zusatzlich beginnt die thermische Zerstérung der organischen Komponenten des Knochens.
Oberhalb von 600°C entweicht simtlicher organischer Kohlenstoff und der Knochen wird weil3
und nimmt und eine kreidige Struktur an.

Hinzu kommt oberhalb von 800°C eine Verdnderung des urspringlichen Apatits
(Festkorperreaktion): Pyrophosphat reagiert mit Hydroxylapatit zu Tricalciumphosphat, wobei
ebenfalls die Kristalleinheiten fusionieren (Zunahme der Kiristallgrée). Durch diesen Prozess ist
eine deutliche Schrumpfung des Knochens zu beobachten. Von diesem Stadium an ist der
Knochen sehr hart und unelastisch, durch differentielle Schrumpfung entstehen Risse und der
Knochen fragmentiert. (Grupe et al. 2005, Mayne Correia 1997)

3.1.2 Erhitzung von Knochen

Wihrend verbrannte Knochen leicht an threm dufleren Erscheinungsbild zu erkennen sind, ist die
Diagnose von gekochtem Material aufgrund fehlender morphologischer Verinderung des
Knochens schwierig.

Dies wire allerdings in archiologischen Fundkomplexen mit menschlichen und tierischen
Uberresten notwendig, um Knochenansammlungen richtig zu deuten (Lyman et al. 1994), bzw.
fehlerhafte Analysen an Knochen zu vermeiden. Weiterhin konnte die Moglichkeit, gekochte von
ungekochtem Material, Beitrige zur Aufklirung des Verhaltens des frithen Menschen kliren, wie
z.B. die Entwicklung von neuen Techniken, sowie das Nahrung- und Konsumverhalten oder des
Kannibalismus (z.B. Johanson & Edgar 2000, Tattersaal 1995).

Makroskopische Anzeichen, wie Bruchmuster, sowie Schnittmarken an Knochen und relativer
Frequenz von Skelettelementen im Fundreport dienen hidufig zur Unterscheidung in gekochte
und ungekochte Knochen, allerdings lisst keines dieser Merkmale eine Zuordnung mit Sicherheit
zu (Ubersicht bei Lyman 1994).

Versuche, gekochtes Material auf der mikrostrukturellen und molekularen Ebene zu
diagnostizieren gibt es wenige.

Roberts et al. (2002) untersuchen experimentell das Kochen von Knochenmaterial, wobei
Proteinverlust (z.B. auch Harbeck et al. 2004) und Zunahme der Kristallinitit und Porositit des

Knochens festgestellt werden konnte, wihrend die Mikrostruktur keine Verinderung erfuhr.
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Roberts et al. (2002) schlussfolgern, dass Erhitzen von Knochenmaterial Giber lingere Zeitraume
eine Analogie zu diagenetischen Verinderungen von Knochen darstellt, wihrend Kochen tber
kurze Zeitriume keine oder nur wenige Effekte hat. Es wird aulerdem davon ausgegangen, dass
Erhitzen von Knochen vor ihrer Bestattung die diagenetischen Prozesse beschleunigen. Dies
wird durch Experimente von Lubinski (1996) und Nicholson (1996) bestitigt. Andere
experimentelle Studien koénnen hingegen keinen Unterschied zwischen gekochten und
ungekochten Knochen ausmachen (Nicholson 1998), wihrend Micozizi (1997) sogar von einem
die Diagenese vermindernden Effekt aufgrund der reduzierten Anzahl von Mikroorganismen

ausgeht.

Kochen von Knochenmaterial fithrt zu einem Anstieg der Razemisierung von Aminosauren, was
von Bada et al. (1989) zur Feststellung von gekochtem Material verwendet wurde (siche 2.1.2).
Weiterhin fithrt es zur Fragmentierung von DNA-Molekilen (von Wurmb-Schwark et al. 2003,
Harbeck et al. 2004) und nach DeNiro et al. (1985) verindert Kochen oder Résten die 8"°C- und
8""N-Werte um nicht mehr als ein Promille.

Nach Taylor et al. (1995) kann das Erhitzen des Knochen an der Anderung der relativen
Konzentration der Aminosduren des Kollagens festgestellt werden. Erhitzung idndert das
Kollagenaminosiutemuster und so die Rate von Glycin/Glutamin und fihtt zu einer Zunahme
des relativen NH, — Levels.

In der vorliegenden Arbeit wird u. a. Uberprift, ob es moglich ist, mittels der Feststellung des
Aminosiaurerazemisierungsgrades (vgl. I: 2.1.2) Hinweise auf mégliche Erhitzungsereignisse wie
Kochen des Knochenmaterials zu erhalten (siche I: 5.2).

3.2 Diagenese

Knochendiagenese umfasst eine Vielzahl von Prozessen, die fiir die Zerstérung bzw.
Verianderung der verschiednen Knochenstrukturen verantwortlich sind. Diese Prozesse werden
durch Umweltfaktoren beeinflusst und sind eng miteinander verbunden. Verbreitet ist heute die
Einteilung der Diageneseprozesse in biogene, also durch Mikroorganismen verursachte
(Ubersicht z.B. Grupe 2001) und chemische Abbauwege (z.B. Collins et al. 2002, Hedges 2002).
Aufgrund der Komplexitit der Diagenese tendieren die meisten Untersuchungen dazu, sich auf

jeweils einen Aspekt der Knochenstruktur zu konzentrieren (Millard 2001).

3.2.1 Diagenetische Verinderung der Mikrostruktur

Die mittels histologischer Verfahren feststellbaren Anderungen der Mikrostruktur des Knochens
werden hauptsichlich auf das Einwirken von Mikroorganismen, insbesondere Bakterien und
ithren Enzymen, sowie Stoffwechselprodukten zurtickgefithrt (Child 1995a, b, Grupe 2001, Jackes
et al. 2001). Durch die Produktion von saueren Metaboliten kénnen viele Mikroorganismen den
Apatit hydrolysieren (Grupe et al. 1993) und einige Bodenbakterien enthalten Enzyme, die
Kollagen abbauen koénnen (Child 1993, Child 1995a). Die Anzeichen mikrobiellen Abbaus treten
als eine der ersten diagenetischen Verinderungen auf, so fanden Bell et al. (1996) Anzeichen

mikrobieller Aktivitit bei Knochen schon nach drei Monaten post mortem.
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Zum ersten Mal wurden 1864 mikrobielle Anzeichen in der Knochenmikrostruktur (Wedl, nach
Jans et al. 2004) beschrieben, die spater von Hackett (1981) klassifiziert wurden. Garland (1987
und 1989) stellt drei Kategorien von diagenetischen Verinderungen der histologischen Struktur

fest: Destruktive Verinderungen, Einschlisse und Infiltrierungen.

Bei den destruktiven Anderungen kann es sich um generelle Zerstérung handeln, in denen ein
durch Auflésen der Osteonenstruktur diffuser Verfall der Mikrostruktur zu beobachten ist, oder
um fokale Zerstorungen die als runde Punkte oder verbundene Tunnel mit Durchmessern von 5-
80pm zu erkennen sind. Diese entsprechen den von Hacket klassifizierten ,,tunneling® Systemen
und werden auf Mikroorganismen zurtickgefihrt (Grupe et al. 1993, Trueman & Martill 2002).
Untersuchungen der fokalen Zerstérungszonen mit Rasterelektronen-mikroskopischen
Methoden (Bell et al. 1991, Wess et al. 2001) zeigen Zonen mit verringertem organischem

Material umgeben von hypermineralisierte Regionen mit unorganisierter Kristallstruktur.

Einschlisse kénnen biologischer (z.B. Pilze oder Bakterien) oder mineralischer Natur sein,

wihrend Infiltrationen von aulen eindringen und Farbverinderungen bewirken kénnen.

Von noch ungeklirter Genese ist eine weitere Degradationserscheingung der Mikrostruktur: Sog.
Mikrofissuren, kleine Risse in den Osteonen. Nach Grupe et al. (1993) handelt es sich hierbei um
Artefakte, die durch Sedimentdruck, Temperatur oder durch Rekristallisierung des Knochens
verursacht werden, wihrend Garland (1993) angibt, es handele sich um die Folgen des Verlustes
von organischen und anorganischen Komponenten des Knochens. Nach Jans et al. (2002) ist
zumindest ein Teil von ihnen als Behandlungsartefakt anzusehen, wihrend Smith et al. (2002)

den nichtbiogenen Verlust von Kollagen als Ursache fur Mikrofissuren diskutieren.

Die Reduzierung oder Abwesenheit von Doppelbrechungseffekten bei Betrachtung des
Knochens unter polarisiertem Licht kann als Zerstérung von Kollagen interpretiert werden, da
die Fibrillenanordnung des Kollagens als Verursacher der Doppelbrechungseffekte gilt (I: 1.3).
Sie kann aber ebenso den Richtungsverlust von Hydroxylapatitkristallen (Schoeninger et al. 1989)
oder den Zusammenbruch der Kollagen/Kiristallordnung (z.B. Grupe et al. 1993) anzeigen.

Die Art, Anzahl und Aktivitit von Mikroorganismen hingt von Umweltfaktoren wie
Sauerstoffverfugbarkeit, Feuchtigkeit, pH-Wert und Temperatur ab (Grupe 2001, Jans et al.
2004). Unterschiedliche Mikroorganismen-Spezies zeigen unterschiedliche Optima fir die
verschiedenen Umweltvariablen, so konnen auch in kalter oder sauerstoffarmer Umgebung

Knochen angreifende Mikroorganismen existieren (Grupe 2001).

3.2.2 Degradation von Kollagen

Die Degradation von Kollagen hingt eng mit jener der mineralischen Matrix zusammen (z.B.
Grupe 1995, Sillen & Parkington 1996). Vollmineralisiertes Kollagen ist resistent gegeniiber
mikrobiellen Angriff, da es keine Poren mit einem Durchmesser grofler als 8nm besitzt,

Kollagenasen aber grof3er sind (zwischen 60 und 130kDA), so dass ein Eindringen nicht moglich
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ist (Collins et al. 2002, Nielsen-Marsh et al. 2000). Nach Abbau der mineralischen Matrix kénnen
sie allerdings entscheidend zum Kollagenabbau beitragen (siche I: 3.2.1).

Bakteriell verursachter Abbau von Kollagen geschieht hauptsichlich durch Oxidation und
Denitrifikation, da diese beiden Reaktionen hohe Energieraten freisetzten (Grupe 2001). Von
Balzer et al. (1997) sowie Grupe & Turban-Just (1998) konnte nachgewiesen werden, dass
Bakterien aus energetischen Griunden bevorzugt Aminosiuren mit einer hohen Anzahl von
Kohlenstoffatomen abbauen und so ein Absinken des C/N-Wertes verursachen (siche auch
Grupe et al. 2000). Eine weitere Folge von biogener Degradation kann eine Kontamination des

Materials mit exogener Biomasse sein (z.B. Grupe et al. 2000, van Klinken 1999).

Der primire Prozess der chemischen Degradation des Kollagens ist die Hydrolyse von
Peptidbindungen (z.B. Collins et al. 1995, Miles et al. 2000). Anders als bei enzymatischen
Vorgingen bietet die intime Assoziation von Mineral und Kollagen keinen Schutz vor der
chemischen Hydrolyse, zu der nur Wasser notwendig ist (Nielsen-Marsh et al. 2000). Die
Hydrolyse von Peptidbindungen fiihrt zur Bildung von Proteinfragmenten, die normalerweise bei
Wasseranwesenheit aus dem Knochen herrausschwemmen (Collins et al. 1995, Harbeck et al.
2004). In sehr trockenen Umgebungen verbleiben die Fragmente im Knochen und es kommt zu
Gelatinebildung (z.B. Collins et al. 2002, Iacumin et al. 1996). Die mineralische Komponente
(Kronick & Cooke 1996) und dichte Lage der Kollagenfibrillen (Miles & Ghelashvili 1999) in
Knochen verlangsamen diese Reaktion im Vergleich zu Nicht-Knochen-Kollagen. Sie wird
beschleunigt durch ansteigende Temperatur, extreme pH-Werte, organische Sduren, flieBendes
Wasser und Schiden in der Kollagenstruktur (Miles et al. 2000).

Besonders die Temperatur spielt eine groB3e Rolle (Holmes et al. 2005, Ortner et al. 1972, von
Endt & Ortner 1984). Nach Collins et al. (2002) und Nielsen-Marsh et al. (2000) sollte kein
signifikanter Verlust von Kollagen iiber geologische Zeitriume in temperierten Zonen auftreten
(siche auch Bocherens et al. 1997, Gernaey 2001), wihrend in wirmeren Klimaten ein

signifikanter Verlust zu erwarten ist.

Die Kollagendiagenese kann durch chemische Modifikation des Kollagens selbst verlangsamt
bzw. verhindert werden. Dies geschieht, wenn Kollagen feste Bindungen (via Maillard-Reaktion,
Collins et al. 1992) mit organischen Komponenten wie z.B. Huminstoffen (van Klinken &
Hedges 1995, Rafalska et al. 1991) eingeht. Zum einen sind diese Bindungen gegen spontane
Hydrolysereaktionen stabiler, zum anderen entwickelt sich so eine Strukturresistenz gegen
enzymatische Attacken (Nicholson 1998, Tuross 2002). Kollagen kann nicht nur mit
Huminstoffen Verbindungen eingehen, sondern es konnen auch Kondensationsreaktionen
innerhalb des Kollagenmolekiils stattfinden (,,Autohumifikation®, van Klinken 1999).

Bedingt durch die Diagenese von Kollagen kommt es aullerdem zur Anreicherung von
Razematen der Aminosiuren (z.B. El Mansouri et al. 1996). Wihrend im nichtdegradierten
Kollagenmolekiil eine Razemisierung nur in Bereichen auBlerhalb der Tripel-Helix-Struktur
(Telepeptitregionen) moglich ist, sind in degradiertem Kollagen durch die Bildung neuer

Endstticke mehr Razemisierungsstellen vorhanden (Collins et al. 1999).
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Aufgrund kinetischer Berechnungen lassen sich maximale Erhaltungszeitriume fiur Kollagen
angeben, so geben Ortner et al. (1972) bei einer Liegetemperatur von 10°C 7000 Jahre als
Maximum, wihrend neuere Studien (nach Nielsen-Marsh et al. 2000) von ca. 110 000 Jahren
ausgehen. Dem Entgegen stehen erfolgreiche Kollagenextraktionen aus fossilen Relikten mit
Liegezeiten von bis zu 65 Millionen Jahren (z.B. Embery et al. 2003, Gutley et al. 1991).

3.2.3 Degradation von DNA

Nach dem Tod des Individuums und dem daraus folgenden Verlust von Reparaturmechanismen
der Zelle, die fir den Erhalt der DNA sorgen, ist die diese einer Vielzahl von enzymatischen,
chemischen und physikalischen Angriffen ausgesetzt.

Bei der postmortal einsetzenden Autolyse (,,Selbstverdau®) von Zellen kénnen Exo- und
Endonukleasen die Struktur der DNA angreifen und bewirken eine Fragmentierung des DNA-
Stranges. So kommt es schon nach kurzen postmortalen Zeitraumen zu erheblichen
Schidigungen (Bir et al. 1988). In dem enzym- und wasserarmen Knochengewebe ist die
Erhaltungswahrscheinlichkeit in Relation zu anderen Gewebetypen erhéht (Cooper 1995, Lassen
et al. 1994).

Die wichtigste zur Degradation von DNA fihrende, nichtenzymatische Reaktion ist die
Hydrolyse der Glykosidbindung zwischen Base und Pentose, wobei Purine (Depurination)
hiufiger als Pymidine betroffen sind (Loeb & Preston 1986). Der DNA-Strang ist auf dieser Seite
geschwicht und es kommt zum Bruch des Stranges an dieser Stelle.

Es kann zur Bildung von Cross-Links innerhalb des DNA-Stranges (durch Alkylisierung) und
durch Maillard-Reaktionen zwischen zwei DNA-Stringen bzw. DNA-Strang und z.B. Protein
kommen. Weiterhin kann es zur oxidativen bzw. hydrolytischen Modifikation von Basen
kommen, die hiufigste Form ist die Desaminierung von Cytosin zu Uracil (Lindahl 1993, Piibo
1989, Hoss et al. 1996).

aDNA ist charakterisiert durch Strangbriiche, basenlose Stellen, falsch kodierende Lisionen und
Cross-links, was Sequenzierartefakte und die bevorzugte Amplifikation von unzerstérter, durch
Kontaminationen eingetragener DNA verursacht (Willerslev & Cooper 2005).

Die relative Rate der verschiedenen Typen der DNA-Schidigung und ihre Zusammenhinge bzw.
Akkumulationseffekte sind wenig bekannt (Gilbert et al. 2003a).

Falschcodierende Schidigungen des mtDNA-Genomes sind nicht zufillig verteilt, wie friher
angenommen, sondern konzentrieren sich in sog. Hot Spots (Banerjee & Brown 2004, Gilbert et
al. 2003b). Neue Studien lassen aullerdem vermuten, dass zumindest bei DNA aus Permafrost-
Umgebungen postmortem schneller Cross-links als Strangbriiche auftreten, so dass trotz nicht
erfolgreicher Amplifikation DNA-Molekiile vorhanden sein konnen (z.B. Geigl 2002, Willerslev
et al. 2004).

Mittels in vitro Repariermechanismen wurde versucht, diese postmortalen Modifikationen zu
beseitigen (z.B. Cooper et al. 2001, Gilbert et al. 2003a, Poinar et al. 1998). Es scheint allerdings,
als seien die Schadigungswege noch zu wenig verstanden, um effektive Repariermechanismen fur
aDNA zu entwickelt (D1 Bernardo et al. 2002).
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Nach kinetischen Berechnungen sind DNA-Molekile in wissriger Losung nach einigen 1000
Jahren bei mittlerer Temperatur vollstindig fragmentiert (Lindahl 1993, Piibo & Wilson 1991).
In Knochenmaterial liegen DNA-Molekdule nicht in wassriger Losung vor, sondern kénnen an die
mineralische Matrix, insbesondere an das Hydroxylapatit, gebunden vorliegen (Ogram et al.
1994, Romanowski et al. 1991). Dies erhoht die Stabilitit und Erhaltungswahrscheinlichkeit von
DNA-Molekilen im Knochenmaterial (Eglinton & Logan 1991, Geigl et al. 2004, Gotherstréom
et al. 2002).

Weiterhin wirken Umweltfaktoren auf den DNA-Erhalt ein. Die Schwierigkeit relativ junges
Material zu amplifizieren (z.B. Kolman & Tuross 2000) impliziert, dass die Autolyse, frithe
Diagenese und die Todesumstinde (vgl. Bell et al. 1996) eine bedeutende Rolle im DNA-Erhalt
spielen. Von Bedeutung fiir den DNA-Erhalt sind weiterhin die Feuchtigkeitsverhiltnisse:
Strangbriiche des DNA-Molekuls hidufen sich weniger in trockener Umgebung (z.B. Waite et al.
1997), wobei einige Wassermolekiile notig sind, da vollig dehydrierte DNA die schiitzende
Doppelhelixstruktur nicht aufrechterhalten kann (Lindahl 1993). Von den physikochemischen
Faktoren nimmt vor allem der pH-Wert Einfluss auf die Struktur der DNA: Mit zunehmendem
pH-Wert wird nicht nur das DNA-Molekil selbst, sondern auch das beschiitzende Mineral
zerstort (Burger et al. 1997, 1999). Der bedeutendste Umweltfaktor scheint allerdings die
Umgebungstemperatur (Handt et al. 1994b, Smith et al. 2001, 2003) zu sein, da hdohere
Temperaturen die hydrolytischen Prozesse fordern bzw. in kilteren Umgebungen chemische
Prozesse allgemein verlangsamt sind.

Oft wird ein willkiirliches Limit fur den DNA-Erhalt in Knochen von 100 000 Jahren angegeben
(z.B. Hoss 2000), wihrend Smith et al. (2001) aufgrund kinetischer Berechnung als maximales
Limit des DNA-Erhaltes fir kleine Fragmente (100-500bp) einen Zeitraum 20 000 Jahren bei

einer konstanten Temperatur von 10°C angeben.

Die beschriebenen Prozesse wirken sowohl auf mtDNA als auch auf nukliere DNA, allerdings
ist mtDNA besonders gefihrdet, da ihr die schiitzenden Histone fehlen. Im Gegensatz dazu ist
die Erhaltenswahrscheinlichkeit von mtDNA aus statistischen Griinden erhoht (siehe I: 1.1.3)

3.2.4 Diagenese der mineralischen Matrix

Im Vordergrund der meisten Studien zur Diagenese der anorganischen Bestandteile des
Knochens stehen chemische Prozesse. Dem biogenen Abbau wird eine geringe Rolle
zugeschrieben, allerdings sind Mikroorganismen in der Lage Sdure zu produzieren, die das
Hydroxylapatit des Knochens angreifen kénnen (Grupe et al. 1993, White & Hannus 1983).

Die Elementkonzentration im Knochenmineral ist anfillig fir postmortale Verinderungen
abhingig vom Bodenmilieu (z.B. Edward & Benfer 1993, Radosevich 1993, Pate 1994). Diese
diagenetischen Veridnderungen der Elementkonzentration werden durch die unterschiedlichsten
Prozesse hervorgerufen: Minerale wie Calcit (CaCO;), Barit (BaSO,) und Eisen- und
Manganoxide koénnen sich in schmalen Liicken und Poren des Knochens ablagern (Sandford
1993). Losliche Ionen des Bodenmilieus (z.B. St**, Ba’, F) oder Uran kénnen auf der Oberfliche

des Knochenminerals absorbieren und/oder die normalerweise im Hydroxylapatit vorhanden
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Ionen ersetzen (Millard & Hedges 1995, Pate et al. 1989, Piepenbrink 1989). Solch eine
Substitutionsreaktion kann homoionisch oder heteroionisch sein. Mogliche Substitutionsstellen
zeigt Abb. I.4. Von solchen Ionenaustausch oder Substitutionsprozessen sind zunichst
Positionen an der Oberfliche des Kristalls betroffen, im einen spiteren Diagenesestadium kann

ebenfalls eine Diffusion der Ionen in das Kiristallinnere stattfinden (Pate et al. 1989, Reiche et al.
1999)

SO,2 Cr-
SiO,?

Abb. I.4: Chemische Formel des idealen Hydroxylapatits und mogliche
Substituenten auf den jeweiligen Positionen (nach Boskey 1999,
Herrmann et al. 1990, Rey et al. 1995, Sandford & Weaver 2000)

Auch das bei spurenkundlichen Untersuchungen genutzte Carbonat (COj) kann ebenfalls an die
mineralische Oberfliche gebunden bzw. adsorbiert (Krueger 1991) oder durch Substitution in das
Kristallgitter aufgenommen werden. Bei letztem werden PO, Gruppen ersetzt (Koch et al.
1997) oder originar vorhandene Carbonat-Gruppen kénnen ausgetauscht werden (Nielsen-Marsh
et al. 2000). So koénnen sich sekundire Minerale wie Calcit und Pyrit formen
(Sekundirmineralisierung), was zur Bildung von Fossilien (Denys et al. 1997, Herrmann et al.
1990, Piepenbrink 1989) fuhrt.

Saures Milieu 16st die Calciumphosphate des Knochens (Newesely 1987 nach Newesely 1989),
was zu einer Demineralisierung des Knochens fithren kann.

Gel6stes Hydroxylapatit kann in Abhingigkeit vom Milieu rekristallisieren, wobei die Moglichkeit
eine Umlagerung in andere Calciumphosphate und/oder eine Integration von externen Ionen in
tiefere Kristallschichten (z.B. Ca, s. 0.) besteht (Berna et al. 2004).

So kommt es bei niedrigem pH-Wert zur Bildung von Brushit (Ca,H(PO,) * 2H,O) bzw. Calcit,
welches wasserloslich ist, womit der Knochen vollstindig abbaubar wird (z.B. Newesly &
Herrmann 1980, Krueger 1991, Lee-Thorp & van der Merwe 1991).

Bei Anwesenheit von Eisen-lonen kommt es zur Rekristallisierung unter der Bildung von
Vivianit (Fe,(PO,)*8H,0O) (z.B. Holland et al. 1997) und bei der Aufnahme von Fluor zur
Bildung von Frankolit (Ca;(PO,CO,),F) oder Fluoroapatit (Ca;(PO,);F) (z.B. Michel et al. 1996),
welches stabiler als Hydroxylapatit ist (Berna et al. 2004).

Solche Rekristallisierungprozesse kénnen zum Wachstum der Kiristalle fithren (z.B. Reiche et al.

2002), was zur Aufsprengung der Knochenstruktur fithren kann (Herrmann et al. 1990).
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Eine weitere Anderung des Minerals in archidologischen Knochen ist die Zunahme der
Kristallinitat des Apatits (Person et al. 1995, Sillen & Parkington 1996, Wright & Schwarcz 1996).
Die Zunahme der Kiristallinitit bedingt engere stochiometrische Verhiltnisse. Diese konnen
mittels der Ca/P-Raten festgestellt werden (Sanford & Weaver 2000).

Fine Ubersicht iiber alle méglichen Fille des Knochenerhalts durch Verinderung der

anorganischen Matrix findet sich bei Grupe (im Druck).

3.2.5 Diagenesebeeinflussende Faktoren

Diagenetische Prozesse konnen durch externe, von der Umwelt einwirkende und interne, von der
Komposition des Knochens bedingte Faktoren beeinflusst werden (von Endt & Ortner 1984).
Bei den externen Faktoren handelt es sich um Umweltparameter, die Charakteristika des Bodens
und der geochemischen Umwelt umfassen. Ein bedeutender Faktor in chemischen
Abbauprozessen ist Umgebungstemperatur (von Endt & Ortner 1984), vor allem die chemische
Degradation der Biomolekiile wie DNA (siche I: 3.2.3) und Kollagen (Collins et al. 1995,
Gernaey 2001) ist temperatursensibel. So beeinflusst die Umgebungstemperatur bei diesen
Molekilen den maximal mdglichen Erhaltungsgrad, da chemische Reaktionen bei héheren
Temperaturen schneller verlaufen (RGT-Regel). Ein Effekt von sehr niedriger Temperatur ist die
Verminderung von mikrobieller Aktivitit (Child 1995a, b, Child et al. 1993, Grupe 2001).

Ein weiterer wichtiger Parameter ist das Wasserangebot der Umgebung, so werden z.B. in einer
sehr trockenen und ebenfalls sehr feuchten Umgebung (Sauerstoffarmut) mikrobielle Attacken
vermindert (Grupe 2001). Der statke Einfluss von Grundwasseraktivitit auf die
Diagenesegeschwindigkeit wurde intensiv von Hedges & Millard (1995) und Millard & Hedges
(1995) festgestellt und analysiert, hiernach kann ein guter Erhalt des Knochens nur in
Fundplitzen ohne Wasserbewegung festgestellt werden.

Den Einfluss der Geochemie des Bodens, welche die Konzentration geléster Elemente, den pH-
Wert und das Redoxpotential beinhaltet, auf die Diagenese abzuschitzen ist kompliziert, so dass

kaum generelle Aussagen getroffen werden kénnen (Hedges 2002, Nielsen-Marsh et al. 2000).

Erschwert werden Untersuchungen der Beziehung zwischen Umgebungsmilieu und
Knochendiagenese durch den Umstand, dass sich die Umgebung wihrend der Liegezeit eines
Knochens stark verindern kann. Auch der Knochen selbst verindert sich wihrend der Diagenese
(z.B. groBlere Porengrofle, Kiristallstrukturinderungen, s. o.), so dass diagenetische Abbau-
prozesse beschleunigt, gestoppt (z.B. bei FEinlagerung von Metallen, die Bakterienbefall
verhindern) oder verindert werden kénnen (siehe auch Grupe, im Druck).

Folglich war archdologisches Knochenmaterial wechselnden, oft nicht rekonstruierbaren

Einflissen und Prozessen ausgesetzt.

Unter internen Faktoren versteht man die speziellen Eigenschaften des jeweiligen Knochens
Prozess (Ausgangszustand), wie z.B. seine Grof3e und Mineraldichte.

Kleinere und pordsere Knochen (z.B. Rippen) werden stirker von der Diagenese betroffen (von
Endt & Ortner 1984, Galloway et al. 1997, Grupe 1988), als groBere Knochen die eine
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ausgepriagtere Kompakta besitzen, wie z.B. Langknochen. Knochen von nicht adulten
Individuen scheinen aufgrund ihrer weniger dichten Knochenstruktur ebenfalls eine
beschleunigte Diagenese zu erfahren (Edward & Benfer 1993, Tuross et al. 1989b, Munson 2000,
Merbs 1997).

Es liegen wenig systematische Studien zu der Beziehung von Knochendiagense und internen
Faktoren vor (siche z.B. Nicholson 1996, Merbs 1997). In der vorliegenden Arbeit wurden
mittels der erhobenen Individualdaten, die Aufschluss tber den Ausgangstatus geben,

Zusammenhinge zwischen diesen und dem Erhaltungsstatus des Knochens gepriift.

3.3 Interstrukturelle Betrachtungen und Diageneseindikatoren

Die Komplexitit von taphonomischen Prozessen und die Vielzahl der beeinflussenden Faktoren
macht die Verknlpfung der diagenetischen Prozesse auf verschiedenen Ebenen der
Knochenkomposition miteinander (interstrukturell), sowie das Erkennen von Zusammenhingen
zwischen biostratonomischen Ereignissen und diagenetischen Prozessen extrem schwierig.
Allerdings sind gerade diese umfassenden Betrachtungen essentiell, wenn die offenen Fragen zur
Diagenese beantwortet werden sollen (Millard 2001, Nielsen-Marsh 2002).

Wenig untersucht ist bisher, inwieweit biostratonomische Ereignisse diagenetische Laufbahnen
beeinflussen (z.B. Fernandez-Jalvo et al. 2002). Ob und wie die einzelnen organisatorischen
Ebenen des Knochens hinsichtlich ihres diagenetischen Abbaus zusammenhingen, ist ebenfalls

noch nicht vollstindig geklirt. Es existieren wenig tibergreifende Studien zur Knochendiagenese.

Bada et al. (1999) stellen ein Model zur generellen Degradation von Aminosauren auf, das die
Hydrolyse der Matrixproteine (D/L=0) mit Bildung von Proteinfragmenten und spiter Peptiden
und freien Aminosduren (D/L=1) beinhaltet, die aus dem Knochen austreten kénnen. Exogene
Komponenten koénnen sich erst nach dem Peptidstadium einlagern (mittels Maillarddhnlicher
Reaktionen). Dieses Modell soll ebenfalls auf andere Biomolekiile wie DNA tbertragbar sein, da
ihre Diagenese von den gleichen Variablen und Umweltfaktoren beeinflusst wird. Weiterhin
sechen die Autoren das Ausmal3 der Razemisierung von Aminosauren als Mal3 fiir die generelle
Degradation von Biomolekillen an. Ein Zusammenhang zwischen Kollagengehalt und der
Kristallinitit des Knochens mit dem DNA-Erhalt stellen Gotherstrém et al. (2002) fest.

Zur Abschitzung des Erhaltungsstatus von archiologischen Knochen werden haufig so genannte
Diageneseindikatoren (auch Diageneseparameter) verwendet (z.B. Hedges et al. 1995). Der
histologische Erhalt wird von vielen Autoren als Anhaltspunkt fiir mikrobiellen Einfluss genutzt
(z.B. Guarino et al. 20006, Pfeiffer 2000, Piepenbrink 1984, Schutkowski et al. 1999).

Der Proteingehalt dient in einer Vielzahl von Studien als Anzeiger fir den Erhalt von
Biomolekilen (Gutierrez 2001, Smith et al. 2005, Tuross et al. 1989a). Wihrend die Kristallinitat
die Ordnung im Kiristallgitter beschreibt (siche I: 1.2), zeigt die Messung der Porositit die
Verinderung der PorengroBe als Folge postmortaler biogener und chemischer Modifikation
innerhalb eines Knochens (Sillen & Morris 1996, Turner-Walker et al. 2002, Turner-Walker &
Parry 1995, Nielsen-Marsh & Hedges 1999).
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Hedges et al. (1995) stellen signifikante Zusammenhinge nur zwischen der Porositit und
Kristallinitit des Knochens fest, wiahrend die anderen Parametern nur bei einigen Fundplitzen
korrelieren, wie der Protein- und mikrostrukturelle Erhalt. Die Autoren folgern hieraus, dass die
diagenetischen Prozesse auf diesen verschiedenen Ebenen unterschiedlich verlaufen und
aullerdem stark von Liegebedingungen abhingig sind. Pfeiffer & Varney (2000) kénnen ebenfalls
keine Zusammenhinge zwischen Histologie und Kollagengehalt feststellen. Nielsen-Marsh &
Hedges (2000a) zeigen, dass mit genaueren Messverfahren eine Korrelation zwischen
Proteingehalt und Histologie fundplatziibergreifend feststellbar ist, betonen aber wiederum die
starke Auspragung fundplatzspezifischer Diagenesemuster.

Allgemeine Ubersichten und umfassendere Ursache-Wirkungsmodelle sind z.B. von Collins et al.
(2002) und Grupe (im Druck) beschrieben worden.

Collins et al. (2002) nehmen drei diagenetische Prozesse an: Chemische Dekomposition der
organischen, chemische Diagenese der mineralischen Phase, sowie mikrobieller Abbau der
Verbindung von mineralischer und organischer Phase. Der zweite Weg ist hierbei Vorrausetzung
fir den dritten. Der erste Abbauweg kommt hingegen nur in Umwelten zustande, die fir den
Knochen geochemisch stabil sind. Hedges (2002) unterscheidet ebenfalls chemische und biogene
Einfliisse, versuchen Zusammenhinge zwischen den diagenetischen Parametern herzustellen und
diskutieren den FEinfluss des Liegemilieus. Grupe (im Druck) betont die Schlisselrolle von
Mikroorganismen und fuhrt aus, dass chemische Degradation nur an Einfluss gewinnt, wenn
keine Mikroorganismen vorhanden sind und es nur dann zu Sekundirmineralisierungen und
Fossilienbildung kommen kann.

Ubereinstimmend geht man also von zwei Abbauwegen aus: Dem biogenen und dem

chemischen.
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4  Diagenese und Spurenkunde

Spurenkundliche Verfahren (siche I: 2) an Knochenmaterial sind abhingig von dem
Erhaltungszustand der untersuchten Knochenebene. Diagenetische Verinderung des
Knochenzustandes kann eine spurenkundliche Analyse unmdoglich machen, wenn z.B. das zu
untersuchende Biomolekil vollstindig abgebaut ist oder die histologische Struktur durch
Mikroorganismen vollstindig zerstort wurde (z.B. Nelson et al. 19806, Saliége et al. 1995).

Das Fehlen des Signals ist erst nach Aufbereitung der Proben feststellbar. Da spurenkundliche
Analysen zeit- und kostenintensiv sind, besteht der Bedarf, schon vor der Untersuchung eine
Abschitzung der Erfolgsaussichten mittels Screeningverfahren vorzunehmen (siche I: 4.1).
Diagenetische Prozesse kénnen durch verschiedene Abbauprozesse und Kontaminationen die
Analyse verhindern, aber auch Verinderungen des urspriinglichen rezenten Signals bedingen, was
zu falschen Aussagen fithren kann. So ist es essentiell den Erhaltungszustand des untersuchten
Substrates zu ermitteln, um die erhobenen Daten zu validisieren. Dies geschieht mittels sog.
Qualitatsindikatoren (vgl. I: 4.2).

4.1  Screeningverfahren

Bei Screening-Untersuchung werden, héufig nur vermutete, Korrelationen zwischen dem
Erhaltungsstatus verschiedener Knochenebenen oder Molekiilen genutzt. Ziel ist es, aus weniger
zeit- und kostenintensiven Analysen Riickschlisse auf den Erhaltungszustand und damit auf den
Untersuchungserfolg der Zielebene bzw. des Zielmolekils ziehen zu kénnen. Die Anforderung
an Sreening-Untersuchung sind dementsprechend eine moglichst enge Korrelation zum

Erhaltungsgrad des Zielmolekiils so wie eine einfache und kostengtinstige Durchfiihrung,.

Die Extraktion von Kollagen ist weniger zeit- und kostenintensiv als die DNA-Analyse.
Weiterhin stellt man im Gegensatz zu dieser schon direkt nach Extraktion Vorhandensein bzw.
Fehlen des Zielmolekiils fest. Folglich steht die Beurteilung der Qualitit des Kollagens im
Vordergrund (vgl. I: 4.2) und wenige Studien beschiftigen sich mit Screeningmoglichkeiten.
Pfeiffer & Varney (2000) testen histologische Verfahren als Anhaltspunkt fir den Kollagengehalt

und kommen zu dem Ergebnis, dass diese keine Aussage iiber den Kollagengehalt zulassen.

Zahlreicher sind Studien die Screeningmoglichkeiten fiir den DNA-Erhalt thematisieren. Neben
einem Zusammenhang der makromorphologischen Struktur (z.B. Hagelberg & Clegg 1993,
Richards et al. 1995) und dem DNA-Erhalt wird eine Beziehung zwischen DNA- und
Proteindegradation diskutiert. Nach Bada et al. (1994) ist die Rate der DN A-Degradation und der
Asparaginsiurerazemisierung bei neutralem pH-Wert nahezu gleich.

Poinar et al. (1996) prisentieren die Messung des Asparaginsiurerazemisierungsgrades (vgl.
I: 2.2.2) in Knochenmaterial als Moglichkeit, Voraussagen iiber deren DNA-Erhalt zu treffen.

Die Autoren konnten bei der Untersuchung von insgesamt 26 Proben keine DNA-Sequenzen
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von Proben amplifizieren, die einen D/L-Quotienten (D-Asparaginsidure / L-Asparaginsiute)
von tber 0,08 aufwiesen. Weiterhin zeigen sie eine Relation (nicht statistisch nachweisbar)
zwischen dem Razemisierungsgrad und der Linge der wiedergewinnbaren DNA-Sequenzen. Es
witd ein D/L-Quotient von 0,1 als Grenzwert fir einen DNA-Erhalt postuliert. Allerdings
werden diese Feststellungen von Poinar und Stankiewicz (1999) in einer Studie zum Erhalt von
Protein und DNA mit ihrer Schlussfolgerung, dass in einigen Fillen die Prisenz bzw. der Erhalt
eines Biomolekiils nicht das Vorhandensein eines anderen garantiert, relativiert. Auch in anderen
Studien wird diese Methode kritisch diskutiert (Collins et al. 1999, Harbeck et al. 2004)

Colson & Bailey (1997) stellen zwischen dem histologischen Erhalt und der Amplifizierbarkeit
von DNA einen engen Zusammenhang fest (siche auch Cipellaro et al. 1998, Guarino et al.
2000), wihrend die Korrelation mit dem Stickstoffgehalt (als Anzeiger fir den Proteingehalt)
wesentlich schwicher ist. Einen Zusammenhang zwischen Histologie und DNA-Degradation
bestitigen Guarino et al. (2000), die auBlerdem erfolgreich histochemische Methoden anwenden,
um DNA in altem Knochenmaterial festzustellen (siche auch Cipollaro & Bernardo 2004).
Haynes et al. (2002) konnen hingegen keine signifikante Assoziation zwischen Histologie,
morphologischem Erscheinungsbild, Knochengrée und DNA-Erhalt feststellen. In der
vorliegenden Arbeit sollen verschiedene Screeningmethoden auf ihre Wirksamkeit verglichen

werden.

4.2  Qualititskontrollen

Die meisten Arbeiten tiber die Kontrolle der Qualitit von Zielmolektlen der Spurenkunde finden
am Kollagen statt. Die Kollagenqualitat ist entscheidend fiir die Authentizitit der Ergebnisse, da
Degradation und Kontamination von Kollagen zu falschen Ergebnisse bei der stabilen
Isotopenanalyse fithren kann (z.B. Grupe & Turban-Just 1998, Tuross 2002). Zur Feststellung
der degradativen Verdnderung von Kollagen wurden verschiedene Methoden entwickelt.
Ambrose (1993) empfiehlt die Bestimmung der Kollagengewichtsprozente, der Kohlenstoff- und
Stickstoffgewichtsprozente (C- und N- %) und der C/N-Rate zur Validisierung der Ergebnisse
von stabilen Isotopenanlyse (vgl. I: 2).

Nach Ambrose (1993) spricht fiir den guten Erhalt von Kollagen einer Knochenprobe, wenn der
der prozentuale Gewichtsanteil von Kollagen mindestens ein Prozent betrigt. Unterhalb dieses
Wertes kommt es zu Verinderungen der stabilen C und N Isotopenkomposition, was zur
Verfilschung von Messwerten fihrt. van Klinken (1999) gibt als Grenze fir ,,guten®
Kollagengehalt 0,5 Gew%o an.

Die Gewichtsprozente von C und N, sollen nach Ambrose (1993) bei unverindertem Kollagen
bei tber drei Prozent fir C und einem Prozent von N liegen. Héhere Werte weisen auf
Kontaminationen hin (van Klinken 1999).

Das molare Verhiltnis von C zu N (C/N molar) ist der am weitesten verbreitete Parameter fiir
den Kollagenerhalt. DeNiro (1985) gibt eine C/N-molat-Spanne von 2,9-3,6 als Anhaltspunkt fir
einen guten Kollagenerhalt von archiologischem Knochenmaterial, unter Ausschluss von
Kontaminationen an. Nach van Klinken (1999) ist dieser Bereich zu weit gefasst, er empfiehlt

einen Wert von 3,29+/-0,27 nach Analyse einer groB3eren Stichprobe.
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AuBlerdem kann die Qualitit des Kollagens durch die Analyse seiner Aminosiurkomposition
bestimmt werden (z.B. Ambrose 1993, DeNiro & Weiner 1988, Hare et al. 1991, Schoeninger et
al. 1989). Kollagen weist ein typisches Aminosiureprofil auf (siche I: 1.1.1), dabei besitzt jede
Aminosiure eine eigene stabile Isotopensignatur (Turban-Just & Schramm 1998, van Klinken
1989) so dass ein selektiver Verlust von Aminosduren die stabilen Isotopenwerte verindern kann
(Grupe & Turban-Just 1998). van Klinken (1999) gibt an, dass es nur zu einer Verinderung des

Aminosaureprofil unterhalb von 0,5 Kollagen-Gew% kommt.

Um Anbhaltspunkte fur den Erhaltungszustand der mineralische Matrix zu gewinnen, wird hiufig
die Messung der Kiristallgrée und Kiristallinitit oder eine Bestimmung des Ca/P-Verhiltnisses
(siehe I: 1.2) verwendet (z.B. Michel et al. 1996, Nielsen-Marsh et al. 1997, Quattropani et al.
1999, Sillen & Sealy 1995, Tuross et al. 1989b). Die Analyse der stabilen Isotope der
Mineralischen Matrix findet an den Zielmolekilen Carbonat oder Phosphat statt. Anders als beim
Kollagenmolekdl existiert keine Methode, um ihre Qualitit direkt am Molekil feststellen zu

konnen.

Bei der Analyse von DNA kann ihre Degradation zu PCR-Fehlern und damit zu falschen
Ergebnissen oder Sequenzen fithren. Dies unmittelbar an einer Probe zu erkennen ist schwierig
und oft nur durch wiederholte Analysen moglich (Handt et al. 1994b, Schmerer et al. 1997).

Um erste Hinweise auf die Qualitit der zu analysierenden DNA-Molekiile zur erhalten, werden
diese im Vorfeld auf Agarosegelen aufgetrennt und unter UV-Licht betrachtet. So kann man zum
einen ihren Fragmentierungsstatus aufgrund der Schirfe der entstehenden Bande abschitzen,
zum anderen ergeben sich durch das Erscheinen von auffilliger griiner bzw. blauer Fluoreszenz
erste Hinweise auf die Anwesenheit von Inhibitoren (z.B. Hinni 1995b, Tuross 1994, von
Wurmb-Schwark et al. 2004).
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5  Fragestellung und Ziel

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Fragestellungen aus dem Bereich Diagenese und
Spurenkunde. Sie wurde im Jahr 2003 an der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel im Institut
fir Rechtsmedizin unter Betreuung von PD. Dr. S. Schréder (Fachbereich Anthropologie)
begonnen. Hier wurde vor allem die Degradation von Knochenmaterial an archiaologischem,
experimentell gealtertem und kremiertem Knochenmaterial hinsichtlich Fluoreszenzverhalten,
konservierter DNA und Aminosiurerazemisierung analysiert.

Das dortige Arbeitsumfeld lie§ die Weiterfithrung der Dissertation nach Arbeitsplatzwechsel der
Betreuerin nicht zu. Ende des Jahres 2004 erfolgte ein Wechsel an die Ludwigs-Maximilians-
Universitit zu Miinchen, wo das Projekt unter Betreuung von Frau Prof. Dr. G. Grupe (Bereich
Biodiversititsforschung/Anthropologie) fortgesetzt werden konnte. Hier ergab sich die
Moglichkeit des Finsatzes weiterer Methoden (Analyse stabiler Isotope, histologische
Untersuchung, Aminosiurenanalyse, Rontgenfluoreszenzanalyse), sowie die Einbeziehung von
zusitzlichem  Material ~ (Funkomplexe  Nevali  Cori, Gobekli  Tepe,  Giirclitepe,
Kelheim/Unterigling, Etting, sowie Proben des Temperaturexperiment II), mit zum Teil schon
vorhandenen Datenmaterial. So entwickelten sich neue, weiter gefasste Fragestellungen in
mehreren miteinander zusammenhingenden bzw. sich tiberschneidenden Themenkomplexen der

Schnittstelle Diagenese/Spurenkunde.

5.1 Analyse diagenetischer Zusammenhinge

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Stichproben degradierter Knochen auf ihren
Diagenesestatus untersucht. Es wurde ,,natirlich® degradiertes Material analysiert, welches von
verschiedenen archidologischen Fundkomplexen und dementsprechend unterschiedlichem
Makroliegemilieu mit unterschiedlicher Liegezeit stammt. Weiterhin wurden zz vitro degradiertes
Material aus zwei Temperaturexperimenten und moderne kremierte Proben entsprechenden
Analysen unterzogen.

Das Material des Temperaturexperimentes I wurde ohne weitere Aufarbeitung (siche III: 1) bei
hoheren Temperaturen in Wasser inkubiert. Dieses Verfahren simuliert chemische
Diageneseprozesse (Harbeck 2002, Roberts et al. 2002) und wird zur Untersuchung von
molekularen Abbauprozessen eingesetzt (z.B. Collins et al. 1992, DeNiro 1985, Luzzana et al.
1999, Ohtani et al. 1998, Threagold & Brown 2003, Waite et al. 1997).

In der Mehrzahl dieser Studien wird das Zielmolektl direkt dem Wasser ausgesetzt. Ein
Riickschluss auf Prozesse, die sich im strukturell erhaltenen Knochen abspielen, ist in diesen
Fillen problematisch, da die Beeinflussung von Degradationsprozessen durch das umgebende
Material nicht bertcksichtigt wird. So wird zum Beispiel die Bindung von Biomolekiilen an die
mineralische Matrix des Knochens (siche I: 3.2.3), oder die Eigenschaft von Knochen, pH-Werte
zu stabilisieren (Bada & Shou 1980) nicht beriicksichtig. Auch bei der Verwendung von
pulverisiertem Knochen (z.B. Collins et al. 2000) werden z.B. Struktureffekte des Knochens
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ignoriert, sowie ein veranderter Ausgangsstatus, z.B. Vorschidigung des Kollagens durch Mahlen
(Collins & Galley 1998), in Kauf genommen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher groBendefinierte humane Femurquerschnitte eines
Individuums eingesetzt (siche II: 3) um eine moglichst realistische Situation zu schaffen.
Weiterhin erlaubte der Einsatz von Knochenabschnitten, verschiedene Strukturebenen an einem
Querschnitt zu erfassen und miteinander zu vergleichen. Durch das experimentelle Verfahren
konnen umweltbedingten Einflisse (z.B. Temperaturschwankungen, unterschiedliche pH-Werte),
Mikroorganismenaktivitit und internen Einflissen bedingt durch Alter oder Geschlecht (I: 3.2.5)
ausgeschlossen werden.

Das archiologische Material umfasst einen groflen Zeitraum (ca. 11500 Jahre) und
unterschiedliche Fundkomplexe. So konnten im Vergleich mit dem experimentell degradierten
Material Einflisse von Liegezeit und Makromilieu abgeschitzten werden. Im Mittelpunkt dieser
Arbeit stand humanes Material. Tierische Knochenproben dienten als Vergleichswerte in

besonderen Fragestellungen (siche I: 5.2).

Um  diagenetische Zusammenhinge und Verlaufstypen festzustellen, wurde der
Erhaltungszustand des Knochens von archdologischem und 7z witro degradiertem Material
(Temperaturexperiment I) anhand verschiedener Merkmale unterschiedlicher Knochenebenen
(Mikrostruktur, Biomolekil, Mineral) ermittelt (siche Tab. 1.4). Die Verteilung und Ausprigung
der Merkmale beider Stichproben, geben Hinweise zu generellen diagenetischen Mustern
(vergleiche I: 3.2). Der Vergleich von natirlichem und 7z vitro degradiertem Material erlaubt

Rickschliisse auf diagenetische Prozesse (z.B. chemische vs. biogene Degradation).

Die Feststellung von Zusammenhingen zwischen den Merkmalen der verschiedenen
Analyseebenen soll zeigen, inwieweit diagenetische Prozesse die verschiedenen Knochenebenen
gleichgerichtet betreffen und ob es Kopplungen oder Wechselwirkungen zwischen dem
Erhaltungsgrad gibt (vergleiche I: 3.3). Hierzu diente die statistische Analyse des Materials auf

beobachtbare Korrelationen.

Von einem GroBteil des archiologischen Materials liegen Individualdaten wie Alter, Geschlecht
und Korpergrofle vor. Da die Frage eines Zusammenhanges zwischen diesen Parametern
(unterschiedliche interne Faktoren) und dem Diageneseprozess nicht vollstindig geklart ist (siche

I: 3.3), fand eine statistische Prifung Faktoren mittels Korrelationsanalyse statt.

Die Analyse der Zusammenhinge zwischen den Merkmalen diente ebenfalls dazu Indikatoren fiir

den diagenetischen Status eines Knochens festzustellen (vgl. I: 3.3).

Die Analyseebene Fluoreszenz wurde nicht zur Erklirung diagenetischer Vorginge genutzt, da
ihre Ursache weitestgehend unbekannt und so eine Erkenntnis tiber diagenetische Prozesse nicht
ableitbar ist. Vielmehr soll die vorliegende Untersuchung zur Aufklirung der
Fluoreszenzentstehung und sie beeinflussender Faktoren beitragen. Vorherige Studien haben
gezeigt, dass die Fluoreszenzausprigung von archiologischem Material nicht von der Liegezeit,

sondern von Umweltbedingungen und daraus resultierendem Erhaltungsstatus des Knochens
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abhingen (Harbeck 2002). Die Eignung der Fluoreszenz als Diageneseindikator wurde in der
vorliegenden Arbeit gepruft.

Tab. I.4: Analyseebene des Knochens und dazugehorige festgestellte Merkmale, sowie angewandte spurenkundliche
Methode. Asparaginsdurerazemisierungsgrad und Amplifizierbarekeit sowohl als diagenetisches Merkmal als auch als
spurenkundliche Methode eingesetzt.

Ebene Bestandteil Merkmal spurenkundliche Methode

Oxford histologischer Index

Index fiir Verhalten im
polarisierten Licht

Index zur Abschatzung der Anzahl
. der Mikrofissuren
Mikrostruktur

Index zur Abschétzung des
bakteriellen Befalls

Menge des exogenen Materials

braune Verfarbung unter
Strukturerhalt

Gewichtsprozent organischer
Anteil (Kollagengehalt,
Kollagenquantitat)

Aminosaureprofil
(Kollagenerhaltungsgrad,
Kollagenqualitat)

Kohlenstoffgewichtsprozent

Stickstoffgewichtsprozent

Biomolekiil: L .
Asparaginsaurerazemisierungsgrad
C-lsotopenanalyse
N-Isotopenanalyse
Signal der
Agarosegelelektrophorese
DNA Inhibitorenanwesenheit
Amplifizierbarkeit
Fragmentierungsgrad
Mineralgehalt in Gewichtsprozent
Ca/P
. strukturelles Elementkonzentration
Mineral
Carbonat C-lsotopenanalyse
O-Isotopenanalyse
Blauindex

Fluoreszenz
Zusétzliche Farbbildung
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Neben dem iz vitro (Temeraturexperiment I) und 7z vivo degradiertem Material wurden zwei
Materialkomplexe mit besonderen diagenetischen bzw. biostratonomischen Umstinden
untersucht. Zu einem wurde ein Temperaturexperiment unter den gleichen Bedingungen wie bei
Temperaturexperiment 1 durchgefithrt. Allerdings weichen Ausgangsmaterial sowie dessen
Vorbehandlung von diesem ab. Zum anderen wurde eine kleine Stichprobe von rezentem

kremiertem Material analysiert.

Die Proben des Temperaturexperimentes II stammen im Gegensatz zu Temperaturexperiment I
von unterschiedlichen Individuen (siehe III: 3), die in Formalin konserviert waren. Formalin ist
das am weitesten verbreitete Fixierungs- und Konservierungsmittel fiir biologisches Material.
Dementsprechend ist man vor allem in der Zoologie, Forensik, Medizin aber auch in der
Anthropologie regelmif3ig mit formalinfixiertem Gewebe konfrontiert, wenn es z.B. darum geht,
Fragestellungen an konserviertem Material aus anatomischen Sammlungen (z.B. Huxley 2005,
Lehmann & Kreipe 2001, Ochmichen et al. 2003, Shedlock et al. 1997). Vor allem bei
molekularen Fragestellen wird nicht das Weichgewebe, sondern das Knochenmaterial verwendet
in der Hoffnung, dass in diesem die Formalinfixierung weniger stark ausgepragt ist. (z.B. Stuart
et al. 2006, Wiegand et al. 19906)

Die Analyse dieser formalinfixierten Proben ist nicht nur hinsichtlich der spurenkundlichen
Methodik, sondern auch fir das Studium das diagenetischer Prozesse relevant, da Formalin
dhnliche Prozesse initiiert wie z.B. Huminsduren in archiologischem Knochenmaterial. Beide
Substanzen bilden Cross-links mit Biomolekiilen, insbesondere dem Kollagen und tragen zu
deren Vernetzung und folglich Stabilisierung bei, so dass es zur Konservierung dieser Molekiile
kommt (Boskey et al. 1982, Riede et al. 1992), was wiederum ein anderes Verhalten der

betroffenen Strukturen in diagenetischen Abbauprozessen bedeutet.

Die Analyse des rezenten kremierten Materials soll Erkenntnisse tiber den Knochenstatus nach
dem heute ublichen Verbrennungsprozess geben, da dieses Untersuchungsmaterial im
forensischen Kontext immer bedeutender wird (siche I: 3.1.1). Aus diesen Untersuchungen
konnen Riickschliisse auf den Status archiaologischen Leichenbrands gezogen werden besonders
hinsichtlich der Anwendungsmdglichkeit molekularer Methodik, die bis heute als unsicher gilt
(vgl. I: 3.1.1). In der vorliegenden Arbeit wurde ausschliefSlich rezent kremiertes Material
verwendet, da dies nach seiner Verbrennung einen nachvollziehbaren Weg vor der Laboranalyse

durchliuft, was insbesondere hinsichtlich der Kontaminationsméglichkeiten von Bedeutung ist.

Ein Ziel dieser Arbeit war es also unter besonderer Betrachtung der Beziehung der
Abbauprozesse zwischen den einzelnen Knochenebenen Aussagen zur Knochendiagenese zu
optimieren. Die gewonnenen Erkenntnisse wurden anschlieBend in ihrer Bedeutung fir die

biologische Spurenkunde ausgewertet.
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5.2 Spurenkunde und Diagenese: Spezielle Fragestellungen

Neben der allgemeinen Betrachtung der Bedeutung von Diageneseprozessen auf die biologische
Spurenkunde (Auswirkung auf Extraktionsverfahren, Analysemdglichkeit von kremierten

Material) sollten verschiedene spezielle Fragestellungen beantwortet werden.

Es wurde die Méglichkeit gepriift, die Bestimmung des Grades der Aminosiurerazemisierung als
Anzeiger fur mogliche Erhitzungsereignisse des Knochens zu nutzen.

Da die Razemisierung von Aminosiduren sowohl Zeit- als auch temperaturabhingig ist (siche I:
2.2.2), sollten archiologische Knochenproben mit dhnlichen Liegezeiten und -bedingungen
dhnliche Razemisierungsgrade aufweisen. Ein FErhitzungsereignis wiirde in diesem Fall zu
hoheren Razemisierungsgraden der betroffenen Proben fithren. Der neolithische Fundkomplex
Nevali Cori fiel durch besonders schlechten Kollagenerhalt des tierischen Materials im Vergleich
zum humanen Material auf, was zu der Vermutung fihrte, dass dies durch Kochen vor der
Bestattung des Materials hervorgerufen sein konnte (Losch 2003). Von diesem Fundort wurden
in der vorliegenden Arbeit vergleichend Tier- und Menschenknochen auf ihren
Asparaginsaurerazemisierungsgrad untersucht. Bei einem regelmilBig durchgefiihrten Kochen
oder Braten von Tieren sollten deren Knochenproben signifikant hohere Werte aufweisen als die
des humanen Materials.

Ahnlich wird bei dem wesentlich jiingeren Fundort Kehlheim/Unterigling verfahren. Bei
mittelalterlichen Fundplitzen kann von einem Erhitzen der Tiere vor dem Verzehr ausgegangen
werden, was sich ebenfalls im Asparaginsidurerazemisierungsgrad der Knochenprobe im

Vergleich zum menschlichen Knochen zeigen musste.

Die im ersten Teil der Arbeit (siche I: 5.1) festgestellten Zusammenhinge von Merkmalen
verschiedener Knochenebenen und Biomolekilen koénnen Aufschluss tber potentielle
Screeningsmoglichkeiten (siehe I: 4.1) geben, bzw. bereits aufgestellte Screeningmethoden
beurteilen. Mittels Diskriminanzanalyse (siche III: 12) wurde die Eignung verschiedener
Merkmale hinsichtlich ihrer Aussagekraft fiir den Kollagen- bzw. DNA-Erhalt festgestellt.

Es wurden weiterhin Qualititskriterien fiir Kollagen (siche I: 4.2) validisiert und ggf. verbessert.
Dazu wurden bei den Proben des archidologischen Materials und des Temperaturexperimentes 1
die Verhiltnisse der stabilen Isotope von Kohlenstoft (C) und Stickstoff (N) ermittelt.

Bei den Proben des Temperaturexperimentes I ist der ,Sollwert” der stabilen Isotopen-
verhiltnisse bekannt: Da die Proben von einem einzigen Individuum stammen, sollten alle
Proben die gleichen Isotopenverhiltnisse aufweisen. Gleichzeitig wurden verschiedene Merkmale
des Kollagens bestimmt, was eine Aussage tiber deren Nutzen als Qualititskriterien ermdglicht.
Da im Temperaturexperiment nur die chemische Diagenese beriicksichtigt wird, wurden
ebenfalls bei archidologischen Proben stabile Isotopenverhiltnisse bestimmt und ihre Beziehung
zu anderen Merkmalen analysiert.

Die stabilen Isotopenverhiltnissen des Carbonats wurden ebenfalls anhand des archiologischen
und 77 vitro degradadierten Material Uberprift, um eine Aussage tGber die Validitat der Ergebnisse

treffen zu konnen.
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I1

Material

Die in dieser Arbeit analysierte Stichprobe setzt sich aus 72 archiologischen, zehn modernen
kremierten und 28 7z vitro degradierten humanen Knochenproben zusammen (n = 110).
Zusitzlich wurden 55 tierische Knochenproben als Vergleichsmaterial fiir die Aminosaure-
razemierungsanalyse und 15 Zahnproben des Fundkomplexes Etting zur molekulargenetischen
Untersuchung in die Arbeit einbezogen, so dass sich ein Gesamtvolumen von 180 Proben ergibt.
Wenn vorhanden wurden die Individualdaten der jeweiligen Knochenproben angegeben, das

Alter wird in Klassen angegebenen, die sich nach Herrmann et al. (1990) folgendermal3en

definieren:

o Infans1: 0—06 Jahre

o Infans2: 7-12 Jahre
o Juvenis: 13 — 20 Jahre
o Adultas: 20 — 40 Jahre
o Maturitas: 40 — 60 Jahre
o Senilis 60 — Q
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1  Archiologisches Material

Die Knochen- und Zahnproben des archiologischen Materials stammen aus zehn
unterschiedlichen archiologischen Fundkomplexen Deutschlands und der Ttrkei mit Liegezeiten

von ca. 11 500 bis zu 400 Jahren. Sie werden hier geordnet nach ihrer Liegezeit aufgefiihrt.

1.1  Gobekli Tepe

Von dem Fundkomplex Gé&bekli Tepe (36°53’N, 37°44°0) wurden zwei humane Knochenfunde
und zwei Knochenfunde tierischen Ursprungs analysiert (Tab. II.1). Eine morphologische
Begutachtung der Proben hinsichtlich des Alters und Geschlechts war aufgrund des

Fragmentierungsgrades nicht méglich.

Tab. II.1: Untersuchtes Probengut des Fundkomplexes Gobekli Tepe (nach Dummler 2004)

Probe Fundnummer Spezies Knochen Zeitstellung
Go 1 M7/ GTW 28.10.95, S 2.1.1 Homo sapiens Tibia frihneolithisch
Go 2 M3/GTZ27.10.95 S1.1.1 Homo sapiens Unterkiefer subrezent
Go6 3 121/ GTZ18.10.95 S.1.1.1 Equide subrezent
Go 4 201/ GTZ 97, 8.10.97. L9-75, Loc 48.1 Gazelle subrezent

Das neolithische Bergheiligtum Gobekli Tepe liegt in Stidostanatolien (heutige Tirkei) und
befindet sich in einer Rethe von Hugelgruppen auf einem aus Kalkstein bestehenden, 200 bis
300m hohen Bergzug (von den Driesch & Peters 1999). Nach bisherigen archiologischen
Untersuchungen wird der erste Siedlungsplatz in Gébekli Tepe in die frithneolithische Zeit
datiert, auf ca. 9500-8500 v. Chr. (Dummler 2004). In dieser Region ist der Begriff
Frihneolithikum als akeramisches Neolithikum (Prepottery Neolithic) zu verstehen, in dem noch
keine Tongefille gefunden werden. Nach Kenyon (1979) wird diese Periode kulturhistorisch in
die Stufen Prepottery Neolithic A (PPNA) und B (PPNB) unterteilt. Die Kulturstufe Prepottery
Neolithic B (PPNB) lisst sich in folgende chronologische Abschnitte eingeteilten: Early-
(EPPNB), Middle- (MPPNB) und Late Prepottery Neolithic B (LPPNB) (Schmidt 1998 in Lésch
2003). Gobekli Tepe wurde vom PPNA bis spatestens ins mittlere (M)PPNB genutzt. Weiteres
Fundgut stammt aus einer spitmittelalterlichen Siedlungsperiode. Der archidologische
Fundkomplex besteht aus drei Schichten, wobei die oberste Schicht postneolithisch (subrezente
Proben), die beiden unteren Schichte neolithisch sind (Tab. 11.2).

Die heutigen klimatischen Verhiltnisse am Fundort G6bekli Tepe entsprechen einem kontinental

gepragten, semiariden Mittelmeerklima mit ausgeprigtem Winterregen (Jahresmittel: 482mm).

Die mittlere Jahrestemperatur betrigt ca. 18°C.
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Tab. II.2: Fundschichten und zugehérige
Zeitabschnitte von G6bekli Tepe

(Dummler 2004)
Fundschicht Zeitabschnitt
Layer | Postneolithisch
Layer Il PPNB
Layer Ill PPNA

Die archiologische ErschlieSung von Gobekli Tepe und Giirciitepe (siche II: 1.2) wird seit 1995
von Mitgliedern des Museums von Sanliurfa (Ttrkei) und des Deutschen Archidologischen
Instituts durchgefthrt.

1.2 Girciitepe

Von dem ebenfalls in Sidostanatolien gelegenen Fundkomplex Girciitepe wurden drei humane
Knochenproben untersucht (Tab. I11.3)

Tab IL.3: Untersuchtes Material der Fundstelle Giirciitepe (nach Dummler 2004)

Probe Fundnummer Knochen Zeitstellung
Gui 1 B/ Gu ll, 12.9.95; N-Wadi, W-Profil, D.3 Phalanx neolithisch
Gi 2 M1/ Gu Il; 16.9.95; N-Wadi, W-Profil, E.7 Os coxae postneolithisch
Gi 3 M9/ G ll, 24.9.95; S1.1.4 Calotte neolithisch

Der archiologische Fundplatz Giirctitepe liegt am nordwestlichen Rand der Harranebene, 10km
Luftlinie von G&bekli Tepe entfernt. Er umfasst acht Siedlungshiigel, in der vorliegenden Arbeit
werden nur Funde aus dem gréBten Hugel (Hugel II) bearbeitet.

Die Funde aus diesem Hiigel lassen sich zwei unterschiedlichen Besiedlungsperioden zuordnen.
Zwei Proben stammen aus der neolithischen Besiedlungsphase. In dieser Zeit gab es in
Giirciitepe eine Talsiedlung, die sich entlang eines Bachlaufes erstreckte und deren Bevolkerung
bereits Ackerbau betrieb (Schmidt 2000). Die Nutzungszeit ist auf die Spitphase des
akeramischen Neolithikums B (LPPNB) begrenzt und chronologisch ca. 7500 bis 7000 v. Chr.
einzuordnen (Dummler 2004). Die nichste Besiedlungsphase fillt in die hellinistische und
rémisch-byzantische Zeit. Es wird vermutet, dass auf dem Hugel II rémisch-byzantische Bauten
vorhanden waren (Beile-Bohn et al. 1998), weiterhin wurden mehrere byzantinische Bestattungen
gefunden (Dummler 2004). Ein weiteres in der vorliegenden Arbeit untersuchtes
Knochenfragment stammt vermutlich aus dieser Zeit (subrezent).

Der Originalverband des untersuchten Knochenmaterials wurde durch den Bau eines
Wasserwerkes und Erosion zerstort. Das Wasserwerk entldsst seit seinem Bau in unregelmif3igen
Abstinden tUber Teile der Grabungsfliche Wasser und verursacht so stark schwankende
Bodenfeuchtigkeitsverhiltnisse. Die Funde sind oft nur fragmentarisch erhalten, die
Knochenoberfliche ist hdufig mit einer millimeterdicken, grauen Kalksinterschicht tberzogen
war (von den Driesch & Peters 1999).

Klimatisch entspricht der Fundkomplex Girciitepe dem Fundort Gobekli Tepe.
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1.3 Nevali Cori

Von dem Fundkomplex Nevalt Cori (37°35N, 38°39°0) stammen zehn humane Knochenproben
(Tab IL.5) und 40 Proben (Tab. ILG) tierischen Ursprungs. Der fragmentierte Zustand des
Materials liel3 keine morphologische Befundung hinsichtlich Alter und Geschlecht zu.

Die neolithische Siedlung Nevali Cori liegt im siidostanatolischen Hiigelland in der heutigen
Tiurkei, unterhalb des Dorfes Kantara, an der ndrdlichen Grenze des sog. Fruchtbaren
Halbmondes. Der Zeitraum der Besiedlung Nevali Coris erstreckt sich vom Frihneolithikum
(8. Jt. v. Chr.) bis zur frithen Bronzezeit (ab 3000 v. Chr.). In den mehr als zwei Meter starken
Kulturablagerungen Nevali Coris wurden funf Siedlungsschichten festgestellt. Diese kénnen
folgenden Zeitabschnitten und Datierungen (Radiocarbonadatierung) zugewiesen werden (nach
Losch 2003, Losch et al. im Druck):

Tab. II.4: Datierung der Schichten Nevalt Coris (nach Losch et al. im Druck)

Siedlungschicht Zeitabschnitt Chronologische Zeitstellung

(BP)
I/1l EPPNB ca. 9280 - 8930
[ MPPNB ca.9020 - 8864
\% MPPNB
Vv MPPNB und ca. 8776 - 8610
LPPNB
VI/VII/VII nachneolithisch

Nevali Cori ist eine der ersten Siedlungen im nahen Osten nach der sog. neolithischen Revolution
(Ubergang vom Jiger- und Sammlertum zu Domestikation und Ackerbau) (Colledge et al. 2004,
Loésch et al. im Druck, von den Driesch und Peters 2001).

Tab IL.5: In die vorliegende Untersuchung einbezogene humane Knochenproben des Fundkomplexes Nevalt Cori
(nach Losch 2003, im Druck)

Probe Fundnummer Altersklasse Knochen Schicht
NC 12 NC 90 G5 Hs6 Infans | Humerusfragment M
NC 13 NC 90 G7 18.29 Infans | Humerusfragment /1
NC 14 NC 91 H5S Gr. 277.28 Adult Kalotte 1
NC 15 NC 91 H5S 0.21 Adult Metatarsus Il
NC 16 NC 91 G7 7181.35 Adult Kalotte robust /11
NC 17 NC 91 H5S Gr. 277.27 Adult Mandibula I
NC 18 NC 91 F5 Adult Phalanx I
NC 19 NC 89 H11 S-Profil bei B.1 Adult Kalotte robust Eisenzeit
NC 20 NC 91 H8 HS 16 Pfl. 1 Adult Kalotte 1

Die heutigen klimatischen Verhiltnisse von Nevali Coris entsprechen denen der nahe gelegenen
Stadt Samsat. Sie zeigen ein kontinental geprigtes, semiarides Mittelmeerklima mit ausgeprigten
Winterregen (mittlere Jahrestemperatur 16°C, durchschnittlicher Jahresniederschlag 500mm)
(Volk et al. 1994).

In den Jahren 1978 bis 1991 wurde der Fundkomplex Nevalt Cori von mehreren internationalen

Gruppen im Rahmen des Untere-Euphrat-Rettungsprojektes archiologisch erschlossen (Lésch
2003).
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Tab. I1.6: Untersuchte Tierknochen des Fundkomplexes Nevalt Cori, nb = nicht bestimmbar (nach Losch 2003)

Probe Fundnummer Spezies Knochen Schicht
NC 1 NC 89 18.10 G5 Gr.8.25 Bos taurus Tibia links /1A
NC 2 NC 91 26.9 F7 79.33 Bos taurus Radius rechts I/1
NC3 NC917.11 H5S 0.23 Gr.288 Capra sp. Radius IV/V
NC 4 NC Sus scrofa Ulna VI-VIII
NC 5 NC 119024.9T150.3 Equus hemionus Metacarpus VI-VIII
NC 6 NC 91.29 G9 88.24 Meles meles Ulna I/l
NC 7 NC 91 F5 Gr. 249 Capra aegagrus Phalanx 1 I
NC 8 NC 91 KN 14 H4N? Sus transistion Humerus nb
NC 9 NC 91 Ku 14 Vulpes vulpes Tibia nb
NC 10 NC 85 G5 72.5 Equus hemionus Talus IV/V
Canis lupus |
NC 21 NC 91 16.10 F5 Gr. 249 familiaris Metatarsus
NC 22 NC 91 G9 5779.29 Putz Lepus sp. Sacrum I
Canis lupus |
NC 23 NC 91 1.10 F5 72.46 familiaris (juvenil) Mandibula
NC 24 NC 24.9 F5 86.44 Canis Radius I
NC 25 NC 91 G9 67.28 Dama dama Femur I
NC 26 NC Cervus elaphus Ulna I/l
NC 27 NC 91 31.10 H5S 0.20 Schaf Calcaneus v
' Metatarsus 4 B
NC 28 NC 90 24.9 H10 siid 8 Sus domesticus rechts
NC 29 NC 89 31.8 G5 Hs 6 R4 Sus domesticus Metatarsus 3 links A
NC 91 31.10 H4N 0.33 Gr. WA
NC 30 277 Ouvis orientalis Radius
NC 31 NC 91 18.9 H7 Gr.202 16 Sus domesticus Ulna VI-VIII
NC 32 NC 19.10 G9 39.3 Steg Lepus sp. Tibia rechts /v
NC 33 NC 91 H5S 0.23 Gr.288 Ouvis orientalis Humerus WV
NC 34 NC 91G9 77 Prof. Capra aegagrus Femur rechts -1l
NC 35 NC 90 1.10 H8 Gr. 133A Capra aegagrus Metacarpus VI-VIII
NC 36 NC H9S 0.33 Bos taurus Talus i
NC 37 NC 91 10.10 H9S Gr.232.35 Meles meles Vertebra thor. i
NC 90 H10S Gr. 157 neben ' VI-VII
NC 38 M2 Sus domesticus Femur links
NC 39 NC 90 20.10 G9 28.20 Vulpes vulpes Tibia i
NC 40 NC 91 5.10 F5 Gr.249 Equus hemionus Radius I-111
NC 41 NC Bos taurus Phalanx 2 nb
NC 42 NC 91G9 3949.6 Gr.268 Bos taurus Metatarsus -1l
NC 43 NC G9 8.7 Prof. Ovis sp. Metatarsus -1l
NC 44 NC 91 Ku 14 Bos taurus Phalanx 3 nb
Gazella
NC45  NC 9128.10 GO 3839 subgutturosa Tibia nb
Gazella "
NC 46 NC 90 G9 59.20 subgutturosa Talus
Gazella "
NC 47 NC 19.19 H10 72.24 subgutturosa Metatarsus
NC 48 NC 91 G9 59.29 Cervus elaphus Femur /11
NC 49 NC917.11 H5 S 0.22 Cervus elaphus Humerus re IV/V
NC 50 NC 90 29.10 G95 HS22 R1.29 Cervus elaphus Metacarpus v
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1.4 Panker

Von dem Komplex Panker lagen vier fragmentarisch erhaltene Femora vor (Tab. I1.7).
Der Fundort liegt in Schleswig-Holstein, nahe dem kleinen Ort Matzwitz im Kreis Plon (54°10°N,
10°25°0).

Tab. I1.7: Bezeichnung der Femora aus Panker und anthropologische
Bestimmung (nach Gebhardt & Schréder, unveréffentlicht),
nb = nicht bestimmbar.

Probe Fundnummer | Altersklasse | Geschlecht
P1 1665 nb nb
P2 1669 nb weiblich
P3 1667 nb nb
P4 1666 nb nb

Die Knochen wurden in den Resten eines Megalithgrabes gefunden. Anhand von
Radiokarbondatierungen einiger Fundstiicke wird das Grab auf ca. 2500 v. Chr. datiert (Hirsch
2001a). Die Beigaben zeigen, dass die Kammer im Verlauf mehrerer Jahrhunderte wiederholt fiir
Bestattungen genutzt wurde. Weiterhin stellen die Funde aus der Grabkammer keinen
geschlossenen Fund dar: Der Inhalt der Kammer wurde zwischen der alteren Bronzezeit und der
neuzeitlichen Zerstérung mehrmals gestort (Hirsch 2001b). So kann keine genaue Datierung des
gefundenen Skelettmaterials vorgenommen werden.

Megalithgriber (auch GroBsteingriber, Hinengriber) bestehen aus unbearbeiteten, auf die Erde
gestellten Steinblécken, die von Erd- oder Steinhiigeln bedeckt waren. Sie werden ab 3000 v. Chr.
in Schleswig-Holstein zu einer weit verbreiteten Bestattungsform des Neolithikums (Abb. IL.1).
Bei dem Megalithgrab in Panker handelt es sich um den mit mehr als 1000 Skelettfragmenten
umfangreichsten Fundkomplex menschlicher Skelettreste aus dieser Zeit. Aufgrund unglnstiger
Erhaltungsbedingungen (kalkarme Boden) werden in den neolithischen Bestattungen dieser
Region nur selten erhaltene Knochenreste gefunden (Hoika 1990).

Z ST
Abb. II.1: Typisches Megalithgrab in Schleswig-Holstein (Bordesholm),
nur noch die Grabkammer ist zu sehen, der Grabhiigel wurde entfernt

49



I1 Material

Die Erhaltung der Knochen des Megalithgrabes Panker begriindet Hirsch (2001b) mit der
besonderen Ausstattung des Grabes:

Der Boden der Grabkammer war urspringlich vollstindig gepflastert und zwar, fir Schleswig-
Holstein ungewohnlich, hauptsichlich mit Kalksteinplatten. Weiterhin war die Kammer
wahrscheinlich mit hochkant stehenden Steinplatten in Quartiere unterteilt worden.

Die Steine der Grabkammer waren schon im 18. Jahrhundert beseitigt worden, jahrelanger
Ackerbau hatte vom Kammerinhalt lediglich eine 10cm starke dunkelhumose Fundschicht tibrig
gelassen, die von Ackerboden bedeckt wird. Unter der Fundschicht befindet sich Lehmboden
(Hirsch 2001a).

Klimatisch liegt Panker, wie auch die anderen Schleswig-Holsteinischen Fundplitze in der
Westwindzone. Darunter versteht man eine gemiligt warme Temperaturzone zwischen sub-
tropischen Gebieten im Studen und kalten Bereichen Nordeuropas (mittlere Jahrestemperatur:
8,6°C, durchschnittlicher Jahresniederschlag 754mm) (Wagner 2002).

Der Fundkomplex Panker wurde im Zuge einer archiologischen Ausgrabung 1985 im Auftrag

des Archiologischen Landesamtes Schleswig-Holstein geborgen.

1.5 Eiderschidel

Bei dem Eiderschiadel handelt es sich um einen Einzelfund.

Der Schidel wurde von Mitarbeitern des Instituts fiir Rechtsmedizin im Jahre 2003 aus der Eider
(SuBwasserfluss) nahe Bordesholm (54°11°N, 10°01°0) in Schleswig-Holstein geborgen.

Wie Abbildung I1.2 zeigt, weist der Schidel einen relativ guten Erhaltungsgrad auf und ist von
Muscheln bewachsen.

Es handelt sich wahrscheinlich um ein weibliches Individuum mit einer Liegezeit von ca. 2000
Jahren (Wiesbrock, U. (Institut fiir Rechtsmedizin, Kiel), miindliche Mitteilung).

Abb. 11.2: Der Schidelfund aus der Eider nach seiner Bergung,
mit Muschelbehaftung
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1.6 Trier

Neun weitere Proben von Femora stammten von einem Griberfeld (Medarstral3e) in Trier
(49°45°’N, 6°38°0). Die anthropologische morphologische Begutachtung wurde 1998 von
Schréder et al. durchgeftihrt, die Ergebnisse zeigt Tabelle 11.8.

Tab. I1.8: Proben des Fundkomplexes Ttier und Ergebnisse der anthropologischen Befundung
(nach Schréder et al. 1998), nb=nicht bestimmbar.

Kérperhohe
Probe Fundnummer Altersklasse Geschlecht (cm)

T1 75 Maturitas mannlich 162 +/- 3,2
T2 76 Maturitas weiblich 160 +/- 2,7
T3 63 Infans 1 nb nb

T4 84 Maturitas weiblich nb

T5 108 Juvenis nb 161 +/- 3,2
T6 55 Maturitas weiblich 157 +/- 2,7
T7 69 Maturitas weiblich 167 +/- 3,2
T8 77 Maturitas méannlich 172 +/- 3,2
T9 81 Maturitas méannlich 161 +/- 3,2

Durch die beigegebenen Funde konnte das Griberfeld in die spatrémische Zeit, d.h. in das dritte
und vierte Jahrhundert n. Chr. datiert werden (Schroder et al. 1998). Die klimatischen

Bedingungen entsprechen dem des Fundkomplexes Panker.

Das Skelettmaterial wurde 1994 in einem Ausschnitt des romischen Griberfeldes in der

Medardstra3e im Auftrage des Rheinischen Landesmuseums Trier geborgen.

1.7  Etting

Es wurden Knochen- und Zahnproben von 15 Individuen des bayrischen Fundkomplexes Etting
(48°49°’N, 11°22°0O) analysiert. Je nach Analysemethode wurden verschiedene Skelettteile
verwendet. Fur die Kollagengewinnung wurden Rippen genutzt, fir die Beurteilung von
Histologie und Fluoreszenz wurden Femurquerschnitte eingesetzt, die DNA-Extraktion erfolgte

aus den Zahnen.

Das Griberfeld Etting-Sandfeld liegt nordostlich von Ingolstadt in der Nihe des heutigen Ortes
Etting. Die Nekropole wird in die Zeit um 700 n. Chr. datiert. Der Bestattungsplatz liegt auf
einem Hang, der nach Siden zu einem Bach hin abfillt. In ca. 100m Entfernung wurde eine
vermutlich zugehorige Siedlung des 7. und 8. Jahrhundert n. Chr. nachgewiesen. (Czermak &
Ledderose 2004)

Bei dem Fundkomplex Etting handelt es sich um eine spatmerowingerzeitliche Separatgrablege
(siche auch Wahl et al. 2001).
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Tab. I1.9: Proben des Fundkomplexes Etting und Ergebnisse der anthropologischen Befundung
(Czermark 2003), nb=nicht bestimmbar.

Probe Fundnummer Altersklasse Geschlecht Koérperhéhe (cm)
E1 Grab 1/ 0Obj. 04 Adultas mannlich 168,4
E2 Grab 2/ Obj. 01 Maturitas mannlich 175,7
E3a Grab 3ANord / Obj. 200/03 Adultas mannlich 171,8
E3b Grab 3BSiid / Obj.200/01 Adultas mannlich 171,5
E3c Grab 3/1 / Obj. 200/02 Adultas mannlich 170
E7 Grab 7/ Obj. 179 Adultas mannlich 170
E13 Grab 13/ Obj. 251 Adultas mannlich 169

E18/1 Grab 18/1 / Obj. 301/01 Maturitas mannlich 174,3

E18/2 Grab 18/2 / Obj. 301/02 Maturitas mannlich 171,5
E19 Grab 19/ Obj. 172 Juvenis mannlich 156,8
E22 Grab 22/ Obj. 258 Adultas mannlich 165,9
E25 Grab 25/ Obj. 260 Adultas mannlich 168,7
E27 Grab 27 / Obj. 211/ 01 Adultas mannlich 176,2
E29 Grab 29/ Obj. 263 Adultas mannlich 165,5
E31 Grab 31/ Obj. 175/01 Juvenis weiblich nb

Der Fundort liegt im mitteleuropiischen Klimabereich, die in der Nihe des Fundplatzes liegende
Stadt Nurnberg zeigt Jahresdurchschnittstemperaturen von 8,7°C mit kalten Wintern und heillen
Sommern (durchschnittlicher Jahresniederschlag 638,4mm) (Kochen 1952).

Der Fundkomplex Etting wurde 1996 als Folge von Baumal3inahmen vollstindig ergraben.

1.8 Kelheim und Unterigling

Ebenfalls aus Bayern stammen 23 Proben aus den Fundkomplexen Kelheim und Unterigling.
Den Grofiteil der Proben stellt der Fundkomplex Kelheim nahe der Stadt Kelheim (Landkreis
Kelheim, 48°55’N, 11°52’0O) in Niederbayern (vgl. Bernd 1980). Die hier gefunden Griber
stammen aus der Zeit des 6. Jahrhunderts n. Chr. bis zum 10. Jahrhundert n. Chr. (Meier & Eibl,
in Vorbereitung).

Die Datierung der einzelnen untersuchten Proben (nach Meier & Eibl, in Vorbereitung) und
ithren anthropologischen Befund (Strott, in Vorbereitung) zeigt Tabelle 11.10, die Probennahme
erfolgte ausschlieBllich an Rippen.

Tab. I1.10: Anthropologischer Befund des humanen Kelheimer Materials (nach Strott, in Vorbereitung) und
die Datierung der einzelnen Proben (nach Meier & Eibl, in Vorbereitung), nb=nicht bestimmbar.

Probe Fundnummer Altersklasse Geschlecht KorperhGhe (cm) Datierung

Kh1 Kh 130 Adultas mannlich nb 7. Jahrhundert
Kh7 K.K. 59 Infans | weiblich nb 8. - 10. Jahrhundert
Kh9 Kh62 Adultas weiblich 159 8. - 10. Jahrhundert
Kh10 Kh72 Adultas weiblich 159 8. - 10. Jahrhundert
Kh12 Kh128 Juvenis weiblich 166 8. - 10. Jahrhundert
Kh13 Kh33/1 Maturitas mannlich nb 8. - 10. Jahrhundert
Kh15 Kh58 Maturitas mannlich 172 8. - 10. Jahrhundert
Kh16 Kh2 Maturitas mannlich nb 8. - 10. Jahrhundert
Kh17 Kh12/1 Adultas weiblich 166 8. - 10. Jahrhundert
Kh 19 K.K. 46 Infans | mannlich nb 8. - 10. Jahrhundert
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Zusitzlich zu dem menschlichen Fundgut wurden Rinderknochen dieses Fundortes hinsichtlich
threr Aminosaurerazemisierungswerte analysiert. Es standen acht Proben des Fundkomplexes
Kehlheim und fiinf Proben des Fundortes Unterigling zur Verfiigung. Der Fundort Unterigling
zeigt dhnliche Bodenbedingung und Zeitstellung wie der Fundkomplex Kelheim (Tabelle I1.11,
Strott (Department Biologie I, Bereich Biodiversititsforschung/Anthropologie, LMU-Miinchen)
mundliche Mitteilung).

Bei Unterigling handelt es sich um ein karolingisch-ottonisches Griberfeld (Gemeinde Igling,
48°04’N; 10°48°0), das einige Kilometer nérdlich von Landsberg am Lech liegt (westliches
Oberbayern). Die Belegung dieses Reihengriberfeldes erstreckt sich vom 8. bis 9. Jahrhundert n.
Chr. (Meier & Eibl, in Vorbereitung).

Klimatisch entsprechen die Fundkomplexe Kelheim/Unterigling dem Fundkomplex Etting.
Die Ausgrabung erfolgte durch das Bayrische Landesamt fiir Denkmalpflege zwischen 1976 und
1980 (Strott, in Vorbereitung).

Tab. I1.11: Untersuchte Rinderknochen der archiologischen Fundplitze Kelheim und Unterigling
(nach Strott, in Vorbereitung, Datierung nach Meier & Eibl, in Vorbereitung).

Probe Fundnummer Fundort Knochen Datierung
Kh2 BT12/27 771128 Kelheim Radius 7. bis 9. Jahrhundert
Kh3 BV12/08 1535 Kelheim Cranium 6. bis 9. Jahrhundert
Kh5 BX13/27 77139 Kelheim Vertebra cervicalis 7. bis 9. Jahrhundert
Kh8 BL14/42 771602 Kelheim Mandibula 8. bis 9. Jahrhundert
Kh11 BP11/17 Kelheim Cranium 6. bis 9. Jahrhundert
Kh14 Kelheim Cranium 6. bis 9. Jahrhundert
Kh18 BV 16/02 Kelheim Humerus 7. bis 9. Jahrhundert
Kh20 BV12/08 7711534 Kelheim Tibia 6. bis 9. Jahrhundert
U1 2003/3268 89636D Unterigling Metatarsus 8. bis 9. Jahrhundert
u2 2001/2428 67865D Unterigling Metatarsus 8. bis 9. Jahrhundert
u3 2003/3388 44521E Unterigling Tibia 8. bis 9. Jahrhundert
U4 2003/1947 89980D Unterigling Metatarsus 8. bis 9. Jahrhundert
us 2003/3320 89650D Unterigling Coxae 8. bis 9. Jahrhundert

1.9 Hemmingstedt

Die Proben von vier Femora des Fundkomplexes Hemmingstedt stammen aus einem
Massengrab in der Nihe des Schleswig-Holsteinischen Ortes Hemmingstedt (54°09’N; 9°0°0).
Die morphologische Alters- und Geschlechtsbestimmung fand in einer vorhergehenden
Untersuchung (de Albuquerque Leinenbach et al. 2000) statt, die Befunde zeigt Tabelle 11.12.

Tab. I1.12: Anthropologische Befund des Hemmingstedter Probenmaterials
(nach de Albuquerque Leinenbach et al 2000)

Probe Fundnummer Altersklasse Geschlecht Kor;():l::;ohe
H1 E1 Juvenis mannlich 179
H2 E4 Juvenis mannlich 176
H3 E3 Adultas mannlich 173
H4 E5 Maturitas mannlich 168
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Das Massengrab wird der Schlacht bei Hemmingstedt am 17. Februar 1500 zugeordnet (de
Albuquerque Leinenbach et al. 2000). Die Funde sind somit genau datiert.

Bei dieser Schlacht des unabhingigen Bauernstaates Dithmarschen gegen das dénisch-
holsteinische Heer siegten die zahlenmil3ig unterlegenen Bauern, indem sie das gegnerische Heer
auf Marschland lockten, dieses durch Offnen der Deiche fluteten und so ein GroBteil der Gegner
ertrinkten. Auf dem Schlachtfeld wurden spiter die gefallenen Fulknechte des feindlichen Heers
in rasch aufgeworfenen Massengribern bestattet, wihrend die Adligen nicht begraben wurden

und so ,,ein Raub fiir Raben und Hunde" wurden, wie der Historiker Lammers (1953) schreibt.

Klimatisch entspricht der Ort Hemmingstedt ungefihr dem Fundkomplex Panker (siche I1.1.4),
das Massengrab war in Kleiboden eingetieft. Die Ausgrabung wurde 1996 und 1997 im Auftrag
des Museums fir Dithmarscher Vorgeschichte in Heide durchgefiihrt.

1.10 Flensburg

Neun Knochenproben (Femora) stammen von einem zu einem Franziskanerkloster in Flensburg
(Schleswig-Holstein; 54°47°N, 9°26°0) gehérigen Friedhof, wobei die einzelnen Graber durch
Sekundirbestattungen und spitere Baumal3nahmen stark gestort aufgefunden wurden. Die

Befunde der anthropologischen Begutachtung sind in Tabelle I1.13 zusammengefasst.

Tab. I1.13: Anthropologische Befunde des Untersuchungsgutes des Fundkomplexes Flensburg
(nach Gebhardt 2003, Gebhardt mindliche Mitteilung), nb=nicht bestimmbar.

Probe Fundnummer Altersklasse Geschlecht Koérperhoéhe (cm)

F1 760 Adultas weiblich 182
F2 531 Infans Il nb nb
F3 597 Maturitas mannlich 172
F4 524 Senilis mannlich 156
F5 619 Adultas weiblich 164
F6 433 Senilis weiblich 150
F7 583 Adultas weiblich 157
F9 810 Maturitas weiblich 162
F10 863 Maturitas weiblich 171

Die Bestimmung der genauen Zeitstellung der Proben ist problematisch, da auf eine Datierung
mittels naturwissenschaftlicher Methoden verzichtet wurde. Aus historischen Quellen ist bekannt,
dass sich der Belegungszeitraum des Friedhofes vom Mittelalter bis in die frithe Neuzeit
erstreckte. Aufgrund der Armhaltungen der Verstorbenen kann man den Bestattungszeitraum auf
1300 bis 1600 n. Chr. einengen (Witte 2003).

Klimatisch  entspricht  dieser Fundkomplex den anderen  Schleswig-Holsteinischen
Fundkomplexen (Panker, Hemmingstedt). Die Funde wurden im Auftrag des Archiologischen
Landesamtes Schleswig-Holsteins im Jahre 2000 geborgen.
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2 Rezentes kremiertes Material

Es wurden zehn Proben von zehn unterschiedlichen Individuen nach deren Verbrennung in
einem modernem Krematorium (Krematorium Kiel) analysiert (vgl. Tab. I11.14). Vor der
Verbrennung konnten von sieben dieser zehn Leichen Schleimhautabstriche genommen werden,

die eine molekulargenetische Validisierungsméglichkeit boten (siche III: 11).

Tab. I1.14: Probennummern und morphologisch bestimmtes Geschlecht
der rezenten kremierten Knochenproben.

Probennummer: Geschlecht: | Probennummer: Geschlecht:
K91 weiblich K96 mannlich
K92 mannlich K97 mannlich
K93 mannlich K98 mannlich
K94 weiblich K99 weiblich
K95 mannlich K100 weiblich

In neuzeitlichen Krematorien werden die Leichen bei einer Betriebstemperatur von 880-1000 © C
mit Sarg verbrannt. Die Eindscherung dauert 1'/, — 2 Stunden, in seltenen Fillen kénnen
abhingig von Sarg und Leichenzustand auch bis zu vier Stunden bendtigt werden. Organische
Bestandteile werden bei diesem Verbrennungsprozess vollstindig entfernt. (Bohnert et al. 1998,
McKinley 1994, Warren 1997)

Die Uberreste des Verbrennungsvorganges enthalten neben dem  fragmentierten
Knochenmaterial weitere anorganische Bestandteile von Sarg (Eisennigel) oder Korper
(Prothesen). Diese werden manuell entfernt und die verbleibenden Reste mit einer Miihle zu
zermahlen (S. Abb. I11.3).

Die Analysen finden zum Teil an der ,,Asche® statt, wihrend fir  Histologie und

Fluoreszenzanalyse Querschnitte von ungemahlenen Knochenstiicken genutzt werden.

Abb. I1.3: Die linke Abbildung zeigt die Uberreste einer Leichenverbrennung im Krematorium Kiel vor der
Entfernung von Metalliberresten und Zermahlen des Knochens, die rechte Abbildung zeigt das Ergebnis des
Mabhlens der Knochen: die ,,Asche*
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3  In vitro degradiertes Material

Das in vitro degradierte Material wird in zwei Temperaturexperimenten durch das Erhitzen von
Knochenstiicken in Wasser produziert (siche IIL. 1).

In dem Temperaturexperiment I wurde in einer vorhergehenden Arbeit (Harbeck 2002) Proben
eines einzigen humanen modernen Femurs (mannlich, Adultas) iz vitro degradiert. Fir die in der
vorliegenden Arbeit durchgefithrten Analysen resultieren aus diesem Verfahren 18 Proben, die

mit TE I und der jeweiligen Inkubationsdauer in Tagen bezeichnet werden (siehe IIL.1).

Fir das Temperaturexperiment II wurden zehn humane Femurproben unterschiedlicher
Individuen verwendet. Die Proben wurden im Anatomischen Institut der LMU Miinchen im
Rahmen von Sektionen von in Formalin konservierten Leichen entnommen. Eine Ubersicht tiber
die Individualdaten der Knochenproben und die Dauer der iz witro Degradation gibt
Tabelle 11.15. Die Bezeichnung der Proben setzt sich aus dem Kiirzel TE II und der jeweiligen

Inkubationsdauer in Tagen zusammen.

Tab. I1.15: Individualdaten der Knochenproben des Temperaturexperimentes 11

GroBe Gewicht

Probe Alter Geschlecht (cm) (kg) Bezeichnung
114/03 60 weiblich 169 83 TEll 2
68/03 76 méannlich 165 55 TEIl 4
140/03 88 weiblich 157 54 TEIN7
98/03 68 ménnlich 175 86 TEII9
87/03 78 weiblich 163 56 TE Il 11
115/03 91 weiblich 167 69 TEII 16
138/03 93 weiblich 154 62 TEI118
115/02 86 weiblich 156 72 TE Il 21
128/03 51 mannlich 175 67 TE 1123
89/03 79 méannlich 166 45 TE 1l 25
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I11
Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden Analysen zu unterschiedlichen Komplexen der
Knochenstruktur durchgefiihrt (sieche I: 5). Eine Ubersicht inklusive der, die Analyseebenen
Ubergreifenden Schritte zeigt Abb. IILI.

Durch vorhergehende Arbeiten (Czermark 2003, Dummler 2004, Harbeck 2002, Lésch 2003,
Strott in Vorbereitung, Gaukler 2006) liegt ein Teil der angestrebten Daten vor, so dass bei dem
vorliegenden Projekt auf deren Erhebung verzichtet werden konnte. Aufgrund der
naturgegebenen Materialknappheit des Temperaturexperimentes I und des archiologischen
Materials war es nicht moglich, Analysen auf allen Ebenen bei allen Proben durchzufiihren. So
musste z.B. flr die Proben des Temperaturexperimentes I auf eine histologische Untersuchung
verzichtet werden und die molekulargenetischen Analysen des Ettinger Fundkomplexes wurden
an Zahn- und nicht an Knochenmaterial durchgefiihrt. Bei welcher Probe, welche Analysen bzw.
welche Literaturquellen zur Anwendung kamen, wird im Anhang (b) aufgefiihrt. Die Analysen
wurden soweit nicht anders dargestellt in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Grupe
(Department Biologie I, Bereich Biodiversititsforschung/Anthropologie, LMU-Minchen)
durchgefihrt.

Die in vitro Degradation der Proben des Temperaturexperiments II, die Begutachtung der
histologischen Priparate und der UV-Fluoreszenz (inklusive Indexerstellung), sowie die
Aufarbeitung der Proben fiir die Rontgenfluoreszenzanalyse erfolgten in Zusammenarbeit mit
Frau Dipl. Biol. S. Doppler (Depattment Biologie I, Betreich Biodiversititsforschung/
Anthropologie, LMU-Miinchen)
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1  In vitro Degradation

Es wurden rezente Knochenproben analysiert, die mittels zweier Temperaturexperimente (I und
IT) 7n vitro degradiert wurden (vgl. I: 5.1). Fir die 7z vitro Degradation wurden eine Temperatur
und Wassermenge gewihlt, die sich in Voruntersuchungen fir die Simulierung von
Asparaginsaurerazemisierung auch hinsichtlich der Dauer des Experimentes als sinnvoll erwies
(Harbeck 2002).

Die Proben des Temperaturexperimentes 1 entstammen der 7z witro Degradation einer
vorhergehenden Arbeit (Harbeck 2002). Es wurden grolendefinierte Femurquerschnitte
(ca. 0,5cm Kantenlinge) mittels oszillierender Knochensiage (AESCULAP, Typ GA 702) pripariert,
die mechanisch gereinigt (elektrische Frise, BoscH CSB 800) und anschliefend in einer
absteigenden FEthanolreihe (98%, MERCK) mehrere Stunden zur Fettentfernung gewaschen
wurden. Nach Gefriertrocknung wurden die Proben mit Aqua bidest (10mg pro ml Knochen) in
dicht verschlossenen Glasgefiien (250 ml, SCHOTT DURAN) bei 90°C ein einem Inkubator
(MALAG, Typ 80) erhitzt. Zu definierten Zeiten (siche Tab. I11.1) wurden Aliquots entnommen.
Diese wurden anschlieSend gefriergetrocknet (PFEIFFER VAKUUM, Typ Christ alpha 1-06).

Tab. IIL.1: Bezeichnung und Inkubationszeit
der Proben des Temperaturexperimentes I.

Probenbezeichnung | Inkubationszeit (Tage)
TE10,5 0,5
TEI1 1
TEI2 2
TE12,5 2,5
TEI3 3
TE13,5 3,5
TEI4 4
TEIS 5
TEI6 6
TEI7 7
TE18 8
TEI112 12
TEI116 16
TE 120 20
TE 126 26
TE 129 29
TE 132 32
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Die Pripiration der Knochenproben des Temperaturexperimentes 1I wurde folgendermalen

durchgefihrt:

1. Von in Formaldehyd konservierten Leichen werden nach mechanischer Entfernung des
Fleischanteils mittels einer Knochensige Querschnitte des Femur in der Diaphysenmitte von
2,5 — 5cm Kantenlinge entnommen.

2. Die Proben werden anschlieend bei 100°C in Wasser fiir ca. 3h mazeriert und nochmals
mechanisch gereinigt, um Muskelreste und Knochenhaut zu entfernen.

3. Um restliche Eiweille zu l6sen, werden die Proben mit einer Biozyml6sung (1:10 in
destilliertem Wasser, BRENNESSEL, Munchen) in geschlossenem Gefil3 bei 55°C eine Stunde
inkubiert (Wirmeschrank MEMMERT, Modell 300).

4. Zur Entfettung werden die Proben abschlieBend 1h in Dietylether (NEOLAB) gelagert.

Trotz der Behandlung mit Diethylether zeigten sich noch Fettriickstinde am Knochen, so dass
die Proben einer weiteren Extraktion in einem Soxhletextraktor (ROTH) unterzogen wurden.
Soxhletextraktion ist eine fest/flussig -Extraktion unter kontinuietlichen Riickfluss, die in einem
Soxhlet-Extraktor durchfihrt wird. In dieser Apparatur wird zu Fettentfernung Diethylether in
einem Destillationskolben zum Sieden erhitzt, dieser steigt auf und wird am Kihler kondensiert,
tropft auf das Knochenmaterial und flieB3t periodisch durch Heberwirkung in den Kolben zurtick.
Das extrahierte Fett reichert sich in der sich vor dem Kolben befindlichen Watte an, wihrend das
Extraktionsmittel erneut verdampft, kondensiert und die Knochen weiter entfettet. Dieses
Verfahren wird 3 — 4 Tage bei den Knochenproben angewendet, bis die Watte sich nicht mehr
durch Fettaufnahme gelb verfarbt.

Zur Durchfithrung des Temperaturexperimentes wurden 10 Knochenquerschnitte mit ca. 1lcm
Kantenlinge in dicht verschlossenen Gefillen (250 ml, s. 0.) mit destilliertem Wasser (20ml/g
Knochen) bei 90°C im Wirmeschrank inkubiert. Nach 2, 4, 7, 9, 11, 16, 18, 21, 23 und 25 Tagen
wurde jeweils eine Probe entnommen, gefriergetrocknet (Lyophilisator: CHRIST, Alpha 1-4 LD,
mit Vakuumpumpe: PFEIFFER, Duo 2) und bei -20°C bis zur weiteren Analyse gelagert.

60



IIT Methoden

2  Histologie

Anhand der Mikrostruktur des Knochens soll der Erhaltungszustand des Materials eingeschatzt
werden, insbesondere kann der Grad der mikrobiellen Dekomposition festgestellt werden (siche
I: 3.2.1). Hierzu wurden histologische Diinnschnitte angefertigt und Kiriterien zu der Beurteilung

ithres Erhaltungszustandes angewandt.

2.1  Anfertigung von histologischen Priparaten

Vor der Anfertigung von Dinnschnitten wurden die Knochen zur Stabilisierung in das

Epoxidharz Biodur E12 (BIODUR™PRODUCTS) eingebettet (modifiziert nach Herrmann et al.

1990):

1. Das Biodur wird bei 50°C uber Nacht im Wirmeschrank inkubiert, was eine eventuelle
Kristallbildung riickgingig macht.

2. AnschlieBend wird das Biodur wird mit dem Hirter E1 (BIODUR™PRODUCTS) im Verhiltnis
100:28 polymerisiert, dazu werden beide Flussigkeiten langsam mit einem Glasstab vermengt
(ca. 10min).

3. Die Knochenproben werden in geeignete Gefille gegeben (leere Filmdosen) und mit dem
Kunststoff (Biodur/Hirter-Gemisch) uiberschichtet.

4. AnschlieBend werden die Proben fur 48h bei -0,8bar im Exikator (KARTELL) getrocknet, um
evt. vorhandene Luftblasen zu entfernen.

5. Zur vollstindigen Aushirtung werden die Proben fir 24h im Warmeschrank bei 30°C

inkubiert und anschlieBend fiir mehrere Tage bei Raumtemperatur getrocknet.

Die ausgehirteten Proben wurden mit einem Sidgeschnittmikrotom (LEICA, Typ SP 1600) mit
diamantbesetzter Innenlochsige planparallel geschnitten. Von jeder Probe wurden 2 Schnitte mit
70pm Dicke hergestellt, bei besonderer Briichigkeit des Knochens wurde die Schnittdicke bis auf
100pm erhoht. Die hergestellten Dinnschnitte wurden nach kurzer Trocknungszeit mit dem
Kunstharzklebstoff Eukitt (KINDLER) auf einem Objekttriger (76x26, ROTH) fixiert und mit
Deckglischen (24x40, ROTH) abgedeckt. Nach diesem Schritt wurden die Praparate vor der

mikroskopischen Auswertung ca. 1 Woche bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2 Mikroskopische Untersuchung und Bildbearbeitung

Die Schnitte wurden unter einem Durchlichtmikroskop (ZEISS, Axioskop 2 plus) mit
Digitalakamera (ZEISS, AxioCam MRc colour) unter 50facher (Okular 10x, Objektiv 5x)
VergroBerung sowohl im Hellfeld als auch im Polfilter betrachtet.

Der Polfilter erzeugt polarisiertes Licht, welches bei Betrachtung von Osteonen durch

Interferenzbildung zu sog. Brewster-Kreuzen fithrt (Doppelbrechung, siehe I: 1.3).
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Mit der Software AXIOVISION (modular aufgebautes Bildbearbeitungs- und Analysesystem)
wurden die Bilder vom Mikroskop auf einen PC ibertragen und ein Maf3stab eingefiigt. Jede
Probe wurde zur Dokumentation sowohl im Hellfeld als auch unter polarisiertem Licht

fotografiert und gespeichert.

2.3 Bestimmung des Dekompositionsgrades

Die Beurteilung der Proben erfolgte direkt wihrend der mikroskopischen Betrachtung des

gesamten Querschnittes. Es wurden jeweils zwei Knochenquerschnitte einer Probe betrachtet.

Um die Proben hinsichtlich ihres FErhaltungszustandes beurteilen zu konnen, wurden
verschiedene Bewertungssysteme angewandt bzw. entwickelt. Dabei entspricht der numerisch
h6chste Wert immer der Mikrostruktur von frischem Knochenmaterial, wihrend ein Wert von 0
die  stirkste =~ Dekompositionserscheinung  kennzeichnet. HEs  wurde sowohl der
Knochenquerschnitt gesamt, wie auch der endostale (), mittlere (m) und periostale (p) Teil des
Knochenquerschnittes getrennt begutachtet (nach Garland 1987).

Zur Beurteilung der Gesamterhaltungszustandes des Knochenquerschnittes im Hellfeld wurde
der von Hedges et al. (1995) entwickelte ,,Oxford histologische Index* (OHI) verwendet. Da
dieser Index von einer Vielzahl von Autoren (z.B. Colson & Bailey 1997, Gilbert et al. 2005, Jans
et al. 2004, Trueman & Martill 2002) genutzt wurde, konnte so eine Vergleichbarkeit der
erhobenen Daten mit anderen Untersuchungen erreicht werden. Mit diesem Bewertungssystem
wurde der allgemeine mikrostrukturelle Erhaltungsgrad anhand des Grades der noch
vorhandenen urspriinglichen Struktur beurteilt (Tab. 111.2). Die Zuordnung eines Index-Wertes
zu einer Probe erfolgte durch Abschitzung der prozentual erhaltenen Knochenstruktur und der

im Knochenquerschnitt noch erkennbaren Systeme.

Tab. ITL.2: Oxford Histologischer Index (OHI) (nach Hedges et al. 1995)

Index % intakter Knochen Beschreibung

0 5 Kein mikrostrukturell Aufbau mit Ausnahme der

< Havers’schen Kanalen erkennbar

Kleine Flachen mikrostrukturell gut erhaltener Knochen oder
1 <15 "
lamellare Strukturen vorhanden
Lamellare Strukturen zwischen zerstérten Stellen deutlich
2 <33
erkennbar

3 <67 Deutlicher Erhalt einiger Osteozytenlakunen
4 <85 Geringe Zerstérung des Knochens
5 > 95 Sehr gut erhalten, nicht zu unterscheiden von frischem Knochen

Die Abbildung III.2 zeigt jeweils ein Beispiel fiir einen OHI-Wert von 5 bzw 1.
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Abb. III.2: links: Probe E3a mit sehr gut erhaltener Mikrostruktur (OHI-Index von 5), rechts: Probe E22
mit groBtenteils zerstorter Mikrostruktur (OHI-Index von 1)

Fir die prozentuale Verteilung des OHI tber den Knochenquerschnitt lassen sich theoretisch

folgende Muster postulieren (Verteilungsmuster), die den Knochenproben zugewiesen wurden:

1. Der OHI-Index ist Uber den gesamten Knochenquerschnitt —gleichmillig
(periostal=mitte=endostal).

2. Der mittlere Bereich des Knochenquerschnittes weist hohere OHI-Werte auf
(periostal<mitte>endostal).

3. Die beiden duBleren Bereiche des Querschnittes weisen héhere OHI-Werte auf, als der
mittlere Bereich, dabei ist der OHI-Wert periostal und endostal gleich ausgeprigt
(periostal=endostal>mitte)

4. Der endostale Bereich des  Querschnittes hat die hoéchsten  OHI-Werte
(periostal=mitte<endostal).

5. Der periostale Bereich des Knochenquerschnittes hat die hochsten OHI-Werte
(endostal=mitte<periostal)

6. Periostaler und mittlerer Bereich des Knochens héhere OHI-Werte als der endostale Bereich
(periostal=mitte>endostal)

7. Endostaler und mittlerer Bereich des Knochenquerschnittes zeigen héhere OHI-Werte als

der periostale Bereich (endostal=mitte>periostal)

Die Beurteilung des Knochenquerschnittes im polarisierten Licht erfolgte nach einem Index, der
von Jans et al. (2002) erstellt wurde (Tab II1.3). Es wird die Ausprigung der Interferenzbildung
der Knochenlammellen im polarisierten Licht nur abgeschitzt (Doppelbrechung, Brewsterkreuz-
Bildung).
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Tab. II1.3: Index zur Beurteilung der Doppelbrechung
(nach Jans et al. 2002), Beispielproben von oben nach unten: NC12, P2, F4

Beispiel
Index Beschreibung (Knochenquerschnitte im
Polfilter)

0 Keine Doppelbrechung
0,5 Reduzierte Doppelbrechung
1 Doppelbrechung wie frischer Knochen

Ebenfalls mittels eines geringfiigig abgednderten Index nach Jans et al. (2002) wurde die Anzahl
der Mikrofissuren (kleine Risse in der Osteonenkompakta, siche I: 3.2.1) im Hellfeld eingeschitzt
(Tab. 111.4). Ein Beispiel fir einen Indexwert von Null findet sich in der Abb. IV.9

Tab. IIL.4: Index zur Beurteilung der Anzahl der Mikrofissuren (modifiziert
nach Jans et al. 2002)

Index Beschreibung
0 Fast alle Osteone sind von Mikrofissuren betroffen
1 Viele Osteone sind von Mikrofissuren betroffen
2 Nur vereinzelt sind Osteone mit Mikrofissuren erkennbar
3 Keine Mikrofissuren sind erkennbar

Es wurde weiterhin ein Index zur Abschitzung des mikrobiellen Befalls entwickelt. Als
Anzeichen bakteriellen Knochenabbaus wurden dazu die sog. ,,tunneling® Phinomene gewertet
(I: 3.2.1). Nicht als Anzeichen von bakteriellem Befall wurden sog. Wedl-Tunnel gewertet (siche
Garland 1987, Jans et al. 2004), deren Entstehung mit Pilzen in Verbindung gebracht wird. Ziel
der Beurteilung des Knochenquerschnittes war eine einfach anwendbare Schitzung des
bakteriellen Befalls des Knochens. Daher wurde nur eine geringe und einfach unterscheidbare
Differenzierung der Befallsstadien mit einem Index O bis 3 gewihlt. Eine groBere Prazisierung

tihrt aufgrund der Schwierigkeit der Abschitzbarkeit leichter zu Fehleinschitzungen und
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hoherem Zeitaufwand, so dass in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Fragestellung darauf
verzichtet wurde.

Der Index beurteilt die von bakteriellem Befall gekennzeichnete Fliche des jeweiligen
Knochenquerschnitts. Bei einem Index von 3 sind so im gesamten Abschnitt keine
»tunneling® Phinomene erkennbar, wahrend bei einem Index von O der gesamte Abschnitt
bakteriell zerstort ist. Die Stufen 1 und 2 dienen der prozentuellen Schitzung der von Bakterien
zerstorten Querschnittsflache. (Tab. IIL.5).

Tab. ITL.5: Index zur histologischen Beurteilung des bakteriellen Befalls eines Knochens

% bakteriell zerstorte

Index Beschreibung

Flache
0 > 95 Urspriingliche Struktur des Knochens nicht mehr vorhanden,
bakterielle Zerstérung des gesamten Querschnitts
Mehr als die Halfte des Knochenquerschnittes weist

1 > 50% . .

bakterielle Zerstérung auf
o Weniger als die Hélfte des Knochenquerschnittes weist

2 <50% . "
bakterielle Zerstérung auf

3 0 Kein bakterieller Befall sichtbar

Die Abbildung II1.3 zeigt als Beispiel eine Probe mit bakteriellem Befall des Knochens auf mehr
als der Hilfte des Querschnitts (Indexwert 1).

s R l\ e ¢ ¢ o ): &

Abb. III.3: Periostaler Bereich der Probe E18, der duflere periostale Raum zeigt
noch mikrostrukturell gut erhaltene Bereiche, wihrend weite Teile des Knochens
bakteriell zerstort sind

Archiologisches Knochenmaterial zeigt im histologischen Querschnitt hiufig Fremdmaterial
unbekannten Ursprungs (exogenes Material), das sich als Verfirbung der betroffenen Flichen
auBlert. Garland (1987) unterscheidet zwischen exogenem Material innerhalb und auf3erhalb der
Havers’schen Kanile. Zusitzlich zu dieser Differenzierung wurde in der vorliegenden
Untersuchung unterschieden zwischen diffusen exogenem Material, welches sich als
schwarz/dunkelbraune kérnige Verfirbung auBlerhalb der Havers’schen Kanile zeigt und meist
mit bakteriellem Befall assoziiert ist und braunlichen, lichtdurchlissigen Verfirbungen unter
Strukturerhalt, die oft als ,,Huminstoffeinwanderung® bezeichnet werden (z.B. Nicholson 1998).
Jeweils ein Beispiel fur exogenes Material innerhalb bzw. auf3erhalb (diffuses exogenes Material)
der Havers’schen Kanile zeigt Abbildung II1.4. Beispiele fur braune Verfirbungen unter
Strukturerhalt finden sich in Abb. IV.12.
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Abb. III.4: links: exogenes Material innerhalb der Havers’schen Kanile (Pfeile, Probe F10). rechts: diffuses exogenes

Material auB3erhalb der Havers’schen Kanile (Pfeile Probe E 3b).

Zur Beurteilung des Ausmalles der verfirbten Fliche bzw. der Anzahl der mit exogenem Material

gefiillten Havers’schen Kanile diente ein Index mit einer Differenzierung von 0 bis 3 (Tab. I11.06).

Tab. ITL.6: Index zur Beurteilung der Menge exogenen Materials in archiologischen Knochenquerschnitten.

% verfarbte Flache /
Anzahl der mit
Index exogenem Material
gefiillten
Havers’schen Kanile

Beurteilung der Verfarbung
("diffuses exogenes Material
bzw. "braune Verfarbung unter
Strukturerhalt™)

AusmanB des exogenes
Materials in den
Havers’schen Kanélen

0 >95 Verfarbung der gesamten Flache

Mehr als die Halfte der
1 > 50% betrachteten Flache weist
Verfarbungen auf

Weniger als die Halfte der
2 < 50% betrachteten Flache weist
Verfarbungen auf

3 0 Keine Verfarbungen feststellbar

Alle Kanale sind mit
exogenem Material gefillt.

Mehr als die Halfte der
betrachteten Kanale ist mit
exogenem Material gefullt

Mehr als die Halfte des Kanéle
zeigen eine Fllung.

Kein Kanal weist eine Fullung
auf
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3  Fluoreszenzanalyse

Das humane Knochenmaterial wurde auf seine Fluoreszenzeigenschaften unter UV-Licht
untersucht (vgl. I: 2.1).

3.1 Prifung der Fluoreszenz und Bildbearbeitung

Fir die Prifung der Ultraviolett-Fluoreszenz wurden Querschnitte (soweit moglich
Femurquerschnitte) des Materials von ca. 2cm Dicke unter Verwendung einer Bandsige
(METABO) entnommen.

Die Querschnittsflichen wurden mittels Schleifpapier (mittelstarke Kornung P180, VSM)
angeschliffen, um eine mdglichst plane Oberfliche zu erhalten sowie eventuelle
Verunreinigungen zu entfernen und dann mit einer UV-Lampe (PHILLIPS, Typ 616122) bei
366nm senkrecht von oben bestrahlt. Dabei wurden neben den zu untersuchenden
Knochenproben immer eine Negativ- und eine Positivkontrolle mitgefihrt. Bei der
Positivkontrolle handelte es sich um einen rezenten Knochen mit intensiver hellblauer
Fluoreszenz, wihrend als Negativkontrolle ein archidologischer Knochen genutzt wurde, der
keine Anzeichen hellblauer Fluoreszenz aufweist (Abb. II1.5)

Abb. III.5: links: Negativkontrolle ohne blaue Fluoreszenz, rechts: Positivkontrolle mit
ausgeprigter blauer Fluoreszenz

Die beleuchteten Querschnitte wurden fotografisch mittels einer Digitalkamera (RICOH, Typ
Caplio R1) dokumentiert

AnschlieBend erfolgte die Bearbeitung mit der Software PHOTOSHOP (ADOBE, Version 6.0.2),
dabei wurde der Tonwert der Bilder zur besseren Darstellung der Farben mit der im Programm
vorhanden Funktion automatisch korrigiert. Die Beurteilung der Fluoreszenzeigenschaft erfolgte

an diesen korrigierten Aufnahmen.
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3.2 Beurteilung der Fluoreszenzeigenschaft

Die Beurteilung der Fluoreszenzeigenschaft erfolgte durch Feststellung der Farbausprigung des
Knochenquerschnittes unter UV-Licht.

In den Mittelpunkt der Beurteilung wurde die fiir rezentes und intaktes Knochenmaterial typische
strahlend hellblaue Fluoreszenz gestellt. Als Hellblau wird eine Farbgebung wie in Abb. IIL. 6
dargestellt bezeichnet, dabei kann der Farbton von weilich-bldulich bis zu kriftigem Hellblau

variieren. Nicht mit Hellblau bezeichnet werden dunkelblaue oder taubenblaue To6ne.

Abb. II1.6: Ausschnitt des hellblau fluoreszierenden
Knochenquerschnittes der Positivkontrolle, der als
Muster fir die Identifizierung von hellblauer Fluoreszenz dient.

Zur Beurteilung der Proben hinsichtlich dieses Merkmals wurde ein Index entwickelt, der den
prozentualen Anteil an blauer Fluoreszenz im Knochenquerschnitt erfasst. Angelehnt an den
OHI wurde eine Einteilung in 5 Stufen anhand des prozentualen Anteiles blauer Fluoreszenz der
Gesamtknochenfliche vorgenommen, wobei Stufe 5 einer hellblauen Fluoreszenz des Knochens
Uber den gesamten Querschnitt entspricht, bei Stufe 0 keine hellblaue Fluoreszenz mehr
erkennbar ist (Tab. I11.7). Die Beurteilung erfolgte sowohl fiir den gesamten Querschnitt als auch
getrennt fur den periostalen, mittleren und endostalen Anteil (Bereichseinteilung nach Garland
1987).

Tab. IIL.7: Hellblauindex zur Beurteilung des Anteils hellblauer Fluotreszenz im Knochenquerschnitt

Prozentualer Anteil an

Index blauer Fluoreszenz Beschreibung
0 < 5% Keine blaue Fluoreszenz erkennbar
1 <15% Kleine Flachen an blauer Fluoreszenz vorhanden
o Ausgedehnte Anteile an andersfarbiger Fluoreszenz
2 < 33%
vorhanden

Etwas mehr blaue Fluoreszenz, als andersfarbige

3 <67%
Fluoreszenz vorhanden
4 859 Kleine Flachen an andersfarbigen Fluoreszenzen sind bei
< ° Uberwiegend hellblauen Querschnitt vorhanden

5 - 959% Hellblaue Farbgebung des gesamten Querschnitt wie im

frischen Knochen

Fir die prozentuale Verteilung der hellblauen Fluoreszenz tber den Knochenquerschnitt
ungeachtet ihrer Ausprigung lassen sich theoretisch folgende Muster postulieren
(Verteilungsmuster) und den Knochenproben zuweisen:

1. Die hellblauen Fluoreszenzabschnitte sind iber den gesamten Knochenquerschnitt

gleichmilBig verteilt (periostal=mitte=endostal).
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Der mittlere Bereich des Knochenquerschnittes weist die meisten Anteile an hellblauer
Fluoreszenz auf (periostal<mitte>endostal).

Die beiden dufleren Bereiche des Querschnittes weisen hohere Fluoreszenzanteile auf als der
mittlere Bereich, dabei ist die Fluoreszenz periostal und endostal gleich ausgeprigt
(periostal=endostal>mitte)

Der endostale Bereich des Querschnittes hat die meisten Fluoreszenzanteile
(periostal=mitte<endostal).

Der periostale Bereich des Knochenquerschnittes hat die meisten Fluoreszenzanteile
(endostal=mitte<periostal)

Periostaler und mittlerer Bereich des Knochens haben mehr Anteile als der endostale Bereich
(periostal=mitte>endostal)

Endostaler und mittlerer Bereich des Knochenquerschnittes zeigen mehr Fluoreszenzanteile

als der periostale Bereich (endostal=mitte>periostal)

Fir die Erfassung anderer Farbausprigung wurde eine Farbtabelle (Tab. IIL8) erstellt. Hierzu

wurde das vorhandene Material gesichtet und die vorkommenden Farbausprigungen erfasst. Die

Bezeichnung erfolgt mit Hilfe der angegebenen Abkurzungen. Die Farbenausprigungen Braun

und Gelb werden als eine Farbgebung zusammengefasst (B/G oder als braun bezeichnet), da sie

in ihren unterschiedlichen Ausprigungen in einander Gbergehen.

Fir die neben Hellblau existierenden Farben (B,L,D, siche Tab. II1.8) lassen sich durch ihre

Kombination theoretisch mégliche Farbmuster aufstellen:

Nk -

Lila und braun fluoreszierende Anteile finden sich auf einem Querschnitt (L,B)

Braun und dunkelblau fluoreszierende Anteile finden sich auf einem Querschnitt (B,D)

Es findet sich nur dunkelblau Fluoreszenz

Es findet sich nur briunlich Fluoreszenz

Es findet sich nur lila Fluoreszenz

Neben der hellblauen Fluoreszenz sind keine weiter Farben sichtbar

Lila, braun und dunkelblau fluoreszierende Anteile finden sich auf einem Knochen-
querschnitt

Lila und dunkelblau fluoreszierende Anteile sind sichtbat.

Den Proben wurde jeweils eines dieser Farbmuster zugeordnet.
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Tab. III. 8: Farbtabelle mit unterschiedlichen identifizierten Farbgebungen bei Betrachtung von
Knochenanschliffen unter UV-Licht

Farbmuster Bezeichnung Abkilirzung Beschreibung
Hellbraune bis dunkelbraune Farbgebung
Braun B mit unterschiedlicher Intensitat der
Fluoreszenz
Violett Vv Intensiv leuchtendes Violett
Gelb G WeiBlich bis gelbliche Fluoreszenz
- Ins lilafarbene gehender Farbton mit
e groBer Variationsbreite. Die Varianten
' q;_fl Lila L reichen von sehr hellem lila bis zu
AR intensivem lila mit rosafarbigen oder
g }-_L"‘{r blaulichen Anteilen, allerdings nie
L dunkellila.
Dunkelblau D Dunkles Blau bis sehr dunkles Lila. Die

Intensitat der Fluoreszenz ist gering.
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4  Extraktion von Kollagen

Zur Bestimmung des Kollagenstatus wurden zwei unterschiedliche Extraktionsmethoden
(Saureextraktion: SE, Gelatineextraktion: GE) genutzt. Das durch die Methode SE extrahierte
Kollagen wurde zur Bestimmung des Grades der Asparaginsiaurerazemisierung eingesetzt. Durch
die Methode GE erhaltenes Material wurde zur Bestimmung der stabilen Isotopenkomposition

eingesetzt.

4.1 Vorbereitung des Knochen- und Gefil3materials und

Aus dem kompakten Anteils des Knochens werden mittels einer Bandsige Proben entnommen.
Die entnommenen Knochenstiicke werden zunichst unter flieBendem Wasser mechanisch und
anschlieBend im Ultraschallbad (BACHHOFER) mit destilliertem Wasser gereinigt und an der Luft
getrocknet. Unter Verwendung von Morser und Kugelschwingmiuhle (RETSCH, Typ MM 200,
Mahlbecher und Kugeln aus Teflon mit Stahlkernen) wird die Probe abschlieBend homogenisiert.
Bei den anschlieBenden Extraktionsverfahren werden ausschlieflich sduresaubere Gefille
verwendet.

Die Kollagensidureextraktion fand im Institut fir Rechtsmedizin Kiel statt, es wurden
Pyrexrohrchen (10 ml, QVS GLASTECHNIK) eingesetzt. Die Saurereinigung dieser Gefille erfolgt
durch Inkubation der Rohrchen mit je 1ml 6 normaler Salzsdure (634 ml 30% Salzsiaure (MERCK)
ad 11 destilliertes Wasser) tiber Nacht im Heizblock (LIEBISCH) bei 100°C. Anschlieend werden
die Gefille gespult und bei 90°C im Inkubator getrocknet.

Fir die Kollagengelatineextraktion — wurden  Teflongefilen  (FISCHER,  Oak-Ridge-
Zentrifugenrohrchen) genutzt. Die Siurereinigung dieser Gefil3e erfolgt durch Inkubation iber
4h in Salpetersiure (65%, ROTH), anschlieBender Spiilung in destilliertem Wasser und Trocknung
bei 90°C im Wirmeschrank.

4.2 Kollagen-Siureextraktion (SE)

Siurelosliche und sdureunlésliche Knochenproteinfraktion wurden durch Siureextraktion
getrennt, dabei soll der sdureunlésliche Teil dem Kollagen entsprechen: Jeweils ca. 300 bis 500mg
Knochenpulver wurden folgenden Extraktionsschritten unterzogen (nach Ritz-Timme 1999):

1. Zunichst werden die Knochenproben mit 5 ml 1M HCI (40,35 ml 37% Salsidure (ROTH) ad
500ml destilliertes Wasser) pro 250mg Knochen bei 4°C tber Nacht bei stindigem Schiitteln
(Schittler: GEMINI) inkubiert.

2. AnschlieBend werden sie bei 4000rpm zentrifugiert (Zentrifuge: SEPATECH, Megafuge 01)

und der Uberstand abgenommen.
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Der Rickstand wird mit destilliertem Wasser gewaschen, dabei wird nach jeder Wasserzugabe
fiinf Minuten mit 4000rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen, bis dessen pH-Wert
neutral ist (Uberpriifung des pH-Wertes mit Universalindikatorpapier (MERCK).

Der Riickstand in Lésung wird drei bis vier Tage gefriertrocknet, bis der wissrige Uberstand

vollstindig verschwunden ist.

Der mineralische Anteil der Probe 16st sich in dem sauren Medium, so dass der Proteinanteil des
Knochens (hauptsichlich Kollagen) im Rickstand zu finden ist.

4.3

Kollagen-Gelatine-Extraktion (GE)

Jeweils ca. 500mg Knochenpulver wurden folgenden Extraktionsschritten (modifiziert nach
Ambrose 1993) zugefiihrt:

1.

72

Zum Herauslésen der mineralischen Phase und des adsorbierten Carbonats werden die
Proben zunichst 20min in 1M HCI auf dem Rollenschiittler IKA-VIBRAX-VXR, Typ VX2)
extrahiert.

AnschlieBend erfolgt eine Zentrifugation (Zentrifugen: SIGMA UND HERMLE) fir 5min,
danach wird der Riickstand mit destilliertem Wasser gewaschen. Hierzu wird nach jeder
Wasserzugabe 5min mit 3000rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen, bis dessen pH-
Wert dem des destilliertem Wassers entspricht (ca. 5,5).

Das entstehende Pellet wird in 10ml 0,125M NaOH (2,5¢ NaOH-Plitzchen (SIGMA ALDRICH)
ad 500ml destilierten Wasser) tberfiihrt und 20h auf dem Rollenschiittler inkubiert. Durch
dieses Verfahren werden Huminsiuren aus dem Substrat gelost.

Es folgt ein weiterer Waschschritt (siche 2.).

Dann wird das Pellet mit 10ml 0,001 M HClI (40 ml 37% HCL ad 500ml destilliertem Wasser)
versetzt und 10 — 17h bei 90°C im Wasserbad (MEMMERT) inkubiert. Die hohe Temperatur
und das leicht saure Milieu 16st das Kollagen als Gelatine aus dem verbleibenden Pellet.

Zur Entfernung organischer Substanzpartikel wird anschlieBend das in Losung befindliche
Kollagen tiber Nutschen (100ml, SCHOTT DURAN) und Filternutschen (50ml, Porositit 3,
SCHOTT DURAN) die mit Rundfiltern (Durchmesser 55mm, Dicke 0,16mm, ROTH, Typ
MNG619.eh, 22s) versehen sind in Schnappdeckelgliser (SCHOTT DURAN) tiberfihrt.
Abschlieend wird das Kollagen in Lésung drei bis vier Tage lyophilisiert .
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5 Bestimmung des
Asparaginsidurerazemisierungsgrades

Der Grad der Asparaginsiurerazemisierung wird gaschromatographisch an dem gesamtem durch

die SE-Methode gewonnenem Kollagen bestimmt (Verfahren nach Ritz-Timme 1999). Die

Arbeiten fanden im Institut fir Rechtsmedizin Kiel unter Anleitung von Dr. H. W. Schiitz statt.

Zunichst erfolgte die Acetylierung des Materials nach folgendem Protokoll:

1. Die Proben werden mit 6normaler HCI (Iml pro 30mg Knochenpulver) in siuresauberen
Pyrexrohrchen 6h bei 100°C im Heizblock hydrolysiert und anschlieBend im Exikator
(KARTELL) getrocknet.

2. Die Hydrolysate werden in 1ml Isopropanol (MERCK) und 100ul konzentrierter
Schwefelsiure (MERCK) aufgenommen und in siauresauberen Pyrexrohrchen gegeben.

3. Es folgt die Veresterung bei 110°C 1h im Heizblock und das Abblasen des Lésungsmittels im
Luftstrom.

4. AnschlieSend wird die Saure durch Zugabe von 1ml 4 normalen Ammoniak (25%, MERCK)
und 1ml Dichlormethan (MERCK) zugegeben. Nach Vortexen der Probe (Vortexer:
SCIENTIFIC INDUSTRIES, Vortexgenie 2) wird diese fiir 5Smin bei 5000rpm zentrifugiert.

5. Die entstandene untere Phase wird in ein neues PyrexrOhrchen tberfiihrt, sie enthalt die, fir
die Acetylierung priparierten, Aminosiuren in neutraler Losung (Dichlormethan). Das
Dichlormethan wird im Luftstrom abgeblasen.

6. Nun folgt die Acetylierung durch Aufnahme des Riickstandes in 1ml Dichlormethan und
Zugabe von 50Ul Triflouressigsdureanhydrid (MERCK). Die Proben werden fir 15min bei
60°C im Heizblock inkubiert und die restliche Flussigkeit im Luftstrom abgeblasen.

Zur quantitativen Bestimmung von den D- und L- Enantiomere der Asparaginsiure wurde die
Probe in Chloroform (MERCK) aufgenommen und 1Ul des Probenvolumens in den
Gaschromatographen (SCHIMADZU, Typ GC-9A) eingegeben, der unter folgenden Bedingungen
arbeitet:

Detektor: Flammenionisationsdetektor

Einlass: Split 1:50

Injektor- und Detektortemperatur: 200°C

Sdulendruck: 0,5bar

Saule: chirale Kapillarsdule (Chiral-L-Val, CHROMPAK, Linge 25m, Innendurchmesser
0,25mm)

Trigergas: Wasserstoff

©c O©0 o ©

Arbeitstemperatur (Ofentemperatur): 140°C, isotherm

Der Gaschromatograph arbeitet nach folgendem Prinzip:
Die in Chloroform geloste Probe wird in den Injektor eingespritzt, die hier herrschende hohe

Temperatur sorgt fiir eine fir eine rasche und vollstindige Verdampfung. Es folgt eine in einem
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Ofen liegende Kapillarsiule, die mit speziellen Derivaten von Cyclodextrinen beschichtet ist. Hier
werden die beiden Enantiomere durch ihre unterschiedlich starken Wechselwirkungen mit den
Cyclodextrinen getrennt. Am Ende der Siule schlief3t sich der Flammenionisationsdetektor an.
Dieser besteht aus einer Knallgasflamme zwischen zwei Elektroden. Die Enantiomere werden
mit dem Wasserstoffstrom in die Flamme transportiert und dort thermisch ionisiert. So wird im
Spannungsfeld ein messbarer Ionenstrom produziert, der am angeschlossenen Computer als Peak

aufgezeichnet wird.

Die D- und L- Enantiomere der Asparaginsiure wurden iber die Retentionszeiten bei
Chromatographie der Reinsubstanzen (Reinsubstanzstandard, CHROMPACK) identifiziert. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Analysesoftware (HPLC CHEMSTATION REV. A.. 02.05
HEWILETT PACKKARD (1990-1993)), dabei ergibt sich aus der Fliche unter dem Signalpeak nach
Integration die Konzentration des betreffenden Enantiomeres. Daraus wurde das Verhiltnis von
D- zu L- Asparaginsiure ermittelt, welches dem Asparaginsiurerazemisierungsgrad (ARG)
entspricht (ausgedriickt als Quotient: D/L-Asp) Jede Probe wurde mindestens drei Messungen

unterzogen, die dann gemittelt werden.
Messungen von Asparaginsiuren beinhalten immer auch Asparagin. Durch die komplette

Sdurehydrolyse des Proteins wihrend der Aufarbeitung wird alles Asparagin in Asparaginsiure

umgewandelt. Der Begriff ARG schlieB3t folglich Asparagin ein.
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6 Aminosdureanalyse

Die Aminosiureanalyse wurde zur Bestimmung der Quantitit (Gesamtertrag der Aminosauren)
und Qualitit (Aminosdurezusammensetzung) des durch SE und GE extrahierten Kollagens

eingesetzt.

Um die Kollagenproben in dem Aminosdureanalysator bearbeiten zu kénnen, wurden jeweils

2mg in Teflongefilen (FISCHER) folgendem Protokoll unterzogen:

o Zunichst werden die Lyophilisate mit 1ml 6normaler HCI versetzt und fir 11 — 15h bei
115°C im Wirmeschrank hydrolysiert.

o Nach Abrauchen der Salzsiure wird das Hydrolysat in 1ml 0,2M Lithium-Citrat-Puffer (pH 2,
PHARMACIA BIOTECH) aufgenommen.

o Jeweils 20ul der Probenlésung werden in Analyseréhrchen (PHARMACIA BIOTECH) gegeben
und hier mit 10pl Lithium-Citrat-Puffer Giberschichtet.

Die Probe wurde anschlieBend in einen HPLC-Aminosdureanalysator (PHARMACIA, Typ LKB,
Alpha Plus, Li-System) injiziert. Dieser arbeitet nach folgendem Prinzip: Die Probe wird mit
Puffern unterschiedlicher Konzentration oder pH-Werten (Lithium Citrat, pH 2,8; Sodium Citrat,
pH 3,35; Sodium Citrat, pH, 4.25; Borat Citrat, pH 8,6; Lithium Hydroxid-L6sung, PHARMACIA
BIOTECH) auf eine Ionenaustauscher-Siule gepumpt. Die Aminosiuren werden von dieser Siule
in Abhingigkeit von ihrem isoelektrischen Punkt eluiert. Am folgenden Mischblock werden die
Eluate mit Ninhidryn (ONKEN) gemischt und reagieren mit diesem zu einem farbigen Komplex.
Dieser durchliuft ein Photometer und wird bei Wellenlingen von 440nm und 570nm gemessen.

Das produzierte elektrische Signal wird an einen angeschlossenen Computer geleitet und durch
die entsprechende Software (EZCHROM CHROMATOGRAPHY DATA SYSTEM, IVERSION 6.6)
ausgewertet. Die Farbintensitit dient als hierbei als Mal} fiir die Aminosiurkonzentration, die
Retentionszeit dient der Bestimmung der jeweiligen Aminosaure. Ein Nachweis ist mit diesem
Verfahren erst ab 0,05nmol Aminosdure pro 1l moglich. Als Standard dient ein definiertes

Aminosauregemisch.
Die Aminosiureanalyse liefert den Gesamtertrag der Aminosduren in nmol pro eingesetzte 20Ul
Probenlosung. Um eine quantitative Vergleichbarkeit zu erreichen wird der Anteil der

Aminosduren pro 100mg eingesetztem Knochenmehl errechnet.

Die qualitative Beurteilung des Kollagens erfolgt im Abgleich mit den in Tab. II1.9 gezeigten

Referenzwerten.
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Tab. IIL.9: Kriterien zur Beurteilung von Kollagen (nach DeNiro 1985, DeNiro & Weiner 1988, Elster et al. 1991,
Grupe 1992, Masters 1987, Schoeninger et al. 1989, Taylor et al. 1989, Tuross et al. 1988)

Guter Kollagenerhalt Schlechter Kollagenerhalt

ca. 1/3 aller Aminoséauren sind gly (ca. 33mol%
aly)

ca. 1/3 aller Aminos&uren machen pro, OH-pro

und ala aus (ca. 33mol%) ca. 40 mol% asp+ser

gly/glu=3-5 gly/glu<2,5
gly/asp >= 5-7 gly/asp <5
OH-pro/asp>=1,5 OH-pro/asp<1,5
30-40mol% glu
>250 nmol Aminosauren/mg Protein < 50nmol Protein
asp/pro< 10 asp/pro>10

Nach diesen Kriterien wurden die analysierten Proben in Proben mit gutem Erhaltungsgrad des
Kollagens und Proben mit schlechtem Erhaltungsgrad des Kollagens eingeteilt. Im Folgenden
werden diese als ,,gutes Kollagen® bzw. ,,;schlechtes Kollagen* bezeichnet, bzw.als Proben mit
guter und schlechter Kollagenqualitat

Erfahrungsgemil3 besteht in der Analyse eine Varianz von +/- 3nmol%, die auch bei der
Auswertung bertcksichtig wird. Bei dem Quotienten gly/glu wird Kollagen mit Werten von
unter 2,5 als kritisch gesehen, wihrend Werte von 3 — 5 typisch fiir Kollagen sind. In der
vorliegenden Arbeit werden Werte tber 10 als schlecht eingestuft.
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7 Extraktion des mineralischen Anteils

Die Extraktion von Mineral aus dem Knochenmaterial zum Erhalt strukturellen Carbonats dient

zum einen der Bestimmung des mineralischen Anteils der Proben (siche III: 8), zum anderen

werden aus dem extrahierten Carbonat die stabilen Isotopenverhiltnisse von C und O (siche III:

10) ermittelt.

Die Vorbehandlung der Knochenproben erfolgte wie unter III: 4.1 fir die Kollagenanalyse

beschrieben.

Es wurden anschlieSend jeweils 100mg Knochenpulver eingesetzt und nach folgendem Protokoll

(Methode nach Balasse et al. 1999) aufgearbeitet:

1. Und den organischen Anteil oxidativ aus der Probe zu entfernen, wird das Knochenpulver
mit 5ml 4% NaOCI-Losung (SIGMA-ALDRICH) auf dem Rollenschiittler extrahiert, bis keine
Blaschenbildung mehr auftritt (ca. 3 — 4 d). Dabei wird die Losung nach 24h einmal
ausgewechselt.

2. AnschlieSend werden die Proben bei 2100rpm 5min zentrifugiert und bis zur Neutralitit mit
destilliertem Wasser gewaschen.

3. Das Pellet wird in 5ml 1M Calcium-Acetat-Essigsaurepuffer (pH 4,75, 158,17 g Calcium-
Acetat-x-Hydrat (ROTH) ad 1 1 destilliertem Wasser) iiberfithrt und 6h auf einem Rollschiittler
inkubiert, sowie gelegentlich gevortext (Vortexer: NEOLAB). Dies dient der Entfernung des
oberflichlich adsorbierten Carbonats, um ausschliellich das strukturelle Carbonat zu erhalten.

4. Die Proben werden wiederum zentrifugiert und bis zur Neutralitit gewaschen.

5. AnschlieBend werden sie mit etwas destilliertem Wasser in Schnappdeckelglaser tberfithrt
und drei bis vier Tage lyophilisiert.

Der so erhaltene mineralische Anteil des Knochens (inklusive des Carbonats) wurde gewogen
und in Eppendorf-Cups iiberfiihrt. Die Proben wurden zur Entfernung des Wassers mit
geoffnetem Deckel mehrere Stunden bei 50°C im Wairmeschrank getrocknet. Wasser wiirde

durch den enthaltenen Sauerstoff zu einer Verfialschung der Sauerstoffisotopenwerte fithren.

8 Bestimmung des Kollagen- und Mineralgehaltes

Die Bestimmung des Kollagen- und Carbonatgehaltes erfolgte mittels Feststellung der relativen
Gewichtsprozente von Kollagen und Carbonat. Diese koénnen als Anhaltspunkte fir die
jeweiligen organischen und anorganischen Anteile dienen. Es wurde bei der Kollagenextraktion
jeweils das eingesetzte Knochenpulver mit einer Analysewaage (METTLER, PM4600 bzw
SARTORIUS) gewogen, sowie anschlieBend nach erfolgter Extraktion (SE oder GE) und
Trocknung das Kollagen. Durch die Bestimmung des prozentualen Anteils des Gewichtes des
Kollagens am Gewicht des eingesetzten Knochenpulvers erhilt man den Kollagengehalt im
Gewichtsprozent. Analog verfihrt man zum Erhalt des prozentualen Gewichtsanteils des

Minerals vor und nach Carbonatextraktion.
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9  Analyse stabiler Isotopenverhiltnisse, C und N-Gehalt

Die Messung stabiler Isotopenkomposition erfolgte mittels eines Gas-Quellen-IRMS (isotope
ratio mass spectrometer). Das Prinzip der Messung entspricht dem eines herkémmlichen
Massenspektrometers. Eine kleine Menge Probe oder Standard-Referenz-Gas wird in eine
ionisierende Faser unter Hochvakuum eingebracht. Dies erzeugt einen positiv geladenen
Ionenstrahl, der gebiindelt wird, um anschlieSend ein Magnetfeld zu passieren.

Durch das Magnetfeld werden die Ionen des Strahles in Abhingigkeit von ihrer Ladung und
Masse unterschiedlich von der Flugbahn abgelenkt. So entsteht ein Spektrum mehrer
Ionenstrahlungen unterschiedlicher Masse-Ladungsquotienten. Diese treffen auf spezielle
Elektronen-Kollektoren am Ende der Flugréhre, die mittels der erzeugten Spannung die Menge
der vorhandenen Isotope messen konnen. (vereinfacht nach Ambrose 1993)

Die Messungen wurden von Dr. U. Struck im GeoBio-Centers der Ludwig-Maximilians-
Universitit Miinchen durchgefihrt.

Da schwere stabile Isotope immer nur einen geringen Anteil des Elements ausmachen, wird das
Verhiltnis schwerer zu leichten Isotopen zur Vereinfachung in der Delta-Notation in Promille

ausgedriickt (6(%o)). Die Berechung erfolgt nach folgender Regel:
8(%0) = [Rpsppe/ Rspanana)-1] x 1000 MC Kinney et al. 1950 in Ambrose 1993)

R stellt dabei das Verhiltnis des schweren zum leichten Isotop dar.

9.1 Bestimmung der C und N -Isotpenverhiltnisse sowie deren
Gewichtsprozente in Kollagen

Die Feststellung der C- und N- Isotopenverhiltnisse erfolgte mittels eines gekoppelten
Analysesystems ~ (CHN-ANALYSATOR ~ NA  2500) wund einem  Isotopenverhaltnis-
Massenspektrometer (THERMO FINNIGAN).

Zunichst werden die Kollagenproben im CHN-Analysator unter Sauerstoffzugabe bei ca.
1800°C verbrannt. Das entstchende Gasgemisch wird unter Chemikalienzugabe zu CO, und N,
umgewandelt und mit Helium als Tridgergas in das Isotopen-Massenspektrometer Uberfihrt
(mittels CONFLO IlI-Interface, THERMO FENNIGAN). Die Bestimmung erfolgt mittels eines
kalibrierten Laborstandards (Kalibrierung durch IAEA-Standard NBS 18 und NBS 19 fir CO2,
sowie N, und N, fir N,).

Die Isotopenverhaltnisse wurden entsprechend der iblichen Vorgehensweise (Ambrose 1993)
relativ gegen den Standard PDB (fossiler mariner Kalkstein des Cephalopoden Beleminitella
americana) fir 8°C bzw. Luft-N, fiir 8°N in der oben beschriebenen Delta-Notation in Promille
angegeben.

Der Messfehler des Laborstandards betriagt = 0,15%o (Dr. U. Struck, 2006, miindliche Mitteilung).

78



IIT Methoden

Aufgrund diesen Messverfahrens kénnen nicht nur die stabilen Isotopenverhiltnisse angegeben,
sondern unter Einbezichung der eingegeben Menge gleichzeitige die auf Kollagen bezogene
Gewichtsprozente von C und N festgestellt und so das Verhiltnis von C:N molar bestimmt

werden.

9.2 Bestimmung der C und O -Isotopenverhiltnisse

Fir die Ermittlung der Isotopenverhiltniss des C und O wurde ein gekoppeltes Analysesystem
(Gasbench II und Delta Plus, THERMO FINNIGAN) eingesetzt.

In diesem wird bei 72°C jede Probe mit Ortho-Phosphorsiure versetzt, so dass CO, entsteht,
welches mit Helium als Tragergas wiederum in ein Isotopenmassenspektrometer tiberfithrt wird.
Die Verhiltnisse der stabilen Isotope von C und O wurden mittels eines kalibrierten Standards
bestimmt (Kalibrierung mittels IAEA Standard NBS 18 und NBS 19).

Die Isotopenverhiltnisse sowohl von C als auch von O werden gegen den Standard PDB
(fossiler mariner Kalkstein des Cephalopoden Beleminitella americana) in Delta-Notation in Promille
angegeben (8"°C bzw. §'°0).
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10 Rontgenfluoreszenzanalyse (RFA)

Die Rontgenfluoreszenzanalyse wurde zur Bestimmung der Elementkonzentration im
Knochengewebe genutzt. Sie wurde freundlicherweise von Herrn Andres vom bayerischen
geologischen Landesamt durchgefithrt. Die Messung der Proben erfolgte an einem
wellenlingendispersiven Rontgenfluoreszenzspektrometer (PANANALYTICAL, MagiX Pro).

Aus dem archiologischen Gesamtmaterial wurden stichprobenartig 24 Proben analysiert, soweit
moglich wurde eine halbquantitative Analyse durchgefithrt. Lag die Probe nur noch in
pulverisierter Form vor, so wurde eine quantitative Analyse durchgefiihrt. Weiterhin wurden vier

Proben des kremierten Materials und drei Proben des Temperaturexperimentes II untersucht.

Fir die halbquantitative Analyse wurden Knochenquerschnitte ohne vorherige Aufarbeitung mit
Ausnahme von mechanischer Reinigung eingesetzt. Die Messung erfolgt auf der
Querschnittsfliche. Fur die quantitative Messung wurde das vorliegende Knochenpulver mit
einer Schwingmiihle gemahlen, bis die Teilchen eine Grée von hochstens 63um  haben
(Uberpriifung erfolgt mittels eines entsprechenden Siebes). AnschlieBend wurde aus dem
Knochenpulver eine Schmelztablette hergestellt, die zur quantitativen Elementbestimmung in der

RFA eingesetzt wird.

Bei der Rontgenfluoreszenzanalyse wird die zu untersuchende Probe mit Rontgenstrahlung
bestrahlt und dadurch zur Eigenstrahlung angeregt, die eine, von der Elementzusammensetzung
abhingige, charakteristische Wellenlinge hat. Die Intensitit der Strahlung ldsst dann auf die
Konzentration des FElementes schlieBen. Die Probe wird als Schmelztablette (bei der
halbquantitativen Untersuchung) oder als Knochenquerschnitt eingesetzt. Der zu messende Teil
der Probe wird in einem Probenbecher tiber eine 6mm Maske mit Tesafilm fixiert, so dass der
bestreffende Ausschnitt mit dem Rontgenstrahl erfasst werden kann. Die Rontgenrohre erzeugt
polychromatische Rontgenstrahlung, die auf die Probe trifft und sie zur Aussendung der
charakteristischen Strahlung anregt. Die Strahlung gelangt zu einem Analysatorkristall.
Entsprechend der Bragg’schen Gleichung fihrt dies zu einer unterschiedliche Beugung der
einzelnen Wellenlingen und ermoéglicht so deren einzelne Registrierung. Die Intensitit der
gebeugten Rontgenstrahlen wird mit einem Gasdurchflusszihler registriert. Anhand des
Beugungswinkels der Rontgenstrahlung, des bekannten 2d-Wertes des Analysatorkristalls und der
aus Referenzmessungen bekannten Wellenlinge der charakteristischen Rontgenstrahlung des
Elementes ist die qualitative Bestimmung des Elementes mittels Software moglich.

Die Rontgenfluoreszenzanalytik ist eine vergleichende Untersuchungsmethode. Um aus der
gemessenen Intensitit der Rontgenstrahlung auf die Konzentration des Elementes in der Probe
schlieBen zu konnen, ist die Aufnahme einer Kalibriergeraden notwendig. Bei den hierzu
notwendigen Referenzproben handelt es sich um Elemente in Oxidform (BREITLANDER
EICHPROBEN UND LABORMATERIAL GMBH).
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Die Tabelle III.10 gibt die Messgrenzen bei der quantitativen Messung an, fur die

halbquantitative Messung liegen keine derartigen Daten vor.

Tab. ITL1.10: Messbeteiche der quantitativen RFA

Element Messbereich (Oxid) Messbereich (Element)
Calcium (CaO) 1000 - 600 000 714,7 — 428 820
Phosphor (P2Os) 200 - 14 000 87,28 — 61 096
Magnesium (MgO) 2000 - 450 000 1206 — 271 615,5
Kalium (K20) 500 - 130 000 415-107 913
Eisen (Fe,03) 500 - 560 000 430,6 — 482 272
Mangan (MnQ) 100 - 10 000 77,45 - 6030
Zink (Zn) 10 - 1400 10 - 1400
Schwefel (SO3) 1000 — 560 000 400,5 — 224 280
Fluor (F) 100 - 100 000 100 — 100 000
Strontium (Sr) 10 - 4600 10 - 4600
Aluminium (Al,Os) 1000 - 360 000 529 — 190 526
Barium (Ba) 50 - 4100 50 - 4100
Natrium (NayO) 2000 - 110 000 1483 — 810604
Silicium (SiOy) 1000 — 560 000 467 — 261 744
Uran 5-700 5-700

Die absoluten Elementkonzentrationen sind in ppm (parts per million) angegeben. Die
Konzentrationen der hiufigsten Elemente, die urspriinglich als Oxide angegeben sind (siche
Tabelle II1.10), wurden durch Multiplizieren mit den jeweiligen Molmassen in die Konzentration

des jeweiligen Elementes umgerechnet.

Um die Vergleichbarkeit der ermittelten Daten untereinander und mit anderen Analysemethoden
zu gewahrleisten, sowie eventuelle Kalibrierungsfehler zu verhindern wurden keine absoluten
Konzentrationsangaben verwendet, die Auswertung erfolgte hingegen an probenintern
berechneten Konzentrationsquotienten. Der Elementgehalt (in ppm) wurde generell auf das
Knochenmatrixelement Calcium (in ppm) bezogen (Element/Ca). Der daraus resultierende Wert
ist sehr niedrig, so dass die Darstellung nach der Multiplikation mit 1000 erfolgt
(Element/Ca*1000). Ausgenommen von dieser Quotientenbildung ist das weitere Matrixelement
Phosphor, hier erfolgt entsprechend der iiblichen Vorgehensweise der Bezug des Calciums auf
Phosphor (Ca/P).

Die Auswertung erfolgt durch Vergleich der Ergebnisse mit den in Kapitel I: 2 genannten Daten
fur rezentes Knochenmaterial. Fur das kremierte Material werden, soweit vorhanden, als
Referenz Werte von veraschten Knochenproben (nach Hancock et al 1993, siehe I: 2) verwendet,

da hier wie bei kremierten Knochen organische Anteile weitgehend auszuschlief3en sind.
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11 Molekulargenetische Analyse

Bei der Vorbereitung, Extraktion und Amplifikation der Proben sowie der Analyse der PCR-
Produkte erfolgten alle Arbeitsschritte nach den fir aDNA-Untersuchungen tblichen
Vorkehrungen, um sowohl Kontamination mit moderner DNA als auch Kreuzkontaminationen
zu vermeiden (Bir et al. 2000). Dies beinhaltet die raumliche Trennung aller Arbeitsschritte, den
Gebrauch von Einmalhandschuhen und Gesichtsmasken, sowie von aliquotierten Reagenzien
und Chemikalien und die Durchfihrung von Kontrollexperimenten (Negativ- und
Positivkontrollen bei allen PCR-Ansitzen). Die Aufarbeitung und Analyse des kremierten
Materials erfolgte im Institut fir Rechtsmedizin, Kiel in Zusammenarbeit mit Frau Dr. von
Wurmb-Schwark. Bei Angabe der Hersteller von Chemikalien und Geriten entspricht bei

Doppelnennung das letztere den in Kiel verwendeten Materialien.

111 Vorbereitung und Aufreinigung des Knochenmaterials

Simtliche benutzte Gerite, Laborgerite und Arbeitsflichen wurden je nach Oberflichen-
beschaffenheit vor der Benutzung und zwischen den einzelnen Arbeitsschritten mit
Natriumhypochlorid (SIGMA-ALDRICH) oder Aceton (98%, ROTH) gereinigt. Besonders bei der
Entnahme und Homogenisierung der Proben in einem eigens dafiir hergerichteten Raum wurde
darauf geachtet, dass wihrend der Bearbeitung einer Probe anderes Probenmaterial nicht dem

Staub ausgesetzt war.

11.1.1 Archiologisches Material

Die Knochen- und Zahnproben des archiologischen Materials erfordern eine besondere
Vorbehandlung, da sie seit ihrer Bergung der Gefahr einer Kontamination mit exogener DNA
ausgesetzt waren. Eine sorgfiltige Reinigung, vor allem der Knochen, die nicht wie die
Zahnwurzel durch den Kiefer geschitzt werden, war so unumginglich. Aus diesem Grund
wurden die Proben UV-Licht (312nm) ausgesetzt. UV-Licht dieser Wellenlinge induziert in dem
DNA-Molekiil starke Degradationserscheinungen, z.B. die Bildung von Pyrimidindimeren und
Doppelstrangbriichen, so geschidigte DNA kann nicht mehr in der PCR amplifiziert werden
(Cone & Fairfax 1993). Die Aufarbeitung des Zahnmaterials erfolgte in Zusammenarbeit mit
Frau Dipl.-Biol. A. Czermak. Das pulverisierte Material wurde bei -20°C gelagert.

Das Knochenmaterial wurde mittels einer oszillierenden Knochensige bzw. mit einem

Zahntechnikbohrer mit Diamantsiageblatt (FAVO EWL, Typ 4950) entnommen und

folgendermal3en gereinigt:

1. Um mogliche oberflichliche Kontaminationen durch rezente DNA zu entfernen, wird von
der Oberfliche der Knochenprobe mittels eines Zahntechnikbohrers ein bis zwei mm
allseitig abgeschliffen.
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2. Anschliefend wird das Material auf einen UV-Transilluminator (HOFER, Macro Vue, U-Vis
20) gelegt und von allen Seiten je 15min mit UV-Licht bestrahlt.

Mittels Morser und Kugelschwingmihle wurde das Material pulverisiert und in sterile Tubes

(FALCON) tiberfiihrt.

Die Vorbereitung der Zahnproben erfolgte nach einer von Fox (1996) beschriebenen Methode:

1. Die Zahnproben werden zunichst im Ultraschallbad mit destilliertem Wasser bei 35000Hz
fir ca. Smin gereinigt, um oberflichliche Verschmutzungen zu entfernen. AnschlieBend
werden die Proben in sduregereinigte Schnappdeckelgliser Gberfihrt.

2. Um Kontaminationen der Oberfliche mit rezenter DNA zu entfernen werden die Proben in
10ml einer 15% HCI-Lésung (30% HCL (MERCK) verdiinnt) fiir 10min inkubiert.

3. Um die HCI-Losung zu entfernen, wird anschlieSend fiir 30min in 70%igem Ethanol (10ml)
inkubiert, wobei die L6sung hierbei einmal erneuert wird.

4. Anschliefend werden die Proben 30min in 10ml Ampuwa™ (FRESENIUS KABI) gesptlt, hier
wird die Losung zweimal erneuert. AbschlieBend werden die Zihne fiir ca. 15min mit UV-
Licht bestrahlt.

Mittels Morser und Kugelschwingmitihle wurde das Material pulverisiert und in sterile Falcon-
Tubes uberfihrt.

11.1.2 Kremiertes Material

Von dem kremierten Material konnten mit Ausnahme von drei Proben, bei welchen dies aus
organisatorischen Griinden (keine Freigabe des Krematoriums) nicht moglich war (K98, K99
und K100), Kontrollproben in Form von Schleimhautabstrichen an den zu kremierenden
Leichen gewonnen werden. Von diesen Abstrichen wurde zeitnah ohne weitere Aufarbeitung
DNA gewonnen (12.2).

Das kremierte Knochenmaterial lag schon in pulverisierter Form vor und bedurfte keiner
weiteren Aufarbeitung mit Ausnahme einer UV-Bestrahlung (ca. 5min, mit RENNER Fluorescent
tables)

11.1.3 In vitro degradiertes Material
Das Material des Temperaturexperimentes 11 wurde nach Alkoholentfettung getrocknet und von
allen Seiten UV-bestrahlt und pulverisiert (vgl. III: 11.1.3), auf eine Oberflichenentfernung

wurde aufgrund des geringeren Kontaminationsrisikos verzichtet.

11.2 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem InViSorbForensic Kit I (INVITEK), der sich in
vorhergehenden Untersuchungen als besonders effektiv erwiesen hat (Harbeck 2002, Wilkens
1999). Das Kit enthilt folgende Komponenten:

o InViSorb 50 carrier Suspension

o Bone Lysis Enhancer
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Lysis Buffer D (mit Tris-HCL, EDTA)

o Wash Buffer (erstellt aus 25ml Wash Buffer Concentrate, 210ml 96% Ethanol und 75ml
sterilem destilliertem Wasser).

o Elution Buffer D

Die Extraktion von jeweils 0,5g des pulverisierten Materials erfolgt nach dem leicht verinderten

Protokoll V: Bones (InViTek 2001):

1. Zu der Probe werden 1ml Lysis Buffer D sowie 2001l Bone Lysis Enhancer zugegeben und
grundlich durchmischt.

2. Die so gelosten Proben werden bei 56°C fiir 20 — 24h in einem Thermomixer (BIOMETRA
TB1 Thermoblock bzw. EPPENDORF, Typ 5430), unter zwischenzeitlichem Aufschiitteln, der
Proben inkubiert.

3. AnschlieBend werden die Proben fur 5min bei 13000rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge:
SIGMA 1-15 bzw. EPPENDORF 5415C) und der Uberstand in ein neues autoklaviertes 1,5ml -
Eppendorfgefil3 tiberfihren.

4. Es werden 15ul Carrier Suspension zugegeben und bei Raumtemperatur fiir 5min inkubiert.

5. Durch anschlieBende Zentrifugation bei 10000rpm fir Isec wird der DNA-Tridgermaterial-
komplex pelliert und der Uberstand verworfen.

6. Dem Pellet werden 1ml Wash Buffer zugegeben, 1sec bei 10000rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Dieser Reinigungsprozess wird zweimal wiederholt.

7. Das tberschissige Ethanol wird anschlieBend bei 60°C und gedffnetem Reaktionsgefil3 in
einem Thermomixer entfernt.

8. Dem Lyophilisat wird 70l vorgewirmten Elution Buffer D zugegeben und die Losung bei
60°C fiir 5min inkubiert.

9. AbschlieBend wird die geléste DNA durch Zentrifugieren fur 5min bei 13000rpm von der
Trigermatrix getrennt und der DNA-haltige Uberstand in ein autoklaviertes Eppendorfgefil3
uberfihrt.

Die Proben wurden bei -20°C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

Die Extraktion der Proben aus Schleimhautabstrichen erfolgte ebenfalls mit dem
InViSorbForensic Kit nach dem Protokoll 10: ,,DNA-Isolation from swabs“ (Invitek 2001) ohne
Anderung der Herstellerangaben.

Die Isolation wird bei dieser Methode durch folgendes Prinzip erreicht: Der Bone Lysis
Enhancer und der Lysis Buffer D dienen dem AufschlieBen der Probe. AnschlieBend bindet die
DNA an den Invisorb-Carrier (Siliziumoxid). Die gebundene DNA wird mit dem Wash Buffer
gewaschen (Entfernung von Huminsduren) und anschlieBend mit dem Elution Buffer D

(Niedrigsalzpuffer) eluiert.

11.3 Agarosegelelektrophorese
Die Agarosegelelektrophorese wurde in der vorliegenden Arbeit zur Uberpriifung des
Extraktionserfolges und zur Abschitzung der relativen Quantitit und Qualitit der Proben

eingesetzt.
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Die Auftrennung der extrahierten DNA erfolgte auf einprozentigen Agarosegelen, die

folgendermal3en hergestellt wurden:

1. Es werden zwei Gramm Agarose (SIGMA ALDRICH bzw. SEAKEM) mit 1xXTBE (89mM Tris
(RoTH), 89mM Borat (ROTH), 20mM EDTA (SIGMA ALDRICH bzw. ROTH), pH 8,3) auf
200ml aufgefillt, einmal aufgekocht und anschlieBend bei ca. 90°C unter stindigen Rithren
auf einem Heizblock (IKAMAG RED) gel6st.

2. Nach dem Abkiihlen auf ca. 70°C wird Ethidiumbromid (0,4lg/ml, MERCK BZW. ROTH)
zugefthrt und verriithrt.

3. Das Gel wird in die Gelwanne (horizontal, SIGMA ALDRICH bzw. GIBCO) gegossen und zwei

Kiamme eingesetzt.

Es wurden je 10Ul des DNA-Extraktes mit Auftragspuffer (ca. 10ul, MERCK) versetzt, dieser
enthilt nieder-molekulares Bromphenolblau, welches vor den DNA-Fragmenten wandert und so

die Lauffront markiert.

Die so priparierten Proben wurden auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgt mit 1xXTBE
als Laufpuffer mit 100V bei 50mA und dauert ca. 40min.

Als Lingenstandard werden 5ul einer 1 kb-Leiter (BIOTYPE) mitgefithrt. Nach der Auftrennung
wird die DNA durch einen UV-Leuchtschirm (Transilluminator, s.0.) sichtbar gemacht.

Bei der Agarosegelelektrophorese werden die DNA-Stringe ihrer Grof3e nach getrennt. Das
elektrische Feld zieht die negativ geladenen DNA-Molekiile durch die Gelmatrix, die wie ein Sieb
wirkt. Kleinere Molekiile bewegen sich schneller durch das Gel, womit eine Auftrennung der
Stringe nach ihrer Grof3e erméglicht wird.

Insgesamt konnen Fragmentlingen von 70bp bis 50kb aufgetrennt werden. Hochmolekulare
DNA stellt sich als eine Bande von 23 Kilobasen (kb) dar (Wilson & Goulding 1991).

Das in dem Gel enthaltene Ethidiumbromid wird zwischen die Basen der DNA-Doppelhelix
eingelagert. Dieser Komplex zeigt durch Anregung mit UV-Licht die typisch orangefarbene

Fluoreszenz.

Die Stirke des Signals diente zur Abschitzung der vorhanden DNA-Menge, die Auswertung
erfolgte mittels einer Skala von 0 bis 3, wobei bei einem Rang von 0 keine Fluoreszenz zu
beobachten war, wihrend der Rang 3 eine stark ausgeprigte Fluoreszenz wie bei den
aufgetragenen Kontrollproben bedeutet, die Ringe 1 und 2 zeigen dazwischen liegende
Ausprigungen an. Weiterhin kann unter Feststellung andersfarbiger Fluoreszenz auf Inhibitoren
geschlossen werden (sieche I: 3.2.3), die Auspriagung dieser Fluoreszenz wurde ebenfalls mit

Werten von 0 bis 3 angegeben.

11.4 Amplifikation mittels PCR

Die Polymerase Chain Reaktion (PCR) ist eine von Saiki et al. 1985 erstmals publizierte in vitro-
Technik, mit der gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten Sequenzen eingerahmt

werden, vervielfaltigt werden.
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Fir die (PCR) benétigt man unter anderem zwei Oligonucleotide (Primer), die mit jeweils einem
der Stringe auf beiden Seiten des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts (template, Target-Region)
hybridisieren, die vier Desoxyribonucleosid-triphosphate (dANTPs) und eine hitzestabile DNA-
Polymerase. FEin gepuffertes Reaktionsgemisch, welches diese Bestandteile und die zu
amplifizierende DNA enthilt, wird zyklischen Wiederholungen einer Temperaturfolge ausgesetzt.
Der Ansatz wird zunichst auf 95 bis 100°C erhitzt, um die DNA vollstindig in ihre Einzelstringe
zu zetlegen (Denaturierung). Dann wird die Temperatur gesenkt, damit die Primer sich an die
denaturierte Matrize anlagern konnen (Annealing). AnschlieBend wird die Temperatur wieder
angehoben, um die optimale Temperatur der Polymerase zu erreichen (ca. 72°C). Diese
synthetisiert ausgehend von den beiden Primern komplementire DNA-Stringe neu (Extension).
Alle drei Schritte bilden den PCR-Zyklus, den man 25 bis 35mal wiederholt. Am Ende der PCR
wurde die selektierte Region vielfach identisch amplifiziert (Newton & Graham 1997).

Fir jede PCR wurde ein Mastermix angesetzt, der alle notwendigen Komponenten mit
Ausnahme der DNA enthilt. Das Volumen des Mastermixes entspricht der Anzahl der
Reaktionslosungen aller Proben und dient der Erleichterung des Pipettierens der sehr kleinen
Einzelvolumina sowie der Minderung des Kontaminationsrisikos. Die Reaktionslésung wurde
mit der Probe in ein Reaktionsgefil} gegeben, die Amplifikation erfolgte anschlieBend in einem
Thermocyler.

In jedem PCR-Lauf wurden positive und negative Kontrollen eingesetzt. Als positive Kontrolle
wurde kommerzielle DNA (Mentype Kontroll DNA, BIOTYPE) mitgefiihrt. Die negative
Kontrolle diente der Kontaminations-feststellung, hierfiir wurde zu der Reaktionslésung anstelle
der Probe steriles Aqua bidest. gegeben.

In der vorliegenden Arbeit wurde jeweils an ausgewahlten Proben eine Duplex-PCR
(Amplifizierung zweier Genorte) oder eine Triplex-PCR (gleichzeitige Amplifizierung zweier
Genorte und Amelogenin) durchgefithrt, um die Amplifizierbarkeit der DNA festzustellen
(Vortest). Bei der verwendeten Triplex-PCR kann gleichzeitig das Geschlecht bestimmt werden.
Werden hier positive Ergebnisse erzielt, wurde bei ausgesuchten Proben eine Amplifizierung von
Short Tandem Repeats (STRs) mit Hilfe von kommerzielle Multiplex-PCR-Ansitze
(Amplifzierung von bis zu 15 Genorten gleichzeitig) versucht.

11.4.1 Duplex-PCR

Mit allen Knochenproben der archiologischen Fundkomplexe Panker, Trier, Hemmingstedt und
Flensburg sowie des Temperaturexperimentes I wurde in einer vorhergehenden Arbeit (Harbeck
2002, vgl. auch Harbeck et al. 2004) eine Duplex-PCR zur Detektion mitochondrialer und
nuklierer DNA durchgefihrt. In der vorliegenden Arbeit wurden zusitzlich alle zehn Proben des
rezenten kremierten Materials mittels dieser Methode analysiert.

Zum Nachweis mitochondrialer DNA wurde ein 260bp langes Fragment des Genortes ND1 mit
Hilfe des Primer-Paares L15/H16 (Meissner & von Wurmb 1998) amplifiziert. Gleichzeitig
wurde ein Ausschnitt der autosomalen humanen DNA amplifiziert. Dabei handelt es sich um ein
164bp langes Fragment des Genortes fiur Betaglobin (Liu et al. 1993) (Methode nach von
Wurmb-Schwark et al. 2004). Die verwendeten Primer wurden von MWG BIOTECH synthetisiert
und vorgereinigt. Das Lyophilisat wurde in 1xXTBE-Puffer gelost, so dass eine Endkonzentration
von 100pm/pl erreicht wurde. Sie wurden als Primer-Mix in Eppendorfgefifien bei —20°C
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gelagert. Vor dem Gebrauch wurden sie aufgetaut und mit sterilem Aqua bidest auf 5pM/pl
verdinnt. Es wurden Nucleotide der Firma INVITEK (dNTP-set), sowie die Platinum Taq
Polymerase, PCR-Puffer und Magnesiumchlorid der Firma INVITROGEN verwendet, die
Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zeigt Tabelle I11.11.

Tab. IIL.11: Ansatz fur die Duplex-PCR

Volumen Konzentration der Endkonzentration im
25ul Stammldésung PCR - Ansatz
0,25ul mtDNA-Primer: 100 pM [10pM]
0,5ul Nukl&éere DNA-Primer: 100 pM [20pM]
2,5ul PCR-Puffer: 10 x [1x]
0,75l Magnesiumchlorid 50mM [1,5mM]
0,4ul DNTP - Mix, 10mM [200mM]
1l DMSO 100% (SIGMA) [4%]
Platinum-Tag-Polymerase:
0,2ul 5U/ul [1U]
18,4 Steriles Aqua bidest -
1l Probe [?]

Von der extrahierten DNA-LG6sung wurden 5ul, 11l und 0,01l zu dem Mastermix gegeben. Die
Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler (2700 GENAMP PCR System) fiir 35 Zyklen. Die
PCR-Parameter entnehme man Tab. II1.12.

Tab. II1.12: Temperaturprofil der Duplex-PCR

Art 1. Denaturierungsschritt Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 95°C 94°C 56°C 72°C
Dauer 5min 1min 1min 2min
Zyklenzahl: 35

Die Nachweisgrenze dieser Duplex-PCR liegt bei bis zu 10pg DNA (von Wurmb-Schwark et al.
2004).

Um Inhibitoren nachzuweisen, wurde hochmolekulare Standard-DNA den Proben/Mastermix-
Gemischen zugesetzt. Das Ausbleiben eines Amplifikats bei anschlieBender PCR und
Fragmentanalyse beweist die Anwesenheit von Inhibitoren (z.B. Cattaneo et al. 1997).

11.4.2 Triplex-PCR

Fir die Amplifizierung zweier STR’s und des geschlechtsspezifischen Genortes Amelogenin der
Proben der Fundkomplexe Etting und Nevali Cori und des Temperaturexperimentes II wurde
das Mentype® Triplex AFS? PCR Amplification Kit (BIOTYPE) genutzt.

Mit diesem Produkt ist eine gleichzeitige Amplifizierung von den polymorphen Tetranukleotid
Short Tandem Repeat Loci FGA (Fibra) und SE33 (ACTBP) sowie von Amelogenin mdéglich.
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Den Lingenbereich der Amplifikationsprodukte der STR-Loci entnehme man Tabelle 111.13
(nach Biotype 2004)

Tab. II1.13: Linge der Amplifikationsprodukte der
STR-Loci des Mentype® Ttiplex AFSQ PCR
Amplification Kits

Locus Lange des Amplifikats (bp)

Amelogenin 103.3/109.3
FGA 132.2-193.6
SE 33 206.8 — 328.6

Weiterhin ist das Mentype® Triplex AFS® PCR Amplification Kit mit einer internen PCR-
Kontrolle ausgestattet (Quality Sensor ,,QS%), so wird unabhangig von der verwendeten DNA ein

Fragment von 77bp amplifiziert. Damit ist eine Inhibitorenkontrolle gegeben.

Das Kit enthilt folgende Komponenten:

Nuclease-freies Wasser

Reaktionsgemisch A (Puffer: enthilt Mg*", dNTP-Mix, BSA)
Primergemisch

Kontroll DNA

Allel-Leiter

DNA-Lingenstandard 550

Taq DNA Polymerase (hot start, 2.5U/pl)

o O 0O O O O O

Aus den Komponenten Nuclease freies Wasser, Reaktionsgemisch A sowie Primergemisch wurde
der Mastermix nach Herstellerangaben angesetzt (Biotype 2004) und zu jeweils 3ul der Probe
gegeben, so dass der Reaktionsansatz wie in Tab. I11.14 angegeben entsteht.

Tab. III.14: Ansatz fur die Triplex PCR mit dem Mentype® Triplex AFSQS PCR
Amplification Kit

Volumen Konzentration der Endkonzentration im
25 ul Stammlésung PCR - Ansatz
14,1l Nuclease-freies Wasser
5,0ul Reaktionsgemisch A unbekannt,

keine
2,5ul Primergemisch Konzentrationsangaben
0,4l Taq DNA Polymerase des Herstellers
3ul Probe

Die Amplifikation erfolgte in einem PX 0.2 Thermal-Cycler-System (HOEFER) mit 30 Zyklen
nach Herstellerangaben (Tab. I11.15). Die Aufheizrate betrigt 1°C/sec.
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Tab. II1.15: Temperaturprofil der PCR mit dem Mentype® Ttiplex AFSQS PCR Amplification Kit

Art 1. DenaturierungsschrittDenaturierung Annealing  Extension | Endextension
Temperatur 94°C 94°C 58°C 72°C 68°C
Dauer 4min 30sec 120sec 75sec 60min

Zyklenzahl: 30

Die Nachweisgrenze dieser Triplex-(PCR) liegt bei weniger als 100pg genomischer DNA
(Biotype 2004).

11.4.3 Autosomale Multiplex-PCR

Fir die Amplifizierung autosomaler STR-Loci wird das AmpFISTR Identifiler Plus Kit (APPLIED
BIOSYSTEMS) verwendet.

In einer vorhergehenden Untersuchung (Harbeck 2002) wurden die Knochenproben der
Fundkomplexe Panker, Trier, Hemmingstedt und Flensburg sowie des Temperatur-
experimentes I mit dieser Methode typisiert. In der vorliegenden Untersuchung wurden die
rezenten kremierten Knochenproben, sowie die zugehorigen Schleimhautabstriche mit diesem

System analysiert.

Mit dem Identifiler Plus Kit kénnen 15 STR-Loci und geschlechtsspezifische Fragmente des
Amelogenins gleichzeitig amplifiziert werden. Die STR-Loci und die Spanne der Basenpaarlinge
der Allele entnehme man Tab. I11.16.

Tab. I11.16: Amplifizietbare Loci des Identifiler-Plus-Kits und
Basenpaaranzahl des Amplifkats (nach Applied Biosystems 2001).
Bei der angegebenen Basenpaaranzahl handelt
es sich um Schitzungen aufgrund der Leiterdetektion.

Locus Lange des Amplifikats (bp)
D8S1179 123 - 171
D21S11 185 — 240
D7S820 255 -292
CSF1PO 305 - 343
D3S1358 112 — 141

THO1 163 — 202
D13S317 217 — 245
D16S539 252 — 293
D2S1338 312 -359
D195433 102 — 135

VWA 154 — 206

TPOX 222 — 262
D18S51 270 — 346

Amelogenin 107/113

D5S818 134 -172

FGA 215 -282
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Das Identifiler Plus Kit enthilt folgende Komponenten:

o AmpFISTR PCR Reaktion Mix (enthalt MgCL,, dNTP’s, Rinderserumalbumin in Puffer mit

0,05% Sodiumacetat)

AmpFISTR Identifiler Primer Set
AmpliTag Gold DNA Polymerase
AmpFISTR Control DNA 47 A.
AmpFISTR Identifiler Allelic Ladder

o O O O

Zu dem Mastermix, der nach Herstellerangaben (Applied Biosystems 2001) angesetzt wurde,

wurde 11l der DNA-Losung zugegeben (Tab. 11.17).

Tab ITL.17: Ansatz fir die Multiplex PCR mit dem Identifiler-Plus-Kit

Volumen Konzentration der Endkonzentration im
25Ul Stammlésung PCR - Ansatz
5,5ul AmpFISTR Identifiler Primer Set
10,5l AmpFISTR Reaction Mix unbekannt,

AmpliTaq Gold DNA keine
0,5ul Polymerase Konzentrationsangaben
7,5ul Steriles Aqua bidest des Herstellers

1l Probe

Die Amplifizierung erfolgte mittels des 2700 GenAmp PCR Systems. Abweichend zu den im

Herstellerprotokoll angegebenen 28 Zyklen wurde die Zyklenzahl auf 34 Zyklen erhoht

(Tab. II1.18).
Tab. IT1.18: Temperaturprofil der PCR mit dem Identifiler-Plus-Kit
Art 1. DenaturierungsschrittDenaturierung Annealing  Extension | Endextension
Temperatur 94°C 94°C 58°C 72°C 68°C
Dauer 4min 30sec 120sec 75sec 60min
Zyklenzahl: 34

Die Nachweisgrenze der Identifiler-PCR liegt bei weniger als 100pg genomischer DNA (Applied

Biosystems 2001). Es wurden jeweils mindestens 2 PCRs pro Probe angesetzt.

11.5 Fragmentlingenanalyse und Allelbestimmung

Die Bestimmung der PCR-Produkte erfolgte durch kapillarelektrophoretische Auftrennung der
amplifzierten Fragmente mit einem AbiPrism-Genetic-Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS).
Die Fragmentanalyse der PCR-Produkte der Duplex- und der Identifiler-PCR wurde im Institut

tir Rechtsmedizin Kiel durchgefiihrt.

Es wurden hierfir jeweils 1yl der Proben (bzw. der Allelleiter) mit 11,8l Formamid (APPLIED
Brosystems, Hi Di Formamide Analysis grade) und je nach PCR mit 0,2ul folgenden Standards

versehen:
o Duplex-PCR: Rox 500 Standard (APPLIED BIOSYSTEMS)
o Identifiler Plus: LIZ 500 Standard (APPLIED BIOSYSTEMS)
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Die Fragmentlingenanalyse der Triplex-PCR wurde freundlicherweise im Institut fir
Rechtsmedizin Miinchen von Dr. B. Rolf vorgenommen. Die Amplifkate wurden auf einem
AbiPrism-Genetic-Analyzer nach Herstellerparametern (Biotype 2004) aufgetrennt.

Daftr wird jeweils 1ul der Proben (bzw. der jeweiligen Allelleiter) mit 12pl Formamid und 0,5ul
Rox 500 Standard versetzt. Die Allelbestimmung erfolgt durch den Vergleich mit den jeweiligen
Allelleitern und der Feststellung der Fragmentgrof3e unter Verwendung der GenScan-Software.
Mittels der Multiplex-PCR wurde die Amplifizierbarkeit der Genorte geprift und eine
Kontaminationskontrolle geschaffen. Im Hinblick auf die Fragestellung wurde auf eine

Diskussion der Typisierungsergebnisse verzichtet.
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12 Statistische Analysen

In der vorliegenden Untersuchung wurden Daten aller Skalenniveaus erhoben, zur Absicherung
der statistischen Signifikanz kommen daher verschiedene Methoden und Tests zum Einsatz.
Aufgrund der ungewissen Verteilung der Daten in der Stichprobe wurden, soweit mdglich,
nichtparametrische Tests verwendet, die den Vorteil haben, im Gegensatz zu parametrischen
Tests nicht von einer Normalverteilung auszugehen. Oft ist es fir den Vergleich von Daten
verschiedenen Skalenniveaus noétig, hoher skalierte Daten in niedriger skalierte umzuwandeln.
Dies geschah bei metrischen Daten durch Einteilung der Werte in Klassen, denen bei Vergleich
mit ordinalen Daten ein Rang zugeteilt wurde. Bei Vergleich mit nominalen Daten wurde die
Klassifikation nicht bewertet. Ordinalskalierte Daten wurden zum Abgleich mit nominalen Daten
ebenfalls zu Gruppen zusammengefasst und ohne ihre Rangwerte betrachtet.

Je nach Datenniveau wurden die zuldssigen Kennwerte der Verteilung der Stichprobe angegeben
(nach Lorenz 1996). Die statistischen Berechnungen erfolgten, soweit nicht anders angegeben,
mit dem Programm SPSS (Version 13.0).

121 Zusammenhinge von Merkmalen

Die Zusammenhinge von Merkmalen werden mit dem Begriff Korrelation umfasst. Auf den
unterschiedlichen Skalenniveaus wird dieser Begriff differenziert. So spricht man bei nominalen
Merkmalen von einer Assoziation bzw. Kontingenz (bei Beschreibung durch Kontingenztafeln),
wihrend bei ordinalen Daten von Rangkorrelation gesprochen wird. Bei metrischen Daten
spricht man von Mal3korrelation, wobei der Begriff Korrelation haufig nur auf diese Auspragung
angewandt wird.
Der statistische Nachweis einer Korrelation ldsst keinen sicheren Schluss auf eine
Kausalbeziehung zu (Lorenz 1996), allerdings fihren Kausalbeziechungen zu Korrelationen. Es
konnen drei verschiedene Typen von Kausalbeziehungen unterschieden werden:
o FEinseitige Abhingigkeit: Eine Variable ist ursichlich fiir die Ausprigung einer anderen
Variable.
Wechselseitige Abhingigkeit: Die Variablen kénnen sich gegenseitig ursichlich beeinflussen
o Abhingigkeit von einer gemeinsamen Ursache: Die Variablen hingen nicht voneinander ab,
sondern es gibt einen Faktor der auf alle gleichzeitig einwirkt. Diese Abhingigkeit wird auch
als Scheinkorrelation bezeichnet, wenn der die Korrelation erzeugender Faktor nicht
biologischer bzw. natiirlicher Ursache ist. So entsteht eine statistisch signifikante Korrelation,

ohne dass ein sinnvoller biologischer Zusammenhang besteht.

In der vorliegenden Arbeit wurde wegen der weitgehend unbekannten Abhingigkeiten der
Merkmale voneinander (unbekanntes Ursache/Wirkungsprinzip) soweit moglich —auf
wechselseitige Abhingigkeit gepriift, da so das Risiko minimiert wird, falsche Korrelationen zu
produzieren (Bortz et al. 1990).
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Je nach Skalenniveau wurden unterschiedliche Verfahren zur Feststellung eines
Zusammenhanges verwendet.

Bei nominalen Daten wurden Kontingenztafeln (Kreuztafeln) verwendet und mittels Chi-
Quadrat-Test (siche III: 13.3) auf signifikante Abweichung von zufilliger Verteilung der Daten
auf die Kontingenztafel untersucht (Verfahren nach Backhaus et al. 2006, Bortz et al. 1990). Ist
es sinnvoll die Enge des Zusammenhanges niher zu definieren, wurde der Cramer-V-
Assoziationskoefizient eingesetzt, welcher nur Werte zwischen 0 (kein Zusammenhang) und 1
(vollstindige Korrelation) annehmen kann, also keine Aussage Utber die Richtung des
Zusammenhanges gibt (Bortz et al. 1990.). Dieser ist unter den gleichen Bedingungen wie der

Chi-Quadrat-Test (s. u.) fiir Kontingenztafeln einsetzbar und wurde nur in diesem Fall verwendet.

Fir die Feststellung eines Zusammenhanges zwischen ordinal skalierten Daten wird der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (zweiseitig) berechnet sowie seine Signifikanz
Uberprift (sieche III: 12.3). Mit diesem konnen monotone Zusammenhinge zwischen zwei
Merkmalen aufgedeckt und quantifiziert werden. Vollstindig positive Korrelation liegt bei einem
Rangkorrelationkoeffizienten von 1 vor, wihrend vollstindig negative Korrelation bei einem
Rangkorrelationskoeffizienten von -1 vorliegt. Bei fehlender Korrelation wird ein Wert bei O

eingenommen (Verfahren und Vorrausetzungen nach Bortz et al. 1990).

Fir die Feststellung eines Zusammenhanges von ausschlieBlich metrischen Daten wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet (Verfahren und Vorrausetzungen nach Bortz et
al. 1990). Dieser kann ebenfalls Werte zwischen -1 und 1 einnehmen. Der Korrelationskoeffizient
ist allerdings nicht in der Lage die Struktur von nichtlinearen Beziehungen wahrzunehmen. So
kann von einer Nichtkorreliertheit der Merkmale nicht unbedingt auf ihre Unabhingigkeit
geschlossen werden (Lorenz 1996).

Aus diesem Grund wurden metrische Daten in dieser Arbeit hdufig in ordinale Daten
umgewandelt, so dass der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman angewendet werden kann,

der auch weniger lineare Zusammenhinge aufdecken kann.

Die gleichen Daten koénnen je nach Niveau, das man ihnen zuweist, unterschiedliche
Informationen beinhalten. So haben ordinal skalierte Daten eine Wertigkeit (ein Wert ist hoher
oder tiefer als ein anderer), wihrend die gleichen Daten, auf nominalem Niveau, ohne ihre
Wertigkeit betrachtet werden (ein Wert ist verschieden von dem anderen). Dies wurde in der
vorliegenden Arbeit in Hinsicht auf die Beurteilung eines Zusammenhanges zwischen Liegezeit
bzw. Fundort genutzt.

Betrachtet man die Fundkomplexe als nominale Variable und testet mittels Chi-Quadrat-
Verfahren (bzw. Ersatzverfahren) die Verteilung der Merkmalsausprigung der Proben auf die
Fundplitze, kann man eine Aussage iber Funkomplexabhingigkeit der Merkmalsausprigung
machen. Ordnet man die Fundkomplex stattdessen nach ihrer Liegezeit und gibt ihnen Ringe,
betrachtet sie also als ordinale Variable, kann auf einen Zusammenhang zwischen Liegezeit und
Merkmalsausprigung  getestet werden (mittels des Spearmanschen Rangkorrelations-

koeffizienten).
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12.2 Multivariate Analyseverfahren

Mittels der Varianzanalyse kann die Wirkung einer oder mehrerer unabhingiger Variablen
(nominal) auf eine oder mehrere abhingige Variablen (metrisch) untersucht werden (Verfahren
und statistische Signifikanzprifung nach Backhaus et al. 2006, Rudolf & Miiller 2004).
Dieses Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit angewendet, um die Wirkung verschiedener
unabhingiger Variablen (Spezies, Knochentyp, Fundschichtkomplex = dreifaktorielle Analyse).
auf die abhingige Variable D/L-Asp festzustellen (siche IV: 3.1).
Die Vorrausetzung der Varianzanalyse sind Varianzhomogenitit und normalverteilte Daten. Die
erste Vorrausetzung wird erfillt (nach Datensichtung). Die Vorrausetzung der Normalverteilung
ist nicht gegeben, aber da die Daten symmetrisch verteilt sind, ist davon auszugehen, dass die
Varianzanalyse unempfindlich gegen eine Abweichung von der Normalverteilung ist (Backhaus et
al. 2006). Es wurde weiterhin der EffekgroBenschitzer ,,partielles Eta-Quadrat™ errechnet. Dieser
gibt den Erklirungsanteil fir die Varianz der entsprechenden Variablen im Vergleich zu den
anderen untersuchten Variablen an (weitere Erlduterung siehe Backhaus et al. 2006). Die
Signifikanz wird nach dem F-Test von Fisher durch SPSS automatisch errechnet (nihere
Erlduterung Rudolf & Miiller 2004)
Mittels der Diskriminanzanalyse sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob und
welche Variablen geeignet sind, um zwischen verschiedenen Gruppen zu unterscheiden. Die
verschiedenen Gruppen definieren sich durch die erwiinschten Ergebnisse in einem
Screeningverfahren (Kollagen vorhanden/nicht vorhanden bzw. DNA amplifzierbar/nicht
amplifizierbar, siche I: 4.1). Die Merkmalsvariablen (Variablen, die zwischen den Gruppen
unterscheiden  sollen) missen ordinal oder metrisch skaliert sein, wihrend die
Gruppenzugehorigkeit durch nominale Daten ausgedriickt wird. Dementsprechend wurden die
Daten umformiert (vgl. IV: 3.2).
In allen Fillen wurde immer von zwei Gruppen und einer Merkmalsvariablen mit
unterschiedlichen Merkmalswerten ausgegangen. Es wurde also um eine vereinfachte
Diskrimanzfunktion eingesetzt:

Y = b, + bX,

Wobei Y die Diskriminanzvariable  (kanonische  Variable), b, der kanonische
Diskriminanskoeffizient und X, die Merkmalsvariable ist, waihrend b, die Konstante darstellt. Der
kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizient und die Konstante werden in der Diskriminanz-
analyse berechnet (genaues Verfahren sieche Backhaus et al. 2006). Da es sich um eine
vereinfachte Diskriminanzfunktion ohne den Vergleich von Merkmalsvariablen handelt resultiert
nur eine mogliche Diskriminanzfunktion; auf Prifung der Diskriminanzprifung verschiedener
Variablen konnte verzichtet werden.

Um eine Einordnung der Merkmale zur ermoglichen und eine Abschitzung der Trennkraft der
Diskriminanzfunktion zu erhalten, wurde Fischers Klassifizierungsfunktion fir die einzelnen
Merkmalsausprigung der jeweiligen Variable berechnet (nach Backhaus et al. 2000).

Zur Durchfithrung der Klassifzierung einer Merkmalsauspragung ist mit dessen Merkmalswerten

(X)) fiir jede Gruppe ein Funktionswert I nach folgender Formel zu berechnen:

Fl = b()l+b11X1
FZ = b()2+b12X1
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Die Koeffizienten b, und b,, wurden auf Basis der Diskrimanzfunktion unter Berticksichtigung
der a priori Wahrscheinlichkeit von SPSS fur F1 und F2 berechnet (Formel siche Backhaus et al.
2000).

Die Merkmalsausprigung ist derjenigen Gruppe zuzuordnen, fir die der Funktionswert F

maximal ist. Die Funktionswerte selbst haben keinen interpretatorischen Gehalt.

Aufgrund dieser Klassifizierungsfunktion konnten alle Elemente der Stichprobe auf ihre
Gruppenzugehorigkeit  geprift werden. So konnte ein  Abgleich zwischen reeller
Gruppenzugehorigkeit und errechneter Gruppenzugehérigkeit erfolgen und dementsprechend

eine Trefferquote angegeben werden, die eine Abschitzung der Trennkraft darstellt.

12.3 Signifikanztests

Zur Uberpriifung der Aussagekraft der statistischen Analyse bzw. zur Berechnung der
Wahrscheinlichkeit dafiir, dass die Nullhypothese (Zufilligkeit eines beobachteten Verteilung
bzw. Zusammenhangs) verworfen werden kann, wurden statistische Signifikanztests eingesetzt.
Es wurden je nach GroBe der Wahrscheinlichkeit des a-Fehlers (p) verschiedene statistische
Signifikanzniveaus angegeben. Bei einem Signifikanzniveau, das kleiner oder gleich p=0,05 ist,
wird von einem signifikanten Ergebnis gesprochen, wihrend bei einem Niveau kleiner oder
gleich p=0,01 von einem hochsignifikanten Ergebnis gesprochen wird.

Wenn moglich, wurden die Signifikanztests zweiseitig angewendet, d.h. es wurde nicht von einer
bestimmten Alternativhypothese ausgegangen bzw. von einem Ursache-Wirkungsschema, da eine
zweite Alternativhypothese bzw. die wechselseitige Abhingigkeit der in der Untersuchung
verwendeten Variablen aufgrund der wenig gesicherten Wissens tber Diagenesevorginge nicht
ausgeschlossen werden konnten.

Nur bei den speziellen Fragestellungen (siche I: 5) wurde von vornherein hdufig nur eine
Alternativhypothese angenommen bzw. konnten unabhingige und abhingige Variablen

unterschieden und dementsprechend einseitige Test eingesetzt werden.

Bei der Interpretation wurde beachtet, dass statistische Signifikanz eine notwendige, aber keine
hinreichende Bedingung fiir praktische Bedeutsamkeit ist (Bortz et al. 1990).

Fir die Uberprifung der Verteilung von Hiufigkeiten von nominalskalierten Daten
(Nullhypothese: die Verteilung ist zufallsbedingt) wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet.

Der Chi-Quadrat-Test wurde auBerdem bei der Uberpriifung der Assoziation nominalskalierter
Merkmale mittels Kontingenztafeln angewendet (Prinzip siehe Bortz et al. 1990). Die
Nullhypothese lautet in diesem Fall, dass die untersuchten Variablen nicht unabhingig sind. Bei
Verwerfen der Nullhypothese wird also angenommen, dass sie abhingig sind, wobei dies

Abhingigkeit nicht niher eingegrenzt wird.

Sind die Vorrausetzungen des Chi-Quadrat-Testes nicht erfullt (80% aller Erwartungswerte
miissen groBer als 5 sein, kein Erwartungswert kleiner als 1), wurden je nach Sachverhalt

folgende Strategien angewendet (nach Bortz et al. 1990):
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Zusammenfassung der Variablen in Gruppen wenn dies sachlogisch zu begriinden ist.
Bei kleiner Kontingenztafel (2 x 2): exakter Kontingenztest nach Fischer (siche Lorenz 1996)
o Bei schwach besetzter Kontingenztafel (hochstens 5 x 5 Felder): Chi-Quadrat-Test nach
Craddock u. Flood (Verfahren nach Bortz et al. 1990)
o Beimehr als 5 x 5 Feldern: Haldane-Dawson-Test (Verfahren nach Bortz et al. 1990)

Die Errechnung des Chi-Quadrat-Tests nach Craddock u. Flood und des Haldane-Dawson-Tests
(bet SPSS nicht vorhanden) erfolgt mit dem Programm BLAS FUR WINDOWS (epsilon-Verlag,
Version 8.2)

Die Verteilung von ordinalskalierten Merkmalen auf dem Knochenquerschnitt (im Allgemeinen
eingeteilt in die Bereiche periostal, mittig, medial) kann mittels des Friedmann-Tests fur k
verbundene Stichproben auf ihre Zufilligkeit tberpriift werden (Nullhypothese: Die 3
Knochenabschnitte zeigen hinsichtlich des Merkmals den gleichen Auspragungsgrad).

Mittels dieses Tests werden k abhingige Stichproben (in diesem Fall 3 Knochenabschnitte, die als
abhingig betrachtet werden, weil sie miteinander in Beziehung stehen) auf ihre zentrale Tendenz

Uberprift (Verfahren und Bedingungen nach Bortz et al. 1990).

Will man k Stichproben ordinalen Datenniveaus in ihrer zentralen Tendenz vergleichen, eignet
sich hierzu der Kruskal-Wallis-Test (Rangvarianzanalyse). In der vorliegenden Arbeit wurde
dieser dazu verwendet, die Verteilung der ordinalen Merkmale auf die unterschiedlichen
Fundplitze zu vergleichen. Dazu wurden die Fundkomplexe als unterschiedliche Stichproben
betrachtet. Bei Verwerfung der Nullhypothese (die Stichproben unterscheiden sich nicht in der
zentralen Tendenz) konnte davon ausgegangen werden, dass die Fundkomplexe Einfluss auf das
untersuchte Merkmal haben (Verfahren nach Bortz et al. 1990).
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IV

Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse gliedert sich in drei Bereiche, wobei die ersten beiden Bereiche
die Ergebnisse zum Themenbereich ,,Allgemeine diagenetische Zusammenhinge® darstellen,
wihrend der dritte Bereich die Auswertung der FErgebnisse hinsichtlich der speziellen
Fragestellung des Themenbereiches ,,Diagenese und Spurenkunde® zeigt (vgl. I: 5).

Im ersten Teil werden die Ergebnisse der einzelnen Analyseebenen ausgewertet, sowie die
Verteilung der Merkmale in den verschiedenen Stichproben dargestellt und verglichen. Weiterhin
sollen Zusammenhinge innerhalb der Analyseebenen festgestellt werden und Beziige zu
Fundplatz und Liege- bzw. Inkubationszeit dargestellt werden (IV: 1). Im zweiten Abschnitt
findet eine Vernetzung zwischen den untersuchten Markern der verschiedenen Strukturkomplexe
(interstrukturelle Zusammenhinge) statt (IV: 2). AbschlieBend folgt die Betrachtung und
Auswertung der Ergebnisse (schlieBende Statistik) im Hinblick auf die in der FEinleitung
postulierten speziellen Fragestellungen (IV: 3). Alle relevanten Daten werden graphisch
dargestellt. Stichprobenkennwerte wie Mittelwert und Standardabweichung sind hinsichtlich des
interpretatorischen Wertes begrenzt, da die archidologischen Stichproben unterschiedlicher
Fundkomplexe und Proben umfassen, die verschiedenen externen Faktoren ausgesetzt sind. Sie
sollen lediglich als genereller Uberblick iiber die Ausprigungsméglichkeiten eines Merkmals
dienen und werden nur bei allen metrischen Daten berechnet. Jegliche Rohdaten und Kennwerte
der einzelnen Fundkomplexe sind im Anhang aufgelistet (Anhang b).

Fir die anschlieBende Diskussion der Ergebnisse ist es erforderlich, nicht nur die in dieser Arbeit
ethobenen Daten in die Darstellung mit einzubeziehen. Der Ubersichtlichkeit halber wird dies
nicht gesondert erwihnt, sondern man entnehme den Rohdatentabellen im Anhang, welche
Daten jeweils in der vorliegenden Untersuchung erhoben wurden bzw. aus anderen Quellen

stammen (vgl. I1T).
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1  Ausprigung, Verteilung und intrastrukturelle
Zusammenhinge

Im folgenden Abschnitt werden Ausprigung und Verteilung der Merkmale der einzelnen
Analysekomplexe getrennt voneinander betrachtet und anschieBend innerhalb eines Komplexes
(intrastrukturelle) miteinander in Zusammenhang gebracht. Die statistischen Angaben beziehen
sich immer, soweit nicht anders erwihnt, auf das Gesamtvolumen der Stichprobe bei dem das

jeweilige Merkmal bestimmt wurde, dies wird am Anfang des jeweiligen Kapitels angegeben.

11 Mikrostruktur

Es konnten n=57 archdologische humane Knochenproben hinsichtlich ihrer Mikrostruktur
ausgewertet werden. Keine Daten liegen von Gebokli Tepe und Gircetepe sowie dem
Temperaturexperiment I vor. Fir keines der untersuchten histologischen Merkmale konnte ein

Zusammenhang mit der Liegezeit festgestellt werden (Verfahren siche I1I: 12).

Das kremierte Material liel3 eine Untersuchung hinsichtlich seiner histologischen Merkmale nicht
zu, da der Querschnitt sich als schwarze, lichtundurchlissige Masse zeigte. Die schwarze Firbung
beruht auf Oxidation des Kohlenstoffs aus den organischen Verbindungen zu elementarem
Kohlenstoff. Die Proben sind offensichtlich nur unvollstindig verbrannt. Bei einer Probe (K 97,
Abb. IV.1) fanden sich endostal Strukturreste, an diesen Stellen zeigten sich ebenfalls
Doppelbrechungsmuster bei Betrachtung im polarisierten Licht.

, y A N SR
Abb. IV.1: Probe K97 im Hellfeld (links) und bei Betrachtung unter polarisiertem Licht (rechts), eine

histologische Struktur ist nur endostal zu erkennen, wihrend der restliche Querschnitt eine
lichtundurchlissige schwarze Verfirbung zeigt
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1.1.1  Oxford histologischer Index (OHI)

Der Median der Hiufigkeitsverteilung fir den OHI, bei Betrachtung des archiologischen
Materials Gber den gesamten Knochenquerschnitt, ist 1. Wie man in Abb. IV.2 erkennt, ist die
Verteilung dieses Merkmals in der Stichprobe bimodal. Nur eine Probe liegt im mittleren Bereich
des OHI (Kh12 mit einem OHI-Wert von 2). Die Mehrzahl der Proben (54,4%) besitzt einen
eher schlechten histologischen Erhaltungsgrad mit einem Gesamt-OHI von 0 (15 Proben) oder 1
(16 Proben), wihrend 43,8% der Proben einen guten histologischen Erhaltungsgrad mit einem
OHI von 4 (8 Proben) oder 5 (17 Proben) zeigen. Eine Probe mit einem OHI-Wert von 3
konnte im untersuchten Fundgut nicht festgestellt werden.
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Abb. IV.2: Hiufigkeitsverteilung des OHI im archiologischen humanen Material, ein OHI-Wert von 3

wurde bei keiner Probe festgestellt
Die Verteilung des OHI in der Stichprobe weicht laut dem Chi-Quadrat-Test signifikant von
einer zufilligen Verteilung ab (p=0,003). Bei den weiteren Merkmalen wird von einer Priifung der
Zufilligkeit ihrer Verteilung abgesehen, da nicht genau geklirte Zusammenhinge zum OHI
bestehen und folglich der Aussagewert gering bleibt. Aufgrund dieser bimodalen Verteilung
werden die Proben mit einem OHI von 1 oder 0 zukinftig zu einer Gruppe zusammengefasst
(histologischer Erhaltungsgrad ,,schlecht®), ebenso wie die Proben mit einem OHI von 4 oder 5
(histologischer Erhaltungsgrad ,,gut™). Die Probe KH12 wird bei Verwendung dieser Einteilung
ausgeschlossen. Sie weist als weitere Besonderheit eine starke Kiristallbildung auf (siche
Abb. IV.3).

Abb. IV.3: Mittlerer Bereich von KH12 im Hellfeld mit
Kiristallbildungen (Pfeile) 99
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Guter mikrostruktureller Erhalt findet sich nur in Bereichen, in denen keine Kristalle vorhanden

sind, dies weist auf Rekristallisierungsprozesse nach Kollagenverlust hin (vgl. V: 1.1.5).

Der periostale, mittlere und endostale Anteil des Knochenquerschnitts unterscheidet sich nicht
signifikant in der Ausprigung des OHI (festgestellt mittels des Friedmann-Tests fir k
verbundene Stichproben).

Fiar die Beurteilung der Verteilung von mikrostrukturellem  Erhalt dber den
Gesamtknochenquerschnitt wurden theoretische Verteilungsmuster aufgestellt (siehe I1I: 2.3).

Bei einem sehr guten (OHI von 5) oder sehr schlechten Erhaltungsgrad (OHI von 0) besitzen
naturgemil alle Proben das Verteilungsmuster 1, in dem alle drei Bereiche gleich ausgeprigt sind
(Abb. IV.4). Dies trifft auf 66,7% der Proben zu, der Modalwert ist also 1.

Sowohl bei mikrostrukturell gut als auch schlecht erhaltenem Knochen kommt es gleich hiufig
vor, dass der mittlere Bereich des Querschnitts einen besseren Erhalt aufweist als die
Randbereiche. Dieses Verteilungsmuster stellt nach der gleichmifBigen Verteilung auch das
zweithaufigste dar (12,3%). AusschlieBlich mikrostrukturell schlecht erhaltene Proben zeigen die
Verteilungsmuster 3, 4 und 5, in denen entweder beide Randbereiche einen besseren
histologischen Erhalt zeigen als der mittlere Bereich (8,8%) oder nur einer der Randbereiche
besser erhalten ist (5,3%) als der restliche Querschnitt. Dass der endostale Bereich eine
schlechtere mikrostrukturelle Erhaltung zeigt, kommt nur bei einer gut erhalten Probe vor
(1,8%). Das Verteilungsmuster des mikrostrukturellen Erhaltes der Proben mit gutem bzw.
schlechtem histologischem Erhalt zeigt Abb. IV 4.
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Verteilungsmuster des mikrostrukturellen Erhaltes

Abb. IV.4: Verteilungsmuster des mikrostrukturellen Erhaltes tber den Knochenquerschnitt, aufgeteilt in
Knochen mit guten und schlechten Erhaltungsgraden

Wie die Abb. IV.5 zeigt, ist die Verteilung der histologischen Erhaltungsgrade auf die
unterschiedlichen Fundkomplexe sehr unterschiedlich. Mittels des Haldane-Dawson-Tests kann

eine signifikante Assoziation zwischen der Verteilung des OHI und dem Fundplatz nachgewiesen

werden (p=0,000003).
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Abb. IV.5: Verteilung der histologischen Erhaltungsgrade auf die unterschiedlichen Fundplitze

Eine Assoziation zwischen Fundplatz und dem Verteilungsmuster des mikrostrukturellen
Erhaltes ist mittels dieses Tests ebenfalls nachzuweisen (p=0,000294). So fillt bei Betrachtung
der Rohdaten auf, dass die Verteilungsmuster 4 und 6 ausschlieBlich bei dem Fundkomplex
Nevali Cori vorkommen, wihrend das Muster 7 nur bei den Fundplitzen Ettingen und Flensburg
festzustellen ist. Eine Ubersicht bietet Abb. IV.6.

8—
6— Verteilungsmuster
des
= mikrostrukturellen
N o, Erhaltes
C [l 1:periostal=mitte=endostal
< [l 2:periostal<mitte>endostal
[0 3:periostal=endostal>mitte
2 Hl 4:periostal=mitte<endostal
O 5:endostal=mitte<periostal
[l 6:periostal=mitte>endostal
I H O 7:endostal=mitte>periostal
0= I I — | I —
Nevali Panker Eider Trier Etting Kelheim Hemming Flensburg
Cori stedt
Fundkomplex

Abb. IV.6: Verteilung der Verteilungsmuster des mikrostrukturellen Erhaltes auf die verschiedenen
Fundkomplexe

Mit dem Haldane-Dawson-Test kann keine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem
Verteilungsmuster des mikrostrukturellen Erhaltes und dem histologischen Erhaltungsgrad
nachgewiesen werden.

Alle Proben des Temperaturexperimentes II sind mikrostrukturell unverindert erhalten und

werden durchgehend mit einem OHI-Index von 5 bewertet.
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1.1.2 Doppelbrechung
Die Verteilung des Merkmals Doppelbrechung, aufgeteilt nach histologischem Erhaltungsgrad
innerhalb der Stichprobe, zeigt Abb. IV.7.
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<
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Gesamt-Doppelbrechung

Abb. IV.7: Hiufigkeiten der drei Ausprigungen der Doppelbrechung iiber den gesamten Querschnitt,
unterteilt nach histologischem Erhaltungsgrad

Bei Betrachtung im polarisierten Licht zeigen 29,8% (17 Proben) der Knochenquerschnitte
Osteone mit Brewster-Kreuzen (Doppelbrechung). Diese Proben besitzen ausschlieflich einen
guten histologischen  Erhaltungsgrad. Reduzierte Doppelbrechung zeigen 26%  der
Knochenquerschnitte (15 Proben). Eine reduzierte Doppelbrechung ist genauso oft bei Proben
mit gutem (Abb. IV.8, linkes Bild), wie bei Proben mit schlechtem histologischen Erhaltungsgrad
zu sechen (Abb. IV.8, rechtes Bild). Dabei sind die Proben mit gutem Erhaltungsgrad und
reduzierter Doppelbrechung dadurch gekennzeichnet, dass die reduzierte Doppelbrechung sich
auf den gesamten Querschnitt bezieht, wihrend beim Material mit insgesamt schlechtem
histologischen Erhalt die Stellen mit teilweise erhaltener Struktur unvollstindige Brewster-Kreuze
zeigen. Die meisten Knochenproben weisen keine Doppelbrechungsphinomene bei Betrachtung
im polarisierten Licht (43%) auf. Bis auf eine Probe (NC14) zeigen diese einen schlechten
histologischen Erhaltungsgrad. Der Median der Haufigkeitsverteilung bei Betrachtung des
gesamten Querschnittes ist 0,5.

102



IV~ Ergebnisse

Abb. IV.8:

links: Probe P4 mit histologisch gutem Erhaltungsgrad (OHI 4) im Hellfeld (rechts) und reduzierter Doppelbrechung
bei Betrachtung im polatisiertem Licht (links)
rechts: Probe E7 mit schlechtem histologischen Erhaltungsgrad (OHI 1) im Hellfeld (rechts) und reduzierter
Doppelbrechung bei Betrachtung im polarisiertem Licht (links)

Ein Median von 0,5 erhilt man bei Betrachtung der Doppelbrechung nur im periostalen Teil,
wihrend die Verteilung der Doppelbrechung im mittleren und endostalen Teils den Median 0
zeigt. Polglich zeigen geringfigic mehr Proben keine Doppelbrechung im mittleren und
endostalen Bereich als im periostalen. Mittels des Friedmann-Tests fir verbundene Stichproben
ldsst sich zeigen, dass sich die drei Bereiche des Knochenquerschnittes in der Verteilung der
Doppelbrechung signifikant unterscheiden (p=0,042).

Es findet sich eine einseitige Assoziation zwischen Fundplatz und Ausprigung der
Doppelbrechung mittels des Haldane-Dawson-Tests (p=0,000015), man beachte allerdings die
Korrelation zwischen OHI und Doppelbrechung (vgl. Abb. IV.7)

Die Proben des Temperaturexperimentes II zeigen bei Betrachtung im polarisiertem Licht bis
einschlief3lich des 21sten Inkubationstage (TE II 21) Brewster-Kreuze. Die Proben TE 23 und 25

hingegen zeigen eine reduzierte Doppelbrechung tiber den gesamten Querschnitt.

1.1.3 Mikrofissuren

Die Beurteilung der Mikrofissuren (siche Abb. IV.9) kann nur bei Schnitten mit einem gutem
histologischem Erhaltungsgrad erfolgen, da bei zerstorter Mikrostruktur die Fissuren nicht
erkennbar sind. Somit kénnen ca. 50% der Stichprobe nicht beurteilt werden. Der Grof3teil der
beurteilbaren Proben zeigt keine (37,9%, Indexwert von 3) oder nur sehr wenige Mikrofissuren
(31%, Indexwert von 2). Bei ca. 20% der Proben sind viele Osteone (Indexwert von 1) und bei
10% der Proben fast alle Osteone (Indexwert von 0) von Mikrofissuren betroffen. Der Median
der Verteilung ist 2. Der periostale, mittlere und endostale Bereich haben bei getrennter
Betrachtung ebenfalls einen Median von 2 und weisen in ihrer Verteilung statistisch keine

signifikanten Unterschiede auf (Test nach Friedmann, n=25).
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Eine Assoziation zwischen Ausmal} der Mikrostrukturen und Fundplatz kann statistisch ebenfalls
nicht nachgewiesen werden (n=25). Allerdings fallt bei Betrachtung der Daten auf, dass eine stark
erhohte Anzahl der Mikrosfissuren bei den Fundplitzen Nevali Cori und Panker auftritt.

Alle Proben des Temperaturexperimentes II haben mehr oder weniger stark ausgeprigte
Mikrofissuren (keine Probe mit einem Indexwert von 0). Der Median der Verteilung ist 1. Eine
Probe zeigt als Gesamtindex den Wert 0, wihrend 4 Proben den Wert 1 und 5 Proben den Wert
2 zeigen. Fin Zusammenhang zwischen Inkubationszeit und Anzahl der Mikrofissuren ist nicht

herzustellen.

1.1.4 Bakterieller Befall

Weiterhin wurde die Ausprigung des bakteriellen Befalls anhand der fur sie typischen Anzeichen
(siche I: 3.2.1) beurteilt. Bei 43% der Proben sind mehr als 95% der Fliche bakteriell zerstort,
wahrend bei 33% der Proben keine Anzeichen bakteriellen Befalls sichtbar sind. Mittlere
Befallswerte (1 und 2) sind bei 22% der Proben beobachtbar, die bakterielle Zerstérung weist
also eine bimodale Verteilung auf. Sie ist mit nur einer Ausnahme fokaler Art (Abb. IV.10),

lamellire Zerstorung kann nur bei einem Knochenquerschnitt beobachtet werden (Probe T5,
Abb. IV.10)

Abb. IV.10: Verschiede Formen bakterieller Zerstérung: links Probe E7 mit fokaler ,, Tunnel“-form
und rechts Probe T5 mit lamelldrem bakteriellen Befall

Der Median der Haufigkeitsverteilung des bakteriellen Befalls ist 1; betrachtet man die Bereiche

des Knochenquerschnitts getrennt, stellt man fiir die Verteilung des periostalen Bereichs
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ebenfalls einen Median von 1 fest, wihrend die endostalen und mittleren Abschnitte einen
Median von 0 haben. Die Bereiche weisen in der Verteilung des bakteriellen Befalls statistisch
keine signifikanten Unterschiede auf (Test nach Friedmann). Es kann mittels des Haldane-
Dawson’s Test kein statistischer Zusammenhang zwischen der Ausprigung des bakteriellen

Befalls und dem Fundkomplex gefunden werden.

Die Proben des Temperaturexperimentes II zeigen kein Anzeichen bakteriellen Befalls.

1.1.5 Einschliisse in den Havers’schen Kanilen

Der Median des Index zur Abschitzung der Einschlisse der Havers’schen Kanile ist 1. Mehr als
52% der Proben weisen den Wert 1 auf, d.h. bei mehr als der Hilfte der untersuchten Proben
sind mehr als die Hilfte der betrachteten Havers’schen Kanile mit exogenem Material gefiillt.
Weniger haufig (ca. 28%) sind Proben, die nur einige Havers’sche Kanaile mit exogener Fillung
aufweisen, wihrend bei ca. 18% der Proben fast alle Havers’schen Kanile Einschlisse aufweisen.

Nur bei einer Probe sind keine Fillungen jener Kanile festzustellen (Kh1).

Die periostalen, mittleren und endostalen Bereiche haben bei getrennter Betrachtung einen
Median von 2 und weisen in ihrer Verteilung statistisch keine signifikanten Unterschiede auf
(Test nach Friedmann).

Es kann weiterhin keine Assoziation mittels Haldane-Dawson-Test zwischen den Einschliissen in

den Havers’schen Kanilen und den Fundorten der Proben festgestellt werden.

Auch die Proben des Temperaturexperimentes II zeigen Einschliisse in den Havers’

schen Kanilen. Da diese allerdings in ihrer Struktur von den im archiologischen Material
beobachteten Einschliissen abweichen, wurden sie nicht mit dem gleichen System beurteilt.
Wihrend die Fillungen der Havers’schen Kanile des archiologischen Materials exogener Natur
sind, stammen sie bei den 7 vitro degradierten Proben aus endogenen Knochenanteilen, wie z.B.
Blutgefil3en.

1.1.6 Diffuses exogenes Material

Bei 23% der Proben ldsst sich kein diffuses exogenes Material (Indexwert 5) beobachten,
wihrend es bei 17,5% der Proben tber die gesamten Fliche anzutreffen ist (Indexwert 0) und bei
17% mehr als die Hilfte der beobachteten Fliche einnimmt (Indexwert 1). Eine mittlere
Ausprigung (Indexwerte 2 und 3) weisen 42% der Proben auf, wobei der iiberwiegende Teil
(36,8%) bei mehr als der Hilfte der betrachteten Fliche diffuses exogenes Material zeigt. Der
Median der Verteilung ist 1. Die periostalen, mittleren und endostalen Abschnitte weisen in ihrer

Verteilung statistisch keine signifikanten Unterschiede auf (Test nach Friedmann).

Wie in Abbildung IV.11 ersichtlich, zeigen Proben ohne diffuses exogenes Material durchgehend
einen guten histologischen Erhaltungsgrad.
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Abb. IV.11: Verteilung der Indexwerte zur Beurteilung des Ausmalles des diffusen exogenen Materials auf
die Proben mit gutem bzw. schlechten histologischem Erhaltungsgrad

Bei der Verteilung des diffusen exogenen Materials gibt es keine statistisch nachweisbare
Fundplatzassoziation.

Diffuses exogenes Material ist bei den Proben des Temperaturexperiments nicht festzustellen.

1.1.7 Braune Verfirbung unter Strukturerhalt

Etwa 44% der Proben zeigen Bereiche mit brauner Verfirbung unter Strukturerhalt, von diesen
zeigen 3,5% (2 Proben: NC14, NC15) Verfirbungen iiber die gesamte Fliche des Querschnittes
(Indexwert 0). Etwa 7% der Proben lassen eine Verfirbung bei mehr als der Hilfte der
betrachteten Fliche (Indexwert 1) erkennen, wihrend die meisten Proben (33%) auf weniger als
der Hilfte der betrachteten Fliche Verfirbungen aufweisen (Indexwert 2) (vgl. Abb. IV.12). Der
Median der Stichprobe ist 3 (keine Verfirbung feststellbar).

Mittels des Friedmann-Tests flr verbundene Stichproben lisst sich zeigen, dass sich die drei
Bereiche des Querschnitts (periostal, medial, endostal) in der Verteilung hochsignifikant
unterscheiden (p=0,000). Der periostale Bereich weist mehr Werte im Bereich O bis 2 auf (Rang
1,75), d.h. hier ist das Ausmal3 der Verfirbung der Flichen stirker. So sind 60% der Proben in
diesem Bereich unverfirbt, wihrend es im mittleren Bereich 86% (Rand 2,25) und im endostalen
70% (Rang 2) sind. Am haufigsten finden sich also Verfirbungen im periostalen, dann im
endostalen und am seltensten im mittleren Bereich des Knochenquerschnitt. Diese Verteilung

zeigt die externe Natur dieser Verfirbungen an.
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Abb. IV.12: Proben mit brauner Verfirbung unter Strukturerhalt,
links: Probe H1 mit besonders ausgeprigten Verfirbungen im periostalen Bereich,
rechts: Probe NC 15 mit Verfirbung iiber den gesamten Querschnitt

Es lisst sich eine hochsignifikante Assoziation zwischen Fundkomplex und Ausmal3 der braunen
Verfirbung unter Strukturerhalt mittels des Haldane-Dawson-Test feststellen (p=0,000239).
Auffillig sind vor allem die Fundplitze Panker und Neval: Cori, die Verfirbungen von iiber 50%
der Querschnittsfliche zeigen (Indexwerte 0 und 1), wihrend allen anderen Fundplitzen nur
Proben mit Indexwerten von 2 oder 3 zuzuweisen sind. Eine Ausnahme bildet der Fundkomplex

Hemmingstedt, wo ausschlieBlich Werte von 2 gefunden werden.

Zwei Proben des Temperaturexperimentes II zeigen braune Verfirbungen unter Strukturerhalt.
Dabei handelt es sich um die Proben TE II 23 und TE II 25, also diejenigen, die am lingsten
inkubiert wurden. Die Verfirbung erstreckt sich iiber den gesamten Querschnitt (Abb. IV.13).

Diese Verfirbungen unterscheiden sich im Aussehen und ihrer Natur von denen des

archiologischen Knochenmaterials und werden daher gesondert betrachtet.

Abb. IV.13: Briunliche Verfirbung unter Strukturerhalt bei der Probe
TE 1I 25 im mittleren Bereich
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1.1.8 Zusammenhinge innerhalb der mikrostrukturellen Merkmale

Statistische Zusammenhinge zwischen den mikrostrukturellen ordinalen Merkmalen zeigt
Tab. IV.1.

Die Tabelle beinhaltet nicht das Verteilungsmuster des mikrostrukturellen Erhaltes, da dies ein
nominales Merkmal ist. Mit dem Haldane-Dawson-Test ist keine statistisch signifikante
Assoziation zwischen dem Verteilungsmuster des mikrostrukturellen FErhaltes und dem

histologischen Erhaltungsgrad nachweisbar.

Besonders eng (Korrelationskoeffizient von iiber 0,8) und hochsignifikant korrelieren der OHI
mit der Doppelbrechung, dem bakteriellen Befall und dem diffusen exogenen Material. Diese drei
Merkmale korrelieren ebenfalls jeweils miteinander, so dass sich ein zusammenhingender
Verband aus OHI, Doppelbrechung, bakteriellem Befall und diffusem exogenen Material ergibt.

Aufgrund sich so abzeichnender, hiufig zusammen vorkommender Merkmalsausprigungen
konnen zwei verschiedene histologische Merkmalstypen definiert werden, in welche die Mehrzahl

der vorhandenen Proben eingeordnet werden kénnen:

A. Histologischer Erhaltungsgrad gut (OHI 4 und 5) mit vollstindig erhaltener Doppelbrechung
(Index 1), keinem oder wenig bakteriellem Befall (Indexwert von 3 und 2), keinem oder wenigem
diffusen exogenen Material (Indexwerte 3 und 2): 17 Proben (30%)

B: Histologischer Erhaltungsgrad schlecht (OHI 0 und 1), mit reduzierter oder nicht mehr
vorhandener Doppelbrechung (0 oder 0,5), stark ausgeprigtem bakteriellem Befall (0 und 1) und
viel diffusem exogenem Material (0 und 1): 30 Proben (53%)

Die anderen histologischen Merkmale lassen sich diesen Typen nicht so einfach zuordnen.
Alle zur Typbildung verwendeten Variablen korrelieren schwach negativ mit der geschitzten
Anzahl der Einschlisse in den Havers’schen Kanilen und des Ausmalles der braunen Verfirbung

unter Strukturerhalt (Korrelationskoeffizienten zwischen 3 und 5).
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Tab. IV.1: Korrelatonsmatrix der histologischen Merkmale **

Die Korrelation 1st auf dem

1 Niveau signifikant (zwelselty

Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant

{aersertyr)
Einschlisse in braune
den Diffuses Verfarbung
Doppe |- bakterieller Haverschen exogenss unter
OHI brechung Mikrofissuren Befall Kandlen Material Strukturerhalt
OHI Korrelationskoeffizient 1,000 ,852(*) 042 905(**) - 437(™) BT7() - 514(**)
Sig. (2-seitig) ,000 827 ,000 ,001 ,000 ,000
n a7 a7 28 a7 57 a7 57
Doppe lbrechung Korrelationskoeffizient  g5a () 1,000 248 ,833(") -, 473(™) JTTE(™) -,392(*)
Sig. (2-seitig) .000 195 ,000 ,000 ,000 ,003
n 57 57 29 57 57 57 57
Mikrofissuren Korrelationskoeffizient 042 248 1,000 ,033 271 -170 ,500(*)
Sig. (2-seitig) 827 195 ,BB5 155 377 ,006
n 29 29 29 29 28 29 29
bakterieller Befall Korrelationskoeffizient 905(**) ,833(™) ,033 1,000 -,330(% LB69() A7)
Sig. (2-seitig) .00 ,000 ,865 012 ,000 .000
n 57 a7 29 a7 57 a7 a7
M_MﬁmMMMwMN _mmn_“wm:?m: Korrelationskoeffizient - 437(*) L473(™) -271 -330(") 1,000 -, 355(*) 283(")
Sig. (2-seitig) .001 ,000 155 012 ,007 ,033
n 57 57 29 57 57 57 57
Diffuses exogenes Material  Korrelationskoeffizient B77(™ T75(™) 170 869" -,355(*) 1,000 - 497"
Sig. (2-seitig) ,000 ,000 377 ,000 007 ,000
n 57 57 29 57 57 57 57
mﬁ:ﬂﬁ“ﬂ%ﬁ:_ﬁ unter Kaormelationskoeffizie nt - 514(™) -392(") 500(") - A71(™) ,283(") - 497(*") 1,000
Sig. (2-seitig) ,000 ,003 ,006 ,000 ,033 ,000
n T a7 29 a7 57 a7 a7
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Auffallend ist der Zusammenhang zwischen bakteriellem Befall und brauner Verfirbung unter
Strukturerhalt. Bei Betrachtung der beiden Merkmale in einer Kreuztabelle (Tab. IV.2) wird klar,
dass bestimmte Kombinationen sich ausschlieBen: Starker bakterieller Befall kommt nie in

Kombination mit brauner Verfirbung unter Strukturerhalt vor.

Tab. IV.2: Kreuztabelle der Merkmale bakterieller Befall und brauner
Verfirbung unter Strukturerhalt

braune Verfarbung unter Strukturerhalt

0 1 2 3 Gesamt
bakterieller 0 0 0 5 20 25
Befall
1 0 0 2 3
2 0 2 3 3
3 2 2 9 6 19
Gesamt 2 4 19 32 57

Die geschitzte Anzahl der Mikrofissuren zeigt nur mit dem Merkmal brauner Verfirbung unter
Strukturgehalt eine Korrelation (Tab. V.1). Allerdings ist zu bedenken, dass dieses Merkmal nur
bei Proben mit guter Erhaltung festgestellt werden konnte, so dass eine gesamte Beurteilung der

Stichprobe nicht gegeben ist.

Etwa 17% der Proben lassen sich nicht einem der beiden postulierten Merkmalstypen zuordnen.
Dazu gehoren vier Proben des Fundkomplexes Nevali Cori (NC14, NC15, NC19, NC20) und
drei Proben des Fundorte Panker (P2, P3, P4) sowie ein des Fundkomplexes Kehlheim (Khl).
Ihnen allen ist gemein, dass sie in allen Merkmalen dem histologischen Merkmalstyp A
entsprechen, mit dem Unterschied, dass sie reduzierte bis fehlende Doppelbrechungsreaktionen
bei Betrachtung unter polarisiertem Licht zeigen. Weiterhin fallt auf, das sie mit Ausnahme von
Kh1 alle braune Verfirbungen unter Strukturerhalt zeigen (Indexwerte von 0 bis 2) und in einem
mehr oder weniger starkem Ausmal3 Mikrofissuren aufweisen (Indexwerte O bis 2). Im
Unterschied zu anderen Proben mit brauner Verfirbung unter Strukturerhalt ist hier die
Verfirbung nicht auf einzelne Bereiche des Querschnittes beschrinkt, sondern findet sich tber
dem gesamten Querschnitt mit einzelnen in Ausnahmefillen vorkommenden Rindern fehlender
Verfirbung.

Diese Gruppe von Proben wird als Merkmalstyp C bezeichnet, sie macht ca. 14% der Proben der

Gesamtstichprobe aus.

Die zwei verbleibenden Proben (T5, E7) entsprechen eher dem Merkmalstyp B, allerdings zeigen
sie nur wenig bakteriellen Befall. Im Folgenden werden sie als Merkmalstyp D bezeichnet bzw.

von der Betrachtung ausgenommen.
Da die den histologischen Merkmalstyp bildenden Merkmale mit der Liegezeit assoziiert sind,
(s. 0.) ist davon auszugehen, dass der histologische Merkmalstyp ebenfalls einen Zusammenhang

mit den Fundplitzen aufweist. Dieser ist in Abb. IV.14 dargestellt.
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Man erkennt, dass die Fundplitze Flensburg, Ettingen und Trier sowohl den Merkmalstyp A als
auch B aufweisen. Die Fundplitze mit der lingsten Liegezeit wie Nevali Cori und Panker, aber
auch der mittelalterliche Fundkomplex Kehlheim zeigen nur die Merkmalsausprigungen A und
C. Die schwach besetzten Fundplitze Hemmingstedt und Eiderschadel sind die einzigen, die nur
einen Merkmalstyp zeigen (A).
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Abb. IV.14: Verteilung des histologischen Merkmalstypen auf die einzelnen Fundplitze

Hinsichtlich der Proben des Temperaturexperimentes II fillt auf, dass es keine stetige
Verinderung der Proben mit zunehmender Dauer des Experimentes gibt. Ab dem 23sten
Inkubationstag tritt eine plotzliche Verinderung ein, die sich in brauner Farbgebung und
reduzierter Doppelbrechung duflert. Die Proben bis zum 23sten Inkubationstag entsprechen so
dem fiir das archidologische Knochenmaterial postulierten Typ A, wihrend TE II 23 und
TE II 25 dem Typ C dhneln
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1.2  Fluoreszenz

Von dem archiologischen Material konnten 57 (entsprechend der Proben, die histologisch
untersucht wurden) und von dem experimentell degradiertem Material alle Proben der
Temperaturexperimente I (n=17) und II (n=10) hinsichtlich der Fluoreszenzeigenschaft ihres
Knochenquerschnitts beurteilt werden. Bei den Proben des Temperaturexperiments II war es
moglich, die Fluoreszenz vor und nach der Inkubierung zu testen. Von den zehn Proben aus
rezenten Leichenverbrennungen konnten sechs (K 91, K92, K93, K97, K98, K100) auf ihre
Fluoreszenz hin untersucht werden, bei den restlichen vier Proben lieB dies der

Fragmentierungsgrad nicht zu.

1.2.1 Blauindex
Fir den Gesamtquerschnitt ergibt sich hinsichtlich der hellblauen Fluoreszenz (Gesamt-
Blauindex) die in Abb. IV.15 dargestellte Haufigkeitsverteilung der Indexwerte mit einem Median

von 1.
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Abb. IV.15: Hiufigkeitsverteilung des Gesamt-Blauindex, ein Indexwert von 5 bedeutet, dass iiber 95%
der Gesamtfliche eine hellblaue Fluoreszenz aufweist, ein Indexwert von 0 zeigt ginzlich fehlende
hellblaue Fluoreszenz

Der GroB3teil des archidologischen Materials (61,4%) weist entweder keine hellblaue Fluoreszenz
(Indexwert 0: 10 Proben) auf oder diese ist nur auf weniger als 15% der Fliche (Indexwert 1: 25
Proben) zu sehen. Bei acht der archiologischen Knochen ist bei tiber 95% der Knochenfliche
die fir rezente Knochen typische Fluoreszenz ausgeprigt (Indexwert 5). Mittlere Indexwerte
(2 — 4) sind hingegen kaum vergeben worden (Indexwert 2: 7 Proben, Indexwert 3: 5 Proben,
Indexwert 4: 2 Proben). Diese Hiufigkeitsverteilung weicht nach Chi-Quadrat-Test
hochsignifikant von einer zufilligen Verteilung ab.

In der Auspragung der hellblauen Fluoreszenz weichen die periostalen, mittleren und endostalen
Anteile der Proben signifikant voneinander ab (Test mittels des Friedmann-Test fir k
verbundene Stichproben, p=0,000), wobei der mittlere Anteil durchschnittlich mehr

Fluoreszenzanteile aufweist.
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Die Verteilung des Gesamt-Blauindex ist fundplatzspezifisch (bei Betrachtung des Index als
ordinale Variable und Anwendung des Haldane Dawson-Test, p=0,0000).

Die ilteren Fundplitze (Nevali Cori, Panker, Eiderschidel) zeigen nur wenig Anteile hellblauer
Fluoreszenzen, sie weisen ausschlieSlich Gesamtblauindexwerte von 0 oder 1 auf.

Beti allen Proben des Fundkomplexes Trier konnte hellblaue Fluoreszenz beobachtet werden, bei
einer auffillig hohen Anzahl an Proben (4 von 10 Proben) zeigt sich eine stark ausgeprigte
hellblaue Fluoreszenz. Im Fundkomplex Ettingen finden sich Proben mit allen
Ausprigungsformen  hellblauer Fluoreszenz, wobei Proben mit ausgedehnten Teilen
andersfarbiger Fluoreszenz tberwiegen (Indexwerte 1 und 2). Die Proben des Fundkomplexes
Kehlheim weisen durchgehend nur noch kleine Flichen blauer Fluoreszenz auf (Indexwert 1),
wihrend sich in den Fundplitzen Hemmingstedt und Flensburg unterschiedliche Schattierungen

zeigen.

Mittels der Rangkorrelation von Spearman kann kein Zusammenhang zwischen Liegezeit und

Gesamt-Blauindex nachgewiesen werden.

Fir die Verteilung der hellblauen Fluoreszenz iber den Knochenquerschnitt (geteilt in
periostalen, endostalen und mittleren Anteil) sind theoretische Verteilungsmuster aufgestellt
worden (sieche I1I: 3.2). Die Abbildung IV.16 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Muster innerhalb
des archiologischen Materials, der Modalwert ist 1. Proben mit ginzlich fehlender hellblauer

Fluoreszenz (Gesamt-Blauindex 0) wurden nicht in die untersuchte Stichprobe mit einbezogen.

Die meisten der untersuchten Proben (82%) zeigen eine gleichmiflige Verteilung der

Fluoreszenzanteile tber den gesamten Knochenquerschnitt (22 Proben) oder weisen im mittleren

Bereich die meiste hellblaue Fluoreszenz auf (15 Proben). Weniger hdufig (4 Proben) zeigt sich

das Verteilungsmuster 7, bei dem der endostale und der mittlere Bereich des Knochens die

meisten Anteile an hellblauer Fluoreszenz zeigen, wihrend der periostale abgereichert ist.

Seltener ist es, dass nur der periostale (Verteilungsmuster 5: 2 Proben) oder der periostale und der

mittlere Bereich (Verteillungsmuster 6: 2 Proben) die héheren Anteile an hellblauer Fluoreszenz

besitzen als die anderen.

Zwet der sieben moglichen theoretischen Verteilungsmuster treten in dem untersuchten Material

nicht auf:

o Bei keiner Probe weisen gleichzeitig der periostale und der endostale Bereich des
Knochenquerschnittes mehr Anteile blauer Fluoreszenz auf als der mittlere Teil
(Verteilungsmuster 3).

o Der endostale Bereich hat bei keiner Probe mehr Anteile an blauer Fluoreszenz als der
mittlere und der periostale Anteil (Verteilungsmuster 4)

Diese Haufigkeitsverteilung weicht hochsignifikant von einer zufilligen Verteilung ab (Chi-

Quadrat-Test, p=0,000).
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Abb. IV.16: Hiufigkeiten der Proben je vorkommendes Verteilungsmuster (1-7) der hellblauen Fluoreszenz.
Jedem Balken ist ein beispielhaftes Bild fiir das dargestellte Verteilungsmuster aus dem untersuchten Material
tbergeordnet (von links nach rechts: Muster 1-Probe F4, Muster 2-Probe T5, Muster 5-Probe NC19: der Pfeil
deutet auf die Anteile hellblauer Fluoreszenz im petiostalen Bereich, Muster 6-Probe E 22; Muster 7-Probe T4)

Betrachtet man die Fundkomplexe als ordinale Variablen, also ohne Wertung ihrer Zeitstellung
zeigt sich mit dem Haldane-Dawson-Test eine hochsignifikante Abweichung (p=0,0000061) der
Nullhypothese. Das Verteilungsmuster der hellblauen Fluoreszenz ist also ebenso wie die
Ausprigung des Gesamtblauindex fundkomplexspezifisch und weist ebenso keinen

Zusammenhang mit Liegezeit auf.

Im Temperaturexperiment I sinkt der Anteil hellblauer Fluoreszenz der Proben mit zunehmender
Inkubationszeit (Abb. IV.17). Ein Zusammenhang zwischen der Inkubationszeit und dem Anteil
hellblauer Fluoreszenz einer Probe wird durch den hochsignifikanten Korrelationskoeffizienten
nach Spearman (-0,918) bestitigt.

Am Anfang des Experimentes findet man Proben mit einer gleichmiBligen Verteilung der
Fluoreszenz tiber die gesamte Fliche (Proben TE 1 0,5; TE 1 2), gefolgt von Proben, bei welchen
der periostale Bereich weniger hellblaue Fluoreszenz aufweist als die anderen Abschnitte (TE I 1;
TE I 2,5, TE I 3; TE 1 5). Die Proben, die nach 3, 5, 6, 7 und 8 Tagen Inkubationszeit
entnommen wurden, weisen ebenfalls im periostalen Bereich die wenigsten Anteile auf. Im
Unterschied zu den vorhergegangenen Proben besitzt bei diesen Proben der endostale Anteil die
héchsten Anteile blauer Fluoreszenz. Eine Ausnahme bildet die Probe TE 1 4, in der im mittleren
Bereich die Anteile an hellblauer Fluoreszenz am gro3ten sind. Dieses Muster zeigen auch die
spiateren Proben TE I 12 und TE I 16, wihrend TE 20 auf allen Bereichen gleichmif3ig viele
Abschnitte hellblauer Fluoreszenz und TE I 32 im mittleren Bereich Reste ebendieser zeigt.
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Abb. IV.17: Die Werte des Gesamtblauindex sind den jeweiligen Inkubationszeiten der Probe des
Temperaturexperimentes I zugeordnet und durch Interpolationslinien zu einer besseren
Verdeutlichung des Trends verbunden

Die Anteile an hellblauer Fluoreszenz werden bei den Proben des Temperaturexperimentes 11,
die bis zu 18 Tage inkubiert wurden, ebenfalls mit zunehmender Inkubationszeit niedriger
(Abb. IV.18). Bei den Proben, die 21, 23 und 25 Tagen experimentell degradiert wurden, ist dies
hingegen nicht der Fall.

Mittels Korrelationsanalyse nach Spearman kann keine signifikante Beziehung zwischen

Inkubationszeit und Gesamt-Blauindex festgestellt werden.
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Abb. IV.18: Die Werte des Gesamtblauindex sind den jeweiligen Inkubationszeiten der Probe des
Temperaturexperimentes II zugeordnet und durch Interpolationslinien zu einer besseren
Verdeutlichung des Verlaufs verbunden
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Die am lingsten inkubierte Probe TE II 25 zeigt eine unverinderte Auspragung der hellblauen
Fluoreszenz, wie man durch den direkten Vergleich der Aufnahmen vor und nach dem
Experiment feststellen kann (Abb. IV.19).

Abb. IV.19: Probe TE II 25 vor (oben) und nach (unten)

der in vitro Degradation

Die Verteilung der hellblauen Fluoreszenz tiber den Knochenquerschnitt ist bei Proben des
Temperaturexperimentes II mit vielen Anteilen hellblauer Fluoreszenz iiberwiegend gleichmil3ig
(Muster 1). Zwei Proben mit einem Gesamtblauindex von 4 zeigen periostal geringere Anteile
hellblauer Fluoreszenz, wihrend drei Proben das Farbmuster 5 erkennen lassen, in dem der

periostale Bereich die hochsten Anteile hellblauer Fluoreszenz zeigt.

Bei keiner Probe des kremierten Materials lasst sich hellblaue Fluoreszenz beobachten.

1.2.2 Zusitzliche Farbgebungen

Zusitzlich zu der fir rezente Knochen typischen hellblauen Fluoreszenz werden andere
Farbgebungen des fluoreszierenden Knochens beobachtet. Braun/gelbe Fluoreszenz kam ebenso
wie eine lila Farbausprigung bei ca. 50% der Proben vor. Dunkelblaue Fluoreszenz konnte bei
17% der Proben beobachtet werden, wihrend ca. 6% der Proben auller der hellblauen

Fluoreszenz keine weiteren Farben zeigen. Der Modalwert der Haufigkeitsverteilung ist ,,lila®.

Die verschiedenen Farben kénnen zusammen auf einem Knochenquerschnitt auftreten.

Die Abb. IV.20 zeigt die Haufigkeitsverteilung der in der Stichprobe vorkommenden Farbmuster
und jeweils ein Beispiel fiur die Farbkombination. Diese Haufigkeitsverteilung weicht
hochsignifikant von der theoretisch erwarteten ab (Chi-Quadrat-Test, p=0,002) Der Modalwert
der Verteilung ist 1. Es fallt auf, dass einige theoretisch erwartete Farbmuster (sieche I1I: 3.2) nicht
auftreten: Die dunkelblaue Fluoreszenz tritt nur zusammen mit brauner Farbe auf, nie zusammen
mit einer lila Farbgebung, so werden die Kombinationen D+L und D+B+L nicht realisiert. Am
hiufigsten finden sich Proben, die zusitzlich zu hellblaver Fluoreszenz eine lila Farbgebung
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zeigen (n=15) und Proben, die zusitzlich lila und braune Farbanteile haben (n=16). Die
dunkelblaue Fluoreszenz ist alleine bei 7 Proben und zusammen mit Braun bei 3 Proben zu

finden. Keine zusitzliche Farbausprigung zeigen weitere 3 Proben.

30—

25—

20—

Prozent

1:L,B 2:B,D 3:D 4:B 5:L 6:keine

Farbmuster

Abb. IV.20: Hiufigkeitsverteilung der in der Stichprobe vorkommenden Farbmuster und jeweils ein
Probenbeispiel fiir die Farbkombination (von rechts nach links: Farbmuster 1: Probe F3; Farbmuster 2: T7;
Farbmuster 3: H4; Farbmuster 4: Kh10; Farbmuster 5: E7; Farbmuster 6: T9)

Die Verteilung der Farbmuster in den einzelnen Fundplitzen ist in Abb. IV.21 dargestellt. Es fallt
die grofle Anzahl von Proben mit lila Farbgebung im Ettinger Fundkomplex auf, sowie die
ausschlieBlich dunkelblaue Farbgebung im Hemmingstedter Fundkomplex.

Mittels des Haldane-Dawson-Tests ldsst sich ein hochsignifikanter Zusammenhang (p=0,00000)
zwischen Fundkomplex und Farbmuster nachweisen. Ob diese Assoziation durch die Liegezeit
bedingt ist, ldsst sich aufgrund der ordinalen Daten der Farbmuster, die keine Rangreihe zulassen,
nicht niher beurteilen.
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Abb. IV.21: Verteilung der Farbmuster auf die untersuchten Fundkomplexe

Die hellblauen Fluoreszenzanteile des Temperaturexperimentes werden mit zunehmender
Inkubationszeit durch lila fluoreszierende Felder ersetzt (siche Probe TE I 16, Abb. 1V.23). Nur
bei der Probe, die 32 Tage inkubiert (TE I 32) wurde, erkennt man neben hellblauer Fluoreszenz
zusitzlich periostal braun/gelbe Fluoreszenzanteil (Abb. IV.22).

Abb. IV.22: Probe TE I 16 (links) mit durchgehend lila Farbung, Probe TE I 32 mit braun/gelben
Fluoreszenzanteilen (rechts)

Die Proben des Temperaturexperimentes II weichen stark von der auf der Grundlage des
archiologischen Materials entwickelten Farbtabelle ab. Dies macht das Beurteilen der Proben
anhand der entwickelten Indices schwierig. So werden die Farben nur deskriptiv dargestellt, und

die Fluoreszenzausprigung vor und nach der 7z vitro Degradation verglichen.
Bei den Proben TE II 7, TE 11 9, TE 1I 11, TE II 16 und TE II 21 ist eine Aufhellung in die

gelbliche Richtung zu etkennen, die nicht mit der braun/gelben Farbe des archiologischen
Materials vergleichbar ist (Abb. IV.23).
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Abb. IV.23: Probe TE II 19, vor (oben) und nach der 7
vitro Degradation (unten)

Vier Proben des Temperaturexperimentes II (TE II 4, TE II 11, TE II 16, TE II 18) zeigen eine
mit den bei archiologischen Proben vergleichbare lila Farbgebungen. Allerdings liegen diese nicht
flichig, sondern punktiert vor. Ein Vergleich der Fluoreszenz dieser Proben vor und nach dem
Experiment zeigt, dass diese lila Farbanteile in Bereichen vorkommen, die schon im
urspringlichen Knochen auffillig punktuell dunkelblau fluoresziert haben (siche Abb. 1V.24).
Ebenso sind sowohl vor als auch nach der iz vitro Degradation braune, nicht fluoreszierende
Areale zu sehen.

Abb. IV.24: Probe TE II 4 vor (rechts) und nach (links) nach der 7 vitro Degradation

Das kremierte Material zeigt durchgehend eine violette Fluoreszenz (Abb. IV.25), die bei allen
untersuchten Proben gleich intensiv ausgebildet ist. Diese violette Farbgebung konnte nur bei
kremiertem Material beobachtet werden.
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Abb. IV.25: von rechts nach links: Negativkontrolle mit braun/gelber Fluoreszenz, K91: kremierter Knochen mit
violetter Fluoreszenz, Positivkontrolle mit Ausprigung der fiir rezente Knochen typischen hellblauen Fluoreszenz

1.2.3 Zusammenhinge innerhalb der Fluoreszenzeigenschaften

Ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen dem Gesamtblauindex und dem Farbmuster des
archiologischen Materials kann mittels des Haldane-Dawson-Tests nachgewiesen werden
(p=0,00000). Uber die Art des Zusammenhanges gibt Abb. IV.26 Aufschluss, fiir eine

tbersichtlichere Gestaltung wurde der vereinfachte Gesamt-Blauindex gewihlt.

Eine lila Fluoreszenz ist nur bei einer mittleren bzw. geringen Ausprigung der hellblauen
Fluoreszenz zu beobachten. Dies gilt analog fiir die Kombination von Lila und Braun.
Rein braune und dunkelblaue Fluoreszenz tritt in allen Kategorien des Gesamt-Blauindex auf.

Keine zusitzliche Farbe ist nur bei einer hellblauen Fluoreszenz von tuber 95% Flachenanteil

moglich.
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Abb. IV.26: Verteilung der Farbmuster auf die vereinfachten Gesamt-Blauindices

Bezieht man in die Betrachtung der internen Zusammenhinge der Fluoreszenzeigenschaften der
archiologischen Knochen das Merkmal Verteilungsmuster hinzu, ergibt sich die in Tabelle IV.3
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auf der folgenden Seite dargestellte, nach dem vereinfachten Gesamtblauindex geschichtete
Kreuztabelle.

Folgende Aspekte fallen auf:

o Wenn Braunverfirbungen in einer Probe mit tber 85% hellblauer Fluoreszenz auftauchen
(vereinfachter Blaugesamtindex: viel), weist der periostale Bereich immer am wenigsten dieser
Fluoreszenz, d.h. die meisten Braunanteile auf. Tatsichlich stellt man bei Sichtung der
Proben fest dass, wenn eine Braunverfirbung bei ansonsten grof3teils hellblau
fluoreszierender Probe vorhanden ist, diese immer als periostaler Rand ausgeprigt ist.
Gleiches gilt fir das Farbmuster braun und dunkelblau.

o Bei Vorhandensein von nur brauner Verfirbung bei Proben mit wenigen hellblauen
Fluoreszenzanteilen ist diese immer gleichmiBig tiber den gesamten Querschnitt verteilt.

o Fir die dunkelblaue Fluoreszenz fillt auf, dass sie immer mit dem Verteilungsmuster 2
zusammenfillt (die hellblaue Fluoreszenz ist in der Mitte am stirksten ausgepragt), mit
Ausnahme einer Probe, die kaum noch hellblaue Fluoreszenz aufweist, welche dann
gleichmaBig tiber den Querschnitt verteilt ist.

o Die lila Fluoreszenz taucht nie bei Proben mit starkem Anteil hellblauer Fluoreszenz auf; bei
Proben mit mittleren Anteilen hellblauer Fluoreszenz sind alle vorkommenden
Verteilungsmuster realisiert, wenn nur eine lila Farbausprigung vorhanden ist. Kommen nur
wenige blau fluoreszierende Anteile vor, so ist diese meist Uber den gesamten Querschnitt

verteilt, seltener mittig stirker bei ansonsten vorhandener lila Fluoreszenz.

Bei dem in wvitro degradiertem Material kann ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Verteilungsmuster der hellblauen Fluoreszenz und vereinfachtem Gesamt-Blauindex mittels des
Craddock-Flood-Tests nicht bestitigt werden (p=0,0876)

Eine weitere statistische Prifung der Zusammenhinge macht aufgrund des relativ geringen

Probenumfanges keinen Sinn. Gleiches gilt fir das kremierte Material.
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1.3  Kollagen

Kollagen konnte von 122 archiologischen Knochenproben (tierisch: n=55 und menschlich:
n=067) sowie von 14 Proben des TE I und 8 Proben des TE Il gewonnen werden. Die
statistischen Analysen beziehen sich auf das humane Material.

Aus dem kremierten Knochenmaterial kann weder mittels Gelatine- noch mittels Siure-
extraktion Kollagen gewonnen werden. Dementsprechend ist keine Erhebung von Merkmalen in

diesem Bereich méglich.

1.3.1 Prozentualer Anteil des Kollagens in Gew%o

Der Anteil an organischer Substanz bei den Knochenproben wird nidherungsweise anhand des
prozentualen Gewichtsanteils des extrahierten Kollagens bestimmt. Zur Extraktion des
Kollagens werden bei ausgewihlten Proben zwei unterschiedliche Methoden eingesetzt, deren

Ergebnisse hier vergleichend dargestellt werden.

Die Kennwerte des gesamten archidologischen Materials (Tier- und Menschenknochen) zeigt
Tabelle IV.4. Der prozentuale Kollagengehalt nach Gelatineextraktion weist den geringeren
Mittelwert mit der kleineren Standardabweichung auf, wihrend der Kollagengehalt nach

Saureextraktion etwa dreimal so hoch ist.

Tab. IV.4: Kennwerte der Verteilung des Kollagengehaltes der Proben nach Geleatineextraktion (in Gew%) und
Sdureextraktion (in Gew%).

n Minimum  Maximum  Mittelwert Standard-
abweichung
Kollagengehalt nach
Gehaltineextraktion (Gew%) 122 0 185 2,14 3,27
Kollagengehalt nach 120 0,03 24,24 6.85 6,58

Saureextraktion (Gew%)

Die Darstellung des Minimum, Maximum und der Mittelwerte der einzelnen Fundplitze in
Abbildung IV.27 zeigt, dass die den fiir rezente Knochen angegeben Wert von ca. 21% zumeist
unterschritten werden. Eine Ausnahme macht der Fundplatz Hemmingstedt, der im Vergleich

mit den anderen Fundkomplexen hohe Kollagenanteile aufweist.

Betrachtet man die Fundplitze als unterschiedliche Stichproben, kann der Kruskal-Wallis-Test
eingesetzt werden; mit thm ldsst sich feststellen, dass die unterschiedlichen Fundplitze nicht aus
einer Grundgesamtheit stammen und sich in der Tendenz hochsignifikant unterscheiden
(p<0,001).
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Abb.IV.27: Mittelwert, maximaler und minimaler Kollagengehalt nach Siureextraktion in Gew%. Die
Linie zeigt den fir rezente Knochen geltenden Wert an

Es konnen hochsignifikante Korrelationen zwischen der Liegezeit und Kollagengehalt nach
Siureextraktion (Spearmanscher Korrelationskoeffizient: 0,659) bzw. nach Gelatineextraktion
(Spearmanscher  Korrelationskoeffizient:  0,447)  gezeigt ~ werden.  Der  positive
Korrelationskoeffizient signalisiert, dass Proben ilterer Fundplitze im Trend weniger Kollagen

enthalten.

Eine hochsignifikante Korrelation kann ebenfalls zwischen dem prozentualen Kollagengehalt
nach  Sdureextraktion und dem nach  Gelatineextraktion nachgewiesen  werden
(Korrelationskoeffizient nach Pearson: 0,685, p=0,01).

Zwischen dem Kollagengehalt nach Siureextraktion und nach Gelatineextraktion besteht eine
Differenz. Die mittleren Werte dieser Differenz variieren je nach Fundplatz. Dieser
Zusammenhang lisst sich durch eine schwache, aber hochsignifikante Korrelation zwischen der
Differenz aus Kollagengehalt nach Siureextraktion — Kollagengehalt nach Gelatineextraktion und
den Liegezeiten (durch Rangvergabe nach Liegezeit an die Fundplitze) bestitigen
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,36). So ist diese Differenz im Fundkomplex

Hemmingstedt am stirksten und im Fundkomplex Nevali Cori kaum vorhanden.

Bei den Proben des Temperaturexperimentes I nimmt der prozentuale Kollagenanteil sowohl
nach Siure- (maximaler Wert: 18,43% (TE 1 0,5), minimaler Wert 0,16 (TE I 16)) als auch nach
Gelatineextraktion (maximaler Wert: 12% (TE 1 0,5), minimaler Wert: 0% (TE I 20, TE I 26, TE
I 29)) mit zunehmender Inkubationszeit ab (Abb. IV.28). Der Mittelwert betrigt nach
Gelatineextraktion 3,7Gew% (Standardabweichung 3,7) und nach Siureextraktion 8,4Gew?%o
(Standardabweichung 6,8). Es ist gelungen, bei der Probe mit der lingsten Inkubationszeit
(TE 1 32) ecine geringe Menge an Protein mittels Sdureextraktion zu extrahieren. Die
Kollagengehalte nach Siureextraktion (Korrelationskoeffizient: -0,769) und Gelatineextraktion
(Korrelationskoeffizient: -0,773) korrelieren beide mit der Inkubationszeit. Ebenso ist eine
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Korrelation der Kollagengehalte nach Siureextraktion und Gelatineextraktion untereinander
(Korrelationskoeftizient: 0,851) zu beobachten. Alle Korrelationskoeffizienten wurden nach

Pearson bestimmt und sind hochsignifikant.
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30,00 Gelatine-
QO extraktion
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Abb. IV.28: Kollagengehalt in Gew% nach Gelatine- und Siureextraktion des in vitro-degradierten
Probenmaterials. Die Interpolationslinien dienen dem besseren Verstindnis des Trends

Der Kollagengehalt nach Saureextraktion der Proben des Temperaturexperimentes II zeigt einen
maximalen Wert von 25,49Gew% (TE II 4) und einen minimalen Wert von 13,95Gew% (TE 11
23), wobei die Probe mit der lingsten Inkubationszeit (TE II 25) mit 21,43Gew% einen
ahnlichen hohen Wert aufweist wie die Proben mit der niedrigsten Inkubationszeit (TE 11 4).

Der Mittelwert des Kollagengehaltes betrigt nach Gelatineextraktion 0,6Gew% (Standard-
abweichung 0,63) und nach Sdureextraktion 20,3Gew% (Standardabweichung 3,64).

Eine tendenzielle Abnahme ist bei dem anteiligen Kollagengehalt nach Gelatineextraktion nicht
zu verzeichnen (maximaler Wert: 1,67Gew% (TE II 23), minimaler Wert: 0Gew% (TE 1II 4)).
Der Kollagenanteil nach Gelatineextraktion korreliert positiv. mit der Inkubationszeit
(Korrelationskoeffizient nach Pearson: 0,67, mit p<0,05). Der Kollagenanteil nach
Siureextraktion zeigt keinen Zusammenhang mit der Inkubationszeit. Weiterhin besteht
zwischen den Kollagengehalten nach Sidure- und Gelatineextraktion eine Korrelation,
(Korrelationskoeffizient nach  Pearson: -0,833, p<0,05), die im Gegensatz zum
Temperaturexperiment I negativ ist (siche Abb. IV.28).

Die Proben des Temperaturexperiments I zeigen eine groB3ere Differenz im Kollagengehalt der
Proben nach Gelatine- und Siureextraktion als die Proben des Temperaturexperimentes I
(Abb. IV.28). Wihrend beim Temperaturexperiment I der Mittelwert dieser Differenz 5,4Gew%
betrigt (Standardabweichung 3,8), ist dieser im Temperaturexperiment II 19,9Gew%
(Standardabweichung 4,2).
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1.3.2 Co/o, N% und C/N

Mit Ausnahme von zwei Proben (NC15, Kh19) liegen von allen humanen Knochenproben der
prozentuale Kohlenstoff- und Stickstoffgewichtsanteil des Kollagens, wie auch der C/N-molat-
Quotient (beides aus Gelatineextraktion ermittelt) vor (n=065). Bei den tierischen Proben fehlen
diese Werte von 20 Knochenproben. Die Tabelle IV. 5 zeigt die Kennwerte der Verteilung der
beiden Stichproben, es fillt vor allem die im Vergleich zum humanen Material etwa vier mal
grofere Vatiationsbreite des C/N-molar Wertes bei tierischen Proben auf. Weitere Einzelheiten
zu den tierischen Werten sind dem Anhang zu entnehmen, die folgenden Darstellungen beziehen
sich auf Ergebnisse des humanen Knochenmaterials

Eine signifikante Korrelation der Merkmale C%, N% und C/N ist nicht zu festzustellen.

Tab. IV.5: Kennwerte des humanen und des tierischen prozentualen Kohlenstoff-
und Stickstoffverhiltnises, sowie des C/N-molar-Quotienten.

N-Gehalt (%) C-Gehalt (%) C/N molar

Mensch n 65 65 65
Mittelwert 12,65 40,26 3,61
Standardabweichung 3,54 10,66 ,352

Tier n 32 32 32
Mittelwert 15,08 31,23 3,68
Standardabweichung 9,63 13,6 1,41

Insgesamt n 97 97 97
Mittelwert 13,45 37,28 3,63
Standardabweichung 6,3 12,4 ,85

Der prozentuale Kohlenstoffgehalt (C%) der Kollagenextrakte aus den archiologischen
Knochenproben variiert in allen Fundkomplexen stark (Abb. IV.29) und wesentlich stirker als
der Stickstoffgehalt (N%). Nur die jungeren Fundplitze besitzen im Mittel einen prozentualen
Kohlenstoffgehalt, der dem rezenten Kollagen (42,7%) nahe kommt, wihrend die Fundplitze
Gebokli Tepe, Gturcitepe, Nevali Cori und Panker niedrigere Mittelwerte aufweisen. Die
Fundplitze Flensburg und Ettingen zeigen C-Gewichtsprozente, die iiber jene des rezenten
Kollagens hinausgehen (z.B. F6: 72%, F10: 56%). Die Gewichtsprozente fiir den Stickstoff des
rezenten Kollagens (15,54) werden ebenfalls von den jiingeren Fundplitzen erreicht. Keine der
Proben hat Gewichtsprozente unter dem von Ambrose (1993) als untere Grenze postulierten
Wert (3Gew% fir C und 1Gew% fiir N)

126



IV~ Ergebnisse

70,00
Max C/N
I molar
Min C/N
60.00 molar
s Max N-
Gehalt (%)
© I Min N-
Gehalt (%)
50,00 Max C-
(0] I Gehalt (%)
Min C-
Gehalt (%)
40,00 — [ 'e) Mittelwert
C/N molar
(0] (0] Mittelwert
O N-Gehalt
30,00 (%)
(o) Mittelwert
O C-Gehalt
(%)
20,00 — ¢
10,00 CI) ({>
o (] o ® (S] 5} o (0] © o
0,00 | | | | I | I | | |
Gebokli  Gircutepe  Nevali Panker Eider Trier Etting Kelheim Hemming- Flensburg
Tepe Cori stedt
Fundkomplex

Abb. IV.29: Mittelwerte, maximale und minimale Werte der Proben der untersuchten Fundkomplexe

Um eine Assoziation zwischen Fundplatz und Stickstoffgehalt auf ordinalem Niveau zu finden,
werden die Stichprobenwerte des Stickstoffgewichtsanteils in drei gleich grof3e Klassen eingeteilt.
Mittels des Haldane-Dawsons-Tests ldsst sich eine Assoziation zwischen Fundplatz und
Stickstoffgehalt zeigen (p=0,022080). Mittels Korrelationsanalyse ist eine schwache Korrelation
zwischen Stickstoffgehalt und Liegezeit der Proben (Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman:
0,304, p=0,05) feststellbar. Kein Zusammenhang ldsst sich zwischen Liegezeit und
Kohlenstoffgewichtsanteil erkennen. Auf Assoziationsfeststellung zwischen Kohlenstoff- oder
Stickstoffwerten mit den C/N-Werten wird wegen des offensichtlichen Zusammenhanges der

Variablen verzichtet.

Es liegen 40% der C/N-molar-Quotienten aufBerhalb des von DeNiro (1985) festgestellten
Bereichs eines C/N-molar von 2,9-3,6 fiir unverindertes Kollagen. Nur eine Probe zeigt einen
Wert unterhalb dieser Spannbreite, wihrend alle anderen Kollagenextrakte hohere Werte zeigen,
d.h. ihr Kohlenstoffanteil ist im Verhiltnis zum Stickstoffanteil erhoht.

Die Abbildung IV.30 zeigt die Verteilung dieser Werte auf die Fundplitze. Zur statistischen
Uberpriifung des Zusammenhanges wird der C/N-Quotient in zwei Klassen angegeben: C/N im
Bereich von 2,9-3,6 und C/N aul3erhalb dieses Bereiches.

Mittels des Chi-Quadrat-Tests ldsst sich eine signifikante Assoziation zwischen diesen
postulierten Klassen und ihrer Verteilung auf die Fundplitze zeigen (p=0,014, Cramer-V-
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Assoziationskoeffizient: 0,563). Ein Zusammenhang mit der Liegezeit konnte nicht gefunden

werden.
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Abb. IV.30: Hiufigkeiten der Proben der untersuchten Fundplitze, die innerhalb oder auflerhalb des von
DeNiro (1985) aufgestellten Bereiches liegen

Der prozentuale Stickstoff- und Kohlenstoffgewichtsanteil, sowie der C/N-molar-Wert wurde
nur bei den Proben des Temperaturexperimentes I analysiert, da die FErtrige der
Gelatineextraktion des Temperaturexperimentes II fiir diese Untersuchung nicht ausreichen.
Auch bei dem Temperaturexperiment I war bei 3 Proben eine Messung aus dem gleichen Grund
nicht moglich.

Bis zum achten Inkubationstag schwanken alle drei untersuchten Merkmale um einen Mittelwert
(Abb. IV.31), wobei wie beim archiologischen Material die Variation des
Kohlenstoffgewichtsanteils am grofiten ist. Dabei wird der von DeNiro geschitzte Bereich von
2,9 bis 3,6 fur gut erhaltene archiologische Kollagenextrakte bei mehreren Proben tiberschritten
(siche Anhang b). Auffillig ist der starke Abfall der prozentualen C- und N-Gehalte nach dem
achten Inkubationstag. Der prozentuale Kohlenstoffanteil féllt dabei stirker ab als der
Stickstoffanteil, so dass die Differenz zwischen den Kohlenstoff- und Stickstoffgewichtsanteilen
in Proben mit Inkubationszeiten von mehr als 10 Tagen wesentlich geringer ist.

Der Stickstoffgehalt (Korrelationskoeffizient nach Pearson: -0,872), der Kohlenstoffgehalt
(Kotrelationskoeffizient  nach  Pearson:  -0,823) und der Quotient C/N-molar
(Korrelationskoeffizient nach Pearson: 0,810) korrelieren hochsignifikant mit der Inkubationszeit.
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Abb. IV.31: Prozentualer Stickstoff- und Kohlenstoffgehalt sowie der C/N-molar-Quotient der Proben
des Temperaturexperimentes I, zugeordnet zu ihrer jeweiligen Inkubationszeit; die Linien sollen den
Vetlaufstrend andeuten

1.3.3 Aminosdureprofile

Bei der Analyse des Aminosiaureprofils fand eine unumgingliche Vorauswahl statt, da diese nur
bei Proben mit geniigend verbleibendem (ca. 2 mg) extrahierbaren Kollagen vorgenommen
werden konnte. Die Tabelle IV.6 gibt die Kennwerte der archiaologischen Stichprobe (n=45)
wieder, wihrend die Aminosaureprofile der einzelnen Proben im Anhang zu finden sind. Man
erkennt die grofle Variabilitit der Proben sowohl im Bezug auf den Gehalt an einzelnen
Aminosauren (in nmol%) als auch am Gesamtgehalt in 100mg Knochenmehl, dh. dem

Gesamtvolumen vor der Extraktion.
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Tab. IV.6: Kennwerte der Stichprobe archidologisches Knochenmaterial.
Die Aminosiuren sind in nmol% angegeben

n Minimum  Maximum  Mittelwert aﬁ\t/?;?:ﬁLdr{g
OHpro 45 7,10 16,90 10,1163 2,23544
asp 45 ,61 8,40 3,9286 1,57161
thr 45 ,00 3,80 2,1466 ,82994
ser 45 ,00 6,20 3,1271 1,58730
glu 45 1,90 9,40 6,2658 2,22143
pro 45 8,30 19,87 12,6032 2,47900
gly 45 19,30 43,99 30,8143 4,02753
ala 45 9,10 22,33 14,9050 3,62971
cys 45 ,00 17,00 ,4604 2,52227
val 45 ,00 2,89 1,5944 ,68635
met 45 ,00 1,20 ,3237 ,22209
ile 45 ,40 2,10 1,0741 45796
leu 45 1,05 5,00 3,4796 79779
tyr 45 ,00 7,60 ,5955 1,48061
phe 45 ,00 6,40 1,8593 1,61064
his 45 ,00 2,48 ,5634 ,56221
OHlys 45 ,00 ,84 ,2859 ,23455
ly 45 ,00 410 1,4362 1,48295
arg 45 37 11,50 4,5764 3,06248
nmol/100mg Knochen 45 87,64 9182,97 2302,6049 2271,58195
Gltige Werte 45

(Listenweise)

Die quantitative Auswertung der Aminosaureanalyse in Form der Feststellung der Aminosauren

(in nmol) in 100 mg Knochen des archidologischen Materials erfolgt getrennt nach Fundplitzen
(Abb. 1V.32).
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Abb. IV.32: Quantitative Auswertung der Aminosiureanalyse nach Fundplitzen
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Man erkennt die groe Spannweite der Ergebnisse auch innerhalb der einzelnen Fundkomplexe.
Auffallig ist der Fundkomplex Hemmingstedt mit vergleichsweise viel Aminosauregehalt pro
100mg Knochen und die extrem groBe Spannweite der Werte der Proben der Fundplitze
Flensburg und Nevali Cori. Der Kruskal-Wallis-Test zeigt eine signifikant unterschiedliche
Verteilung der Werte zwischen den Fundplitzen (p=0,004). Eine signifikante Rangkorrelation der
nmol Aminosidure pro 100 mg Knochen nach Spearman mit der Liegezeit der Fundplitze kann

nicht gefunden werden.

Die qualitative Auswertung erfolgt anhand von Qualititskriterien (siche III: 6). Die Beurteilung
der Proben nach diesen Kriterien zeigt Tabelle IV.7. Die Klassifizierung der Probe als
,»schlechtes Kollagen* erfolgt bei Abweichung von den Qualitatskriterien.

Die Kriterien, die die Quotienten asp/pro und gly/asp, die Summe asp+ser, den Gehalt an glu
(nmol%) betreffen (vgl. S. 76), wurden von allen Proben erfillt. Ebenso enthielt keine Probe
weniger als 250nmol Aminosiuren pro mg Protein. Die Kiriterien, zur einer Klassifizierung
,»schlechtes Kollagen® fithrten, waren bei dem archidologischen Material also ausschlief3lich der
Glycingehalt, die Summe pro+OH-pro+ala (nmol%) und/oder der Quotient gly/glu. Es
enthalten 24 Proben ,,gutes* Kollagen, wihrend von 21 Proben das Kollagen als ,,schlecht®, also
vom physiologischen Kollagen abweichend, bewertet wurden. Von den Proben mit ,,schlechtem*

Kollagen verletzten acht Proben nur ein Kriterium.

Die Aminosaureprofile der Proben werden mit den von Ambrose (1993) erhobenen Werten fir
intaktes (rezentes) Kollagen verglichen. Die Abbildung IV.33 zeigt die Ausfallraten der
Aminosduren. Aminosduren, die nur in geringen Mengen im Kollagen vorkommen, fallen
bevorzugt aus (z.B. cys, tyr und OH-lys). Dieser selektive Ausfall von Aminosduren kann
allerdings nicht nur hierauf zuriickzufthren sein, so kommen z.B. tyr und his in fast gleichen
nmol% im Kollagen vor, tyr ist allerdings wesentlich 6fter als his nicht detektierbar. Bei den
Aminosiduren, die neben den selten vorkommenden ausfallen, handelt es sich um Aminosiuren
mit hoher Kohlenstoffatomanzahl (vgl. auch Grupe et al. 2000).
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Abb. IV.33: Ausfallraten der einzelnen Aminosduren, ausgedrickt in Anzahl der Proben, in denen die
Aminosiure nicht detektierbar war (Punkte) und nmol%-Anteil der einzelnen Aminosiuren im nativen
Kollagen (nach Ambrose 1993) (Balken)
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Tab. IV.7: Feststellung der Qualititskriterien und Beurteilung der Kollagenqualitit (Kollagenerhalt)

pro+OH-

Probe aly pro+ala gly/glu gly/asp OH- asp/pro asp+ser glu nmol/mg KolIagenerthE/
(nmol%) (nmol%) pro/asp (nmol%) (nmol%) Protein Kollagenqualitat

Gz 32 33,4 4,51 9,14 289 0,38 7 8 3815 gut

Gu3 32,9 34,2 4 10,28 3,34 0,34 6,9 8,1 4379 gut

NC12 3418 4335 406 17,18 3,79 0,15 2,97 3,31 5025 schlecht

NC16 34,07 4331 10,33 16,22 343 0,15 3,06 3,22 4927 schlecht

NC17 4399 37,47 10,58 72,11 1298 0,03 0,61 2,31 1179 schlecht

NC18 2378 42,09 19,04 6,07 273 0,23 5,95 5,61 4099 schlecht

P1 32,7 32,8 424 574 1,79 0,45 8,9 6,4 3430 gut

P2 3457 31,06 5,11 6,52 1,66 0,4 7.6 5,7 3409 gut

P3 35,74 33,07 6,06 7,36 1,92 0,35 6,81 6,73 2194 gut

P4 31 37,3 5,31 6,89 2,44 0,35 8,4 7,4 4414 gut

ES 32,9 40,1 419 9,14 3,28 0,43 8,1 6 4147 schlecht

T 30 39 548 8,82 3,44 0,25 9,2 8,2 4327 schlecht

T2 31,2 36,6 366 8,91 3,14 0,27 7,2 7,2 3703 gut

T3 33,2 35,3 4,33 5,63 1,68 0,48 1 8 5225 gut

T4 28,8 37,1 4,15 7,2 2,75 0,31 8,9 7,2 4969 gut

T5 29,3 34,87 4 4,6 2,36 0,33 7,9 6,8 4952 gut

T6 31,2 36,9 2,84 16,42 4,58 0,13 8,1 7,2 4523 gut

T7 30,59 32,77 4,33 5,55 1,8 0,49 11,38 7,6 6367 gut

T8 31,2 36,31 4,03 6 1,75 0,41 9,56 7,53 4026 gut

T9 30,6 35,8 414 712 2,33 0,33 8,5 7,3 4924 gut

E1 31,5 40,5 419 11,67 2,81 0,21 41 3,9 5191 schlecht

E2 30,9 40,4 8,08 14,05 3,59 0,16 3,3 3,8 4503 schlecht

E3a 32,9 42,9 8,13 1495 3,73 0,16 3.1 1,9 4812 schlecht

E3b 27,2 357 17,32 7,77 2,4 0,31 5,7 8,4 8192 schlecht

E3c 24,6 42,1 324 745 2,85 0,19 5 5,2 3481 schlecht

E7 30,2 36,6 473 8,16 2,27 0,32 6,3 8,8 5671 gut

E13 22,1 39 3,43 4,42 2,32 0,34 8,5 8 4314 schlecht

E18/1 253 46,1 2,76 9,73 4,27 0,14 3,6 1,9 3929 schlecht

E182 342 41,1 13,32 13,68 2,84 0,19 3,8 2,6 4547 schlecht

E19 32,5 40,9 13,15 13 3 0,19 3,8 2,9 4856 schlecht

E22 31,2 40,6 11,21 13 3,42 0,19 3,5 2,1 5000 schlecht

E27 32,2 421 14,86 16,1 3,6 0,14 2,8 1,9 5035 schlecht

E29 23,3 38,5 16,95 4,76 2,24 0,34 8,2 7,8 3810 schlecht

E31 29,4 34,4 2,99 7 1,74 0,38 6,9 9,4 5473 gut

H1 29,2 3787 313 3,89 2,25 0,74 11,4 7,1 5195 schlecht/Typ H

H2 29,3 36,6 4,11 3,96 2,12 0,72 11,1 6,98 4713 schlecht/ Typ H

H4 29,2 37,8 42 3,48 1,9 0,82 11,9 6,7 5017 schlecht/Typ H

F1 30,4 3593 4,36 6,91 2,52 0,34 8,6 7,3 3831 gut

F2 33,7 36,1 416 9,36 3,56 0,39 7,9 7,6 3517 gut

F3 32 36 4,43 8 2,75 0,43 7.8 8,3 3885 gut

F4 31,23 3366 3,86 568 1,87 0,47 11,27 7,58 5390 gut

F5 32,7 37,8 412 8,18 2,8 0,41 7.1 7,8 5628 gut

F7 30,9 37,1 4,19 7,02 2,61 0,35 8,8 7,7 5609 gut

F9 3419 34,74 4,01 9,77 3,06 0,38 7.8 8,3 4572 gut

F10 32,4 35,8 412 10,13 3,34 0,34 7,2 8,2 4130 gut
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Die Abbildung IV.34 zeigt die Aminosdureprofile der beiden analysierten Proben des
Fundkomplexes Giirciitepe und von physiologischem Kollagen. Man erkennt, dass beide Proben
Aminosaureprofile wie rezentes Kollagen zeigen, was ihre Einstufung als ,,gutes Kollagen
rechtfertigt (vgl. Tab. IV.7).
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Abb. IV.34: Aminosiduroprofil der Proben des Fundkomplexes Giirclitepe und von physiologischen Kollagen
(nach Ambrose 1993)

Das Kollagen aller Proben des Fundkomplexes Nevali Cori wird als ,,schlecht® eingestuft (vgl.
Tab. IV.7). Die Aminosaureprofile der Proben weichen von den Werten fiir physiologisches
Kollagen erheblich ab. Die Aminosiuren OH-pro, asp, thr, ser und glu sind reduziert und
hierdurch bedingt zeigen pro, gly und ala mehr nmol% im Aminosaureprofil. Ein anderes Muster
zeigt NC 18, bei der auch der gly-Gehalt unter dem kollagentypischen Wert liegt und cys eine
prozentuale Zunahme zeigt. Mit Ausnahme von NC 12 erfillen alle Proben mehr als ein
Kriterium nicht, NC 12 zeigt nur bei dem Kriterium pro+OH-pro+ala (nmol%) erhéhte Werte.
Wie die Abbildung IV.35 zeigt, entspricht das Gesamtprofil trotz oben genannter Abweichungen
dem kollagentypischen Muster.
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Abb. IV.35: Aminosiureprofil der Proben des Fundkomplexes Nevali Cori und von rezentem Kollagen (nach
Ambrose 1993)

Das Kollagen der Proben des Fundkomplexes Panker wird durchgehend als ,,gut™ bewertet. Wie
die Abbildung IV.36 zeigt, gibt es kaum Abweichungen vom kollagentypischen Muster.
Allerdings kann bei allen Proben eine geringe Reduzierung der Aminosduren lys und arg

festgestellt werden und so eine Uberreprisentation von leu und tyr.

133



IV~ Ergebnisse

Das Kollagen des Eiderschidels wurde ebenfalls als schlecht beurteilt, da es das Kriterium
pro+OH-pro+ala (nmol%) mit einem Wert von 40,1 nmol% nicht erfillt. Das Aminosaureprofil
zeigt aullerdem stark reduzierte phe und lys -Werte (siche Abb.IV.30).
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Abb. IV.36: Aminosiureprofil der Proben des Fundkomplexes Panker und des Eiderschidels, sowie von

physiologischem Kollagen (nach Ambrose 1993)

Nur eine Probe des Trierer Fundkomplexes zeigt ,,schlechtes® Kollagen: T1 weist hohe Werte bei
dem Kiriterium pro+OH-pro+ala (nmol%) auf, was vor allem an einer Erh6hung des pro-Wertes
liegt, wihrend gly, lys und arg reduziert sind (siche Abb. IV.37).
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Abb. IV.37: Aminosiureprofil der Proben des Fundkomplexes Trier sowie von physiologischem Kollagen

(nach Ambrose 1993)

Mit Ausnahme von zwei Proben entsprechen die Kollagenextrakte der Ettinger Proben nicht den
Qualititskriterien. Die meisten Proben zeigen stark erhohte Werte des Kriteriums pro+OH-
pro+ala (nmol%) kombiniert mit niedrigen Gly-Werten. Das Aminosiureprofil der Ettinger
Proben zeigt bei den ,,schlechten® Kollagenextrakten eine Reduzierung fast aller Aminosiuren,

die zu einer relativen Zunahme der nmol% der Aminosauren ala, lys und arg fihrt ( siche Abb.

IV.38)
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Abb. IV.38: Aminosiureprofil der Proben des Fundkomplexes Etting sowie von physiologischem Kollagen
(nach Ambrose 1993)

Das Kollagen der Proben des Hemmingstedter Fundkomplexes wird nach den Qualititskriterien
als ,,schlecht® klassifiziert, weil es das Kriterium gly/asp nicht erfiillt. Bei keiner anderen Probe
eines anderen Fundplatzes kommt dies vor. Die Aminosdureprofile weichen von dem
kollagentypischen Muster der bei den anderen archiologischen Fundplitzen beobachteten ab
(sieche Abb. IV.39). Dafiir ist der stark erhohte OH-pro-Anteil verantwortlich, durch den
Erniedrigungen anderer Aminosduren bedingt sind (lys, arg). Aufgrund des von den anderen
Profilen abweichenden Musters wird den Proben eine Sonderstellung eingerdumt und nicht als
schlecht klassifiziert, sondern als Typ-H gesondert betrachtet.
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Abb. IV.39: Aminosiureprofil der Proben des Fundkomplexes Hemmingstedt sowie von physiologischem
Kollagen (nach Ambrose 1993)

Der Flensburger Fundkomplex zeigt ausschlieSlich Proben mit Kollagenextrakten, die als gut

bezeichnet werden. Auch die Aminosdureprofile zeigen kaum Abweichungen von
kollagentypischen Werten (vgl. Abb. IV.40).
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Abb. IV.40: Aminosiureprofil der Proben des Fundkomplexes Flensburg sowie von physiologischem
Kollagen (nach Ambrose 1993)

Mittels des Kruskal-Wallis-Tests kann festgestellt werden, dass sich die Fundplitze in der
Verteilung der meisten Aminosauren (OH-pro, asp, thr, ser, glu, pro, ala, cys, val, ile, leu, tyr, his,
OH-lys, lys, arg) signifikant unterscheiden. Eine signifikante Korrelation (nach Spearman) mit der

Liegezeit kann nicht gefunden werden.

Die quantitative Auswertung der Temperaturexperimente I und II zeigt Abbildung IV.41. Von
den Proben des Temperaturexperimentes I wurde neben der tblichen Gelatinextraktion (GE)
eine Aminosiureanalyse auch nach Siureextraktion (SE) durchgeftihrt. Da die Siureextraktion
eine groflere Ausbeute liefert, war es mdglich, auch Proben mit lingeren Inkubationszeiten zu
analysieren. Die Ausbeute an Aminosiduren pro 100mg Knochenmehl sind bei den Proben des
Temperaturexperimentes I nach Siureextraktion am hochsten (Mittelwert: 3753), wihrend die
Proben des Temperaturexperimentes I (Mittelwert 414,4) die niedrigsten Werte zeigen. Die
Proben des Temperaturexperimentes I nach Gelatineextraktion nehmen mittlere Werte ein
(Mittelwert: 2843,21). Im Temperaturexperiment I nimmt der Aminosduregehalt der Proben
sowohl nach Gelatine-, als auch nach Siureextraktion zunichst annihernd linear mit
zunehmender Inkubationszeit ab. Ab der Probe TE 1 16 (nach GE) bzw. TE I 20 (nach SE) wird
die Abnahme des Aminosiuregehaltes mit zunehmender Inkubationszeit geringer und zeigt
keinen linearen Verlauf mehr (umgedrehte Sittigungskurve). Ab welcher Inkubationszeit die
Abnahme nicht mehr linear verlduft, kann aufgrund der geringen Probendichte nicht festgestellt
werden. Bei den Proben des Temperaturexperimentes II ldsst sich im Vergleich zu
Temperaturexperiment I nur eine minimale Abnahme des Aminsduregehaltes mit steigender

Inkubationszeit feststellen.
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Abb. IV.41: Aminosiduregehalt (in nmol%) pro 100 mg Knochenmehl der Temperaturexperimente I (nach
Gelatine- (GE) und Saureextraktion (SE)) und 11

Bei allen drei Stichproben kann eine hochsignifikante Korrelation des Aminosduregehaltes mit
der Inkubationszeit festgestellt ~werden (Korrelationskoeffizienten nach  Spearman:
Temperaturexperiment I nach Gelatineextraktion: -0,8; nach Sdureextraktion: -0,9 Temperatur-
experiment II: - 1). Der ungewohnlich hohe Korrelationskoeftizient des Temperaturexperimentes
IT ldsst sich durch den streng lineareren Verlauf der Abnahme erkliren, wihrend das
Temperaturexperiment I wie oben beschrieben bei Proben mit héheren Inkubationszeiten eine

verringerte Abnahme des Aminosiuregehaltes zeigt.

Das Kollagen der Proben des Temperaturexperimentes I nach Gelatineextraktion ist mit zwei
Ausnahmen (TE I 2 und TE I 16) nach den aufgestellten Qualitdtskriterien als ,,gut™ zu
klassifizieren. Bis auf diese beiden Proben gleichen sich die Aminosiureprofile der Proben des
Temperaturexperimentes I (vgl. Abb. IV.42).
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Abb. IV.42: Aminosiureprofil der Proben des Temperaturexperimentes I (nach GE) sowie von
physiologischem Kollagen (nach Ambrose 1993)

TE I 2 zeigt wie das Hemmingstedter Fundmaterial zu niedrige gly/asp-Quotienten, mit erhShten

OH-pro und asp-Werten, sowie leicht erniedrigte pro-, gly- und stirker erniedrigte lys- und arg-
Werte (vgl. Abb. IV.43).
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Abb. IV.43: Abweichungen des Aminosiureprofils in nmol% des Kollagens der Probe TE I 2 von rezentem
Kollagen (nach Ambrose 1993)

Das Kollagen der Probe TE I 16 wird anhand der Qualitdtskriterien nur aufgrund der niedrigen
gly-Werte als ,,schlecht” klassifiziert. Sein Aminosiureprofil zeigt starke Abweichungen von dem
kollagentypischen Muster (siche Abb. IV.44). Folgende Aminosiuren sind reduziert: asp, glu, pro,
gly, val, tyr, phe, OH-lys, lys und arg. Dementsprechend sind die verbleibenden Aminosduren
erthoht (OH-pro, thr, ala, cys, met, ile, leu, his).

Ein Zusammenhang der Aminosdureprofile der Proben des Temperaturexperimentes I nach GE

mit der Inkubationszeit kann aufgrund der beschriebenen Verteilung auch ohne statistische
Analyse ausgeschlossen werden.

Das Kollagen der Proben des Temperaturexperimentes I nach Sdureextraktion ist nur bei den
Proben mit hoheren Inkubationszeiten (TE I 20 SE, TE 129 SE, TE I 32 SE) als ,,schlecht* zu
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klassifizieren. Die Abbildung IV.44 zeigt die Aminsdureprofile der Proben, deren Kollagen als gut

bewertet wurde, man erkennt, dass alle das kollagentypische Muster aufweisen.
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Abb. IV.44: Aminosiureprofil der Proben des Temperaturexperimentes I nach SE sowie von physiologischem
Kollagen (nach Ambrose 1993)

Die Aminosdureprofile der Proben, deren Kollagen als ,,schlecht® eingestuft ist, weichen stark
von dem kollagentypischen Muster ab. Bei den Proben TE I 20 und TE I 29 sind vor allem die
Aminosauren OH-pro, gly, ala und lys reduziert, was zu einer quantitativen Erhohung der
anderen Aminosauren fihrt, im Falle von TE I 20 vor allem von phe. TE I 20 zeigt zusitzlich
eine starke Reduzierung von glu. Bei TE I 32 ist ebenfalls eine Reduzieren von gly, pro und ala

festzustellen, allerdings in geringerem Ausmal}, wahrend zusitzlich arg reduziert ist (vgl. Abb.
IV.45).

nmol%

phe his OH-

mTEI20 SEm TEI29 SE O TEI32 SE

Abb. IV.45: Abweichung der prozentualen Aminosiuregehalte von dem typischen Kollagenmuster (Ambrose
1993) der Proben des Temperaturexperimentes I nach Sdureextraktion, deren Kollagen als schlecht eingestuft
wurde

Ein linearer Zusammenhang des Aminosiuregehaltes mit der Inkubationszeit kann aufgrund der
beschriebenen Verteilung wie schon bei den Proben nach Gelatineextrakton ohne statistische
Analyse ausgeschlossen werden.
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Von den Proben des Temperaturexperimentes II (nach Gelatineextraktion) zeigen die beiden
Proben mit den lingsten Inkubationszeiten ,,schlechtes Kollagen“ (TE II 18, TE II 25). Beide
weichen in den Merkmalen gly/asp und OH-pro/asp von den Kritetien ab. TE II 25 zeigt
auflerdem einen zu niedrigen gly-Anteil (27,9nmol%). Die als gut klassifizierten Werte zeigen ein
kollagentypisches Aminosaurprofil, wihrend die als ,,schlecht™ klassifizierten deutlich von diesem
abweichen (siche Abb. IV.46). Dabei unterscheiden sich TE II 18 und TE II 25 in ihren
Aminosaureprofilen. Sind bei TE II 18 vor allem glu, pro, gly und lys erniedrigt, sind es bei TE 11
25 asp, pro, lys und arg. Ein Zusammenhang mit der Inkubationszeit zeigt sich nicht.

nmol%
N
o

Pro lys

C—1Kollagen ®m TEI2 A TEI11 —%—TENI18 —%—TEI25

Abb. IV.46: Aminosdureprofil der Proben des Temperaturexperimentes II sowie von physiologischem
Kollagen (nach Ambrose 1993)

1.3.4 Asparaginsiurerazemisierungsgrad (ARG)

Die Bestimmung des Razemisierungsgrades der Asparaginsiure konnte an allen humanen
Knochenproben (n=67) durchgefiihrt werden. Von den Proben G61 und T2 war auch nach
mehrmaliger Aufarbeitung kein Signal erhiltdich. Vergleichend wurden auBlerdem die D/L-
Quotienten von 55 tierischen Knochenproben der Fundplatze Gebokli Tepe (n=2), Nevali Cori
(n=40), Kehlheim (n=8) und Unterigling (n=5) festgestellt. Aus den Proben G62, NC23, NC29,
NC30 und NC45 konnten trotz mehrfacher Aufarbeitung keine Daten gewonnen werden.

Die Gesamtstichprobe hat einen Mittelwert des D/L-Asp-Quotienten von 0,0537 mit einer
Standardabweichung von 0,0286 (minimaler Wert: 0,0233 (H3); maximaler Wert: 0,1907 (NC50)).
Die Abbildung IV.47 zeigt die D/L-Quotienten-Verteilung der humanen archiologischen

Proben, getrennt nach Fundkomplexen.

Der Kruskal-Wallis-Test zeigt eine hochsignifikante Abweichung von der Nullhypothese und
bestitigt so, dass sich die die Verteilung der D/L-Werte zwischen den Gruppen unterscheidet.
Eine Rangkorrelationspriifung nach Spearman ergibt fir die Korrelation zwischen der Liegezeit
der Fundplitze und dem ARG einen hochsignifikanten Korrelationskoeffizienten von -3,92.
Seine negative Ausprigung zeigt, dass mit zunehmendem Alter der Proben die Werte des ARG
zunehmen (Rangordnung mit 1=iltester Fundplatz und 11=jingster Fundplatz), wobei der
Zusammenhang aufgrund des niedrigen Wertes als nicht ausgeprigt zu beurteilen ist.

Auffallig ist die groe Spannbreite der Werte des Fundkomplexes Nevali Cori. Die Fundplatze

Hemmingstedt und Etting zeigen ebenfalls eine grofle Streuung der Werte, wihrend
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Fundkomplexe mit dhnlichem oder gréBerem Stichprobenumfang wie Trier, Flensburg oder

Kehlheim relativ geringe Streuungen zeigen (vgl. Abb. IV.47).
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Abb. IV.47: Minimaler, maximaler und mittlerer Wert des Asparaginsiurerazemisierungsgrades der
humanen Knochenproben der untersuchten Fundplitze

Die groB3e Streuung wird bei dem Fundkomplex Nevali Cori hauptsichlich durch zwei Proben
bedingt (NC14=0,113, und NC19=0,0991), die mit ihren relativ hohen Werten weit tber den
D/L-Asp-Quotienten der anderen humanen Knochenproben aus Nevali Cori liegen (0,0360 bis
0,0634). Mittels des Grubbs-Tests wird die Stichprobe auf Ausreil3er untersucht, es konnten keine
signifikant bestitigt werden (Priifgrof3e fir das Minimum: T1= 1.1566 (p>0,1000), Priifgrof3e fiir
das Maximum: T2=2,0278 (p>0,1000)), wobei die kleine Stichprobe (n=10) bedacht werden
muss und die Testvorrausetzung ,,Normalverteilung® bei der Stichprobe fraglich ist.

Die Abbildung 1V.48 zeigt die Box-Plots der humanen und tierischen Stichproben aus Nevali
Cori; man erkennt, dass auch im tierischen Untersuchungsgut ungewochnlich hohe Werte
existieren. Ein ndherer Vergleich der Razemiserung von Tier- und Menschenknochen findet in
dem Abschnitt IV: 3.1 statt.
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0,00
T T
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Abb. IV.48: Box-Plot-Darstellung des Medians (mittlerer Strich), des dritten und
des ersten Quartils (obere und untere Begrenzung des Balkens), sowie des gréten
und kleinsten Stichprobenwertes (obere und untere Strichbegrenzung) und
vermutlichen AusreiBlern (Kreise und Sterne).
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Sowohl im Temperaturexperiment I als auch im Temperaturexperiment II ist eine tendenzielle
Zunahme der D/L-Quotienten mit der Inkubationszeit festzustellen (vgl. Abb. IV.49). Im
Vetgleich nimmt der D/L-Quotient im Temperaturexperiment I wesentlich stirker zu als im
Temperaturexperiment II. Der hochste erreichte D/L-Qoutient des Temperaturexperimentes 11
wurde bei der Probe gemessen, die 23 Tage (TE 1I 23) inkubiert wurde (0,2625), dieser Wert wird
bei den Proben des Temperaturexperiments 1 weit iibertroffen. So hat z.B. die Probe des
Temperaturexperiments I, die 20 Tage inkubiert wurde, schon einen doppelt so hohen D/L-
Quotienten (0,4591) wie TE II 23. Fur das Temperaturexperiment I ldsst sich eine
hochsignifikante Kotrelation zwischen dem D/L-Asp-Quotienten und der Inkubationszeit
feststellen. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson betrigt 0,949, mit zunehmender
Inkubationszeit nimmt also auch der D/L-Asp-Wert zu. Dieser Zusammenhang ist bei dem
Temperaturexperiment II weniger eng, der Korrelationskoeffizient nach Pearson betrdgt hier
0,795 (mit p=0,05).

Temperaturexperiment | Temperaturexperiment Il

0,7000 —
0,6000—
0,5000—
0,4000 —
0,3000 —

D/L-Asx

0,2000
0,1000—

0,0000 —

I I I I I I I I
0,0 10,0 20,0 30,0 0,0 10,0 20,0 30,0

Inkubationszeit (Tage)

Abb. IV.49: Streudiagramm der D/L-Quotienten, aufgetragen gegen die Inkubationszeit der
Temperaturexperimente I und II. Die Regressionsgerade verdeutlicht den Verlaufstrend

1.3.5 Intramolekulare Zusammenhinge

Intramolekulare Zusammenhinge werden bei archdologischem und 7 vitro degradiertem Material
getrennt geprift. Zusammenhinge mit dem Aminosiureprofil werden aufgrund der Komplexitat
der Daten und der abweichenden Datenskalierung gesondert besprochen.

Eine Prufung des gesamten archiologischen Materials (n=122) auf Korrelationen nach Pearson
zeigt eine hochsignifikante Korrelation zwischen dem Kollagengehalt nach Gelatineextraktion
und dem prozentualen Kohlenstoffgehalt (Korrelationskoeffizient von 0,37), sowie
Korrelationen zwischen dem Kollagengehalt nach Sdureextraktion und dem Stickstoff-
(Korrelationskoeffizient: 0,269) und Kohlenstoffgehalt (Korrelationskoeffizient: 0,472). Die
niedrigen Korrelationskoeffizienten weisen darauf hin, dass der Zusammenhang nicht stark linear
sein kann. Die Abbildung IV.50 zeigt den Zusammenhang von C% und Kollagengehalt nach

Saureextraktion in Gew%o.
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Abb. IV.50: Kohlenstoffgehalt aufgetragen gegen den Kollagengehalt nach Siureextraktion in Gew%o;
gestrichelte Linie zeigt den kubischen Charakter dieser Beziehung

Man erkennt, dass héhere Kollagengehalte ebenfalls hohere Kohlenstoffgehalte aufweisen und
umgekehrt, wobei dieser Zusammenhang nicht linear ist, sondern in Proben, in denen unter 10

Gew% Kollagen festgestellt werden, genauso hohe C-Gehalte festgestellt werden kénnen wie bei

Proben, die z.B. 20Gew%o Kollagen zeigen.

Der Aminosiurerazemisierungsgrad korreliert hochsignifikant negativ. sowohl mit dem
Kollagengehalt nach Gelatineextraktion (Korrelationskoeffizient -0,316), wie auch nach

Saureextraktion (Korrealtionskoeffizient -0,413).

Die Abbildung IV.51 gibt diesen Zusammenhang, der wiederum nicht linear ist, wieder: Extrem
hohe D/L-Asp-Werte kommen nur bei Proben mit niedrigen prozentualen Kollagenanteilen vor,
die allerdings ebenso niedrige D/I-Asp-Werte aufweisen kénnen. D/L-Asp-Quotienten von
tber 0,1 kommen hingegen nur bei Proben mit unter 4 Gew% Kollagen vor.
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Abb. IV.51: Nichtlinearer Zusammenhang zwischen Kollagengehalt nach Sdureextraktion (Gew%) und

dem D/L-Asp-Quotienten
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Der Kollagengehalt nach Gelatine- und Sdureextraktion, C- und N-Gehalt und der ARG zeigen,
wie oben dargestellt, einen Zusammenhang mit der Liegezeit, so dass die hier gezeigten
Korrelationen sekundidr durch einen primiren Zusammenhang mit der Liegezeit entstehen

konnten.

Weitere signifikante Zusammenhinge der Merkmale C- und N-Gehalt, C/N-molar, D/L-Asp
und Kollagengehalt in Gewichtsprozent lassen sich mittels der Korrelationsanalyse nach Pearson
nicht nachweisen. Nach Umwandlung der Daten in ordinales Skalenniveau und Berechnung des
Korrelationskoeffzienten nach Spearman vergroflern sich oben gezeigte

Korrelationskoeffizienten und weniger lineare Zusammenhinge werden angezeigt (siche
Tab. IV.8).

Tab. IV.8: Korrelationsmatrix nach Spearman, welche die Zusammenhinge zwischen den intramolekularen
Merkmalen des Kollagens zeigt. **=Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant, =Die Korrelation
ist auf dem 0,05 Niveau signifikant

Kollagen-  Kollagen-

anteil anteil o o C/N
DIL-ASP Gewo)  (Gew%) VP C%  molar
nach GE nach SE
Korrelations- ok o - -
D/L-Asp koeffizient 1,000 -,374(*%) -551(**)  -,338(*) 301 () -,174
Sig. (2-seitig) . ,000 ,000 ,001 ,003 ,095
n 115 115 113 93 93 93
Kollagenanteil o1 ovione-
(Gew%) nach koeffizi -,374(*%) 1,000 ,709(*%) ,459(**)  ,553(**)  ,119
GE oeffizient
Sig. (2-seitig) ,000 . ,000 ,000 ,000 ,245
n 115 122 120 97 97 97

Kollagenanteil

(Gew®%) nach Korrelations-

-,551(*") ,709(*) 1,000 A62(7%)  ,449(™) ,204(%)

SE koeffizient
Sig. (2-seitig)  ,000 ,000 . ,000 ,000  ,047
n 113 120 120 95 95 95
o Korrelations- x x - .
N% Kooffizient  338(7)  ,459(™)  ,462(*) 1,000  ,588(**) -,053
Sig. (2-seitig)  ,001 ,000 ,000 . ,000  ,607
n 93 97 95 97 97 97
o Korrelations- x x - .
C% koeffizient -,301(**) ,553(**) ,449(**)  ,588(**) 1,000 ,160
Sig. (2-seitig) ,003 ,000 ,000 ,000 . 117
n 93 97 95 97 97 97
C/Nmolar ~ Korrelations- 2, 119 ,204(%) -,053 ,160 1,000
koeffizient
Sig. (2-seitig)  ,095 245 ,047 ,607 A17
n 93 97 95 97 97 97
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Die Korrelation der Merkmale des Temperaturexperimentes I ist Tab. IV.9 zu entnehmen.

Es fillt auf, dass die Zusammenhinge linearer ausgepragt sind, im Vergleich zum archiologischen
Material (hohere Korrelationskoeffizienten nach Pearson). Dies gilt insbesondere fir die
Korrelation des ARG mit den anderen Merkmalen.

Wie oben gezeigt, korrelieren alle Merkmale ebenfalls mit der Inkubationszeit, so dass nicht

auszuschlieBen 1ist, dass es sich bei den Korrelationen untereinander um sekundire

Zusammenhinge handelt. C-, N- und Kollagengehalte sinken mit zunehmender Inkubationszeit,
wihrend der C/N-molar-Quotient und der ARG zunehmen.
Der Razemisierungsgrad zeigt anhand seines hohen Korrelationskoeffizienten eine stark lineare

Beziehung zur Inkubationszeit.

Bei dem Temperaturexperiment II ldsst sich eine Korrelation des Razemisierungsgrades mit dem
Kollagengehalt nach Gelatineextraktion (Korrelationskoeffizient -0,585) und Sdureextraktion
(Korrelationskoeffizient -0,729) feststellen. Auch bei diesem Experiment findet sich eine
Korrelation der Inkubationszeit mit dem Kollagengehalt nach Gelatineextraktion und dem

Razemisierungsgrad, allerdings nicht mit dem Kollagengehalt nach Sdureextraktion.
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Tab. IV.9: Korrelationsmatrix nach Pearson der Merkmale vom Kollagen der Proben des
Temperaturexperimentes I, *=signifikante Korrelation, **=hochsignifikante Korrelation

Kollagen-
gehalt Kollagen-
nach GE gehaltnach N-Gehalt C-Gehalt C/N
(Gew%)  SE (Gew%) (%) (%) molar
Kollagengehalt nach Korrelations- . .
Gelatineextraktion (%) koeffizient 1,000 ,795(") ,156 486 502(")
Sig. (2-seiti
9-( 9 ,010 ,594 ,078 ,040
n 17 9 14 14 17
Kollagengehalt nach Korrelations- .
Saureextraktion (%) koeffizient ,795(") 1,000 214 571 259
Sig. (2-seiti
9-( 9 ,010 . ,645 ,180 ,500
n 9 9 7 7 9
N-Gehalt (%) Korrelations- " i,
koeffizient ,156 214 1,000 ,736(*) 569(")
Sig. (2-seiti
9-( 9 ,594 ,645 . ,003 ,034
n 14 7 14 14 14
C-Gehalt (%) Korrelations- "
koeffizient ,486 ,571 ,736(**) 1,000 -,103
Sig. (2-seiti
9-( 9 ,078 ,180 ,003 . ,725
n 14 7 14 14 14
C/N molar Korrelations- . .
koeffizient ,502(*) ,259 -,569(%) -,103 1,000
Sig. (2-seiti
o 9 ,040 ,500 ,034 ,725
n 17 9 14 14 17
D/L-Asp Korrelations- " . .
koeffizient -941(") - 767(%) -323 -,600(")  -,337
Sig. (2-seiti
9-( 9 ,000 ,016 ,260 ,023 ,186
n 17 9 14 14 17

Bei der Prifung der Merkmale auf Zusammenhinge mit dem Aminosiureprofil dient die
Einteilung des Kollagenerhaltes (gut, schlecht) als Qualititsmerkmal. Den Zusammenhang
zwischen den Merkmalen der Aminosidurekonzentration in 100mg Knochen zu prifen ist

tberflussig, weil diese per Definition vom Kollagengehalt abhingt.

Es ist kein statistischer Zusammenhang zwischen Kollagengehalt nach Siureextraktion oder nach
Gelatineextraktion und der Kollagenqualitit festzustellen (archiologisches Material, n=45). Auch
Kollagengehalte unter 5Gew% zeigen Proben mit gutem Kollagen, als Trend ist allerdings
testzustellen, das Proben mit diesem geringem Gew?%o haufiger schlechtes Kollagen bei beiden
Extraktionsmethoden zeigen (Abb. IV.52). Allerdings haben von den sechs archiologischen
Knochenproben, die nach Gelatineextraktion Kollagengehalte von unter 1Gew?% aufweisen finf
eine gute Kollagenqualitit.
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20 Kollagengehalt nach
Gelatineextraktion (%)
(In Bereiche
eingeteilt)

Hl<-5.00

Il 5,01-10,00
10,01 - 15,00
[ 115,01+

Anzahl

I
gut schlecht

Kollagenerhalt

Abb. IV.52: Kollagengehalte der archiologischen Proben nach Gelatineextraktion getrennt
dargestellt nach gutem und schlechtem Kollagenerhalt

Es kann kein statistischer Zusammenhang zwischen den C- und N-Gehalten und der
Kollagenqualitit festgestellt werden.

Fir die Feststellung eines Zusammenhanges der Kollagenqualitit (Kollagenerhalt) und des
Quotienten C/N wurden die Werte des Quotienten in zwei Klassen eingeteilt. In der einen
Klasse sind alle Proben mit den C/N-Quotienten von 2,9 bis 3,6 (Spannweite fiir gut erhaltenes
Kollagen nach De Niro 1989) enthalten (keine Probe mit einem Wert unter 2,9), wihrend die
andere Klasse alle Proben mit einem Quotienten von tber 3,6 angibt. Es konnte mit dem exakten
Chi-Quadrat-Test nach Fischer kein Zusammenhang zwischen Kollagenqualitit (Kollagenerhalt)
und C/N-Quotient gezeigt werden.

Die Abbildung IV.53 zeigt, dass Proben mit einem Wert zwischen 2,9 und 3,6 sowohl ,,gutes als

auch ,,schlechtes” Kollagen enthalten, gleiches gilt fir Proben mit C/N-Quotienten von uber
3.6.

20
C/N molar (In Bereiche
15— eingeteilt)
[12,9-3,60

£ Mo+
& 10
<

5—

0

gut schlecht
Kollagenerhalt

Abb.IV.53: Anzahl der archiologischen Proben mit C/N molar-Quotienten von 2,9 bis 3,6 bzw.
dariiber und ihrer Zuordnung zu gutem bzw. schlechtem Kollagenerhalt
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Um eine Vergleichbarkeit des Razemisierungsgrades mit dem nominal skalierten Erhaltungsgrad
des Kollagens (,,gut®, schlecht®) zu erreichen, werden die D/L-Quotienten in funf Klassen
eingeteilt:

o Klasse 1: Proben mit D/L-Quotienten von 0,02 bis 0,03 (8 Proben)

Klasse 2: Proben mit D/L-Quotienten tiber 0,03 bis 0,04 (17 Proben)

Klasse 3: Proben mit D/TL-Quotienten tiber 0,04 bis 0,05 (13 Proben)

Klasse 4: Proben mit D/T-Quotienten tiber 0,05 bis 0,06 (5 Proben)

Klasse 5: Proben mit D/I.-Quotienten tber 0,06 (1 Probe)

O O O O

Wie man in Abbildung IV.54 erkennt, verteilen sich die erstellten D/L-Quotienten-Klassen
unterschiedlich auf die Bereiche ,,gutes® und ,,schlechtes® Kollagen. So wird das Kollagen der
Proben mit einem D/L-Quotienten von tber 0,05 immer als schlecht klassifiziert. Allerdings sind
Proben aller Klassen in dem Bereich ,,schlechtem® Kollagens vorhanden. Proben mit D/L-
Quotienten bis 0,04 zeigen weitaus hdufiger gutes als schlechtes Kollagen. Der Craddock-Flood-
Test zeigt einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem D/L-Asp-Quotienten und det

Kollagenqualitit.

D/L-Asp (In Bereiche
eingeteilt)
Il 0.,02- 0,03
M 0.,03-0,04
M o0,04-0,05
[10,05-0,06
[1,0601+

Anzahl

gut schlecht
Kollagenerhalt

Abb. IV.54: Zusammenhang des D/L-Quotienten mit dem Kollagenethaltungsgrad (Kollagenqualitit) bei
archdologischem Probenmaterial

Der prozentuale Kollagengehalt nach Gelatineextraktion weist statistisch weder bei dem
Temperaturexperiment I noch bei dem Temperaturexperiment II einen Bezug zur
Kollagenqualitit auf. Auch bei dem Temperaturexperiment I nach Siureextraktion ist kein
statistischer Zusammenhang des anteiligen Kollagengehaltes mit der Kollagenqualitit
festzustellen. Es fallt auf, dass die Proben mit einem Kollagengehalt von tber 10Gew%
durchgehend ,gute” Kollagenerhalte zeigen, allerdings haben Proben mit anteiligem
Kollagengehalt von unter 5Gew% sowohl ,gute wie auch ,schlechte” Kollagenqualititen
(festgestellt bei Sdureextrahierten Proben, Abb. IV.55). Auch bei prozentualen Kollagengehalten
unter 0,5% (z.B. Gi2 mit 0,14Gew%) konnte eine gute Qualitit des Kollagenextraktes festgestellt
werden (vgl. I: 4.2).
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Abb. IV.55: Kollagengehalte der Proben des Temperaturexperimentes I nach Sdureextraktion, getrennt
dargestellt nach gutem und schlechtem Kollagenerhalt (festgestellt bei siuteextrahierten Proben)

Nur bei den Proben des Temperaturexperimentes I wurden C%, N% und der C/N-Quotient
ermittelt, so beziehen sich folgende Aussagen ausschlieflich auf diese.

Statistisch  ist kein Zusammenhang zwischen N-Gehalt und Kollagenerhaltungsgrad
nachzuweisen. Es fillt allerdings auf, dass bei allen Proben mit N-Gehalten von tber 10%
durchgehend ein ,,guter Kollagenerhaltungsgrad auftritt und Proben mit N% unter 5 nur
,»schlechte® Kollagenqualitit liefern (vgl. Abb. IV.56).

8 N-Gehalt (%) (In
Bereiche eingeteilt)

B-<-5
6] O11-15
[ 116+

Anzahl

: I

T T
gut schlecht

Kollagenerhalt

Abb.IV.56: N-Anteile (%) und Kollagenerhalt der Proben des Temperaturexpetimentes I

Auch die C-Gehalte und der Kollagenerhalt weisen statistisch keinen Zusammenhang auf. Es
zeigt sich aber, dass Proben mit einem C%-Gehalt von 15% ausschlieBlich ,,schlechtes* Kollagen
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zeigen, wihrend Proben mit einem Gehalt tiber 40Gew% (keine Proben mit Werten zwischen
15% und 41% vorhanden) mit einer Ausnahme (TE I 1) einen ,,guten* Kollagengehalt aufweisen.
Inwieweit diese Beobachtung eine Folge des Zusammenhanges der Merkmale mit der

Inkubationszeit ist, kann nicht festgestellt werden.

Die Abbildung IV.57 zeigt die Proben mit einem C/N-Quotienten innerhalb und aulerhalb des
von DeNiro (1985) aufgestellten Rahmens im Zusammenhang mit der Beurteilung des
Kollagenerhaltes. Alle Proben mit C/N-Qoutienten von 2,9-3,6 weisen ,,gutes” Kollagen auf.
Allerdings zeigen auch die meisten Proben mit Werten von tber 3,6 einen ,guten®
Kollagenerhalt. Ein statistischer Zusammenhang zwischen diesen beiden Merkmalen kann nicht

gefunden werden (Chi-Quadrat, exakter Test nach Fischer)

C/N molar (In Bereiche
eingeteilt)
[12,9-3,60

Masi+

Anzahl

gut schlecht
Kollagenerhalt

Abb. IV.57: Anzahl der Proben des Temperatutexperimentes I mit C/N molar-Quotienten von 2,9 bis 3,6
bzw. dariiber und ihrer Zuordnung zu gutem bzw. schlechtem Kollagenerhalt

Um eine Vergleichbarkeit des Razemisierungsgrades mit dem Erhaltungsgrad des Kollagens zu
erreichen, werden die D/L-Quotienten in Klassen wie schon bei dem archiologischen Material
(s. 0.) eingeteilt. Diese werden allerdings aufgrund der geringeren Stichprobe weiter gefasst:

o Klasse 1: Proben mit D/IL-Quotienten unter 0,05 (2 Proben)

o Klasse 2: Proben mit D/L-Quotienten tber 0,05 bis 0,1 (8 Proben)

o Klasse 3: Proben mit D/L-Quotienten tiber 0,1 bis 0,15 (3 Proben)

o Klasse 3: Proben mit D/L-Quotienten tber 0,15 (2 Proben)

Es ist kein statistischer Zusammenhang nachweisbar. Es zeigt sich aber, dass die Proben im
Temperaturexperiment I tiber einen Wert von 0,11 ,,schlechtes® Kollagen aufweisen, dies betrifft
alle Proben, die mehr als 8 Tage inkubiert wurden. Weiterhin findet sich ,,schlechtes® Kollagen in

der Probe TE I 1, mit einem geringen Razemisierungswert von 0,02.

Im Temperaturexperiment II zeigen Proben mit einem D/L-Quotienten von tber 0,14 (ab einer
Inkubation tber 18 Tagen) ausschliefllich ,,schlechtes Kollagen. Aufgrund der geringen
Stichprobe kann auch hier keine statistische Uberpriifung stattfinden.
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1.4 DNA

Stichprobenweise werden sowohl bei archiologischen (n=48) und bei kremierten (n=10) Proben
sowie den Proben des Temperaturexperimentes I (n=17) und des Temperaturexperimentes II
(n=6) molekulargenetische Analysen durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Analyse der archiologischen Fundplitze Panker, Trier, Hemmingstedt und
Flensburg, sowie insbesondere des Temperaturexperimentes I werden ausfithrlich bei Harbeck
(2002) besprochen, so dass diese Ergebnisse hier nur vertiefend im Zusammengang mit den neu
ermittelten Werten gezeigt werden sollen. Da die Aussagen der Ergebnisse hinsichtlich der
Allelverteilung oder der Geschlechtsbestimmung der Proben in dieser Arbeit keine Rolle spielen,
ist nur die allgemeine Amplifizierbarkeit der Proben dargestellt.

1.4.1 Signale der Agarosegelelektrophorese

Bei Betrachtung aller Fundkomplexe zeigen ca. 10% der Proben kein DNA-typisches Signal in
der Agarosegelelektrophorese. Bei keiner Probe ist eine hochmolekulare Bande (siche III: 11.3)
nachzuweisen, sondern es zeigt sich in verschieden starker Ausprigung eine feine ,,Schmier
(sieche Abb. IV.59) iber die gesamte Lauffront. Mittels eines Index wurde die Stirke der
Fluoreszenz beurteilt. Die Verteilung (Median 1) in der archidologischen Stichprobe zeigt
Abbildung I'V.58.

25—

20—

15—

10—

Haufigkeit

0 1 2 3
Index zur Beurteilung der Auspragung der Fluoreszenz

Abb. IV.58: Verteilung der Ausprigung der Fluoreszenz bei Betrachtung der Proben in der
Agarosegelelektrophorese. Beurteilung erfolgt durch einen Index (O=keine Fluoreszenz, 3= stark
ausgeprigte Fluoreszenz)

Von den untersuchten Proben aus Girciitepe (n=1), Geboklitepe (n=1) und Nevali Cori (n=4)
konnten keine DNA-typischen Signale in der Agarosegelelektrophorese festgestellt werden. Eine
blaugriine Fluoreszenz ist bei den Proben G62 und NC13 ersichtlich. Das DNA-Extrakt des
Eiderschadels zeigt in der Agarosegelelektrophorese ebenfalls keine DNA-Signale, sondern einen
stark bldulich fluoreszierenden Schmier.
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Die Proben des Ettinger Fundkomplexes zeigen bis auf eine (E29) schwache DNA-Signale in der
Agarosegelelektrophorese, allerdings keine hochmolekularen Banden, sondern ,,Schmier® tber
die Lauffront. Blaugriinliche Fluoreszenz zeigte sich nicht (siche Abb. IV.59).

Abb. IV.59: Agarosegel mit aufgetrennten Extrakten des Ettinger Fundkomplexes. Das Foto wurde aufgehellt
und der Kontrast automatisch verstirkt (Photoshop 5.0.2). Man erkennt keine klar differenzierbaren Banden,
sondern einen fluoreszierenden ,,.Schmiet* tiber der Laufbahn

Bei Betrachtung des gesamten archiologischen Knochenmaterials zeigen ca. 65% der Proben
keine grinlichblaue Fluoreszenz bei Auftrennung im Agarosegel. Bei 27% ist eine schwache
grunliche Fluoreszenz zu erkennen, wihrend jeweils 4% der Proben stirkere bis stark

ausgepragte Signale hervorrufen.

Die Proben des Temperaturexperimentes I zeigen ebenfalls nur eine feine ,,Schmier* tber die
gesamte Laufbahn. Dabei nimmt die Intensitit der Fluoreszenz mit zunehmender
Inkubationszeit der Proben ab. Ab der Probe des sechsten Tages sind keine Signale mehr
feststellbar (Harbeck 2002). Im Gegensatz hierzu ergibt sich bei keiner Probe des
Temperaturexperimentes 11 eine DNA-typische Fluoreszenz. Griinliche Fluoreszenz ist bei

keiner Probe der Temperaturexperimente zu beobachten.

Bei sieben Extrakten der Proben des kremierten Knochenmaterials erscheint ein, wenn auch
meist nur schwaches, Signal in der Agarosegelelektrophorese. Hochmolekulare DNA ist nicht

festzustellen, ebenso keine blaugriinliche Fluoreszenz.

1.4.2 Amplifizierbarkeit mittels Duplex- bzw. Triplex-PCR

Die in der vorliegenden Untersuchung analysierten Proben wurden mittels Triplex-PCR auf ihre
Amplifizierbarkeit getestet, wihrend jene in vorhergehenden Untersuchungen (Harbeck 2002,
von Wurmb-Schwark et al. 2003) mittels Duplex-PCR amplifiziert wurden, so dass eine
Vergleichbarkeit nur bedingt gegeben ist. Insgesamt lieBen sich humanspezifische kleine
Fragmente bei 54% der Proben amplifizieren, wihrend dementsprechend 46% der Proben keine
Amplifizierung zulieen.

Von den Proben aus Girciitepe (n=1), Geboklitepe (n=1), Nevali Cori (n=4) und dem
Eiderschidel gelang keine Amplifikation. Sechs Proben des Ettinger Fundkomplexes (40%)

lieBen sich amplifizieren; diese zeigten mit Ausnahme der Probe E3a nur schwache Signale.
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Durch Anwendung des Haldane-Dawson-Tests zeigt sich, dass die Amplifzierbarkeit der Proben
signifikant fundplatzabhingig ist (p=0,000924); eine Liegezeitabhingigkeit kann statistisch nicht
nachgewiesen werden. Die Verteilung innerhalb der Fundkomplexe entnehme man Abbildung
1V.60.
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Tepe Cori stedt
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Abb. IV.60: Anzahl der amplifizierbaren und nicht amplifizierbaren Proben pro untersuchtem
Fundkomplex

Man erkennt anhand der Abbildung IV.60, dass die wenigsten Proben von den iltesten
Fundpliatzen amplifiziert werden konnten. Ein Zusammenhang zwischen Liegezeit und
Fundplatz soll statistisch nicht untersucht werden, da gerade die ilteren Fundplitze nur in

geringer Probenzahl vertreten sind und es so zu statistischen Fehleinschatzungen kommen kann.

Die Proben des Temperaturexperimentes I waren ab dem achten Inkubationstag nicht mehr
amplifizierbar, wobei ab dem dritten Tag schon Ausfille beobachtet wurden (Harbeck 2002).

Keine Probe des Temperaturexperimentes 11 ist amplifizierbar.

Die Amplifizierung von genomischer und mitochondrialer DNA des kremierten
Knochenmaterials gelang mittels Duplex-PCR reproduzierbar in neun Fillen, wiahrend bei einer

Probe (K95) nur die Amplifizierung von mitochondrialer DNA moglich war.

1.4.3 Inhibitorentests

Die Proben des archiaologischen Materials wurden stichprobenartig auf Inhibitoren getestet, dies
geschah zum einem durch Inhibitorentests (sieche III: 11.4), zum anderen durch den bei der
Triplex-PCR vorhandenen internen Prufstandard. Von den 37 getesteten Proben zeigten 46%
Inhibitoren, bei 54% lie3en sich keine feststellen. Wahrend sich bei den untersuchten Proben aus
Gebokli Tepe und Nevalt Cori Inhibitoren feststellen lassen, gibt es bei keiner Probe des Ettinger
Fundkomplexes einen Hinweis auf Inhibition (vgl. Abb. IV.61).
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Mittels des Haldane-Dawson-Tests lisst sich nachweisen, dass ein signifikanter Zusammenhang
zwischen Fundplatz und Inhibitorenanwesenheit besteht (p=0,0000); statistisch kann kein

Zusammenhang mit der Liegezeit festgestellt werden, da es sich um nominale Daten handelt.

15—
12—
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_— O ja
ﬁ 9 M nein
N
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3_
Gebokli Nevali Panker Eider Trier Etting  Hemming- Flensburg
Tepe Cori stedt
Fundkomplex

Abb.IV.61: Anzahl der Proben, die Inhibitoren enthalten, pro Fundkomplex

Keine Proben der Temperaturexperimente I oder II zeigen Inhibitoren.

Bei den kremierten Knochenproben ist eine schwache Inhibierung zu erkennen.

1.4.4 Multiplex-PCR: Fragmentierungsgrad

Der Fragmentierungsgrad des archdologischen Materials wurde mittels Multiplex-PCR
ausschliellich durch Harbeck (2002) untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Anzahl der
amplifiziertbaren ~ STR-Systeme im  Trend mit zunehmender Liegezeit abnimmt

(Korrelationskoeftizient nach Spearman: -0,49).

Aullerdem sinkt die Anzahl der Proben, bei denen ein System amplifiziert werden kann, mit
zunehmender Linge des Amplifikationsproduktes des entsprechenden Systems. Abbildung IV.62
zeigt diesen Zusammenhang fir das archidologische Material, die Proben des

Temperaturexperiment I und die kremierten Proben.

Auffillig ist, dass die kremierten Proben diesen Zusammenhang nicht zeigen, dies weist auf eine

mogliche Kontaminierung hin.

Die Typisierung der mittels Schleimhautabstrich gewonnenen Kontrollproben der kremierten

Proben war bei allen sieben Kontrollproben méglich.

Die Ermittlung von STR-Allelen der kremierten Proben gelang bei nur einer Probe (K100)
vollstindig. Allerdings war es mdglich, mindestens zwei STRs pro Probe zu amplifizieren. Die

Hiufigkeitsverteilung der einzelnen auftretenden Systeme entnehme man Abbildung IV.62.
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Abb.IV.62: Hiufigkeit der amplifizierbaren Systeme mittels Identifiler Plus der unterschiedlichen
Materialkomplexe. Die Systeme sind nach der Grof3e ihrer Amplifikationsprodukte geordnet (links: Amelogenin
mit dem kleinsten Amplifikationsprodukt, rechts: D251338 mit lingstem Ampllifikationsprodukt)

Ein Vergleich der Ergebnisse der Kontrollproben mit dem kremierten Material befindet sich im
Anhang. Bei keiner Probe ist eine Ubereinstimmung des ermittelten Profils zwischen
Kontrollprobe und kremiertem Material festzustellen. So ist davon auszugehen, dass die
amplifizierte DNA nicht von den kremierten Individuen, sondern von externer DNA
(Kontaminationen) stammt.

Bei einigen Proben ist eine Kontamination der in die PCR eingesetzten Probe durch das
Auftreten von mehr als 2 Allelen in einem Genort eindeutig zu erkennen (K97, K98, K99, K100).
Eine Reproduktion der Ergebnisse gelingt nicht, verschiedene Durchliufe einer Probe durch die
PCR zeigen in allen Fillen unterschiedliche Allelmuster.

1.4.5 Intramolekulare Zusammenhinge

Es besteht eine statistisch signifkante Assoziation (exakter Chi-Quadrat-Test nach Fischer mit
p=0,007) zwischen der Signalgebung auf dem Agarosegel und der Amplifizierbarkeit einer Probe.
Diese Assoziation wird anhand einer Kreuztabelle (Tab. IV.10) deutlicher: Wenn kein Signal bei
der Agarosegelelektrophorese festgestellt wurde, wird in den meisten Fillen auch keine
Amplifizierbarkeit erreicht. Ist allerdings ein Signal detektierbar, kann die Probe in 64% der Fille

amplifiziert werden.
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Tab. IV.10: Kreuztabelle der Merkmale Signal bei Agarosegelelektrophorese
und Amplifzierbarkeit

Amplifizierbarkeit

ja nein Gesamt
Signal bei der Agarosegel- ja Anzahl 25 14 39
elektrophorese % 64,1% 359%  100,0%
nein Anzahl 1 8 9
% 11,1% 88,9% 100,0%
Gesamt Anzahl 26 22 48
% 54,2% 45,8% 100,0%

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Amplifizierbarkeit und Inhibitoren kann nicht
nachgewiesen werden (Signifikanzpriifung mittels exaktem Chi-Quadrat-Test).

Wie in Abbildung IV.63 zu erkennen, besitzen amplifizierbare Proben einen fast genau so grof3en

Anteil an Proben mit Inhibitoren wie nicht amplifizierbaren Proben.
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Abb. IV.63: Anzahl der amplifizierbaren Proben mit und ohne Inhibitoren

Es besteht eine signifikante Assoziation (exakter Test nach Fischer mit p=0,000) dem Auftreten
der blaugriinen Fluoreszenz und der Inhibitorenanwesenheit.
Bei Proben mit Inhibitoren trat in 88% der Fille eine blaugrine Fluoreszenz in der
Agarosegelelektrophorese auf, nur bei zwei Proben war diese nicht festzustellen.

Bei Proben ohne Inhibitoren (n=20) konnte in keinem Fall eine blaugriine Fluoreszenz in der

Agarosegelelektrophorese beobachtet werden.
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1.5 Mineralische Matrix

1.5.1 Prozentualer Anteil anorganischer Substanz

Der Anteil mineralischer Substanz in den Knochenproben wird niherungsweise anhand des
prozentualen Gewichtsanteils des extrahierten anorganischen Anteils bestimmt.

Von dem archdologischen Material wurde der prozentuale Anteil organischer Substanz an 46
menschlichen und 16 tierischen Proben (Gesamt-n=63) bestimmt. Die Verteilung hat einen
Mittelwert von 58 Gew%o mit einem kleinsten Wert von 24,76Gew% (T9) und einem maximalen
Wert von 84,2Gew%o (T6). Die Abbildung IV.65 stellt die Spannweite sowie die Mittelwerte der
einzelnen Fundkomplexe ohne Berticksichtigung der beeinflussenden Faktoren Alter und Spezies

zur Ubersicht graphisch dar.
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Abb. IV.64: Maximaler, minimaler und Mittelwert der Verteilung des anorganischen Anteils in den
einzelnen Fundplitzen, die Linie zeigt den bei rezenten Knochen erwarteten Wert von 70Gew% an

Man erkennt die enorme Variationsbreite der anorganischen Anteile des Knochens auch
innerhalb eines Fundplatzes. Die unterschiedlichen Variatonsbreiten der einzelnen Fundplitze
konnen nicht mit den Faktoren Alter- und Spezies erklirt werden. Bei dem Grof3teil der Proben
sind weniger mineralische Anteile als bei rezentem Knochen vorhanden. Ausnahmen bilden die

Fundplitze Nevali Cori und Eider, wo héhere anorganische Anteile festgestellt werden kénnen.
Betrachtet man die Fundplitze als unterschiedliche Stichproben, kann der Kruskal-Wallis-Test
eingesetzt werden. Dieser zeigt, dass die unterschiedlichen Fundplitze nicht aus einer

Grundgesamtheit stammen und sich in der Tendenz hochsignifikant unterscheiden.

Ein Zusammenhang zwischen Liegezeit und anorganischem Anteil der Probe (nach Umwandlung

in ordinale Daten) kann nicht bestatigt werden.
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In den Proben des Temperaturexperimentes I schwankt der Anteil der mineralischen Substanz
stark, nimmt aber im Trend aufgrund der Abnahme der organischen Matrix (vergleiche IV: 1.3.1)
mit zunehmender Inkubationszeit der Proben zu (vgl. Abb. IV.65).

Es tritt ein minimaler Wert von ca. 43% (TE I 1) und ein maximaler Wert von ca. 96% (TE I 32)
auf. Der Mittelwert betrdgt ca. 63Gew%o mit einer Standardabweichung von 13,5Gew%o.

Das Temperaturexperiment II zeigt hingegen keine tendenzielle Zunahme des anteiligen
mineralischen Gehalts (siche Abb. IV.65); der minimale Wert entspricht 13,5Gew%, wihrend der
maximale Wert 52,7Gew% ist. Hier ergibt sich ein Mittelwert von 55Gew% und eine
Standardabweichung von 17Gew%.
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0,00 R-Quadrat linear = 3,944E-6
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Inkubationszeit (Tage)

Abb.IV.65: Mineralischer Anteil in Gew% der Proben der Temperaturexperimente I und II gegen ihre
Inkubationszeit aufgetragen, die Regressionsgeraden zeigen den tendenziellen Verlauf wihrend des
Experimentes

Wie Abbildung IV.65 zu entnehmen ist, unterscheiden sich die Proben des Temperatur-
experimentes I und II in ihrer Abhingigkeit von der Inkubationszeit stark. So korrelieren der
mineralische Anteil der Proben in Gew?% des Temperaturexperimentes I mit der Inkubationszeit
(Korrelationskoeftizient nach Pearson: 0,769, hochsignifikant), wihrend dies bei den Proben des
Temperaturexperimentes II nicht der Fall ist.

Bei allen Proben des kremierten Materials wurde der anorganische Anteil festgestellt, der
Mittelwert der Stichprobe betrigt 70% Gewichtsanteil mit einer Standardabweichung von
11,28% Gewichtsanteil, was wiederum auf eine nur unvollstindige Verbrennung hinweist. Der
minimal auftretende Wert ist 51,96%, der maximale 87,46% (Spannweite 35,50%).
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1.5.2 Ca/P-Quotient

Bei 40% der Proben des untersuchten archiologischen Materials (n=25) ist der Ca/P-Quotient
hoher, bei 20% niedriger als die Referenzangaben (2,1 — 2,3, siche I: 1.2). Der Mittelwert des
gesamten archidologischen Probenmaterials betrigt 2,3 mit einer Standardabweichung von 0,36.
Es tritt ein minimaler Wert von 1,97 und ein maximaler Wert von 3,13 auf.

Die Konzentrationen in ppm entnehme man dem Anhang, wahrend die Tabelle IV.11 (Seite 158)
die Ca/P-Quotienten fur die einzelnen Proben auflistet.

Betrachtet man die Ca/P-Werte der Proben innerhalb eines Fundplatzes (Abb. IV.606), dann fillt
auf, dass alle Proben der Fundplitze Nevali Cori und Gtirciitepe, wie auch der Fiderschidel von
den Referenzwerten abweichende Ca/P-Quotienten haben. Dies gilt mit einer Ausnahme (E2)
auch fir die analysierten Proben des Fundplatzes Etting.

Die Proben der Fundplitze Trier und Flensburg liegen hingegen innerhalb des Referenzbereiches
oder um weniges (hochstens um ein 0,1) darunter, allerdings nie dariiber. Die Proben des
Hemmingstedter Fundkomplexes sind die einzigen, die geschlossen innerhalb des

Referenzbereiches liegen.

3,2 o Ca/P
— Maximum
3.0 } I Minimum
2,8 O Mittelwert
o 2
247 -
2,2 E Y A
2,0 E
1,8—
I I I I I I I I I
Gurcltepe Nevali Cori  Panker Eider Trier Etting Hemming- Flensburg Referenz-
stedt daten (nach
Titken
2003)
Fundkomplex

Abb.IV.66: Mittelwerte, Maximum und Minimum der Ca/P-Quotienten der einzelnen Fundkomplexe, der
gestrichelt linierte Bereiche umschlief3t den rezenten Referenzbereich (2,1 — 2,3)

Der Ca/P-Quotient kotreliert hochsignifikant negativ mit der Rangposition der Fundkomplexe,
mit einem Korrelationskoeffizienten nach von -0,73 Die Ca/P-Quotienten der Fundplitze mit
der lingeren Liegezeit (niedrigste Rangpositionen) sind also erhéht. Aufgrund der Korrelation
zwischen Rangplatz ecines Fundplatzes und dem Ca/P ist davon auszugehen, dass auch die
Fundplitze mit den Ca/P-Quotienten in Beziechung stehen, und bedatf so keiner weiteren
statistischen Uberpriifung.

Der Ca/P-Quotient liegt bei allen drei analysierten Proben des Temperaturexpetimentes II im
Referenzbereich (sieche Tab. IV.11).

Die kremierten Proben haben, mit Ausnahme von K92, im Vergleich zu den Referenzdaten
(Hancock et al. 1982) erniedrigte Ca/P-Quotienten (1,84 — 1,89).
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1.5.3 Elementkonzentrationen

Es wurden von 32 Knochenproben Matrix- und Spurenelementkonzentrationen bestimmt. Die
berechneten Konzentrationsquotienten sind in Tabelle IV.11 dargestellt. Rot gekennzeichnete
Felder signalisieren die Uberschreitung der Referenzdaten (Gawlik. et al. 1982, Titken 2003,
Hancock 1993) der jeweiligen Elemente, wiahrend orange Felder nur die Grenzen einer der
ausgewihlten Vergleichsuntersuchungen Gberschreiten, wohingegen gelbe Felder eine
Unterschreitung der Referenzwerte angeben. Felder ohne Werte zeigen diejenigen Fille an, in

denen die jeweiligen Elementkonzentrationen unterhalb der Messgrenze lagen.

Tab. IV.11: Element-Konzentrationsquotienten (Element/Ca x 1000) der mittels RFA analysierten Proben: Rote
Felder = Uberschreiten der Vergleichskonzentrationen aller drei zum Vergleich herangezogenen Daten (Tiitken
2003, Hancock 1993, Gawlik et al 1982); orange Felder = Uberschreiten der Vergleichskonzentration nur einer
Analyse; gelbe Felder = Unterschreiten der unteren Variationsgrenze aller einbezogener Referenzdaten. Lag die

Konzentration des Elementes unterhalb des messbaren Bereiches bleibt das entsprechende Feld leer

Probe CalP Mg K CI Fe Mn Zn Si F Sr Al Ba Na S Ti U

G2 38 05 0,3 11,5
U 41 07 10,5

93 23

NC15
NC 16
NC19
P1
P3
ES
T1
T2
T7
T8
E2
E3c
E7
E19
H1
H2
H3
H4
F1
F4
F5 2 22 2,4
F10 2,1 2,1 1,6

TENl2 21 58 127 08
TEI

1 21 68 102 1,1
TE I

o5 22 65 145 16
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Bei den Elementen Mangan, Silicium, Fluor, Barium und Titan, welche nur in sehr geringen
Referenzkonzentrationen (bis zu einem Konzentrationsquotienten von Mn: 0,02, Si: 0,42, F: 0,53,
Ba: 0,2, Ti: 0,16 und U: 0,04) auftreten, kénnen auch eventuell vorliegende geringfigige
Uberschreitungen dieser Werte nicht angegeben werden, da sie sich unterhalb der Messgrenze
befinden.

Keine archiologische Probe zeigt eine Elementverteilung, die durchgehend im Referenzbereich
liegt. Die Natrium- und Magnesiumwerte liegen bei allen Proben mit einer Ausnahme (NC16)
unterhalb des Referenzbereiches. Bis auf wenige Ausnahmen ist die Silicium-, Strontium- und
Aluminiumkonzentration bei den untersuchten Proben erhoht. Ein erhohte messbare Zn-
Konzentration trifft man bei keiner Probe, eine erhdhte Fluorkonzentration nur bei der Probe
E7 des Ettinger Fundkomplexes, wihrend man erhohte Bariumwerte nur bei zwei Proben aus
Nevalt Cori feststellen kann (NC 16, NC 19). Die Schwefelkonzentration ist stark erhéht bei allen
Proben des Fundkomplexes Hemmingstedt, dem Eiderschidel und bei vereinzelten Proben aus
Nevali Cori, Trier und Flensburg. Messbare Uran- und Titankonzentrationen kénnen nur bei

Proben der Fundkomplexe Giirciitepe und Panker festgestellt werden.

Tabelle IV.12 zeigt die prozentuale Anzahl der Proben, deren Konzentration sich auflerhalb des
Referenzbereiches der jeweiligen Elemente befindet.

Auffillig ist, dass der Grossteil der Proben stark von den Referenzwerten (Mg, Si, Sr, Al, Mn und
Na) abweicht, wihrend die Cl, Zn, F und Ba-Werte kaum veridndert erscheinen.

Tab. IV.12: Prozentuale Anzahl der Proben deren Konzentration sich aulerhalb des
Referenzbereiches des jeweiligen Elementes befindet

prozentuale Haufigkeit der prozentuale Haufigkeit der
Referenzbereichlber- bzw. Referenzbereichlber- bzw.
Element unterschreitung Element unterschreitung

Mg 96% Sr 72%

K 24% Al 68%

Cl 0% Ba 8%

Fe 52% Na 100%

Mn 28% S 11%

Zn 0% Ti 16%

Si 80% U 12%

F 4%

Aufgrund des geringen Stichprobenumfanges und hiufigen Unterschreitens der Messgrenze der
einzelnen Elementkonzentrationen ist eine statistische Auswertung der Elementkonzentration
der einzelnen Fundplitze nicht sinnvoll, so dass auf Angabe Kennwerte und schlieBender

Statistik verzichtet wird.

Die drei untersuchten Proben des 77 vitro degradierten Materials des Temperaturexperimentes 11
zeigen, verglichen mit den Referenzdaten, ebenfalls einige Abweichungen. So sind wie beim
archiologischen Material und im Gegensatz zum kremierten die Na- und Mg-Werte niedriger als
bei den Referenzdaten, wihrend Silicium und Aluminium wie bei den beiden anderen
Materialgruppen erhoht sind. Die Probe TE II 25, also jene, die am lingsten inkubiert wurde,
zeigt die hochste gemessene Zinkkonzentration (vgl. Tab. IV.11).

161



IV~ Ergebnisse

Es wurden vier kremierte Proben (K91, K92, K93, K98) hinsichtlich ihrer Elementkonzentration
analysiert. Bei Betrachten der Elementkonzentrationsquotienten féllt auf, dass die Magnesium-
und vor allem die Natriumwerte im Gegensatz zu den beim archiologischen Material ermittelten
fast durchgehend hoher sind als die Referenzwerte, gleiches gilt fiir die Kaliumkonzentrations-
quotienten. Im Gegensatz zu den archdologischen lassen sich bei den kremierten Proben
auflerdem  Zn-Konzentrationen und  Kaliumkonzentrationsquotienten  in  hoéheren
Konzentrationen als bei den Referenzdaten feststellen. Wie beim archdologischen Material sind
die Silicium- und Aluminiumwerte erhoht. Die Mangan-, Strontium-, Fluor-, Barium-, Titan- und
Urankonzentrationsquotienten befinden sich hingegen unterhalb der Messgrenze bzw. liegen in
dem Referenzbereich. Bei jeweils zwei Proben sind schwach erhohte Eisen- (K91, K98) und
Schwefelkonzentrationen (K92, K93) festzustellen.

1.5.4 Interne Zusammenhinge der Merkmale

Fir die Feststellung von Zusammenhingen der Merkmale der mineralischen Matrix werden die
Stichproben aufgrund ihres unterschiedlichen Charakters getrennt betrachtet. Die Merkmale des
Knochenminerals betreffend, wird nur das archiologische Knochenmaterial betrachtet, da von
den beiden anderen Stichproben fiir eine statistische Auswertung nur unzureichend

Datenmaterial zur Verfiigung steht.

Der prozentuale Anteil der anorganischen Substanzen der archidologischen Proben zeigt
erwartungsgemal keine signifikante Kortrelation (nach Pearson) mit dem Ca/P-Quotienten. Fur
diese Feststellung wurden nur Proben der archiologischen Stichprobe verwendet (n=20), da die
beiden anderen Stichproben nicht umfangreich genug sind. Anhand der Abbildung IV.67 erkennt
man die zufillige Verteilung, die sich nach Auftragen der beiden Merkmale gegeneinander ergibt.
Proben mit Ca/P-Quotienten im rezenten Bereich (2,1-2,3) haben anorganische Anteile von 44
Gew% (T7) bis 73 Gew% (H1). Es fillt auf, dass extrem niedrige Werte unter 40% nicht in
diesem Bereich zu finden sind.
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Abb. IV.67: Ca/P-Quotient der archiologischen Knochenproben gegen ihren anorganischen Anteil
(Gew%o) aufgetragen; der dutch Linien begrenzte Bereich beinhaltet Proben mit einem Ca/P-Quotienten
im Bereich rezenter Knochen (2,1 — 2,3)
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Es kann keine Korrelation zwischen einer Elementkonzentration und dem prozentualen Anteil
anorganischer Matrix festgestellt werden (Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach
Pearson). Signifikante Korrelationen liegen zwischen dem Ca/P und Si (Kotrelationskoeffizient
von 0,60), St (Korrelationskoeffizient von 0,4) und Al (Korrelationskoeffizient von 0,512) vor.
Die Abb. IV. 68 zeigt diesen Zusammenhang, der allerdings nicht linear zu sein scheint, sondern
nur die Aussage zuldsst, dass bei Proben mit héherem Ca/P-Quotienten wahrscheinlich hohe

Silicium und Aluminiumwerte zu finden sind.
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Abb. IV.68: Ca/P-Quotienten (y-Achse) gegen die Silicium- und Alumini-Quotienten (x-Achse)
aufgetragen

1.6 Verhiltnisse der stabilen Isotope von C, N und O

Die Verhiltnisse der stabilen Isotope sollen im Zusammenhang mit den anderen anderen
erhobenen Merkmale diskutiert werden (siche IV: 3.3). Daher wird an dieser Stelle nur eine kurze
Darstellung der experimentell degradierten und kremierten Proben vorgenommen und der
Informationsgehalt des archiologischen Materials beziiglich der Lebensweise vergangener
Individuen vernachlissigt, da diese an anderer Stelle erértert werden (Czermak 2004, Gaukler
20006, Losch et al. im Druck, Strott, in Vorbereitung).

Die Proben des Temperaturexperimentes I zeigen bis inklusive des achten Inkubationstages
relativ geringe Abweichungen in den Isotopenverhiltnissen des Stickstoffs (8" "Ny, (%)) und des
Kohlenstoffs (8"°Cy,(%o)) (siche Abb. 1V.69). Dabei ist die Schwankung der 8N, -Werte
(Spannweite: 1,07) ab der Probe des funften Inkubationstages groBer als die der
Kohlenstoffverhiltnisse (Spannweite: 0,51).

Ko

Bei den Proben mit Inkubationszeiten von héher als zwolf Tagen weichen die 8" "N, (%o)- und
die 8"Cy, (%0)-Werte stark sowohl ins positive (TE 1 12) als auch in ins negative (TE I 32) von
den Ausgangsdaten ab. Die 8"Ny (%o)-Werte zeigen eine Spannweite von 4,21 mit einem
minimalen Wert von 6,38 (TE I 12) und einem maximalen von 10,59 (TE I 16). Die 8"C, (%o)-

Ko
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Werte zeigen eine Spannweite von 5,92 mit einem Minimum von -22,63 (TE I 12) und einem
Maximum von -16,71 (TE 1 16).

d15NKO (%o)
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Abb. IV.69: Darstellung der 8N, (%0)- (d15NKO (%0)), 813Cico(%o0)- (d13CKO), 880¢, (%o0)- (d180OCA) und

S13Cc, (%0)- (d13CCA) Werte der 7n vitro degradierten Knochenproben mit unterschiedlicher Inkubationszeit; die
gestrichelten Interpolationslinien stellen keinen Trend dar, sondern dienen zur besseren Darstellung der
Schwankungen der Probenwerte

Bei den Werten der stabilen Isotopenverhiltnisse des Kohlenstoffs aus Carbonat sind nur
minimale Differenzen zu beobachten (Spannweite von 0,56). Die stabilen Isotopenverhiltnisse
bleiben also bei zunehmender Inkubationszeit konstant.

Die 8"°O¢,(%0)-Werte zeigen starke Schwankungen ohne erkennbaren Zusammenhang mit der
Inkubationszeit (Spannweite von 6). Die stirksten Abweichungen der Werte werden durch zwei
extreme ,,Ausreiller” verursacht (TE I 3,5; TE I 12), bei Ausklammern dieser zwei Werte ergibt
sich fiir die 8Oy, (%o0) -Werte eine geringere Spannweite von 1,79.

Auffillig ist die Probe TE 1II 12, die in allen Fraktionen geringere Isotopenwerte zeigt, als andere
Kollagenextrakte.

Die Abbildung IV.69 zeigt, dass die Differenz zwischen den stabilen Kollagenisotopenwerten des

Kollagens und des Carbonats je nach Verhalten des 8"°Cy. (%0) -Wertes zu- oder abnimmt

Ko
Signifikante Korrelationen mit der Inkubationszeit zeigen die aus dem Kollagen, aber nicht die
aus dem Carbonat gewonnen stabilen Isotopenverhiltnisse (Korrelationskoeffizienten: & "N
(%0): -0,9 mit p<0,05 und §"Cy, (%o): 0,784 mit p<0,01).

Ko

Ko
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Die Differenz der 8”C-Werte des Kollagens und des Carbonats werden bei den Proben des
Temperaturexperimentes I augenscheinlich hauptsichlich von der Verinderung der Kollagen-
werte verursacht, da die 8”C-Werte des Carbonats konstant bleiben, wihrend die §°C des
Kolllagens starke Abweichungen aufweisen (Abb. IV.69). So beinhalten die Proben bis inklusive
des achten Inkubationstages Werte zwischen 3,66%0 und 4,29%o, die Probe des zwolften
Inkubationstages zeigt eine Differenz von 6,3%o, wihrend die Proben TE I 16 und TE I 32

Differenzen von 0,11 %o, bzw. 1,61%0 aufweisen.

Da von dem kremierten Material keine Extraktion von Kollagen gelang konnten nur die
Isotopenverhiltnisse des Sauerstoffes und Kohlenstoffes aus dem Carbonat ermittelt werden.

Die 8"”C-Werte der Proben reichen von -25,40 bis -21,29%o, woraus sich ein Mittelwert von
-24,025%0 ergibt. Im Vergleich zu den Werten des Temperaturexperimentes I, was einem
Individuum der gleichen Region und gleichen Zeitstellung entspricht, den archdologischen Daten
(Werte von minimal -15,38%o0 (F9)) wie auch den in der Literatur beschriebenen Werten (siche
I: 2.2 und 2.4) sind die bei kremiertem Material festgestellten Werte abwegig niedrig und es ist
davon auszugehen, dass es sie nicht den urspringlichen Werten entsprechen, sondern

diagenetische Anderungen durchlaufen haben.

Die 8"°O-Werte haben einen minimalen Wert von -17,4%0 und einen maximalen Wert von -
12,65%0 (Abb. IV.70). Der 8""O-Wertes (Jahresdurchschnitt) des Oberflichenwasser der
Heimatregion (Kiel: 54°19', 10°8', 34m) der kremierten Individuen betrigt -9,1%o der gleichen
Umgebung und zeigen Werte um -10%o. Im Vergleich zu diesen Daten ist ebenfalls davon
auszugehen, dass die stabilen Isotopenwerte in dem kremiertem Material nicht dem orginiren

Zustand entsprechen.

Die 5O, (%), sowie die 8°C.., Werte des kremierten Materials sind durchgehend niedriger als
die des archiologischen, wie auch des 7z vitro degradierten Materials. Es zeigt sich auBerdem eine
hohe Variabilitit (Spannweite 4,75 bzw. 4,11) der §°O,- (Minimim: -17,4 (K91), Maximum -
12,65 (K99)) bzw. §"Cc\-Werte (Minimum: -25,40 (K100), Maximum: -21,29(K98)).
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Abb. IV.70: 3'80ca (%o), sowie die 8!3Cca (%0) -Werte der kremierten Knochenproben, die

gestrichelte Linie gibt den 8'80ca(%0)- Wert des Oberflichenwassers der Heimatregion der
Individuen an 165
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2 Interstrukturelle Zusammenhinge

In diesem Abschnitt sollen Zusammenhinge zwischen den Merkmalen verschiedener
Analysekomplexe analysiert werden (IV: 2.1). Da die genaue Ursache der Fluoreszenz des
Knochens unklar ist (siche I: 2.1) kann aus diesem Merkmal kein Informationsgewinn tber
diagenetische Zusammenhinge erlangt werden, so werden Beziehungen der Fluoreszenz zu den
Ubrigen Merkmalen gesondert aufgefithrt (IV: 2.2). Weiterhin werden Korrelationen zwischen
den Individualdaten und den Merkmalsausprigungen analysiert (V: 2.3).

2.1 Korrelationen der Merkmale

Die Feststellung der Korrelationen der Merkmale dient der Aufklirung von allgemeinen
Diageneseereignissen (siche I: 5.1). Nur bei wenigen Proben (n=17) liegen Werte zu allen
untersuchten Merkmalen vor, so dass eine auf rein statistischen Gesichtspunkten basierende
Gruppierung der Proben anhand aller untersuchten Merkmale (z.B. mittels Clusteranalyse bzw.
Konfigurationsfrequenzanalyse) nicht durchfithrbar ist. Eine Zusammenfiihrung der Merkmale
ist nur durch Einbeziehung sachlicher Uberlegungen in der Diskussion méglich (siche V: 1.2.4).

Die statistische Analyse bezieht sich, soweit nicht anders angegeben, auf das humane

archiologische Material.

2.1.1 Zusammenhinge von histologischen mit biomolekularen und mineralischen
Merkmalen

Aufgrund der engen Korrelation des diffusen exogenen Materials mit dem bakteriellen Verfall,
welcher vermutlich der Verursacher dieses Merkmals ist (siche Punkt IV: 1.1.8), wird der Punkt
aus der Betrachtung ausgenommen.

Die Tabelle IV.13 zeigt die Korrelationen der histologischen Merkmale mit den Merkmalen des
Kollagens. Die eng korrelierenden Merkmale (siche IV: 1.1.8) OHI, Doppelbrechung und
bakterieller Befall zeigen hochsignifikante, wenn auch nicht eng lineare Zusammenhinge sowohl

mit dem kollagenen Anteil, als auch mit den N- und C-Gehalten.

Tab. IV.13: Korrelationskoeffizienten nach Spearman zwischen histologischen Merkmalen und Proteinmerkmalen.
Hochsignifikante Korrelationen sind durch ** gekennzeichnet.

Einschllsse in

o om Dol Mo madieler oloresen e Voo
Kollagengehalt (GE) 57 0,492 0,588 0,008 0,49** -0,507** -0,57
Kollagengehalt (SE) 56  0,556** 0,662 0,147 0,526** -0,403** -0,02
N% 56 0,482 0,427 0,168 0,557** -0,35* 0,119
C% 56 0,393 0,432 0,152 0,483** -0,364** -0,99
C/N-molar 56 -0,095 0,089 0,199 0,13 0,129 -0,313
D/L-Asp 56 oo 0.3457 -0,399** -0,275* 0,349* 0,255
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Ein schwacher negativer Zusammenhang lasst sich zwischen den angesprochenen Merkmalen
und dem D/L-Asp-Quotienten zeigen.

Betrachtet man die definierten histologischen Merkmalstypen (sieche IV: 1.1.8) und die Verteilung
der Kollagenanteile, erkennt man in Abbildung IV.71, dass der histologische Merkmalstyp A
durchschnittlich hohere Kollagenanteile, sowie eine hohere Variabilitit aufweist. Die
Merkmalstypen B und C zeigen durchschnittlich geringere Kollagenanteile und eine geringere
Variationsbreite. Das Minimum des Kollagengehalts nach Gelatineextraktion der Proben des
Merkmalstypen B ist 0,31Gew%, wihrend A ein Minimum von 1,5Gew% hat. Mittels
Chiquadrat-Test kann eine signifikante Korrelation des histologischen Merkmalstypen sowohl
mit dem Kollagengehalt nach Gelatineextraktion, wie auch nach Siureextraktion (p=0,005,
p=0,00, n=55 bzw. n=54) festgestellt werden. Hierzu wurde der Kollagengehalt in je drei gleich

gro3e Bereiche eingeteilt.
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Min Kollagengehalt
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—_ Gelatineextraktion (%)
Max Kollagengehalt
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10— nach Saureextraktion
(%)
(0] Mittelwert
5—| QO Kollagengehalt nach
§ Gelatineextraktion (%)
Mittelwert
0— Kollagengehalt nach
T T T Saureextraktion (%)

A B c D
Merkmalstyp

20—

Abb. IV.71: Verteilung der Kollagenanteile (Gew?%0) auf die histologischen Merkmalstypen

Es besteht weiterhin ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Kollagenqualitit
(Erhaltungsgrad) und dem histologischen Merkmalstyp (Craddock-Flood-Test, p=0,025340,
n=42).

Die Abbildung IV.72 zeigt die Verteilung der Kollagenerhaltungsgrade auf die histologischen
Merkmalstypen. Der histologische Merkmalstyp B zeigt wesentlich mehr Proben mit schlechtem
Erhaltungsgrad zeigt, als die anderen Typen. Der histologische Merkmalstyp A hingegen enthilt
vergleichsweise viele Proben mit gutem Kollagen.

Die vier als Typ H klassifizierten Proben gehéren alle dem Merkmalstyp A an.
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Abb. IV.72: Verteilung der Kollagenerhaltungsgrade (Kolalgenqualitit) auf die histologischen
Merkmalstypen

Kein Zusammenhang kann zwischen den histologischen Merkmalen bzw. Merkmalstypen und
dem C/N-Quotienten festgestellt werden: Proben, die innerhalb bzw. auBlerhalb des von DeNiro
(1985) festgelegten Bereiches liegen, verteilen sich auf alle Merkmalstufen gleich.

Mittels des Cradock-Floods-Chi*Tests konnen weitere Zusammenhinge zwischen den
histologischen Merkmalen und dem Kollagenerhaltungsgrad festgestellt werden.

So zeigt sich ein statistisch  signifikanter Zusammenhang zwischen OHI und
Kollagenerhaltungsgrad (Craddock-Flood-Test, p=0,010372, n=43). Proben mit geringen OHI
(schlechter histologischer Erhaltungsgrad) zeigen tendenziell cher einen schlechten
Kollagenerhaltungsgrad als Proben mit hohem OHI (vgl. Abb. IV.73).
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Abb. IV.73: Zusammenhang zwischen Kollagenerhaltungsgrad und OHI (ein OHI-Wert von 3 wurde
nicht vergeben)
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Es ist ein nur schwach ausgeprigter Zusammenhang zwischen der Doppelbrechung (Chi-
Quadrat-Test, p=0,042, n=55) und dem Kollagenerhaltungsgrad feststellbar. Proben mit gut
ausgeprigter Doppelbrechung haben tendenziell eher einen guten Kollagenerhaltungsgrad,

allerdings sind alle moglichen Fille vertreten.

Kein statistischer Zusammenhang ldsst sich zwischen dem Ausmal} der Mikrofissuren und dem
Kollagenerhaltungsgrad zeigen, allerdings ist die geringe Stichprobengrée zu bedenken (n=23)
Auffillig ist, dass die beurteilbaren Proben (T1, ES, E3a, E19) mit schlechten

Kollagenerhaltungsgraden ausschlief3lich keine Mikrofissuren aufweisen (Indexwert von 3).

Ein hochsignifikanter Zusammenhang besteht zwischen dem bakteriellen Befall und dem
Kollagenerhaltungsgrad (Craddock-Flood-Test, p=0,007347, n=43).

Die Kreuztabelle IV.14 zeigt, dass sich der statistische Zusammenhang sich auf folgende
Abweichungen von der erwarteten statistischen Haufigkeitsverteilung zuriickfithren ldsst: Es
weisen weniger Proben einen guten Kollagenerhalt bei starken bakteriellen Befall (Indexwert 0)
auf als erwartet, sowie mehr Proben einen guten Kollagenerhalt bei geringem bakteriellem Befall
(Indexwert 2). Umgekehrt zeigen mehr Proben als erwartet die Kombination schlechter
Kollagenerhalt mit starkem bakteriellem Befall, sowie weniger Proben als erwartet schlechten
Kollagenerhalt und fehlenden bakteriellen Befall. Proben mit dem Kollagenerhaltungstyp H
zeigen ausschlieBlich keinen bakteriellen Befall.

Tab. IV.14: Kreuztabelle der Merkmale bakterieller Befall und Kollagenerhaltungsgrad
mit beobachteter und erwarteter Anzahl

bakterieller Befall

Gesamt
0 1 2 3
Anzahl 6 2 6 9 23
ut
g Erwartete 9’1 2’1 3’2 8,6 23,0
Anzahl
Kollagen- Anzahl " 2 0 ’ 1
erhaltungs- schlecht Epwartete
grad Anzahl &3 19 22 *0 160
Anzahl 0 0 0 4 4
TypH  Erwartete
Anzahl 18 A o 1 0
Anzahl 17 4 6 16 43
Gesamt Erwartete
Anoatl 170 40 6,0 16,0 43,0

Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Kollagenerhaltungsgrad und dem
Ausmal3 der Einschlisse in den Havers’schen Kanilen oder dem Grad der braunen Verfirbung
unter Strukturerhalt (Test nach Craddock-Flood).

Auf eventuelle Zusammenhinge mit den Merkmalen des DNA-Erhalts (Signale der

Agarosegelelektrophorese, Amplifizierbarkeit, Inhibitorenanwesenheit) wird aufgrund der
ordinalen Struktur der Daten mittels Kreuztabellen und Chi-Quadrat-Test gepruft.
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Ein Zusammenhang zwischen histologischen Merkmalen und Fragmentierungsgrad kann nicht

Uberprift werden, da der Fragmentierungsgrad nur bei wenigen Proben bestimmt werden konnte
(siche IV: 1.4).

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Amplifizierbarkeit der Proben und histologischem
Merkmalstyp ist feststellbar (Craddock-Flood-Test, p=0,043830, n=43). In der Abbildung IV.75
erkennt man, dass mehr Proben des Merkmalstyp A amplifiziert werden kénnen, wihrend bei

Proben mit dem histologischen Merkmalstyp B und C die nicht amplifizierbaren tiberwiegen.

14 Amplifizierbarkeit
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Abb. IV.74: Zusammenhang zwischen DNA-Amplifizierbarkeit der Proben und histologischem
Merkmalstyp

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen histologischem Merkmalstyp und

Inhibitorennachweis bzw. Signal bei der Agarosegelelektrophorese kann nicht gefunden werden.

Gleiches gilt fir den OHI: Wihrend ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen OHI-
Wert und Amplifizierbarkeit der Proben gefunden werden kann (Craddock-Flood-Test,
p=0,0498, n=44), der sich in einer hoéheren Anzahl amplifizierbarer Proben mit gutem
histologischen Erhaltungsgrad (OHI-Index von 5) zeigt, ist dieser nicht zwischen dem OHI und

der Inihibitorenanwesenheit bzw. den Signalen in der Agarosegelelektrophorese sichtbar.

Aufgrund der interstrukturellen Korrelationen zeigen auch die histologischen Merkmale
,Doppelbrechung® (Craddock-Flood-Test, p=0,0428, n=44) und ,,bakterieller Befall* (Craddock-
Flood-Test, p=0,0498, n=44) ecinen statistisch signifikanten Zusammenhang mit der
Amplifizierbarkeit, aber jedoch nicht mit der Anwesenheit von Inhibitoren oder der Ausprigung
der Agarosegelelektrophoresesignalen.

Die histologischen Merkmale ,,Anzahl der Mikrofissuren®, ,,Einschliisse in den Havers’schen

Kanilen® und ,,braune Verfirbung unter Strukturerhalt® zeigen mit einer Ausnahme keinen

statistisch signifikanten Bezug zu den molekulargenetischen Merkmalen.
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Nur die Einschlisse in den Havers’schen Kanilen weisen einen signifikanten Zusammenhang mit
der Anwesenheit von Inhibitoren (Craddock-Flood-Test, p=0,023301, n=36) auf. Die Abbildung
IV.75 lisst erkennen, dass Proben, die keine Einschlisse in den Havers’schen Kanilen zeigen nie

Inhibitoren aufwiesen.

Inhibitoren
12 O ja
W nein

Anzahl

0 1 2
Einschliisse in den Haverschen Kanéilen

Abb. IV.75: Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von DNA-Inhibitoren und dem histologischen
Merkmal Einschlisse in den Havers’schen Kanilen

Der prozentuale Gewichtsanteil des Minerals (in Gew%) korreliert erwartungsgemald
hochsignifkant, aber schwach negativ mit dem OHI (Korrelationskoeffizient nach Spearman:
-0,436, n=40), der Doppelbrechung (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,473, n=40) und
dem Ausmal} des bakteriellen Befalls (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,490, n=40).

Die Betrachtung der histologischen Merkmalstypen und der Ca/P-Quotienten-Verteilung zeigt,
dass die Verteilung der Ca/P-Qoutienten auf die Merkmalstypen ungleichmiBig erfolgt
(vgl. aAbb. IV.76). Der histologische Merkmalstyp B beinhaltet wesentlich weniger Proben, die
Ca/P-Werte in dem fir rezente Knochen typischen Bereich von 2,1-2,3 zeigen als der
Merkmalstyp A, wihrend der Merkmalstypen C ausschlieSlich Proben mit Werten tber 2,31
beinhaltet. Mittels Chi-Quadrat-Test lasst sich eine signifikante Assoziation dieser Merkmale
feststellen (p=0,035, n=23).

Aufgrund des geringen Stichprobenumfanges eriibrigen sich statistische Analysen zu einem

Zusammenhang zwischen histologischen Merkmalen und Elementkonzentrationen.
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Abb. IV.76: Zusammenhang zwischen Ca/P der Proben und histologischem Merkmalstyp

Histologische Merkmale konnten nur bei den Proben des Temperaturexperimentes II bestimmt
werden, eine statistische Auswertung ist aufgrund des geringen Stichprobenumfanges nicht
moglich.

Wie unter Punkt IV: 1.1 aufgefithrt, zeigen nur die Proben TE II 23 und TE II 25 reduzierte
Doppelbrechungen und briaunliche Verfirbungen unter Strukturerhalt. Bei diesen beiden Proben
sind die Kollagengewichtsprozente im Vergleich zu den Proben mit geringeren Inkubationszeiten
nicht verindert, nur die Probe TE II 23 (vgl. IV: 1.3.1) zeigt stark erniedriget Kollagengew%o
nach Siureextraktion, sowie den hochsten Razemisierungsgrad (D/L-Asp von 0,2625).

Weitere Variationen der Proben des Temperaturexperimentes 11 betreffen die Mikrofissuren, es

besteht allerdings kein offensichtlicher Zusammenhang zu Merkmalen der Biomolekiile.

2.1.2 Zusammenhinge biomolekularer Merkmale

Der Kollagengehalt nach Sdure- wie auch nach Gelatineextraktion wird, um eine Vergleichbarkeit
zu erreichen, in Klassen zu je 4Gew% eingeteilt.

Weder der Kollagengehalt nach Gelatineextraktion, noch der Kollagengehalt nach

Siureextraktion zeigen einen signifikanten Zusammenhang mit der Amplifizierbarkeit der DNA.

Es ist allerdings in beiden Fallen festzustellen, dass Proben mit relativ hohem Kollagengehalt (ab
12Gew?%, nach SE ab 20Gew%) durchgehend amplifizierbar sind. Wahrend bei Proben mit sehr
geringen Kollagengehalt (unter 5Gew%) die nicht amplifizierbaren iberwiegen (siche Abb.
IV.77). Statistisch signifikante Zusammenhange zwischen Kollagengehalt nach Siure- bzw.
Gelatineextraktion und Signalen der Agarosegelelektrophorese sowie der Anwesenheit von
Inhibitoren sind nicht festzustellen. Es fillt auf, dass alle Proben die kein Signal in der
Agarosegelelektrophorese hervorrufen, Kollagengehalte nach Gelatineextraktion unter 4Gew%
aufweisen.
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Abb. IV.77: Zusammenhang zwischen Kollagengehalt nach Gelatineextraktion (Gew?%0) und DNA-
Amplifizierbarkeit

Ebenfalls keine Zusammenhinge sind zwischen den Kollagenmerkmalen C/N-molar, sowie C%
und N% und den DNA-Merkmalen Amplifizierbarkeit, Inhibitorenanwesenheit und Signal in der
Agarosegelelektrophorese festzustellen.

Der Kollagenerhaltungsgrad — zeigt keinen  signifikanten = Zusammenhang mit der
Amplifizierbarkeit der Proben und dem Signal in der Agarosegelelektrophorese.

Es ist ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen dem Kollagenerhaltungsgrad und der
Anwesenheit von Inhibitoren festzustellen (Chi-Quadrat-Test, p=0,001, n=34). Wie man in der
Abb. 1V.78 feststellen kann, haben wesentlich mehr Proben mit Anwesenheit von DNA-
Inhibitoren einen guten Kollagenerhaltungsgrad, als Proben ohne DNA-Inhibitoren, die
tberwiegend einen schlechten Kollagenerhaltungsgrad zeigen.
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Abb. IV.78: Zusammenhang zwischen Kollagenerhaltungsgrad und Anwesenheit von Inhibitoren
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Kein statistisch signifikanter Zusammenhang ist zwischen dem Razemisierungsgrad und den
Signalen in der Agarosegelelektrophorese und der Anwesenheit von Inhibitoren festzustellen.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang besteht allerdings zwischen dem Razemisierungsgrad
und der Amplifizierbarkeit (Chi-Quadrat-Test, p=0,018, n=47). Wie man in Abbildung IV.79
erkennen kann haben Proben, deren DNA sich amplifizieren lie3, niedrigere D/L-Asp-Werte als
Proben, bei denen eine Amplifikation nicht gelang.
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Abb. IV.79: Zusammenhang zwischen D/L-Asp-Quotienten und der DNA-Amplifizierbarkeit der
Proben

Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs kann statistisch keine Aussage zu dem
Zusammenhang  zwischen  Kollagen- und  DNA-Merkmalen der  Proben  der
Temperaturexperimente gemacht werden. Wihrend es nicht gelang, eine Probe des
Temperaturexperimentes 11 zu amplifzieren, waren die Proben des Temperaturexperimentes I bis
zum dritten Tag durchgehend amplifizierbar und bis zum achten Inkubationstag konnten
weiterhin unregelmiBig Signale erhalten werden. Die Tabelle IV.15 gibt die dazugehorigen
Merkmalwerte des Kollagens an. Reproduzierbare Ergebnisse waren bis zu einem D/L-Asp-
Quotienten des Kollagens nach SE von 0,07 zu erhalten (vgl. Harbeck 2002).

Mittels der Multiplex-PCR konnten bis zum vierten Entnahmetag Geschlechtsbestimmungen
durchgefiihrt werden, das entspricht einem Kollagengehalt nach SE von 4,75Gew% und nach
GE von 2,94Gew%, der D/L-Quotient betrdgt 0,087.

Tab. IV.15: Merkmalswerte des Kollagens der Proben TE I 3 (amplifizierbar)
und TE I 8 (nicht amplifizierbar)

Kollagengehalt Kollagengehalt D/L-
Probe (SE) (GE) N% C% C/N Asp
TEIS3 - 4,62 15,52 47,27 3,55 0,0768
TE 18 4,75 2,94 14,55 40,25 3,23 0,1183

Die Linge des lingsten amplifizierbaren Fragments nimmt mit abnehmendem Kollagengehalt
und zunehmendem D/T-Quotienten ab (siche auch Harbeck et al. 2004).
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2.1.3 Zusammenhinge von biomolekularen Merkmalen und mineralischer Matrix

Es kann keine Korrelation bei dem archiologischen Material zwischen dem Gewichtsanteil des
Minerals (in Gew%) und dem Kollagengehalt nach Siure oder Gelatineextraktion (in Gew%o)
gefunden werden. Gleiches gilt fir den Gewichtsanteil des Minerals (in Gew%) und dem C/N-
Quotienten, sowie dem C% und N%-Gehalt, dem Kollagenerhaltungsgrad und dem D/L-

Quotienten.

Der Ca/P-Wert korreliert mit dem D/L-Quotienten und zeigt keinen Bezug zu einem der
anderen Kollagenmerkmale (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,428, n=24). Proben mit
hohem D/L-Asp-Wert (iber 0,08) weisen immer einen Ca/P-Wert von tber 3,6 auf.

Der Gewichtsanteil des Minerals (in Gew%), in drei gleich grole Klassen eingeteilt, zeigt keinen
statistischen Bezug zu DNA-Amplifizierbarkeit, Inhibitorenanwesenheit oder Signalen der
Agarosegelelektrophorese.

Auffillig ist allerdings, dass alle Proben mit Mineralenteilen von unter 30Gew% keine Signale in

der Agarosegelelektrophorese hervorrufen.

Der Ca/P-Quotient zeigt cbenfalls keinen Bezug zu den Merkmalen ,Signal in der
Agarosegelelektrophorese oder ,,Inhibitorenanwesenheit®. Allerdings ldsst sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Ca/P-Quotient und Amplifizierbarkeit nachweisen (Craddock-Flood-
Test, p=0,005004, n=21). Die Abbildung IV.80 zeigt, dass nicht amplizierbare Proben wesentlich
hiufiger einen hohen (iber 2,3) Ca/P-Quotienten aufweisen als amplifizietbare Proben, die

zumeist einen Ca/P unter 2,3 besitzen.
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Abb. IV.80: Zusammenhang zwischen DNA-Amplifizietbatkeit und Ca/P-Quotient der Proben

Die Proben des Temperaturexperiments I lassen aufgrund der geringeren Datenmenge keine

Feststellungen von Zusammenhingen zu.
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Der Gewichtsanteil des Apatits des Temperaturexperimentes I korreliert hochsignifikant mit dem
C-Gehalt (Korrelationskoeffizient nach Pearson: -0,685, dem N-Gehalt (Korrelationskoetfizient
nach Pearson -0,704) und dem D/L-Asp-Quotienten (Kotrelationskoeffizient nach Pearson:
0,728). Mit zunehmendem Gewichtsanteil des Apatits nehmen also der C- und N-Gehalt ab und
der D/L-Asp-Quotient zu. Weiterhin ist ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
Kollagengewichtsprozenten und Gewichtsanteil des Apatits feststellbar (hochsignifikanter
Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,6). Man beachte allerdings wiederum, dass es sich
hierbei um sekundire Zusammenhinge, begrindet durch die Abhingigkeit der Merkmale von der
Inkubationszeit handelt. Es ist kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen

Kollagenerhaltungsgrad und Mineralgewichtsanteil feststellbar.

Kein Zusammenhang ist zwischen dem Gewichtanteil des Carbonats und der Amplifizierbarkeit

der Proben auszumachen. Dabei ist allerdings die geringe Probenzahl (7) zu berticksichtigen.

2.2 Zusammenhang der Fluoreszenzeigenschaften mit anderen
Merkmalen

Mittels der Spearmaschen Rangkorrelation kann mit einer Ausnahme keine Korrelation zwischen

den Fluoreszenzmerkmalen ,,Blauindex®, ,,Verteilungsmuster der hellblauen Fluoreszenz® sowie

> 5

»Farbmuster und den histologischen Merkmalen ,,OHI*, ,,Doppelbrechung®, ,,Mikrofissuren®,

,bakterieller Befall“ und ,,Einschliisse in den Havers’schen Kanilen® sowie ,,brauner Verfirbung
unter Strukturerhalt” bei Beurteilung des gesamten Querschnitts gefunden werden. Bei diesen
Merkmalen ist also kein linearer Zusammenhang zu finden. Nur die Merkmale
»Doppelbrechung® und ,,Blauindex® zeigen eine hochsignifikante Korrelation, allerdings mit

relativ geringen Korrelationskoeffizienten (Korrelationskoeffizient nach Spearman 0,368, n=57).

Um eine statistisch bessere Vergleichbarkeit des Blauindex zu erhalten, werden die Indexwerte
des Blauindex im Folgenden zu drei Gruppen zusammengefasst, die jeweils 2 Indexwerte
beinhalten: Wenig: 0-1, mittel: 2-3, viel: 4-5.

Bei Priifung auf einen Zusammenhang der vereinfachten Merkmale Blauindex und histologischer
Erhaltungsgrad mittels des nichtlinearen Chi-Quadrat-Tests kann eine hochsignifikante
Korrelation zwischen diesen Merkmalen festgestellt werden (p=0,0001, n=57). Wie die
Abbildung IV.81 zeigt, treten Blauindexwerte von 4 und 5, also eine stark ausgeprigte blaue
Fluoreszenz, nur bei Proben auf, die einen guten histologischen Erhaltungsgrad zeigen,
wohingegen wenig bis keine blaue Fluoreszenz sowohl bei histologisch guten wie auch schlechten
Proben vorkommt.

Diese Proben mit gutem histologischen Erhaltungsgrad wund geringen hellblauen
Fluoreszenzanteilen (n=13) sind zum einen die gesamten Proben des Fundkomplexes
Hemmingstedt und zum anderen Proben des histologischen Erhaltungsgrades C, der sich durch
reduzierte Doppelbrechung bei gutem histologischem Erhalt auszeichnet. Dies erklirt die
fehlende Rangkorrelation mit dem OHI und die stirkere Korrelation mit der Doppelbrechung.

Diese Merkmalskombination weist aullerdem der Eiderschadel auf.
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Abb. IV.81: Zusammenhang zwischen dem vereinfachten Gesamt-Blauindex und dem histologischen
Erhaltungsgrad

Dementsprechend zeigen die histologischen Merkmalstypen einen hochsignifikanten
Zusammenhang (Chi-Quadrat mit p=0,0002, n=57) mit dem Blauindex. Die Abbildung 1V.82
zeigt, dass eine stark ausgeprigte blaue Fluoreszenz nur bei Proben mit dem histologischen
Merkmalstyp A vorkommt, wihrend der histologische Merkmalstyp C nur Proben mit wenig
blauer Fluoreszenz beinhaltet. Der Merkmalstyp B zeigt nie stark ausgepragte blaue Fluoreszenz,
sondern es Uberwiegen Proben mit geringen hellblauen Fluoreszenzanteilen

Der Merkmalstyp A zeigt auffallenden Proben mit wenig oder mittlerer blauer Fluoreszenz, dies

sind die schon erwihnten Proben des Fundplatzes Hemmingstedt, sowie die Proben T8 und F4.
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IV.82: Zusammenhang zwischen dem vereinfachten Gesamt-Blauindex und dem histologischen
Merkmalstyp
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Die Anwesenheit von lila Farbausprigung unter dem UV-Licht weist ebenfalls einen
hochsignifikanten Zusammenhang mit dem histologischen Erhaltungsgrad auf (Chi-Quadrat,
exakter Test nach Fischer mit p=0,0000, n=57). Sie ist bis auf drei Ausnahmen nur bei Proben
mit schlechtem histologischen Erhaltungsgrad zu finden. Braun/gelbliche Fluoreszenz findet
man gleichhaufig, sowohl bei Proben mit gutem als auch mit schlechtem histologischen
Erhaltungsgrad. Einen groBen Teil der Proben mit braun/gelblicher Fluoreszenz und gutem
histologischem Erhaltungsgrad machen wiederum die Proben des Merkmalstyp C aus (8 von 13
Proben), die ausschlieBlich gelb/braune Fluoreszenz zeigen (vgl. Abb. IV.83).

Allerdings zeigen die Proben der Merkmalstypen A, B und C gleichhiufig gelblich/briunliche
Fluoreszenzanteile. Diese erstrecken sich allerdings nur bei Proben des Merkmalstypen C tber
die gesamte Fliche.
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Abb. IV.83: Zusammenhang zwischen dem histologischen Merkmalstyp und der Anwesenheit
von lila Fluoreszenzanteilen

Lila Fluoreszenz kommt, entsprechend ihres Zusammenhanges mit dem histologischen
Erhaltungsgrad, hauptsichlich bei dem Merkmalstyp B vor, wihrend der Merkmalstyp A nur bei
einer Probe lila Fluoreszenzanteile zeigt (vgl. Abb. IV.83). Es besteht ein hochsignifikanter
Zusammenhang zwischen histologischem Merkmalstyp und Vorhandensein der lila
Fluoreszenzanteile (Chi-Quadrat mit p=0,000, n=57). Die Proben des Merkmaltypen C zeigen
zum Teil Anteile lila Fluoreszenz.

Die braun/gelbe Fluoreszenz zeigt keine hochsignifikante Verteilung auf die Merkmalstypen,

allerdings erkennt man (siche Abb. IV.84), dass alle Proben des histologischen Merkmalstyps C
diese Fluoreszenzanteile besitzen.
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Abb. IV.84: Zusammenhang zwischen dem histologischen Merkmalstyp und der Anwesenheit von
braun-gelben Fluoreszenzanteilen

Die nicht mit dem histologischen Erhaltungsgrad korrelierenden und nicht im histologischen
Merkmalstyp erfassten Merkmale Mikrofissuren und Einschlisse in den Havers’schen Kanilen

zeigen keinen Bezug zur Fluoreszenz.

Ein signifikanter Zusammenhang besteht zwischen der briunlichen Verfirbung unter
Strukturerhalt und der Ausprigung der braun/gelben Fluoreszenz (Chi-Quadrat mit p=0,049,
n=57). So sind Proben mit braun/gelber Fluoreszenz in allen Indexklassen zur Beurteilung der
braunlichen Verfirbung unter Strukturerhalt vorhanden. Alle Proben mit weitflichiger brauner

Vetfirbung (Indexwerte 0 und 1) zeigen ausschlieSlich braun/gelbe Fluoreszenz.

Man kann den histologischen Merkmalstypen also folgende Fluoreszenzfarbgebungen zuordnen:

o Merkmalstyp A: Meistens stark ausgepragte blaue Fluoreszenz, nur in Ausnahmefillen keine
hellblaue Fluoreszenz vorhanden, dann mit dunkelblauer Farbausprigung (Hemmingstedter
Fundmaterial). Keine groB3flichigen lila und gelb/braunen Farbgebungen.

o Merkmalstyp B: Mittelstarke bis wenig ausgeprigte hellblaue Fluoreszenz. Immer Anteile von
lila Fluoreszenz vorhanden, zum Teil kleinflichige braun/gelbe Fluoreszenzanteile.

o Merkmalstyp C: Keine hellblaue Fluoreszenz oder nur vereinzelt sehr kleine Areale. Immer
gelb-braune Fluoreszenz vorhanden, zum Teil mit geringen lila Farbanteilen.

o Merkmalstyp D wird nur von zwei Proben vertreten und wird so aus der Betrachtung

ausgeschlossen.

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Kollagengehalt (in Gew?%o) nach
Siureextraktion (Chi-Quadrat mit p=0,034, n=56) und dem vereinfachten Blauindex, dieser ist
bei dem Kollagengehalt nach Gelatineextraktion nicht nachzuweisen. Wie man in Abbildung
IV.85 erkennen kann, haben Proben mit héherem Kollagenanteil eher eine stark ausgepragte
hellblaue Fluoreszenz, wihrend Proben unter 8Gew% Kollagen nie stark ausgeprigte hellblaue
Fluoreszenz zeigen. Allerdings weisen auch Proben mit Kollagenanteilen von 20 bis 24% wenig
bis keine hellblaue Fluoreszenz auf.
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Abb. IV.85: Zusammenhang zwischen dem histologischen Merkmalstyp und der Anwesenheit von braun-
gelben Fluoreszenzanteilen

Die Ausprigung der lila Fluoreszenz zeigt einen stirkeren Zusammenhang mit dem
Kollagengehalt, so kann mittels Chi-Quadrat-Test ein Zusammenhang sowohl zu dem
Kollagenanteil nach Gelatineextraktion (p=0,01, n=57), als auch zu dem Kollagenanteil nach
Saureextraktion (p=0,0000, n=56) festgestellt werden.

Lila Fluoreszenzanteile konnen nur bei Proben festgestellt werden, die unter 8Gew%
(Gelatineextraktion) bzw. unter 18Gew% (Saureextraktion) Kollagenanteil haben.

Gelb/braune Fluoreszenz hingegen zeigt keinen Bezug zum Kollagenanteil, solche Farbanteile

kommen in allen Kollagengehaltsklassen annahernd gleichhiufig vor.

Es kann kein Zusammenhang der Fluoreszenzausprigung der Proben mit dem C%-Anteil sowie
dem C/N-Qoutienten festgestellt werden, wihrend das Vorhandensein der hellblauen und lila
Fluoreszenz einen Zusammenhang mit dem N%-Anteil zeigt (Signifikanz durch Chi-Quadradt
mit p=0,016 bzw. p=0,05, n=57).

Es kann kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Kollagenerhaltungsgrad und
dem vereinfachten Blauindex festgestellt werden. Anhand von Abbildung IV.86 kann man
allerdings erkennen, dass Proben mit gutem Kollagenerhaltungsgrad ofter stark ausgeprigte blaue

Fluoreszenz zeigen.
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Abb. IV.86: Zusammenhang zwischen dem Kollagenerhaltungsgrad und dem vereinfachten
Gesamtblauindex

Es ist kein Zusammenhang zwischen dem Kollagenerhaltungsgrad und der Ausprigung der
braun/gelben Fluoreszenz erkennbar. Statistisch signifikant (Chi-Quadrat mit p=0,07, n=43) ist
der Zusammenhang der Anwesenheit der lila Fluoreszenz mit dem Kollagenerhaltungsgrad.
Proben mit schlechtem Kollagenerhaltungsgrad zeigen unverhiltnismiBig oft eine meist
grof3flichig ausgeprigte lila Fluoreszenz (vgl. Abb. IV.87).
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Abb.IV.87: Zusammenhang zwischen dem Kollagenerhaltungsgrad und der Anwesenheit der lila
Fluoreszenz

Ein signifikanter Zusammenhang mit dem D/L-Asp-Wert ist nur mit vereinfachtem
Gesamtblauindex festzustellen (Chi-Quadrat mit p=0,038,n=57), nicht mit der lila oder
gelb/braunen Fluoreszenz. Alle D/L-Asp-Klassen zeigen Proben mit geringen Anteilen
hellblauer Fluoreszenz; viel hellblaue Fluoreszenz sicht man nur bei Proben mit D/L-Asp-
Werten unter 0,006.
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Zwischen  den  Signalen  der  Agarosegelelektrophorese  und den  erfassten
Fluoreszenzfarbgebungen ist statistisch kein Zusammenhang zu erkennen. Allerdings fillt auf,
dass die der Mehrzahl der Proben, die in der Agarosegelelektrophorese ein starkes Signal zeigen,
lila Fluoreszenzanteile haben (vgl. Abb. IV.88).

lila Fluoreszenz
B keine

O vorhanden

Anzahl

kein Signal Signal stark ausgepragtes
Signal

Agarosegel (In Bereiche eingeteilt)

Abb. IV.8: Zusammenhang zwischen einem Signal in der Agarosegelelektrophorese (Bewertung des
Signals in der Agarsogelelektrophorese zusammengefasst zu: 0 = kein Signal, 1,2 = Signal, 3 = stark
ausgeprigtes Signal)

Es kann statistisch kein Zusammenhang zwischen der Fluoreszenzfarbgebung bzw. Ausprigung
(Blauindex) der Proben und der Amplifizierbarkeit hergestellt werden. In Abbildung IV.89

erkennt man allerdings die Tendenz, dass Proben mit stark ausgeprigter blauer Fluoreszenz eher
amplifiziert werden konnen.
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Abb. IV.89: Zusammenhang zwischen der DNA-Amplifizierbarkeit der Proben und dem vereinfachten
Gesamt-Blauindex: Proben mit stark ausgeprigter Fluoreszenz kénnen eher amplifiziert werden
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Die braun/gelbe Fluoreszenz zeigt im Gegensatz zu dem Blauindex oder der lila Fluoreszenz
einen signifikanten Zusammenhang mit der Anwesenheit von Inhibitoren (Chi-Quadrat, exakter
Test nach Fischer, p=0,001, n=306). Proben, bei denen Inhibitoren festgestellt werden, zeigen

signifikant 6fter eine braun/gelbe Fluoreszenz als Proben, die keine Inhibitoren aufweisen (vgl.
Abb. IV.90).
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Abb. IV.90: Zusammenhang zwischen der Inhibitorenanwesenheit und der braun/gelben Fluoreszenz

In Bezug auf den mineralischen Gewichtsanteil kann nur bei der lila Fluoreszenz ein
Zusammenhang gefunden werden (Craddock-Flood-Test, p=0,002190, n=57).

Wie die Abbildung IV.91 zeigt, weisen mehr Proben mit hohem Mineralanteil (iiber 60%) lila

Fluoreszenzanteile auf, als Proben mit niedrigerem Mineralanteil. Proben mit stark ausgeprigter
blauer Fluoreszenz kommen in allen Bereichen vor.
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Abb. IV.91

: Zusammenhang zwischen dem Gewichtsanteil des Minerals (in Prozent) und der Ausprigung
der lila Fluoreszenz
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Einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem Ca/P-Wert zeigt nur die lila Fluoreszenz
(Craddock-Flood-Test, mit p=0,044906, n=23). So besitzt nur eine der siecben Proben mit einem
Ca/P-Wert im Bereich von 2,1 bis 2,3 (entspricht rezenten Knochen) geringfligige lila
Fluoreszenzanteile (T'1). Proben, die aul3erhalb dieses Bereiches liegen, zeigen wesentlich 6fter lila
Fluoreszenzanteile (vgl. Abb. IV.92).
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Abb. IV.92: Zusammenhang zwischen dem Ca/P-Quotienten und dem Vorhandensein der lila
Fluoreszenz

Bei einem Abgleich mit den Elementkonzentrationen féllt auf, dass die Proben mit dunkelblauen
Fluoreszenz auffillig hohe Eisenwerte, sowie zum Teil erhohte Manganwerte besitzen. Die

Abbildung IV.93 zeigt diese vier Proben und die jeweiligen Eisen- bzw. Mangankonzentrationen.

Fe:59 Mn: 9,1 Fe:33 Mn: 4,5

Fe: 13,8 Mn: - Fe: 9,5 Mn:-

Abb. IV.93: Fluoreszenzmuster des Hemmingstedter Fundmaterials und dazugehorige
Element-Konzentrationsquotienten (siche II1.10) von Eisen (Fe) und Mangen (Mn),
bei den briunlichen Anteilen der Probe H3 handelt es sich um Sdgeartefakte
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Man erkennt, dass die dunkelblaue Fluoreszenz in typischen Diffusionsmustern (U-Form)
auftaucht (Liang et al. 1996, Millard & Hedges 1995, Reiche et al. 2003), in denen der periostale

Rand dunkelblau gefirbt ist, wihrend im mittleren Bereich oft hellblaue Fluoreszenz verbleibt.

Die Quantitit der dunkelblauen Fluoreszenz ist eindeutig mit der Eisenkonzentrationen in
Verbindung zu bringen (siche Abb. IV.93). Die Probe mit der stirksten Ausprigung der
Fluoreszenz (H1) zeigt die hochsten Eisen- und Manganwerte. H2 zeigt stirkere Anteile
hellblauer Fluoreszenz als H1, aber weniger als H3 und H4 und hat zudem einen mittleren Fisen-
und Manganwert, wahrend H2 und H3 die am schwichsten ausgeprigte dunkelblaue Fluoreszenz
und die niedrigsten Eisenwerte zeigen; die Manganwerte waren unterhalb der Messgrenze.

Hohe Mangan- und Eisenwerte treten im untersuchten Material immer gemeinsam auf, so dass
schwer festzustellen ist, welche dieser Komponenten im Zusammenhang mit der dunkelblauen

Fluoreszenz steht.

Stark erhohte Eisen- und Manganwerte (26,8 und 17,2) hat auler dem Hemmingstedter
Fundmaterial der Eiderschidel, der durch extrem dunkle lila Farbgebung im mittleren Bereich
auffillt und im periostalen und endostalen Bereich gelb-braune Anteile zeigt. Der Knochen ist
aufgrund der besonderen Liegebedingungen (siche II: 1.5) und der Tatsache, dass es sich hierbei
um ein Kraniumfragment mit héherem spongidsen Anteil und nicht um einen Femurquerschnitt
handelt, nicht direkt mit dem Hemmingstedter Material vergleichbar.

Ebenfalls erhchte Eisenwerte zeigen NC 15 und NC 16, die beide ausschliefliche braune

Fluoreszenzanteile aufweisen.

Weiterhin fillt auf, dass Proben mit brauner Fluoreszenz im Vergleich mit anderen Proben oft

tberdurchschnittlich erh6éhte Elementkonzentrationen (mit Ausnahme von Mg und Na) zeigen.

Die Proben des Temperaturexperimentes I zeigen mit zunehmender Inkubationszeit eine stirkere
Ausprigung der lila Fluoreszenz mit verminderter hellblauer Fluoreszenz, nur die Probe mit 32
Tagen Inkubationszeit lisst Anzeichen brauner Fluoreszenz erkennen.

Mit zunehmender Inkubationszeit nehmen Kollagengehalt, C- und N-Gehalt und
Amplifizierbarkeit ab, sowie der D/L-Quotient, der C/Nmolar-Quotient und der
Fragmentierungsgrad der DNA zu. Fine statistischer Abgleich ist aufgrund der geringen
Probenmenge und der schwierigen Quantifizierbarkeit der Anteile hellblauer Fluoreszenz nicht

moglich.

2.3 Zusammenhinge mit Individualdaten

Da die Informationen zu Geschlecht, Individualalter und Koérpergrof3e bei einer Vielzahl der
humanen Knochenproben vorhanden sind (siche II: 1), ist es moglich, nach einem

Zusammenhang mit den erthobenen Merkmalen zu suchen.

Eine statistische Auswertung hinsichtlich des Geschlechts und eventueller Zusammenhinge mit

den erhobenen Merkmalen ist kritisch zu sehen, da keine Zufallsstichprobe vorliegt, sondern
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aufgrund der Fragestellung (z.B. Etting: mannliche Individuen wurden ausgewihlt) oder der
Fundplatzsituation (z.B. Hemmingstedt: Kriegergrab) utberproportional viele mannliche
Individuen (65%) in der Stichprobe vorhanden sind. Trotzdem soll eine Auswertung mittels
Kreuztabellen und Signifikanztest erfolgen, weil so zumindest eventuelle Tendenzen sichtbar

werden konnen.

Bei den histologischen Merkmalen konnte ein signifikanter Zusammenhang mit dem Geschlecht
nur mit der Ausprigung der Mikrofissuren hergestellt werden (Craddock-Flood-Test,
p=0,022844, n=20). Die Abbildung IV.94 zeigt die Verteilung der nach der Hiufigkeit der
Mikrofissuren beurteilten Proben auf die Geschlechter. Ein Indexwert von 0 (fast alle Osteonen
sind von Mikrosfissuren betroffen) kam nicht vor. Man erkennt deutlich, dass nur Proben von
weiblichen Individuen den Indexwert 1 aufweisen, also viele Osteone mit Mikrofissuren
aufweisen, wihrend mainnliche Individuen utberwiegend nur vereinzelt oder gar keine
Mikrofissuren zeigen. Interessanterweise ist die gleiche Verteilung bei den Proben des
Temperaturexperimentes II zu beobachten, wobei dieses Ergebnis nach dem Craddock-Flood’s
Chi-Quadrat-Test auch bei der geringen Probenzahl als signifikant einzustufen ist (p=0,035674).
Alle untersuchten mannlichen Individuen (n=4) zeigten nur vereinzelt Mikrofissuren (Index-
wert 2), wihrend die Mehrzahl der Frauen (n=4) viele Osteone mit Mikrofissuren aufweisen
(Indexwert 1). Bei jeweils einer Frau konnen die Indexwerte 0 und 2 festgestellt werden. Eine

Probe ohne Mikrofissuren (Indexwert 3) kam nicht vor.
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Abb. IV.94: Verteilung der nach der Hiufigkeit der Mikrofissuren beurteilten Proben auf die
Geschlechter; ein Indexwert von 0 (fast alle Osteone sind von Mikrosfissuren betroffen) kam nicht vor

Es lisst sich hinsichtlich der braunen Fluoreszenz ein signifikanter Geschlechterunterschied
feststellen (Chi-Quadrat, exakter Test nach Fischer, p=0,27, n=45). So zeigen mehr Proben von
weiblichen Individuen braun/gelbe Fluoreszenz als mannliche (siche Abb. IV.95).
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Abb. IV.95: Verteilung der braun/gelben Fluotreszenz auf die beiden Geschlechter

Das Geschlecht zeigt auflerdem Bezug zu einigen Kollagenmerkmalen. So besteht ein
hochsignifikanter Zusammenhang zwischen Kollagenerhaltungsgrad und Geschlecht (exakter
Test nach Fischer p=0,000317, n=34). Der Typ H des Erhaltungsgrades wurde von dem
statistischen Test ausgenommen, da er nur bei einem Fundplatz (Hemmingstedt) mit
ausschliefSlich mannlichen Individuen vorkommt. Die untersuchten weiblichen Individuen weisen
ausschliefllich eine gute Kollagenqualitit auf, wihrend Proben von mainnlichen Individuen
Uberwiegend eine schlechte Kollagenqualitit zeigen. Allerdings muss berticksichtigt werden, dass
bei der geringen Stichprobe (n=34) der auf den Erhaltungsgrad untersuchten Proben, der
Minneriberschuss durch Vorauswahl (Fundplatz Ettingen) besonders zum Tragen kommt (s. 0.),
so dass eine statistische Signifikanz nicht gewihrleistet ist.

Es ist ein Zusammenhang zwischen DNA-Inhibitorenanwesenheit und Geschlecht zu
registrieren, so sind bei Proben von minnlichen Individuen signifikant weniger Inhibitoren
festzustellen als bei weiblichen (Chi-Quadrat, exakter Test nach Fischer, p=0,015, n=30).

Ein Zusammenhang des Geschlechts mit Merkmalen der mineralischen Matrix kann nicht

festgestellt werden.

Das Individualalter korreliert unter den histologischen Merkmalen nur mit dem Grad der
Mikrofissuren signifikant (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,481, n=21). Die negative
Korrelation weist darauf hin, dass iltere Individuen tendenziell mehr Mikrofissuren aufweisen.

Die Proben des Temperaturexperimentes II stammen alle von Individuen der Altersklassen
Maturitas und Senilis, so dass Zusammenhinge mit den erhobenen Merkmalen nicht gefunden

werden konnen.

Ein Zusammenhang der Individualaltersklasse mit Merkmalen der Fluoreszenz, des Kollagens
der DNA und der mineralischen Matrix kann nicht festgestellt werden.

Die Korpergrofle (sowohl auf nominal als auch ordinal skaliertem Niveau) zeigt kein
Zusammenhang mit den histologischen, Fluoreszenz-, Kollagen-, Mineral- und DNA-
Merkmalen.

187



IV~ Ergebnisse

3. Diagenese und Spurenkunde: Spezielle
Fragestellungen

Unter Punkt I: 5.2 wurden mehrere spezielle Fragestellungen der Schnittstelle Diagenese/
Spurenkunde postuliert. In diesem Abschnitt wird eine Beantwortung dieser Fragen mittels der
unter den Abschnitten IV: 1 und IV: 2 gefundenen Resultate und Anwendung verschiedener
Statistikverfahren (siehe III: 12) angestrebt.

3.1 Aminosdurerazemisierung und Erhitzungsvorginge

Die Erhitzung der Knochenproben der Temperaturexperimente I und II zeigen, dass die D/L-
Quotienten mit zunehmender Inkubationszeit in Wasser zunehmen (vgl. IV: 1.3.4), wobei das
Temperaturexperiment II einen geringeren Anstieg aufweist. Nach zwolfstiindigem Inkubieren
der Proben in Wasser von 90°C (also nichtkochendem Wasser) kommt es zu einem Anstieg des
D/L-Quotienten von ca. 0,01, nach weiteren 12 Stunden kann man wiederum einen Anstieg von
0,01 verzeichnen. Dieser relative lineare Anstieg (siche auch den hohen Korrelationskoeffizient
mit der Inkubationszeit in IV: 1.3.4) lisst die Annahme von einer Zunahme des D/L-Quotienten
von ca. 0,0008 pro Stunde bei eciner Inkubationstemperatur von 90°C zu. Somit ist die
Differenzierung mittels des D/L-Quotienten zwischen gekochtem und ungekochtem Material bei
Kochzeiten von ein bis zwei Std. und diesen Temperaturen schwierig, bei héheren Temperaturen
sollten sich diese Werte allerdings vervielfachen (von Endt & Ortner 1984), so dass gréflere
Differenzen entstehen.

Von dem Fundkomplex Nevali Cori wurde von 10 humanen und 40 tierischen Knochenproben

der D/L-Asp-Quotient bestimmt. Wie schon in Abbbildung IV.51 dargestellt wurde, variieren

die Werte beider Gruppen betrichtlich. Man erkennt auBerdem, dass die D/L-Quotienten der

Menschen in der Spannbreite der Werte der Tiere liegen. Da bekannt ist, dass Umwelteinfliisse

wie auch Liegezeit und evt. Individualdaten wie das Alter Einfluss auf den D/L-Quotienten

haben (sieche I: 3.2.2), soll im Folgenden eine Aufteilung nach diesen Kriterien stattfinden, um

gof. Unterschiede zwischen Mensch- und Tierknochen zu erkennen. Es werden folgende

Parameter auf statistische Zusammenhinge mit dem D/L-Asp-Quotienten der Proben in Nevalt

Cori geprift:

o Tierspezies

o Knochentyp (Unterscheidung in Langknochen, Schidelknochen und ,,spongitser Knochen®,
wobei bei letzterem Knochen mit hauptsichlich spongiésem Anteil, wie z.B. die
FuBlwurzelknochen, aber auch Rippen gemeint sind).

o Fundschichtkomplex (Einteilung der Fundschichten (siche II: 1.3) in Komplexe von 1
(Schicht I) bis 7 (nachneolithisch); Proben mit unsicherer Zuordnung wie Schicht I-1I werden
dem hoheren Schichtkomplex II zugeordnet.
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Um ecine Prifung des metrisch skalierten D/L-Quotienten auf Zusammenhinge mit diesen
Faktoren zu ermdglichen wurde dieser in 3 Klassen (<=0,08; 0,08 — 0,16; >0,16) bzw. 5 Klassen
(<=0,04; 0,041 — 0,080, 0,081 — 0,120; 0,121 — 0,160; 0,161+) eingeteilt.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zeigt sich nur zwischen dem D/L-Quotienten und
der Fundschicht (5 Klassen: Priifgr6Be: Haldane-Dawson's U=1,7300, p=0,041815).

Dieses Ergebnis wird auch durch die Anwendung der Varianzanalyse (Dreifaktoriell
(Fundschicht, Spezies und Knochentyp); Prozedur Univariat, vgl. Tab.IV.16) bestitigt, im Falle
der D/L-Quotienten ist nach Sichtung der Daten von Vatianzhomogenitit auszugehen (siche III:
12).

Tab. IV. 16: Ergebnisse der dreifaktoriellen Varianzanalyse mittels Prozedur Univariat (F=Freiheitsgrade)

Abhéngige Variable: D/L-Asp

Quelle Q\}Joarﬁr-?ty%“mme of ggﬂrﬁ F Signifikanz Etpaégﬁgifat
Korrigiertes Modell ,0432 33 ,001 2,505 ,087 912
Konstanter Term ,131 1 ,131 253,569 ,000 ,969
Fundschicht ,021 6 ,003 6,746 ,008 ,835
Knochentyp ,000 2 9,84E-005 ,190 ,830 ,045
Spezies ,009 10 ,001 1,700 ,232 ,680
Fundschicht * Knochentyp ,000 1 ,000 , 710 424 ,082
Fundschicht * Spezies ,002 2 ,001 1,847 ,219 316
Knochentyp * Spezies ,001 1 ,001 ,974 ,352 ,109
g:z:;cshicht * Knochentyp * 000 0 . . . 000
Fehler ,004 8 ,001

Gesamt ,242 42

Korrigierte Gesamtvariation ,047 41

a. R-Quadrat = ,912 (korrigiertes R-Quadrat = ,548)

Die Tab.IV.16 zeigt die Ergebnisse der Varianzanalyse, man erkennt, dass nur der Faktor
Fundschicht einen signifikanten Einfluss auf den D/L-Quotienten nimmt, wihrend sich ein
Einfluss der Faktoren Knochentyp und Spezies nicht signifikant bestitigen ldsst. Die ermittelten
partiellen Eta>-Werte verdeutlichen, dass der Faktor Fundschicht die Varianz der Stichprobe zu
83% erkliren kann. Die Abbildung IV.96 zeigt, dass die Vatianz der D/L-Asp-Werte von der
Fundschicht abhingt. So kommen in der iltesten Fundschicht eine breite Anzahl von Werten
vor, wahrend in den Fundschichten II und III, aus denen die meisten Proben stammen, die
Werte niher beieinander liegen und einen Wert von 0,08 bzw. 0,12 nicht tberschreiten.
Ahnliches gilt fiir die Fundschichten IV und VI-VII], wihrend die Fundschicht V wiederum sehr
hohe Werte tber 0,12 aufweist.
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Abb. IV.96: Beziehung zwischen Fundschicht und D/L-Asp-Quotienten

Die Prufung der Beeinflussung des Merkmals Tier oder Mensch (als Kovariaten) unter
Einbeziehung des beeinflussenden Faktors Fundschicht (fester Faktor) zeigt, dass keine
statistische Beeinflussung des Tier/Mensch-Merkmals auf den D/L-Asp-Quotienten auch nach
Einbeziehung der Fundschicht gefunden werden kann.

Von den Fundplitzen Kehlheim und Unterigling wurden 10 humane Knochen und 13
Rinderknochen untersucht (siche I: 5.2). Die Proben entstammen einer Fundschicht, eine
Aufteilung nach Knochentyp wird aufgrund der geringen Stichprobengré3e nicht vorgenommen.
Weder mittels des Haldane-Dawson-Tests, noch mittels Varianzanalyse (univariat, feste Faktoren:
Mensch/Tier, Fundort) konnte eine Beeinflussung der Spezies (Mensch/Rind) oder des
Fundortes auf den ARG festgestellt werden.

3.2 Screeningmoglichkeiten

Um von einer Untersuchungsmethode auf die Erfolgsméglichkeiten einer anderen zu schlieBen,
muss ein Zusammenhang zwischen diesen beiden bestehen. Diese Zusammenhinge wurden in
Abschnitt IV: 2 dargestellt, so konnen mogliche, fiir Screeninguntersuchungen in Frage
kommende Merkmale festgestellt werden. Diese sollen in diesem Abschnitt miteinander
verglichen und auf Eignung untersucht werden, wobei aufgrund des Stichprobenumfanges nur
das archiologische Material betrachtet werden soll.

3.21 Kollagen

Da sich Siureextraktaktion und Gelatineextraktion in ihrer Ausbeute unterscheiden, aber nur die
Gelatineextraktion fur die in der Spurenkunde relevante Isotopenanalyse eingesetzt wird, wird
sich hier auf diese beschrinkt.
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Es wurde gezeigt, dass eine Korrelation zwischen histologischen Merkmalen und den
Kollagenanteilen in Gew% beider Extraktionsmethoden besteht (vgl. IV: 2.1.1.). Dabei zeigt das
Merkmal Doppelbrechung den hochsten Korrelationskoeffizienten und folglich den engsten
Zusammenhang. Den zweithochsten Korrelationskoeffizienten zeigt der OHI, der so auch als
Screeningfaktor in Frage kommt.

Zusammenhinge mit den Kollagenanteilen in Gew% beider Extraktionsmethoden zeigen auch
die hellblaue und lila Fluoreszenz. Diese Zusammenhinge sind weniger linear als die des
Merkmals Doppelbrechung. So enthalten Proben mit lila Fluoreszenz weniger Kollagenanteile als
Proben ohne lila Fluoreszenz. Wihrend stark ausgeprigte Fluoreszenz bedeutet, dass tiber 8
Gew% Kollagen in den Proben enthalten ist, zeigen aber auch Proben mit wenig oder keiner
sichtbaren hellblauen Fluoreszenz hohe Kollagengehalte (siche IV: 2.2).

Um die diskriminatorische Stirke des Doppelbrechungsindex festzustellen, wird dieser zunichst
neu rangskaliert (automatisch mittels SPSS) und der Kollagengehalt in Gew% nach Gelatine-
bzw. Sdureextraktion in Gruppen eingeteilt, um eine Diskriminanzanalyse durchzuftihren. Es
wird folgende Gruppeneinteilung gewihlt:

o Kollagen bis 5Gew%o extrahierbar: <=5

o Kollagen iiber 5Gew%o extrahierbar: > 5

Es wird eine Diskriminanzanalyse zur Abschitzung der Trennkraft durchgefiihrt. Mittels der
einfaktoriellen Varianzanalyse kann zunidchst nachgewiesen werden, dass das Merkmal
hochsignifikant die aufgestellten Kollagengehaltsgruppen trennt.

Der kanonische Diskriminanzfunktionskoetfizient der berechneten Diskriminanzfunktion betragt
0,077 die Konstante -2,244 (vgl. I1I: 12).

Um eine Einordnung der Merkmalswerte zu ermdéglichen wird Fishers Klassifizierungsfunktion
tir die beiden Gruppen (Kollagen unter 5Gew%, sowie Kollagen iiber 5 Gew%) berechnet. Es

ergeben sich folgende Funktionen fir die drei Merkmalswerte:

Merkmalswert 0 (keine Doppelbrechung, Rang 13):
F (<=5Gew%) = -2,428 + 0,144*13 = -0,556
F (> 5Gew%) = -6,528 + 0,264*13 = -3,096

Merkmalswert 0,5 (reduzierte Doppelbrechung, Rang 33) :
F (<=5Gew%) = -2,428 + 0,144*33 = 2,324
F (> 5Gew%) = -0,528 + 0,264*33= 2,184

Merkmalswert 1 (ausgeprigte Doppelbrechung, Rang 49):
F (<=5Gew%) = -2,428 + 0,144*49 = 4,628
F (> 5Gew%) = -6,528 + 0,264*49 = 6,408

Proben ohne Doppelbrechungsphinomene sind dementsprechend nach der berechneten
Funktion in die Gruppe mit Kollagengehalten unter 5Gew% einzuordnen, wahrend Proben mit

reduzierter oder ungestorter Doppelbrechung eher Kollagengewichtsgehalte von tber 5Gew%
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aufweisen. Mit dieser Funktion kénnen 84,2% der Fille korrekt eingeordnet werden (siche Tab.
IV.17).

Tab. IV.17: Klassifizierungsergebnisse nach Klassifizierung mit linearer Funktion nach Fischer

Klassifizierungsergebnissé&-°

Kollagengehalt nach Vorhergesagte
Gelatineextraktion (%) | Gruppenzugehorigkeit
(In Bereiche eingeteilt) <=5 >5 Gesamt
Original Anzahl <=5 37 6 43
>5 3 11 14
% <=5 86,0 14,0 100,0
>5 21,4 78,6 100,0
Kreuzvalidier® Anzahl <=5 37 6 43
>5 3 11 14
% <=5 86,0 14,0 100,0
>5 21,4 78,6 100,0

a. Die Kreuzvalidierung wird nur flr Falle in dieser Analyse vorgenommen. In der
Kreuzvalidierung ist jeder Fall durch die Funktionen klassifiziert, die von allen
anderen Féllen auBer diesem Fall abgeleitet werden.

b. 84,2% der urspriinglich gruppierten Félle wurden korrekt klassifiziert.
C. 84,2% der kreuzvalidierten gruppierten Falle wurden korrekt klassifiziert.

Auch die diskriminatorische Stirke des Index fur die blaue Fluoreszenz hinsichtlich des
Kollagengehalts kann mittels Diskriminanzanalyse berechnet werden.

Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse kann zunichst nachgewiesen werden, dass das Merkmal
signifikant die aufgestellten Kollagengehaltsgruppen trennt (p=0,5).

Der kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizient der berechneten Diskriminanzfunktion betragt
0,622, die Konstante -1,091. Es wird wiederum Fishers Klassifizierungsfunktion fiir die beiden
Gruppen (Kollagen unter 5Gew%, sowie Kollagen tiber 5Gew%0) berechnet:

Merkmalswert 0
F (<=5Gew%) = -1,135 + 0,584*0= -1,135
F (> 5Gew%) = -1,901 + 0,967*0 = -1,901

Merkmalswert 1
F (<=5Gew%) = -1,135 + 0,584*1= -0,51
F (> 5Gew%) = -1,901 + 0,967*1 = -0,934

Merkmalswert 2
F (<=5Gew%) = -1,135 + 0,584*2= 1,029
F (> 5Gew%) = -1,901 + 0,967*2 = 0,033

Merkmalswert 3
F (<=5Gew%) = -1,135 + 0,584*3= 0,617
F (> 5Gew%) = -1,901 + 0,967*3=1
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Merkmalswert 4
F (<=5Gew%) = -1,135 + 0,584*4= 1,201
F (> 5Gew%) = -1,901 + 0,967*4= 1,967

Merkmalswert 5
F (<=5Gew%) = -1,135 + 0,584*5= 1,785
F (> 5Gew%) = -1,901 + 0,967*5= 2,934

Man erkennt also, dass Proben mit einem Merkmalswert von 3 oder hoher, also mit mittlerer bis
stirker ausgeprigter Fluoreszenz, in die Gruppe der Proben mit Kollagenanteilen iber 5%
gestellt werden.

Mit dieser Funktion kénnen 70,2% der Fille korrekt eingeordnet werden (vgl. Tab. IV.18).

Tab. IV.18: Klassifizierungsergebnisse des Kollagengehalts durch Beurteilung
der blauen Fluoreszenz nach Klassifizierung mit linearer Funktion nach Fischer

Klassifizierungsergebnissé

Kollagengehalt nach Vorhergesagte
Gelatineextraktion (%) | Gruppenzugehérigkeit
(In Bereiche eingeteilt) <=5 >5 Gesamt
Original  Anzahl <=5 34 9 43
>5 8 6 14
%o <=5 79,1 20,9 100,0
>5 57,1 429 100,0

a. 70,2% der urspringlich gruppierten Falle wurden korrekt klassifiziert.

Der Zusammenhang des Kollagengehaltes mit der Ausprigung der lila Fluoreszenz kann
aufgrund des nominalen Datenniveaus nicht mittels Diskriminanzanalyse niaher beleuchtet
werden. Allerdings soll versucht werden, die Stirke des Zusammenhanges niher zu bestimmen.
Mittels exaktem Test nach Fischer wurde ermittelt, dass der Zusammenhang zwischen der
Anwesenheit und der lila Fluoreszenz signifikant ist (vgl. IV: 2.2). Die Tabelle IV.19 zeigt die
entsprechende Kreuztabelle. Man erkennt anhand der Prozentsitze, dass bei einer Abwesenheit
von lila Fluoreszenz keine Aussage tiber den Kollagengehalt gemacht werden kann. Ist allerdings
lila Fluoreszenz vorhanden, kann man in den meisten Fillen von einem niedrigen Kollagengehalt

ausgehen.

Tab.IV.19: Kreuztabelle der lila Fluoreszenz mit dem Kollagengehalt nach Gelatineextraktion

Kollagengehalt nach
Gelatineextraktion (%)
(in Bereiche eingeteilt)

<=5 >5 Gesamt
lila Fluoreszenz keine Anzahl 13 12 25
% 22,80% 21,1 43,9
vorhanden Anzahl 30 2 32
% 52,6 3,5 56,1
Gesamt Anzahl 43 14 57
% 75,4 24,6 100
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Aus dieser Tabelle ldsst sich das Zusammenhangsmal} Cramer’V berechnen: 0,481; welches nur
eine relativ geringe Zusammenhangsstirke anzeigt. Weiterhin ldsst sich das Prognosemald
Lambda berechnen. Der Lambda-Wert von 0,4 besagt, dass die Wahrscheinlichkeit der richtigen
Einschitzung einer Probe hinsichtlich ihres Kollagengehaltes um 40 Prozentpunkte erhoht ist,

wenn die Ausprigung der lila Fluoreszenz bekannt ist.

Die Treffsicherheit nach Kombination der beiden Fluoreszenzmerkmale ist nicht berechenbar,

durfte aber die Wahrscheinlichkeit der richtigen Einordnung erhéhen.

Einen Zusammenhang sowohl mit dem Kollagengehalt, als auch mit dem

Kollagenerhaltungsgrad zeigt der Razemisierungsgrad von Asparaginsaure (vgl. IV: 1.3.5).

Obwohl der Kollagengehalt nach Kollagenextraktion fur die Feststellung des D/L-Quotienten
feststeht, konnte der D/L-Asp-Wert sich fiir ein Screening auf die Kollagenqualitit anbieten.
Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse kann zunichst nachgewiesen werden, dass das Merkmal
hochsignifikant die Gruppen geordnet nach Kollagenerhaltungsgrad trennt (p=0,000). Der
kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizient der berechneten Diskriminanzfunktion betragt
152,577, die Konstante -6,104. Es wird wiederum Fishers Klassifizierungsfunktion fir die beiden
Gruppen (Kollagenqualitit gut/schlecht) berechnet (Klassifizierungskoeffizienten: gut: 794,960;
Konstante: -14,260, schlecht: 1113,231; Konstante: -24,310). Es kénnen 83% der Fille korrekt
klassifiziert werden.

Die Grafik IV.97 zeigt, dass es einen relativ groBen Uberschneidungsbereich der beiden Gruppen
Kollagenerhaltungsgrad gut (1) bzw. schlecht (2) gibt. Der Typ H (3) (in der Diskriminanzanlyse
nicht bertcksichtigt) weist die gro3te Variationsbreite auf.

3,00— o (e] o

2,00 O GO OOad OO0 o o

Kollagenerhaltungsgrad

1,00 O OGDAO® OO OO0 @ O

I I I I I I
0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700

D/L-Asp

Abb. IV.97: Verteilung der D/L-Asp-Werte auf die Kollagenerhaltungsgradgruppen (1=gute
Kollagenqualitit, 2=schlechte Kollagenqualitit, 3=Typ H). Die senkrechten Linien verdeutlichen den
Uberschneidungsbereich

Prinzipiell gilt, dass geringere Razemisierungsgrade nur Proben mit gutem Kollagenerhalt

besitzen, wihrend schlechte Kollagenqualitit mit hohen Razemisierungsgeraden einhergeht,
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allerdings gibt es einen Uberschneidungsbereich von 0,036 bis 0,0455 bei der die Zuordnung

unsicher ist. Auf eine genaue rechnerische Zuordnung aller Werte wird verzichtet.

3.2.2 DNA

Von Interesse ist die Amplifizierbarkeit der DNA. Diese zeigt Zusammenhinge mit dem OHI.
Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse vor der Diskriminanzanalyse ldsst sich kein signifikanter
Trennwert des OHI fir die Amplifizierbarkeit der DNA feststellen (Gleichheitstest der
Gruppenmittelwerte, Signifikanz: p=0,65), sondern allenfalls ein statistischer Trend.

So zeigt sich auch in der Diskriminanzanalyse (Diskriminanzkoeffizient: 0,622, Konstante:
-1,091) und anschlieBender Klassifizierung nach Fischer (Klassifizierungskoeffizienten: fur
Amplifzierbarkeit: 0,736, Konstante: -1,825; keine Amplifizierbarkeit: -1,825, Konstante: -1,120),
dass eine Zuordnung der Proben mittels des OHI in nur 61,4% der Fille korrekt moglich war.

Auch die DNA-Amplifizierbarkeit zeigt einen signifikanten Zusammenhang mit dem D/L-Asp-
Quotienten (IV: 2.1.2). Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse kann zunichst nachgewiesen
werden, dass das Merkmal signifikant die Gruppen trennt (p=0,016).

Der kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizient der berechneten Diskriminanzfunktion betragt
75,403, die Konstante -3,174. Es wird wiederum Fishers Klassifizierungsfunktion fir die beiden
Gruppen (Amplifizierbarkeit ja/nein) berechnet (Klassifizierungskoeffizienten: amplifzierbar:
213,439; Konstante: -4,638, nicht amplifizierbar: 268,732; Konstante: -7,110).

Es konnen 68% der Fille korrekt klassifiziert werden.

Die Abbildung IV.98 zeigt, dass eine genaue Voraussage der Amplifizierbarkeit mittels des D/L-
Asp-Quotienten nicht gegeben ist, da der Uberschneidungsbereich der Werte sehr grof3 ist. Sehr
hohe D/L-Asp-Werte (tiber 0,07) machen die Amplifizierbarkeit von Proben unwahtscheinlich.
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Abb. IV.98: Verteilung der D/L-Asp-Werte auf die amplifizierbaren (1) und nicht amplifizierbaren (2)
Probengruppen. Die senkrechten Linien verdeutlichen den Uberschneidungsbereich
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Ein weiteres Merkmal, dass einen Zusammenhang mit der DNA-Amplifizierbarkeit aufweist, ist
der Ca/P-Quotient (siehe IV: 2.1.3).

Fur die Diskrimanazanalyse wird die Klassifizierung des Ca/P-Quotienten nach rezenten Werten
und unterhalb bzw. oberhalb von diesen liegende vorgenommen (Gruppe 1 = <2,1, Gruppe 2 =
2,1-2,3, Gruppe 3>2,3).

Die ecinfaktorielle Varianzanalyse zeigt, dass die Verteilung des Merkmals in den
unterschiedlichen (n=21)
unterschiedlich ist (p=0,003). Der kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizient der berechneten
Diskriminanzfunktion betrigt 1,481, die Konstante -3,102.

Gruppen trotz  geringer  Stichprobenzahl hochsignifikant

Um eine Finordnung der Merkmalswerte zu ermoglichen, wird Fishers Klassifizierungsfunktion
fir die beiden Gruppen (Amplifzierbarkeit ja bzw. nein) berechnet. Es ergeben sich folgende
Funktionen fiir die drei Merkmalswerte:

Merkmalswert 1:
F (amplifizierbar) = -3,738 + 3,654*1 = -0,084
F (nicht amplifzierbar) = -8,488+ 5,846 *1 = -2,642

Merkmalswert 2:
F (amplifizierbar) = -3,738 + 3,654*2 = 3,57
F (nicht amplifzierbar) = -8,488 + 5,846*2 = 3,204

Merkmalswert 3:
F (amplifizierbar) = -3,738 + 3,654*¥3 = 7,224
F (nicht amplifzierbar) = -8,488 + 5,846*3 = 9,05

Proben mit Ca/P-Quotienten unter oder im rezenten Bereich sind also nach der berechneten
Funktion in die Gruppe mit amplizfizierbaren Proben einzuordnen, wihrend Proben mit Ca/P-
Quotienten tiber dem rezenten Bereich eher nicht amplifizierbar sind. Mit dieser Funktion
koénnen 85,7% der Fille korrekt eingeordnet werden (vgl. Tab.IV.20).

Tab.IV.20: Klassifizierungsergebnisse amplifizierbarer Proben durch Beurteilung nach
Ca/P-Quotienten nachKlassifizierung mit linearer Funktion nach Fischer

Klassifizierungsergebnissé
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Vorhergesagte
Gruppenzugehdrigkeit
Amplifizierbarkeit ja nein Gesamt
Original  Anzahl ja 11 1 12
nein 2 7 9
% ja 91,7 8,3 100,0
nein 22,2 77,8 100,0

a. 85,7% der urspringlich gruppierten Falle wurden korrekt klassifiziert.
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3.3 Kollagenqualititskriterien
In der vorliegenden Arbeit soll die Qualitit des Kollagens vorrangig im Hinblick auf die Validitat

der stabilen Isotopenverhiltnisse tiberprift werden.

3.3.1 Uberpriifung der Kollagenqualititskriterien anhand des in vitro degradierten
Materials

Durch die experimentelle Degradation ist es moglich, die diagenetische Verinderung der

erhobenen Parameter zu verfolgen und so die Wirksamkeit der Kollagenqualititskriterien zu

tberprifen. Das Verhalten der Merkmale im Temperaturexperiment zeigt Abbildung IV.99.

Die 8"”C-Werte schwanken bei allen Proben bis einschlieBlich zum achten Inkubationstag um
einen Mittelwert von -20,34%o, mit einer geringen Standardabweichung von 0,15%o. Die Werte
der Proben mit 16 bzw. 32 Tagen Inkubationszeit (-16,71 bzw. -17,1) weichen bis zu mehr als
3%o (ca. 18%) von dem Ausgangswert ab. Diese experimentell degradierten Kollagene sind also
mit °C angereichert, wihrend der 8"”C-Wert der Probe mit 12 Inkubationstagen mit schwerem
Isotop abgereichert erscheint (5"°C-Wert: -22,63).

Bis inklusive des achten Inkubationstages wirken sich also die diagenetischen Anderungen nicht
auf das stabile Isotopenverhiltnis aus, wihrend ab dem zwdlften Inkubationstag starke, die
Interpretation beeinflussende Verinderungen zu beobachten sind. Die Abbidlung IV.99 zeigt die
8"°C-Werte, sowie einige der als Qualititskriterien vorgeschlagenen Merkmale (vgl. I: 4.2).

Der prozentuale Kollagengehalt (nach Gelatineextraktion, da an diesen Proben die stabilen
Isotopenwerte gemessen wurden) der Probe des achten Inkubationstages zeigt einen Wert von
ca. 3Gew%., wihrend alle Proben ab dem zwolften Inkubationstag einen Wert von unter
0,5Gew% aufweisen.

Die Gewichtsprozente des Kohlenstoffs und Stickstoffs schwanken ebenfalls bis zum achten
Inkubationstag um einen Mittelwert von 44,9% (Standardabweichung: 2,6) bzw. 14,3%
(Standardabweichung: 0,9) mit geringen Abweichungen. Bei den Proben nach dem achten
Inkubationstag ist eine starke Abweichung von diesen Werten festzustellen. Die prozentualen
Kohlenstoffanteile sinken auf Werte zwischen 6 (TE I 12) und 11Gew% ab (TE I 16), wihrend
die prozentualen Stickstoffanteile im Verhiltnis, weniger aber kontinuierlich auf 6% (TE I 12)
und schlussendlich auf 0,7% (TE I 32) sinken. Folglich ist die Zusammensetzung des Kollagens
verindert, es enthilt nun proportional mehr Stickstoffanteile.

Es lisst sich so feststellen, dass auch bei Proben mit hoheren als den von Ambrose (1993)
angegebenen Grenzwerten von 3% fir C und 1% fir N, Anderungen der stabilen
Isotopenverhiltnisse vorkommen (ab 11% C und 6% N).

Der molare C/N-Quotient (siche IV: 4.2) nimmt bei Proben mit unverinderten Isotopen-
verhiltnissen (bis zum achten Inkubationstag) Werte zwischen 3,23 und 4,17 an, iiberschreitet
also die von DeNiro (1985) bestimmte Spanne von 2,9 bis 3,6.

Im weiteren Verlauf des Experimentes nimmt der C/N-Quotient zunichst einen stark niedrigen
Wert von 1,22 an, wihrend er bei den Proben TE I 16 und TE I 32 Werte von 6,39 und 12,25
aufweist. Diese Werte sind weit aullerhalb der von DeNiro aufgestellten Spannweite. Bei keinem

der analysierten Werte, mit Ausnahme des Kollagengewichtsanteils, findet eine kontinuierliche
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Zu- oder Abnahme statt. Die Abweichung vom Ausgangszustand erfolgt bei allen untersuchten
Merkmalen ab einem kritischen Punkt, der nach dem achten und vor dem zwdlften

Inkubationstag liegt.
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Abb.IV.99: Verhalten der Kollagenmerkmale mit der Inkubationszeit im Temperaturexperiment I

Ein weiterer Anhaltspunkt fir die Kollagenqualitit und somit fir die Unveridndertheit der
stabilen Isotopenverhiltnisse soll das Aminosaureprofil sein (vgl. I: 4.2).
Die Aminosiaureprofile der Proben mit unveranderten stabilen Isotopenwerten (bis zum achten

Inkubationstag) sind mit einer Ausnahme als gut beurteilt worden (vgl. IV: 1.3.3). Die Probe mit
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dem abweichenden Profil (TE I 1) zeigt geringe Abweichungen von rezentem Kollagen, die das
als Typ H Kklassifizierte Muster aufweisen. Von den Proben mit verinderten Isotopenwerten
konnte nur von der Probe TE I 16 ein Aminosdureprofil erstellt werden, welches starke
Abweichungen von dem kollagentypischen Muster zeigt. So ldsst sich feststellen, dass die Proben
mit gutem bzw. mit Typ H klassifizierten Kollagenerhaltungsgrad unverinderte stabile
Isotopenwerte aufweisen, wihrend eindeutig als schlecht klassifiziertes Kollagen stark verinderte

Isotopenwerte mit sich bringt.

3.3.2 Uberpriifung des archiologischen Materials

Die 8"°C- und 8"N-Werte des archiologischen Material aus Kollagen (n=97) zeigen eine grofBle
Variabilitit (siche auch IV: 1.6). Interessanterweise korrelieren die 8"”C-Werte hochsignifikant
sowohl mit dem Kollagengehalt nach Gelatine, als auch nach Sidureextraktion
(Korrelationskoeftizient nach Pearson: 0,324 bzw. 0,278). Die Abbildung IV.100 zeigt diesen
Zusammenhang exemplarisch fiir die 8"”C-Werte und den Kollagengehalt nach Siureextraktion:

Mit zunehmendem Kollagengehalt nehmen im Trend die 8°C-Werte zu.

Auch die 8"N-Werte des archiologischen Materials korrelieren hochsignifikant mit den
prozentualen Kollagengehalten nach Gelatine- und Siureextraktion (Korrelationskoeffizient nach
Pearson: 0,459 bzw. 0,402). Der Fundplatz mit dem grofiten Stichprobenumfang (Nevalt Cori)
zeigt intern diese Beziehung. So korreliert sowohl der 8°C-Wert signifikant mit dem
Kollagengehalt nach Gelatine bzw. Sdureextraktion (Korrelationskoeffizienten nach Pearson:
0,290 bzw. 0,203), wie auch der 8"N-Wert (Korrelationskoeffizient nach Pearson: 0,369 bzw.
0,374). Diese Beziehungen konnen als Zeichen fiir die Beeinflussung der Isotopenwerte durch

diagenetischen Abbau gewertet werden

-14,00 -
o

-16,00
@ -18,00
= o (©) () (o)
€ o O o) 8 o (o) oo © o O
o _ O o0 & S o o
O -20,00 o o I}
o og, &° o o
- o ©O lo) o
(&) o e C® 04 o o
D 22,00 o 8 o) o

o o P °© °

s oo o)
S 24,00

-26,00 — o

R-Quadrat linear = 0,077
-28,00 ©
| | | | | |
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Kollagengehalt nach Saureextraktion (%)

Abb.IV.100: Zusammenhang zwischen Kollagengehalt nach Saureextraktion und den 8"”C-Werten
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Die molaten C/N-Verhiltnisse des atchiologischen Knochenmaterials reichen von 2,31 bis 4,46.
Bezieht man nur Proben mit C/N-Verhaltnissen innerhalb der Grenzen zwischen 2,9-3.6 in die
Stichprobe mit ein, missen 44 Proben (verbleibendes n=53) ausgeschlossen werden. Die
Korrelation von Kollagengehalt mit den 8°C-Werten bleibt mit einem Korrelationskoeffizienten
von 0,4 (Gelatineextraktion) bzw. 0,38 (Sdureextraktion) bestehen und ist hochsignifikant.
Gleiches gilt fiir die 8"N-Werte mit Korrelationkoeffizienten von 0,560 (Gelatineextraktion)
bzw. 0,527 (Sdureextraktion). So ist nicht davon auszugehen, dass alle Proben mit diagenetisch
verinderten stabilen Isotopenverhaltnissen ausgeschlossen wurden. Diese weisen N% von 4,11 —
37,29% und C% von 9,4% bis 54,68% auf. Der Kollagengehalt nach Gelatineextraktion liegt
zwischen 0,6Gew% und 14,86Gew% (Mittelwert 2,9Gew%o).

Auch bei Ausschluss der einen Probe unter 1Gew% Kollagenanteil verbleiben eben genannte

Korrelationen.

3.4  Uberpriifung der stabilen Isotopenwerte des Carbonats

Fir die stabilen Isotopenwerte des Carbonats liegen keine Qualititskriterien vor (vgl. I: 4.2). Die
Ergebnisse des Temperaturexperimentes zeigen keine Verinderung des 8"°C-Wertes, wihrend
eine Verinderung des 8"°O-Wertes festzustellen ist (siche IV: 1.6). Es kann kein Zusammenhang
der stabilen Isotopenwerte mit anderen, an den Proben des Temperaturexperimentes I
erhobenen Merkmalen (wie z.B. anorganischer Gewichtsanteil) gezeigt werden.

Bei der Uberpriifung des archiologischen Materials sind keine signifikanten Zusammenhinge der
8'"*O-Werte mit den erhobenen Merkmalen festzustellen.

Hingegen zeigen die 8"C-Werte signifikante Korrelationen (Korrelationskoeffizient nach
Spearman) mit folgenden Merkmalen:

o Blauindex: 0,37

Doppelbrechung: -0,413

Histologischer Erhaltungsgrad: -0,46

Bakterieller Befall: -0,517

Gewichtsanteil Mineral: 0,410

o O O O

Dabei handelt es sich durchgehend um Merkmale, die zumindest zum Teil von dem
Erhaltungszustand der mineralischen Matrix beeinflusst werden. Eine Korrelation mit einem

Merkmal eines Biomolekiils wird nicht festgestellt.
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\Y

Diskussion

Knochendekomposition beinhaltet eine Vielzahl von Prozessen, die gleichermalBlen fur
Zerstorung und Erhalt von Knochen verantwortlich sein kénnen. Diese Prozesse werden von
internen wie externen Faktoren kontrolliert und sind in noch ungeklirter Weise miteinander
verknupft. Es handelt sich um einen dullerst komplexen Vorgang, zu dessen Verstindnis die

vorliegende Arbeit beitragen soll.

Aufgrund dieser Komplexitit ist es unumginglich, vereinfachte Modelle zu bilden, um ein
umfassendes Bild der Prozesse zu gewinnen. Weiterhin ist zu bertiicksichtigen, dass der
eigentliche Diageneseverlauf nicht verfolgt werden kann, sondern von seinem Ergebnis, dem
jeweiligen Erhaltungszustand, auf das abgelaufene Geschehen zuriick geschlossen werden muss.
Wie unter I: 5 beschrieben, werden die erarbeiteten Daten unter zwei Gesichtspunkten diskutiert.
Zunichst sollen die Ergebnisse in einen diagenetischen Zusammenhang gestellt werden (V: 1). In
einem zweiten Schritt wird die Bedeutung der gewonnenen Erkenntnisse bezogen auf
spurenkundliche Methodik diskutiert (V: 2), wihrend in einem dritten Abschnitt die
resultierenden Schlussfolgerungen zusammengefasst werden und auf weitere entstandene

Fragestellungen hingewiesen wird (V: 3).
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1  Diageneseprozesse

1.1  Diagenesestatus der analysierten Merkmale

In diesem Abschnitt sollen die analysierten Merkmale besprochen und Hinweise auf
allgemeingiiltige Muster diagenetischer Prozesse abgeleitet werden. Es ist fiir die Interpretation
der Ausprigung einiger Merkmale unumginglich, auch FErgebnisse aus anderen
Merkmalskomplexen einzubeziehen, so dass keine stringente Abfolge eingehalten werden kann.
Im Mittelpunkt der Betrachtung stehen hier die archdologischen wund die im
Temperaturexperiment zz vitro degradierten Proben. Kremierte und im Temperaturexperiment 11

in vitro degradierte Proben werden gesondert besprochen (siche V: 1.4).
1.1.1  Mikrostruktur

Bimodale Verteilung des Histologischen Erhaltungsgrads (OHI)

Der allgemeine histologische Erhaltungsgrad wird mit dem OHI-Index beschrieben. Er hingt vor
allem von der Unversehrtheit des mineralischen Anteils der Probe ab. Folglich kann auch bei
vollstindigem Abbau des organischen Anteils die Mikrostruktur des Knochens erhalten bleiben
(siche auch V: 1.2.1).

Wie in anderen Studien beschrieben (Hedges et al. 1995, Jans et al. 2004), zeigt sich auch bei der
vorliegenden Untersuchung eine bimodale Verteilung des histologischen Erhaltungsgrades. Dies
resultierte in einer Polarisierung des Probenmaterials (guter vs. schlechter histologischer
Erhaltungsgrad). Es wurden keine mittleren Erhaltungsstadien gefunden, was zeigt, dass eine
begonnene mikrostrukturelle Zerstorung des Knochens schnell zu einer vollstindigen
Destruktion fiihrt.

Ursachen der mikrostrukturellen Zerstorung: Bakterieller Befall

Fir die Zerstorung der Mikrostruktur von Knochen werden in der Literatur hauptsichlich
Mikroorganismen verantwortlich gemacht (siehe I: 3.2.1). Dies wird durch die in der vorliegenden
Untersuchung festgestellte Korrelation des Index fiir bakteriellen Befall mit dem OHI bestitigt.
Entsprechend dieses ausgeprigten Zusammenhanges zeigt auch das Merkmal ,bakterieller

Befall” eine bimodale Verteilung.
In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen (z.B. Jans et al. 2004) zeigen die Proben fast

ausschlieB3lich fokale Zerstorung, nur eine Probe (T'5) zeigt lamelliren bakteriellen Befall gemischt

mit punktuellem Muster.
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Ahnlich enge Verbindung zum OHI und insbesondere zum bakteriellen Befall zeigt das
histologische Merkmal ,,diffuses exogenes Material®, so dass seine Genese mit Mikroorganismen
in Verbindung gebracht werden kann: Mikroorganismen sorgen zum einen fir
Kristallumlagerungen (siche I: 3.2.1) und koénnen zum anderen auch exogenes Material
einschleppen (z.B. Grupe 2001), so dass hierdurch dass Bild des beschriebenen diffusen

exogenen Materials entsteht.

Beide auf mikrobiellen Befall hinweisenden Merkmale (bakterieller Befall, diffuses exogenes
Material) weisen keine signifikanten Unterschiede im Grad der Zerstérung des periostalen,
mittleren und endostalen Anteils auf. Dies kann ein weiterer Hinweis auf die schnelle Besiedlung
des Knochens mit Mikroorganismen und folglich seiner schnell voranschreiten Destruktion sein.

Eine alternative Erklirung konnte sein, dass die Mikroorganismen nicht ausschlieBlich von
endostal oder periostal in den Knochen eindringen, sondern die Ausbreitung von
Mikroorganismen, sind sie einmal in das Innere des Knochens eingedrungen, ebenfalls tiber die
Havers’schen und Volkmannschen Kanile stattfindet.

Fir letztes spricht das oft beschriebene Vorhandensein von Bakterien in den Havers’schen
Kanailen (z.B. Garland 1989).

Auch das Verteilungsmuster des mikrostrukturellen Erhaltes spricht fir eine Ausbreitung der
Mikroorganismen des Knochens tiber interne Kanale: Bei mikrostrukturell schlecht erhaltenen
Proben finden sich Verteilungsmuster, in denen einer oder beide Randbereiche besseren
histologischen Erhalt aufweisen als der mittlere Bereich, wihrend gut erhaltene Proben haufiger
einen besseren Erhalt im mittleren Bereich zeigen. Eine statistische Signifikanz kann trotz des

relativ groBBen Stichprobenumfangs (n=57) nicht beobachtet werden.

Doppelbrechungsphinomene und deren Reduktion

Die Erzeugung von Doppelbrechungsmustern bei Betrachtung eines Knochenquerschnittes
unter polarisiertem Licht wird auf unterschiedliche Ursachen zurtickgefithrt (sieche I: 3.2.1), bei
denen der Erhalt von Kollagen meist eine zentrale Rolle spielt. Die in der vorliegenden
Untersuchung gefundene Korrelation des Kollagengehaltes mit der Ausprigung der
Doppelbrechung bestitigt diese Beobachtungen.

Die Korrelation und damit der Zusammenhang der Merkmale Kollagengehalt und
Doppelbrechung ist nicht klar linear (Korrelationskoeffizient von 0,588 bzw. 0,662). Dies kann
entweder durch einen Extraktionsverlust verursacht sein (Collins & Galley 1998, s. u.) oder
darauf hinweisen, dass die Doppelbrechung nicht allein vom Kollagen verursacht wird, sondern
auf der Kollagen/Kristall-Ordnung beruht, die mit héherer Wahrscheinlichkeit bei niedrigen
Kollagenanteilen nicht mehr vorhanden ist, aber auch bei hoheren Kollagengehalten gestort sein
kann.

Fir den letzten Punkt sprechen auch die Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Proben
des Temperaturexperimentes II. So tritt bei den Proben mit reduzierter Doppelbrechung (TE II
21 und TE II 25) ein Kollagengehalt (in Gew%) auf, der ebenfalls von Proben mit normaler
Doppelbrechung erreicht, bzw. sogar unterschritten wurde. Inwieweit die Verinderung der

Kristallstruktur eine Rolle spielt kann durch die vorliegende Untersuchung nicht klar beantwortet
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werden: Durch Inkubation von Knochen bei hohen Temperaturen mit Wasser kénnen die
Kristalleigenschaften nicht geindert werden, da dies bei neutralem pH-Wert nicht zu einer
Lésung des Minerals fiithrt. Folglich kann die beobachtete reduzierte Doppelbrechung aber auch
nicht von einer Hydroxylapatitinderung herrihren.

Zusammengenommen sprechen diese Hinweise fiir die Theorie, dass eine Reduzierung der
Doppelbrechung durch Stérung der Kollagen/Kristall-Ordnung zustande kommt. Dem Kollagen
kommt in diesem Zusammenhang evt. eine verstirkte Bedeutung zu. Auch bei einer kompletten
Dekalzifizierung des Knochens sind Doppelbrechungsphinomene sichtbar, allerdings mit
reduzierter Intensitit (Garland 1989). Das Merkmal Doppelbrechung bezieht sich also im
Gegensatz zum OHI nicht ausschliefllich auf den mineralischen Anteil der Probe, sondern

umfasst ebenfalls den Kollagenstatus.

Einschliisse in den Havers’schen Kanilen und Ausprigung von Mikrofissuren
Die Merkmale ,,Mikrofissuren® und ,,Einschliisse in den Havers’schen Kanilen® lassen sich
weder den histologischen Merkmalstypen eindeutig zuweisen (s. u.), noch zeigen sich engere

Zusammenhinge mit den anderen Merkmalen (siche IV: 1.1.8).

Bei Einschlissen von externem Material in den Havers’schen Kanilen kann es sich um
organische oder anorganische Komponenten handeln, die vor allem  durch
Grundwasserbewegung in den Knochen gelangen (z.B. Garland 1987). Bei der beobachteten
Korrelation von Kollagengehalt und dem Merkmal ,,Einschlisse in den Havers’schen Kanilen®
kann es sich um eine Scheinkorrelation handeln: Sowohl Kollagengehalt als auch die FEinschlisse

sind Liegemilieu- und bedingt Liegezeitabhingig.

Mikrofissuren finden sich in vielen archidologischen Proben (vor allem des Merkmaltypes C; s. u.)
und bei allen Proben des Temperaturexperiments II. Gemeinsam ist den meisten Proben mit
stark ausgepragten Mikrofissuren ein relativ geringer Kollagengehalt (IV: 2.1.1).

Die Genese der Mikrofissuren ist weitestgehend ungeklirt, es wird sowohl die Degradation des
organischen und anorganischen Knochenanteils fur ihr Entstehen verantwortlich gemacht, als
auch eine reine Artefaktbildung in Betracht gezogen (siehe I: 3.2.1). Die vorliegenden Ergebnisse
machen wahrscheinlich, dass Mikrofissuren in der Mehtzahl keine Artefakte darstellen, sondern
mit diagenetischen Verdnderungen und verringertem Kollagengehalt einhergehen: Geringer
Kollagengehalt von den mit Mikrofissuren durchsetzten Knochen, das hiufiges Beobachten von
Mikrofissuren in sekundirmineralisierten Knochen (IV: 1.1.8, vgl. Grupe im Druck, Pfretschner
2000) sowie die Alters- und Geschlechtsabhingigkeit der Ausprigung der Mikrofissuren (siche V:
1.3.2) zeigen einen Zusammenhang der Ausprigung der Mikrofissuren mit Kollagengehalt und
diagenetischen Prozessen Aufgrund der ausgeprigten Mikrofissuren bei den Proben des
Temperaturexperimentes II ist es unwahrscheinlich, dass eine Verinderungen der mineralischen
Matrix (die in diesen Proben nicht stattgefunden hat) fir die Ausbildung von Mikrostrukturen
verantwortlich ist.

Pfretschner (2000) weist den Mikrofissuren grof3e Bedeutung bei Fossilisierungsprozessen zu, da

Mikrofissuren die sekundire Osteone umgebende Zementlinie durchbrechen und somit die
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Diffusionsgeschwindigkeit in Havers’schen Knochen erhéht. Er verlegt die Zeit der Bildung der
Mikrofissuren in die Frithdiagenese.

Diese frith gebildeten Mikrofissuren sollen nach Pfretschner (2000) den Fossilisierungsprozess
beschleunigen konnen, da der Knochen aufgrund der besseren Diffusionsmoglichkeiten schneller
mineralisiert werde. Dies konnte eine Erklirung fur das haufige Auftauchen von Mikrofissuren
bei sekundirmineralisiertem Material sein. So wiren die Mikrofissuren ursichlich fir eine erhShte
Wahrscheinlichkeit der Fossilisierung und nicht, wie oft angenommen (vgl. I. 3.2.1)

Rekristallisierung und Sekundirmineralisierung ursichlich fir die Mikrofissuren.

Briunliche Verfirbung unter Strukturerhalt

Briunliche Verfirbungen unter Strukturerhalt kénnen auf zwei unterschiedliche Ursachen
zurickgefithrt werden. Zum einen kénnen sie durch Einlagerung anorganischer Komponenten
bzw. Sekundirmineralisierungen entstehen, zum anderen kann die Einwanderung organischer
Komponenten, vor allem Huminstoffen, zur braunlichen Verfirbungen (z.B. Jans et al. 2002) des
Knochenquerschnittes fithren. Die unterschiedlichen Ursachen sind durch ausschlieBliche
Betrachtung des histologischen Bildes im Einzelfall schwer zu unterscheiden.

Die hiufig auftretende Verfirbung des gesamten Querschnittes einer Probe des histologischen
Merkmalstypen C ist wahrscheinlich auf anorganische Komponenten zuriickzufithren (s. u.).
Jungere Proben vor allem des Merkmalstypen A zeigen hingegen haufig Verfirbungen im
periostalen und endostalen Bereich (sieche IV: 1.1.7), welche eher mit Huminstoffeinlagerungen in

Zusammenhang zu bringen sind.

Eine braune Verfirbung des histologischen Bildes kommt nie in der Kombination mit starkem
bakteriellem Befall vor (siche IV: 2). Dies hat zum einen die Ursache, dass Huminstoffe
bakteriellen Befall hemmen (Nicholson 1998), zum anderen kann es zu keiner, briunliche
Verfirbung hervorrufenden, Sekundirmineralisierung kommen, wenn der Knochen bakteriell
befallen ist, da dann ein schneller Abbau der Knochenstruktur stattfindet (s. 0.). So ist diese
Beobachtung gut mit den postulierten Ursachen fir die braune Verfirbung erklarbar.

Bildung der Histologischen Erhaltungstypen

Die meisten Proben zeigen entweder einem guten histologischen Erhaltungsgrad mit vollstindig
erhaltener Doppelbrechung (Merkmalstyp A) oder einen schlechten histologischen
Erhaltungsgrad mit reduzierter oder nicht vorhandener Doppelbrechung (Merkmalstyp B). Die
dritte Gruppe (Merkmalstyp C) zeigen zwar einen guten histologischen Erhaltungsgrad, allerdings
ebenfalls reduzierte Doppelbrechung (siehe IV: 1.1.8).

Noch obigen Ausfithrungen ist fiir die Polarisierung der Proben in die Merkmalstypen A und B
der mikrobielle Befall verantwortlich. Sind Proben mikrobiellen Abbauprozessen ausgesetzt,
ergibt sich das Bild des Merkmalstypen B mit fehlender Doppelbrechung und zerstorter
Mikrostruktur. Findet kein mikrobieller Angriff statt, bleiben die Knochen zumindest
histologisch erhalten und es zeigt sich der Merkmalstyp A.

205



A% Diskussion

Die Proben des Merkmaltyps C stellen den seltensten Fall dar (nur 17% der Stichprobe): Ohne
oder mit nur geringem bakteriellem Einfluss wird die Kollagen/Kristall-Ordnung durch den
chemischen Kollagenabbau gestért und so die Doppelbrechung reduziert wird. Dass dies durch
rein chemische Diagenesevorginge moglich ist, zeigt Temperaturexperiment II (vgl. auch Collins
et al. 2002).

Die bet diesen Proben ebenfalls beobachtbare Verinderung der mineralischen Matrix (festgestellt
durch Abweichung des Ca/P-Verhiltnisses) weisen zusammen mit dem guten mikrostrukturellen
Erhaltungsgrad bei reduzierter Doppelbrechung auf eine Sekundiarmineralisierung der Proben des
histologischen Merkmaltypen C hin.

Eine Ausnahme in diesem Einteilungssystem bilden zwei Proben (T5 und E7). Die Probe T5
wies als einzige Probe ein abweichendes Muster des bakteriellen Befalls auf (IV: 1.1.4) der sich
nur auf einige Gebiete erstreckt; zwischen diesen ist allerdings ebenfalls ein histologischer
Strukturverfall ohne bakteriellen Einfluss zu sehen ist. Die Probe E7 (Abb. 1V.6) zeigt ebenfalls
histologischen Strukturverfall ohne erkennbaren bakteriellen Einfluss. Weitere Auffilligkeiten
dieser Proben zeigten sich nicht. Als Ursache fiir die histologische Zerstérung kommen

unerkannte bakterielle Abbauvorginge in Frage.

Diagenese der Mikrostruktur

In dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Material kommen nie alle drei Merkmalstypen in
einem Fundkomplex vor. Bei den dlteren Fundkomplexen finden sich vorwiegend die Typen B
und C, wihrend die jingeren Fundkomplexe die Typen A und B zeigen. Hier konnten die
Faktoren Liegezeit und Umgebung gemeinsam verantwortlich sein: Die Proben der ilteren
Fundkomplexe (Liegezeiten tber 4000 Jahre) sind je nach Mikroklima entweder durch
mikrobiellen Abbau strukturell nicht mehr erhalten (Typ B) oder liegen sekundirmineralisiert
(Typ C) vor. Die Wahrscheinlichkeit, dass Proben des Merkmalstyp A lange Liegezeiten
tberdauern ohne sekundirmineralisiert vorzuliegen oder bakteriell zerstort zu sein, ist gering.

Bei den Proben jingerer Fundplitze hat (bis auf eine Ausnahme: KH1, vgl. V: 1.3.1) noch keine
Sekundirmineralisierung stattgefunden, die Proben liegen je nach mikrobieller Angreifbarkeit im
urspringlichen Zustand oder, aufgrund des, wenn einmal begonnenen schnell fortschreitenden

mikrobiellen Abbaus (s. 0.) mikrostrukturell zerstort vor.

Zusammengefasst weist die Verteilung der mikrostrukturellen Merkmale auf zwei prinzipiell
unterschiedliche Abbauwege hin, die ebenfalls von mehreren Autoren beschrieben werden (z.B.
Grupe im Druck, Collins et al. 2002). Die Einpassung der formulierten histologischen
Merkmalstypen zeigt Abb. V.1.

Mikrobielle Abbauprozesse spielen eine entscheidende Rolle im diagenetischen Abbau. Wenn
diese verhindert werden (z.B. durch Huminstoffe), kann es zum Erhalt der Knochen unter
Sekundirmineralisierung kommen: Der histologische Merkmalstyp C entwickelt sich aus dem
Merkmalstypen A. Schaffen die Umgebungsbedingungen die Méoglichkeit des mikrobiellen
Befalls, resultieren Proben mit dem histologischen Merkmalstyp B, auf den die vollstindige
Destruktion des Knochens folgt.
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Wenn es bei diesem Prozess zu Anderungen der Umweltbedingungen kommt (in der Abb. V.1
durch einen doppelten Kreis gekennzeichnet), kann der Prozess des mikrobiellen Abbaus
aufgehalten werden und es besteht die Chance einer Sekundirmineralisierung, so dass Proben des
Merkmaltyps C mit geringem bakteriellem Befall aus Proben des Merkmaltyps B entstehen.
Dieser Fall tritt nur selten auf, was in dem schnellen Fortschreiten des bakteriellen Abbaus (s. 0.)
begrindet ist.

Sekundirmineralisierungsprozesse brauchen eine gewisse Liegezeit des Knochens. So ist eine
Sekundirmineralisierung nur bei fast vollstindigem Kollagenverlust moglich, der je nach
Umweltbedingungen durch rein chemische Degradation tausende von Jahren in Anspruch nimmt
(Collins et al. 1995, Smith et al. 2002). Folglich tritt der Merkmalstyp C nur bei lingerer Liegezeit
auf, wiahrend der Merkmaltyp B sowohl bei Proben mit lingerer als auch mit kiirzerer Liegezeit
vorkommen kann, je nach Zeitpunkt der Besiedlung der Probe mit Mikroorganismen. Die
Wahrscheinlichkeit, dass eine Probe den Merkmaltypen A aufweist sinkt allerdings mit
zunehmender Liegezeit, da die Wahrscheinlichkeit der Sekundiarmineralisierung bzw. der
mikrobiellen Zerstérung mit der Zeit zunimmt. Der Einfluss der Liegezeit ist allerdings nicht
absolut, sondern stark von den herrschenden Umweltbedingungen abhingig. In der Abbildung
V.1 ist daher der Einfluss der Liegezeit nicht angegeben.

Rezenter
Knochen
| Huminstofte
!l \;\‘ Mikrobieller Befall | l
Histologischer l Histologischer
Merkmalstyp Merkmalstyp
A B
| Sekundar- |
minerali-
;. Sierung
Histologischer Véllige
Merkmalstyp Destruktion des
C Knochens

Abb.V.1: Modell zur Entstehung der histologischen Merkmalstypen (Erklirung siche
Text), der doppelte Kreis signalisiert eine Anderung des Mikroklimas, der doppelt
durchgestrichene Pfeil zeigt Hemmungen an, Umwelteinfliisse werden gestrichelt umrahmt
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1.1.2  Fluoreszenz

Die Ursachen fiir ein Fluoreszieren von Materialen sind unterschiedlich und im Falle von
Knochen ungeklirt. Prinzipiell wird aus der auftreffenden Strahlung Energie absorbiert, durch
die Elektronen eines Kiristallgitters oder Atoms in ein héheres Energieniveau angeregt werden.
Bei Zuriickfallen auf das Ausgangsniveau gibt das Elektron die Energiedifferenz als sichtbares
Licht ab. Die angeregten Elektronen kénnen dabei im Atom bzw. Molekil bleiben oder, bei
genigend Energiezufuhr, vom Atom getrennt frei im Kiristallgitter beweglich sein. Bei den
meisten Mineralien sind die eigentlichen Ursachen fir die auftretende Fluoreszenz im Realkristall
eingelagerte Fremdionen oder Defekte (Storstellen im Kristallgitter) (extrinsische Fluoreszenz);
seltener ist eine durch Baugruppen der Minerale bedingte Fluoreszenz (intrinsische Fluoreszenz).
Fremdionen und Defekte fungieren als Aktivatoren der Lumineszenz. Durch die Anwesenheit
dieser Aktivatoren entstehen neue mdgliche Energiezustinde fir Elektronen. Wihrend das
Grundgitter eines bestimmten Metalls z.B. nur zwei mogliche Energiebereiche besitzt
(Valenzband und Leitungsband), sorgen Aktivatoren fiir Energiezustinde, die nicht dem
Grundgitter entsprechen und energetisch in der Energieliicke zu finden sind. Eine verstirkte
Konzentration von Fremdionen, die als Aktivatoren wirken, hat allerdings bei der Uberschreitung
bestimmter Konzentrationen eine Verminderung der Intensitit zur Folge. Bestimmte
Metallionen, sog. Quencher konnen Lumineszenz loschen. Weiterhin kénnen Sensibilatoren
(andere Fremdionen) vorkommen, die ebenfalls die Energie absorbieren und an die Aktivatoren
weitetleiten (Steffen 2000).

Mineralischer Hydroxylapatit fluoresziert im UV-Licht prinzipiell orange, kann aber je nach
Substituenten auch andere Farben annehmen. Der Hydroxylapatit im Knochen ist dadurch
gekennzeichnet, dass er eine Grof3zahl von Defektstellen und Substituenten besitzt (siche I: 1.2),
die fiir seine spezifische Fluoreszenz verantwortlich sind.

Auch von organischen Molekilen wie dem Kollagen ist bekannt, dass sie
Fluoreszenzeigenschaften besitzen.

Das komplizierte Wechselspiel zwischen Aktivatoren, Quenchern, Sensibilatoren, Fluoreszenz
durch Kristall-Baugruppen und organischer Fluoreszenz machen die Ursachenbestimmung fur
einzelne Fluoreszenzphinomene im Fall des biologischen Hydroxylapatits schwierig.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte deskriptive Beschreibung der Farbausprigung kann
nur Interpretationen auf ultimater Ebene ermdglichen. Einen Hinweis auf die Ursache der
Farbausprigung gibt ein Abgleich der Fluoreszenz mit den histologischen Merkmalstypen, da

hier ein starker Zusammenhang beobachtet werden kann (vgl. IV: 2.2).

Fluoreszenz des rezenten Knochens

Wihrend Berg (1975) als Ursache blauer Fluoreszenz die Fibrillenlagen des Kollagens annimmt,
schreibt Steffen (2000) zumindest die Fluoreszenz von Zihnen dem biologischen
Hydroxylapatitanteil zu, welches blauweil3 bis gelbweil3 fluoresziert.

Fir die erste Annahme sprechen einige in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse: Die Korrelation
mit dem Kollagengehalt und die Abnahme der hellblauen Fluoreszenz wihrend des

Temperaturexperimentes I unter gleichzeitiger Abnahme des Kollagenanteils (IV.2) deuten in
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diese Richtung (s. u.). Weiterhin fluoresziert der bei Auflésen der mineralischen Matrix (durch
EDTA) verbleibende Kollagenanteil von Knochenquerschnitten intensiv blau (Doppler, S.,
personliche Mitteilung).

Aufgrund der engen Verbindung von Kollagen und Apatitkristallen im Knochen (siche I: 3) ist es
wahrscheinlich, dass beide Komponenten zu der fiir Knochen typischen Fluoreszenz beitragen.
Daftr spricht auch die beobachtete Korrelation zwischen dem histologischen Merkmal
»Doppelbrechung® und dem Merkmal ,,Gesamtblauindex” (IV: 2.2), da das histologische
Merkmal ebenfalls mit einer intakten Kollagen/Apatitverbindung in Zusammenhang gebracht
werden kann (vgl. V: 1.1.1).

Knochen des histologischen Merkmalstyps A zeigen eine stark ausgeprigte, fiir rezenten
Knochen typische, hellblaue Fluoreszenz. Geht man davon aus, dass dies ein Zeichen fiir intakte
Kollagen/Mineralbindung ist, ist dies gut mit den Kennzeichen (unverinderte histologsiche
Struktur und Doppelbrechung) dieser Merkmalsgruppe vereinbar. Knochen des Merkmalstypen
C, die diese intakte Beziechung nicht besitzen, zeigen allenfalls kleine Areale hellblauer

Fluoreszenz.

Braun/gelbe Fluoreszenz

Die Ursache der braun/gelben Fluoreszenz ist unklar. Das gehdufte Auftreten dieser
Farbausprigung bei Proben des histologischen Merkmalstypen C kénnte darauf hinweisen, dass
diese Farbgebung die Lumineszenz des sekundirmineralisierten Hydroxylapatits widerspiegelt.
Sekundirmineralisierung ist eine Substitution von Fremdionen, die als Aktivatoren (s. 0.) dienen
konnen und somit andersfarbige Fluoreszenz auslosen kénnten. In diesem Zusammenhang ist
vor allem Mangan, das in Béden hdufig in Form von Manganoxid-Verbindungen vorkommt, zu
nennen. Mangan konnte in vielen Proben des histologischen Merkmalstypen C festgestellt
werden (IV: 12). Es gilt als eines der haufigsten und wichtigsten Aktivatoren in Mineralien und
fihrt bei Einbau in das Apatit zu gelber Fluoreszenz (Steffen 2000) und in gréBeren Mengen zu
einer Schwichung der Intensitit der Fluoreszenz.

Der gelben und braunen Fluoreszenz die gleiche Genese zuzuschreiben, wire zum einem durch
thr haufig gemeinsames Auftreten gerechtfertigt, andererseits entsteht der Eindruck einer
braunen Farbgebung durch Abtonen einer warmen Grundfarbe (z.B. Gelb) mit dunklen
Pigmenten. So ist ,,braune® Fluoreszenz wahrscheinlich ,,gelbe Fluoreszenz gemischt mit nicht
fluoreszierenden Anteilen, also im Prinzip reduzierte Lumineszenz. Fir Mangan als Aktivator
dieser Farbausprigung des archidologischen Materials spricht, dass gelbe Fluoreszenzanteile im
Gegensatz zu lilafarbener oder blauer Fluoreszenz nicht mit dem Kollagenanteil in Verbindung

gebracht werden konnten.

Alternativ kénnte auch die Absenz von hellblauer Fluoreszenz, also eine gestorte
Kollagen/Kristall-Verbindung bei einem niedrigen Kollagengehalt die gelb/braune Fluoreszenz
bedingen, ohne dass Substitutionsreaktionen notwendig wiren.

Hierftr spricht, dass in der Probe TE I 32 des Temperaturexperimentes I (bei Ausschluss von

Mangan als Aktivator) ebenfalls gelbe Fluoreszenz im periostalen Bereich zu beobachten ist.
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Allerdings zeigt sich bei weiteren Proben des Experimentes, bei denen ebenfalls kein Kollagen
mehr festgestellt werden konnte, keine gelbe, sondern lilafarbene Fluoreszenz. Zwei Proben des
Temperaturexperimentes II zeigen ebenfalls gestérte Doppelbrechung bei weiterhin hellblauer
Fluoreszenz. Folglich ist obige Annahme tber Fremdioneneinwanderung, die als Quencher

witken, als Ursache fir braun/gelbe Fluoreszenz wahrscheinlicher.

Lilafarbene Fluoreszenz
Die lilafarbene Fluoreszenz ist bei Merkmalstyp B und bei Proben des Temperaturexperiments 1
zu sehen, die mit sinkendem Kollagengehalt stirker lila gefirbte Farbausprigungen erhalten.
Weiterhin ist eine Assoziation der lila Farbgebung mit dem Kollagenerhaltungsgrad vorhanden,
welcher hochgradig von bakteriellem Abbau beeinflusst wird, der wiederum fir den
histologischen Merkmalstyp B kennzeichnend ist. Dies spricht dafir, dass lila Fluoreszenz eine
Verinderung der Kollagen/Mineralbezichung anzeigt, bei archiologischem Material bakteriell
induziert, bei zn vitro degradiertem Material chemisch.
Bei der Interpretation von Farbgebungen muss berticksichtigt werden, dass Farbwahrnehmung
stets zu einem gewissen Grad subjektiv ist, die ,,erlebte® Farbe nicht der Wirklichkeit entspricht,
sondern z.B. eine Mischung von Grundfarben oder durch Schwarzanteile (keine Farbe) andere
Farbeindriicke entstehen, wie z.B. Braun (s. o.) darstellt. Das reelle Lichtfarbenspektrum gibt
Tab. V.1 wieder.

Tab. V. 1: Farbspektrum des Lichts

Wellenlange in
Nanometer (nm)

Ultraviolett A 320 bis 370

Lichtfarbe

Violett 370 bis 410

Indigo 410 bis 430

Blau 430 bis 480
Blaugrin 480 bis 500

Grin 500 bis 540
. Gelbgrin 540 bis 560
Gelb 560 bis 580

Orange 580 bis 610

Rot 610 bis 650

Tiefrot 650 bis 780

i Infrarot A 780 bis 1400

Speman (1998) stellt bei der Analyse zweier merowingerzeitlicher humaner Knochenproben
mittels Ionolumineszenzspektrographie nur zwei Farbausprigungen (2 unterschiedliche
Wellenbereiche) fest: blau (440nm) und orange (590 nm). Die unterschiedlichen Messpunkte
unterscheiden sich durch den Anteil beider Banden am Gesamtspektrum. Der beschriebene

orange Farbanteil konnte der hier beobachten Farbe gelb/braun entsprechen.
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So wire es moglich, dass die lilafarbene Fluoreszenz keine eigene Farbausprigung darstellt,
sondern eine Mischung aus orangen und blauen Farbpunkten die das menschliche Auge als nur
eine Farbe wahrnimmt. Geht man davon aus, dass die Fluoreszenz des reinen biologischen
Hydroxylapatits diese Farbe aufweist (s. 0.), konnte bei den Proben mit lila Farbauspriagung eine
kleinflichige Mischung aus blauen und gelb/orangen Farbanteilen, basierend auf dem Status des
Kollagen/Mineral-Verbandes, zu dem Farbeindruck lila fithren.

Dunkelblaue Fluoreszenz

Dunkelblaue Fluoreszenz wurde bei allen Proben des Hemmingstedter Materials festgestellt. Es
tiel vor allem das U-férmige Profil der dunkelblauen Fliche auf, wobei noch im mittleren Bereich
bei einigen Proben hellblaue Fluoreszenz festgestellt werden konnte. Dieses Profil weist auf
extern eingewanderte Ionen (z.B. Millard & Hedges 1995) als Verursacher der dunkelblauen
Fluoreszenz ~ hin.  Mittels ~ Elementkonzentrationsanalyse ~ wurden  extrem  hohe
Eisenkonzentrationen festgestellt, die mit der Ausprigung der Fliche der dunkelblauen

Fluoreszenz in Verbindung gebracht werden konnte (siche IV: 2.2).

Sowohl zwei- wie auch dreiwertiges Eisen ist als Quencher bekannt, wobei dreiwertiges Eisen
schon in Bruchteilen von Prozenten eine Lumineszenz unterbinden kann (Marfunin 1979). Eisen
kann sowohl in das Kiristallgitter des Apatits integriert werden (sieche I: 3.2.4), als auch an
Kollagen binden (Rosmus et al. 1968).

Der Eindruck von dunkelblauer Fluoreszenz ist folglich auf nicht fluoreszierende also schwarze
Anteile in dem betreffenden Gebiet zurlickzufuhren, so dass man in diesem Fall von einer

reduzierten Fluoreszenz ausgehen kann.

Interpretation der Farbverteilung in der archiologischen Stichprobe

Mit den oben gemachten Annahmen ldsst sich die Ergebnissituation folgendermalen
interpretieren:

Der Index fir die hellblaue Fluoreszenz zeigt, dass die meisten archiologischen Proben keine
oder nur wenig hellblaue Fluoreszenzanteile besitzen, dabei ist die hellblaue Fluoreszenz meist im
mittleren Bereich des Knochenquerschnitts vorhanden. Nie ist der umgekehrte Fall mit starkerer
blauer Fluoreszenz in den Randbereichen zu beobachten. Nach obiger Ausfithrung entsteht eine
von hellblauer Fluoreszenz abweichende Farbgebung im archiologischen Material durch duf3ere
Einflisse wie Aktivatoreneinlagerung und/oder Zerstérung des Kollagen/Mineralverbandes. Da
diese FEinfliisse oft von auflen ins Knocheninnere gelangen ist es schlissig, dass hellblaue
Fluoreszenz auch eher im mittleren Probenbereich erhalten bleibt.

Die genannten dulleren Einflisse, die zu einer Reduzierung der hellblauen Fluoreszenz fiihren,
sind im Einzelfall unterschiedlich und vom jeweiligen Liegemilieu abhingig, so ist sowohl das
Muster der hellblauen Fluoreszenz als auch ithre Ausprigung (Gesamt-Blauindex) fundplatz- und
nicht liegezeitspezifisch.

Auch bei Betrachtung der Proben des Temperaturexperimentes I erkennt man eine Abnahme der
hellblauen Fluoreszenz vom periostalen Bereich zur Knochenmitte hin, der am stirksten den

Umweltbedingungen, in diesem Fall Wasser und Temperatur ausgesetzt ist.

211



A% Diskussion

Viele Proben weisen unterschiedlicher Fluoreszenzfarbgebungen auf (IV: 1.2.2). Dunkelblaue
(also reduzierte) Fluoreszenz tritt nicht mit lilafarbigen Fluoreszenzanteilen auf. Dies kann unter
Annahme obiger Thesen durch den Geneseweg bedingt sein: Lilafarbige Fluoreszenzanteile
treten bei archdologischem Material mit bakteriellem Befall auf, wihrend reduzierte Fluoreszenz
durch Quencher verursacht wird, die wie Eisen (s. o.) gleichzeitig bakteriellen Befall hindern
konnen. Der Eindruck braun/gelber Fluotreszenz entsteht durch Aktivatoreneinfluss, die
gleichzeitig mit Quenchern auftreten kénnen. Da die beeinflussenden Faktoren umweltabhingig
sind, ist die starke Assoziation zwischen Fundplatz und Farbmuster leicht erkldrbar, im Einzelfall

aber auch vom Mikromilieu abhingig.

Eine Analyse der Verteilung liefert ebenfalls Hinweise auf allgemeine Muster zwischen den
einzelnen Fluoreszenzmerkmalen.

Es kann festgestellt werden, dass braune Fluoreszenz bei Proben mit ansonsten blauer
Fluoreszenz nur am periostalen Rand vorkommt, wo evt. Aktivatoren wie z.B. Mangan am
chesten eindringen kénnen. Sind bei brauner Fluoreszenz hellblaue Reste vorhanden, sind diese
gleichmiBig tiber den Querschnitt verteilt.

Bei dunkelblauer Fluoreszenz erkennt man stets das typische Diffusionsmuster, wobei die
Quencheranteile an den Rindern des Querschnitts am stirksten ausgeprigt sind und
dementsprechend in der Mitte die Fluoreszenz am wenigsten reduziert ist. Stark ausgeprigte
hellblaue Fluoreszenz kann Anteile brauner Fluoreszenz am Rand besitzen, aber nie lila Anteile.
Dies spricht fiir bakteriellen Abbau als Ursache fir lila Farbgebungen, da dieser schnell

voranschreitet und so nicht als kleinflichiges Feld in ansonsten intaktem Knochen zu sehen ist.

Hypothese zur Ursache der verschiedenen Farbausprigung
Aus oben erlduterten Beobachtungen der Fluoreszenzverteilung und daraus resultierenden
Annahmen konnten hypothetische Ursache-Wirkungsbeziehung der Fluoreszenzausprigung von

Knochenmaterial aufgestellt werden, die hier zusammengefasst werden sollen:

Eine hellblaue Fluoreszenz ergibt sich aus der speziellen Beziechung zwischen Kollagen und
Mineral im rezenten Knochen. Wird z.B. durch Integration von Ionen die als Quencher dienen
konnen (z.B. Eisen) die Fluoreszenz stellenweise unterdriickt, nimmt das menschliche Auge
durch die Mischung hellblauer und farbloser Partikel eine dunkelblaue Fluoreszenz war.
Weiterhin existiert eine gelb/orange Farbausprigung, die entweder auf den Einfluss von
Aktivatoren wie z.B. Mangan oder auf die Eigenfluoreszenz von Hydroxylapatit zuriickzufithren
ist. Der Eindruck von brauner Fluoreszenz ergibt sich analog zu dem Eindruck dunkelblauer
Fluoteszenz durch die punktuelle Mischung von Knochenanteilen mit gelb/organger und
absenter Fluoreszenz.

Die lilafarbene Fluoreszenz hingegen resultiert aus einer Mischung von hellblauen und

gelb/orangen Farbpunkten.
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1.1.3 Kollagen

Als Merkmale des Kollagens wurden der Kollagengehalt, die Kollagenqualitit, der ARG, der
Quotient C/N molar, sowie die prozentualen Anteile von C und N am Kollagengehalt festgestellt
und miteinander in Beziehung gesetzt. Im Folgenden werden hieraus prinzipielle Aussagen zum

Kollagenabbau postuliert.

Kollagengehalt und Kollagenabbauwege

Der Kollagengehalt der archiologischen Knochenproben variiert stark, trotzdem lassen sich
einige Trends feststellen:

Knochenproben von Fundplitzen mit hoher Liegezeit wie Gebokli Tepe, Giirciitepe und Nevali
Gori  (Liegezeiten tber 8000 Jahre) enthalten durchschnittlich weniger prozentuale
Kollagenanteile als Proben von anderen Fundkomplexen, wobei die jingsten Proben die
hochsten Kollagenwerte zeigen. Allerdings kann man feststellen, dass die Variationen innerhalb
eines Fundplatzes dhnlich grof3 sind wie die Variation zwischen den Fundplitzen, so dass sich

allenfalls ein Trend abzeichnet.

Die Proben der Fundkomplexe Flensburg und Hemmingstedt sowie eine Probe des
Fundkomplexes Trier zeigen anteilige Kollagenprozente (nach SE), die den Wert fiir rezentes
Knochenmaterial z. T. bis zu 4Gew% uberschreiten. Der Kollagenanteil bei rezenten
Knochenmaterial ist nicht konstant und es ist moglich, dass rezente Knochen Werte bis zu 25
Gew% erreichen (vgl. I: 1.1.1), so dass theoretisch authentische Kollagengehalte vorliegen.
Allerdings ist im Fall dieses bodengelagerten Materials cher davon auszugehen, dass
nichtkollagenes Material mitextrahiert wurde (s. 0.) und so den anteiligen Kollagengehalt tber

eine rezentes Niveau hinaus erh6ht oder bereits ein Mineralverlust stattgefunden hat.

Der Verlust von Kollagen aus dem Knochen kann durch chemischen oder biogenen Abbau
erfolgen, wobei sich beide Abbauwege erginzen konnen. Da histologische Merkmale einen
Hinweis auf den bakteriellen Befall bieten (vgl. V: 1.1.1) wird durch sie die Bestimmung des
Abbaumodus mdéglich.

Die meisten Proben von Fundplitzen mit Liegezeiten tiber 8000 Jahren zeigen keine oder geringe
Spuren bakteriellen Befalls, sowie einen geringen Kollagengehalt. Dies ldsst auf vorrangig
chemischen Abbau schlieBen, der unter bestimmten mikroklimatischen Bedingungen auch in
archdologischen Zeitrdumen stattfinden kann. Dabei spielen erthohte Temperaturen, flieBendes
Wasser und extreme pH-Werte (Collins et al. 2002, Miles et al. 2000) eine Rolle. Die sehr
niedrigen Kollagenwerte der Proben von Giirciitepe, sowohl nach GE als auch nach SE (mit
Ausnahme der subrezenten Probe Gii2) lassen sich vor allem durch die stark schwankenden
Bodenfeuchtigkeitsverhiltnisse erkliren. So fithrt chemische Hydrolyse von Kollagen zur Bildung
von Peptidfragmenten, die unter diesen Bedingungen aus dem Knochen herausgeschwemmt
werden. Die Ausnahme Gii2 weist eine wesentlich geringere Liegezeit auf als die anderen Proben,
zeigt aber nach GE ebenso keinen Ertrag. Nach Siureextraktion zeigt sich ein hoherer

Kollagenanteil, was in den weniger qualitativen Ansprichen dieser Methode begriindet ist. So
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scheint es, dass das Kollagen zwar fragmentiert vorliegt, aber noch nicht alle durch SE

extrahierbaren Substanzen aus dem Knochen geschwemmt wurden.

Die jungeren Fundplitze zeigen hinsichtlich des Kollagengehaltes einen engeren Zusammenhang

zum histologischen Erhalt, was auf tiberwiegend biogene Abbauprozesse hinweist.

Der starke FEinfluss des biogenen Abbaus wird durch die Korrelation von OHI und
Kollagenquantitit (Tab. IV.13) und die Assoziation zwischen histologischem Merkmalstyp und
Kollagengehalt bestitigt. Allerdings existiert ein breiter Uberschneidungsbereich — des
Kollagengehaltes auch zwischen den histologischen Merkmalstypen (siche Abb. IV.71).

Dieser wird bei Betrachtung nur eines Fundkomplexes minimiert. Zum Beispiel zeigen alle
Proben mit Kollagengehalt iiber 3Gew% im Fundkomplex Trier den Merkmalstypen A, wihrend
alle unter diesen Wert fallenden Proben den Typen C zeigen. Ahnliches gilt beim Fundkomplex
Flensburg, bei dem die Grenze des Kollagengehaltes zwischen den beiden histologischen
Merkmalstypen bei 6Gew%o liegt.

Diese Fundplatzabhingigkeit und die Variation des Kollagengehaltes innerhalb des gleichen
histologischen Merkmalstypen weist auf zusitzliche Einflussfaktoren, wie Umweltbedingungen

oder Liegezeit hin.

Der Kollagenanteil der Proben des Temperaturexperiment I nimmt sowohl nach SE als auch GE
mit zunehmender Inkubationszeit ab. Das Kollagenmolekiil wird im Laufe des Experimentes
durch nichtenzymatische Hydrolyse zerstort, es kommt zur Freigabe von Peptidfragmenten, die
aus dem Knochen austreten und so den Kollagenanteil der Probe verringern. Der
Zusammenhang von Inkubationszeit und Kollagenanteil ist eng (Korrelationskoeffizient von
-0,77). Dass es trotz ausgeschlossenen mikro- und makroklimatischen Faktoren zu leichten
Variationen des Kollagenanteils im Knochen kommt, zeigt, dass interne Faktoren der jeweiligen
Knochenprobe Einfluss auf die Geschwindigkeit des Kollagenabbaus nehmen (wie z.B. leichte
Variationen in Knochengrof3e und -dicke); weiterhin schwanken die ,,Ausgangs®“-Kollagenanteile,
da ein Femur an unterschiedlichen Stellen verschiedene Mineralisierungsgrade und
Kollagenanteile aufweist. Individualdaten wie z.B. das Alter des Individuums spielen keine Rolle,
da es sich durchgehend um die gleiche Person handelt. Die Abnahme des Kollagens verlduft
nicht durchgehend linear sondern verlangsamt sich ab Kollagengehalten unter 5Gew%o.

Der Zusammenhang zwischen Inkubationszeit und Kollagenanteil ist im Experiment vor allem
nach der Gelatineextraktion wesentlich enger als beim archidologischen Material und der
Liegezeit. Dies weist wiederum auf den groBlen Einfluss von Umweltfaktoren auf den

Diagenesestatus hin.

Abweichung des C- und N-Anteils sowie des C/N molar - Quotienten
Wie auch der prozentuale Kollagenanteil, variieren prozentualer Kohlenstoff- und Stickstoffanteil
der Proben innerhalb der Fundkomplexe (siche IV: 1.3.2.). Diese Werte sind prozentual auf das

Kollagengewicht bezogen und geben so keinen Hinweis auf die Kollagenquantitit, sondern, bei
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einem Vergleich mit rezentem Material auf die Kollagenqualitit, bzw. Zusammensetzung des
Extraktes.

Bei dem untersuchten archiologischen Material geht eine (im Vergleich zu rezenten Material, vgl.
I: 1.1.1) Verminderung der prozentualen Kohlenstoffanteile immer mit der Reduzierung des
Stickstoffanteils einher. Dies spricht dafiir, dass der Kollagenextrakt externe organische oder
inorganische Verunreinigungen mitfthrt, die auch wihrend des Extraktionsprotokolls aufgrund
ithrer engen Bindung an das Kollagen nicht entfernt werden konnten. Weiterhin ist es mdéglich,
dass die mineralische Matrix wihrend des Extraktionsvorganges nicht vollstindig entfernt wurde,
was aber aufgrund der Zentrifugen- und Filtrationsschritte des Extraktionsprotokolls
unwahrscheinlich ist. Diese Verunreinigung erhéht das Ausgangsgewicht des Kollagens, die C-
und N-Anteile fallen folglich in der Relation geringer aus.

Viele Proben vor allem der jiingeren Fundplitze (unter 4000 Jahren Liegezeit), zeigen einen, im
Vergleich zu rezenten Material (vgl. I: 1.1.1), stark erhohten Kohlenstoffanteil (iiber 45%). So
hohe prozentualen Kohlenstoffanteile im Kollagen weisen auf zusitzlichen organischen
Kohlenstoff, also auf Kontamination des Extraktes mit Biomasse hin (z.B. van Klinken 1999).
Ein erhohter Kohlenstoffanteil tritt im Untersuchungsgut oft mit einem erhohten Stickstoffanteil
auf, was wiederum auf externes Material hindeutet.

Besonders stark erhohte Kohlenstoffanteile zeigen die Fundplitze Flensburg, Etting und
Hemmingstedt. Ein Zusammenhang mit bakteriellem Befall oder anderen histologischen
Merkmalen ist statistisch nicht nachweisbar. Allerdings fillt auf, dass viele dieser Proben (z.B.
auch alle Proben des Fundkomplexes Hemmingsstedt) braune Verfirbung im Randbereich
aufweisen, die auf Huminstoffe zuriickgefiihrt werden (vgl. V: 1.1.1) Dies konnte ein Hinweis
darauf sein, dass diese fiir den durch die Extraktionsprozedur nicht entfernbaren (van Klinken &
Hedges 1995) organischen Stoffeintrag verantwortlich sind. Eine Verinderung des prozentualen
Anteils von Kohlenstoff und Stickstoff im Kollagen ist ebenfalls durch den selektiven Abbau von

Aminosduren méglich (s. u.).

Die gleichen Mechanismen, die fur eine Verinderung der prozentualen Stickstoff- und
Kohlenstoffanteile verantwortlich sind, bedingen ebenso eine Verinderung des molaren C/N-
Quotienten. Da dieser ein atomares, also absolutes, Verhiltnis darstellt, wird er nicht durch
inorganische Stoffeinlagerung beeinflusst, reagiert aber stirker auf Verdnderungen des
Aminosaureprofils (s. u.). Etwa die Hilfte der Proben liegt aullerhalb des fiir unverindertes
Kollagen archiologischer Knochen von DeNiro (1985) festgelegten Bereiches (vgl. I: 1.3.2.).
Dabei liegt nur ein Wert (G6 2) unterhalb dieses Bereiches, zeigt also eine Verschiebung des
Verhiltnisses C/N in Richtung Stickstoff , wihrend 29 Proben aus allen Fundkomplexen
(insbesondere aber Etting und Kelheim) eine Erhohung des C/N-Quotienten zeigen, was auf
Kontaminationen (Erhchung des relativen C-Gehaltes der Probe) hinweist (DeNiro 1985,
DeNiro & Weiner 1988) oder ebenfalls eine Folge der Verinderung des Aminosiureprofils sein

kann (s. u.).

Die Proben des Temperaturexperimentes I zeigen ab dem achten Inkubationstag einen abrupte
Anderung der C%, N% und C/N-molar -Werte. Bis zu diesem Zeitpunkt schwanken die Werte
des C/N-Quotienten inkubationszeitunabhingig zwischen 3,4 bis 4,2 und tberschreiten so die
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von DeNiro (1985) postulierten Werte fiir unverindertes Kollagen (bis 3,6). Ebenso die C- und
N-Anteile Gberschreiten die angegebenen Werte (siche I: 1.1.1) ofter (vgl. IV: 1.3.2).

Die am zwolften Inkubationstag entnommene Probe zeigt eine starke Abnahme des
Kohlenstoffanteils bei einer weniger starken Abnahme des Stickstoffanteils, sowie einen
verringerten C/N-molar Quotienten (1,22). Dies spricht fir einen tatsichlich vorrangigen Verlust
von Kohlenstoff. Verantwortlich hierfur kénnen Positionseffekte innerhalb von Aminosiuren

sein, wie auch ein selektiver Austritt von Aminosduren nach Hydrolyse der Proteinbindung.

Die Proben TE I 16 und TE I 32 zeigen hingegen erhéhte Werte des C/N-Quotienten (6,4 bzw.
12,3), aber ebenfalls erniedrigte C% und N%, wobei der anteilige Kohlenstoff weniger stark
abnimmt als bei der Probe TE I 12.

Auch fir diese Beobachtung kommt ein selektiver Austritt von Aminosduren, wie auch
Positionseffekte in Frage. Ein positiveres C/N-Verhiltnis entsteht durch Zunahme des
Kohlenstoffanteils in Relation zum Stickstoffanteil bzw. durch relative Abnahme des Stickstoffs.
Die Aminosiduren haben unterschiedliche C/N-Verhiltnisse, so haben Phenylalanin (9), Leucin
(6), Tyrosin (9) und Methionine (5) und Isoleucin (6) sehr hohe C/N-Verhaltnisse, wihrend
Glycin (2) und Histidin (2) niedrigere Werte zeigen. Durch die Mischung der Aminosiuren
entsteht das beobachtete C/N-Verhiltnis. Vetliert das Knochenkollagen durch chemische
Diagenese z.B. priferiert Glycin (sehr hydrophil und wegen seiner Grof3e auch leicht 16slich),
wiirde dies ein insgesamt hoheres C/N-Verhiltnis begriinden. Fur diese Erkliarung spricht das
Aminosaureprofil der Probe TE I 16, in wechem gly relativ zu den ibrigen Aminosiuren die
statkste Abnahme zeigt (s. u.), wihrend Aminosduren mit héheren C/N-Verhiltissen wie leu,
OH-pro und asp eine relative Zunahme zeigen.

Gleiches gilt fir die Probe TE I 2, welche ebenfalls eine relative Glycin-Abnahme und hohe
C/N-Verhiltnisse aufweist (4,17).

Eine Verunreinigung der Proben mit externem Material oder bakterieller Befall kann aufgrund
des Versuchdesigns ausgeschlossen werden. Folglich konnte gezeigt werden dass Verinderungen
von C%, N%, sowie dem Quotienten C/N molar aus rein chemischer Diageneseprozesse

resultieren konnen.

Verinderung der Aminosiureprofile

Bei den archiologischen Proben kommt es hdufig zum Ausfall einzelner Aminosduren im
Aminosdureprofil (vgl. IV: 1.3.3). Die Analyse der Ausfallraten zeigt, dass zum einen
Aminosauren, die in geringen Mengen im Kollagen vorkommen hiufig nicht mehr detektiert
werden koénnen, zum anderen auch kohlenstoffreiche Aminosdure beglnstigt auszufallen
scheinen. Dies ist auf den bevorzugten Abbau von kohlenstoffreichen Aminosiuren als

Energiequelle von Mikroorganismen (Balzer et al. 1998, Grupe et al. 2000) zuriickzufihren.

Dieser selektive Prozess fithrt zu einer Abnahme der C/N-Verhaltnisse: Der Kohlenstoffanteil
nimmt durch den Abbau der kohlenstoffreichen Aminosiuren in Relation zum Stickstoffanteil
ab, da die abgebauten kohlenstoffreichen Aminosiutren héhere C/N-Verhiltnisse besitzen (vgl.
auch Balzer et al. 1998).
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Er erklirt aber nicht die hiufiger beobachteten erthohten C/N-Verhiltnisse (s. 0.).

Die untersuchten archdologischen Proben wurden aufgrund ihrer Aminosiureprofile in drei

Gruppen (guter/schlechter Kollagenerhaltungsgrad, sowie Typ H) eingeteilt.

AusschlieBlich Proben mit guten Kollagenerhaltungsgraden ergaben die Fundplitze Gurcitepe,
Panker, Trier (mit einer Ausnahme) und Flensburg. So sind Proben mit gutem Kollagenerhalt
sowohl in Fundkomplexen mit langer Liegzeit als auch im jiingsten Fundkomplex vorhanden.
Dies zeigt, wie wenig Einfluss der zeitliche und wie viel Einfluss der Liegemilieu-Aspekt hat (vgl.
auch V: 1.3.1).

Die meisten Proben der Fundkomplexe Nevali Cori und Etting (zwei Ausnahmen) sowie der
Eiderschidel zeigen einen schlechten Kollagenerhaltungsgrad.

Dabei unterscheiden sich die Proben der beiden Fundkomplexe Nevali Cori und Etting in der
Art der Abweichung der Proben von den Aminosiureprofilen. Die Proben aus Nevali Cori
zeigen selektiven Verlust von bestimmten Aminosiuren und dadurch die Erhéhung anderer
Aminosduren z.B. von Glycin, Prolin, Alanin oder Arginin.

Hingegen findet man bei den Proben des Fundkomplexes Etting eine relative Abnahme fast aller
Aminosduren inklusive Glycin, mit einer hierdurch bedingten Erhohung der normalerweise
quantitativ geringeren Aminosduren (wie Arginin oder OH-Prolin). Die Mehrzahl dieser Proben
zeigt eine durch den relativen Glycinverlust erklirbare Erhohung des C/N-Verhiltnisses. Die
Proben des Fundplatzes Nevali Cori hingegen zeigen nur bei einer Probe erhohte Werte.

Das Hemmingstedter Material zeigt ein in dem untersuchten archiologischen Material
einzigartiges Aminosaureprofil (Typ H), welches durch die hohen Hydroxyprolinwerte mit leicht
erniedrigten Glycinwerten auffillt. Weiterhin fallen die Proben durch den im Vergleich zu dem
tbrigen archiologischem Material hohen Kollagenanteil auf (s. o)) Das Aminosidureprofil
entspricht dem der Probe TE I 2 des Temperaturexperimentes I.

Alle Proben mit diesem Profil zeigen leicht eth6hte C/N-Werte (Hydroxyprolin hat ein héheres
C/N-Verhiltnis als Glycin). Die Probe TE I 2 =zeigt allerdings trotz verindertem
Aminosaureprofil keine Abweichung der Isotopenverhiltnisse.

Auch FElster et al. (1991) sowie Grupe & Turban-Just (1998) beschreiben dieses
Aminosaureprofil. Elster et al. (1991) sehen die Reduzierung von Glycin mit verbundener
Erhéhung des Hydroxyprolinanteils als Folgen der Aufarbeitung des Materials. So soll es durch
ein ubertriebenes Eindampfen der Proben zu einem Verlust von Glycin gekommen sein, da dies
flichtiger als Hydroxyprolin und Asparagin ist. Ein Verlust von Glycin aufgrund seiner héheren
Fluchtigkeit ist auch in der vorliegenden Arbeit aufgrund des Aufarbeitungsprotokolls nicht
auszuschlieBen. Allerdings leuchtet nicht ein, warum dies vor allem bei Proben bestimmter
Fundkomplexe wie allen Proben des Fundortes Hemmingstedt (vgl. auch Grupe & Turban-Just
1998) vorkommen sollte. Als Ursache dieses Phinomens ist vielmehr eine Kombination aus
besonderem Kollagenstatus (z.B. vermehrte Cross-links durch Autohumifizierung oder
Huminstoffe) und Aufarbeitungsartefakt denkbar.
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Asparaginsiurerazemisierungsgrad

Das archiologische Material zeigt beztigliches des Grades der Asparaginsiaurerazemisierung auch
innerhalb eines Fundplatzes (siche IV: 1.3.4) grof3e Variabilitit, die auf den starken Einfluss von
mikroklimatischen Umweltfaktoren (vor allem Wasserverhiltnisse, s. u.) hinweist.

Es kann allerdings trotz dieser hohen Variabilitit in einem Fundkomplex ein Zusammenhang
zwischen Liegezeit und Razemisierungsgrad gezeigt werden: Der Razemisierungsgrad der Proben
nimmt mit zunehmender Liegezeit der Proben zu. Der Korrelationkoeffizient ist zwar
hochsignifikant aber relativ gering (-3,92), so dass nur von einer schwachen Beziehung

auszugehen ist, die von anderen Faktoren iiberlagert wird.

Wie unter I: 2.2.2 angedeutet, hingt der ARG stark vom Degradationsstatus des Kollagens ab.
Dies druckt sich in der gefundenen Kortelation zwischen D/L-Asp-Quotient und Kollagengehalt
(nach Saure- und nach Gelatineextraktion, vgl. IV: 1.3.5) aus.

In nichtdenaturiertem Kollagen ist eine Razemisierung von Aminosduren innerhalb der
Tripelhelixstruktur nicht moglich. Kollagen enthilt allerdings auch nichthelikale Bereiche
(Telopeptitregionen), die eine Razemisierung erlauben. Im Laufe der Degradation des Kollagens
wird seine Tripelhelix zerstort und die D-Formen koénnen sich an den entstehenden
Fragmentenden bilden. Folglich hingt der Grad der Asparaginsidurerazemisierung nicht nur vom
Degradationszustand des Kollagens ab, sondern auch vom Verlust der hierbei auftretenden
Peptidfragmente (vgl. auch Collins 1999). Dementsprechend ist die Korrelation mit dem
Kollagengehalt nach Sdureextraktion enger, da hier auch Proteinfragmente extrahiert werden, die

keine kollagene Struktur mehr aufweisen.

Die hohe Variabilitit des Razemisierungsgrades in einem Fundplatz wird sicherlich auch durch
die, die Kollagendegradation beeinflussenden Faktoren bestimmt. Es kann angenommen werden,
dass vor allem biogene Umweltfaktoren, wie der Grad des Befalls durch Mikroorganismen
entscheidend sind, da einige Mikroorganismen Kollagen spalten und so Peptidfragmente mit
hoéheren ARG produzieren.

Zwei Knochen mit identischem Zustand der Kollagendegradation konnen folglich
unterschiedliche D/L-Quotienten aufweisen. Knochen, bei dem z.B. aufgrund von flieBendem
Wasser an seinem Lagerungsort Peptidfragmente austreten, hitte niedrigere D/L-Quotienten als
Knochen der aufgrund anderer Umweltbedingungen weniger Kollagenfragmente verloren hat.
Eine auffillig groBe Spannweite der D/L-Quotienten zeigt der Fundkomplex Nevalt Coti, in dem
besonders hohe Razemisierungsgrade auftreten. Als Ursache fir diese Beobachtung sind zum
einen die unterschiedlichen Liegezeiten der Proben, sowie ihre Lagerung in unterschiedlichen
Schichten, als auch verschiedene Ausgangsstadien (z.B. vorheriges Kochen) denkbar. Dieser
Aspekt wird unter V: 2.3 eingehender diskutiert.

Die Proben des Temperaturexperimentes I zeigen, im Gegensatz zu dem archidologischen
Knochenmaterial, einen sehr engen Bezug zur Inkubationszeit (Korrelationskoetfizient von 0,95).
Fast eben so eng ist die Beziehung zum Kollagengehalt (Korrelationskoeffizient von - 0,729), was
wiederum die starke Abhingigkeit des D/L-Quotienten von der Kollagenfragmentierung und
dem Austritt von Peptidsticken zeigt: Das Kollagen denaturiert im Laufe des
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Temperaturexperimentes und wird durch nichtenzymatische Hydrolyse fragmentiert. So werden
Peptidfragmente freigegeben, die aus dem Knochen austreten koénnen. Da  stabile
Umweltbedingungen herrschen, sind diese Prozesse hauptsichlich eine Funktion der Zeit, so dass

der beobachtete enge Zusammenhang zwischen Razemisierungsgrad und Inkubationszeit auftritt.

Es ldsst sich festhalten, dass mehrere Faktoren fir die Ausprigung des Asparaginsiure-

razemisierungsgrades verantwortlich sind:

o Unterschiedliche Ausgangsstadien (verursacht durch Individualdaten oder Knochengrofle).
So wird z.B. bei ilteren Individuen eine héhere Anzahl von Cross-links gebildet, welche die
Degradation des Kollagens verlangsamen (vgl. auch Dobberstein 2005).

o Temperaturgeschichte des Knochens, sowohl wihrend der Liegezeit im Boden
(Umgebungstemperatur), als auch durch biostratonomische Prozesse (z.B. Erhitzen des
Knochens vor der Bestattung zur Nahrungsaufbereitung) und Temperaturereignissen nach
der Bergung (z.B. Lagerungsbedingungen, Kollagenextraktionsprotokoll).

o Mikroklimatische Faktoren wie 2z.B. die Wasserverhaltnisse, Mikroorganismen und
Temperatur. Der pH-Wert spielt eine geringere Rolle, so haben Bada & Shou (1980) gezeigt,
dass die Razemisierungsrate in Knochenfragmenten nicht von dem pH-Wert abhingt, da die
mineralische Matrix des Knochens als Puffer das System stabilisieren kann.

o Liegzeit, welche durch oben genannte Faktoren stark Gberlagert wird.

Zusammenhinge von Kollagenmerkmalen

Statistisch signifikante Zusammenhinge konnen in der vorliegenden Untersuchung zwischen den
Kollagenmerkmalen Kollagengehalt, C%, N% sowie ARG festgestellt werden (vergleiche die
Besprechung der einzelnen Merkmale). Isoliert hingegen steht der C/N molar-Quotient, bei dem

sich kein statistischer Zusammenhang zu einem der anderen Merkmale herstellen lasst.

Die Kollagenqualitit zeigt einzig einen Zusammenhang mit dem Razemisierungsgrad (vgl.
Abb. IV.54), wobei keine Aussage tiber die Stirke der Assoziation gemacht werden kann. Bei
Proben mit einem D/L-Asp-Quotienten iiber 0,05 kann kein guter Kollagenerhaltungsgrad
festgestellt werden.

Die Art dieses Zusammenhanges (ursichlich bzw. scheinbar) ist schwierig zu beurteilen. Ein
ursichlicher Zusammenhang wite theoretisch denkbat. Der D/L-Asp-Quotient hingt neben der
Kollagendegradation davon ab, ob die durch Kollagendegradation entstandenen Fragmente im
Knochen verbleiben (s. 0.). Beide Faktoren beeinflussen auch das Aminosaureprofil. Werden z.B.
die degradierten Fragmente aus dem Knochen herausgesptlt, wodurch nur intaktes Kollagen
vorhanden bleibt, sollten sowohl niedrige Asparaginsidurerazemisierungsgrade, wie auch ein

unverindertes Aminosaureprofil beobachtet werden konnen.

In der Literatur werden oft Zusammenhinge zwischen Kollagenquantitit und -qualitit sowie den
Merkmalen C%, N% und C/N molar thematisiert (z.B. Ambrose 1990, De Niro 1985,
Schoeninger et al. 1989).

Die hier gefundenen Ergebnisse weichen in einigen Punkten von denen vorhergehender Studien

ab. So kann zwar die Korrelation oben genannter Merkmale auch in dieser Untersuchung
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bestitigt werden, allerdings findet sich kein abrupter Abfall der C- und N-Konzentrationen unter
2Gew% des Kollagens wie von Ambrose (1990) dargestellt. Ebenso wenig zeigt sich in der
vorliegenden Untersuchung die in der Arbeit von Ambrose postulierte Konstanz der C- und N-

Konzentrationen tiber 5%.

Im Gegensatz zu Studien von Ambrose (1990, 1993) kann kein statistischer Zusammenhang
zwischen prozentualem Kollagengehalt und Kollagenqualitit festgestellt werden. Nach diesen
Studien sollen Proben, die Kollagengehalte unter 5Gew% zeigen kein qualitativ gutes Kollagen
enthalten. In der vorliegenden Untersuchung konnte jedoch bei 14 Proben mit Kollagengehalten

unter 5Gew% ein guter Kollagenerhalt beobachtet werden.

Diese Diskrepanzen erkliren sich durch die Verwendung verschiedener Indikatoren zur
Beurteilung der Kollagenqualitit. Wihrend in der vorliegenden Untersuchung Aminosaureprofile
als Indikatoren fiir den Kollagenerhalt dienen, klassifiziert Ambrose (1990) gut und schlecht
erhaltenes Kollagen nach der Ausprigung des C/N molar-Quotienten.

In der vorliegenden Untersuchung wird jedoch gezeigt, dass kein statistischer Zusammenhang
zwischen der Kollagenqualitit (festgestellt anhand des Aminosiuteprofils) und dem C/N-molat-
Quotienten festgestellt werden kann.

Proben mit unverindertem Aminosiureprofil zeigen Werte aullerhalb des von DeNiro (1985)
postulierten Bereiches. Auch bei den Proben des Temperaturexperimentes I ldsst sich kein
direkter Zusammenhang zwischen den Merkmalen feststellen, so besitzen auch hier Proben mit

C/N-Quotienten, die nicht zwischen 2,9 und 3,6 liegen, unverinderte Aminosaureprofile.

Dass die in dieser Arbeit beobachtete Kombination von guter Kollagenqualitit (festgestellt
mittels Aminosdureprofil) und von rezenten Werten abweichenden C/N-Verhiltnissen, eine
Folge der eingesetzten Analysemethoden ist, kann nicht ausgeschlossen werden. Nach van
Klinken (1999) sind 20 bis 50Gew% des Kollagens aufgrund diagenetischer Verinderungen wie
Cross-link-Bildung in archidologischen Proben nicht hydrolisierbar und somit nicht in der
Aminosaureanalyse sichtbar, in der folglich nur der intakte Part des Kollagens gezeigt wird.
Dementsprechend ergeben sich gute Aminosaureprofile in der Analyse, wihrend in der
Gesamtprobe verinderte Aminosidureprofile vorherrschen, die den C/N-Quotienten verindern.
Weiterhin kénnen auch Kontaminationen, die eine Verinderung des C/N-Quotienten, wie auch
der stabilen Isotopendaten bedingen, nicht immer im Aminosdureprofil sichtbar sein.

Allerdings dndert dies nichts an der Unbrauchbarkeit des C/N-molar-Quotienten fiir die
Beurteilung der Kollagenqualitit, da so schlechter Kollagenerhalt in Kombination mit rezenten
C/N-molar — Verhiltnissen nicht erklirt werden kann (vgl. Losch et al. im Druck).

Nach oben ausgefithrter Abhingigkeit des C/N-Quotienten von mehreren Faktoren ist es
theoretisch denkbar, dass qualitativ schlecht erhaltene Proben C/N-Quotienten im rezenten
Bereich besitzen. So kann der Quotient durch den vermehrten Abbau kohlenstoffreicher
Aminosauren sinken, wahrend gleichzeitig organisches Fremdmaterial die Anhebung des
Quotienten verursacht, so dass ein C/N-molar-Wert resultiert, der nach DeNiro (1985) in einem

Bereich liegt, der fiir unverindertes Kollagen spricht.
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Weiterhin gibt van Klinken (1999) an, dass nur bei starker Degradation und bei Proben unter

5Gew% eine Anderung der Aminosiureprofile zu sehen wire. Die Ergebnisse dieser Studie
widersprechen dieser Angabe (vgl. Abb. IV.52).

Diagenese von Kollagen

Die Stichproben des archiologischen und experimentell degradierten Materials unterscheiden
sich hinsichtlich der intrastrukturellen Beziehungen der erhobenen Merkmale. Es finden sich
Merkmale mit hohen Korrelationskoeffizienten (vgl. IV: 1.3.5) bei den Proben des
Temperaturexperiments I, die beim archidologischen Material keine Beziehung bzw. nur einen
sehr geringen Korrelationskoeffizienten zeigen. Dies weist darauf hin, dass zwischen den
Merkmalen der Proben des Temperaturexperimentes I keine primir kausalen Beziehungen
zwischen den Merkmalen vorliegen, sondern von der Inkubationszeit bzw. Liegezeit induzierte,
also sekundire Korrelationen.

Deutlich wird dies bei der Korrelation zwischen dem C/N molar- und dem D/L-Asp-
Quotienten. So ist bei den archiologischen Knochenproben keine Korrelation dieser beiden
Merkmale festzustellen, wihrend bei den Proben des Temperaturexperimentes I eine
hochsignifikante Beziehung auszumachen ist (Korrelationskoeffizient von 0,8). Die chemischen
Diageneseprozesse wie Hydrolyse des Kollagens und Austreten von Peptidfragmenten wirken
sich Experiment mit zunehmender Zeit im gleichen Ausmal3 auf beide Merkmale aus (s. o.).
Unter nichtexperimentellen Bedingungen hingegen gibt es Faktoren, die die beiden Merkmale in

unterschiedliche Richtungen beeinflussen.

Die Abbildung V.2 gibt die postulierten Prozesse des Kollagenabbaus im Temperaturexperiment

wiedet.

SRR Kollagen

|

Denaturierung Austreten von Fragmenten/
und Aminosauren aus dem
Fragmentierung Knochen
+
bevorzugtes
Austreten von
Glycin Kollagengehalt

l sinkt

Veranderung des
Aminosaureprofils

N
C% und
N%
ink
D/L-Asp C/N molar sinken
steigt steigt

Abb. V.2: Beobachtetes Verhalten der Merkmale bei der experimentellen
Degradation mit zunehmender Inkubationszeit (graue Felder) und die hierzu
fithrenden Degradationsprozesse (weille Felder), man erkennt, dass nur einige

Merkmale in direktem Zusammenhang stehen
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Das Austreten von Fragmenten aus dem Knochen fithrt zu einer FErniedrigung des
Kollagenanteils (in Gew%). Durch selektives Austreten von Glycin wird das Aminosiureprofil
verindert, der C/N-Quotient steigt, wihtend der Kohlenstoffanteil stirker sinkt als der
Stickstoffanteil. Der Kollagengehalt weist also keinen direkten Zusammenhang mit dem
Aminosdureprofil, dem C/N-Quotienten und dem prozentualen Anteil von Stickstoff und
Kohlenstoff auf.

Wihrend Anderungen eben genannter Merkmale hauptsichlich von dem Austreten von
Fragmenten aus dem Knochen verursacht werden, wird der D/L-Asp-Qoutient zusitzlich von
der Denaturierung und der Fragmentierung der im Knochen verbleibenden Elemente geprigt.

Die Razemisierung weist keinen direkten Bezug zu den Merkmalen ,,Kollagengehalt®, ,,C und N-

> 3

Anteil”, ,,C/N-Quotient” und ,,Aminosiutreprofil* auf.

Das archiologische Knochenmaterial zeigt zum Teil andere Zusammenhinge der Merkmale. Die
Einbeziehung von Umweltfaktoren, vor allem von biogenen Abbaumechanismen (s. 0.) oder
Konservierungsstoffen (siche V: 1.4.2) verkompliziert das Bild. Eine Ubersicht iiber die Wirkung
ausgewihlter Umweltfaktoren auf verschiedene Kollagenmerkmale zeigt Abbildung V.3.

Biogener Abbau

Kollagen-
gehalt

Huminstoffe

Abb.V.3: Mogliche Einflussnahme verschiedener Umweltfaktoren auf ausgewihlte Merkmale
des Kollagens (Kreise), mit ,,+“wird eine Erh6hung des Merkmalswert angedeutet, wihrend
mit ,,—,, eine Erniedrigung angezeigt wird, Zeichen in Klammern stehen fir indirekte
Beeinflussung

Biogener Abbau fithrt zu einer Denaturierung und Fragmentierung des Kollagens und steigert
somit den D/L-Asp-Quotienten (Abb. V.3).
Weiterhin verindert bakterielle Degradation das Aminosdureprofil indem gezielt Aminosiuren

mit hohen Kohlenstoffanteilen abgebaut werden, was wiederum zu einer Erniedrigung des C/N-
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Quotienten fithrt. Mikrobieller Abbau wirkt sich also erniedrigend auf den C/N-Quotienten aus,
wihrend er den D/L-Asp-Quotienten steigern kann.

Verbleibende mikrobielle Abbaumasse kann aber ebenfalls den C/N-Quotienten stark erhohen.
Dieses exogene Material kann nicht immer durch die angewendeten Extraktionsverfahren
entfernt werden, insbesondere bei der Saureextraktion, die weniger Reinigungsschritte beinhaltet

besteht die Gefahr der verbleibenden Kontamination mit Biomasse.

Ein weiterer Faktor, der sich unterschiedlich auf die beiden Merkmale auswirkt, ist die
Annwesenheit von Huminstoffen (vgl. V: 1.4.2). So koénnten diese fiir das Verhindern von
Kollagendenaturierung und Fragmentierung verantwortlich sein. Der D/L-Asp-Quotient bliebe
dann unverandert, wihrend eine Kontamination mit diesen organischen Substanzen zu einer
Erhohung des C/N-Quotienten fiihren kénnte (s. 0.).

Durch Einfluss dieser Umweltfaktoren ist die bei den Proben des Temperaturexperiments
vorhandene, bei den archiologischen Proben dagegen fehlende Korrelation zwischen C/N-molar
und D/L-Asp zu erkliren. So fiihrt z.B. flieBendes Wasser zu einer Erniedrigung des D/L-Asp-
Quotienten bei gleichzeitiger Erniedrigung des Kollagengehaltes, da Peptidfragmente (mit
héherem D/L-Asp-Quotienten) aus dem Knochen gespiilt werden. Diese Konstellation steht im
Gegensatz zu dem bei dem Temperaturexperiment beobachteten Anstieg des D/L-Asp-
Quotienten bei sinkendem Kollagengehalt und bietet so eine Moglichkeit, die wesentlich
geringere Korrelation zwischen Kollagengehalt und D/L-Asp-Quotient beim archiologischem

Material zu erklaren.

1.1.4 DNA

Hinweise auf den Erhaltungsstatus der DNA geben die Merkmale ,,Amplifizierbarkeit” und
»Fragmentierungsgrad®. Die Signale in der Agarosegelelektrophorese dienen vor der PCR als
Test auf DNA-Erhalt und werden in Abschnitt V: 2.1 besprochen.

Es konnten 54% der Proben mittels Duplex- bzw. Triplex-PCR nicht amplifiziert werden, dies
kann folgende Ursachen haben: Die Probe enthilt keine amplifizierbaren DNA-Fragmente oder
die Amplifikation wird durch die Anwesenheit von Inhibitoren verhindert.

Fast alle Proben, bei denen eine Amplifikation nicht moglich war, zeigen Inhibitoren. Folglich ist
eine Unterscheidung zwischen diesen beiden Ursachen nicht mdéglich. Es macht allerdings auch
deutlich, wie grof3 der Einfluss von inhibierenden Substanzen auf den Erfolg der DNA-Analytik
1st.

Sowohl Amplifizierbarkeit der Proben wie auch Inhibitorenanwesenheit sind fundplatzabhingig,
wobei die Fundplitze mit der hochsten Liegezeit eher Inhibitoren aufwiesen als jiingere
Fundplitze.

Eine Ausnahme stellt der relativ junge (ca. 1300 Jahre) Fundkomplex Etting dar, dessen nicht
amplifizierbare Proben keine Inhibitoren zeigen. Dies wird auf die Tatsache zuriickgeftihrt, dass
hier Zahne verwendet wurden, die aufgrund ihrer geschtitzten Lage im Kiefer und ihrem hoheren

mineralischen Anteil weniger Stoffen ausgesetzt sind, die als Inhibitoren wirken kénnen.
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Die Schwierigkeiten, DNA jingerer Fundkomplexe zu amplifizieren, ist bekannt (vgl. I: 3.2.3)
und verweist auf eine schnelle Degradation des Grof3teils der DNA nach dem Tod des

Individuums.

Auf eine schnelle Fragmentierung der DNA weisen ebenfalls die FErgebnisse des
Temperaturexperimentes 1 hin. Erwartungsgemidl3 fragmentiert die DNA im Laufe des
Temperaturexperimentes Dies kann anhand der Abnahme der Intensitit der Banden in der
Agarosegelelektrophorese wie auch durch die Abnahme der Signalintensitit mit zunehmender
Dauer des Experimentes in der Duplex-PCR festgestellt werden.

Nach der Probe des dritten Inkubationstages ist die Konzentration der amplifizierbaren
Fragmente in der Losung so gering, dass es nicht immer gelingt, die erforderliche Menge
einzusetzen.

Die Proben des Temperaturexperimentes lassen sich ab dem dritten Inkubationstag nicht mehr
reproduzierbar amplifizieren, d.h. es gelingt nicht immer die erforderliche Menge DNA
einzusetzen um eine Amplifizierung zu erreichen. Ab dem achten Inkubationstag ist keine
Amplifizierung mehr moglich. Bei der Multiplex-PCR lassen sich reproduzierbare Signale des
kiirzesten Sytems (112bp) bis zum funften Inkubationstag erzeugen, dabei werden die
amplifizierbaren Systeme im Verlauf des Experimentes immer kiirzer. Es zeigt sich also ein rasch
verlaufender Degradationsprozell der DNA, wobei die stirkste Fragmentierung zwischen 12 und
24 Std. stattfindet (vgl. auch Harbeck et al. 2004).

Dementsprechend ist die DNA schon lange vor dem Kollagen vollstindig fragmentiert
(Extraktion von Kollagen bis zum 16. Inkubationstag moglich). Diese Ergebnisse stiitzen
ebenfalls die Hypothese die u. a. auch von Rolle et al. (2002) vertreten wird, dass der Hauptteil
der DNA schnell nach dem Tod fragmentiert (siche auch Bir et al. 1988) und schon bevor der
Knochen starke diagenetische Verinderungen zeigt zum gro3ten Teil abgebaut ist. Diese These
scheint aufgrund des Verlustes der Reparaturmechanismen nach dem Tod und der
Empfindlichkeit der DNA plausibel. Dass die Molekiile trotzdem Jahrhunderte tiberdauern
koénnen, scheint mit der Moglichkeit zusammenzuhingen, dass diese an das Hydroxylapatit
adsorbieren kénnen (siche V: 1.2.3).

Die Variabilitit der Amplifzierbarkeit innerhalb eines Fundplatzes weist auf den starken Einfluss
des Mikromilieus hin (vgl. I: 3.2.3). Wihrend einige Umweltfaktoren, die den DNA-Erhalt
beeinflussen identifiziert werden konnte (siche I: 3.2.3), ist der Einfluss von biogenem Abbau des
Knochens auf den DNA-Erhalt ungeklart.

Die Ergebnisse der Multiplex-PCR zeigen, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit der Amplifikation
eines Genortes mit zunehmender ProduktgroBe abnimmt, dieses Ergebnis entspricht den
Erwartungen (z.B. Hummel et al. 1999), da mit zunehmendem Fragmentierungsgrad der DNA
(vgl. I: 3.2.3) eine Amplifikation langer Sequenzabschnitte nicht mehr moglich ist.
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1.1.5 Mineralische Matrix

Einfliisse auf den prozentualen Apatitgehalt

Der anorganische Gewichtsanteil der Knochenprobe hingt vor allem von dem verbliebenen
organischen Anteil (je niedriger, desto hoher der prozentuale anorganische Gewichtsanteil) sowie
sekundar eingelagerten Ionen und Elementen (siche I: 3.2.4) und ihrer Entfernbarkeit durch das
Extraktionsprotokoll ab. Die Aufnahme zusitzlichen Materials fithrt zu einer Erhohung des
anorganischen Anteils.

Zu einer Erniedrigung des prozentualen anorganischen Gewichtsanteils kann es durch
Umlagerung des Hydroxylapatits in loslichere Formen kommen, die z.B. bei wechselnden
Wasserstinden aus dem Knochen geschwemmt werden konnen. So ist eine grofle
Variationsbreite innerhalb des Fundplatzes dhnlich wie beim Kollagenanteil (vgl. V: 1.1.3)
aufgrund des unterschiedlichen Mikroklimas nicht verwunderlich.

Es ist unmoglich bei jedem Einzelfall nachzuvollziehen welche Umstinde zu einer Erhéhung
oder Erniedrigung des anorganischen Anteils gefiihrt haben. Das archiologische Material zeigt
keine Korrelation des organischen mit dem anorganischen Anteil (vgl. IV: 2.1.3). Hieraus ldsst
sich schlieBen, dass bei der Mehrzahl der Proben der anorganische Anteil unabhingig von dem
organischen Anteil zu oder abgenommen hat, also Verinderungen der mineralischen Matrix oder

Einlagerungen externen Materials stattgefunden haben.

Ein hoherer, anorganischer Anteil als bei rezentem Material, wie es bei Proben der Fundplitze
Nevali Cori, Eider, Hemmingstedt und Flensburg der Fall ist, kann dementsprechend mehrere
Ursachen haben. Der verinderte Ca/P-Wert (s. u.) zeigt, dass im Fall von Nevali Coti und dem
Eiderschidel eine Erhohung des Gewichts nicht nur durch Absenkung des organischen Anteils
erfolgt, sonder anorganische Substitutionen z.B. durch calciumhaltiges Wasser (vgl. Piepenbrink
1989) eine Rolle spielen. Der Fundkomplex Hemmingstedt fillt durch hohe Eiseneintrige auf
(s. 0.), so dass auch hier mit einer geringen Erhchung des Gewichts des anorganischen Anteils
gerechnet werden konnte. Folglich zeigt auch die Probe mit dem hochsten Eisenanteil (H1) den
héchsten anorganischen Gewichtsanteil.

Bei den Fundplitzen Gebokli und Giirciitepe ist es zu Sekundarmineralisierungen des Knochens
gekommen (siche V: 1.1.1), wofiir ebenfalls der verinderte Ca/P-Wert spricht (s. u.), so dass
Umkristallisierungsprozesse  angenommen werden koénnen, zu denen zumindest eine
vortbergehende Loslichkeit des Minerals notwendig war. Das FlieBwasser, welches in Gilircttepe

belegt ist (vgl. II: 1.1) kann daher zu Abreicherung von anorganischer Substanz gefiihrt haben.

In den Proben des Temperaturexperimentes I, in denen es im Gegensatz zum archidologischen
Knochenmaterial zu keinen Austauschreaktionen, Fremdeinlagerungen oder Umbkristallisierungen
gekommen sein kann, wird der anorganische Anteil nur durch den Verlust des organischen
Anteils bestimmt und steigt dementsprechend mit der Inkubationszeit an, so dass sich eine

Korrelation dieser Komponenten nachweisen lasst.

225



A% Diskussion

Verinderung des Ca/P-Quotienten
Etwa 60% des archiologischen Knochenmaterials zeigen im Vergleich zu rezentem Material
abweichende Ca/P-Quotienten.

In den meisten Fillen lisst sich ein hoherer Wert beobachten, also eine Erhéhung des
Calciumanteils relativ zum Phosphatanteil.

In Calcitreichen Béden bzw. bei Kontakt des Knochens mit carbonathaltigem (Grund-)Wasser
kann es zur Einlagerung von Calciumcarbonat auf die Oberfliche und in die Poren des
Knochens (in Form von Calcit), zu Adsorption- oder Austauschreaktionen auf der Oberfliche
des Apatits (Krueger 1991) oder zur Inkooperation in das Kristallgitter (Le Giros 1981, Koch et
al. 1997) in Form von Calciumkarbonat kommen. Im letzten Fall ist eine vorhergehende Losung
und Rekristallisierung des Minerals erforderlich.

Die Ca/P-Werte wurden an Knochenquerschnitten ohne Extraktion des mineralischen Anteils
gemessen, so dass oberflichliche Substitutionen nicht entfernt wurden und alle drei
Méglichkeiten fiir eine ErhShung des Ca/P-Wertes in Frage kommen (siche z.B. White &
Hannus 1983).

Die Fundkomplexe Nevali Cori und Giirclitepe sowie der Eiderschidel zeigen besonders hohe
Ca/P-Quotienten. Knochen, die Calcit enthalten, weisen hiufig héhere Ca/P-Werte auf, als
wenn Calciumcarbonat adsorbiert oder inkooperiert wurde (Nielsen-Marsh & Hedges 2000b).
Folglich koénnten die hohen Messwerte von Nevali Cori und dem Fiderschidel auf
Calciteinlagerungen hinweisen, wihrend der leicht erhéhte Wert der Proben des Fundortes

Girciitepe auch Adsorption- oder Inkooperationsvorginge anzeigen kann.

Ebenfalls viele Proben des im Verhiltnis jungen Fundkomplexes Etting zeigen verinderte Ca/P-
Werte, wobei sowohl erhohte als auch erniedrigte Werte vorkommen.

Niedrige Werte des Ca/P-Verhiltnisses weisen auf einen diagenetischen Verlust von
Calciumcarbonat hin, welche eine Umordnung oder einen Verlust der mineralischen Phase
bedingt (bei einem Vetlust von Calciumphosphat wiirde der Ca/P-Quotient keine Verinderung
erfahren). Im Fall der Ettinger Proben passt diese Erklirung zu den beobachteten niedrigen
Mineralanteilen der Proben. Diese Proben sind weiterhin stark bakteriell zerstort, weshalb es
nahe liegt, Mikroorganismen als Ursache fiir die Lésung des Minerals anzunehmen (vgl. Boquete
et al. 1973).

Auch Proben des Flensburger und Trierer Fundkomplexes weisen z. T. erniedrigte Ca/P-Werte
auf, die mit erniedrigten Anteilen der mineralischen Matrix und bakteriellem Befall einhergehen

und auf die gleiche Ursache zurlickzufiihren sein durften.

Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Liegezeit der Proben und den Ca/P-Werten.
Erhohte Ca/P-Verhiltnisse kommen fast ausschlieSlich bei Proben mit relativ langer Liegezeit
(iber 3000 Jahren) vor, wihrend Proben jingeren Datums cher niedrigere Werte zeigen. Dies
lisst sich mit einer natiirlichen Selektion der Knochenproben durch den Diageneseprozess
erkliren: Ein niedriger Ca/P-Wert weist auf Verluste der mineralischen Phase und
Umordnungsreaktionen hin (s. 0.). Dies fithrt zu einem Auflésen der Knochensubstanz und
damit zu einem Vergehen des Knochens. Hohe Ca/P-Werte zeigen Sekundirmineralisierungen

an, die den Knochen ,stabilisieren®, so dass solche Knochen eine lingere Zeit Gberdauern
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konnen. Folglich besteht eine ethoéhte Wahtscheinlichkeit Knochen mit erhohten Ca/P-

Quotienten in Proben mit langerer Liegezeit anzutreffen.

Theortetisch kénnen archiologische Knochen, die dhnliche Ca/P-Werte wie rezente Knochen
aufweisen, ebenfalls Calciumcarbonateinlagerungen oder Umordnung bzw. Verlust der
mineralischen Phase durchgemacht haben. Durch die jeweils entgegen gesetzte Wirkung dieser
Prozesse auf den resultierenden Ca/P-Quotienten kann so ein ,rezenten Wert (ca. 2,3)
entstehen: Sollten z.B. zunichst Calciumadsorptionen stattgefunden haben und im Folgenden
geinderte Umweltbedingungen zu Umkristallisierung oder Verlust von Carbonat fihren wurde
die mineralische Matrix zwar verdndert vorliegen aber einen Ca/P-Quotienten im rezenten
Bereich zeigen.

Dementsprechend ist ein Ca/P —Quotient im rezenten Bereich zwar ein Anhaltspunkt, aber keine

Garantie fur eine unveranderte mineralische Matrix.

Es kann kein statistischer Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil der mineralischen
Matrix und der Ausprigung des Ca/P-Quotienten festgestellt werden (vgl. IV: 1.5.4). Allerdings
haben alle Proben mit sehr niedrigen prozentualen Anteilen der anorganischen Matrix (unter
40Gew%) Ca/P-Quotienten auBlethalb des rezenten Beteiches. Ebenfalls niedrige organische
Anteile dieser Proben weisen auf adsorbierte bzw. eingelagerte Elemente hin, die wihrend des
Extraktionsprotokolls entfernt werden konnten, wodurch sich ein verminderter prozentualer
Anteil im Vergleich zum Ausgangsgewicht ergibt (s. 0.). Die Feststellung des Ca/P-Quotienten
hingegen erfolgte ohne vorherige Aufarbeitung, so dass z.B. evt. Calciteinlagerungen bzw.
adsorptiv gebundene Flemente diesen beeinflussten. Dementsprechend ist keine Aussage von
dem in der votliegenden Untersuchung festgestelltem Ca/P-Quotienten auf das Matetial nach
dem angewendeten Aufreinigungsprotokoll moglich, da dieser nach Entfernung dieser

Substanzen sich auch im rezenten Bereich befinden konnte.

Haupt- und Spurenelementverteilung

Die untersuchten archidologischen Knochenproben =zeigen in mehr als der Hailfte der
untersuchten Elemente Konzentrationsquotienten, deren Werte auBerhalb der Referenzbereiche
liegen (vgl. Tab. IV.11).

Geringere Elementkonzentrationsquotienten als die Referenzwerte zeigen die leichten
chemischen Elemente Magnesium und Natrium bei allen archdologischen und experimentell
degradierten Proben (Temperaturexperiment II). Die Tendenz dieser Ionen, aufgrund ihrer
hohen Loslichkeit und der geringen Bindung an das Hydroxylapatit aus dem Knochen
auszutreten, ist in der Literatur belegt (Lambert et al. 1985, Pate et al. 1989, Michel et al. 1996
Reiche et al. 2003).

Elemente wie Si, Al, Sr und Mn, die in Bodenbestandteilen (z.B. Lehm, Sulfate, Carbonate,
Silikate) reichlich vorkommen, liegen, verglichen mit rezentem Knochenmaterial, in erhShter
Konzentration vor. Weniger hdufig tiberschreiten Zn, Cl, F, S, Ti und U den Referenzbereich,

also genau diejenigen Elemente, die auch nur in geringen Anteilen im Boden vorhanden sind (vgl.
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auch Linderholm & Lundberg 1994). Weiterhin spielen die Ionenradien der Elemente eine Rolle,

so ist z.B. das Ba-Ion zu grof3 um in hohen Mengen in den Knochen einwandern zu kénnen.

Auch im experimentell degradierten Material liegen die Al, Si und vor allem Zn-Konzentrationen
erhoht vor. Als Quelle fiir diese Elemente konnen Verunreinigungen wihrend der Vor- oder
Nachbehandlung (vgl. III: 1) des Materials oder des im Experiment verwendetem Wasser in
Frage kommen. Im letzten Fall wire es durch Diffusionsprozesse zu einer Adsorption an die

mineralische Matrix des Knochens gekommen.

Unterschiedliche Faktoren beeinflussen die Aufnahme bzw. Abgabe von Elementen in den
Knochen: Die Konzentration der Elemente im Grundwasser und Sediment, ihre Diffusionsraten,
die Temperatur, der pH-Wert, das Redoxpotential des Bodens und die Begribnisumgebung,
interne Faktoren, sowie biostratonomische Vorginge wie z.B. Digestion (Fernandez-Jalvo et al.
2002, Sandford & Weaver 2000, Williams et al. 1997). Folglich ist der resultierende
Konzentrationsquotient immer eine Mischung verschiedener Ursachen, die im FEinzelfall

aufgrund des unbestimmbaren Mikromilieus nicht zu rekonstruieren sind.

Auffillig ist sind die stark erh6hte Eisenwerte der Proben des Fundkomplexes Etting. Es wird ein
fir Eiseneinlagerung in Knochen typisches U-férmige Profile festgestellt, das auf Diffusion des
Minerals in das Knocheninnere hinweist (z.B. Quottropani et al. 1999). Eisen kann vom
Hydroxylapatit adsorbiert oder substituiert werden, sowie in Form von Eisenhydroxidkristallen
prizipitieren (z.B. Reiche et al. 2003). Da die Eisenionen die Hemmung der Fluoreszenz
verursachen (welche ebenfalls in einem typisch U-férmigen Profil auftritt) ist es im Fall der
untersuchten Proben wahrscheinlich, dass diese nicht adsorptiv gebunden sind sondern in den
Kiristall inkooperiert wurden, wo sie als Quencher wirken (siche V: 1.1.2). Allerdings ist nicht
auszuschlieBen, dass es auch zu einer Bindung an das Kollagen ist (Rosmus et al. 1968). Es ist
anzunehmen, dass die auffallend hohen Eisenkonzentrationen der Proben dieses Fundkomplexes
auf mit den Individuen bestattete Waffen und Ristungsreste zuriickzufithren sind, da es sich bei
diesem Fundkomplex um eine Massengrab mit in einer Schlacht gefallenen Individuen handelt
(siche II: 1.9).

Sowohl die Silicium- als auch die Aluminiumkonzentrationen korrelieren hochsignifikant mit dem
Ca/P-Quotienten. Obwohl ein direkter Zusammenhang nicht ausgeschlossen werden kann, ist es
wahrscheinlicher, dass diese Beziehung in der Liegezeit begriindet ist: Proben mit hohen
Liegezeiten haben mit hoherer Wahrscheinlichkeit verdnderte Ca/P-Quotienten und

Einlagerungen bzw. Inkooperationen der hdufigen Bodenelemente.
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1.2 Interstrukturelle Zusammenhinge

In diesem Abschnitt wird die Ursache der statistischen Korrelationen diskutiert und eine
prinzipielle Beziehung der Diageneseprozesse zwischen den verschiedenen Knochenebenen

hergestellt.

1.2.1 Zusammenhinge von histologischen mit biomolekularen und mineralischen
Merkmalen

Viele histologische Merkmale korrelieren in der vorliegenden Untersuchung mit Merkmalen des

Kollagens (siche IV: 2.1.1), die Ursachen dieser statistischen Zusammenhinge sollen im

Folgenden diskutiert werden.

Histologische Merkmale und Kollagenquantitit

Mit zunehmender Destruktion des mikrostrukturellen Erhaltungsgrades des Knochens kann ein
abnehmender Kollagengehalt festgestellt werden. Die Korrelation des histologischen
Erhaltungsgrads (festgestellt mittels OHI) mit der Kollagenquantitit (Korrelationskoeffizient von
0,5 (nach GE)) ist durch die Abhingigkeit der beiden Merkmale von dem Faktor mikrobieller
Abbau zu erkliren: Dieser fiihrt im histologischen Bild zur Zerstérung der Mikrostruktur und
tragt entscheidend zum Kollagenabbau bei (vgl. V: 1.1.3).

In der vorliegenden Untersuchung vorkommende Proben mit gutem strukturellem Erhalt und
geringer Kollagenausbeute zeigen allerdings, dass ebenfalls eine rein chemische Degradation des
Kollagens stattfindet. Chemische Degradation von organischem Material beeinflusst das
histologische Bild des Knochens nicht (vgl. Temperaturexperimente). Die Kombination von
gutem histologischen Erhalt und geringer Kollagenausbeute ist hauptsichlich bei Proben des
histologischen Merkmalstypen C anzutreffen (vgl. V: 1.2.4).

Das Merkmal ,,Doppelbrechung® ist im Gegensatz zu dem ,,OHI* von einer intakten Kollagen-
Mineral-Verbindung abhingig und reagiert folglich auch sensibel auf chemische
Kollagendegradation. Aus diesem Grund zeigt sich hier ein héherer Korrelationskoeffizient (0,66

nach GE) der auf den engeren Zusammenhang der beiden Merkmale hinweist.

Hedges et al. (1995) und Pfeiffer & Varney (2000) finden eine schwichere bzw. keine Korrelation
zwischen Kollagengehalt und Mikrostruktur. Die Autoren werten dies als Zeichen, dass
Mikroorganismen keine grofle Rolle im Kollagenabbau spielen. Der engere Zusammenhang
dieser Studie deutet allerdings darauf hin, dass der mikrobielle Abbau, zumindest bei einem
grof3en Teil des Materials, eine entscheidende Rolle fiir den Kollagengehalt spielt. Auch sind
mikrobieller und chemischer Abbau nicht von einander getrennt zu sehen, so ist denkbar, dass
Mikroorganismen durch die Zerstérung von Knochensubstanz chemische Abbauprozesse

fordern.
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Die Kortelationen der histologischen Merkmale mit dem C- und N-Gehalt, sowie dem D/L-Asp-
Quotienten ergeben sich aus dem erliuterten Zusammenhang zwischen Kollagehalt und
Mikrostruktur.

Neben den miteinander zusammenhingenden, histologischen =~ Merkmalen ,,OHI®,
,Doppelbrechung® und ,,bakterieller Befall“ (vgl. IV: 1.1.8) zeigt weiterhin nur das Merkmal
,Einschlisse in den Havers’schen Kanilen® eine Korrelation mit dem Kollagengehalt, wobei es

sich wie unter Punkt V: 1.1.1 beschrieben um einen Scheinzusammenhang handeln konnte.

Histologische Merkmale und Kollagenqualitit

Auch Histologie (Merkmal ,,OHI) und Kollagenqualitit (Merkmal ,,Aminosdureprofil®) zeigen
signifikante statistische Zusammenhinge (vgl. IV: 2.1.1).

Analog zu dem Zusammenhang zwischen Kollagenquantitit und Histologie, ist fur diese
Assoziation die gemeinsame Abhingigkeit der Merkmale von dem Faktor ,,Mikroorganismen-
befall“ verantwortlich, da Mikroorganismen sowohl das Aminosdureprofil verindern
(Zusammenfassung bei Grupe et al. 2000) wie auch die histologische Struktur zerstéren konnen
(vgl. V: 1.1.1). Eine Verinderung des Aminosdureprofils durch chemische Degradation bei
erhaltener Mikrostruktur kommt im archidologischen Material selten vor (in der untersuchten
Stichprobe findet sich nur eine Probe mit dieser Kombination). Dass dies prinzipiell méglich ist,
zeigen die Ergebnisse des Temperaturexperiments I, bei denen eine Verdinderung des

Aminosaureprofils nach rein chemischer Diagenese stattgefunden hat.

Histologische Merkmale und DNA-Amplifizierbarkeit

Die in der vorliegenden Arbeit festgestellte Assoziation zwischen Mikrostruktur (im speziellen
der Merkmale ,,OHI“ ,Doppelbrechung, ,bakterieller Befall* und des histologischen
Merkmalstypen) und DNA-Amplifizierbarkeit (sieche IV: 2.1.1) im archidologischen Material
entspricht den Resultaten vorhergehender Studien (z.B. Colson & Bailey 1997, Guarino et al.
20006, Haynes et al. 2002).

Der Erhaltungsgrad der histologischen Struktur beruht hauptsichlich auf der Unversehrtheit der
mineralischen Matrix. So kann auch bei fast vollstindigem Kollagenverlust die histologische
Struktur intakt sein (Beispiel histologischer Merkmalstyp C). Ein DNA-Molekil kann aufgrund
seines negativ geladenen Rickgrats an den Hydroxylapatit der mineralischen Matrix adsorbieren
(sieche I: 3.2.3 und V: 1.1.4). Ist die mineralische Matrix und somit auch das histologische Bild
intakt, ist die Wahrscheinlichkeit des Erhaltes der an den mineralischen Teil des Knochens
bindenden DNA-Molekiile erhoht, was sich in der beobachteten Korrelation auswirkt (zur
Diskussion der Mineral/ DNA-Beziehung siche IV: 1.2.3).
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1.2.2 Zusammenhinge biomolekularer Merkmale

Viele Studien tber die Zusammenhinge von Kollagen- und DNA-Erhalt (2.B. Poinar et al. 1996,
Poinar & Stankiewicz 1999, Bada et al. 1999) zielen darauf ab mittels Kollagenstatusbestimmung
den DNA-Gehalt voraussagen zu koénnen (sog. Screeningverfahren siche I: 4.1), wihrend relativ
wenig Uber die diagenetischen Abbauprozesse beider Molekiile sowie deren Zusammenhang
bekannt ist (siche auch Collins et al. 1999)

Kollagengehalt und DNA-Amplifizierbarkeit

In der vorliegenden Arbeit kann bei dem archidologischen Knochenmaterial keine Korrelation
zwischen Kollagengehalt, C% und N% sowie DNA-Amplifizierbarkeit festgestellt werden. Das
in vitro degradierte Material zeigt eine Abnahme des Kollagengehaltes bei gleichzeitig steigender
Fragmentierung der DNA. Ahnliche Beobachtungen machen auch Gétherstrém et al. (2002), bei
denen experimentell degradiertes Material eine Korrelation zwischen DNA- und Kollagengehalt
zeigt, wihrend das archidologische Material nur einen Trend in diese Richtung ohne statistische
Signifikanz aufweist. Andere Autoren hingegen finden eine Korrelation auch im archiologischen
Material (z.B. Colson & Bailey 1997).

Der gleichférmige Verlauf der DNA- und Kollagendegradation im Temperaturexperiment zeigt,
dass in diesem Fall Faktoren auf das Material gewirkt haben, die beide Biomolekiile in gleicher
Richtung beeinflussen: Inkubation in Wasser bei hohen Temperaturen steigern in beiden Fillen
die chemische Diageneserate.

Ein biologisch ursichlicher Zusammenhang ldsst sich von der Korrelation der Faktoren
Kollagengehalt und DNA-Amplifizierbarkeit im experimentell degradierten Material nicht
ableiten.

Im archiologischen Material konnte diese Korrelation nicht gefunden werden. Unter realen
Bedingungen wirken folglich Faktoren auf die Biomolekiile ein, die diese nicht in gleicher Weise
beeinflussen. So ist die Annahme von Goétherstrom et al. (2000), dass der Degradationsprozess
des Kollagens mit dem der DNA gleich zu setzen ist, da beides helicale Makromolekiile sind,
falsch: Die Kollagendegradation wird z.B. in massivem Ausmall von Mikroorganismen
beschleunigt, wihrend der Einfluss von Mikroorganismen auf den DNA-Erhalt ungeklirt ist
(siehe V: 1.1.5). Weiterhin ist von einer Bindung der DNA an das Hydroxylapatit auszugehen
(siche V: 1.2.3), mit weitgehend unbekannten Folgen fiir ihren Degradationsverlauf. Es ist zu
bedenken, dass die mineralische Matrix bestehen bleiben kann, auch wenn das Kollagen
vollstindig abgebaut ist (sieche V: 1.2.1) und die Geschwindigkeiten der Degradationsprozesse der
beiden Biomolekiile sich vollig unterscheiden (vgl. V: 1.1.4).

Kollagen soll jedoch die mineralische Matrix vor mikrobiellem Befall schiitzen (s. u.). Dies
konnte eine ursichliche Erklidrung fiir beobachtbare Korrelationen (z.B. Colson & Bailey 1990)
zwischen dem Kollagen und dem an das Mineral gebundene DNA-Molekil sein: Degradiert das
Kollagen und setzt somit die mineralische Matrix frei, kann diese ebenfalls
Verinderungsreaktionen unterworfen sein, die zu seiner Auflésung fihren koénnen.

Dementsprechend wire nur in Fillen, in denen das Mineral nach der Kollagendegradation einer

231



A% Diskussion

Umwelt ausgesetzt ist, welche zu seinem diagenetischen Abbau oder Umbau fihrt, eine
Korrelation zwischen Kollagen und DNA-Erhalt zu erwarten.

Ein allgemeingiltiger ursichlicher Zusammenhang der Degradationsproprozesse der
Biomolekile und damit generell gleicher Verlauf der Diagenese von DNA und Kollagen im

Knochen kann nicht angenommen werden.

Asparaginsiurerazemisierungsgrad und DNA-Amplifizierbarkeit

Ein Zusammenhang zwischen DNA-Amplifizierbarkeit und ARG wird z.B. von Poinar et al.
(1996) postuliert. In einer Studie von 28 Proben geben die Autoren aufgrund empirischer
Beobachtung einen D/L-Asp-Quotienten von 0,1 als Limit fiir einen authentischen DNA-Gehalt
an. Weiterhin wird ein Zusammenhang zwischen DNA-Erhalt und Asparginsiure-
razemisierungsgrad angenommen, da die Razemisierung durch die gleichen Faktoren beeinflusst
wird wie die Depurination von DNA, welche fiir die spontane Degradation von Nukleinsiauren
verantwortlich ist.

Diese Beziehung wird 1999 von Poinar & Stankiewicz mit der Feststellung relativiert, dass das
Wissen tUber den FEinfluss von Umweltbedingungen auf den Erhalt von Biomolekiilen
unvollstindig und auch ein selektiver Erhalt nur eines Molekils méglich ist. Folglich kénne so
nicht vom Erhaltungsgrad eines Molekiils generell auf ein anderes geschlossen werden.

Trotz diese Erkenntnis dient in vielen Studien der D/L-Asp-Quotient als Screeningmethode auf
DNA-Erhalt (z.B. Krings et al. 1997, 2000, Kumar et al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit wird eine signifikante Assoziation zwischen DNA-Amplifizierbarkeit
der Proben und D/L-Asp-Quotienten in der archiologischen Stichprobe festgestellt. Im
Temperaturexperiment zeigt die DNA mit steigendem Fragmentierungsgrad zunehmende
Asparaginsiurequotienten. Ahnlich wie fiir den Kollagengehalt diskutiert, lisst sich auch hier kein
ursichlicher Zusammenhang ableiten. Die Ausprigung des D/L-Asp-Quotienten hingt von einer
Vielzahl von Faktoren ab, wie z.B. der Struktur und Sequenz des Proteins, der Temperatur, der
Anwesenheit von Schwermetallionen (siche I: 2.2.2) und auch der DNA-Erhalt wird
entscheidend von Umweltfaktoren beeinflusst (siche Burger et al. 1999). Erhohte Temperatur
und die Anwesenheit von Wasser beschleunigen bei beiden Merkmalen den diagenetischen
Abbau. Je nachdem welche Faktoren auf den Knochen einwirken, koénnen zeigen sich
Assoziation der Merkmale im archdologischen Fundgut. Allerdings sind ebenfalls Faktoren
vorstellbar, die sich auf die Asparaginsiurerazemisierung und die DNA-Depurination in
unterschiedlichem Maf3e auswirken. So beeinflusst der biogene Abbau den ARG (Child et al.
1993), wihrend eine Auswirkung auf den DNA-Erhalt nicht bekannt ist. Umgekehrt sind DNA-
Molekile sehr anfillig fur UV-Strahlung (Lindahl 1993) wihrend Kollagenmolekiile resistenter

sind.

Die Asparaginsidurerazemisierung ist eine Funktion der Kollagendegradation, da in den intakten
Kollagenmolekiilen eine Razemisierung innerhalb der Tripelhelixstruktur unmoglich ist und
ausschlief3lich in nichthelicalen Bereichen (Telopeptidregionen) vorkommen kann. Im Laufe der
Degradation wird die Tripelhelix zerstort und an den Enden der entstehenden Fragmente kommt

es zur Bildung der D-Form von Asparagin. Der ARG hingt folglich vom Degradationszustand
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des Kollagens (Collins et al. 1999) und vom Verbleib des Kollagens im Knochenmaterial ab.
Inwieweit dies den Zusammenhang zwischen ARG und DNA-Erhalt beeinflusst, kann durch
eine Erweiterung des unter V: 1.1.3 gezeigten Beispieles dargestellt werden: Zwei Knochen mit
identischem Zustand der Kollagendegradation und damit gleichem Erhaltungszustand dieses
Biomolekils kénnen unterschiedliche D/L-Asp-Quotienten aufweisen. Ein Knochen, der z.B.
aufgrund von flieBendem Wasser an seinem Lagerungsort mehr Kollagen verloren hat, hitte die
niedrigeren D/L-Asp-Quotienten und wurde somit einen besseren Erhalt von DNA
versprechen, obwohl sein Degradationszustand dem Knochen aus dem die gebildeten

Peptidfragmente nicht ausgetreten sind entspricht (Collins 1999).

Die in dieser Arbeit gefundene Assoziation zwischen dem D/L-Asp-Quotienten und der

Amplifzierbarkeit der Proben ist daher nicht als kausale Beziehung zu interpretieren.

Wie Abbildung IV.79 zeigt, sind viele Proben mit sehr niedrigen D/L-Quotienten nicht
amplifizierbar. Dies mag zum einem an dem oben etrliutertem Fragmentverlust aus dem
Knochen liegen, zum anderen wird nicht der DNA-Erhalt an sich beurteilt, sondern die
Amplifizierbarkeit der Proben.

Diese ist wie unter V: 1.1.4 ausgefihrt nicht nur von der Quantitit und Qualitit der DNA
abhingig, sondern ebenfalls von der Anwesenheit von Inhibitoren, die eine Amplifikation trotz
DNA-Gehalt verhindern kénnen.

Zusammengefasst kann man feststellen, dass die beobachtbare Assoziation zwischen D/L-Asp-
Quotient und DNA-Gehalt nicht kausal, sondern in bestimmten Fundsituationen auf

gemeinsame Einflussfaktoren zurtickzufthren ist.

Kollagenqualitit und DNA-Amplifizierbarekeit

Der Kollagenerhaltungsgrad zeigt keine Korrelation mit der DNA-Amplifizierbarkeit, was auf
die unterschiedlichen Abbauwege der Biomolekiile zurtickzuftihren ist. Allerdings lasst sich eine
Assoziation zwischen Kollagenqualitit und Inhibitorenanwesenheit feststellen. Proben mit DNA-
Inhibitoren weisen signifikant 6fter gute Kollagenerhaltungsgrade auf, als Proben in denen sich
keine DNA-Inhibierung zeigt (vgl. Abb. IV.77).

Dies ldsst vermuten, dass diejenigen Substanzen im Knochen, die eine Inhibierung der
Amplifikation verursachen, auch fir einen guten Kollagenerhaltungsgrad verantwortlich sind.

So hemmen z.B. Huminstoffe bekanntermallen die DNA-Amplifikation (sieche I: 2.3.1), wihrend
sie den Kollagenerhalt, durch Hemmung der bakteriellen Aktivitit (siche V: 1.1.1) férdern.

Eine alternative Erklirung wire, dass bei gutem Kollagenerhalt das Kollagen selbst als DNA-
Inhibitor wirkt (Scholz et al. 1998). Dies ist allerdings in Anbetracht des Extraktionsverfahrens,
welches mittels einer Silicamatrix spezifisch DNA bindet, relativ unwahrscheinlich. Es ist nicht
bekannt, dass Kollagen mit DNA Komplexe bildet (wie z.B. die Huminstoffe) und so

mitextrahiert werden konnte.

233



A% Diskussion

1.2.3 Zusammenhinge biomolekularer Merkmale und mineralischer Matrix

Kollagen- und Mineralanteil

In dem archiologischen, wie auch in dem 7 witro degradierten Material ldsst sich keine
Korrelation zwischen dem Kollagenanteil in Gew% und dem Apatitanteil in Gew%o feststellen.
Dies ist auf den ersten Blick erstaunlich, theoretisch sollte der Kollagenanteil einer Probe mit
zunehmendem Apatitanteil abnehmen, da dies die Hauptkomponenten des Knochengefiiges sind
und bei abnehmendem Anteil des einen der jeweils andere steigen miisste.

Unter FEinbeziechung des Extraktionsverfahrens in die Betrachtung wird der fehlende
Zusammenhang erklirbar: Bei der GE wird nur intaktes Kollagen extrahiert, wihrend bei der SE
neben jeglichem Kollagen zusitzliche organische Bestandteile (vor allem NCPs und
Kollagenfragmente) im Extrakt vorgefunden werden (DeNiro & Weiner 1988). Bei der
Mineralextraktion werden nur primire, also in den Kristall eingebundene Bestandteile extrahiert
(V: 1.1.5), wihrend assoziierte oder eingelagerte anorganische Bestandteile verworfen werden.
Der Gewichtsanteil des Apatits berechnet sich aus dem Gesamtgewicht des Knochenmehls
abziiglich des organischen Anteils und den nicht in den Kiristall integrierten anorganischen
Bestandteilen. Der Gewichtsanteil des Kollagens setzt sich je nach Extraktionsmethode aus dem
Gesamtgewichtsanteil des Knochens abziiglich der anorganischen Anteile und den nichtintakten
Kollagenanteilen, sowie NCPs (GE) bzw. abziiglich einiger NCPs (SE) zusammen. Die Faktoren

»hichtintegrierte anorganische Anteile, , nichtintakte Kollagenanteile® bzw. NCPs variieren

> »
zwischen den verschiedenen Knochenproben, so dass die verbleibenden miteinander
verglichenen Gewichtsprozente des Minerals und Kollagens keine Assoziation miteinander

zeigen konnen.

In Temperaturexperiment I zeigt sich, im Gegensatz zum archiologischen Material, eine
Korrelation des Apatitanteils mit C% und N% sowie mit dem D/L-Asp-Quotienten. Der
Apatitanteil steigt mit zunehmender Dauer des Experimentes durch Verlust des organischen
Materials an, ebenso steigt der D/L-Asp-Quotient und sinkt der C% und N%-Wert pro
eingesetztem Kollagenextrakt. Hier kann trotz statistischer Korrelation kein kausaler
Zusammenhang angenommen werden. Die Korrelation entsteht durch gleichgerichtete

chemische Degradation der Molekiile durch die Inkubationsbedingungen.

Ca/P-Wert und Asparaginsiurerazemisierungsgrad

Bei dem archiologischen Knochenmaterial korreliert einzig der Ca/P-Wert als Merkmal des
Minerals mit dem ARG. Die Beziehung ist nicht sehr eng (Korrelationskoeffizient 0,4) und vor
allem bei extrem hohen Werten zu erkennen (vgl. IV: 2.1.3): So weisen Proben mit einem hohem
D/L-Asp-Wert (tber 0,08) stets einen Ca/P-Wert von tber 3,6 auf. Hohe Ca/P-Werte kommen
durch Calciteinlagerung oder Umlagerungsreaktionen des Knochenminerals zustande (siche V:
1.1.5), dies geschieht nur wenn der GroB3teil des Kollagen abgebaut wurde (z.B. Person et al.
1996). Verbleiben die Fragmente des degradierten Kollagens im Knochen, so zeigen diese hohe
D/L-Asp-Quotienten, wenn eine dementsprechend lange Liegezeit votliegt. Beide Merkmale sind

also durch einen kausalen Zusammenhang miteinander verbunden, der nur fiir den Fall von
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hohen Ca/P-Werten gilt. Ohne Umlagerungsreaktionen, also mit Ca/P-Quotienten unter 3,6
besteht kein Bezug der Amplifizierbarkeit zu dem ARG.

Mineral/Kollagen-Beziehung

Die Bezichung zwischen mineralischer und organischer Fraktion ist fundamental fir die
Knochenarchitektur und den Knochenerhalt. Kontrovers diskutiert wird die Frage, ob Kollagen
das Mineral vor diagenetischen Abbauprozessen schiitzt, oder umgekehrt Mineral das Kollagen.
Verschiedene Studien kommen zu unterschiedlichen Aussagen. Die Prisenz von organischen
Molekilen verlangsame die Rate der Minerallésung (z.B. Kleter et al. 1994), verhindere
Ionenaustauschreaktionen (Walsh et al. 1994) und Rekristallisierung (Person et al. 1996, siche
auch Schutkowski et al. 1999). Umgekehrt schiitze die mineralischen Phase das Kollagen vor
chemischer Degradation (Klont et al. 1991) und vollmineralisiertes Kollagen soll aufgrund der
geringen Porengrofle resistent gegeniiber mikrobiellen Angriffen (Gernay et al 2001, Nielsen-
Marsh et al. 2000) sein.

Die Frage nach den Zusammenhingen von mineralischer und organischer Phase ist entscheidend
fir die Klirung diagenetischer Prozesse. Sollte z.B. das Kollagen die mineralische Phase schiitzen
bedeutet dies, dass mikrobieller Abbau von Knochen nur stattfinden kann, wenn bestimmte
nichtbiologische Konditionen, die zur Dissolution des Minerals fihren, vorliegen (siche auch
Hedges 2002, V: 1.3.1). Hierzu sei bemerkt, dass viele Bakterien starke Sauren produzieren, die
den Hydroxylapatit auflésen konnen, um leichter an das Knochenprotein zu kommen (Grupe et
al. 1993). Weiterhin konnten Balzer et al. (1997) den bakteriellen Befall von Knochen ohne eine
vorherige Auflésung des Minerals experimentell nachstellen. Daher ist biogener Abbau

wahrscheinlich nicht auf eine vorherige Dissolution des Merkmals angewiesen.

Beziehung zwischen Mineral und DNA
Eine dhnliche Diskussion wie bei der Kollagen-Mineralbeziechung herrscht auch bei der
Beziehung von Mineral und DNA.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Zusammenhang von DNA-Amplifizierbarkeit und der
mineralischen Matrix (mit dem Ca/P-Quotienten) festgestellt werden (vgl. Abb. IV.81):
Nichtamplifizierbare Proben weisen hiufiger einen hohen Ca/P-Quotienten (iber 2,3) auf, als
amplifizierbare Proben. Aufgrund der Adsorptionsfihigkeit der DNA an das Hydroxylapatit
(Paget et al. 1992, Romanowski et al. 1991, Tuross 1993) ist hier ein ursichlicher Zusammenhang
zu vermuten.

Eine scheinbare Korrelation ist allerdings nicht auszuschlieBen, da beide Faktoren von der
Liegezeit beeinflusst werden (Vgl. IV: 1.4.2, 1.5.2).

Studien, die sich auf andere, als in dieser Untersuchung genutzte Merkmale der mineralischen
Matrix  beziehen, finden einen engen Zusammenhang zwischen DNA-Erhalt und
Kristallinititsindex der mineralischen Matrix (z.B. G6therstrom et al. 2002).
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Die Bindung soll auf die Adsorption der negativ geladenen Phosphat-Gruppen des DNA-
Molekiils an die Hydroxlgruppen des Hydroxlapatits (Kawasaki et al. 1985) basieren, vorstellbar
wire auch eine Bindung an das positiv geladene Calcium-Ion. Ob nun allerdings dabei das
Mineral die DNA vor Degradation schiitzt, indem es dem Molekil mehr Stabilitit verleiht
(Gotherstrom et al. 2002), oder umgekehrt das DNA-Molekiil das Mineral, da Biomolekiile mit
hoher Affinitit zu Hydroxylapatit die Dissulotion des Minerals inhibieren (Long et al. 1998), ist
ungeklirt. Fest steht, dass DNA-Molekiile an den Hydroxylapatit des Knochens adsorptiv binden
konnen (vgl. V: 1.2.3), wobei unbekannt ist unter welchen Umstidnden dies geschieht bzw. welche
Faktoren dies beeinflusst.

Guarino et al. (2002, 2006) weisen in archidologischen Material DNA-Molekile in den
Ostocytenlakunen nach, wo sie geschiitzt vor Autolyse und mikrobieller Aktivitit vorliegen.
Geigl (2002) und Geigl et al. (2004) vermuten ein Uberleben von DNA in einer unléslichen Form

durch eine verstirkte Bindung an die mineralische Matrix in sog. Molekularen Nischen.

Die Elementkonzentrationswerte zeigen keinen Bezug zur Amplifzierbarkeit der DNA.
Prinzipiell kann allerdings davon ausgegangen werden, dass es bei der Anreicherung von
radioaktiven Elementen, wie z.B. Uran, zu einer Zerstérung der genetischen Substanz durch

radioaktive Strahlung kommt.

1.2.4 Diagenesetypologie

Anhand der festgestellten Zusammenhinge (sethe IV: 2.1.1) sollen Merkmalstypen gebildet
werden, um ein zwar im Detail vereinfachtes, aber umfassenderes Bild von den
Zusammenhingen diagenetischer Abbauprinzipien zu erhalten. Wie bei jeder Typologie gilt auch
hier, dass diese Merkmalstypen ein statistisches Produkt sind, die nur allgemeine Muster

widerspiegeln, wihrend einzelne Proben von diesem Schema abweichen kénnen.

Alle Merkmale des Kollagens sowie die molekulargenetischen Merkmale des archiologischen
Materials zeigen den engsten Zusammenhang mit den histologischen Merkmalen (siche V: 1.2.1
bis 1.2.3), wihrend Korrelationen zwischen den genannten Merkmalen oft auf scheinbare

Zusammenhinge zurtickgefithrt werden konnten.

Insbesondere zu den postulierten histologischen Merkmalstypen konnte eine Beziehung gezeigt
werden, diese gibt Tabelle V.2 wieder. Merkmale, die aufgrund einer Korrelation mit den in
Tabelle V.2 aufgefiihrten Merkmalen ebenfalls eine Korrelation zu histologischen Faktoren
zeigen (siche V: 1.2.1 bis 1.2.3), werden nicht aufgefthrt. Ebenfalls nicht betrachtet werden
Merkmale, wie Mineralgehalt, C/N-Quotient und ARG, die trotz Assoziation eine starke
Variabilitit in ihrer Ausprigung auch innerhalb eines Merkmalstypen zeigen.
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Tab.V.2: Bezichung der Merkmale zu dem histologischen Merkmalstyp

Merkmal Beziehung zu histologischem Merkmalstyp
. . Art der
Signifikanz/Stichprobenumfang Beziehung Darstellung
Kollagengehalt p=0,005 (GE), p=0,000 (SE), .
(Kollagenquantitat) n=57, 56 Assoziation Abb. 1V.71
Kollagenerhaltungsgrad _ _ -
(Kollagenqualitit) p=0,025, n=44 Assoziation Abb. IV.72
DNA-Amplifizierbarkeit p=0,044, n=45 Assoziation Abb. IV.74
der Proben
Ca/P p=0,035, n=23 Assoziation Abb. IV.76
Assoziation mit
vereinfachtem
Fluoreszenz p=0,0000, n=57 Gesamtblauindex, Abb. V.82

Vorhandensein Abb. V.83
der lila
Fluoreszenz

Die gezeigten Zusammenhinge der Merkmale mit der histologischen Struktur und insbesondere
den histologischen Merkmalstypen erlaubt die Zusammenfassung von Erhaltungsgraden der
unterschiedlichen Knochenebenen zu Typen.

Diese zeigt Tabelle V.3. Wie beim histologischen Bild lassen sich drei Merkmalstypen
unterscheiden, die in Abgrenzung zu den rein histologischen Merkmalstypen mit rémischen

Nummern beziffert werden.

Tab.V.3: Zusammenfassung der histologischen Merkmalstypen (A,B,C) und den mit ihnen korrelierende
Merkmalen der organischen und mineralischen Matrix zu Diagenesemerkmalstypen

Histologischer/
Diagenese- A/l B/l c/
Merkmalstyp:

Kollagengehalt
(Kollagenquantitat)

gering (0 bis 8

hoch (ca. 3 bis 18 Gew%) Gew%)

gering (0 bis 9 Gew%)
(K}éﬂ;%enr;ir:ﬁgt) eher gut, Typ H eher schlecht eher gut
Amplifzierbarkeit /
Nichtamplifzierbarkeit
gleich wahrscheinlich

DNA- hohe Wahrscheinlichkeit fiir
Amplifizierbarkeit DNA-Amplifizierbarkeit

Proben eher nicht
amplifizierbar

selten im rezenten
Bereich, oft Uber 2,3 stets héher als 2,3
oder unter 2,1

hauptsachlich im rezenten

Ca/P Bereich

Typ I (30% des Materials) zeigt einen guten mikrostrukturellen Erhaltungsgrad mit vollstindig
erhaltener Doppelbrechung und wenig bakteriellem Befall. Die Kollagenausbeute und die Chance
der Amplifizierbarkeit von DNA sind hoch, die Ca/P-Werte der mineralischen Matrix befinden
sich hauptsichlich im rezenten Bereich.

Typ II (53% des Materials) zeigt einen schlechten histologischen Erhaltungsgrad mit reduzierter

oder nicht mehr vorhandener Doppelbrechung sowie stark ausgeprigtem bakteriellem Befall. Die
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Kollagenausbeute ist eher gering, die Kollagenqualitit eher schlecht. Die mineralische Matrix
zeigt meist einen verdnderten Ca/P-Quotienten.

Unter Einbeziehung der unter Punkt V: 1.1 gemachten Interpretationen ist davon auszugehen,
dass dieser Merkmalstyp die Folge von hauptsichlich biogenem Abbau ist. Dieser zerstort
sowohl das histologische Bild als auch die Doppelbrechungsphinomene (siche V: 1.1.1),
beeinflusst die DNA-Amplifizierbarkeit allerdings nicht stark (siche V: 1.1.4), kann aber die
mineralische Matrix verindern kann (Grupe et al. 1993), so dass abweichende Ca/P-Werte

entstehen.

Der diagenetische Merkmalstyp III (17%) zeichnet sich durch einen guten histologischen
Erhaltungszustand mit reduzierter oder ganzlich fehlender Doppelbrechung aus. Weiterhin ist oft
eine braune Verfirbung des gesamten Probenquerschnitts, sowie eine erhéhte Anzahl von
Mikrofissuren zu beobachten (siche IV: 1.1.8). Der Kollagengehalt ist eher gering, im
Unterschied zum Typ I ist das Aminosaureprofil hiufig unverindert. Der D/L-Asp-Quotient
zeigt bei vielen Proben stark erhéhte Werte (ber 0,07). Eine DNA-Amplifizierung ist oft nicht
mehr moglich, wobei der Ca/P-Quotient bei allen Proben héher als beim rezenten Material ist
(vgl. auch V: 1.2.3).

Eine Diskussion tber die Genese der drei beobachteten Diagenesemerkmalstypen unter

Einbeziehung interner und externer Finflussfaktoren sowie eine Abgleich mit existierenden
Modellen zum diagenetischen Abbau findet in Abschnitt V: 1.5 statt.
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1.3 Einflussfaktoren

Der diagenetische Prozess wird von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst (sieche I: 3.2.5).
Aufgrund der Komplexitit des Zusammenwirkens dieser Einflisse ist eine Bestimmung der
wirkenden Faktoren im Detail nicht immer moglich (vgl. V: 1.1). Es kann allerdings durch
Vergleich des archiologischen und 7z witro degradierten Materials sowie der Fundplitze
untereinander ein Trend hinsichtlich der Variabilitit und Stirke der beeinflussenden
Umweltfaktoren und der Liegezeit festgestellt werden (V: 1.3.1.).

Neben externen Einflussfaktoren kénnen auch interne Faktoren (I: 3.2.5) den Diageneseprozess
des Knochens beeinflussen. Viele dieser internen Faktoren wie z.B. Knochendichte oder
Vernetzungsgrad des Kollagens sind alters-, geschlechts- oder auch kérpergréBenabhingig (It 1),
bei einem vorliegenden Einfluss interner Faktoren sollten sich Beziechungen zu diesen
Individualdaten feststellen lassen (V: 1.3.2).

1.3.1 Externe Umweltfaktoren und Liegezeit

Alle untersuchten Merkmale des archiologischen Knochenmaterials wurden auf einen
Zusammenhang mit dem Fundkomplex und der Liegezeit getestet (siche Kapitel IV: 1). Die
Tabelle V.4 fasst die Ergebnisse zusammen. Man erkennt, dass bei der tberwiegenden Anzahl
der Merkmale ein Zusammenhang mit dem Fundort, allerdings nicht mit der Liegezeit besteht.
Hieraus lasst sich auf einen wesentlich stirkeren Einfluss des Umgebungsmilieus auf den
Erhaltungszustand des Knochens schlieSen, wihrend die Liegezeit nur eine untergeordnete Rolle
spielt. Nach 7z vitro Degradation zeigen die meisten Merkmale einen deutlichen Zusammenhang
mit der Inkubationszeit. Das Temperaturexperiment kann nur chemische Diagenese ohne
Einfluss externer Faktoren simulieren. Bei dem archdologischen Material wird dieser zeitliche
Einfluss durch biogene Abbauereignisse und unterschiedliche Umwelteinfliisse bis zur
Unkenntlichkeit tberlagert. Diese Erkenntnis stimmt mit Studien zum Diageneseverhalten
einzelner Knochenkomponenten (z.B. Burger et al. 1999, Denys et al. 1996, Hedges et al. 1995,
Merbs 1997) tiberein, die ebenfalls Umweltparametern eine gro3e Rolle zuschreiben.

Merkmale, die eine Korrelation mit der Liegezeit und dem Fundort zeigen, sind ,,Kollagengehalt*
(und  abhingig davon der D/L-Asp-Quotient), ,Inhibitorenanwesenheit”,  sowie
nFragmentierungsstatus der DNA“ und ,,Ca/P-Quotient”. Der Zusammenhang zwischen
Liegezeit und Ca/P-Quotient ist sekundir und ergibt sich aus einer natitlichen Selektion der
Knochen: Das Umformieren der mineralischen Matrix ist eine Vorrausetzung daftir, dass der
Knochen erhalten bleibt (vgl. V: 1.1.5, Grupe im Druck). Folglich weisen Knochen mit langer
Liegezeit zwangsliufig héhere Ca/P-Quotienten auf. Wie unter V: 1.2.3 beschrieben hingt der
DNA-Status mit der mineralischen Matrix zusammen, so dass sich hier ebenfalls ein Bezug zur
Liegezeit ableiten lésst.

Die Wahrscheinlichkeit einer Inhibitoreneinwanderung in den Knochen wie auch der
Kollagenverlust ist mit zunehmender Liegezeit grof3er. Bei diesen Merkmalen scheint der Faktor
Zeit eine groBlere Rolle zu spielen als bei anderen Merkmalen wie z.B. dem FErhalt der
Mikrostruktur (sieche V: 1.1.1). Eine Ausnahme dieser Beziehung zwischen Kollagengehalt und
Liegezeit sind Proben, bei denen Huminstoffe nachgewiesen werden konnen, diese Proben

zeigen ebenfalls hiufig aufgrund der Huminstoffe Inhibitionen in der PCR-Analyse. Proben bei
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denen histologisch Huminstoffe zu erkennen sind, weisen im Vergleich zu anderen Proben ihres

Fundplatzes relativ hohe Kollagengehalte auf (zum Einfluss von Huminstoffen, sowie

Autohuminifizierung des Kollagens siche V: 1.4.2)

Tab.V.4: Zusammenfassung der statistischen Zusammenhinge des Materials mit Fundkomplex bzw. Liegezeit

(siche Kapitel IV)
Temperatur-
Archéologisches Material experiment |
Zusammenhang Zusammenhang | Zusammenhang
Ebene Merkmal mit mit mit
Liegezeit Fundkomplex | Inkubationszeit
Oxford histologischer . .
nein ja
Index
Verteilung des
mikrostrukturellen nein ja
Erhalts
Doppelbrechung nein ja
. Index zur Abschatzung
Mikrostruktur der Anzahl der nein nein
Mikrofissuren
Index zur Abschatzung nein nein
des bakteriellen Befalls
EinschlUsse in den nein nein
Havers’schen Kanélen
braune Verférbung nein ia
unter Strukturerhalt J
Blauindex nein ja ja
Fluoreszenz Verteilungsmuster der nein a
hellblauen Fluoreszenz
Farbmuster nicht feststellbar ja nein
Gewichtsprozent ia ia i
organischer Anteil J J J
Kohlenstoff- . . .
: nein ja ja
gewichtsprozent
Stickstoffgewichts- erin ia stark
prozent gering J
Kollagen C/N-molar nicht feststellbar ja ja
Aminosauregehalt nein ja ja
Bio-__ Aminosaureprofil nein ja nein
molekdle
Asparaginsaure- . .
L gering ja stark
razemisierungsgrad
DNA-"Gehalt" (Signal
in der Agarosegel- nein ja ja
elektrophorese)
DNA Amplifizierbarkeit nicht feststellbar ja ja
Inhibitorenanwesenheit ja ja
Fragmentierungsgrad ja ja ja
Mineralgehalt in nein ia i
Gewichtsprozent J J
Mineral Ca/P ja ja
Elementkonzentration nicht feststellbar ja nein

240



A% Diskussion

Trotz der Korrelation der Merkmale mit dem Fundkomplex, kann man eine gro3e Variabilitit der
Merkmalsauspragung auch bei Knochen innerhalb eines Fundortes feststellen, die haufig ebenso
grof} ist wie diejenige zwischen den Fundorten (vgl. z.B. Abb. IV.21, Abb. IV.29 und Abb.
IV.64). Die Merkmalsausprigung der einzelnen Fundorte unterscheidet sich dementsprechend
nur in der Tendenz, wihrend im Einzelfall mikroklimatische Faktoren eine Rolle spielen, die im
Gegensatz zu den makroklimatischen Faktoren wie Temperatur, Niederschlagsmenge oder
Bodenzusammensetzung nur raumlich begrenzt Einfluss nehmen.

Dabei kann es sich um lokale Bildung von Luftriumen und Wasseransammlungen oder Haufung
von chemischen und biologischen Faktoren handeln (z.B. Nicholson 2001). Wie stark
mikroklimatische Faktoren den Diageneseprozess beeinflussen koénnen zeigen die hiufig
beobachtbaren variierenden Erhaltungszustinde der Knochen ein- und desselben Individuums
(z.B. Harbeck 2002).

Welche Umweltfaktoren bei der Diagenese des Knochens eine Rolle gespielt haben, ist im
Einzelfall schwer zu rekonstruieren (zur Auflistung einzelner Faktoren siehe I: 3.2.5). In der
vorliegenden Arbeit konnten vor allem Huminstoffe als bedeutende Umweltfaktoren identifiziert

werden.

Huminstoffe sind hochmolekulare organische Verbindungen, die durch chemische und/oder
mikrobielle Abbauprozesse wihrend der Humifizierung von abgestorbenen Pflanzen- und
Tiermaterial entstehen. Charakteristische Merkmale von Huminstoffen sind eine hohe
strukturelle Heterogenitit, die Fihigkeit, Metallionen zu komplexieren, und die Eigenschaft
Wechselwirkungen mit einer Reihe organischer Substanzen einzugehen (Schnitzer 1982).
Aufgrund der chemisch sehr heterogenen Zusammensetzung der Huminstoffe war es bisher
nicht méglich, die chemische Struktur einzelner Vertreter dieser Stoffklasse zu bestimmen.
Gemail} statistischer Berechungen befinden sich in einem kg einer Huminstoff-Probe nur zwei
identische Huminstoffmolekiile (Scheffer & Schachtschabel 2002).

Trotz der strukturellen Vielfalt weisen Huminstoffe einige charakteristische Bausteine und
funktionelle Gruppen auf: Alle Huminstoffe enthalten Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff,
Stickstoff und in sehr geringen Mengen Schwefel und Phosphor. Die Kohlenstoffatome kommen
in aromatischen Ringen und aliphatischen Ketten, Sauerstoffatome in Hydroxy-, Carboxyl-,
Carbonyl-, Ether- und Methoxygruppen vor. Die funktionellen Gruppen spiegeln die
Ausgangsstoffe der Huminstoffe wieder, bei denen es sich unter anderem um Phenole, Alkohole,
Carbonsduren, Kohlenhydrate und Lignine handelt. Stickstoffatome kommen in Aminogruppen
aus Aminen und Aminosduren und in Heterocyclen, z.B. Melanin, vor. Es kénnen sowohl
groflere Teile von Lignin, Polysacchariden und Proteinen als auch aromatische Carbonsiuren,
Zuckerbruchstiicke, sauerstoff- und stickstoffhaltige Heterocyclen und Aminosduren als

unzersetzte Bausteine in Huminstoffen enthalten sein (Stevenson 1994).

Anhand ihrer Loslichkeit in alkalischen und sauren Losungen werden Huminstoffe in drei
Fraktionen eingeteilt: Fulvosduren, die sowohl in alkalischen als auch in sauren Losungen 16slich
sind, Huminséuren, die aus alkalischen Extrakten durch starke Sduren gefillt werden kénnen und

Humine, die weder durch Laugen noch durch Siuren extrahierbar sind.
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Unter den organischen Bodeninhaltsstoffen spielen diese hochpolymeren Huminstoffe infolge
threr Menge eine herausragende Rolle.

Sie konnen in der vorliegenden Arbeit auf fast allen Untersuchungsebenen mit diagenetischen

Prozessen in Verbindung gebracht werden:

o Ursache fiir die braune Verfirbung im histologischen Bild (V: 1.1.1)

o Reduzierung des Knochenabbaus durch Mikroorganismen (V: 1.1.1)

o Verinderung der C%, N%, sowie des C/N-molar-Quotienten und den stabilen
Isotopenverhiltnissen (V: 1.1.3, V: 2.0)

o Natirliche Konservierung des Kollagens (V:1.4.2)

o PCR-Inhibitoren bei der aDNA-Analyse (V: 1.1.4)

Besondere Bedeutung haben sie als Inhibitoren der PCR-Reaktion (siche V: 2.2), bzw. als

natirlich Konservierungsstoffe (V: 1.4.2).

Umgebungsmilieu- und Liegezeitabhingigkeit der Diagenesetypen
Die Abb.V.4 zeigt die Verteilung der unter V: 1.2.5 aufgestellten Diagenesemerkmalstypen auf
die einzelnen in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fundplitze.

12 Merkmalstyp
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Abb.V.4: Verteilung der Diagenesemerkmalstypen auf die analysierten Fundplitze

Merkmalstyp I ist bei den jingeren Fundkomplexen (unter 2000 Jahren Liegezeit) stark vertreten.
Da er vermutlich aus dem biogenen Abbau von Knochen resultiert, betont diese Verteilung die

Abhingigkeit des Knochenerhaltes von mikrobiellen Angriffsméglichkeiten.

Merkmalstyp II, der relativ unverinderten Knochen darstellt, ist mit einer Ausnahme nur bei
Fundkomplexen bis zu 2000 Jahren Liegezeit vertreten.
Wihrend alle archdologischen Fundorte Proben unterschiedlicher Merkmalstypen zeigen,

entsprechen die Proben des Hemmingstedter Fundkomplexes ausschliefSlich dem Merkmalstyp
II.
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Diese Proben weisen sowohl Huminstoffeinlagerung als auch hohe Eisenkonzentrationen (siche
IV: 1.5.3) auf. Beide Faktoren koénnen den Angriff von Mikroorganismen verhindern (Grupe
2001, Schultz 2001, vgl. V:1.4.2) und sind wahrscheinlich fir den guten Erhaltungszustand der
Knochenkollagens verantwortlich.

Merkmalstyp III hingegen ist mit einer Ausnahme (s. u.) nur bei den alteren Fundplitzen (iber
2000 Jahre Liegezeit) zu beobachten. Hier sich zeigt das Zusammenspiel von Liegezeit und
Umgebungsmilieu  (natiitliche Selektion des Knochens): Knochen, die nicht von
Mikroorganismen befallen sind, aber Mineralverinderungen zeigen, werden haufiger in alteren
Fundkomplexen gefunden, da ausbleibender Abbau von Mikroorganismen, sowie
Umwandlungen des Knochenminerals in eine unldslichere Form die Vorrausetzung fir einen

langen Knochenerhalt und spitere Fossilisierung sind.

Zusammengefasst zeigt sich, dass das Makro- und vor allem Mikromilieu eine grof3e Rolle in den
Diageneseprozessen des Knochens spielt. Es wird ebenfalls deutlich, dass der entscheidende
Einfluss auf den Erhalt oder Abbau von Knochenmaterial der mikrobielle Befall ist.

»Apigliano Style“

Auffillig ist der Befund einer einzigen Typ III-Probe in Fundkomplexen mit Liegezeiten unter
2000 Jahren. Diese Probe stammt aus dem mittelalterlichen (ca. 1200 Jahre Liegezeit) Friedhof
Kelheim (Kh 1).

Auch Smith et al. (2002) beschreiben die tiberraschende Beobachtung dieses Diagenesetypen, den
sie als ,,fossilisiert” bzw. ,,Apiglano“ Style bezeichnen, in einem mittelalterlichen Griberfeld.
Erstaunlich an Proben, die diese Merkmalskombination aufweisen, ist vor allem der geringe
Kollagengehalt ohne sichtbare Anzeichen mikrobiellen Befalls, da theoretisch eine chemische
Degradation von Kollagen nicht in diesem kurzen Zeitriumen erfolgen kann (von Endt &
Ortner 1984, Smith et al. 2002). Smith et al. (2002) diskutieren als mégliche Ursachen fiir diesen
schnellen Kollagenverlust Hochtemperaturereignisse, Kalkeinlagerung oder Verwitterungs-
prozesse.

In Kelheim sind keine moglichen Kalkquellen bekannt, es gibt auch keine Hinweise auf
Hochtemperaturereignisse. Diese wiirden durch messbar erhohte Razemisierungsgrade auffallen
(siehe I: 2.2.2), da die Einwirkzeit eines solchen Ereignisses relativ lang gewesen sein muss: Erst
nach lingerer Hitzeeinwirkung kann ein fast vollstindiger Kollagenverlust erreicht werden, ohne
dass Verbrennungsspuren an den Knochen auftauchen. Das Temperaturexperiment zeigt
Kollagengehalte von unter 5% nach 42h (GE) bzw. 10 Tagen (SE) Inkubation, dabei ergab sich
eine Steigerung der D/L-Asp-Quotienten um 0,04 bzw. 0,09. Dieser ditfte im archiologischen
Material sichtbar sein.

Als weitere Moglichkeit fiir den schnellen Kollagenverlust werden Verwitterungsprozesse mit

extremen Nass- und Trockenzyklen des Knochens aufgefiihrt, welche zu Mikrofissuren und

Kristallinititszunahme fihren konnen, was wiederum zu Kollagenverlusten fihrt.
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Solche extremen Umweltprozesse konnten auch fir den Erhaltungsstatus der Kelheimer Probe
verantwortlich sein und im Gegensatz zu Hochtemperaturereignissen den verdnderten

mineralischen Status solcher Proben erklaren.

1.3.2 Interne Faktoren
Die erhobenen Merkmale wurden auf einen Zusammenhang mit den Individualdaten tberprift

(vgl. IV: 2.3), um festzustellen, ob interne Faktoren den diagenetischen Abbau beeinflussen (vgl.
I: 3.2.5).

Von allen histologischen Merkmalen zeigt einzig die Anzahl der Mikrofissuren einen
signifikanten Zusammenhang mit Alter und Geschlecht der Proben: Thre Anzahl ist bei Frauen
und dlteren Individuen erhéht.

Es ist bekannt, dass die Knochendichte mit dem Alter, vor allem bei Frauen nach der
Menopause, abnimmt; wobei Frauen durchschnittlich in allen Altersklassen eine geringere
Knochendichte aufweisen (Burger et al. 1994, May et al. 1994, Taaffe et al. 2001).

Die festgestellte Korrelation von Mikrofissuren und Individualdaten ldsst sich folglich
wahrscheinlich auf die alters- und geschlechtsbedingten Knochendichteunterschiede
zurickfihren: Die Knochendichte zeigt den Mineralgehalt des Knochens an, je weniger Mineral
eingelagert ist, desto poroser ist der Knochen, das Frakturrisiko ist erhoht (siehe auch
Crummings & Black 1995). Dies gilt ebenso fir diagenetische Verdnderungsprozesse. Bei einer
erhohten Briichigkeit des Knochens bedingt durch geringere Mineraldichte koénnen bei
Diageneseprozessen eher Risse in der Knochenstruktur auftreten.

Es ist unwahrscheinlich, dass die Mikrofissuren in Zusammenhang mit diagenetischen
Verinderungen der mineralischen Matrix stehen, da auch Proben des Temperaturexperimentes II
Mikrofissuren bei unverinderter mineralischer Matrix zeigen. Wahrscheinlicher ist, dass die
mineralische Matrix durch den Kollagenverlust geschwicht wird (sieche V: 1.2.3) und es zu Rissen
in der Knochenstruktur kommt, da in diesem Fall die Elastizitit des Knochens verloren geht.
Daftr spricht ebenfalls, dass nur bei Proben mit geringem Kollagengehalt (wie auch bei den
Proben des Temperaturexperimentes 1I) eine erh6hte Anzahl an Mikrofissuren vorkommt (vgl.
V: 1.1.1).

Da der Zusammenhang zwischen Mikrofissuren und Geschlecht sowohl in der archiologischen
Stichprobe als auch in der zufilligen Stichprobe des Temperaturexperimentes II nachzuweisen
ist, ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um eine reelle Beobachtung und nicht um ein
statistisches Produkt aufgrund der Ungleichheit der Geschlechterverteilung in den
Fundkomplexen handelt (siche IV: 2.3).

Wenn Mikrofissuren, wie von Pfretschner (2000) postuliert, einen entscheidenden Einfluss auf
den Fossilisierungsprozess haben (siche V: 1.1.1), sollten Knochen weiblicher und alterer
Individuen eine erhohte Wahrscheinlichkeit besitzen, lange Zeit zu Gberdauern, so dass sich ein
Uberschuss dieser Individuen im Fundgut zeigen miisste. Im Gegensatz dazu stehen Studien, die

eine geringere Erhaltungswahrscheinlichkeit von alteren Individuen zeigen (z.B. Merbs 1997).
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Weiterhin kotreliert das Geschlecht mit der Ausprigung der gelb/braunen Fluoreszenz. Dabei
handelt es sich wahrscheinlich um einen Scheinzusammenhang, da Proben mit gelb/brauner
Fluoreszenz oft Mikrofissuren aufweisen (siche V: 1.2.5), die wiederum mit dem Geschlecht in
Zusammenhang stehen. Gleiches gilt fur die Beobachtung, dass Proben weiblicher Individuen
ofter gute Kollagenerhaltungsgrade zeigen als minnliche, da auch dieser Faktor mit der Anzahl
von Mikrofissuren in Zusammenhang steht (V:1.2.5) und wie die gelb/braune Fluoreszenz dem
Merkmalstypen III zugeordnet wird. So scheint es, dass mehr weibliche Individuen die
Merkmalskombination des diagenetischen Merkmalstypen III zeigen. Da es sich bei der
untersuchten Stichprobe hinsichtlich der Geschlechterverteilung nicht um eine Zufallsstichprobe
handelt (vergleiche IV: 2.3) ist nicht zu entscheiden, ob hier ein kausaler Zusammenhang besteht
oder diese Zusammenhinge aus der nicht zufillig gewihlten Geschlechterverteilung in der
Stichprobe resultiert.

Gleiche Zweifel sind an der statistischen Signifikanz der Beobachtung, dass Proben weiblicher
Individuen hiufiger DNA-Inhibitoren aufweisen, angebracht. Theoretisch lieBe sich dies jedoch
mit der geringen Mineraldichte und der damit einhergehenden groBeren Oberfliche von

reaktivem Material, bzw. Eindringmdglichkeiten von Fremdmaterial erkliren.

1.4 Besondere biostratonomische Umstiande

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Materialkomplexe untersucht, die in ihrem
Ausgangsstatus durch Vorbehandlung von der urspriinglichen Knochenstruktur abweichen und
folglich gesondert besprochen werden sollen. Dabei handelt es sich zum einen um modernes
kremiertes Material und zum anderen um Proben des z vitro degradierten Materials des TE 1I,
welche im Vorfeld mit Formalin behandelt wurden (siche I: 5.1). Zusammen mit dieser iz vitro-
Fixierung von organischem Material, wird eine dhnliche Form der natiirlichen Konservation

besprochen (Huminstoffeinwirkung auf Kollagen).

1.41 Kremiertes Material

Das kremierte Material stammt von rezenten Leichenverbrennungen, bei denen Temperaturen
um 1000°C erreicht werden (siche III: 3.2). Dabei ist der Knochen zunichst von Weichgewebe
umgeben und wird im weiteren Verlauf des Verbrennungsprozesses direkt dem Feuer ausgesetzt.
Die so induzierten Temperaturmodifikationen sind groBtenteils bekannt (sieche I: 3.1.1), durch
Auswertung der vorhergehenden Analysen soll festgestellt werden, welchen Verinderungsstatus
das untersuchte Material hat.

Im histologischen Bild ist eine Schwarzfirbung des Querschnittes durch primiren Kohlenstoff
zu erkennen (siche Abb. IV.1). Dies zeigt, dass keine vollstindige Verbrennung der Knochen-
struktur im Knocheninneren stattgefunden hat (siche IV: 1.1, Shipman et al. 1984, vergleiche
Hummel et al. 1988). Der primire Kohlenstoff entsteht durch Oxidation des Kohlenstoffs aus
organischen Verbindungen zu elementaren Kohlenstoff. Dieser Prozess beginnt bei ca. 300°C,
oberhalb von 600°C wird der primire Kohlenstoff weiter zu CO, oxidiert, welches aus dem
Knochen austritt. Bei ca. 800 °C ist der Austritt von organischem Kohlenstoff aus dem Knochen
beendet (Herrmann et al. 1990).
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Der Befund von elementarem Kohlenstoff im Knochenquerschnitt bedeutet also, dass zumindest
stellenweise nur Temperaturen bis hochstens 600°C erreicht wurden. Bei einer Probe sind im
histologischen Bild auBlerdem endostal Strukturreste zu erkennen, die Doppelbrechungs-
phinomene zeigen. In diesen Regionen liegt dementsprechend organische Substanz vor, was

darauf hinweist, dass hier keine Temperaturen tiber 300°C geherrscht haben.

Eine idhnliches Muster der schwarzen Verfirbung im Knochenquerschnitt mit endostalen
Strukturresten beobachten auch Holden et al. (1995). Sie schlieBen daraus, dass die Einwirkzeit
des Feuers auf den Knochen zu kurz gewesen ist, als dass der Knochen hinsichtlich der
Temperatur ein Gleichgewicht mit der Umgebung herstellen konnte. Auch Hermann et al. (1990)
schreiben, dass primire Kohlenstoffverfirbungen darauf hinweisen, dass die Temperatur
grundsitzlich geeignet war, Knochen vollstindig verbrennen zu lassen, die Expositionsdauer aber
nicht hinreichend lang gewesen ist. Dies scheint bei den wuntersuchten kremierten
Knochenproben ebenso der Fall zu sein. Das Weichgewebe, welches die ersten 45min eines
Verbrennungsprozesses erhalten bleibt (MC Kinley & Bond 2001), schiitzt den Knochen und
verhindert, dass auf diesen in dieser Phase zu hohe Temperaturen einwirken: Wasser (ca. 63%
des menschlichen Korpers) wird ab einer Temperatur von 100°C zu Wasserdampf. Dieser
Prozess fingt die Verbrennungsenergie ab. Der Knochen kann dementsprechend erst nach
vollstindiger Verbrennung des Weichgewebes verinderungsrelevante Temperaturen erreichen.
Die verbleibende Zeit (ca. ein bis zwei Stunden) reicht offensichtlich nicht, um eine vollstindige
Verbrennung des gesamten Materials zu erreichen. Die Stirke der Weichteilbedeckung ist fiir den
unterschiedlichen Verbrennungsgrad verschiedener Knochen verantwortlich (MC Kinley & Bond
2001).

Holden et al. (1995) fanden in den schwarzen Bereichen kremierten Knochens mit
elektronenmikroskopischer Aufnahmen unverinderte Kollagenfibrillen. In der vorliegenden
Untersuchung ist es hingegen nicht gelungen, Kollagen zu extrahieren.

Allerdings ist aufgrund der mikrostrukturellen Befunde und der Tatsache, dass andere Studien
(z.B. Cattaneo et al. 1994, DeNiro et al. 1985) Protein in kremierten Material nachweisen kénnen
davon auszugehen, dass Kollagen prinzipiell im Material vorhanden ist. Uber den qualitativen

Status des Molekdls kann keine Aussage getroffen werden.

DNA kann aus den kremierten Proben extrahiert werden, sowohl Agarosegelelektrophorese, wie
auch Duplex-PCR und Multiplex-PCR  zeigen positive Signale. Der Abgleich der
Typisierungsergebnisse des kremierten Materials mit denen der jeweiligen Mundschleim-
hautproben (vor der Verbrennung entnommen) zeigt, dass es nicht gelungen ist, die originire
DNA zu amplifizieren, sondern Fremd-DNA typisiert wurde (siche auch v. Wurmb-Schwark et
al. 2005) Hierauf weist ebenfalls der Vergleich des Fragmentierungsmusters der kremierten
Proben mit den archiologischen und 7 vitro degradierten Knochenproben hin: Wihrend bei den
nicht kremierten Proben eine Abnahme der Amplifizierhdufigkeit mit der Linge des STR-

Fragments beobachtet wurde, kann dies beim kremierten Material nicht festgestellt werden.

Die Kontamination der Proben erfolgte wahrscheinlich im Krematorium, da im Labor eine

Behandlung der Proben unter Minimierung des Kontaminationsrisikos erfolgt (siehe I1I: 11) und
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die gefundenen DNA-Profile keinem der Mitarbeiter des Labors zugeordnet werden konnten. Im
Krematorium zeigen sich mehrere Kontaminationsmoglichkeiten: Mitarbeiter des Krematoriums
entfernen manuell die neben den Knochenresten vorhandenen anorganischen Bestandteile des
Sarges oder Korpers. Da hierbei ohne Handschuhe gearbeitet wird, ist eine Kontamination des
Materials durch den Hautkontakt moglich. Leider konnte diese These nicht durch eine
Uberpriifung der DNA-Profile der entsprechenden Mitarbeiter validisiert werden, da diese eine
Typisierung ihrer DNA ablehnten. Es besteht auBerdem die Moglichkeit der Kontamination der
Proben mit den Uberresten vorhergehender Verbrennungen (Kreuzkontamination), da weder
Auffangbecken noch Knochenmiihle (fir die Herstellung der Asche (siehe II: 2)) nach jedem
Arbeitsschritt gereinigt werden.

Dass eine Amplifikation der authentischen DNA nicht méglich war, bedeutet nicht zwingend,
dass keine amplifizierbaren DNA-Molekiile mehr vorhanden sind, sondern dass das Angebot von
Fremd-DNA iberwiegt und diese durch die PCR-Reaktion bevorzugt vervielfaltigt wurde.

Ochnikov et al. (1997, aus GroBkopf 2004) konnen mtDNA bei experimentell verbrannten
Knochen bis zu einer Temperatur von 450°C nachweisen. Dass diese Temperatur an einigen
Stellen des Knochens bei rezenten Kremierungen nicht erreicht wird, zeigen die Ergebnisse zur
Mikrostruktur des Knochens. Dementsprechend ist nicht auszuschlieSen, dass DNA-Molekiile

bei rezentem kremiertem Material noch vorhanden sind.

Das Masseverhiltnis von Ca zu P (Ca/P molar) liegt (mit einer Ausnahme) unter dem Wert von
rezenten Knochen, der Calciumanteil nimmt folglich in Relation zum Phosphat-Anteil ab. Grupe
& Hummel (1991) beobachten bei experimentell verbrannten Knochen eine anteilige Zunahme
des Ca wie auch des P, wobei der P-Anteil im Vergleich zum Ca wesentlich stirker zunahm. Dies
lieB3 sich in jener Studie schon bei Temperaturen unter 300°C beobachten und kénnte auch bei
dem votliegenden Material die Verschiebung des Ca/P-molar-Quotienten erkliren.

Eine Umstrukturierung des Mineralgefiiges beginnt erst ab ca. 800°C (vgl. I 3.1.1),
dementsprechend kommt diese als Erklirung fiir die beobachtete Ca/P-Anderung nicht in Frage.

Die Elementkonzentrationen von Mg, K, Fe, Zn, Si, Sr, Al, S und Na sind im Vergleich zu den
Referenzwerten erhoht. In der Literatur finden sich widersprichliche Angaben zum Verhalten
der Elemente beim Verbrennungsvorgang. So zeigen Grupe & Hummel (1991) zunehmende
Konzentrationen bei Sr, wihrend Zn und Mg wihrend des Verbrennungsvorganges sehr
diskontinuierliche Verldufe zeigen. Im Gegensatz dazu findet Runia (1987, aus Gro3kopf 2004)
signifikant geringere Konzentrationen im verbrannten als im unverbrannten Knochen, wihrend
Subira & Malgosa (1993) signifikant héhere Werte fir Mg finden

Das Verhalten der Elemente unter thermischem Einfluss ist bislang nicht ausreichend eruiert, um
die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Konzentrationszunahmen zu erkliren. Es wird
vermutet, dass die Erhohung einiger Elemente wie z.B. Eisen durch eine Reaktion des
Knochenminerals (z.B. Adsorption) mit den bei der Verbrennung des Sarges oxidierten
Elementen, erklirt werden kann. Der anteilige Anstieg der Elemente ist weiterhin sichetlich zum
Teil durch den verringerten organischen Anteil erklirbar, welcher eine Zunahme des

anorganischen Anteils nach sich zieht.
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Das kremierte Knochenmaterial zeigt eine violette Fluoreszenz, die einheitlich stark ausgepragt
ist. Der Fluoreszenz von Knochenmaterial liegt ein komplexes Wechselspiel zwischen
Fremdatomen (Aktivatoren und Quencher) und strukturellen Stérungen im Aufbau des
Kristallgitters in Kombination mit eigenfluoreszierenden Kollagenanteilen zugrunde (siche V:
1.1.2). Dementsprechend ist eine Ursachenbestimmung fiir diese spezielle, nur bei kremiertem
Material beobachtbare Fluoreszenzausprigung ohne weitere Informationen tber die detaillierten
Verbrennungsvorginge des Knochens vor allem hinsichtlich der Elementkonzentrationen nicht
moglich. Es kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei dieser Fluoreszenzfarbe um die
Farbgebung des Hydroxylapatits handelt, da dieses orange fluoresziert (siche V: 1.1.2). Weiterhin
ist davon auszugehen, dass der Anteil der Fluoreszenz des Kollagens reduziert ist (s. 0.) sowie die
Festkorperreaktion des Hydroxylapatits nicht fir die violette Fluoreszenz verantwortlich ist, da
die Temperaturen fir diesen Vorgang nicht erreicht wurden (s. 0.).

Experimentelle Verbrennungen von Knochen bei verschiedenen Temperaturen unter
gleichzeitiger Feststellung des Mineralstatus kénnten zur Klarung der Ursache der violetten

Fluoreszenz bei kremiertem Material beitragen.

Zusammengefasst lisst sich feststellen, dass aufgrund der unvollstindigen Verbrennung des
modernen kremierten Materials zumindest theoretisch Reste organischen Materials wie Kollagen
und anderen Biomolekiilen vorhanden sind.

Von diesem Material kénnen nur in begrenztem Umfang Schlussfolgerungen fir kremiertes
archiologisches Material abgeleitet werden.

Archiologischer Leichenbrand hat einen sehr variablen Verbrennungsgrad. In den meisten Fillen
handelt es sich um vollstindig verbrannten Knochen, der andere Eigenschaften aufweist, als die
hier fur das kremierte Material beschriebenen. In Ausnahmefillen zeigen sich Knochen mit
primiren Kohlenstoffverfirbungen (Herrmann et al. 1990), fir die das oben Ausgefithrte
zutreffen durfte Es ist allerdings zu bedenken, dass diese Knochen diagenetische Prozesse
durchlaufen haben. Uber den diagenetischen Abbau von Leichenbrand ist wenig bekannt, so
durften z.B. Mikroorganismen aufgrund des verminderten organischen Angebots eine weniger
grole Rolle spielen. Bei vollstindig verbrannten Knochen zeigen die entstandenen
Tricalciumphosphate eine geringere Loslichkeit als die Calciumphosphate des nativen Knochens
(Herrmann et al. 1990), so dass auch diagenetische Abbauprozesse des Minerals deutlich anders
ablaufen durften als bei unverbranntem Knochen. In dieser Hinsicht besteht vor allem im
Hinblick auf das steigende Interesse der Archdometrie (siche I: 3.1.1) an kremiertem Material
Forschungsbedarf (vgl. V: 2.3).

1.4.2 Formalinbehandeltes Material und Huminstoffkonservierung

Die formalinbehandelten Proben des Temperaturexperimentes 1I zeigen in den untersuchten
Merkmalen ein von den 7z vitro degradierten Proben des Temperaturexperimentes I abweichendes
Verhalten, woftir die Konservierung des organischen Materials durch Formalinfixierung
verantwortlich ist. Formalinbehandlung fithrt zu einer starken Vernetzung aller organischen
Gewebekomponenten (Ausbildung von Cross-links, Lehmann & Kreipe 2001).

Das Formalin bewirkt dementsprechend eine Vernetzung der Kollagenmolekiile, was zu einer
geringeren Loslichkeit des Proteins fithrt (Fox et al. 1985). Weiterhin ist vorstellbar, dass es durch
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Ausbildung von Cross-links zu einer festeren Verbindung auch mit anderen organischen
Bestandteilen kommt. Aullerdem kann von einer Verfestigung der Kollagen-Mineralbeziehung
ausgegangen werden: Wie unter I: 1.3 beschrieben, sind die Apatitkristalle auch in bzw. zwischen
den Kollagenfibrillen zu finden. Werden diese nun stirker vernetzt, sind auch die anorgansichen
Bestandteile stirker eingebunden.

Dies macht eine Extraktion von erhaltenem Kollagen problematisch, was sich in der
vorliegenden Untersuchung bei den Proben des Temperaturexperimentes II bemerkbar machte
(vgl. auch Schmidt-Schultz & Schultz 2004): Sie zeigen im Vergleich zum Temperaturexperiment
I schon vor der Inkubation sehr geringe extrahierbare Gewichtsanteile des Kollagens nach GE,
wihrend der Kollagengehalt nach SE auffallend hoch ist, so dass die Differenz im Kollagengehalt
nach diesen beiden Extraktionsmethoden wesentlich grof3er ausfillt.

In den formalinbehandelten Proben ist nur wenig unfragmentiertes und somit gelatinisierbares
Kollagen vorhanden, dies zeigt sich in der geringen Ausbeute nach Gelatineextraktion. Mittels
Saureextraktion konnen auch kleinere Kollagenfragmente und NCPs extrahiert werden, weiterhin
sorgt die lange Saurebehandlung fiir eine Hydrolyse des Minerals, womit wiederum Kollagen
freigesetzt wird. Folglich ist der Anteil nach Sdureextraktion bei formalinfixiertem Gewebe
wesentlich hoher. Es zeigt sich keine Abnahme des Kollagenanteils, weder nach Saure-, noch
nach Gelatineextraktion der Proben des Temperaturexperimentes II mit der Inkubationszeit.
Dabher ist ebenso wenig eine Verinderung des Anteils der anorganischen Matrix zu beobachten.
Aufgrund der Fixierung des Kollagens scheint nur eine geringe chemische Degradation wihrend

des Temperaturexperimentes stattzufinden.

Die D/L-Asp-Werte der Proben nehmen mit zunehmender Inkubationszeit zu, im Vergleich zu
den Proben des Temperaturexperiment I ist diese Zunahme allerdings wesentlich geringer: Die
Proben des Temperaturexperimentes II weisen in den verschiedenen Inkubationszeiten bis zu
dreimal so hohe Werte auf. Dies zeigt eine langsamer verlaufende chemische

Kollagendegradation, von der die Razemisierungsgrate abhingig ist (siche V: 1.1.3).

Dieser Befund, kombiniert mit der geringen Ausbeute nach Gelatineextraktion und der hohen
Ausbeute nach Sdureextraktion, lisst darauf schlielen, dass das Kollagen im Knochenmaterial
durch die Vernetzung einen besseren Erhaltungszustand aufweist. Durch die Extraktion werden
diese Verbindungen (z.B. auch zwischen Kollagen und NCPs oder Mineral) zerstort, es bilden
sich mehr Fragmente als urspringlich vorhanden. Es ist fast unmdoglich, intaktes Kollagen aus
formalinbehandelten Knochen zu extrahieren, wobei der Erhaltungszustand des Kollagens im
Knochen selbst besser sein diirfte (vergleiche auch Boskey et al. 1982, aber Shan-Rong et al.
1991).

Es konnte keine DNA aus Proben des Temperaturexperimentes II extrahiert werden, ebenso
wenig lieBen sich Inhibitoren feststellen. Formaldehyd bzw. Formalin fithrt zur Bildung von
DNA-Protein-Cross-links, wobei der Proteinanteil im rezenten Gewebe hauptsichlich von
Histonen gestellt wird (O’Connor & Fox 1989), wihrend in den degradierten Knochen auch
andere Proteine in Frage kommen. Als Konsequenz der Ausbildung dieser Cross-links sind die
Nukleinsduren ebenso wie das Kollagen (s. 0.), wenn sie isoliert werden kénnen, hoch-
fragmentiert (z.B. Lehmann & Kreipe 2000).
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Das histologische Bild bleibt im Verlauf des TE II strukturell unverindert erhalten, bakterieller
Befall und exogenes Material zeigt sich erwartungsgemil} bei keiner Probe. Strukturell ebenfalls
gut erhalten, aber in anderen Merkmalen von rezentem Material sowie weniger lang inkubierten
Proben abweichend, sind die beiden Proben mit der lingsten Inkubationszeit (TE II 23, TE II
25). Sie zeigen eine reduzierte Doppelbrechung im polarisiertem Licht und braune Verfirbungen
im Hellfeld (vgl. Abb. IV.13). Worauf diese dunkelbraunen Verfirbungen zurtickzufiihren sind,
kann nicht eindeutig geklart werden. Das gleichzeitige Auftreten der reduzierten Doppelbrechung
weist darauf hin, dass sie mit dem Verlust der Mineral-Kollagen-Verbindungen in
Zusammenhang stehen. Denkbar ist eine Braunfirbung des organischen Anteils durch die
Bildung von braunen Melanoiden. Diese kénnen 7 vitro durch Verbindungen von Proteinen und
Polysacchariden unter Hitzeinwirkung entstehen (Maillard-Reaktion, vgl. auch Collins et al.
1992).

Auffillig ist, dass bei allen Proben des Temperaturexperimentes II Mikrofissuren auftreten. Dies
hingt wahrscheinlich mit der Formalinfixierung zusammen, da ein Zusammenhang mit der
chemischen Hydrolyse des Kollagens ausgeschlossen werden kann (s. o.). Eine Folge der
Ausbildung von Cross-links ist, dass die Kollagenfibrillen enger gepackt werden (Boskey et al.
1982), dies kénnte zu Spannungen in der Kollagen-Mineral-Beziehung fihren, so dass es gehduft

zu Mikrofissuren kommt.

Die beobachteten Einschlisse in den Havers’schen Kanilen sind nicht auf exogenes Material
zurickzufthren, sondern es handelt sich um endogene Reste z. B. von Blutgefi3en, die auch
nach einer Inkubationszeit von 25 Tagen aufgrund der Formalinfixierung noch gut zu erkennen

sind.

Hinsichtlich ~ der  Fluoreszenzeigenschaften — unterscheiden  sich  die  Proben  des
Temperaturexperimentes II von den Proben des Temperaturexperimentes I. Wihrend bei letzten
eine Abnahme des Blauindex zugunsten einer lilafarbenen Farbausprigung zu verzeichnen ist,
tritt dies bei den Proben des Temperaturexperimentes II nicht auf. Auch bei den Proben mit
reduzierter Doppelbrechung ist keine Verinderung der Fluoreszenzeigenschaft zu beobachten.

Die beobachtete punktuelle lilafarbene Fluoreszenz der Proben ist auf organische Reste des
Knochens (s. o.: Fillung der Havers’schen Kanale) zuriickzufiihren. Weiterhin kann eine
Aufhellung der Fluoreszenz beobachtet werden, die keinen Zusammenhang mit der

Inkubationszeit zeigt und deren Ursache unbekannt ist.

Die mineralische Komposition des Knochens, bleibt hinsichtlich des Ca/P-Quotienten bei den
formalinfixierten Proben auch nach Inkubation unverindert (vergleiche auch Boskey et al. 1982).
Die, gemessen an den Vergleichswerten des rezenten Materials niedrigen Mg- und Na-
Konzentrationen zeigen allerdings, dass es zu Austritten dieser Ionen gekommen ist (vgl.
IV: 1.1.5).

Es konnen erhohte Si und Al-Werte festgestellt werden, die aber verglichen mit dem
archiologischen Material gering ausfallen und durch Verunreinigung des Inkubationswassers, der

Formalinlésung oder bei der Aufbereitung in das Knochenmaterial gelangt sein kénnte.
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Wie im Abschnitt I: 1.3.1 beschrieben, ist das archiologische Knochenmaterial wihrend seiner
Liegzeit im Boden Huminstoffen ausgesetzt, die hinsichtlich ihrer Vernetzungseigenschaften der
Wirkung von Formalin dhneln. Diese Stoffe werden haufig fir ausnehmend gute Erhaltungsgrade
insbesondere von Kollagen von Knochenmaterial verantwortlich gemacht (z.B. Denys 2002,
Nicholson 1998).

Ihre Wirkung auf die organischen Bestandteile im Knochen ist, vor allem auch aufgrund der
vielen unterschiedlichen Substanzen, die sich unter dem Begriff Huminstoffe (siche V: 1.3.1).
verbergen, nicht vollstindig geklirt. Es wird allerdings angenommen, dass sie mit den
Kollagenmolekiilen Cross-links eingehen, die das Molekiil zum einen vor chemischer Diagenese
bewahren und zum anderen Kollagenase-Aktivitit und somit mikrobiellen Angriff hemmen (vgl.
Nicholson 1998, vgl. V: 1.1.1). Diese Cross-links werden nicht nur zu Huminstoffen ausgebildet,
sondern auch zwischen Kollagenfibrillen, so dass sich ein dhnliches Bild wie bei der
Formalinfixierung ergibt (van Klinken & Hedges 1995).

Proben bei denen histologisch Huminstoffe zu erkennen sind, weisen im Vergleich zu anderen
Proben ihres Fundplatzes relativ. hohe Kollagengehalte auf. Im Gegensatz zu
formalinbehandelten Proben zeigt sich ein hoher Kollagengehalt sowohl nach Siure- als auch
Gelatineextraktion. Dieser Unterschied zwischen formalin- und natiitlich konservierten Proben
ist wahrscheinlich darauf zuriickzufithren, dass es bei der Cross-link-Ausbildung unter
Einbeziehung von Huminstoffen nicht um kovalente Bindungen handelt (wie nach
Formalinbehandlung), sondern um Wasserstoffbriickenbindungen, welche bei der Gelatinisierung
im Extraktionsverfahren gelost werden. Folglich kann intaktes Kollagen extrahiert werden (vgl.
van Klinken & Hedges 1995).

Neben der Aufnahme von Huminstoffen kann es zu einer Autohumifikation im Knochen
kommen, in der sich mittels Maillard-Reaktion Melanoide bilden (Collins 1992, s. 0.), wobei die
resultierenden Produkte und Vernetzungen dhnlich sind und ebenfalls konservierende Wirkung

zeigen.

Huminstoffe haben neben ihren konservierenden auch PCR-Enzym-inhibierende Eigenschafen,

die im Zusammenhang mit der spurenkundlichen Analyse unter V: 2.1.1 besprochen werden.
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1.5 Resultierendes Bild taphonomischer Prozesse

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen in Ubereinstimmung mit anderen Studien (vgl. I: 3.3) zwei
diagenetische Hauptwege: Den chemischen und den biogenen Abbauprozess, wobei der
chemische haufig mit Mineralisierungsprozessen verbunden ist.

Diese Abbauwege fithren gesteuert von Umweltfaktoren und Liegezeit zu drei unterschiedlichen

diagenetischen Erhaltungsgraden des Knochens (Diagenesetypen).

Wie unter Abschnitt V: 1.2.4 beschrieben, basieren die diagenetischen Merkmalstypen auf der
Beziehung der Merkmale der Knochenstruktur zu den histologischen Merkmalstypen. Folglich
entsprechen die diagenetischen Ablaufe, welche zur Ausbildung der verschiedenen histologischen
Merkmalstypen fithren, denjenigen Prozessen, welche die diagenetischen Merkmalstypen formen
(siche Abb.V.1).

Abbildung V.5 integriert den organischen und mineralischen Diagenesestatus in die fir die
Histologie beschriebenen Abbaumechanismen und beschreibt die hierzu fithrenden Prozesse.
Dabei soll es sich um ein grobes Schema des diagenetischen Abbaus handeln. Auch innerhalb der
Diagenesetypen findet sich eine weite Spannweite der Merkmalswerte, die vorwiegend auf
mikroklimatische Einfliisse zurtckgefihrt wird (siehe V: 1.3.1); zusitzlich kann der
Ausgangstatus des Knochen den diagenetischen Prozess beeinflussen (siche V: 1.3.1, I: 3.2.1).

Diese Variabilitit wird in diesem mehrere Prozesse umfassenden Modell nicht berticksichtigt.

Der zeitlich jingste diagenetische Erhaltungsgrad ist der Diagenesetyp 1. Die enge Verbindung
von Mineral und Kollagenmatrix verhindert grof3tenteils autolytische Prozesse, so dass diese
beiden Knochenstrukturen relativ intakt vorliegen. Stirkere Auswirkungen hat die Autolyse auf
die DNA-Molekiile, die den zelleigenen Exo- und Endonukleasen weitgehend schutzlos
ausgesetzt ist. Polglich findet man in Knochen, die dem diagenetischen Merkmalstyp I
entsprechen, iberwiegend fragmentierte DNA-Molekile. Die genaue Lokalisation der Molekiile
und der Zeitpunkt des Bindens an die mineralische Matrix ist jedoch ungeklart (vgl. V: 1.2.3).

Wie unter Abschnitt V: 1.4.2 aufgefiihrt, haben natiirliche konservierende Stoffe, wie z.B.
Huminsiuren grof3e Bedeutung fiir den Erhalt dieses Merkmalstypen.

Ein Hinweis auf die natiirliche Konservierung der Stoffe bieten die briaunlichen Verfirbungen im
histologischen Bild (sieche V: 1.1.1). Neben dem verlangsamten chemischen Abbau zeigen diese
Proben eine Resistenz gegen mikrobiellen Befall. Eine besondere Ausprigung des diagenetischen
Merkmalstyps I sind die Proben des Hemmingstedter Fundkomplex, die dhnlich wie zwei Proben

des Temperaturexperimentes I auffillige Aminosaureprofile zeigen (vgl. V: 1.3.1).
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Der Diagenesetyp I wird iberwiegend in Fundkomplexen mit einer Liegezeit bis zu 2000 Jahren
gefunden (sieche V: 1.3.1). Mit zunehmender Liegezeit wird der Erhalt dieses Diagenesetyps
immer unwahrscheinlicher. Unterbleibt mikrobieller Abbau, findet eine chemische Degradation
statt, die von Umgebungstemperatur und Wasseranwesenheit abhingig ist (siche V: 1.3.1). Diese
kann umweltabhingig zur vollstindigen Auflosung des Knochens oder zur Ausbildung des
Diagenesetyps III fihren. Dementsprechend finden sich in Fundkomplexen die tiber 2000 Jahre
alt sind, nur Knochen der Diagenesetypen I und II. Ein bakterieller Abbau fihrt ebenfalls zur
Auflésung des Knochens.

Folglich ist ein zentraler, fir den Knochenerhalt entscheidender Punkt, welcher der beiden
Abbaumechanismen stattfindet. Es nicht geklirt, warum einige Knochen von Mikroorganismen
befallen werden und andere nicht. Die bimodale Verteilung des histologischen Erhaltungsgrades
im archiologischen Fundgut zeigt, dass wenn einmal mit dem mikrobiellem Abbau begonnen

wurde, dieser schnell den gesamten Knochen durchdringt (siehe V: 1.1.1).

Da Mikroorganismen selbst in extremen Umweltbedingungen existieren kénnen (Grupe 2001) ist
es unwahrscheinlich, dass allein die Abwesenheit von Mikroorganismen fiir das Ausbleiben von
mikrobiellem Befall eines Knochens verantwortlich ist. Sicherlich reduzieren bestimmte
Umweltbedingungen wie sehr niedrige Temperaturen oder extrem trockene Umweltbedingungen
(Grupe 2001) die Anzahl der Mikroorganismen und damit die Wahrscheinlichkeit eines Befalls.
Allerdings werden nicht befallene und befallene Knochen an einem Fundplatz, sogar innerhalb
eines Individuums gefunden, so dass klimatische Faktoren nicht allein ausschlaggebend sein
konnen. Eine verbreitete Ansicht ist (vgl. I: 3.2.2, V: 1.2.3), dass die mineralische Matrix das
Kollagen vor einem Abbau durch die Kollagenasen der Bakterien schiitzt und dementsprechend
Umweltfaktoren, die den Erhaltungszustand der mineralischen Matrix beeinflussen tiber den
Abbauweg des Knochens entscheiden. Dieser Theorie widerspricht, dass auch Bakterien Saure
produzieren konnen und dementsprechend nicht auf die Zerstorung der mineralischen Matrix
durch Umweltfaktoren angewiesen sind (vgl. V: 1.2.3).

Weiterhin kénnen biostratonomische Prozesse (z. B vorheriges Kochen, (siche I: 3.1.2) und die
Todesart (Truemann & Martill 2001) eine Rolle spielen. Natiirliche Konservierungsstoffe wie
Huminstoffe oder Metalleinlagerung kénnen die Kollagen-Mineralverbindungen festigen und so
einen biogenen Abbau verhindern (sieche V: 1.5.1, V: 1.4.2).

Bei tberwiegend mikrobiellem Abbau des Diagenesetyp I formt sich der Diagenesetyp II,
Ubergiinge zwischen diesen Diagenesetypen werden, aufgrund des schnellen mikrobiellen
Abbaus kaum beobachtet.

Der mikrobielle Abbau des Knochens wirkt sich vor allem auf die Kollagenmolekiile aus, die als
Nahrungsquelle der Bakterien dienen. Es kommt zu einer Fragmentierung des Molekiils (Bildung
von Kollagenfragmenten sowie Aminosauren). Unter geeigneten Bedingungen (z.B. bei hoher
Grundwasseraktivitit (siche V:1.1.3)) konnen Kollagenfragmente aus dem Knochen austreten,
was den Kollagengehalt vermindert. Ebenso konnen exogene Komponenten, hauptsichlich
mikrobielles Protein, in den Knochen gelangen. Aus diesen Prozessen resultiert der Diagenesetyp
II, welchen stark fragmentiertes Kollagen kennzeichnet, das durch selektiven Abbau von

Aminosauren und Austritt von Fragmenten ein verindertes Aminosaureprofil zeigt.
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Die histologisch feststellbaren Anzeichen bakteriellen Befalls (tunneling) zeigen, dass die
mineralische Fraktion ebenfalls von Mikroorganismen angegriffen wird und eine Losung des
Knochenminerals auf ihre Aktivitit zurickzufthren werden kann (vgl. Gutierrez 2001,
Piepenbrink 1989). Bell et al. (1991) zeigen, dass sich Verinderungen der Kristallstruktur des
Apatits um die von Mikroorganismen verursachten Bohrkanile nachweisen lassen. Durch die
Anlosung der mineralischen Matrix kann es bei entsprechender Wasseraktivitit zu Verlust von
anorganischem Material kommen.

Das Ca/P-Verhiltnis weicht beim Diagenesetyp II sowohl nach unten als auch nach oben von
rezenten Werten ab (vgl. V: 1.2.4), was darauf hindeutet, dass verschiedene, die Ca/P-Raten
unterschiedlich beeinflussende Prozesse, involviert sind. Dazu geh6rt auch die Adsorption bzw.
Substitution von Fremdionen, sowie die Fillung der Bohrkanile mit anorganischem Material (vgl.
Bell et al. 1991).

Die Folgen mikrobiellen Befalls auf die DNA des Knochens sind weitgehend ungeklirt. Da
allerdings davon auszugehen ist, dass zumindest einige DNA-Molekile eine Bindung zur
mineralischen Matrix eingehen (vgl. V: 1.2.3), welche ebenfalls zu diesem Zeitpunkt
Strukturverinderungen unterworfen ist (s. o0.), ist wahrscheinlich, dass der mikrobielle Abbau die
Fragmentierung der DNA-Molekile verstirkt. Die Mikroorganismen selbst stellen hinsichtlich
der Amplifizierbarkeit von DNA einen Storfaktor dar, da zuviel mikrobielle DNA in Extrakten
die Amplifikation der Ziel-lDNA verhindert. In der vorliegenden Untersuchung konnte kein
Zusammenhang zwischen DNA-Amplifizierbarkeit und mikrobiellem Befall hergestellt werden.

Das Resultat des mikrobiellen Abbaus ist der totale Verfall des Knochens (vgl. V: 1.1.1). Da
mikrobieller Abbau, einmal begonnen, sehr schnell voranschreitet, ist es also unwahrscheinlich
den Diagenesetyp 1I in Knochen anzutreffen die aufgrund von Fossilisierung tausende von
Jahren tberdauert haben. Dies wird von Trueman & Martill (2001) bestatigt, die nur geringe
Anzeichen mikrobiellen Befalls in fossilisierten Knochen finden und ebenfalls das Ausbleibenden

von mikrobiellem Befall als Schlisselfaktor fiir den Knochenerhalt postulieren.

Der Diagenesetyp III ist das Ergebnis rein chemischer Abbaumechanismen und
Sekundirmineralisierungsprozessen. Das Temperaturexperiment I stellt hinsichtlich der
Biomolekile eine Analogie zu diesem Weg dar. Durch fortgesetzte Hydrolyse der
Kollagenmolekiile kommt es zur Bildung von Kollagenfragmenten und Aminosiuren, welche aus
dem Knochen austreten koénnen. Die Kollagenqualitit (Aminosaureprofil) bleibt weitgehend
erhalten, kann aber bei extremer Degradation des Molekiils im Ausnahmefall verindert vorliegen
(vergleiche Temperaturexperiment I, V: 1.1.3).

Aufgrund der fortgesetzten Hydrolyse der DNA-Molekiile liegen diese stark fragmentiert und in
Bindung an die mineralische Matrix vor (siche V: 1.1.4). Nur in Ausnahmefillen gelingt eine
Amplifikation, welche durch Inhibitoren erschwert wird (vgl. V: 1.3.1). Die mineralische Matrix
ist aufgrund von Rekristallisierungsprozessen sekundarmineralisiert, was sich durch die erhéhten
Ca/P-Quotienten ausdriickt (siche V: 1.1.5, V: 1.2.4).

Dieser Diagenestyp findet sich vorwiegend nach langer Liegezeit des Materials (iiber 2000 Jahre,
sieche V: 1.3.1). In FEinzelfillen koénnen auch Proben jungerer Fundplitze die
Merkmalskombination des Diagenesetyps III zeigen. Die Gegebenheiten, unter welchen die
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chemischen Umlagerungs/Abbauprozesse eine derartige Beschleunigung erfahren, werden
diskutiert (siche V: 1.3.1). Das histologische Bild des diagenetischen Merkmalstypen 111 ist haufig

durch Mikrofissuren gekennzeichnet, die wahrscheinlich aus der chemischen Diagenese des

Kollagens und der damit verbundenen gestérten Kollagen-Mineralbeziehung entstehen (siche V:

1.1.1); einmal entstanden fordern diese Mikrofissuren wahrscheinlich Sekundirmineralisierungs-

prozesse (vgl. V: 1.1.1).

Dieses Schema zu diagenetischen Prozessen unterscheidet sich in einigen Punkten von Modellen

anderer Autoren:

o

Collins et al. (2002) unterscheiden neben dem biogenen Abbau den chemischen Abbau von
organischer und mineralischer Phase (vgl. 1:3). Im vorliegenden Modell werden nur zwei
Diagenesemechanismen unterschieden, da ein starker Zusammenhang zwischen chemischer
Diagenese der mineralischen Matrix und den Biomolekilen besteht (sieche I: 1.3; V: 1.2.3).

Es wird, anders als bei Collins et al. (2002) und Nielsen-Marsh et al. (2000), nicht davon
ausgegangen, dass mikrobieller Befall nur nach Auflésung der mineralischen Matrix
stattfindet, sondern es wird vermutet, dass auch der mikrobielle Angriff (siche V:1.2.3) zur
Auflésung des Minerals beitragen kann.

Dem biogenen Abbau wird im Unterschied zu Hedges et al. (1995, 2002) und Pfeiffer &
Varney (2002), in Ubereinstimmung mit Grupe (im Druck) sowie Trueman & Martill (2001)
eine Schliisselrolle im Abbau des Kollagens und dem Knochenerhalt zugeschrieben.

Im Gegensatz zu Bada et al. (1999), sowie Rollo et al. (2002) wird der Asparaginsiure-
razemisierungsgrad nicht als aussagekriftig hinsichtlich des diagenetischen Status betrachtet
da er eine zu grofle Variabilitit innerhalb der postulierten Diagenesetypen zeigen (vgl. IV:
1.3.4, V: 1.1.1). Es kann allerdings festgestellt werden, dass ausschlieBlich Proben des
Diagenesetypen III Werte tiber 0,07 zeigen.

Aus den Ausfihrungen dieses Kapitels erkennt man ferner, dass viele Fragen hinsichtlich

entscheidender diagenetischer Prozesse sind noch offen sind (vgl. V: 3).
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1.6 Diageneseindikatoren

Wie in Abschnitt I: 3.3 beschrieben, werden Diageneseindikatoren verwendet, um Aufschluss
tber den Erhaltungsstatus des Knochens auf mehren Ebenen zu erhalten.

Da die untersuchten biomolekularen Merkmale den engsten Bezug zu dem histologischen
Erhaltungsgrad und der Ausprigung der Doppelbrechung zeigen, sind diese als Indikatoren
pradestiniert (vgl. V: 1.2.5).

Die histologische Untersuchung eignet sich folglich nicht nur zur Feststellung des mikrobiellen
Befalls (vgl. 1:3.3), in Kombination mit dem Merkmal Doppelbrechung kénnen vielmehr
histologische Erhaltungstypen aufgestellt werden (siche IV: 1.1.8). Diese wiederum koénnen
Aufschluss tGber den Status der Biomolekiile geben, da diese in enger Bezichung mit den
postulierten Diagenesetypen stehen (siche V: 1.2.5).

Die Tabelle V.3 zeigt z.B., dass bei der Feststellung eines guten histologischen Erhaltungsgrades
(OHI von 3 oder 4) in Kombination mit nichtreduzierter Doppelbrechung von einer hohen
Wahrscheinlichkeit der DNA-Amplifizierbarkeit ausgegangen werden kann.

Es ist ebenfalls ein Zusammenhang der Fluoreszenzausprigung des Knochenquerschnittes mit
der histologischen Struktur und so auch den Diagenesetypen gegeben (siche V: 1.2.5). Folglich
kann aus der Feststellung der Fluoreszenz eine Aussage zum Erhaltungszustand des Knochens
gemacht werden. Wie unter I: 2.1 postuliert, eignet sich also die Fluoreszenzausprigung des
Knochens als Diageneseindikator. Die Tabelle V.6 zeigt die Auspriagung der Fluoreszenz bei den

verschiedenen Diagenese-Merkmalstypen mit jeweils einem Beispiel.

Tab. V:6: Zuordnung der Ausprigung der Fluoreszenz des Knochenquerschnitts zu den
Diagenesemerkmalstypen mit jeweils einem Beispiel aus dem Untersuchungsgut

Diagenese-

Merkmalstyp: ! I i

stark ausgepragte
blaue Fluoreszenz,

lilafarbene Fluoreszenz - - . .
’ in Ausnahmefallen  nur sehr kleine Flachen

mit schwacher bis

mittelstark ausaepraater Reduktion der hellblauer Fluoreszenz,
Fluoreszenz geprag Fluoreszenz, nur  groBflachige gelb-braune
hellblauer Fluoreszenz, oft . . .
. kleine Anteile Fluoreszenz, z. T. mit
kleine Areale braun/gelber . : .
lilafarbener und lilafarbenen Anteilen

Fluoreszenz
gelbbrauner

Fluoreszenz

Dominierende UV- lila blau (hellblau bis
Fluoreszenzfarbung dunkelblau)

gelb/braun

Beispiel
(von links nach
rechts: T6, T4, NC
16)
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Im Vergleich zur histologischen Analyse ist diese Methode wesentlich einfacher (vgl. I11:1.2) und
kostengtinstiger. Aufgrund des ungeklirten Mechanismus der Fluoreszenzbildung, der zum Teil
schwierigen Farbzuordnung und der Gefahr der Loschung der Fluoreszenz durch

Quenchereinwanderung (siche V: 1.1.2) allerdings weniger prizise.
Um eine hohere Aussagekraft zu erzielen und vor allem die Erfolgsaussichten der in dieser

Untersuchung erarbeiteten Methode zu prizisieren ist eine Uberpriiffung der postulierten

Diageneseindikatoren anhand einer neuen Stichprobe notwendig.
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2 Diagenese und Spurenkunde

Spurenkundliche Verfahren an Knochenmaterial sind abhingig vom seinem Erhaltungszustand
(siche I: 4). Dementsprechend haben die unter V: 1 besprochenen Prozessen direkten Einfluss
auf die Methodik und den Aussagewert solcher Untersuchungen (V: 2.1 bis 2.3). Diagenetische
Prozesse konnen weiterhin selbst Ziel spurenkundlicher Analysen werden (z.B. Aminoséure-
razemisierungdatierung siche I: 2.2.2), so soll die Feststellung des Asparaginsaurerazemisierungs-
grades als Anzeiger fir Erhitzungsereignisse diskutiert werden (V: 2.4). Ebenfalls wird die
Eignung der untersuchten Merkmale als Screeningmoglichkeiten (V: 2.5) bzw. Kollagen-
qualitatskriterien (V: 2.6) geprift.

2.1  Gewinnung von Biomolekiilen

Vorrausetzung fiir spurenkundliche Analysen ist die Gewinnung von Biomolekiilen aus
Knochen. Dies wird hiufig durch die diagenetische Verinderung des Materials erschwert. So
kann bei diesem degradierten Material nicht auf Standardextraktionsprotokolle zuriickgegriffen
werden, sondern es muss eine Anpassung der Extraktionsverfahren an die vorliegenden

Verinderungen stattfinden.

2.1.1 DNA

Die in der vorliegenden Untersuchung angewandten Verfahren kénnen aufgrund der Ergebnisse
zur DNA-Amplifizierbarkeit und Reinheit auf thre Wirksamkeit beurteilt werden

Signale der Agarosegelelektrophorese: Uberpriifung der Eignung als Vortest

Die Betrachtung des DNA-Extraktes in der Agarosegelelektrophorese dient als Vortest fiir die
anschlieBende Amplifizierung (siche I: 5.1). Die Eignung dieses Verfahrens wird durch die
statistisch signifikante Assoziation zwischen der Signalgebung auf dem Agarosegel und der
Amplifizierbarkeit einer Probe bestitigt. So konnte bei 64% der Proben mit Signal in der
Agarosgelelektrophorese eine Amplifizierung erreicht werden, wihrend 88% der Proben, die

ohne Signal in der Agarosegelelektrophorese blieben, keine Amplifikate zeigen.

Der Fall, dass keine DNA-Amplifikation trotz Signal in der Agarosegelelektrophores gelingt kann
zwei Ursachen haben: Entweder verhindern Inhibitoren die Amplifikation oder bei der
festgestellten DNA handelt es sich nichthumane mikrobielle DNA (siche I: 3.2.3).

Weiterhin konnte die Nutzbarkeit der Methode fir die Feststellung von Inhibitoren bestitigt
werden. So zeigten 88% der Proben mit positivem Inhibitorennachweis blaugriine Fluoreszenz in
der Agarosegelelektrophorese, wihrend Proben ohne Inhibitoren diese in keinem Fall zeigten
(vgl. IV: 1.4.5)). In keinem archédologischen Knochen konnte hochmolekulare DNA festgestellt
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werden, was den starken Fragmentierungsstatus der DNA-Molekiile anzeigt. Die stattdessen

beobachtete ,,Schmier® resultiert aus Fragmenten verschiedener Gréf3e.

Extraktionsverfahren und Inhibitorenentfernung

In der vorliegenden Arbeit wurden Inhibitoren bei tiber der Hilfte der Proben des
archiologischen Materials nachgewiesen. Es ist davon auszugehen, dass es sich hierbei
hauptsichlich um Huminstoffe handelt. (vgl. I: 2.3.1). Damit sind diese neben unzureichendem
DNA-Erhalt ein Hauptgrund fir die Nichttypisierbarkeit von aDNA-Proben.

Dieser Befund zeigt, dass die genutzte Extraktionsmethode keine effiziente Methode darstellt um
Inhibitoren zu entfernen. Das in dieser Arbeit verwendete Verfahren beruht auf der Bindung der
DNA an eine Silicamatrix (vgl. III: 11.2), was in einer besseren Aufreinigung des Extraktes im

Vergleich zu anderen Verfahren resultieren soll (siehe I: 2.3.1).

Aufgrund der unterschiedlichen Loslichkeit der Huminstoff-Fraktionen kann davon ausgegangen
werden, dass die DNA-Extrakte hauptsichlich mit Humin- und Fulvosiuren (geloste
Huminstoffe, siche V: 1.3.1) kontaminiert sind. Die eingesetzte DNA-Extraktionsmethode soll
im Idealfall zu einer Abtrennung der gel6sten Huminstoffe unter qualitativem und quantitativem
DNA-Erhalt fihren.

Problematisch hierbei sind die vergleichbaren Eigenschaften von DNA und Huminstoffen im
Hinblick auf das hohe Molekulargewicht, die tberwiegend negative Nettoladung, das
Loslichkeitsverhalten in wissrigen Loésungen und die mogliche Interaktion mit kationischen
Substanzen. Tabelle V.7 gibt die resultierenden Nachteile iiblicher DNA-Reinigungsmethoden

an.

Tab. V.7: Prinzipien der gingigen DNA-Reinigungsmethoden und ihre Auswirkung auf Huminstoffe

. Prinzip der Methode Auswirkung auf Huminstoffe
Reinigungsmethode . " .
(nach Schrimpf 2002) (verandert nach Zipper 2004)
Spaltung von Proteinen durch Proteinase Huminstoffe zeigen nur eine
K, anschlieBend Trennung des geringe Loéslichkeit in
, DNA/Protein-Gemisches, wobei sich die organischen Lésungsmitteln
Phenolextraktion o )
Proteine in der Interphase anlagern und und verbleiben
teilweise in die organische Phase dementsprechend mit der DNA
Ubergehen. in der wassrigen Phase

DNA bildet in Gegenwart monovalenter B .
] - ] Geldste Huminstoffe fallen
. Kationen (z.B. Na") in alkoholischer . .
Alkoholpréazipitation . , ) ebenfalls in alkoholischer
Lésung einen Niederschlag, der .
o Lésung aus
abzentrifugiert werden kann

) . B , Geldste Huminstoffe lagern sich
DNA bindet an Silikaoberflachen in
- ) ) ebenfalls unter chaotropen
Silikamaterialen Gegenwart hoher Konzentrationen . .
Hochsalzbedingen an die
chaotroper Salze N B
Silikaoberflache an
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Wie man der Tabelle V.7 entnehmen kann, ermdglicht keine der Methoden, auch nicht die Silika-
Extraktion, ein vollstindiges Entfernen von Huminstoffen. Durch die Kombination der
Methoden Phenol- und Silikaextraktion scheinen allerdings bessere Ergebnisse erzielt zu werden,
wobei besonders die Methode von Yang et al. (1998) empfohlen wird (Bouwmann & Brown
2002, MacHugh et al. 2000)

DNA-Extrakte unterscheiden sich je nach Fundplatz der analysierten Knochen und sogar je nach
Probe in den enthaltenen Huminstoffe, der DNA-Quanitit und Qualitit, sowie in dem
Vorhandensein von weiteren inhibierende Substanzen (vgl. I: 2.3.1). Aufgrund der hieraus
resultierenden Heterogenitit von DNA-Extrakten ist nicht davon auszugehen, dass eine
Reinigungs- bzw. Extraktionsmethode die erfolgreich bei einem bestimmten Probe angewendet
wurde, bei DNA-Extraktion anderer Proben die gleichen Ergebnisse liefert. Dies mag die
andauernde Diskussion tber die prinzipiell ,,beste* Extraktionsmethode (z.B. Hummel 2003) auf
dem Gebiet der aDNA-Forschung erkliren und gleichzeitig ad absurdum fiihren.

Folglich kann es ebenfalls kein Standardverfahren fir die Beseitigung von PCR-Inhibitoren im
DNA-Extrakt geben. Eine weitere Aufreinigung z.B. mittels Ionenaustauschchromatographie
(Goodyear et al. 1994) oder Gelfiltration (Hummel 2003) ist nur bei starker Inhibierung sinnvoll,
da weitere Aufreinigungsverfahren auch immer einen Verlust an DNA-Quantitit bedeutet. Eine
Verminderung der Inhibierung ohne nochmalige Aufreinigung kann durch Verdinnung des
DNA-Extraktes oder Erhohung der Polymerasekonzentration erreicht werden (Alkane et al
1994, Newton & Graham 1997).

Bei Vergleich der DNA-Extrakte der verschiedenen Fundplitze auf Inhibitoren fillt auf, das
einzig bei den Proben des Ettinger Fundplatzes keine Inhibitoren nachgewiesen werden konnten.
Hier wurde im Gegensatz zu den tbrigen Fundplitzen Zahnmaterial verwendet. Zihne besitzen
eine hohere Mineraldichte und liegen geschiitzt im Kiefer, so dass mogliche Inhibitoren
schlechter als bei Knochenmaterial eindringen kénnen. Aus den gleichen Grinden gelten Zihne
als resistenter gegeniiber Kontaminationen der inneren Struktur (Gilbert et al. 2005).

Zihne weisen weniger zellulire Anteile und damit einen geringen DNA-Anteil als Knochen auf.
Die geringe Kontaminationsgefahr von Zihnen mit rezenter DNA und Inhibitoren fithrt aber
dazu, dass Zahne haufig ergiebigere DNA-Quellen als Knochen sind und somit fiir eine Analyse,

wenn vorhanden, vorgezogen werden sollten.
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2.1.2 Kollagen

Bei der Extraktion von Kollagen wurden zwei unterschiedliche Verfahren eingesetzt (GE, SE
siche III: 4), die unterschiedliche quantitative Ausbeuten zeigen: Die Sidureextraktion zeigt
durchgehend hohere Ertrigen wihrend die Gelatineextraktion durch die Gelatinisierung von
Kollagenmolekiilen und anschlieBender Filterung zu reineren Extrakten fithrt, wobei allerdings
ein quantitativer Verlust in Kauf genommen wird (vgl. auch Ambrose 1990, Katzenberg 2000,
Tuross et al. 1988). Hinzu kommt ein Ertragsverlust durch die Verwendung von NaOH, welches
Lipide und Huminstoffe entfernen soll (Liden et al. 1995). Die Saureextraktion hingegen beruht
auf der Trennung der Phasen durch die Sdureunldslichkeit von Kollagen und der Saureldslichkeit
der mineralischen Phase, ohne weitere Aufreinigung. Bei diesem Verfahren werden neben
intaktem Kollagen auch Kollagenabbauprodukte, NCPs, mikrobielle Proteine und Nichtproteine
extrahiert, so dass das Extrakt einen geringen Reinheitsgrad zeigt (DeNiro & Weiner 1988,
Collins et al. 1999, Ambrose & Krigbaum 2003), aber in gro3eren Mengen vorliegt.

Die Differenz des Ertrages aus GE und SE des archiologischen Materials variiert
fundplatzabhingig. Da sich diese Differenz aus Kollagenabbauprodukten, NCPs und
Nichtproteinen wie Huminstoffen zusammensetzt ist diese Beobachtung mit den
unterschiedlichen Makromilieus und von diesem beeinflussten Degradationsprozess der
Fundplitze erklirbar. Bei Proben des Temperaturexperimentes I ist diese Differenz aufgrund der

gleichen Umweltbedingung relativ konstant.

Von den GE und SE-Kollagenextrakten wurden bei den Proben des Temperaturexperimentes I
vergleichend jeweils Aminosiureprofile erstellt.

Aus oben genannten Griinden kann bei den Proben des Temperaturexperimentes I mittels SE
Kollagen aus Proben extrahiert werden, bei denen dies mittels GE nicht méglich war (TE 1 20,
TE 1 29, TE I 32). Die Aminosaureprofile dieser Proben weichen durchgehend von rezentem
Kollagen ab (siche IV: 1.3.3). Fir Analysen von Kollagen, die auf ein unverdndertes
Aminosauremuster angewiesen sind, wie die stabile Isotopenanalyse ist dementsprechend eine
Gelatineextraktion zu empfehlen, da sie eine gewisse Vorauswahl in Hinsicht auf die Reinheit des

Kollagens bietet.

Ihre quantitative Ausbeute koénnte durch das Vermeiden des Knochenmahlens im Protokoll
erhoht werden, da dieses groB3ere Schiden verursacht als z.B. das Auflésen der Knochensubstanz
durch Siure (Collins & Galley 1998).
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2.2 Nutzbarkeit von kremiertem Material in der Spurenkunde

Das in der vorliegenden Untersuchung analysierte rezente kremierte Material ist nur
unvollstindig verbrannt. Es ist anzunehmen, dass Biomolekiile erhalten sind (vgl. V: 1.4.1).
Demzufolge sollte es auch moglich sein, spurenkundliche Analysen an diesem Material
durchzufithren.

Dass eine Kollagenextraktion in dieser Arbeit, wahrscheinlich aufgrund methodischer
Schwierigkeiten, nicht méglich war, zeigt, dass fir die Analyse von kremiertem Material spezielle

Extraktionsprotokolle entwickelt werden miissen.

Im forensischen Bereich besteht ein Interesse (z.B. postmortale Vaterschaftsuntersuchung oder
Identititssicherung) an der Analyse von DNA aus rezentem kremiertem Material. In der
vorliegenden Arbeit ist es nicht gelungen, authentische DNA aus rezentem Leichenbrand zu
extrahieren. Die histologischen Ergebnisse (vgl. auch von Wurmb-Schwark et al. 2005) und
Arbeiten anderer Autoren (vgl. V: 1.41) zeigen allerdings, dass theoretisch die Moglichkeit des
DNA-Erhalts in rezentem kremiertem Material besteht.

In der vorliegenden Arbeit analysierte Proben waren hochgradig mit rezenter DNA kontaminiert,
die hochstwahrscheinlich von Mitarbeitern des Krematoriums stammt (vgl. V: 1.4.1). In dem hier
verwendeten experimentellen Ansatz war es moglich, diese als Fremd-DNA zu identifizieren. Bei
DNA-Analysen zur Klirung forensischer Fragestellungen unter realen Bedingungen ist davon
auszugehen, dass diese Kontaminierung durch die im Krematorium erfolgten Arbeitsschritte
ebenfalls stattfindet. In diesem Fall wire allerdings keine Moglichkeit gegeben diese zu erkennen,
so dass die Gefahr falsch positiver Resultate besteht.

Da das Untersuchungsgut nach Kremation im pulverisierten Zustand vorliegt ist eine
Vorbehandlung zur Kontaminationsvermeidung wie bei archidologischem Material durch
Abschleifen der Oberfliche oder UV-Bestrahlung nicht ausreichend moglich.

Von einem Einsatz der DNA-Analyse an rezentem kremiertem Material zur Klirung forensischer

Fragestellungen ist demnach abzuraten.

Eine spurenkundliche Analyse der mineralischen Matrix des Knochenmaterials ist bisher nur bei
der '“C-Datierung erfolgreich (zB. Aerts et al. 2001), wihrend die Analyse der
Elementkonzentration als problematisch gilt (z.B. Grupe & Hummel 1991, siche I: 3.1.1).

Die Analysen der stabilen Isotopenwerte in der vorliegenden Arbeit zeigen abwegig niedrige
Ergebnisse: Der geringste festgestellte §”C-Wert bei unkremierten Knochen betrigt -16%o,
wihrend kremiertes Material Werte um die -25%o zeigt (siche IV: 1.6). Dementsprechend zeigt
das Verhiltnis der stabilen Sauerstoffisotope Abweichung von 3 — 7%o von dem erwarteten Wert
(ca. -9%o, siche IV: 1.0).

Dies Ergebnisse zeigen, dass es bei den stabilen Isotopenverhiltnissen des Kohlenstoffs und des
Stickstoffs aufgrund ungeklirter Isotopenfraktionierungsprozesse zu einer Abreicherung des
schweren bzw. Anreicherung des leichten Elements wihrend des Verbrennungsprozesses
gekommen ist. Authentische Ergebnisse, die die Moglichkeit der Rekonstruktion der
Lebensbedingungen des Individuums erlauben sind dementsprechend aus kremiertem Material

nicht zu erlangen
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Archiologischer Leichenbrand unterliegt wegen seinem geringen Anteils organischen Materials
und der festeren Struktur ihrer mineralischen Matrix weniger diagenetischen Abbauprozessen, da
sie so vor dem Angriff von Mikroorganismen geschiitzt sind. Dies und die Tatsache, dass
Leichenbrand fiir einige geschichtliche Zeitraume (vgl. I: 3.1.1) das einzige humane
Untersuchungsgut darstellen macht es als Quelle fir spurenkundliche Untersuchungen

interessant.

Oben diskutierte Ergebnisse zur Analyse rezenten Materials zeigen, dass bei unvollstindig
verbranntem Material die Moglichkeit der Gewinnung von Biomolekilen und dementsprechend
deren Analyse besteht. Dies diirfte auch fiir unvollstindig verbranntes archiologisches Material
gelten. Hinsichtlich der Isotopenwerte aus Kollagen von kremiertem Material kann in der
vorliegenden Arbeit keine Aussage getroffen werden. Es sei allerdings auf die Ergebnisse von
DeNiro et al. (1985) und Privat et al. (2002) verwiesen. De Niro et al. (1985) zeigen, dass die
Kremierung von Knochen eine Verschiebung der Isotopenwerte im Kollagen um bis zu 5%o
verursachen kann, wobei die Verschiebung von Einwirkzeit und Temperatur abhingt. Privat et al.
(2002) stellen bei der Analyse von Kollagen aus Leichenbrand fest, dass alle kremierten Proben
C/N-Verhiltnisse von 2,5 zeigen und stark abweichende Isotopenwerte, so dass von einer

Verinderung des Isotopenverhiltnisses ausgegangen werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wird ebenfalls die Gefahr von Kontaminationen bei der DNA-
Analyse deutlich. Der DNA-Gehalt dirfte bei archiologischem Material aufgrund chemischer
Degradationsvorginge (vgl. V: 1.1.4) weiter verringert sein, so dass das Risiko der Produktion
falscher Ergebnisse weiter erhoht ist. Folglich sind positive Resultate auch von nicht vollstindig
verbrannten archiologischen Knochen kritisch auf mdgliche Kontaminationsquellen zu

betrachten.

Die gefundene Verschiebung der stabilen Isotopenverhiltnisse wurde auch von Aerts et al.
(2001) an vollstindig verbranntem Material beschrieben. Dementsprechend ist eine stabile
Isotopenanalyse archiologischen Materials zum jetzigen Zeitpunkt und ohne Aufklirung der

stattfindenden Isotopenfraktionierung nicht moglich.

Die rezenten Leichenbrinde zeigten durchgehend eine violette Fluoreszenz, deren zugrunde
liegende molekulare Ursache nicht geklirt ist (siche V: 1.1.2). Warren et al. (1999) beschreiben,
dass rezenter Leichenbrand aus verschiedenen Urnen mit Hilfe von ultraviolettem Licht
unterschieden werden kann, da Leichenbrand desselben Alters auf gleiche Weise fluoresziere. Die
in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben wurden innerhalb eines Zeitraumes von 2
Monaten verbrannt und weisen eine nicht unterscheidbare Fluoreszenz auf. Eine Unterscheidung
von Leichenbrand dieser kurzen Zeitspanne aufgrund seiner Fluoreszenz ist folglich nicht
moglich. Ob dies bei Leichenbrinden méglich ist, die in gréleren zeitlichen Abstinden verbrannt
wurden bzw. unterschiedliche Liegezeiten aufweisen kann nicht beurteilt werden, ist allerdings
aufgrund der Milieuabhingigkeit der Fluoreszenz unwahrscheinlich. Bevor eine Aussage zur der
Anwendung von UV-Fluoreszenz zur Unterscheidung von Leichenbrand verschiedener Urnen
getroffen werden kann, sind grundlegende experimentelle und empirische Studien notwendig,

weiterhin ist der Mechanismus der Fluoreszenzentstehung zu kliaren (vgl. auch Gro3kopf 2004).
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2.4 Asparaginsiurerazemisierungsgrad als Anzeiger fiir
Erhitzungsereignisse

Der Asparginsiurerazemisierungsgrad wurde als Mdéglichkeit zur Feststellung von Erhitzungs-

ereignissen (vgl. I: 3.1.2) tberprift.

Bei Erhitzen von Knochen in Wasser bei einer Temperatur von 90°C kann mit einer Zunahme
des D/L-Asp-Quotienten von 0,0008 pro Stunde in der ersten Phase des Erhitzungsvorganges
(parabolische Zunahme) gerechnet werden (vgl. Temperaturexperiment I). Dies kann nicht
uneingeschrinkt als Analogie fiir im Zuge der Nahrungsaufbereitung erhitztes Knochenmaterial
gelten, da in diesem Fall von einer Weichgewebeummantelung auszugehen ist, die die
Temperatur heruntersetzt (sieche I: 3.1; I: 3.1.1) und der eingesetzte Erhitzungsvorgang (Braten
vs. Kochen, erreichte Temperatur) nicht bekannt ist.

Die Ergebnisse des 2 vitro degradierten Materials zeigen allerdings, dass ein Erhitzungsereignis an
der Erhohung des Asparaginsidurerazemisierungsgrades festgestellt werden kann und gibt
auflerdem einen Hinweis auf die Groéfenordnung eines moglichen Unterschiedes zwischen
gekochtem und ungekochtem Material. So ist bei einer Kochzeit von zwei bis drei Stunden eine
Erhohung des Apsaraginsidurerazemisierungswertes von iber 0,01 unwahrscheinlich (vgl. auch
Hitzeexperiment bei Dobberstein 2005).

Das  Material des Fundkomplex Nevali Cori ldsst keinen  Unterschied des
Asparaginsiurerazemisierungsgrades zwischen Tier- und Menschenknochen erkennen.

Als einziger der gepriiften Parameter (Tierspezies, Knochentyp, Fundschicht) beeinflusst die
Fundschichtlage des Knochens seinen Razemisierungsgrad (siche IV: 3.1). Es ergibt sich auch
unter Einbeziehung dieses Faktors kein statistischer Unterschied im ARG zwischen Tier- und

Menschenknochen.

Die Fundschichten differieren in Liegzeit (vgl. III: 1.3) und makroklimatischen Faktoren (z.B.
Bodenbeschaffenheit). Diese Parameter beeinflussen folglich maligeblich den Grad der
Aminosdurerazemisierung (vgl. auch I: 2.2.2).

Dass auch nach Einbeziechung der, durch die Fundschicht verursachten Variationen, kein
Unterschied zwischen Tier- und Menschenknochen festzustellen ist, kann auf die Beeinflussung
des Asparaginsiurerazemisierungsgrades durch weitere externe und interne Faktoren
zurtickgefithrt werden (s. u.).

Auch zwischen den Tier- und Menschenknochen des Fundkomplexes Kelheim koénnen keine
Unterschiede im ARG festgestellt werden, obwohl diese Proben einer Fundschicht und einer

Tierspezies (Rinder) entstammen.

Die Analyse dieser beiden Fundplitze zeigt, dass nicht niher rekonstruierbare umweltbedingte
Einflussfaktoren (siche V: 1.1.3) den durch Erhitzungsereignisse verursachten geringen (s. 0.)
Unterschied zwischen gekochtem und ungekochtem Material (Mensch/Tierknochen) tibertreffen,
so dass dieser bei einer Analyse nicht mehr feststellbar ist. Neuere Untersuchungen (Dobberstein
2005) haben ergeben, dass interne Faktoren wie Tierspezies und Individualalter die Kinetik der
Aminosaurerazemisierungsreaktion beeinflusst, so dass davon ausgegangen werden kann, dass

auch diese Faktoren einen moglichen Unterschied durch ein Erhitzungsereignissen tiberdecken.
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Dabei durfte vor allem das Individualalter eine Rolle spielen, da auch beim Fundkomplex
Kelheim bei Untersuchung einer Tierspezies keine Unterschiede gefunden wurden konnten.

Eine weitere grundlegende Problematik der Aminosdureanalyse besteht darin, dass es im Rahmen
der Kollagendegradation zu einem nichtrekonstruierbaren Verlust von (vermutlich
hochrazemisierten) Kollagenbruchstiicken, an die Umwelt kommt (siche Collins et al. 2001,
Dobberstein 2005 sowie I: 1.1.3).

Insgesamt zeigt sich ein willkirliches, aufgrund der Vielzahl der moglichen Einflussfaktoren
nichtrekonstruierbares Bild des Razemisierungsgrades von archdologischem Knochenmaterial.

Die Komplexitit der diagenetischen Vorginge verhindert die Diagnose von relativ kurzen (ein
bis drei Std.) Erhitzungsereignissen niedriger Temperatur (nicht tiber 100°C), wie sie bei der
Nahrungsvorbereitung eingesetzt werden, mittels Asparaginsiurerazemisierung. Die Analyse des
Razemisierungsgrades von Asparaginsiure ist dementsprechend kein geeignetes Mittel zur

Feststellung von Erhitzungsereignissen im Knochenmaterial.

Nur in Ausnahmefillen wie z.B. bei einem andauernden Erhitzen des Materials iiber mehrere
Stunden und folglich einem stark erhohten Razemisierungsgrad sowie bekannten konstanten
Umweltbedingungen kann eine Unterscheidung von gekochtem und nicht gekochtem Material
moglich sein (vgl. Temperaturexperiment I, Bada et al. 1989). Allerdings besteht auch in diesem
Fall die Gefahr des nichtrekonstruierbarem Verlustes von Kollagenbruchsticken, was zu

erniedrigten Razemisierungswerten und folglich falschen Ergebnissen fithren kann (s. 0.).

2.5 Screeningmethoden

Wie unter I: 4.1 beschrieben, ist es das Ziel von Screeningmethoden, aus weniger zeit- und
kostenintensiven Analysen von anderen Knochenebenen bzw. Molekiilen Riickschlisse auf den
Analyseerfolg des Zielmolekils zu ziehen. Durch die Feststellung von statistischen und
ursachlichen Zusammenhingen zwischen den Knochenmerkmalen (vgl. V: 1.2, IV: 2) wurde eine
Grundlage fur die Identifizierung méglicher Screeningfaktoren fiir den Kollagen-, sowie DNA-
Gehalt geschaffen.

Dieses Vorgehen wird als fundamental fir die Erarbeitung von Screeningmethoden erachtet.
FEine Diskussion von Studien, in denen ein Zusammenhang ohne statistische Uberpriifung
angenommen wird, um Screeningmethoden zu postulieren (z.B. Poinar et al. 1996) ertbrigt sich

dementsprechend.

2.5.1 Screening auf Kollagenquantitit und -qualitit

Das Screening auf die Kollagenquantitit eines Knochens soll einen Hinweis auf die
Erfolgsaussichten einer Kollagenextraktion geben. In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings
bei allen untersuchten archiaologischen Knochenproben Kollagen extrahieren werden, so dass
eine Vergleichbarkeit von Proben mit nicht extrahierbarem Kollagen nicht moglich war. Die
Merkmale wurden daher auf ihre Trennfunktion zwischen geringer und hoher Kollagenquantitit

mit der willkiirlichen Grenze eines Kollagengehaltes von 5Gew%o untersucht.
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Einen kausalen Zusammenhang mit der Kollagenquantitit (vgl. V: 1.1.2, V: 1.2.1) zeigen die
Merkmale Doppelbrechung, Ausprigung der hellblauen Fluoreszenz und Anwesenheit von

lilafarbener Fluoreszenz.

Es konnte gezeigt werden, dass Proben mit reduzierter bzw. vollstindiger Doppelbrechung
tberwiegend hohe Kollagengehalte von iber 5Gew%, wihrend Proben mit fehlender
Doppelbrechung niedrige Kollagengewichtsprozente zeigen. Durch die Feststellung der
Ausprigung der Doppelbrechung kénnen so ca. 84% der Proben richtig beurteilt werden.

Mittels Feststellung der Auspriagung der blauen Fluoreszenz (anhand des Blauindex) kann nur in
70% der Fille eine Trennung zwischen Proben tber und unter 5Gew% Kollagenanteil erreicht
werden. Unter Hinzuziehung der Betrachtung anderer Farbgebung kann die Aussagekraft dieses
Merkmals hinsichtlich des Kollagengehaltes allerdings stark erhéht werden (siehe IV: 3.2.1). So ist
bei der Anwesenheit von lilafarbener Fluoreszenz bei einem Index der blauen Fluoreszenz unter

3 in der Mehrzahl der Fille von einem geringen Kollagengehalt auszugehen.

Unter dem Gesichtspunkt der Kollagenquantitit ist die Beurteilung der Proben mittels
histologischer Feststellung der Doppelbrechung zu empfehlen.

Allerdings ist auch mit dem zeit- und kostengiinstigeren Verfahren der Betrachtung der UV-
Fluoreszenz eine Abschitzung des Kollagengehaltes moglich, die eine mindestens 70%

Trefferquote zulidsst.

Die Kollagenqualitit einer Probe kann im Gegensatz zu der Kollagenquantitit erst nach
aufwendiger Untersuchung (z.B. Erstellung eines Aminosiureprofils, siche IIl: 6) festgestellt
werden. Folglich wire es giinstig, eine Vorauswahl der Proben durch Uberpriifung eines auf die
Kollagenqualitit hinweisenden Merkmals zu treffen, insbesondere wenn eine stabile

Isotopenanalyse durchgefiihrt werden soll, die auf eine gute Kollagenqualitit angewiesen ist.

Die engste Korrelation mit der Kollagenqualitit zeigt das Merkmal Asparaginsidurerazemisierung

(vgl. IV: 1.3.5). Die Diskriminanzanalyse zeigt, dass 83% der Proben mittels der Bestimmung des

D/L-Quotienten in die Kategotien ,,guter* und ,,schlechter” Kollagengehalt eingeordnet werden

konnten (siche IV: 3.2.1). Es konnen folgende Aussagen tber die Kollagenqualitit vom

Asapraginsiurerazemisierungsgrad abgeleitet werden:

o D/L-Asp Quotienten zwischen 0,0 und 0,036: Kollagenqualitit detr Proben ist gut

o D/L-Asp Quotienten zwischen 0,036 und 0,046: Keine Aussage tber die Kollagenqualitit der
Proben moglich

o D/L-Asp-Quotient uber 0,046: schlechte Kollagenqualitit

Die Analyse des Razemisierungsgrades ist sowohl apparativ, als auch zeitlich relativ aufwendig
(sieche III: 5). Da das Kollagen fiir diese Analyse schon extrahiert vorliegen muss ist es evt.
sinnvoller sofort eine Uberpriifung der Kollagenqualitit mittels Kollagenqualititskriterien ohne
vorheriges Screening mittes ARG durchzufiihren (siche V: 2.0).
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Einen ersten Hinweis auf die Kollagenqualitit kann ebenfalls das unprizisere, aber weniger
aufwendige Uberpriifen der Mikrostruktur bzw. der UV-Fluoreszenz geben, da so ermittelbare
Diagenesetypen ebenfalls eine Aussage tber die Kollagenqualitit zulassen (siche V: 1.2.5).

2.5.2 Screening auf DNA-Amplifizierbarkeit

Wie unter Punkt I: 4.1 ausgefithrt, spielen Screening-Untersuchungen insbesondere im
molekulargenetischen Analysebereich eine Rolle. Es wurde in der vorliegenden Abeit
Screeningmdéglichkeiten hinsichtlich DNA-Amplifizierbarkeit des Knochens gepriift.

In der vorliegenden Untersuchung zeigt sich, wie von anderen Autoren beschrieben (siche I: 4.1),
eine Korrelation zwischen mikrostrukturellen Erhalt und DNA-Amplifizierbarkeit (vgl. auch
V: 1.2.1). Das Ergebnis der Diskriminanzanalyse zeigt allerdings, dass die Wahrscheinlichkeit
einer Unterscheidung zwischen amplifizierbaren und nicht amplifzierbaren Proben aufgrund des
histologischen Erhaltungsgrades (OHI) der Proben nur 61% betrigt, also nur unwesentlich héher
ist als bei einer zufilligen Zuordnung (50% Trefferwahrscheinlichkeit).

Daher ist ein Screening auf DNA-Amplifizierbarkeit mittels OHI und histologischem
Erhaltungsgrad nicht effektiv.

Der D/L-Asp-Quotient zeigt, wie von Poinar et al. (1996) vermutet, einen Zusammenhang mit
der DNA-Amplifizierbarkeit. Auch mit diesem Merkmal kénnen nur 68% der Proben richtig als
amplifizierbar bzw. nicht amplifzierbar klassifiziert werden.

In Ubereinstimmung mit Poinar et al. (1996) kann festgestellt werden, dass die Amplifizierung
einer Probe bei einem Asp-Quotienten tber 0,07 unwahrscheinlich ist. Allerdings ist der
umgekehrte Schluss, dass Proben unter diesem Wert amplifzierbar sind nicht zuldssig (vgl. dazu
Punkt V: 1.2.2).

Da der D/L-Quotient nur eine geringe Aussagekraft hinsichtlich der DNA-Amplifizierbarkeit
aufweist und dieses Verfahren relativ zeit- und kostenintensiv (siche III: 6) ist, kann die
Feststellung des D/L-Quotienten nicht als probate Screeningmethode fiir die DNA-
Amplifizierbarkeit gesehen werden.

Das einzige in dieser Untersuchung analysierte Merkmal, dass mit einiger Sicherheit eine Aussage
tber den DNA-Erhalt zulisst, ist der Ca/P-Quotient der mineralischen Matrix. Proben mit
Werten unter oder im rezenten Bereich des Ca/P-Quotienten (bis 2,3) sind eher amplifizierbar,
wihrend Proben mit Werten tber 2,3 nicht amplifzierbar sind. Mit diesem Verfahren kénnen ca.
86% der Fille richtig eingeordnet werden.

Obwohl auch dieses Verfahren relativ aufwendig ist (z.B. im Vergleich zu histologischen
Methoden, siche V: 10), ist es aufgrund der starken Aussagekraft als Screeingmdoglichkeit auf
DNA-Amplifizierbatkeit zu empfehlen, auch weil im Gegensatz zum D/L-Asp-Quotienten ein

kausaler Zusammenhang der Merkmale angenommen werden kann (siche V: 1.2).
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2.6  Kollagenqualititskriterien

Die Analyse der stabilen Isotope als besonders aussagekriftige spurenkundliche Methode (vgl.
I: 2.2) ist auf qualitativ unverindertes Kollagen angewiesen. Diagenetische Verdnderungen des
Kollagens konnen zu verinderten Isotopenwerten und infolgedessen falschen Ergebnissen
fithren. Um Fehlschliisse zu vermeiden werden Kollagenqualititskriterien angewendet (vgl. I:
4.2), die einen Hinweis auf den Kollagenstatus geben sollen. In der vorliegenden Arbeit wurden
sowohl die diagenetische Verinderungen des stabilen Isotopenverhiltnisses untersucht (V: 2.6.1),

wie auch die Aussagekraft von hiufig verwendeten Kollagenqualititskriterien (V: 2.6.2).

2.6.1 Diagenetische Modifikation von stabilen C- und N- Isotopenwerten

Experimentell ermittelte diagenetische Modifikation

Durch die experimentelle Degradation des Knochenmaterials mit abiotischer Hydrolyse des
Kollagens treten Veranderungen der stabilen Isotopenverhiltnisse auf (vgl. IV: 1.6).

Wihrend hierbei die 8°N-Werte eine Tendenz zu negativeren Werten zeigen (Abnahme bis um
3,5%0), nehmen die 8"’ C-Werte bei fortschreitendem Degradationsprozess eindeutig zu (um mehr
als 3%o). Dabei ist die Verinderung der 8'°"N-Werte geringer als jene der §"C-Werte.

Auffillig ist, dass die Richtung dieser Verinderungen in den Isotopenverhiltnissen gegenldufig zu
jener ist, welche durch experimentelle, mikrobielle Degradation rezenten Knochenkollagens
hervorgerufen wurde. Dort kam es zu einer Erniedrigung der 8 "C-Werte, und zu einer
erheblichen Erhohung der 8 "N-Werte (Balzer et al. 1997).

Die in dieser Studie durchgefithrte abiotische experimentelle Degradation des Kollagens fithrt zu
Verinderungen der Isotopien in einer Groflenordnung, welche im Falle von Nahrungs- oder
Habitatrekonstruktionen zu falschen Interpretationen Anlass geben wiirden. Eine Erniedrigung
von 8N um 2%o entspricht annihernd der GréBenordnung einer Trophiestufe (Ambrose 1993),
eine Erhéhung von 8”C von Organismen aus einem C,-Planzenbiom um 3%o wiirde einen

anteiligen Konsum von C,-Pflanzen oder marinen Ressourcen nahe legen.

Eine Verschiebung der Isotopenverhiltnisse tritt in dem Temperaturexperiment erst nach einem
Kollagenverlust der Probe von tGber 99% des Ausgangswertes auf. Im Gegensatz zum biogenen
Abbau durch Mikroorganismen, welche selektiv bestimmte Aminosauren bevorzugen, durfte hier
die Kinetik der Spaltung von Peptidbindungen als Erklirung des Phanomens wahrscheinlich sein.
Chemische Bindungen zwischen schwereren Isotopen sind im Allgemeinen stirker und stabiler
als zwischen leichteren Isotopen, werden aber auch weniger leicht eingegangen. Bei der
Hydrolyse des Kollagens sind also eher Bindungen betroffen, an denen kein schwereres °C
beteiligt ist, so dass sich dieses Isotop mit der Zeit im Substrat anreichern kann. Eine
Verunreinigung der Proben mit z.B. bakteriellem Material, das ebenfalls positivere Werte
aufweisen wurde (Grupe 2001), kann aufgrund des Versuchdesigns ausgeschlossen werden.
Diagenetische Prozesse koénnen folglich auch ohne mikrobielle Beteiligung zu signifikant

verinderten Isotopenwerten des Knochenkollagens fithren.
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Diagenetische Modifikation im archiologischen Knochenmaterial

Das biologische Isotopensignal in rezenten Wirbeltierknochen ist bereits von einer Vielzahl von
Faktoren beeinflusst wie z.B. Ernidhrungsgewohnheiten, Klima, Hohenlage, Niederschlagsmenge
etc. (siehe I: 2.2.1) Hinzu kommen nach der Bestattung diagenetische Prozesse wie hydrolytischer
Abbau des Kollagens (siche V: 2.6.1.), mikrobieller Kollagenabbau (Balzer et al. 1997, Grupe
2001), oder Verunreinigungen durch exogene kohlenstoff- und stickstoffhaltige Substanzen.

Bei dem archiologischen Knochenmaterial zeigt sich eine Korrelation sowohl der §"°C- als auch
der 8”"N-Werte mit dem quantitativen Kollagengehalt der Proben. Diese Korrelation ist jeweils
positiv, das hei3t Proben mit niedrigeren Kollagengewichtsprozenten besitzen Ofter auch
erniedrigte 8"°C- und 8" N-Werte.

Es ist denkbar, dass ein direkter Zusammenhang zwischen Kollagenerhalt und diagenetisch
bedingter Verschiebung der stabilen Isotopenverhiltnisse besteht, der durch diese Korrelation
angezeigt wird. Es ist allerdings ebenfalls nicht auszuschlieBen, dass es sich um einen
Scheinzusammenhang handelt, also die 8°C- und die 8""N-Werte ebenso wie der quantitative
Kollagengehalt von der Liegezeit abhingen. So ist vorstellbar, dass die "°C- und die 8" N-Werte,
aufgrund der Erndhrungssituation der damaligen Bevolkerung, in Knochenmaterial von ilteren
Fundkomplexen niedriger sind, wihrend der Kollagengehalt mit der Liegzeit aufgrund
diagenetischer Verinderung abnimmt. Gegen diesen Scheinzusammenhang spricht, dass auch
innerhalb eines Fundkomplexes (Nevali Cori, vgl. IV: 3.3.2) eine Korrelation zwischen stabilen
Isotopenverhiltnissen und Kollagengehalt auftritt. Dementsprechend ist ein direkter
Zusammenhang wahrscheinlich, der auf diagenetische Beeinflussung der ermittelten

Isotopenwerte hinweist.

2.6.2 Uberpriifung der Kollagenqualititskriterien

Unter Punkt I: 42 wurden in der Literatur hdufig zu findende Kollagenqualititskriterien
vorgestellt.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und vorangegangener Studien (vgl. Balzer et al.
1997, DeNiro & Weiner 1988, Turban Just & Schramm 1998, Tuross 2002) sowie theoretischen
Uberlegungen (s. u.) kann geschlossen werden, dass das Aminosiureprofil ein geeigneter
Indikator fiir die Kollagenqualitit und damit unveranderte Isotopenverhiltnisse ist

Die Ergebnisse des Temperaturexperimentes I zeigen, dass alle Proben mit von rezenten
Knochen abweichenden Aminosiureprofilen ebenfalls verinderte Isotopenverhiltnisse aufzeigen
(Ausnahme Typ H), wihrend umgekehrt unverinderte Aminosdureprofile unverinderte
Isotopenverhiltnisse zur Folge haben. Dieses Ergebnis widerspricht van Klinkens (1999) These
der selektiven Hydrolyse des Kollagens (vgl. I: 4.2).

Die stabilen Isotopenwerte hingen von unverinderten Aminosiureprofilen ab, da die einzelnen
Aminosauren unterschiedliche Isotopenverhiltnisse zeigen. Bei einem selektiven Abbau wiirde es
zur Verinderung dieser Werte fithren (vgl. Grupe et al. 2001). Damit ist eine theoretisch-
ursichliche Grundlage des Zusammenhanges gegeben. Weiterhin kénnen ebenfalls mikrobielle
Kontaminationen anhand der Detektion von ausschlieSlich mikrobiellen Aminosduren erkannt

werden.
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Moégliche Kollagenqualititskriterien kénnen anhand dreier Priifsteine auf ihren Aussagewert tber

die Kollagenqualitit und somit die Validitit der stabilen Isotopenverhaltnisse tiberpriift werden:

1. Beziehung zu den stabilen Isotopenwerten im Temperaturexperiment (siche IV: 3.3.1):
Hier werden chemische Verinderungen experimentell simuliert wobei der
Zusammenhang der Kollagenqualititskriterien zu Verinderungen der Isotopenwerte
festgestellt werden kann. Da keine biogenen Abbauprozesse und Kontaminationen im
Temperaturexperiment simuliert werden ist der Aussagewert fiir archidologisches Material
begrenzt.

2. Abgleich der Kriterien mit dem Aminosdureprofil des Knochens (sieche: IV: 1.3.5): Bei
einer Verinderung des Profils kann von einer Verinderung der stabilen
Isotopenverhiltnisse ausgegangen werden. Ausgenommen hiervon ist die Verinderung
vom Typ H, der trotz leichter Verinderungen im Aminosdureprofil valide Isotopenwerte
liefert (vgl. I: 1.1.3).

3. Korrelation der 8°C- und 8"N-Werte des archiologischen Materials mit dem
Kollagengehalt (siche IV: 3.3.2): Ist trotz Anwendung des Qualititskriteriums eine
Korrelation festzustellen, sind Proben mit diagenetisch verinderten Werten in der
Stichprobe anzunehmen. Eine fehlende Korrelation lisst den Umkehrschluss auf valide
Isotopenwerte nicht zu, da sie statt auf fehlendem Zusammenhang auch auf zu geringer

Stichprobengrof3e beruhen kann.

Kollagengehalt
Nach Ambrose (1993) spricht ein Kollagengehalt von unter 1Gew% fiir verinderte

Isotopenwerte, wihrend van Klinken 0,5Gew% als Grenzwert angibt.

Im Temperaturexperiment I zeigen Proben mit prozentualen Kollagengehalten unter 0,2Gew%
verinderte Isotopenwerte.

Es kann kein Zusammenhang zwischen den Aminosiureprofilen der archiologischen Knochen
und dem Kollagengehalt festgestellt werden. So zeigt die Mehrzahl der archiologischen
Knochenproben mit Kollagengehalten unter 1 Gew?% ein unverindertes Aminosaureprofil. Im
Trend ldsst sich feststellen, dass Proben mit geringen Kollagen-Gew% weniger oft gute
Kollagenprofile zeigen. Es konnte allerdings ebenfalls der umgekehrte Fall beobachtet werden, in
dem Proben mit hohen Kollagengewichtsprozenten ebenfalls ein verindertes Amionosdureprofil

aufweisen.

Auch bei Ausschluss aller Proben mit Werten unter 1Gew% Kollagen ist eine Korrelation
zwischen Kollagengehalt und stabilen Isotopenwerten zu beobachten, so dass davon

ausgegangen werden kann, dass diagenetisch verinderte Werte in der Stichprobe verbleiben.
Der Kollagengehalt ist folglich kein Kriterium fir die Kollagenqualitit oder Validitit der

Isotpenverhiltnisse. Allerdings ist anzunehmen, dass bei Werten von unter 0,5Gew% (vgl. van
Klinken 1999) eine geringere Wahrscheinlichkeit des Kollagenerhaltes besteht.
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C% und N%

Van Klinken (1999) gibt als Werte fiir rezentes Kollagen einen prozentualen Gewichtsanteil am
Kollagenextrakt fiir C von 35% an sowie fiir N von 11 — 16%, wihrend Ambrose (1993) Werte
von 43% fir C und 16% fir N angibt. Die Diskrepanz der Studien konnte sich aus der
Ermittlung des Wertes ergeben: Wihrend Ambrose (1993) einen theoretisch anhand der
Aminosiurekomposition ermittelten Wert zeigt (sieche I: 1.1.1), wurde der von van Klinken
(1999) angegebe empirisch ermittelt. Nach Ambrose (1993) sollten die Werte bei unverindertem
Kollagen tiber 3% fiir C und tber 1 % von N liegen.

Das Temperaturexperiment I zeigt prozentuale Ausgangsanteile von ca. 45% C und 15% N.

Zeitgleich mit einer Verschiebung der Isotopenverhiltnissen kommt es im Temperatur-
experiment zu einer starken Abnahme des C%-Anteils und einer weniger starken Abnahme des
N%-Anteils (vgl. V: 1.1.3). Ab einem prozentualen Gewichtsanteil von C von 11%, sowie von N
von 6% kommt es zu Verinderungen der stabilen Isotopenverhiltnisse. Mittels des iz wvitro
degradierten Materials kann folglich gezeigt werden, dass auch Proben mit hoheren Werten als

den von Ambrose (1993) angegebenen, verinderte Isotopenverhiltnisse aufweisen.

Durch den Abgleich dieser Werte mit dem Aminosiureprofil kénnen keine statistisch

signifikanten Zusammenhinge zwischen C% und N% und der Kollagenqualitit gemacht werden.

Aufgrund der Datenlage lassen sich allerdings folgende Aussagen treffen:

o Proben mit einem C%-Wert unter 15% zeigen ausschlief3lich verinderte Aminosdureprofile,
wihrend Proben mit prozentualem C-Anteil tiber 40% ausschlief3lich gutes Kollagen zeigen

o Proben mit einem N%-Wert tiber 10% zeigen durchgehend guten Kollagenerhalt, wihrend
Proben unter 5% durchgehend schlechten Kollagenerhalt aufweisen.

Die in der vorliegenden Untersuchung gefundenen Werte weichen stark von denen von Ambrose
(1993) postulierten ab (fir die Ursache dieser Diskrepanz siehe I: 1.1.1): Werte tber 3% C, sowie
tiber 1% N weisen nicht auf unverindertes Kollagen hin. Sowohl bei dem
Temperaturexperiment, als auch im archidologischen Knochenmaterial zeigen Proben mit
wesentlich hoheren Werten verinderte Aminosaureprofile.

Diese Werte mogen sich je nach Degradationsprozess und untersuchter Stichprobe
unterscheiden, aber die nur chemisch degradierten Proben des Temperaturexperimentes I (s. 0.)
zeigen, dass die von Ambrose gesetzte Grenze zu niedrig ist. So ist auch bei Ausschluss von
Proben mit prozentualen C-Anteilen unter 3% und mit prozentualen N-Anteilen unter N%
diagenetisch  bedingte Korrelation zwischen Kollagengehalt und Isotopenwerten im

archiologischen Material nicht zu beseitigen.

Molares C/N-Verhiltnis

Das molare C/N-Verhiltnis ist das am haufigsten verwendete Kollagenqualititskriterium und
wird in vielen Studien als einziges Kriterium zur Priifung der Validitit der Daten eingesetzt (z. B.
McGovern-Wilson & Quinn 1996, O’Connel & Hedges 1999, Prowse et al. 2005, Richards et al.
2005). Die Verwendung dieses Kriteriums basiert auf einer Studie von von De Niro (1985), in der

ein empirisch ermitteltes Verhiltnis des C/N-molar-Quotienten von 2,9 bis 3,6 fiir unverindertes
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Kollagen angegeben wird. Van Klinken (1999) gibt eine geringere Spannweite von 3,1 — 3,5 des

C/N-molar Quotienten an um Kontaminationen im Kollagenextrakt auszuschlieBen.

In dem experimentell degradierten Matetial sind die stabilen Isotopenverhiltnisse bei C/N-
Verhiltnissen von 3,23 bis 4,17 unverindert. Fiir 8”"N-Werte gilt dies sogar bis zu einem C/N-
Verhiltnis von 12. Fiar chemisch degradiertes Kollagen sind die von DeNiro (1985) und van
Klinken (1999) angegebenen Spannweiten fiir das molare C/N-Verhiltnis von unverindertem

Kollagen somit kein brauchbarer Indikator fiir die Validitit der Isotopenwerte.

Es kann kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem C/N-Quotienten und der
Kollagenqualitit des archidologischen Materials hergestellt werden: Proben mit gutem
Kollagenerhalt (unverindertes Aminosiureprofil) zeigen C/N-Quotienten auBlerhalb des von
DeNiro postulierten Bereiches, Proben mit definitiv verinderten Aminosidureprofilen besitzen
C/N-Quotienten, die in diesem Bereich liegen. Diese Proben zeigen wahrscheinlich ein
diagenetisch verindertes Isotopensignal, bei Anwendung des Kritetiums C/N-molar wirde dies

unerkannt bleiben.

Die archiologischen Proben mit erhohten C/N-molar-Werten und unverinderten
Aminosaureprofilen kénnten eine in der Aminosaureanalyse nicht erkannte Kontamination des
Materials anzeigen (z.B. durch Huminstoffe). Da allerdings auch das in-vitro-degradierte Material
erhohte C/N-molar-Quotienten bei unverindertem Aminosdureprofil zeigt und hier
Kontaminationen ausgeschlossen werden konnen, ist es auch moglich, dass der von De Niro

gesetzte Rahmen einer Erweiterung bedarf.

Bei den archiologischen Proben war auch nach Ausschluss von Proben mit ethéhten C/N-
Verhiltnissen (Werte nach Ambrose 1993) eine Korrelation zwischen Kollagengehalt und
stabilen Isotopenwerten erkennbar. Durch die Anwendung des Kriterium C:N molar kann

folglich diagenetisch beeinflusstes Material nicht vollstindig aussortiert werden.

Bereits DeNiro (1985), DeNiro & Weiner (1988) sowie Nicholson (1998) haben darauf
hingewiesen, dass nicht alle postmortalen Verdnderungen von Isotopenverhiltnissen im Kollagen
durch Verinderungen der C/N-Verhiltnisse angezeigt werden. Weiterhin ist theoretisch ebenfalls
ein C/N-Verhiltnis im rezenten Bereich bei verindertem Aminosdureprofil denkbar (siche
V: 1.1.1). Bei stark abgebauten archiologischen Knochen mit nur noch geringem Kollagengehalt
kann es sogar votkommen, dass nahezu ,ideale C/N-Verhiltnisse im Substrat gemessen
werden, welches aufgrund seiner Zusammensetzung jedoch noch nicht einmal mehr als
,kollagendhnlich® angesprochen werden kann (Lésch et al., im Druck, siehe Abb. IV.53).

Somit ist auch die Betrachtung der C/N-Verhiltnisse kein Qualititskriterium, das fiir die Validitit

von Isotopendaten aus Kollagen garantieren kann.
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2.6.3 AbschlieBende Beurteilung und Empfehlung

Keiner der besprochenen Indikatoren Kollagengehalt, C% und N%, sowie C/N-molar kann
alleine eine Validisierung der stabilen Isotopendaten aus Kollagen erméglichen.

Auch bei einer Kombination der Indikatoren Kollagengehalt, C% und N%, sowie C/N-molar ist
nicht davon auszugehen, dass alle diagenetisch verinderten Proben erkannt werden. Bei
Anwendung aller drei Faktoren findet sich immer noch eine Korrelation zwischen Kollagengehalt
und Isotopenwerten in der archdologischen Stichprobe, die auf eine diagenetische Beeinflussung
der Werte hinweist.

Der Kollagengehalt ist vollig ungeeignet um einen Anhaltspunkt auf die Kollagenqualitit zu
geben.

In der vorliegend Untersuchung zeigt sich, dass verdnderte Aminosdureprofile bei anteiligen

Gewichtsprozenten von C und N weit tiber den von Ambrose 1993 empfohlenen Werten

auftreten. Durch die empirische Auswertung der Daten ergibt sich folgende Empfehlung fir den

Umgang mit C% und N% in Bezug auf die Validisierung von stabilen Isotopenverhiltnissen:

o Liegen die Werte unter 15% fir C oder unter 5% fir N kann von verinderten stabilen
Isotopenverhiltnissen ausgegangen werden

o Bei Werten tber 40% C und 10% N kann von unverinderten Werten ausgegangen werden.

Bei Werten zwischen diesen Angaben kann keine Aussage iiber die Kollagenqualitit gemacht

werden.

Auch bei einem molaren C/N-Verhiltnis von 2,9 bis 3,6 kann es zur Verschiebungen der stabilen

Isotpenverhiltnissen gekommen sein. Weiterhin kénnen auch Proben mit Werten iber 3,6 (bis

4,1 im Hitzeexperiment) authentische Isotopenverhiltnisse aufweisen.

Sinnvoller als die alleinige Verwendung des C/N-Verhiltnis als Qualititskriterium ist die
Erstellung eines Aminosdureprofiles, da diagenetisch verdnderte Isotopenverhiltnisse sich
mehrheitlich auf verinderte Aminosiaurekompositionen begrinden. Allerdings koénnen auch
mittels diesem Kontaminationen nicht vollstindig ausgeschlossen werden. So erscheint ein
Hinzuziehen der Werte C/N-molar und C%, sowie N% ebenfalls ratsam um mittels einer
Kombinationslésung die Wahrscheinlichkeit zu verringern, dass falsche biologische Signale

unerkannt bleiben.
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2.7  Validitit der stabilen Isotopenverhiltnisse des Carbonats

Im Gegensatz zur Kollagenqualitit existiert fir die Qualitit des Minerals, im speziellen des
Carbonats, kein Indikator. Wie in Abschnitt I: 3.2.4 erldutert, kann auch der mineralische Anteil
des Knochens eine Reihe von diagenetischen Anderungen erfahren. Hinsichtlich des untersuchen
Carbonats besteht die groBte Gefahr einer diagenetischen Verinderung der Ausgangs-
komposition in der Substitution von Fremd-Carbonat in das Kiristallgitter. Durch diese
Inkooperation kann es zu einer Verschiebung der stabilen Isotopenverhaltnisse von C und O des
Carbonatanteils des Knochens kommen (z.B. Ambrose 1993). An der Oberfliche adsorbiertes
Carbonat stellt ein weniger grofles Problem dar, da es durch das verwendete
Extraktionsverfahren (aufgrund seiner héheren Sdureloslichkeit) entfernt werden kann (vgl. I11: 7,
Nielsen-Marsh & Hedges 2000b).

Experimentell ermittelte Variationen der stabilen Isotopenverhiltnisse
Im experimentell degradierten Material zeigt sich keine Anderung der 8 C-Werte, aber eine
Abweichung der 8"*O-Werte. Zwei 8'°O-Werte zeigen eine Erniedrigung der Werte um ca. 4%,

die nicht mit der Inkubationszeit in Zusammenhang gebracht werden kann.

Der konstante Wert des C-Isotopenverhiltnis entspricht den Erwartungen. Substitutionen von
sekundirem Carbonat in das Kristallgitter sind nur bei vorherigen Abbauvorgingen des Minerals
mit anschlieBender Rekristallisierung méglich (vgl. I 3.2.4, Krueger 1991). Ein Abbau des
Minerals kann bei den Proben des Temperaturexperimentes ausgeschlossen werden (steigender
Apatitanteil der Proben, wvgl. IV: 1.5.1). Die starken Abweichungen der stabilen
Isotopenverhiltnisse von O sind daher schwer zu kliren. Unwahrscheinlich ist, dass es sich
hierbei um die Folge diagenetischer Verinderung des Minerals handelt, denkbar wire ein Fehler
bei der Aufarbeitung oder Messung des Materials.

Koch et al. (1997) diskutieren die Moglichkeiten, wie durch Aufarbeitung und Extraktion die
Sauerstoffisotopenverhiltnisse verindert werden konnen. Von den Autoren werden mogliche
Fehlerquellen genannt, von denen nur folgende in Frage kommt, da sich die beiden anderen auf
verschiedene individuelle Eigenschaften von Kochen beziehen, die hier nicht gegeben waren:
Durch Rekristallisationsvorginge wihrend der Sdurebehandlung des Extraktionsprotokolls kann
es zu Verinderung des Minerals kommen, da Sdurebehandlung zu Brushitbildung fithren kann
(vgl. auch Sillen & Sealy 1995, Balter et al. 2002). Auf diesem Weg kénnen Sauerstoffmolekiile
aus den umgebenden Losungen in das Kristallgitter gelangen. Allerdings ist dies aufgrund der
geringen Konzentration und Einwirkzeit der Siure in dem verwendeten Extraktionsprotokoll
unwahrscheinlich (siehe I1I: 7).

Eine andere Méglichkeit ist die Kontamination der Proben mit dem negativeren Luftsauerstoff,
bzw. der nicht vollstindig entfernten Wassermolekiile. Versuche von Dummler (2004) haben
jedoch gezeigt, dass der Trocknungsschritt, der den Sauerstoff aus den aufgearbeiteten Proben
entfernen soll (siehe III: 7), bzw. ein Offnen der ProbengefiBe (Proben werden dem
atmosphirischem Sauerstoff ausgesetzt) keinen Einfluss auf die stabile Isotopenwerte des
Sauerstoffs hat.
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Evt. Messfehler bei der Analyse der stabilen Isotopenverhiltnisse schliet das hierfir
verantwortliche Institut ebenfalls aus (Dr. U. Struck, personliche Mitteilungen, siche III: 9).

Es sind weitere Analysen notwendig, um die Abweichungen der stabilen Isotopenverhiltnisse des
Sauerstoffs erkliren zu konnen. Ansatzpunkt sollten hier verschiedene Stationen des
Aufarbeitungs- bzw. Extraktionsprotokolls sein, um eine mogliche Beeinflussung der stabilen

Isotopenverhiltnisse auszuschliefen.

Diagenetische Modifikation im archiologischen Knochenmaterial

Im archiologischen Material bietet sich ein anderes Bild. Wihrend bei den 8"*O-Werten keine
diagenetische Beeinflussung des Materials durch Zusammenhinge mit anderen Merkmalen
festzustellen ist, zeigen die 8"C-Werte signifikante Korrelationen mit einer Reihe von
Merkmalen, die mit dem mineralischen Erhaltungszustand zusammenhangen (vgl. IV: 3.3).

Vor allem zeigen sich Zusammenhinge mit histologischen Merkmalen, so ist die engste
Korrelation mit dem Index zum bakteriellen Befall zu finden: Je stirker der bakterielle Befall ist,
desto mehr schwereres C-Isotop findet sich. Die Korrelationen mit dem histologischen
Erhaltungsgrad, der Doppelbrechung und dem Blauindex ergeben sich aufgrund der jeweiligen
Zusammenhinge mit dem bakteriellen Befall aus diesem Befund (vgl. IV: 1.1.8, sowie IV: 2.2).
Weiterhin zeigt sich eine schwichere positive Korrelation zwischen dem prozentualen
mineralischen Gewichtsanteil und den 8°C-Werten: Je geringer der prozentuale mineralische
Gewichtsanteil ist, desto niedriger sind die §"”C-Werte und desto weniger schweres Isotop ist
vorhanden. Diese Zusammenhinge weisen auf eine diagenetische Beeinflussung der gefundenen

8PC-Werte im archiologischen Material hin.

Nimmt man einen biogenen Abbau der mineralischen Matrix an (sieche V: 1.1.5) kénnte dieser fir
die Verinderung der stabilen C-Isotopenverhiltnisse verantwortlich sein (vgl. V: 1.2.3). Bei einem
diagenetische Merkmalstyp B (siche V: 1.5) misste man dementsprechend auf stabile
Isotopenanalysen verzichten. Die Auswirkung biogenen Abbaus auf die Isotopenwerte der
mineralischen Matrix bedarf weiterer Aufkldrung durch experimentelle Studien, analog denen von
Balzer et al. 1997 fur den Kollagenabbau unter in-vitro-Inkubation von Knochen mit

Mikroorganismen durchgeftihrten.

Hinweise auf den Erhaltungszustand der Isotopenverhiltnisse im Carbonat koénnen die
Gewichtsanteile des Carbonats (Ambrose 1993), das Verhiltnis von Kollagen zum Carbonat
(Lee-Thorp & Sponheimer 2003) und weitere Diageneseindikatoren (z.B. auch Feststellung des
Ca/P-Quotienten) geben.

Bei keinem dieser Merkmale kann man davon ausgehen, dass es einen sicheren Hinweis auf den
Status des Carbonats liefert. Eine Vermeidung von diagenetisch verinderten Ergebnissen erreicht
man, indem man nur Proben des diagenetischen Merkmaltyps A einbezieht, bei dem keine
diagenetischen Verinderungen des Minerals anzunehmen sind (sieche IV: 1.5.1). Bei Proben des
diagenetischen Merkmalstpyen III, die Sekundirmineralisierungsprozesse durchlaufen haben,
besteht die Gefahr der Substititution von externem Carbonat. Sie sind demnach ebenfalls ebenso

wie die diagenetischen Merkmalstypen II auszuschlieen.
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Bei einer strikten Auswahl nach Diagenesetypen besteht die Gefahr auch ein Grofiteil von
Proben auszuschlieBen, die trotz bakteriellem Befalls und Sekundirmineraliserung authentische
Isotopenverhiltnisse aufweisen. Bei jeder einzelnen Fragestellung muss abgewogen werden,
inwieweit eventuell diagenetisch verinderte Werte akzeptiert werden kénnen bzw. ausgemustert
werden miissen.

Eine alternative Moglichkeit prisentierten Schoeninger et. al. 2003, die bei Carbonaten aus
Zahnschmelz variable Erhaltungszustand der O und C -Isotopenverhiltnisse nachgewiesen
haben. Durch Begutachtung der Proben mittels Cathodolumineszenzmikroskopie konnten
Gebiete mit starker und weniger starker mineralischer Verinderung ausgemacht werden. Durch
dieses Verfahren war es moglich, Gebiete im Zahn auszuwihlen, welche keine diagenetischen

Verinderungen zeigten um so valide Isotopendaten zu erhalten.
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3  Schlussfolgerungen, offene Fragen und Ausblick

Ungeklirte Diageneseprozesse

In der vorliegenden Untersuchung wurde deutlich, dass wichtige Punkten in den
Diageneseablaufe von Biomolekiilen ungeklirt sind. Um ein besseres Verstindnis von
Diageneseprozessen zu erzielen, miissten vor allem folgende Themenkomplexe beleuchtet

werden:

Es ist ungeklirt, warum einige Knochen von Mikroorganismen befallen werden, und andere
nicht. Dieser Punkt ist einer der wichtigsten Faktoren zum Verstindnis von diagenetischen
Abbauprozessen (siche V: 1.5.1). Es bedarf weiterer experimenteller Arbeiten, vor allem in
Hinsicht der Kollagen-Mineral-Beziechung und der Abbaubarkeit von Mineral durch

Mikroorganismen, um diese Frage abschlieBend zu klaren.

Wie unter V: 1.2.3 diskutiert, ist die Beziehung von Mineral und DNA ebenfalls ungeklirt.

Die Frage der genauen Lokalisation und Bindung der DNA ist nicht nur zum Verstindnis
diagenetischer Prozessen entscheidend, sondern auch hinsichtlich der Wiedergewinnung von
DNA-Molekiilen von au3erordentlicher Bedeutung. Sollten z.B., wie von Geigl (2002) und Geigl
et al. (2004) vermutet, die DNA-Molekile in unloslicher Form geologische Zeitriume
Uberdauern, hitte dies entscheidende Folgen fiir das Extraktions- und Analyseprozedere der
aDNA-Forschung.

Uberpriifung der Fluoreszenz

Die Bestimmung der Ausprigung der UV-Fluoreszenz von Knochenmaterial konnte in der
vorliegenden Untersuchung als geeigneter Indikator fir den Erhaltungsstatus des Knochens
ermittelt werden, der sich vor allem durch seine einfache und kostenglinstige Durchfiihrung
auszeichnet.

Es zeigte sich ebenfalls, dass sowohl der Blauindex, wie auch die lila Farbausprigungen einen
Rickschluss auf den Kollagenerhalt im Knochenmaterial zulassen. Es wird vermutet, dass eine
Kombination der beiden Merkmale die Aussagekraft der Methode steigern wiirde. Aufgabe
folgender Untersuchungen ist die Erstellung eines Bewertungssystems aus diesem kombinierten

Merkmal, sowie die Uberpriifung an einer neuen Stichprobe.

Vor allem hinsichtlich der Entstehung der UV-Fluoreszenz ist noch Grundlagenforschung zu
leisten (vgl. V: 1.1.2). Anhand der Verteilung der Fluoreszenz im Fundgut, sowie dem
Fluoreszenzverhalten der Proben im Temperaturexperiment wurden hypothetische Erklirungen

fiir die unterschiedlichen Farbausprigungen aufgestellt. Fiir die Uberpriifung dieser Hypothesen
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wire es zum Erreichen einer objektiveren Bewertung nétig, mittels priziseren Messinstrumenten

wie z.B. Spektographen zu arbeiten und diese mit den visuellen FEindriicken abzugleichen.

Kremiertes Material

In unvollstindig verbranntem rezentem und auch archiologischem Knochenmaterial kénnen
Biomolekiilen erhalten sein.

Folglich kann kremiertes Material bei unvollstindiger Verbrennung spurenkundlichen Analysen
zuginglich sein. Allerdings sind methodische Optimierungen, Studien zum Verhalten der stabilen
Isotope im Kollagen beim Verbrennungsvorgang, und bei archiologischem Material zu den

Parametern seines diagenetischen Abbaus, erforderlich.

Die Analyse von stabilen Isotopenverhiltnissen von Carbonat ist aufgrund ungeklirter
Fraktionierungsprozesse wihrend des Verbrennungsvorganges zurzeit nicht ausfithrbar.

Weitere Studien, die diese Fraktionierungsprozesse aufkliren, konnten dies allerdings
ermoglichen. Denkbar wire z.B. die experimentelle Verbrennung von Knochenmaterial eines
Individuums bei unterschiedlichen Temperaturen; dies kann Aufklirung iber mogliche
Fraktionierungsprozesse sowohl im Kollagen als auch im Carbonat bringen und es besteht
ebenfalls die Moglichkeit, die Konstanz dieser Fraktionierungsfaktoren festzustellen, um evt.

Riickrechnungen auf die authentischen Daten zu gestatten.

Spurenanalytik und Diagenesetypen

Durch die Analyse der Zusammenhinge der diagenetischen Merkmale konnte ein Modell zum
diagenetischen Abbau von Knochen erstellt werden, das drei diagenetische Merkmalstypen
umfasst. Die Tab.V.8 fasst die Merkmale der Diagenesetypen, sowie ihre Aussagemoglichkeiten

zur spurenkundlichen Analyse zusammen.

Die Tabelle zeigt, dass durch die Feststellung der Diagenesetypen mittels histologischen
Methoden oder UV-Fluoreszenzbetrachtung Informationen tiber den Erhaltungszustand von
Zielmolekilen spurenkundlicher Analysen gewonnen werden kénnen.

Durch ihre Bestimmung koénnen die Chancen fir anschlieBende spurenkundliche Analysen

abgeschitzt werden und dementsprechend eine Vorauswahl von Proben getroffen werden.

Weiterhin konnen Anhaltspunkte fiir die zu verwendende Aufarbeitungsmethode abgeleitet
werden. So enthalten z.B. Proben des Typ I1I wahrscheinlich mehr DNA-Inhibitoren als Proben
des Typen I, so dass es ratsam wire, spezielle Extraktionsverfahren und Reinigungsschritte

einzusetzen (vgl. V: 2.1).

Eine Feststellung der Diagenesetypen vor spurenkundlichen Analysen ist in jedem Fall zu

empfehlen.
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Tab. V.8: Festgestellte Diagenesetypen sowie Indikatoren, die zur ihrer Feststellung fiihren. Weiterhin zeigt die
Tabelle die Hinweise, die ein diagenetischer Merkmalstyp hinsichtlich spurenkundlicher Analytik geben kann.

Diagenesetyp |

Diagenesetyp Il

Diagenesetyp Il

Indikatoren

Histologische

histologischer
Erhaltungsgrad gut
(OHI von 4 oder 5),

histologischer
Erhaltungsgrad schlecht
(OHI von 0 oder 1),

histologischer
Erhaltungsgrad gut
(OHI von 4 oder 5), keine

Merkmale . , .
Doppelbrechung keine oder reduzierte oder reduziert
vorhanden Doppelbrechung Doppelbrechung
Dominierende hellblau,
Férbung der UV- in Ausnahme féllen lila gelb/braun

Fluoreszenz

reduziert (dunkelblau)

Hinweise fiir spurenkundliche Analytik

Quantitat eher hoch

Quantitat eher gering

Quantitat eher Gering

Kollagen . (bis 8 Gew%) (bis zu 9 Gew%)
Qualitat eher gut . ) .
Qualitat eher gering Qualitat eher gut
) bei erfolgreicher
beste Vorrausetzungen, problematisch, oft falsche ,
) ) Kollagenextraktion selten
Stabile allerdings Isotopenwerte,
. . falsche Isotopenwerte,
Isotopenanalysen datenverfélschende datenverfélschende

an Kollagen

Kontamination méglich
(v. a. Huminstoffe)

Kontaminationen
wahrscheinlich

datenverfalschende
Kontamination
unwahrscheinlich

Wahrscheinlichkeit
far DNA-
Amplifizierbarkeit

hoch

Amplifizierbarkeit nicht
vorhersagbar

eher nicht amplifizierbar

Folgen fur DNA

wahrscheinlich kaum
Inhibitoren, Protokoll

Inhibitoren und mikrobielle
DNA wahrscheinlich,
Protokoll mit
Reinigungsschritten

Inhibitoren wahrscheinlich,
Protokoll mit

Extraktion mit hoher quantitativer verwenden. Reinigungsschritten
Ausbeute verwenden Aufgrund der mikrobiellen notwendig
DNA Extrakt-Einsatz in
PCR evt. verdiinnen
. . , ) diagenetische
Mineralische . diagenetische .
) unverandert . L Veranderung
Matrix Veranderung mdglich o
wahrscheinlich
o ) unsicher, ob unsicher, ob
. wahrscheinlich keine . . I .
Stabile Substitutionsreaktionen Substitutionsreaktionen

Isotopenanalysen
an Carbonat

Substitution von
Carbonat, somit valide
Ergebnisse

stattgefunden haben,
Ergebnisse evt.
diagenetisch verandert

stattgefunden haben,
Ergebnisse evt.
diagenetisch verandert
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Screening und Qualititsvalidisierung
Die Ermittlung der Diagenesetypen kann nur eine Aussage Uber den generellen

Erhaltungszustand des Knochens machen.

Hinsichtlich der DNA-Amplifizierbarkeit ist die Aussagekraft des Diagenesetypen begrenzt (vgl.
Tab.V.8), so dass es sinnvoll wire, weitere gezielt auf dieses Molekil prifende sog.
Screeningmethoden einzusetzen. Dies ist vor allem dann der Fall, wenn die Stichprobe nur einen
Diagenesetypen beinhaltet und eine genauere Vorauswahl hinsichtlich des Zielmolekiils
stattfinden soll.

Wihrend histologische und biomolekulare Merkmale keine oder nur eine geringe Aussagekraft
hinsichtlich der DNA-Amplifizierbarkeit zulassen, konnte in dieser Arbeit festgestellt werden,
dass ein enger Zusammenhang mit dem Erhalt der mineralischen Matrix besteht.

Durch die Feststellung des Ca/P-Quotienten kann die genaueste Aussage uber die DNA-
Amplifizierbarkeit getroffen werden, so dass vom jetzigen Wissenstand nur ein Screening mittels
diesem empfohlen werden kann.

Da die DNA einen kausalen Zusammenhang mit der mineralischen Matrix zeigt kommen auch
andere Merkmale der mineralischen Matrix wie z.B. der Kristallinititsindex als viel versprechende
Screeningmoéglichkeiten in Betracht.

Eine Uberpriifung verschiedener mineralischer Merkmale und ihres Zusammenhanges mit dem
DNA-Erhalt in weiteren Studien konnte zur Entwicklung genauerer Screeningverfahren

beitragen.

Die Validisierung der stabilen Isotopendaten, die von Kollagenqualitit wie auch
Kontaminationen abhingt, kann durch Kollagenqualititsindikatoren erfolgen.

Allerdings kann auch unter Einbeziechung aller tblichen Kritetien (C%, N%, C/N molar,
Kollagengehalt) nicht davon ausgegangen werden, dass alle diagenetisch verinderten Werte
ausgeschlossen werden.

Der Kollagengehalt erwies sich als ungeeigneter Anhaltspunkt fir die Validitit der
Isotopendaten, so dass auf seine Feststellung verzichtet werden kann. Weiterhin zeigt sich, dass
im Gegensatz zu fritheren Angaben (Ambrose 1993) schon Werte von C% unter 40% und N%
unter 10 % auf verinderte Isotopendaten hinweisen, wihrend ein C/N-molar-Verhiltnis bis zu
4,1 authentische Isotopenverhiltnisse aufweisen kann.

Die Wahrscheinlichkeit dass diagenetisch verdnderte Daten in eine Interpretation miteinbezogen
werden ist am geringsten, wenn das Aminosédureprofil der Proben zusitzlich zu obigen Faktoren

geprift wird.

Problematisch ist die Validitit der stabilen Isotopenverhiltnisse im Carbonat, da kein Indikator
existiert, der Substitutionsreaktionen von Carbonat anzeigen kann, so dass die Daten immer im
Einzelfall auf ihre Plausibilitit geprift werden miussen. Hinweise kénnen die aufgestellten
Diagenesetypen geben. Bei einer Auswahl nach diesem Kriterium wirde allerdings auch einen

GroBteil von Proben mit validen Werten ausgeschlossen werden.
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Alternative: Zahnmaterial

Neben dem Knochenmaterial spielt das Zahnmaterial eine zunehmende Rolle in der
spurenkundlichen Analytik, vor allem in den Bereichen aDNA und stabile Isotopenanalyse
mineralischer Matrix (z.B. MacHugh et al. 2000, Mays 2000). Dies basiert auf der Annahme, dass
Zahnuberreste im Gegensatz zu Knochen ein relativ geschlossenes System bilden, da sie einen
hoheren mineralischen Anteil besitzen und mit schiitzendem Kiefer umgeben sind.

Allerdings unterliegt auch Zahnmaterial, insbesondere enthaltene Biomolekiile, diagenetischen
Verinderungen (Gilbert et al. 2005, Stutz 2002), deren Ausmal3 und Folgen im Vergleich zu
Knochenmaterial weniger untersucht sind, so dass auch in diesem Bereich weiterer
Forschungsbedarf besteht. Insbesondere gilt es zu prifen, ob die bei Knochenmaterial
festgestellten diagenetischen Abbauwege und Diagenesetypen ebenso auf Zahnmaterial zutreffen
und ob ebenfalls eine Feststellung des Erhaltungsstatus mit histologischen Methoden oder UV-

Fluoreszenz gelingt.
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VI

Zusammenfassung

Die postmortale Alterung von Knochen (Diagenese) besteht aus einer sehr komplexen Serie von
Prozessen, welche auf allen Ebenen seiner Organisation (makromorphologisch, mikro- und

ultrastrukturell, molekular) erfolgt und entscheidend von Umweltfaktoren geprigt wird.

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Diagenesestatus von 127 archiologischem
Knochen mit unterschiedlichen Liegezeiten (ca. 11500 bis 400 Jahren), auf mehreren Ebenen
(Mikrostruktur, Biomolekile, mineralische Matrix) festgestellt und diskutiert. Durch die
Untersuchung von experimentell gealtertem Knochenmaterial konnten zusitzlich rein chemische
Diageneseprozesse auf den untersuchten Ebenen nachvollzogen werden (n=28). Weiterhin

wurde eine kleine Stichprobe von zehn modernen kremierten Knochen analysiert.

Es lieBen sich drei verschiedene Typen des diagenetischen Knochenstatus aufstellen
(Diagenesetypen). Die histologische Knochenebene wurde als die Ebene erkannt, welche die
meisten Informationen tGber den Erhaltungsstatus der anderen Merkmale liefern kann. Mit ihr
hiangt die Auspriagung der Fluoreszenz von Knochenquerschnitten bei Betrachtung unter UV-
Licht zusammen. Folglich kénnen diese beiden Merkmale als Indikatoren fur den Diagenesetyp
einer Knochenprobe dienen.

Aus den Erkenntnissen zu diagenetischen Abbauprozessen, ihren Beziehungen zueinander und
den aufgestellten Diagenesetypen wurde unter Einbeziehung der Literatur ein vereinfachtes

Diagenesemodell entwickelt, indem der bakterielle Befall eine Schlisselrolle spielt.
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IV~ Zusammenfassung

Die vorliegende Untersuchung hat ebenfalls gezeigt, dass unsere Kenntnisse tUber den
Diageneseprozess im Knochenmaterial lickenhaft und wichtige Fragen, wie z.B. die Biomolekiil-

Mineral-Beziehung noch ungeklirt sind.

Die Erfolgsaussichten der in der biologischen Spurenkunde angewandten Methoden hingen
wesentlich von dem Ausmal} der postmortalen Knochenalterung ab. So ist es fir die Analyse von
groB3ter Bedeutung, die Auswirkung der verschiedenen Einflussfaktoren auf die unterschiedlichen
Ebenen der Knochenalterung zu erkennen und zu verstehen, um das biologische Signal von

Dekompositionsartefakten trennen zu kénnen.

Durch die Erkenntnisse zu diagenetischen Abbauprozessen und Erhaltungszustinden des
Knochens konnten in der vorliegenden Untersuchung die Moglichkeiten und Grenzen

verschiedener spurenkundlicher Analysemethoden tberpriift werden.

Die Analyse von rezentem kremiertem Material zeigt, dass bei unvollstindiger Verbrennung des
Knochens Analysen von Biomolekilen moglich sind. Die Ergebnisse von DNA-Analyse an
kremiertem Material aus neuzeitlichen Krematorien sind kritisch zu betrachten. Ein Erhalt
originirer DNA-Molekiile ist zwar wahrscheinlich, dieses Signal wird aber von rezenter DNA,
aufgrund der groflen Anzahl von Kontaminationsmoglichkeiten in der Arbeitsweise heutiger
Krematorien, tberdeckt. Eine Analyse der stabilen Isotopenverhiltnisse ist zum jetzigen
Zeitpunkt  nicht moglich, da  ungeklirte Fraktionierungsprozesse  wihrend  des

Verbrennungsvorganges zu Abreicherung des schweren Elements fithren.

Asparaginsidurerazemisierung ist ein diagenetischer Prozess, der unter anderem von der
Temperatur stark beeinflusst wird. Diese Tatsache und vorherige Studien gaben den Anlass den
Asparaginsaurerazemisierungsgrad (ARG) als Moglichkeit zur Feststellung von Erhitzungs-
vorgingen an Knochenmaterial zu tGberprifen. Die Untersuchung zeigt allerdings, dass nicht
niher rekonstruierbare Umwelteinfliisse den geringen Unterschied im ARG zwischen erhitztem

und nicht erhitztem Material Giberdecken, so dass eine Differentialdiagnose nicht méglich ist.

Durch Analyse der Zusammenhinge verschiedener Merkmale konnten Screeningmethoden fir
Kollagen- und DNA-Gehalt tiberpriift und empfohlen werden.

Hinsichtlich des Kollagengehaltes zeigte sich die histologische Ausprigung von
Doppelbrechungseffekten (bei Betrachtung im polarisiertem Licht) als beste Méglichkeit auf den
Kollagengehalt zu schlieBen, wihrend der Ca/P-Quotient der mineralischen Matrix die gréBte
Aussagemoglichkeit tiber die DNA-Amplifizierbarkeit bietet.

Weiterhin wurden Kriterien fiir die Validisierung stabiler Isotopendaten aus Kollagen tberpriift:
Die Analysen zeigten, dass weder Kollagengehalt, noch C% und N% oder molare C/N-
Verhiltnis ausreichen, um diagenetisch verdnderte Isotopenverhiltnisse auszuschlieBen. Die
Verinderung von Isotopenverhiltnissen beruht mehrheitlich auf einer Verinderung der
Aminosiurekomposition des Kollagens. Die Erstellung eines Aminosdureprofils ist daher

unerlisslich fir die Prafung der Validitit der Ergebnisse stabiler Isotopenanalysen.
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OHI c__dw__h._mm__m__“ HNM. Doppalbrachungs- Mikrofissuren R ﬂummnw__“wﬂm_wmﬁ mﬂﬂ—%mmhwm el Merkmalstyp
OHI index Befall Kanalen Material Verfarbung
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schnitt schnitt schnitt schnitt schnitt schnitt

p 4 0.5 1 3 Q 3 0

P2 m 4 4 1 05 05 1 1 3 3 0 0 3 3 1 1 c
8 4 0.5 1 3 1] 3 0
p 4 05 0 3 0 3 0

P3 m 4 4 1 05 05 0 0 3 3 1 1 3 3 0 1 c
] 4 0.5 1 3 1 3 1
p 4 05 0 2 1 3 0

Pa m 4 4 1 05 0.5 1 1 2 3 1 1 3 3 1 2 c
] 4 0.5 1 3 1 1 3
5] 4 1 3 3 Q 3 0

ES m 5 B 2 1 1 3 3 3 3 Q0 0 3 3 3 2 B
e 4 1 3 3 0 3 2
P ] 0 0 1 0 3
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& 1 0 0 1 0 3
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OHI __.__Ma__*mmq_“_“ _.“..”_mwa Doﬁﬁm“”ﬁﬂﬂ_::_um. Mikrofissuren _um___wnm-q%___mq _ﬂ.."uww H_%wm“._ mﬂﬁ_m__,.%”m v mﬂwwﬂ__ﬂ_ Merkmalstyp
OHI Kanalen Material g
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schnitt schnitt schnitt schnitt schnitt shnitt

P 0 0 0 2 1 3

E13 | m 0 0 1 0 0 rb nb 0 0 2 2 0 1 3 3 A
& 0 0 0 2 1 3
P 0 0 0 1 1 3

E18/1 [ m 0 0 1 0 0 nb nb 0 0 1 1 1 1 3 3 A
& 0 0 0 1 1 3
P 1 0,5 2 1 1 3
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P 4 1 3 3 1 3 1
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Tab. VIIL2: Bewertung der Fluoreszenzauspragung der archiologischen und iz vitro degradierten
humanen Proben, anhand der unter III: 3.2 aufgestellten Merkmale: Blauindex, Farbmuster und
Beurteilung anderer Farbausprigung. L. = lila, B = braun/gelb, D = dunkelblau (vgl. III: 3)

i Musterzu-
Probe Zf:a:?nt)r( Bereich | Blauindexim \%Stg:‘l:g'g Farbaue. | Farbmuster
Querschnitt Bereich hellblaue préagungen gesamt
Fluoreszenz
periostal 0 L,B
NC12 0 mitte 0 1 LB 1
endostal 0 LB
periostal 0 B
NC13 0 mitte 0 1 B 4
endostal 0 B
periostal 0 B
NC14 0 mitte 0 1 B 4
endostal 0 B
periostal 0 B
NC15 0 mitte 0 1 B 4
endostal 0 B
periostal 0 LB
NC16 0 mitte 0 1 LB 1
endostal 0 LB
periostal 1 LB
NC19 1 mitte 0 5 L 1
endostal 0 LB
periostal 0 LB
NC20 1 mitte 0 1 LB 1
endostal 0 LB
periostal 1 L,B
P1 1 mitte 1 1 LB 1
endostal 1 LB
periostal 0 B
P2 0 mitte 0 1 B 4
endostal 0 B
periostal 0 B
P3 1 mitte 0 1 B 4
endostal 0 B
periostal 0 L,B
P4 0 mitte 0 1 B 1
endostal 0 B
periostal 0 B,D
ES 1 mitte 0 1 B,D P
endostal 0 D
periostal 1 B
T 1 mitte 2 2 LB 1
endostal 0 L
periostal 2 LB
T2 2 mitte 2 1 LB 1
endostal 2 L,B
periostal 5
T3 5 mitte 5 1 6
endostal 5
periostal 3 B
T4 5 mitte 5 7 4
endostal 5
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Probe

Blauindex
gesamter
Querschnitt

Bereich

Blauindex im
Bereich

Musterzu-
ordnung:
Verteilung
hellblaue
Fluoreszenz

Andere
Farbaus-
pragungen

Farbmuster
gesamt

T5

periostal

mitte

endostal

T6

periostal

mitte

endostal

|||

T7

periostal

mitte

endostal

B,D

T8

periostal

mitte

endostal

LB

T9

periostal

mitte

endostal

E1

periostal

mitte

endostal

E2

periostal

mitte

endostal

Lt 1 I N O

E3a

periostal

mitte

endostal

E3b

periostal

mitte

endostal

E3c

periostal

mitte

endostal

E7

periostal

mitte

endostal

E13

periostal

mitte

endostal

E18/1

periostal

mitte

endostal

E18/2

periostal

mitte

endostal

rfo|\lr|irr|irrjrr|rjrjrr|rr|r|jr ||| |r—|—

'
@

E19

periostal

mitte

endostal

@)

E22

periostal

mitte

endostal

=N jwja|NM|o|(o|jo|=|ND|[=|N|(~[AID|RIN|=|=m=|=mlOojaja|Oo|W|INM]|ONM|=|lOIlOIlOI|lO|OI|O|lO|OI|IN|=|=]|=|O|OTN
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Probe

Blauindex
gesamter
Querschnitt

Bereich

Blauindex im
Bereich

Musterzu-
ordnung:
Verteilung
hellblaue
Fluoreszenz

Andere
Farbaus-
pragungen

Farbmuster
gesamt

E25

periostal

mitte

endostal

E27

periostal

mitte

endostal

E29

periostal

mitte

endostal

[t M o L L L

-

E31

periostal

mitte

endostal

-
w

-
w

'
@

Kh1

periostal

mitte

endostal

®

Kh9

periostal

mitte

endostal

Kh10

periostal

mitte

endostal

Kh12

periostal

mitte

endostal

Kh13

periostal

mitte

endostal

CF|rr0| 00|00V |0|V|0|T|T

Kh15

periostal

mitte

endostal

'
@

'
@

-
w

Kh16

periostal

mitte

endostal

-

Kh17

periostal

mitte

endostal

H1

periostal

mitte

endostal

H2

periostal

mitte

endostal

H3

periostal

mitte

endostal

H4

periostal

mitte

endostal

o|lnv]|iololw|lolo|w|lololo|lo]l=|alalalalalo|lololalalalalalalalalalalalalalalalalal=aldidIdIOIOIVI O]

O|0O(0|0(0|0|0|0|0|O|O|0O|r (|||

323



VIII Anhang

324

Musterzu-
Blauindex . Blauindex im ordnyng: Andere Farbmuster
Probe gesamter Bereich Bereich Verteilung Ferbaus- gesamt
Querschnitt hellblaue pragungen
Fluoreszenz
periostal 0 L,B
F1 1 mitte 1 2 L,B 1
endostal 0 L,B
periostal 0 L,B
F2 0 mitte 0 1 L,B 1
endostal 0 L,B
periostal 0 B
F3 1 mitte 1 2 LG 1
endostal 0 L
periostal 1 D
F4 1 mitte 1 1 D 3
endostal 1 D
periostal 0 L,B
F5 1 mitte 2 2 L 1
endostal 0 L,B
periostal 2 D
F6 4 mitte 5 2 3
endostal 2 D
periostal 2 B,D
F7 5 mitte 5 7 2
endostal 5
periostal 4 B
F9 5 mitte 5 7 4
endostal 5
periostal 4 B
F10 5 mitte 5 7 4
endostal 5
periostal 5
TEIO 5 mitte 5 1 6
endostal 5
periostal 5
TE10,5 5 mitte 5 1 6
endostal 5
periostal 4 L
TEI1 5 mitte 5 7 5
endostal 5
periostal 4 L
TEI2 4 mitte 4 1 L 5
endostal 4 L
periostal 3 L
TE12,5 5 mitte 5 7 5
endostal 5
periostal 2 L
TEI3 4 mitte 4 7 L 5
endostal 4
periostal 2 L
TEI3,5 4 mitte 4 4 L 5
endostal 5
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Musterzu-
Blauindex . Blauindex im ordnyng: Andere Farbmuster
Probe gesamter Bereich Bereich Verteilung Ferbaus- gesamt
Querschnitt hellblaue pragungen
Fluoreszenz
periostal 2 L
TEI4 3 mitte 4 2 L 5
endostal 3 L
periostal 3 L
TEIS 4 mitte 4 7 L 5
endostal 4 L
periostal 3 L
TEI6 4 mitte 3 4 L 5
endostal 4 L
periostal 2 L
TEI7 3 mitte 3 4 L 5
endostal 4 L
periostal 2 L
TEI8 4 mitte 4 4 L 5
endostal 5 L
periostal 0 L
TE112 2 mitte 2 2 L 5
endostal 1 L
periostal 0 L
TE116 1 mitte 1 2 L 5
endostal 0 L
periostal 1 L
TE 120 1 mitte 1 1 L 5
endostal 1 L
periostal 0 L
TE 126 0 mitte 0 1 L 5
endostal 0 L
periostal 0 L
TE129 0 mitte 0 1 L 5
endostal 0 L
periostal 0 B,L
TE 132 1 mitte 1 2 L 1
endostal 0 B,L
periostal 5
TEINI 2 5 mitte 5 1
endostal 5
periostal 5 punktuell lila Farbanteile: stark
TEIN4 4 mitte 4 5 ausgepragt im endostalen
Bereich und weniger stark im
endostal 2 mittleren Bereich
periostal 4
TEN7 4 mitte 4 1 gelbliche Farbtdnung des
gesamten Querschnitts
endostal 4
periostal 3 gelbliche Farbténung des
TEINI9 4 mitte 4 7 gesamten Querschnittes mit
ondostal 2 periostal starkerer Auspragung
periostal 3 Ibliche Farbtd it lil
TE Il 11 3 mitte 3 1 e e O e
endostal 3
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Probe

Blauindex
gesamter
Querschnitt

Bereich

Blauindex im
Bereich

Musterzu-
ordnung:
Verteilung
hellblaue
Fluoreszenz

Andere
Farbaus-
pragungen

Farbmuster
gesamt

TEII 16

periostal

mitte

endostal

gelbliche Farbténung mit lila
Anteilen, stark im endostalen,
weniger stark im mittleren
Bereich

TEI18

periostal

mitte

N | W

endostal

—_

gelbliche Farbténung mit lila
Anteile besonders im
endostalen Bereich

TENI 21

periostal

mitte

endostal

gelbliche Farbténung starker
ausgepragt im periostalen
Bereich

TE 123

periostal

mitte

endostal

leichter gelblicher Schimmer
Uber den gesamten Querschnitt

TEINI 25

periostal

mitte

endostal

K91

periostal

mitte

endostal

K92

periostal

mitte

endostal

K93

periostal

mitte

endostal

K97

periostal

mitte

endostal

K98

periostal

mitte

endostal

K100

periostal

mitte

endostal

oO|Oo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|jlo|o|ojlau|jlaju|lndh ||| ||

S MENEY E G EGEd EAEDE Y R DRI Ed E ARG R R4 Rl K




VIII Anhang

Tab. VIIL.3: Anteiliger Kollagengehalt (in Gew%) nach Gelatine- und Sdureextraktion der Proben des humanen

archiologischen und in vitro degradierten Materials, wurden die Daten nicht in der vorliegenden Arbeit erthoben,

unter den Feldern Einwaage und Ertrag statt der Daten die Datenquelle angegeben (vgl. I1I: 8)

Gelatineextraktion

Saureextraktion

Probe E"zm;a)‘ge E(L‘]’;‘)g Gew% E"}";Z?ge E(:;rg)ﬁ” Gew% %Z"",’v// (S;E
Got 0,17 297 0,5 0,93 0,76
Go2 0,26 301 1 0,33 0,07
Gl Dummler 2004 0,71 305 30,5 10 9,29
Gi2 0 296 30 10,14 10,14
Gi3 0,17 290 2,4 0,83 0,66

Mittelwert 0,26 4,45 4,18
Standardabweichung 0,27 5,14 4,53

NC11 1,73 300 11,4 3,8 2,07

NC12 1,07 300 12,3 41 3,03

NC13 1 301 10,4 3,46 2,46

NC14 0,06 301 0,2 1,24 1,18

NC15 Lésch 2003 0,22 300 8,9 2,96 2,74

NC16 1,06 299 12,3 41 3,04

NC17 0,41 300 6,3 2,1 1,69

NC18 1,81 298 22,9 7,6 5,79

NC19 0,21 301 9,6 3,2 2,99

NC20 0,52 300 14,7 49 4,38

Mittelwert 0,81 3,75 2,94
Standardabweichung 0,63 1,71 1,33

P1 561,43 18,77 2,45

P2 499,9 22,56 4,51 B:satli:qt;iwcllj(néo\?sn(ﬁi " 18,91 14,4

P3 544,56 29,96 5,5 P3)

P4 657,8 52,96 8,05 19,71 11,66
Mittelwert 5,13 19,31 13,03
Standardabweichung 2,33 0,57 1,94

ES 496,05 17,52 3,53 330,1 28,7 8,69 5,16

T 480,97 7,14 1,48 15,54 14,06

T2 488,61 3,42 0,7 4,57 3,87

T3 438,53 28,32 6,46 14,35 7,89

T4 426,9 33,86 7,93 19,22 11,29

T5 566,71 19,78 3,49 Harbeck2002 8,75 5,26

T6 493,23 1,51 0,31 4,24 3,93

T7 500,25 11,79 2,36 10,75 8,39

T8 515,84 27,73 5,38 14,43 9,05

T9 607,16 23,35 3,84 21,74 17,90
Mittelwert 3,55 12,62 9,07
Standardabweichung 2,63 6,07 4,71
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Prope | Einweage | By | goy | Eimwasge | Errag | gop, | Gews: SE-
E1 1,02 303,3 15,6 5,14 4,12
E2 1,81 307,1 10,2 3,32 1,51
E3a 1,64 306 57,1 18,66 17,02
E3b 2,44 3447 14,3 4,15 1,71
E3c 3,51 314,1 21,8 6,94 3,43
E7 1,63 308,4 35,7 11,58 9,95
E13 1,51 326,1 14,2 4,35 2,84
E18/1 Czermak 2003 3,28 323,3 15,8 4,89 1,61
E18/2 2,65 361,1 26 7,2 4,55
E19 1,5 357,7 62 17,33 15,83
E22 1,66 343,8 14 4,07 2,41
E25 1,62 342 11,5 3,36 1,74
E27 1,08 312,6 14,7 4,7 3,62
E29 2,06 316,5 20,8 6,57 4,51
E31 2,2 307,7 19,1 6,2 4,00
Mittelwert 1,97 7,23 5,26
Standartabweichung 0,63 4,84 4,99
Kh1 3,86 300 43,3 14,43 10,57
Kh7 4,62 300 57,6 19,20 14,58
Kh9 0,98 300 21,6 7,20 6,22
Kh10 1,13 300 22,3 7,43 6,30
Khi2 Strott in Vorbereitung 0,46 300 48 1,60 1,14
Kh13 1 300 11 3,67 2,67
Kh15 1,19 300 24,5 8,17 6,98
Kh16 0,81 300 11 3,67 2,86
Kh17 1,13 300 13,6 4,53 3,40
Kh19 0 300 24,8 8,27 8,27
Mittelwert 1,52 7,82 6,30
Standartabweichung 1,49 5,36 4,10
HA1 500,12 88,41 17,68 22,26 4,58
H2 643,79 95,68 14,86 Harbeck 2002 21,27 6,41
H3 580,59 46,5 8 23,84 15,84
H4 497,7 63,57 12,78 21,49 8,71
Mittelwert 13,33 22,22 8,89
Standartabweichung 4,08 1,16 4,93
F1 545,64 18,08 3,31 5,47 2,16
F2 552,96 10,59 1,92 7,69 5,77
F3 531,75 98,4 7,59 18,5 10,91
F4 576,32 42,06 7,3 21,21 13,91
F5 554,48 4,18 0,75 Harbeck 2002 7,74 6,99
F6 500,54 24,23 4,84 21,74 16,90
F7 419,79 23,33 5,56 20,71 15,15
F9 540,16 40,4 7,5 21,26 13,76
F10 495,76 43,59 8,8 24,24 15,44
Mittelwert 5,29 16,51 11,22
Standartabweichung 2,80 7,33 5,11
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Tab. VIIL.4: Anteiliger Kollagengehalt (in Gew%) nach Gelatine- und Sdureextraktion der Proben des tierischen
Materials, wurden die Daten nicht in der vorliegenden Arbeit erhoben, ist unter den Feldern Einwaage und Ertrag

statt der Daten die Datenquelle angegeben (vgl. I1I: 8)

Gelatineextraktion Saureextraktion
Probe | Eifwaage | EEG | geys, | Eifwadge | EMEg | gewe, | GewreSE
Go3 Dummler 2004 0,34 300 1 0,33 -0,01
Go4 0,3 300 0,5 0,17 -0,13
NCH1 0 300 45 1,5 1,5
NC2 0 300 0,7 0,23 0,23
NC3 0 300 3,3 1,1 1,1
NC4 0 300 1,6 0,53 0,53
NC5 0 300 1 0,33 0,33
NC6 0 300 2,7 0,9 0,9
NC7 0 300 0,1 0,03 0,03
NC8 0 300 6,1 2,03 2,03
NC9 0 299 1,1 0,36 0,36
NC10 0 298 3,7 1,24 1,24
NC21 0 301 2,9 0,97 0,97
NC22 0 300 52 1,73 1,73
NC23 0 302 0,5 0,17 0,17
NC24 0 300 3,2 1,07 1,07
NC25 0 300 3 1 1
NC26 0 300 3,9 1,3 1,3
NC27 0 301 59 1,97 1,97
NC28 0 300 1,1 0,37 0,37
NC29 0 302 47 1,57 1,57
NC30 Lésch 2003 0 300 48 1,6 1,6
NC31 0,96 299 8,9 2,97 2,01
NC32 2,64 298 18,8 6,27 3,63
NC33 0,8 297 7.6 2,53 1,73
NC34 2,06 300 15,9 5,3 3,24
NC35 2,41 298 16,9 5,63 3,22
NC36 1,89 300 10,2 3,4 1,51
NC37 1,92 299 23,1 7,7 5,78
NC38 1,15 302 9 3,63 2,48
NC39 2,36 301 10,9 1,2 -1,16
NC40 0,21 300 3,7 0,93 0,72
NC41 0,35 300 2,8 0,93 0,58
NC42 0,8 300 4,2 1,4 0,6
NC43 1,8 300 10,3 3,43 1,63
NC44 1,84 302 23,6 7,87 6,03
NC45 2,15 295 13,4 5,13 2,98
NC46 2,52 299 22,8 7,6 5,08
NC47 1,37 300 11,6 3,87 25
NC48 0,38 300 7.4 2,47 2,09
NC49 1,27 300 3 1 -0,27
NC50 0,31 300 6,9 2,3 1,99
Mittelwert 0,71 2,29 1,58
Standartabweichung 0,80 2,19 1,53
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Gelatineextraktion Saureextraktion

Probe | Eifwaage | EEG | geys, | Eifwadge | EMEg | Gews, | GewrelE
Kh2 0,38 300 11,3 3,77 3,39
Kh3 0,39 300 14,8 4,93 4,54
Kh5 0,17 300 13,5 4,50 4,33
Kh8 0,71 300 46,2 15,40 14,69
Khi1 0 300 13,8 4,60 4,60
Kh14 Stroft in Vor- 0 300 40,8 13,60 13,60
Khi8 bereitung 0 300 13,9 4,63 4,63
Kh20 0,14 300 13,9 4,63 4,49
Ut 0,49 300 15,2 5,07 4,58
u2 0,69 300 22,1 7,37 6,68
U3 2,01 300 23 7,67 5,66
U4 1,24 300 15,1 5,03 3,79
U5 0,52 300 40,5 13,50 12,98
Mittelwert 0,52 7,28 6,77
Standartabweichung 0,57 4,10 4,08

Tab. VIIL5: Anteiliger Kollagengehalt (in Gew%) nach Gelatine- und Sdureextraktion der Proben des in vitro

degradierten Materials, wurden die Daten nicht in der vorliegenden Arbeit erthoben, ist unter den Feldern Einwaage

und Ertrag statt der Daten die Datenquelle angegeben (vgl. I1I: 8)

Gelatineextraktion Saureextraktion

Probe E'?";Z?Qe E(:T‘]’g)g Gew% E'mZ?ge E(:T‘]’g)g Gew% GGZ"“,’Z/ <S;E
TEI05 248,6 31,65 12,73 503,24 92,73 18,43 5,7
TE 1 262,14 13,88 5,29

TEI2 260,65 18,32 7,03
TEI25 260,4 20,8 7,99 558,68 88,93 15,81 7,82
TEI3 255,82 11,82 4,62
TEI35 260,46 13,2 5,07 544,24 77,15 14,18 9,11
TEI4 246,2 10,83 4,4 528,5 67,33 12,74 8,34
TEI5 254,97 12,8 5,02

TEI 6 253,43 5,31 2,1 516,09 | 7068 | 13,69 11,59
TEI7 246,43 12,51 5,08

TEIS 505,4 14,85 2,94 41476 | 1969 | 475 1,81
TEI12 324,46 0,36 0,11

TEI116 492,82 0,43 0,09 473,35 0,57 0,12 0,03
TE120 517,71 0 0 580,87 20,36 3,51 3,51
TE126 438,75 0 0

TEI129 261,2 0 0 505,4 43 0,85 0,85
TE132 555,39 0,42 0,08 513,69 29,8 58 5,72
TEIl 2 495,75 13,31 0,21

TE Il 4 495,17 0 0,00 307,6 78,4 25,49 25,49
TEN7 504,82 0,012 0,00 331,1 77,9 23,53 23,5276
TEN9 525,85 0,077 0,02

TE Il 11 513,21 6,65 1,30 305,4 58,9 19,29 17,99
TE Il 16 523,5 6,37 1,22

TE Il 18 502,63 4,16 0,83 316,4 66,5 21,02 20,19
TE Il 21 493,45 1,32 0,27 3174 63,6 20,04 19,77
TE Il 23 517,57 8,64 1,67 3125 43,6 13,95 12,28
TE Il 25 514,93 5,77 1,12 308,4 66,1 21,43 20,31
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Tab. VIIL.6: Prozentualer N und C-Gehalt im Kollagenextrakt (nach GE), sowie
molarer C/N-Quotient des humanen Knochenmaterials, die jeweilige Datenquelle
ist seitlich angegeben, (vgl. I11: 9).

Probe N (%) C (%) C/N molar Quelle
Got 10,204 33,904 3,876
Go2 4,107 7,817 2,221
Mittelwert 7,16 20,86 3,05
Standardabweichung 4,31 18,45 1,17
Gut 8,945 28,838 3,761 Dummler 2004
Gu2 13,288 43,254 3,798
Gu3 3,285 13,389 4,755
Mittelwert 8,51 28,49 4,10
Standardabweichung 5,02 14,94 0,56
NC11 13,66 41,49 3,55
NC12 12,89 36,2 3,28
NC13 15,28 42,74 3,26
NC14 14,72 40,71 3,23
NC15 keine Messung mdglich
NC16 10,204 42 3,22 .
NC17 4,107 35,39 3,14 Losch 2003
NC18 8,945 38,36 3,32
NC19 13,288 15,52 3,17
NC20 3,285 27,03 3,85
Mittelwert 10,71 35,49 3,34
Standardabweichung 4,46 8,93 0,23
P1 13,66 46,242 3,525
P2 12,89 52,48 3,856
P3 15,28 54,675 3,531
P4 14,72 45,498 3,509
Mittelwert 14,14 49,72 3,61
Standardabweichung 1,07 4,55 0,17
ES 16,624 54,899 3,853
T1 13,812 40,534 3,424
T2 15,433 44,131 3,336 vorliegende
T3 13,846 46,02 3,878 Untersuchung
T4 14,304 43,538 3,551
T5 14,573 44,038 3,526
T6 11,492 31,84 3,232
T7 12,055 39,322 3,806
T8 14,264 42,489 3,475
T9 15,026 45,6 3,541
Mittelwert 13,87 41,95 3,53
Standardabweichung 1,30 11,41 0,83
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Probe N (%) C (%) C/N molar Quelle
E1 13,46 42,98 3,73
E2 13,16 41,28 3,66
E3a 15,68 49,64 3,69
E3b 13,12 46,93 4,15
E3c 14,73 44,10 3,49
E7 11,71 39,07 3,89
E13 12,05 36,54 3,54
E18/1 13,73 40,73 3,46
E18/2 12,56 38,81 3,61 Czermak 2003
E19 15,48 59,20 4,46
E22 15,74 47,58 3,53
E25 7,71 28,10 4,25
E27 14,90 49,07 3,84
E29 8,36 26,84 3,75
E31 5,03 16,69 3,87
Mittelwert 12,49 40,50 3,79
Standardabweichung 3,06 11,96 0,80
Kh7 12,44 40,22 3,77
Kh9 9,72 34,5 3,89
Kh10 10,37 36,13 4,06
Kh12 9,72 24,77 2,97
Kh13 10,02 31,84 3,71 .
Kh15 9,44 33,91 3,94 Vomronn .
Kh16 10,7 35,06 3,82
Kh17 13,57 44,66 3,61
Kh19 keine Messung
Mittelwert 10,75 35,14 3,72
Standardabweichung 1,38 5,83 0,31
H1 16,973 54,645 3,756
H2 14,956 45,279 3,532
H3 14,765 45,406 3,588
H4 14,349 43,289 3,52
Mittelwert 15,26 47,15 3,60
Standardabweichung 1,17 5,09 1,00
F1 16,578 49,41 3,477
F2 13,089 39,998 3,565 )
F3 13,568 40,754 3,504 Uﬁg:‘;ﬁgﬂﬂﬁg
F4 15,121 44,628 3,443
F5 11,783 33,57 3,324
F6 21,937 72,215 3,841
F7 16,801 49,046 3,405
F9 15,104 44,522 3,439
F10 17,427 51,246 3,431
Mittelwert 14,59 44,42 3,36
Standardabweichung 4,74 14,64 0,82
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Probe N (%) C (%) C/N molar Quelle
TE10,5 12,78 43 3,79
TE |1 14,36 46,76 3,8
TEI2 13,52 40,72 4,17
TEI25 14,19 46,33 3,81
TEI3 15,52 47,27 3,55
TEI3,5 14,29 46,28 3,78
TE |4 15,65 47,25 3,52
TEI5 13,07 44,11 3,94 vorliegende
TE16 14,98 44,34 3,45 Unter-
TEI7 14,3 47,36 3,86 suchung
TEIS8 14,55 40,25 3,23
TE |12 5,74 6,01 1,22
TE |16 2,1 11,48 6,39
TE 1 20 100 100 0
TE 126 100 100 0
TE 129 100 100 0
TE 132 0,68 7,15 12,25

Tab. VIIL7: Prozentualer N und C-Gehalt im Kollagenextrakt (nach GE), sowie
molarer C/N-Quotient des tierischen Knochenmaterials, die jeweilige Datenquelle ist
seitlich angegeben(vgl. I1I: 9)

Probe N (%) C (%) C/N molar Quelle
G63 7,48 17,28 2,7
Go4 3,05 5,73 2,19

Mittelwert 5,27 11,51 2,45

Standardabweichung 2,22 8,17 0,26
NC1
NC2
NC3
NC4
NC5
NC6
NC7
NC8
NC9

NC10

NC21

NC22

NC23

NC24

NC25

NC26

NC27

NC28

NC29

NC30

NC31 12,34 38,48 3,64

NC32 12,10 39,97 3,85

Dummler 2004

keine Messung

Losch 2003
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Probe N (%) C (%) C/N molar
NC34 14,76 41,42 3,27
NC35 12,49 40,33 3,77
NC36 12,91 40,57 3,67
NC37 12,54 33,90 3,15
NC38 13,07 40,28 3,60
NC39 12,08 37,56 3,63
NC40 6,27 16,81 3,13
NC41 3,62 7,16 2,31 )
NC42 13,15 38,63 3,43 Losch 2003
NC43 12,89 40,97 3,71
NC44 10,89 35,02 3,75
NC45 13,89 37,52 3,15
NC46 14,65 39,36 3,14
NC47 13,46 37,24 3,23
NC48 10,28 29,71 3,37
NC49 10,83 36,52 3,94
NC50 12,95 40,30 3,63
Mittelwert 12,00 35,85 3,44
aﬁ\tj‘gigﬁlrjdn'g 274 8,91 0,37
Kh2 13,48 44,268 3,831
Kh3 15,751 47,3 3,504
Kh5 5,501 51,844 10,996
Kh8 10,625 37,054 4,069
Kh11 keine Messung Strott in
Kh14 Vorbereitung
Khi8
Kh20 8,425 22,151 3,067
Mittelwert 10,7564 40,5234 5,0934
aﬁ\tj‘gigﬁlrjdn'g 3,61762207 | 10,9089353 | 2,610671371
Ut 39,056 11,474 3,971
U2 35,279 11,947 3,445
U3 37,775 11,169 3,946
U4 28,914 9,395 3,590 Strott in
us 37,286 12,766 3408 | 'orereitung
Mittelwert 35,662 11,3502 3,672
aﬁ\tj‘gigﬁlrjdn'g 4,00947546 | 8,17481885 | 0,56113816
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Tab., V.IIL8: Aminosiurcprofile des humanen archiologischen Materials, sowie nmol Aminosiure (AS) pro Ansatz und daraus resultierend me ng Knochen
Probe wu.. asp thr ser glu pro gly ala cys val met leu tyr phe his ﬂM lys arg zﬁmr__u_.w sﬂnnmnwﬂm
G2 10,1 35 3,8 3,5 8 9,3 32 14 0,09 1,7 0,45 | 0,74 | 4,13 0,15 1,5 0,6 0,5 0,11 3,9 183,114 381,49
Gu3 10,7 3,2 3.4 37 8,1 9,5 32,9 14 0,1 1,5 0,5 | 0,64 4.2 02 (097|035 | 07 0,5 3,5 192,686 87,64
NC12 7,54 1,99 | 1,02 | 0,98 | 3,31 13,48 | 34,18 | 22,33 0 237 | 0,18 | 0,91 2,82 0,1 0,79 | 0,17 0,43 3,5 3,92 213,08 5357,22
NC16 7,2 2.1 1,24 | 0,96 | 3,22 14,02 | 34,07 | 22,09 0 259 | 0,18 | 0,91 2,94 0,11 1,17 | 0,05 0,26 | 3,45 3,4 204,95 5222,16
NC17 7,92 0,61 0 0 2,31 19,87 | 43,99 9,68 0 1,93 0 0,4 1,05 0,16 0 0 0,13 1,17 110,78 49,97 1178,54
NC18 10,7 3,92 | 206 | 2,03 5,61 16,95 | 23,78 | 14,44 17 289 | 062 | 1,24 | 3,66 0,14 | 1,74 0,2 0,31 3,5 6,06 176,24 7377,48
P1 10,2 57 2,8 3,2 6,4 12,6 327 10 0,066 |1,332| 0,429 | 1,242 | 3,546 | 5,355 | 0,347 | 0,262 | 0,357 | 0,097 | 3,424 | 201,024 841,37
P2 8,8 53 2,4 2,3 57 13,16 | 34,569 9,1 0,086 1,421 0,52 | 1,03 | 3,537 7,6 10,437 0,36 0 0,235 | 3,592 135 1538,49
P3 93 |4,854)| 0,74 | 1,952 | 6,729 | 13,859 | 35,741 | 9,907 | 0,078 | 1,646 | 0,533 | 1,322 | 3,62 45 10,671 0,586 0 0,305| 3,6 86 1207
P4 11 45 2,4 3,9 7.4 13 31 13,3 0,07 1,2 0,2 1,7 34 0,2 4.4 14 0 0,314 0,5 256,914 3554,01
ES 11,8 36 2,9 45 6 8,3 329 20 0,09 1,4 0,67 | 0,57 41 0,078 1,4 04 10628 10,143 25 199,038 1464,55
T1 11,7 3,4 3,2 58 8,2 13,8 30 13,5 0,09 | 0,97 | 0,178 0,963 3,3 0 2,9 0,6 025 | 0,17 0,7 194,7 642,29
T2 11 3,5 1,9 3,7 7,2 13 31,2 12,6 | 0,059| 0,8 0,2 1,3 3,2 0,3 59 1,9 0 0,6 1,2 151,067 259,16
T3 9,9 59 2,5 5.1 8 12,4 33,2 13 0,063 |1,774] 0,324 | 1,549 | 4,777 0 0,699 |0,326 | 0,652 | 0,109 | 2,346 | 245,597 3374,58
T4 11 4 2,9 49 7,2 12,9 28,8 13,2 0,2 1,3 1,2 2.1 5 0 3,5 0,8 0 0,28 0,4 189,806 3941,01
T5 9,9 4.2 2,4 3,7 6,8 12,7 19,3 12,27 | 0,062 [ 1,041 | 0,247 | 1,6 3,2 0,3 5 2,123 0 0,8 4.5 198,066 1728,28
T6 8,7 1,9 1,4 6,2 7,2 14,2 31,2 14 0,24 1,1 0,4 1,6 34 0 4 1,5 0 0,3 2,6 96,783 138,46
T7 99 |5513|3,327 5,867 | 7,595 | 11,208 | 30,591 | 11,662 | 0,082 | 1,489 | 0,293 | 1,688 | 4,122 | 0,893 | 0,609 | 0,28 | 0,841 0 4 337,473 1500,69
T8 9,074 | 52 |2,866|4,363 | 7,528 | 12,739 | 31,2 145 | 0,064 | 1,611 0 1,866 | 4,418 0 0,647 0631 | 058 (0,091 ] 2,7 192,466 2164,52
T9 10 4.3 2,4 4.2 7,3 12,9 30,6 12,9 0,08 1,2 10,175 1,7 3,3 0,25 5 1,83 0 0,5 0,6 211,727 1893,61
E1 7,6 2,7 1,6 14 3,9 13 31,5 19,9 0,1 2,3 0 0,8 2,6 1,3 0,4 0,2 3,8 6,9 213,85 529,58
E2 7,9 2,2 1 1.1 3,8 13,6 30,9 18,9 0,1 2,1 0,1 0,7 2,6 0,1 0,8 0,3 0,2 27 11,1 198,15 81544
E3a 8,2 2,2 1,5 0,9 1,9 13,6 32,9 21,1 0,1 1,9 0,3 0,6 28 0,1 1,4 04 0,3 3.5 6,3 197,3 791,49
E3b 8,4 35 1,6 2,2 8,4 11,2 27,2 16,1 0,1 2 0,3 0,8 26 0,1 1,4 0,3 0,3 3,9 10 326,05 1998,82
E3c 9,4 3,3 1,6 17 52 17,7 246 15 0,2 2,8 0,6 1,2 3,5 1,6 0,4 0,3 2,3 8,4 148,3 1222,72
E7 8,4 3,7 1,5 2,6 8,8 11,4 30,2 16,8 0,1 1,7 0,1 0,7 24 0,1 1,3 0,3 0,3 29 6,7 229,1 926,1
E13 11,6 5 2,1 3,5 8 14,7 221 12,7 0,1 2,4 0,2 1,1 3.1 0,1 1,6 0,5 0,4 34 7.4 155,3 650,64
E18/1 11,1 2,6 2 1 1,9 18,5 25,3 16,5 0,2 2,7 0,1 0,9 3,8 0,1 1,8 0,6 0,2 25 8,3 149,3 1287,9
E18/2 71 25 1,4 1,3 2,6 13 34,2 21 0,1 1,8 0,6 0,8 2,7 0,1 1,2 0,3 0,3 19 6,9 175,5 1204,09
E19 7.5 25 1,6 1,3 2,9 13,3 32,5 20,1 0,1 2.1 0,5 0,8 2,8 0,1 1,4 0,4 0,2 34 6,4 201,05 726,09
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Tab. V.IIL.9: Aminosiurcprofile des analysierten 2

mit dem Kiirzel SIC mit Saureext

radierten Marterials, Proben ohne Kennzeichen swurden mirttels Gelatineextraktoon extrahiert,
i CLG).

_u

roben

Probe _WMU asp thr ser glu pro gly ala cys val met ile leu tyr phe his _W_Iw lys arg | nmolAS nmol/100mg
Knochen
TEI0,5 11 44 | 28 | 43 8,4 9.4 32 13 0,1 1,3 |0,965| 05 4 0,15| 1,3 | 03 0 05 | 34 | 199,171 3361,36
TE I 19 8 31 | 47 6,9 96 | 26,05 [12075]| 0 0 |o169] 1,263 4,109 | 0,783 ] 0,673 ] 0,441 | 0,481 | 0,108 | 2,375 | 276,787 3760,66
TEI2 163 | 69 | 35 | 43 7 |10431] 296 | 11,2 0 0 |o0305[1,125| 44 06 |0713] 03 |0628| 004 | 25 | 236,493 5104,63
TEI25 | 1162 | 66 | 23 | 35 7,1 | 12,675]| 32,566 | 9,807 | 0,054 | 1,16 | 0,31 1 3997 |2745]0651|0223] o0 |0338(3448| 287,577 2462,89
TEI3 [9034] 33 | 15 | 46 8,2 13,5 | 3162 | 139 [ 007 097 | 03 | 1.2 3.9 0 24 |1027] o |os13| 4 204,688 2280,58
TEI35 | 107 | 35 | 32 4 8 91 |32416]| 154 | 0.1 16 | 11 o057 | 42 o017 | 1.3 | 05 0 07 | 3,75 198 1966,04
TE |14 98 | 55 |3135|5013]| 7,447 | 12,735| 35,144 | 12,216 | 0,062 ] 1,329 | 0,312 1,011] 4066 | 0 |0,813]|0524| 0,558 | 0,279 0 185,928 3359,04
TEIS [ 10,75 | 39 | 25 | 41 7.4 12,4 | 292 | 137 0 08 |0172]| 098 | 386 0 57 |0743] o |o0211| 3,7 | 26898 1317,7
TEI 6 105 | 6,2 | 28 3 7 12,86 133,135 95 |o0.0868| 16 |0204]| 16 45 19 |0697 0292 0 |o0415]|3,872| 272942 3122,64
TEI7 111 | 68 | 23 | 35 7,1 | 12,636|32,272| 999 |0,058]|1,187]|0363| 1,1 | 3982 [3,0909] 0,57 |0,231| © 3,5 | 295256 1405,34
TEI8 10,3 | 4,754 | 2,982 4882 | 7,511 | 12,707 | 32,433 | 11,886 | 0,103 | 1,505 0 |1,327| 3714 | 0943|0396 |0,314| o |0,136| 7.9 | 197,055 80,71
TE116 [13266| 3,5 10 4.2 5,5 11,2 | 265 | 125 | 06 2 | 275 | 1,948 2,861 0 0 2,8 0 0 3,8 25,9 1028,99
TEN2 [ 4115 ] 32 | 22 | 31 7.5 14,4 | 324 | 132 | 001 | 15 0 1,6 43 0 34 | 072 0 04 | 09 176,3 301,73
TEI11 | 108 | 33 | 23 | 341 8 10,9 | 37,151 14,237 0,127 [1,525| 03 | 06 4.4 03 | 1.8 | 048 0 |o0316] 3,26 | 116,429 166,22
TEII18 | 103 19 | 25 7.6 10,9 37 136 | 04 | 22| 1.1 | 07 4,2 05 | 1.4 | 13 04 | 03 | 35 | 69488 160,64
TEN25 | gog7 | 95 0 53 5.8 8,7 279 | 128 | 04 | 15| 1.6 | 7.9 1,9 04 | 1.7 1 0 0 |4,947| 57,343 9966,27
TEITSE| 134 | 69 | 29 | 42 6,5 11,9 | 259 10,1 | 0,16 | 1,157 | 2,324 18 52 15 0,7 0 15 09 | 32 | 265023 7159,93
4mm_mm_m 83 | 54 | 31 |4831]| 7,247 | 11,964 | 32,36 | 11,477 ]| 0,106] 1,535]| 0,678 1,825 4411 [ 1,229 | 0,538 | 0,398 | 0 |o0462[4,159| 212,135 4501,37
TEI4SE| 84 | 53 |2863]|4946] 6,951 | 11,558 32,393 ] 10,261 | 0,062 1,434 | 0,334 | 1,392 | 3,873 | 0,967 | 4,759 0,472 o0 [0,025]|50952| 147,692 5252,87
TEI6GSE| g5 6,1 |2916]| 46 | 7,578 | 12,115| 32,4 |12,165[0,093| 1,632 | 0,778 | 1,483 | 4903 | 0,982 | 0,802 | 0,486 | 0 0 |5568]| 222461 1906,36
TEIBSE | 9,656 |5845]3,164] 556 | 7.6 |11,998|30,842|13,317 | 0,063] 1,51 | 0,435] 1,017 | 4,389 [ 1,037 | 0,875] 0,58 | 0,425 | ©0 |1,657| 167,051 983,8
H_mm__mmo 5 56 | 26 | 34 0 75 | 1345 | 84 |0332| 18 | 19 [ 28 73 | 197 | 206 |7661| 19 | 19 | 57 353 60,07
4_mm_mm@ 2,087 [1027] 716 | 69 |11542] 7 10,994 7,602 | 0,337 ]| 2,764 | 1,014| 47 |12775| 37 |1.971]0911| © 0 |6431] 82893 198,55
Hm.r.J._mm_n\,. 8,7 6,9 3 47 | 9,828 | 11,36 | 25,331 9,996 | 1,913| 256 | 4,939 0 0 0 |[s481]|2227| o [83,969]|0438| 13,896 198,55
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Tab. VIIL.10: D/L-Asp-Quotienten (ARG) des humanen archiologischen und 7 vitro degradierten
Knochenmaterials (vgl. III: 5), sind die Daten in einer vorherigen Arbeit erhoben wurden, wird dies unter den
Messwerten angegeben.

Kennwerte je Fundort

1. 2. 3. Mittel- | Standard- . Standardab-
Probe Messung | Messung | Messung | wert | abweichung Mittelwert weichung
Go1 kein Signal erhéltlich

Go2 0,0797238 | 0,076524 | 0,0720773 | 0,0761
Gu1 0,0363456 | 0,029931 | 0,0305766 | 0,0323 0,0029
Gu2 0,0300421 | 0,02911 |0,0312826 | 0,0301 0,0009 0,0296 0,0029
Gu3 0,0241526 | 0,025622 | 0,0296643 | 0,0265 0,0023
NC11 0,0541909 | 0,057285 | 0,0450729 | 0,0522 0,0063
NC12 0,036679 | 0,03221 | 0,0392449 | 0,0360 0,0036
NC13 0,0507342 | 0,049219 | 0,0500554 | 0,0500 0,0008
NC14 0,148534 | 0,106729 | 0,1014053 | 0,1113 0,0258
NC15 | 0,0622869 | 0,065651 | 0,0623964 | 0,0634 0,0019

NC16 | 0,0493245 | 0,052105 | 0,0523495 | 0,0513 0,0017 0,0634 0,0236
NC17 | 0,0603049 | 0,059199 | 0,059442 | 0,0596 0,0006

NC18 | 0,0465133 | 0,047934 | 0,0486437 | 0,0477 0,0011

NC19 | 0,0995761 | 0,098565 | 0,0991653 | 0,0991 0,0005

NC20 | 0,0599109 | 0,064309 | 0,0644391 | 0,0629 0,0026

P1 0,0455 0,0003

P2 Harbeck 2002 0.0377 0,0001 0,0422 0,0033
P3 0,0426 0,0009

P4 0,0430 0,0088

ES 0,0391864 0,054467 0,0509506 0,0482 0,0080 0,0482

T1 0,0411 0,0002

T2 kein Signal erhéaltlich

T3 0,0313 0,0004

T4 0,0331 0,0008

T5 Harbeck 2002 0,0318 0,0009 0,0356 0,0036
T6 0,0397 0,0003

T7 0,037 0,0009

T8 0,0358 0,0008

T9 0,0352 0,0000

E1 0,038647 | 0,039703 | 0,0390941 | 0,0391 0,0005

E2 0,044652 | 0,051723 | 0,0495106 | 0,0486 0,0036
E3a 0,0351655 | 0,0364 | 0,0442655 | 0,0386 0,0049
E3b 0,0524287 | 0,052935 | 0,0530015 | 0,0528 0,0003
E3c 0,0458286 | 0,045749 | 0,0472846 | 0,0463 0,0009

E7 0,0362685 | 0,033773 | 0,0347045 | 0,0349 0,0013
E13 0,045856 | 0,04313 | 0,0446312 | 0,0445 0,0014

E18/1 0,0504644 | 0,047695 | 0,0495631 | 0,0492 0,0014 0,0467 0,0082
E18/2 | 0,0412971 | 0,040134 | 0,0414422 | 0,0410 0,0007
E19 0,0462711 | 0,05064 | 0,0495651 | 0,0488 0,0023
E22 0,0499409 | 0,055281 | 0,0537754 | 0,0530 0,0028
E25 0,0519945 | 0,049677 | 0,0500905 | 0,0506 0,0012
E27 0,0485945 | 0,042419 | 0,0477683 | 0,0463 0,0034
E29 0,071901 | 0,064991 | 0,0688231 | 0,0686 0,0035
E31 0,0394881 | 0,037969 | 0,0390007 | 0,0388 0,0008
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Kennwerte je Fundort

Probe Mes1s.ung Meszs.ung Mes3$.ung l\&::&tl ag\:\?:igzzjdng Mittelwert S\t::igz::dnagb
Khi 0,049631 | 0,043868 | 0,044023 | 0,0458 0,0033

Kh7 | 0,0328003 | 0,038468 |0,0356453 | 0,0356 0,0028

Kho | 0,0396879 | 0,041695 |0,0406951 | 0,0407 0,0010

Kh10 | 0,0482672 | 0,042357 | 0,0433562 | 0,0447 0,0032

Kh12 | 0,0479807 | 0,0507 |0,0496325 | 0,0494 0,0014

Kh13 | 0,0476937 | 0,041629 | 0,0444321 | 0,0446 0,0030 0,0438 0,004
Kh15 | 0,0429188 | 0,050434 | 0,0500237 | 0,0478 0,0042

Kh16 | 0,036831 | 0,040102 | 0,0396281 | 0,0389 0,0018

Kh17 | 0,0506333 | 0,042788 | 0,0501023 | 0,0478 0,0044

Kh19 | 0,0427877 | 0,043269 | 0,0421443 | 0,0427 0,0006

H1 0,0275 0,0015

H2 Harbeck 2002 0,0275 0,0002 0,0340 0,0159
H3 0,0233 0,0019

H4 0,0577 0,0007

F1 0,0275 0,0008

F2 0,0352 0,0005

F3 0,0285 0,0005

F4 0,0358 0,0003

F5 Harbeck 2002 0,028 0,0004 0,0307 0,0039
F6 0,0331 0,0001

F7 0,0248 0,0001

F9 0,0341 0,0057

F10 0,0295 0,0007
TEI105 0,0213 0,0055

TE |1 0,041 0,0012

TEI2 0,0605 0,0009
TEI25 0,0737 0,0025

TEI3 0,0768 0,0003
TEI13,5 0,0846 0,0034

TE | 4 00876 | 0ot .

TEI5 0,0943 0,0016

nur 1

TEl 6 Harbeck 2002 0.0909 Me:sung 0,2111 0,2092
TEI7 0,0618 0,0720

TEI8 0,183 0,0008
TEI12 0,2314 0,0361
TEI16 0,3579 0,0315
TE 120 0,4591 0,0078
TE |26 0,5574 0,0053
TE 29 0,57 0,0094
TEI32 0,6028 0,0134

TEIl2

TEIl4 | 0,0630839 | 0,079321 | 0,073345 | 0,0719 0,0082

TEN7 |0,1145556 | 0,115121 |0,1149789 | 0,1149 0,0003

TEIN9
TE 111 | 0,1033702 | 0,105551 | 0,1116203 | 0,1068 |  0,0043 0.1451 0.0607
TEIl 16
TE 118 | 0,1471224 | 0,141662 | 0,1437761 | 0,1442 0,0028
TE 21 | 0,1455453 | 0,145922 | 0,1461269 | 0,1459 0,0003
TE 1123 | 0,2622288 | 0,262739 | 0,262398 | 0,2625 0,0003
TE 125 | 0,1589391 | 0,180469 |0,1700965 | 0,1698 0,0108
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340

Tab.VIIL11: D/L-Asp-Quotienten (ARG) des tierischen Knochenmaterials (vgl. I11: 5)

Kennwerte je Fundort

Probe Mes1s'ung Meszs.ung Mesas'ung “&23 ag\t;:igﬁ::dng Mittelwert S\tlo?:igzrjdnagb
Go3 0,0528411 | 0,048203 | 0,0543225 | 0,0518 0.0518
Go4 Kein Signal erhéltlich ’
NC1 0,0719126 | 0,070137 | 0,0682672 | 0,0710 0,0013

NC2 0,042545 | 0,040612 | 0,042941 | 0,0416 0,0014

NC3 0,1830491 | 0,155449 | 0,112816 | 0,1692 0,0195

NC4 0,1076923 | 0,115852 | 0,1158582 | 0,1118 0,0058

NC5 0,0331729 | 0,031472 | 0,0312805 | 0,0320 0,0012

NC6 0,0372048 | 0,037572 | 0,0386998 | 0,0374 0,0003

NC7 0,1226675 | 0,115684 | 0,1332999 | 0,1192 0,0049

NC8 0,195625 | 0,125209 | 0,15461 | 0,1604 0,0498

NC9 0,0909331 | 0,12109 | 0,115256 | 0,1060 0,0213

NC10 | 0,1425141 | 0,14358 |0,1273534 | 0,1430 0,0008

NC21 0,097463 | 0,078594 | 0,0813679 | 0,0880 0,0133

NC22 | 0,0411187 | 0,039222 | 0,0384063 | 0,0396 0,0014

NC23 Kein Signal erhaltlich

NC24 | 0,0874448 | 0,085991 | 0,0887764 | 0,0867 0,0010

NC25 | 0,0629562 | 0,067408 | 0,0642936 | 0,0652 0,0031

NC26 | 0,0458373 | 0,042673 | 0,045679 | 0,0443 0,0022

NC27 | 0,0320057 | 0,040741 | 0,0311509 | 0,0364 0,0062

NC28 | 0,0290989 | 0,027191 | 0,028408 | 0,0281 0,0013 0,0739 0,0394
NC29 Kein Signal erhéltlich

NC30 Kein Signal erhéltlich

NC31 0,0602176 | 0,069249 | 0,0617977 | 0,0647 0,0064

NC32 | 0,0615229 | 0,057741 | 0,0590519 | 0,0596 0,0016

NC33 | 0,0458076 | 0,04648 | 0,048974 | 0,0461 0,0005

NC34 | 0,0516683 | 0,052629 | 0,060345 | 0,0521 0,0007

NC35 | 0,0493025 | 0,049378 | 0,0437573 | 0,0493 0,0001

NC36 0,048779 | 0,051693 | 0,0478639 | 0,0502 0,0021

NC37 | 0,0574999 | 0,060609 | 0,0584988 | 0,0591 0,0022

NC38 | 0,0562407 | 0,057062 | 0,0616999 | 0,0567 0,0006

NC39 0,063746 | 0,060837 | 0,0725192 | 0,0623 0,0021

NC40 | 0,0632305 | 0,061494 | 0,0678221 | 0,0624 0,0012

NC41 0,0591765 | 0,067242 | 0,0694936 | 0,0632 0,0057

NC42 | 0,0599113 | 0,059699 | 0,0599943 | 0,0598 0,0002

NC43 0,0663 0,052862 | 0,0531763 | 0,0596 0,0095

NC44 | 0,0841878 | 0,08589 | 0,088689 | 0,0850 0,0012

NC46 | 0,0667953 | 0,06784 | 0,0652035 | 0,0666 0,0013

NC47 | 0,0792509 | 0,078843 | 0,0736927 | 0,0790 0,0003

NC48 | 0,0583351 | 0,059033 | 0,0604539 | 0,0587 0,0005

NC49 | 0,0579696 | 0,051799 | 0,05447 | 0,0549 0,0044

NC50 | 0,1904045 | 0,191092 | 0,1905215 | 0,1907 0,0005

Kh2 0,0534465 | 0,05367 | 0,049633 | 0,0522 0,0023

Kh3 0,0531363 | 0,054497 | 0,0529336 | 0,0535 0,0008

Kh5 0,0459217 | 0,048882 | 0,0453226 | 0,0467 0,0019

Kh8 0,0833578 | 0,081152 | 0,0843318 | 0,0829 0,0016 0,0515 0,0148
Kh11 0,0420181 | 0,048985 | 0,0453229 | 0,0454 0,0035

Kh14 0,0296764 | 0,030496 | 0,0300155 | 0,0301 0,0004

Kh18 0,0472975 | 0,046115 | 0,0500032 | 0,0478 0,0020

Kh20 0,0544292 | 0,052169 | 0,0538644 | 0,0535 0,0012

U1 0,055845 | 0,049567 | 0,052669 | 0,0527 0,0031

u2 0,0292101 | 0,030139 | 0,0300297 | 0,0298 0,0005

U3 0,0322012 | 0,034011 | 0,0336621 | 0,0333 0,0010 0,0399 0,0096
u4 0,0333156 | 0,03923 | 0,037552 | 0,0367 0,0030

us 0,0459217 | 0,048882 | 0,0463326 | 0,0470 0,0016
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Tab.VIIL.12: Signale in der Agarosegelelektrophorese der archiologischen humanen Knochenproben, sowie des i
vitro degradierten Materials (0 = kein Signal bis 3 = starkes Signal), Amplifizierbarkeit der Proben mittels
verschiedener Verfahren, sowie Feststellung der Anwesenheit von Inhibitoren (vgl. 111:12); leere Spalten zeigen an,
dass bei dieser Probe keine Analyse durchgefiithrt wurde, die Quelle der Daten ist seitlich angegeben

el’;ﬁﬁ?:ﬁgg;e Amplifizierbarkeit mittels '"h"t";g:’e"'
Probe Ssltg?lftle- Fﬂi‘:gggsz Duplex Triplex | Identifiler | feststellbar Quelle
Go1
Go2 0 1 nein ja
Gu1
Gu2 0 0 nein
Gu3
NC11
NC12 .
NC13 0 1 nein ia vorhesgljecnr?uengnter-
NC14
NC15
NC16
NC17 0 0 nein
NC18 0 0 nein
NC19 0 0 nein
NC20
P1 1 1 nein ja
p2 1 1 nein ja Harbgck 2002/vor-
- - liegende
P3 3 0 a a Untersuchung
P4 1 0 nein
ES 0 3 nein ja vorliegende
Untersuchung
T1 2 1 nein ja
T2 2 1 ja ja
T3 2 1 nein ja
T4 2 0 ja
A 2 0 2 nefn Harbeck 2002
T6 2 0 ja nein
T7 1 1 ja ja
T8 1 1 ja ja
T9 0 0 ja
E1 1 0 nein nein
E2 1 0 ja nein
E3a 1 0 ja nein
E3b 2 0 ja nein
E3c 3 0 nein nein
E7 1 0 nein nein
E13 1 0 nein nein )
E18/1 1 0 a nein Jroriagehde ]
E18/2 1 0 ja nein
E19 1 0 nein nein
E22 1 0 nein nein
E25 0 0 nein nein
E27 1 0 nein nein
E29 1 0 ja nein
E31 1 0 nein nein
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el’;ﬁﬁ?:ﬁgg;e Amplifizierbarkeit mittels '"h"t"ég‘:’e"'
Probe Sig_nal- blaugriine Duplex Triplex | Identifiler | feststellbar Quelle
starke | Fluoreszenz
H1 1 0 ja ja nein
H2 1 0 ja nein nein Harbgck 2002/vor-
. - - liegende
H3 1 0 ja nein nein Untersuchung
H4 1 0 ja
F1 2 2 ja ja
F2 3 3 ja ja
F3 3 1 ja ja
F4 1 1 ja nein ja Harbeck 2002/vor-
F5 3 2 nein ja liegende
F6 1 1 ja ja ja Untersuchung
F7 1 0 ja nein
F9 1 0 ja
F10 2 1 ja ja ja
K91 1 0 ja ja schwach
K92 0 0 ja ja schwach
K93 1 0 ja ja schwach
K94 1 0 ja ja schwach
K95 1 0 ja ja schwach Vorliegende
K96 1 0 ja ja schwach Untersuchung
K97 0 0 ja ja schwach
K98 0 0 ja ja schwach
K99 1 0 ja ja schwach
K100 2 0 ja ja schwach
TE10,5 3 0 ja ja nein
TEI1 2 0 ja ja nein
TEI2 2 0 ja ja nein
TEI125 2 0 ja ja nein
TEIS3 1 0 ja ja nein
TE 13,5 1 0 nein ja nein
TE 14 1 0 ja ja
TEI5 1 0 nein nein
TEI 6 0 0 nein Harbeck 2002
TEI7 0 0 ja
TE18 0 0 nein
TE112 0 0 nein
TEI116 0 0 nein
TE 120 0 0 nein
TE 126 0 0 nein
TEI29 0 0 nein
TE 132 0 0 nein
TEII2 1 0 nein nein
TEIl 4 0 0 nein nein
TEN7 0 0 nein
TEII9 0 0 nein
TE 11 vorliegende
TEII 16 1 0 nein nein Untersuchung
TEII 18
TE Il 21
TE Il 23
TE Il 25 1 0 ja nein

342



VIII Anhang

Tab. VIIL.13: Ergebnisse der Analyse mittels Duplex-PCR der kremierten Knochenproben:
Mittels eines Index wird die geschitzte Stirke des Signals nach Fragmentlingenanalyse

angegeben (0=kein Signal bis 3=starkes Signal)

1. Ansatz 2. Ansatz 3. Ansatz
Probe b-Globin | mt-DNA | b-Globin | mt-DNA b-Globin mt-DNA
K91 2 2 1 2 2 2
K92 1 1 1 1 1 0
K93 1 3 2 3 1 2
K94 0 1 1 1 1 1
K95 0 1 0 0 0 1
K96 1 1 0 1 1 1
K97 2 3 1 2 1 2
K98 1 1 2 1 1 1
K99 1 3 1 2 1 2
K100 1 2 1 1 1 1
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Tab. VIII.15: I1

en bei denen keine K

roben (Kontre

mittels Tden

rolle entnommen werden konnte, wird zumindest das bekannte Geschlecht angegeben

Probe Durchlauf | Amelog. | D19S433| D3S1358 | D8S1179 | D5S818 VWA THO1| D21S11| FGA | D135317 | TPOX | D165S539 | D7S820 | D18551 | CSF1PO| D2S51338
K91 1 X 17 31,2 12 8 12 8/10
2 12/13 12 16/17
Kontrolle XX 14 15/19 12/13 11/12 16/18 7/9,3 29 21 8/12 8 11/12 8/10 15/18 10 20
K92 1 8
2 11
Kontrolle Xy 13/15 17 13 11/13 16/18 7/9 |29/30,21 21 11/13 8/11 11 10/12 16/18 12 19/20
K93 1 X 13/16 12/15 12 16/17 29/30,2 | 21/23 11/12 8 12 16
2 y 13/16 16/17 12/15 12 17 9.9 | 29/30,2 8/12 12/13 12/13 12 10/12
Kontrolle Xy 12/14 1417 8/13 11/13 16/18 6/9,3 29 20/24 8/12 9/11 11/13 8/9 14/16 10/12 21/24
K94 1 16 10/11 12 20 11 7
2 y 29 11
Kontrolle XX 13,2/14 16/17 12/15 11/13 16/18 6/9,3 | 28/31 |21/25 11/12 8/9 11/12 10/11 1217 10/11 23/24
K95 1 16 11
2 11
Kontrolle Xy 12/15 16/17 13/15 12 18 5/6 29 21/25 11 11 12/13 11/14 12116 10/12 19/20
K96 1 15 11 16
Kontrolle Xy 12/16,2 15/18 9/14 11/13 18 7/9 29/31 11/13 11/12 8 910 10 12115 1112 17/24
K97 1 X 14/16/18 13/15 11/12 15/17 9,3 711 11/12 81112 10/11 11 711 17/24
2 y 12/13/14 15 14 11 7/8 11 11 8/11 12 12 17
3 Xy 15/16 13 12 18 B/7 12 11/12 17/19/20
Kontrolle Xy 14/15 14/16 13 11/13 16/17 8/9,3 8/10 11/13 11/12 1212 9/11 8/10 16/18 912 18/25
K98 1 16/18 13 11 7 11 11 13
2 X 12/13/14 15 11 7/8 28/29 11 8/11 12 17
3 y 15 9 13 10/13 10
Geschlecht mannlich
K99 1 X 14/15,2 15/16 10 11/13 17/19 9.3 28/29 | 11/13 8/13 11 11 8/11 11 9/11/12
2 X 14 15/16 11/14 11 7/9,3 | 28/29 11 8 11 11
3 Xy 13/14 15/16 11/14 11 17/18/20 31 11 11 10/11 23
Geschlecht 3 weiblich
K100 1 Xy 13/14/15 | 15/16/17/18 11/13 9/11/12 | 14/17/18/19] 9.3 29/30 |20/23 81012 8/910| 91112 | 8/10/11 | 15/17/18 10/11 24
2 Xy 13/16 13/14 11/12 [ 16/17/18/20| 6,93 8/11/12/13 8/9 912 15 17
Geschlecht weiblich
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Tab.VIIL.16: Prozentualer Gewichtsanteil des anorganischen Materials der humanen archiologischen

Knochenproben (vgl. III: 8), leere Felder zeigen, dass in diesem Fall keine Analyse stattfand, stammt die Arbeit aus
einer anderen Quelle als der votliegenden ist dies unter den Feldern Einwaage/Ertrag angegeben.

Probe Eirz\rllvg;lge Ertrag (mg) pg):;?;::taslier Probe Eirz\rllvg;lge Ertrag (mg) pg):;?;::taslier
anteil anteil
Go1 34,23 E1 99,94 65,34 65,38
Dummler 2004
Go2 26,32 E2 100,35 31,08 30,97
Mittelwert 30,28 E3a 100,21 71,71 71,56
Standardabweichung 5,59 E3b 100,66 67,86 67,42
G 45,28 E3c 99,17 55,33 55,79
G2 Dummler 2004 28,1 E7
~ keine Bestimmung
G03 30,59 E13
Mittelwert 34,66 E18/1 100,35 69,81 69,57
Standardabweichung 9,28 E18/2 99,1 40,6 40,97
NC11 78,11 E19 99,36 55,06 55,41
NC12 74,79 E22 . .
keine Bestimmung
NC13 73,13 E25
NC14 E27 100,71 69,76 69,27
NC15 E29 . .
Lésch 2003 keine Bestimmung
NC16 E31
NC17 72,47 Mittelwert 58,48
NC18 Standardabweichung 14,22
NC19 71,57 Kh1 43,01
NC20 Kh7
Mittelwert 74,01 Kh9
Standardabweichung 2,57 Kh10
P1 110,59 77,12 69,74 Kh12 Strott 2006
P2 114,05 58,75 51,512 Kh13
P3 115,97 61,3 52,86 Kh15
P4 122,73 66,95 54,55 Kh16
Mittelwert 57,17 Kh17
Standardabweichung 8,47 Kh19
ES 102,70 73,50 71,57 H2 108,86 59,99 55,51
T 102,43 66,02 64,45 H3 121,45 60,06 49,45
T2 114,75 69,46 60,53 H4 119 59,15 49,7
T3 106,91 48,34 45,22 Mittelwert 56,98
T4 110,2 51,96 47,15 Standardabweichung 11,20
T5 111,9 59,48 53,15 F1 108,64 74,56 68,6
T6 133,23 102,66 77,05 F2 105,61 88,92 84,2
T7 138,02 60,66 43,95 F3 113,34 76 67,05
T8 121,44 71,53 58,9 F4 103,4 50,26 48,61
T9 99,32 24,59 24,76 F5 136,64 85,65 62,68
Mittelwert 52,80 F6 123,46 49,44 40,05
Standardabweichung 14,89 F7 126,02 61,16 48,53
F9 109,95 48,11 43,76
F10 115,26 67,82 58,84
Mittelwert 58,04
Standardabweichung 14,17
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Tab. VIIL.17: Prozentualer Gewichtsanteil des anorganischen Materials der
in vitro degradierten Proben der Temperaturexperimente I und II

sowie des kremierten Materials

prove | Eivwasse | Erag | prezenuaer
TE 10,5 114,48 53,71 61,487
TEI1 102,63 41,94 43,043
TEI2 115,84 63,6 73,674
TEI2,5 99,32 51,38 51,03
TEI3 100,8 49,13 49,523
TE 13,5 101,5 48,42 49,146
TEI4 99,2 50,36 49,957
TEIS 104,33 52,22 54,481
TEI 6 105,33 51,69 54,445
TEI7 109,34 62,11 67,91
TEIS8 109,51 65,16 71,357
TEI12 109,88 58,18 63,928
TEI16 104,47 66,45 69,42
TE 120 103,45 72,22 74,712
TE |26 111,57 66,88 74,618
TEI29 106,34 65,95 70,131
TE |32 108,57 88,79 96,399
TEII 2 100,55 44,31 44,07
TEIl 4 105,44 49,24 46,70
TEI7 114,9 60,53 52,68
TEII9 101,76 13,38 13,15
TE Il 11 100,33 46,03 45,88
TE Il 16 101,48 25,18 24,81
TEII18 100,09 50,38 50,33
TE Il 21 99,43 48,56 48,84
TE Il 23 101,96 53,73 52,70
TE Il 25 98,55 30,02 30,46
K91 107,22 55,75 51,96
K92 138,61 92,26 66,56
K93 130 105,62 81,25
K94 123,07 80,35 65,29
K95 159,13 100,33 63,05
K96 149,28 87,78 58,8
K97 136,32 101,96 74,79
K98 157,11 129,56 82,46
K99 139,03 121,59 87,46
K100 103,8 70,85 68,26
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Tab. VIIL.18: Prozentualer Gewichtsanteil des anorganischen Materials der tietischen Knochenproben (vgl. III: 8),
leere Felder zeigen, dass in diesem Fall keine Analyse stattfand, externe Quellen sind unter Einwaage/Ertrag

angegeben

Probe

Einwaage
(mg)

Ertrag (mg)

prozentualer
Gewichts-
anteil

Probe

Einwaage
(mg)

Ertrag (mg)

prozentualer
Gewichts-
anteil

Go63

Go4

Dummler 2004

61,73 Kh2

49,3 Kh3

Mittelwert

55,52 Kh5

Standardabweichung

8,79 Kh8

NC1

NC2

NC3

NC4

NC5

NC6

NC7

NC8

NC9

NC10

NC21

NC22

NC23

NC24

NC25

NC26

NC27

NC28

NC29

NC30

NC31

NC32

NC33

NC34

NC35

NC36

NC37

NC38

NC39

NC40

NC41

NC42

NC43

NG44

NC45

NC46

NC47

NC48

NC49

NC50

Lésch 2003 (nur Bestimmung
von NC3, NC11,NC34, NC35,
NC 37, NC37,NC42, NC43)

Kh11

Kh14

67,6 Kh18

Kh20

Strott 2006

57,71

59,42

71,35

Mittelwert

62,83

Standardabweichung

7,43

)

U2

U3

U4

us

Strott 2006

63,26

65,46

62,93

58,25

Mittelwert

62,48

Standardabweichung

3,03

68,5

61,91

70,33

70,74

72,81

63,61

Mittelwert

67,93

Standardabweichung

3,93
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Tab. VIIL19: Elementkonzentrationen nach REA-Messung, bei leeren Feldern lag die Konzentration unterhalb der Messgrenze
Probe Methode Calcium | Phosphor Magnesium Kalium | Chlor | Eisen | Mangan | Zink Fluor | Strontium Aluminium Barium ]| Natrium Schwefel | Titan | Uran
G2 quantit ativ 349840 136593 1327 166 431 23 374 106 4006 60 6
Gl3 quantitativ 368714 133058 1508 249 689 201 682 370 3858 60 7
NC14 halbguantitativ 428820 152740 7839 1743 5609 7610 2011 4006 1001
NC18 halbguantitativ 435967 144012 1980 1660 6373 13087 516 5821 890
NC 16 halbguantitativ 428820 152740 5246 1245 2497 6544 4566 2964 3224 1962
NC19 halbguantitativ 450261 144012 1628 1162 7946 1522 1958 7165 2745 2683
P1 quantitativ 318828 138121 784 83 431 139 841 177 53 3339 60
P3 quantitativ 328476 142397 784 166 431 178 1169 158 53 3783 60 14
ES halbguantitativ 450261 144012 724 12057 7745 1262 448 328 2225 2483
T1 halbquantitativ 393085 183288 2894 4160 364 1482 2300 2323
T2 halbguantitativ 393085 187652 2352 620 467 295 142,83 2226 1561
17 halbguantitativ 407379 183288 2593 372 3190 1202
T8 halbguantitativ 385938 192016 2593 346 245 339 4525 1202
E2 halbguantitativ 393085 192016 1146 1496 330 312 1335 481
E3c halbquantitativ 428820 161468 2714 4650 5141 330 1852 2967 441
E7 halbguantitativ 414526 170196 1387 2153 3833 1300 203 1799 2003 721
E19 halbguantitativ 414526 170196 2834 830 3506 279 1905 4229 1001
Hi halbguantitativ 393085 174560 1628 1245 1700 | 23252 3563 514 470 0 3932 2643
H2 halbguantitativ 393085 183288 1146 1577 12918 1781 514 420 0 4303 2083
H3 halbguantitativ 393085 183288 1749 5426 888 389 191 6083 4005
H4 halbguantitativ 400232 183288 1749 3789 1542 507 3858 1282
F1 halbguantitativ 393085 192016 1025 600 1855 641
F4 halbguantitativ 393085 196380 1869 160 2967 1121
F5 halbguantitativ 385938 196380 844 920 313 2003 1001
F10 halbguantitativ 400232 187652 844 680 260 267 1 2003
K91 halbguantitativ 371644 196380 6030 830 2600 1206 482 1589 280 8160 721
K92 halbguantitativ 371644 174560 9648 3237 910 888 144 291 35609 2964
K93 halbguantitativ 335909 178924 7839 9131 884 1168 349 62316 1802
K98 halbguantitativ 321615 174560 8442 13282 580 947 643 5141 161 1217 74186 841
TEIl2 halbguantitativ 385938 192016 2231 435 211 529 4896 316
TEI 16 halbguantitativ 393085 187652 2593 2711 169 4006 441
TE Il 25 halbguantitativ 400232 183288 2593 3615 795 429 5787 6541
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Tab. VIIIL.20: Stabile Isotopenverhiltnisse aus Kollagen und Carbonat der humanen
archiologischen Knochenproben, das Fehlen Messdaten werden durch leer Felder angedeutet

Kollagen Carbonat Quelle
Probe 8"*Nio (%) 8"Cko (%) 8'°0ca (%o) 8"°Cca (%)
Got 9,98 -19,68 -11,93 -12,81
Go2 Kein Kollagen extrahierbar -11,72 -13,28
Gl 8,68 -18,75 -6,69 -8,66 Dummler 2004
G2 12,93 -14,65 -7,8 -10,75
Gi3 Kein Kollagen extrahierbar 6,53 -11,36
Mittelwert 10,81 -16,70 -2,65 -10,26
g’gx‘gsﬁng 3,01 2,90 7,97 1,42
NC11 5,57 -19,94 -6,49 -12,56
NC12 7,04 -20,66 -7,44 -13,63
NC13 8,91 -18,87 -7,66 -12,32
NC14 6,51 -20,80
NC15 Kein Kollagen extrahierbar
NC16 6,37 20,55 6,68 13,03 Losch 2003
NC17 5,94 -19,89 -7,43 -12,31
NC18 5,80 -21,12
NC19 8,69 -21,74 -6,85 -12,60
NC20 6,17 -19,89
Mittelwert 6,78 -20,38 -7,09 -12,74
g’gx‘gsﬁng 1,22 0,84 0,48 0,51
P1 9,56 -20,05 -5,16 -13,9
P2 9,02 -20,93 -6,4 -15,43
P3 9,52 -20,06 7,22 -14,83
P4 9,54 -20,24 -6,87 -14,55
Mittelwert 9,41 -20,32 -6,41 -14,68
g’gx‘gsﬁng 0,26 0,42 0,90 0,64
ES 10,24 -20,97 -14,23 -13,29 vorliegende
T1 10,02 -19,71 -5,5 -12,67 Untersﬁchung
T2 10,38 -19,31 -5,86 -12,2
T3 10,38 -20,26 -4,52 -14,36
T4 10,27 -18,97 -5,38 -13,17
T5 9,89 -19,53 -5,84 -14,59
T6 10,05 -20,22 -13,84 -11,82
T7 11,07 -19,71 -5,22 -13,67
T8 9,75 -19,34 -6,6 -13,36
T9 10,79 -19,27 -5,75 -14,99
Mittelwert 10,29 -19,59 -6,50 -13,43
Standard-
abweichung 0,43 0,43 2,81 1,09
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Kollagen Carbonat Quelle
Probe 8"°Nico (%) 8"Cro (%) 8'°Oca (%) 8" Cea (%:)
E1 10,11 21,44 9,21 -14
E2 10,69 -21,66 -10,01 -13,12
E3a 10,19 -21,30 9,94 -12,17
E3b 10,46 -22,50 -8,41 -12,98
E3c 10,32 -20,28 -10,12 -14,21
E7 10,07 22,43
E13 9.24 21,43 Czermak 2003/
E18/1 9,75 -20,31 -8,53 -12,9 éau gler 2006
E18/2 8,87 21,72 9,3 -13,95
E19 9,19 -22,41 -10,05
E22 10,25 -21,08
E25 9,16 -22,97
E27 9,77 -21,97 -8,49 -12,73
E29 9,36 -22,93
E31 6,98 -25,88
Mittelwert 9,63 -22,02 9,34 -13,26
g’gx‘edisﬁng 0,01 1,35 0,72 0,72
Kht 5,69 21,9 -11,66 -13,96
Kh7 9,59 -20,34
Kh9 10,81 -19,49
Kh10 9,34 -19,75
Kh12 13,04 -19,88 Strott in
Kh13 10,96 -20,19 Vorbereitung
Kh15 10,96 -20,25
Kh16 10,64 -19,44
Kh17 10,64 -20,21
Kh19 Kein Kollagen extrahierbar
Mittelwert 10,19 -20,16
2bweichung 1.98 073
H1 13,52 -19,46 -8,11 -10,06
H2 12,4 -19,54 9,31 -14,1 Vorliegende
H3 13,22 -19,18 -11,03 -13,94 Untersuchung
H4 12,41 -19,83 -13,31 -13,9
Mittelwert 12,89 -19,50 -10,44 -13,00 ,
Standard- Uv?rhegerr:de
abweichung 0,57 0,27 2,26 1,96 ntersuchung
F1 12,62 -19,04 7,56 -12,89
F2 11,13 -19,27 9,37 -12,66
F3 12,9 -19,41 -5,19 -13,18
F4 12,99 -18,74 -6,53 -15,22 Vorliegend
F5 13,25 -18,91 -6,86 -12,61 Untellsegsgur?g
F6 10,55 -20,43 7,42 -15,47
F7 11,77 -19,02 -5,79 -14,61
F9 12,59 -19,48 -5,06 -15,38
F10 11,45 -18,86 -5,26 -13,84
Mittelwert 12,14 -19,24 -6,56 -13,98 _
Vorliegende
Standard- 0,94 0,51 1,42 1,20 Untersuchung
abweichung
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Tab. VIIL.21: Stabile Isotopenverhiltnisse aus Kollagens und Carbonat des humanen
in vitro degradierten bzw. kremierten Knochenmaterials, leere Felder bedeuten, dass in diesem Fall
keine Messung vorgenommen wurde

Kollagen Carbonat Quelle
Probe 8""Nio (%q) 8"Cko (%-) 8"°0ca (%) 8"°Cca (%)
TE 10,5 10,03 -20,63 -10,12 -16,34
TE 1 10,05 -20,29 -8,98 -16,53
TEI2 10,31 -20,25 -9,21 -16,58
TEI2,5 9,99 -20,43 -9,62 -16,46
TEI3 10,08 -20,41 -9,04 -16,29
TE 3,5 10,19 -20,17 -12,68 -16,4
TE 4 10,08 -20,23 -10,13 -16,74
TEI5 9,5 -20,42 -10,06 -16,63 Vorliegende
TEI 6 10,14 -20,47 -9,23 -16,81 | Untersuchung
TEI7 9,72 -20,36 -10,3 -16,44
TEIS8 10,57 -20,12 -9,8 -16,46
TEI12 6,38 -22,63 -15,02 -16,25
TEI16 10,59 -16,71 -10,39 -16,6
IE : Zg Kein Kollagen extrahierbar 13;; 1:563;1
TEI29 -10,11 -16,55
TE |32 8,59 -17,98 -10,58 -16,37
K91 -17,4 -23,43
K92 -16,58 -22,81
K93 -13,81 -24,87
K94 -16,91 -25,37
K95 Kein Kollagen extrahierbar -15,23 -24,96 Vorliegende
K96 -16,42 -22,87 | Untersuchung
K97 -15,51 -25,07
K98 -17,13 21,29
K99 -12,65 -24,18
K100 -13,69 -25,4
Mittelwert -15,53 -24,03
Standard-
abweichung 1,65 1,38
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Tab. VIIL.22: Stabile Isotopenverhiltnisse aus Kollagens und Carbonat des tierischen

in vitro degradierten bzw. kremierten Knochenmaterials, leere Felder bedeuten, dass in diesem Fall
keine Messung vorgenommen wurde

Kollagen Carbonat Quelle
Probe 8""Nio (%q) 8"Cio (%0) 8"°0ca (%) 8"°Cca (%)
Go3 10,78 -20,48 -6,96 -11,07
- Dummler 2004
Go4 Keine Messung vorgenommen -1,11 -12,77
NC1
NC2
NC3
NC4
NC5
NC6
NC7
NC8
NC9
NC10 kein Kollagen extrahierbar
NC21
NC22
NC23
NC24
NC25
NC26
NC27
NC28
NC29
NC30 Lésch 2003
NC31 4,82 -20,18
NC32 2,97 -21,42
NC33 6,79 -20,32
NC34 6,33 -20,67
NC35 3,92 -19,29
NC36 7,85 -19,78
NC37 9,47 -19,04
NC38 5,40 -20,57
NC39 7,79 -21,51
NC40 7,20 -20,42
NC41 14,21 -22,63
NC42 8,40 -22,22
NC43 5,22 -20,30
NC44 7,99 -20,19
NC45 7,19 -19,75
NC46 5,85 -20,45
NC47 7,28 -20,15
NC48 7,85 -22,66
NC49 5,55 -20,72
NC50 6,76 -20,56
Mittelwert 6,94 -20,64
aoweichung | 2% 099
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Kollagen Carbonat Quelle
Probe 8"°*Nio (%o) 8"Cxo (%0) 5'%0ca (%o) 5"°Cca (%0)
Kh2 6,07 -22,89 -8,69 -10,86
Kh3 8,25 -20,96 -11,81 -10,71
Kh5 6,98 27,71
Kh8 4,06 -21,02 -10,27 -11,81
Kh11
Kh14 Kein Kollagen extrahierbar
Kh18 Strott in
Kh20 8,46 -21,89 Vorbereitung
Mittelwert 6,76 -22,89 -10,26 -11,13
:kt)a\:\;ggrrﬁng 1,80 2,80 1,56 0,60
us 4 -22,14 -8,98 -12,86
U4 6,010 -21,280
us 5,570 -21,450 9,57 -13,31
Mittelwert 5,19 -21,62 9,28 -13,09
i’éﬂvnggﬁ'ng 1,06 0,46 0,42 0,32
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